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SIMGELER VE KISALTMALAR

CA: Cytosine- Adenine (Sitozin- Adenin)

¢GMP: Cyclic Guanosine Monophosphate (Siklik Guanozin Monofosfat)

c¢NOS: Constituve Nitric Oxide Synthase (Konstitutif Nitrik Oksit Sentaz)

EDREF: Endothelium Derive Relaxing Factor (Endotel Kaynakli Gevseme Faktorii)
eNOS: Endotelial Nitrik Oksit Sentaz

GIS: Gastrointestinal Sistem

Glu298Asp: Glutamat 298 Aspartat

HLA: Human Leukocyte Antigen (Insan Iokosit Antijeni)

HSP: Henoch Schonlein Purpura

iNOS: Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

LC-RT PCR: Light Cycler Real Time Polymerase Chain Reaction (Real Time

Polimeraz Zinzir Reaksiyonu)

nNOS: Noronal Nitrik Oksit Sentaz

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

SNP: Single Niicleotid Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
USYE: Ust Solunum Yolu Enfeksiyonu

VNTR: Variable Number of Tandem Repeat (Degisken Sayida Ardisik Tekrar

Dizileri)



1. GIRIS
Henoch Schonlein Purpurasi (HSP) 19. yilizyilin baslangicinda, Haberden

(1801), Schonlein (1837) ve Henoch (1874) tarafindan tanimlanmus, allerjik purpura

ve purpura romatika olarak da bilinen bir hastaliktir.

Henoch Schonlein purpura; artrit, trombositopenik olmayan purpura, karin
agrist ve renal komplikasyonlarm goriildiigii kiigiik damar vaskiilitlerinden biridir.
Bu vaskiilitler kan damarlarinin inflamasyon ve nekrozu ile karakterize olan,
cogunlukla post kapiller veniilleri tutan, anatomik olarak tutulan bdlgeye gore
purpura, glomeriilonefrit veya kapillaritis klinigine neden olabilen sistemik

hastaliklar grubudur.

Yapilan aragtrmalarda, HSP tanis1 alan hastalarin birinci dereceden
akrabalarinda sistemik vaskiilitlerin goriilmesi, hastaligin patogenezinde genetigin
rolii olabilecegini diisiiniindiirmektedir. Hastaligin heterojen klinigi de kalitimin
etkisini kuvvetlendirmektedir. Ayrica ¢esitli arastirmacilar tarafindan farkli genlerin

HSP fenotipi ile iliskili olabilecegi literatiirde billdirilmistir.

Nitrik oksit (NO), organizmanin bir¢ok islevinde rol alan ve hemen hemen
her hiicre tarafindan sentezlenebilen serbest radikal molekiillerinden biridir. Sentezi
Sitokrom P450°nin homologu olan nitrit oksit sentetaz enzimi aracilifl ile
gerceklesmektedir. Bu molekiilin kan basinci, sindirim sistemi motilitesinin
diizenlenmesi ve 6zgiil olmayan immun sistem tizerine etkili oldugu bilinmektedir.
Ayrica bir ¢ok hiicresel islem, endotelyal trombositler, noéronlar, nitrik oksit sentaz
(NOS) tarafindan diizenlenmektedir. Bunun yani sira trombosit agregasyonunu ve
adhezyonunu da inhibe etmektedir. Diiz kaslar {izerinde de antiproliferatif etkiye
sahiptir. Dolayisiyla uygunsuz olarak asir1 veya yetersiz miktarlarda sentezlenmesi
patolojik bir durumun olugmasina veya olusan patolojinin etkisinin artmasina

sebebiyet verebilmektedir.

Literatiirde, HSP’nin klinik ve patolojik 6zellikleri ile ilgili bir ¢ok gen
polimorfizmi ¢alisilmustir. Ote yandan, NOS geninin subgruplarmdan biri olan ve
damar endotelindeki etkileri bilinen endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS) geninde

meydana gelen polimorfizmlerle de pek c¢ok vaskiiler hastalik iliskilendirilmistir.



Ancak, bu polimorfizmlerin ¢ocukluk ¢aginin yaygin vaskiilitlerinden HSP {izerinde

etkisinin var olup olmadigin1 gosteren kaynaklar olduk¢a sinirlidir.

Yapilan bu caligmada, vaskiiler otoimmiin hastaliklardan biri olan HSP’li
bireyler iizerinde, eNOS geninde sik goriilen G894T (Glu2984sp) polimorfizminin
etkisinin olup olmadigi, hastaligin seyrini ve patogenezini etkileyip etkilemedigi,
hakkida bilimsel igerikli veriler elde edip, bunun klinik 6nemi ortaya konmaya

calisilmistir.



1.1. Henoch Schonlein Purpura
1.1.1. Tamim

Sistemik vaskiilitler; damar duvarinda nekroz ile karakterize hetorojen
hastaliklar grubudur. Bu hastaliklardaki temel patoloji, vaskiiler yapmin bagisiklik
sistemi hiicreleri tarafindan iggale ugrayarak, damar i¢ duvarinda hasar ve tikanma
meydana gelmesidir. Dolayisiyla ¢evre dokularda da patoloji gozlenebilmektedir

(Fietta 2004).

Vaskiilitlerin smiflandirilmasi, tutulan damarin ¢ap1 ve lezyonun tipine gore
degismektedir. Ayrica genlerin, enfeksiyonlarin ve cevresel faktorlerin sistemik
vaskdilitler tizerinde etkili olabilecegi yaymlarda yer almaktadir (Phillip ve Lugmani

2008).

Sistemik vaskiilitlerden biri olan HSP, ilk kez 1837 yilinda Johann
Schonlein’in tipik deri dokiintiileri ve eklem bulgularini, 1874 yilinda da Eduard
Henoch’iin gastrointestinal ve bobrek tutulumuna ait bulgular1 tanimladigr ¢ocukluk
cag1 sendromudur. Hastalik degisik klinik bulgularla kendini gosterdiginden 1990
yilinda American College of Rhemumatology (ACR) HSP’nin tani kriterlerini
yaymlamistir. Bunlar;

I-Trombositopeni olmadan goriilen, yiizeyden hafif¢e kabarik, dokunmakla
hissedilebilen hemorajik deri lezyonu,

2-IIk belirtilerin ortaya ¢iktig1 anda hastanm 20 yas ve altinda olmasi,

3-Yemeklerle siddetlenen yaygin karm agrist veya kanli ishal gibi barsak iskemisi
bulgularinin gézlenmesi,

4-Arteriol ve veniil duvarlarinda graniilosit varligmi gdsteren histolojik bulgularin
saptanmasidir. Bu 4 kriterden en az 2’sinin bulunmasiyla hastaya HSP tanisi

konulabilecegi kabul edilmistir.



1.1.2. insidans ve Epidemiyoloji

Genel toplumda HSP insidanst 14-20\100000 olarak bildirilmistir (Gardner
2002, Lucas ve ark 2008). Henoch Schonlein purpurasi altinct aydan itibaren tiim
yaslarda ortaya ¢ikmasina ragmen, en sik 2-10 yas aralifinda goézlenmektedir. Erkek
cocuklarda kizlara gore yaklasik 2:1 oranindadir (Diehl ve ark 2008, Pillebout 2008).
Hastalik genis bir cografi dagilim gostermekle birlikte Avrupa ve Asya’da daha sik,
Amerika ve Ozellikle de siyah iwkta daha nadir olarak goriilmektedir. HSP
insidansinin mevsime gore degiskenlik gdsterdigi, kis aylarinda daha sik gozlendigi

bildirilmistir (Nielsen 1988).

1.1.3. Etiyoloji ve Patogenez

Henoch Schonlein purpurasinin etyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte,
hastaligin immiin kompleksler ile iliskisinin olabilecegi kabul edilmektedir.
Arastirmalara gore, devamli immiinsiipresif tedavi altindaki olgularin daha sik HSP
gecirmesi, hastaligin gercek tetikleyicisin bagisiklik sistemindeki bir bozukluk
sonucunda olusmayip, enfeksiyona bagli immiinolojik cevaptan ileri geldigini
gostermektedir (Bagga ve ark 1991, Yal¢indag ve Sundel 2001). Hastalik ilk olarak
Schonlein’in fark ettigi gibi Ust Solunum Yolu Enfeksiyonlarini (USYE) takip etse
de yapilan bogaz kiiltlirii 6rneklerinde hastalarin ancak 1\3’linde beta—hemolitik
streptokok tiredigi tespit edilmistir (Szer 1994). Ayrica immiin kompleks olusturan
Streptekoklar, Varisella, Mikoplazmalar, Parvoviriis, Adenoviriis, Ebstein-Barr,
Yersina, Legionella, Lejyonella, Helikobakter Pilori, kizamik, kizamikgik,
tibberkiiloz mikroorganizmalarina ait antijenler HSP’ye neden olabilmektedir
(Robson ve Leung 1994, Szer 1996). Meme kanseri, losemi, lenfoma,
miyelodisplastik sendrom, besin alerjisi ve soguga maruz kalma, bazi1 as1 ve Penisilin
tiirevleri, Insiilin, Hidantoin, Aspirin, Nonsteroid anti enflamatuarlar, Siilfonamidler,
Oral kontraseptifler, Vitamin ve Serum gibi bircok ila¢ da wvaskiilit sebebi

olabilmektedir (Al-Sheyyab ve ark 1995, Rai ve ark 1999).

1.1.4. Histopatoloji

Henoch Schonlein purpurasy, kiiciik damarlarin l6kositoklastik ve nekrotizan
vaskiilitlerinden biridir. Histopatolojik incelemelerde bagta kapiller damarlar olmak

tizere arteriol ve veniillerin de tutuldugu goriilmiistiir. Etkilenen dokularda kiiciik



damarlarin ¢evresinin polimorf niiveli l6kositler, mononiikleer hiicreler ve
eozinofiller ile c¢evrili oldugu ve eritrositlerin damar disina ¢ikabildigi
bildirilmektedir. En belirgin patolojik bulgusu pargalanmis lokositlerin varligidir
(Saulsbury 1999, Odom ve ark 2000). Sitopatolojik incelemelerde bu lezyonlarda
IgA c¢okelmesi belirgindir (Sekil 1.1). Ayrica hastalik sirasinda serum IgA
konsantrasyonlarinda artma ve dolasimda IgA igeren immiin komplekslerin tesbiti

miimkiindiir (Szer 1994, Sanders ve Wyatt 2008).
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Sekil 1.1. HSP ‘li bir vakanin glomerulusunda immunfloresan ile tesbit edilmis IgA
birikimi.
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c4/HenochSchdnlein_neph

ritis IgA immunostaining.jpg

1.1.5. Klinik Bilgiler

Henoch Schonlein purpurasi, klinik olarak heterojenik bir seyir
gostermektedir. Hastalik deri, eklem, gastrointestinal sistem, bobrek tutulumu basta
olmak {izere viicudun bir¢gok bdlgesini etkileyebilmektedir. Klinik bulgularin
hastalarin %80’inde gozlenebildigi ve yasla degisebilecegi bildirilmistir (Cassidy ve
Petty 1995). iki yasin altinda bobrek tutulumu %23, gastrointestinal tutulum %29,
artrit %56, sach deri 6demi %59, diger doku 6demleri %71 klinik olarak bulgu
verirken; iki yasin {izerinde bu degerler bobrek i¢in %43, gastrointestinal sistem i¢in
%75, artrit icin %73, sacli deri 6demi i¢in %19 diger doku 6demleri i¢in %51 olarak
belirtilmistir (Sundel ve Szer 2002).



