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OZET

OKSITOSIN RESEPTOR GEN POLIMORFIiZMi iLE HIPERTANSIYON
HASTALIGI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Hipertansiyon, kontrol edilemeyen kan basinci yiiksekligiyle kendini gdsteren,
tedavi edilmedigi takdirde kalp yetmezligi, hemorajik inme, travmatik inme, periferik
arter hastaliklari, koroner kalp hastaliklari, aort diseksiyonu, ko-morbid metabolik
hastaliklarla beraber metabolik sendrom ve bu gibi ciddi komplikasyon riskini arttiran
kesin mekanizmas1 heniiz netlestirilememis ve siklig1 giderek artan kronik bir
hastaliktir. Nedene yonelik simiflandirma yapildiginda, primer hipertansiyon bazi
cevresel etkenlerden (tuz tiiketimi, stresli kisilik yapisi, alkol ve sigara, sedanter yasam
tarzi1 ve obezite, non-steroidal anti inflamatuar ilaglarin fazla kullanimi vb.), RAAS
sistemindeki bozulmalardan, diisiik dogum agirligindan ve genetik yatkinliktan veya bu
nedenlerin ¢esitli kombinasyonlarindan kaynaklandigi bilinmektedir. Ancak genetik
yatkinliga sebebiyet veren mono veya poligenik faktorler ile ilgili literatiirde yeterli
caligmaya rastlanmamustir.

Calismamiz komplike bir hastalik etiyolojisine sahip olan hipertansiyonun,
genetik altyapisin1 aydinlatmaya yonelik yapilmis olan bir caligmadir. Caligmamiza
hipertansiyon tanisi konmus 140 gonillii ve herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan
140 saglikli goniillii dahil edilmistir. Calisma grubumuzdan alinan 2 ml vendz kandan
DNA izolasyonu gergeklestirilmis, Real-Time PCR cihazinda hibridizasyon metoduyla
wild-type (yabanil), heterozigot ve mutant genotipler belirlenmistir. Calismamizda C
alleli mutant allel olarak alinarak sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol
grubunda 1rs2268498 TT alleli genotipinde 41 birey, CT genotipinde 64 birey, CC
genotipinde de 35 birey mevcuttur. Hasta grubunda ise TT genotipi, 42 birey CT
genotipi 63 birey, CC genotipi de 35 birey olarak bulunmustur. Bunun sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemis olup populasyon Hardy Weinberg
dengesinde degildir (p<0.05). Tez kapsaminda yapilan degerlendirmede OXTR
1s2268498 gen bolgesi i¢cin homozigot, heterozigot modelde ve allel frekansinin

degisiminde hipertansiyon riski ile iligkili bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, Oksitosin, Polimorfizm, OXTR.
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ABSTRACT

INVESTIGATING THE RELATIONSHIP BETWEEN OXYTOCIN
RECEPTOR GENE POLYMORPHISM AND HYPERTENSION

Hypertension, is chronic disorder that signs as uncontrollable blood pressure and
causes an increase in critical complication risk such as heart failure, hemorrhagic
stroke, traumatic stroke, peripheral arterial disease, coronary heart disease, aort
dissection, metabolic syndrome with other metabolic diseases. Its mechanism has not
been clarified and its frequency is gradually increasing. When classifying its causes,
some environmental factors (salt consumption, stressful personality, alcohol and
tobacco use, sedentary life style and obesity, non-steroidal anti inflammatory drug over
use, etc.), disruption in RAAS system, low birth weight, genetical predisposition and
combination circumstances has been shown to be related to hypertension. But literature
is still insufficient for the effect of poly or monogenic factors to hypertension
development.

Our research aims to enlight genetical substructure of etiologically complicated
disease hypertension. Our research comprises of 140 hypertensive and 140 healthy
volunteers. DNA isolation was conducted with 2 ml venous blood that taken from our all
study groups. Genotypes were determined as wild-type, heterozygote and mutant with
Real- Time PCR device using hybridization method. “C allele” is accepted as “mutant
allele” and data processing was performed. In our control group, there were 41 TT
genotype, 64 CT genotype 35 CC genotype. In our hypertension group, there were 42
TT genotype, 63 CT genotype , 35 CC genotype volunteers. As a result, no sta-tistically
signifiant difference was observed aside the population was not in Hardy Weinberg
equilibrium (p <5). In sum, OXTR rs2268498 polymorphism is not associated with

hypertension risk in homozygot, heterozygot and allelic differences model.

Keywords: Hypertension, Oxytocin, Polymorphism, OXTR.
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1. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon, tedavi edilmedigi takdirde ciddi komplikasyonlara  sebep
olabilen ve yasam kalitesini 6nemli Olgiide azaltan bir kronik hastaliktir. Belirli
sikliklarla oOlgiilen arteriyel kan basinc1 (KB) degerlerinin 140/90 mm Hg
tizerinde olmasiyla karakterize olan, ayni zamanda ko-morbid kardiyovaskiiler
hastaliklar1 da (kalp yetmezligi, koroner kalp hastaligi, inme, aort diseksiyonu vs.)
beraberinde getirdigi bilinen bir sendromdur (Aydin ve Oztiirk, 2014; Oksiiz, 2004).
Toplumumuzda epidemiyolojisi cografya ve irka gore degismekle beraber Tiirk
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi’nin hazirladig1 hipertansiyon tani ve tedavi
kilavuzuna goére ABD ve Avrupa iilkelerinde eriskin niifusun %25-30’unda
goriilmekle beraber, Tiirkiye’de hipertansiyon prevalansinin arastirildigi en genis
kapsamli arastirma olan TEKHARF (Tirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk
Faktorleri) ¢aligmasina gore, bu sendromun Tiirkiye prevalanst %33.7°dir ve yas
ilerledikge prevalans artis gostermektedir (Tiirk Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi, HT Tani1 ve Tedavi Kilavuzu). Saglik Bakanligi’min 2004 yilindaki
verilerine gore tiim oOliimlerin %25’1 hipertansiyon olmakla beraber iilkemizde
kardiyovaskiiler hastaliktan kaynaklanan oliimlerinde tiim 6liimlere oraninin %48
oldugu soylenmektedir (Kabakci, 2013). 2013 yili TUIK verilerine gére
kardiyovaskiiler hastaliklardan oOliimler tiim Oliimlerin %39.8’idir. Hipertansiyon
kaynakli oltimler ise %12.8’lik bir oran1 olusturmaktadir (Kili¢ ve Uzungakmak,
2016).

Bazi tami rehberlerine gére normal tansiyon ortalama sistolik kan basmct
(SKB)’'nin 120 mm Hg’dan kiiciik, ortalama diyastolik kan basinci (DKB)’nin 80
mm Hg’dan kii¢lik olmasi seklinde tanimlanir. 2017 tan1 rehberlerine gore ortalama
SKB’nin 120 ila 129 mm Hg aras1 ve ortalama DKB’nin 80 mm Hg’dan kii¢lik
olmast durumuna “prehipertansiyon” tanimlamasi yapilmistir. SKB’nin 130- 139
mm Hg ve DKB’ nin 80-89 mm Hg arasi olmas1 “stage I hipertansiyon” ve SKB
140 mm Hg iizeri DKB 90 mm Hg iizeri olmasi durumu “stage II hipertansiyon”

olarak tanimlanmistir (Rosas-Peralta ve Jimenez-Genchib, 2018).



Kan basinci ¢ok sayida mekanizmanin katkida bulunmasi ile diizenlenen bir
sistemdir. Renal sistem, kardiyovaskiiler sistem, sinir sistemi ve endokrin sistemin
etiyolojide rol oynadigi bilinmekle birlikte esansiyel (primer) hipertansiyonda
temel mekanizma tam olarak bilinemez (Aydin ve Oztiirk, 2014). Genellikle
yasamin 50-60 yas araliginda ortaya ¢ikar ve artmis tuz tiikketimi, obezite, ve
genetik predispozisyon ile iligkilendirilir (Delacroix ve ark., 2014). Hipertansiyon
vakalarmin %90’m1 esansiyel hipertansiyon olusturmaktadir. Bazi patolojik
durumlar (Cushing sendromu, renal arter stenozu, parankimal bobrek hastaligi)
sonucu gelisen hipertansiyon sekonder hipertansiyondur (Tiirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi, 2018). Kanin her dokuya perfiizyonu o dokunun metabolik
ihtiyact dogrultusunda gerceklestirileceginden kanin damar icerigindeki dinamigi
birden fazla sistem tarafindan yonetilir. Her iki ¢esit hipertansiyon i¢in de genel
fenomen basta sempatik sinir sistemi, renin-anjiotensin-aldosteron sistemi
(RAAS), endotel disfonksiyonu ile beraber su ve sodyum retansiyonu olmakla
birlikte bazi fizyolojik degisimlerin hastaliga katkisinin genis capta etkisini
icermektedir (Delacroix ve ark., 2014).

Tablo 1. Hipertansiyonun yaygin sekonder etkenleri (Bhagani ve ark., 2018).

Kronik bobrek hastaligi

Polikistik bobrek hastaligi
Renal Etkenler
Reninoma

Monogenik tiibiiler sendrom

Hiperaldosteronizm

Hiperkortizolemi
Feokromasitoma

Endokrin Etkenler Akromegali
Hipertiroidizm/Hipotiroidizm

Kortikosteroid sentez bozukluklari

Obstriiktif uyku apnesi

Noral Etkenler Otonomik bozukluklar




2. GENEL BILGILER
2.1 Hipertansiyonun Etiyolojisi

2.1.1 Baroreseptor Hassasiyeti

Kan basinci, feedback yoluyla fizyolojik olarak kontrol altina alinabilen bir
mekanizmadir. Normal fizyolojik bir cergevede hafif bir kan basinci degisimi
komplementer bir aksiyon veya bir diger kontrol mekanizmalarinin devreye
girmesiyle normal seviyeye dondiriiliir. Ancak kompensatuar — sistemlerin
yetersiz kalmasi durumunda hastalik durumu gelisir (Bolivar, 2013). Kan
basinci regiilasyonunda santral sinir sisteminin i¢inde bulundugu ilk basamak
kan basinct algilanmasidir. Baroreseptorler, arteriyel elastik tabakaya yerlesmis
afferent sinir sonlanmalaridir. Santral sinir sistemine kardiyovaskiiler statiis
hakkinda sinyaller iletir. ki ana bolgede kiimelenmislerdir. Bunlardan birincisi
karotid siniiste yer alan internal karotid arter, digeri ise aortik ark
baroreseptorleridir. Bu bolgeler, beyne gerceklesen kan akimini ve kalpten ¢ikan
kanin basincini algilamak {izere stratejik bolgelerdir (Wehrwein ve Joyner, 2013).
Baroreseptér  duyarlilifindaki  bozukluklarin  bazi1 hastalarda kalp hiz1
degiskenligine neden olarak hipertansiyonu tetikledigi goriilmiistiir  (Babalik,
2005). Baz1 hipertansif bireylerde baroreseptor ayar noktasi (set point’in) yiiksek
seviyeye kaymis oldugu, baroreseptor hassasiyetinin azaldigr goriilmektedir. Bu
kisilerde fenilefrin inflizyonu ile kan basinct hipertansif diizeye getirildiginde

dahi set point normal araliginda kalmaktadir (Takahashi ve ark., 2011).

2.1.2 Total Periferal Diren¢ ve Kardiyak Output Artisi

Ohm sivi dinamikleri i¢in hesapladigi kural dahilinde kan basincini
etkileyen nedenleri tespit edebilmek miimkiin olabilmektedir. Basing= akim hiz1 x
diren¢ formiiliine gore tansiyon kanin periferde akim hizi ve damar rezistansinin
ortak etkisi sonucu regiile olan bir sistemdir. Akim hiz1 kardiyak output ve sivi
hacmine bagli olmakla beraber direng (total periferal direncg), arter ve arteriollerin
kontraktil durumuna bagli olarak degismektedir (Bolivar, 2013). Cogu
hipertansiyon hastast normal bir kardiyak outputa sahiptir ancak periferal direng

kan basinci yliksekligindeki anahtar sebeptir. Periferal diren¢ hiicre i¢i kalsiyum



iyonunun artmasi ile iligkilidir (Beevers ve ark., 2011). Kalbin néral uyariminin
artis1 (sempatik sistem asir1 aktivasyonu) ve kalpteki onylikiin (damar i¢i hacim)
artis1, artmis kontraktiliteye ve artmis kalp debisine sebep olarak hipertansiyona
ortam hazirlamaktadir. Bu mekanizmalara yeni tani almig geng hipertansiyon
hastalarinda siklikla karsilagildigi goriillmektedir (Babalik, 2005). Damar i¢i sivi
hacminin diizenlenmesi ise yiiksek oranda ekstraseliiler sivi hacmine baghidir.
Bu hacim viicut kompozisyonundaki sodyum miktar1 ile degisiklik gosterir.
Sodyum miktar1 artis1 ve natrilirez (liriner sodyum ekskresyonu) dengesi sivi

hacmini belirler (Bolivar, 2013).

2.1.3 Renal Sistem ve Sempatik Sinir Sistemi Etkisi

Sinir sistemi ve renal sistem birbiriyle kompleks bir etkilesim igerisinde
regiilasyonu gerceklestirir. Sempatik sinir sisteminin esansiyel hipertansiyon
patofizyolojisi iizerindeki major etkisi uzun zaman Once kesfedilmistir.
Norojenik mekanizmalarin esansiyel hipertansiyon vakalarmin %50 kadarlik bir
kismini olusturdugu belirlenmistir (Covic ve Segall, 2015). Padmonabhan ve ark
tarafindan yapilan bir calismada yeni tami almig hipertansiyon hastalarinda
sempatik asir1 aktivasyon prevalansit %62.42 olarak goriilmiistiir (Padmanabhan ve
ark., 2014). Sempatik asir1 aktivitenin hipertansiyon tarafindan indiiklenen organ
hasar1 (kardiyak hipertrofi, vaskiiler remodeling, renal disfonksiyon) iizerinde
direkt etkisi bulunmaktadir. Sempatik sinir sistemi agsir1 aktivasyonuna sebep
olan durumlarin genetik faktorler, fazla tuz tiiketimi, baroreseptdor ve
kemoreseptor disfonksiyonu, obezite ve metabolik sendrom oldugu bilinmektedir

(Covic ve Segall, 2015).

