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OZET

Bio. Samet TUREL
Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik AD. Manisa
TURKIYE

Hipertansiyon kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynayan en 6nemli risk faktorlerinden
birisidir. Renin angiotensin sistemi (RAS), kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlarin merkezi
bir diizenleyicisi olup, bircok kalp bdbrek hastaliginda anahtar rol oynar. RAS’in,
kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlarda ve hastalik durumlarinda 6nemli bir rol oynadig1 ve
diisiiniildiginden c¢ok daha karmasik bir sistem oldugu ortaya c¢ikmistir. X kromozomu
tizerinde lokalize olan ve Anjiotensin Donistiiriici Enzim (ACE) ile homolog olan yeni
bulunan ACE2’nin RAS’1 negatif sekilde diizenledigi goriilmektedir. ACE2, Ang I ve Ang II
yi inaktif Angl-9 ve Angl-7 ye bolmektedir. Yapilan genetik aragtirmalar sonucunda ACE2
geninde hipertansiyonla iliskilendirilmis 4 farkli ten niikleoit polimorfizm bdlgesi
tanimlanmistir. Bunlar; intron 1 deki 1075 boélgesinde A—G, intron 3 deki 8790 bolgesinde
G—A, intron 11 deki 28330 C—G ve intron 16 daki 36787 bolgesinde G—C
polimorfimleridir. Bu ¢alismada, ACE2 gen polimorfizmi ile hipertansiyon arasinda bir
iliskinin olup olmadigini arastirmak amaglanmistir. Caligmaya dahil edilen 158 primer
hipertansiyon hastasi birey ile 163 normal kan basincina sahip bireyde ACE2 genindeki intron
1 A—G (nt 1075) ve int 3 G—A (nt 8790) polimorfizmleri analiz edilmistir.



SUMMARY

Hypertension is one of the most important risk factors in cardiovascular diseases.
Renin angiotensin system (RAS) is a central organizer of the cardiovascular and renal
functions and it plays a key role in many cardio renal diseases. It’s arised that RAS plays an
important role in cardiovascular and renal functions and in ilness conditions and it’s a more
complicated system than it’s thouht. It’s seen that new found ACE2 which is homologous
with ACE, localized on X chromosome, orders RAS in a negative way. ACE 2 separates Angl
and Ang Il to inactive Angl1-9 and Angl-7. As a result of the genetical researches ACE2 is
associated with hypertension and 4 different nucleotide polymorphism regions are defined.
These are, A—G in the 1075 region of intron 1, G—A in the 8790 region of intron 3, C—G
in the 28330 region of intron 11, G—C in the 36787 region of intron 16.

In this study it will be aimed to determine whether ACE2 gene polymorphism and
hypertension have a relationship or not. Also, the aim is to show A—G (nt 1075) and int 3
G—A (nt 8790) polymorphisms existance on the ACE2 gene in 158 individuals with primer

hypertension and 163 individuals with normal blood pressure.
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1.GIRIS

Hipertansiyon kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynayan en Onemli risk
faktorlerinden birisidir. Renin angiotensin sistemi (RAS), kardiyovaskiiler ve renal
fonksiyonlarin merkezi bir diizenleyicisi olup, bir¢ok kalp bobrek hastaliginda anahtar
rol oynar. RAS, kan basinci diizenlenmesinin baslica aktorii olmasi dolayisiyla
hipertansiyon patofizyolojisinde kritik neme sahiptir. Bunun yaninda RAS, ¢esitli kalp
ve bobrek dokularinda ve plazmada bulunan angiotensin II grubunun bir dizi enzimatik
reaksiyonunu icerir. Renal afferent arteriollerdeki juxtaglomeriiler hiicrelerden
salindiktan sonra renin, angiotensinogen tiizerinden rol oynar ve dekapeptid
inaktivasyonunu gergeklestirir. Angll, bobreklerdeki sodyum geri emilimini aldesteron
salgisinin uyarisiyla gogaltir, bu protein ayn1 zamanda renal tiibiilo-gromerular geri
besleme mekanizmasindaki kritik diizenleyicidir (1).

RAS’mm, kardiyovaskiiler ve renal fonksiyonlarda ve hastalik durumlarinda
onemli bir rol oynadigi ve diisiiniildiigiinden ¢ok daha karmasik bir sistem oldugu
ortaya ¢ikmistir. Yeni bulunan homolog olan ACE olan ACE2 nin RAS’1 negatif sekilde
diizenledigi goriilmektedir. ACE2, Ang I ve Ang II yi inaktif Angl-9 ve Angl-7 ye
bolmektedir. ACE2 bobrek ve kalpte yliksek oranda eksprese edilmekte ve ozellikle
endotelde bulunmaktadir. Quantitative trait lokus (QTL) haritalamasiyla ACE2 fare
hipertansiyon modellerinde X kromozomunda bir QTL olarak tanimlanmistir. Bu
hayvan modellerinde bobrek ACE2 mRNA ve protein ifadelerinde belirgin azalma
olmustur buda ACE2 yi bu QTL icin aday bir gen yapmistir. Farelerde ACE2
hedeflenmis bozulmas1 hipertansiyona neden olmamistir ancak miyokardiyal
kasilabilirlik agir bozulmaya ve yiliksek angiotensin II seviyelerine yol ag¢muistir.
ACE2’siz farelerden ACE nin genetik olarak alinmasi kardiyak fenotipi kurtarmistir. Bu
genetik bilgiler ACE2 nin kalp fonksiyolarinin vazgecilmez bir in vivo diizenleyicisi
oldugunu gostermistir.  ACE2 nin inaktivasyonuyla bazal renal morfoloji ve
fonksiyonda degisme olmamistir. ACE2 nin bir ¢ok baska peptidin hidrolizinde(Apelin
peptitleri, opioidler ve kinin metabolitleri gibi) oynadigi 6nemli rol angiotensin ve
bilesiklerinden baska peptit sistemlerininde kardiovaskiiler ve renal fonksiyonlari

diizenlemede 6nemli rol oynayabilecegi ihtimalini artirmaktadir (2).



Yapilan genetik arastirmalar sonucunda ACE2 geninde hipertansiyonla
iliskilendirilmis 4 farkli niikleoit polimorfizm bdlgesi tanimlanmigtir. Bunlar; intron 1
deki 1075 bolgesinde A—G, intron 3 deki 8790 bolgesinde G—A, intron 11 deki 28330
C—G ve intron 16 daki 36787 boélgesinde G—C polimorfizmleridir (3).

Labuda ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir arastirmada kanada ve Fransiz
ailelerinde, ACE2 deki varyasyonlari ile insan hipertansiyonlar1 arasinda pozitif bir
iliski gosterilmistir (4). Yapilan baska bir arastirmada, ACE2’nin ekspresyonunun
diisiik oldugu durumlarda ACE aktivasyonunun arttigi bu artisin da vaskiiler tonus
artisgina yol agtigi ve bununda hipertansiyonla sonuglandigini gostererek ACE2 nin
hipertansiyon igin yeni bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (5).

ACE2’nin cesitli peptitleri parcalamasindaki etkisi biyolojik 6nemini agikca
ortaya koymaktadir. Bu enzimin diger peptit sistemlerindeki karmasik fonksiyonlarinin
anlasilmasi i¢in yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alismada iilkemizdeki hipertansif hastalarda ACE2 gen indeki intron 1
A—G (nt 1075) ve int 3 G—A(nt 8790) polimorfizmlerinin roliinii incelemek

amaglandi.

2. HIPERTANSIYON

Hipertansiyon (yiiksek kan basinc1 = YKB), siirekli yiiksek arteriyel kan basinci
ile kendini gosteren sistemik bir hastalik olup, ciddi komplikasyonlara yol agmasi ve
toplumda sik goriilmesi nedeniyle dnemli bir saglik problemidir. Diinyada bir milyar
kisiyi etkiledigi diistiniilmektedir.

Hipertansiyon sikligi, irk ve cografyaya gore degismektedir. ABD, Avrupa ve
diger bir ¢ok iilkede eriskin popiilasyonun yaklasik %25’inde hipertansiyon vardir. 65
yag isti Amerikan siyah irkinda %70’1 gecen oranlarda goriiliir. 50 yasina kadar
goriilme siklig1, erkeklerde daha fazladir. 1993 yilinda Hipertansiyon ve Ateroskleroz
Dernegi’nin yayimladig1 Tiirkiye Hipertansiyon Haritas1 isimli Kitapta (6), tilkemizde
sistolik kan basici yiiksekligi sikligi, kadinlarda %20, erkeklerde %17 saptanirken,
diyastolik kan basinci yiiksekligi, sirastyla %32 ve %33 bulunmustur. Ayn1 makalede



56-65 yas grubunda kadin ve erkeklerde hipertansiyon sikligi sirasiyla %61 ve %53’ diir.
Bir diger calismaya gore iilkemiz hipertansiyon siklig1 %37’ dir.

Hipertansiyon, birincil (primer, idyopatik, esansiyel) ve ikincil (sekonder) olarak
ikiye ayrilir. Birincil hipertansiyon, olgularin yaklasik %95’ini olusturmaktadir.
Vakalarin %5’lik boliimii ikincil hipertansiyondur ve bunun biiylik ¢cogunlugu bdbrek
sebeplidir.

Hipertansiyon uzun yillar belirtisiz veya komplikasyonsuz olarak seyredebilir. Bu
sirada tek somut bulgu arteriyel kan basincinin (AKB) yiiksek saptanmasidir. Ciddi
komplikasyonlar uzun yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Belirtisiz donemde hastaya tedaviyi
benimsetmek gii¢ olur. Bu nedenle yiiksek kan basinci tedavisinde hasta uyumu biiyiik
onem kazanmaktadir. YKB hastalarinin yaklagik 1/3’i, durumlarindan haberdar
degildir. YKB’li hastalarin ancak yaris1 tedavi almaktadir ve bu hastalarin 6nemli bir
boliimi de verilen tedavileri diizenli uygulamamaktadir. Buna bagli olarak da tedavi
alan hastalarin yarisindan azinin kan basinglart kontrol altindadir. Bu durumda, YKB
hastalarinin biiyiik boliimii yiiksek kan basinci degerlerinin getirecegi olumsuzluklarla
kars1 karsiyadir. Etkin tedavi edilen YKB hastalarinda inme, kalp yetersizligi, ve
miyokard infarktiisii riskinde anlamli azalmalar meydana gelmektedir.

Hipertansiyon konusunda karsilagilan sorunlarin ¢ogunlugu, tip personelinin bu
konuda gosterecegi ilgi ile ¢oziimlenebilecektir. Kan basinci 6l¢iimiiniin, dikkatlice her
fizik muayeneye ilave edilmesi, hastalara durumlari ile ilgili her tiirli bilginin
anlatilmas1 ve yeterli sikliktaki kontroller, yliksek morbidite ve 6liim hizina sahip bu

hastaligin verebilecegi zararlar1 azaltacaktir.

2.1 HIPERTANSIYONUN ETYOLOJISi

Birincil hipertansiyonun nedeni bilinmemektedir; ancak katkida bulunan
mekanizmalar ve etyoloji hakkinda ¢esitli goriisler mevcuttur. Arteriyel kan basincini
olusturan faktorler, kalp debisi (kardiyak output) ve sistemik damar direncidir.
YKB’den sorumlu mekanizma ne olursa olsun, bu iki faktdrden biri ya da her ikisinde
artis olmalidir. Kalp debisini, atim hacmi (stroke voliim) ile kalp hizinin ¢arpimi

belirlerken, sistemik damar direncini, damar ¢ap1, damar duvarinin yapisi ve damar diiz



kaslarinin toniisii gibi faktorler belirler. Atim hacmini 6n yiik, art yiik ve kalbin kasilma
giicii etkilerken, damar diiz kaslarinin toniisiinii ndrojenik, humoral, miyojenik ve lokal
damar faktorleri tayin eder. Yiiksek kan basincinin nedenleri arasinda suglanan faktorler

asagidaki gibi siniflandirilabilir.