1.1.5.1. Cilt Bulgulan

Henoch Schonlein purpurasindaki cilt bulgulari, iirtikerden purpuraya kadar
olduk¢a genis klinik bir tablo sergileyebilir. Bu bulgular 6zellikle, gluteal bdlge ile
alt ekstremitelerde (Resim 1.1) daha yaygindir (Tizard 1999, Rashtak ve Pittelkov
2008). Arastirmalara gore lezyonlar, makulopapiiler dokiintii tarzinda olup, sirasiyla
petesi, purpura ve palpabl purpuraya doniisebilmektedirler. Dokiintiiler genellikle 3-4
giin i¢inde solar, yerlerinde gelisen koyu kahverengi lekeler ise, 10-15 giin kadar
devam edebilir. Bazen lezyonlar petesial, lirtikeryal, biilloz 6zellik de gosterebilir.
Biiller bir alanda birleserek yiizeyel iilserler olusturabilir. Ciddi vakalarda hemorajik
purpura ve nekrotik lezyonlar 6n planda olabilir. Ayrica eritema multiforme veya
eritema nodosum seklinde lezyonlara da rastlanabilmektedir. iki yasin altindaki
cocuklarda st ekstremite, govde ve basta tutulum goriilebilir. Cilt damarlarinda
olusan hasar dokiintiiden 6nce anjioddem ile de ortaya cikabilir. Odem; goz kapagi,

dudaklar, sagli deri, omurga iizeri, el ve ayaklarda daha belirgindir (Rostoker 2001).

Resim 1.1. 82’nolu hastamizin gluteal bolge ve alt ekstremitelerdeki purpurik

dokintuleri.

1.1.5.2. Eklem Bulgular

Henoch Schonlein purpurasinda, artralji veya artrit ikinci sikliktaki
semptomlardir. Eklem tutulumu hastalarin % 60-85 gdzlenmektedir. Semptomlar

genellikle, dokiintiiden 6nce baslar ve ¢ogunlukla tek eklemi etkiler. Diz, dirsek, el



ve ayak bilegi gibi biiyiik eklemlerde periartikiiler sisme ve agr1 gelisebilir. Sinovyal
eflizyon yoktur. Cogunlukla artrit ge¢ici olup kendiliginden iyilesir (Tiziard 2008).

1.1.5.3. Gastrointestinal Sistem Bulgulan

Gastrointestinal ~ sistem  (GIS),  bulgular1  hastalarm  %80’inde
gozlenebilmektedir. Karin agrisi, ishal, kusma en sik goriilen semptomlardir. Arasira
gozlenen kolik tarzinda karm agrisi, GIS tutulumu olan olgularin 3/4’iinden
fazlasinda mevcuttur (Yamada ve ark 2008). GIS yakinmalari genelde deri
bulgularini takip etse de karin agris1 purpuradan 6nce de olusabilir. Bu nedenle baz1
cocuklarda hastaligin baslangicinda klinik 6zellikler akut batin ile karigsabilmektedir.
Ancak dokiintii ortaya ¢iktiktan sonra HSP tanist konulabilmektedir. HSP’li hastalara
yapilan endoskopide, siklikla vaskiiler hasardan dolayi hemoraji, erozif duodenit,
nadiren mide, jejunum, kolon ve rektum erozyonlar1 gozlenebilmektedir (Zhang ve

Huang 2008).

Hastalarin %25-50’sinde diskida gizli veya belirgin kanama olmasiyla
birlikte %35 olguda ciddi boyutta kanama gelisebilmekte ve kan transflizyonu
gerekebilmektedir. Karin agrisinin aniden siddetlenmesi, barsaklarda nekroz,
perforasyon, pankreatitit veya safra kesesi hidropsusunu diisiindiirebilir.
Invajinasyona yol agan en oOnemli nedenin, barsak duvarindaki 6dem veya

submukozal kanama oldugu tahmin edilmektedir (Uchiyama ve ark 2002).

Hemorajik pankreatit ve steatore, hepatosplenomegali, mezenterik lenf
bezlerinde biiylime, peritoneal eksiida, safra kesesi hidropsu, psddomembrandz kolit,
ge¢ donemde iskemik striktiire bagl ince barsak daralmasi HSP’de goriilen GIS
komplikasyonlar1 arasinda yer almaktadir (Pupala ve ark 1978, Katz ve ark 1991,
Trijello ve ark 1996). Gastrointestinal sistem tutulumuna bagh ileit ve enteroenteral
fistiil gelisebildigi de yaymnlanmistir (Chang ve ark 2004). Gastrointestinal sistem
tutulumu, ultrasonografiyle, endoskopiyle ve barsak lezyonlarmmin cerrahi olarak

serozal ylizeyden gozlenmesiyle tesbit edilebilmektedir.

1.1.5.4. Renal Bulgular

Bobrek tutulumu, HSP’de morbidite ve mortaliteden biiyiik oranda sorumlu

tutulan ve olgulardaki tami kriterlerine gore % 10-50 arasinda insidansa sahip



bulgulardandir (Shin ve ark 2006). Tutulum siklig1 ilerleyen yagla artis
gostermektedir. Iki yas alt1 ¢ocuklarda % 2-5 arasinda gozlenirken, daha biiyiik
cocuklarda, % 25-50 arasindadir (Schirier ve Cottschalk 2000). Genellikle renal
tutulum dokiintliden sonraki ii¢ ay icerisinde ortaya c¢ikmaktadir. Hastalarin
%80’inde ilk dort haftada geri kalan %?20’sinde ise ikinci ve tigiincii aylarda

goriilmektedir (Garcia ve ark 2002).

Renal tutulum da klinik tablo, mikroskobik hematiiri ile baglamakta olup,
makroskobik hematiiri, persistant proteiniiri, nefritik sendrom, nefrotik sendrom ile
birlikte nefritik sendrom ve hipertansiyona kadar degisen, klinik o&zellikler
gosterebilir. Hematiiri gecici, kalict ya da tekrarlayici sekilde, olgularda degisken
olabilir. Renal bulgular disindaki semptomlar ortadan kalktiktan sonra dahi {ist
solunum yollar1 enfeksiyonlarmi takiben tekrar niiks edebilir. Ayrica arastirmalarda,
cogunlukla hematiiriye farkli diizeylerde proteiniirinin de eslik edebildigi

bildirilmistir (Bagga ve ark 1991, Rai ve ark 1999).

Henoch Schonlein nefritinde, mortalite ve morbitideden biiylik oranda
sorumlu tutulan seyir, nefrotik ve agir nefritik sendromun birlikte izlendigi vakalarda
gozlenmektedir. Hastalig1 hafif geciren olgularda, bobrek yetmezligi gelisme riski
%35’in altinda iken, agir hastalik Oykiisii olan olgularda risk, %50’nin {izerine
cikabilmektedir. Siddetlenmis akut glomerulonefrit, nefrotik sendrom veya %50’den
fazla glomerulde kresent varliginda, renal komplikasyonlar ve bobrek yetmezligi
riskinin artabilecegi bildirilmektedir (Boges 1972). Literatiirde, hipertansiyon,
nefrotik sendrom, faktdr XIII seviyesinin diislikligli, makrofaj infiltrasyonu,
kresentlesen glomeriil oran1 ve tiibulointerstisyel degisimler, bobrek yetmezligi i¢in

risk faktorleri olarak gosterilmektedir (Sonmez ve ark 1999, Kawasaki ve ark 2003).

Henoch Schonlein purpurasmnda bobrek histopatolojisi, minimal lezyon
degisiminden agir glomerulonefrit goriinlimiine kadar degisen heterojen bir tablo

cizebilir (Sekil 1.2 A,B,C,D).



C) %50 glomerulonefrit D)80-100% glomerulonefrit ve kresent

Sekil 1.2 A, B, C, D. HSP’li hastalarin 151k mikroskopu glomerul goriintiileri.
http://images.google.com.tr/imgres?imgurl=http://www.ndteducational.org/images/h

enoch9.gif&imgrefurl=http

IgA, IgG, C3, IgM, fibrin ve properdinin glomeriilerde depolanmasi
immiinfloresan c¢alismalarda ortaya konabilir. Hastaligin baslangicinda, elektron
mikroskopisinde de, mesengial, subendotelial ve subepitelial depolanmalar

gbzlenebilir (Bak ve ark 2006).

1.1.5.5. Diger Bulgular

Yukaridaki temel semptomlara ilave olarak genitotiriner sistem tutulumu da
ortaya cikabilir. Skrotal damarlarin kanamasi ve sisligi gozlenebilir. Ayrica nadir
olarak, baz1 vakalarda testis torsiyonu bulgularina da rastlanmistir (Gatti ve Murphy
2008).

Bazi HSP ‘li olgularda aktif donemde, akcigerlerde diflizyon kapasitesinin
bozuldugu izlenmistir. Diffiizyon kapasitesindeki azalma, iyilesen prognozla
cogunlukla normale doner. Agir pulmoner hemoraji ile seyreden ve fatal sonuglanan

HSP olgular1 da bildirilmistir (Sundel ve Szer 2002).



Serebral vaskiilit, hemorajik asit, hemorajik sistit, konviilsiyon, ensefolapati,
santral sinir sistemi bozukluklari, kortikal korlik, HSP’li olgularin bazilarinda

tanimlanmis diger sistemik bulgulardir (Onat 1996).

