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Esansiyel hipertansiyonlu  hastalarda  katekol O-  metiltransferaz
polimorfizmlerinin belirlenmesi.
Ogrencinin Ad1 : Mustafa Gokhan ALBAR

Damismani : Dog. Dr. Oya ORUN
Anabilim Dah : Biyofizik
1. OZET

Amag: Katekol-O-metiltransferaz (COMT), bir metil grubunun S-Adenosil
Metiyoninden(SAM)  dopamin, epinefrin ve norepinefrin  gibi  katekol
ndrotransmitterlerine transferini katalize eden her yerde bulunan bir enzimdir.
COMT’un genetik varyantlarinin bazi popiilasyonlarda esansiyel hipertansiyonla
(EHT) iliskisi daha 6nce gosterilmistir. Ancak elde edilen pozitif sonuglara ragmen bu
konuda yapilmis ¢alisma sayisi son derece kisithidir. Bu nedenle ¢aligmamizda daha
once EHT ile iliskisi belirlenmis olan bir promotor gen varyantimin Tiirk
popiilasyonundaki dagilimi ve EHT ile iligkisini belirlemeyi amacladik.

Gerec ve Yontemler: : Istanbul Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim
ve Arastirma Hastanesine bagvuranlardan EHT teshisi konulmus 221 hasta ve 170

EHT bulgusu rastlanmamus kisilerden 200 pl periferik kan alinarak DNA izolasyonlari
gerceklestirildi. COMT G-1947A (rs4680) “Roche LightCycler® 96 (Roche)” ile

gercek zamanli PZR analizleri yapildi. Genotiplerin polimorfizm iizerine dagilimi
istatistiksel olarak “GraphPad Prism (V.7)” ile degerlendirildi.

Bulgular: COMT G-1947A (rs4680) i¢in 221 EHT hastasinin 88 (%39.8)’inde AA,
76 (%34.3)’sinda GA, 57 (%25.9)’sinde GG genotipleri tespit edilmistir. EHT
bulgusuna rastlanmamis 170 saglikli bireyin 53 (%31.1)’linde AA, 46 (%27.1)’sinda
GA, 71 (%41.8)’inde GG genotipleri tespit edilmistir.

Iki grup arasindaki ilgili frekanslar ki-kare analizi kullanilarak karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0,0038). Tek allel dagilimlarindaki (A /
G) farklilik da, EHT ile giiclii korelasyon gosteren, istatistiksel olarak anlamli bir
dagilim ortaya koymaktadir (p = 0,0006).

Sonuglar: Sonuglarimiza gore, G-1947A varyansinin hipertansiyon ile giiglii bir
pozitif iligkisi vardir. Bu nedenle G-1947A polimorfizmi, Tiirk niifusu i¢in 6nemli bir
risk isareti olabilir.

Anahtar Sozciikler: COMT, SNP, varyant, katekolamin, polimorfizm, hipertansiyon



Determination of catechol O-methyltransferase polymorphisms on patients with
essential hypertension.
Student’s Name : Mustafa Gokhan ALBAR

Supervisor : Dog. Dr. Oya ORUN
Depertman : Biophysics
2. SUMMARY

Aim: Catechol O-methyltransferase(COMT) is a ubiquitous enzyme that catalyses the
transfer of a methyl group to catechol-containing neurotransmitters. The association
of genetic variants of COMT with EHT has been previously shown in some
populations. Despite the positive results, the number of studies in this area is extremely
limited. Therefore, in our study, we aimed to determine distribution of a promoter gene
variant in Turkish population and to reveal its correlation with EHT.

Methods: DNA was isolated from peripheral blood samples (5 pl) of 221 patients
diagnosed with EHT and 170 healthy persons without EHT, referred to the Department
of Internal Medicine, Pendik Education and Research Hospital of Marmara University
Medical Faculty. Real-time PCR analyzes were performed using LightCycler 96
(Roche) for detection of COMT G-1947A(rs4680) genotypes. Distribution of
genotypes and their relation with EHT was evaluated statistically using GraphPad
Prism software(v.7.0).

Results: The genotype distribution for COMT G-1947A (rs4680) variance were found
as 88 (39.8%)AA, 76 (34.3%)GA, and 57 (25.9%)GG in 221 EHT patients.
Corresponding values for healthy individuals were 53 (31.1%)AA, 46 (27.1%)GA and
71 (41.8%) GG.

The respective frequencies between two groups were found statistically significant
when compared using chi-square analysis (p=0,0038). The difference in single allele
distributions (A / G) was also statistically significant, showing strong correlation with
EHT (p=0,00006).

Conclusion: According to our results, G-1947A variance have a strong positive
association with hypertension. Therefore G-1947A polymorphism could be an
important risk marker for Turkish population.

Key Words: COMT, SNP, variant, catecholamine, polymorphism, hypertension.



3. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon (yliksek tansiyon), diinyanin her yerinde insan ve toplum sagligin
ciddi olarak tehdit eden bir hastalik olup, beyin kanamasi, kalp krizi, bobrek
yetmezligi, korliik ve felg gibi 6liimciil sonuglar ortaya ¢ikaran, tehlikeli ve sik goriilen
bir hastaliktir. Kalp damar hastaliklariyla kan basinci birbirleriyle iligkilidir. Kan
basinct yiikselirse kalp krizi, kalp yetmezligi, felg, g6z ve bobrek hastaliklart gelisme
riski de o kadar yiikselir (Karolina K. 2006).

Hipertansiyonun ortaya ¢ikis nedenleri arasinda genetik yatkinlik ve asir1 tuz
tiiketimi ilk sirada yer alsa bile hastalarin %90’ 1nda hipertansiyon nedeni belli degildir.
Tipta bu tip hipertansiyonlara primer veya esansiyel hipertansiyon denir. Halk dilinde
ise “asabi tansiyon” denilmektedir. Hipertansiyon omiir boyu devam eden bir
hastaliktir. Bu hastaligin olugmasina baska bir neden veya bir hastalik etki ediyor ise
sekonder hipertansiyon olarak adlandirilir. Sekonder hipertansiyona erigkinlerde %6

ile %8 araliginda rastlanir (Yoo JH. 2005).

Biz bu c¢aligmada esansiyel hipertansiyonlu (EHT) hastalarda ve hipertansiyon
tanist konulmamis (EHT bulgusu olmayan) kisilerde katekol O- metiltransferaz
(COMT) polimorfizmi goriilme sikliginin Tiirk poptilasyonundaki etkisini bulmay1
amagladik. Polimorfizmler bir ¢ok degiskenden kaynakli farkli toplumlarda cesitli
dagilim gosterebilmektedir. Bu c¢alismamizda, Tiirk popiilasyonundaki EHT ile
COMT polimorfizmi arasindaki iliskinin anlamli olup olmadigini bulmay1 amacladik.
Bu ¢alismada yapilan EHT ile COMT polimorfizmi arasindaki iligskinin aragtirilmasi
bu hastaligin genetik temeli lizerine yiiriitiilen farkli galismalara da katki saglayacaktir.
Hipertansiyonun kalitsal ve genetik etkileri bulundukga bu etkilere bagli olarak teshis
ve tedavi yontemleri de bulunmaya baglayacaktir. Bu gelismeler dogrultusunda EHT
kaynakl1 hastaliklar ve 6liimlerde azalma saglanacak ve yasam kalitesinin artmasi s6z

konusu olacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Hipertansiyon

Tansiyon, dolasim sistemi atardamarlarinin i¢indeki kanin basinci olarak ifade
edilir. Kan basinci iki farkli degerle ifade edilir. Bunlardan birincisi kalbin kasilma
sirasinda olusturdugu en biiylik kan basincidir ve sistolik basing yada biiyiik tansiyon
olarak adlandirilir, ikincisi ise kalbin gevsemesi ya da dinlenme durumunda
olusturdugu en diisiik kan basincidir ve diastolik basi¢ yada kii¢iik tansiyon olarak

adlandirilir.

