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OZET

Nitrik oksit sentezi, 3 izoformu bulunan nitrik oksit sentaz enzimi
tarafindan diizenlenmektedir. Bunlar endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS),
ndronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve indiiklenebilir ya da immiinolojik nitrik
oksit sentazdir (iNOS). Bunlardan endotelyal nitrik oksit sentaz arter
duvarindaki diiz kas tonusunu dolayis1 ile damar ¢apini belirlemektedir. Islevsel

etkinligi bilinen eNOS un yapisal etkinliginin de oldugu diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada kalp ve damar hastaliklarina eslik eden eNOS genindeki iki

polimorfizmle aort anevrizmalar1 arasindaki iliski arastirilmastir.

Bu caligmaya aort anevrizmasi olan toplam 50 hasta ve 52 saglikli birey
alinmistir. eNOS geni intron 4 bdlgesi 27-VNTR ve ekson 7 bolgesi G894T
(Glu298Asp) polimorfizmi analizi yapilmistir.

eNOS geni G894T polimorfizmi ve 27-VNTR analizi icin hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark elde edilememistir.

Endotelyal nitrik oksit sentaz genindeki mutasyon ve polimorfizmler,
endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin islev bozukluklarina neden olarak aort
anevrizma gelisimine yol acabilecegi diisliniilmektedir. Bu mutasyon ve

polimorfizmin belirlenmesi aort anevrizmasi patojenezine 151k tutacaktir.
Anahtar kelimeler:

Nitrik oksit, eNOS, polimorfizm, ekson 7, intron 4, aort anevrizmasi
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SUMMARY

Nitric oxide synthesis is regulated by nitric oxide synthase which has 3
isoforms. These are endothelial nitric oxide synthase (eNOS), neuronal nitric
oxide synthase (nNOS) and inducible or immunologic nitric oxide synthase
(iNOS). Endothelial nitric oxide synthase is modulates smooth muscle tonus
which is in arterial wall means modulates vessel diameter. There is a suggestion

about eNOS has structural effects also.

Relationship in two polymorphism of eNOS gene which is companion

with vascular diseases and aortic aneurysms was explored in this study.

There was no difference between study and control groups in G894T

polymorphism of eNOS gene and 27- VNTR analyses

There is a suggestion that polymorphisms and mutations of endothelial
nitric oxide gene can lead aortic aneurysms. Diagnosing of these mutations and

polymorphism can be prediction for aortic aneurysms.
Key words:

Nitric oxide, eNOS, polymorphsm, exon 7, intron 4, aortic aneurysms.
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GIRIS
Anevrizma, aortanin herhangi bir segmentinde, hastanin yasi ve viicut
ylizeyine gore olmasi gereken normal ¢apin {izerinde anormal ve geri
doniisiimsiiz bir genisleme gostermesi halidir. Normal ¢apin transvers ol¢iimde

iki katin tlizerine ¢ikmasi durumunda aortun o bdlgesi anevrizmatik olarak

adlandirilir (1).

Anevrizmalar1 kabaca fiiziform ve sakkiiler olarak siniflandirmak
miimkiindiir. Aort anevrizmalari medial degenerasyon, diseksiyon, bag dokusu
hastalig1, kiint travma, aortit, mikotik enfeksiyon ve konjenital anomaliler gibi
nedenlerle olusabilirler (1). Aort anevrizmalarinin patogenezi karmasik olup
pek cok goriis arasinda genetik faktorlerin {izerine eklenen edinsel faktorlerin
rol oynadig1 varsayimi kabul gérmektedir . Aort anevrizmali hastalarin birinci

derece akrabalar1 %10-15 oraninda ayn1 hastaliga yakalanmaktadir (2).

Aort anevrizmali hastalarda aortada elastin igerigi arastirilmis ve
anevrizmali hastalarda elastin miktarimin 6nemli derecede azalmis oldugu ve
anevrizmall hastalarin aort duvarinda elastin sentezini saglayan genetik yapida

bozukluklar bulundugu gosterilmistir (3, 4).

Tim anevrizmalarin %75’1 asemptomatik olmasina ragmen anevrizmada
cap artig, cevre dokulara bast ya da erozyon semptomlari, enfeksiyon,
inflamasyon, distal embolizasyon ve riiptiir riskleri nedeniyle anevrizmalarin

erken teshis ve takibi 6nemlidir (5).

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-Arjinin’in
oksidasyonu ile sentez edilir. NOS’in 3 izoformu tanimlanmistir. Bunlardan iki
tanesi, noronal NOS (nNOS) ve endotelyal NOS (eNOS), bir digeri ise
indiiklenebilir NOS (iNOS)’dur. NO, tesbit edilmis diger fonksiyonunun
yaninda, major olarak vaskiiler tonusu diizenler. Fizyolojik durumlarda NO
doku hasarina yol a¢maz, ¢iinkii diizenli olarak oksihemoglobin tarafindan
ortamdan temizlenir. Tam aksine, enfeksiyoz ya da enflamatuar durumlarda
endotoksinler ve inflamatuar sitokinler tarafindan indiklenen iNOS ise ¢ok

yiiksek miktarlarda NO salinimina neden olur ve artan NO, yliksek miktarlarda



serbest radikaller olusturarak, konagin dokularinda hasara yol agmasinin yani

sira hastaligin gidisatin1 da degistirir (6).

Endotelden diizenli olarak saliman NO, diizenli bir vazodilatasyon
saglayarak vaskiiler yatakta koruyucu etki gosterdigi iddia edilmektedir (7).
Diizensiz salmman NO damar duvarinda zayifliklara ve hasara neden olarak
anevrizma gelisimine yol ac¢tig1 da disiiniilmektedir (7). Patolojik durumlarda
asirt NO salinimina neden olan iNOS ‘in da bu sekilde anevrizma olusumuna
katki yaptig1 ¢aligmalarda iddia edilmistir ( 6, 7, 8). NO sentezinin diizensizligi,
ekstraselliiller matriksin 6nemli bir yap1 tas1 olan elastin proteininin miktarini

degistirmek sureti ile damar duvarinin zayiflamasina neden olmaktadir (6).

eNOS geni kromozom 7q35-36’da lokalize ve 21 kilobazlik (kb) 26 exon
icerir (6). Bu gende meydana gelebilecek bir varyasyon NOS enziminde
fonksiyon degisikliklerine yol acar ve devaminda bir hastalik progesi gelisebilir
(9). DNA daki eNOS geni varyasyonlar1 ile vaskiiler hastaliklar arasindaki
iliskiyi ortaya koymak i¢in yapilmis pek ¢ok arastirma mevcuttur. Bugiine kadar
koroner arter hastaligi, miyokard enfaktiisii, hipertansiyon, stroke ve renal
hastaliklar gibi pek c¢ok vaskiiler bozukluk eNOS geni polimorfizmi ile iliskili
bulunmustur (6). Ancak arastirma sonuglar1 irklar arasinda degiskenlik
gosterdiginden spesifik genetik varyantlarin sadece belli wrklara 6zgii oldugu

disiiniilebilir.



AMAC

Su ana kadarki bilgilerimiz 1518inda, eNOS geni polimorfizmi ile aort
anevrizmalar1 arasindaki iliski heniiz tam aciklanabilmis degildir. Bu nedenle
Tirk toplumunda aort anevrizmasi olan hastalarda eNOS enzimine ait
genlerdeki polimorfizmin olup olmadigini gostermek amaciyla, daha Once
polimorfik oldugu gosterilen gen bolgesine ait 2 farkli polimorfizmi arastiran,

retrospektif ve prospektif kontrollii bir ¢aligmay1 planladik.



GENEL BiLGILER
1- AORT ANATOMISIi

Oksijenlenmis kani tiim viicuda dagitan aorta, sol ventrikiil tabanindan
cikarak sistemik dolasimin ana arteryel agacini olusturur. Aort sol ventrikiilden
ciktiktan sonra yukariya yonelir, sola ve sol akcigerin kokiinlin {izerinden
dorsale dogru bir ark yapar. Aort daha sonra toraksin i¢cinde asagiya inmeye
baslar ve kolumna vertebralisin solunda kalir. Abdominal bosluga diyaframdaki
hiatus aortikusu gegerek girer. Anatomik olarak aort; ¢ikan aorta, inen aort

(torasik ve abdominal)olarak incelenebilir (10).
Cikan aorta

Cikan aorta iiglincii sol kartilaj seviyesinde sol ventrikiil tabanindan
cikar. Oblik olarak yukari ve saga yonelerek, ikinci sag kartilaj seviyesine ulasir
(10). Aortanin bu parcast tamamiyle perikard ile sarilidir. Buradan itibaren
arkus aorta olarak devam eder. On tarafinda timik doku kalintilari ve sternum,
arkada sag pulmoner arter ve sag ana brons ile sag yan ve arkada vena cava
superior ile sol tarafinda pulmoner arter ile komsudur (11). Aort kdkiinden iki

adet dal ¢ikar: Sol ana koroner arter ve sag koroner arter.
Arkus aorta

Cikan aortanin devamidir ve superior mediastende yer alir. Ikinci sag
sternokostal eklemin {ist kenar1 hizasinda baslar, arkada dordiincii ve besinci
vertebralar arasindaki intervertebral disk hizasindan sonra inen aorta olarak
devam eder (10). Innominate arterin baslangic kismindan baslar ve sol
subclaviyan arterin distalinde son bulur (11). Arka ve sag tarafinda trakea,
ozafagus ve torasik duktus bulunur (11). On tarafinda solda sol akciger ve sol
frenik, sol vagal, sol vagusun ve sempatik trunkusun kardiyak dallar1 bulunur.
Arkus konkavitesi igerisinde pulmoner arter bifurkasyonu, sol ana brons ve sol
rekiirren sinir yer almaktadir (11). Arkus aortanin dallar1 brakiosefalik arter

(innominat arter),sol ana karotis arteri, sol subclavian arterdir (10).



Inen torasik aorta

Posterior mediastende yer alir. Dordiincii torakal vertebra korpusunun sol
alt kenar hizasindan baslayarak, vertebral kolonun sol 6n yaninda asagiya dogru
uzanir. Asagiya dogru indik¢ce mediale dogru yonelir ve vertebral kolonun 6n
yliziine gecer. Onikinci torakal vertebranin alt sinir1 seviyesindeki diyaframin
aort acikligindan (hiatus aorticus) gecerek abdomene girer. Buradan sonra
abdominal aorta adim1 alir (10). On tarafta sol akciger ile distal kisimda her iki
akciger ile arkada son yedi torasik vertebra ile hemiazigos venleri ile komsuluk
yapar (11). Inen aortanin torakal boliimii gdgiis duvarina giden parietal ve
toraks boslugundaki organlara giden visseral dallar verir. Posterior interkostal
arterler, subkostal arterler, bronkial arterler, 6zofageal ve perikardial arterler

inen aortanin torasik boliimiiniin dallaridir (10).
Abdominal aorta

Diyaframdaki hiatus aorticustan gegerek (T12) abdomene giren aorta
buradan itibaren abdominal aort adini alir. Peritonun arkasinda ve lumbar
vertebra korpuslarinin 6n yiizlerinde seyrederek asagi dogru uzanir. Dordiincii
lumbal vertebra seviyesinde medyan sakral arter dalin1 ve iliak arter adi verilen
iki genis dalin1 verigi iliak bifurkasyona kadar devam eder. Abdominal aortanin
dallar1 inferior frenik arter, ¢Olyak trunkus, orta suprarenal arter, superior
mezenterik arter, renal arterler, testikiiler veya ovariyan arterler, inferior

mezenterik arter, lumbar arterler ve ana iliyak arterlerdir (10).
2- AORT DUVARININ HiSTOLOJISI

Normal aort dokusu bes farkli tabakadan olusmaktadir. En igteki tabaka
olan tunika intima endotel hiicreleri icermektedir ve az miktarda temel madde
ile bag dokusundan olusan bazal membranin iizerinde yerlesmistir. Tunika
intima ve tunika medya arasindaki sinir elastik liflerden olusan intimal elastik
lamina ile ayrilmaktadir. Aort duvarina seklini veren tunika medya konsantrik
olarak yerlesmis elastik dokudan olusmustur. Tunika medya ile en dis tabaka
olan tunika adventisya arasinda external elastik lamina yer alir. Giiglii bir tabaka

olan tunika adventisya kollajen ve elastik lifler icermektedir. Aort duvarinda



bulunan kollajen damarin gerilme kuvvetinden sorumluyken elastin ise gerilen
damarin geriye doniislinden sorumludur. Fibrillin ekstraselliller matriksin

mikrofibriller yapisini olusturan bir diger yapisal proteindir (11).
3- AORT DUVARININ BESLENMESI

Biiyiik arter ve venlerin duvarlar1i vasa vasorum adi verilen kiigiik
damarlarla beslenir. Bu damarlarin yayginlig1 iki unsura baglidir; duvarin yapisi
ve kan basincina bagli olarak duvardaki sikisma miktari. Tunika medya
tabakasinin limene yakin kisimlar1 limende dolasan kandan beslenirken dis

kisimlar1 ve tunika adventisya kendi i¢indeki arteriyollerle beslenir (12).
4- ANEVRIZMA TANIMI

Aort veya herhangi bir arter segmentinin normal yapisini kaybetmesi
sonucu meydana gelen damar genislemesine anevrizma denir. Anevrizmalar
gercek anevrizmalar, dissekan anevrizmalar ve yalanci anevrizmalar olmak
iizere iige ayrilirlar (13). Anevrizma kesesinin duvari, arter duvarmnin tim
tabakalarini i¢ine aliyorsa (intima, medya, adventisya) ger¢ek anevrizma denir
(13). Fusiform ve sakkiiler olmak {izere ikiye ayrilirlar. Fusiform
anevrizmalarda damar duvarinin kii¢iik bir segmentinin ig seklinde genislemesi
mevcuttur. Sakkiiler anevrizmalarda anevrizmanin bir agzi vardir ve disariya
dogru uzayan bir cep goriinimiindedir. Arterin medya tabakasinin incelerek

genislemesiyle olusur (13).

Dissekan anevrizmalarda ise aort i¢gindeki kanin intimadaki bir yirtiktan
medya tabakasi icerisine dogru girip basin¢li kan ile medya tabakasmin
ayrilarak intimayla adventisya arasmna kan dolmasiyla olusurlar (1). Yalanci
anevrizmalarda ise herhangi bir travma nedeniyle damar duvarinin yirtilarak,
yirtilan damardan c¢ikan kanin ¢evre dokular, fibroz doku ve trombiis ile

sinirlanmast ve boylece bir anevrizma kesesi olugsmasina denir (13).



5- AORT ANEVRIZMALARI
A- Aort Anevrizmalarimin Siniflandirilmasi

Cikan aort anevrizmalari sinotubuler bolge ile innominant arter ¢ikisi
arasinda, arkus aort anevrizmalari innominant arter ¢ikisinin proksimali ile sol
subklaviyan arter ¢ikisinin distali arasinda, inen torokal aort anevrizmalar1 sol
subkaviyan arter c¢ikismnin distali ile diyaframdaki aortik hiatus arasinda,
abdominal aort anevrizmalari ise aortik hiatustan iliak bifurkasyona uzanan
bolgede yerlesirler. Abdominal aort anevrizmalari suprarenal ve infrarenal
olmak {lizere ikiye ayrilirlar. Suprarenal segment ¢Olyak arter ile renal arterler

arasi, infrarenal segment ise renal arterlerle iliyak bifiirkasyon arasidir (1).

Inen torakal ve abdominal aortay: farkli oranlarda tutan anevrizmalara
torakoabdominal aort anevrizmalari denir ve Crawford tarafindan alt guruplara

ayrilmislardir.

Tip 1 sol subklaviyan arterin altindan baslayip ¢dlyak yada superior
mezenterik arter hizasina yada renal arterlerin ¢ikisina kadar, Tip 2 sol
subklaviyan arter altindan baslayip iliyak bifurkasyona kadar, Tip 3 orta inen
aortada yaklagik altinci interkostal aralik hizasindan baslaylp iliyak
bifurkasyona kadar, Tip 4 supracdlyak abdominal aortada yaklasik onikinci
torakal vertebra hizasindan baslayip iliyak bifurkasyona kadar devam eden

anevrizmalardir (14).
B- Aort Anevrizmalarinin Histolojisi

Patologlar arasinda aortik histoloji genelde dort farklt gozleme
dayandirilmaktadir (3). Bunlar elastik liflerin kaybi (medial dejeneratif
hastalik), diiz kas hiicrelerinin kaybi (medial nekroz), aterosklerozun varligi
(genellikle medial dejeneratif hastaligin lizerine sekonder olarak yerlesmistir) ve

kronik yangisal hiicrelerin varligini (inflamatuar hastalik) icermektedir.

Medial dejeneratif hastalik olan olgularda aort segmentinin mikroskobik
incelenmesinde elastik liflerde parcalanma ve kayip izlenir. Bu durum 6zellikle

yasli, kronik hipertansiyonlu, Marfan sendromlu hastalarda goriilir ve asil



nedeni bilinmemektedir. Bu ylizden bdyle hastalar medial dejeneratif hastaligin

var oldugu kisiler olarak adlandirilmaktadir.

Marfan sendromlu hastalarda oldugu gibi medial dejenerasyonun ileri
evrelerinde diiz kas hiicreleri aort duvarindan kaybolur ve bu durum medial
nekroz olarak nitelendirilmektedir. Aortik diseksiyonlarda medial nekrozun
olaydan once var oldugu ya da daha sonra olaya eklendigi konusu halen
tartigmalidir (3). Bununla birlikte disseksiyonlu hastalarda yapilan gozlemler
disseke olan aort segmentleri disindaki segmentlerinde kolaylikla disseke
olabildigini gostermektedir ve bu durum disseksiyona katilmamis aort
segmentlerinde medial nekrozun varligin1 ortaya koymaktadir. Kronik
disseksiyonlarda intimal yirtik bolgesi ve yalanci limen zaman i¢inde endotel

hiicreleri ile kaplanmaktadir.

Ateroskleroz herhangi bir tip medial hastalikla birlikte olabilir ve daha
cok kronik anevrizmali yasli hastalarda goriilmektedir. Bu hastalarda yapilan
gozlemler, incelenen aort segmentinin bulundugu bdlge aort kapagindan ne
kadar uzaksa aterosklerozun bulunma olasiliginin o kadar yiiksek oldugunu

gostermektedir (3).

Aort duvarinda mikroskobik olarak kronik yangisal hiicrelerin, 6zellikle
lenfositler, histositler ve plazma hiicrelerinin intimal fibroz, medial
dejenerasyon ve adventisyal fibrozis-le birlikte bulunmasi1 aortiti yani
inflamatuar hastalig1 diisiindiirmektedir. Bu bulgular aor-tanin makroskobik
olarak kalin, beyaz ya da sedef seklindeki goriiniimiiyle birlikte deger-
lendirilmelidir. Diger bir noktada inflamatuar hastalik goriilen segmente yakin
bir aort segmentinin daha dnce operasyon gecirip ge¢irmedigi ve enfekte olup
olmadigidir. Sifilitik aorta klasik olarak aortitisin tiim karakteristik bulgularini
icerir. Ozellikle vazo vazorumlarin cevreledigi adventisyada plazma hiicreleri
ve lenfositler bulunur. Ayrica vazo vazorumlarin endarteritisi ve perivaskiiler
enflamasyon oldukga tipiktir. Inflamatuar bir etiyoloji oldugu diisiiniilen
hastalarda siklikla intimal hiperplazi izlenir. Aortanin kronik tiiberkiiloz
infiltrasyonuda digerlerinden ayirt edilmesi zor bir aortitise yol agabilir. Aorta

tliberkiiloz basili tarafindan invaze edildiginde asid-fast basilinin ve Lang-hans



dev hiicrelerinin goriilmesi miimkiindiir. Bir diger bulguda bu hastalarda
eritrosit sedimantasyon hizinin yiikselmesidir. Endemik yayilimin oldugu
bolgelerde bu tip bir inflamatuar anevrizma desendan torasik ve abdominal
aortada goriilebilir ve yayilim vertebra ya da akciger gibi komsu dokulardan

olabilir. Bununla birlikte genellikle ¢ogu olguda yayilim kan yoluyladir (15).
C- Insidans ve Risk Faktorleri

Intratorasik yerlesimli olan anevrizmalarda en sik inen aort tutulumu
mevcuttur. Inen aortay: sirasi ile ¢ikan aorta ve arkus aorta tutulumu izler (11).
Yeni intratorasik aort anevrizmasi gelisime sikligi 5.9/100000 kisi-y1l olarak
hesaplanmigtir (16). Hastaligin presentasyonu sirasindaki medyan yas,
erkeklerde 65, kadinlarda ise 77 olarak bulunmustur. Yapilan caligmalar
1s1ginda intratorasik aort anevrizmalarinda erkek/kadin oranlart 1.1:1-1.7:1

olarak saptanmistir (16, 17).

Intratorasik aort anevrizmalarmin gelismesi acisindan &nemli risk
faktorleri arasinda hipertansiyon, konjenital bikuspit veya unikiispit aort kapagi
ve marfan sendromu sayilabilir (16, 17). Bu hastalarda ortak bir bulguda
jeneralize aterosklerozdur. Sigara i¢me hikayesi, anevrizma gelisme riskini

artirmaktadir (18).

Abdominal aort anevrizmalarinda ise insidans 21-36/100000 kisi-y1l
olarak bildirilmekle birlikte 50 yas iizerinde bu insidansin %3’e ¢iktig1
bildirilmektedir (19). Abdominal aort anevrizmasi genellikle yashi beyaz
erkeklerin hastaligidir. Beyaz 1rkta 3.5 kez daha siklikla goriilmektedir.
Erkek/kadin  oran1 4:1 olarak saptanmistir (20). Abdominal aort
anevrizmalarinda risk faktorleri arasinda ileri yas, beyaz ik, erkek cinsiyet,
sigara i¢imi, pozitif aile Oykiisli, hipertansiyon, koroner arter hastaligi,

hiperkolesterolemi ve periferik vaskiiler okluziv hastalik sayilabilir (21).
D- Aort Anevrizmalarinda Etyoloji

Aort anevrizmalarinin gelisiminde rol alan gesitli etyolojik faktorler s6z
konusudur. Her etyolojik faktoriin 6ne ¢iktigi yas gruplar1 farklilik gosterebilir.

Aortik anevrizmaya yol acan hastaliklar su sekilde siralanabilir (11).



1- Annulo-aortik ektazi
2- Kistik medial nekroz
a) Primer
b) Marfan sendromu
c) Ehler-Danlos Sendromu
d) Psodoksantoma elastikum
¢) Menkes Sendromu
3- Bikiispid aort darlig1
4- Ateroskleroz
5- Kronik diseksiyon
6- Degeneratif
7- Enfeksiyoz aortit
a) Sifiliz
b) Tiiberkiiloz
c) Mikotik
8- Vaskiilitler
a) Takayasu arteriti
b) Behget hastaligi
c) Ankilozan spondilit
d) Romatoid artrit

9-Travmatik

Cikan aort anevrizmalarinda en sik goriilen etyolojik faktér %70 ile
kistik medyal degenerasyondur (11). Kistik medyal degenerasyon terimi degigik

derecelerdeki elastik liflerde fragmentasyon, diiz kas hiicre kaybini ifade eder.
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Normalde c¢ikan aorta yiiksek kompliansi olan bir arterdir ve elastik bir
rezarvuar olarak fonksiyon goriir. Sistolde enerjiyi depolarken diastolde bu
enerji akimin siirekliligi i¢in kullanilir. Cikan aortun komplians1 inen aorta gore
daha fazladir ve daha fazla elastik lif icerir. Bu anatomik farklilik
anevrizmalarin etyolojisinede yansir (22). Diger etyolojik faktorler ise

ateroskleroz, kronik diseksiyon, marfan sendromu ve bikuspit aort kapagidir.

Arkus aort anevrizmalarinin biiyiik bir kismi1 ¢ikan aort anevrizmalarinin
proksimal arkusuda i¢ine almasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Arkus aortanin
anevrizmal lezyonlar1 genellikle medyal degenerasyon ve aort diseksiyonlari

sonucu gelismektedir. Aterosklerozda olaya siklikla eslik eder (23).

Inen torasik aort anevrizmalarinin nedenlerinin basinda medyal
degenerasyon (miksamatdz degenerasyon, senil aorta)gelmektedir. Her ne kadar
aterosklerotik aort anevrizmalari bilinen risk faktorleri sonucu olussada inen
aort anevrizmalar1 yasla iliskili olarak elastin ve kollajen metabolizmasindaki

defektlere bagl olarak meydana gelen degenerasyon sonucunda olusur (24).

Torakoabdominal aort anevrizmalarinda en Onemli etyolojik faktor
medyal degenerasyondur; ancak intimay:1 ilgilendiren aterosklerozunda
cogunlukla olaya eklendigi kabul edilmektedir. Diger etyolojik faktorler ise aort
diseksiyonu, marfan sendromu, ehler-danlos sendromu, mikotik ve takayasu

arteritidir (25).

Abdominal aort anevrizmalarinda ise en Onemli etyolojik faktoriin
ateroskleroz oldugu bilinmekle beraber son zamanlarda multifaktoriyel

nedenlerin de etyolojide rol oynadig1 goriilmektedir (26).
E- Aort Anevrizmalarinda Klinik

Tim anevrizmalarinin %75’1 asemptomatiktir ve rutin muayenede, gogiis
radyografisinde, baska nedenle yapilan ultrasonografide yada herhangi bir

nedenle yapilan tanisal girisimler sirasinda saptanmaktadir.

Semptomatik hastalarda ¢ikan yada arkus aortayi tutan anevrizmalarda
kalp yetmezligi, riiptiir, kardiyak tamponad, sag kalp yetmezligi, superior vena

kava sendromu, aritmi, tifiiriim, ates, gecici norolojik olaylar, inme, atipik gdgiis
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agrisi, sirt agrisi, nefes darligi, yutma gicliigi, ses kisikligi, aspirasyon,

hemoptizi, ¢arpint1 sayilabilir.

Inen torakal aort anevrizmasi olan hastalar ise gdgiis ve sirtta agri,
parapleji, paraparezi ve bobrek yetmezligi bulgu ve semptomlar: ile hastaneye

bagvurabilirler.

Abdominal aort anevrizmalarindaki bulgular ve septomlar arasinda
karinda hassasiyet ve kitle, belde ve kasikta agri, bulanti, kusma, kilo kaybi,
hematemez, melena, sarilik, bobrek yetmezligi, bacaklarda agri, batin

distansiyonu ve vena kava inferior tikaniklig1 sayilabilir (1).
F- Aort Anevrizmalarinin Komplikasyonlan

Aort anevrizmalar1 anatomik yapis1 ve komsuluklar1 nedeni ile ciddi
komplikasyonlara yol agabilirler. Aortun kendisine ait gelisebilecek
komplikasyonlarin basinda aortanin riiptiirii gelmektedir. Anevrizmali hastalar
genellikle riliptir ve  diseksiyon gibi  komplikasyonlar  nedeniyle

kaybedilmektedir. Komplikasyonlar su sekilde siniflandirilabilinir (11).
1- Aortaya ait: Riiptiir, diseksiyon, trombiis
2- Anatomik komsuluklarina ait
a) Bas1 komplikasyonlar1
1- Solunum yollarina (dispne, stridor, dksiiriik)
2- Ozafagusa (disfaji)
3- Vena kava superiora (vena kava superior sendromu)
4- Vena kava inferiora (6dem, asit, splenomegali)
b) Riiptiir komplikasyonlar1
1- Perikardial tamponad
2- Plevral effiizyon
c) Erozif komplikasyonlar

1- Gastrointestinal sisteme ait (hematemez, aortoenterik fistiil)

12



2- Vaskiiler sisteme ait (vena kava superior veya inferior)
3- Solunum sistemine ait (bronsiyoller)
G- Anevrizmada Cerrahi Endikasyonlar

Semptomatik hastalarda cerrahi konusunda herhangi bir tartisma yoktur.
Burada onemli olan konu asemptomatik hastalarda cerrahinin zamanlamadair.
Asemptomatik torakal aort anevrizmali hastalarda anevrizma ¢api, normal
aortanin 2 katini gectiginde veya 5 cm'nin lizerinde oldugunda cerrahi
onerilmektedir. Bu durum 06zellikle c¢apt 5 cm'nin iizerinde torakal aort
anevrizmasi olan asemptomatik hastalarda cerrahi mortalitenin diisiik olmasina
dayanmaktadir. Bunun yaninda 5 cm'den daha kiiciik c¢apli torakal aort
anevrizmalt hastalarda riiptiir olasilig1 yaklasik %12'dir. Marfan sendromlu
asemptomatik olgularda ise ¢ap1 4.5 cm'lik anevrizmalar bile olsa yiiksek riiptiir

riski nedeniyle cerrahi 6nerilmektedir.

Asemptomatik abdominal aort anevrizmasi olan hastalar i¢in giiniimiizde,
eger yandas belirgin bir hastaligi yoksa, aort capt normal ¢apin 2 katini
gectiginde veya anevrizma c¢apt 5 cm'nin iizerine ¢iktiginda cerrahi

Onerilmektedir.

Sonu¢ olarak saglikli ve geng, ancak anevrizmali bir olguda yandas
semptomlar varsa, anevrizma ¢apinda artma izleniyorsa, ¢evre dokulara basi ya
da erozyon semptomlari, enfeksiyon, inflamasyon, distal embolizasyon varsa ve
anevrizma sakkiiler bir yap1 gdsteriyorsa, ¢ap1 normal aort ¢capinin 2 kat iizerine

¢ikmis veya 4 cm'yi ge¢cmis anevrizmalarda cerrahi 6nerilmektedir (1).
6- NITRIK OKSIT
A-Tanimi ve Tarihgesi

Nitrik oksid (NO) lipofilik, kimyasal olarak stabil, reseptor bagimsiz,
bilinen en diisiikk molekiil agirlikli serbest radikal bir gazdir (27). 1980 yilinda
Furchgott ve Zawadzki endotelial kaynakli gevsetici faktorii (EDRF)
kesfetmislerdir (28). Daha sonra Palmer ve arkadaslart EDRF’ nin kimyasal
yapisinin NO oldugunu ortaya koymuslardir (29). 1987 yilinda Hibbs ve
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arkadaslar1 nitrik oksidin arginin aminoasidinden sentezlendigini bulmuslardir

(30).
B- Nitrik Oksit Sentezi ve Nitrik OKksit Sentaz

L-arginin aminoasidinden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilig1 ile
sentezlenen nitrik oksit, 6nemli bir endojen vazodilatatordiir. NO sentezine
aract olan NOS enziminin, néronal nitrik oksit sentaz (nNOS), immunolojik
nitrik oksit sentaz (iNOS), endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) olmak iizere ii¢

formu vardir (6, 27).

NOS’lar L-arginin nitrik oksit doniislimiinii iki basamakta katalizler

(Sekil 1).

I — Argininden hidroksiarginin olusumu; bu basamakta kofaktdr olarak
NADPH, molekiiler oksijen, kalsiyum, kalmodilin ve tetrahidrobiopterin

kullanilir. Bu basamagi karbonmonoksit bloke eder.

IT — Hidroksi argininden nitrik oksid ve sitriillin olusumu; bu basamak
oksidasyon islemidir. NADPH, molekiiler oksijen, kalsiyum, kalmodilin ve
tetrahidrobiopterin kullanilir. Karbonmonoksit ve arginin analoglar1 bu
basamakta blokaj yapar. Ayrica iiretilen NO, NOS’ un hem prostatik grubuna
baglanarak, bu basamakta negatif feed back ile liretimi azaltarak kontrolii saglar
(31).

Endotelial NOS ve noronal NOS devamli aktif halde iken, iNOS devamli
aktif olarak ortamda bulunmaz. Immunulojik NOS toksik yada enfeksiydz uyari
ile aktif hale gelir. Immunolojik NOS kalsiyum bagimli degildir. Fakat eNOS ve
nNOS kalsiyum bagimlidir. Immunolojik NOS uyar1 sonucunda devamli ve
yiiksek oranda NO sentezleyebilir. Boylece iNOS’ un sitotoksik 6zelligi ortaya
cikar. eNOS ve nNOS ise kiigiik hacimde ve aralikli olarak NO sentezler. Bunlar
NO’in molekiiler messenger fonksiyonuna uygun olarak yiliksek kontrol altinda

calisir (32).
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Ca"™" / CaM 0, + NADPH
Arginin  —»  Arginin OH ————  L-Citrulline + NO
NOS Ca"" /CaM

CaM: Calmodulin

Sekil 1: L-Arginin’den Nitrik Oksid sentez yolu

Hipoksi makrofajlarda iNOS transkripsiyonunu uyarir. Ayrica bir ¢ok
hiicrede lipopolisakkarit ve sitokinler iNOS’ u uyarir. eNOS icin aralikli
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 faktdr kappa B ve glutamattir. Her ii¢ tip NOS formu i¢in
enzim yikim yolu ile kontrol mekanizmasi vardir (32). Bir diger kontrol yolu ise
L-arginin ve kalmodiilin miktarinin kullanim sonucunda azalmasidir. NOS
enzimi L-argininin tiikkenmesi durumunda {izerine aldig1 iki elektronu nitrik
oksid sentezinde degil, sliperoksid anyon sentezinde kullanir. NOS, hem NO

hem de siliperoksid anyonu birlikte sentezleyebilir (32).

L-arjininden NO olusumu, N-monometil-L-arjinin (L-NMMA), N-nitro-
L-arjinin  metil ester (L-NAME),N-nitro-L-arginin(L-NNA),N-amino-L-
arjinin(L-NAA) ve N-iminoetil-L-ornitin(L-NIO) gibi ajanlar tarafindan
kompetitif olarak inhibe edilebilir. Bu olay L-arginin verilerek tersine

cevrilebilir. iNOS’un selektif inhibitorii ise aminoguanidindir (33).
C- Nitrik Oksitin Etki Mekanimasi

Vaskiiler endotel damar duvarindaki kontraktiliteyi, sekratuar
fonksiyonlari, mitojenik aktiviteyi ve damar liimenindeki hemostatik
mekanizmay1 kontrol eden dinamik bir endokrin organdir. Sorunsuz bir vaskiiler
yap1 i¢in, viicudun en biiylik endokrin organi olarak islev goren endotelin damar
duvar1 ile dolasim arasindaki hassas dengeleri koruma gdrevini uygun bir

sekilde yerine getirmesi gerekmektedir.
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NO lipofilik bir maddedir. Bu nedenle vaskiiler endotelden diiz kas
hiicrelerine kolaylikla difiize olarak, guanilat siklaz enziminin hem grubuna
baglanir. Bu enzimi aktif hale getirip, diiz kas hiicrelerinde siklik guanozin
mono fosfat (cGMP) diizeyini yiikseltir. Bu da protein kinaz G’yi aktive eder.
Protein kinaz G ile olusan diiz kas gevsemesi baslica su mekanizmalari igerir

(34).
Ca"*’un hiicre i¢i depolardan saliverilmesinin inhibisyonu
Voltaja bagimli kalsiyum kanallarmin inhibisyonu
Na'/Ca™ degis-tokusunun aktivasyonu
Fosfolipaz C’nin ve IP3 olusumunun inhibisyonu
Ca"’a bagimli K" kanallarinin aktivasyonu

cGMP miktarinin artmasi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde gevsemeye,
trombosit adezyon ve agregasyonunda inhibisyona sebep olur (32). Endotelden
salinan major antitrombositer maddeler NO ve prostoglandin 12 (PGI2)’dir. NO
ve PGI2 sinerjistik olarak cAMP diizeyini arttirarak trombosit agregasyonunu
inhibe ederler. NO ve PGI2 sentez ve saliniminin artmasi trombiis biiyiimesini
inhibe eder. Saglikli bireylerde NOS inhibisyonu kanama zamanini uzatmistir

(35).

L-arjinin analoglar1 (L-NMA, L-NNA, L-NAME, L-NIO) ve diger NOS
inhibitorleri, enzimi degisik oranlarda inhibe etmektedir. Yapilan inhibisyon
denemelerinde endotel kaynakli NOS'in inhibe edilmesi ile vazokonstriksiyon

ve sonugta hipertansiyon ortaya ¢ikmaktadir (33).

Bu inhibitorlerin insan ve hayvanlara verilmesi, NO sentezini
durdurarak veya azaltarak NO'in gerekli oldugu biitiin fonksiyonlar: tersine
cevirmektedir. Bu durumda insan ve hayvanlarda endotel kaynakli
vazodilatasyon mekanizmasi inhibe oldugu i¢in hipertansiyon meydana
gelmektedir. NO sadece sistemik dolasimin regiilasyonunu saglamakla kalmaz

ayrica kalp, karaciger, beyin gibi organlarda lokal dolasimi da regiile etmektedir
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(36). Nonkolinerjik ve nonadrenerjik terminallerden salinan NO, vazodilatator

etkiyle kan basinci ve akigini diizenlenmektedir (37).

Diisiik konsantrasyondaki NO, O2'e nazaran hemoglobine 3000 kat bir
affiniteyle baglanir. Hemoglobin oksi formunda ise NO'i kisa siirede nitrata
(NO3) oksitleyerek etkisizlestirir. Ozellikle dolasimdaki oksihemoglobin NO
icin kuvvetli bir inhibitérdiir. NO, nitrite de (NO;) okside olabilir ancak nitrit
tekrar oksitlenerek kisa siirede nitrata doniisiim gdosterir (34). Bu metabolitler
bobrek yoluyla 5-8 saatte atilirlar. NO, diger serbest radikaller gibi ¢ok kisa
yanlanma siiresine sahip olup 2-30 saniye i¢inde daha stabil bir yap1 olan nitrata

oksitlenir (38, 39).

Bu vazodilatasyon mekanizmasi, dahili bir nitrovazodilatasyon
sisteminin varligii gostermektedir. Ciinkii nitrogliserin ve Na-nitroprussid gibi
nitrobilesikleri  uzun  yillar  kliniklerde hipertansiyonun tedavisinde
kullanilmistir. Viicuda verilen bu maddeler sonugta NO'e doniiserek etkilerini

gostermektedirler (40).

Venlerin arterlere gore genellikle daha diisiik miktarlarda NO
saliverdikleri bulunmustur. Bu da yapilan deneysel c¢aligmalarda, arter
endotelinin NO sentez ve saliverme kapasitesinin venlere nazaran daha yiiksek

olmasi ile agiklanmistir (40).
D-Nitrik oksit ve anevrizma olusumu:

NOS tarafindan NO {iretimi, inflamasyon ve anevrizma patojenezinde
onemli bir rol oynamaktadir (41). iNOS yoluyla olan NO iiretimi birincil olarak
inflamatuar hiicreler tarafindan yapilir ve bu da elastini parcalayan ve
ekstrsselliiler matriksi bozan yliksek NO diizeylerinin ve toksik {riinlerin
olusmasina neden olur (42). Aksine eNOS yoluyla olusan NO’in, vaskiiler

sistemde vazodilatator etkisiyle koruyucu etki yaptigi bilinmektedir.

iNOS tarafindan gergeklestirilen NO iiretiminin se¢ici bir inhibitorii olan
aminoguanidinin (AG) anevrizma genislemesini sinirlandirdigr gosterilmistir

(41). Ayrica abdominal aort anevrizmali hastalarda eNOS geninin allel
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polimorfizmlerinde ve wvaskiiler NO {iretiminin diisik oldugu bireylerde

abdominal aort anevrizmasina yatkin olabilecegi saptanmistir (43).

Yapilan bagka bir ¢calismada ise serebral anevrizma formasyonunda, AG
kullanilarak yapilan NO inhibisyonu ile anlamli azalma oldugu gdsterilmistir ve

yliksek kan basinciyla da iligkili bulunmustur (44).

Kawasaki Hastaligi; cocukluk ¢aginda goriilen, koroner arter
anevrizmalariyla karakterize vaskiiler inflamatuar hastaliktir. Bu hastalik, artmis
NO diizeyi ile uyumlu artmis {riner nitrit/nitrat ve iNOS kofaktorleriyle
birliktelik gosterir. Kawasaki hastaliginda NO metabolitlerinin artan degeri,
hastaligin siddeti, seyri ve abdominal aorta i¢indeki retrograt holodiastolik akim

ile korelasyon gosterir (44).

Bu bulgular NO’in anevrizma olusumundaki roliiniin O6nemini

gostermektedir.
E- eNOS Geni ve Polimorfik Ozellikleri

eNOS geni kromozom 7q35-36°da lokalizedir ve 21 kb’lik 26 exon igerir
(7). Bu gende meydana gelebilecek bir varyasyon NOS enziminde fonksiyon
degisikliklerine yol acar ve devaminda bir hastalik procesi gelisebilir (8). DNA
daki eNOS geni varyasyonlari ile vaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiyi ortaya
koymak i¢in yapilmis pek ¢ok arastirma mevcuttur. Bugiline kadar koroner arter
hastalig1, miyokard enfaktiisii, hipertansiyon, stroke ve renal hastaliklar gibi pek
cok vaskiiler bozukluk eNOS geni polimorfizmi ile iligskili bulunmustur (7).
Ancak arastirma sonuglari irklar arasinda degiskenlik gosterdiginden spesifik

genetik varyantlarin sadece belli irklara 6zgii oldugu diistiniilebilir.

eNOS geninin, yakin bir zamanda fonksiyonel olarak polimorfik oldugu
gosterilmistir (Sekil 2) (9). Bu gen i¢in ¢esitli polimorfizmler tanimlanmis ve bu
polimorfizmlerin NOS sentezinde ve saliniminda diizensizlige, bunun
sonucunda da defektif vazodilatasyona neden olarak damar duvarinin

zayiflamasi ile anevrizma gelisimine zemin hazirlamaktadir (7).
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Sekil 2: eNOS geni ve calisilan polimorfizm bolgeleri (9)

1- insan eNOS Genindeki Varyasyonlar

1990 larin ortalarinda bu genin 6zellikleri bulundugundan beri bu genin
pek ¢ok spesifik allellik variyasyonlar: tanimlanmistir. Cesitli kardiovaskiiler
hastaliklarla muhtemel baglantilar1 arastirilmistir. Bu arastirmalar Tablo 1°de
gosterilmistir  (9). Kabaca 1{i¢ ¢esit varyasyon tanimlanmistir; intron
bolgesindekiler, ekson bolgesindekiler ve promotor bdlgesindekiler. Bugiin
eNOS polimorfizimlerini ve hastaliklarla potansiyel iliskilerine tanimlayan
kirktan fazla yayimn vardir (9). Bu arastirmalar tipik olarak ‘aday gen’ yaklasimi
ile yapilmiglardir. Soyle ki; hasta genotipleri, hastaliklarin insidansi ile ve
yapilan testlerin istatiksel olarak anlamli sonuglar1 ile iligkilendirilmistir. Bu
caligmalarda ana prensip; eNOS enzimindeki degisikliklerin (seviyesi,
aktivitesi, lokalizasyonu gibi), kardiyovaskiiler hastalifa olan yatkinliktaki
degisikliklerle iliskilendirilebilecegidir. eNOS enzimindeki spesifik alellik
varyasyonlar, eNOS enzim 06zelliklerini direkt olarak etkiler ya da eNOS gen
yapisinda dogrudan etkiler yapabilecek bagka kesfedilmemis varyasyonlarla
indirekt olarak iliskilendirilir (9).
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2- eNOS Geninde Intron Bélgesindeki Varyasyonlar

eNOS geninde tanimlanmis varyasyonlarin biiylik ¢ogunlugu intronlar
icindedir. Iki tane tek niikleotid varyasyonu tanimlanmustir; intron 18°de *’Ala
27 Cys’” ve intron 23 “Gly 10 Tyr’’ (9). Her ikisi de acik¢a esansiel
hipertansiyonla iliskilendirilmistir (Tablo 1) (45).

Ayrica eNOS geninin intron 13 ve intron 4 bdlgelerinde iki ayr1 VNTR
polimorfizmi bulunmustur. Bazi1 c¢alismalarda bunlarin vaskiiler hastaliklarla
iliskileri bulunmustur. Ornegin; intron 13’te 37 kopyadan fazla CA (sitozin-
adenozin) tekrarma sahip Kafkasyalilar’da koroner arter hastalimin riski
artmistir (46). Ikinci bir VNTR polimorfizmi; intron 4’de, 5 (major alel) veya 4
(mindr alel) kopyalt bir 27 bg tekrari olmasi ile tanimlanmistir. Tablo 1’dede
goriildiigii gibi bu VNTR’in kardiovaskiiler hastaliklarla iliskisi belirsizdir.
Tusukado ve arkadaglar1 saglikli bireylerde eNOS geni intron 4 polimorfizmi ile
plazma NO diizeyi arasindaki iliskiyi aragtirmiglardir. Bu ¢alismada minér alelli
homozigot deneklerin plazma NO diizeyleri anlaml1 olarak diisiik bulunmustur.
Ayrica, polimorfik alellerin sayis1 ile plazma Nitrat diizeyi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki tesbit edilmistir. Bu c¢alisma, NOS genindeki
polimorfizmle NOS enzim aktivitesinin, istatistiksel olarak anlamli islevsel

iliskisini gdsteren tek ¢alismadir (47).
3- Promotor Bolgesindeki Polimorfizimler

Ikinci bir tip alellik varyasyonura promotor bdlgede kesfedilmistir. Bu
variant tipinin, transkripsiyonu ve dolayis1 ile enzim seviyelerini direkt olarak
etkileme potansiyeli vardir. Nokayama ve arkadaslar1 eNOS geninin 5 flanking
bolgesinde, baglantili 3 tane mutasyon oldugunu kanitlamiglardir (48). Bunlar;
“Thr 786 Cys’’, “Ala 922 Gly’’, > Thr 1468 Ala’’ varyasyonlaridir. Bu
polimorfizimlerin insidansi, koroner vazospazmli Japonlar’da, kontrollere
oranla daha yiiksek bulundu. eNOS varyasyonuna sahip olmanin koroner

vazospazm i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ileri siirtildii (48).
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4- Ekson 7 Tek Niikleotid Polimorfizmi

Ucgiincii tip alellik varyasyon da eNOS icin ekson 7°de tanimlanmistir. Bu
varyant proteinin pirimer yapisini degistirir ve direkt olarak enzimin bir veya
daha fazla fonksiyonel 6zelligini degistirme potansiyeli vardir. Bu tek niikleotid
polimorfizmi; pozisyon 894’te guanin’den timin’e, amino asid pozisyon 298’de
glutamik asidin aspartik aside degisimiyle uyumludur. Genis ¢apli yeni bir
calismada, bu varyantin diger eNOS varyasyonlarina gore kardiyovaskiiler

hastalik riskiyle nisbeten daha fazla iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (48).
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Tablo 1: Insan eNOS geni polimorfizmleri ve hastaliklarla iliskileri (9).

Polimorfizm

Yerlesim

Intron bélgesinde tek niikleotid polimorfizmi

Ala27Cys

Glyl0Thy

Intron 18

Intron 23

Intron bélgesinde VNTR polimorfizmi

VNTR (CA)n

VNTR (27 be)*

Intron 13, 23
Intron 13

Intron 4

5' Promotor bolge varyasyonlari

Thr-786Cys

Eksondaki varyasyonlar

Gly894Thr

786 be

Ekson7(Glu298As
p)

Hastalik
Hipertansiyon
Hipertansiyon
Diyabetik retinopati
Migren

Hipertansiyon

Plazma NO diizeyi
Hipertansiyon

Koroner arter hastaligi
Miyokard enfarktiisii
Primer glomerulonefrit
Kronik bobrek
yetmezligi

Diyalizle ilgili HT
Iskemik SVH

Venodz tromboembolizm
Derin ven trombozu

Koroner arter hastaligi

Koroner arter hastaligi

Hipertansiyon
Miyokard enfarktiisii

Pre eklampsi
Iskemik SVH

Topluluk

Beyaz 1irk
Japon
Japon

Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Japon
Japon
Japon
Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Japon
Afro-
americali

Japon
Beyaz 1rk

Japon
Japon
Japon
Tiirk

Afro-
americali

Turk

Japon
Beyaz 1irk

Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Japon
Japon
Beyaz 1irk
Japon
Beyaz irk
Beyaz 1irk
Beyaz 1irk
Tirk

Sonug

Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamsiz

Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamli
Anlamli
Anlamli
Anlamsiz
Anlamsiz
Anlamli
Anlamsiz
Anlamsiz

Anlamh
Anlamh
Anlamsiz

Anlaml
Anlamli
Anlamsiz
Anlamli

Anlamh
Anlamsiz

Anlamh
Anlamsiz

Anlamli
Anlamsiz
Anlamli
Anlamli
Anlamsiz
Anlamli
Anlamsiz
Anlamli
Anlamli

Anlamsiz

*be: Baz cifti
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7- POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIiYONU TEKNIiGi

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction: PCR), dizisi
bilinen iki bdlge arasinda uzanan bir DNA parc¢asini ¢ogaltmak icin kullanilir.
Iki oligoniikleotid, bir DNA polimeraz tarafindan katalizlenen bir seri sentetik
tepkimenin primerleri olarak kullanilir. Kalip DNA 6nce iki oligoniikleotidin ve
dort deoksiriboniikleotid trifosfatin (ANTP) varliginda 1sitilarak denatiire edilir.
Tepkime karisimi, daha sonra kalip dizilerine oligoniikleotid primerlerinin
yapigmasina olanak veren bir sicakliga doniistiiriilir. Yapismis primerler uygun
bir sicakliga ¢ikartilarak DNA polimeraz ile uzatilir. Denatiirasyon, annealing
(yapisma) ve DNA sentezi donglisii sonradan bir¢ok kez tekrarlanir.
Amplifikasyonun bir dongiisiinlin triinleri sonraki dongii i¢in kalip islevi
gordiigiinden her bir basarili dongili, temel olarak istenilen DNA iiriiniiniin

miktarini ikiye katlar (49).
A- PCR Amplifikasyonunun Uygulama Alanlar

PCR amplifikasyonu genetik bozukluklarin tanisinda, klinik 6rneklerdeki
patojenik organizmalarin niikleik asit dizilerinin belirlenmesinde, adli tip
orneklerinin  genetik  tanimlanmasinda ve  etkinlesmis  onkogenlerin
mutasyonlarmin analizinde yogun uygulama alani bulmustur. Ek olarak, PCR
amplifikasyonlar1 asagida siralananlar1 da kapsayan molekiiler klonlama ve

DNA analizindeki ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilmaya baslanmistir (50).

Prob olarak kullanim ig¢in, klonlanmis ¢ift zincir DNA’nin 6zgiil

dizilerinin olusturulmasi.

DNA’nin belirli parcalarinin seg¢ici amplifikasyon ile klonlanmis genler

icin proba 6zgiil dizilerin olusturulmasi.
Kiiclik miktar mrna’dan cdna kiitiiphanelerinin olusturulmasi.
Dizi analizi i¢in biiyiik miktar DNA’larin olusturulmasi.

Mutasyon analizleri.
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B- Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenenleri

Polimeraz zincir reaksiyonunun kesin kosullari ve dongiiniin her bir
basamaginin zamani, ¢ogaltilacak bdlgenin uzunlugu ve primerlerin dizisi
tarafindan belirlenir; etkisizlesmesi ve hazirlanmis kalibin tam olmayan uzamasi
gibi durumlar olusturur. Bu nedenle en uygun kosullar asagida siralanmis PCR

bilesenlerinde yapilacak diizenlemeler ile saglanir (49).
Enzim (taq dna polimeraz)
Deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dntp)
Magnezyum derisimi
PCR tampon igerigi
Oligoniikleotidler (primer)
Hedef diziler

Isilar ve dongii say1s1

1- Enzim

DNA polimeraz enzimleri, kalip zincire komplementer bir DNA zinciri
meydana getirmek iizere, orijinal kalip zincirdeki baz bilgisini kullanarak,
dNTP’lerden uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz ederler. PCR’1n en
elverisli oldugu kosullarda 0.5-5 {inite/100 pl arasinda degisen enzim
derisimlerinin denenmesi ve jel elektroforezi yardimiyla sonuglarin
degerlendirilmesi Onerilmektedir. Enzim derisimi ¢ok yiiksek ise, 0zgiil
olmayan arka plan iirtinler goriilebilmektedir. Ayrica, enzim derisimi ¢ok diisiik

oldugunda da, istenilen iirliniin miktarinda azalma goriilmektedir (50).
2- Deoksiriboniikleotid Trifosfatlar

Deoksiriboniikleotid trifosfatlarin (ANTPs = dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
20-200 uM arasindaki derigimi verim, 6zgiilliikk ve dogruluk arasindaki en iyi

denge ile sonu¢lanmaktadir (51).
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3- PCR Tampon icerigi

PCR i¢in en ¢ok Onerilen tampon, 10 mM Tris-HCL ve 50 mM KCL
iceren tampondur. KCI’nin 50 mM’a kadar olan derisimi primer yapismasini

kolaylastirdig1 i¢in tepkime karigimina eklenebilmektedir (50).
4- Hedef Diziler

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

reaksiyonunu gerc¢eklestirir (50).
8- ELEKTROFOREZ

Sulu bir ¢ozelti i¢inde ¢oziinmiis kiigiik elektrik yiiklii pargaciklarin,
uygulanan bir elektrik akiminin etkisi ile gd¢ etmesi siirecine elektroforez
(elektrikle go¢) denir. Bu olay belirli bir yiik dagilimi olan tampon igerisinde
gerceklestiginden ve elektrik akimi kullanildigindan kisaca elektroforez adi

verilmistir (49).
9- GENETIK POLIMORFiZM

Insan genomunun biitiin bdlgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz
kalitsal varyasyonlar vardir. Yani bir bireyin genomu her 100-200 niikleotid de
1-2 baz degisimi igermekte fakat bu durum kisilerde 6nemli bir hastaliga yol
acmamaktadir. Bireyler arasindaki niikleotid baz dizilerindeki bu degisiklik
"polimorfizm" olarak adlandirilir. Insan genomunda yer alan DNA polimorfizm

ornekleri genel olarak 3 grupta degerlendirilebilir (51):

A- Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment

Length Polymorphism: RFLP)

DNA sarmal1 6zgiil Restriksiyon Enzimi (RE) ile kesildigi zaman farkli
uzunlukta fragmentler olusur ve jel elektroforezinde gozlenir. Bu fragmentler
RFLP olarak adlandirilir. RFLP’ler bir¢cok hastalikta kalitsal marker olarak

kullanilir. Eger belirlenemeyen bir proteine iliskin bir genin kalitimi incelenmek
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isteniyor ve bu gene bagli olan RFLP’ler bulunuyorsa, ailede bu genin

kalitimin1 belirlemek i¢in bu markerlerden yararlanilir (50).
B- Basit Dizi Tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats:SSR)

SSR belirleyicileri VNTR(Variable Number of Tandem Repeats)’ lere
benzer, ¢iinkii degisken sayida niikleotidler birbiri ardina tekrarlanmistir. DNA
molekiiliinde yer alan bu basit dizi tekrarlar1 ¢ok kiiclik diziler oldugundan

yalnizca PCR analizi ile tanimlanabilir (49).

C- Degisken Sayida Ardisik Dizi Polimorfizmleri (Variable Number
of Tandem Repeats:VNTR)

VNTR lokuslarinin en onemli 6zellikleri ardigik tekrar sayilarmin ve
tekrar birimlerindeki niikleotid dizilerinin degisim gostermesidir. Bu nedenle
bliyiilk oranda alelik varyasyon gosterirler. Bu varyasyonlarin esit olmayan
capraz gecisler veya replikasyon kaymasi ile ortaya ¢iktigi diisliniilmektedir.
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 ¢ok sayida
alel (hiperalelizm) olusur ve ¢ok sayida birey heterezigot olur. VNTR
lokuslarinda heterezigotluk %100’lere kadar varmaktadir. VNTR lokuslar:
yiiksek polimorfik ozellikleri nedeniyle dnemli genetik belirleyiciler olarak
kabul edilirler. Bu nedenle ¢esitli alanlarda yaygin olarak uygulanmaktadirlar

(49).
VNTR’ 1 baslaca uygulama alanlari:
Gen haritalanmasi
Kimliklendirme
Paternite testleri
Adli tip
Prenatal tani

Cesitli hastaliklar ile ilgili odaklarin belirlenmesi.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma 2005- 2006 yillar1 arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastrma Merkezi (CUTFAM) ve Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Genetik Anabilim Dallarinin igbirligi ile yapilmistir.

Caligma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulu tarafindan

onaylanmistir. (Onay No: 2004-8/6 )

Calismada, klinik ve kontrastli torakoabdominal bilgisayarli tomografi
ile aort anevrizmasi tanisit konulan 50 hasta ve 52 saglikli bireylerden alinan
kanlar 1 ml EDTA igeren tiiplerde biriktirildi. Aort anevrizmali hastalar calisma

ve saglikli bireyler kontrol gruplar1 olarak ayrildilar.

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi
Anabilim Dalinda aort anevrizmasi nedeniyle opere edilmis hastalar ile
klinigimize aort anevrizmast On tanis1 ile bagvuran hastalara c¢ekilen
torakoabdominal bilgisayarli tomografi ile aortun herhangi bir segmentinde
normal ¢apin transvers dl¢iimde iki katina ¢ikmasi durumunda hastalar ¢aligma
grubuna dahil edildiler. Calismamiz bu sekliyle retrospektif ve prospektif bir

calismadir. Calisgmamizda cinsiyet ayrimi yapilmamaistir.

Kontrol grubu ise ¢ekilen torokoabdominal bilgisayarli tomografi ile
aort anevrizmasi saptanmayan, yas ve cinsiyet yoniinden hasta grubuna benzer

saglikli bireylerden olusturulmustur.

Calisma ve kontrol gruplarina ait genomik DNA‘lar Nucleo Spin Blood
DNA izolasyon kiti (Nucleo Spin) kullanilarak elde edildi. Kromozom 7q 35-36
bolgesinde lokalize, eNOS genine ait, exon7 ve intron 4 bdlgeleri, uygun
primerler kullanilarak, PCR yontemiyle g¢ogaltilip elektroforezde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Daha sonra, restriikksiyon enzimleri uygulanarak polimorfik olup
olmadiklarma bakildi. Caligma ve kontrol gruplarindan elde edilen bulgular

istatistiksel olarak degerlendirildi.
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1- DNA YALITILMASI

Calisma ve kontrol gruplarindaki bireylerden aliman 5 ml kan, 1 ml
EDTA (Sigma E- 5134, ABD) (%?2) iceren 15 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu.

Daha sonra yalitim asamasina kadar -20°C’de saklandi.

DNA yalitimi, DNA izolasyon Kiti (Nukleo Spin Blood, Macherey-
Nagel, Almanya) kullanilarak yapildi. YOntemin esasi, lokositlerde bulunan
DNA disindaki tiim yapilarin bozularak par¢alanmasi, kalan genomik DNA’nin,

kit kullanilarak ayristirilmasidir.
Islemin yapilig1:

* 200 pL kan, 25 uL Proteinas K (Macherey-Nagel, Almanya) (6mg
Proteinas K ve 260uL. BW Buffer ) ve 200uL B3 tamponu vorteks (VELP) ile
10- 20 saniye karistirildiktan sonra 70°C’de 15 dakika bekletildi.

* Her Ornege 210 uL etanol katilarak vorteks cihazinda 10 saniye

karistirildi.

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

stiziilmesi sagland:.

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

* NSBC’a 600 uL BS eklenerek 11000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij
edildi.

* Kurutma: NSBC’yi yeni tiipe alarak 11000 devir/dakikada 1 dakika

santrifiij ile kurutma islemi yapildi.

* 1,5 ml’lik Epandorf tiipe NSBC yerlestirildi. Uzerine 6nceden 1sitilmis
BE tamponu 100uL katilarak 1 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 11000
devir/dakikada 1 dakika santrijiij edildi.

* Bu iglemler sonunda elde edilen DNA c¢ozeltileri 1 giin +4 °C’de

saklandiktan sonra etiketlenerek -20°C’de saklandi.
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2- MOLEKULER ANALIZ
A- PCR Uygulamasi

PCR tek bir molekiill DNA’y1 bile c¢ogaltabileceginden, tepkime
karigimlarinin DNA molekiilleri ile bulagmasinin engellenmesi gerekmektedir.
Bu bulagsma, daha dnceki PCR tepkimesi, ekzojen DNA ya da diger hiicresel
materyallere bagli olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve
eriyiklerin steril olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR tepkimesinde, 1s1
iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince
duvarli DNAaz ve RNAaz enzimlerinden arindirilmis steril 0.5 ml’lik PCR
tiipleri, reaksiyonun gergeklestirilmesi i¢in Thermal Cycler cihazi (Techne
Progene, Cambridge, UK) ve 0.5-10 pL’lik ve 10-100 uL’lik otomatik pipetler
(Gilson, Fransa) kullanildi. PCR islemi i¢cin 2X PCR Master Mix Kiti

(Fermantas, Kanada) kullanild1.

eNOS geni ile ilgili olarak iki polimorfizmden birincisi olan intron

4’deki VNTR polimorfizmi i¢in asagidaki protokol uygulanmigtir:

Her 6rnek icin hazirlanan karigimin icerigi su sekildedir:

Damitik Su 3,5 uL
PCR Master Mix (Fermantas, Kanada) 12,5 uL
Primer (Forward) (IONTEK, Tiirkiye) 1 ul

(5’-AGGCCCTATGGTAGTGCCTT-3")
Primer (Reverse) (IONTEK, Tiirkiye) 1 ul
(5’-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’)

DNA 2 uL
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Thermal Cycler cihazinda PCR kosullar1 asagidaki sekilde uygulanmistir.

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

72°C 40 Saniye 1 dongii (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 bolgesinin amplifikasyonu i¢in de ayni

cihaz ve aletler kullanildi. Her 6rnek i¢in igerikler asagidaki sekilde hazirlandi.

Damitik Su 3,5 uL
PCR Master Mix (Fermentas, Kanada)) 12,5 uL
Primer (Forward) (IONTEC, Tiirkiye) 1 ul

(5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’)

Primer (Reverse)  (IONTEC, Tiirkiye) 1 ul
(5’-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3”)

DNA 2 uL

Thermal Cycler cihazinda PCR kosullar1 asagidaki sekilde uygulanmistir.

94°C 2 Dakika 1 dongii (ilk denatiirasyon)
94°C 30 Saniye 1 dongii (ikinci denatiirasyon)
55°C 30 Saniye 35 dongii (baglanma)

72°C 40 Saniye 1 dongii (ilk sentez)

72°C 5 Dakika 1 dongii (son sentez)

Islem bittikten sonra, 6rnekler elektroforezde yiiriitiilmek iizere +4°C’de

saklanmigtir.
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B- Elektroforez islemi

PCR’da cogaltilan gen bolgelerinin uzunlugunu saptamak i¢in agaroz jel
elektroforez teknigi kullanildi. Hazirlanan jelde yiiriitilen DNA’larin
uzunluklari, biiyliklikleri belli [50-100 baz ¢ifti (b¢)] DNA parcalar1 igeren

belirteg ile kiyaslanarak saptandi.

Daha 6nceden PCR islemi yapilmis olan drneklerden 5 pL alinip 2 uL
Looding Dye (Fermentas, Kanada) katildiktan sonra, PCR iiriinleri ile Looding
Dye’m birbirlerine karigmalar1 saglandi. Daha sonra hazirlanan PCR iiriinii 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 belirte¢ (Fermentas, Kanada)
alabilecek sayida kuyucuga sahiptir. Tankin kapagi kapatildiktan sonra gii¢
kaynagindan (EC 135-90) 80 Volt potansiyel gerilimi olusturacak sekilde

elektrik akim1 ge¢mesi saglanarak drnekler 45 dakika ytiriitiildi.
C- Genotiplendirme

Tim degerlendirmelerde 100 ve 50 bg’lik belirte¢ kullanildi. Goézlenen
bantlarin molekiiler uzunluklari, belirte¢ ile karsilastirilarak yaklagik olarak
belirlendi (£10 bg). Ornekler jel goriintiileme sistemine (Vilber Lourmat Marne
La Vallée, Fransa) konulup 260 nm dalga boyunda UV 151k altinda
degerlendirildi.
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Sekil 3: Exon 7 ait PCR 6rnegi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 4: Intron 4 ait PCR &rnegi

D- Restriksiyon Enziminin Uygulanmasi

Elde edilen PCR iiriinleri (hasta ve kontrol grubuna ait) restriksiyon

enzimi Ban-II"ye (Eco241, Fermentas, Kanada) maruz birakild1.
Kullanilan restriksiyon enziminin 6zgiil tanima bolgesi su sekildedir:

Ban II: 5'..C|GGCCG...3'
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Her 6rnek icerikleri asagidaki sekilde hazirlandi:
Damitik su 3,5ulL

Re buffer 2ul

Restriksiyon enzimi 1uL

PCR iirtinii SulL

Bu karigimlar 37° C’de 12 saat inkiibe edildikten sonra kesim iiriinleri
%?2’lik agaroz jelde 80 Voltta 50 dakika yiriitildi. Jel goriintiilerinin
degerlendirilmesinde 100 ve 50 bg belirte¢ kullanildi. Gd6zlenen bantlarin
molekiiler uzunluklari, belirte¢ ile karsilastirilarak yaklasik olarak belirlendi
(£10 bg). Ornekler jel goriintiileme sistemine konulup 260 nm dalga boyunda

UV 151k altinda degerlendirildi.

E- eNOS Geninde Ekson 7’deki Glu298Asp RFLP Polimorfizminin

Analizi

eNOS geninin ekson 7°deki RFLP polimorfizmi i¢in yapilan islemler
sonunda goriintiileme sisteminde marker ile kiyaslama yapildiginda orneklerin
BanlI restritksiyon enzimi i¢in tanima bdlgesi igermeyenlerin 248 bg, bir tanima
bolgesi icerenlerin 163 + 85 bg¢ ve tanima bdlgesi igeren ve igermeyen PCR
irliinii bulunduranlarin 248 +163 +85 b¢ fragmanlar1 seklinde ayrilmaktadir.
Bunlar sirasiyla a, b ve c alelleridir. Orneklere ait 248 bg¢ hizasinda tek bir bant
oldugunda a aleli (homozigot Asp/Asp ), 163 b¢ ve 85 b¢ hizasinda iki bant
varsa b aleli ( homozigot Glu/Glu ) ve 248, 163 ve 85 b¢ hizasinda ii¢ bant varsa
c aleli (heterezigot Asp/Glu ) olarak genotiplendirme yapilmaktadir (Sekil 5 ).
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eNOS gen

] 1
Markr TT TG GG

1 2 3 4
- 248 b
-af- 163 bg
- 85 bg

Aeplhsp AspiGlu GluiGia

I |
eNO S protein

Sekil 5: eNOS ekson 7 RFLP polimorfizmi (6).
F- eNOS Geni intron 4°deki VNTR Polimorfizminin Analizi

eNOS geni intron 4’deki VNTR polimorfizmi i¢in yapilan islemler
sonunda goriintiileme sisteminde belirteg ile kiyaslama yapildiginda 6rneklerin
420 bg veya 393 bg olduklar1 gdzlenmektedir. Orneklere ait 420 bg¢ hizasinda
tek bir bant oldugunda homozigot 4b/b (b aleli), 393 b¢ hizasinda tek bir bant
varsa homozigot 4a/a (a aleli), her iki bant da varsa heterezibot 4a/b (c aleli)
olarak genotiplendirme yapilmaktadir (Sekil 6 ). 4 rakami, 4. intron oldugunu

belirtmektedir.
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420 bg

393 be

Mark. a/a a/b b/b

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

3- ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Calisgmamizin verileri SPSS (Ver: 10.0) programma yiiklendi. Verilerin
degerlendirilmesinde, Khi- kare testi ve iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik

testi uygulanmustir. istatiksel olarak P< 0.05 sonucu anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubumuzda 50 hastanin yas ortalamasi 66.34+12.28 (32-86),
kontrol grubundaki 52 bireyin ise yas ortalamasi 65.27+12.48 (35-82)’di. Yas
yoniinden gruplar arasindaki fark istatistiksel yonden 6nemsiz bulunmustur

(t=0.664; p>0.05).

Calisma grubundaki bireylerin 32’si (%68) erkek, 16’s1 (%32) kadindir;
kontrol grubundaki bireylerin 38’1 (%73.1) erkek, 14’4 (%26.9) kadindir.
Cinsiyet yoniinden gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur ( p>0.05).

Calisma grubunda 29 hastada c¢ikan, 19 hastada abdominal, 2 hastada

torakal aort anevrizmasi mevcuttu.

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 / RFLP jel goriintiileri sekil 8’de verilmistir.
Calisma grubunda 50 aort anevrizmali bireyin eNOS ekson 7’deki RFLP
polimorfizmi agisindan 28 adet b aleli (%57.1), 15 adet c aleli (%30.6), 6 adet a
aleli (%11.2) saptandi. Calisma grubunda 1 adet daha Once tanimlanmamis
farkli kesim bolgeleri igeren RFLP jel goriintiileri elde edildi, farkli bir alel
oldugu diisliniildii ve calisma dis1 birakildi. 52 bireyden olusan kontrol
grubunda ise 30 adet b aleli (%57,7), 12 adet a aleli (%23,1) ve 10 adet c aleli
(%19,2) tespit edildi.
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Sekil 7 : A) 1-21, B) 22-42, C) 43-50 numarali ¢galigma grubunun eNOS

ekson7, %?2’lik agaroz jel, Banll RFLP goriintiileri: a aleli (homozigot

Asp/Asp): 2, 11, 19, 40, 47, 48 numarali siitunlar. b aleli (homozigot
Glu/Glu):1, 3, 4, 5,6, 7, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 24, 25, 29, 30, 31, 32,
34, 37, 38, 42, 43, 44, 45, 46 numaral1 siitunlar. c aleli (heterezigotAsp/Glu): 8,
9, 10, 20, 22, 23, 26, 27, 28, 33, 35, 36, 39, 49, 50 numaral1 sttunlar. 41

numarali RFLP analizi ¢aligma dis1 birakild.
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Sekil 8 : A) 1- 21, B) 22- 42, C) 43- 52 numarali kontrol grubundaki
bireylerin eNOS ekson7, %2’lik agaroz jel, Banll RFLP goriintiileri: a aleli
(homozigot Asp/Asp): 6, 22, 25, 26, 28, 29, 36, 37, 42, 50, 51,52 numarali
siitunlar. b aleli (homozigot Glu/Glu): 2, 3,5, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14,15, 23, 24,
27, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 43,44, 45, 46, 47, 48, numarali
siitunlar. ¢ aleli (heterezigot Asp/Glu): 1, 4, 10, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 49
numarali siitunlar.
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Tablo 2: eNOS geni ekson 7 polimorfizminin genotip frekanslari.

Genotipler a b C Toplam
Gruplar n % n % n % n %
Calisma 6 12.2 28 57.1 15 30.6 49 100.0
Kontrol 12 23.1 30 577 10 19.2 52 100.0

(4>=2.982 , p>0.05)

Gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda; a, b ve c alelleri yoniinden fark
anlamli bulunmamistir (p>0.005). Hasta ve kontrol grubunda en fazla b aleli

tesbit edilmistir (hasta grubunda %57.1, kontrol grubunda %57,7).

2- eNOS Geninin iIntron 4 VNTR Polimorfizminin Alel ve

Genotipleri

eNOS geninin VNTR polimorfizmi i¢in goériintiileme sisteminde belirteg
ile kiyaslama yapildiginda tim Orneklerin 420 bg¢ hizasinda oldugu goriildi ve
tim Ornekler b aleli (homozigot b/b) olarak genotiplendirme yapildi ve

kaydedildi (Sekil 9 ve Sekil 10 ).
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Sekil 9: Calisma gurubuna ait 50 bireyin, eNOS intron 4, %2’lik agaroz

jel, VNTR polimorfizmi analizi gérintiileri: Tiimi b aleli
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Sekil 10: Kontrol gurubuna ait 20 bireyin, eNOS intron 4, %2’lik agaroz

jel, VNTR polimorfizmi analizi goriintiileri. Timii b aleli.

Hasta ve kontrol gruplarinda yapilan VNTR polimorfizmi ¢aligmasinda
tim denekler b aleli olarak bulunmus. Caligma ve kontrol gruplar1 arasinda bir

fark bulunmamuistir.
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5. TARTISMA

Endotel damar yapisinin korunmasinda en Onemli homeostatik
diizenleyicidir. Endotel saglikta ve hastalikta kalp ve damar islevlerinin
devamliligin1 saglayan Onemli bir organdir. Endotelin en onemli gorevleri
vazodilatasyonun saglanmasi, diiz kas hiicre biiyiimesinin ve inflamatuar yanitin
baskilanmasidir. Bu gorevler biiyiik 6l¢iide en 6nemli endotelyal vazodilatator

olan nitrik oksit tarafindan saglanmaktadir (36).

Endotelden diizenli olarak salman ve eNOS enzimi tarafindan
sentezlenen nitrik oksitin, diizenli bir vazodilatasyon saglayarak vaskiiler

yatakta koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (7).

Diizensiz salman nitrik oksit damar duvarinda zayifliklara ve hasara
neden olarak anevrizma gelisimine yol ag¢tig1 da disliniilmektedir (7). NO
sentezinin diizensizligi, ekstraselliiler matriksin 6nemli bir yap1 tasi olan elastin
proteininin miktarin1 degistirmek sureti ile damar duvarinin zayiflamasina

neden olmaktadir (6).

Nitrik oksitin anevrizmal hastaliklarda belirgin bir rol oynadigini
gosteren kanitlar giderek artmaktadir (52). Insan aort anevrizmalarinda nitrik
oksitin major metaboliti olan nitrik diizeyleri normal aortlara gore yedi kat
artmigtir ve nitrit bu konsantrasyonlarda invitro olarak elastini parcalayacak

derecededir (42).

Jason M. Johanning’in yaptig1 c¢aligmada, ratlarda deneysel olarak
olusturulan anevrizmalarin nitrik oksit inhibitorleri olarak bilinen L-NAME ve
aminoguanidin verilerek anevrizma gelismesinin engellendigi gosterilmistir
(52). Bu ¢aligsma, nitrik oksitin anevrizma gelisiminde erken sathada bir faktor
olarak rol oynadig1 ve anevrizma olusumunda yeni bir bakis agis1 saglamaktadir

(52).

Kawasaki hastaligi; cocuklukta goriilen ve koroner arterlerde anevrizma
olusumuyla karakterize vaskiiler ve inflamatuvar bir hastaliktir (44). Bu
hastalik, artmis nitrik oksit diizeyiyle uyumlu artmis triner nitrit birlikteligi

gosterir (44). Kawasaki hastaliginda nitrik oksit metabolitlerinin artan degeri,

43



hastaligin siddeti, seyri ve abdominal aort i¢indeki retrograd holodiyastolik

akim ile korelasyon gdsterir (53).

Bu calismada, eNOS geninde sik karsilasilan polimorfizmlerden olan,
ekson 7°deki RFLP ve intron 4’deki VNTR polimorfizmleri ile aort anevrizmasi
gelisimi arasinda iliski olup olmadigi arastirilmistir. Bu amacgla calisma ve
kontrol gruplarinin bireylerinden elde edilen DNA’larda eNOS geninin
polimorfizmlerine bakilarak her iki grup arasinda alel ve genotip dagilimi
acisindan farklilik olup olmadigi incelenmistir. Polimorfizm c¢aligsmalarinin
genis sayida denegin bulundugu gruplarda yapilmasi saglikli sonuglarin elde
edilmesinde 6nemli bir kosuldur. Bununla beraber, calismamizda elde ettigimiz
sonuglar tiirk toplumunda aort anevrizmali hastalarda eNOS gen polimorfizmi
acisindan ip uclar1 olusturacagini diisiinmekteyiz. Daha once Cinzia Fatini ve
arkadaslarinin yaptig1 ve litaratiirde bizim ¢aliymamiza benzeyen tek ¢alismada
sadece abdominal aort anevrizmali hastalar calismaya dahil edilmistir (54).
Bizim c¢aligmamizda ise farkli olarak abdominal aort anevrizmalarinin disinda
aortun diger segmentlerinde de anevrizmasi olan hastalar calismaya dahil
edilerek bu grupta ekson 7°deki RFLP ve intron 4’deki VNTR polimorfizmlerini

arastirilmistir. Calismamiz bu sekliyle yapilan ilk ¢aligmalardan biridir.

eNOS geninin ekson, intron ve promotor bdlgelerinde pek ¢ok
polimorfizim tanimlanmistir. Fakat bu bulgular yapilan iilkelere gore farkliliklar
gostermistir (6, 9). Bugiine kadar eNOS geni polimorfizimleri ile ilgili en ¢ok
caligma ekson 7’deki Glu298Asp (G894T) polimorfizmi ve intron 4’deki VNTR
polimorfizmidir. Bunlarin her ikisi de koroner arter hastaligi, koroner spazm,
hipertansiyon ve bazi vaskiilitler gibi pek ¢cok damarsal patolojilerin gelisiminde

katkida bulundugu gosterilmistir (6, 9, 46, 48, 54).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda, bizim ¢alismamizda kullandigimiz
iki polimorfizim (ekson 7°deki Glu298Asp (G894T) ve intron 4’deki VNTR
polimorfizmi) eNOS geninin fonksiyonlarindaki bozukluk ile iliskili
bulunmustur (47, 55). Oyleki: eNOS geninindeki bu tip fonksiyonel DNA
varyantlari, eNOS ekspresyonunda ve enzimatik aktivitede degisikliklere neden

olabilir. Diger taraftan endotelyuma baghh akim aracili vazodilatasyon
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endotelyal NO tarafindan yapilir ve vaskiiler hastaliklarda bozulmustur (6, 56).
Bu nedenle gen polimorfizimine bagli olarak degisen eNOS ekspresyonu
endotelial NO salinimint etkilemektedir. Bu da vaskiiler hastaliklardaki
endotelial disfonksiyonun asil nedeni gibi goriilmektedir. Bundan baska; bazal
nitrik  oksitin azalmig iretimi, endotelial disfonksiyon, tromboz ve

aterosklerotik bozukluklara yol agiyor olabilir (57, 58).

Yaptigimiz ¢aligmada eNOS geni intron 4 VNTR polimorfizmi frekansi
aort anevrizmali calisma grubu ve kontrol grubunda anlamli bir farklilik
gostermemistir. Bu polimorfizm agisindan hem hasta grubununda hem de
kontrol grubunda tiim Ornekler b genotipi (homozigot b/b) genotipine sahiptir.
Yapilan bazi ¢aligmalarda da bu polimorfizimin damarsal hastaliklarla anlaml

bir birlikteligi gdsterilememistir (6, 54).

Calismamizda arastirdigimiz diger bir polimorfizim eNOS geni ekson
7°deki Glu298Asp (G894T) polymorfizmiydi. Calisma ve kontrol gruplarindan
elde edilen sonuclar birbiriyle karsilastirildiginda a (Asp/Asp), b (Glu/Glu) ve ¢
(Asp/Glu) genotipleri acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark elde
edilememistir. Calisma ve kontrol gruplarinda en fazla b (Glu/Glu) genotipi

saptanmuigstir.

Cinzia Fatini ve arkadaglarinin abdominal aort anevrizmali hastalarda
yaptig1 calismada, anevrizmali hastalarda ve kontrol grubunda eNOS
Glu298Asp (G894T) polimorfizmini arastirmistir. Yaptigr calisma sonucunda
geleneksel risk faktorleri disinda eNOS Glu298Asp (G894T) polimorfizminin
abdominal aort anevrizmasma yatkinlik olusturan bir faktér oldugunu
bildirmistir  (54). eNOS Glu298Asp (G894T) polimorfizmini eNOS
fonksiyonunu bozarak yeterli nitrik oksit iiretilememesinden sorumludur (54,
57, 58, 59). Bizim caligmamizda ise eNOS Glu298Asp (G894T) polimorfizmi
acisindan c¢alisma ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir. Cinzia Fatini ve arkadaslarinin ayni ¢aligmada arastirdigi diger bir
polimorfizm olan intron 4 VNTR polimorfizminde hasta ve kontrol gruplari

arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (54). Bizim calismamizda da Cinzia
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Fatini ve arkadaslarinin ¢aligmasina benzer olarak intron 4 VNTR polimorfizmi

acisindan ¢alisma ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark tespit edilmemistir.

eNOS’u kodlayan gen aort anevrizmalari i¢cin aday bir gen olarak ileri
siirlilmiistiir ve bu genin polimorfik varyantlari enzimin salinimi ve fonksiyonel
aktivitesini etkilemektedir. Veldman ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada eNOS
geninin exon 7 bolgesinde Glu298Asp (G894T) polimorfizmi azalmis bazal

nitrik oksit liretimiyle iligkili bulunmustur (59).

Tsudaka ve arkadaglari intron 4 VNTR polimorfizmi ile plazma NO
metabolitleri diizeyi arasindaki iligkiyi saglikli eriskinlerde arastirmis ve a
genotip sahibi deneklerin plazma NO metabolitlerinin diizeyini b genotip sahibi
deneklerden anlamli sekilde daha diisiik bulmuslardir (47). Moon ve arkadaslari
ise Glu298Asp (G894T) polimorfizmi ile plazma NO metabolitleri arasinda bir

iliskinin olmadigin1 ileri siirmiislerdir (60).

eNOS ekson 7 polimorfizminin islevsel sonucu tam olarak
bilinmemektedir. Ekson 7 polimorfizmi ile eNOS sentezindeki degisiklikler, NO
sentezini degistirmek yolu ile anevrizma gelisimine katki saglayabilecegi
disiintilmektedir. Ciinki sican modellerinde edinilen deneysel veriler
gostermistir ki eNOS yoklugunda damarsal remodeling bozulmakta ve damar

duvar kalinlig1 artmaktadir (61).

Khurana ve arkadaslarinin kafa i¢i anevrizmalarin yirtilmasi ile ilgili
yaptig1 ¢calisgmada eNOS T-786C tek niikleotid polimorfizminin, anevrizmalarin
yirtilma riskini  belirleyebilecek  bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (62). Akagawa ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise
kafa i¢i anevrizma boyutu ile eNOS geni T-786C polimorfizmi arasinda bir

iliski tespit edememislerdir (63).

Yaptigimiz caligmada tiirk toplumundaki aort anevrizmali hastalarda
eNOS geninde intron 4 VNTR ve ekson 7 Glu298Asp (G894T) polimorfizmi
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda anlamli ¢ikmamaistir. Ancak bu birliktelik
irklar arasinda farklillk gdosterebileceginden bizim ¢alismamiza benzer

calismalar baska irklarlada yapilmalidir (6, 9).
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eNOS geni polimorfizmi ile aort anevrizmalar1 arasindaki iliski heniiz
tam aciklanabilmis degildir. Fakat yapilan ¢alismalar eNOS geninin genetik
varyasyonlarinin kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinligi O6nemli derecede
arttirdig1 bilinmektedir. Bununla birlikte eNOS genini inceleyen daha genis
kapsamli genetik caligmalara ihtiya¢ vardir. Aort anevrizmasindan sorumlu
genlerin bulunmasi, hastaliklarin erken tanisina olanak saglayacaktir. Endotele
etki eden diger genlerinde eNOS geni ile birlikte incelenmesi hastalik

mekanizmalar1 hakkinda daha detayli bilgi sahibi olmamiz1 saglayacaktir.
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SONUCLAR

I- eNOS geni ekson 7’deki Glu298Asp RFLP polimorfizmi ile aort

anevrizma varlig1 arasinda iligki tespit edilememistir.

2- eNOS geni intron 4 VNTR polimorfizmi ile aort anevrizma varligi

arasinda iligki tespit edilememistir.

3- Genis populasyonla yapilan c¢aligmalarla birlikte, eNOS’un diger
bolgelerini yada heniiz aydinlatilamamis bodlgelerini de inceleyen daha genis

kapsamli genetik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

4- Aort anevrizmasinda genetik polimorfizmlerin tespiti, riskli gruplarin

erken tani ve tedavisine olanak saglayacaktir.
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