1.1.5.6. Laboratuvar Bulgulan

Henoch Schoénlein purpurasinda taninin konmasi igin spesifik bir laboratuvar
bulgusu yoktur. Eritrosit sedimantasyon hizindaki ylikselme, 16kositoz, eozinofili, C-
reaktif proteindeki artis sik¢a gozlenen bulgular arasinda yer almaktadir.
Trombositopeninin olmamast HSP tanis1 koymada aranan kriterlerdendir. Hematiiri
ve proteiniirinin de 6zellikle renal tutulumda gdzlendigi bildirilmektedir. GIS
tutulumu bulunan olgularda gaitada kan saptanabilmektedir. Ayrica serum IgA
diizeyinin ¢ogu hastada arttig1 immiinolojik 6l¢iimlerle kayit edilmistir (Robson ve

Leung 1994, Jennette ve Falk 2007).

1.1.6. Prognoz

Cocukluk cagmin en sik goriilen vaskiiler sendromlarindan biri olan HSP,
genellikle prognozu iyi olan bir hastalik olmasina ragmen, siddetli renal bulgular,
mortalite ve morbitide oranmi biiyilik dl¢lide etkilemektedir. Literatiirdeki yayinlara
gore HSP’de mortalite orani yiiksek olmayip %1 den daha diisiik seviyelerdedir
(Nielsen 1988, Steward ve ark 1988). Yalnizca cilt ve eklem tutulumu bulunan
hastalarda prognoz iyi olup, hastalar kisa siirede ve hastaligin izini tagimadan
yasamlarina devam edebilmektedirler. Diisiik seviyelerdeki proteiniiri ve hematiirinin
de iyi prognoz belirleyicileri oldugu bildirilmektedir (Roberts ve ark 2007).

Renal tutulum, her nekadar kotii prognoz ile iligkilendirilse de genellikle
gegicidir. Son aragtirmalar gore renal tutulum olan olgularda kronik bdbrek
yetmezligi gelisme riski % 2-5 olarak bildirilirken, bdbrek biyopsi bulgular:
prognozu belirlemede biiyiik 6nem tasimaktadir (Thervet ve ark 2002, Cakar ve ark
2008).

1.2. Nitrik Oksit
1.2.1. Tarihce

1980’li yillarda Furchott ve Zawadski, organ banyosuna tabi tuttuklar1 izole

arter preparatlarinda, asetilkolin bagimli gevsemenin endotel kaynakli oldugunu
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tespit etmislerdir. Buna kanit olarak da arteriyol endotelin uzaklastirildiginda veya
zarar gordiigiinde gevsemenin gerceklesmedigini gosterdiler. Kesfedilen damar
endoteli kaynakli bu gevseme faktorii; Endothelium Derive Relaxing Factor, (EDRF)
olarak adlandirildi. Ignarro (1988) ve Palmer (1988) ise deneylerinde EDRF’nin
biiyiikk kismimin Nitrik Oksit’den (NO) meydana geldigini ortaya koydular. Ayni
zamanda bu molekiiliiniin aktivitesini saniyeler i¢inde olusup bagka bir forma
doniiserek, yar1 dmriiniin ¢cok kisa oldugunu bildirdiler. Yine bu ¢aligmalar sirasinda,
NO’nun L-argininden sentezlendigi kesfedilerek sentezi gergeklestiren enzime
“Nitrik Oksit Sentetaz’ (NOS) ad1 verilmistir. Ilerleyen ¢alismalarda NO’in fizyolojik
ve patolojik olaylardaki roliiniin 6nemi artmis ve 1992 yilinda ‘Science’ tarafindan

yilin molekiilii se¢ilmistir.
1.2.2. Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik Oksit (NO) omurgalilarda, sitokrom P-450 rediiktazin homologu NOS
enzimi aracilig1 ile bir aminoasit olan L-argininin terminal guanidin grubunun NO’e
cevrilmesiyle sentezlenir (Sekil 1.3). NO sentezi sirasinda, NOS disinda, oksijen ve
dort tane kofaktore ihtiyag oldugu belirtilmistir. Bunlar, nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid
(FMN) ile tetrahidrobiyopterin (BH4)’ dir. Sentez sonunda islevini yerine getiren
NO, nétralize edilerek ¢ok kisa siirede nitrit ve nitrata doniistiiriiliir (Juan ve ark

2006).

L-Arginin Sitriilin
gl NH
CEI2 4+ Op NADPILFAD.FMN.BH4 CII{Z + N O
CH2 CH2
! NOS 1
CH2 Cle
H2N q =0 NH2 q e
Q] OH

Sekil 1.3. Nitrik Oksit Sentezi.
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1.2.3. Nitrik Oksitin Yapisi ve Ozellikleri

Nitrik Oksit, yiiksek afiniteye sahip, en diisiik molekiil agirhikli, reaktif,
memeli hiicresi sekresyon triiniidiir. Diger serbest radikaller her konsantrasyonda
hiicreler i¢in zararli iken, NO’nun diisiik konsantrasyonlar1 ¢ok onemli fizyolojik
olaylarda rol oynayabilir. Ancak gereginden yiiksek konsantrasyonlarda
sentezlendiginde hiicrelerde patolojik olaylar dogurabilmektedir (Grisham 1997).
Nitrik Oksit, oksijenle oksitlenerek NO™ (nitrit) ve NO™ (nitrat) olusturabilmektedir.
Dolayisiyla eslesmemis elektronu N ve O atomlar1 {izerinde yer degistirerek rezonans
stabilitesi 6zelligi kazanabilmakte ve boylelikle membranlardan kolayca difflize
olabilmektedir (Lovenstein ve ark 1994). Arastirmalara gore, lipid ve suda ¢oziinen
bu serbest radikal, 3-20 saniye kadar ¢ok kisa Omiirliildiir. Oksijene gore
hemoglobine, 3000 kat daha fazla  afinite ile baglanabilmektedir. Ancak
oksihemoglobin, nitrik oksiti (NO) nitrata (NO3) oksitleyerek bu etkisini kisa siirede
notrlestirmektedir (Hegesh ve Sniloah 1982).

Nitrik Oksit’in, insan viicudunda gerceklesen fizyolojik ve biyokimyasal
olaylardaki etkisi lizerine bildirilen pek ¢ok calisma olmasinin yani sira, primer
vaskiilitlerden biri olan HSP ile iliskilendirilebilmesi oncelikle, vaskiiler sistemdeki
roliiniin, trombositler iizerine etkisinin ve renal sistem i¢in 6neminin, arastirimasi

yoniindedir.

Literatiirdeki bilgilere gore, NO, damar diiz kasinda “Guanilat Siklaz1” aktive
ederek Cyclic Guanosine Monophosphate (¢cGMP) diizeyini arttirir. intraseliiler Ca™
diizeyini ve miyozin hafif zincirin defosforilasyonunu azaltarak kasin gevsemesine
katkida bulunur (Sekil 1.4). Ayrica endotel yiizeyindeki adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu inhibe ederek endoteli korur. Vaskiiler diiz kas proliferasyonunu
engelleyerek, vaskiiler tonusun kontroliinde de dnemli bir role sahiptir (McDonald ve

ark 2004).
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Sekil 1.4. NO’in endotel hiicre ile diiz kas hiicresi arasindaki islevi.

http://ethesis.helsinki.fi/julkaisut/laa/biola/vk/lassila/fig4.gif

Arastirmalarda, NO’nun cGMP araciligiyla, trombositlerin hem agregasyonunu
hem de adezyonunu inhibe ederek, trombus olusumunu engelledigi ve trombus

olusmus ise vazodilatasyon ile lokal hemeostaza katkida bulundugu gosterilmistir

(Sekil 1.5) (Katusic ve ark 2003).

Copyright € 2006 NMature Publishing Growugs
Mature Reviews L ey »

Sekil 1.5. eNOS’un damar duvarindaki fonksiyonu.
http://www.nature.com/nrd/journal/v5/n9/images/nrd2038-f4.jpg

Nitrik Oksit, renal kan akiminin, otoregiilasyonun ve glomertiler filtrasyonun
diizenlenmesinde yardimecidir. Ayrica renin salgilanmasi ve tuz itrahinin kontroliinde

de en 6nemli parakrin modiilatordiir (Jover ve Mimran 2001).
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1.2.4. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Geni

Nitrik Oksit Sentaz geni, fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerine gore; iki
gruba ayrilmaktadir.

I- Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz Geni

II- Konstitutif Nitrik Oksit Sentaz Geni

1.2.4.1. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS veya NOS2) Geni

17q11.2-q12 nolu kromozoma lokalize olan, iNOS endotoksin ve/veya bazi
sitokinlere cevap olarak makrofajlar ve diger hiicre tiplerinin uyarilmasiyla

sentezlenmektedir (Kroncke ve ark 1998).

Ozellikle bakteri lipopolisakkaritleri ve interferon-y (IFN 7) ile uyarilan
makrofajlar tarafindan, bol miktarda sentezlendigi icin bu izoform ‘Immiinolojik
NOS’ olarak da tamimlanmaktadir. Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, konstitutif
formun aksine hiicre iginde bulunmaz ve Ca™’a bagimli degildir (Mohaupt ve ark
1994, Cendan ve ark 1996). Enzimin transkripsyonel mRNA artisiyla indiiklenip
islevini gerceklestirdigi ve bu sekildeki NO sentezinin saatlerce hatta giinlerce
stirdiigii bildirilmistir. Ayrica bu indiiksiyonun, spesifik olmayan hiicre immiinitesi
ile iliskili bir mekanizma ile meydana geldigi tahmin edilmektedir (Richard 1994,
Aladag ve ark 2000). Indiiksiyon L-arginin analoglar1 ve L-argininin guanidin
kismina benzeyen bazi aminoasitler tarafindan inhibe edilebilmektedir. Literatiirde
iINOS geni ile bazi inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklar arasindaki iligki ortaya

konulmaya ¢aligilmistir (Franchis ve ark 1993, Kharitonov ve ark 1994).

1.2.4.2. Konstitutif Nitrik Oksit Sentaz (¢cNOS) Geni

Swrasiyla kromozom 12q24.2-q24.3 ve kromozom 7q36’ya lokalize olan
NOS1 (néronal-nNOs) ve NOS3 (endotelyal-eNOS) genleri bu izoform i¢inde yer
almaktadirlar. Yapilan ¢alismalarda ctNOS’un aktivitesinin Ca’a bagimli olmasi en

belirgin 6zelligi olarak gdsterilmistir (Busse ve ark 1995).

c¢NOS formlarmndan biri olan nNOS, 150000-160000 dalton arasinda molekiil
agirhigma sahip, sitozolik ve dimerik yapida bir proteindir. Konstitutif formun
ikincisi olan eNOS membrana bagli, 130000 dalton agrlhiginda ve yine dimerik

yapida bir molekiildiir. Arastirmalara gére genomik DNA iizerinde 4.4 kb.miktara
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sahip olan eNOS geni, 1203 aminoasit igeren 135 kD’luk proteini kodlayabilen 26
ekzondan olugmaktadir (Hingorani 2001). Promotor bdlgenin upstream ucunda
tanimlanmis 1500 baz c¢ifti icerdigi ve regiilasyona aracilik eden transkripsiyon

faktorlerine sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 1.6).

