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1. GIRIS ve AMAC

Arteriyel kan basincinin normal olarak kabul edilen sinirlarin iizerine
cikmasina sistemik arteriyel hipertansiyon, sistemik hipertansiyon ya da kisaca
hipertansiyon denir. Hipertansiyon, bati toplumundaki yetiskin niifusun yaklasik
%?20’sini etkileyen ve kardiyovaskiiler hastaliklar, fel¢, miyokardiyal enfarktiis ve
son satha bobrek hastaliklarinin sekillenmesinde 6nemli katkilar1 bulunan genel

bir saglik sorunudur (1).

Hipertansiyon, etiyolojisine gore primer (esansiyel, idiyopatik, nedeni
bilinmeyen) ve sekonder (ikincil, nedeni bilinen) olarak iki gruba ayrilir. Primer
hipertansiyon, arteriyel kan basincinin herhangi bir sebep olmaksizin yiikselmesi
olarak tanimlanir. Sekonder hipertansiyonun ise nedeni saptanabilir ve daha ¢ok

geng yaslardaki bireylerde goriiliir (2-4).

Insan primer hipertansiyonu, multifaktoriyel kokene sahip bir hastalik
olup, hastaligin yatkinlik genleri ve cevresel faktorlerin karsilikli etkilesimiyle
sekillendigi diistiniilmektedir. Primer hipertansiyonda anne-baba, cocuklar ve
kardesler arasindaki kan basincinin korelasyonu oldukca dikkat c¢ekicidir.
Cocuklar ve anne-babalar1 arasindaki bu iligski, yeni dogmus bebeklerde
gosterilmistir (5). Ikizler arasinda yapilan calismalarda da kan basinci agisindan

ayni uyum gozlenmistir (6).

Diger taraftan esler, evlat edinilmis cocuklar ile anne-babalar1 ve ayni
ailenin evlat edinilmis c¢ocuklar1 ile gercek c¢ocuklar1 arasinda yapilan
calismalarda, bu bireyler arasindaki kan basinci iligkisinin, az ya da iligkisiz
oldugu gosterilmistir (7-11). Bundan dolay1 primer hipertansiyonun ailesel varligi
ortak yasam biciminden (6rnegin beslenme) cok, genetik belirleyici faktorlere
baghdir. Ikiz ve aile calismalari, kan basincindaki degisimlerin yaklasik %30-

60’1n1n genler tarafindan belirlendigini gostermektedir (12).

Hipertansiyonun popiilasyondaki dagilimi, bu multifaktoriyel ya da
karmagik hastaliga neden olan pek ¢ok yatkinlik geninin olabilecegini isaret

etmektedir (1, 13). Diger genlerdeki anomaliler ya da diyetle sodyum alimi gibi



cevresel faktorlerle birlikte olmadan da tek bir gendeki genetik degisimlerin tek
baslarina kan basinci iizerine etkili olmalart miimkiindiir. Bundan dolay1, gen-gen
ve gen-cevre iliskilerini kanitlamak oldukca zordur (13). Ornegin, iki farkli
genetik degisim birlikte ¢alisarak kan basincini yiikseltme iizerine, tek baslarina

yapabilecekleri etkiden ¢ok daha giiclii bir etki olusturabilirler.

Diger taraftan genetik polimorfizmler ve hipertansiyon arasindaki iligkinin
varligin1 destekleyen calismalar artarak devam etmektedir. Bir popiilasyonda iki
ya da daha fazla alternatif fenotipin varligi polimorfizm olarak tanimlanir. Bir
lokus dikkate alindiginda en yaygin allelin popiilasyondaki orani, %99’un
altindaysa bu lokus polimorfik olarak degerlendirilir ve allel sayis1 arttik¢a
toplumda o gen icin polimorfizm artar (14). Renin-Anjiyotensin-Aldosteron
(RAA) sistemi genis arter yapisi, su ve tuz homeostazisi ve kan basincinin
diizenlenmesinde olduk¢a Onemli bir rol iistlenir. Bundan dolay1 da bu sistemi
olusturan proteinleri kodlayan genler, primer hipertansiyonun gelisimindeki en

onemli adaylardandir.

Modern molekiiler biyoloji tekniklerinin kullanilmasiyla, RAA sistemi ile
iligkili pek ¢ok gen polimorfizmi tamimlanmistir. Anjiyotensinojen, ACE
(angiotesin-converting enzyme), o Adducin ve Aldosteron Sentaz gen
polimorfizmleriyle hipertansiyon arasindaki iliskiyi ortaya koyabilmek icin pek
cok calisma yapilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda ilgili genlere ait
polimorfizmlerle hipertansiyon arasindaki iliskiyi dogrulayan bulgular oldugu
kadar, bir iliski olmadigim1 belirten sonuglar da ortaya c¢ikmistir. Primer
hipertansiyonla iligkili genetik polimorfizmler hakkinda genis bilgi Boliim 2.3’de

verilmistir.

Aldosteron sentezindeki onemli rolii nedeniyle, aldosteron sentaz enzimini
kodlayan aldosteron sentaz (CYPII1B2) geni (Gene Bank Accession Number:
NM_000498.3), RAA sistemine ait genler arasinda en cok ilgi cekenlerden birisi
olmustur. Aldosteron sentaz enzimi, insan adrenal bezlerinin zona glomeruloza
hiicrelerindeki aldosteron sentezinin en Onemli {i¢ basamaginda gorev alir.

Deneysel calismalar, bir mineralokortikoid olan aldosteronun bdobrekler



araciligiyla kan basinci iizerine etkisine ek olarak, kalp ve vaskiiler kollojen
sentezinin en o6nemli uyaram1 olugunu gostermistir. Genis arterler, Ozellikle
aorttaki aldosteron reseptorlerinin varligi (15) ve aldosteronun endojen vaskiiler
sentezinin kesfi (16), bu hormonun genis arter yapisinin diizenlenmesinde oldukca

onemli bir rol oynadigini gostermektedir.

CYPI1IB?2 geninin degisik bolgelerinde sekillenen mutasyonlarin, enzimin
aktivitesinde meydana getirdigi degisimler birkac in-vitro caligsmada gosterilmistir
(Bolim 2.6). Bugiine kadar CYPIIB2 geninde pek c¢ok polimorfizm
tanimlanmustir (17-20). Bunlardan en Onemlisi -344T/C polimorfizmidir. Bu
polimorfizmin sekillendigi bolge, CYPIIAI, 11B-hidroksilaz (CYP1IBI), 21-
hidroksilaz (CYP21), 17a-hidroksilaz/17.20 liyaz (CYP17) ve aromataz1 (CYP19)
da iceren, calisilmis tiim steroid hidroksilaz genlerinin tam ekspresyonu igin
gerekli olan transkripsiyon faktorii SF-1’in (steroidogenik faktor 1) baglandigi

bolgenin icerisinde yer alir.

CYPIIB2 geninin -344 bolgesinde olusan polimorfizmin, SF-1’in bu
bolgeye baglanma yatkinligi iizerine etkilerinin de arastinldig iki farkl
calismada, SF-1’in T alleli iceren -344 bolgesine olan baglanma egiliminin C
alleli icerene gore yaklasik dort kez daha diisiik oldugu rapor edilmistir (21, 22).
Bu bulgulara dayanilarak, CYPIIB2 geninin transkripsiyonel regiilasyon
bolgesindeki bu polimorfizmle primer hipertansiyonun iligkili olabilecegi

Ongoriilmiistiir (23-36).

Biz de calismamizda, tiim hipertansiyon olgularinin yaklasik %95’inden
sorumlu olan Primer (Esansiyel) Hipertansiyon’un, Aldosteron Sentaz enzimini
kodlayan CYPI1IB2 geninin promotor bolgesindeki -344T/C (Ref SNP ID:
rs1799998) polimorfizmi ile anlamli bir birlikteliginin olup olmadigini

aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Primer (Esansiyel) Hipertansiyon

Primer hipertansiyon, nedeni tam olarak ortaya konulamayan ancak ortaya
cikisinda genetik, gcevresel ve bireysel birgok faktoriin rol oynadigi karmagik bir
hastaliktir. Arteriyel kan basincinin normal olarak kabul edilen simnirlar
giinlimiizde hala tartisma konusudur. Avrupa Birligi Hipertansiyon Dernegi
(ESH: European Society of Hypertension), Diinya Saglik Orgiitii (WHO: World
Health Organization) ve Uluslararas1 Hipertansiyon Dernegi (ISH: The
International Society of Hypertension), 18 yas ve lizerindeki eriskinlerde sistolik
kan basincinin 140 mmHg ve diyastolik kan basincinin 90 mmHg’ nin iizerine
cikmasini hipertansiyon olarak siniflandirmaktadir (37,38) (Tablo 1.1). Bununla
birlikte arteriyel kan basinci; yasa, Olciimiin yapildigi ortama, Olciimii yapan
kisiye ve arteriyel kan basinci Ol¢giilen kisinin o anki durumuna gore degisiklik

gosterebilmektedir (39).

Tablo 1.1. 18 yas ve iizerindeki bireyler i¢cin kan basinci degerlerinin tanimi

ve siniflandirilmasi (40).

Kan basinci Simiflandirmasi Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Normal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89
Hipertansiyon Evre | 140-159 90-99
Hipertansiyon Evre 11 >160 >100

2.1.1. Primer Hipertansiyonun Etiyolojisi

Hipertansiyon, etiyolojisine gore primer (esansiyel, idiyopatik, nedeni
bilinmeyen) ve sekonder (ikincil, nedeni bilinen) hipertansiyon olarak iki gruba
ayrilir. Primer hipertansiyon, heniiz tam aciklanamamis nedenlerle arteriyel kan

basincinin siirekli, normal olarak kabul edilen degerlerden yiiksek olmasidir.



Sekonder hipertansiyonun ise nedeni saptanabilir ve daha ¢ok gen¢ yaslardaki

bireylerde goriiliir (2-4).

Sekonder hipertansiyon, hastaligin nedeninin  bilindigi  sistemik
hipertansiyon olarak tanimlanir. Nedenlerin ¢ogu bobrek ve nodroendokrin

fonksiyonlardaki bozukluklarla iligkilidir (3).

Primer hipertansiyon, renovaskiiler bir hastalik, bobrek yetmezligi,
feokromositoma ve aldosteronizm gibi ikincil nedenlerin bulunmadig: yiiksek kan
basinci olarak tanimlanir. Hipertansif hastalarin %90-95°1 primer hipertansiyon
grubuna girer (2, 3). Psikolojik stresle iliskili olarak sempatik sinir sistemi
aktivitesinde artis, endotelin ve tromboksan gibi vazokonstriktorlerin ve sodyum
tutucu hormonlarin asir1 iiretimi, potasyum ve kalsiyum aliminin yetersiz olmasi,
artmis ya da uygunsuz renin sekresyonu, prostaglandinler ve nitrik oksid gibi
vazodilatatorlerin eksiklikleri, diren¢ damarlarinda konjenital anomaliler, Renin-
Anjiyotensin sistemindeki bozukluklar, diabetes mellitus, insiilin direnci, obezite,
damar biiylime faktorlerinde aktivite artisi ve hiicresel iyon transportunda
degisme, genetik ve cevresel faktorler gibi bir¢ok fizyopatolojik faktdr, primer
hipertansiyonun olugmasinda rol oynar (3, 4) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Primer hipertansiyonun patogenezinde rol alan olas1 faktorler (41).

Adrenoreseptor durumu Genetik faktorler

Alkol tiiketimi Hiicresel  transportun  hormonal

Baroreseptor refleksleri inhibisyonu

Hiicre i¢i katyon konsantrasyonu
Bobrek hastaliklar:

Viicut agirlig

Katekolaminler ve onlarin

metabolizmalari Noroendokrin ~ faktorler (6rnegin,

Elektrolitlerin hiicresel transportu
Diyet (sodyum, potasyum, kalsiyum)
Maclar (6rnegin, hormonal
kontraseptivler)

Duygusal, fizyolojik faktorler ve
stres

vasopressin, endorfin, serotonin)
Bobrek fonksiyonunda anormallikler

Renin-anjiyotensin-aldosteron
sistemi

Tuz duyarlilig

Vaskiiler direng




2.1.2. Primer Hipertansiyon Uzerine Cevrenin Etkisi

Canlilarin tiim yasamlar1 boyunca ya da belirli zaman diliminde etkili
olabilen cevresel etmenler, i¢ (6rnegin, cinsiyet) ya da dis (6rnegin, beslenme,
stres gibi) faktorlerden meydana gelir (42). Cevresel etmenler, gen ekspresyonunu
stimiile ederek dogrudan ya da gen iiriinleri ile etkilesime girerek dolayl olarak
fenotipi etkileyebilir. Ornegin, cevresel faktorlerden biri olan yiiksek tuz alimi,
sodyumun atilimini arttiran ve bu sebepten otiirii de tuzun hipertansif 6zelligine

kars1 organizmay1 koruyan renin geninin ekspresyonunu uyarir.

Asirt kalori alimiyla olusan obezite, yiiksek diizeyde alkol ve tuz aliminin
(6zellikle diisiik potasyum ve kalsiyum alimu ile birlikte) ve sedanter yasam tarzi,

genetik olarak duyarli kisilerde kan basincini yiikseltmektedir (43, 44).

Hipertansiyonu tetikleyen genlerin etkilerinden bagimsiz olarak, kan
basincinin zamanla yiikselme egilimi, diyet ve fiziksel aktivite gibi cevresel

faktorlere de baghdir.
2.1.3. Primer Hipertansiyonun Genetik Kokeni

Giintimiizde genetik faktorlerin primer hipertansiyon patogenezinde
onemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Kan basinci degisikliklerinin kalitsal
oldugu, kan basincinin ailesel birikimi, monozigotik ve dizigotik ikizler ve
biyolojik ve evlat edinilmis kardeslerin kan basincini karsilastiran epidemiyolojik
calismalarda gosterilmistir. Bu calismalar, akrabalar arasinda kan basincinin
korelasyonunun, kan basinct sinirlart arasinda goriildiigiinii ortaya koymustur.
Yani yiiksek kan basincina sahip anne-babalarin, yiiksek kan basincina sahip
cocuklart olma egilimi ile diisiik kan basincina sahip anne-babalarin, diisiik kan
basincina sahip ¢ocuklar1 olma egilimi aynidir (45, 46). Bu bulgular, “insan kan
basincinin diizenlenmesinde, kan basmcini yiikseltme ve diisiirme etkisine sahip

bir dizi genin gorev aldig1 ““ kavramini destekler.

Uygulanan en ileri tekniklere karsin, hipertansiyonun ya da kan basinci
degisiminin genetik temelinin belirlenmesi karmasik ve zor bir siirectir.

Hipertansiyonla 1ilgili genetik calismalarda en biiyilk sorun, kan basicinin



biyolojik degiskenligidir. Kan basincinda diiirnal, mevsimsel ve postural
varyasyonlar, diyet ve uyaniklik durumu ile iliskili degiskenlik, optimum 6l¢iim
tekniklerine ragmen fenotipin belirlenmesinde zorluklar olusturmaktadir.
Hipertansiyonun molekiiler ve genetik heterojenitesine ek olarak fenotip
belirlenmesindeki bu zorluklar nedeniyle hipertansiyondan sorumlu genler (major
hipertansif genler) heniiz tanimlanamamistir. Fakat, klinikte nadir olarak goriilen

birka¢ monogenik sendrom tanimlanabilmistir (1, 43, 45-47) (bakiniz Boliim 2.2).
2.1.4. Primer Hipertansiyonun Insidans ve Prevalansi

Kan basinci, toplumda siirekli ve normal olarak dagilim gosteren bir
degiskendir. Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmasi (National Health and
Nutrition Examination Survey: NHANES) verilerine gore ABD’de, eriskin
niifusun %24’ {iniin, giiniimiizde hipertansiyonun uluslararasi olarak kabul edilmis
tan1 kriterlerine uydugu hesaplanmistir. 70 yas ve iizerindeki kisilerde prevalans
9%70’e yaklasmaktadir. Hispanik olmayan Siyah irkta yasa gore ayarlanmis
prevalans, hispanik olmayan Beyaz irka ve Meksikali-Amerikali niifusa gore
strast ile %32,4, %23,3, %?22,6 oraninda anlamli olarak daha yiiksektir (47-49).
Hipertansiyon prevalansi, gen¢ yas gruplarinda, erkeklerde kadinlara gore daha

yiiksekken, daha ileri yas gruplarinda bu egilim tersine doner.