Sistolik kan basinci i¢cin normal degerler 90 mmHg ile 120 mmHg arasinda,
diastolik kan basinci i¢in ise 60 mmHg ile 90 mmHg arasinda oldugu saptanmistir. Bu
degerlerin tlizerindeki kan basinglari ise yiiksek tansiyon olarak belirtilmis ve hastalik
olarak kabul edilmistir. Bir kisinin hipertansiyon hastas1 sayilabilmesi i¢in
tansiyonunun yatis pozisyonunda veya oturdugu yerde sirtin1 yaslamis vaziyette, beser
dakika araliklar ile sik sik dl¢iilmesi ve yapilarak ve bu dl¢limler sonucu siirekli olarak
sistolik kan basincinin 140 mmHg, diastolik kan basincinin ise 90 mmHg nin iizerinde
oOlgiiliiyor olmasi gerekmektedir. Fiziksel etkinlik, duygusal stres, korku, heyecan gibi
cevresel etkenler tansiyonu gegici olarak yiikseltebilir fakat bu yiikselmeler

hipertansiyon olarak kabul gérmez.

Hipertansiyon (HT) ve hipertansiyona bagli kardiyovaskiiler hastaliklardan
kaynakli 6limler diinyada 1. sirada gelmektedir. Hipertansiyon Cin’de ortalama 130
milyon kisiyi etkilerken diinya capinda ise 1 milyar kisiyi etkilemektedir (Gu ve ark.
2002). Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) sistolik kan basincinin 18 yas ve iizeri
erigkin bireylerde 130-139 mmHg, diastolik kan basincinin ise 85-89 mmHg arasi
degerlerde olmasini ‘yliksek normal’ olarak tanimlamis ve bu degerlerin tizerindeki
aralig1 hipertansiyon olarak belirtmistir. Amerika Birlesik Devletleri Birlesik Ulusal
Komitesi (JNC) ise sistolik kan basincinin 120-139 mmHg, diastolik kan basincinin
ise 80-89 mmHg degerleri arasinda oldugu durumlar1 ‘prehipertansiyon’ olarak

tanimlamistir (WHO 2003, ESH-ESC 2007, INC 2004).



ESC ve JNC’nin hipertansiyon siniflandirmalar1 Tablo 4.1 de ve Tablo 4.2 de

gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Avrupa Kardiyoloji Dernegine(ESC) gore kan basinci seviyelerinin tanimi

ve siniflamasi (2013)

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Optimal <120 Ve <80
Normal 120-129 Ve / Veya 80-84
YUlksek normal 130-139 Ve / Veya 85-89

Evre 1 hipertansiyon 140-159 Ve / Veya 90-99

Evre 2 hipertansiyon 160-179 Ve / Veya 100-109
Evre 3 hipertansiyon >180 Ve / Veya >110

izole sistolik hipertansiyon >140 Ve <90

Tablo 4.2 INC 8’in 6nerdigi hipertansiyon tanimi1 ve siniflamasi

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Optimal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89

Evre 1 HT 140-159 90-99

Evre 2 HT > 160 > 100

4.1.1. Hipertansiyon tipleri

Hipertansiyonun sebepleri arasinda genetik yatkinlik ve asir1 tuz tiiketimi oldugu
sOylenilse bile vakalarin %90-%95 inin sebebi belli degildir. Bu tiir olan hipertansiyon
tipine esansiyel veya primer hipertansiyon denir. Eger hipertansiyon olusumuna baska
bir hastalik etki ediyor ise bu hipertansiyon sekonder olarak isimlendirilir. Sekonder
hipertansiyon erigkinlerde %6 ile %8 araliginda goriildiigli saptanmistir (Yoo JH.
2005).



4.1.1.1.Esansiyel (primer) hipertansiyon

Esansiyel hipertansiyon biitiin hipertansiyon vakalarinin %90-%95’lik kismini
olusturmaktadir ve hipertansiyonun en yaygin seklidir (Carretero OA 2000). EHT nin
nedeni tam olarak aciklanamamistir. EHT nin ortaya ¢ikmasinda bir¢ok cevresel
faktorlin etkili oldugu anlagilmigken, genetik faktorlein de Onemli rol oynadig:
belirlenmis, fakat hipertansiyonun genetik temeli hala tam olarak anlagilmamistir

(Vasan 2002, Ehret GB ve ark. 2011).

EHT cevresel ve genetik faktorlerin ayni anda etki gdsterdigi ¢ok etkenli bir
hastaliktir. Bu genetik etkiler basit Mendel kurallarinin kullanildigr kalitim
yasalarindan daha ¢ok bir¢ok genin etki ettigi karisik mekanizmalari igerir (Mondorf
UF ve ark. 1998). Yapilan bir aragtirmada aile bireyleri ve ikiz kardesler aras1 genetik
paylasimin yakinlig: ile tansiyon diizeyleri incelenmis, genetik faktorlerin tansiyona
katkisinin %30 ile %60 araliginda bir oranda oldugu belirtilmistir (Guyton ve Hall
2001). Belirlenen bir popiilasyonun kan basinglarinin ortalama diizeyleri ile genetik

faktorlerin dagilimi arasinda korelasyon bulunmustur (Pratt RE 1999).

4.1.1.2.Sekonder hipertansiyon

Sekonder hipertansiyon farkli hastaliklarin  etkisinden dolay1r olusan
hipertansiyondur. Mesela damar sertligi, diyabet ve bobrek yetmezligi gibi hastaliklara
bagli olarak olusabilir. Farkli hastaliklardan kaynakli olustugu i¢in eger sebep olan
hastalik tedavi edilebilirse hipertansiyon da tedavi edilmis olur.Bu nedenle tedavi
edilebilen bir hipertansiyon c¢esidi olarak siniflandirilir.Hipertansif vakalarin %5-

10’unu olusturan bir tiirdiir.



Tablo 4.3. Hipertansiyonun nedene yonelik siniflamasi

Esansiyel (Primer) Hipertansiyon

Sekonder Hipertansiyon

Nedenleri

Genetik yatkinlik

Asin tuz tilkketimi

Obezite

Artmis sempatik aktivite

Renin anjiotensin sisteminin rolii
Tuz atiliminda renal bozukluk
Intraseliiler sodyum ve kalsiyum artis1
Diisiik dogum agirlig:

Aceleci, sabirsiz, stresli kisilik yapisi
Arttiran Faktorler

Asin alkol alimi,

Sigara,

Sedanter hayat,

Polisitemi,

Nonsteroid antiinflamatuvarlar,

Diisiik potasyum alimi

Bobrek Kokenli (Renal) Nedenleri
Kronik piyolonefrit
Akut ve kronik glomeriilonefrit
Polikistik bobrek hastalig:
Renal arter darlig:
Arterioler nefroskleroz
Diyabetik nefropati
Renin salgilayan tiimorler
Endokrin Nedenler

1. Oral kontraseptifler

2. Adrenokortikal Hiperfonksiyon
Cushing sendromu
Primer hiperaldosteronizm
Konjenital adrenal hiperplazi

3. Feokromositoma

4. Miksodem

5. Akromegali

6. Hipotiroidi, hipertiroidi

7. Hiperparatiroidi
Uyku- apne
sendromu Norolojik
nedenler Aorta
koarktasyonu

4.1.2. Hipertansiyonun epidemiyolojisi

Hipertansiyon tiim diinyada ok yaygin bir hastaliktir. Ozellikle iilkemizde her ii¢
kisiden birinin tansiyonunun yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu hastaliktan kaynakli
diger hastaliklarin tetiklenmesi sonucu diinya genelinde 6liim oran1 oldukga ytiksektir
(Lim ve ark. 2012). Yiiksek tansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar kaynakli 6liimlerin
%45 ve daha fazlasindan, inme sebebiyle Oliimlerin ise %51 ve daha fazlasindan

sorumludur.

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2017 yilinda yapmis oldugu Tiirkiye
saglik arastirmasi sonuglarina gore 15 yas ve {izeri bireylerin son 12 ay igerisinde
gecirilen hastaliklarin %15,8’inin hipertansiyon oldugu tespit edilmistir. Bu oran
cinsiyete gore ayrildiginda erkeklerde %11,1 iken kadinlarda %20,5 oldugu tespit
edilmistir. Saglik bakanligmin daha 6nceki yillar icin TUIK’e yaptirdigi arastirma
sonuclarinda da yiiksek tansiyonun, ufak artis ve diisiisler olmasina ragmen bu

degerlere yakin oranlarda seyrettigi gortiilmiistiir (Bora ve ark. 2017).