Noral sistem ve renal sistem arasinda iletisim renal sempatik sinir sistemi
vasitasiyla saglanir. Efferent yolak sempatik sinir sisteminden bdbrege sinyal
tagir. RAAS sistemini aktive ederek renin salgilatir. (Delacroix ve ark., 2014).
Renin, anjiyotensinojenden anjiyotensin 1 donistlriilmesinde rol oynar.
Anjiyotensin I, Anjiyotensin Doniistiirlici Enzim (ADE) tarafindan Anjiyotensin
[I'ye donistiiriiliir. Anjiyotensin, etkisini 4 tip reseptorii lizerinden gosterilir. AT1
ve AT2 aktiviteleri daha iyi bilinen ve daha yiiksek afiniteli reseptorler olarak

bilinir. Anjiyotensin II, reseptdre baglanma durumunda aldosteron ve vazopressin
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saliverici etkiye sahiptir ki bu enzimler vazokonstriksiyon ve sivi retansiyonu ile
hipertansif etkisi 6n plana ¢ikan enzimlerdir (Oguz, 2009). Aym zamanda
Anjiyotensin I sempatik sinir sistemini uyararak kalbin atim sayisin1 ve
kontraktilitesini arttirir.  Stvi retansiyonu  lizerindeki etkisi ise proksimal
tiibiiliislerdeki sodyum-hidrojen antiportunu uyararak ve distal tiibiiliisden aldosteron
aracili sodyum geri emilimini arttirici aktivitesi ile iligkilidir (Ecder, 2009). Bazi
tedaviye direngli hipertansiyon hastalarinda invazif renal denervasyon yolu ile
bobrekteki jukstaglomeruler aparattan renin salgilanmasi azaltilarak kan basincinin
azaltilmas1 amaclanmistir (Smith ve ark.,, 2016). Efferent yolak bdbrege kan
akisini azaltic1 etkiye sahiptir. Bu durum bobrek perfiizyonunu arttirmak amaciyla
afferent yolagi tetikleyici ve sempatik asir1 aktivasyon ile birlikte kan basincinin

yiiksek kalmasini destekleyici niteliktedir (Delacroix ve ark., 2014).

RAAS aktivasyonu

Sodyum retansiyonunda artis

Renal kan akisinda azalma
Efferent sinirler

Sekil 1. Sempatik sinir sistemi-renal sistem baglantisi

Anjiyotensinojen (Karaciger)

: Renin salimi @
Anjiyotensin |

An]lvut?nsm
Donistirucd Kalp atim sayisi artisi
Enzim EN)E} Konrraknme artisi

(Akciger)
Anjiyotensin II

Aldosteron
Vazopressin salg\lzmm:l konformasyonel

Suve wdyum tutulumu degisiklik e
Lt i

A T reseptoril

Sekil 2. Renin-Anjiyotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS)



2.1.4 Genetik Yatkinhk

Epidemiyolojik agidan toplumun yiiksek c¢ogunlugunun primer veya
sekonder hipertansiyona sahip olmasinin genetik predispozisyondan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Padmanabhan ve ark., 2015). Tek tek genler ve
genetik faktorlerin esansiyel hipertansiyon ile iligkisinin bilinmesine ragmen,
multiple genler bireyde hipertansiyon gelisimine daha fazla katkida
bulunmaktadir. Bu durum her bir genin ayr1 ayr1 hastalik gelisimine katkisinin
belirlenmesini daha da zorlastirmaktadir (Beevers ve ark., 2011). Monogenik
faktorlerin, daha ¢ok kan basinci diizenlenmesinde rol oynayan bdbrek ve
adrenal bezlerde meydana geldigi goriilmektedir. Steroide duyarli aldosteronizm,
mineralokortikoid ytiksekligi, tip 2 psddohiperaldosteronizm ve Liddle Sendromu
monogenik faktorlerle iliskilendirilmistir. Buna karsin, renin-anjiyotensin-
aldosteron sistemi (RAAS) ve sodyum kanallari, Endotelin-1 (ET-1), Nitrik
oksit sentaz (NOS3, NOS2A), guanin niikleotid baglayici protein B3 subiiniti
(GNB3) genlerinin poligenik olarak hastalik patogenezinde rol oynadigi
bilinmektedir (Cicek ve Ugur, 2018).

2.1.5 Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu terimi Nitrik Oksit (NO) ve diger baz1 endotel
kaynakli relaksoér veya konstriktor faktorlerdeki dengesizligi veya degismis
mekanizmasi olarak tanimlanabilmektedir (Konukoglu ve Uzun, 2016). NO, L-
arjinin’den endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimi ile endotelde iiretilip
salinan en karakterize gazdir. Kardiyovaskiiler protektif roliinii medial diiz kas
hiicrelerini dilate ederek gosterir. Endotel disfonksiyonu eNOS tarafindan NO
liretiminin azalmas1 veya reaktif oksijen radikalleri tarafindan artmis yikimi
sonucu ortaya ¢ikabilir. Son yapilan g¢alismalar hipertansiyon ile iliskili endotel
disfonksiyonun azalmig NO yapimi veya enzim/substrat eksikliginden ziyade,
artmis oksidatif stresin sebep oldugu NO yikimmin artist sonucu meydana

gelebilecegini isaret etmektedir (Versari ve ark., 2009).



) . I: Sinir sonlanmalar ve }
Tunica adventitia \ perivaskiiler adipoz doku

Tunica media (Vaskiller diz kaslar)
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Sekil 3. Arter katmanlari

2.2 Hipertansiyon ve Endokrin Sistem liskisi

Multiple endokrin sistemin primer ve sekonder hipertansiyonda rol oynadigi
gosterilmistir. Hipertansiyon ile dogrudan iligkisi aciklanabilmis bazi endokrin

sistem bozukluklar1 sunlardir:

Aswrr mineralokortikoid saltmi: Mineralokortikoidler adrenal korteks tarafindan
dretilen, viicutta su ve tuz dengesini ve homeostazi saglayan  steroid
hormonlardir. Renal sodyum, klor ve su reabsorbsiyonunu indiiklerler
(Padmanabhan ve ark., 2015). Birincil mineralokortikoid hormonun aldosteron
(%90) oldugu bilinmesine ragmen bazi cinsiyet hormonlart ve glukokortikoid

hormonlar da mineralokortikoid etki gosterebilirler (Pappachan ve Buch, 2016).

Feokromasitoma ve paragangliomalar: Nadir goriilen néroendokrin tiimorlerdir.
Hipertansiyon vakalarinin  %0.2-0.6’sindan  sorumludur (Pappachan ve Buch,
2016). Genellikle katekolaminlerin asir1 salimi ile karakterizedir (epinefrin,
norepinefrin, dopamin). Katekolaminler, ¢cok sayida kardiyovaskiiler ve metabolik
etkilere sahiptir. Kalp atim hiz1 artigi, kontraktilite artisi, kardiyak iletim hizinin
artis;, yogun vazokonstriksiyon ve tasikardiye sebep olarak hipertansif etkiye
sahiptir. Feokromasitomali hastalarda hipertansiyon goriillme oran1 51-90% ‘dir

(Gunawardane ve Grossman, 2016).



Aswrt glukokortikoid salim: (Cushing Sendromu): Hipertansiyon ile iligskisi tam
olarak ortaya konamamakla beraber prostasiklin, nitrik oksit ve endotelin gibi
vazodilatdr ve  vazokonstriktor —medyatorlerin  dengesinde  bozulmalardan
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir (Pappachan ve Buch, 2016). Aym zamanda
Cushing Sendromlu hastalarda tiim pro-inflamatuar sitokin konsantrasyonlarinda
artis gOriilmiis olmakla beraber Timor Nekroz Faktor (TNF-a) ve Interlokin-6
(IL6) konsantrasyonlarindaki artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Babinska ve ark., 2018). TNF-a aktivitesi farede etanercept (TNF-o inhibitori) ile
baskilandiginda hipertansiyon gelisiminin azaldigi gozlenmistir. Aym zamanda
hipertansif hastalarda pro-inflamatuar sitokinlerin normotansif hastalara gore daha
yiiksek oldugu bulunmus ve bu sitokinlerin hipertansiyon patogenezinde dnemli rol

oynadig1 sonucuna varilmistir (Agita ve Thaha, 2017).

Akromegali: Benign pituiter adenom kaynakli biiyiime hormonu (GH) asirt
salimma baglh olarak gelisen somatik asir1 biiyiime, prematiire mortalite ve
fiziksel sekil bozukluklari ile karakterizedir. Bu sendroma sahip bireyler icerisinde
yaklasik %40 vakanin hipertansif oldugu goriilmiistlir. Hipertansiyon en 6nemli
akromegali komplikasyonudur (Pappachan ve Buch 2016, O'Shea ve ark., 2016).

Tiroid hastaliklari: Hipertiroidizm’de artmis kardiyak output ve kalp atim hizi,
azalmig sistemik vaskiiler direng sebebiyle hastalarin yaklasik {igte biri sistolik
hipertansiyona sahiptir. Hipotiroidizm hastalar1 ise bozulmus endotel disfonksiyonu,
artmis sistemik vaskiiler direng, ekstraseliiler hacim artis1 sebebiyle diyastolik

hipertansiyona daha yatkindirlar (Yang ve ark., 2017).

Primer hiperparatiroidizm: Plazma iyonize kalsiyum iyonu artisina bagli olarak
arteriyel direng artist ile iliskilendirilmistir. PHPT hastalarinin %47’sinde
kontrol grubuna gore 24 saat ortalama kan basinci degeri anlamli olarak daha

yiiksek bulunmustur (Pappachan ve Buch, 2016).

Gonadotropik hormonlar: 60 yas alti erkeklerde ayni yasa sahip kadinlara
gore ortalama sistolik kan basinct 6-7 mm Hg ve diastolik kan basinci 3-5 mm

Hg daha yiiksektir. 60 yas sonrasi ise kadinlardaki prevalansi artarak erkekteki



prevalansa yaklagmakta veya bu prevalanstan daha yiiksek olmaktadir (Dubey ve
ark., 2002). Veriler postmenapozal kadinlarin yaklasik %50’lik bir kismunin orta
veya siddetli hipertansiyona sahip oldugu ve antihipertansif tedavi aldigini
gostermektedir. Post-menapoz donemine karakterize kadin gonadal hormon
eksiklikleri post-menapozal hipertansiyon i¢in major bir risk olusturmaktadir
(Modena, 2014). Aym zamanda Ostro en seviyesinin pik yaptigi luteal fazda,
folikiiler faza gore kan basincinin daha diisiik olmast da bu durumu daha net bir
sekilde aciklamaktadir. Estradiol ER-aracili ve ER’den bagimsiz olmak {izere
vazodilatasyona sebep olmakta, serum ve anjiyotensin II tarafindan stimule
edilen endotelin-1 inhibisyonu yapmakta, bazal sempatik tonusu azaltmakta
sempatik  barorefleks kazanimmi giliglendirmekte, RAAS sistemini inhibe
etmektedir. Bu durum 06strojenin kan basincini diistiriicii etkisini agiklamaktadir
(Dubey ve ark., 2002; Modena, 2014). Ostrojen eksikligi, Anjiyotensin
Dontistiiriicii Enzim (ADE) sentezinin ve aktivitesinin ve Anjiyotensin II tip 1
reseptdrii (AT1) upregiilasyonu ile iliskilendirilmistir. Ostrojen ile birlikte artis
gosteren Anjiyotensin II’nin, renin sekresyonunu azaltarak RAAS supresyonuna
sebep oldugu gosterilmistir (Harvey ve ark., 2005). 17-f estradiol’'un rat
aortasinda endotele bagli veya endotelden bagimsiz relaksasyona sebep oldugu
gbzlenmistir. izole edilen aortada Nitrik Oksit (NO) bu relaksasyona sebep
olurken kiigiik serebral arterlerde relaksasyonun NO ve siklooksijenaz (COX) ile
indiiklendigi gozlenmistir. Overektomi yapilan ratlarda Ostrojen deprivasyonu
sonrast NOS aktivitesi diismiis ve NO metabolitlerinin ekspresyonu azalmustir.
Son caligsmalar endotelyal NOS’un 0strojen aracili aktivasyonunun ER (6strojen
reseptor) ile regiilator alt birim olan PI3-kinaz’in direk etkilesimi sonucu PI3- kinaz/
Akt yolaginin aktive olmasi ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Tostes ve ark.,
2003). Dogal progesteronun hayvan ve insan ¢alismalarinda kan basinci iizerinde
notr veya diisiiriicti etkisinin oldugu gosterilmistir. Endotele bagli vaskiiler gevseme
ile vazodilatasyon etkisine ragmen Ostrojenin vaskiiler tonus tiizerindeki faydali
etkilerini antagonize ettigi de goriilmiistir (Dubey ve ark., 2002). Androjen
reseptorleri, vaskiiler hiicrelerde eksprese edildiginden dolay1 vaskiiler tonusu
modiile etmede fonksiyonel role sahiptir. Aym zamanda testosteron, norepinefrin
sentezinde hiz smirlayici enzim olan tirozin hidroksilazin etkisini arttirmasi
sebebiyle prohipertansif etkiye sahiptir. Ayni zamanda potent bir vazokonstriktor

medyatdr olan néropeptid Y nin salimini arttirir (Dubey ve ark., 2002).



Androjen disregulasyonundaki molekiiler mekanizmalar tam olarak bilinme
mekle birlikte, yapilan caligmalar sitokin ve immun faktdrlerin iiretiminde rol
oynayan NF-kB’nin agir1 aktivasyonuna bagl inflamasyon ile adipogenesis yoluyla
olabilecegini gostermekte, hipoandrojenizmin hipertansiyon prevalans artisinda

major bir rol oynayabilecegini 6ne siirmektedir (Moretti ve ark., 2017).

2.3 Oksitosin-Hipertansiyon iliskisi
2.3.1 Oksitosin

Oksitosin, hipotalamusta 6zellikle paraventrikiiler ve supraoptik niikleusta
sentezlenen bir ndropeptittir (De Cagna ve ark., 2019). 1835°de Italyan bilim
adam1  Nicholas Ferraye tarafindan kesfedilmistir. Molekiiler  formiilii
C43HesN12012S2°dir. Vazopressine olan benzerligiyle bilinir (Kabilan, 2014). 1 ve
6. Sistein residiileri arasinda disiilfit kopriisiiyle karakterizedir. Bu durum peptite
siklik heksapeptit halka yapis1 ve yliksek derecede fleksibl C-terminal alfa amide 3
rezidiilii bir kuyruk kazandirir. 3. Pozisyonda izolosin ve 8. Pozisyonda 16sin
bulunur (Ding ve ark., 2018). Posterior hipofizden sistemik dolagima salinir ve
hormon gibi gorev yaparak viicutta fizyolojik etkiler gosterir. Genellikle gebelik
ve laktasyon gibi etkileriyle bilinse de; anne-bebek bagi, sosyal davraniglar zihin
okuma, empati kurma gibi santral etkileri de bulunmaktadir (De Cagna ve ark.,
2019). Bu santral etkileri, serebrospinal siviya diffiize olmasi ve burada bir
ndrotransmitter ve ndromodiilator olarak davranmasi vasitasiyla gerceklestirir
(Keech ve ark.,, 2018). Oksitosin reseptorlerinin farkli beyin bdlgelerinde
dagilmis halde bulunmasi da oksitosinin santral etkilerini gdstermesi i¢in bagka

bir faktordiir (Domes ve ark., 2007).