2.1.1 Genetik :

YKB’nin etyolojisinde en énemli faktérlerden biri de genetiktir. YKB, ailevi bir
ozellik gosterir. Epidemiyolojik arastirmalar, genetik faktorlerin YKB’nin olusumunda
%30-60 gibi 6nemli derecede rol oynadigi gostermistir. Bu konuda birden fazla genin
ilgisi oldugu arastirmacilarca ileri siiriilmektedir(7). Bu konuda ileri siiriilen

mekanizmalardan bazilari tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1: Hipertansiyondaki genetik mekanizmalar

Gen mutasyonu Ara fenotip
Glukokortikoid reseptortii Glukokortikoidlerde artma
Anjiyotensinojen Anjiyotensinojende artma
SA geni Bilinmiyor

Lipoprotein lipaz Insiilin direnci

Nadir tek gen mutasyonlari

% Glukokortikoidle diizelen hiperaldosteronizm <«¢ 18 hidroksillenmis steroidlerde

artma
¢+ Goriinlirde mineralokortikoid fazlaligi «» Kortizon, kortizolde azalma
% Dogumsal siirrenal hiperplazisi % Kortizol 6nciillerinde artma
% Polikistik bobrek hastaligi % Bobrekte kistler
+ Liddle sendromu ++ Hipokalemi

+¢ Hipokalemi

Norman M. Kplan. Klinik Hipertansiyon.Turgu Yayincilik ve Ticaret A.S.,1998. S:43(8)




2.1.2 Kalp debisi:

Geng, yiiksek kan basinci bulunan ve dolagimi hiperkinetik olan bazi kisilerde
kalp debisinin artmis oldugu bulunmustur. Kalp debisindeki artis iki yoldan ortaya
¢ikabilir; ya sivi hacmi (6n yiik) artacak, ya da kalbin sinirsel uyarilmasiyla
kasilabilirligi artacaktir. Ancak kalp debisindeki artig hipertansiyonun baglamasindan

sorumlu olsa bile, yerlesmis yliksek kan basincinda kalp debisinde artis olmamaktadir

9).

2.1.3 Asir1 sodyum alimi:

Tuz tliketimi yliksek olan toplumlarda hipertansiton sikliginin fazla olmasi, tuz
kisitlamasi ile kan basinci degerlerinde diisiis goriilmesi ve tuzdan fakir diyetle beslenen
ilkel toplumlarin diyetlerindeki tuz artirildiginda YKB sikliginin artmasi, YKB
etyolojisindeki tuz faktoriini ortaya koyan bilgilerimizdir. Geleneksel bilgilerimize
gore, asirt sodyum alinmasi sivi hacmini ve 6n yiikii artirip bu yoldan kalp debisini
yiikseltir ve sonucunda yiiksek kan basinci ortaya ¢ikar (10). Fakat sodyumun yiiksek
kan basinc1 etyolojisindeki rolii bu bilgi ile sinirlandirilamaz.

Normal kisilerde kan basinci yiikseldiginde bobreklerden sodyum ve su atilmasi
artar, s1v1 hacmi azalir ve basing normale doner (basing natriiirezi). Bu mekanizmadaki
bozuklugun yiiksek kan basincina yol agabilecegi diisiiniiliiyor. Sodyum fazlaligi kan
basincini, damarsal reaktiviteyi etkileyerek de yiikseltebilir. Diyetle sodyum alinmasi
primer hipertansiyon patogenezi ile yakindan iligkilidir, ancak tek basma yeterli
olmayan bir faktordiir (11).

Diyetteki kloriir: Insanda NaCl ile kan basmci, sodyumun kloriir olmayan
tuzlarina oranla daha fazla yiikselmektedir (12).

Sodyum duyarhiligi: Bat1 llkelerinde hemen herkes sodyum igerigi yiiksek bir
diyetle beslendiginden, bu kisilerin yalnizca yarisinda hipertansiyon geligsmesi, kan
basincinin sodyuma duyarliligmin degisken derecede oldugunu diisiindiirmektedir.

Sodyum duyarlilig1 i¢in bir¢ok mekanizma ileri siiriilmiistiir. Mekanizmasi ne olursa



olsun sodyum duyarlilig1 olasilikla kalitsaldir ve sodyum kisitlamasina kan basinci
yanit1 anne ve ¢ocuklarda birbirine ¢ok benzemektedir (13).

Bobrekte sodyum tutulumu: Beslenme yoluyla gerekenden daha fazla sodyum
alinmast ve sodyuma duyarlilifin yani1 sira “esansiyel hipertansiyonda, bobregin

sodyum atiminda isteksizlik gosterdigi” goriisii de bulunmaktadir (14).

2.1.4 Potasyum

K oran1 yiiksek diyetle beslenen ilkel toplumlarda YKB daha az goriilmekteydi.
Modern ¢agin getirdigi yiiksek tuzlu (sodyumlu) diyet YKB goriilme sikligini
artirmistir. Potasyum alimindaki yetersizlik, en az asir1 sodyum alimi kadar sorumlu

olabilir, ancak kanitlarin ¢ogu sodyum fazlaliginin birinci rol oynadigi lehinedir. (15)

2.1.5 Nefron sayisinda azalma:

Bu hipotezde hipertansiyonun, nefron sayisinda ya da glomeriil basina filtrasyon

yiizey alanindaki dogumsal bir azalma sonucunda ortaya ¢ikabilecegi One siiriilmektedir
(16).

2.1.6 Stress ve asir1 sempatik etkinlik:

Sempatik sinir sistemi aktivitesinde artig, kan basincini birden bire ve belirgin
derecede yiikseltir, ayrica bir ¢ok yiiksek kan basinglida goriilen artmis kalp
hizindan da sorumlu olabilir. Araliklarla yasanan stresler sonucu bdbrek {istii
bezinin medullasindan salgilanan katekolaminler; hem kan basincinda yiikselmeyi
baglatan presdor mekanizma olmaya, hem de kan basmci yiiksekligini damar

hipertrofisi yoluyla siirdiiren trofik mekanizma olmaya en iyi adaydir(17)

2.1.7 Cevresel direnc:

Cevresel direngteki (periferik rezistans) yiikselme, capt Imm’nin altinda olan



distal arteriyolleri ilgilendirir. Yiiksek kan basin¢l kisilerin, deri alt1 yag dokularindaki

kiigiik diren¢ damarlarinin, normal kan basinghlarla karsilastirilmas: ile yapilan

caligmalarda, media kalinhigi/i¢ cap oraninda %?26-62 arasinda degisen artislar

saptanmistir(18).

2.1.8 Hiicre zarindaki degisiklikler:

Yiiksek kan basingli hayvan ve insanlarda hiicre zarlarinda birincil degisiklikler

olmaktadir. Bu durum, iyonlarin anormal hareketine olanak taniyarak, hiicre igi

kosullarini kasilma ve biiyiime lehinde degistirmektedir:

1.

Hiicre i¢i sodyum Olgiimlerinin ¢cogunda, yiiksek kan basinglilarin hiicrelerindeki
yogunluk normal kan basinglilardan daha yiliksek bulunmustur. Na-K ATPaz
pompasi etkinliginde azalmaya bagli hiicre sodyumunda artis, buna yol agar.

Na-H degistiricisinin giiclenmesi hem damar toniisiinii ve hiicre biiylimesini uyararak
hem de bobrek proksimal tubulus hiicrelerinde sodyum geri emilmesini artirarak
hipertansiyon patogenezinde 6nemli rol oynayabilir.

Na-Li kotransportu da yiiksek kan basinglilarda artmistir.

Birincil yiiksek kan basinci bulunan hastalarin yaklasik yarisinda, lenfositlerde hiicre

ici serbest sitozolik kalsiyum yogunlugunda artma saptanmistir (19).

2.1.9 Atriyal natriiiretik hormon:

Cevrede (periferde) damar genisletici etkisi vardir, dolayis1 ile kan basincinm
diisliriir. Atriyumlarda hacim genislemesine cevap olarak sentezlenir. Sodyum
attiran etkisi glomeruler filtrasyon hizi (GFH)’ndaki artis sonucudur. Aferent
arteriyolii genisletir, eferent arteriyolii daraltir. Norepinefrin, Angll, AVP gibi
ajanlar tarafindan daha Once daraltilmis damarlarda gevseme yapar. Renin ve

aldosteron salinimlarini baskilar(20).



2.1.10 Vazopressin:

Plazma ozmolaritesinin yiikselmesine yanit olarak arka hipofizden salgilanir.
Bunun sonucunda sodyum ve su tutulmasi uyarilir. Sodyum tutulmasimin fizyolojik

onemi agik degildir(20).

2.1.11 Endotel islev bozuklugu:

Endotel, fonksiyonlar1 hakkindaki bilgilerimiz arttikga, dnemi ve {iizerindeki
arastirma sayis1 ¢ok fazla artan bir “organ” dir. Endotel tarafindan salgilanan bir ¢ok
madde i¢inde ikisi, kan basinci i¢in Onemlidir.

Nitrik oksit: Argininden nitrik oksit (NO) tiretimi, pek ¢cok degisken uyarima bagli
olarak, pek ¢ok hiicre tipinde meydana gelir. NO endotelyal hiicreden, komsu damar
diiz kaslarina niifuz eder ve burada cGMP olusumunu uyararak kan damarlarini
genisletir. Esansiyel hipertansiyon bulunan hastalarda tiim viicut NO {iiretimi azalmigtir.
Azhiginda glomeriil kapiller basing artisi, bobrek kan akiminin azalmasi, glomeriiler
kapiller gegirgenlikte azalma goriiliir. Sodyum atiliminda belirgin diisiis ve sistemik kan
basincinda yiikselme olusur (21).

Endotelin: Ang II ve norepinefrinden daha gii¢lii bir damar daralticidir. Bilinen iig
izoformu vardir. Endotelin | esas olarak endotelde sentezlenir, bilinen depo yeri yoktur.
Endotelin etkilerini 6zgiin reseptorleri yoluyla parakrin veya otokrin yolla ortaya koyar.
Yiiksek kan basinglilarda katkisi kesin olarak bilinmemekle birlikte, plazma

diizeylerinin yiiksek oldugu bildirilmistir (22).

2.1.12 Sismanhk:

Kilo fazlaliginda, sempatik sinir sistemi ve RAAS aktivasyonu, plazma hacminin
artmast, hiperinsiilinemi gibi mekanizmalarla kan basinci degerlerinde artma meydana
gelir. Sismanlhigin, YKB olusumunda 6nemli risk faktorlerinden birisi oldugu kabul
edilmektedir. Framingham calismasinda erkeklerde yiiksek kan basincinin %70°1 ve

kadinlarda da %61°1 dogrudan yag dokusunun fazlahigmna atfedilmis ve viicut



agirliginda her 5 kiloluk artisa karsilik ortalama sistolik kan basincinin 4-5 mmHg
yiikseldigi belirlenmistir(23). Ozellikle merkezi sismanlik YKB ile beraber koroner kalp
hastalig1 olusmasini hizlandirmaktadir. Ayrica, yliksek kan basinci gelisecegini gosteren

en gii¢lii tahmin etmenlerinin agirlik, yas ve alkol tiiketimi oldugu belirlenmistir (24).