Ayni aragtirma 15 yas ve Ustii bireylerde gozlenen saglik sorunlarinda EHT nin
bel bolgesi ve boyun bolgesi problemlerinden sonra 3. sirada yer aldigini géstermistir

(Bora ve ark. 2017).

Tablo 4.4. 15 yas ve iistii bireylerin 12 ay igerisinde ki yakalandiklari hastaliklar ve

bu hastaliklarin cinsiyete gore dagilimlari

Hastalik/Saghk Sorunu Erkek Kadin Toplam

Bel Bolgesi Problemleri
Bel Agrisi, Bel Fitigi, Diger Bel Defektleri

214 32,8 27,1

Hipertansiyon 11,1 20,5 15,8
t:rb :astallll 7,1 10,9 9,1

e 10,5 7,7
89, 9,4 7,2
,1 6,1 5,6
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Sekil 4.1. Hipertansiyonun yillar icerisinde cinsiyete bagli degisimi (%)

Diinya iizerinde neredeyse her yerde yapilmakta olan hastaliklarin sikliginin
aragtirtlmasi Tiirkiye’de de yapilmakta olup bunun hipertansiyon ile ilgili kism1 1960
yilindan bu zamana kadar yapilmaya devam etmistir. Tiirkiye’de yapilmis
Hipertansiyon Prevalans ¢aligmasi (PatenT), Tiirkiye’deki hipertansiyonun ne siklikla
yasandigini, bireylerin ne kadar bilingli oldugunu, bireyler arasindaki dagilimlarini ve
bu hastaligin tedavisi ile kontrollerinin yapilip yapilmadigini en 1iyi sekilde
aydinlatmak ve genis bir bilgi yelpazesine ulagmak i¢in Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek

Hastaliklar1 Dernegi tarafindan yiirtitiilmiistiir (Altun ve ark. 2003).

Bu yapilan arastirmalarin 2 tanesinin sonuglari incelendiginde (PatenT, PatenT?2);
PatenT sonuglarinda iilkemizde yas sinirlamasi yapilmadan hipertansiyon prevalansi
%31,8 olarak hesaplanmis ve kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksek oldugu
saptanmistir. PatenT2 sonuglarinda ise; yine aymi kriterler altinda hipertansiyon
prevalansit %1,5 azalarak %30,3 olarak hesaplanmis ve kadinlardaki oranin daha ¢ok
diistiigli gézlenmesine ragmen yine kadinlarda erkeklere oranla daha yiiksek oldugu

tespit edilmistir (Sengul ve ark 2016).
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Sekil 4.2. PatenT ve PatenT2 ¢alismalarinin cinsiyete bagli hipertansiyon prevalans

grafigi (%)

4.1.3. Hipertansiyonda genetik faktorler

Esansiyel hipertansiyonun nedeni bilinmemekle birlikte hipertansiyonlu
bireylerin temsil ettigi popiilasyonda normal kan basinct dagiliminin ¢ok faktorli bir
etiyoloji gosterdigi goriilmektedir. Popiilasyondaki kan basincinin degisimi yaklasik
olarak %30 ile %60 araliginda genetik faktorlere dayanirken geriye kalan kismi
cevresel etkilerden kaynaklanmaktadir (Ward 1990 ve Levy 2000). Esansiyel
hipertansiyonun ortaya ¢ikmasinda farkli genlerdeki ortak varyant sayisinin da net
etkisi oldugu goriilmiistiir (Lifton 1993). Hipertansiyonun, bireydeki genetik ge¢mis
ile ¢evresel etkilerin etkilesimlerinin bir sonucu oldugu, ¢ok faktdrlii ve poligenik

hastalik oldugu belirtilmistir.

Hipertansiyon bir ¢ok hastalik icin biiyiikk bir risk olusturmaktadir. Bu
hastaliklarin basinda bobrek yetmezligi ve inmenin geldigi géz Oniine alinirsa
hipertansiyonun 6énemli bir halk saglig1 sorunu oldugu goriiliir. Bu yilizden 6nlenmesi
onem teskil etmektedir. Bu hastaligin onlenmesine yonelik caligmalar hastaligi
etkileyen genlerin tespit edilip tanimlamaktir. Genetik bag ve aday gen bagi
caligmalari, hipertansiyona yatkinlikta ¢esitli genleri etkilemistir. Her ne kadar genetik

caligmalar anjiyotensinojen, a-addusin,heterotrimerik G protein f3-alt birimi ve 2-
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adrenerjik reseptoriin kodlanmasinda kullanilan genlerdeki polimorfizmlerin roliinii
acik olarak gostermisse de, diger genetik varyantlarin da genetik yatkinliga sebep
olarak hipertansiyon riskini artirdigt sdylenilmistir. Hipertansiyonda gen
polimorfizmlerinde etnik farkliliklardan dolay:r farkli sonuglar ortaya c¢ikardigi
bilindiginden, polimorfizm verilerinin her etnik grup i¢in toplanmasi ¢ok Snemlidir

(Izawa ve ark. 2003).

4.2. Kan Basicinin Kontrolii

Kalp atig1 kanin damarlara pompalanmasi demektir. Her kalp atisinda pompalanan
kan damarlara basing uygular. Kalp atim sayisi nabiz sayisiyla esittir, ayni seyi ifade

ederler (Guyton ve Hall 2001).

Nabiz Basinci = Sistolik Basing (SB) — Diyastolik Basing (DB)

Kan basincinin ortalama degeri kalbin atim dongiisti i¢inde organlara taginan
kanin basing degerinin ortalamasidir ve sistolik(SB)-diyastolik(DB) degerlerden
hesaplanir (Guyton ve Hall 2001).

Ortalama Kan Basinc1 (MAB)= DB+1/3 Nabiz Basinc1 (SB-DB) = 2DB+SB

Ortalama kan basincinin (MAB) asil belirleyici unsurlari; kalbin ¢ikis debisi
(KCD) ve toplam periferik direngtir (TPD) (Guyton ve Hall 2001).

MAB=K(CD X TPD

Kalp debisi kalbin aorta 1 dk’da pompaladigi kan hacmi olarak tanimlanir. Kalp
hiziyla dogru orantilidir yani kalp hiz1 arttiginda debisi de artar. Bu degisiklikler
ortalama kan basincinin degerlerinde de degisiklige yol agar ve kan basincini normal

degerlere getirebilmek i¢in diizenleme sistemleri devreye girer (Guyton ve Hall 2001).

Kan basinci iki sistem tzerinden kontrol edilir. Bunlardan birisi lokal

diizenlemeler iken ikincisi sistemik diizenlemelerdir (Guyton ve Hall 2001).
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4.2.1. Lokal diizenlemeler

Kan basincinin diizenlenmesinde otoregiilasyon kullanilir. Otoregiilasyon
dokularmn kendi i¢indeki kan basincini ayarlayabilmesine denir. Bu sistem sayesinde
dokular kendi beslenme durumunu arteriyel kan basincinin degiskenliklerinden
etkilenmeden, belirli bir sinir igerisinde dengeli tutabilirler. Bu sistem biitlin viiciitta
goriiliirken bobrek, beyin, kalpte ¢ok daha belirgin goriilmektedir (Hammer ve

McPhee 2014).

Kan basincinin yiikselmesi dogrudan etki ile bobreklerin hiicre dis1 siviyi
atmasina neden olur ve bu durum tekrardan kan basincinin normal seviyelere

donmesini saglar.

4.2.2. Sistemik Diizenlemeler

Sistemik kan basinci diizenlenmesinde; en 6nemli faktor sinir sisteminin kontrolii
olmaktadir. Bunun disindaki etkiler ise hormonal ve kimyasal maddelerin etkileri ile
gerceklesmektedir. Sempatik sinir ve parasempatik sinir sistemi damarlarin ve kalp

kasinin kontrolilyle gorevlidir (Hammer ve McPhee 2014).

Sempatik sistem uyarildiginda kalp kasinda kasilmay1 arttirir ve kalp hizinda artis
saglayici etkiler ile kan basincini arttirir. Parasempatik sistem uyarildiginda ise
atardamarlarda gevseme gerceklesir ve bu gevseme kan basincinin diismesini saglar

(Hammer ve McPhee 2014).