2495 Kb ———— Forward strand je—
188 36 Mb 188 38 Mb 122 40 Mb 168 42 Wb
l__o———\—_ww_———_www

MOSTRIN-202 =
Krown pratein cocing Ensembl gene

EnsemblHavana gene MNOSTRIN-201 =
Krown pratein cocding Enssmbl gene

MNOSTRIM-203 =
Frnown pratein cocdng Enssmbl gene

Cortigs ACODSFS.5.1. 190399 = ACDED137.5.1. 108235 =
EnsemblMHavana gene =3P
Frow
189 .36 Mhb 182 328 Mb 189 40 Mhb 189 42 Mb
——m Reversestrand ——— 82 46 Kb

Sekil 1.6. eNOS geni.
http://www.ensembl.org/Homo _sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000163072

Konstitutif Nitrik Oksit Sentaz geninin bu formlar1 damar endotel hiicreleri,
iiregenital sistem dokulari, trombositler, periferik ve santral sinir sistemi dokulart,
adrenal korteks ve medulla hiicreleri, uterus ve barsak interstiyumunda her zaman
yer almakla birlikte bu NOS formlar: her daim aktif degillerdir. Ancak hiicre ici Ca™
konsantrasyonunun arttigi durumlarda, Ca™ kalmodilinle birleserek NOS enzimini
aktive eder ve L-arjininden NO sentezi gerceklesir (Sekil 1.7). Hiicre i¢i Ca™ miktar:
azalmaya basladig1 anda ise enzim inaktif duruma gecer. Bu nedenden 6tiirti, iNOS
ve eNOS un sentez siiresi kisa, iiretilen NO miktari diisiiktiir (Cekmen ve ark 2001).

MNO-dependent
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Sekil 1.7. eNOS aktivasyonu.
http://www.cvphysiology.com/Blood%20Flow/BF011%20-%20nitric%20oxide.gif
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Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz’in etki mekanizmasinin; ¢ogunlukla vaskiiler
sistemle iliskili oldugu bilinmektedir. Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak kan
basincmi, kan akig hizim1 diizenlemekte ve boylelikle endotel hiicresi ve diiz kas
hiicrelerinde antiproliferatif etki gostererek trombosit adhezyon ve agregasyonunu

inhibe edebilmektedir (Bossenge 1994, Usmar ve Radomski 1994).

Arastirmalara gore, eNOS geni lizerinde birden fazla polimorfizm
bildirilmistir. intron 4’de ‘Variable Number of Tandem Repeat’ (VNTR), intron
13’de CA (Cytosine-Adenin) mikrosatellit tekrarlar1 ve birgok ‘Single Niicleotid
Polymorphism’ (SNP) eNOS geni i¢in bildirilen polimorfizmlerdendir (Wang ve ark
1996, Hingorani ve ark 1999). Bu calismalarda, en sik gozlenen polimofizmin ise

ekzon 7°deki Glu2984sp oldugu belirtilmistir (Sekil 1.8).

T-786C G894T = Glu » Asp

T Exon7
Intron 4 Intron 13

Promoter

4-5 tandem repeat of a 27 bp
Alleles:b-insertion: 420 bp
a-deletion: 393 bp

(CA)n repeat

A
\ 4
v

5.5kb

Sekil 1.8. eNOS gen polimorfizmleri.

http://www.nature.com/ki/journal/v57/n2/thumbs/4491346f1th.gif

Yapisal bir proteinin aminoasit degisiminine neden olan G8947 veya
Glu298A4sp (nt5557G/T) polimorfizmi i¢in, ekzon 7’de guanin yerine timin
gecmektedir. Bu degisimin sonucunda da genin 298. niikleotidinde glutamat yerine

aspartat aminoasidi sentezlenmektedir (Hingorani ve ark 1999).

Glutamat, glutaminaz ve glutamin sentetaz enzimleri araciligi ile
glutaminden sentezlenmektedir. Sentez sonunda aciga c¢ikan amonyak, idrarla
atilarak bobreklerdeki asit-baz regiilasyonu saglanmaktadir. Literatiirde glutamat

eksikliginde, bobrek yetmezliginin gelisebilecegi, viicuttaki fazla nitrojenin
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atilamayacag1 ve renal sistemin asit baz dengesinin bozulmasi sonucu bir¢ok
patolojik durum ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Aleyne ve Roobol 1974). Ayrica
glutamatin nitrik oksit Onciillerinden arginin sentezi iginde 6nemli bir endojen
kaynagi oldugu bilinmektedir. Bu sebeple eNOS geninin G894T polimorfizmi
sonucu, glutamat aminoasidinin sentezlenememesi dolayisiyla da arginin ve nitrik

oksit metabolizmasinin etkilenebilecegi diisiiniilebilir.

Cesitli arastirmacilar; eNOS geninin  298. niikleotidindeki bu aminoasit
degisiminin, endotel hiicreleri ve vaskiiler dokularda da sec¢imli proteolitik
boliinmelere neden olabilecegini bildirmislerdir (Tesaura ve ark 2000, Persu ve ark
2002). Eger bu goriis dogruysa, bolinmiis fragmanlarim NOS aktivitesini
engelleyebilecegi yada bozabilecegi tahmin edilmektedir (Sekil 1.9) (Savvidou ve
ark 2001, Leeson ve ark 2002).

A B

rr Varants of ENOS

L. eitrulling l

\ADFI] } Og'{ p NADP [ower enzymalic aclivily
o — NO Partial cleavage

i TIN,, TATL TMY /
Esefoghelfinl 2ol .."f ¢

|llll

Lo aretoioe + Ca™. Clanl

Inercascd

L F . -
GIP sl endothelial dyvsfunction
3<__5G{;_,;'

CGME l
Vooeadeor weooedh apale sl | .
& Faster renal discase
Vasorelaxation Progression

Sekil 1.9. Endotel hiicre ve diiz kasta eNOS un enzimatik aktivasyonu
http://www.sin-italy.org/vecchiosito/jnonline/voll 6n3/449-f1 .jpg

Bu amagla, ¢alismamizda ¢ocukluk ¢agi vaskiilitlerinden olan HSP’de, eNOS
geninde sik goriilen Glu298Asp polimorfizminin etkisinin varlig literatiir 1s18inda

arastirilmstur.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Vaka ve Kontrol Grubu

Bu arastirmaya 2007-2008 yillar1 arasinda Selguk Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Cocuk Nefroloji Polikliniginde HSP tanis1 almis, 2-17 yaslar1 arasinda 95
hasta dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak da, populasyondan 18-35 yaslar1
arasinda, daha Once herhangi bir vaskiiler hastalik ge¢irmemis, hipertansiyon ve
diger kalp damar hastaliklarmin bulunmadig:r 93 saglikli birey, rastgele sec¢ilmistir.
Hasta ve kontrol grubundan bilgileri dahilinde alinan periferik kan 6rneklerinden

ivedilikle DNA izolsyonu yapilmstur.

Caligmaya dahil edilen hastalarm dosyalar1 incelenerek, hasta anamnez ve
raporlar1 yardimiyla hastalarin; yas, cinsiyet, cilt, eklem, gastrointestinal ve bobrek

bulgular1 kaydedilmis, hastalar klinik bulgularma gore gruplandirilmastur.

Bu calisma, Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Arastirma ve

Uygulama Hastanesi Etik Kurul Onay Raporu dahilinde yapilmustir.

2.2. DNA izolasyonu

Selcuk Universitesi Meram T1p Fakiiltesi Cocuk Nefroloji polikliniginde HSP
tanis1 konmus hastalardan, EDTA’ 11 tam kan tiiplerine 3cc periferik kan alimuistir.
Periferik kanlardan kisa siirede DNA izolasyonu yapilmis bu siire¢ icerisinde de
kanlar -20 C de bekletilmistir.

- IIk olarak, izolasyonun son asamasinda kullanilmak {izere herbir hasta
icin 200 ul miktarinda ayarlanan Elution buffer (10nM Tris-HCL)
70°C’de inkiibatore alind1.

- Homojenize olan kandan 200 pul vidali ependrof tiiplerine aktarildi.

- Bekletilmeden 200 pl Binding buffer (6M guaninidine-HCL, 10,mM
urea, 10mM Tris-HCL, %20 Triton X-100), 40 ul Preteinase K eklenerek
pipetaj yapildi.

- 70 °C’de 10 dk. inkiibatorde bekletildi.

- 100 pl izopropanol eklenerek pipetaj yapildi.

- Filtreli tliplere aktarilarak 1 dk 8000 rpm’de santrifiij edildi.

- Siipernatant kismi atilarak 500 pl inhibitér Removal buffer (5 M
guanidine-HCL, 20 mM Tris-HCL) eklendi.
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- 1 dk. 8000 rpm’de santrifiij edilerek 500 pul Wash buffer ilave edildi.

- Buislem bir kez daha tekrarland1.

- 10 sn. 13000 rpm’de santrifiij edildi, filtreli kisim yeni ependroflara
aktarild1.

- 70°C’de bekletilen 200 pl elution buffer eklendi.

- Filtreli ependroflar 1 dk. daha 8000 rpm’de santrifiij edildi ve filtre kism1
atild1

- DNA olup olmadigini kontrol etmek i¢in agaroz jelde yiiriitiildi.

- Kaliteli bant varlig1 tesbit edilen DNA’lar PZR yapmak iizere -20 °C’de

sakland.

2.3. Real Time PCR

Son yilllarda polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) sicaklik dongiilerini
saglamak i¢in kullanilan cihazlarin hassas 6l¢lim aletleriyle birlestirilmesi, real-time
PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin geligmesine neden olmustur. Bu gelisim
sayesinde, PCR {iriinlerini sayisal degerlerle 6lgmek miimkiin olmaktadir. Hizli PCR
performansi, giin icerisinde daha fazla sonug¢ alma imkani, tekrarlanabilirligi, kapali
sistem kullanildig1 i¢in kontaminasyon riskinin diisiik olmas1 ve sonuglarin es zaman
diliminde elde edilebilme iistiinliikleri nedeni ile ¢alismamizda da Real Time PCR

teknigi tercih edilmistir.