Tiim diinyada yaklasik 1 milyar kisinin hipertansiyona sahip oldugu ve her
yil ise yaklagik 7,1 milyon kisinin hipertansiyona bagli olarak hayatin1 kaybettigi
saptanmustir (50).

Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklari Derneginin 2003 yilinda
yapmis oldugu 7 cografik bolgeyi icine alan “Hipertansiyon Prevalans™ ¢alismasi
ile eriskinlerin %31.8’1 hipertansif bulunmustur. Tiirkiye’de 60 yas iizerinde

hipertansiyon prevalans1 %70‘in tizerine ¢ikmaktadir.

Tiirk ve Diinya toplumunda hipertansiyonun insidansi1 hakkindaki veriler
yetersizdir. Tanim ve Ol¢ciim tekniklerindeki degisiklikler, farkli toplumlarda
hipertansiyon insidansinmin  karsilastirmali  olarak  incelenmesine olanak

tanimamaktadir. Hipertansiyonun insidansi yasin ilerlemesi ile kesin bir sekilde



artar ve yasamin erken donemlerinde erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek
oranlarda goriiliirken, ileri yaslarda bunun tam tersi s6z konusudur. Hipertansiyon
insidansinin analizinde en giivenilir veriler, Framingham Kalp Calismasinin
verileridir.  Amerika Birlesik Devletleri’'nin  Massachusetts  eyaletindeki
Framingham kasabasinda yapilan bu calismada, 5209 denek 30 yil boyunca
izlenmistir. Buna gore hipertansiyon insidansi, 30-39 yaslar arasinda erkeklerde
%3,3 ve kadinlarda %1,5 iken, 70-79 yas arasi erkeklerde %6,2 ve kadinlarda
%38,6’ya yiikselmistir (51).

Antihipertansif ilaglarla ilgili prospektif gozlemsel ¢aligmalarin ve rastgele
kontrollii ¢alismalarin verileri, genel kan basinci diizeyleri ile koroner kalp
hastaligi (CHD) ve felg riski arasinda sabit, siirekli bir dogrusal iliski oldugunu
gostermistir (52, 53). Gelismis iilkelerin ¢ogunda kalp hastaligi ve felg, sirasiyla

birinci ve ticlincii onde gelen 6liim sebebidir. (54).
2.1.5. Primer Hipertansiyonun Tedavisi

Primer hipertansiyon, bobrek kan akimini artiran ya da tubuluslardan su ve

tuz geri emilimini azaltan iki tip ilacla tedavi edilmektedir.

Bobrek kan akimim artiran ilaglar, bobreklere ulasan sempatik sinir
uyarilarini inhibe ederek ya da sempatik transmitter maddelerin bobrek damarlar
izerindeki etkisini bloke eden cesitli vazodilatator ilaglardir. Ayrica bu tiir ilaglar,
bobrek damarlarinin diiz kaslarin1 paralize ederek ya da renin-anjiyotensin
sisteminin bobrek damarlar1 ve tubuluslar iizerine etkisini bloke ederek etki

gosterirler.

Su ve tuz geri emilimini azaltan ilaclar (natriliretik ve diliretikler) ise
ozellikle sodyumun tubulus duvarindan aktif tasinmasini engelleyerek etkilerini

gosterirler.



2.2. Hipertansiyonun Monogenik Formlari

Nefronlardan su ve tuz geri emilimini artirip azaltarak yiiksek ve diisiik kan
basincina neden olan 10 tane gende mutasyon tanimlanmustir (1, 55). Mendeliyen
tipi hipertansiyon sendromlarinin ii¢ nadir formundan (Glukokortikoid ile
Diizelen Aldosteronizm, Mineralokortikoid Fazlaligi Sendromu ve Liddle
Sendromu) sorumlu mutasyonlar kesin olarak tamimlanmigsken, Gordon ve
Brakidaktilili Otozomal Dominant Hipertansiyon sendromlarindan sorumlu genler
heniiz tanimlanamamistir. Ancak bu genler 1, 12 ve 17 numarali kromozomlarda

haritalanmistir.

2.2.1. Glukokortikoid ile Tedavi Edilebilen Aldosteronizm (GRA:

Glucocorticoid Remediable Aldosteronism)

GRA, otozomal dominant gecis gosteren bir hastalik olup normal ya da
artmis  aldosteron degerlerine karsilik baskilanmis renin  aktivitesiyle
karakterizedir (56). Bunun yaninda hipokalemi (diisiik serum potasyum degeri) ve
metabolik alkalozis (kan pH’sinin artmasi) hastaligin degisken bulgularidir (57).
GRA’lh  hastalarda, aldosteron salinimi, anjiyotensin II’den  ziyade

adrenokortikotropik hormonun (ACTH) kontrolii altindadir.

Aldosteron sentaz 11p-hidroksilaz
5 r 5 : ¥
— LTI - T TIT 777 T

legit olmayan crossing over

e - S

" - e - S

Aldosteron sentaz Kimerik Gen 11p-hidroksilaz

Sekil 1. GRA’ ya (Glikokortikoid ile Diizelen Aldosteronizm) neden

olan kimerik gen duplikasyonu.



GRA’l1 ailelerin genetik analizi, GRA’'nin adrenal steroid biyosentezi ile
ilgili iki geni iizerinde bulunduran 8 nolu kromozomun bir segmentiyle iligkili
oldugunu ortaya koymustur (58). Etkilenen kisiler, aldosteron sentaz ve steroid
11B-hidroksilaz genlerine ek olarak, aldosteron sentaz ve steroid 11B-hidroksilaz
genleri arasinda mayotik bir yanlis eslesme (mismatch) ve esit olmayan gen
aligverisine (crossing-over) bagl olarak olusan, yeni bir kimerik gen tasirlar (59)
(Sekil 1). Olusan kimerik gen, promotor bolgesini 11B-hidroksilaz geninden,
yapisal bolgesini ise aldosteron sentaz geninden alir. Boylece aldosteron sentaz
gen ekspresyonu ACTH hormonunun kontrolii altina girer. Bu durum,
aldosteronun adrenal fasikiilatadan ektopik olarak salinmasina, su ve tuz

tutulumuna, plazmada hacim genislemesine ve kan basincinda artisa yol agar.
2.2.2. Mineralokortikoid Fazlaligi Sendromu

Mineralokortikoid Fazlaligi Sendromu (AME: Apparent Minerlocorticoid
Excess), orta derecede ciddi hipertansiyonun erken baslamasi ile karakterize
otozomal resesif bir hastaliktir (60). GRA’I1 hastalarin tersine, AME hastalarinda
aldosteron diizeyleri cok diisiiktiir. Hipertansiyonun nedeni, mineralokortikoid
reseptOriiniin kortizol tarafindan uyarilmasidir. Aldosteron ve kortizoliin renal
mineralokortikoid reseptorlerinin giiclii uyaranlart oldugu in-vitro calismalarla
kanitlanmistir. Mineralokortikoidlere selektif olarak yanit veren hiicreler,
kortizolii kortizona metabolize eden 11 P-hidroksisteroid dehidrogenaz tip II
enzimini igerirler. Olusan kortizon MR’leri aktive edemediginden, 11 -
hidroksisteroid dehidrogenaz, normalde dolasimda aldosterondan daha yiiksek
yogunluklarda bulunan kortizol tarafindan MR’lerin uyarilmasini 6nler. Bu durum
normal kisilerde, MR’lerin in-vivo olarak aldosteron tarafindan 6zel olarak

aktivasyonunu saglar (60).

AME’li kisilerde 11 B-hidroksisteroid dehidrogenaz eksikligi vardir. 11 -
hidroksisteroid dehidrogenazin bobrege spesifik bir izoformunun klonlanmasi ve
bu gende enzim aktivitesinin kayb1 ile sonuclanan mutasyonlarin gosterilmesi, 11
B-hidroksisteroid dehidrogenaz eksikliginin, AME’de goriilen hipertansiyondan

sorumlu oldugu kesin olarak ortaya konmustur (61, 62).
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2.2.3. Liddle Sendromu

Liddle sendromu, hipokalemi, renin-anjiyotensin sisteminin baskilanmasi
ve diisiik aldosteron diizeyleri ile karakterize, otozomal dominant bir hastaliktir
(63). GRA ve AME’nin tersine Liddle sendromunda gozlenen hipertansiyon,
aldosteronun asir1 iretimi ya da mineralokortikoid reseptorlerinin temel
aktivasyonunun asirt olmasina bagh degildir. Hastaligin fizyopatolojisinden

sorumlu bozukluk, tuz ve suyun bobreklerden asir1 geri emilimidir.

Amiloride duyarh epitelyal sodyum kanalinin (ASSC) beta ve gama alt
initelerindeki mutasyonlar, Liddle sendromunun genetik temelini olusturur (64,

65).

2.24. Gordon Sendromu (PHA Type I1:Psodohipoaldosteronizm Tip
I

Ailesel hipertansiyon olarak tanimlanan Gordon sendromu, hiperkalemi,
onemsiz hiperkloremik metabolik asidoz ile karakterize otozomal dominant bir
hastaliktir (66). Gordon sendromu, bir multilokus analizinde 1 nolu kromozomun

q kolunda ve 17 nolu kromozomun p kolunda haritalanmistir (67).
2.2.5. Brakidaktilili Otozomal Dominant Hipertansiyon

Bu monogenik sendromda brakidaktili ve hipertansiyon her zaman (%100
kosegrasyon) birlikte kalitilir. Ayrica bu hastalig1r tasiyan bireyler saglikli
akrabalarindan ¢ok daha kisa boya sahiptirler. Hastaliktan sorumlu gen, genis bir
Tiirk ailesi tlizerinde yapilan bir ¢alismada kromozom 12’nin kisa kolunda (12p)
haritalanmistir (68). Bu c¢alismadan sonra hastalik, biri Amerika Birlesik
Devletleri digeri de Kanada’da olmak iizere iki farkli ailede daha rapor edilmistir
(69). Hipertansiyonun diger 4 otozomal formundan farkli olarak kan basinci,
damar i¢i hacim artis1 tarafindan etkilenmemektedir. Bunun altinda yatan

mekanizma heniiz bilinmemektedir.
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2.3. Primer Hipertansiyonla iliskili Genetik Polimorfizmler

Hipertansiyon gelisimine katkida bulunan polimorfizmlerin tanimlanmasi
ve yerlerinin bulunmasi icin, linkaj, aday gen ve asosiyasyon (iliskilendirme)
calismalar1  kullanilmaktadir (70). Fizyolojik hipertansiyon c¢alismalart ve
kromozomal/genomik harita caligmalari, yiiksek kan basinci ile iligkilendirilen
baz1 “aday” genleri ortaya cikarmistir (40, 71). Anjiyotensinojen (AGT),
anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE), B, adrenerjik reseptorii, G-proteini B3 alt
birimi ve anjiyotensin-II tip I reseptOrii gibi renin-anjiyotensin-aldosteron
sisteminde gorev alan proteinleri kodlayan genlere ait polimorfizmlerin,
hipertansiyonun fizyopatolojisinde rol oynayan en Onemli etkenler olduklari
diistiniilmektedir. Yapilan c¢alismalarla, bu genlere ait polimorfizmler ile

hipertansiyon arasinda pozitif oldugu kadar negatif iliskiler de kanitlanmustir.
2.3.1. Anjiyotensinojen Genotipi

Salt Lake City ve Paris’de, birbiri ile iliskisi olmayan calismalarda elde
edilen {ic bagimsiz gosterge dizisi (anjiyotensinojen lokusunun hipertansif
kardeslerde hipertansiyonla baglantisi, olgu-kontrol calismalarinda spesifik
anjiyotensinojen varyantlarinin hipertansiyonla iligkisi ve ayni varyantlarin,
plazmada yiiksek anjiyotensinojen diizeyleriyle iliskisi) (62, 72, 73), primer

hipertansiyonda, anjiyotensinojen varyantlarinin roliinii desteklemektedir.

Yapilan bir meta analizde ise 11 calismanin sonuglar biitiinlestirilmis ve
5493 hastanin verilerinin degerlendirilmesi sonucunda Anjiyotensinojen (AGT)
genindeki M235T (M: Methionin, T: Treonin) polimorfizminin hipertansiyonla
anlaml bir sekilde iliskili oldugu gosterilmistir (62).

Son yillarda AGT genine ait iki farkli polimorfizm [anjiotensinojen
geninin promotor bolgesindeki G(-6)A (G: Guanin, A: Adenin) ve T174M
(T:Treonin, M:Methionin)] iizerinde calismalar yogunlasmistir. Ispanya-
Mayorka’da yapilan bir calismada, T174M polimorfizmi ile hipertansiyon
arasinda anlamli bir iligki bulunurken, M235T ve G(-6)A polimorfizmleri ile bir

iliski bulunamamustir (74). Tayvan’da yapilan bir baska calismada ise
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arastirmacilar, M235T ve G(-6)A polimorfizmleri ile hipertansiyon arasinda
anlamli bir birliktelik bulundugunu fakat T174M polimorfizmi ile bir iligki
bulunamadigim belirtmislerdir (75). Ispanya (76) ve Cek Cumbhuriyetinde (77)
yapilan iki farkli ¢calismada ise T174M, M235T ve G(-6)A polimorfizmleri ile

hipertansiyon arasinda bir iliski bulunamamastir.
2.3.2. Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE) Genotipi

ACE geni, 250 baz ciftlik bir DNA fragmentinin bulunup bulunmamasina bagh
olarak sekillenen bir insersiyon/delesyon (I/D) polimorfizmi tasir. Bu
polimorfizm, delesyon (D/D) allelini tasiyanlarda, yiiksek plazma ACE aktivitesi
ile iligkilidir (78, 79, 80). Ayrica ACE genindeki bu I/D polimorfizmini tasiyan
gen lokusunun, aterosklerotik hastaliklar, kardiyak hipertrofi gibi cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi One siiriilmiis olsa da
hipertansiyonla iligkisi pek de acgik degildir (62, 81). Framingham Kalp
Calismasi’ndaki 3000’in iizerindeki katilimcidan elde edilen veriler, erkeklerde,
ACE geni ile hipertansiyon arasinda istatistiksel olarak anlamli fakat zayif bir
iligki gostermistir. Ayni iliski kadinlarda gosterilememistir (82). Hipertansiyon ile
ACE insersiyon (I/1) alleli arasinda giiclii bir iliski, iki ayr1 caligmada daha rapor
edilmistir (83, 84). Ancak diger pek cok calisma grubunda ise iliski
bulunamamustir (80, 85- 87).