4.2.3. Kardiyovaskiiler Kontrol Mekanizmalar:

A. Etkisi Hizli Mekanizmalar (Saniyeler)

a.Baroreseptor Refleks

b.Kemoreseptor Refleks

c.Merkezi Sinir Sistemi iskemisiyle sempatik merkezlerin dogrudan uyarilmasi
B. Etkisi Orta Hizli Mekanizmalar (Dakikalar)

a.Damar hareketleri sonucu (Gerilme-Gevseme)

b.Renin anjiyotensin vazokonstriksiyon sistemi.

c.Kapilerlerden ekstraselliiler bolgeye veya tam tersi sivi gecisi saglamasi
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C. Etkisi Yavas ve Uzun Siireli Mekanizmalar (Saatler)

a.Aldosteron hormonun etkisi.
b.Antiditiretik (ADH, vazopressin) hormonunun etkisi.

Hipertansiyonda artis kalp hizinin artmas1 ve damarlardaki direncin artist ile
ortaya ¢ikan bir durumdur.Bu mekanizmalardan herhangi birini etkileyen nedenler
hipertansiyonda artisa neden olabilir. Kalp atim ve atardamarlarda olusan direng
arasinda uyumsuzlugu olusturan birgok faktdr yiiksek kan basincinin kalic1 hale
gelmesini saglar. Bu faktorlerin etkisi kisilere gore ve hastaligin boyutuna gore

degiskenlikler gostermektedir (Kaplan ve Lieberman 1998).

4.3. Katekolaminler

Katekolaminler bir molekiil sinifidir ve katekol halkasi ve amin zinciri igerirler.
Adrenal medullanin kromafin hiicrelerinde, beyin ve sempatik ndronlarda tirozin
aminoasidinden sentezlenen epinefrin, norepinefrin ve dopamindir molekiilleri
katekolamin adi altinda smiflandirilir. Epinefrin  (adrenalin), norepinefrin
(noradrenalin), ve dopamini i¢ine alan bu grup, viicutta metabolik ve noral
mekanizmalarin diizenlenmesinde rol alir ve oldukc¢a genig bir farmakolojik ajan
grubunun da hedefini olusturur. Sentezlenen bu katekolaminlerin %80’i epinefrin
,%16’s1 norepinefrin ve %4’i dopaminden olusur (Mondorf ve ark. 1998;

Montgomery ve ark. 2000; Onat 2000)

OH OH
HO.
HO™ Y HO
OH OH HO NH;

Sekil 4.3. Katekolaminler; epinefrin, norepinefrin ve dopamin

Katekolaminler viicudu fiziksel aktiviteye hazirlamak i¢in bir takim fizyolojik



degisikliklere yol acar. Bu etkilerin en ¢ok bilinenleri kan basinci ve kalp atis hiz1 gibi
sempatik sinir sisteminin devreye girerek reaksiyon gostermesidir. Fiziksel aktivite,
korku, heyecan gibi uyarilar bu sistemi uyararak harekete gegiren etkenlerdendir.
Vucudun boyle uyart kosullarina uyum saglamasi i¢in katekolaminler 6nemli rol
oynamaktadir ve etkileri ¢ok hizli baslar ancak birka¢ dakika gibi ¢ok kisa bir siire

devam eder.

4.3.1. Katekolamin sentezi

Katekolaminler; adrenal medullanin kromafin hiicrelerinde , beyin ve sempatetik
ndronlarda tirozin amino asitinden sentezlenen epinefrin, norepinefrin ve dopamindir.
Epinefrin adrenal medulla tarafindan 6nemli miktarlarda sentezlenir (Pakize D. 2005).
Katekolaminlerin sentezlendigi 6nciil bilesik tirozin amino asididir. Katekolaminlerin
sentez mekanizmasi sentezi yapabilen biitiin hiicrelerde aynidir. Sentezin ilk ve baglica
kontrol enzimi olan tirozin hidroksilaz tirozinin DOPA’ya (dihidroksifenil alanin)

hidroksilasyonunu katalizler (Pakize D. 2005).

DOPA daha sonra sitozolde dopa dekarboksilaz tarafindan dopamine
dontistiirtiliir ve depo graniillerine istiflenir. Katekolaminlerin sekresyonu egzersiz,
hipoglisemi, miyokard infarkti gibi pek ¢ok stresli durumlarda artar. Norepinefrin
postgangliyonik sempatetik néronlardan salgilanan temel katekolamindir. Dopamin ve
norepinefrin merkezi sinir sisteminin 6nemli ndrotransmitterleridir. Bu  ii¢
katekolaminin kendilerine 6zgii fizyolojik ve farmakolojik etkileri vardir. Epinefrin ve
norepinefrin etkilerini hedef doku hiicreleri ylizeyinde bulunan alfa ve beta adrenerjik
reseptorlere baglanarak gosterirler. Dopamin ve norepinefrin vaskiiler sistemi
etkilerken, epinefrin metabolik islemleri 6zellikle karbohidrat metabolizmasini etkiler.
Katekolaminler karaciger, bobrek ve eritrositlerde monoaminoksidaz (MAO) ve
katekol O-metil transferaz (COMT) enzimlerinin etkileriyle metabolize edilirler

(Pakize D. 2005).
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Sekil 4.4. Katekolaminlerin sentez basamaklari

4.3.2. Katekolaminlerin yikimi

Epinefrinin az bir kismi idrar ile viicuttan atilabilir. Katekolaminlerin aktif
formlarmin yar1 omrii ¢ok ¢ok kisadir ve 10 ile 30 saniyede inaktive edilirler
(Bhagavan 2002). Katekolaminlerin inaktivasyonu, Katekol-O-Metiltransferaz
(COMT) ve Monoamin oksidaz (MAQO) enzimleri ile saglanir.
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COMT yaygin bir enzim olup, S-adenosilmetionin (SAM)’deki metil grubunun
dopamin, epinefrin ve norepinefrin gibi ndrotransmitterlere transferini katalizler. Metil
grubunun bu katekolaminlere transferi inaktivasyona yol acar. Bu katekolaminlerin
COMT tarafindan metilasyonu ile ilk olarak metanefrin, daha sonra normetanefrin ve
en son olarakta 3-metoksitiramin olusur (Baynes ve Dominiczak 1999; Bhagavan

2002).

MAO ise katekolaminleri ve monoaminlerin deaminasyonunu katalizleyip
inaktive eden enzimdir. Bu enzim ilk olarak karaciger hiicrelerinde tespit edilmis olup
karaciger, mide, bobrek ve bagirsaklarda yiiksek oranda bulunur. MAO-A ve MAO-B
olmak iizere ikiye ayrilir ve ndronlarda her ikisi de bulunur. Ayrica MAO-A karaciger,
sindirim sistemi ve plesantada, MAO-B ise kan pulcuklarinda bulunur. MAO-A
epinefrin, norepinefrin ve serotonini deamine ederken, MAO-B ise benzilamin ve 2-
feniletilamin  gibi  bilesikleri deamine eder. MAO enzimi dopamini
dehidroksifenilasetik ~ asite  ¢evirirken, epinefrin ve  norepinefrini ise
dihidroksimandelik asite ¢evirir. Katekolaminleri ilk 6nce COMT veya MAO kullanir
ve birinden ¢ikan {irlinii diger enzimler substrat olarak kullanabilirler. Metabolizmalari
sonucunda epinefrin ve norepinefrin vanilmandelik asite (VMA); dopamin ise
homovanilik asite ¢evrilir ve idrar yolu ile viicuttan atilir. Katekolaminlerin kendileri
ve triinlerinin hepsi siilfat veya glukuronik asit ile birlikte konjuge edilirler ve bu
konjuge edilen iiriinler ve serbest formdaki iiriinler idrar yoluyla viicuttan atilirlar.
Olusan idrarda dopaminin ana metaboliti homovanilik asit ile epinefrin ve
norepinefrinin metaboliti VMA bulunur. Metanefrinler ve  VMA’nin idrardaki

derisimleri feokromasitoma hastalarinda artmaktadir (Baynes ve Dominiczak 1999).