Real-time PCR’da temel mekanizma, niikleik asit amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artisg gosteren floresans sinyalinin dl¢iilmesiyle kisa siirede, kantitatif
sonuclarin elde edilmesidir. Ticari olarak gelistirilmig birka¢ tipi mevcuttur. Bu

calismada LightCycler (LC 2.0) sistemi kullanilmistir (Sekil 2.1).

LightCycler (LC) tekniginde, Real-time PCR iirlinlerinin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde, diziye 0zglin olmayan floresans boyalardan ya da diziye 0zgiin
hibridizasyon problardan yararlanilmaktadir. ‘Cyber Green I’ boyasmin kullanildig:
teknikte, floresans boya, yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda floresans
yaymaktadir. Hedef molekiile 6zgiil olmadigindan dolayi, primer dimerlerinin de
yapisina katilabilir ve hatali floresans artisina neden olabilir. Ancak ‘hibridizasyon
prob sistemi’ hedef diziye 6zgii oldugu i¢in bu problem ekarte edilmektedir. Bu

arastirmada da hibridizasyon prob sistemini igeren kitle ¢alisilmistir.
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Sekil 2.1. LC Real time PCR sistemi ve LC 2.0 cihazi

LightCycler hibridizasyon prob sisteminde, iki ayr1 prob, primerler
arasindaki ayni ipligin hibridizasyonu i¢in dizayn edilmistir. 3’ ucunda floresein
(FLU) boya ile isaretli (donor, sensor probe) verici prob, 5' ucunda Light Cycler Red-
640 fluorophor (LC 640 Red) boya ile isaretlenmis (acceptor, anchor) alic1 prob
bulunmaktadir. Problar hedef amplikon iizerinde birbirlerine yakin olarak baglanir ve
isaretli uclar yanyana gelir. Iki boyanm karsilasmasi ile bir enerji aciga ¢ikar. Bu
enerji ikinci prob lizerindeki alict boyayi etkileyerek floresans olusumuna yol agar
(Sekil 2.2). Fluorescance Resonance Energy Transfer (FRET) olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, PZR siklusu boyunca olusan

amplikonlarin miktara bagli olarak artmaktadir (Sticchi ve ark 2004).
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Sekil 2.2. LC Real Time PCR’da prob hibridizasyonu.
http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/brands/sigma/pplightcycler1.Par.0001.1
age.360.gif

Floresan miktarmm her dongli boyunca kaydedilmesi ile DNA
kuantifikasyonu yapilir. Yapilan bu dl¢timde, Linear ground faz hazirlik agamasidir.
Bu asamada, sinyal alinisinda bir hata olup olmadig1 kontrol edilir. Exponential
fazda, reaksiyon etkinligi % 100°diir. Her PCR siklusu boyunca DNA iiriin miktar1
iki kat artar. Log linear fazda ise, reaksiyon yavaslayarak, bilesenler tiikenmeye

baslar. Son asama olan Plato fazinda da, reaksiyon sonlanmaktadir (Sekil 2.3).
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Cycle
Sekil 2.3. Floresan miktaru.
http://www.rocheappliedscience.com/sis/geneknockdown/images/application data/e

g5 realtime pcr.jpg
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PCR amplifikasyonunun ardindan ‘melting curve’ (erime egrisi) analizi
yapilarak sonuglar degerlendirilir. Bu degerlendirmede, her bir DNA nin, ¢ift sarmal
yapismin %50’nin tek sarmal hale ge¢mesi icin gerekli olan sicaklik degerinden

yaralanilir. Bu deger Erime noktast (melting curve-Tm) olarak adlandirilir (Sekil 2.4).

Genotyping by Melting
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Sekil 2.4. Erime egrisi analizi.

http://dna.utah.edu/Image/Genotype/Melting web.png

Melting curve analizi i¢in, amplifikasyonun sonlanmasi ile sicaklik yavas
yavag Yyiikseltilerek floresans miktar1 Olgiiliir. Zincirler birbirinden ayrilmaya
baslayinca sinyal aniden diiser. Bu noktada amplikonun Tm degeri saptanir. Hedef

iirtinler kontrol DNA ile karsilastirilarak sonuglar degerlendirilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Calismamizda kullanilan negatif kontrol.
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2.4. eNOS Geni Cahsma Yontemi

Bu caligmada 40-0380-16 numarali eNOS E298D ticari kiti ile eNOS geninin
G894T veya Glu298Asp polimorfizmi ¢alisildi. Selguk Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan LightCycler Real Time cihazi
kullanild1. Cihaza tek seferde 32 yiikleme yapilabildiginden 95 hasta, 93 kontrol
grubundan olusan 188 test i¢in, 7 sefer ¢alisma yapildi. Erime egrilerinin sonuglar1

kayit edildi. Yiikleme yapilmadan reaksiyonda kullanilacak solusyonlar hazirlandi.

66 pl PCR sulandrma solusyonu vortekslenerek, primer ve problarin
bulundugu reagent mix tiipline ilave edildi. Bu solusyon 4’er pl Forward primer
(NOS F), 5’>-CACTCCCCACAGCTCTGCAT-3’ ve Reverse primer (NOS R), 5°-
CAATCCCTTTGGTGCTCACG-3’ile anchor prob ve sensor prob igermektedir. Bu
karisimdan her bir kapiller i¢cin 4 pl kullanildi. Kontrol DNA i¢in negatif kontrol
secilerek, 40 pl sulandirma solusyonu ile pipetaj yapildi. Her yiiklemede 32
kapillerden birine kontrol DNA’dan 5 pl eklendi. 7,4 pul PCR sulandirma solusyonu
+1,6 Mg+2 ul solusyonu + 4,0 pl reagent mix + 2,0 ul roche master solusyonu olmak
tizere toplam 15 pl reaksiyon karisimi son bir kez daha spin down yapilarak kapiller
tiiplere ilave edildi. izole edilen herbir hasta DNA’sindan 5 ul yiiklendi. Kalan bir
tiipede 5 pl kontrol DNA ilave edildi. Bizim ¢alismamizda negatif kontrol kullanildi.
Bu islem 100 hasta i¢in 4 kez yapildi. Ayrica 100 kontrol grubunun DNA’lar1 ile de
ayni islemler tekrarlandi. (Resim 2.1. A,B,C).

“‘

A) Kapiller B) Tank C) LC 2.0 PCR

Resim 2.1. Caligmamizda kullanilan LC 2.0 PCR cihaz1 ve pargalari

Son olarak monitérden ‘human eNOS E298D Channel 640° programimdaki

stire, dongii ve 1s1 degerleri secilerek ¢alisma baslatildi.
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Denatiirasyon: 95°C’de 10 dakika 1 dongii
Cycling: 95°C’de 5 saniye,
60° de 10 saniye 45dongii
72°C’de 15 saniye
Melting: 95°C’de 20 saniye
40°C’de 20 saniye 1 dongii
85°C’de 0 saniye
Cooling: 40°C’de 30 saniye 1 dongii
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2.5. istatistiksel Analiz

Yapilan bu ¢aligmada, genotip ve allel frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligi esas
alinarak hesaplanmistir. Kontrol grubu ile HSP hastaligina yakalanmis kisilerde GG,
GT ve TT genotiplerinin ¢ikma oranlarmnin (frekanslarmin) esit olup olmadig: iki
oran Z testi (2-Proportion Z) ile degerlendirilmistir. Ayrica hasta grubu klinik
komplikasyonlarina gore smiflandirilmistir. Bu siniflandirmada hastalarin  cilt,
eklem, GIS ve renal tutulumlar: ile tutulumlarin dérdiiniin birlikte gdzlendigi (dort
tutulum) hastalarin genotip frekanslar1 da de iki oran Z testi (2-Proportion Z) ile test
edilmistir. Kisideki genotip ¢esidinin hastalik durumunu etkileyip etkilemedigini
belirlemek i¢cin Ki-kare bagimsizlik test istatistigi ve allel tiiriiniin kisinin hastalik
durumunu etkileyip etkilemediginin belirlemek i¢in de Fisher tam olasilik testi
(Fisher Exact Test) uygulanmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS 15.0 ve Minitab

15 paket programlar1 kullanilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Yas ve Cinsiyet

Bu caligsmaya, yas ortalamasi 7,1+1,1 (2-17) yil olan, 34’1 kiz, 61’1 erkek olmak
iizere toplam 95 HSP’li ¢ocuk ile, yas ortalamasi 24,8+3,1 (18-35) yil olan, 35’1
kadin, 58’1 erkek 93 saglikli yetiskin birey dahil edilmistir (Grafik 3.1).

Cinsiyet

PErkek
- Kiz

60
Kisi

40

20

HSP Kontrol

Grafik 3.1. Calismaya dahil olan hasta ve kontrol grubu

Cinsiyete gore HSP hastaligina yakalanma oranlarmin esit olup olmadigi
belirlemek i¢in 2-Proportion z testi kullanilmustir. Istatistiksel analiz sonucunda,
p<0,05 bulundugundan, HSP hastaliginin erkeklerde ¢ikma orami kizlara gore 1,79
kat daha fazladir (Grafik 3.2).

Durum
M Hasta
B Xontrol
60
Kisi
Sayisi

40

20

Erkek Kiz
Cinsiyet

Grafik 3.2. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyete gore dagilimi.
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3.2. Genotip ve Allel Frekanslarinin Karsilastirnlmasi
3.2.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Karsilastirilmasi

HSP’li kisiler ile kontrol grubunda, eNOS genindeki Glu298Asp
polimorfizminin GG (wild tip), GT (heterezigot), TT (mutant) genotip frekanslar1 2-
Proportion z testi ile karsilastirildi. Istatistiksel analiz sonucunda, (sirasiyla p=0,787,
p=0,571, p=0,575) >0,05 oldugundan HSP ile Glu298Asp polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski gézlenemedi (Cizelge 3.1, Resim 3.1, Grafik
3.3).