2.1.13 Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi:

Insiilin normalde damar genisletici bir etkiye sahiptir, ancak yiiksek kan
basinglilarda ve yashlarda bu etkisi kaybolmustur. Insiilin ayn1 zamanda etkili bir trofik
hormondur ve damar endotelinde hipertrofiye neden olur. Insiilinin bir diger etkisi
bobrege yaptigr etki ile sodyum ve suyun geri emilmesini artirmaktir. Hiicre ici
kalsiyumunu artirmak da insiilinin kan basincini artirict etkilerindendir. Sisman ya da
sisman olmayan yiiksek kan basinglilarda hiperinsiilineminin en énemli nedeni, ¢evresel

insiilin direncidir. Bu direng genetik bir yatkinliktan olabilir (25).

2.1.14 Sigara:

Nikotin, nikotinik reseptorlere etki ederek, adrenerjik sinir uglarinda noradrenalin
salinmasina neden olmaktadir. Diisiik nikotinli, diislik katranl ya da filtreli sigara i¢imi
kalp damar sistemi hastalik riskini degistirmez. Sigara dumanindaki nikotin, asir1 sigara
tiryakilerinin bile kan basincini akut olarak yiikseltmektedir (26). Tolerans gelismez ve
bu ylizden hasta sigara igmeyi siirdiirdiik¢e kan basinci yiiksek kalmaktadir (27). Ancak
her sigaranin etkisi gegicidir ve 30 dk icinde etkisi kaybolmaktadir. Bu nedenle
sigaranin etkisini gérmek icin, icicilerde kan basinci degerlerine, bu yarim saat i¢inde
bakilmalidir. Sigaranin etkisinden bagimsiz kan basinci degerleri i¢in ise icimden yarim
saat sonra kan bainci dl¢giilmelidir. Sigara, insiilin direnci, endotele bagimli gevsemede

zayiflama ve endotelin diizeylerinde bir yiikselmeyle YKB’ye yol agar (28).

2.1.15 Alkol:

Makul 6l¢iilerde alinan alkoliin kan basinc1 tizerine olumlu etkilerinin oldugunu
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savunan gorlslerin aksine, bir ¢ok yazar, makul Olcililerde bile olsa siliregen
(kronik) alkol tiiketiminin kan basincini yiikselttigini savunmaktadir. Daha fazla
miktarlardaki alkol ise yiiksek kan basmcinin 6nemli bir boliimiinden sorumlu
tutulabilir. Alkol sempatik sinir sistemini ve RAAS’yi aktive ederek, plazma kortizon

diizeyini artirarak kan basinci degerlerini yiikseltir (29).

2.1.16 Kalsiyum ve paratiroid hormonu:

Diyetle alinan kalsiyum ile kan basinci arasinda zit bir iliski vardir fakat bu iligki
kan basinct yliksek hastalara kalsiyum verilmesini gerektirecek kadar kuvvetli degildir.
Yeterli giinliik kalsiyum alimi disinda ek kalsiyum alimi Onerilmemektedir. Serum
kalsiyumunun azalmasi ile gelisen hiperparatiroidinin YKB etyolojisinde rol oynadigi
sanilmaktadir. Yiiksek kan basingli kisilerde damar diiz kas hiicrelerinde kalsiyum
diizeyi yiiksektir. Hiicre 1i¢i kalsiyumun, disart ¢ikmasinda sorun oldugu

varsayllmaktadir (30).

2.1.17 Fiziksel hareketsizlik:

Fiziksel agidan aktif ve antrenmanli kisilerde daha az yiiksek kan basinct
gelismektedir. Hipertansiflerde de diizenli izotonik egzersize basladiktan sonra kan
basincinda diisme  goriilmektedir(31). Egzersize yeni Dbaslayan hastalardaki
goriilebilecek kan basinct artiglart zamanla azalacaktir. Bu sorun egzersizin
birakilmasina yol agmamalidir. Fakat egzersiz dncesi ¢ok yiiksek kan basinci degerleri

kontrol altina alinmalidir(32).

2.1.18 Oteki olast mekanizmalar:

Anormal steroid metabolizmasi: YKB’de kortikosteron diizeylerinde hafif bir

yiikselme ve glukokortikoidlere vazokonstriktor duyarlilikta artma bildirilmistir(33).
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Vazoaktif peptidler: YKB’de natriiiretik peptid, adrenomedullin, kallikrein, Kkinin,
dopamin, seratonin, vazopressin, opioid peptidler, néropeptid Y ve medullipinin rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir.

Prostaglandinler: Cesitli prostaglandinler kan basinct degerlerine, yiikseltici veya
indirici etki ederler. Damar kasilmasini saglayan prostaglandinlerin artmasi veya damar

gevseticilerin diizeyinin azalmasi kan basinci degerlerinde yiikselme yapacaktir(34).

Katkida bulunan etmenler:

1. Fotal kosullar: YKB gelisimi inutero basliyor olabilir. Inutero biiyiime
yavaglamasina bagli diisik dogum tartisi, yapilan tarama g¢aligmalarinin ¢ogunda
daha sonraki yillarda yiiksek kan basinci gelismesiyle iliskili bulunmustur(35).

2. Oteki mineraller (kursun, Mg, vb)

3. Kafein: Koyu bir bardak kahvede bulunan kafein diyastolik kan basincini, kan
basinci1 ¢ok az yiiksek erkeklerde 8 mmHg yliikseltirken, normallerde yalnizca 3
mmHg yiikseltiyor(36).

4. Cevre sicakligt ve yiikseklik: Soguk iklimlerde kan basinct yiiksek olma
egilimindedir. Ayrica yiiksek bolgelerde yasayanlarda hipertansiyon daha sik
goriilebilmektedir(37).

5. Baroreseptorler: Kan basinci yiikseldiginde devreye giren bu reseptorler, sempatik
baskilama ile kalp hizin1 ve kan basincini disiiriirler. Bu mekanizmanin bozuklugu
da YKB etyolojisinde rol oynayabilir(38).

6. Edinsel natriliretik hormon: Bu natriliretik hormon, kisa bir siire 6nce belirlenen,
beyin ve atriyumdaki natritiretik peptitlerden hem islevsel hem de kimyasal agidan
timiyle farklidir(39).

3. RENIN-ANJIYOTENSIN-ALDOSTERON SISTEMI (RAAS):
Renin angiotensin sistemi viicutta homeostatik bir ¢ok olayda énemli rol oynayan

hem dolasimda hem de hiicresel hiyerarsik organizasyon yapisinda —COOH ucunu
[Ang (1-8) (ANG II), Ang (2-8), ) ANG III), Ang (3-8) ) ANG IV)] veya NH2 ucunu
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[Ang (1-7)] aktif hormonlart olusturan enzimlerle karakterize biyokimyasal bir
networktiir [sekill]. Ozellikle su-elektrolit dengesinin, kan volumiiniin ve arter kan
basincinin diizenlenmesinde ve fizyolojik diizeylerde devaminin saglanmasinda temel
gorev yiiklenir. Son ¢alismalar RAS’1in kardiyovaskiiler kastaliklarin ve konjestif kalp
yetmezliginin patofizyolojisinden sorumlu oldugunuda gostermistir (40).

RAS’1n etkileri en iyi bilinen aktif peptit hormonu Angiotensin II (ANG II) dir.
Ang II bir dizi koordine ¢alisan enzimatik reaksiyon sonucunda sentezlenir. (41). Bu
kaskat bobreklerde sentezlenen bir proteaz olan reninle baglar. Renin karacigerde
sentezlenen anjiotensinojene etki ederek fizyolojik olarak inaktif olan Angiotensin I
(Ang I)’1 olusturur. Ang I’ Angiotensin doniistiiriici enzim(ACE) etki ederek fizyolojik
olarak aktif oktapeptit olan Angiotensin Il (Ang II) olusur. ACE bir ¢inko
metaloprotezdir ve ilk olarak akcigerlerde bulunmustur ve 1956 yilinda hipertansiyon
dontistiiriicii enzim olarak tanimlanmistir (42). ACE ayn1 zamanda vasodilator olan
bradykininin katabolizma ve inaktivasyonujn dan da sorumludur. Ek olarak ACE klasik
yolunun haricinde baska alternatif yollarla da fizyolojik olarak aktif Ang II sentezini
gerceklestirilebilmektedir bunlardan biriside kimaz yoludur (43).
Ang II sentezinin ardindan Ang Il sistemik dolagimla periferik dokuya aktarilir ve hedef
hiicre iizerine olan etkisini G-protein bagli angiotensin tip-1 reseptorii (ATiR) ve tip-2
reseptorii (AT2R) araciligiyla gergeklestirir. Vasokonstriksiyon, mitojenik ve hipertrofik
etki, inflamatuar cevap ve tuz-su dengesi gibi Ang II'nin etkisine baglanan bir¢ok
kardiyovaskiiler etki AT;R’niin aktivasyonu ile gerceklesir. (43). Fosfolipitleri
(PLC,PLD,PLA2), NAD(P)H’mn sitimulasyonu ve reaktif oksijen radikallerini (Op,
H,0,), gen transkiripsinunun indiiklenmesi(protoonkogenler: c-fos, c-jun, c-myc) ve
tirozinkinazlarin aktivasyonunu (Src, JAK/STAT, FAK, Pyk2, p130Cas, PI3-kinase)
iceren kompleks etkilesim gosteren sinyal yollar1 ile bu etkiler goriiliir. Bu etkilerin
bazilar1t PDGFR, EGFR ve IGFR igeren tirozin kinaz reseptorlerinin transaktivasyonu
ile direk veya indirek olarak goriilebilir (44). AT1R arciligiyla olan etkinin aksine AT;R
apoptozis, natriiiresiz ve biiyiilk Ol¢lide BK ve nitrik oksit (NO)’in neden oldugu
vasodilatasyon gibi karsit dengeleyici etkiye sebep oldugu diisiiniilmektedir (45).

Bu olusumun ardindan Ang II hizli bir sekilde dolasimda veya dokularda

anjiyotensinazlar olarak isimlendirilen peptidazlar tarafindan des-aspartyll-Angll
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[Anglll], angiotensin (1-7) [Ang(1-7)], AnglV ve Ang(3-8)’e doniistiiriilir. Bu Ang |1
pargalari giiclii bir vazopressor olan Ang I1I ve BK, NO ve prostoglandin (PG) yapimini
stimule eden Ang (1-7) disinda biiyiik 6l¢tide inaktiftir (46).