4.3.3. Katekolaminlerin etkileri

4.3.3.1. Epinefrinin etkileri
Epinefrin, Alfa(a) ve beta () adrenerjik aktivite agonisti olan bir katekolamindir.
B-adrenerjik reseptorler, kalp fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. G proteini ile birlestirilmis alicilarin familyasina aittir. Ug alt tipi

(betal-, beta2- ve beta3- adrenoseptorleri) vardir. Bununla birlikte, normal kalpteki

baskin beta reseptorii betal reseptoriidiir, beta2 reseptorii vaskiiler ve vaskiiler
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olmayan diiz kastaki baskin diizenleyici reseptordiir. Epinefrin hem beta 1 hem de
beta2 reseptorlerini aktive eder. Betal-reseptorii aktivasyonunun kalp tizerindeki etkisi
kasilma kuvveti ve kalp atis hizlarinda artiglara yol acar. Beta2-reseptoriiniin

aktivasyonu ise vaskiiler ve vaskiiler olmayan diiz kaslarin gevsemesine yol acar.

B-adrenerjik reseptor karacigerin parankim hiicreleri ve ¢izgili kaslarda bulunan
reseptorlerdir. B-adrenerjik reseptoriin uyarilmasi, ikincil haberci olarak cAMP
artisina sebep olmaktadir. Epinefrin, B-adrenerjik reseptoriin uyarilmasi yoluyla

organlarin bir kisminda birgok etki ortaya ¢ikarirlar (Bhagavan 2002).

a-adrenerjik reseptorler, diiz kaslarda ve arteriyollerde bulunurlar. Diiz kaslarda
bulunanlar kasilmalara neden olurken, arteriyollerde bulunanlar ise uyarilma sonucu
kan basmcinin yiikselmesine neden olur. o-reseptorlerinin uyarilmast cAMP
aktivasyonuna neden olur. Epinefrin, pankreasta a- reseptorlere baglanir ve insiilin
salimimini inhibe eder. Epinefrin a-adrenerjik etki fentolamin ile birlikte bloke edildigi

icin insiilin salintmini arttirir (Bhagavan 2002).

Epinefrin, damarlarda daralmaya, goz bebeklerinde biiylimeye, pilomotor
kaslarda kasilmaya neden olur. Epinefrin, viicudun kritik durumlarinda korku,
oksijenin yetersiz olmasi, asirt yorgunluk gibi stres durumlarina viicudun uygunluk
gostermesi ic¢in biliylik Ooneme sahiptir. Kas hareketleri i¢in kullanilacak yakiti
olusturan yag asitlerini saglar, kaslarin glukozu alip tutmasini azaltir, karacigerde
glikojenden glukoz ayrilmasi ve amino asitlerden glukoz olusmasini uyararak
glukozun debisini arttirir ve glukozu santral sinir sistemi i¢in saklar ve bu sayede stres

ile miicadele etmis olur (Baynes ve Dominiczak 1999; Bhagavan 2002).

4.3.3.2.Norepinefrinin etkileri

Norepinefrin, adrenerjik reseptorlere baglanarak etkilerini gosterir. Norepinefrin
kalp hizin1 ve kan basincini arttirir, enerji depolarindan glikoz salinimini tetikler ve

iskelet kasina kan akigini arttirir (Baynes ve Dominiczak 1999; Bhagavan 2002).

Norepinefrin, ¢ogunlukla sempatik sinirlerde norotransmitter olarak gorev yapan

bir katekolamindir.
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Epinefrin ve norepinefrin belirli bir etki farki gostermektedirler:

1) Glikojenden glikozun ayrilmasinda ve metabolizma iizerindeki etkide

epinefrin norepinefrine gore daha kuvvetlidir.

2) Her ikisi de kan basincini arttirir; bu durum epinefrinin kan seviyesini
arttirmasi, norepinefrinin ise periferik damarlarda daralmay1 saglamasindan ileri

gelir.

3) Kalbin koroner damarlari, epinefrin ve norepinefrinin ikisinin de etkisiyle

genisler.

4.4. Genetik Polimorfizm

Toplumda %]1’den daha fazla siklikta bulunan tek niikleotit degisimleri
polimorfizm olarak adlandirilir. Gen polimorfizmleri, genomun herhangi bir
bolgesinde olusabilir. Diinyanin c¢esitli yerlerinde bulunan insanlarin DNA dizileri
birbirine ¢ok benzer. Rastgele secilen 1000 baz ¢iftlik bir insan DNA parcasinda
ortalama olarak anne ve babadan gelen her iki homolog kromozom iizerinde sadece
tek bir baz ¢ifti farklilik gosterir. Bu protein kodlayan bolgedeki heterozigot niikleotid
bulunma oraninin 2.5 kat1 fazladir (2500°de bir farklilik gosterir) (Bhagavan 2002).

Genom dizilimleri i¢in yapilan ¢aligmalarda her bir insanin genomunda DNA’nin
%99.9  benzerlik gosterdigi kanitlanmis, fakat kalan %0.1°lik fark bireysel
degisikliklerin sebebi olarak gdosterilmistir. Polimorfizmler ise popiilasyonlar
incelendiginde mutasyonlara oranla daha c¢ok siklikta bulunan (>%1) varyant alleller
icin kullanilan bir terim olup, bir hastalik sebebi olarak degil ancak yatkinliklara sebep

olmalar1 nedeniyle aragtirma konusudurlar (Harrap 2004, Nussaum 2005).

Insanlarin genomlarinda en fazla rastlamilan polimorfizmler tek niikleotid
polimorfizmleridir (TNP). TNP’ler, genomlardaki dizilerde tek niikletidlerin yani
Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (C)’nin farklilagmasidir. Genomlardaki
benzerlikler %99,9 , fakliliklar ise %0,1 oldugundan insanlar1 birbirlerinden ayiran
farkliligin sebebi dizilimdeki %0,1°lik bolimdiir. Genomlarin ¢ok az bir kism1 gen

kodlarken biiyiik bir kisim gen kodlamazlar ve bu ylizden TNP’nin ¢ogunlugu genin
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kodlanmadigi kisimda bulunurlar. Bu bdlgedeki polimorfizmlere sessiz TNP denir ve
genin iglevini veya ifadesini degistirmezler. Kodlanan bdlgedeki polimorfizmlere ise
islevsel TNP denilmektedir. Ortalama 1331 baz ciftlerinde 1 kez goriilmektedirler ve
aragtirtlan popiilasyonlara gore farkliliklar gdstermektedir (Zhang ve ark. 2002).

TNP’ler popiilasyon igerisindeki bireylerin hastaliklara yatkinliklari, verilen ilag
cevabina etki konularinda hastaligin seyrini etkilemektedir. TNP’nin iligkisi oldugu
belirlenen hastaliklar hipertansiyon, kanser, sizofreni ve migren gibi hastaliklardir.
Cesitli hastaliklara 6zgii TNP profilleri ¢ikarilmistir. Bu profilleri kullanarak
hastaliklara  yatkinhik  taramasi  yapilabilmektedir.  Bireylerin  hastaliklara
yatkinliklarinin belirlenmesi i¢in hasta ve saglikli kontrol gruplarinda TNP tayini ve

karsilagtirilmasi yapilmaktadir (Zhang ve ark. 2002).

EH’nin kompleks multifaktoriyel bozukluklarin bir sonucu oldugu goriilmektedir.
EH hem cevresel faktorlerin hem de bunlarla etkilesim durumunda bulunan kan
basincina tesir eden birtakim genin mutasyonlarinin ve polimorfizmlerinin
kombinasyonu sonucu oldugundan o6zellikle kan basinct tizerine etkisi olan
proteinlerin islevlerinde genetik polimorfizmlerin etkisinin arastirilmasi hastaliga
yatkinlik, risk faktorlerinin analizi, tedavide izlenecek yaklasimlarin dogru secimi

bakimindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Kasko ve ark. 2012).
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5. GEREC ve YONTEMLER

5.1. Calisma Gruplar Arastirma Orneklerinin Temini

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan
caligmalar icin gerekli izin almmistir (Protokol kodu:09.2017.664). Marmara
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (BAPKO) bu calismay1

desteklemistir.

Bu c¢alismada kullanilacak numuneler Marmara Universitesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Dahiliye birimine kayit yaptiran hastalar arasindan esansiyel
hipertansiyon (EHT) tanis1 konulmus 221 hastanin ve 170 EHT tanis1 bulunmamis
kisilerden temin edilmistir. Toplam ¢alisilacak 391 numunenin 170 tanesi kontrol

grubunu olusturacaktir.