2.3.1.1 Oksitosin Reseptorii

Oksitosin, beynin ¢esitli bolgelerinde (hipotalamus, amygdala, anterior singulat
korteks, olfaktor niikleus ve limbik sistem) eksprese edilen G protein kenetli
reseptorlere (GPCR) baglanir (Giel ve ark., 2018). cDNA kodlayan insan oksitosin
reseptorii  ilk olarak ekspresyon klonlama stratejisiyle izole edilmis ve
tanimlanmistir. Kodlanan bu reseptér 389 aminoasitlik 7 transmembranal domaine
sahip rodopsin smif I G proteinine bagli (GPCR) polipeptittir (Gimple ve

Fahrenholz, 2001). Ekstraseliiler N-terminal domaini ve sitoplazmik C-terminal
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domaini bulunmaktadir (Ding ve ark., 2018). Oksitosin reseptor mRNA’smin
meme dokusunda 3.6 kb, ovaryum, endometrium ve miyometrium dokularinda 4.4
kb boyutlarinda olmak iizere iki ¢esidinin oldugu bilinmektedir. Oksitosin
reseptor geni insan genomunun tek kopyasinda ve 3p25-3p26.2 gen lokuslarinda
bulunur. Gen 17 kb span yapar ve 3 intron, 4 ekson igerir (Gimple ve Fahrenholz,

2001).

2.3.2 Oksitosinin Fizyolojik Etkileri

Siklik bir nanopeptit olan oksitosinin hedef bdlgeleri hipotalamus, amigdala,
hipokampus, beyin sapi, kalp, uterus, spinalkord’un parasempatik sinir dallanmasini
igeren otonomik sinir sistemini regule eden bolgesini igerir (Rodrigues ve ark.,
2009). ik olarak siit ejekiilasyonunda gérev yaptigi bulunmustur. Bugiin,
oksitosinin ndroendokrin reflekslerden tiremeyi kolaylastirici kompleks sosyal
davraniglara kadar ¢cok genis ranjda etkisinin oldugunu bilinmektedir (Gimple ve

Fahrenholz, 2001).

2.3.2.1 Yeme Davranisi ve Metabolizma Uzerine Etkileri

Paraventrikiiler niikleustaki oksitosin ndronlarinin yaklasik %401 hipofiz ve
beyin sapini da i¢inde bulunduran santral sinir sistemi yapilarma uzanir.
Yaklasik %10 kadar1 ise major rolii yeme fonksiyonu iizerine olan 3 beyin sap1
bolgesine baghdir. Bunlar nucleus tractus solitarius, area postrema ve vagus
sinirinin dorsal motor niikleusu’dur (Giel ve ark, 2018). Oksitosin bugiinde dek
anoreksiyojenik etkisi ile glindeme gelmistir. Gida aliminda azalma  ve
beraberinde kilo kaybinin yanisira oksitosin uygulamasini takiben oral glukoz
tolerans testinde, insiilin sensitivitesinde iyilesmeler goriilebilmektedir (Balazova
ve ark., 2016). Preklinik c¢aligmalar oksitosinin lipoliz ve yag oksidasyonunu
hizlandigimi gostermistir. Siddetli gida kisitlamasi ve asir1 diisiik kiloya sahip olma
ile karakterize bir hastalik olan anorexia nevroza hastalarinda serebrospinal
sividaki ve periferal dolagimdaki oksitosin orani kontrol grubuna goére oldukca
diisiik bulunmustur. Obez bireylerde ise periferal diizeylerde belirgin artislar
saptanmigtir. Bununla birlikte diger istah hormonlarinin  (anoreksiyojenik
hormonlar leptin, kolesistokinin (CCK) ve glukagon-likepeptit 1) (GLP-1), peptit
YY) seviyelerini etkileyerek indirekt olarak istah1 da etkiledigi goriilmistiir
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(Lawson, 2017). Ayrica oksitosin uygulanan ratlarda adipogenesis markerlar
Ol¢iilmiis, Adipocyte Fatty Acid Binding Protein (FABP4), Peroxisome Proliferator
Activated Receptor y (PPARY), Insulin Sensitive Glucose Transporter 4 (GLUT 4) ve
leptin miktarlarinda anlaml artislar goriilmiistiir (Szylberg ve ark., 2013).

INSAN OKSITOSINERJIK SISTEM

e » A
=== .
skelet Kasi: 'ﬁ’ag Doku: araciger: Par]k_reas:
nsiilin sensitivitesi B-oksidasyon Hepatik glukoz Instilin sekresyonu
cikisi Glukagon sekresyonu
Beta hicre duyarhhgi

Tim viicut:
Glukoza tolerans
Postprandial
glukoz

Sekil 4. Oksitosinin metabolizma {izerine etkileri (Ding ve ark. 2018).

2.3.2.2 Sosyal Davramslar Uzerine Etkisi

Oksitosin, santral sinir sistemine gegebilen bir peptittir. Paraventrikiiler
cekirdeklerden amygdala, hipokampus ve nucleus accumbens’e kadar uzanan
noronlardan  salmir ve  davranigsal/psikolojik  etkiler ~meydana  getirir.
Oksitosinin, duygu durum bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu, obsesif
kompulsif bozukluk, agresyon, intihar egilimi ve borderline kisilik bozuklugu ile
iligkili oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Say ve Miijdeci, 2016).

Amygdala; oksitosin arastirmalarinin odak noktasidir. Ciinkii bu bolgede
sosyal iliskiler ve korkuya yanit olarak bir hiperaktivite goriilmektedir. Oksitosin,
amygdala’nin bagli oldugu korku ile iligkili olan diger beyin bolgelerinde
(anterior cingulate cortex (ACC) ve medial prefrontal cortex (MPC)) yer alan
noronlar1 inhibe eder (Jones ve ark., 2017). Bir yaklasima gore oksitosin, sosyal

yaklasim davranisini sosyal durumlarda korku ve anksiyeteyi azaltarak daha da
12



kolaylastirmaktadir. Baska bir hipoteze gore oksitosin duygusal deneyimleri ve
dikkat gosterme prosesini modiile ederek kisinin daha olumlu bir imajda kendini
gormesi ve sosyal iligki kurmasi agisindan faydalidir (Fang ve ark., 2017).

Sosyal anksiyete bozuklugu, sosyal etkilesimlere karsi bir korku duygusu ve
sosyal etkilesimden kaginma ile karakterize, oksitosin ile multiple diizeyde iligkili bir
hastaliktir. OXTR hipometilasyonu ve artmis OXTR ekspresyonunun sonucunda
sosyal anksiyete bozukluklu bireylerde oksitosin seviyelerinin patolojik olarak
diistigli yapilan calismalarda gdzlemlenmistir. Benzer sekilde obsesif kompulsif
bozukluk (OCD) hastalarinin dahil edildigi bir ¢alisjmada yine OXTR metilasyon
diizeyleri ve OCD semptomlariin siddeti, depresif bozukluk ve postpartum
depresyon gibi bozukluklarla pozitif korele bulunmustur (Kraaijenvanger ve ark.,
2019). Oksitosinin stres azaltict etkisinin mekanizmas1 ise hipotalamo-hipofizer
adrenal aks ile iliskisiyle ac¢iklanmistir. Hipotalamo-hipozer adrenal aks’tan
salgilanan kortikotropin saliverici faktoriin (CRF) 6n hipofiz hormonu olan
adrenokortikotropin (ACTH) salgilattig1 bilinmektedir. Bunun sonucunda da adrenal
kortex’den stres hormonu kortizol saliverilir. Oksitosin, hipotalamo-hipofizer adrenal
aks1 inhibe ederek kortizol saliverilmesini inhibe eder ve stresi ortadan kaldirir
(Moberg ve Prime, 2013). Insanda artmis oksitosin seviyeleri giivenilir olma ve
karsilikli giiven duygusu ile iligkili bulunmustur. Deneysel kosullarda giivenilir
kisilerde oksitosin seviyeleri anlamli olarak fazla olmakla birlikte bu durum
giiven girisimine yamt olarak oksitosin seviyelerinde artis 1ile iliskilendirilmistir.
Yiiz tanimada Onemli rol oynayan fusiform gyrus isimli beyin bdlgelesinin
oksitosin uygulamasiyla aktivasyonu, fusiform gyrus bdlgesinin ayni zamanda yiiz
ifadelerinin degerlendirilmesinde rol oynayan amygdala ve superior temporal
sulcus ile baglantili olarak g¢alisiyor olmasi da giiven duygusunun tetiklenmesinde
bir mekanizma olarak goriilmektedir (Campell, 2010). Oksitosinin rodentlerde
maternal agresyonu tetikledigi, oksitosinle birlikte artan agresyon duygusunun
yavruyu disaridan gelen zararli etkilere karsi koruma iggiidiisiiniin kaynagi oldugu

diisiiniilmektedir (Berends ve ark., 2019).
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2.3.2.3 Siit Verme ve Dogum Uzerine Etkisi

Hipotalamusun supraoptik ve paraventrikiiler c¢ekirdeklerinden iiretilen
oksitosin, uterusta oksitosin reseptorlerine baglanarak sikligi ve siddeti artan
uterus kasilmalarimi meydana getirerek dogum indiiksiyonunda rol alir. Gebelikte
progesteron hormonunun etkisiyle olusumu inhibe olan oksitosin reseptorlerinin
say1s1, dogumun ilk evresinde yeterli sayiya ulasabilir. Dogumun ilk evresine kadar
eksojen uygulanan/endojen {iretilen oksitosin, reseptorlerin yeterli sayida olmamasi
sebebiyle etki etmez (Ozcan ve Tokat, 2015). Uterin sensitivite denilen bu durum,
oksitosin reseptor mRNA up-regulasyonu ve miyometrial oksitosin reseptor
dansitesindeki giiglii bir artisla meydana gelebilir. Dogum sirasinda oksitosin
reseptdr gen ekspresyonunun insan koryodesidual dokusunda yaklasik 5 kat artmis
oldugu bulunmustur (Institute of Obstetricians and Gynaecologists, 2016).
Miyometriumun oksitosine yaniti birkag¢ parametre ile iligkilidir. Bunlar;
serviksin konumu, uterin sensitivite, oksitosinin klirens orani, gebelik stiresi vb. dir
(Benk, 2006). ACOG (American Collage of Obstetricians and Gynecologists)
tarafindan dogum indiiksiyonunda kabul goérmiis oksitosin uygulama protokolii
Tablo 2’de gosterilmistir (Demirci ve ark., 2005). Vajinal dogumla diinyaya gelen
bebeklerde sezaryanla diinyaya gelen bebeklere kiyasla umbilical arterial kandaki

oksitosin seviyesi daha fazladir (Moberg ve Prime, 2013).

Tablo 2. ACOG tarafindan dogum indiiksiyonunda Onerilen oksitosin uygulama
protokolii

Tedavi Baslangi¢c dozu Kabul goren artis [Doz artis araliklar
mU/dk miktari (dk)
(mU/dk)
Diisiik doz 0.5-1 1 30-40
1-2 2 15
Yiiksek doz ~6 ~6 15
6 6%,3,1 20-40

*:Bu miktar hiperstimiilasyon varliginda 3mii/dk’ya azaltilir ve hiperstimiilasyon tekrarlarsa 1mii/dk

azaltilir.
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Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’nin istatistiklerine gore
dogumu takiben kadinlarin %81.1°1 anne siitii ile bebegini besliyor olmasina ragmen,
bu oran 3 aylik siit vermede %44.4’e, 6 aylik siit vermede %?22.3’e diismektedir.
Bunun sebebi siit iiretimini etkileyen c¢esitli c¢evresel ve fizyolojik faktdrlerin
varhigidir (Erickson ve Emets, 2017). Bu etkilerden bazilarinin sezaryan cerrahi,
kontraksiyonu arttiran veya agriyr azaltan ilaglarin  kullaniminin olabilecegi
diistiniilmektedir (Morillo ark., 2017). Oksitosin, normal laktasyon fizyolojisinde
esansiyeldir (Cox ve ark., 2015). Laktasyon esnasinda hipotalamustaki
paraventrikiiler niikleus ve supraoptik nukleusa kolinerjik impulslar gotiiren
areolusdaki duyu sinir sonlanmalar1 uyarilir bu da oksitosinin pulsatil salimima sebep
olur. Kan dolasimina karisan oksitosin, meme dokusuna ulastiktan sonra buradaki
myoepitelyal hiicre spesifik G-protein kapili reseptorler ile etkilesir. Meme
dokusunun asenkronize kontraksiyonunu saglar. Boylelikle siitiin, alveollerden,

kanallara ve laktifer siniislere gecisi saglanir (Truchet, 2017).

2.3.3 Oksitosinin Kardiyovaskiiler Sistem Regiilasyonuna Etkisi

Dolagimdaki oksitosinin ~ baglangigta  dogumu baslatmak igin  uterin
kontraksiyonlart ve laktasyonda siit ejekiilasyonunu stimiile ettigi bilinse de,
sonralarda disi ve erkek hipotalamuslarinda benzer sayida oksitosinerjik
noronlarin bulundugu, ayni stimuluslarin her iki cinsiyette de oksitosin salimimni
indiiklediginin fark edilmesi oksitosinin ~ bagka  fizyolojik  etkilere de
sahip oldugunun temellerini olusturmustur (Gutkowska ve Jankowski, 2009).
llerleyen zamanlarda merkezi sinir sisteminin bazi bolgelerindeki niikleuslarda
oksitosin iceren akson sonlanmalarinin varligi tespit edilmis ve bu akson
sonlanmalarmin kardiyovaskiiler kontrolde rol oynadigi goriilmiistiir.

Oksitosinin kardiyovaskiiler diizenlemede rol oynadiginin bir bagka kanit1 ise
yalnizca beyindeki bazi boélgelerden degil, kalbin dort odacigindan da iiretilip
salindiginin  kesfedilmesiyle ortaya cikarilmistir (Jankowski ve ark. 1998).
Glinlimiizde hipertansiyon ve ekstraseliiler sivi artiginin hipotalamik oksitosinerjik
noronlart ve oksitosin sekresyonunu arttirdigt bilinmektedir (Costa-e-Sousa ve
ark., 2005). Oksitosin, bir¢ok beyin bolgesi, kalp ve damarlarn igeren merkezi ve
periferal, akut ve uzun donem inhibitor etkisiyle kardiyovaskiiler aktivitesini

gostermektedir.
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Bugiine kadar, oksitosinin bilinen kardiyovaskiiler etkileri, natriiirezis ve buna
bagli Atrial Natriliretik Peptit (ANP) salinmmiyla goriilen azalmis kan basinct,
parasempatik noéromodiilasyonla negatif inotrop ve kronotrop etki, vaskiiler
tonusun diizenlenmesi, anti-stres etki, endotelyal hiicre biiylimesi ve nitrik oksit
yolag1 aktivasyonu ile gerceklesen OTR- indiiklii vazodilatasyondur (Gutkowska ve
Jankowski 2012, Alizadeh ve ark., 2011). Ayrica spontan hipertansif rat
hipotalamusundaki azalmis oksitosin ekspresyonu ve oksitosin mRNA’daki azalmanin

hipertansiyon gelisimi ile korele oldugu goriilmiistiir (Maisel ve ark., 2018).