3.1 RAS’1n fizyolojik rolii

RAS’mm oncelikli gorevi Ozellikle kan basincinin azalmast durumunda veya
hipotensif uyar1 durumunda kan basmcinin diizenlenmesinde gorev yapar (47). Bu
dengeleme baslica Ang II'nin bobreklerde su ve tuz tutulumunu saglayan aldesteron
saliimini, vasokonstriksiyonu ve sempatik tonusu sitimule etmesiyle arterial basinci
dengelemesiyle olusur. Bununla birlikte RAS’1n hipertansiyon gibi homeostatik dengeyi
kaybetmesi kalp kusurlari, hipertrofik degisimler, kalp krizleri, atherosklerazis gibi
kardiyovaskiiler ve renal hastaliklara baglidir. Bunlar disinda hipertansiyonla RAS
arasindaki iliskinin biiyiik bolimii genetik O6zelliklere baghdir. Bizm bu konudaki
bilgilerimiz genis ¢apta bobregin fonksiyonuyla ve morfolojisiyle iligkili olamayan
hipertansiyonda RAS’in renin, ACE, AGT, AT;R gibi anahtar bilesenleri olmayan
farelerde ve bu bilesenlerin mutant formlarina sahip farelerde kan basinci {izerine
yapilan aragtirmalardan gelmektedir (48). Hipertansiyonda en ¢ok kullanilan fare
modellerinden birisi spontaneously hypertensive rat (SHR) modelidir.Primer
hipertansiyonun baglamasi, gelismesi ve siirmesi konusundaki 6nemli bir hipotez
anormal renal ekskresyon fonksiyonudur (49). Renal viicut sivisi feedback
mekanizmasi arterial basincin uzun dénem diizenlenmesiyle bobreklerin tiriner sodyum
ve su ekskresyonunun degisimi ile arterial basing degisimine cevabi olan natriiiresiz ile
bagdastirilir. Renal sempatik sinirlerin aktivasyonu (RSNA) gibi faktorler renal
ekskresyon fonksiyonunun azalmasina ve arteriyal basincin artmasina neden olmaktadir
(50). RSNA’nin renal etkileri; tubular sodyum reabsorpsiyonunda artis, renal kan
akisinda azalma ve glomerular filtrasyon hizinda artisla renal vaskiiler direncin artmasi
ve renin saliniminin yilikselmesinin neden oldugu Ang II iiretimininin artmasini igerir
(sekil 1). RSNA arteriyal barorefleks sisteminin negatif diizenlenmesi kontroli
altindadir. RAS hem kan basincinin diizenlenmesinde hem de kardiyovaskiiler yapinin

homeostazinda Onemli gorevleri vardir, bu yiizden RAS’m anahtar bilesenleri
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farmakolojik olarak Onemlidir. ACE inhibitorleri ve AT1R brokerleri gliniimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Angiotensinler hem karaciger, bobrek ve akcigerlerin katkilariyla dolasimda
(sistemik Ras); hem de viicudun hemen tiim organ ve dokularinda lokal olarak doku
RAS’1 iiretirler ve gorev yaparlar. Sistemik RAS ve lokal doku RAS’1, fonksiyonlarini
karsikli desteklerler, fakat bagimsiz olarak gerceklestirirler. RAS’in tanimlanmasi

reninin kesfi ile baslar (51).

3.2 Dokulardaki RAS’a karsi dolasimdaki RAS:

Geleneksel goriiste endokrin RAS’1n birlesenleri spesifik dokulardan salgilanir ve
bunlar sdyledir; Anjiotensinojen karacigerden, renin bobreklerden ve ACE akcigerden
salir (sekil 2). Fakat son on yilda yapilan ¢alismalar hem klasik goriisii genisletmis
hem de doku RAS’mi1 tamamen tanimlamistir. Bu para-oto-ve intrakrin sistem
hipertansiyonla alakali hipertrofide ve diger doku patolojisinde kritik 6neme sahiptir.
Bu sistemin anlasilmasi akiskanligin ve elektrolit dengesinin, arteriyal basincin ve doku
homeostazinin mekanizmasinin anlasilmasimna ve kontroliiniin saglanmasina boylece
kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarda yeni tedavi sekillerinin bulunmasinm
saglayacaktir.

RAS’m inhibitdrleri plazma renin aktivitesini arttiran supresyonun varliginda kan
basincini diisiirme kapasitesine sahiptir. Bu, inhibitorlerin RAS dokularinin biiyiik
kismimin blokajina bagli olan yararli etkilerine iliskin konsepti desteklemektedir. Bu
Ang II konsantrasyonlarinin plazma seviyelerini asabilecegini ve vaskiiler direncin
kardiyak ve adrenal fonksiyonlarin ve intra-renal olaylarin kontrdliinde onemli rol
oynayabilecegini gosterir (52).

Yapilan caligmalar sonucunda olusan ortak goriis, dolasim RAS’1 akut
hemodinamik dengenin kurulmasinda énemli oldugunu, bununla birlikte doku RAS’1
doku homeostazi ve remodeling ile uzun donemde hemodinamik dengenin
saglanmasinda kritik 6neme sahip oldugudur (53). Bunun i¢in temel destek kanitlarinin
2 tanesinden koken almaktadir. Birincisi, doku ACE seviyesi MI(54) ve kalp yetmezligi
gibi  patolojilerde artmaktadir. Bundan dolayi, artmis kardiyak ACE miktar
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miyokardiyal duvar stresi (54) ve yaslanma siireciyle koreledir. ilave olarak, hasarli
miyokarda hiicum eden makrofajlar Ang II’nin akiimiile oldugu interstisyal bolgede
yiiksek seviyede ACE tasir (55). Ikincisi, basarili bir ACE inhibisyonu hedef dokuda
faydali sonuglarin gelismesini hedefler. Aslinda ACE temel olarak plazmada bulunan

%10’dan az aktiviteye sahip doku temelli bir enzimdir (56).

PRORENIN

RENIN

)

ANJIOTENSINOJEN ANJIOTENSIN 1

Endopeptidaz ACE

ANJIOTENSIN 1-7 . . Il i
ANJIOTENSIN I |—Amino Peptidaz | Anjiotensin IV
Inaktif
l fragmanlar

ANJIOTENSIN 11
RESEPTORLERI

iKiNCi

HﬁBEIiCiLIiR

HUCRE CEVABI

Sekil 1: Renin-anjiotensin-aldosteron akst

Bunun fonksiyonel 6nemi genetik olarak degistirilen ACE dokusundan yoksun
farelerde gosterilmistir. Bu hayvanlar 6nemli bir plazma ACE seviyesi gosterir fakat
hipertansiyon gelisimi gosterirler (57). Hipertansif kalp hastaliginda lokal kardiyak
RAS’in  desteklenmesi, antihipertansif etkisinden bagimsiz RAS blokajinin
kardiyoprotektif ve antiproliferatif etkisine baglh olabilir. Gergekten farli ACEi ve
ARB’nin hemodinamik ve yapisal etkileri arasindaki ayrim i¢in arterial basing
degisikliklerinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikan azalmis sol ventrikiiler hacimde oldugu
gibi, bildirilmistir (58). Kamitlar doku ACE’nin ACEi’nin eyleminin temel alani
oldugunu ileri siirdiigiinden beri, ACEi’nin inhibisyonunun daha fazla bagimlidir(59).
Bu yiizden ACEi’'nin doku dagilimi ve kinetegi ilag etkisinden ¢ok fazla Gnemli

oldugunun bir belirleyicisidir (60).
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Sekil 2: Klasik goriiste RAS’1n bilesenlerinin spesifik dokulardan salinimi(61)

3.3 RENIN:

Renin, aferent arterioldeki juxtaglomeriiler (JG) hiicrelerden prorenin olarak
salgilanir. Bu hiicreler Henle’nin ¢ikan bacaginda macula densa hiicrelerine ve
glomeriiliin gobegindeki mezangiyal hiicrelere yakindirlar ve burada hep birlikte JG
aparati olustururlar (sekil 3 ). Renin (J-G) hiicreler basta olmak {izere, bazi hiicrelerde
yapilan 40. 000 mol. agirlikli bir glikoprotein enzimdir. Enzimlerin aspartil proteaz
ailesindendir ve pre-proprotein seklinde (preprorenin) sentez edilir. Dortyiizalti amino
asidli bu ilk proteinden 20 amino asidin ayrilmasi ile prorenin olusur ve bunun ilk 43
aminoasidi aktif enzimi olusturmak tizere ayrilir. Plazma anjiotensin Il (Ang II)

diizeyleri biiyiik 6l¢iide bobrek orijinli renine bagl olmakla beraber, bobrek dist rennin
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ve/veya prorenin’in de bir miktar katkis1 vardir. Pitiiiter, beyin, damar endoteli ve diiz
kas dokusu, adrenal gland, desidua, koriyon, testisler, overler gibi diger dokularda
prorenin ve renin yapimi gosterilmistir. Renin, sentezlendigi dokularda graniiller i¢inde
depolanir ve spesifik sekretagoglara cevap olarak (renal perfiizyon basinci
degisiklikleri, hipopotasemi, Ang Il diizeyi diismesi veya adrenerjik sinir sistemi
aktivasyonu) salinir. J-G hiicrelerden renin salinimini artiran mekanizmalar noral ve
noral olmayan uyarilar olarak ayrilabilir. Dikey postir ve egzersiz biiyiik oOlgiide
noraldir ; sempatik system aracilifi iledir ve [B-blokerler ile baskilanir. Sodyum

kisitlamasi ve diiiretikler ise noral olmayan uyarilardir (61).

|Beta adrenerjik
! “uyan

Sekil 3:. Jukstaglomertiler aparat ve renin salgilanmasinda 6nemli faktorler.

JG: Jukstaglomertiler hiicreler, MD: Makula densa

YKB’de, yiiksek veya normal kan hacmi ve yiiksek kan basincinin etkilerine
uygun olarak renin saliverilmesinde baskilanma ve dolayisiyla diisikk plazma renin
diizeyleri beklenir. Fakat hastalarin ¢ogunda renin diizeyleri normal ya da yiiksek
bulunur. Bu diizeylerin uygunsuz olmasi, akla hastalik patogenezinde reninin direkt bir
rol oynaylp oynamadigini getirmistir. Birincil YKB bulunan bir ¢ok hastada bu

mekanizma anormal sekilde etkilenmis olabilir(62).

3.3.1 Renin Salimmmini etkileyen faktorler:

1. Afferent arteriyollerdeki basing (baroreseptdr mekanizma): Afferent arteriyollerdeki
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basincin azalmasi rennin salinimini uyarir. Dolagimin normal oldugu durumlarda, kan
basincindaki degisiklikler sistemi az etkiler
2. Makula densa: Ozellesmis bir gurup distal tiip hiicresidir ki, distal tiiplerde bulunan
sodyum ve klorun degisiminde kemoreseptér fonksiyonu goriir. Makula densadaki
sodyum ve klor diizeyinin azalmasi renin salinimint artirir. Plazma hacminin azalmasi
durumunda, proksimal tiiplerden sodium geri emiliminin artmasi distal tiiplere daha az
miktarda ve sodyum konsantrasyonu diisiik sivinin ulasmasina neden olur.
3. J-G hiicreleri innerve eden renal sempatik sinirlerin stimiilasyonu, adrenerjik P1-
reseptorler araciligr ile, renin salinimi uyarir; a-adrenerjik uyari ise renin salinimini
azaltir.
4. Bobrekteki Ang II’nin renin salintmini baskilamasi: Renin J-G hiicrelerden renal
arterlere saliniyorken bir miktar anjiotensin | (Al) olusur ve bu da bobrek iginde aktif
Ang II’ye dontisiir. Bobrek icindeki bu Ang Il renin salinimint dogrudan baskilar.
5. Katekolaminler, parathormon, glukagon renin salinimini uyarir.
6. Plazma elektrolit diizeyleri: Hiperkalemi renin salinimi azaltir, hipokalemi artirir.
Sodyumun, fizyolojik sartlarda, renin salinimina etkisi azdir. Diyetteki sodyum miktar1
renin salmimint dogrudan etkiler; ger¢i, sodium miktart giinde 50 mEq’in altina
ininceye kadar plazma rennin aktivitesinde (PRA) anlamli bir artis olmaz. Plazma
magnezyum diizeyinin artmasi renin salinimini uyarir, azalmasi renin salinimini azaltir.
PRA hem normotansif hem hipertansiflerde, yasin ilerlemesiyle azalir. Bu durum
fonksiyon goren J-G hiicre kitlesinde yasla artan azalmay1 yansitabilir. Siyah irkta PRA
daha diistiktiir. Uykunun REM periyodunda renin diizeyi siiratle azalir. Menstriiyel
siklusun luteal fazinda PRA artar.Bunlarin disinda ¢ok sayida patolojik ve farmakolojik
degisiklikler renin salimmmi ve PRA’ni etkiler. Insanlarda renini kodlayan gen
kromozom 1’ in kisa kolunda yerlesmistir (1q32-1g42). Renin karaciger, bobrek ve
plazmada proteolitik enzimler tarafindan inaktive edilir veya bdbrekler tarafindan ve

safrayla atilir. Plazmadaki yar1 dmrii 10-20 dk. dir(62).
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3.4 ANGIOTENSINOJEN (RENIN SUBSTRAT):