Caligmamiza destek veren kisilerin tamamina bilgilendirmeler sozlii ve yazili
olarak yapild1 ve goniilliilik esasina gore onay formu imzalattirildi. Bu c¢alismaya

dahil olup olamama durumu asagidaki sekilde belirlenmistir.

Arastirmaya dahil olanlarin tagimasi gereken 6zellikler; dinlenme tansiyonunun
en az iki defa yapilan dl¢timiiniin sonucu 140 mmHg/90 mmHg nin {izerinde olmasi,
doktor kontroliinden sonra hipertansiyon tanist konulmus olmasi, 18 yas ve iizeri

olmasidir.

Arastirmaya dahil edilmeyecek olan bireylerin 6zellikleri ise; tansiyon degerlerini
etkileyen baska bir kronik hastaliginin olmasi, kronik bir hastaliktan dolay1 tansiyon

degerlerinin siirekli degisken olmasi ve 18 yasindan kiiciik olmasidir.

Gontiilliilik onay1 alinan bireylerden 1 adet EDTA’I1 tiip igerisine 200 pl periferik
kan numunesi alindi. Bu kan 6rnekleri hasta ve kontrol olarak hasta bilgileriyle birlikte

ayr1 ayri isimlendirildi ve -20 °C’de korundu.
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Kan 6rneklerinin isimlendirilmesi hasta ve kontrol olarak ayrilip hasta grubu i¢in

“H”, kontrol grubu i¢in ise “K” kisaltmast numaralandirilmanin basinda kullanildu.

Tablo 5.1. Numunelerin kayit altina alinmasi ve numaralandirilmasi

Tansiyon
Numune | Adi Soyadi Yas Cinsiyet SKP/DKP Tani 1
Kodu (E/K) (mmHg)
K28 G** A** 26 E 75/120 Kontrol
H35 R** H** 48 K 95/145 EHT

5.2. DNA izolasyonu

Kan numunelerinden DNA izolasyonu, “PureLink Genomic DNA Kits
(INVITROGEN)” kiti kullanilarak yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in kullanilan
basamaklar asagidaki gibidir.

1. -20 °C’de saklanmakta olan EDTA’l1 tiiplerdeki kan ornekleri oda sicakligi
icerisinde tamami ¢oziiliinceye kadar bekletildi. Kan 6rneklerinin bulundugu
tiipler dairesel ¢alkalayicida hareket ettirilerek kanin akiskanligi ve homojenlik

saglandi.
2. 55 °C’de 1s1 blogu hazirlandi.
3. Mikrosantrifij tiiptine 200 pl kan eklenildi.

4. Kanin iizerine 20 pl proteinaz A eklenildi daha sonra iizerine 20 pul RNaz A

eklenildi ve kisa vorteks ile karistirilip 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. Mikrosantrifiij tiiptine 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding buffer

eklenilerek homojen ¢ozelti olusana kadar vorteks ile karistirildi.
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6. Mikrosantrifiij tiipii daha dnce hazirlanan 55 °C’de ki 1s1 blogunda 10 dakika
inkiibe edildi.

7. Inkiibe edilen karigimin igerisine 200 ul etanol eklendi ve homojen ¢dzelti

olusana kadar vorteks ile karistirildi.

8. Olusan karisim PureLink Spin kolonuna aktarilarak 10 000g’da, 1 dakika
santrifiij edildi.

9. Alt tiip igerisinde biriken siviyla birlikte alt tiip atilarak yenisiyle degistirildi.
Kolona 500 pl yikama tamponu 1 eklendi ve hazirlanan bu karisim tekrar 10 000
g’de 1 dakika santrifiij edildi.

10. Alt tiip icinde biriken s1v1 ile birlikte atilarak tekrar degistirildi ve kolona 500
ul yikama tamponu 2 eklenerek bu sefer 13 000g’de 3 dakika santrifiij edildi.

11. Toplama tiipii yani alt tiip tekrar atild1. 1,5 mL’lik streril mikrosantrifiij tlipti
hazirland1 ve kolonun alt kismina takildi. Kolona 150 ul toplama tamponu
eklendi ve oda sicakliginda 1 dk. inkiibe ettikten sonra sonra 12 000g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

12. Son santrifiij isleminden sonra kolon atild1 ve mikrosantrifij tiipiinde ki izole

DNA’lar hasta kodlar1 yazilarak -20 °C’deki dolaba kaldirildi.

5.3. DNA Miktarmin Belirlenmesi

“Synergy H1 Take3 Micro-Volume Plate (BioTek)” cihazini kullanarak izole
halde bulunan DNA miktarlar1 hesaplandi. DNA miktarinin okunmasi i¢in ilk olarak
son yikama tamponunyla cihaz ¢aligtirilarak referans almasi saglanildi ve daha sonra
kuyucuklara DNA o6rneklerinden en az 2 pl olacak sekilde pipet yardimiyla yiikleme
yapildi. Program iizerinden numune koyulan kuyucuklar segilerek okuma islemi
baglatildi ve okuma iglemi bittiginde DNA miktarlariyla ilgili bilgileri asagidaki tablo
seklinde verdi.
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Tablo 5.2.0rneklerin DNA miktarlariyla ilgili bilgilerin 6rnekleri

2 3 2 3
0,028 0,001 260 0,055 0,053 260
A 0,015 0,001 280 A 0,031 0,03 280
1,815 1,562 260/280 1,773 1,775 260/280
27,687 1,277 ng/uL 55,431 52,673 |ng/mL
0,002 0,001 260 0,01 0,005 260
B 0,001 0,001 280 B 0,006 0,003 280
1,25 1,056 260/280 1,719 1,556 260/280
1,78 0,967 ng/pL 10,228 5,147 ng/uL
0,059 0,005 260 0,029 0,016 260
c 0,032 0,003 280 c 0,016 0,014 280
1,844 1,667 260/280 1,808 1,144 260/280
58,647 4,967 ng/pL 29,265 16,345 |ng/uL
0,055 0,051 260 0,022 0,022 260
D 0,033 0,025 280 D 0,012 0,012 280
1,667 2,040 260/280 1,849 1,836 260/280
56,126 53,219 ng/uL 21,761 22,155 |ng/uL
0,005 0,046 260 0,012 0,002 260
E 0,004 0,024 280 E 0,007 0,001 280
1,25 1,917 260/280 1,801 2,742 260/280
4,402 46,122 ng/pL 12,409 2,106 ng/uL
0,085 0,075 260 0,02 0,045 260
E 0,049 0,039 280 E 0,011 0,024 280
1,735 1,923 260/280 1,839 1,876 260/280
82,647 57,982 ng/uL 20,322 45,134 |ng/uL
0,028 0,095 260 0,004 0,085 260
G 0,017 0,053 280 G 0,003 0,046 280
1,647 1,792 260/280 1,383 1,835 260/280
32,129 89,361 ng/uL 4,394 84,647 |ng/muL
0,038 0,029 260 0,034 0,059 260
H 0,021 0,017 280 0,018 0,032 280
1,810 1,706 260/280 = 1.863 1,862 |2601280
34,269 25,832 ng/uL 33,653 59,063 |ng/uL

5.4. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) yapabilmek i¢in Roche markasmin Light
Cycler® 96 model kodlu cihazi kullanildi. Kullanilacak karigimin parametreleri
14680 COMT polimorfizmi i¢in 6zel olarak hazirlandi. Hazirlanan karigim igin

asagidaki adimlar sirasi ile izlenildi.
Hazirlanacak karigim her bir plate kuyusu i¢in;
1. izole edilmis DNA oda sicakliginda ¢oziilmesi igin ¢ikarild.

2. Otoklavlanmig epondorf tiipii icerisinde 10 pl Master Mix, 7 ul distile su ve
0,3 pl prob karistirildi.

3. Karisim plate kuyusuna pipet yardimi ile koyularak iizerine 2 ul oda

sicakliginda ¢oziilen izole edilmis DNA eklendi.

4. Bu adim her bir DNA numunesi i¢in tekrarlanip plate kuyusuna koyulduktan

sonra plate’in tizeri yapiskan film ile kapatildi.
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5. Plate PZR cihazina konularak cihaza verilen referanslar dogrultusunda analiz

islemleri yapildi.