Cizelge 3.1. Hasta ve kontrol grubundaki genotip dagilimi

) GG GT TT Toplam
Genotip
N(%) N(%) N (%) N(%)
Hasta 57 (%60,0) 31 (%32,6) 7 (%7,4) 95 (%100,0)
Kontrol 54 (%58,1) 34 (%36,6) 5 (%5,4) 93 (%100,0)
Toplam 111 (%59,0) 65 (%34,6) 12 (%6,4) 188 (%100,0)

VeMimgPasks — Yalting Pual ke NeHing Pashs

uuuuuuuuuu : 5 u 3 T
L] Tom e fenpersbani

A)GG genotipli 6. hasta ~ B)GT genotipli 37. hasta CO)TT genotipli 62.hasta
Resim 3.1. Caligmamizdaki bazi hastalarin LC Real Time PCR sonugclar1.
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Grafik 3.3. HSP’li kisiler ile kontrol grubunda gdzlenen genotiplerin kisi sayisia

gore dagilima.

Ayrica kigideki genotip tiirii ile hastalik durumu arasinda iligski olup olmadigini
belirlemek amaciyla yapilan 2-Proportion z testleri, y* (Ki-Kare) test istatistigi ile

de kontrol edildi. Test istatistigi sonucunda, p=0,76 > a=0,05 bulundugundan dolay1
kisideki genotip ¢esidi ile HSP arasinda iligki bulunamadi.

Allel frekanslar1 ise Fisher tam olasilik testi (Fisher Exact Test)

ile

karsilastirildi. HSP’li bireyler ile kontrol grubunun allel frekanslar1 arasinda anlamli

bir fark bulunamadi (OR=1,002 %95 CI 0,622-1,612) (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. HSP’li ve saglikli kisilerdeki allel say1 ve frekanslarinin test istatistigi.

Allel G T Toplam

Hasta 142 (%76,3) 44 (%23,7) 186 %100
Kontrol 145 (%76,3) 45 (%23.,7) 190 %100
Toplam 287 (%76,3) 89 (%23,7) 376 %100
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3.2.2. Klinik Komplikasyonlarina Gore Genotip ve Allel Frekanslarinin

Karsilastirilmasi

HSP’li bireyler klinik komplikasyonlarina goére gruplandirildiklarinda,

hastalarin tamaminda cilt tutulumu gozlenirken, 66’sinda (%69) eklem tutulumu,

45’inde (%47) gastrointestinal tutulum, 31’inde (%33) renal tutulum bulunmustur.

3.2.2.1. Cilt tutulumu bulunan hastalarla kontrol grubunun karsilastirnlmasi

Cilt tutulumu bulunan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip ve allel

frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Cizelge 3.3,3.4).

Cizelge 3.3. Cilt tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip

frekanslarinin karsilastirilmast.

Genotip Kontrol (n=93) Hasta (n=95) P

n (%) n (%) a=0,05
GG 54 (%58) 57  (%60) 0,787
GT 34 (%37) 31 (%33) 0,571
TT 5 (%54 7 (%7,4) 0,575

Cizelge 3.4. Cilt tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun allel

frekanslarinin karsilastirilmasi

Allel Kontrol (n=186) Hasta  (n=190)
G 142 (%76,3) 145 (%76,3)
T 44 (%23,7) 45 (%23,7)
OR=1,002 %95 CI (0,622-1,612)

3.2.2.2. Eklem tutulumu bulunan hastalarla kontrol grubunun karsilastirilmasi

Eklem tutulumu bulunan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip ve allel

frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Cizelge 3.5,

3.6).
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Cizelge 3.5. Eklem tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip

frekanslarinin karsilastirilmast.

Genotip Kontrol (n=93) Hasta (n=66) P

n (%) n (%) a =0,05
GG 54 (%58) 33 (%50) 0,314
GT 34 (%37) 26 (%39) 0,717
TT 5 (%5.,4) 7 (%l11) 0,240

Cizelge 3.6. Eklem tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun allel

frekanslarinin karsilastirilmasi.

Allel Kontrol (n=186) Hasta (n=132)
G 142 (%76,3) 92 (%69,7)
T 44 (%23,7) 40  (%30,3)
OR=1,403 %95 CI (0,849-2,318)

3.2.2.3. GIS tutulumu bulunan hastalarla ile kontrol grubunun karsilastiriimas

GIS tutulumu bulunan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip ve allel

frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Cizelge 3.7,

3.8).

Cizelge 3.7. GIiS tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip
frekanslarinin karsilastirilmasi

Genotip Kontrol (n=93) Hasta (n=45) P
n (%) n (%) a =0,05
GG 54 (%58) 20 (%44) 0,130
GT 34 (%37) 19 (%42) 0,524
TT 5 (%54 6 (%13) 0,154
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Cizelge 3.8. GIS tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun allel

frekanslariin karsilastirilmasi.

Allel Kontrol (n=186) Hasta (n=90)
G 142 (%76,3) 59 (%65,6)
T 44 (%23,7) 31 (%34,4)
OR=1,696 %95 CI (0,978-2,941)
3.2.2.4. Renal tutulumu bulunan hastalarla ile kontrol grubunun
karsilastiriimasi

Renal tutulumu bulunan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip ve allel
frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (Cizelge 3.9,

3.10).

Cizelge 3.9. Renal tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun genotip

frekanslarinin karsilastirilmas.

Genotip Kontrol (n=93) Hasta (n=31) P
n(%) n(%) a =0,05
GG 54 (%58) 16 (%52) 0,532
GT 34 (%37) 10 (%32) 0,660
TT 5 (%5.4) 5 (%l16) 0,125

Cizelge 3.10. Renal tutulumu olan HSP’li bireyler ile kontrol grubunun allel

frekanslarinin karsilastirilmasi.

Allel Kontrol  (n=186) Hasta (n=62)

G 142 (%76,3) 42 (%67,7)
T 44 (%23,7) 20 (%32,3)
OR=1,537 %95 CI (0,818-2,888)
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3.2.2.5. Renal tutulumu bulunan hastalarla renal tutulumu bulunmayan

hastalarin karsilastirilmasi

Renal tutulumu bulunan hastalarla renal tutulumu bulunmayan hastalarin
genotip ve allel frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi

(Cizelge 3.11, 3.12).

Cizelge 3.11. Renal tutulumu olan HSP’li bireyler renal tutulumu olmayan hastalarin

genotip frekanslarinin karsilagtirilmasi.

Genotip Renal tutulum | Diger  tutulumlar P
(n=31) n (%) (n=64) n (%) a =0,05
GG 16 (%52) 41 (%64) 0,249
GT 10 (%32) 21 (%33) 0,957
TT 5 (%16) 2 (%3,1) 0,062

Cizelge 3.12. Renal tutulumu olan hastalarla renal tutulumu olmayan hastalarin allel

frekanslarinin karsilastirilmas.

Allel Renal tutulum (n=62) Diger tutulumlar (n=128)
G 42 (%67,7) 103 (%380,5)

T 20 (%32,3) 25 (%19,5)
OR=1,962 %95 CI (0,985-3,907)

3.2.2.6. Dort tutulumu bulunan hastalarla kontrol grubunun karsilastirilmasi

Dort tutulumu bulunan hastalarla kontrol grubunun genotip ve allel
frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Cizelge 3.13, 3.14).

Cizelge 3.13. Dort tutulumu olan hastalarla kontrol grubunun genotip frekanslarinin
karsilastirilmast

Genotip Kontrol (n=93) Dort Tutulum P

n (%) (n=8) N (%) a=0,05
GG 54 (%58) 1 (%13) 0.000
GT 34 (%37) 2 (%25) 0,473
TT 5 (%5.4) 5 (%62) 0,001
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Cizelge 3.14. Dort tutulumu olan hastalarla kontrol grubunun allel frekanslarmnin

karsilastirilmasi.
Allel Kontrol (n=186) Dort Tutulum (n=16)
G 142 (%76,3) 4 (%25,0)
T 44 (%23,7) 12 (%75,0)
OR=9,682 %95 CI (2,972-31,541)

3.2.2.7. Dort tutulumu bulunan hastalarla diger hastalarin karsilastirilmasi

Dort tutulumu bulunan hastalarla dort tutulumu bulunmayan hastalarin genotip

ve allel frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (Cizelge 3.15, 3.16).

Cizelge 3.15. Dort tutulumu olan hastalarla dort tutulumu olmayan hastalari genotip

frekanslarinin karsilastirilmasi.

Genotip Dort Tutulum | Diger  tutulumlar P
(n=8) N (%) (n=87) N (%) a =0,05
GG 1 (%l13) 56 (%64) 0,000
GT 2 (%25) 29  (%33) 0,605
TT 5  (%63) 2 (%2,2) 0,000

Cizelge 3.16. Dort tutulumu olan hastalarla dort tutulumu olmayan hastalarm allel

frekanslarinin karsilastirilmasi.

Allel Dort tutulum  (n=8) Diger Tutulumlar (n=87)
G 4 (%25,0) 141 (%81,0)
T 12 (%75,0) 33 (%19,0)

OR=12,818 %95 CI (3,886-42,277)
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4. TARTISMA VE SONUC

Henoch Schénlein purpurasi, ¢cocukluk cagmin en sik goriilen vaskiilitidir.
Kiigiikk capli damar tutulumu ile karakterize olan bu vaskiiler sendrom, primer
sistemik vaskdilitler sinifinda yer alir. Tiim sistemik vaskiilitlerde oldugu gibi HSP’de
de, damar duvar1 lokositler tarafindan isgale ugrar ve inflamasyon olusur.
Dolayisiyla endotelial doku zarar goriir ve tromboz meydana gelir (Ballinger 2003,

Roberts ve ark 2007).

Henoch Schonlein purpurasi, yaklasik ikiyilizyil dnce tanimlanmis bir hastalik
olmasina ragmen etyolojisi halen tam olarak aydinlatilamamistir. Birgok arastirmaci,
bu vaskiilitin gergek tetikleyicisinin, bagigiklik sistemindeki bir bozukluk olmayip,
enfeksiyona bagli immiinolojik yanitin, hastaliga yol actigmi savunmaktadir
(Yalg¢indag ve Sundel 2001, Tizard ve Hamilton 2008). Ayrica, yasin, cinsiyetin,
cesitli ilaclarin, gevresel ve genetik faktorlerin de bu vaskiilitin ortaya ¢ikmasinda
etkili olabilecekleri diisiiniilmektedir (Roberts ve ark 2007, Phillip ve Lugmani
2008).