2.3.3. B2 Adrenerjik Reseptorii Genotipi

Insan B, adrenerjik reseptorinde pek c¢ok degisik polimorfizm
bulunmustur. Bunlar arasinda hipertansiyonla iligkili en onemli polimorfizm,
arjininin glisine (amino asit 16’da) doniistiigi pozisyon 1309°daki tek baz
degisimidir (62,88,89). Afrika-Karaipler popiilasyonunda yiiriitiilen bir
assosiyasyon calismasinda, Glyl6 varyanti ile hipertansiyon arasinda pozitif bir
iligki gosterilmistir (89). Buna karsilik “Berger Kan Basinci” calismasindan elde
edilen veriler, Glyl6 varyanti ve kan basinci arasinda doza bagimli negatif bir

iliski oldugunu gostermistir (88).
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2.3.4. G Proteini Genotipi

G proteini B3 alt iinitesi (GNB3) geninde bulunan polimorfizmleri, G proteini
aktivitesi ve hiicre i¢i sinyal iletiminde artisa neden olmaktadir (88,89). Artan bu
aktivite, G; bagimli hormonal yaniti etkileyebileceginden bu gen iizerindeki
calismalar yogunlagsmistir. Calisma gruplarinin ¢ogunlugunu Beyaz 1rka ait
bireylerin olusturdugu dort farkli ¢alismada, GNB3 genindeki C825T (C:
Cytosine, T: Tymine) polimorfizmi ile hipertansiyon arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur (90, 92-94). Kuzey Cin’in Han bolgesindeki genis bir popiilasyon
tizerinde yapilan bir baska calismada, C825T polimorfizmi ile yine ayni genin
C1429T ve A(-350)G polimorfizmlerinin hipertansiyonla iliskisi incelenmistir.
Calisma sonucunda arastirmacilar, Kuzey Cin Han popiilasyonunda C825T ve
C1429T polimorfizmleri ile hipertansiyon arasinda anlamli bir iligski bulamazken,
A(-350)G polimorfizmi ile hipertansiyonun iligkili olabilecegini belirtmislerdir

(99).
2.3.5. Nitrik Oksit Sentaz Genotipi

Nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan sentezlenen Nitrik Oksit (NO), endoteliyal
fonksiyonun diizenlenmesi ve kan basincinin kontroliinde olduk¢a énemli bir rol
oynar (96). Miyamoto ve ark. nin, Japonya’daki iki farkli bagimsiz popiilasyon
(Kyoto n=428, Kumamoto n=421) iizerinde yaptiklar1 calismada, eNOS geninin
7. ekzonundaki G894T (G: Guanine, T: Tymine) polimorfizminin primer
hipertansiyona yatkinlik olusturacak bir faktdr oldugunu belirtmislerdir (97). Bu
calismay1 destekleyecek sekilde, Jia ve ark., 2003 yilinda bir Cin popiilasyonunda
yaptiklar1 calismada, eNOS geninin 7. ekzonundaki G894T polimorfizmi ile
hipertansiyon arasinda pozitif bir iligki oldugunu gostermislerdir (98). Bu
calismalara karsilik, Zhao ve ark., 2006 yilinda genis bir Cin popiilasyonu
izerinde yaptiklar1 ¢alismada, eNOS genindeki T(-386)C, intron 4b/a ve G894T
polimorfizmleri ile primer hipertansiyon arasinda anlamhi bir iliski

bulamamislardir (99).
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2.3.6. a-Adducin Genotipi

Adducin a, B ve y alt birimlerinden olusan heterodimerik bir iskelet proteinidir.
Her bir alt birim, farkli kromozomlardaki farkli genler (ADD1, ADD2 ve ADD?3)
tarafindan kodlanmaktadir. Insan ve ratlardaki o-adducin alt birimi mutasyonlari,
renal tubiiler hiicrelerde sodyum, potasyum-ATPaz aktivitesinin uyarilmasina yol
acar (62). Bunun sonucunda bobrek sodyum geri emilimi artar ve hipertansiyon
sekillenir (100). Manunta ve ark. nin 1998 yilinda yaptig1 linkaj ve asosiyasyon
calismalarinda, insan a-adducin genindeki bir nokta mutasyonunun (Gly460Trp)
hipertansif hastalarda, kontrol grubundaki bireylere oranla c¢ok daha sik
gozlendigi ortaya konulmustur (101).

2.4. Aldosteronun Hipertansiyondaki Rolii
2.4.1. Aldosteronun Biyosentezi

En Onemli insan mineralokortikoidi olan aldosteronun sentezi, adrenal
korteksin zona glomeruloza hiicrelerinde, cogu birime 6zgii hidroksilasyon olan
bir dizi biyokimyasal reaksiyonla gergeklestirilir. Adrenal korteksteki bu
reaksiyonlar dort enzim tarafindan gerceklestirilir (Sekil 2). Bu enzimlerden 3f-
hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi kisa zincirli dehidrogenaz ailesine, geri kalan
tic enzim ise; kolesterol desmolaz (CYP11A), 21-Hidroksilaz (CYP21) ve
aldosteron sentaz (CYP11B2), Sitokrom P450 ailesine aittir (102, 103).
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Sekil 2. Insan adrenal korteksinde kolesterolden aldosteron ve

kortizol sentezi.

Aldosteron sentezindeki ilk asama, ACTH ya da cAMP’nin adrenal bezi
uyarmasidir. Bu uyar1 kolesteroliin sterol tasiyic1 bir proteine baglanarak
mitokondriye getirilmesini saglar. Mitokondrideki CYP11A1 enzimi (side chain
cleavage enzyme) ile kolesteroliin yan zincirinin ayrilmasi ve oksitlenmesi
sonucunda pregnenolon olusur. Olusan pregnenolon, mitokondriden diiz

endoplazmik retikuluma tasinir ve burada 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz
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enziminin etkisiyle progesteron meydana getirilir. Progesteronun 21 numarali
karbon atomuna, CYP21 enzimi tarafindan hidroksil (-OH) grubunun
eklenmesiyle 11B-deoksikortikosteron (DOC) olusur. Aldosteron sentezinin en
onemli son {ic basamaginda ise deoksikortikosteronun sirasiyla 11-
hidroksilasyonu, 18-hidroksilasyonu ve 18-oksidasyonu gerceklestirilir. Bu
adimlarin tiimii CYPI1B2 geni tarafindan kodlanan ‘“‘aldosteron sentaz” enzimi

tarafindan gerceklestirir.
2.4.2. Aldosteronun Yapisi

Aldosteron yapt bakimindan kortikosterona benzer. Tek fark,
kortikosteronun 18 numarali karbon atomunda metil grubu yerine bir aldehit
grubunun bulunmasidir. Bu aldehit grubu, 1 numarali karbon atomundaki
hidroksil grubuyla komsu oldugundan aldosteronun yariasetal (hemiasetal)
biciminin olusumuna olanak saglar. Bu nedenle aldosteron, aldehit ve yariasetal

seklinde bulunur ve miktar olarak denge halindedir (Sekil 3).

EHQOH
=0 H-,OH
0=CH OH E‘:U
HH 0-CH |
O
O
Aldehit Sekil Yari asetal (hemiasetal) sekil

Sekil 3. Aldosteronun aldehit ve yari asetal (hemiasetal) sekli.

2.4.3. Aldosteronun Uretiminin Diizenlenmesi

Aldosteron iiretiminin diizenlenmesinde baslica rolii plazma potasyum

degerleri ve Anjiyotensin II iistlenir.
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Plazma potasyum degerindeki ufak bir artig, aldosteron {iiretimi icin
kuvvetli bir uyar olusturur. Ornegin hiicre dis1 sividaki potasyum iyonlarindaki 1
meq/L’lik bir artig, aldosteron salimmminin ii¢ kat artmasina neden olur (104).
Renin-anjiyotensin sistemi tarafindan kontrol edilen Anjiyotensin II (Ang II),
hiicre dist sivi hacmi ya da sodyum iyonlarindaki azalmaya yamt olarak
aldosteron salgisin1 uyarir (105). Diger faktorler de aldosteron {iretimini
etkileyebilir. Ozellikle Adrenokortikotropik hormon (ACTH), aldosteron
iretimini uyaran akut bir etki olusturur (106). Yani ACTH enjeksiyonunu takiben
sadece birka¢ giin aldosteron salinimi artar fakat etkisi daha sonra ortadan

kaybolur.
2.4.4. Aldosteronun Fizyolojik Etkileri

Aldosteron, steroid/tiroid/retinoid/orfan reseptor siiper ailesine ait bir
hiicre i¢i reseptorii olan mineralokortikoid reseptoriine (MR) baglanir. Baglanma
gerceklestiginde, ligant/reseptor kompleksi hiicre cekirdegine girer. Burada bir
transkripsiyon faktorii gibi calisarak DNA diizenleyici elementlerle dogrudan

etkilesime girer (107).

Aldosteronun 6ncelikli hedef organi1 bobreklerdir. MR, renal distal nefron
bolgesinde oldukga yiiksek bir yogunlukta bulunur. Bunun yaninda diger epitelyal
bolgeler, 6rnegin, kolon, ter kanallar1 ve tiikiiriik bezleri de MR agisindan oldukca
zengindir. MR’1n ayrica kalp, beyin damar diiz kaslari, karaciger ve periferal kan

l16kositleri gibi epitelyal olmayan bolgelerde de bulundugu kanitlanmistir (108).

Aldosteronun bilinen en 6nemli etkisi, bobreklerden sodyum iyonlarinin
geri emilimini artirmasi ve epiteliyal salgi bolgelerinden potasyum ve hidrojen
iyonlarinin atilmasini saglamasidir (105). Aldosteron etkisiyle gerceklesen
sodyum ve potasyum tasimasi, bobreklerde tiim tubiiller boyunca gozlense de
daha c¢ok kortikal toplayici tubiillerin luminal hiicreleri ve henle kulpunun distal
tubiillerinde gerceklesir. Apikal olarak konumlanmis epitelyal sodyum kanallari
(ENaC), sodyum iyonlarinin bobrekten geri emilimini saglayan en Onemli

faktorlerden biridir (109).
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Aldosteron/MR kompleksinin DNA diizenleyici elemanlara baglanmasiyla
transkripsiyonu aktive edilen genlerden iiretilen proteinler, aldosteron etkisiyle
iretilmis proteinler (AIP) olarak isimlendirilmistir. AIP, hiicre membraninin
apikal bolgesindeki hiicresel enerji iiretimine etki eder ve/veya hiicrenin
bazolateralindeki Na/K-ATPaz pompasim etkileyerek sodyumun geri emilimini
saglar. Ayni1 zamanda da potasyum ve hidrojen iyonlarinin atilmasini artirir (110)
(Sekil 4).

LUKEN INTERSITISYEL S

! Ma ﬁ\ Mineralakortikaid L}— Aldosteran
Hiicre Cehirdedi \[ reseptir
He q i é

Tmnskripsi;ronq‘_‘_h Ligantiresptir
kompleksi

7 ATE
Translasyan \

Mg

(L~ .ADP(L/

4 Mitokondri

Sekil 4. Aldosteronun nefron distal toplayici tubiiliindeki hiicre ici etkileri.
AIP (aldosteron etkisiyle {iretilen protein); 1. AIP’nin hiicrenin apikal
membranindaki sodyum kanallar1 tizerine etkisi; 2. AIP’nin mitokondriyal enerji

iretimi iizerine etkisi; 3. AIP’nin enerji bagimli Na/K-ATPase {izerine etkisi.
2.4.5. Aldosteronun Arteriyel Kan Basincina Etkisi

Aldosteronun atardamar basinci iizerindeki etkisi iki yolla olusur.
Birincisi, dolasim kanini yani plazma hacmini ve kalbin dakika hacmini artirir.

Ikincisi ise cevresel damarlara dogrudan etkileyerek damar direncini artirir.
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MR’nin damar diiz kaslarindaki aktivasyonu, cevresel damarlarda adrenerjik
uyartya benzer bir yanit olusmasini saglar. Bununla birlikte aldosteronun MR ile
baglanmasimi kalp dokusundaki kollojen bi¢imlenmesinde degisime neden oldugu
kanitlanmigtir (111). Muhtemelen, cevresel kan damarlarindaki benzer bir etki

yiikselmis kan basincinin siirdiiriillmesini saglamaktadir.

Yaklasik 10 yil once, aldosteronun hizli, genomik olmayan (non-genomic)
etkisi kesfedilmistir. Bu bulusg, aldosteronun bobreklerden baska diger organ ve
dokular iizerine olan etkilerinin arastirilmasina onciiliik etmistir. Ik olarak
Wehling ve ark. aldosteronun diiz kaslar iizerine hizli, genomik olmayan etkisini
tanimlamislardir (112). Bundan sonra aldosteronun genomik olmayan etkileri,
iskelet kaslarinda (113), kolon epitelyal hiicrelerinde (114) ve miyokardiyal
hiicrelerde de (115) tanimlanmistir. Genomik olmayan etkinin, artmis damar
direncinin gelisimiyle baglantili oldugu (116) ve bundan dolayr da insan
hipertansiyonu ve kardiyovaskiiler hastaliklarina bir katkisinin olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.5. Aldosteron Sentaz (CYP11B2: Cytochrome P450, Subfamily XIB,
Polypeptide 2) Enzimi

CYPI11B2, molekiiler agirhig yaklasik 50 kDa olan bir mitokondriyal
sitokrom P450 enzimidir. Sitokrom P450 enzimleri tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarin cogu organik bilesiklerin hidroksilasyonudur. Ancak bu enzimler;
N-oksidasyon, N-, S- ve O dealkalisyon, siilfoksidasyon, epoksidasyon,
peroksidasyon, deaminasyon, desiilfiirasyon, dehalojenasyon ve N oksit gibi
rediiksiyon reaksiyonlarin1 iceren oldukc¢a genis bir spektruma yayilmig
tepkimeleri gerceklestirebilirler. Sitokrom P450 enzimleri, ilaglar ve diger
zenobiyotiklerin metabolize edilmesi ve steroid hormonlar, safra asitleri ve
prostaglandinler gibi 6nemli endojen bilesiklerin anabolizmasindan sorumludurlar

(117).
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Steroid biyosentezinde rol alan P450 enzimleri, membrana baglanan
proteinler olup bir kismi (CYPI1A, CYP11B1 ve CYP11B2) mitokondriyal
membranlara baglanirken bir kism1 da (CYP17, CYP19 ve CYP21) endoplazmik
retikuluma (mikrozomal) baglanir. Bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda bulunan
P450 enzimleri, heme grubu igeren bir protein siiper ailesinin iiyeleridir. Bu
enzimler, in-vitro olarak CO, ile kompleks halindeyken 15181 maksimum 450
nm’de absorbe ettiklerinden bu ismi almiglardir. Sitokrom P450 enzimleri,
kolesterolden steroid biyosentezi esnasinda steroid siibstratlarinin kesilmesi ve

hidroksilasyonunu katalizler (118).

Insan CYPI11B2 geninin kodladig1 aldosteron sentaz enzimi, oOncii
proteinler iceren 503 aminoasit halinde sentezlenir ve molekiiler agirligi 48,5
kDa’dir. CYPI11B2 gen iiriinii, mitokondrinin i¢ membranina lokalize olur. Enzim,
mitokondri matriksinin ic¢ine translokasyondan sonra ayrilan, 24 aminoasitlik bir
N-terminal mitokondriyal hedef dizisi icerir. Bundan dolay1 da olgun enzim 479
aminoaside sahiptir (119-121). Aldosteron sentaz enziminin islevi bakiniz Boliim

2.4.1.”de aciklanmistir.

2.6. CYPI11B2 Geninin Genetik Ozellikleri

Mornet ve White, CYPIIBI geni iizerinde yaptiklar1 caligmalar esnasinda
cross-hibrid bir gen izole etmislerdir (122). CYPI11BI1 geni ile CYPI1B2 olarak
isimlendirilen bu yeni genin kodlayan dizileri %93, intronlar1 ise %90 benzerlik
gostermekteydi. Ancak yeni izole edilen bu genin 5' bolgesinin CYPIIBI
geninden oldukga farkli oldugu bulunmus ve eger bu gen eksprese oluyorsa farkl

bir sekilde regiile edilebilecegi diisiiniilmiistiir.

CYP11B2 geni, Kawamato ve ark. tarafindan 1992 yilinda bir insan
genomik DNA kiitiiphanesinden izole edilmistir (123). CYP11B2 geni ilk izole
edildiginde bu genin bir pseudogen ya da 11B-hidroksilaz enzimini kodlayan
CYPIIBI geni ile yakindan iligkili, diisiik aktiviteli bir gen olabilecegi

diisiiniilityordu (122). Kawamato ve ark., her ne kadar bu iki genin ekzonlar1 %93
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oraninda birbirine benzese de (her iki gen de 9 ekzon ve 8 intron icermektedir)
CYPIIB2 geninin promotor bolgesinin niikleotid dizilerinin CYPIIBI geninden
oldukca farkli oldugunu belirtmislerdir. COS-7 hiicreleri iizerinde yaptiklari
calismalar, CYP1IB2 geninin kodladig1 enzimin, aldosteron ve 18-oksokortizol
sentezini katalizlemeye yarayan steroid 18-hidroksilaz aktivitesi ve bunun
yaninda 11B-hidroksilaz aktivitesine de sahip oldugunu gostermislerdir. Diger
taraftan CYPI11B1, ayn1 hiicrelerde sadece 11B-hidroksilaz aktivitesine sahip bir
enzim kodlamaktadir. Kawamato ve ark. bu bulgular 1s181inda, bu iki enzimin iki
farkli gen tarafindan kodlandigin1 ve CYP/1B]1 geni tarafindan kodlanan enzimin
glikortikoid sentezinde rol alirken CYPIIB2 geni tarafindan kodlanan enzimin

mineralokortikoid sentezinde gorev aldigini rapor etmislerdir (123).

Bu iki genin, dizi benzerlikleri nedeniyle hem 11pB-hidroksilaz hem de
aldosteron sentaz aktivitesine sahip tek bir atasal genin duplikasyonuyla
olustuklarin1 diisiindiirmektedir (124). Bu diisiince iki genin genomik olarak
yakinlig (yaklasik 40.000 bp) ve hemen hemen ayni olan yapisal benzerlikleri ile

desteklenmektedir.

IIk olarak Mornet ve White, somatik hiicre hibrid hatlarin1 kullanarak
CYPIIB2 genini, 8. kromozomun q kolunda (8q21-22) haritalamislardir (122).
Taymans ve arkadaslari, radyasyon hibrid analizleri, bu geni iceren BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) klonunu izolasyonu ve floresan in-situ
hibridizasyon (FISH) yontemlerini kullanarak insan CYPI/B2 geni lokusunu
haritalamislardir. Bu ¢alismaya goére CYPI1B2 gen lokusu, kromozom 8’in uzun
kolunun merkeze en uzak segmentinde ve polimorfik marker D881704’iin
proksimalinde bulunmaktadir. Bu bolge, FISH yontemiyle dogrulanmis olup

sitogenetik bantlamada kromozom 8q23.4 bolgesine karsilik gelmektedir (125).

CYP11B2 geninin degisik bolgelerindeki mutasyonlarin, enzimin
aktivitesinde meydana getirdigi degisimler pek cok in-vitro c¢alismada
tanimlanmigtir.  CYP11B2 enzimindeki Glul98Asp ve Val386Ala ikili
mutasyonunun, enzimin 11B-hidroksilaz, 18B-hidroksilaz ve 18-oksidaz

aktivitesinde azalmaya neden oldugu Potrat-Doyen ve ark. tarafindan
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gosterilmistir (126). CYP11B2 geninin COS-1 hiicrelerindeki analizi sonucunda
Argl81Trp mutasyonunun enzimin 113 hidroksilasyon aktivitesini etkilemedigi
fakat 18 hidroksilasyon ve oksidasyon aktivitelerinin her ikisini birden azalttig
bildirilmistir (127). Bechtel ve ark. ise Ilel12Pro mutasyonu sonucunda enzimin
11P hidroksilasyon aktivitesinin 3 kat, 18 hidroksilasyon aktivitesinin ise 2 kat
artigin1 - belirtmislerdir (128). Bu arastirmalar, CYPIIB2 geninin degisik
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarin, aldosteron sentezinin son {i¢
enzimatik reaksiyon asamasini da birbirinden bagimsiz olarak ve farkhi

derecelerde degistirebilecegini gdstermektedir.

2.7. CYP11B2 Gen Ekspresyonun Kontrolii

Aldosteronun giiclii tuz tutma aktivitesinden dolayi, yiiksek yapili
canlilarin hayatta kalabilmesi, aldosteronun plazma diizeyinin tam olarak
ayarlanmasini zorunlu kilmaktadir. Bu yiizden aldosteron iiretimi degisik hormon
ve plazma iyon konsantrasyonlar1 ile kontrol altinda tutulmaktadir (bakimz

Boliim 2.4.3.).

Insan ve kemirgenlerde, adrenal bezlerden mineralokortikoid ve
glukokortikoid hormon {iretimi, CYP11B izoenzimlerini kodlayan genlerdeki
degisik cis elementlere ve trans-acting faktorlere baghdir. Pek cok korunmus cis-
elementi, farkli tiirlerdeki CYPI1IB genlerinin 5’ucunu cevreleyen bolgelerinde
tanimlanmustir (129). Sigirlarda yapilan DNase I footprint analizleriyle, CYP11B
genlerinin 5' ucunu cevreleyen bolgelerinde, niikleer proteinlerin baglandig1 ve
Adl’den Ad6’ya kadar isimlendirilmis pek ¢ok bolge bulunmustur (130, 131).
Benzer diziler insan CYPIIBI (132) ve CYPIIB2 (133) genlerinde de

gosterilmistir.

Insan CYPIIB2 geninin promotor bolgesi iic 6nemli cis-elementi icerir.
Bunlar; -71/ -64’deki CRE, -129/-114’deki AdS ve -776/-759’daki NBRE-1"dir
(134). Yapilan c¢alismalar, insan CYPIIB2 geninin CRE (cAMP-responsive
element) bolgesine ATF-1, ATF-2 ve CREB (CRE-binding protein)
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transkripsiyon faktorlerinin, AdS ve NBRE-1 (NGFIB response element)
bolgesine ise sirasiyla  SF-1(steroidogenik  faktor-1)/COUP-TF(Chicken
Ovalbumin Upstream Promoter Transcription Factor) ile NGFIB (Nerve Growth
Factor-Induced Clone B) ve/veya NURRI1 (Nur-Related Factor 1) transkripsiyon
faktorlerinin baglandigini gostermistir (135, 136) (Sekil 5).

Sodyum/potasyum iyonlari ile renin ve anjiyotensin doniistiiriicii enzimin
karsilikli etkilesimiyle iiretilen anjiyotensin II (Ang II) enzimi, aldosteron
tiretiminin en giiclii diizenleyicileridir. ACTH ise aldosteron iiretiminin bir diger
uyaricisidir. Ang I ve K*, kalsiyum baglayan protein [Kalmodulin (CaM)]’in
etkisiyle sekillenen hiicre ici kalsiyum sinyal yolunu kullanirlar. Su ana kadar pek
cok CaM-diizenleyici kinaz tanimlanmistir. Ancak aldosteron iiretiminde, Ang II

ve K"’ nin kullandig1 CaM-diizenleyici kinazlar, CaMKI ve CaMKIV tiir (134).

Ang II ve K", hiicre i¢i kalsiyum iyon yogunlugunun artmasina neden
olur. Artan kalsiyum iyon yogunlugu ise akim diisiiriicii (lower-stream) sinyal
molekiilleri ve sonu¢ olarak da Nurrl gibi transkripsiyon faktorlerinin

aktivasyonunu saglar. (134).
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Sekil 5. CRE (Adl1), Ad5 ve NBRE-1 cis-elementleri gosterilmektedir. Ang II ve
Ang II Tip 1 reseptorii (AT-1), IP3 (inozitoltrifosfat) araciligiyla hiicre ici kalsiyum
yogunlugunu yiikseltirken, Ca*> ve K, voltaj duyarli L&T tipi kanallari kullanarak hiicre
ici kalsiyum yogunlugunu yiikseltir. Artan kalsiyum miktar1 ise CaMKI ve CaMKIV’iin
aktivasyonunu saglar. Aktive olan CaMKI ve/veya CaMKIV, ATF-1 ve CREB’i fosforile
ederek bu transkripsiyon faktorlerinin, insan CYPIIB2 geninin CRE elementine
baglanmasini artirir. Diger taraftan Ang II, CaMKI ve/veya CaMKIV aracilig1 ile NGFIB
ve/veya NURRI1 transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyon ve translasyonunu artirir.
NGFIB ve/veya NURRI1, Ad5 ve NBRE-1 cis-elementlerine baglanir. ATF-1/CREB ve
NGFIB/NURR1’in uygun cis-elementlere baglanmasiyla da insan CYPI/IB2 genin

ekspresyonu artar (134).

Wang ve arkadaslari, rat adrenal bezlerinden hazirlanmis cDNA
kiitiiphanesinde bir serin-spesifik protein kinaz olan salt-inducible kinase (SIK)’1
bulmuslardir (137). Daha sonraki ¢aligsmalar, ii¢ farkli SIK izoformunun degisik
dokularda eksprese edildigini gostermistir. Bu izoformlardan SIK?2, 6zellikle zona
glomeruloza hiicrelerinde oldukca fazla miktarda eksprese edilir. SIK proteininin

cAMP-responsive element (CRE)-binding protein (CREB) araciligiyla
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gerceklesen transkripsiyonel aktivasyonu Onledigini c¢esitli calismalarla

gosterilmistir (138-140).

P450 steroidogenik enzimlerinin gonadlar ve adrenal bezlerde hiicre
spesifik ekspresyonunu saglayan bir transkripsiyon faktorii, 1992 yilinda
bulunmustur. DNA’ya baglanan bu c¢ekirdek proteini, SF-1 (steroidogenik faktor-
1) ya da Ad4BP (Ad4 baglanan protein) olarak adlandirilmistir. Orfan ¢ekirdek
reseptOrii ailesine ait bir protein olan SF-1, gonadlar ve adrenal bezlerinin
koordineli gelisimi icin gereklidir. SF-1’in, yetiskin adrenal bezleri ve
gonadlarinda, kolesterol yan zincir ayirici enzim (CYPIIAI) (141, 142), 11B-
hidroksilaz ~ (CYPIIBI) (143), 21-hidroksilaz (CYP21) (144), 17a-
hidroksilaz/17,20 liyaz (CYP17) (145,146) ve aromataz (CYP19) (147) genlerini
iceren, calisilmis tiim steroid hidroksilaz genlerinin tam olarak ekspresyonu igin
gerekli oldugu bulunmustur. SF-1 aym1 zamanda, steroidogenik akut diizenleyici
protein (148), 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip II (149) ve ACTH reseptorii
(150,151) gibi steroidogenezisin diger onemli elemanlarinin tam ekspresyonu i¢in
de gereklidir. Bununla beraber, SF-1’in insan CYP11B2 gen ekspresyonu lizerine
etkisi tam olarak aciklanamamustir. Insan CYPIIB2 geni Ad4 elementinin
(AAGGT/CC), SF-1 i¢in bir baglanma bolgesi oldugu bulunmustur. 5’
bolgesinde bir seri delesyon olusturulmus insan CYPIIB2 geniyle yapilan
reporter gen calismalari, Ad4 elementinin CYPIIB2 geninin ekspresyonunda
gerekli olmadigini gostermistir (152). Bundan dolay1 da insan CYP11B2 geni, tam

ekspresyonu i¢in SF-1 gerektirmeyen ilk insan steroid hidroksilaz genidir.

2.8. CYPI1IB2 Geni -344T/C Polimorfizmi ve Primer Hipertansiyon
Arasindaki Tliski

Aldosteron sentaz enzimi, insan adrenal bezlerinin zona glomeruloza
hiicrelerindeki aldosteron sentezinin en Onemli {i¢ basamaginda gorev alir.
Deneysel calismalar, bir mineralokortikoid olan aldosteronun bobrekler

aracilifiyla kan basinci iizerine etkisinden farkli olarak, kalp ve damarlardaki
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kollojen sentezinin en ©Onemli uyarani olugunu gdostermistir. Genis arterler,
ozellikle aorttaki aldosteron reseptorlerinin varligi (15) ve aldosteronun endojen
vaskiiler sentezinin kesfi (16), bu hormonun genis arter yapisinin

diizenlenmesinde olduk¢a onemli bir rol oynadigini gostermektedir.

Aldosteron sentaz enzimini kodlayan CYPI/IB2 geninin degisik
bolgelerinde sekillenen mutasyonlarin, enzimin aktivitesinde meydana getirdigi
degisimler birka¢ in-vitro calismada gosterilmistir. Su ana kadar CYPIIB2
geninde pek c¢ok polimorfizm tanmimlanmistir (17-20). Bunlardan biri olan -
344T/C tek baz degisiminin sekillendigi bolge, transkripsiyon faktorii SF-1’in

(steroidogenik faktor 1) baglanma bolgesidir.

CYPIIB2 geninin -344 bolgesinde olusan polimorfizmin, SF-1’in bu
bolgeye baglanma yatkinlig: iizerine etkilerinin de arastirildig iki fakli calismada,
SF-1’in T alleli iceren -344 bolgesine olan baglanma egiliminin C alleli icerene
gore yaklagik dort kez daha diisiik oldugu rapor edilmistir. Bu bulgulara
dayanilarak, CYPIIB2 geninin transkripsiyonel regiilasyon bolgesindeki bu

polimorfizmle primer hipertansiyonun iligkili olabilecegi ongoriilmiistiir (23-36).

29. C(CYPIIB2 Gen mutasyonlart ve Polimorfizmlerinin Diger

Hastahklarla fliskisi

Aldosteron sentaz geninin degisik bolgelerinde sekillenen mutasyonlarin

konjenital hipoaldosteronizme neden oldugu pek cok calisma ortaya konmustur.

Mitsuuchi ve ark. 1992 yilinda, CYPI1B2 geninin 3. ekzonunda meydana
gelen bir nokta mutasyonu sonucunda 181. aminoasitin arjininden triptofana
doniismesinin konjenital hipoaldosteronizme neden oldugunu rapor etmislerdir
(153). Yine ayn1 calismada Mitsuuchi ve ark., CYPI1B2 geninin 7. ekzonundaki
bir baska nokta mutasyonu sonucunda 386. aminoasitin valinden alanine
doniismesinin konjenital hipoaldosteronizme neden oldugunu belirtmislerdir.
Calisma {ii¢ farkli aileden gelen 3 hasta iizerinde yapilmis ve hastaliga sahip

bireylerin hepsinin bu nokta mutasyonu acisindan homozigot oldugu ve
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ailelerinde bu hastaliktan etkilenmemis bireylerin heterozigot oldugu rapor

edilmistir (153).

Mitsuuchi ve ark. nin konjenital hipoaldosteronizme sahip bir hasta
tizerinde yaptiklar1 bagka bir calismada ise CYPIIB2 geninin 1. ekzonunda
meydana gelen 5 baz ciftlik bir delesyonun, bu gende cerceve kaymasina neden
olarak aym ekzonda bir DUR kodonu olusturdugunu bulmuslardir. Buna bagh
olarak bu bireyde aldosteron sentezinin hi¢ gerceklesmedigini belirtmislerdir

(154).

Bunlara ek olarak, CYPIIB2 geni -344T/C polimorfizminin Kkalp
yetmezligi ve sol ventikiiler biiyiime ile bir iliskisinin olabilecegini belirten
calismalar da yaymlanmistir. McNamara ve ark. nin 2006 yilinda Afrika kokenli
Amerikalilar iizerinde yaptiklart bir c¢alismada, CYPIIB2 geni -344T/C
polimorfizmi 1ile kalp yetmezligi arasinda anlamli bir iliski oldugunu
belirtmislerdir. Bu ¢alismada -344C allelinin yiiksek aldosteron iiretimine neden
oldugu ve miyokardiyal aldosteron reseptorlerinin uyarilmasinin apoptozis oranini
artirdigin1 one stirmiislerdir (155). Stella ve ark. nin 2004 yilinda, daha 6nce hig
tedavi gormemis Beyaz Irka ait hipertansif hastalar iizerinde yaptiklar1 bir
calismada ise -344T alleli ile sol ventrikiil duvarinin kalinlagmasi arasinda pozitif
bir iliski bulduklarini rapor edilmistir (156). Buna karsilik Delles ve ark., genc
hipertansif bireyler iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, -344C alleli ile sol ventikiiler
biiylime arasinda anlamli bir iliskiden s6z etmislerdir. Bu calismay1 destekleyecek
sekilde, Kupari ve ark. nin normotansif bireylerden olusturduklar1 calisma
grubunda ise -344C genotipine sahip bireylerdeki sol ventrikiil biiylimesinin diger

genotip tasiyicilarina gore ¢cok daha fazla oldugu rapor edilmistir (157).
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2.10. Polimorfizm Tanimm ve Genetik  Polimorfizmlerin

Tanimmlanmasinda Kullanilan Yontemler

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan polimorfizm, eski Yunanca’da

“cok gekillilik” anlam1 tagiyan bir sozciiktiir.

Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, farkli allellere bagli olarak,

genetik olarak belirlenmis iki ya da daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir.

Popiilasyon genetikgileri, bir gen lokusu i¢in, nadir alleller en az %1
frekansina sahip ve bu alleller icin heterozigotlar en az %?2 oraninda goriiliirlerse
polimorfik olarak tanimlarlar. Popiilasyon genetigi acisindan belli bir frekansa
gereksinim olmasina karsin, molekiiler biyoloji acisindan, frekansin ©Onemi

olmayip, bir ailede dahi goriilen varyant, polimorfik olarak adlandirilmaktadir.

Polimorfizmler, tiirlerin  bulunduklari  ortama  adaptasyonlarini

kolaylastirarak, evrimsel siirecte ayakta kalabilmelerine olanak verir.

Polimorfizm, tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik o©zelliklerinde (kromozomal polimorfizm) ya da DNA diizeyinde

niikleotid farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir.

Genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde PCR (Polymerase Chain
Reaction), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorpfism), VNRT (Variable
Number of Tandem Repeats: degisken ardigik tekrarlar), SSCP (Single Stranded
Conformational Polimorphism: tek iplik¢ik yapisal cesitlilik), Allel Spesifik
Oligoniikleotid (ASO) gibi laboratuar yontemleri kullanilmaktadir. Polimorfizm
calismalarinda elde edilen bulgular, hastaliklara yatkinligin belirlenmesinde ve

tedavinin yonlendirilmesinde 6nem tasimaktadir (158).
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2.10.1. Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP: Single Nucletide
Polymorphism)

Adindan da anlasilacagi gibi bu polimorfizm tipinden tek bir niikleotid
sorumludur. SNP’lerin cogu, tek bir niikleotidin bir baska niikleotidle yer
degistirmesi seklindedir. Ancak SNP tanimi, tek bir niikleotidin insersiyon ya da
delesyonunu da icerir (Basit Indel Delesyonlar1). Bazi SNP’ler ise restriksiyon
bolgelerinde degisimlere yol acar (Restriksiyon Bolge Polimorfizmleri, RSP:
Restriction Side Polymorphism). Insan genomunun yaklasik %1,5’i, kodlayan
DNA dizileri icerir ve SNP’lerin ¢ogu intron ve intergenik diziler gibi kodlama

yapmayan DNA bolgelerinde sekillenir.
2.10.2. Restriksiyon Bolge Polimorfizmlerinin Genotiplendirilmesi

SNP’lerin ortaya cikisi, yeni bir restriksiyon bolgesinin sekillenmesine ya
da var olan bir restriksiyon bolgesinin kaybolmasina neden olabilir. Ge¢cmiste
RSP’lerin belirlenmesi i¢in Southern hibridizasyon yontemi (degisiklige ugramis
restriksiyon fragmentlerini belirlemek icin prob kullanilmasini igeren yontem)
kullanilmaktaydi. Bu yontemin kullanilmasiyla RSP’ler Restriksiyon Fragment
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
olarak isimlendirilmislerdir. Su anda ise RSP’ler, cok daha basit, PCR kokenli bir
yontemle belirlenmektedir. Bu yontemde, polimorfik restriksiyon bolgeyi her iki
uctan icine alacak sekilde diizenlenmis primerler kullanilarak amplifiye edilmis
iiriin, uygun restriksiyon enzimlerince kesilir ve agaroz jel elektroforeziyle kesim

tiriinleri biiyiikliiklerine gore tiplendirilir.

2.10.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain

Reaction)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), ilgilenilen spesifik DNA dizilerinin,
iki oligoniikleotid primeri kullanilarak enzimatik olarak sentezlendigi bir in-vitro
molekiiler biyoloji teknigidir. PCR ile insan genomik DNA’s1 gibi kompleks
DNA kaliplarindan spesifik DNA bolgelerinin sentezinin birka¢ saat icinde

gerceklestirilmesi ve ¢ok az miktarda DNA ile calismaya olanak saglamasi, bu
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teknolojinin yayginlasmasinda baslica neden olmustur. Yontem 1983 yilinda Kary
Mullis tarafindan kesfedilmis ve Mullis, bu kesfinden dolay1 kimya dalinda Nobel
odiiliinii kazanmastir (159, 160).

Giintimiizde polimeraz zincir reaksiyonu, kalittmsal hastaliklarin
saptanmasi, bulasici hastaliklarin tanisi, doku transplantasyonu ic¢in doku tipinin
belirlenmesi, adli tip orneklerinin genetik tiplendirilmesi (analik-babalik tayini),
tarim (tohum safliginin belirlenmesi), sistematik ve evrim ¢alismalar1 (dogadaki
cesitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi) ve
DNA computing (silikon kokenli bilgisayar teknolojileri yerine DNA molekiilii ve
molekiiler biyoloji yontemleri kullanilarak yapilan bir hesaplama tiirii) gibi

oldukca genis bir alanda kullanilmaktadir.

Yontemin temeli, cogaltilmak istenilen bolgenin iki ucuna 0Ozgili, bu
bolgedeki baz dizilerine tamamlayici olan, bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primeri
kullanilarak, bu iki primerin 5' uclari ile sinirlandirilmis olan bélgenin enzimatik
olarak sentezlenmesine dayanir. Oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii
yiikksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA
molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayici olan bolgelerle birlesirler. Bir PCR
dongiisii sirasiyla, DNA cift zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasi
(denaturation), sentetik oligoniikleotid primerlerin hedef DNA bolgesine
baglanmas1 (annealing) ve primerlerin yeni DNA zincirini olusturacak sekilde
uzamast (extension) asamalarindan meydana gelir. Ardi ardina tekrarlanan
denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzama evreleriyle DNA fragmentleri
iissel olarak artar. Boylece, 20 dongiiliik bir PCR sonucunda tek bir hedef diziden
yaklasik bir milyon kopya (2°°) olusturulur. Bu iissel artisin nedeni, bir dongii
sonucu sentezlenen iriiniin, ardisgtk dongiide diger primer i¢in kalip gorevi
yapmasidir. Boylece her PCR dongiisit DNA molekiilii iizerinde istenilen
bolgenin iki katina ¢cikmasi ile sonuglanir. PCR boyunca biriken iiriinlerin boyu
iki primerin boyu ve hedef DNA bolgeleri arasindaki mesafelerin toplami

kadardur.
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Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan bes ana bilesen vardir:

1. Cogaltilmak istenen DNA fragmentini (tek bir gen,
genin bir bolimii ya da DNA’daki kodlamayan bir dizi) iceren
kalip DNA

2. Cogaltilacak bolgenin baslangic ve bitis bolgesini

belirleyecek olan iki adet oligoniikleotid primeri

3. Taq Polimeraz ya da bagka bir 1siya dayanikh

polimeraz enzimi

4. DNA polimerazin kalip DNA’dan sentezleyecegi
yeni zincir i¢in kullanacagi Deoksiriboniikleotid-trifosfatlar

(dNTP)

5. Kullanilan DNA polimeraz i¢in uygun bir kimyasal

cevre saglayacak olan tampon karisimi

PCR islemi, reaksiyonun her bir adiminda gereksinim duyulan 1sitma ve
sogutma islemlerini gerceklestiren ve Is1 Dongii Cihazi (Thermal Cycler) adi

verilen bir makinede gerceklestirilir.

PCR verimini etkileyen onemli bir faktér, DNA polimeraz enzimidir.
Baslangigta, PCR reaksiyonu icin E. coli’'nin DNA polimeraz I enziminin Klenow
fragmenti kullanildi (159, 160). Ancak bu enzim her PCR dongiisiiniin
baslangicinda, iki DNA zincirinin ayrilmasi i¢in gerekli olan yiiksek 1sida inaktive
olmaktaydi. Bu yiizden yiiksek 1siya dayanabilen termostabil DNA polimeraz
arayisina gidildi. Su anda termostabil enzimlerden en yaygin olarak kullanilan
Thermus aquaticus’dan elde edilen Tag DNA polimerazdir. Normalde enzim
miktar1 25-30 PCR dongiisii sonucunda hedef dizi artis1 ve termal denatiirasyon
nedeniyle sinirlayici bir etken haline gelir (enzimin yarilanma 6mrii yaklasik 30
dongiidiir). Tag DNA polimerazin bir dezavantaji da 3°-5" proofreading

ekzoniikleaz aktivitesinin olmamasidir. Bu yiizden enzim yaklasik olarak her
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10.000 bazda bir hata yapmaktadir. Eger bu hata, reaksiyonun erken evrelerinde
meydana gelirse elde edilen PCR iiriiniiniin biiyiik bir kismi bu durumdan
etkilenebilecektir. Verimliligi azaltan bir diger faktorde yogunlugu artan hedef

dizilerin primer ile baglanma yarisidir.
2.10.2.2. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon  enzimleri, bakteriyel virlislerin meydana getirdigi
enfeksiyonlara karsi savunma ajanlar1 gibi islev goren prokaryotik proteinlerdir.
Bu enzimin kesfine yol acan ilk gozlemler, bazi bakteri soylarmin “konakgt
kontroliindeki simirlama” (host-controlled restriction) olarak anilan bir fenomen
olan bakteriyofaj enfeksiyonlarina bagisikligin gosterildigi zaman olan 1950’lerin
baslarinda yapilmistir. Bu enzimler bakterilerde dogal olarak bulunur ve
bakterileri, yabanci kaynaklardan gelen (6rnegin bakteriyofajlar) DNA’y1 spesifik
tanima bolgelerinden keserek korurlar. Kendi DNA’sinda bulunan spesifik tanima
bolgeleri mutasyonla modifiye edildiginden, konak¢1 bakteri DNA’s1 bu kesim
isleminden korunur. Restriksiyon endoniikleazlarin ii¢ ayr1 sinifi bulunmaktadir.
Bunlar islev olarak birbirinden ¢ok az farklilik géstermektedir. Diger yandan, tip
IT restriksiyon endoniikleazlar gen klonlanmasinda olduk¢a dnemli olan kesici
enzimlerdir. Tip II restriksiyon endoniikleazlar genellikle 4, 5 ya da 6 baz ¢ifti
(b¢) uzunlugunda olan spesifik bir niikleotid dizisini tanir ve bu dizilerdeki

metillenmemis ¢ift-zincirli DNA molekiiliinii keserler (161).

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’nin kesilmesi iizerine
dayandirilmis bir yontemdir. Genetik hastaliklarin molekiiler genetik tanisinda
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Enzimin tanima dizisinde birka¢ niikleotid
degisimi varsa, farkli kaynaklardan alinan DNA, bazi restriksiyon enzimlerle
kesildiginde farkli uzunlukta DNA fragmentleri meydana gelir. Bu nedenle bu
metod Restriksiyon Fragment uzunluk (Length) Polimorfizmi olarak
adlandirilmaktadir. Tim RFLP deneyleri, bir ya da daha fazla restriksiyon enzim
ile DNA’y1 kesmeyi kapsar. Kesilen DNA parcalar1 dogrudan boyama ya da
otoradyografi kullanilarak jel elektroforezi araciligiyla biiyiikliiklerine gore

ayrilir. Kiiciik fragmentler biiyiik fragmentlere oranla jel elektroforezinde daha
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hizl1 hareket eder. Jel lizerine yiiklenecek olan baz uzunluklari bilinen bir standart
ile kalibrasyon egrisi yapilarak bilinmeyen DNA parcasinin molekiiler agirligi
hesaplanabilir. Bireysel DNA’lar arasindaki farkliliklarin (polimorfizm) kaynagi,
bolgeye 0zgii enzimin tanima bolgesi icinde meydana gelen baz yer degistirmeleri
ya da inversiyon, insersiyon ve delesyonlar gibi yeniden dizi diizenlemeleridir.
Boyle degisiklikler her bir birey i¢in karakteristik bir 6rnegi meydana getirir ve bu
durum bize, bireyler arasindaki genetik polimorfizmi degerlendirmemize izin

verir (162).

RFLP analizi ile bir enzimi kodlayan gen bolgesindeki allel polimorfizmi

tespit edilerek homozigot ve heterezigot allellerin siklig1 hesaplanabilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Enzimler

Tris-base

Asetik asit

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
Amonyum Asetat

%96’ 11k Mutlak Alkol

Agaroz

Formamid (%37)

Xylene Cyanol

Bromfenol Blue

Tag DNA Polimeraz

PCR tamponu

MgCl,

dNTP karigimi

Hae 111 Restriktsiyon Endoniikleaz
R" tamponu
Proteinaz K
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix

Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder
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Sigma

E-Merck

Sigma

Sigma
E-Merck
Riedel- de Haen
Sigma

Sigma

Sigma

Bio Basic Inc.
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas

MBI Fermentas



3.1.2. Kullanilan Cihazlar
Otomatik Mikro Pipetler

P10
P20
P200
P1000
GeneAmp PCR System 9700

Santrifiijler

Masaiistii Makro Santrifiij
Sogutmali Makro Santrifiij
Masaiistii Mikro Santrifiij

Hassas Tart1

Manyetik Karistiric
Vorteks

pH Metre

Mikrodalga firin
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Elektroforez Tanki

Jel Goriintuleme

UV Transilluminator

Spektrofotometre

Inkiibator
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Gilson

Perkin Elmer

Mistral 1000 MSE
Harrier 18/80 Refrigerated
Sanyo Microcentaur

Denver Instrument Company
BIBBY Stuart

Clifton Cyclone

Metle Toledo MP 2200
BEKO MD 1500

EC 1000-90

Whatman Biometra

Vilber Lourmat
Photodocumentation and Video

Graphic Printer UP-895CE

UVP Choromato-vue.

Transilluminator

Labomed. Inc. Spectro UV-
Visdouble Beam PC Scanning

Gallenkamp



3.1.3 Kullanilan Plastik Malzemeler

Tiim deneyler, sterilize edilmis kilitlenebilir polipropilen test tiiplerinde
gerceklestirildi. Sivilar, sterilize edilmis pipet uglart kullanilan otomatik pipetlerle
transfer edildi. 1 ml’den daha biiyiik hacimdeki sivilar i¢in tek kullanimlik plastik
pipetler kullanildi. Caligmada kullanilan tiim tiipler ve pipet uglari, buhar
otoklavlanmasiyla (121°C’de 30 dakika) sterilize edildi.

Mikro santrifiij Tiipleri Axygen

0,2 ml
1,5 ml
2,0 ml
Test Tiipleri LP’s

15 ml
50 ml
Pipet Uclar Axygen

0,5-10ul Beyaz
1-200u1 Sar1
100-1000 ul Mavi
Plastik Pipetler Stripette

3.2. Calisma Grubu

Arastirmamizda, Sivas Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Dahiliye Klinigine basvuran, Primer Hipertansiyon kesin
tanis1 konmus, 15.02.2005 tarih ve 2004 — 2/8 karar nolu, Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Insan Etik Kurulu karar1 geregince izin alinmis ve
asagidaki olgiitleri karsilayan, yaslar1 19 ile 70 arasinda degisen 99 kadin ve 92
erkek toplam 191 kisi, hasta grubuna dahil edildi.
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e Diabetes mellitus hastaliginin olmamasi

¢ Diyabetik nefropatinin olmamasi

e Bobrek fonksiyon testlerinin normal olmasi

® Yeni tam1 almis olmasi ve daha dnce tedavi almamis olmasi
¢ Tiroid fonksiyon testlerinin normal olmasi

e Kortizol diizeyinin normal olmasi

Renal dopler ultrasonografinin normal olmasi

Yukaridaki 0Olciitlere sahip olan hastalar caligmaya dahil edilirken
yukaridaki Olciitlerin bir ya da birkagina sahip olmayan hastalar calismaya

alinmadi.

Calismaya dahil edilmesi planlanan bireylerin sessiz bir ortamda 15
dakika istirahat etmeleri saglandiktan sonra yapilan ii¢ kan basinci 6lglimiiniin
ortalamasi, sistolik kan basinci i¢in 139 mmHg ve diyastolik kan basinci igin 89

mmHg’ nin iistiinde olan bireyler hasta grubuna dahil edildi.

Kontrol grubu, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesine rutin kontroller i¢in basvuran, yaslari 22-70 arasinda
degisen, gecmisinde felg, diabetes mellitus, hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi,
kronik bobrek yetmezligi olmayan 110’u kadin ve 102’si erkek olmak iizere

toplam 212 kisi kontrol grubuna dahil edildi.

Calismaya dahil edilmesi planlanan bireylerin sessiz bir ortamda 15
dakika istirahat etmeleri saglandiktan sonra yapilan iic kan basinci 6lglimiiniin
ortalamasi, sistolik kan basinci i¢in 140 mmHg ve diyastolik kan basinci i¢in 90

mmHg’nin altinda olan bireyler kontrol grubuna alindi.

3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama

Hastanesi Dabhiliye klinigine bagvuran, primer hipertansiyon kesin tanis1 konmus
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hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylere, Dahiliye klinigi ilgili doktorlari
tarafindan yapilacak c¢alisma hakkinda gereken agiklamalar yapilmis, izin
belgesini imzalamalar1 saglanmistir. Daha sonra, yaklasik olarak 5 ml olacak
sekilde alinan venoz kan ornekleri, 15 ml’lik EDTA (etilen diamin tetra asetik
asit) bulunan steril tiiplere konularak C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dalina gonderilmistir.

3. 4. DNA lzolasyonu

Calisma grubundaki bireylerden alinan 5 ml vendz kan, steril EDTA’I1
tiplere aktarildi. Kandan genomik DNA izolasyonu i¢in “yiiksek tuz

konsantrasyonu yontemi ile DNA izolasyonu yontemi” kullanildi (163).

. Hasta ve kontrol gruplarindan alinarak EDTA’l1 steril tiiplere
konan 5 ml venoz kanin iizerine, kanin ii¢ kat1 oraninda olacak sekilde (kan ve
bidistile toplam1 15 ml olacak sekilde) steril edilmis, daha onceden sogutulmus

+4°C’deki bidistile su eklendi.

. Tiiplerdeki kanin su ile karismasini saglamak igin tiip birka¢ kez

hafif bir sekilde elde calkalandi.

. 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek kanin elemanlarinin

cokmesi saglandi.

. Santrifiij islemi sonrasinda tiiplerin iizerinde olusan siipernatant
atilarak dipte kalan ¢okelti iizerine yine {i¢ kat1 hacimde olacak sekilde bidistile su

konularak ayn1 devir ve siirede santrifiij yapildi.
] Bu islem dort kez daha tekrarlandi.

. Son yapilan santrifiijden sonra tiiplerin iist kisminda kalan
siipernatant atildi. Altta kalan ¢okelti iizerine hiicre iceriginin serbest kalabilmesi
icin hiicre zarmi yikmak ve genomik DNA’y1 proteinlerden arindirmak i¢in 100
ul %10’luk SDS (sodyum dodesil siilfat), 30ul proteinaz K (10mg/ml) ve 1500 pl

Nuclei Lysis tamponu eklendi ve bir gece boyunca 37°C’lik etiivde bekletildi.
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. Ertesi giin etiivden ¢ikarilan tiiplerin igerisine 1000 pl, 10 M
Amonyum Asetat eklenerek 10 dakika oda 1sisinda bekletildi ve ardindan tiipler

3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

. Ustte kalan siipernatant, dipte kalan c¢okelti karismayacak sekilde

yeni bir tiipe aktarildi.

o Yeni bir tiipe alinan siipernatantin iki kati oranda olacak sekilde

tizerine absolii alkol eklendi.

. Hafif¢e ileri-geri ¢alkalandiginda genomik DNA go6zlendi. DNA,

ince bir pipet ucu yardimiyla sivi icerisinden alindi.

. Daha once etiketlenen 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplerine konulan
250 ul TE tamponu icerisine, elde edilen DNA konuldu. DNA’nin tampon
icerisinde ¢Oziinmesi icin bir gece oda 1sisinda bekletildi. Elde edilen DNA

ornekleri, genotipleme islemine kadar -20°C’de saklanda.

3.5. CYP11B2 Geni -344T/C Polimorfizminin Genotiplendirilmesi:

CYP11B2 geni -344T/C polimorfizmini tamimlamak i¢in PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism)

yontemi kullanildi (164).

PCR yonteminde CYPI1B2 geni -344 bolgesinin amplifikasyonu icin

kullanilan primer dizileri;
CYP11B2F Primer: 5° CAG GAG GAG ACC CCATGT GAC ¥

CYP11B2R Primer: 5> CCA CCA CCCTGT TCAGCCCP¥®
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Tablo 3. 5. 1. PCR kosullar1

Soliisyonlar Yogunluk Miktar
PCR tamponu 1X 2.5ul
dNTP karisimi 2.5 mM 2.5l
MgCl, 25 mM 2 ul
Forward primeri 10 pmol 1 ul
Reverse primeri 10 pmol 1 ul
Tag DNA polimeraz 5 U/ul 0.3 ul
dH,O - 14.7 ul
DNA ~50 ng/ul 1ul

Tablo 3.5.1°de gosterildigi oranlarda hazirlanan karistmdan 24 upl alinarak
etiketlenmis 0,2 ml’lik ependorf tiiplere paylastirildi. izole edilmis DNA
orneklerinden 1ul alinarak bu karisimlara eklendi ve tiipler amplifikasyon islemi
icin Thermal Cycler cihazina yerlestirildi (toplam voliim: 25ul). Cihaza asagida
belirtilen program girilerek PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo 3. 5. 2. PCR Programi

Ayrilma (Denaturation) 94 °C’de 5 dakika

Ayrilma 94 °C’de 1 dakika

Primerlerin baglanmasi 65 °C’de 40 saniye 30 dongii
(Annealing)

Uzama 72 °C’de 45 saniye

Uzama (Extension) 72 °C’de 7 dakika
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Tablo 3. 5. 3. RFLP kosullar

PCR amplifikasyon {iriinii 8,5 ul
R tampon soliisyonu 1 ul
Haelll Restriksiyon Endoniikleaz enzimi 0,5 ul

Tablo 3.5.3’te verildigi gibi hazirlanan karigim, etiketlenmis 0.2 ml’lik
ependorf tiiplere konularak 37 °C sicaklikta 1 gece bekletilerek restriksiyon

endoniikleazin PCR iiriinlerini tantma noktalarindan kesmesi saglandi.

Haelll restriksiyon enziminin DNA iizerindeki tanima bolgesi;
l
5...GGCC..3

3...CCGG...5 seklinde gosterilmektedir.

]

3. 6. Agaroz Jel Elektroforezi:

PCR ve RFLP sonrasinda elde edilen {iiriinler %2 yogunluktaki agaroz jel
elektroforezinde kosturuldu (164).

3. 6.1. Jelin Hazirlanmasi:

100 ml’lik jel tankinda %?2 yogunlukta agaroz jeli hazirlamak i¢in 2 gr
agaroz tartilarak 250 ml’lik erlenmayer icine kondu. Uzerine 10X yogunlukta
olan TBE tamponundan (Tris-HCL, Borik asit, EDTA) X1 (10 ml, 10X
yogunluktaki TBE tamponuna 90 ml bidistile su eklenerek hazirlanir) yogunlukta
hazirlanan 100 ml TBE tamponu kondu ve mikrodalga firininda isitilarak

berraklagsmasi saglandi. Berraklasan jelin el yakmayacak 1siya diisiiriilmesi i¢in
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musluk altinda sogutuldu. Jel icerisine 5 pl etidyum bromiir eklendi ve 100 ml’lik
agaroz jel tankina dokiildii. PCR ve kesim iiriinlerinin yiiklenecegi kuyucuklari

olusturmak icin taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi beklendi (164).
3.6.2. Jelde DNA’min Kosturulmasi

6 pl PCR iiriinti iizerine 2 pl yiikleme tamponu eklendi. Toplam 8 pl
karistm kuyucuklara yiiklendi. DNA fragmentlerinin baz c¢ifti uzunluklarim
karsilagtirmak i¢in 50 bg (baz cifti) ve 100 b¢’lik DNA belirtecleri kullanildi. 2 pl
alman belirte¢ 1 pl distile su ve 1 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak jele
yiiklendi. Yiiklenen DNA’lar 100 voltta 30 dakika kosturuldu ve UV 15181
yardimiyla goriintiilendi (164).
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda; hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin yas, BMI, sistolik
ve diyastolik kan basinclarinin karsilastirilmasi i¢in Independent-Samples T testi,
hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki genotip frekanslarinin degerlendirilmesi igin
ise x2 testi kullanildi. CYP11B2 geni -344T/C polimorfizmi genotipleri ile sistolik
ve diyastolik kan basinglarinin karsilastirilmasi i¢in one-way ANOVA testi
kullamld1 Istatistiksel analiz, SPSS 12.0 paket bilgisayar programi kullanilarak
yapildi. Ayrica risk oranlart (OR:Odds Ratio) ve giivenlik araliklart (CI: %95
Confidense Interval) y” testi ve Fisher's Exact Testi kullamilarak tespit edildi

(165).

v* Testi uygulamasinda degerlendirmenin saghkli yapilabilmesi icin,
degerlendirme gozlerine diisen beklenen deger sayisinin 5’den kiiciik olmamasi
gerekmektedir. Fakat calismamizda kaynak olarak gosterilen Jerrold H. Zar’a
gore, toplam birey sayisi gozenek sayisina boliindiigiinde, her bir goz icin
beklenen degerlerin ortalama sayist 6 olursa y° analizi yapilabilmektedir.

Bulgularin degerlendirilmesinde bu aciklama g6z Oniinde tutulacaktir (166).
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S. BULGULAR

Calismamizda primer hipertansiyon tanis1t konmus 191 birey (92 erkek, 99
kadin), hasta grubu olarak ve 212 birey (102 erkek, 110 kadin) ise kontrol grubu

olarak incelemeye alindi.

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas, BMI, sistolik ve
diyastolik kan basinci ortalamalart Independent-Sample T testine gore

degerlendirildi (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Hasta ve kontrol gruplarinda yer alan bireylerin demografik ve

klinik ozellikleri

Primer Hipertansiyon Kontrol Delgeri
(erkek/kadin) (erkek/kadin)
Birey
Sayrsi 191 (92/99) 212 (102/110)
49.24+11,60 49.59+12.49
Yas (y1l) > 0.05
(47.77+10.85/50.61+12.10) (48.11+13.23/50.96+11.66)
BMI 25,7242.64 25,65+1,58 0.05
< V.
(kg/m®) (25.59+1.83/25,85+3.22) (25.58+1.73/25.72+1.44)
SKB 159.08+12.73 118.07+4.43 0.05
< V.
(mmHg) | (158.57+11.77/159.55+13.60) | (118.32+5.10/117.84+3.71)
DKB 08.21+7.32 74.74+4.83 0.05
< V.
(mmHg) (98.45+8.31/98.21+7.32) (75.39+5.40/74.14+4,16)

Tabloda verilen degerler, (Ortalama Deger + Standart Sapma) seklindedir. BMI (Body Mass
Index), viicut kitle indeksi; SKB, sistolik kan basinci; DKB, diyastolik kan basincidir.

Bireyleri yas ortalamalarinin, hasta ve kontrol grubunda sirasiyla 49.24 ve
49.59 oldugu tespit edildi. BMI degerlerinin ortalamasi, hasta ve kontrol
grubunda sirasiyla 25.72 ve 25.65 olarak belirlendi. Sistolik ve diyastolik kan
basinglart ortalamalar1, hasta grubunda sirasiyla 159.08 ve 98.21 olarak tespit
edilirken kontrol grubunda sistolik ve diyastolik kan basinglart ortalamalari

sirasiyla 118.07 ve 74.74 olarak belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeye gore, her
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iki grup arasinda yas ve cinsiyet acisindan anlamli bir fark bulunamadi (p > 0.05).
Buna karsilik hipertansiyon grubunun BMI, sistolik ve diyastolik kan basinci
verilerinin kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi

(p< 0.05).

CYP11B2 geninin promotor bolgesindeki.-344. pozisyondaki timin bazinin
sitozin baziyla yer degistirmesi sonucunda meydana gelen polimorfizmin hasta ve
kontrol gruplarindaki dagilimi Tablo 5.2 ’de gosterilmektedir. G6zlenen genotip

frekanslari, Hardy-Weinberg Dengesine uygunluk gostermektedir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. Hasta ve kontrol gruplarindaki CYP/1B2 geni -344 bolgesi

genotip ve allel dagilimlari

i Primer Kontrol Deseri
1pertansiyon p Deger1
(n=191) (n=212)
51 56
-344CC
(0.267) (0.264)
] 95 (54/41) 107 (51/56)
Genotipler -344CT > 0.05
(0.497) (0.505)
45 49
-344TT
(0.236) (0.231)
Allel 0.515 0.516
Frekansl > 0.05
rekansiart T 0.485 0.484

Parentez igindeki sayilar genotip frekansini gostermektedir.

CYPI11B?2 -344T/C genotiplerinin frekanslari, hasta ve kontrol gruplarinda
sirastyla CC genotipi i¢in 0.267 ve 0.264, CT genotipi icin 0.497 ve 0.505, TT
genotipi icin ise 0.236 ve 0.231 olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol
gruplarindaki allel frekanslar1 ise sirasiyla C alleli i¢in 0.515 ve 0.516, T alleli
icin 0.485 ve 0.484 olarak belirlendi. Bu verilere dayanilarak, polimorfik allel
dagilimi acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir iligki bulunamadi
(x*: 0.022, p: 0,986). Bu bulgulara ek olarak, primer hipertansiyon grubundaki

erkeklerle kontrol grubundaki erkekler arasinda, bu ii¢ genotipin dagilim
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degerlendirildiginde, anlamli bir fark bulunamadi (xz: 1.884, p: 0.390) (Tablo
5.2.1). Ayn sonug¢ kadinlar arasinda yapilan degerlendirmede de elde edildi (y*:
2.235, p: 0.327) (Tablo 5.2.2).

Tablo 5.2.1. Hasta ve kontrol gruplarindaki erkek bireyler arasindaki
CYP11B?2 geni -344 bolgesi genotip dagilimlari

) Allel
Genotipler Frekanslari p
Degeri
-344CC -344TC -344TT C T
Primer
Hipertansiyon | 22 (0.239) | 54 (0.587) | 16 (0.174) 0.533 | 0.467
(n=92) > 0.05
Kontrol
(n=102) 26 (0.255) 51 (0.50) | 25 (0.245) 0.505 | 0.495

Parantez igindeki sayilar genotip frekanslarini belirtmektedir.

Tablo 5.2.2. Hasta ve kontrol gruplarindaki kadin bireyler arasindaki
CYP11B?2 geni -344 bolgesi genotip dagilimlari

_ Allel
Genotipler Frekanslari p
Degeri
-344CC | -344TC | -344TT C T
Primer
Hipertansiyon | 29 (0.293) | 41 (0.414) | 29(0.293) | 050 | 0.50
(n=99) >0.05
gl‘:}tlrgi 30 (0.273) | 56 (0.509) | 24 (0.218) | 0.527 | 0.473

Parantez i¢indeki sayilar genotip frekanslarini belirtmektedir.

CYPIIB2 geninin -344T/C polimorfizminin hastaligin c¢ikisinda bir risk
faktorii olup olmadigy, y* ve Fisher’s Exact Testine gore degerlendirildi (Tablo

5.3.1ve5.3.2).
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Tablo 5.3.1. Hastaligin ortaya c¢ikmasinda, hasta grubunun kontrol

grubuna gore tasidigi risk orani (C alleli icin)

Genotip
Odds ratio p
-344CT + o
-344TT (%95 CI) Degeri
-344CC
Primer
Hipertansiyon 45 (0.236) 146 (0.764)
0.975
(=191) > 0.05
Kontrol (0.62-1.55)
49 (0.231) 163 (0.769)
(n=212)

Odds ratio kisminda verilmis parantaz icindeki sayilar %95°lik giivenlik araligini ifade
etmektedir.

TT genotipi sik rastlanilan (wild type) genotip oldugundan, CT ve CC
polimorfik genotip frekanslar1 birlestirilerek polimorfik genotiplerin primer
hipertansiyon hastaliginin ortaya c¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadigi
degerlendirildi. Genotip frekanslari, hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla TT
genotipi icin 0.236 ve 0.231, CT + CC genotipleri i¢in 0.764 ve 0.769 olarak
tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, -344C alleline sahip
bireylerin, -344T allelini tasiyan bireylere gore primer hipertansiyon hastaligina
yatkinhik acisindan anlamli bir risk tasimadiklar1 belirlendi. (y* : 0.975, P: 0.504)
(%95 CI. 0.62-1.55) (Tablo 5.3.1). Buna ek olarak, -344T/C polimorfizminde
baskin allel olma acisindan cesitli popiilasyonlar arasinda fark gozlendiginden
ayn1 degerlendirme, CT ve TT genotip frekanslar1 birlestirilerek de yapildi.
Genotip frekanslari, hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla CC genotipi i¢in 0.267
ve 0.264, CT + TT genotipleri icin 0.733 ve 0.736 olarak tespit edildi. Istatistiksel
degerlendirme sonucunda, -344T alleline sahip bireylerin, -344C allelini tasiyan
bireylere gore primer hipertansiyon hastaligina yatkinlik a¢isindan anlamli bir risk

tagimadiklari belirlendi. (x*: 0.985, P: 0.519) (%95 CI: 0.63-1.53) (Tablo 5.3.2).
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Tablo 5.3.2. Hastaligin ortaya c¢ikmasinda, hasta grubunun kontrol

grubuna gore tasidigi risk orani (T alleli i¢in)

Genotip
Odds ratio p
-344CT + o
-344CC (%95 CI) Degeri
-344TT
Primer
Hipertansiyon 51 (0.267) 140 (0.733)
0.985
(=191) > 0.05
Kontrol (0.63-1.53)
56 (0.264) 156 (0.736)
(n=212)

Odds ratio kisminda verilmis parantaz icindeki sayilar %95°lik giivenlik araligini ifade

etmektedir.

Son olarak, hasta ve kontrol grubundaki bireylerin sahip olduklar1 genotip
ve kan basinglar1t karsilastirmasi, One-way ANOVA testi kullanilarak
degerlendirildi (Tablo5.4).
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Tablo 5.4. Calisma popiilasyondaki tiim bireylerin genotip ve kan
basinglar karsilagtirmasi
Genotip
p Degeri
-344CC -344CT -344TT
Birey Sayisi 107 202 94
Yas (y1l) 49.91+12.13 49.20+12.40 49.77+11.17 > 0.05
BMI (kg/m?) 25.85+2.05 25.49+2.29 25.93+1.90 > 0.05
SKB (mmHg) | 136.27+£22.62 | 139.18+23.79 | 135.34£19.31 > 0.05
DKB (mmHg) | 86.63+£12.68 86.46+13.42 83.73+13.36 > 0.05

CC, CT ve TT genotiplerine sahip bireylerin sistolik/diyastolik kan
basin¢lar1 ortalamalart sirastyla 136.27/86.63, 139.18/86.46 ve 135.34/83.73
olarak tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, polimorfik allel
dagilimlan ile sistolik ve diyastolik kan basinclari arasinda anlamli bir iliski

bulunamadi (p > 0.05).

CYPIIB2 genin promotor bolgesindeki -344T/C polimorfizminin
varliginin belirlenmesi ic¢in primerlerle sinirlandirilmis bolgenin polimeraz zincir
reaksiyonu sonucunda 537 b¢’lik bir DNA dizisi elde edildi. Bu dizi, Haelll
restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda, -344 pozisyonunda T
(timin) bazinin  bulunmasi, bu bolgede Haelll icin kesim bolgesi
olusturmamaktadir ve sonug¢ olarak enzimin iki tanima bolgesi bulunmaktadir.
Ancak, aynm1 pozisyonda C (sitozin) bazinin olmasi durumunda amplifiye edilmis
dizi iizerinde yeni bir kesim bolgesi olugsmaktadir ve yeni kesim bolgesi ile enzim
icin toplam ii¢ tane tanima bolgesi bulunmaktadir. Boylece kesim sonrasinda
homozigot TT alleli i¢in 273, 138 ve 126 b¢’lik ii¢ fragment, homozigot CC alleli
icin 202, 138, 126 ve 71 b¢’lik dort fragment ve heterozigot TC alleli icin 273,

202, 138, 126 ve 71 bg¢ olmak iizere bes fragment elde edildi (Sekil 6).
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Sekil 6. CYPIIB2 -344T/C polimorfizminin agaroz jeldeki goriintiisii.
Calisma grubundaki ii¢ bireyden elde edilmis DNA’lar etidyum bromid ile muamele

edilmis %3’liik low melting agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
A: PCR sonucu elde edilen 537 b¢ uzunlugundaki fragment.

B: PCR iiriiniiniin Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesiyle elde edilen

homozigot CC alleli. 202, 138, 126 ve 71 b¢’lik dort fragment

C: PCR iiriiniiniin Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesiyle elde edilen

homozigot TT alleli. 273, 138 ve 126 b¢’lik ii¢ fragment

D: PCR iiriiniiniin Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesiyle elde edilen
heterozigot TC alleli. 273, 202, 138, 126 ve 71 b¢ olmak {iizere toplam bes

fragment
M1 ve M2: Marker (belirte¢) olarak Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder.

Olciiler baz cifti olarak verilmistir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Hipertansiyon, tiim diinyada yaklasik olarak bir milyar kisinin etkilendigi
ve endiistrilesmis toplumlardaki yetiskin popiilasyonun %25’ini etkileyen oldukca
onemli bir saglik sorunudur. Hipertansif popiilasyonun %90-95’1 ise primer

hipertansiyonlu bireylerden olusur.

Ikizler ve evlat edinilmis cocuklar iizerinde yapilan genis popiilasyon
caligmalarinin sonuglari, kan basincinin diizenlenmesinde oldukca giiclii bir
genetik  katkinin  oldugunu  kanitlamaktadir. Bulgular, kan basincindaki

degisimlerin %30’unun genetik olarak belirlenebilecegini isaret etmektedir (12).

Epidemiyolojik ¢aligsmalar, popiilasyondaki kan basinci dagiliminin sabit
bir sekilde siireklilik gosterdigini ortaya koymustur. Bundan dolay1r da kan
basincindaki degisimlerin genetik sebebini sadece Mendeliyen tipi hipertansiyon
sendromlarina baglamak yanlis olur. Muhtemelen bir¢cok gen, cevresel faktorlerle

etkilesime girerek, duyarl kisilerde kan basincini yiikseltmektedir.

Reinin-Anjiyotensin-Aldosteron (RAA) Sistemi, sodyum/su homeostazisi
yoluyla kan basmcinin diizenlenmesinde oldukca onemli bir rol oynar. Bundan
dolay1, bu sistemin elemanlarin1 kodlayan genler ve bu genlerin sahip oldugu
polimorfizmler, hipertansiyon gelisimi i¢in en olasi adaylardir (167). RAA
sisteminde gorev alan aldosteron, periferal kan damarlar1 ve bobrekler yoluyla
damar i¢i hacim ve damar direncini artirip sodyum dengesini kontrol ederek kan
basincinin ayarlanmasina yardimci olur (105). Aldosteron ise bir mitokondriyal
Sitokrom P450 enzimi olan aldosteron sentaz (CYP11B2) enzimi tarafindan
adrenal bezlerin zona glomeruloza hiicrelerinde, bir dizi biyokimyasal reaksiyonla
sentezlenir (123, 168). Su ana kadar CYPIIB2 geninde pek cok polimorfizm
tanimlanmustir. Bunlardan biri olan -344T/C tek baz degisiminin sekillendigi yer,
SF-1 (steroidogenik faktor 1) adi verilen bir transkripsiyon faktoriiniin baglanma
bolgesidir (21, 22). -344 bolgesi, CYPI1B2 geninin promotor bolgesi igerisinde
yer almaktadir. Yapilan birka¢ calismada, -344T/C polimorfizminin CYPI1B2

geninin promotor aktivitesi iizerine etkisi arastirilmistir. White ve ark., SF-1
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transkripsiyon faktoriiniin, CYPIIB2 promotorundaki -344C alleline, -344T
allelinden 4 kat daha giiclii baglandigini bulmustur (21). Basset ve ark. ise SF-1’in
C alleline, T allelinden daha siki baglandigini fakat SF-1’in adrenal CYP11B2 gen
ekspresyonunun énemli bir diizenleyicisi olmadigini rapor etmislerdir(22). Buna
karsilik Clyne ve ark., sirasiyla SF-1 ve COUP-TF transkripsiyon faktorlerinin
baglandigi -71/-64 ve -129/-114 pozisyonlarindaki iki farkli elementin, CYP11B2
transkripsiyonunu artirdigim1  belirtmistir (152). Bu bilgiler 1s18inda, heniiz
bilinmeyen baska bir orfan-cekirdek reseptoriiniin SF-1 bolgesine baglanarak
CYP11B2 geninin transkripsiyon oranmm degistirmesinin miimkiin olabilecegi

diistiniilmektedir (33).

Calismamizin yapilma amaci, RAA sisteminin bir elemani olan aldosteron
sentaz enzimini kodlayan CYPI/IB2 geninin -344 Dbolgesindeki T/C
polimorfizminin, primer hipertansiyon hastaliginin gelisiminde bir risk faktorii
olup olmadigin1 saptamaktir. Calismamizda, tiim popiilasyonu goz Oniinde
bulundurdugumuzda elde ettigimiz genotip dagilimlarini, CC i¢in 0,266, CT i¢in
0,501 ve TT i¢in 0,233; allel frekanslarini ise C alleli i¢in 0,52 ve T alleli icin
0,48 olarak tespit ettik. Bu sonuglara bakarak Tiirk popiilasyonunda, CYPI1B2
geninin -344 bolgesindeki sik rastlanilan allelin C alleli oldugu soylenebilir. Elde
ettigimiz bu veriler daha ©Once Kafkas popiilasyonunu icine alan iki farklh
calismadaki genotip dagilimlar ve allel frekanslari ile uyum gostermektedir (169,
170). Russo ve ark., Giiney Italya’daki Beyaz Irka ait 811 Kisi iizerinde yaptiklar:
on bes yili kapsayan bir calismada (Olivetti Kalp Calismas1), CYPIIB2 geninin -
344T/C polimorfizmi ile kan basinci arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Bu
calismada elde ettikleri genotip dagilimlarinin, CC i¢in 0,262 , CT i¢in 0,514 ve
TT genotipi icin 0,224 olarak, allel frekanslarini ise C alleli i¢in 0,52, T alleli i¢in
0,48 oldugunu rapor etmislerdir (169). Brand ve ark. nin bir baska Kafkas
popiilasyonu (Almanya-Berlin) iizerinde yaptiklar1 ¢alismada, CYPIIB2 geni -
344 bolgesi genotip dagilimlarimi CC i¢in 0,337, CT icin 0,435 ve TT i¢in 0,226
olarak, allel frekanslarim ise C alleli i¢cin 0,54, T alleli icin 0,46 olarak
belirtmislerdir (170). Buna karsilik, Schunkert ve ark. Almanya’nin Augsburg
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bolgesindeki, Beyaz 1rka ait 1445 kisi lizerinde yaptiklart bir c¢alismada
(MONICA: MONItoring trends and determinants in CArdiovasculer disease),
popiilasyonundaki genotip dagilimlarinin CC icin 0,218, CT i¢in 0,494 ve TT igin
0,288, allel frekanslarmin ise C alleli i¢in 0,46 ve T alleli i¢in 0,54 oldugunu rapor
etmislerdir (171). Bu ¢alismay destekleyecek bicimde Edoardo ve ark., italya’nin
Leogra bolgesindeki Beyaz Irka ait 437 kisi iizerinde yaptiklar1 ¢alismada,
CYPIIB?2 geni -344 genotip dagilimin1 CC igin 0,153, CT i¢in 0,510 ve TT i¢in
0,336 olarak, allel frekanslarini ise C alleli i¢in 0,408 ve T alleli i¢in 0,592 olarak
rapor etmislerdir (172).