Tablo 5.3. PZR icin kullanilacak DNA ve tampon ¢dzelti miktarlar

19,3 pl reaksiyon karisimi:

Master Mix 10 pl
PCR Grade Water 7 ul
Prob 0,3 ul
DNA 2 ul

Analiz iglemleri bittikten sonra rs4680’in referanslarina gore genotipler (AA, GG,
GA) belirlendi. Kullanilan kit iki farkli renk verdigi icin FAM ve VIC degerlerine
bakildi. Bu referanslara gére FAM G’yi, VIC ise A’y1 temsil etmektedir. Elde edilen

analiz sonuglarina gore grafik 6rnekleri asagidaki sekillerde gosterilmistir.

0.00 .
000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6.00 000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
FAM FAM

Sekil 5.1. Sirasiyla kontrol ve hasta gruplarinin genotip dagilim grafik 6rnegi
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Sekil 5.2. Bir grup numunenin PZR analiz sonug¢larinin toplu grafik érnegi

Analiz sonuglar1 referans olarak alinan degerler ile karsilagtirilip elimizdeki
numunelerin tamami i¢in genotip c¢esitleri belirlendi. Esansiyel Hipertansiyon ve

Kontrol gruplarinin elde edilmis genotip tipleri asagida bulunan tablodaki 6rnek gibi

kayit altina alindi.

Tablo 5.4. PZR analizleri sonucu hasta ve kontrol gruplarmin genotiplerinin

listelenmis drnek gosterimi

HASTA KONTROL
Numune Kodu Genotip Numune Kodu Genotip
H41 AA K21 GG
H42 GG K22 GG
H43 GG K23 GA
H44 AA K24 AA
H45 GG K25 AA
H46 GG K26 GG
H47 GA K27 GG
H48 GA K28 AA
H49 GG K29 GA
H50 GA K30 GG
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5.5. Analiz

Graph Pad Prism 7 programi ile degerlendirilen PZR analiz sonuglarinin
polimorfizm tiizerine dagilimlarinin istatiksel degerlendirilmesi yapildi. Esansiyel
hipertansiyon ve kontrol gruplarinin istatiksel analizleri yapilarak polimorfizmlerin

hepsi igin y* testi ile Hardy-Weinberg denkleminin uygunluklar: kontrol edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Hasta Grubunun Klinik Ozellikleri

Esansiyel Hipertansiyon (EHT) tanilamasi yapilmig bireyler tansiyon
Olgtimlerinde sistolik kan basmci 140 mmHg’dan, diyastolik kan basinct 90
mmHg’dan biiylik ¢cikmis olan bireylerdir. Hasta grubu yas ortalamalar1 66,43 olan
204 bireyin 114’{ kadin ve 90’1 erkekten olusmaktadir.

Tablo 6.1. Hasta ve Kontrol gruplarinda ki bireylerin bilgileri

Parametreler EHT Hasta Kontrol Toplam
Birey Sayisi 221 170 391
Erkek Sayisi 98 84 182
Kadin Sayisi 123 86 209

Yas (ort) 66,43 49,83 57,36
Boy (ort) 164,09 166,24 164,93
Kilo (ort) 79,78 72,11 76,80
BMI (ort) 29,64 26,11 28,27
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HASTA GRUBU

250
200
150
100
’ -
0
sayl yas

W kadin 123 67,04

W erkek 98 65,6

Htoplam 221 66,45

Sekil 6.1. EHT’li hastalarin cinsiyetlerine gore say1 ve ortalama yas dagilim grafigi

EHT teshisi konulmamis, tansiyon Ol¢limlerinin sonucunun sistolik kan basinci
140 mmHg’dan diyastolik kan basinci ise 90 mmHg’ dan diisiik olan bireyler kontrol
grubuna alindi. Kontrol grubunun yas ortalamalar1 49,84 olup 170 bireyin 86°s1 kadin

ve 84’1 erkekten olusmaktadir.

KONTROL GRUBU

180
160
140
120
100
80
60
40
20
0

Eksen Basligl

sayl yas
W kadin 86 47,71
M erkek 84 51,45
Htoplam 170 49,84

Sekil 6.2. Kontrol grubunun cinsiyetlere gore say1 ve yas dagilim grafigi
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6.2. EHT ve Kontrol Gruplarinda Genotip Dagilim

Toplanilan kan numunelerinin ilk dnce DNA izolasyonu yapilip DNA’lar elde
edilmis daha sonra elde edilen DNA’lar yontemler bdliimiinde anlatildigi gibi
miktarlaria bakilip PZR ile analizi yapilip, genotipler belirlenmisti. Bu genotiplerin

dagilimi tablo 6.2.’de gosterilmistir.

Tablo 6.2. EHT hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip dagilimlari

EHT Hasta Grubu Kontrol Grubu
ADET % ADET %
AA 88 38,8 53 31,1
GA 76 34,3 46 27,1
GG 57 25,9 71 41,8
TOPLAM 221 100 170 100

COMT G-1947A (rs4680) i¢cin PZR analizlerinden ¢ikan sonuglara gére 221 EHT
hastasinin; 88’inde AA, 76’sinda GA, 57’sinde GG genotipleri tespit edilmistir. EHT
bulgusuna rastlanilmamig 170 bireyin; 53’iinde AA, 46’sinda GA, 71’inde GG

genotipleri tespit edilmistir.

G-1947A (rs4680)

100
80

60

40 B Kontrol

20 M Hasta

TNP Dagilim Siklig

AA GA GG
TNP

Sekil 6.3.Hasta ve Kontrol gruplarinin genotiplerinin kisi sayili dagilim grafigi
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Kisi sayilarina gore genotiplerin yilizdelik dagilimlarina bakarsak; EHT’li hastalar
icin %38,8 AA, %34,3 GA, %25,9 GG olarak dagilim yaptig1 gézlenmistir. Saglikl
bireylerin dagilimi ise %31,1 AA, %27,1 GA, %41,8 GG olarak dagilim yaptig1

gbzlenmigtir.

G-1947A (rs4680)

N W
v O

M Kontrol

=
[65]

M Hasta

TNP Dagilim Sikhgi
N
o

iy
o u1 O

TNP

Sekil 6.4. Hasta ve Kontrol gruplarinin genotiplerinin % dagilim grafigi

Esansiyel hipertansiyonlu hasta ile kontrol gruplarinin genotiplerinin allel
dagilimi; EHT’1i hasta i¢in 252 A, 190 G alleline, kontrol grubu bireyler i¢in 152 A,

188 G alleline sahip oldugu gozlemlenmistir.

A-G Allel Dagilm Grafigi

300
250
200
150
100

M Kontrol

M Hasta

TNP Dagilim Sikhigi
(O]
o

o

TNP

Sekil 6.5. Hasta ve Kontrol gruplarmin allellerinin kisi sayili1 dagilim grafigi
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60

50

40

30

20

TNP Dagilim Siklig

10

A-G Allel % Dagihm Grafigi

TNP

M Kontrol

M Hasta

Sekil 6.6. Hasta ve Kontrol gruplariin allellerinin % dagilim grafigi
gilim grafig

Tablo 6.3. A-G allellerinin Kontrol ve Hasta gruplarina dagilim sikligi

Allel Kontrol (%) Hasta (%)
A 152 (%44,7) 252 (%57,02)
G 188 (%55,3) 190 (%42,98)
Toplam 340 (%100) 442 (%100)

Yapilan deneyler ve analizler sonucunda iki grup arasindaki ilgili frekanslar ¥

analizi kullanilarak karsilastirildi ve sonuglarin istatiksel olarak anlamli

ooriildii (p=0,0038).

oldugu

Tek allel dagilimlarindaki (A/G) farklilik da, EHT ile giiglii korelasyon gostermis

ve istatiksel olarak anlamli bir dagilim ortaya ¢ikarmistir (p=0,0006).
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7. TARTISMA ve SONUC

Katekol-O-Metiltransferaz (COMT), katekolaminleri (dopamin, epinefrin ve
norepinefrin gibi), katekolestrojenleri ve katekol yapisina sahip cesitli ilag ve
maddeleri parcalayan bir enzimdir (Mayo 2016). insanlarda, katekol-O-
metiltransferaz proteini, COMT geni tarafindan kodlanir (Grossman MH 1992). iki
izoformu kisa form (S-COMT) ve uzun form (MB-COMT) olarak iiretilir.
Katekolaminlerin diizenlenmesi bir dizi tibbi durumda bozulmussa, bazi farmasotik
ilaclar COMT’un aktivitesini ve dolayisiyla katekolaminlerin mevcudiyetini
degistirmeyi hedefler (Tai CH 2002). Insanda COMT geni 22. kromozomun 22q11.21
bandinda yer almaktadir. COMT ilk olarak 1957 yilinda biyokimyac1 Julius Axelrod
tarafindan kesfedildi (Axelrod J 1957)

COMT, katekolamin ndrotransmiterlerinin etkisizlestirilmesinde rol oynar. Enzim
S-adenosil metiyonin (SAM) tarafindan verilen bir metil grubunu katekolaminlere
aktarir. Katekolestrojenler ve katekol iceren flavonoidler gibi katekol yapisina sahip

herhangi bir bilesik, COMT un substratlaridir.