Nontrombositopenik palpe edilebilen purpura, karin agrisi, barsaklarda
iskemi, artrit, artralji ve renal semptomlar, HSP’de go6zlenen baslica klinik
bulgulardir. Dolayistyla HSP vaskiilitinde, basta cilt olmak iizere, eklem, bobrek ve
gastrointestinal sistem tutulumu prognozu belirlemede biiyiik 6neme sahiptir. Peru ve
arkadaslarinin (2008) yilinda HSP’li bireyler ile yapmis olduklar1 ¢alismada, cilt
tutulumu tiim hastalarda gozlenirken, eklem tutulumu (%74,5), GIS tutulumu
(%52,7), renal tutulum (%32,7) olarak bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda, cilt
tutulumu hastalarin tamaminda seyrederken, eklem tutulumu (%69), GIS tutulumu

(%47), renal tutulum (%33) oranlarinda saptanmustir.

Arastirmalara gore, genel toplumda HSP insidansi 14-20\100000 olarak
bildirilmistir (Gardner ve ark 2002, Lucas ve ark 2008). Bu vaskiilit, altinci aydan
itibaren tiim yaslarda ortaya ¢ikabilmesinin yaninda, en sik 2-10 yaslar1 arasindaki
cocuklarda gdzlenir. Prevalansinin tam olarak bilinmemesi ile birlikte nadir olarak
yetiskinlerde de rastlanmaktadir. Ayrica, HSP insidansi, erkek ¢ocuklarda kizlara
gore yaklasik 2:1 oraninda daha yaygindir (Diehl ve ark 2008, Pillebout 2008).
Ozcakar ve ark (2008) yilinda, 2-13.5 yas araliginda olan 80 HSP’li cocuk iizerinde
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yaptiklar1 ¢aligmada, yas ortalamast 7,8 + 2,8 olarak kayit edilmistir. Yaptigimiz
arastrmada da HSP insidansmnin erkek/kiz oram1 1,79/1, yas ortalamasi 7,1+1,1

bulunmus olup literatiirle benzer niteliktedir.

Son zamanlarda yapilan molekiiler c¢alismalarda, bazi genlerin HSP
fenotipinde etkili olabilecegi ve kalitimin, bu hastaligin heterojen kliniginde rol
oynayabilecegi bildirilmistir (Amoli ve ark 2001, 2002). Literatiirde, HSP’nin
immiin komplekslerin damar duvarinda birikimi sonucu olusan bir vaskiilit
olmasindan dolay1, basta savunma molekiillerini kodlayan genler olmak iizere bir ¢ok
gen ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir (Fietta 2004). Ayrica Martin ve ark
(2005) yilinda yaptiklar1 bir arastirmada, antijenlere karsi immiinolojik ve
inflamatuvar cevabm, HSP’de genetik bir tetikleyicisinin olabilecegini ileri

stirmiiglerdir.

Tiirk populasyonunda yapilan bir caligmada, arastirmacilar T hiicreleri
tarafindan iretilen Sitotoksik T Lenfosit Iliskili Antijen-4 (CTLA-4) proteinin
immiin yanitin olusmasindaki Onemine deginerek, CTLA-4 ve HLA-DRBI
polimorfizmlerinin, HSP’ye yatkilik i¢in bir risk olusturup olusturmadiklar1 ortaya
koymaya calismislardir (Soylemezoglu ve ark 2008). Istatistiksel analiz
sonuglarinda, polimorfizmlerin allel ve genotip frekanslari, yalniz nefrotik
proteiniirisi olan hastalarda yliksek bulunurken, diger tutulumlarda farklilik
gostermemigtir. Bir bagka arastirmada da, HLA A2, All, and B35 antijenlerinin
HSP’ye yatkinlhigi arttirdiklar, HLA Al, B49, and B50 antijenlerinin hastaliga
duyarlilikta azalmis rolatif risk tagidiklar1 bildirilmistir (Peru ve ark 2008).

Literatirde HSP ile iliskilendirilen diger immiinogenetik ¢alisma
alanmlarmdan birini de Sitokin gen polimorfizmleri olusturmaktadir. Bilim adamlari,
Makrofaj Migrasyonunu Inhibe Edici Faktdr (MIF) geninin, inflamasyon ve immiin
yanittaki Onemini vurgulayarak, bu gendeki bir polimorfizminin vaskiilit
olusmasinda yada var olan vaskiilitin siddetinin artmasinda etkili olup olmadigini
gostermeye calismislardir (Amoli ve ark 2006). Ayrica, Transforming Growth
Faktor-beta (TGF-B) gen polimorfizmi i¢in mutant formun, hem HSP’ye yatkinlig1
arttirdig1 hem de hastaligin siddetlenmesine neden oldugu bildirilmistir (Yang ve ark

2004). Yine bir sitokin olan Interldkin (IL) gen polimorfizmlerinin HSPye etkisini
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gosteren ¢esitli caligmalar da literatiirde mevcuttur (Liu ve ark 2001, Amoli ve ark
2002).

Son zamanlarda yapilan bu aragtirmalar, HSP ile ilgili molekiiler yayinlarin
yalnizca bir boliimiidiir. Bununla birlikte, immiin komplekslerin damar duvarinda
depolanmasi sonucu olusan HSP vaskiilitinde bildirilmis olan genlerin ¢ogunun,
bagisiklik sisteminde s6z sahibi molekiiller olmas1 yadsinamaz bir durumdur. Ancak,
hastaligin patolojik mekanizmasinin molekiiler temelini bir adim daha ileriye
gotiirmek adma, savunma hiicrelerinin birikiminin endotelyal yapiya verdigi zarar da
g6zoniinde bulundurulmalidir. Dolayistyla endotelyal fonksiyonlarda etkili olabilen
genleri ve bu genlerdeki molekiiler degisimleri arastrmak, HSP etyopatogenezinde

Onem arz edebilir.

Literatiirde, Nitrik Oksit’in sistemik vaskiilitlerin bircogunda asir1 miktarda
retildigi bildirilmektedir (Bruce ve ark 1997). Tiirk populasyonunda yapilan bir
calismada, HSP bireylerin serum nitrat ve {ire nitrat seviyeleri, hastaligin akut
doneminde hem remisyon donemine hem de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 sekilde yiiksek bulunmustur (Soylemezoglu ve ark 2002). Bununla birlikte,
NO’in inflamatuar etkisi aracili1 ile immiin komplekslerin neden oldugu vaskiiler
hasarda, gorev yaptig1 da belirtilmektedir (Mulligan ve ark 1992). Yapilan bu
arastirmalardan yola ¢ikarak, 6zellikle endotelial nitrik oksit sentezini etkileyebilen
bir polimorfizmin, vaskiilit mekanizmasinin olusmasinda yada hastaligin seyrinde

etkili olabilecegi tahmin edilebilir.

Bu amagla ¢alismamizda, endotel fonksiyonlarindaki ve vaskiiler sistemdeki
onemi bilinen, Nitrik Oksit Sentaz (NOS) geninin bir subgrubu olan endotelial
Nitrik Oksit Sentaz (eNOS) geninde, en sik gozlenen Glu298Asp polimorfizminin
HSP’li  bireylerdeki etkisi arastirilmistir.  Ayrica literatiirde NOS  gen
polimorfizmlerinin vaskiilitler iizerindeki Onemini igeren sinirli sayida caligma
bulunmasi nedeniyle de, HSP’li bireylerde bu gen polimorfizmlerini gosteren

yayinlara katki saglamak amaclanmistir.

Oksel ve ark (2006) yilindaki arastirmalarinda, eNOS genindeki Glu298Asp
polimorfizminin, sistemik vaskiilitlerden Behget hastalig1 {izerinde anlamli bir etkisi

oldugu bildirilmistir. Heeringa ve ark (2001) ise yine bir baska vaskiilitik sendrom
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olan Wegener Graniilomatosis hastaligina sahip bireylerin, eNOS ve iNOS gen
ekspresyonlarinda farkliliklar oldugunu caligsmalarinda gostermislerdir. Dev Hiicreli
ve Takayasu Arteritlerinin simdiye kadar tam olarak ag¢iklanamamis
etyopatogenezleri i¢inde, genetik bir faktoriin rolii olabilecegi ve bu etkinin de iNOS
geninin promotor bdlgesindeki bir polimorfizmden kaynaklanabilecegi 0One
siiriilmiistiir (Seko 2007). Ote yandan Ozellikle koroner arterlerin etkilendigi
Kawasaki vaskiilitinde hem eNOS hem de iNOS gen polimorfizmlerinin anlamli bir

etkisi olmadig1 bildirilmistir (Khajoee ve ark 2003).

Martin ve ark (2005) yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada, iNOS genindeki iki
ayr1 polimorfizmin HSP iizerinde bir etkisinin olup olmadigmi arastirmislardir.
Istatistiksel analiz sonuglarinda, (CCTTT)n tekrarlarinin, allel ve genotip frekanslar1
hem hasta grubunda hem de nefriti olan HSP’li kisilerde, kontrol grubuna gore daha
yiiksek olarak bildirilmisken, TAAA tekrarlarinda anlamli bir fark gézlenmemistir.
Cogunlukla makrofajlarm uyarilmasi ile sentezlenen iNOS’un nefrolojik etkilerinin
yanisira, 6zellikle immiin sistemde rol oynadigi ¢esitli arastirmacilar tarafindan da
ortaya konulmustur (Franchis ve ark 1993, Kharitonov ve ark 1994, Kroncke ve ark
1998).

Literatiirde, HSP’de NOS gen polimorfizmlerinin etkisini bildiren bir diger
calisma da kuzeybat1 Ispanya’da yapilmistir. Amoli ve ark (2004) yilinda yapmis
olduklar1 arastirmada, bizim ¢alismamizdaki NOS izoformuyla ayn1 olan, eNOS gen
polimorfizmlerini aragtirarak, bu molekiiler degisimlerin HSP’nin olusmasinda veya
hastaligin siddetinde bir etkisinin olup olmadigin1 gostermeye ¢aligmislardir.
Hastalardaki komplikasyonlar incelendiginde, cilt tutulumu tim bireylerde
gdzlenirken, GIS tutulumu (%80), eklem tutulumu (%74), renal tutulum (%64)
olarak bildirilmistir. Cilt tutulumu disindaki tutulumlarin ¢alismamiza gore daha
yiiksek oranlarda ¢ikmasi, ¢alisma gruplart arasindaki etnik orjin farklilgindan ve
bizim hasta toplulugumuzun diger ¢aliymadan yaklasik iki kat daha fazla olmasindan
ileri geldigi diisliniilebilir. Caligmacilar, HSP’li bireylerin eNOS geninin, intron
4’deki VNTR, promotor bolgedeki T/C-786 ve ekzon 7°deki Glu298Asp
polimorfizmlerini incelemislerdir. Ancak, istatistiksel analiz sonuglarinda, hem
HSP’ye yatkinhikta hem de hastaligin cilt, eklem, GIS ve bobrek tutulumlarinda

kontrol grubuna gore anlamli bir fark gosterilmemistir. Bizim ¢alismamizda da,

37



eNOS genindeki diger polimorfizmlere gore daha yaygin olarak gbzlendigi literatiirle
belirlenmis olan (Wang ve ark 1996, Hingorani ve ark 1999) Glu298Asp
polimorfizmi aragtirilmigtir. Sonuglarimiz amoli ve arkadaslarinin caligmalar1 ile
paralellik gostermektedir. Caliymamizda, HSP’li bireyler ile kontrol grubu arasinda,
Glu298 Asp polimorfizminin genotip frekanslar: i¢in istatistiksel olarak anlamli bir
fark kayit edilmedi. Ote yandan, Tiirk populasyonunda akraba evliliklerinin oldukga
stk gdzlenmesinin, polimorfizmin allel dagiliminda bir roliiniin olabilecegi diisiincesi
ile hasta bireylerle kontrol grubunun allel say1 ve frekanslar1 karsilagtirildi. Ancak
aragtirma sonunda polimorfizmin anlamli bir etkisi bulunamadi. Bu durumun da
heterezigot bireyler ile homozigot kisilerin miktarinin yakin degerlerde olmasindan

kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.