2.3.3.1 Diiirezis ve Natriiirezis

Natriiiretik peptitler, miyokardial esneme ve overload’a yanit olarak kalpten
saliman endojen hormonlardir (Lee ve Burnett 2007). Hacim ve basing
overload’unu diizenleyici hormon rolii oynayarak kardiyovaskiiler homeostazin
stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Maisel ve ark., 2018)

Atrial Natritiretik Peptit (ANP) olarak bildigimiz atrial bir  ekstraktin
intravendz enjeksiyonun su ve tuz dengesini etkileyerek hizli ve potent bir
natriiiretik yanit olusturdugunu gozlemlenmistir. 3 natritiretik peptit izole ve
karakterize edilmistir. ANP (atrial natritiretik peptit), BNP (brain natritiretik peptit),
CNP (C-tipi natritiretik peptit) filogenetik, fonksiyonel ve yapisal olarak
omurgalilarda sivi homeostazinin diizenlenmesi ile iliskili, disiilfit baglarimi da
iceren halkaya sahip 17 aminoasitlik natritiretik peptitlerdir. ANP' nin natrilirez ve su
diiirezini arttirdig1, glomeriiler filtrasyon hizimi arttirdigi, hipovolemiyi indiikledigi,
sempatik aktiviteyi inhibe ettigi, kan basincini azalttig1 bilinmektedir (Wong ve ark.,
2017). Oksitosinin intraperitonal veya intravendz uygulamasinin ratlarda sodyum
ekskresyonunu arttirmasiyla birlikte eszamanli olarak plazma ANP seviyesini de
arttirdig1 gosterilmistir (Gutkowska ve ark., 2014).

ANP, biyolojik aktivitesini 2 spesifik membrana bagl guanilil siklaz reseptorii
ile etkileserek gosterir. Bu reseptorler Natriiiretik Peptit Reseptor A (NPR-A) ve B
(NPR-B)’dir. Houshmand ve ark. yapmis oldugu bir ¢calismada, NPR-A reseptorleri
anantin isimli kompetetif NPR-A antagonisti ile bloke edilmis, oksitosinin

kardiyoprotektif ozellikleri onlenmistir. Bu durum, oksitosin indiiklii kardiyak
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proteksiyonda, ANP yolaginin major rol oynadigini ortaya koymaktadir (Houshmand,
ve ark. 2015). Benzer sekilde baska bir c¢alismada norohipofizektomi, hacim
artisindan kaynaklanan ANP artigin1 inhibe etmistir (Costa-e-Sousa ve ark., 2005).
ANP bolus enjeksiyonunun saglikli  goniillii erkeklere verildiginde doza bagiml
olarak idrar ve plazma ¢cGMP miktarinda artis goriilmiistiir. cGMP’nin artis1 liriner
sodyum ekskresyonunda artis ile koreledir. Natriiirez ve diiirez etkisini bu yolla
gostermektedir (Lee ve Burnett, 2007). ANP natrilirez ve diiirezden baska renin
salimin1 azaltan, aldosteron sentezini ve sempatik sinir aktivitesini inhibe eden,
endotel fonksiyonunu iyilestirici etkilere sahip kardiyoprotektif bir ajan olarak da
bilinmektedir (Gutkowska ve ark.,, 2014). Bazi c¢alismalar, oksitosinin
kardiyovaskiiler hastaliklarda tedavi edici kullanimin1 desteklemektedir (Alizadeh ve

Mirzabeglo, 2013).

PPARIlar, metabolizma ve homeostatik kardiyovaskiiler fonksiyonlarin aym
zamanda hemodinamik kan sirkiilasyonunun efektif aktivatorleri ve transkripsiyon
faktorleridir. Son ¢aligmalar oksitosin reseptor sinyal yolaginin, PPAR’1n bilinen bir
ligand1 olan endokannabinoidoleoilethanolamid tiretilmesinde rol oynayan stearoil-
koenzim A desaturaz 11 aktive ederek PPAR’I stimiile ettigini gostermistir. (Vargas-
Martinez ve ark., 2016). PPARS stimiilasyonu, adipoz dokudan adiponektin salimini
arttirir. Artmis adiponektin miktari, renal sodyum- glukoz kotransporter 2 (SGLT2)’yi
down regule eder ve bunun sonucunda sodyum reabsorbsiyonu rediiklenerek
natriiirez meydana gelir (Allison, 2016). Ciddi seyreden hiperinsiilinemi ile erken
baslangich hipertansiyonun birlikte goriildiigli sendroma sahip hastalarda PPARoS’da
dominant negatif mutasyonlar goriilmiistiir. Aym zamanda PPAR ligand baglama
domaininde yer alan iki heterozigot mutasyonun da hipertansiyon ve diyabetle iliskili

oldugu bulunmustur (Aydogan ve ark., 2013).
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Sekil 5. Natritireziste PPAR stimiilasyonu mekanizmasi

2.3.3.2 Negatif inotropi ve Kronotropi

Oksitosin, atriumun elektriksel ve mekanik aktivitesini module eder (Costa-e-
Sousa ve ark., 2005). Negatif kronotrop etkisiyle kalp atim hizi, miyokardial oksijen,
nutrientler, atim basina subendokardiyal kan akigini azaltarak kontraktil fonksiyonu
tyilestirir. Bu durum oksitosinin kardiyoprotektif etkisi i¢in Onemlidir (Alizadeh
ve ark., 2011). Oksitosinin ANP {izerindeki stimiilator etkisinde oldugu gibi negatif
inotropi ve kronotropi de oksitosin reseptorlerinin guanilil siklaz aktivasyonu ve
beraberinde gelen cGMP salimi yoluyla olur (Alizadeh ve Mirzabeglo, 2013). Daha
ayrintili mekanizma ise Mukaddam-Daher ve ark. tarafindan yapilmistir. Oksitosin,
parasempatik postganglionik sinir lifleri iizerinde bulunan oksitosin reseptorlerini
asetilkolin salimi i¢in uyarir. Asetilkolin salinmast ve muskarinik reseptorlere
baglanmas1 ile kontraksiyon giicii ve kalp atim hizinda azalma meydana gelir.
Kardiyak muskarinik reseptorlerin uyarimi, bazi iyon kanallarinin aktivitesindeki
diizenleme ile kardiyak fonksiyonlar1 etkiler. Muskarinik reseptdr aktivasyonu
kardiyak L-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke eder. Bu blokasyon, kismen NO sentaz
aktivasyonu ve NO iiretimi ile saglanir. NO {iretiminin artig1, ¢oziinebilir guanilil
siklaz1 stimiile eder ve ¢cGMP olusumu goriiliir. cGMP artisi, fosfodiesterazi aktive
eder ve cGMP konsantrasyonunu diisiiriir. Bu kaskadin, oksitosinin antiadrenerjik
etki mekanizmalarindan biri oldugu ileri siiriilmektedir (Mukaddam- Daher ve

ark., 2001).
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2.3.3.3 NO kardiyoproteksiyonu

Nitrik  oksit, eksitasyon-kontraksiyon, miyositlerde otonom sinyalleme
modiilasyonu ve mitokondrial respirasyon lizerine direkt ve indirekt etkisi bulunan,
onemli bir kaynag1 miyokardiyal hiicreler olan gaz halde maddedir. indirekt etkileri
arasinda koroner damar tonus regiilasyonu, trombojenisite, anjiogenez, proliferatif ve
inflamatuar ozelliklerini igermektedir (Alizadeh ve Mirzabeglo, 2013). Oksitosin,
NOS aktivitesini arttirarak NO salimmi arttirir  (Hussien ve Mousa, 2016).
Onceki ¢alismalar, NO’in  kardiyomiyositlerde ~ATP-bagimli mitokondriyal
potasyum kanallarinin  (mitoKatp) aktivasyonunu  diizenledigi ~ gOstermistir.
mitoKatp ve NOS regiilasyonu yoluyla NO’deki artmis biyoyararlanim, oksitosin

bagimli kardiyoprotektif mekanizmalarda énemli rol oynamaktadir (Faghihi ve ark.,
2012).

2.3.3.4 Anti-stres aktivite

Insanda yeterli calisma bulunmamakla birlikte, oksitosinin fizyolojik stres
yanitim1 azalttigi, oksitosin knock out farelerin akut ve kronik stres yaniti olarak
daha yiiksek kan basinc1 ve kortikosteron seviyeleri gostermesi ile giindeme
gelmistir. Oksitosinin anti-stres 6zelliginin hipotalamopitiiiter aks’taki sempatik
aktiviteyi azaltmast ile iliskili oldugu tahmin edilmektedir. Oksitosinin bu etkisi ayni
zamanda sosyal bag ve yakinlikk kurmanin yol a¢tigi kardiyovaskiiler ve
noroendokrin stres yaniti ile de iliski gosterebilmektedir (Grewen ve Light, 2011;

Taylor ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanmn Tiiri

Bu tez calismasi deneysel tipte bir arastirmadir.

3.2 Arastirmanin Evreni ve Orneklem Secimi

Calisgmamiz igin herhangi bir kronik hastaliga sahip olmayan 18 yas {lizeri,
hipertansif hastalik tanis1 almis 140 hasta ve bilinen bir hastalifi  olmayan
normotansif bireylerden olusan 140 adet kontrol grubu olusturulmustur. Hasta grubu,
yeni tani almis veya hipertansiyon tanisi ile diizenli ila¢ kullanan ve onam verme
yeterliligine sahip bireylerden olusmustur. Kontrol grubu, hipertansiyon sikayeti
olmayan, kardiyovaskiiler hastalik hikayesi bulunmayan, kadin bireyler i¢in gebelik
siiphesi olmayan, gebe olmayan ve emzirmeyen, bireylerden olugsmustur. Calismaya

katilan tiim bireylerin yasi, cinsiyeti, ailede hipertansiyon dykiisii kaydedilmistir.

3.3. Veri Toplama

Kan ornekleri Karabiga Aile Saghigi Merkezi 17.04.020 Nolu Aile Saghgi
Birimi’nde alinmistir. Caligmaya katilacak tiim goniilliller Aile Hekimi Dr. Altug
CICEKLIYURT tarafindan normotansif veya hipertansif olarak gruplandiriimistir.
Calismaya katilan her bireyden ayrintili anamnez ile hipertansiyon, kardiyovaskiiler

hastaliklara bagli ani 6liim riski i¢in soy ge¢mis bilgileri kayit edilmistir.

3.4 Etik
Calismamiz icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 10.10.2018 tarih ve 2018-17 sayili karar ile izin alinmistir.
Calismaya katilan goniillillerin DNA materyali iizerinde yapilacak arastirmalara
izin verdiklerine dair bilgilendirilmis onam alinmistir. Tiim ¢alisma protokollerinde
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu ve Saglk
Bakanlig1 Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik hiikiimlerine uygun olmasina

0zen gosterilmistir. Etik kurul onay yazimiz Ek-3’de sunulmustur.
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3.5 Malzeme ve Laboratuvar Ekipmanlari

3.5.1 Cihazlar ve Teknik Malzemeler

1.

10.

11.

12.

13.

Mikro Santrifiij (ThermoScientific, SL8)
Mikro Santriflij (Eppendorf, 5415-R)

Makro Santrifiij (Niive, Seri No: 01-0158)
Real Time PCR (Roche Lightcycler, 480 II)
Spinner (Thermo Scientific, MySpin 6)

PCR (Eppendorf, Master Cycle Gradient)
Class II Biyogiivenlik Kabini

Buzdolab1 (Argelik, No-frost ev tipi buzdolabi)
Freezer (Sanyo Biomedical Freezer)

Su banyosu (Stuart, SBS 40)

Spektrofotometre (Thermo Scientific)

Pipet seti (Gilson 0.2-2, 20-100, 1-10, 100-1000 pl)

Pipet seti (Thermo Scientific 1-10, 2-20, 10-100, 100-1000 ul)

3.5.2 Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

1.

DNA izolasyon Kiti (Diagen, Ankara)

Taq DNA Polimeraz (Diagen, Ankara)

dNTP Set, 100mM Soliisyon (Diagen, Ankara)
PCR tamponu (Diagen, Ankara)

Sodyum kloriir (CAS 7647-14-5)
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6. Magnezyum kloriir (CAS 7786-30-3)

7. Absolii etanol (CAS 64-17-5)

8. Agaroz (CAS 9012-36-6)

9. Tris (hydroxymethyl) aminometan (CAS 77-68-1)
10. Etidium Bromiir (CAS 1239-45-8)

11. Na2EDTA (CAS 6361-92-6)

12. DNA Markerlari: 100 bp DNA Ladder (Diagen, Ankara)

3.5.3 Kullanilan Sarf Malzemeler

1. Steril Mikro Pipet Uglar1 (10-100-1000uL)
2. Ependorf (1,5 mL- 2 mL)

3. PCR tiipii (0,2uL)

4. Parafilm

5. Piko Real PCR Plate

6. Adhesive Film

3.6 Yontem
3.6.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi
Bu ¢alisma i¢in ¢alisma grubunda yer alan her bir hastadan ve kontrol grubunda

yer alan her saglikli bireyden 2 ml vendéz kan EDTA’lL tiiplere alinmistir ve

etiketlenerek -20 °C’de DNA izolasyon islemine kadar saklanmustir.

3.6.2 Genomik DNA izolasyonu

DNA ornekleri izolasyon sonrast -20°C’de saklanmistir. EDTA’]1 tiiplere alinan
kan Orneklerinden genomik DNA izolasyonu, ticari kit (GF-BD-100 Blood DNA
Extraction Kit, Diagen) kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonu asagidaki protokol
dogrultusunda yapilmistir.
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Genomik DNA izolasyon Kkiti ile temin edilen kimyasallar

e Elution Buffer 20 ml (Lot No: 41460)

e Buffer BB 24 ml (Lot No:2714 Cat # GF-BD-100)

e Wash Buffer 1 30 ml (Lot No: 6794 Cat# GF-BD-100)
e Wash Buffer 2 34 ml (Lot No: 32470)

e Proteinaz K (Diagen)

3.6.2.1 Kan Lizatinin Hazirlanmasi

—_—

. EDTA’l1 tiipteki periferik kan 6rnegi alt tist edilip 200 uL alinarak Eppendorf

tiip icerisine konuldu.