Karacigerde yapilan bir oy globulindir. Karaciger dis1 dokularda da (bobrek,
beyin, adrenal, aort, kalb, testisler) daha az miktarlarda yapilir. Ang II, Ostrojen,
glukokortikoidler, tiroid hormonu ve inflamatuvar mediyatorler anjiotensinojen
yapimini artirir, glukagon ve bazi prostaglandinler ise azaltir. Reninin bilinen yegane
substratidir ve anjiotensin peptidlerine katabolize edilir. Insan anjiotensinojeni
proteinlerin serpin ailesindendir ve 1. Kromozomda renin geninin yanindaki bir gen (1
1g42.3) tarafindan kodlanir. Once 485 a.a. li bir protein yapilir; bunun sekresyonundan
sonra 33 a.a. li presegment ayrilir, bu presegmentten sonraki ilk 10 a.a. Ang I’ i

olusturur. Bir dekapeptid olan Ang I, Ang II’nin 6n maddesidir (43).

3.5 ANGIOTENSIN-DONUSTURUCU ENZIM (ACE):

Ik olarak 1956 yilinda hipertensinddniistiiriicii enzim adiyla izole edilmistir
(42). Bir dipeptidil karboksil ¢inko metallopeptidaz’ dir ve Ang II yapiminda rolii olan
ikinci enzimdir. Genellikle hiicre membranlarina bagli bulunursa da, Ang Il yapan bazi
dokularda hiicre i¢indeki graniillerde de vardir. Mol. Agirlig1 reninden oldukca fazladir.
Insanlarda ACE geni kromozom 17923 dedir ve ACE’nin bu tek genden yapilan 2
molekiiler formu vardir, bunlar somatik ve germinal formdur (43). ACE’nin somatik
formu akcigerlerdeki endotelial ylizeyde ve bobreklerin membranarinda, bagirsaklarda,
plasentada ve choroid pleksusta bulunur (63). Germinal formu ise 6zellikle testislerde
bulunur ve fertilitededenemli role sahiptir (64). ACE bir peptidyil dipeptidaz olarak
subtratin C-terminal bdlgesini uzaklastirir. Somatik ACE 1ki homolog boélge igerir
bunlar C-terminal ve N-terminal bolgeleridir (65)(sekil 4). Her iki bolgede ¢inko-bagh
motif (His-Glu-X-X-His) igerir ve bu motif birgok ¢inko peptidazda vardir. Germinal
ACE ise tek katalitik bolge igerir ve bu bolge somatik ACE’nin C-terminal bolgesiyle
ortlistir (66) (sekil 5).
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1 v 1306a4

Somatic ACE N || [HEMGH | | HEMGH | ARSE] | C

1 732aa

Germinal ACE i [ HEMGH | J | C
1 . 732aa

ACE2 N [HEMGH | } i 2 ¢
1 222aa

Collectrin N " l C

Sekil 4: somatik ACE, germinal ACE, ACE2 ve Collectrin’nin domain bélgelerinin
yapilar1 (67).

3.6 ANJIOTENSIN PEPTIDLERI:

Bu giine dek Ang II’'nin RAS’1n baslica etkin hormonu oldugu diisiiniilmekteydi. Fakat
yapilan son arastirmalar RAS’da bagka aktif angiotensinlerinde gorev aldigi
bulunmustur. Deneysel ¢alismalar Angl’in, heptapeptid A(1-7)’nin liretimi i¢in gerekli
bir madde oldugunu gostermistir.(68). A1l-7’nin Ang II’den ¢ok farkli ilgingetkileri
vardir. Hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiirleri Ang(1-7) nin biiylimeyi inhibe eden
hiicresel olaylarda araci olan vazodialtor prostoglandinlerin salgilanmasini uyardigini
belirlemislerdir.(69)

Ayrica ang(1-7 su tuz atilimini, bobrek kan akimindan bagimsiz bir mekanizma ile
atrttiemaktadir(70). Ang(1-7)’nin, AnglI etkisi ile gelisen ¢ogalmaya karsi
antiproliferatif bir faktor olarak etki yaptigini destekleyen deneysel bulgular vardir.
Ang(1-7)’nin diiz kas hiicrelerinde biiyiimeyi, endotelden prostoglandin ve NO
salgilanmasini uyararak inhibe ettigi bulunmustur.

Ang I’in Ang II’ye veya Ang(1-7)’e doniisiim hizlar1 heniiz yeterince bilinmemektedir.
Ancak, Angll tiretiminin bask1 altina alinmasi1 durumunda Ang(1-7) tiretimi belirgin
miktarda artmaktadir. Hipertansif insan ve deney hayvanlarinin ACE inhibitorleriyle
uzun siireli tedavisinde, Ang(1-7) diizeyinin arttig1 belirlenmistir(71). Ang(3-8)(AnglV)
yeni belirlenmis, biyolojik olarak aktif olan bir angiotensin peptididir(72).
Kardiyovaskiiler dokularda ve beynin bazi 6nemli bolgelerinde bu peptidin 6zel

baglanma yerleri belirlenmistir. AnglV, AT1 ve AT2 reseptor antogonisteri ile inhibe
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edilememektedir. Angll veya Ang(1-7) gibi serbest peptidlerin afinite gosterdigi N
ucuna da afinite gdstermezler. ilging bir diger bulguda Ang IV reseptérlerinin Ang (3-
8) ve Ang(3-7)’yi birbirinden ayiramamasi her iki peptide de ayn1 afiniteyi
gostermesidir. Bu reseptorler beyin arterlerinde vazodilatasyona neden olurlar. Ang IV
periferik olarak uygulandiginda AT1 reseptorlerini uyararak vazokonstriksiyona neden

olur(73).

3.6.1 ANGIOTENSIN II:

Anjiotensin (All), RAS’in asil, aktif mediatoriidiir. Kan voliimii ve vaskiiler
rezistans1 diizenlemedeki ©nemli roliinden dolayi, kardiyovaskiiler homeostazin
diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Her ne kadar AIl asil mediatér ise de
Anjiotensinojen (Ang 0)’den orjin alan Ang Il (A 2-8), Ang IV (A 3-8) ve Ang (1-
7)’nin de roli oldugu bilinmektedir.1-3 Ang II’den aminopeptidazlarin etkisi ile AIll ve
Ang IV olusurken, Ang 1-7; doku endopeptidazlar1 denen nétral endopeptidaz (NEP)
24.11, NEP 24.15 ve NEP 24.26° larin Ang I’e etkisi ile olugsmaktadir.4 Ang II’nin
genis spektrumlu bir doku hedefi vardir; adrenaller, bobrekler, beyin, hipofiz bezi,
damar diiz kaslari, ve sempatik sinir sistemi gibi. Anjiotensin sadece dolasimda bulunan
hormon olmayip, aym1 zamanda beyin, kalp, bobrek ve kan damarlar1 gibi pek ¢ok
dokuda da iiretilir. Boylelikle, Ang Il hem parakrin hem de otokrin hormon gorevi
yapar. Hiicre biiyiimesinde proliferasyon ve ekstraselliiler matriks olusumunu da kontrol
eden O6nemli Orevler Ustlenmistir. Diger peptid hormonlar gibi Ang Il de hedef
hiicrelerin plazma membranlarinda yerlesik bulunan reseptorler aracilig ile etki eder.

All’nin etkisi hormona sensitif dokularin (damar diiz kas hiicreleri, adrenal
korteks glomeruloza tabakasi, renal glomeriiller, santral sinir sistemi ve uterus) plazma
membranlarindaki reseptorler araciligi iledir. Ang Il, normal ekstraselliiler volim ve
kan basincini devam ettirme fonksiyonunu AT1 reseptorleri araciligr ile, 5 yolla yapar:
1) Vaskiiler diiz kaslarin konstriksiyonu ile kan basmicini artirir ve renal kan akimin
azaltir. 2) Adrenal medulladan norepinefrin ve epinefrin salinimini artirir. 3) Sempatik
sinir uclarindan norepinefrin salimimini artirarak, sempatik sinir sistemi aktivitesini

artirtr .4) Vasopresin salinimini artirir. 5) Aldosteron sekresyonunu artirir. Bu
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fonksiyonlart disinda, ATl reseptorleri iizerinden olan diger fonksiyonlar:: 1)
Hipofizden ACTH salinnmini azaltmasi1 2) Plasenta ve over fonksiyonlari {izerine
muhtemel etkileri 3) Kalp, bobrekler ve wvaskiiler diiz kaslarin hipertrofi ve
hiperplazisine neden olmasi; yani doku gelisme faktorii “growth” factor, gibi etki
gostermesi. Bu etkisi ile atherosklerozda rol oynar. 4) Plazminojen aktivator inhibitor
tip 1 (PAI-1)’i aktive ederek koagiilasyonu etkilemesi (ki vazokonstriktdr etkisi ile de
trombotik olaylara uygun zemin hazirlar) ile de protrombotik etki gosterir. Ayrica
platelet adhezyonunu ve tromboksan yapimini artirir; nitrik oksid aktivitesini azaltir.

Tablo 2 de gesitli dokularda AIl’nin etkileri 6zetlenmistir(62).

Ang II’ nin AT2 reseptorleri araciligi ile olan etkileri, AT1 reseptorleri iizerinden
olan etkilerini bir¢ok yonden antagonize eder: Vazodilatasyon, renal sodium kaybi,
apopitozis (bu etki, AT1 aktivasyonu ile olan biiylimeyi artirict etkisini antagonize
eder).

ACE inhibitorlerinin primer HT daki etkinligi, RA sisteminin etiyopatogenezdeki
roliinii destekler. Ayrica, RA sisteminin blokaji vaskiiler proliferasyonu da onler.
Normal veya yiiksek reninli HT da beta-blokerlere de iyi cevap alinir.