Ote yandan eNOS geninin gastrointestinal sistem, eklem ve renal
hastaliklardaki 6nemini gosteren galigmalarin varligi, tlim hasta grubumuzu bir de

HSP’nin belirgin klinik komplikasyonlarina gére siniflandirmamiza neden oldu.

Arastirmamizda, cilt tutulumu HSP’li bireylerin tamamimda gozlendigi i¢in,
polimorfizmin bu komplikasyondaki etkisi, tiim hastalarla kontrol grubunun

karsilastirilmasi ile aynidir (p>0,05).

Literatiirde, eNOS gen polimorfizmlerinin bazi eklem hastaliklarinin
etiyolojisinde etkili olabilecekleri ¢esitli arastirmacilar tarafindan belirtilmistir
(Serrano ve ark 2004, Brenol ve ark 2009). Ancak ¢alismamizda eklem tutulumu

olan HSP’li bireylerde Glu298 Asp polimorfizminin anlamli bir etkisi bulunamadi.

Ilkova ve ark (2001) yilindaki calismalarinda, bobrek transplantasyonu
sonras1 gozlenen gastrointestinal komplikasyonlarin siddetinin, bu bulgulara sahip
hastalardaki belirgin ¢ctNOS enzim eksikligi ile iliskili olabilecegi ileri siirtilmiistiir
Fakat calismamizda, GIS tutulumuna sahip HSP’li bireyler ile kontrol grubu arasinda
Glu298Asp polimorzminin genotip ve allel frekanslarinda anlamli bir fark kayit

edilmedi.

Arastrmamiza baslarken, Glu298Asp polimorfizminin daha once de
bahsedildigi lizere bir ¢cok renal hastaliktaki etkisini gdsteren ¢alismalarin varlhigi, bu

polimorfizmin bdbrek tutulumuna sahip olan hastalarimizin genotip ve allel
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frekanslarinda  bir  fark  yaratabilecegini  diisiindiirmekteydi.  Boylelikle
calismamizdaki renal tutulumlu hastalar, hem kontrol grubu hem de bobrek tutulumu
olmayan diger HSP’li kisiler ile genotip ve allel frekanslar1 bakimindan
karsilagtirildi. Ancak iki kiyaslamada da Glu298Asp polimorfizminin istatistiksel

olarak renal komplikasyonla anlaml1 bir iligkisi gozlenmedi.

Ote yandan, HSP’nin baslica klinik bulgularindan cilt, eklem, GIS ve bébrek
tutulumlarin tamammnm (dort tutulum) birarada gozlendigi vakalar, tiim hasta
grubumuz i¢inde kiigiik bir smif olustururken, Glu298Asp polimorfizminin mutant
formunun ¢ogunlugunun (%71,4) bu bireylerde gozlendigi saptandi. Caligmamizda,
dort tutuluma sahip hastalar kontrol grubu ve diger tutulumlarin oldugu HSP’li
bireyler ile karsilastirildi. Analiz sonuglarinda;dort tutulumada sahip olan hastalarda
hem kontrol grubuna hem de diger hastalara gére, mutant genotipler (TT) anlamli bir
sekilde yiliksek bulunurken, mutant allel (T) frekanslarinda artmis rolatif risk

saptand1. Ancak heterezigot bireylerde bir fark bulunamada.

Sonu¢ olarak, NOS gen polimorfizmlerinin vaskiilit mekanizmasmin
olugsmasinda, hastaliga yatkinligi arttrmada yada var olan vaskiiler sendromun
siddetini yiikseltmede etkili olabilecegi literatiirle belirlenmistir. Bu bilgilerin
1s181inda bizim c¢alismamizda da NOS geninin 6zellikle, vaskiiler sistem {izerindeki
etkileri bilinen entotelyal formu segilerek, gende en sik gdzlenen bir polimorfizmin
Henoch Schonlein purpurast ile iligkisi ortaya konmaya calisilmistir.
Arastirmamizda, eNOS genindeki Glu298 Asp polimorfizminin HSP’nin olusmasinda
yada bu vaskiilite yatkmlikta etkin bir rol oynamadig1 ancak mutant genotiplerin
cogunlugunun dort tutulumada sahip hastalarda gozlenmesi hastaligin klinik seyrinde
etkili olabilecegini desteklemektedir. Dolayisiyla eNOS geni i¢in genotipi bilinen
HSP’li vakalarin, komplikasyon siddetinin 6nceden tahmin edilebilmesinde ve buna

gore hastaligin tedaviye yaklasiminda da c¢alismamiz yardimei olabilir.
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Henoch Schénlein Purpurali Hastalarda eNOS Gen Polimorfizm Arastirmasi

Henoch Schénlein purpurasi, ¢ocukluk ¢aginin en sik goriilen vaskiilitidir. Cogunlukla kiigiik
caplt damarlarin etkilendigi HSP’de immiin komplekslerin vaskiiler yapida birikimi sonucu endotelial
doku zarar goriir. Basta cilt olmak iizere, eklem, bobrek ve gastrointestinal sistem tutulumu prognozu
belirlemede biiyiik éneme sahiptir. Ozellikle renal bulgular hastaligin prognozunu etkilemektedir.
Yaklagik olarak ikiyiizylldir bilinen bu vaskiiler sendromun etiyolojisi halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak yas, cinsiyet, cesitli ilaglar, ¢evresel ve genetik faktorler hastaligin
olusmasindan sorumlu tutulabilmektedir. Yapilan molekiiler c¢alismalarda, bazi genlerin HSP
fenotipinde etkili olabilecegi ve kalitimm, bu vaskiilitin heterojen kliniginde rol oynayabilecegi
gOsterilmistir.

Bu calismada da, vaskiiler sistemdeki etkileri bilinen Nitrik Oksit Sentaz (NOS) geninin,
endotel fonksiyonlarinda biiyiikk rolii olan eNOS izoformunda oldukg¢a sik gozlenen Glu298Asp
polimorfizminin HSP’1i bireyler tizerindeki etkisi arastirilmistir. Ayrica mevcut ¢alismada, hizli PCR
performansi, kapalt sistem kullanildig1 i¢in kontaminasyon riskinin diisiik olmasi ve sonuglarin es
zaman diliminde elde edilebilme tstiinliikleri nedeni ile Real Time PCR teknigi ve Light Cycler 2.0
sistemi tercih edilmistir.

Aragtirmamiz sonucunda, 95 HSP’li birey ile 93 kisilik kontrol grubu karsilagtirilmasinda
Glu298Asp polimorfizminin genotip ve allel frekanslari igin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunamadi. Bununla birlikte, hasta grubunun cilt, eklem, GIS ve renal tutulumlar1 igin de
polimorfizmin genotip ile allel frekanslarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktu. Ancak komplike tutulumlu agir vakalarda polimorfizmin etkili oldugu tesbit edildi. Dolayisiyla
Glu298Asp polimorfizminin HSP vaskiilitinin olusmasinda bir etkisinin olmadigi ancak varolan
hastaligin klinik seyrinde rol oynayabilecegi sonucuna varildi. Ayrica arastirmamizdaki HSP’li

bireylerin yas ve cinsiyet bulgular da literatiirle benzer nitelikte bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Henoch Schonlein Purpura; eNOS geni; Glu298Asp polimorfizmi; Real Time
PCR; Light Cycler sistemi.
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Evaluation of eNOS Gene Polymorphism in Patients with Henoch Schonlein Purpura

Henoch Schoénlein purpura (HSP) is the most common vasculitis of childhood. When HSP
occurs, from which most of time small vessels effected, endothelial tissue is destroyed as a result of
accumulation of immun complexes. Firstly skin, then joint, gastrointestinal and kidney involvement
have great importance for determining prognosis. Especially renal manifestations effect the clinic
progress of the disease. The etiology of this vascular syndrome, known for two hundreds years, hasn’t
been clarified yet. But age, sex, some medicines, enviromental and genetic factors can be counted
amaung the reasons of this illness. In some molecular studies, it is indicated that some genes can have
many affects on HSP phenotype, and heritage can play a role at the heterogeneity clinic of the
vasciilit.

At this study, the effect of G/u2984sp polymorphism, observed especially at eNOS isoform,
which has a big impact on endotel functions of NOS gene and known with its effects on vascular
system, on individuals with HSP is researched. Also in the present study Rea!/ Time PCR technic and
Light Cyler 2.0 system were preferred because of their fast PCR performance, their superiorities about
getting the results synchronic, and since close system used the risk of contamination is low.

As a result of our research, no significant difference between the genotype and allel
frequencies of Glu298Asp polimorphism in the comparison of 95 individual with HSP and control
group including 93 individual statistically. Beside this, no variation is recorded for skin, joint, gis and
renal involvement of patient group at genotip and allel frequencies of polimorphism in comparison
with control group. But at serious issues with complicated involvement it is found that polimorphism
has an effect. Consequently, it is concluded that, Glu298 Asp polymorphism has no effect on coming
into being of HSP vasculitis but it can have an impact on the clinic progress of existing disease. Also,
in our research the findings of age and sexuality of individuals with HSP have a similar quality with

the literature.

Key Words: Henoch Schonlein Purpura; eNOS gene; Glu298Asp polymorphism; Real Time PCR;
Light Cycler system.
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