Alman kan 0©rnegi icerisine 200 pL Buffer BB eklenerek kisa siireli

vortekslendi.
20 uL proteinaz K eklenerek kisa siireli vortekslendi.

Orneklerin su banyosunda 65°C’de 10 dakika bekletilmesiyle hiicreler

parcalandi.

Ornekler iizerine 200uL %96 saflikta etil alkol eklendi ve vortekslendi.

3.6.2.2 Spin Kolon Yontemiyle Saflastirma

1.

Silika membran igeren toplama tiiplerine 6rnegin aktarma, 5000 g’de 1 dk
santrifiij ile DNA - RNA molekiillerinin membranlara tutulumunun saglandi
ve toplama tiiplerinin atilmasiyla lizat igerigindeki diger molekiiller

karisimdan ayrildi.

Yeni toplama tiiplerine alinan silika membran igeren kolonlarm 500 pL

yikama soliisyonu eklenerek 5000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Toplama tiiplerinin atilip yeni toplama tiiplerine konulan kolonlarin 500 pL

yikama soliisyonu eklenerek 5000 g’de 3 dk santrifiij edildi.
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4. Filtreli kolonlarin mikrosantrifiij tiiplerine transferi ve membranda tutulmus
DNA molekiillerin iyon farki yoluyla serbest birakilmasi i¢in 100 pL eliisyon
tamponu eklendi ve en az 5 dakika oda sicakliginda bekletildi ve 5000 g’de 1
dk santrifiij edildi. Filtreden ayrilmis DNA’nin ig¢inde bulundugu c¢ozelti

mikrosantrifiij tiiplerine aktarilip filtre atildi.

5. Elde ettigimiz DNA c¢ozeltileri, -20°C’ de bir sonraki asamaya kadar

saklandi.

3.6.3 DNA Miktari ve Saflik Hesaplamalari

Niikleik asitlerin (DNA ve RNA) ultraviole 1s1k altinda maksimum absorbsiyonu
260 nm dalga boyunda gergeklesir. Elde edilen izole DNA’larin saflik ve miktar
tayinleri 230, 260 ve 280 nm’de Slgiilen Optik Dansite (OD) degerleriyle yapilmaistir.
Olgiimlerde 280 nm dalga boyunda proteinlerin; 230 nm dalga boyu ise karbonhidrat,
peptit, fenol ve aromatik bilesiklerin maksimum absorbsiyon degeri  olmasi
nedeniyle; Azeo/ Az Ve Axeo/A20 degerleri sirasiyla protein  ve tuz
kontaminasyonlarini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Olgiimler ~ Nanodrop Spektrofotometre ~ (Thermo  Scientific)’ de
gerceklestirilmistir. Kor olarak kit icerigindeki eliisyon tamponu kullanilmas, ilk iki
kuyucukta kor, diger kuyucuklarda numune okumasi gergeklestirilmigtir. Niikleik
asitler i¢in saflik tayinini 260/230 orani1 verdiginden bu oranin yaklasik 1.8 ¢ikmasi
durumunda numunenin safligt uygun bulunmustur. DNA konsantrasyonunun
hesaplamasinda 260/280 oran1 ise 10 mm’lik bir 151k yolu ve 260 nm’lik dalga boyu
icin A=1 absorbsiyon yaklasik 50pg/ml ¢ift zincirli DNA’ya karsilik geldiginden 260
nm dalga boyundaki absorbsiyon degeri 50 ile ¢arpilmistir. Olgiim 6ncesi diliisyon

yapilmamis olmasindan dolay1 diliisyon faktorii 1°dir.

Asagidaki formiil DNA miktarini hesaplamak i¢in kullanilmisgtir:

Konsantrasyon (pug/mL) = Azsonm x 50 (ng/mL) x Diliisyon faktorii
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3.6.3.1 Oligoniikleotid Primerleri

rs2268498 T/C Tek Nukleotid Polimorfizmi:

Oksitosin geninin promotdr bolgesinde; 2 KB upstream bolgesinde yer alir.
Varyantin allelik dagilimina bakildigi zaman Avrupali popiilasyonda T allelinin
frekanst 0,5461 iken C allelinin frekans1 0,4539°dur. Afrikali popililasyonda T
allelinin frekansi1 0,657, C allelinin frekans1 0,343; Amerikali popiilasyonda ise T
alleli frekans1 0,67 ve C alleli frekansi 0,33 diir.

Tablo 3. OXTR gen polimorfizm bilgileri

Gen Sembolii SNP Numaras1 | Lokalizasyonu | Polimorfizm Cesidi
OXTR (Oksitosin 1s2268498 3. kromozom: T/C
Reseptorti) 8770725

Rs2268498 tek niikleotid polimorfizmi, duygusal taninma, sosyal algi kabiliyeti,
sosyal icerik detaylarina dikkat kabiliyeti, empati ve ahlaki karar verme kabiliyeti ile
iliskilendirilmistir. TT genotipli saglikli bireylerin diisiik diizeyde otistik davranislarla
iliskilendirildigi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda T-allele sahip bireylerin daha
prososyal fenotipik sonuglarla iligkilendigi gosterilmis ve rs 2268498 allelinin TT
tastyicilarinda artmis inferior occipital gyrus aktivitesi (yiiz ifadeleri olugumunda
onemli kabul edilen bolge), sosyal kognitif siire¢ ve davraniglarla ilgili oldugu ifade

edilmistir (Zimmermann, 2018).

Primer dizayni: Primer3 Design programi kullanilarak primer dizayni gergeklestirilmistir.
Forward primer: 5'-ACCGGTCAGGGGCTCATA -3';

Reverse primer: 5-TGTGCAATCTGAGGGTTCAA-3';

Anchor hybridization probe:
5'-LCRed640-CTGGATGAAGGCAGATTTTTCCCTATGAphosphate-3';

Sensor hybridization probe [C]:

5'-AAAACACC_GCCTCACCCCACG -FAM3';
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3.6.3.2 PCR Optimizasyonu

Caligmamizda PCR optimizasyonu PCR Master Mix, ve sicaklik parametreleri
icin gergeklestirilmistir. Calismamizda Master Mix olarak Diagen 2x Master Mix
kullanilmistir. MasterMix igeriginde bulunan Taq DNA polimerazin etkinligini Mg
konsantrasyonu oynanarak genellikle optimizasyon yapilmaktadir; fakat yiiksek Mg
konsantrasyonu da 6zgiil olmayan DNA baglanmasina neden olmaktadir. Bu agidan
optimizasyon asamasinda Mg™ konsantrasyonu arttirmak yerine enzim aktivitesini
arttirmak i¢in Diagen 2x Mastermix karigimina 1pl. DMSO eklenmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu karisimi; toplam hacim 50 pl olacak sekilde 0.2 pmol/
ul primer, 0.2 mM dNTP, 2.5mM MgCl,, 1 iinite Taq Polimeraz enzimi ve 1 pl kalip
DNA’dan (100 ng) olusmaktadir. Optimizasyon i¢in alternatif olarak diger bir deney
seti tiim bilesenler sabit tutularak Master Mix Karigimma 1 ul DMSO ilavesi ile
gerceklestirilmistir. Gradient PCR ile her iki Master Mix igerigi i¢in sicaklik

optimizasyonu yapilmstir.

Tablo 4. Klasik PCR i¢in 6rnek reaksiyon (50 pl toplam hacim igin)

1 6rnek/hasta i¢in icerik
Stok konsantrasyon
Miktar Son konsantrasyon
Kalip DNA 25-100 ng genomik DNA | 0.5-2 ng/ul
Diiz Primer 10uM; 10 pmol/ul 0.2 pmol/ ul
Ters Primer 10mM; 10pmol/ pl 0.2 pmol/ ul
dNTP 10mM 200uM
MgCl, 25 mM 0.8-3 mM
10 x buffer 10 x Ix
Taq DNA Polimeraz SU/ul 0.3ul
Toplam 50 ul (steril deiyonize su ile hacim tamamlanir.)
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Tablo 5. Gradient PCR Kosullar1

Asama Dongii Sicaklik Stire
Baslangig 1 cycle 95°C 5 dakika
Denaturasyonu:
Denatiirasyon | 95°C 5-10 saniye
40 cycle 55°C-70°C | 30 saniye
Extension 72°C 5-10 saniye
Final Extension 1 cycle 72°C
(Son Uzama)

Gradiyent PCR sonuglar1 degerlendirilmek iizere elde edilen drnekler %2 lik agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve sonuglar UV 1s1k altinda degerlendirilmistir.

3.6.3.3 Real-Time PCR Analizi

Hibridizasyon Probe Yontemi:

Niikleik asit dizilerinin sitolojik ve histoloji olarak incelenmesini saglayan
islevsel bir yontemdir. Incelenen preparatta ilgili polimorfizmin tespit edilmesi ve
genin translasyona ugrayip ugramadigini bulmaya yarar. Teknikte, genin yer aldigi
DNA dizilerine tamamlayici niikleik asit dizileri kullanilir ve bu diziler radyoaktif
prob ile isaretlenmektedir. Niikleik asitin cinsine gore yliksek 0zgiilliik ve en yiiksek
stabiliteye sahip prob secilir. Tasarlanan problar hedef DNA dizisine non-kovalent
baglarla baglanir. Floresans isaretli boya dizinin 3’ ucunda, alici boya dizinin 5’
ucunda yer alir. iki prob hedef diziye ulasip birbirine yaklastiginda enerji agiga cikar.
PCR fiirlinii miktar1 ile orantili olarak floresan 1sima yogunlugu da artmaktadir.
Melting curve analizi ile her bir SNP'deki alleller, farkli floresan ile isaretlenmis
allel-spesifik oligoniikleotid prob ciftleri ile ayirt edilmektedir. Prob materyalleri

Diagen tarafindan Primer3 dizayn programi kullanilarak dizayn edilmistir.
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3.6.3.4 Real Time PCR Reaksiyon Plaginin Hazirlanmasi

OXTR genine ait secilen rs2268498 tek niikleotid polimorfizmlerinin analizi
Roche Lightcycler 480 II (Isvicre), cihaziyla protokole uygun olarak
gerceklestirilmistir. Real-Time PCR analiz protokolii basamaklari sekil 6’da
verilmigtir.

Reaksiyon Kokteylinin Hazirlanmasi

¢

Kokteylin 96'lik kuyucuklara dagitiimasi

NTCve DNA &rneklerinin her bir hasta
icinayn kuyucuga eklenmesi

v

Real Time PCR Reaksiyonu

=

Datalarin Degerlendirilmesi

Sekil 6. Real time PCR analiz protokol basamaklari

PCR oOncesinde -20°C° de tutulan DNA c¢ozeltileri ¢ikarilip buz akdisii
tizerinde erimesi beklenmistir. Coziinen DNA o6rnekleri kisa siireli vorteksleme ile
karistirilmistir. DNA miktar 6l¢limii sonucu tiim orneklerin aynm1 konsantrasyonda
olmast i¢in her bir 6rnek 20 ng/ul olacak sekilde oOnceden diliie edilmistir.
Dondurma-¢6zme stresini en aza indirmek adina distile su igerisine alikotlama
yapilmustir.

Real Time PCR reaksiyonu karisimi Tablo 6 da belirtildigi sekilde 96 6rnek
icin hazirlanmis ve vortekslenmistir. Hazirlanan reaksiyon karigimi 96 kuyucuklu
PCR plagmm her kuyucuguna buz iizerinde eklenmistir. Ilk kuyucuk NTC olarak
birakilmak iizere her kuyucuga DNA ornekleri eklenmistir. NTC kuyucuguna ise
DNA yerine dH»O eklenmistir.
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Tablo 6. PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri Miktar
. . 1 6rnek/hasta 96 ornek/hasta
Primer-Prob Mix Prob-FAM :
Prob-HEX 3.5ul 336 ul

Primer-Forward
Primer-Revers

2x Diagen Master Mix 1.5 Mm MgCI, 10 pl 960 pl
Niikleaz Igermeyen dH,O 3.5 336 ul
Her 6rnekte Her bir 6rnek  Her bir 6rnek igin
DNA (50 U -
(30 ng) 15-20 ng oldugu igin  i¢in 20 ng/ul 20 ng/ul
0.2 ul 19.2 ul
TaqPolimeraz

Toplam hacim: 20 pl

Yiikleme islemi sirasinda olusan hava kabarciklarini ortadan kaldirmak ve
reaksiyon karigiminin dagilmasini saglamak ic¢in 96 kuyucuklu plate adhezif filmle
kaplandiktan sonra plaka ¢evirici aparta sikistirilarak, oda sicakliginda 1000de 1 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast mikroplaka Real Time PCR cihazina
yerlestirilmistir. Genotipleme hibridizasyon yontemine gdre her bir Tek Niikleotid
Polimorfizminin wild-type (yabanil), mutant veya heterozigot olup olmadig:

belirlenmistir. PCR amplifikasyonu asagidaki kosullarda gergeklesmistir.

Tablo 7. Real Time PCR kosullar1

Asama Dongii Sicaklik Siire
Bagslangig 1 cycle 95°C 5 dakika
Denaturasyonu:

Denatiirasyon 95°C 5 saniye

63°C 30 saniye
Uzama Asamasi 40 cycle Data Toplama

Extension 72°C 10 saniye

Final Extension 1 cycle 20°C 10 saniye

(Son Uzama)
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Ornekler uygun parametreler ile programlanarak analiz edildikten sonra

okumalar belirlenmistir. Wild-type (normal allel) olan TT alleli i¢in erime egrisi

sicakligr 46+1 °C iken, mutant allel (minoér allel) CC alleli i¢in 54+1°C ve heterozigot

allel CT alleli i¢in ise erime egrisi sicakligi 54+1 ve 46=1 °C dir (Sekil 7,8,9).
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Sekil 7. OXTR rs2268498 gen bdlgesi i¢in homozigot yabanil genotip (TT) tespiti.
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Sekil 8. OXTR rs2268498 gen bolgesi icin heterozigot genotip (CT) tespiti.
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Melting Curves
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Sekil 9. OXTR rs2268498 gen bolgesi igin homozigot mutant genotip (CC) tespiti.
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Sekil 10. Negatif kontrol i¢in erime egrisi grafigi
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Melting Curves
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Sekil 11. Homozigot wild, heterozigot ve homozigot mutant genotipler i¢in ¢oklu erime
egrisi grafikleri

3.6.4 Verilerin Degerlendirilmesi

OXTR geninin allel frekanslari, homozigot wild, heterozigot ve homozigot
mutant genotip sikliklar1 saptanarak ve gruplar arasinda anlaml fark olup olmadig
Statistical Package for Social Sciences for Windows (SPSS) version 18.0 istatistik
paket programi kullanilarak arastirilmistir. Goreceli olasiliklar orani (odds orani)
OXTR genlerinin ile hipertansiyon riski iligkisini belirlemek ic¢in kullanilmistir.
Calismanin sonucunda tiim veriler Ortalama+SD olarak ifade edilmistir. Calisma
gruplar1 arasindaki farklar student-t test, kantitatif veriler y* testi kullanilarak analiz
edilmistir. Degiskenlerin korelasyonunu degerlendirmek i¢in Pearson Korelasyonu
ve Spearman’s rho korelasyonu kullanilmistir. P degeri<0.05 olmas1 istatistiksel

anlamlilig: ifade eder.
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4. BULGULAR
4.1 Demografik Veriler ve DNA Ol¢iim Sonuclar

Calismamizda hasta grubumuz, onam verme yeterliliginde 140 hipertansiyon
hastasindan, kontrol grubumuz normotansif, kardiyovaskiiler hastaligi olmayan ve

aile oykiisiinde ani kardiyak 6liim bulunmayan 140 goniilliiden olusmaktadir. Kontrol

grubumuzun 87’si kadin ( %62,14), 53’i erkek (%37,86); hasta grubumuzun ise 105
kadin (%75), 35’1 erkektir (%25). Hasta grubumuzdaki goniilliilerimiz arasinda en ddiii-

siik yas 35 ve en yliksek yas 96; kontrol grubu goniilliilerimiz arasinda en diisiik yas
30 ve en yiiksek yas 89 olarak belirlenmistir. Hasta grubumuzun yas ortalamasi 64,01
+9,48; kontrol grubumuzun yas ortalamasi 56,41+12,85’dir. Tiim goniillilerimizin yas
ortalamas1 60,24+11,91 olarak hesaplanmistir. Goniilliilerimizin yas degiskenine

gore dagilimi Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8. Yas degiskeninin gruplara gore dagilimi

Kontrol (140) Hasta (140)
Yas aralig1

n % n %
30-40 yas 23 16,43 1 0,71
40-50 yas 18 12,86 8 5,71
50-60 yas 49 35 51 36,43
60-70 yas 36 25,71 48 34,29
70-80 yas 11 7,86 27 19,29
80-90 yas 3 2,14 5 3,57

4.2 DNA Saflik Tayini ve Seyreltme islemleri

Nanodrop spektrofotometre kullanilarak DNA 6rneklerinin saflik kriterlerini

belirleyen Aossonso ve Azson3o oranlar ile ng/ul cinsinden DNA konsantrasyonlari
Tablo 9 ve Tablo 10’da sunulmustur.

Nanodrop ile 260 nm’deki absorbsiyon degerlerinin 50 ng/ul ile ¢arpilmasiyla

elde edilen konsantrasyonlar PCR reaksiyonu i¢in 20 ng/ul’ye seyreltilmistir. Bunun
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icin asagidaki formiil kullanilarak stok DNA c¢ozeltisi ve DNaz igermeyen su ile

diliie konsantrasyon ayarlanmistir. Her bir 6rnek i¢in bulunan deger toplamda 100 pl

olacagi icin 50’den cikarillarak niikleaz free su ile asagidaki formiile gore

tamamlanmistir.

Mix Vi=M2x V»

Tablo 9. Hasta grubunun spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar1 ve DNA miktarlart

Sira ng/nL Az60/280 Az60/230
H1 30,33 1,4 0,77
H2 4423 1,49 0,73
H3 18,48 1,35 0,88
H4 18,31 1,66 0,74
H5 15,84 1,15 0,68
Ho6 28,03 1,55 0,7
H7 16,42 1,56 0,66
HS 16,11 1,39 0,93
H9 17,06 1,33 0,67

H10 14,87 1,33 1,04
H11 15,78 1,74 0,84
H12 25,08 1,4 0,67
H13 14,83 1,52 0,67
H14 20,35 1,4 0,86
H15 23,36 1,44 0,75
H16 24,38 1,49 0,95
H17 25,44 1,49 0,97
H18 19,81 1,43 0,82
H19 15,19 1,39 0,86
H20 80,04 1,43 0,68
H21 22,63 1,34 0,94
H22 36,1 1,48 0,95
H23 29,81 1,63 0,88
H24 25,62 1,51 1,01
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Tablo 9 (devami): Hasta grubunun spektrofotometrik dlgiim sonuglar1 ve DNA miktarlart

H25 26,11 1,31 1,06
H26 19,7 1,36 0,64
H27 31,85 1,62 0,94
H28 15,63 1,36 0,84
H29 23,94 1,46 1,38
H30 19,76 1,48 1,76
H31 27,6 1,27 0,8
H32 18 1,3 0,77
H33 43,66 1,44 0,89
H34 31,78 1,14 0,93
H35 22,8 1,49 1,24
H36 45,71 1,5 1,12
H37 27,46 1,28 0,8
H38 9,56 1,01 0,47
H39 17,1 1,73 0,71
H40 20,6 1,72 0,85
H41 28,54 1,44 0,83
H42 29,28 1,32 0,74
H43 19,76 1,11 0,47
H44 10,56 1,11 0,38
H45 9,32 0,44 0,82
H46 19,2 1,39 0,68
H47 23,37 1,29 0,43
H48 18,2 1,34 0,73
H49 22,35 1,18 1

H50 35,51 1,47 0,95
H51 42,6 1,55 0,88
HS52 33,89 1,39 0,62
H53 37,86 1,39 0,57
H54 44,57 1,43 0,81
HS55 29,37 1,4 0,97
H56 37,31 1,46 0,91
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Tablo 9 (devami): Hasta grubunun spektrofotometrik 6l¢tim sonuglar1 ve DNA miktarlar

H57 54,58 1,38 0,62
H58 40,68 1,53 0,92
H59 51,05 1,42 0,62
H60 36,84 1,42 0,69
H61 13,33 1,15 0,63
H62 25,14 1,57 0,65
H63 22,86 1,49 0,65
Ho64 26,35 1,85 0,82
H65 25,85 1,47 0,73
H66 25,75 1,59 0,74
H67 26,42 1,86 1,07
H68 17,29 1,62 0,59
H69 23,71 1,51 1,47
H70 19,83 1,38 0,82
H71 13,06 1,26 0,58
H72 16,31 1,41 0,7

H73 9,19 2,21 0,39
H74 17,1 1,32 0,55
H75 18,82 1,31 0,44
H76 18,26 1,6 0,72
H77 24,42 1,53 0,73
H78 12,61 1,41 0,61
H79 6,31 0,99 0,5

H80 12,73 1,15 0,45
H81 9,45 1,24 0,64
H82 6,28 1,03 0,55
HS83 21,18 1,49 0,69
H84 10,62 1,23 0,51
H85 16,45 1,7 1,34
H86 22,95 1,61 1,53
H87 16,91 1,4 1,13
H88 24,48 1,35 0,43
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Tablo 9 (devami): Hasta grubunun spektrofotometrik 6l¢tim sonuglar: ve DNA miktarlari

H89 38,69 1,43 0,54
H90 26,33 1,43 0,64
HI1 20,86 1,79 0,53
H92 16,82 1,54 0,89
H93 29,26 1,36 0,54
H94 29,28 1,51 1,05
H95 3,92 0,99 0,55
H96 6,52 2,61 0,46
H97 6,28 0,86 0,23
H98 27,73 1,13 0,41
H99 12,15 1,13 0,63
H100 120,28 1,36 0,64
HI101 6,11 0,87 0,76
H102 9,62 1,32 0,67
H103 23,16 1,19 0,44
H104 16,15 1,6396 1,1495
H105 36,50 1,7096 1,3321
H106 34,05 2,6395 0,7492
HI107 15,55 1,3234 0,6603
HI108 27,75 1,4879 0,8384
HI109 14,95 1,2407 0,6430
HI10 17,95 1,6027 0,2128
HI111 14,75 2,2015 0,1702
HI112 47,95 1,6884 0,1702
HI113 21,25 1,3158 0,7417
H114 16,0500 1,2022 0,5323
HI115 13,05 1,2140 0,4343
HI116 17 1,2734 0,7249
HI117 22 1,2979 0,7760
HI118 15,80 1,4044 0,6410
HI19 28,90 0,9983 0,2796
H120 12,20 1,3943 0,5609
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Tablo 9 (devami): Hasta grubunun spektrofotometrik 6l¢tim sonuglar: ve DNA miktarlari

HI21 10,30 1,2335 0,4488
HI122 8,70 1,3083 0,8744
H123 13,60 1,2891 0,5302
H124 17,60 0,9412 0,2135
H125 15 1,3158 0,4800
HI126 13,50 1,2273 0,5347
HI127 19,40 1,3020 0,5496
HI128 24,60 1,5570 1,3600
HI129 52,90 1,3740 0,6654
H130 18,75 1,6816 1,3298
H131 14,60 1,0815 0,3372
HI132 17,80 1,6636 1,4895
H133 6,65 1,4149 1,2430
H134 9,50 1,3287 0,5398
HI135 28,25 1,0273 0,9878
H136 7,95 1,3707 0,7004
H137 10,60 1,3418 0,7766
HI138 31,20 1,4545 1,0722
HI139 16,10 1,3586 0,8214
H140 14,35 1,5185 1,0630

Tablo 10. Kontrol grubunun spektrofotometrik 6l¢iim sonuglar1 ve DNA miktarlar

Sira ng/nL Az60/280 Az60/230
K1 21,6 1,36 0,7
K2 63,32 1,52 0,68
K3 25,2 1,59 0,68
K4 18,41 1,4 0,88
K5 17,78 1,68 0,77
K6 24,35 1,3 1,05
K7 23,73 1,54 0,97
K8 30,92 1,84 1,03
K9 31,05 1,49 0,9
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Tablo 10 (devami): Kontrol grubunun spektrofotometrik dlgtim sonuglar: ve DNA miktarlari

K10 32,31 1,48 0,74
K11 24,43 1,35 0,73
K12 28,83 1,49 1,01
K13 21,59 1,36 0,62
K14 23,25 1,26 0,59
KI5 20,16 1,3 0,86
K16 11,5 1,11 0,63
K17 8,7 1,11 0,8
K18 19,34 1,11 0,55
K19 12,62 1,1 0,51
K20 20,89 1,37 0,89
K21 35,32 1,38 0,58
K22 29,26 1,5 0,64
K23 27,32 1,49 0,68
K24 26,42 1,45 0,74
K25 23,98 1,53 0,81
K26 40,51 1,45 0,79
K27 34,03 1,47 0,68
K28 54,7 1,46 0,71
K29 28,86 1,46 0,81
K30 23,72 1,49 0,77
K31 22,46 1,51 0,74
K32 19,65 1,38 0,57
K33 23,36 1,61 0,8
K34 15,12 1,67 0,82
K35 17,94 1,87 0,65
K36 11,36 1,64 0,37
K37 28,48 1,53 0,79
K38 18,78 1,62 0,55
K39 22,92 1,46 0,73
K40 17,73 1,97 0,82
K41 18,97 1,78 0,65
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Tablo 10 (devami): Kontrol grubunun spektrofotometrik ol¢lim sonuglar: ve DNA miktarlar

K42 13,02 1,23 0,63
K43 23,85 1,57 1,14
K44 18,93 1,52 0,77
K45 21,89 1,42 0,35
K46 21,02 1,76 0,35
K47 16,99 1,53 0,58
K48 10,81 1,4 0,51
K49 9,74 1,26 0,64
K50 19,14 1,55 0,94
K51 19,75 1,49 0,73
K52 22,52 1,36 0,66
K53 24,13 1,87 0,71
K54 23,22 1,24 0,64
K55 9,2 1,03 0,73
K56 6,32 1,29 0,65
K57 7,68 1,13 0,44
K58 5,87 1,14 0,47
K59 7,71 1,29 0,44
K60 9,4 1,15 0,57
K61 12,07 0,85 1,2

K62 9,74 1,09 0,47
K63 12,27 1,06 0,35
K64 21,55 1,45 0,57
K65 33,04 1,46 0,74
K66 24,79 1,47 0,74
K67 27,26 1,62 0,95
K68 18,59 1,41 0,99
K69 21,37 1,51 1,01
K70 18,29 1,59 1,32
K71 21,79 1,29 0,57
K72 16,08 1,32 0,29
K73 17,18 1,48 1,17
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Tablo 10 (devami): Kontrol grubunun spektrofotometrik dl¢tim sonuglar: ve DNA miktarlari

K74 25,33 1,65 0,78
K75 27,09 1,52 0,54
K76 14,07 1,06 0,29
K77 1,69 0,51 0,44
K78 4,54 0,95 0,52
K79 2,5 0,79 0,42
K80 17,53 1,61 0,43
K81 4,74 1,37 0,54
K82 6,38 1,2 0,56
K83 8,05 1,02 0,65
K84 8,84 1 0,78
K85 33,20 1,4466 0,8384
K86 31,45 1,5012 0,7357
K87 38,65 1,5010 0,8375
K88 53,05 1,3083 1,111
K89 78,25 1,2838 0,5980
K90 12,05 1,8120 1,8976
K91 24,75 1,6337 0,9116
K92 14,15 1,5989 0,8871
K93 31,65 1,8242 2,0619
K94 19,95 1,6024 1,0153
K95 19,95 1,8054 2,0462
K96 21,80 1,3252 0,6547
K97 10,15 1,0573 0,3587
K98 24,10 1,7918 0,6847
K99 25,20 1,6856 0,9130
K100 17,25 0,7294 0,6261
K101 26,95 1,0673 0,3751
K102 19,65 0,9752 0,2227
K103 50,85 1,8226 0,7890
K104 30,05 1,2141 0,6916
K105 6,35 1,3956 0,5060
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Tablo 10 (devami): Kontrol grubunun spektrofotometrik dl¢tim sonuglar: ve DNA miktarlar

K106 8,35 1,3150 0,4207
K107 10,05 1,4255 0,7256
K108 32,20 1,1161 0,9058
K109 20,30 1,1768 0,6105
K110 6,25 1,2626 0,6250
KI11 7,55 1,1797 0,4183
K112 17,90 1,3259 0,6965
K113 16,75 1,7179 2,1203
K114 30,60 1,5074 1,3600
K115 27,75 1,6972 1,7453
K116 17,20 1,2647 0,6667
K117 22,95 1,4479 1,183

K118 18,40 1,7196 1,5333
K119 21,10 1,2597 1,1164
K120 24,15 1,3644 1,2984
K121 13,45 0,8354 0,8354
K122 11,90 1,8594 29,7500
K123 17,05 1,1107 0,9784
K124 30,80 1,1139 1,1039
K125 13,35 1,5988 2,0538
K126 9,50 1,5079 2,0213
K127 7,65 1,1591 0,6830
K128 8,05 1,2984 0,7854
K129 34,80 1,2865 0,9560
K130 8,20 1,8427 1,1714
K131 329,60 0,8663 0,1989
K132 303,80 0,8365 0,1902
K133 28,10 1,3224 1,0072
K134 8,10 1,3846 0,9759
K135 16,20 1,4026 0,8901

K136 11,70 1,4904 1,4904
K137 9,20 1,4046 0,7077
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Tablo 10 (devama): Kontrol grubunun spektrofotometrik 6l¢tim sonuglar: ve DNA miktarlari

K138 12,35 1,2865 0,8316
K139 7,85 1,3534 1,7065
K140 17,53 1,61 0,43

4.3 Gradient PCR ile Optimizasyon Uygulamasi

Tez ¢alismamizda PCR optimizasyonu i¢in gradiyent PCR ile Tm optimizasyonu
yapilmustir. Primer dizayn programinda primerlerin 6zgii baglanma sicakligi 55 °C
bulunmustur. Gradiyent PCR ile spesifikligi dogrulamak i¢in Tm en gii¢lii band1 veren
tavlama sicakligina bakilmis ve c¢alismamizda Tm derecesi 55 ©°C olarak
belirlenmistir. qPCR c¢alismasinda primer baglanmasi ve hibridizasyon icin 55 °C
kullanilmistir.

Gradiyent PCR caligmas1 sonucunda optimal Tm derecesi yaninda enzim
aktivitesi i¢in iki ayr parametre karsilastirilmistir. Agaroz jel -elektroforezi
sonuclarina gore bant kalitesi daha iyi oldugu icin Master Mix karigimina ek olarak

1uL DMSO konulmasinda karar verilmistir.

Merve Hoca Oksirs2248498 Gradiyent Caligmasi 06.08.2018

55C 56C 589C 63,5C 674 69,6 55C 56C 58,9C 63,5C 674 69,6

T10-Mastermix T11-Mastermix +1 ul DMSO

Sekil 12. OXTR rs2268498 bolgesi i¢in gradiyent PCR agaroz jel elektroforezi
goruntusu

4.4 Real-Time PCR Tek Niikleotid Polimorfizm Analizi Sonuclari

Rs2268498 SNP bolgesi i¢in Roche Lightcycler 480 II ile yapilan
genotipleme islemi sonucu 140 hasta ve 140 kontrol grubu i¢cin PCR sonuglari
asagidaki tablolarda verilmistir.
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OXTR gen bolgesi 152268498 SNP alleli arastirilmistir ve bu SNP bolgesi
icin risk alleli (mindr allel) “C” olarak kabul edilmistir. OXTR genotip ve allel
profillerinin Real-Time PCR ile belirlenmesinde kullanilan erime egrisi analizi

ornekleri “Boliim 3, Materyal ve Metod” boliimiinde detayli sunulmustur.

Calismamizin sonucunda kontrol grubunda rs2268498 TT alleli genotipinde
41, CT genotipinde 64 , CC genotipinde de 35 goniillii mevcuttur. Hasta grubunda
ise TT genotipi 42, CT genotipi 63, CC genotipi de 35 goniillii olarak bulunmustur.

Dagilim, Hardy-Weinberg dengesindedir. Hasta ve kontrol grubunun OXTR
genotipi dagilimi incelenmis, rs2268498 (CC, CT, TT) polimorfizlerinin sikligi
karsilastirilmigtir. Her iki gruba ait allel frekanslari, allelere ait % oranlart Tablo
11°de bulunmaktadir. rs2268498 genotipi incelendiginde hasta ve kontrol grubunda

en sik rastlanan genotip CT’dir. Takip eden genotipler ise sirasiyla TT ve CC’dir.

Tablo 11. Hasta ve kontrol grubuna ait OXTR allel genotip dagilimi ve % oranlar1

Hasta (n=140) Kontrol (n=140)
Beklenen ) Beklenen
ALLELLE Gozlenen HW Frekansi Qg ienen HW Frekansi
T alleli 0,525 0,525 % 1,338 0,521 0,521 ¥2: 0,989
P: 0.247 P: 0.320
F:0.097 F:0.078
C alleli 0,475 0,475 0,479 0,479

Tablo 12. Hasta ve kontrol grubu OXTR genotiplerinin allel frekans dagilimi

HASTA GRUBU KONTROL GRUBU

Gozlenen HW Genotip Gozlenen HW Genotip

Genotip Frekansi Genotip Frekansi

Frekansi Frekansi
TT 42 38,59 41 38,06

v*:1,338 v*:0,989

CT 63 69,83 64 69,87
ccC 35 31,59 35 32,06
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Tablo 13. Hipertansif bireylerde allel frekans degisimine bagli OXTR rs2268493

polimorfizmi ile hastalik iliskisi

Alleller
]I;l:)‘l‘;k T alleli C alleli
O.R.: 0.986
Hipertansif 147 133 C.I. :[0.708-1.373]
x%: 0.01
Normotansif 146 134 P:0.932
Tablo 14. Hipertansif bireylerde heterozigotluga bagl risk gelisimi
Genotipler
Klinik
Tablo e CT
O.R.: 1,016
Hipertansif 35 63 C.L :[0.567-1,82]
Z value: 0.053 P:
Normotansif 35 64 0,068

Tablo 15.Hipertansif bireylerde homozigotlugun hipertansiyon risk gelisimine etkisi

Genotipler
Klinik
Tablo cC T
Hipertansif 35 42
Normotansif 35 41

O.R.: 0,976

C.L :[0,517-1,844]
¥*: 0.02

Z value:0,074

P: 0,94
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Tablo 16. Hipertansif bireylerde allel pozitifliginin hipertansiyon risk gelisimine etkisi

Genotipler
Klinik
fablo TT+CT cC OR.: 1
C.I. :[0.582-1,718]
2.
Hipertansif 105 35 x*: 0.00
z-value:0,00
Normotansif 105 35 P: 1.0

Calismamizin sonuglart istatistiksel olarak yorumlandiginda, T allelinin C ye
dontismesi hipertansiyon bireylerde Hardy Weinberg dengesinde bir degisiklige neden
olmamistir. Ayrica allel sikhiginin farkliligi acgisindan degerlendirildiginde OXTR
1s2268498 polimorfizmi ile hipertansiyon riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunmamistir [Odds Ratio=0.986 %95CI 0.708-1.373; chi2=0.01; p=0.933].

Heterozigot genotipte (CT) olan bir bireyin hipertansiyon hastasi olma riski TT
genotipindeki bireyle aynidir [Odds ratio=1.067; C.1.=[0.612-1.859]; chi*=0.02 ve
p=0.887. Her iki alleli de mutant olan CC" birey ile yabanil tipe sahip olan bireyin TT
hipertansiyon gelistirme riski arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamistir
[Odds ratio=0,976; C.1.=[0,517-1,844]; chi*=0.02 ve p=0.94]. Allel pozitifligi de
hipertansiyon riskine etki etmemektedir [Odds ratio=0,966; C.1.=[0.579-1.614]; chi’*=0.02
ve p=0.895].

Sonuglarimiz istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ vermedigi icin kontrol

grubumuz 50 yas lizeri hastalar ile alt gruplama yapilarak yeniden degerlendirildi.

Tablo 17. Hipertansiyon hastalar1 ve 50 yas listli kontrol grubuna ait OXTR allel
genotip dagilimi ve % oranlari

Hasta (n=140) 50 yas iistii Kontrol (n=95)
i Beklenen N Beklenen
ALLEL ER Gozlenen HW Frekansi Gozlenen  poy Frekans:
T alleli 0,525 0,525 v 1,338 0,521 0,521 x*: 0,007
P: 0.247 P: 0,932
C alleli MAT A 0097 0,479 0,479 F:0,009
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Tablo 18. Hipertansiyon hastalar1 ve 50 yas {istli kontrol grubunun OXTR genotiplerinin
allel frekans dagilimi

HASTA GRUBU 50+ KONTROL GRUBU

Gozlenen HW Genotip Gozlenen HW Genotip
Genotip Frekansi Genotip Frekansi
Frekansi Frekansi

TT 42 38,59 26 25,79

%*:0,007
21,338
CT 63 609,83 | 47 47,42
CC 35 31,59 22 21,79

Tablo 19. Hipertansif bireylerin 50 yas iistii saglikli bireylere gore allel frekans degisimi

ile hastalik iligkisi
Alleller

Klinik
Tablo T alleli C alleli

O.R.: 0,984
Hipertansif 147 133

C.I. :[0.681-1.423]
50 yas iistii v*: 0,01

tansif

Normotansi 99 91 P: 0,933

Tablo 20. Hipertansif bireylerin 50 yas {istli saglikli bireylere gore heterozigotluga bagl
risk gelisimi

Genotipler
Klinik
Tablo CC CT
O.R.: 1,19
Hipertansif 35 63 C.I. :[0,62-2,28]
Z value: 0.051
P: 0,061
50 yas iistii 22 47
Normotansif
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Tablo 21. Hipertansif bireylerde homozigotlugun 50 yas {istii hipertansiyon

risk gelisimine etkisi

Genotipler
Klinik
Tablo CC TT
0O.R.: 0,985
Hipertansif 35 42 C.1 :[0,478-2,031]
y?: 0.00
50 yas iistii .
Normotansif 22 26 z-value:0,041
P: 0,97

Tablo 22. Hipertansif bireylerde allel pozitifliginin 50 yas {istiitihipertansiyon

risk gelisimine etkisi

Klinik Genotipler
Tablo cC TT+CT

Hipertansif 35 105
50 yas iistii

Normotansif 22 73

OR.:1

C.1.:[0.582-1,718]

z-value:0,00

P:1,0

50 yas tstii kontrolle hipertansif bireyleri karsilastirdigimizda T yabanil

allelin C mutant allele dontismesi hipertansiyon riski ile iligkili bulunmamustir.

[OR:0.954, %95 CI: 0.642- 1.419, chi’>=0.05, p=0.81]. Ayrica homozigot mutant

"CC" genotipte olan yada heterozigot "CT" genotipte olan bireyin hipertansiyon

riski yabanil tipteki "TT" bireyle benzer bulunmaktadir.

Sonu¢ olarak OXTR 152268498 polimorfizmi hipertansiyon riski

acisindan hipertansif bireyler kontrol grubuna gore degerlendirildiginde; OXTR

152268498 polimorfizmi dominant, resesif ve eklemeli modeled hipertansiyon

icin anlamli bir risk faktori degildir

(Sirastya  ORgominant:0,966 %9

CI:057-1,61, p:0,9; ORegesi: 1 %695 CI:0,58-1,71, p:1.0 ve ORgyeran: 0.98).

5
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ve p:0,93). Hipertansiyonun 50 yas iizerinde artmasi nedeniyle saglikli kontrol
grubumuzu 50 yas ve lizeri bireyleri saglikli kontrol olduklarini kabul ederek
yaptigimiz alt gruplamada benzer sekilde dominant, reseif ve eklemeli modelde
r$2268498 polimorfizminin hipertansiyonla ilgkisi bulunmamistir [Sirasiyla
ORdominant:0,966, %9 5CI:0,57-1,61, p:0,90; ORresesif:l, %95 CI:0,58-1,71,
p:1 ve ORoverall:0,99, p:0.93].

49



4. TARTISMA

Hipertansiyon, etiyolojisi tam olarak belirlenememis, hastalik gelisim riskinin
multifaktoriyel olarak artabildigi, yiiksek oranda yeti yitimi, mortalite ve ko-morbid
cok sayida hastalikla iligkilendirilen, tedavisi i¢cin 370 milyar dolar civarinda kiiresel
ekonomik yiik yaratan metabolik bir hastaliktir.

Arastirmamiza OXTR geninin 3. intronunda bulunan rs2268498 C/T Tek
Niikleotid Polimorfizminin bireylerde hipertansiyon gelisimine etki edip etmedigi
konu edilmistir. Risk allelimiz, mindr allel olan C olarak degerlendirildiginde,
frekans degerleri acisindan hasta grubumuz ile kontrol grubumuz arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemektedir. Hem hasta hem de kontrol
grubumuzda C allel frekanst 0.48 bulunmustur. Daha 6nce yapilan popiilasyon
caligmalarinda C allelinin frekanst Vietnam popiilasyonunda 0.25, Amerika
popiilasyonunda 0.34, Askenzi Yahudilerinde 0.41, Estonya popiilasyonunda 0.42,
Kuzey Isve¢ popiilasyonunda 0.43, Avrupa popilasyonunda 0.45 olarak
bulunmustur. Mindr allel frekans degerlerine bakildiginda calismamizda gozlenen
sonuglar 15181inda Tiirk popiilasyonu hasta ve saglikli kontrol grubu i¢in en yakin
Avrupa poplilasyonuna benzerdir.

Kontrol grubu yas ortalamasi 56,42+12,85, hasta grubu yas ortalamasi ise
64,01 +9,48 olarak hesaplanmistir. Yas ortalamalarina bakildiginda hasta grubunun
yas ortalamasinin daha ileri oldugu gozlemlenmistir. Bunun {izerine ileri yas
etkeninin hastalik gelisimine olan etkisini elimine etmek amaciyla yalnizca 55 yas ve
tizeri hastalar istatistige dahil edilmistir. Yapilan istatistik sonucunda rs2268498
varyasyonu ileri yas hasta grubunda da hipertansiyonla istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir. Chiodera ve ark., yaptig1 ¢calismada oksitosin seviyesinin yasa bagl
olarak degismedigi bulunmustur. Yiksek dozda Anjiyotensin II infiizyonunun
periferal oksitosin seviyelerini arttirmaktadir. Chiodera ve ark. ayni ¢calismada 22-80
yas aralifindaki erkek hastalarda anjiyotensin II infiizyonunu takiben 60. Dakika
sonunda oksitosin seviyelerinde %40 artis kaydedilmistir; fakat yasa bagli oksitosin
seviyelerinde bir degisim bulunmamistir. Bu nedenle yasa bagl olarak yapilan alt

gruplandirma da tiim yas gruplarinda benzer sonuglar ¢ikmistir (Chiodera ve ark.,
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1994). Bizim c¢alismamizda da hipertansiyon prevalansi bakimindan tiim yas grubu
ile 50 yas iistii hasta grubunun benzer olmasi literatiir ile uyumludur.

Kontrol grubumuzun kadin goniilliileri (n=87) tiim kontrol grubunun(n=140)
%62,14’1inii olusturmaktadir. Hasta grubumuzun kadin goniilliileri (n=105) tiim hasta
grubuna (n=140) oranlandiginda ise %75 nin olusturdugu goriilmektedir. TUIK’in
2003 yilinda Tirk popiilasyonunda yapmis oldugu hipertansiyon prevalans
caligmasina gore ortalama sistolik kan basinci erkeklerde 126.2+17.4 mm Hg,
kadinlarda 129.8424.2 mm Hg, ortalama diyastolik kan basinci ise erkeklerde
80.8+11.0 mm Hg, kadinlarda 82.0+14.3 mm Hg olarak hesaplanmistir (Tiirkiye
Istatistik Kurumu). Hesaplanan degerlere degerlendirildiginde sistolik ve diyastolik
kan basincinin kadin bireylerde daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Cinsiyet
acisindan degerlendirildiginde hasta grubumuzda genetik predispozisyondan ziyade
cinsiyet etkisinin hastalik gelisiminde rol oynuyor olabilecegini akillara getirmistir.
Cinsiyet hormonlarmin oksitosinerjik sisteme olan etkisinden dolayr hem TUIK
verilerinde hem de bizim ¢alismamizda kadinlarda hipertansiyon prevalansi daha
yiiksek bulunmustur.

Oksitosinerjik sistem ve hipertansiyon arasindaki yakin iliski pek ¢ok caligma
ile desteklenmistir. Pournajafi-Nazarloo ve ark., neonatal oksitosin uygulamasinin
kalpte OXTR mRNA ekspresyonunu, ANP, eNOS ve Ostrojen reseptor-o’y1 modiile
ettigini gostermistir (Pournajafi-Nazarloo ve ark., 2007). Jameson ve ark. yapmis
oldugu bir caligmaya gore akut paraventvrikiiler niikleus oksitosin néron aktivasyonu
dinlenme halindeki kalp atim hiz1 ve ortalama arteriyel basinci arttirdigr sonucuna
varmiglardir (Jameson ve ark., 2016).

Oksitosinin kardiyak parametrelerle iligkisi, sistatyonin y-liyaz (CSE)/H2S
yolagiyla acgiklanmaktadir. Sistatyonin y-liyaz (CSE)/H2S yolaginin anti-
aterosklerotik, anti-hipertansif, pro-anjiyojenik, miyokardiyal iskemi-reperfiizyon
hasarinda sagalima katilim gibi ¢esitli kardiyoprotektif etkilerinin oldugu
gosterilmistir. Bu etkilerini aortik vazodilatasyon, vaskiiler diiz kaslardaki potasyum
kanallarinin ~ direkt stimiilasyonu, homosistein {iretiminin rediiksiyonu ile
gostermektedir (Huang ve ark., 2015). (CSE)/H2S delesyonlu fareler 75-90 mm Hg
kadar daha yiiksek kan basinci ile iliskilendirilmistir. Ayn1 zamanda CSE gen

delesyonunun eszamanli olarak OXTR protein ekspresyonunu azalttigini
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gozlemlemesi tizerine kardiyok CSE’nin kardiyak OXTR ekpresyonunu etkiledigini
ve bu kaskadin kardiyovaskiiler regiilasyonda rol oynayabilecegini 6ne slirmiistiir
(Merz ve ark., 2018). S6z konusu g¢alisma CSE/H2S yolarmin kardiyoprotektif
yoniinii  OXTR iizerinden gosteriyor olmast konusunda fikir saglamaktadir.
Oksitosinin hipertansiyon patofizyolojisindeki mekanizmasini arastiran baska bir
aragtirmada ise anjiyotensin indiiklii hipertansiyon riskini arttirdig1 ve bunu kronik
hipertansiyonda rol oynayan patolojik sinyal yolagi olan kalsiyum-bagimli kalsinorin
aktivasyonuyla gerceklestirdigi sonucuna varilmistir (Phie ve ark., 2015).

Oksitosinin agresyonu azaltip sosyallesmeyi arttirdigi ve kronik oksitosin
uygulamasinin prososyal etkilerinin oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde pozitif
duygu durumlarinin ve sosyal iligski i¢cinde bulunma durumunun da daha yiiksek
oksitosin seviyeleri ile iligkili oldugu gozlemlenmistir. Sosyal izolasyona maruz
birakilan bireylerde oksitosin seviyelerindeki diisiis bu hipotezle agiklanabilmektedir.
Grewen ve ark., 2005, sosyal iligkilerinden daha fazla destek goren calisma
gruplarini daha yiiksek oksitosin seviyeleriyle iligskilendirmistir. Yiiksek sosyal destek
goren gruptaki kadinlarda sistolik kan basincinin daha diisiik seyrettigi goriilmiis,
diyastolik kan basinci, kalp atim hizi, norepinefrin, kortizon yanitinin degisiklik
gostermedigi belirlenmistir. Ayni calismada oksitosin seviyelerinde daha diigiik
sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci ve norepinefrin seviyeleri izlenmistir. Bu
etkiler erkeklerde goriilmemesine ragmen kadinlarda gézlemlenmistir. Bu durum ise
Ostrojenin oksitosin aktivitesi ve reseptdre baglanmasina olan etkisi seklinde
yorumlanmistir. Grippo ve ark., 2009, yetiskin gay1r farelerini 4 hafta boyunca sosyal
izole ettigi ve cift seklinde gruplandirdig1 2 gruba ayirmistir. 3 ve 4. hafta 14 giin
boyunca 20 mikrogram/50 mikrolitre subkutan oksitosin uygulamistir. Sosyal
izolasyon c¢ayir farelerinde bazal kalp atim hizin1 arttirmig, kalbin vagal
regulasyonunu azaltmistir. Oksitosin uygulamasi ¢ift halindeki farelerde kardiyak
yanit1 etkilememistir. Bu bulgu, oksitosinin kronik sosyal stresorlere yanit olarak
gelisen davranmigsal ve kardiyak disfonksiyona karst koruyucu etkisi seklinde
yorumlanmustir.

Kardiyovaskiiler hastaliklar acisindan fiziksel ve emosyonel stresin bir risk
faktorii olusturdugu genis capta bilinen bir durumdur. Kardiyovaskiiler durumu

incelemeye yoOnelik yapilan calismalarda, calisma grubunun stresdrlere maruz
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birakilarak kardiyovaskiiler parametrelerin degisiminin konu edildigi ¢ok sayida
calisma literatiirde yer almaktadir. Oksitosin fiziksel ve emosyonel stresin sebep
oldugu kardiyak parametre bozukluklarinda koruyucu etki gostermektedir. Stresorler
ile olusan kardiyovaskiiler ve sempatik stres yanitlarini inceleyen bir calismada,
soguk uyarict sirasinda oksitosin seviyelerinin artmis oldugu, kalp atim hizinin ise
istatistiksel olarak anlamli olarak azalmis oldugu ifade edilmistir. Bu degisiklige
sempatik aktivitenin diismesi, parasempatik aktivitenin artigi, veya oksitosinin
kardiyak dokudaki direkt etkisinin sebep olabilecegi diistiniilmiistiir (Grewen ve ark.,
2011).

Akut ve kronik stres, kardiyolojik sikayetlerin, kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimini ve seyrini etkileyen en oOnemli psikososyal risk faktoriidiir. Stres,
fizyolojik olarak HPA aktivasyonuyla ve sonrasinda adrenal Kkorteksten
glukokortikoid hormon salimi yardimiyla gerceklesir. Glukokortikoidler, vaskiiler
endotel ve kardiyomiyositler lizerinde yer alan reseptorleri ile kardiyovaskiiler etkiler
ve stres yanit mekanizmalarint meydana getirir. Oksitosin, anti-stres 6zellige sahip
bir ndrohormon olarak bu etkisini hipotalamohipofizer adrenal aksi (HPA) inhibe
ederek gosterir (Burford ve ark., 2017). Oksitosinin HPA inhibisyonu yapmasina
iliskin hipotez, Neumann ve ark.’nin yaptigi bir caligma ile desteklenmistir.
Calismada stresore maruz birakilan disi son gebelik doneminde olan ratlar ve gebe
olmayan ratlar arasinda HPA' nin bir elemam1 olan ve stres durumunda artig
gosterdigi bilinen bir parametre olan ACTH diizeyleri karsilastirilmig, son gebelik
donemindeki ratlarda eksternal stresorlerin meydana getirdigi etkinin giiclii bir
sekilde azalmis oldugu goriilmiistiir (Neumann ve ark., 2003). Yapilan caligsmalar
stres yonetim programlarnin istirahat halinde kalp hizinda azalma, kalp hizi
degiskenliginde, egzersiz toleransinda ve HDL kolesterol diizeyinde artma gibi
kardiyovaskiiler faydalarini rapor etmislerdir (Kocaman-Yildirrm ve Oztiirk, 2016).
Oksitosinle saglanan anti-stres aktivite de bu anlamda kardiyak sagligin korunmasi
acgisindan énemlidir.

Oksitosin reseptor rs2268498, rs53576 gen polimorfizmine ve oksitosin
1s2740210, rs4813627 gen polimorfizmine sahip olan infantlarda maternal s6zlii
agresif davranis biciminin 5-6 yas c¢ocukluk doénemindeki kan basincina etkisi

Smarius ve ark. tarafindan arastirilmis sézli strese maruz birakilan infantlarin 5-6
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yastaki kan basinci, kalp atim hizi, kardiyak otonom sinir aktivasyonunda goriilen
degisiklikler Olciilmiistiir. Yalnizca rs53576 GG varyantina sahip bireylerde 5-6
yastaki sistolik kan basincinin artmis oldugu goézlenmistir (Smarius ve ark., 2019).

Jacondino ve ark. 2019 oksitosinin kan basincinin diizenlenmesi ve atriyal
natriiiretik peptidin salinmasi gibi hemodinamik mekanizmalarda 6nemli bir rol
oynamasi nedeniyle Brezilya popililasyonunda OXTR genine ait rs225429
polimorfizminin yetigkin bireylerde kardiyovaskiiler risk faktorleri ile iligkisini
arastirmistir. S0z konusu calismada bu polimorfizme sahip bireylerde ile hipertansif
hastalik goriilme sikligi istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucuna varmistir
(p=0.569) (Jacondino, 2019).

Bizim c¢alismamizda T allelinin minér allel olan C’ye degismesi
hipertansiyon riskine etki etmemistir yani allel sikligimin farkliligi acisindan
degerlendirildiginde OXTR 152268498 polimorfimi ile hipertansiyon riski arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir (p=0.93). Heterozigot genotipteki bir
bireyin hipertansiyon hastasi olma riski homozigot yabanil bir bireyin hipertansiyon
riski ile aynidir. Homozigot mutant ve homozigot yabanil bireylerin de hipertansiyon
risk gelisimi agisindan farklilik gostermedigi goriilmiistiir. Dominant, resesif ve
eklemeli modeller agisindan da OXTR rs2268498 polimorfizmi ile hipertansiyon
riski arasinda bir iliski bulunmamistir. Literatiire bakildiginda Oksitosin (OXT) ve
oksitosin reseptor (OXTR) polimorfizmlerinin genellikle sosyal izolasyon, depresyon
gibi psikolojik parametrelerle iliskilendirilmistir. Buna karsin “ask hormonu” olarak
bilinen néropeptid yapili molekiiliin karbonhidrat ve lipid meta-modiilasyonunu veya
depresyona bagli olarak kardiyovaskiiler risk parametreleri ile iligkli olabilecegi
calistimamistir.  Buna karsin;  oksitosinin  metabolik  ve kardiyovaskiiler
sistemiizerinde ki iliskisi nedeniyle OXTR polimorfizimindeki roliinii aydinlatmak
icin diger populasyonlarda tek niikleotid caligmalar1 ile desteklenecek GWAS
analizleri ve OXTR gen bolgesinin dizi analiz ¢alismalart hipertansiyonla iligkisinin

varlig1 yad yoklugunu kesin olarak belirleyecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler ve renal hastaliklar agisindan énemli bir risk
faktoriidiir. Tedavi edilmedigi takdirde morbidite ve mortalite oranlarini arttirmasi
hipertansiyon etiyolojisinde rol oynayan faktorlerin daha net belirlenmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Literatiirdeki mevcut ¢alismalar oksitosinin sosyal iligkiler ve empati {izerine
etkisine yogunlasmistir. Buna karsin oksitosin knock-out fare calismalari;
tavsanlarda yapilan in-vio ve in vitro deneyler oksitosinin kardiyak parametreler
tizerindeki etkisini gostermistir. Oksitosin dogum ve siit verme gibi gebelikle iligkili
bir hormon olmasina ragmen; oksitosin reseptdrlerinin bazi beyin bolgeleri disinda
kalbin odaciklarindan, bazi periferik arterlerden de iiretilip salgilaniyor olmasi ve bu
peptitin erkek bireylerde de goriilmesi, farkli baz1 kardiyovaskiiler fonksiyonlara da
etki ediyor oldugunu diisiinmeye yonlendirmistir. Literatiirde oksitosin reseptor
polimorfizmi (OXTR) hipertansiyon iligkisini aragtiran diger bir ¢alisma da da
Brezilya populasyonunda 1rs225429 polimorfizmi iligkisiz bulunmustur. Bizim
calismamizda da literatiirdeki diger ¢alismaya benzer bir sekilde OXTR rs2268498
polimorfizmi hipertansiyon ile iligkili bulunmamistir. Bununla birlikte disilerde
anlatim1 donemsel artan bir hormon olmasi ve diger hormonlarla etkilesimi nedeniyle
okstiosin ve oksitosin reseptorleri ile kalp hastaliklar iligkisi bir karakutudur. Bu
acidan oksitosin ve oksitosin reseptolerinin (OXTR) kardiyak parametrelerle
iliskisinin detayli bir sekilde anlasilmasi icin, kalsiyum dinamikleri tizerindeki
hormon etkileri, metabolizma hiz1 ve etkileyen diger parametrelerin (vitamin D
seviyesi vb.) sistematik olarak incelenmesi gerekmektedir.

Ayrica, oksitosinin gebelik doneminde artan bir norohormon olmasi
sebebiyle, okstiosin hipertansiyon iligkisinin gebe goniillillerde c¢alisiimasiyla
preeklampsi patofizyolojisi aydinlatilmasina yardimci olabilir.

OXTR 152268498 polimorfizminin hipertansiyon riski iizerine  etkisi
bulunmamistir. Calismamiz literatiirde Tirk populasyonunda OXTR 1s2268498
polimorifzminin allel ve genotip frekansinin arastirildigr ilk calisma olup Tiirk
poplilasyonu gen ve allel frekans1 bakimindan Avrupa popiilasyonuna benzerdir.

Jacondino ve ark. tarafindan yeni eklenen diger bir ¢caligmada yaslh bireylerde OXTR
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genine ait 15225429 polimorfizminin kardiyak parametreler ve hipertansiyon
iligkisine bakildiginda bizim ¢aligmamiza benzer olmasi ¢alismamizi literatlire uygun
kilmistir. Her iki referans dizinin diger popiilasyonlarda da ¢alisilmasi daha seffaf
olarak hipertansiyon riski lizerine etkisini ortaya koyacaktir. Bununla beraber ileri
caligmalarda oksitosin reseptdr geninin hipertansiyonla iligkisinin daha net aciga
cikarilmasi agisindan gen bolgesinin tam dizisinin hipertansiyon riski ile iliskisinin

calisilmasi daha kesin sonuglar verecektir.
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