Renin  angiotensin  sistemi memeli organizmalardaki kan basmcinin
diizenlenmesinde merkezi bir role sahiptir. Renin ilk defa 1890 yilinda tanimlanmis
fakat detayli aragtirmalar 1970 yillinda baslamistir. ACE nin kesfi ile RAS’1in 6neminin
birkezdaha anlagilmasindan 50 yil sonra yani 2000 yilinda RAS iizerindeki genomik
temelli stratejiler, ACEnin homologu olan ACE2 nin kesfiyle biiyiik 6lglide degismistir.
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Tablo 2: Cesitli Hedef Dokularda Anjiotensin II'nin Etkileri

Etki

Hedef Doku

Vazokonstriiksiyon

Damar duz kasi

Hipertrofi / hiperplazi

Damar diz kasi

Aldosteron sekresyonu

Adrenal zona glomeruloza

Kontraktilite, hipertrofi

Miyokard

Embriyogenezis

Sodyum reabsorpsiyonu

Bobregin proksimal tiipleri

Kontraksiyon

Bobregin mezansimi

Renin saliniminin inhibisyonu

Jukstaglomeriiler hiicreler

Prostaglandinler, nitrik oksid ve endotelinin artmasi

Damar endoteli

Ekstraselliiler matriks sentezi

Damar bag dokusu

Platelet agregasyonu

Plateletler

Monosit adhezyonu

Damar duvari

Prolaktin inhibisyonu

Anteriyor pitiiiter

ADH inhibisyonu, susama

Posteriyor pitiiiter

Norepinefrin salinimi1

Sempatik néronlar

Katekolamin salinimi

Adrenal medulla

Pressor kontrol Beyin
Baroreseptor kontrol Beyin

ADH kontrolu Beyin

Tuz/su absorpsiyonu Barsak (AT2)
Anjiotensinojen sentezi Karaciger
Glikojenolizis Karaciger
Apopitozisde azalma Dokular

Norman M. Kplan. Klinik Hipertansiyon.Turgu Yayincilik ve Ticaret A.S.,1998.

S:59(62)

4. ANGIOTENSIN DONUSTURUCU ENZIM 2 (ACE2) :

2000 yilinda yani ACE nin kesfinden 50 y1l sonra genomik temelli stratejiler ACE

nin homologu olan ACE2 nin kesfiyle degismistir(74).
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4.1 ACE2’nin Yapist:

Yapilan caligmalarda insan ve fare ACE2 gen yapilarinin %82-86 oraninda benzer
oldugu gériilmiistiir. Insan ACE2 geni 18 ekson bolgesi icerir ve ilk 12 ekson bdlgesi
ACE’nin ilk 11 ekson bélgesinin homologudur (67). ACE2 ¢inko bagli bolgesi olan
(HEXXH) bolgesini 9. Ekson bolgesinde bulundurur ACE’de bu bolgeye karsilik gelen
bolge 5. Ekson bolgesidir.

ACE2 805 amino asitten olusur ve molekiiler agirlig1 yaklasik olarak 120 Da dur.
ACE2 bir metalopeptidaz dir ve ACE ile %42 sekans benzerligi gosterir (67). ACE2
protein sekansi N-terminal ve C-terminalin yanindaki hidrofobik bdlgenin potansiyel
sinyal peptidi oldugunu gostermistir, bu ACE2 nin ACE gibi tip-I integral membran
proteini oldugunu gostermistir. ACE, ACE2 den farkli olarak 2 izoform igerir (sekil 5).
ACE2 ise sadece tek 6zel protein formundadir. ACE ve ACE2 nin genomik dizilimleri
cok sayida benzerlik gosterir. Bununla birlikte ACE bir dipeptidyl- karboksi peptidaz
ACE?2 ise bir karboksi peptidazdir.

Analizler ACE2 nin Ang | den Ang (1-9) ve Ang Il den Ang (1-7)yi hidrolize
ettigini gosteristir ayrica ACE2 substrat olarak Ang II ye Ang I e oranla yaklasik 400

kat fazla katalilitik etki gosterir (75).
1 ACE2 805

Exon 1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18

- SN - A T W S S S S M M S - ..
&
ACE2 200 150 B¢ 144 113 408 98 170 227 145 ‘99 123 473 59 101 147 15 584

* *
ACE 211 1688 84 144 192 95 103 24 165 95 123 212 28 137 158 B8 184 192 100 471 24 145 80 122 190 4
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

A

\N. HEMGH Al c

' Testicular ACE 732

N ... HEMGH 2l c
1 Somatic ACE 1306

l Signal peptide I D Ectodomain % Transmembrane domain
Sekil 5: ACE ve ACE2 genlerinin ekson bdlgeleri(76)
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ACE2 ilk olarak kalp yetmezligindeki cDNA (77) ve insan lenfoma cDNA
kiitiiphanesinden klonlanmistir (78). ACE2nin genomik sekans arastirmalari sonucunda
genin 18 exon bolgesi icerdigi ve insanlarda Xp22 (79), kemirgenlerde Xq22 (80) ve
farelerde XF5 (81) kromozomal yerlesimli oldugu bulunmustur. Tam boydaki ACE2
805 amino asitten olusur ve ACEnin N-terminal katalitik bolgesiyle ve C-terminusun
yanindaki hidrofobik bélgeyle %42 homoloji gosterir (82) (sekil 5). ACE gibi ACE2 de
ekstraselliiler yiizeydeki katalitik bolgesiyle tip-1 membran protein yapisindadir.

ACE den farkli olarak ACE2 sadece 1 aktif enzimatik bolgeye sahiptir ve
dipeptidylkarboksi peptidazdan ¢ok karboksipeptidaz olarak fonksiyon gosterir (75).
ACE2 Ang | den Ang 1-9 yapar bu peptidin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
Bununla beraber ACE2 biyolojik olarak aktif Ang Il den Ang (1-7)’yi meydana
getirmektedir. Yapilan ¢alismalarda ACE2 nin Ang II iizerine olan katalitik etkisinin
Ang I lizerine olan etkisine orana yaklasik 400 kat fazla oldugu goriilmiistiir (83) bu da
bize ACE2 nin ana gorevinin Ang I y1 Ang (1-7) ye doniistiirmek oldugunu gosterir.

Ang (1-7)nin potansiyel goérevi vasodilatér kardiyoprotektiv peptit olarak anti-
growth ve anti prolativ etki gostermektir bu 6zelligi yakin zamanda gosterilmistir. Bu
bilgiler gostermektedirki ACE2 Ang II nin vasocontriktor etkisini Ang II inaktivasyonu
yoluyla sinirlardirir, ek olarak bu kars1 etkiyi Ang II nin karsit formu olan Ang (1-7) ile
yapar (77).

4.2 ACE 2 ‘nin dagilimi

ACE2, insanda ACE ye gore ¢ok cok daha fazla bir bolgede dagilim gosterir.
ACE2 expresyonu baslica bobrek kalp ve testislerde (77) olmakla beraber son
zamanlarda yapilan arastirmalarda beyin ve akcigerlerde de expresse oldugu
gosterilmistir. ACE gibi ACE2 de endotelial hiicrelerde gosterilmistir, baslica vaskiiler
endotelium ve renal tubiiler epitheliumda bulunur ayrica daha diisiik miktarda vaskiiler

diiz kas hiicrelerinde bulnur (84).
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4.3 Vasoaktif peptitlerin kontroliinde ACE2 nin merkezi gorevi:

ACE2 sadece RAS’in iiyesi olan peptitlerle sinirlandirilmamistir. Ang (1-7)
formasyonundaki roliine ek olarak ACE2 diger sistemlerin 6rnegin apelin 36 -13 ve B
kinin metabolizmasi kallidin ve BK (des-ars) (BK degil), neurotensin ve iliskili peptit
kinetensin opioid gibi peptitler dynotropin gibi sistemlere de yiiksek katalitik etki
gosterir (83). Apelinin fizyolojik rolii heniiz tam olarak anlagilamamistir (85). Bununla
beraber apelinin ratlarda su alimmimini etkileyen bir sivi hemostaz regiilatérii oldugu
diistiniilmektedir (86). Ek olarak apelinin kardiyovaskiiler regiilasyonundaki roliinii
destekleyerek izole edilen rat kalbinde pozitif intropik etki yaptig1r ve endotelden fakir
arterlerde vazokonstriksiyonu tesfik ettigi goriilmiistiir (87). Kinin metabolitleri [des-
Arg9] BK ve belirli [des-Argl0] kallidin inflamasyon ve doku hasar1 siiresince
indiiklenmis kinin B; reseptorlrinin endojen agonisti gibi davranir ve buyiizden B;
reseptoriiniin hemodinamik 6zelliklerinin bazilarini yerine getirir (88). Dynorphin A (1-
13), kardiyomiyosit kontraktilitesi tizerinde negatif etkiler yapabilen k ve 6’nin(89)
kardiyak ve merkezi apioit reseptorlerinin aktivasyonu yolu ile hipotansiyonu indiikler
(90). Birlikte ele alindiginda bu bulgular bize ACE2’nin inflamasyon, ndrotransmisyon
ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarda ¢ok fonksiyonlu diizenleyici rol oynayan bir enzim
oldugu goriisiinii desteklemektedir

ACE2’nin bu multifonksiyonel 06zelligine ragmen Ang (1-7)’nin yapiminda
ACE2’nin rolii muhtemelen kardiyovaskiiler kontrol konusuyla en ¢ok ilgilidir ve bu
yiizden en ¢ok ¢alisilan enzim fonksiyonudur (91). Bu vazokonstriksiyon, proliferasyon
ve hipertrofiye neden olan Ang II’den farkli olarak Ang (1-7) vazodilatéor PG’nin
salinimin ve sentezini uyarir, ACE’nin aktif alanin1 baglayarak B, reseptoriinde BK nin
metabolik etkilerini arttirir ve NO salinimini arttirir. Bununla birlikte, Ang (1-7) Ang 1l
den zit etkilere sahiptir ve Ang II'nin trofik etkisi ve pressoriine zit bir fedback
hormonu gibi davranabilir. Ayrica, Ang (1-7)’nin Ang II’nin antogonisti gibi davrandigi
ileri stirlilmistiir. Bu yiizden ACE2 RAS’in vazoaktif ve biiyiimeyi tesfik edici

aktivitelerinin kontroliinde dengeleyici bir rol oynar(92).
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4.4 ACE 2 ve hipertansiyon:

ACE2 sistemik arterial basing ile iliskilendirilen hipotez;

a) deneysel olarak hipertansiyon olusturulmus ratlarda artmis kan basinci ile azalmis
ACE2 mRNA ve protein diizeyleri arasinda ters orant1 goriilmesi,

b) Hipertansif ratlarda normal kontrollere oranla kardiyovaskiiler iligkili dokularda
ACE2 gen expresyonunfaki azalma (80).

c) Farkli QTL nin hipertansiyon tizerine etkisi ile ACE2 nin QTL {izerinde
hipertansiyonu diizelmis ratlarda gosterilmesiyle iligkilidir. Bu bilgiler kan basincinda
onemli rol oynayan 2 organ olan kalp ve bobrekte ACE2 iiretimi ile birlestirilmis ve
hipertansiyonun patojenitesinde ACE2 nin rolii lizerinde 6nemli bir kanit olusturmustur
(93).

ACE2’nin yoklugunda Ang II predominant etki eder ve vazokonstriksiyon ve
hipertansiyona onciiliik edebilir. Ozet olarak, ACE’nin veACE2’nin diizenleyici sistem
cifti i¢ dengeyi korumada iki zit kuvveti dengelemek suretiyle tek bir hedef sisteminin
ayarlanmasina izin verir (sekil 6).

