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1. OZET

Nitrik oksid (NO), nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-Argininden
sentezlenir. NOS enziminin nNOS (noronal), iNOS (indiiklenebilir) ve eNOS (endotelyal)
olmak iizere ii¢ izoformu vardir. eNOS geni T-786C polimorfizmi kalp yetersizligi (2, 3),
koroner spazm (9, 10, 11, 12), miyokard infarktiisii (M) (10, 13), ateroskleroz (14, 15, 16)
gibi bir ¢ok kalp-damar hastaligi ile iligkilendirilmistir.

Bu calismada amacimiz, akut koroner sendrom (AKS) ve kronik koroner arter
hastalign (KKAH) tanis1t konmus hastalarda eNOS geni T-786C polimorfizminin hastalik
olusumu {iizerindeki ve biyokimyasal parametrelere olan etkileri aragtirmaktir. Bu amagla,
10 adet AKS ve 20 adet KKAH tanisi konmus hasta ve rutin saglik kontrolleri igin
miiracaat edip koroner anjiografiyle koronerlerinin normal oldugu tespit edilen 31 saglikli
kisi incelendi. eNOS T-786C genotipleri, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve
restriksiyon uzunluk parca polimorfizmi (RFLP) yontemlerinin uygulanmasi ile saptandi.

Endotelyal nitrik oksid sentaz genine ait T-786C genotip sikliklari; AKS’ lu
grupta %10 TT, %40 CT, %50 CC; KKAH grupta %75 TT, %20 CT, %5 CC ve kontrol
grupta %67.7 TT, %25.8 CT, %6.5 CC olarak bulundu. AKS grubunda C/C genotipinin
sikligin1 kontrol grubuna kiyasla yiliksek bulmamiz, C/C genotipinin AKS olusumunda rol
alabilecegini diisiindiirmektedir. KKAH ve kontrol gruplar arasinda T-786C genotip
sikliklar1 agisindan anlamli bir fark olmayis1 T-786C polimorfizminin KKAH ile iliskili
olmadigin1 gostermektedir. Ayrica T-786C genotiplerinin sol ventrikiil hipertrofisi ve

serum lipidleri tizerinde herhangi bir etkisine rastlanmadi.



2. SUMMARY

Nitric oxide (NO) is synthesized from L-arginine by the nitric oxide synthase
(NOS) enzyme. NOS has three isforms which are nNOS (neuronal), iNOS (inducable) and
eNOS (endothelial). eNOS gene T-786C polymorphism has been shown to have increased
predisposition to various heart-vessel diseases such as; heart failure (2,3), coronary spasm
(9, 10, 11, 12), myocardial infarction (10, 13) and atherosclerosis (14, 15, 16).

The aim of our study was to determine the effects of eNOS gene T-786C
polymorphism over disease generation and biochemical parameters in patients with acute
coronary syndrome (ACS) and chronic coronary artery disease (CCAD). For this purpose
10 patients with ACS, 20 patients with CCAD and 31 healthy individuals proven to have
normal coronaries with angiography were analyzed. eNOS T-786C genotypes were
determined with polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length
polymorphism (RFLP) methods.

The frequencies of eNOS T-786C genotypes were found to be 10% TT, 40% CT,
50% CC for the ACS group; 75% TT, 20% CT, 5% CC for the CCAD group, and 67.7%
TT, 25.8% CT, 6.5% CC for the control group. The higher frequency of C/C genotype in
the ACS group compared to controls suggests that CC genotype may play role in ACS
generation. The lack of significant difference of the T-786C genotype frequencies between
CCAD and control groups shows that T-786C polymorphism has no relationship with
CCAD. Furthermore, T-786C genotypes have no effect over left ventricule hypertrophy

and serum lipids.



3. GIRIS VE AMAC

Akut Koroner Sendrom (AKS) terimi stabil olmayan anjina, ST elevasyonsuz
miyokard infarktiisii (MI) ve ST elevasyonlu MI gibi durumlar1 kapsar (1, 2). AKS
patogenezinde ilk basamak 1limli, stenotik, lipidce zengin kirilgan plaklarin kopmasidir.
Bu plaklan tehlikeli kilan biiylik damarlarin liimeninde daralma olusturmalarindan ¢ok,
kirilgan olmalaridir. Plaklarin yerinden kopmasi degisik seviyelerde koroner tikanmaya yol
acar. Bu olaylar sonucunda akut ve siddetli g&giis agrisi ile karakterize olan stabil olmayan
anjina (unstable angina pectoris) veya MI meydana gelir (2, 3, 4).

Nitrik oksid (NO), kalp-damar fizyolojisinin diizenlenmesinde onemli rol oynar.
Endotelden salinan gevsetici faktdr olan NO tiim vazodilatorlerin aktif bilesenidir ve yar1
omrii cok kisadir. NO, NO sentaz (NOS) enzimi tarafindan L-Argininden sentezlenir. NO
sentaz enziminin noronal (nNOS), indiiklenebilir (iNOS) ve endotelyal (eNOS) olmak
tizere ii¢ izoformu vardir. eNOS hem in vivo hem de in vitro sartlarda siirekli sentez edilen
tek NOS izoformudur (2, 5, 6, 7).

Endotelyal nitrik oksid sentaz geni 26 ekson igeren, 21 kilobazlik genomik DNA
dan olusur ve haploid genomda tek kopya olarak bulunur. T-786C tek niikleotid
polimorfizimi eNOS geninin promotor bolgesinde yer alir (8). eNOS geninde T-786C
polimorfizmi kalp yetersizligi (2, 3), koroner spazm (9, 10, 11, 12), MI 10, 13),
ateroskleroz (14, 15, 16) gibi bir ¢ok kalp-damar hastaligi ile iliskilendirilmistir.

Bu calismanin amaci, AKS ve kronik koroner arter hastaligi (KKAH) tanis1 konmusg
hastalarda eNOS geni T-786C polimorfizminin hastalik olusumu iizerindeki ve

biyokimyasal parametrelere olan etkilerini aragtirmaktir.



4. GENEL BiLGIiLER

4.1. KALP DAMAR SiSTEMIi

4.1.1. Kardiyovaskiiler Diizenleyici Mekanizmalar (17)

Kardiyovaskiiler diizenleyici mekanizmalar, etkin dokulara kan saglanmasini arttirir
ve kanin yeniden dagilimi ile viicuttan 1s1 kaybimi azaltir ya da ¢ogaltir. Kanama gibi
organizmanin savasmast gereken durumlarda kardiyovaskiiler diizenleyici mekanizmalar,
kalp ve beyinin kanlanmasini siirdiiriir. Kanama c¢ok fazla ise, yasamsal organlara kan

akimi, viicudun geri kalan kismina ait dolasimdan ¢ekilerek siirdiiriiliir.

Dolasima ait ayarlamalar, kalbin dakika atim hacmi (debi), baslica arteriyollerin
cap1 veya venlerde gollenmis kan miktar1 degistirilerek yapilir. Arteriyollerin capi,
otoregiilasyonun bir parcasi olarak ayarlanir. Ayrica bu c¢ap, etkin dokularda yerel olarak
iiretilen vazodilatator metabolitler tarafindan aritirilir, endotelden salinan maddelerden
etkilenir ve sistemik dolasimda bulunan vazoaktif maddeler ve arteriyolleri innerve eden
sinirler tarafindan sistemik olarak diizenlenir. Venlerin c¢apr da, dolasimdaki vazoaktif
maddeler ve vazomotor sinirler tarafindan etkilenir. Sistemik diizenleyici mekanizmalar,

yerel mekanizmalarla igbirligi yaparak, biitiin viicutta damar yanitlarini ayarlar.

Damarlarin  biiziilmesi (vazokonstriksiyon) ve genislemesi (vazodilatasyon)
deyimleri genellikle, diren¢ damarlarimin daralmasi ve genislemesini belirtmek icin
kullanilir. Dokularin kendi kan akimini diizenleme yetenegi, 6zdiizenleme (otoregiilasyon)
olarak adlandirilir. Damar yataklarinin cogu, damar direncindeki degisikliklerin perfiizyon
basincinda yaptig1 orta siddette degisimleri karsilayacak ozelliktedir. Bu yolla kan akimi
olabildigince sabit tutulur. Damar genisletici maddeler etkin dokularda birikme
egilimindedir ve bu metabolitler, otoregiilasyona da katkida bulunur. Kan akimi
azaldiginda damar genisletici maddeler birikerek damarlar genisletir. Kan akimi arttigi
zaman ise bu metabolitler dokudan yikanarak uzaklastirilirlar. Damarda genisleme yapan
metabolik degisiklikler arasinda, azalmis 0, basinci ve diisiik pH yer alir. Bu degisiklikler,

arteriyoller ve prekapiller sfinkterlerin gevsemesine neden olur. Artmis CO, basinci ve



osmolarite de damarlar1 genisletir. CO,’ in damar genisletici etkisi, en belirgin olarak beyin
ve deride gozlenir. Sicaklikta bir artis, dogrudan damar genisletici etki gosterir ve etkin
dokulardaki sicaklik artist (metabolik 1siya baghdir) damar genislemesine katkida
bulunabilir. K", yerel olarak birikerek damar gevsetici etki gosteren bir diger maddedir.
Laktat da dilatasyona katkida bulunabilir. Orselenmis dokularda harap olan hiicrelerden
serbest kalan histamin kapiller gecirgenligi artirnir. Boylece histamin, yangi bolgelerindeki
sismenin bir boliimiinden sorumlu olabilir. Kalp kasinda damar gevsetici rolii olan

adenozinin, iskelet kasinda bdyle bir etkisi yoktur.

Endotel hiicreleri bircok biiylime faktorleri ve vazoaktif maddeleri salgilar.
Vazoaktif maddeler arasinda, prostaglandinler, tromboksanlar, NO ve endotelinler

sayilabilir.

4.1.1.1. Prostasiklin ve Tromboksan-A2

Prostasiklin  endotel hiicreleri, tromboksan-A2 trombositler tarafindan,

siklooksijenaz yolu ile ortak onciil maddeleri olan arasidonik asitten iiretilir.

Tromboksan- A2 trombosit kiimelenmesi ve damar biiziilmesini uyarirken, prostasiklin,
trombosit kiimelenmesini Onler ve vazodilatasyona neden olur. Tromboksan-A2 ve
prostasiklin arasindaki denge bolgesel trombosit kiimelenmesi ve pihtt olusumunu
artirirken, pihtinin asir1 yayilmasin onler ve pihti cevresindeki kan akiminin devamliligini

saglar.

Diisiik dozda aspirin, tromboksan -A2 prostasiklin dengesini prostasiklin yoniine
kaydirabilir. Aspirin, etkin bolgedeki bir serin kalitisini asetilleyerek siklooksijenazi geri
doniisiimsiiz bicimde inhibe ederek, hem tromboksan-A2 hem de prostasiklin iiretimini
azaltir. Endotel hiicreleri saatler i¢inde yeni siklooksijenaz iiretirken trombositler enzim
tiretemediginden enzim diizeyi dolagima yeni trombositlerin katilmast ile yiikselebilir. Az
miktarda aspirinin uzun siire kullanilmasi ptht1 olusumunu azaltudi icin, MI, kararl

olmayan angina, gecici iskemik ataklar ve inmenin 6nlenmesinde deger tasir (17).



4.1.1.2. Nitrik Oksid ve Kalp Damar Fizyolojisindeki Rolii

Nitrik oksid 1995 yilinda kesfedilmis olup, 1998 yilinda Nobel’ e konu olmustur.
NO’ in bulunmasindan kisa bir siire sonra eNOS klonland1 ve bu enzimin substrati olan L-
Arginin tanimlandi (9, 11, 12, 18). NO endotelden iiretilip salgilanan ve damar diiz kasinin
gevsemesini saglayan gevsetici faktordiir (EDRF) (9, 11, 19, 20). NO, lokal vaskiiler denge
icin esansiyel olup, kimyasal olarak stabil olmayan bir serbest radikaldir. 5-10 saniye
arasinda degisen yar1 omrii nedeniyle hiicre dis1 alanda sadece lokal bir etkiye sahiptir.
NO, tiim nitrovazodilatatorlerin aktif komponentidir (8, 9, 12). Diiz kas hiicrelerinin
gevsetilmesi, trombosit aktivasyonunun inhibisyonu, damar diiz kas hiicrelerinde biiyiime
ve gogiin baskilanmasi ile damar duvarinda sentezlenen endotelin’ in diizenlenmesi NO’ in
baslhica gorevleridir (21, 22). NO eksikliginde vaskiiler endotelin artisina bagli olarak
periferik direncte artis meydana gelir (14, 23, 24). NO, hemoglobin tarafindan
etkisizlestirilir.

NO sentezine etkili olan baglca uyaranlar, kan akimimin damar iizerinde
olusturdugu basing, asetilkolin ve bradikinindir (23, 25, 26). Asetilkolin, endotel hiicre
yiizeyinde bulunan G-proteine bagli reseptoriine baglandiginda G-proteininde yapisal
degisiklik meydana gelir ve fosfolipaz-C aktiflenir. Aktiflenen fosfolipaz-C,
fosfatidilinozitolbifosfat’t (PIP,) inositoltrifosfata (IP;) doniistiiriir. Sitoplazmada 1P3

> un sitoplazmaya gegisini

seviyesinin artist endoplazmik retikulumda depolanan Ca
tetikler. Sitozolde olusan Ca®*/kalmodulin kompleksinin NOS’ 1 aktiflemesi sonucu L-

arginin ve O’ den, sitriilin ve NO sentezlenir (Sekil 1) ( 23, 27, 28 ).
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Sekil 1. NO sentezi ve etki mekanizmasi
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Endotel hiicresinden saliman NO, diiz kas hiicrelerine difiizyon ile gecer. Kas
hiicresi igerisinde artan NO konsantrasyonu, cGMP artigini tetikleyerek protein kinaz G’yi
aktive eder, hiicre i¢i Ca®* seviyesi azalir ve kas hiicresi gevser (23, 28).

NO sentazi inhibe eden cesitli arginin tiirevlerinin deney hayvanlarina verildiginde
gozlenen kan basincindaki ani yiikselme, NO’ nun fizyolojik roliinii desteklemektedir.

Normal kan basincinin korunmasi igin NO’ nun tonik salinimi gerekmektedir.

NO, damar yeniden yapilanmasi ile anjiogenezise ve aterosklerozun patogenezine
katilir. Bu yonden, kalp nakli yapilan bazi hastalarda, kalp damarlarinda hizla gelisen bir
ateroskleroz goriilmesi bu olayin endotel harabiyeti ile tetiklendigini diistindiirmektedir.
Angina tedavisinde biiyiik degeri olan nitrogliserin ve diger nitrovazodilatorler, guanilil

siklazi, tipk1 NO gibi uyararak etki gosterir.

4.1.1.3. Endotelinler

Endotelinler, 21 amino asit ihtiva eden giiclii vazokonstriiktif peptidlerdir. Benzer
ozellikler gosteren farkli endotelin genlerinin kodladigi ET-1, ET-2 ve ET-3 olarak bilinen
endotelin tipleri vardir. Bu ii¢ endotelin izoformu, bir cok dokuda farkli oranlarda
dagilmistir. Endotelinin vazokonstriiktif etkisi yaninda vazodilatatif, proliferatif ve diiiretik

etkileri vardir (29, 30).

4.1.1.4. Kininler

Viiciitta kininler olarak adlandirilan, birbiriyle baglantili iki vazodilatdr peptid
bulunur. Biri nanopeptid olan bradikinin, digeri kalidin olarak da bilinen bir dekapeptid
olan lizilbradikinin’dir. Lizilbradikinin, aminopeptidazla bradikinine cevrilebilir. Her iki
peptid, karboksil ucu Arg’i uzaklastiran bir karboksipeptidaz olan kininaz 1 tarafindan
fonksiyonel olmayan parcalara metabolize edilir. Buna ek olarak, dipeptidil-
karboksipeptidaz olan kininaz II, karboksil ucundaki Phe-Arg’i kopararak bradikinin ve
lizilbradikinini inaktive eder. Kininaz II, anjiyotensin 1’in karboksil ucundaki His -Leu’i

uzaklastiran anjiyotensin-doniistiiriicii enzim ile aynmidir (17).



4.1.1.5. Adrenomediillin

Adrenomediillin (AM), NO {iretimini arttirarak baskilayic1 etki gosteren bir
polipeptiddir. AM, tuzdan yoksun birakilmis hayvanlarda aldosteron salgisini inhibe eder.
AM, bobrekiistii bezine ek olarak, beyin ve bobrek dahil bircok dokuda ve plazmada

bulunur. AM’ nin kardiyovaskiiler rolii bilinmemektedir (17).

4.1.1.6. Atrial Natriiiretik Hormon

Kardiyak miyositler tarafindan {iretilip dolasima salinan atrial natritiretik hormon
(ANF) sempatik aktivasyon inhibitorii olan bir vazodilatordiir. ANF nin gorevleri,
natriiirez ve dilirez olusturmak, plazma renin aktivitesini ve aldosteron salgilanmasini
baskilamaktir. ANF saliniminin 6nemli diizenleyicileri arasinda atriumlarin gerilmesi ve

basing yiikseklikleri sayilabilir (31).

4.1.2. Nirtik Oksid Sentaz ve Gorevleri

Nitrik oksid sentaz, L-Argininden NO sentezler. NOS’ 1n ii¢ izoformu vardir.

Bunlar;

- nNOS : Noronal izoformudur. Sempatik sinir sonlarinda bulunur.

- iNOS : Uyarilabilir izoformudur. Aktif makrofaj ve miyositlerde bulunur.

- eNOS: Endotelyal izoformudur. Vaskiiler endotel, trombositler ve endokardda bulunur
(5, 32).

NOS’ un endotelyal ve noronal izoformlart Ca®*/kalmodulin mekanizmasina
bagimli bir sekilde bazal NO seviyesini az miktarda yiikseltir. Buna kargilik uyarilabilir
NOS dogru fizyolojik uyaran ile yiiksek seviyelerde NO iiretir. Bu iiretim Ca®* dan
bagimsizdir. NOS enziminin her ii¢ izoformu kalpte mevcuttur. eNOS hem in vivo hem de

in vitro sartlarda siirekli sentez edilen tek NOS izoformudur (6, 7, 32).



4.2. AKUT KORONER SENDROM

4.2.1. Akut Koroner Sendrom

Akut koroner sendrom (AKS), koroner arterlerde meydana gelen aktif blokaj
sonucu olusur. AKS, stabil olmayan anjina, ST elevasyonsuz MI ve ST elevasyonlu MI
gibi durumlar igerir (1).

Diinyada 143 milyon koroner arter hastasinin %5-6" lik dilimini AKS nedeniyle
hastanelere bagvuran kisiler olusturmaktadir. AKS hastalarinin yaklasik 2/3° sinde, ST
elevasyonsuz MI ve anstabil anjina pektoris gozlenirken, sadece 1/3’ inde ST elevasyonlu
MI gozlenmistir (33, 34). AKS’ u tehlikeli kilan asil faktor, hastane sikayetlerinin azalmasi
ve iyiye gidis gdzlenmesi sebebi ile taburcu edilen hastalarin aslinda, orta ve uzun vadede
yiiksek Oliim riski ile kars1 karsiya olmalandir. Bu risk sikayetin gozlendigi tarihten
itibaren baslayarak 3-4 yil sonrasina kadar artarak devam etmektedir. Oliim oranlar1 AKS
sikayetinden 1 ay sonra %1.7 iken, 2 yil sonra %9.5’ dur (33, 34). AKS tanis1 konmus
kisilerde %2 oraminda o©liim beklenmesine ragmen bu oran %4-5 civarinda

gerceklesmektedir.

4.2.2. Akut Koroner Sendrom Patogenezi

Akut koroner sendrom patogenezinde ilk basamak lipid bakimindan zengin, ince
fibroz tabakaya sahip, kirilgan plaklarin kopmasidir. Kirilmaya cok yatkin olan bu plaklar
yerlerinden koparak farkli seviyelerde koroner obstriiksiyona neden olurlar (3, 35, 36).
AKS patogenezinin ilk basamagi olan plak olusumu endotel fonksiyon bozuklugundan
kaynaklanir (3, 35, 36). AKS’ da olusan plaklar, endotel tarafindan engellenemeyen
inflamatuvar infiltrattan olusur. AKS hastalarinda inflamatuvar reaksiyonun sistemik
bulgulart go6zlenebilir. Bu bulgular; dolasimdaki inflamatuvar hiicreler (nétrofiller,
monositler, lenfositler) ile pro-inflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6 ve C reaktif protein
gibi) artmis konsantrasyonudur (37). Monositler infiltre olduklar1 alanda aktive olarak,
makrofajlara doniisiirler. Makrofajlarin ve miyositlerin sitoplazmalarinda diisiik dansiteli

lipoprotein birikimi ile birlikte lipid bakimindan zengin plaklar olusur (Sekil 2).



e

e .
Endotel fonksiyon ~ Lokositlerin infiltrasyonu Lokosit adhezyonu  Diiz kas hiicrelerinin

- Trombosit ve Iokositlerin gogii
bozuklugu mediyadan intimaya go¢ii

adhezyonu

Sekil 2. Akut koroner sendrom’ da plak olusumu (38)

AKS’ da plak yerinden koptugunda, yarali endotel intakt olmadigindan asetilkolin
(Ach) uyarisin1 alamaz. Ach’ 1 endoteli uyarabilmesi icin endotelin intakt olmasi
gerekmektedir (3, 29). Bu nedenle, AKS ile hastaneye basvuran hastalara koroner igine
Ach verilmesine ragmen, vazodilatasyon elde edilememistir (3).
Ach uyarisim almayan endotel hiicreleri NO {iiretimine gecemezler. NO eksikliginde,

koronerlerde tromboz ve vazokonstiksiyon sinirlanamadigindan, akut ve siddetli gogiis

agris1 ile karakterize olan stabil olmayan angina pektoris veya MI meydana geldigi

varsayilmaktadir (Sekil 3).

Kolesterol’ den
zengin plak

Koroner arter

Saglikli kas

Nekroze kas

Sekil 3:Akut koroner sendrom’ da kirilgan plak ve pithti olusumu (39)
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4.2.3. Akut Koroner Sendrom Risk Faktorleri

- Tip II Diyabet: Tip II diyabette lipid metabolizma bozukluklarina cok sik
rastlanmaktadir. Tip II diyabetik hastalarda insiilin ve biiyiime faktorlerinin stimiilasyonu
ile, damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve bag doku sentezinin arttig1, damarlarda
lipid plaklarinin olusumunun hizlandig1 ve gerilemesinin engellendigi gosterilmistir (40,
41).

- Yas Faktorii ve Cinsiyet: Yas ilerledikce AKS riski artar. Erkeklerde ve oral
kontraseptif kullanan kadinlarda AKS goriilme siklig1 fazladir (41).

- Diisiik Fiziksel Aktivite: Diizenli yapilan egzersiz, miyokardin O, ihtiyacimi azaltmakta,
trigliserid ve LDL-kolesterol diizeyini diisiirmekte, HDL-kolesterol diizeyini attirmaktadir.

- Sigara Kullanimi: Sigara icimi endotel fonksiyon bozuklugu olusturarak, LDL-
kolesterol oksidasyonunu arttirarak ve HDL-kolesterol diizeyini diisiirerek aterotromboz
olusumunda etkili olur (20, 28, 41).

- Hipertansiyon: Hipertansiyonu olan kisiler AKS icin yiiksek risk altindadir (41).

- Hiperkolesterolemi ve Hiperlipidemi: Yapilan arastirmalar AKS hastalarimin biiyiik
kisminda hiperkolesterolemi ve hiperlipidemi gézlendigini kanitlamistir (41, 42).

- Kalitsal Metabolik Hastaliklar: Kalitsal metabolik hastalik AKS i¢in bir risk faktoriidiir
(41).

- Gegcirilmis Serebrovaskiiler Olay: AKS’ li kisilerin %7’ sinin Onceden gecirilmis

serebrovaskiiler olay1 bulunmaktadir (41).

4.3. ENDOTELYAL NiTRiK OKSID SENTAZ (eNOS)

4.3.1. eNOS Geni

eNOS geni, 7q 32 — 7q terminal (ter) bolgesinde yer alir ( Sekil 4). nNOS geni ise
12. kromozom’ da bulunur. eNOS geni 26 ekson igerir ve yaklasik olarak 21 kilobazlik
genomik DNA’ dan olusur. eNOS genine ait ayrintili bilgiler Sekil 5, Tablo 1 ve Tablo 2’
de goriilmektedir. eNOS geninin kodladigt mRNA 4052 niikleotid igerir ve haploid
genomda tek kopya olarak bulunur (8).
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Sekil 4. eNOS genine ait kromozomal yerlesim (8)

L e ———————— —-Hