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OZET

Nitrik oksit sentezi, 3 izoformu bulunan, nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan
diizenlenmektedir. Bunlar, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS), néronal nitrik oksit
sentaz (nNOS) ve indiiklenebilir ya da immiinolojik nitrik oksit sentazdir (iNOS).
Bunlardan endotelyal nitrik oksit sentaz, arter duvarindaki diiz kas tonusunu, dolayisi
ile damar c¢apmi belirlemektedir. Islevsel etkinligi bilinen eNOS’un yapisal
etkinliginin de oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada kalp-damar hastaliklarina eslik eden eNOS genindeki iki
polimorfizmle bir yapisal damar patolojisi olan kafa i¢i anevrizma arasindaki iliski
arastirilmustir.

Bu calismaya kafa i¢i anevrizmasi olan toplam 53 hasta ve 52 saglikli birey
almmigtir. eNOS geni intron 4 bolgesi 27-VNTR ve ekson 7 bolgesi G894T
(Glu298Asp) polimorfizmi analizi yapilmstir.

eNOS geni G894T polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip
dagilimlar1 yoniinden anlamli fark bulunurken, allel dagilimi yoniinden anlamli fark
bulunamamistir. 27-VNTR analizinde hasta ve kontrol guruplar1 arasinda anlaml
fark elde edilememistir.

Endotelyal nitrik oksit sentaz genindeki mutasyon ve polimorfizmler,
endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin islev bozukluklarina neden olarak kafa ici
anevrizma gelisimine yol agabilecektir. Bu mutasyon ve polimorfizmin belirlenmesi

kafa i¢i anevrizma patojenezine 1s1k tutacaktir.

Anahtar kelimeler:

Nitrik oksit, eNOS, polimorfizm, ekson 7, intron 4, kafa i¢i anevrizma
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SUMMARY

Nitric oxide synthesis is regulated by nitric oxide synthase which has three
isoforms: endothelial nitric oxide synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase
(nNOS), and immunological or inducible nitric oxide synthase (iNOS). Basal
cerebral vascular tone requires continuous release of nitric oxide by eNOS. It has
been suggested that eNOS plays not only functional role, but also a structural role.

The association between two polymorphisms located in the eNOS gene,
implicated in cardiovascular disease pathology and intracranial aneurysm which is a
structural vascular pathology was investigated.

A total of 53 patient with intracranial aneurysm and 52 healthy subjects were
included in the study. 27-VNTR polymorphism of intron 4 in eNOS gene and G894T
(Glu298Asp) polymorphism of exon 7 in eNOS gene were analyzed.

A significant difference in genotype distribution but not allele frequency was
observed for eNOS G894T (Glu298Asp). A significant difference in genotype
distribution and allele frequency was not founded for 27-VNTR polymorphisms

Mutation and polymorphism of endothelial nitric oxide synthase gene may
cause cerebral aneurysm by means of functional impairment of endothelial nitric
oxide release. Determination of mutation and polymorphism at endothelial nitric

oxide synthase gene is important in clarifying the pathogenesis of cerebral aneurysm.

Key words:

Nitric oxide, eNOS, polymorphism, exon 7, intron 4, intracranial aneurysm,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADP: Adenin difosfat

Ala: Alanin

Asp: Asparajin

ATP: Adenin trifosfat

Bg: Baz cifti

c¢GMP: Siklik guanilat 3’5’ mono fosfat

Cys: Cytosin

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dNTP: Deoksiriboniikleotid trifosfat
EDREF: endothelial derived releasing factor
eNOS: endotelyal nitrik oksit sentaz

Glu: Glutamin

Gly: Glycin

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

iINOS: immiinolojik nitrik oksit sentaz

kb: Kilobase

L-NMMA: N- monometil-L-arjinin

L-NAME: N-nitro-L-arjinin metilester

L-NA: N-nitro-L-arjinin

L-NAA: N-amino-L-arjinin

L-NIO: N-iminoetil-L-ornitin

NADPH: Nicotineamid adenine dinucleotide phosphate
NMDA: N-metil D-aspartat

nNOS: ndronal nitrik oksit sentaz

NSBC: Nucleo spin blood column

PCR: Polymerase Chain Reaction

RE: Restriksiyon enzimi

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

SAK: subaraknoid kanama



SSR: Simple Sequence Repeats

Thr: Thirozin

Thy: Thymin

VNTR: Variable Number of Tandem Repeats
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1. GIRIS VE AMAC

Kafa i¢i anevrizma patojenezinde, pek ¢ok gorlis arasinda, genetik
faktorlerin lizerine eklenen edinsel faktorlerin rol oynadigi varsayimi en ¢ok kabul
gorenidir (1). Sakkiiler anevrizmalarin duvarlari, normal damar duvarinda bulunan
elastik membran ve kas duvarindan yoksundur (Sekil 1) (2). Bu sekli ile
anevrizmalar, sonradan gelisen zayif duvarindan dolay1 her zaman i¢in kanama
potansiyeline sahip patolojik olusumlar olarak dikkati ¢cekmektedir (1).

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-arjinin’in
oksidasyonu ile sentez edilir. NO, diiz kaslardaki nonadrenerjik ve nonkolinerjik
sinirlerden salinan damar tonusunu diizenleyen énemli bir mediyatordiir. NO’in
enflamasyon esnasinda dokuda biriken makrofajlar tarafindan fazla miktarda
salgilandig1 bilinmektedir. NO sentezine araci olan NOS enziminin ndronal
(nNOS), endotelyal (eNOS) ve immunolojik (iNOS) olmak iizere {li¢ izoformu
vardir (3). eNOS noéronal yapilar, endotel hiicreleri, endokard, myokard ve
trombositlerde bulunur ve diizenli olarak NO sentez eder (4).

eNOS geni kromozom 7q35-36’da bulunur ve 21 kilobaz (kb)’lik 26 ekson
igerir (5). Bu genlerde meydana gelebilecek bir polimorfizm, NOS enziminde
islev degisikliklerine yol acar ve devaminda bir hastalik gelisebilir (6). DNA’daki
eNOS geni polimorfizmleri ile damar hastaliklar1 arasindaki iliskiyi ortaya
koymak i¢in yapilmis pek ¢ok arastirma mevcuttur (6—11). Bugiine kadar koroner
arter hastaligi, miyokard enfaktiisii, hipertansiyon, inme ve bobrek hastaliklari
gibi pek cok damarsal bozukluk eNOS geni polimorfizmi ile iligkili bulunmustur
(5, 11). Ayrica, asir1 NO salinimina neden olarak damar yataginda hasara yol
actig1 gosterilen iINOS genindeki polimorfizmin de anevrizma patojenezinde
onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (12). Ancak arastirma sonuglar1 1rklar
arasinda degiskenlik gosterebileceginden 6zgilin genetik degisimlerin sadece belli
irklara 6zgii oldugu diisiiniilebilir.

Su ana kadarki bilgilerimiz 1s18inda, NOS geni polimorfizmi ile kafa ici
anevrizmalar arasindaki iligki heniiz tam aciklanabilmis degildir. Biz bu

calismada, kafa ici anevrizmasi olan hastalarda eNOS geninin daha Once



polimorfik oldugu gdosterilmis iki bdlgesinde (intron 4 ve ekson 7) polimorfizm

olup olmadigini kontrollii bir ¢calisma ile arastirdik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. BEYNIN DAMARLANMASI:

Beynin arteriyel kani kafa icine iki ¢ift genis damarla gelir. Bunlar, a.
carotis communis’in dallar1 olan a. carotis interna ve a. Subclaviya’nin dallari
olan a. vertebralislerdir. Vertebral arteryel sistem, beyin sapi, serebellum,
oksipital lob ve talamusun bir boliimiinii beslerken, karotid arterler beynin kalan
kisimlarimi besler. Karotid arterler, anterior beyin arterleri arasindaki anterior
kommiinikan arter ile birbirleriyle, posterior kommiinikan arter aracilig ile de
vertebral sistemle birleserek Thomas Willis'in tanimladigi circulus arteriosus’u ya
da Willis poligonunu olustururlar (2, 13).

Beyin damarlarinin histolojik yapisi, viicudun diger bolgesindeki arterlerin
histolojik yapisindan farklidir. Beyin arterlerinde tunika media tabakasi diiz kas
liflerinden meydana gelmistir ve diiz kas lifleri arasinda elastik tabaka ¢ok azdir.
Beyin damarlarinda eksternal elastik lamina yoktur ve media tabakasinda da
olduk¢a sik defektlere rastlanir. Ozellikle damarlarin catallanma yerlerinde

sirkiiler kaslar bulunmamaktadir. Adventisya ise olduk¢a gevsektir (14, 15).

2.2. BEYIN KAN AKIMI:

Beyin viicut agirligmin % 2'sini olustururken istirahat halinde kardiyak
outputun %15-20'sini alir. Gri maddede beyin kan akimi 30- 92 ml/100gr beyin/dk
iken beyaz maddede bu degerin 1/3'i kadardir. Beyindeki arterio-vendz basing
degisimi diger organlardan farklidir. Beyin, kalvariyum ile kat1 bir bigimde
cevrelenmistir. Bu kutu bir kafa i¢i basing olusturur ve bu basing atmosfer
basincindan ve santral vendz basingtan yliksektir. Beyin perflizyon basinci ise
ortalama arteriyal basincindan, kafa i¢i basincin ¢ikarilmasi ile elde edilir (16).

Kapillerden gecen kan miktar1 onemli degisiklikler gosterir. Arteriyol
duvarlarindaki sirkiiler kas tabakasi kasilip gevseyerek arter liimen capini
degistirir ve kan akiminin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica kapillerin
arteriyolden ayrildigi noktada bulunan prekapiller sfinkterler de kasilip
gevseyerek kapillere gecen kan miktarini ayarlayabilir. (17).



2.3. KAFA iCi ANEVRIZMA:

Kafa i¢i anevrizmalarin yetigkin niifusta goriilme siklig1 yaklasik %5 dir.
Kanayan anevrizmalarin her yil i¢in 100.000°de 10- 11 oldugu gdz oniine alinirsa,
kafa i¢i anevrizmalarin ¢ogunun kanamamis ve asemptomatik oldugu diistiniiliir.
Anevrizmalarin yaklasik %2’si cocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir (18-20).

Anevrizmalar ¢cogunlukla damar bifurkasyonlarindan ¢ikar. Anevrizma bir
damarin govdesinden ¢ikmaz. Ayni sekilde parankimal veya perforan damarlarda
da anevrizma sik goriilmez. Bir damar grubunun periferik dalinda anevrizma

goriilmesi ise seyrektir (21).

2.3.1. Anevrizmanin histolojik yapisi:

Arter duvar yapist tunika intima, tunika media ve tunika eksterna (veya
adventisia) olmak Tlizere, yapi1 bakimindan birbirinden ayrimli ii¢ tabakadan
olusur. Bu tabakalarin kalinlig1 ve ic¢indeki yapilarin miktari, biitlin damarlarda
ayni degildir ve genel dolasim gereklerine ve cesitli damarlar iizerine diisen
gorevlere gore degisir (22, 23).

Arter ya da venlerin anormal genislemesine anevrizma adi verilir.
Anevrizma kesesinde normal bir damar duvarinda bulunan katlar bulunmaz. Isik
mikroskopu ile yapilan incelemede kese icindeki intima, genelde normal damar
intimasimin devami gibi goriilir. Burada bazen, diiz kas hiicreleri ve aralarinda
kopiik hiicrelerinin de bulundugu, subendotelyal proliferasyon alanlar1 dikkati
ceker. Boyun bdlgesine uyan yerdeki kalinlagmalar biiyliik anevrizmalarda
kiigiiklerine gore daha karakteristiktir. Kese duvarinda i¢ elastik lamina genelde
yoktur veya kii¢iik parcalara ayrilmustir (Sekil 1). I¢ elastik lamina, kesenin
baslama yerinde kalinlasmis olarak goriilebilir. Normal duvardaki media kas
tabakasi, anevrizmanin boynu hizasindan itibaren ortadan kalkar. Bazi media
alanlarinda interstisiumda fibrozis vardir. Kii¢iik anevrizmalarda media, kisa bir
boliim halinde de olsa duvar icinde kismen devam edebilir. Adventisya tasiyici
arterde oldugu gibi anevrizma duvarinda da izlenir (21, 24-26).

Anevrizma duvarinin kalinligi, degiskenlik gosterebilir. Kalin duvari olan

biliylik anevrizmalarda duvar, hemosiderin ve kolesterol igeren fibréz doku



katlarindan olusur. Kese duvarinin inceldigi alanlarda ise, aralarinda fibrohiyalin
bir yapmin yer aldig1 endotelyum ve adventisyanin fibréz dokusu bulunur.
Anevrizma duvarinda vaza vazorum bulunmaz. Bu da anevrizma i¢in tipik bir
bulgudur (27).

Elektron mikroskopik incelemede, i¢ elastik laminanin boyundan itibaren
hemen tamamen kayboldugu ve kas tabakasinin da skleroza ugradigi goriiliir.
Endotelyum c¢ok diizensiz olup balonlagsma, krater olusmasi ve sitoplazmik
kopriilesmeler gibi gerilmeye ait bulgular vardir. Fundusta i¢ elastik lamina
parcalar1 disinda bagka bir yap1 dikkati ¢cekmez. Anevrizma duvarindaki internal
elastik lamina 6zelligini tamamen yitirmistir. Endotel tabakasi normal goriiniimde
olsa dahi, elastik laminanin desteginden yoksun olmasi sebebi ile yer yer
proliferasyon gosterebilir. Yine kas tabakasi Ozelligini yitirmistir. Hiicreler
sklerotiktir ve vakuolizasyon gosterir. Ekstraselliller alan lipid ve lipofussin
graniilleri igerir. Adventisya seyrek, daginik hiicrelerden olusur (Sekil 1) (25, 27—
29).

NORMAL BEYIN ANEVRIZMA DUVARI
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Sekil 1: Normal beyin arterlerinin damar duvari ile anevrizma duvarinin

sematik goriiniimii.



Kanama i¢in kritik biiytikliik 5- 10 mm’dir (30). Anevrizmalarin %10 kadar1
uyku esnasinda, %30 kadar1 normal faaliyet esnasinda, %50-60 kadar1 da ikinma
sonucunda yirtilir (31). Kanamanin oldugu nokta duvarin en ince yeridir. Duvarda
fibrin katlar1, nekroz ve inflamasyon goriiliir. Ayrica yine burada zaman zaman
gelisen mikrokanamalara ait bulgular da dikkati ¢ekmektedir. Kese liimeninde ise

yer yer trombiis bulunur (24).

2.3.2. Etiyopatojenez:

Anevrizmalarin patojenezi iizerine pek c¢ok c¢alisma yapilmis ve ¢esitli
goriisler ileri stirlilmiistiir. Anevrizmalarin nereden kaynaklandigi, nasil gelisip
bliytidiigli ve hangi kosullar altinda kanadigi bugiin i¢in agiklik kazanmis degildir.
Olus sekli icin iizerinde birlesilen nokta ise, lezyonun gelismesinde dogumsal
bozukluklar iizerine eklenen hemodinamik ve dejeneratif faktorlerin beraberce
etken oldugudur. Anevrizmalar, % 95-98 dogumsal, % 0,2—4 enfektif, % 1-2
aterosklerotik, % 0,1-0,4 travmatik kokenlidir (21).

Ailevi anevrizma Oykiisii olanlarda anevrizma orani normal niifusun ¢ok
tizerindedir, bu durumdan sorumlu 6zgiin genetik kusur heniiz bilinmemektedir
(32, 33).

Sakkiiler anevrizma ile birlikte en sik rastlanan tibbi durum polikistik
bobrek hastaligidir. Bu hastaliga sahip kisilerde kafa i¢i anevrizma orani %17-
25’e kadar g¢ikmaktadir. Ayrica Ehler-Danlos Sendromu, aort koarktasyonu,
Marfan Sendromunda ve Kawasaki hastaliginda da normal niifustan daha siktir
(34, 35).

Patolojik calismalarda 3mm’den kiigiik anevrizmalarda endotel hiicreleri ve
fibr6z doku, 4 mm’den biiyiik anevrizmalarda ise duvarda kollajen birikimi
bulunmustur. Anevrizma kubbesinde ¢ok ince kisimlar olast yirtilma noktalaridir
ve yirtilma bolgelerinde yeni fibrin tabakasi ve pihtt bulunmustur (36). Yirtilma
icin kritik boyuta ulasmis anevrizmalarda fibrin ve lokositler daha yaygin
bulunmustur. Kanamig ve kanamamis anevrizmalarda endotel ve anevrizma
duvarinda 6nemli farkliliklar gosterilmistir. Duvardaki makrofaj infiltrasyonunun

anevrizmanin yapisal zayifliginda 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (37).



Anevrizmalar beyin damarlarinda, bedendeki herhangi bir yerden daha fazla
gelismektedir. Damarlardaki media bozuklugu ise, gerek anevrizmasi olan ve
gerekse anevrizmast olmayan hastalarin hemen hepsinde ayni1 oranda
bulunmaktadir. Ayrica mezenter ve koroner damarlar1 incelendiginde, buralarda
da benzeri bozukluklarin oldugu, buna karsilik buralardan anevrizma gelismesinin
yok denecek kadar az oldugu dikkati ¢ekmistir. Mediada bir bozuklugun bulunusu
da, anevrizma olugmasi icin tek basina yeterli degildir. Anevrizmalarin
olusmasinda, elastik dokuda dejenerasyon yapan bagka etkenlerin de rol oynadigi
desteklenen bir goriistiir (38).

Anevrizma olusmasi i¢in media ile birlikte, i¢ elastik laminada da bir
bozuklugun bulunmasi gerektigi ve bunun da dogumsal olabilecegi ileri
siiriilmektedir (39). i elastik lamina koruyucu bir gérev de iistlenmektedir. Beyin
damarlarinda yapisal olarak ince tunika medyanin yaninda tek bir elastik kat
bulunmaktadir. Bu bolgenin bozulmaya ugrayarak koruyucu niteligini
yitirmesinin, anevrizma olusumu i¢in dnemli bir etken oldugu diisiiniilmektedir
(14, 24).

Nicel ¢aligmalar, kafa i¢i damarlarda elastik maddelerin, diger organlardaki
damarlara gore daha az oldugunu, bunun da elastikiyeti azalttifin1 ortaya
koymustur. Elastikiyetin az olusu nedeni ile damarlar, hemodinamik baskidan

daha fazla etkilenmekte ve anevrizma olusmasi kolaylasmaktadir (39).

2.3.3.Cinsiyet:
Kafa i¢i anevrizmalarda kadin/erkek orami 1.4/1 bulunmustur (24).
Kadinlarda internal karotis anevrizmalart iki kat, a. meningiya mediya

anevrizmalar1 bir buguk kat daha sik goriiliirken, a. carotis interna anevrizmalari

erkeklerde bir buguk kat daha sik goriilmektedir (34).

2.3.4. Yas:

Genel olarak anevrizmalar 50-60’l1 yaslarda daha sik goriilmektedir.
Cocukluk caginda nadiren ortaya cikmaktadir. Cok ileri yas disinda, yasin
ilerlemesi ile siklig1 artmaktadir (40).



2.3.5. Anevrizmalarda klinik belirtiler:

Anevrizmalarda iki tiirli klinik belirti goriiliir. Bunlardan birincisi
subaraknoid kanama (SAK), ikincisi ise bdlgesel basi sonucu gelisen fokal
norolojik bozukluklardir. Dev anevrizmalarda trombiis gelisimi ve bunlarin
embolizasyonu sonucu gegici iskemik ataklar meydana gelebilir. Gergekte fokal
bozukluklar, kanamanin ortaya ¢ikmadigi hastalarda seyrek goriilen belirtilerdir

(41-44).