Bu kanitlarin yani sira son zamanlarda yapilan ¢alismalardan Benjafield ve
ark.larinin Anglo-celtik Avustralya populasyonunda hipertansiyon olgularinda ACE2
nin 4 SNP’lerinin genotiplendirilmesiyle ACE2 polimorfizmlerinin hipertansiyonla
iliskisi hakkinda bir kanit elde edilememistir (5). Fakat bu durumun tam anlamiyla

aciga kavusturulmasi i¢in yeni calismalara ihtiyag vardir.
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Angiotensinogen

Renin

v
Angl
ACE2 Ang(1-9)

ACE
= » ‘1/‘
v
Angll ACE2] | Ang(1-7)

HY-/ w—f * Hypertension
I 1 v * Hypertrophy
v v -T-
Vasoconstriction Vasodilation
Bl ACE activity N
Na/H,0 reabsorption Diuresis and natriuresis B ACE2 activi ty
Hypertrophy / hyperplasia Anti-proliferative .}.
Production of reactive oxygen Stimulation of BK and NO
species release « Normotension
(A) (B) * Anti-hypertrophic

Sekil 6 : A) Giiniimiizde kabul edilen renin angiotensin sistemi ve Ang II ve Ang (1-
7)’nin vazoaktif ve hiicresel fonfsiyonlart B)ACE ve ACE2 aktivitesinin hiicresel ve

fizyolojik etkileri(61).
4.5 ACE2 ve Kardiyovaskiiler Fonksiyonu:

ACE2, normal kardiyak ve vaskiiler fizyoloji ve onun kardiyovaskiiler sistemin

temel patofizyolojik degisiklikleri ile baglantili degisen ekspresyonunun
kontroliinde kritik bir rol oynar. Genetik hedefli deneyleri ACE2’nin Kardiyak
fonksiyonunun énemli bir regiilatorii oldugunu gosterir. Ornegin ACE2 yetersiz fareler
kardiyak kontraktilitesinde siddetli azalma ve aortik ventrikiiler basinglarda belirgin
azalma gosterir. Ne kadar ilgingtir ki ACE2 knock out farelerin kalpleri siddetli
disfonksiyona ragmen hipertrofi, genisleme, fibrozis ya da asir1 kolejen birikimi
gostermez. Bu, 6zellikle bu hayvanlarda hem plazma hemde kardiyak Ang II'nin arttig1
gercegini gostermede 6nemlidir (80). ACE2 mutant farelerde bulunan bu kalp fenotipi,
insanlarda kroner arter hastaliginda ve bypass ameliyatinda uyum gosterici cevaplar
veren kardiyak hibernasyonda benzerdir (94). kardiyak hibernasyonun insan ve hayvan

modelleri kronik hipoksik durumlar miyosit metabolizmasi, hipoksi-indiiklenmis
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genlerin upregiilasyonu ve siddetli kontraktil disfonksiyonlardaki telafi edici
degisikliklere Onciilik edebilir. Ratlarda, insan kalp damarlarinda ve diiz kas
hiicrelerinde ACE2’nin endotel ve intramiyokardiyal yerlesimi ACE2’nin roliini
destekler (59). Kardiyovaskiiler patofizyolojide ACE2’nin gelisimi, fonksiyonel ACE2
aktivitesinin artmasina bagli olarak artmis kardiyak Ang (1-7) formasyonu gdsteren son
basamak idiopatik genislemis kardiyomiyopatili hastalardaki gozlemlerle daha da

saglamlastirilmistir (95).

5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Orneklerin Se¢imi ve Kan Ahmn:

Calisma, HT tanis1 alan 158 hasta ile, HT dykiisii olmayan 162 saglikli birey
(kontrol grubu) arasinda yapildi. Calismaya katilan biitiin bireylerin yazili onaylari
alindi. Arteriyal hipertansiyon kriteri olarak, birden c¢ok o6l¢iimde sistolik basing
>140mmHg ve/veya diastolik basing >90mmHg bulunmas1 alindi.

Biitiin hastalar, diabetes mellitus (DM), hipertansiyon, hiperkolestrolemi ve
sigara gibi koroner risk faktorleri agisindan degerlendirildi. Trigliserit, total kolesterol,
HDL ve LDL kolesterol degerleri klasik biyokimyasal metodlarla elde edildi. Diabet
Oykiisii olanlar ya da bazal glukoz degeri >120 mg/dl olanlar diabetes mellitus olarak
degerlendirildi. Sigara i¢imi >5/giin olanlar, sigara icen grubuna dahil edildi. Viicut
kitle indeksi >25 kg/m? olanlar, kilolu olarak degerlendirildi. Hasta ve kontrollerle
yapilan goriismeler sonucu HT aile Oykiileri saptandi. Kontrol gurubu iiyelerinin
timiinde kan basinglart 130/90 mm Hg basmcin altindadir. Hastalarin renal
fonksiyonlart normal olup sekonder hipertansiyona ait bir kanit klinik standartlara gére
gbzlenmemistir. Onaylar1 alinan hastalarin ve kontrollerin venéz kanlari K2EDTA’l1
tiiplere toplandi ve DNA izolasyonlar1 yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. Tim
molekiiler analizler Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Saghigi ve
Hastaliklar1 A.D. Molekiiler Tip Arastirma laboratuarinda yapildi. Hasta ve kontrol

guplarinin demografik 6zellikleri tablo 3 de verilmistir.



Tablo 3 Hasta ve kontrol guplarinin demografik 6zellikleri

Hasta (n=158) Kontrol (n=162)
Yas (yil) 51.3+5.7 49.4+2.1
Erkek/Kadin 63/95 87/75
HT aile dykiisii 64 (40.5%) 18 (11.1%)
Hipertansiyon 158 (100%) 12 (7%)
Sigara (>5 adet/giin) 91 (57.6%) 58 (35.8%)
VKI (kg/m?) 27.1+3.2 23.8+5.3
Diabet 31 (19.6%) 8 (4.9%)
Trigliserid (mg/dl) 186.5+43.6 144.2+51.7
Total kolesterol (mg/dl) 216.6+29.8 175.3+38.4
HDL kolesterol (mg/dl) 40.4+3.2 44.1+6.7
LDL kolesterol (mg/dl) 133.2+34.6 121.3+28.9

5.2 ARAC VE GERECLER

5.2.1 Kullanilan Kimyasallar

5.2.1.1. Kimyasallar

Caligmanin  her asamasinda molekiiler grade kalitesinde kimyasallar ve tip-1
kalitesinde ddH2O (gift distile su) (18 megaohm/cm) kullanildi.

o Agaroz (Sigma, A 9539)

o Borik Asit (Sigma, B 6768)

o Bromfenol mavisi (Sigma, 5525)
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. dNTP karisimi (Boehringer Mannheim, 1277049)

o Avall Restriksiyon enzimi

o Etanol (Reidel de Haen, 24103)

o Etidium Bromid (Sigma, E 7637)

o MgCl, (Merck, 5832)

. Moekiiler Agirlik Marker’1 (Hae III, Fermentas)

o Alul Restriksiyon Enzimi

o Nucleospin DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel, Cat No:740 951.250)
o PCR tampon seti (Boehringer Mannheim, 1699121)

o Tag DNA Polimeraz (Boehringer Mannheim, 1146165)

5.3. ACE2 Genindeki Intron 1 A—G (nt 1075) ve Intron 3 G—A (nt 8790)

Polimorfizmlerinin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

5.3.1. Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu

Hastalardan EDTA’]1 tiipe alinan 1ml periferik kandan 200ul alinarak genomik
DNA elde edilmistir. Bu amagcla tuzsuz DNA ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bu
yontem i¢in Nucleospin DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Ekstrasiyon islemleri kit

prospektiisiine gore yapilmustir.

5.3.1.1. Uygulanan Protokol

DNA Ekstraksiyonu (NucleoSpin):

1. 1,5ml mikrosantrifiij tiiplerine 200ul kan ve 25ul proteinase K eklenir.

2. 200ul lysis buffer B3 herbir karisimin tizerine eklendikten sonra 10-20 saniye kadar
vortekslenir.

3. 70°C’de 10 dakika beklenir.

4. Her bir 6rnegin lizerine %96-98 ’lik etanolden 2 10ul konulup vortekslenir.

5. Orneklerin her biri NucleoSpin Blood Column’lara aktarilir.
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6. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

7. NucleoSpin Blood column’lar yeni tiiplere aktarilir ve her birine 500u! BW eklenir.

8. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

9. NucleoSpin Blood column’lar yeni tiiplere aktarilir ve tizerlerine 600ul B5 eklenir.
10. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

11. NucleoSpin Blood column’lar yeni tiiplere aktarilir ve {izerlerine soliisyon
koymadan bos, 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

12. NucleoSpin Blood column’lar 1,5ml’lik mikro santrifiij tiiplerinin i¢ine konur.
Uzerine énceden 70°C de bekletilmis olan elution buffer (BE) ‘dan 100ul eklenir. Oda
1s1sinda yaklasik 3 dakika beklenir.

13. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

14. NucleoSpin Blood column’lar atilir. Mikro santrifiij tiiplerinin dibinde biriken
miktarla PCR c¢alisilir.

Tiiplerin agizlar1 kapatildi ve parafilmlenerek -20°C’ye kaldirildi.

5.3.1.2. izole Edilen DNA’nin Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Saptanmasi:

Orneklerin DNA konsantrasyonu tayini i¢in, dnce izole edilen DNA &rneginden 25 pl
alindi ve 425 ul TE ile seyreltildi. Iyice karistirilarak homojenize edilen DNA
orneginin optik dansitesi, spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de TE’ye kars1 okundu.
S50ug/ml ¢ift iplikli DNA iceren ¢ozeltinin spektrofotometrede 260 nm’de 1.0 optik
dansite (OD) degerinde bir okuma verdigi kabul edilmektedir. Spektrofotometrede
okunan OD degeri asagidaki formiile gore hesaplandi:

Ornekteki DNA miktar1 (ug/ml): (OD260)x50ug/ml (1.0 OD’ye karsilik gelen
cift iplikli standart DNA miktari)x 17 (seyreltme faktorii).

DNA miktarinin yaninda OD 260/280 oranlar1 degerlendirildi. Degerlendirilen
hasta orneklerinin hepsinde bu oranin 1.75-2.0 arasinda degistigi gozlendi. Bu oran,
DNA kalitesinin molekiiler ¢aligmalar i¢in uygun oldugu anlamina gelmektedir.

Elde edilen DNA’nin biitlinliigli agaroz jel elektroforezi sisteminde orneklerin
yiirlitiilmesi ile test edildi. Elde edilen 2pul (100ng) DNA molekiilii %1°lik agaroz jelde

elektroforeze tabi tutuldu. Molekiiler biyolojide kullanilan agarozdan 1 gr. Tartilarak
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100ul 10xTBE tamponunda magnetik karistiricida boncuklar kullanilarak karistirildi.
Bu karisim mikrodalgada eritildi. Magnetik karistirici lizerinde karistirilarak 60°C’ye
kadar sogutuldu. Uzerine 10pg/ml konsantrasyonlu Etidyum Bromiir soliisyonundan
10ul ilave edilip karigtirildi. Bu agaroz soliisyonu onceden hazirlanmis elektroforez
tankinin taraklar yerlestirilmis, kamerasina dokiildii ve sertlesinceye kadar beklendi.
Uzerine 1xTBE tamponu eklendikten sonra taraklar ¢ikartildi. 2ul DNA ve 2ul Orange
G karistirilarak jele yiiklendi. Elektroforez 100mV, 80mA kosullarinda kullanilarak 30-
40 dakika arasinda uygulandi. Kontrol edilen bu DNA’dan tiim genotipleme

reaksiyonlar1 yapildi.

5.3.2 PCR Amplifikasyonu :

5.3.2.1 Amplifikasyonda Kullanilacak Primerlerin Secimi:

Kullanilacak primerler, yapilan literatiir taramasi sonucuna gore belirlendi (Tablo
4). Liyofilize halde gelen primerler 10 pmol / pl konsantrasyonda olacak sekilde ddH,0

ile ¢oziildii.