CYPIIB2 geninin -344 bolgesindeki polimorfizm agisindan diger irklar
incelendiginde (Siyah 1rk ve Giiney Asyalilar), her iki irkta da T allel frekansinin
C allel frekansina gore cok daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Zhu ve ark.nin
Ingiltere’nin giineybatisinda yasayan 191 Beyaz ve 235 Siyah irka ait Kisi
tizerinde yaptiklart ¢alismada, Siyah 1rka ait kisilerden olusan c¢alisma
popiilasyonundaki genotip frekanslar1 CC icin 0,055, CT i¢in 0,311 ve TT igin
0,634 olarak, allel frekanslar1 ise C alleli icin 0,21 ve T alleli icin 0,79 olarak
bildirilmistir (173). Bu calismayr destekleyecek sekilde, Barbato ve ark.nin
Londra’nin giineyinde yasayan 1313 (456 Beyaz, 441 Siyah ve 416 Giiney
Asyal1) kisi iizerinde yaptiklari bir multi-etnik popiilasyon ¢alismasinda, Siyah
Irka ait bireyler i¢in ede edilen genotip dagilimlarimin CC genotipi icin 0,039, CT
genotipi i¢in 0,340 ve TT genotipi i¢in 0,621 oldugunu, allel frekanslarinin ise C
alleli i¢in0,21 ve T alleli icin 0,79 oldugunu rapor etmislerdir (30). Yine ayni
calismada, Asyali bireyler arasindaki genotip dagilimlarini CC i¢in 0,190, CT i¢in
0,493 ve TT icin 0,317 olarak, allel frekanslarini ise C alleli i¢in 0,44 ve T alleli
icin 0,56 olarak bildirmislerdir. Matsubara ve ark.nin Japonya’nin Ohasama
bolgesinde yasayan 802 Asyali birey lizerinde yaptiklar1 popiilasyon ¢alismasinda
elde ettikleri genotip dagilimlari, CC genotipi i¢in 0,14, CT genotipi i¢in 0,44 ve
TT genotipi icin 0,42 olarak, allel frekanslar1 ise C alleli i¢in 0,36 ve T alleli i¢in
0,64 olarak belirlenmistir (174). Sonu¢ olarak, genotip ve allel dagilimlari

acisindan calismamizda elde ettigimiz bulgular, Russo ve ark. ve Brand ve ark.
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nin yaptigi calismalar ile uyumlu bulunurken (169, 170), aciklanan diger

calismalarla uyumlu bulunmamustir (30, 171-174).

Tablo 6. CYPIIB2 geni -344 polimorfizminin cografi bolge ve etnik

gruplara gore dagilimi

.. Ornek Genotip Dagilimlar:
Popiilasyon Biiyiikliigii CC CT TT Referans
Almanya 1445 315 714 416 171
(Beyaz) (0.218) (0.494) (0.288) '
. 437 67 223 147
ltalya (Beyaz) 0.153) | (0.510) | (0.336) 172.
456 98 216 142
(Beyaz) (0.215) 0.474) (0.311)
Ingiltere 4‘.“ 17 150 274 30
(Afrikal1) (0.039) (0.340) (0.621) )
416 (Gliney 79 205 132
Asyal) (0.190) (0.493) (0.317)
802
Japonya (Dogu 0131 11 8 03222 032270 174.
Asyalr) (0.318) (0.442) (0.420)
Tiirkiye 403 107 202 94 Bu
(Beyaz) (0.266) (0.501) (0.233) calisma

Bu sonuglara bakilarak, bu allelik varyant dagiliminin cografi bolge ve
etnik gruplara gore degisebildigi sOylenebilir (Tablo 6). Ancak degisik cografi
bolgelerde bulunan insanlardaki allelik frekans dagilimindaki farkin nedeni heniiz

aciklanamamaktadir.

Calisma popiilasyonumuzu olusturan hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimi ve allelik frekanslar ayr1 ayr incelendiginde; CYPI1B2 -344T/C
genotiplerinin frekanslari, hasta ve kontrol gruplarinda sirastyla CC genotipi i¢in
0.267 ve 0.264, CT genotipi icin 0.497 ve 0.505, TT genotipi icin ise 0.236 ve
0.231 olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslar1 ise
stirastyla C alleli i¢in 0.515 ve 0.516, T alleli i¢in 0.485 ve 0.484 olarak belirlendi.
Bu verilere dayanmilarak, polimorfik allel dagilimi agisindan hasta ve kontrol
gruplari arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (y*: 0.022, p > 0.05). Davies ve

ark.min Ingiltere’nin Glascow sehrinde yasayan Beyaz 1rka ait 138 hipertansif ve
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200 normotansif birey lizerinde yaptiklar1 calismada, CYPI/B2 geninin -344
bolgesindeki genotip dagilimlarini, hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla CC
genotipi i¢in 0,08 ve 0,20, CT genotipi icin 0,65 ve 0,54 ve TT genotipi i¢in 0,27
ve 0,26 olarak, hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslarini ise sirasiyla C
alleli i¢in 0,40 ve 0,47, T alleli icin 0,60 ve 0,53 olarak rapor etmislerdir (27).
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hipertansif bireylerdeki T allel frekansinin C
allelinin frekansina gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (p: 0,009).
Bu calismay1 destekleyecek sekilde, Brand ve ark.nin Fransa’da yasayan 380
hipertansif ve 293 normotansif birey iizerinde yaptiklar1 calismada, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda hipertansiyon grubundaki bireylerde, T allel
frekansinin C alleline gore anlamli derecede yiiksek oldugu (p: 0,010)
belirtilmistir (33). Bu calismalara karsilik Tsukada ark.nin Japonya’da yasayan
250 hipertansif ve 221 normotansif birey {izerinde yaptiklart ¢alismada,
hipertansif bireylerdeki C allel frekansinin normotansif bireylere gore anlamli
derecede yiiksek oldugunu (p: 0,010) rapor etmislerdir (26). Calismamizda elde
ettigimiz veriler, aciklanan diger caligmalarin verileriyle uyumlu degildir (26, 27,

33).

Testosteron ve androjenler gibi esey hormonlarinin, bobreklerin proksimal
tubiiliindeki sodyum emilimi ve RAA sistemi iizerinde dogrudan bir etkiye sahip
olduklar1 bilinmektedir (175,176). Bundan dolayr da erkek ve kadin esey
hormonlarinin CYP11B2 gen polimorfizmlerine olan duyarlilig1 artirabilecegi 6ne
stiriilmektedir (177). Calismamizda, primer hipertansiyon grubundaki erkeklerle
kontrol  grubundaki erkekler arasinda, bu {ic genotipin dagilim
degerlendirildiginde, anlamli bir fark bulunamadi (x*: 1.884, p: 0.390). Aym
sonu¢ kadinlar arasinda yapilan degerlendirmede de elde edildi (XZ: 2.235, p:
0.327). Kumar ve ark. nin Avustralya’nin Sydney kentinde yasayan Beyaz irka ait
133 hipertansif ve 294 normotansif birey iizerinde yaptiklar1 calismada, kadin
hipertansif bireylerdeki C allel frekansinin kontrol grubundaki kadinlara gore
anlaml derecede yiiksek oldugunu (p: 0,0010) belirtmislerdir (32). Buna karsilik,

Gu ve ark. nin Cin’in Kuzey Han bolgesindeki 503 hipertansif ve 503 normotansif
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Asyal1 birey iizerinde yaptiklar calismada, hipertansif kadin bireylerdeki T allel
frekansinin kontrol grubundaki kadinlara gére anlamli derecede yiiksek oldugu (p:
0,002) rapor edilmistir (34). Calismamizda elde ettigimiz bulgular, agiklanan
calismalarla uyumlu degildir (32, 34)

Calismamizda son olarak, TT genotipi sik rastlanilan (wild type) genotip
olarak kabul edildiginden, CT ve CC polimorfik genotip frekanslar1 birlestirilerek
polimorfik genotiplerin primer hipertansiyon hastaliginin ortaya ¢cikmasinda bir
risk faktorii olup olmadigr degerlendirildi. Genotip frekanslari, hasta ve kontrol
gruplarinda sirastyla TT genotipi i¢in 0.236 ve 0.231, CT + CC genotipleri icin
0.764 ve 0.769 olarak tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, -344C
alleline sahip bireylerin, -344T allelini tasiyan bireylere gore primer hipertansiyon
hastahigina yatkinlik acisindan anlamli bir risk tasimadiklar belirlendi. (y* : 0.975,
P: 504) (%95 CI: 0.62-1.55). Buna ek olarak, -344T/C polimorfizminde baskin
allel olma acisindan (C ya da T alleli) ¢esitli popiilasyonlar arasinda fark
gozlendiginden aymi degerlendirme, CT ve TT genotip frekanslar1 birlestirilerek
de yapildi. Genotip frekanslari, hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla CC genotipi
icin 0.267 ve 0.264, CT + TT genotipleri icin 0.733 ve 0.736 olarak tespit edildi.
Istatistiksel degerlendirme sonucunda, -344T alleline sahip bireylerin, -344C
allelini tasiyan bireylere gore primer hipertansiyon hastaligina yatkinlik acisindan
anlamli bir risk tasimadiklar1 belirlendi. (x2 :0.985, P: 0,519) (%95 CI: 0.63-1.53).
Buna karsilik, Wenru ve ark. nin iki farkli Cin popiilasyonu (Hani popiilasyonu;
172 hipertansif, 133 normotansif ve Yi popiilasyonu; 99 hipertansif, 134
normotansif) {izerinde yaptiklar1 ¢alismada, Hani popiilasyonundaki genotip
frekanslarin1 hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla TT genotipi i¢in 0,610 ve
0,729, CT + CC genotipleri i¢cin 0,390 ve 0,271 olarak, Yi popiilasyonunda ise TT
genotipi i¢in 0,475 ve 0,612, CT + CC genotipleri i¢in 0,525ve 0,282 olarak rapor
etmiglerdir (178). Wenru ve ark. her iki popiilasyonda da CT + CC genotip
frekansinin hasta gruplarinda kontrol gruplarina gore daha yiiksek oldugunu ve -
344C alleli ile hipertansiyon arasinda pozitif bir iliski oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler, agiklanan caligma ile uyumlu degildir (178).
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Sonug olarak, calisma grubumuzda CYP11B2 geni -344T/C polimorfizmi
ile primer hipertansiyon arasinda anlamli bir iliskinin olmadigi sonucuna
varilmistir. Primer hipertansiyon, bir poligenik sendrom olarak tanimlandigindan,
calisma grubundaki birey sayilar1 artirilarak daha da anlamli sonuclara
ulagilabilinecegini diistiniilmektedir. Bununla birlikte, -344T/C polimorfizmi
acisindan Tiirk popiilasyonundaki heterozigotluk oraninin diger pek c¢ok
toplumdan fazla oldugu goriilmektedir. Her ne kadar CYPIIB2 geni -344T/C
polimorfizmi ac¢isindan cografi bolgeler ve etnik gruplar arasindaki bu
farkliliklarin sebebi agik olarak ortaya konulamamigsa da, bu gen iizerinde
yapilmis ve yapilacak caligmalarin verilerinin bir araya getirilip incelenmesiyle,
-344T/C polimorfizmi ve CYP11B2 genin islevi arasindaki iliskinin ¢cok daha net

bir sekilde anlasilabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

BiR TURK POPULASYONUNDAKI PRIMER HiPERTANSiYONLU
BIREYLERDE CYPI11B2 GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKI
-344T/C POLIMORFIiZMIiNIN ARASTIRILMASI

Giris: Aldosteron sentaz (CYP11B2), aldosteron sentezindeki en 6nemli enzimdir.
Bu enzimi kodlayan CYI/B2 geninin promotor bolgesindeki -344T/C
polimorfizmi daha ©Once bir¢cok arastirmaci tarafindan yiliksek kan basinciyla
iliskilendirilmistir. Calismamizda, Tiirk popiilasyonundaki primer hipertansif

bireylerde bu polimorfizm ile primer hipertansiyon arasindaki iligki incelenmistir.

Yontem: Periferik kandan genomik DNA'’lart izole edilen hasta (n=191) ve
kontrol (n=212) gruplarindaki bireylerde, PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polimorphism) teknigi kullanilarak

CYPI11B?2 -344T/C polimorfizminin genotiplendirilmesi yapild.

Sonuc¢: CYP11B2 -344T/C genotiplerinin frekanslari, hasta ve kontrol gruplarinda
sirastyla CC genotipi icin 0.267 ve 0.264, CT genotipi icin 0.497 ve 0.505, TT
genotipi i¢in ise 0.236 ve 0.231 olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol gruplarindaki
allel frekanslar1 ise sirasiyla C alleli i¢in 0.515 ve 0.516, T alleli icin 0.485 ve
0.484 olarak belirlendi. Bu verilere dayanilarak polimorfik allel dagilimi acisindan
hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir iliski bulunamadi (XZ: 0.022, p:

0,986).

Degerlendirme: Calisma popiilasyonumuzda, CYPI1B2 -344T/C polimorfizmi

primer hipertansiyonun gelismesinde bir rol oynamamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aldosteron sentaz, CYPIIB2 geni, Genotip, Polimorfizm,

Popiilasyon, Promotor.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE -344T/C POLYMORPHISM OF CYP11B2
GENE PROMOTER REGION IN SUBJECT WITH PRIMARY
HYPERTENSION IN A TURKISH POPULATION

Background: Aldosterone synthase (CYPIIB2) is a key enzyme in the
biosynthesis of aldosterone. -344T/C polymorphism in the promoter region of the
CYPI1B2 gene has been reported to be associated with high blood pressure. We
investigated the association between this polymorphism and primary hypertension

in Turkish population.

Methods: CYPI1B2 genotyping was carried out using PCR-PFLP methods in 212

normotensive and 191 primary hypertensive subjects.

Result: The frequency of CYPI11B2 -344T/C genotype in essential hypertensive
group and normotensive controls in Turkish population were CC: 0.267 vs 0.264;
CT: 0.497 vs 0.505 and TT: 0.236 vs 0.231, respectively. Allele frequencies were
C: 0.515 vs 0.516 and T: 0.485 vs 0.484, respectively. There were no significant
differences between normotensive control and primary hypertensive subjects in

both allele and genotype frequencies (3°: 0.022, p: 0,986).

Conclusion: The -344T/C polymorphism of the CYP11B2 did not play a role in

genetic predisposition to developing primary hypertension in our study population.

Keywords: Aldosterone synthase, CYPIIB2 gene, Genotype, Polymorphism,

Population, Promoter.
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EK-1

KULLANILAN COZELTi VE TAMPONLARIN HAZIRLANMASI
Genomik DNA Eldesinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Niiklei Lysis Tamponu: 10mM Tris-HCI 1.576g, 400mM NaCl 23.4g ve

2mM Na,EDTA 0.7g 1000ml bidistile su igerisinde ¢ozdiiriilerek pH:
8.2’ye ayarlandi. Otoklavda steril edilerek +4°C’ de saklanda.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10g SDS 100ml bidistile suda c¢ozdiiriilerek
9%10’luk ¢ozelti hazirlandi. Sterlizasyon islemi filtreden gegirilerek yapildi.

Proteinaz K Diliisyon Tamponu: Sivi olarak 20mg/ml hazirlanmis ¢ozeltisi

kullanildi.

TE Tamponu (Tris-HCIl, EDTA): 10 mM Tris-HC1 0.394g, ImM Na,EDTA
0.093g 250ml bidistile suda ¢ozdiiriilerek otoklavda steril edildi.

Amonyum Asetat: 10M 148g amonyum asetat 200ml bidistile su i¢inde

cozdiiriilerek hazirlandi. Bu ¢ozeltinin steril edilmesine gerek yoktur.
Yiikleme Tamponunun (Loadind Dye) Hazirlanmasi

Formamid (%95) 9.5 ml

Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 gr

Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 gr

Bu ii¢ kimyasal 15 ml’lik konik santrifiij tiipti icerisine konularak vortekste

karistirildi. Kullanilmak tizere +4 °C’de saklandi.
PCR Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

dNTP soliisyonu: 100 mM stok. Adenin, Timin, Guanin, Sitozin
niikleotidlerinin her birinden 2.5 pl almarak 90 pl bidistile su ile
karistirildi. 2.5 mM’lik 100 ul ANTP calisma ¢ozeltisi hazirland:.
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e CYPI1B2F primeri: 10 pmol 100 ul calisma soliisyonu hazirlamak i¢in, 96
pmol’liik stok primer ¢ozeltisinden 10.5 pl alinarak 89.5 ul’lik bidistile

suya eklendi.

e CYPI1B2R primeri: 10 pmol 100 pl ¢alisma soliisyonu hazirlamak icin,
110 pmol’liikk stok primer ¢ozeltisinden 9 ul alinarak 91 pl’lik bidistile

suya eklendi.
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