2.4. NITRIK OKSIT (NO):

2.4.1. Tanim ve tarihgesi:

NO, lipofilik, kimyasal olarak stabil, reseptér bagimsiz, bilinen en diisiik
molekiil agirlikli serbest radikal bir gazdir (45). 1980 yilinda Furchgott ve
Zawadzki endotelyal kaynakli gevsetici faktorii (EDRF) kesfetmislerdir (46).
Daha sonra Palmer ve ark. EDRF’nin kimyasal yapisinin NO oldugunu ortaya
koymuslardir (47). 1987 yilinda Hibbs ve arkadaslart NO’in arjinin

aminoasidinden sentezlendigini bulmuslardir (48).

2.4.2. NO sentezi ve NOS:

L-arjinin aminoasidinden NOS enzimi aracilif1 ile sentezlenen NO, énemli
bir endojen vazodilatatordiir. NO sentezine aract olan NOS enziminin, nNOS,
INOS, eNOS olmak iizere ti¢ formu vardir (13, 45, 49).

NOS’ lar, L-arjininin NO’e doniigiimiinii iki basamakta katalizler:

I — Arjininden hidroksiarjinin olusumu; bu basamakta kofaktor olarak
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH), molekiiler oksijen, kalsiyum,
kalmodiilin ve tetrahidrobiopterin kullanilir. Bu basamagi karbonmonoksit
engeller.

I — Hidroksi arjininden NO ve sitriillin olusumu; bu basamak oksidasyon
islemidir. NADPH, molekiiler oksijen, kalsiyum, kalmodilin  ve
tetrahidrobiopterin kullanilir. Karbonmonoksit ve arjinin analoglar1 bu basamakta
engeller yapar. Ayrica liretilen NO, bu basamakta negatif geri besleme ile tliretimi

azaltarak kontrolii saglar (sekil 2) (50).



eNOS ve nNOS devamli aktif halde iken, iNOS devamli aktif olarak
ortamda bulunmaz. iNOS toksik ya da enfeksiy0z uyari ile aktif hale gelir. iINOS
kalsiyum bagimli degildir. Fakat eNOS ve nNOS kalsiyum bagimlidir. iNOS
uyar1 sonucunda devamli ve yiiksek oranda NO sentezleyebilir. Boylece iNOS’un
sitotoksik Ozelligi ortaya ¢ikar. eNOS ve nNOS ise kiiclik hacimde ve aralikli
olarak NO sentezler. Bunlar NO’in islevine uygun olarak yiiksek kontrol altinda

caligir (50, 51).

Ca"™"/CaM O, + NADPH
Arjinin »  Arjinin OH

L-Sitrullin + NO

v

NOS Ca™" /CaM

CaM: Calmodulin
Sekil 2: L-arjinin’den NO sentez yolu.

Astrositlerde nNOS araciligi ile L-arjininden NO sentezlenir. Uretilen NO
astrositlerin ayak uzantilarindan diffiizyonla damar duvarina ulasir.

Hipoksi, makrofajlarda iNOS transkripsiyonunu uyarir. Ayrica birgok
hiicrede lipopolisakkarit ve sitokinler iNOS’u uyarir. eNOS i¢in uyaricilar protein
1, protein 2, niikleer faktor 1, akut faz reaktanlari ve gerilme stresidir. nNOS
enzimi i¢in uyaricilar protein 2, akut faz reaktanlari, niikleer faktor 1, niikleer
faktor kappa B ve glutamattir. Her ii¢ tip NOS formu i¢in enzim yikim yolu ile
kontrol mekanizmas1 vardir. Bir diger kontrol yolu ise L-arjinin ve kalmodiilin
miktariin kullanim sonucunda azalmasidir. NOS enzimi L-arjininin tiikenmesi
durumunda tizerine aldig1 iki elektronu NO sentezinde degil, siiperoksid anyon
sentezinde kullanir. NOS, hem NO hem de siiperoksid anyonu birlikte
sentezleyebilir (50, 52).

NO noronlarda norotransmitter tasiyan vezikiiller i¢inde bulunmaz.
Postsinaptik reseptorleri yoktur. Noronal etkisini diffiizyonla yer degistirerek
gosterir (53). nNOS noron, astrosit ve mikrogliada bulunur. Serebellar fastigial
niikleusta da NOS faaliyeti vardir (50). Postsinaptik alandaki N-metil-D-aspartat
(NMDA) reseptorlerinin presinaptik alandan sinaptik araliga salinan eksitator

aminoasit olan glutamat tarafindan aktivasyonu sonucu nNOS, NO sentezler. NO



difiizyonla perivaskiiler sinir terminallerine ulasir ve damar duvarinda etkisini
gosterir.  Pterigopalatin  ve  sfenopalatin  ganglionda nonkolinerjik ve
nonadrerenerjik (nitroksiderjik) sinir liflerinin oldugu diisiiniiliir. Nitroksiderjik
sinir lifleri genis ve orta ¢apli damarlarin adventisyasinda bulunur. NOS etkinligi
Willis poligonunun anterior béliimiinde daha belirgindir. In vitro endoteli
cikarilmis damarlarda pterigopalatin ve sfenopalatin ganglionlarin uyarilmasi ile
vazodilatasyon gelistirilmis, daha sonra NOS inhibitorleri kullanilarak olusan
vazodilatasyon geri ¢evrilmistir (54). Bu sonuca gore her iki ganglionun etki
mekanizmasi, NO bagimli, endotel bagimsizdir (52). L-arjininden NO olusumu,
N- monometil-L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin metilester (L-NAME), N-
nitro-L-arjinin (L-NA), N-amino-L-arjinin (L-NAA), N-iminoetil-L-ornitin (L-
NiO) gibi ajanlar tarafindan yarigmali olarak baskilanabilir. Bu olay L-arjinin

verilerek tersine c¢evrilebilir (49).

2.4.3. NO’in etki mekanizmasi:

Insanlarda NO bazal durumda damar endotelinden siirekli olarak saliverilir
ve olusturdugu vazodilator etki ile damar direncinin diizenlenmesine katkida
bulunur (55). L-arjininden sentezlenen NO’in depolanma mekanizmasi heniiz
kesin olarak bilinmemektedir. NO dokularda ve oksijenlenmis fizyolojik sivilarda
hizli bir sekilde yikilir. NO’ in yikim yarilanma siiresi dokuya ve tiire gore
degismek lizere 10—-60 sn arasinda bulunmustur. Siiperoksit dismutaz enziminin
ortama katilmasi, NO’in inaktivasyonunu hizlandiran serbest oksijen radikallerini
etkisizlestirir. NO yikimi yavaslar ve etkisi artar (56).

NO beyin arterlerinde substans P, vazopressin, ATP ve ADP gibi bir¢ok
vazodilatatoriin etkilerine aracilik eder ve kismen de endotelin, norepinefrin, 5-
hidroksitriptamin gibi baz1 vazokonstriktorlerin etkilerini onler (57). NO
hiperkapni, asidoz, metabolizmada artis ve eksitator aminoasitlerin varliginda
vazodilatasyon yapar. Yapilan ¢alismalarda hiperkapni sirasinda ve diisiik pH’ya
bagli olusan vazodilatasyon NOS inhibitorleri kullanilarak engellenmistir (13). L-
arjinin/NO/cGMP yolu damar tonusunun kontroliinde ¢ok 6nemli gériinmekte ve
son zamanlarda giderek daha fazla sayida arastirmaci tarafindan beyin kan akimi

diizenlenmesinin ana belirleyicisi olarak kabul edilmektedir.
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NO’in iskemik beyin modellerindeki koruyucu etkileri; vazodilatasyon,
trombosit agregasyonunun baskilanmasi, 16kosit adezyonunun baskilanmasi,
serbest oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek bu yapilarin ortamdan
uzaklastirilmasidir. Toksik etkileri ise stiperoksit anyonlarla peroksinitritleri
olusturarak sitotoksik etki, demir metabolizmasinin bozulmasi, DNA sentezinin

engellenmesi, elektron transportunun bozulmasidir (51).

2.4.4. NO’in damar duvarina etkisi:

Endoteliyal ve nonendoteliyal NO, endoteliyum kaynakli kasic1 faktorler ile
dengede olarak damar tonusunun belirlenmesinde ve dolayisi ile beyin kan
damarlarinin normal yapisinin korunmasinda etkin rol oynamaktadir. Bir¢ok
aragtirmaci endoteliyumu ¢ikararak ya da NOS enzim inhibitorlerini uygulayarak
vazokonstriksiyon meydana getirmistir (53, 50). Bu arastirmalardan NO’in
vazokonstriktor etkinin modulasyonu yolu ile damar tonusunu diizenledigi sonucu
cikmaktadir. Bir¢ok arastirma sonunda NO’in kuvvetli bir vazodilatator oldugu
bulunmustur (52, 54).

Endoteliyum, noronlar, astrositler ve perivaskiiler sinir uclarindan damar
duvarn diiz kas dokusuna ulasan NO, damar duvarindaki gevsemeyi su mekanizma
ile saglar: NO ¢oziinebilir guanilat siklazin bir parcasi olan heme i¢indeki demire
baglanip, damar diiz kasinda siklik guanilat 3'S'monofosfat (cGMP) iiretimini
uyarir. cGMP daha sonra protein kinazi uyarir. Bu ise miyozinin ince zincirini
fosforile ederek damar diiz kasinda gevsemeye sebep olur (Sekil 3) (52).

Beyin damar tonusunun belirlenmesinde rolii oldugu diisiiniilen diger
vazoaktif maddelerin bir¢ogunun etkisinin NO iizerinden oldugu, arastirmalar
sonucu bulunmustur. NOS inhibitorlerinin verilmesi, asetilkolin, bradikinin,
substans P, norokinin A ve B, nodropepdit K, trombin A23187, bradikinin,
vasopressin, oksitosin, adenozin trifosfat, serotonin, prostasiklin ve histamin ile
olusan gevsemeyi geri ¢evirmistir. Bradikinin ve prostasiklinin dogrudan gevsetici

etkilerinin oldugu bilinmektedir (13).
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Sekil 3: NO aracilig1 ile beyin damarlarinda vazodilatasyon yapan hiicre ve

sistemlerin sematik goriintiisii (52).

NOS inhibitorleri ile disiik pH’ya bagl vazodilatasyonun azaltilmasi
ekstraselliiler pH'nin, beyin arteriyol tonusundaki hiperkapniye bagli degisimleri
diizenledigini ortaya koymaktadir (52). Vazodilatasyonu yapan NO endoteliyal,
glial ya da ndronal kaynakli olabilir. Beyin metabolizmasindaki artma sonucunda,
beyin kan akimi artar. Bu iliskide NO 6nemli bir rol oynar. Glutamat NMDA
reseptorlerini uyarir. Uyarilan bu reseptorler nNOS' un, NO sentezlemesini saglar.
Sonugta cGMP artar ve vazodilatasyon gelisir (13).

Beyin korteksinin kimyasal ya da mekanik olarak uyarilmasi sonucunda,
noronal depolarizasyon olusur ve biitiin kortekse yayilir. Boylece eksitator
aminoasitler artar ve buna bagl olarak metabolizma artar. Metabolizmanin
artmas1 ile vazodilatasyon gelisir. NOS inhibitorleri verilerek vazodilatasyon
engellenir ancak noronal depolarizasyon engellenemez (13).

Beyin arteriyollerinin topikal endotoksin ile muamelesi zamana bagh
vazodilatasyon olusturur. Deneysel menenjitlerde beyin arteriyolleri genislemis ve
beyin kan akimi artmistir. Bu vazodilatasyon nonselektif NOS inhibitorii olan L-
NAME verilerek geri dondiiriilmiistiir. Buradaki vazodilatasyonda endotoksine

bagl olarak iNOS enzimi etkinlesmektedir. Deksametazon iNOS’i inhibe ederek,
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endotoksine bagli vazodilatasyonu azaltirken, eNOS’a bagli vazodilatasyonu

etkilemez (13).

2.4.5. NO’in anevrizma patojenezindeki rolii:

NOS tarafindan NO {iretiminin, inflamasyon ve anevrizma patojenezinde
onemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (58). iNOS araciligi ile olan NO {iretimi
birincil olarak inflamatuar hiicrelerde olur. Inflamasyonda NO’in asir1 {iretimi ve
ortaya cikan toksik iiriinler elastini pargalar ve ekstraselliiler matriksi bozar (59).
Aksine eNOS’un diizenli sentezledigi NO’in damar sisteminde gevsetici etkisiyle
birlikte koruyucu etki yaptig1 bilinmektedir (60, 61).

INOS araciligiyla NO iiretimini segici olarak baskilayan aminoguanid’in
anevrizma billylimesini yavaslattigi gosterilmistir (58, 12). Ayrica kontrol aort
dokusuyla karsilastirildiginda, insan abdominal aort anevrizmasinda eNOS alel
polimorfizmi agisindan belirgin farklar gosterilmistir (9). Kawasaki hastalig;
cocukluk c¢aginda goriilen, koroner arter anevrizmalariyla seyreden damarsal
inflamatuar bir hastaliktir. Bu hastalik, artmig NO diizeyi ile uyumlu yiiksek
diizeyde idrar nitrit/nitrat ve iNOS kofaktorleriyle birliktelik gosterir. Kawasaki
hastaliginda NO metabolitlerinin artan degeri, hastalifin siddeti, seyri ve
abdominal aorta igindeki retrograt holodiastolik akim ile iliski gosterir (62, 63).
Bu ¢aligmalar, NO’e anevrizma olusumunda yeni klinik roller yiiklemistir.

Yine bu konu ile ilgili yapilan baska bir calismada, beyinde anevrizma
gelismesinde, aminoguanid kullanilarak yapilan NO baskilanmasi ile anlamli
azalma oldugu gosterilmistir (64). Bu bulgular NO’in anevrizma gelisimindeki

roliinlin altin1 ¢izmektedir, ancak bu iligki acik degildir.

2.4.6. eNOS geni ve polimorfik ozellikleri:

eNOS geni, kromozom 7q35-36’da haritalanmistir. 21 kb uzunlugunda ve
26 ekson icermektedir (49, 65, 66 ). Bu gende meydana gelecek bir polimorfizim
NOS’da, iiretim agsamasinda bir bozukluga yol acar ve devaminda bir hastalik

stireci gelisir. NO damar sisteminde vazomotor islev ve yapisal biitlinligiin
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korunmasinda anahtar bir molekiildiir (66). Normal kan damarlarinda bulunan ve
esas olarak NOS’1n endotelyal izoformu tarafindan sentezlenen bu molekiil, diger
molekiiler sistemlerle 6nemli iliskiler gosterir (20).

eNOS geninin, yakin bir zamanda islevsel olarak polimorfik oldugu
gosterilmistir (Sekil 4) (6). Bir baska deyisle, bu gen artmis kalp damar
hastaligina yatkinlig1 artirabilecek genetik degisikliklere maruz kalmistir (7, 63,
67). Bu gen i¢in ¢esitli polimorfizmler tanimlanmis ve bu polimorfizmlerin NOS
sentezinde ve salmiminda diizensizlige, bunun sonucunda da kusurlu
vazodilatasyona neden olarak damar duvarmin zayiflamasi ile anevrizma

gelisimine zemin hazirladigi ileri siiriilmiistiir (68—70).

2.4.6.1. insan eNOS genindeki polimorfizmler:

1990’1arin ortalarinda bu genin 6zellikleri bulundugundan beri bu genin pek
¢ok 6zglin allellik polimorfizmleri tanimlanmistir ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
muhtemel baglantilar1 arastirilmistir. Bu arastirmalar Tablo I’de gosterilmistir.
Kabaca ii¢ c¢esit polimorfizm tamimlanmistir; intron bolgesindekiler, ekson
bolgesindekiler ve promotor bolgesindekiler. Bugiin eNOS polimorfizmlerini ve
hastaliklarla muhtemel iliskilerini tanimlayan kirktan fazla yaym vardir. Bu
arastirmalar tipik olarak ‘aday gen’ yaklasimi ile yapilmistir. Soyle ki; hasta
genotipleri, hastaliklarin insidans1 ile ve yapilan testlerin istatistiksel olarak
anlamli sonuglar1 ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alismalarda ana ilke; eNOS
enzimindeki degisikliklerin (seviyesi, etkinligi, yerlesimi gibi), hastaliga olan
yatkinliktaki degisikliklerle iligkilendirilebilecegidir. eNOS enzimindeki 6zgiin
polimorfizmler, eNOS enzim 0zelliklerini dogrudan etkiler ya da eNOS gen
yapisinda dogrudan etkiler yapabilecek baska kesfedilmemis polimorfizmlerle

dolayl olarak iligkilendirilir (6).

2.4.6.2. eNOS geninde intron bolgesindeki polimorfizmler:

eNOS geninde tanimlanmig polimorfizmlerin biiylik ¢ogunlugu intronlar
icindedir. Iki tane tek niikleotid polimorfizimi tanimlanmustir; intron 18’de *’Ala
27 Cys”’ ve intron 23 “’Gly 10 Tyr’’. Her ikisi de acik¢a esansiyel hipertansiyonla
iligkilendirilmistir (Tablo I) (6).
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Ayrica eNOS geninin intron 13 ve intron 4 bolgelerinde VNTR incelemesi
sonucu iki ayr1 polimorfizm bulunmustur. Bazi1 ¢alismalarda bunlarin damarsal
hastaliklarla iligkileri arastirilmigtir. Ornegin; intron 13’te 37 kopyadan fazla
sitozin- adenozin tekrarma sahip beyaz irkta koroner arter hastaliginin riski
yiiksek tespit edilmistir (71). Ikinci bir VNTR polimorfizmi; intron 4’de, 5 (major
alel) veya 4 (minor alel) kopyali bir 27 baz ¢ifti (bg) tekrar1 olmasi ile
tanimlanmistir. Tablo 1’de goriildiigli gibi bu VNTR 1n kalp damar hastaliklariyla
iligkisi belirsizdir. Tusukado ve arkadaslar1 saglikli bireylerde eNOS geni intron 4
polimorfizmi ile plazma NO diizeyi arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Bu
calismada minor alelli homozigot deneklerin plazma NO diizeyleri anlamli olarak
diisiik bulunmustur. Ayrica, polimorfik alellerin sayisi ile plazma nitrat diizeyi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tesbit edilmistir (72). Bu c¢alisma,
NOS genindeki polimorfizmle NOS enzim faaliyetinin, istatistiksel olarak anlaml

islevsel iligkisini gosteren tek ¢calismadir.

2.4.6.3. Promotor bolgesindeki polimorfizmler:

Ikinci bir tip alellik polimorfizm de promotor bdlgede kesfedilmistir. Bu
polimorfizm tipinin, transkripsiyonu ve dolayisi ile enzim seviyelerini dogrudan
etkileyebilme potansiyeli vardir. Nakayama ve arkadaslari eNOS geninin 5
bolgesinde, baglantili li¢ tane mutasyon oldugunu kanitlamislardir. Bunlar; “’Thr
786 Cys’, “°Ala 922 Gly”> ve » Thr 1468 Ala” polimorfizmleridir. Bu
polimorfizmlerin insidansi, koroner vazospazmli Japonlar’da, kontrol deneklere
oranla daha yiiksek bulunmus ve eNOS polimorfizmine sahip olmanin koroner

vazospazm i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ileri stiriilmiistiir (10).
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Tablo I: Insan eNOS geni polimorfizmleri ve hastaliklarla iliskileri (6).

Polimorfizm

Yerlesim

Hastalik

intron bélgesinde tek niikleotid polimorfizmi

Ala27Cys

Gly10Thy

intron bdlgesinde VNTR polimorfizmi

VNTR (CA)n

VNTR (27 bg)*

intron 18
intron 23

intron 13, 23
intron 13

intron 4

5' Promotor boélge varyasyonlari

Thr-786Cys

786 be

Eksondaki varyasyonlar

Gly894Thr

Ekson7(Glu298
Asp)

Hipertansiyon
Hipertansiyon
Diyabetik retinopati
Migren
Hipertansiyon

Plazma NO dizeyi

Hipertansiyon

Koroner arter hast.

Miyokard enfarktlsu

Primer
glomerulonefrit

Kr. bobrek yetmezligi
Diyalizle ilgili HT
iskemik SVH

Venoz
tromboembolizm
Derin ven trombozu
Koroner arter

hastaligi

Koroner arter
hastaligi

Hipertansiyon
Miyokard enfarktlisu

Pre eklampsi
iskemik SVH

Topluluk

Beyaz irk
Japon
Japon

Beyaz irk
Beyaz irk
Beyaz irk
Beyaz irk
Japon
Japon
Japon
Beyaz irk
Beyaz irk
Beyaz irk
Japon
Siyah irk
Japon

Beyaz irk
Japon
Japon
Japon
Tark

Siyah irk
Turk

Japon
Beyaz irk

Beyaz irk
Beyaz irk
Japon
Japon
Beyaz irk
Japon
Beyaz irk
Beyaz irk
Beyaz irk
Turk

Sonug¢

Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamsiz

Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamsiz
Anlaml
Anlaml
Anlaml
Anlamsiz
Anlamsiz
Anlaml
Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamli
Anlaml

Anlamsiz
Anlaml
Anlaml
Anlamsiz
Anlaml

Anlamli
Anlamsiz

Anlamli
Anlamsiz

Anlaml
Anlamsiz
Anlaml
Anlaml
Anlamsiz
Anlaml
Anlamsiz
Anlamli
Anlaml
Anlamsiz

*b¢: Baz ¢ifti
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2.4.6.4. Ekson 7 tek niikleotid polimorfizmi:

Ucgiincii tip alellik polimorfizm de eNOS i¢in ekson 7°de tanimlanmustir. Bu
polimorfizm proteinin primer yapisini degistirir ve dogrudan enzimin bir veya
daha fazla islevsel Ozelligini degistirebilir. Bu tek niikleotid polimorfizmi
pozisyon 894’te guanin’den timin’e, amino asidde ise pozisyon 298’de glutamik
asidin aspartik aside degisimiyle uyumludur. Genis ¢apl yeni bir ¢alismada, bu
varyantin diger eNOS polimorfizmlerine gore kalp damar hastalig1 riskiyle daha

fazla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (10).

Promaoter  Promoter
region recion Exon 7 Intron 18
Ti-146814 T-Tas)C 8947 AZTC

# #.&ur;;_1 73 4 5*39 1013

1416 17"4 0E2 23 24 2%

El. ‘l_:::llll I N N ] B S e -_ N N . I N . _'EI.
Jromoter Intron 4 Intren 13 Intron 23
rectian WNTR (CAL G10T
A-B225 (27 bpl, ¢ repeat

TRENDS In Frianma @hgical Scences

Sekil 4. eNOS geni ve c¢alisilan polimorfizm bolgeleri (6).

2.5. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU TEKNIiGi (PCR):

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR), dizisi
bilinen iki bdlge arasinda uzanan bir DNA par¢asini ¢ogaltmak icin kullanilir. ki
oligoniikleotid, bir DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri sentetik
tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Kalip DNA 6nce iki oligoniikleotidin ve
dort deoksiribontikleotid trifosfatin (ANTP) varliginda isitilarak denatiire edilir.
Tepkime karisimi, daha sonra kalip dizilerine oligoniikleotid primerlerinin
yapismasina olanak veren bir sicakliga doniistiiriiliir. Yapigmis primerler uygun
bir sicakliga ¢ikartilarak DNA polimeraz ile uzatilir. Coktiirme, yapisma ve DNA

sentezi dongiisii sonradan bir¢ok kez tekrarlanir. islemin bir dongiisiiniin iiriinleri
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sonraki dongii i¢in kalip islevi gordiigiinden her bir basarili dongii, temel olarak

istenilen DNA iirliniiniin miktarini ikiye katlar (73).

2.5.1. PCR uygulama alanlar:

PCR uygulamasi genetik bozukluklarin tanisinda, klinik o6rneklerdeki
patojenik organizmalarin niikleik asit dizilerinin belirlenmesinde, adli tip
orneklerinin  genetik  tanimlanmasinda  ve  etkinlesmis  onkogenlerin
mutasyonlarinin analizinde yogun uygulama alant bulmustur. Ek olarak, PCR
asagida siralananlar1 da kapsayan molekiiler kopyalama ve DNA analizindeki
cesitli uygulamalar i¢in kullanilmaya baglanmistir ( 74).

e Klonlanmis ¢ift zincir DNA’nin 6zgiil dizilerinin olusturulmasi
e DNA’nin belirli parcalart i¢in 6zgiil dizilerin olusturulmasi
e Dizi analizi i¢in biiylik miktar DNA’larin olusturulmasi

e Mutasyon analizleri

2.5.2. PCR’1n bilesenleri:

PCR’1in kesin kosullar1 ve dongiliniin her bir basamagmin zamani,
cogaltilacak bolgenin uzunlugu ve primerlerin dizisi tarafindan belirlenir. Bu
nedenle en uygun kosullar asagida siralanmig PCR bilesenlerinde yapilacak
diizenlemeler ile saglanir (74).

e Enzim (Taq DNA polimeraz)

e Deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP)
e Magnezyum derisimi

e PCR tampon igerigi

e Oligoniikleotidler (primer)

e Hedef diziler

e Isilar ve dongii sayist

2.5.2.1. Enzim:
DNA polimeraz enzimleri, kalip zincire komplementer bir DNA zinciri
meydana getirmek Tlzere, orijinal kalip zincirdeki baz bilgisini kullanarak,

dNTP’lerden uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. PCR’in en
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elverigli oldugu kosullarda 0,5-5 1inite/100 pl arasinda degisen enzim
derisimlerinin  denenmesi ve jel elektroforezi yardimiyla sonuglarin
degerlendirilmesi onerilmektedir. Enzim derisimi ¢ok yiiksek ise, 6zgiil olmayan
arka plan iirlinler goriilebilmektedir. Ayrica, enzim derisimi ¢ok diisiik oldugunda

da, istenilen iirlinlin miktarinda azalma goriilmektedir (74).

2.5.2.2. Deoksiriboniikleotid trifosfatlar:
Deoksiriboniikleotid trifosfatlarin (ANTP = dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 20- 200
uM arasindaki derisimi verim, 6zgiilliik ve dogruluk arasindaki en iyi denge ile

sonuglanmaktadir (74).

2.5.2.3. PCR tampon igerigi:
PCR igin en ¢ok onerilen tampon, 10 mM Tris-HCI ve 50 mM KCI igeren
tampondur. KCI’nin 50 mM’a kadar olan derisimi primer yapismasini

kolaylastirdig: i¢in tepkime karisimina eklenebilmektedir (74).

2.5.2.4. Hedef diziler:

DNA polimerazin, polimerizasyon reaksiyonunu gergeklestirebilmesi icin
ihtiya¢ duydugu yapilardan biri de kalip DNA’dir. DNA polimeraz, kalip DNA’ya
baglanarak hedef dizilerin iki ucunda yer alan bolgede polimerizasyon

tepkimesini gerceklestirir (74).

2.6. ELEKTROFOREZ:

Sulu bir ¢ozelti ig¢inde c¢oziinmiis kiigiik elektrik yiiklii pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik akiminin etkisi ile gb¢ etmesi siirecine elektroforez
(elektrikle gog) denir. Bu olay belirli bir ylik dagilimi olan tampon igerisinde
gergeklestiginden ve elektrik akimi kullanmildigindan kisaca elektroforez adi

verilmigtir (74).
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2.7. GENETIiK POLIMORFiZM:

Insan genomunun biitiin bdlgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz kalitsal
polimorfizmler vardir. Yani bir bireyin genomu her 100-200 niikleotidde 1-2 baz
degisimi icermekte fakat bu durum kisilerde ©Onemli bir hastalifa yol
acmamaktadir. Bireyler arasindaki niikleotid baz dizilerindeki bu degisiklik
"polimorfizm" olarak adlandirilir. Insan genomunda yer alan DNA polimorfizm
ornekleri genel olarak 3 teknikle degerlendirilebilir (74):

1.Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi incelemesi(Restriction Fragment
Length Polymorphism: RFLP)

2.Basit dizi tekrarlari incelemesi(Simple Sequence Repeats: SSR)

3.Degisken sayida ardisik dizi tekrarlar1 incelemesi (Variable Number of

Tandem Repeats: VNTR)

2.7.1. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment
Length Polymorphism: RFLP)

DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimi (RE) ile kesildigi zaman farkli
uzunlukta pargalar olusur ve jel elektroforezinde goézlenir. Bu parcalar RFLP
olarak adlandirilir. RFLP’ler bir¢ok hastalikta kalitsal belirte¢ olarak kullanilir.
Eger belirlenemeyen bir proteine iligkin bir genin kalitimi1 incelenmek isteniyor ve
bu gene bagl olan RFLP’ler bulunuyorsa, ailede bu genin kalitimini belirlemek

i¢in bu belirteclerden yararlanilir (74).

2.7.2. Basit Dizi Tekrarlar: (Simple Sequence Repeats: SSR)
SSR belirleyicileri VNTR’ lere benzer, ¢linkii degisken sayida niikleotidler
birbiri ardina tekrarlanmistir. DNA molekiiliinde yer alan bu basit dizi tekrarlar

cok kiigiik diziler oldugundan yalnizca PCR analizi ile tanimlanabilir (74).

2.7.3. Degisken Sayida Ardisik Dizi Polimorfizmleri (Variable Number
of Tandem Repeats: VNTR)
VNTR lokuslarinin en énemli 6zellikleri ardisik tekrar sayilarinin ve tekrar

birimlerindeki niikleotid dizilerinin degisim gdstermesidir. Bu nedenle biiytik
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oranda alelik polimorfizm gosterirler. Bu polimorfizmlerin esit olmayan capraz
gecisler veya replikasyon kaymasi ile ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. VNTR
lokuslarinin analizleri ile ardisik tekrar kopyalarinin sayisinin ¢ok degisken
oldugu, birden yiizlerce keze kadar degisebilecegi saptanmistir. Bir lokusta ¢ok
sayida farkli degisken dizilerin varligi sonucu toplumda c¢ok sayida alel
(hiperalelizm) olusur ve ¢ok sayida birey heterozigot olur. VNTR lokuslarinda
heterozigotluk %100’lere kadar varmaktadir. VNTR lokuslar1 yiiksek polimorfik
Ozellikleri nedeniyle onemli genetik belirleyiciler olarak kabul edilirler. Bu

nedenle ¢esitli alanlarda yaygin olarak uygulanmaktadirlar (74).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARI:

3.1.1. Hasta Grubu:

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim
Dalinda subaraknoid kanama tanisi ile yatan ve beyin anjiyografisi ile kafa i¢inde
anevrizma gosterilmis 54 birey caligmaya alinmistir. Hastalarin ortalama yasi
45.67+13.25 (38-72) olup, cinsiyet dagilimi 37 kadin (%68.51), 17 erkektir
(%31.48).

3.1.2. Kontrol Grubu:

Bir beyin damar hastalig1 olmayan, yas ve cinsiyet yoniinden hasta grubuna
benzer sagliklt 53 bireyden olusmustur. Kontrol grubu deneklerin ortalama yasi
52.90 £ 13.65 (20-75) olup, cinsiyet dagilimi 38 kadin (%71.59), 15 erkektir
(%28.30).

Calisma Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulu tarafindan

onaylanmistir (Onay No: 2004-6/1)

3.2. DNA YALITILMASI:

Hasta ve kontrol bireylerinden alinan 5 ml kan, 1 ml EDTA (Sigma E- 5134,
ABD) (%?2) igeren 15 ml’lik santrifijj tliplerine konulmustur. Daha sonra yalitim
asamasina kadar -20°C’de saklanmustir.

DNA yalitimi, DNA izolasyon Kiti (Nukleo Spin Blood, Macherey-Nagel,
Almanya) kullanilarak yapilmistir. Yontemin esasi, lokositlerde bulunan DNA
disindaki tiim yapilarin bozularak pargalanmasi, kalan genomik DNA’nin, kit
kullanilarak ayristirilmasidir.

Islemin yapilist:

=200 uL kan, 25 wuL Proteinas K (Macherey-Nagel, Almanya) (6mg

Proteinas K ve 260uL. BW Buffer ) ve 200uL B3 tamponu vorteks
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(VELP) ile 10- 20 saniye karigtirildiktan sonra 70°C’de 15 dakika
bekletildi.

» Her Ornege 210 pl etanol katilarak vorteks cihazinda 10 saniye
karigtirildi.

= Uriinler, Nucleo Spin Blood Column (NSBC)’a yiiklenerek 11000
devir/dakikada 2 dakika santrifiij (Niive NF 800, ABD) edilerek lizatin
tam siiziilmesi saglandi.

= NSBC’a 500 uL BW katilarak 11000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij
edildi.

= NSBC’a 600 pL BS eklenerek 11000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij
edildi.

=  Kurutma: NSBC’yi yeni tiipe alarak 11000 devir/dakikada 1 dakika
santrifiij ile kurutma islemi yapildu.

* 1,5 ml’lik Epandorf tiipe NSBC yerlestirildi. Uzerine 6nceden 1sitilmis
BE tamponu 1004L katilarak 1 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra
11000 devir/dakikada 1 dakika santrijiij edildi.

= Bu islemler sonunda elde edilen DNA c¢ozeltileri 1 gin +4 °C’de

saklandiktan sonra etiketlenerek -20°C’de saklandi.

3.3. MOLEKULER ANALIZ:

3.3.1. PCR Uygulamasi:

PCR tek bir molekiill DNA’y1 bile c¢ogaltabileceginden, tepkime
karisimlarinin DNA molekiilleri ile bulasmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
bulasma, daha onceki PCR tepkimesi, ekzojen DNA ya da diger hiicresel
materyallere bagl olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve eriyiklerin
steril olmasmna dikkat edildi. Ayrica PCR tepkimesinde, 1s1 iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAaz
ve RNAaz enzimlerinden arindirilmig steril 0.5 ml’lik PCR tiipleri, reaksiyonun
gergeklestirilmesi i¢cin Thermal Cycler cihazi (Techne Progene, Cambridge, UK)
ve 0.5-10 pLl’lik ve 10-100 L lik otomatik pipetler (Gilson, Fransa) kullanildi.
PCR islemi i¢in 2X PCR Master Mix Kiti (Fermantas, Kanada) kullanildi.
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eNOS geni ile ilgili olarak iki polimorfizmden birincisi olan intron 4’deki
VNTR polimorfizmi i¢in asagidaki protokol uygulanmstir:

Her 6rnek icin hazirlanan karisimin igerigi su sekildedir:

Damitik Su 3,5 Ul
PCR Master Mix (Fermantas, Kanada) 12,5 uL
Primer (Forward) (IONTEK, Tiirkiye) 1 gL
(5’-AGGCCCTATGGTAGTGCCTT-3")

Primer (Reverse) (IONTEK, Tiirkiye) 1 gL
(5’-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’)

DNA 2 ul

Thermal Cycler cihazinda PCR kosullar1 asagidaki sekilde uygulanmistir.

94°C 2 Dakika 1dongti  (ilk denatiirasyon)
94°C 30 Saniye 1dongli  (ikinci denatiirasyon)
50°C 30 Saniye 35 dongii (baglanma)

72°C 40 Saniye 1dongii  (ilk sentez)

72°C 5 Dakika 1 dongii  (son sentez)

Islem bittikten sonra, drnekler +4°C’de bir giin siire ile bekletilmistir.
eNOS genine ait ekson 7 gen bdlgesinin amplifikasyonu i¢in de ayni cihaz

ve aletler kullanildi. Her 6rnek icin igerikler asagidaki sekilde hazirlandi.

Damitik Su 3,5 Ul
PCR Master Mix (Fermentas, Kanada)) 12,5 uL
Primer (Forward) (IONTEC, Tiirkiye) 1 gL
(5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3)
Primer (Reverse) (IONTEC, Tiirkiye) 1 gL
(5’-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3")
DNA 2 ul

Thermal Cycler cihazinda PCR kosullar1 asagidaki sekilde uygulanmistir.
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94°C 2 Dakika 1dongii  (ilk denatiirasyon)

94°C 30 Saniye 1dongli  (ikinci denatiirasyon)
55°C 30 Saniye 35 dongii (baglanma)
72°C 40 Saniye 1dongii  (ilk sentez)
72°C 5 Dakika 1 dongii  (son sentez)

Islem bittikten sonra, ornekler elektroforezde yiiriitiilmek iizere +4°C’de

saklanmustir.

3.3.2. Elektroforez Islemi:

PCR’da ¢ogaltilan gen boélgelerinin uzunlugunu saptamak i¢in agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitiilen DNA’larin uzunluklari,
biiytlikliikleri belli [50-100 baz ¢ifti (b¢)] DNA parcalar1 igeren belirteg ile
kiyaslanarak saptandi.

Daha onceden PCR islemi yapilmig olan orneklerden 5 L almip 2 ul
Looding Dye (Fermentas, Kanada) katildiktan sonra, PCR iirtinleri ile Looding
Dye’in birbirlerine karigmalar1 saglandi. Daha sonra hazirlanan PCR {iriinii ve
Looding Dye karisimi bir otomatik pipet yardimiyla elektroforez tankina
(Midicell EC-350, Almanya) yerlestirilen jelin kuyucuklarina sirasiyla birakildi.
Kullanilan jel 20 adet 6rnek ve bir adet belirteg (Fermentas, Kanada) alabilecek
sayida kuyucuga sahiptir. Tankin kapagi kapatildiktan sonra gii¢ kaynagindan (EC
135-90) 80 Volt potansiyel gerilimi olusturacak sekilde elektrik akimi gegmesi

saglanarak ornekler 45 dakika yiiriitiildi.

3.3.3. Genotiplendirme:

Tim degerlendirmelerde 100 ve 50 bg’lik belirte¢ kullanildi. Gozlenen
bantlarin molekiiler uzunluklari, belirteg ile karsilastirilarak yaklasik olarak
belirlendi (+10 bg). Ornekler, jel goriintiileme sistemine (Vilber Lourmat Marne
La Vallée, Fransa) konulup 260 nm dalga boyunda UV 11k altinda
degerlendirildi.
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3.3.4. Restriksiyon Enziminin Uygulanmasi:

Elde edilen PCR iiriinleri (hasta ve kontrol grubuna ait) restriksiyon enzimi
Ban-II’ye (Eco241, Fermentas, Kanada) maruz birakildi.

Kullanilan restriksiyon enziminin 6zgiil tanima bolgesi su sekildedir:

Banll: 5..C{GGCCG...3

Her 6rnek icerikleri asagidaki sekilde hazirlandi:

Damitik su 3,5uL
Re buffer 2ul
Restriksiyon enzimi 1l
PCR iiriinii Sul

Bu karnisimlar 37° C’de 12 saat inkiibe edildikten sonra kesim {iriinleri
%?2’lik agaroz jelde 80 Voltta 50 dakika yiiriitildi. Jel goriintilerinin
degerlendirilmesinde 100 ve 50 bg belirteg kullanildi. Goézlenen bantlarin
molekiiler uzunluklari, belirteg ile karsilagtirilarak yaklagik olarak belirlendi (£10
bg). Ornekler, jel goriintiileme sistemine konulup 260 nm dalga boyunda UV 1s1k
altinda degerlendirildi.