5.3.2.2 Uygulanan PCR Protokolii:

PCR reaksiyonunda yer alan biitiin bilesenler (PCR tamponu, dNTP, Primerler,
Taq DNA Polimeraz) ve PCR siklus sicaklik profilleri tek tek kontrol edilerek
standardizasyonlar1 yapildi. Sonugta PCR reaksiyonunda kullanilan karisim asagidaki

miktar ve konsantrasyonlarda hazirlandi (Tablo 5).



Tablo4 Kullanilan Primerler.

Intron 1 A—G (nt 1075): (Fragman biiyiikliigii : 471 bp)
FORWARD: 5°-TAA CAAGTG CAAGGATTT AGG-3’
REVERSE : 5°-AAG CTG CAATGA ATC ATG AT-3’
Intron 3 G—A (nt 8790): (Fragman biiyiikliigii : 466 bp)
FORWARD: 5°-CAT GTG GTC AAA AGG ATATCT-3

REVERSE: 5°-AAA GTA AGG TTG GCA GAC AT-3’

Tablo 5 50 g hacim igerisinde gerceklestirilen PCR reaksiyonunda
kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlari.

Kullanilan Intron 1 Intron 3
Madde
ddH,0 Tamamlayacak kadar Tamamlayacak kadar
10xPCR tamponu 5ul 5ul

dNTP karigimi 100puM 100puM
Primer 0.25 pmol 0.25 pmol

Taq DNA Pol. 1.0 {inite 1.0 iinite
Kalip 2.0 ul 2.0 pl

34

Thermal Cycler’da tabloda gosterilen PCR sicaklik profili (Tablo 6) kullanilarak

amplifikasyon gergeklestirildi.
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Tablo 6 Kullanilan PCR Sicaklik Profili

94°C

94°C
65°C
72°C

94°C
60°C
72°C

94°C

58°C

72°C

72°C

10 dakika ilk denatiirasyon
1 dakika

1 dakika 10 siklus

1 dakika

1 dakika

1 dakika 15 siklus

1 dakika

1 dakika

1 dakika 20 siklus

1 dakika

20 dakika ekstansiyon

5.4 PCR Uriinlerinin Elektroforezde Degerlendirilmesi:

Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar:

e Etidyum Bromid Stok Soliisyonu : (Molekiiler analiz i¢in 20 mg / ml
konsantrasyonda) 200 mg etidyum bromid ¢eker ocak igerisinde tartilarak
10 ml ddH,0’da ¢oziildii.
e 10 x TBE (Agaroz Jel Elektroforezi i¢in) :
108 gr Trizma baz (0.04 M)
55 gr Borik Asit
40 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0)
ddH0 ile 1 litreye tamamlandi.
e 05MEDTA
186.1gr disodyum EDTA (2 sulu)
ddH,0 ile 1 litreye tamamlandi. PH’1 10 M NaOH ile 8.0 ayarlandi.
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(Not:EDTA pH :8.0’da ¢oziiliir.)

Elde edilen 2 ul (100ng) DNA molekiilii %1°lik Agaroz jelde elektroforeze tabii
tutuldu. Molekiiler Biyolojide kullanilan Agarozdan 5gr. tartilarak 50 ml 1XTBE
tamponunda magnetic karistiricida boncuklar kullanilarak karistirildi. Bu karisim
mikrodalga firminda eritildi. Magnetic karistiric1 lizerinde karistirilarak 60 °C kadar
sogutuldu. Uzerine 10 pg/ml konsantrasyonlu Etidyum Bromiir soliisyonundan 10 pl
ilave edilip karistirildi. Onceden hazirlanmus elektroforez tankina taraklar yerlestirildi
ve bu agaroz soliisyonu kamerasma dokiildii, sertlesinceye kadar bekletildi. Uzerine
I1XTBE tamponu eklendikten sonra taraklar ¢ikarildi. 2ul DNA ve 2 ul Orange G
karistirilarak jele yiiklendi. Elektroforez 100mV, 80 mA kosullarinda kullanilarak 30-40

dakika arasinda uygulandi.

5.5 RE Kesimi ile Polimorfizmlerin Saptanmasi:

intron 1, 1075 A/G (rs1978124) icin 1.9 U Avall kisitlayict enzimi (RE)
kullanildi. Bu kesim 10 pl. PCR 6rnegine uygulandi. 37°C’de 3 saat kesim yapildi.
%3’liik agaroz jelde ;

AA > 471 bp
AG — 471 bp + 305 bp + 166 bp
GG —> 305 bp + 166 bp

olarak okuma yapildi.

Intron 3, 8790 G/A (rs2285666) icin 1.9 U Alul kisitlayict enzimi (RE)
kullanildi. Bu kesim 10 pl. PCR 6rnegine uygulandi. 37°C’de 3 saat kesim yapildi.
%?3’liik agaroz jelde ;

GG — 466 bp
GA — 466 bp + 281 bp ve 185 bp
AA — 281 bp ve 185 bp

olarak okuma yapildi.
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RE kesim yontemi uygulanan PCR iiriinleri, jele yiliklendi. UV’de belirlenen baz
ciftleri degerlendirildi.

5.6 istatistiksel Yontem

Istatistiksel incelemeler SPSS 10.0 siiriimii kullanilarak gerceklestirildi.
Degiskenler, ortalama + SD olarak ifade edildi. P degeri < 0.05 olanlar anlaml1 olarak

degerlendirildi. Genotip dagilim1 ve Univaryans analizler, x* testi ile belirlendi.

6 BULGULAR :

Bu ¢aligmada 158 hipertansiyon hastasinda ACE2 gen polimorfizmlerinin etKisi
analiz edilmistir. Hastalarm % 60.1’ini  kadinlar, 9%39.9’unu ise erkekler
olusturmaktadir. 162 kisiden olusan kontrol grubunda % 46.3 oraninda kadin, % 53.7
oraninda ise erkek bulunmaktadir. Intron 1 i¢in G alel frekans1 hipertansif kadin
hastalarda % 23.2, erkek hastalarda ise % 27.8 idi. Kontrol grubunda G aleli, kadinlarda
% 30.6, erkeklerde % 16.1 olarak bulundu. Intron 3 icin A alel frekans: hipertansif
kadin hastalarda % 21.6, erkek hastalarda ise % 21.5 idi. Kontrol grubunda A aleli,
kadinlarda % 19.3, erkeklerde % 9.2 olarak bulundu. Her iki polimorfizm i¢in yapilan
istatiksel analizde anlaml1 bir iliski olmadig1 saptand1 (intron 1 i¢in kadinlarda X?=4.4
ve p=0.35, erkeklerde X?=3.9ve p=0.41; intron 3 i¢in kadinlarda X2=4.0ve p=0.40,

erkeklerde X?= 9.3 ve p=0.53).
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Tablo 7 Kadinlarda intron 1 i¢in genotip ve alel frekansi1 dagilimi

Hastalar (n=95) Kontroller (n=75)
, X?=4.4
intron 1 A/G (1075)-Kadin 0=0.35
AA 57 (% 60.0) 39 (% 52.0)
AG 32 (% 33.7) 26 (% 34.7)
GG 6 (% 6.3) 10 (% 13.3)
Allele frequencies A/G 0.768/0.232 0.694/0.306
Tablo 8 Erkeklerde intron 1 igin genotip dagilimi
Patients (n=63) Controls (n=87)
: X?=3.9
intron 1 A/G (1075)-Erkek 0=0.41
Allele frequencies A/G 0.722/0.278 0.839/0.161
Tablo 9 Kadinlarda intron 3 i¢in genotip ve alel frekans1 dagilimi
Patients (n=95) Controls (n=75)
: X?=4.0
intron 3 G/A (8790)-Kadin 0=0.40
GG 59 (% 62.1) 53 (% 70.7)
GA 31 (% 32.6) 15 (% 20.0)
AA 5 (% 5.3) 7 (% 9.3)

Allele frequencies A/G 0.784/0.216 0.807/0.193




Tabo 10 Erkeklerde intron 3 i¢in genotip dagilimi

Patients (n=63) Controls (n=87)

X?=9.3

intron 3 G/A (8790)-Erkek p=0.53

Allele frequencies G/A 0.785/0.215 0.908/0.092

7. TARTISMA VE SONUC :

Bu calismada ACE2 genindeki intron 1 A—G (nt 1075) ve int 3 G—A(nt 8790)
polimorfizmleri ile hipertansiyon (HT) arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki
olmadig1 saptandi.

Kesfedildigi 2000 yilindan itibaren ACE2 enzimi, kardiyak fonksiyon,
hipertansiyon, bobrek hastaliklar1 ve diyabet (DM) ile iliskilendirilmistir. Ayrica
ACE2’nin insan biyolojisi, enfeksiyon mekanizmalar1 ve bagisiklik sisteminde kritik
bazi rolleri oldugu gosterilmistir. Literatiirde var olan bu verilerin karsin insanlar
tizerinde yapilmigs sadece birkag calisma bulunmaktadir. Benjafield ve ark.larmin
Avustralya popiilasyonu tizerinde yapmis olduklar1 bir arastirmada, bizim ¢alismamiza
benzer bir sekilde, ACE2 gen polimorfizmleri ile HT arasinda anlamli bir iliskinin
bulunmadigi gosterilmistir(5)

Chen ve ark. lan tarafindan yapilan bir bagka arastirmada, ACE2 lokusunda
bulunan iki SNP’nin bazi1 kardiyovaskiiler durumlarla iligkili oldugu bildirilmistir (96).
Alman toplumunda yapilan diger bir ¢caligmada ise erkeklerde ACE2 genindeki 4 SNP

ile sol ventrikiil hipertrofisi, septum dunar kalinlig1 ve sol ventrikiil kitle indeksi
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arasinda yiiksek oranda bir iliski oldugu saptanmistir (97). Yang ark.larinca yapilan
calismade, ACE2’nin en sik gézlenen varyantlarinin (1075A/G, 8790G/A ve 16854G/C)
kadinlarda miyokard enfarktiisii ile erkeklerde ise alkol tiiketimi ile iliskili olabilecegi
rapor edilmistir (98).

Bunlarin disinda ACE2 gen polimorfizminin intrakranyal anevrizma (99) ve
metabolik sendromlu hastalardaki HT ile (100) iliskili oldugu gosterilmistir. Ancak
Japon toplumunda yapilan bir bagka ¢aligmada ise intrakranyal anevrizma ile iliski
saptanmamustir (101).

Sonug olarak bu ¢alismada, bizim toplumumuzda ACE2 genindeki intron 1
A—G (nt 1075) ve int 3 G—A(nt 8790) polimorfizmleri ile hipertansiyon (HT) arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iliski olmadig1 saptanmigtir. ACE2 nin fonksiyonlarinin
yeni yeni anlagilmasi ile ACE2 nin kan basincinin kontroliinde oynadigi rol tam olarak
anlasilacaktir bu ylizden farkli popiilasyonlarda daha biiylik guruplar {izerine yapilacak
olan boyle ¢alismalar bizlere kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynayan en 6nemli risk
faktorli olan hipertansiyonu daha iyi anlamamizi saglayacak, yeni tedavi yollarinin
bulunmasi konusunda yol gosterici olacak ve tek risk faktorii yerine, genetik ve diger
tim risk faktorlerinin dikkate alinmasi tavsiyelerine uygun olarak, hastaligi 6nleme ve

tedavi etmede risk faktorlii yaklasima yeni bir faktor olarak katki saglayacaktir.
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