COMT proteini COMT geni tarafindan kodlanir. Gen, allel varyantlarn ile
iligkilidir. En iyi ¢alisilmis olan1 ise Vall58Met (rs4680)’tir (Schacht JP 2016). Diger
caligmalarda kisilik ozelliklerinin iligkisi, antidepresan ilaglara verilen yanit ve
Alzheimer hastaligina bagli psikoz riskini aragtirmak i¢in COMT geninin rs737865 ve
rs165599 polimorfizleri arastirilmistir (Gold MS 2014). Sizofreni patogenezinde
COMT potansiyel bir gen olarak calisilmis fakat meta-analizler sizofreni riski ile
Vall158Met de dahil olmak iizere bir dizi polimorfizm arasinda bir iligki bulamamigtir

(Okochi T 2009, Glatt SJ 2003, Munafo MR 2005).

COMT polimorfizmlerinin EHT ile olan iligkisi daha 6nceden aragtirma konusu
olmustur. Yapilan arastirma sonuglarinda bazilar1 EHT ile iliskili bulmus fakat bir
kismi ise iligki bulamamistir. Bu calismalar asagida kisaca Ozetlenmistir. Bizim
yapmis oldugumuz arastirmanin hedefi ise Tiirk popiilasyonu i¢in bdyle bir iligkinin

olup olmadigini ortaya koymaktir.
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COMT polimorfizminin EHT ile iligkisini inceleyen ¢alismalardan biri Nord-
Trendelag Saglik Aragtirmasi’dir. Bu calismada 2591 yetiskin birey incelenmis olup
SKP >140 mmHg olanlarda AA genotipinin daha yiliksek oldugu goriilmiistiir
(p=0,02). Cok degiskenli analizde, AA genotipine sahip olma prevalanst goreceli
olasilik oraninin (odds ratio), SKP >160 mmHg olan bireylerde SKP<140 mmHg
olanlara kiyasla 1,63 kez fazla oldugu goriilmiistiir. Hipertansiyonlu bireylerde AA
genotipi kontrol bireylerine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu c¢alisma bulgularina
gore AA genotipi COMT geninde GG veya GA genotipleri ile karsilastirildiginda
esansiyel hipertansiyon ile iligkili oldugu goriilmiistiir (Hagen K. 2007).

2007 yilinda yapilan baska bir calismada ise Japon toplumu iizerinde COMT
geninin hipertansiyon ile iliskisi arastirilmistir. Bu arastirmada 771 kisi hipertansif,
1047 kisi kontrol olmak iizere toplamda 1818 kisi iizerinden Japon popiilasyonunu
genotiplemislerdir. Bu c¢alisma iizerinde erkek bireylerde COMT geninin
hipertansiyon ile bir iliskisi oldugu goriilmiistiir (Kamide K. 2007)

2001 yilinda yapilan diger bir ¢alismada ise COMT geninin giinliik tuz ve enerji
aliminin dikkate alinarak cevresel faktorler ile beraber etkisi incelenmistir. Bu
caligmada yas ortalamalar1 47 olan 735 Japon erkek birey incelenmistir. AA genotipi
tastyicilarinin GA veya AA genotip tasiyicilarina gére daha yiiksek SKP ve DKP’na
sahip oldugu goriilmiistiir. AA genotipi tasiyicist olma ve yiiksek hipertansiyon
prevalansina sahip olma arasinda anlamli bir iliski goriilmustiir. (odds orani=2.448)
Tuz ve enerji alimlar1 ayr1 ayr1 incelendiginde COMT geninin hipertansiyon iizerinde
sadece yiiksek enerji aliminda iliskili oldugu goriilmiis fakat yiiksek tuz alimi ile

iligkisi saptanamamistir (Htun NC. 2001)

2014 yilindan yapilan bagka bir arastirmada Cin popiilasyonunda COMT
polimorfizminin EHT ile iliskisine bakilmistir. Bu arastirmada 215 hipertansif hasta
ve 227 kontrol bireyi olmak {izere toplam 443 kisi lizerinden incelenmistir. Genotopik
siklik dagiliminda ve COMT gen polimorfizminin allelleri arasinda anlamli bir fark
bulunamamuistir p>0,05). Cinsiyetlere gore ayr gruplarda incelendiginde yine iki grup

icinde anlaml1 bir fark bulunamamistir. Artan viicut kiitle indeksi, kan sekeri ve diisiik
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yogunluklu lipoprotein ve hipertansiyon aile oykiisii hipertansiyon i¢in risk
faktorleriyken genotipin hipertansiyon olusumunu etkilemedigi goriilmiistiir. Kisaca
COMT polimorfizmi ile esansiyel hipertansiyon arasinda anlamli bir iligki

bulunamamaistir (Zhou H. 2014).

Yukarida s6z edilen arastirmalardan yola ¢ikarak biz de bu ¢alismamizda Tiirk
popiilasyonu tlizerinde COMT polimorfizminin esansiyel hipertansiyon {izerinde bir
etkisinin olup olmadigini arastirdik. Caligmamizda 221 hipertansif, 170 saglikli
yetiskin birey iizerinden inceleme yaptik. iki grup arasinda ilgili frekanslar1 ¥ analizi
kullanarak karsilastirdigimizda anlamli bir iliski bulduk (p=0,0038). Tek allel
dagilimindaki (A/G) farklilik da, EHT ile giiclii korelasyon gosteren ve istatiksel
olarak anlaml bir dagilim ortaya koymaktadir (p=0,0006). Bu sonuclara gore Tiirk
poptilasyonunda COMT polimorfizmi ile esansiyel hipertansiyon arasinda gii¢lii bir

pozitif iligski vardir ve Tiirk niifusu i¢in 6nemli bir risk isareti olabilir.
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Determination of catechol O-methyltransferase polymorphisms on patients with
essential hypertension

Albar Mustafa Gokhan, Orun Oya

School of Medicine Biophysics, Marmara University, Istanbul Tiirkiye

Objective: Catechol O-methyltransferase (COMT) is a ubiquitous enzyme that catalyses the transfer
of a methyl group to catechol-containing neurotransmitters such as dopamine, epinephrine and
norepinephrine. The association of genetic variants of COMT with essential hypertension (EHT) has
been previously shown in some populations. Despite the positive results, the number of studies in
this area is extremely limited. Therefore, in our study, we aimed to determine distribution of a
promoter gene variant in Turkish population and to reveal its correlation with EHT.

Materials-Methods: DNA was isolated from peripheral blood samples (5 ml) of 221 patients
diagnosed with essential hypertension (EHT) and 170 healthy persons without EHT, referred to the
Department of Internal Medicine, Pendik Education and Research Hospital of Marmara University
Medical Faculty. Real-time PCR analyzes were performed using LightCycler 96 (Roche) for
detection of COMT G- 1947 A (rs4680) genotypes. Distribution of genotypes and their relation with
EHT was evaluated statistically using GraphPad Prism software (v.7.0).

Results: The genotype distribution for COMT G-1947A (rs4680) variance were found as 88
(39.8%) AA, 76 (34.3%) GA, and 57 (25.9%) GG in 221 EHT patients. Corresponding values for
healthy individuals were 53 (31.1%) AA, 46 (27.1%) GA and 71 (41.8%) GG.

Conclusion: According to our results, G-1947A variance have a strong positive association with
hypertension. Therefore G-1947A polymorphism could be an important risk marker for Turkish

population.
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