3.3.5. eNOS Geninde ekson 7°deki Glu298Asp RFLP Polimorfizminin
Analizi:

eNOS geninin ekson 7°deki RFLP polimorfizmi i¢in yapilan islemler
sonunda gorilintiileme sisteminde belirte¢ ile kiyaslama yapildiginda 6rneklerin
BanlI restriksiyon enzimi i¢in tanima bolgesi icermeyenlerin 248 bg, bir tanima
bolgesi igerenlerin 163 + 85 bg ve tanima bolgesi igceren ve icermeyen PCR {iriinli
bulunduranlarin 248 +163 +85 b¢ pargalart seklinde ayrilmaktadir. Bunlar
sirasiyla a, b ve c alelleridir. Orneklere ait 248 bg hizasinda tek bir bant oldugunda
a genotipi [homozigot Asp/Asp (TT)], 163 bg ve 85 b¢ hizasinda iki bant varsa b
genotipi [homozigot Glu/Glu (GG)] ve 248, 163 ve 85 bg hizasinda ii¢ bant varsa
¢ genotipi [heterezigot Asp/Glu (TG)] olarak genotiplendirme yapilmaktadir
(Sekil 5) (75) .
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Bizim c¢alismamizda, yapilan ¢aligmalardan farkli olarak, 248, 80 ve 83 bg
hizasinda bant igeren ii¢ 6rnek, daha once tanimlanmamis tanima bolgesi igeren

ornekler olarak degerlendirildi. Bunlara d genotipi ad1 verildi.

eNOS geni

1 ]
Belirt&g TT T G G G

Asplbsp AspiGlu GluiGlu
a C b

I |
eNOS protein

248 bg
-1— 163 bg

- 85 b

Sekil 5: eNOS ekson 7 RFLP polimorfizmi (75).

3.3.6. eNOS Geni intron 4’deki VNTR Polimorfizminin Analizi:

eNOS geni intron 4’deki VNTR polimorfizmi i¢in yapilan iglemler sonunda
gorilintiileme sisteminde belirte¢ ile kiyaslama yapildiginda 6rneklerin 420 bg
veya 393 bg olduklar1 gdzlenmektedir. Orneklere ait 420 bg hizasinda tek bir bant
oldugunda homozigot 4b/b (b genotipi), 393 bg¢ hizasinda tek bir bant varsa

homozigot 4a/a (a genotipi), her iki bant da varsa heterezibot 4a/b (¢ genotipi)
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olarak genotiplendirme yapilmaktadir (Sekil 6) (72). 4 rakam, 4. intron oldugunu
belirtmektedir.

420 bg

393 bg

Belitec a/a a’/b b/b

Sekil 6: eNOS intron 4 VNTR polimorfizmi (72).

3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME:

Calismamizin verileri SPSS (Versiyon 10.0) programina yiiklendi. Verilerin
degerlendirilmesinde, Khi- kare testi ve iki ortalama arasindaki farkin dnemlilik
testi uygulanmustir. Istatiksel olarak p< 0.05 sonucu anlamli kabul edildi. Alel

dagilimlarinin degerlendirilmesi i¢in odds oranina bakildi.
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4. BULGULAR

Hasta grubumuzda 54 hastanin ortalama yas1 45.67+13.25 (38—72), kontrol
grubundaki 53 bireyin ise ortalama yast 52.90+13.65 (20-75)’dir. Yas yoniinden

gruplar arasindaki fark istatistiksel yonden dnemsiz bulunmustur (t=0.72; p>0.05).

Hasta grubundaki bireylerin 37 ( %68.51)’s1 kadin, 17°s1 ( %31.48) erkektir;
kontrol grubundaki bireylerin 38’si (%71.59) kadin, 15’1 (%28.30) erkektir.
Cinsiyet yoniinden gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmustur (y*=1.38, p>0.05).

Her iki grupta da birer vaka bir gen tipi olarak degerlendirilememis ve

degerlendirme dis1 birakilmistir.

4.1. eNOS Geni ekson 7 RFLP Polimorfizminin Alel ve Genotipleri:

Hasta grubunun eNOS geni ekson 7 RFLP jel goriintiileri Sekil 7°de, kontrol
grubunun eNOS ekson 7 RFLP jel goriintiileri Sekil 8’de verilmistir. Hasta
grubunda 53 kafa ici anevrizmali bireyin eNOS ekson 7°deki RFLP polimorfizmi
acisindan 23 adet a genotipi (%43,4), 26 adet b genotipi (%49,1) ve 2 adet ¢
genotipi (%3,8) saptandi. Elli iki bireyden olusan kontrol grubunda ise 12 adet a
genotipi (%23,1), 29 adet b genotipi (%55,8) ve 10 adet ¢ genotipi (%19,2) tespit
edildi. Hasta grubunda iki, kontrol grubunda bir adet olmak iizere toplam 3 adet,
daha 6nce tanimlanmamis farkli kesim bolgeleri iceren RFLP jel goriintiileri elde

edildi, bunlara d genotipi ad1 verildi (Tablo II).
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9 10 11 M 12 13* 14 15 16 17! 18 19 20 21

22 23 24 25 26 27 28 M 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 BC

R

180

BC

150
100

@}

Sekil 7: A. 1- 21, B. 22- 42, C 43- 52, D. 53, 54 numarali numaral1 hastalarin ve 4
ile 13 numarali hastalarin tekrar edilen eNOS ekson7, %2’lik agaroz jel, Banll RFLP
goriintiileri. a genotipi (homozigot Asp/Asp): 3, 4,5, 6, 8,9, 10, 11, 14, 15, 16, 18, 19,
20, 21, 23, 24, 25, 27, 28, 34, 38, 54 numarali siitunlar. b genotipi (homozigot Glu/Glu):
1,2,7,12,13, 26, 29, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
51 numarali siitunlar. ¢ genotipi (heterozigot Asp/Glu): 22, 53 numarali siitunlar. d
genotipi (ii¢ farkli tanima bolgesi igeren siitunlar): 50 ve 52 numarali siitiinlar.

*4 ve 13 nolu hastalarin yapilan ilk RFLP analizi sonu¢ vermemis ve tekrar
edilmistir. 4 nolu hasta a genotipi (homozigot Asp/Asp) ve 13 nolu hasta b genotipi
(homozigot Glu/Glu) olarak tespit edilmistir. 17! numarali hastaya ait RFLP analizi
basarisiz olmus ve ¢alisma dis1 birakilmustir.
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Sekil 8: 1- 21, B. 22- 42, C 43- 53 numarali kontrol grubundaki deneklerin eNOS
ekson7, %?2’lik agaroz jel, Banll RFLP goriintiileri. a genotipi (homozigot Asp/Asp): 6,
22, 25, 26, 28, 29, 36, 37, 42, 51, 52, 53 numarali siitunlar. b genotipi (homozigot
Glu/Glu): 2, 3,5,7,8,9, 11, 12, 13, 14, 23, 24, 27, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 39, 40, 41,
43, 45, 46, 47, 48, 49 numarali siitunlar. ¢ genotipi (heterozigot Asp/Glu): 1, 4, 10, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 50 numarali siitunlar. d genotipi (ii¢ farkli tanima bdlgesi iceren

stitunlar): 44 numarali siitiinlar.
15! numarali RFLP analizi basarisiz olmus ve ¢alisma dis1 birakilmistir

Tablo II: eNOS geni ekson 7 polimorfizminin genotip frekanslart.

Genotipler a b c d Toplam

Hasta 23 (%43,4) 26 (%49,1) 2(%3,8) 2(%3,8) 53 (%100,0)
Kontrol 12 (%23,1) 29 (%55,8) 10(%19,2) 1(%1,9) 52 (%100,0)

Toplam 35 (%33,3) 55 (%52,4) 13 (%11,4) 3 (%2,9) 105 (%100,0)
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Gruplarin genotip dagilimlar1 Tablo II’de gosterilmistir. Gruplar birbirleri
ile karsilastirildiginda, a ve c¢ genotipleri yoniinden fark anlamli (p<0.05), b ve d
genotipi yoOniinden fark anlamsiz bulunmustur (p>0.05). Hasta ve kontrol
grubunda en fazla b genotipi tesbit edilmistir (hasta grubunda %49,1, kontrol
grubunda %55,8). a genotipi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hasta grubunda
anlaml sekilde yliksek (%43.4), ¢ genotipi ise hasta grubu ile karsilastirildiginda,
kontrol grubunda anlaml1 yiiksek bulunmustur (%19.2) (p<0.05).

Tablo III: eNOS geni ekson 7 allel frekanslari.

Aleller G T Toplam

Hasta 54 (%53) 48 (%A47) 102 (%100,0)
Kontrol 67 (%66) 35 (%34) 102 (%100,0)
Toplam 121(%59) 83 (%41) 204 (%100,0)

Gruplardaki alel dagilimi Tablo III’de gosterilmistir. Gruplar alel dagilimi
acisindan karsilastirildiklarinda G ve T alelleri yoniinden fark anlamsiz
bulunmustur (p>0.05). G ve T alelleri i¢in odds orani yine énemsiz bulunmustur

(0dds=0.59, %95 CI (0.336-1.053).

4.2. eNOS geninin intron 4 VNTR polimorfizminin alel ve genotipleri:

eNOS geninin VNTR polimorfizmi i¢in goriintiileme sisteminde belirteg ile
kiyaslama yapildiginda tiim 6rneklerin 420 bg hizasinda oldugu goriildii ve tiim
ornekler b genotipi (homozigot b/b) olarak genotiplendirme yapildi ve kaydedildi
(Sekil 9 ve Sekil 10).

1 2 3 o4 8 & T B % 1011 1293 1498 18 1T 1898 20 M 2122 2334 25 28 IT 20 0 30 31 32 33 34 38 38 IT 38 3D

I

o haannn e

Sekil 9: Hasta grubuna ait 39 denegin, eNOS intron 4, %?2’lik agaroz jel,

VNTR polimorfizmi analizi goriintiileri: Tiimii b genotipi.
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Sekil 10: Kontrol grubuna ait 20 denegin, eNOS intron 4, %2’lik agaroz jel,

VNTR polimorfizmi analizi goriintiileri. Tiimii b genotipi.

Hasta ve kontrol gruplarinda yapilan VNTR polimorfizmi ¢alismasinda tiim
denekler b genotipi olarak bulunmus. Hasta ve kontrol gruplar arasinda bir fark

bulunamamastir.

33



5. TARTISMA

eNOS enzimi tarafindan sentezlenen NO’in salmimindaki diizensizligin
damar duvarinda yapisal bozukluklara yol agarak anevrizma gelisimine neden
olabilecegi ileri siiriilmektedir. eNOS genine ait mutasyon ve polimorfizmin

belirlenmesi, bu varsayimi agiklayici veriler saglayabilir.

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda, eNOS geni polimorfizmi, eNOS
geninin islevlerindeki bozukluk ile iliskili bulunmustur. eNOS genindeki bu tip
islevsel DNA degisikliklerinin, eNOS’un saliniminda ve enzimatik faaliyetinde
degisikliklere neden oldugu ileri siiriilmiistiir (72, 76). eNOS enzimindeki miktar
ve islevsel degisiklikler de NO salinimini etkileyebilecektir (72, 77). Johanning’in
yaptig1 ¢aligmada da NO baskilanmasi ile deneysel anevrizmalarin gelismesinin

engellendigi gosterilmistir (12).

Khurana’nin yaptig1 kafa i¢i anevrizmalarin yirtilmasi ile ilgili ¢alismada
eNOS T- 786C tek niikleotid polimorfizminin, yirtilma riskini belirleyebilecek bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (68). Khurana ve ark. yaptig1 diger
bir ¢alismada eNOS geni T-786C, G894T ve 27-VNTR poliformizmi ile
anevrizma yirtilma arasindaki iliskiyi daha genis bir hasta grubunda arastirmis ve
her iic polimorfizm i¢inde varyant allel varliginin ve iliskili genotiplerinin
anevrizmalar1 yirtilan hastalarda ii¢ kat daha fazla goriildiigiinii tespit etmislerdir
(78). Akagawa ve ark. anevrizma boyutu ile eNOS geni T-786C polimorfizmi

arasinda bir iligki tespit edememislerdir (79).

Calismamiz kafa i¢i anevrizma varligr ile eNOS geni polimorfizmi
arasindaki iligkiyi ortaya koyan ilk ¢aligmadir. Yapilan ¢alismalarda polimorfik
olabilecegi gosterilmis olan eNOS genine ait farkli gen bolgeleri ile cesitli
patolojiler arasindaki iligki arastirilmistir. Bu bolgelerden daha ¢ok eNOS geni
promotor bolgesi, ekson 7 bolgesi ve intron 4 bdlgesi tlizerinde durulmustur (67).
Ozellikle damarsal hastaliklara yénelik arastirmalarda eNOS geni ekson 7 G894T
(Glu298Asp) ve ve intron 4 27-VNTR polimorfizmi ayrintilariyla arastirilmistir
(67,75, 78-83).
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eNOS genine ait bu bolgelerde mevcut olabilecek polimorfizmlerle plazma
NO diizeyi arasindaki iliski aragtirma konusu olmustur. Tsudaka ve ark. intron 4
27-VNTR polimorfizmi ile plazma NO metabolitleri diizeyi arasindaki iliskiyi
saglikli erigkinlerde arastirmis ve a allel sahibi deneklerin plazma NO
metabolitlerinin diizeyini b alel sahibi deneklerden anlamli sekilde daha diisiik
bulmuslardir (72). Veldman ve ark. saglikli bireylerde Glu298Asp (G894T)
polimorfizmi ile bazal NO firetimi arasindaki iligkiyi arastirmislar ve Asp alel
sahibi deneklerde bir eNOS inhibitorii olan N(G)-monometil-L-arginine (L-
NMMA) inflizyonuna cevabin Glu/Glu genotipi olanlara goére anlamli sekilde
diisiik oldugunu bulmuglar ve Glu298Asp (G894T) polimorfizmi ile bazal NO
iiretimi arasinda anlaml iliski oldugunu ileri siirmiislerdir (82). Moon ve ark. ise
ters olarak Glu298Asp (G894T) polimorfizmi ile plazma NO metabolitleri
arasinda bir iligkinin olmadigimi ileri slirmiislerdir (77). Bu polimorfizmlerle
plazma NO diizeyi arasindaki iliski heniiz acik bir sekilde ortaya konmadig1 i¢in
bu polimorfizmler ile anevrizma varligi arasinda plazma NO diizeyi ag¢isindan

nasil bir iliskinin bulundugu hala karanliktir.

Bu c¢aligmada, eNOS geninde sik karsilagilan polimorfizmlerden olan, ekson
7’deki RFLP ve intron 4’deki VNTR polimorfizmleri ile kafa i¢i anevrizma
gelisimi arasinda iligki olup olmadig: aragtirllmigtir. Bu amacla hasta ve kontrol
gruplarinin bireylerinden elde edilen DNA’larda eNOS geninin polimorfizmlerine
bakilarak her iki grup arasinda alel ve genotip dagilimi agisindan farklilik olup
olmadigr incelenmistir. Polimorfizm ¢alismalarinin genis sayida denegin
bulundugu gruplarda yapilmasi saglikli sonuglarin elde edilmesinde 6nemli bir
kosuldur. Bununla beraber, ¢aligmamizda elde ettigimiz sonuclar birer ipucu
olusturacaktir. Hasta ve kontrol grubunda b (Glu/Glu) genotipi varliginin yiiksek
oranda elde edilmesine ragmen, kafa i¢i anevrizma varlig1 agisindan belirleyici
gibi gorlinmemektedir. a (Asp/Asp) genotipi varlig1 kafa i¢i anevrizmalar i¢in
yiiksek risk faktorii olarak ortaya ¢ikarken, aksine ¢ (Asp/Glu) genotipi varliginin

ise kafa i¢i anevrizmalar i¢in diigiik riski isaret ettigi tesbit edilmistir.

eNOS ekson 7 polimorfizminin iglevsel sonucu tam olarak bilinmemektedir.
Fakat iNOS yolu ile asir1 NO saliniminin damar endoteli ve diiz kasinda

bozulmalara yol acgarak anevrizma gelismesini artirdigi  bir calismada
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gosterilmistir (64). Yine aymi calismada, anevrizma gelisen damar duvarinda
iINOS’da artma, eNOS’da azalma tesbit edilmistir (64). Ekson 7 polimorfizmi ile
eNOS sentezindeki degisiklikler, NO sentezini degistirmek yolu ile anevrizma

gelisimine katki saglayabilir.

d genotipi olarak adlandirdigimiz tip, daha once yapilan ¢aligmalarda hig
karsilasilmayan, farkli kesim bolgeleri igceren genetik bir polimorfizmdir. Bu
varyant tiplerde yapilacak gen dizi analizleri, eNOS ekson 7’de yeni

polimorfizmlerin bulunmasina ve genin yapisinin aydinlatilmasina 11k tutacaktir.

Deneyler sonucunda, hasta grubunda eNOS geni intron 4 VNTR
polimorfizmi frekans1 kafa i¢i anevrizma hastalarinda ve kontrol grubunda
anlaml1 bir farklilik géstermemistir. Bu polimorfizm ag¢isindan hasta grubunun
tiim ornekler b genotipi (homozigot b/b) genotipine sahiptir. Kontrol grubundaki
bireylerde de farkli genotipe rastlanmamistir. Yapilan bazi ¢aligmalarda da bu

polimorfizmin damarsal hastaliklarla anlamli1 birlikteligi gosterilememistir (5).

Artmis kafa i¢i anevrizma riskinden sorumlu genlerin bulunmasi,
hastaliklarin erken tanisina ve bireysel tedavilere olanak saglayacaktir. eNOS’ un
genetik polimorfizmlerinin tedavideki etkilerini gormek daha uzun yillar alacaktir.
Ancak, endotele 0Ozgiil ilag tedavi yontemlerinin daha yakin bir zamanda
baslamasi daha olasidir. Simdiye kadarki genetik ¢alismalarin ¢cogu karmasik ve
cok yonlii hastaliklara odaklanmistir ve birgcogunda genetik etkiler tanimlanmustir.
eNOS genetik polimorfizmlerinin, endotelde etkili diger genlerle (iNOS geni gibi)
birlikte daha fazla arastirilmasi, hastalik siireclerini ve mekanizmalarini daha iyi
anlamamiz1 saglayacaktir. Ayrica, NOS genetik polimorfizmlerinin, degismis
enzim veya hiicre faaliyetini nasil etkilediginin aydinlatilmas: da faydali olacaktir.
Eger enzim faaliyeti diisiikse, belki de diyetle ek arjinin alim1 gibi basit tedaviler
faydali olacaktir. Genetik ve gen tedavisi konusundaki c¢alismalar ilerledikge,
secici gen tedavileri kafa i¢i anevrizma gibi 6zgiil durumlarda dahi kullanilir

duruma gelecektir.

36



6. SONUCLAR

eNOS geni ekson 7 bdlgesinde a alel varlig1 anevrizma gelisimi i¢in diisiik
risk, c alel varlig1 yiiksek risk olusturabilir.

Intron 4 polimorfizm arastirmasinda anevrizma varhig ile bir iliski tespit
edilememistir.

Daha once tanimlanmamis ekson 7 Ban II tanima bolgesi tespit edilmistir.
Bu yeni bir polimorfizm tipi olabilir. Gen dizi analizi gereklidir.

Genetik mutasyon ya da polimorfizmlerin tespiti anevrizma gelisiminin
aciklanmasina 151k tutacaktir.

Riskli gruplarin tespiti anevrizmalarin erken tanisi ve tedavisine olanak

saglayacaktir.
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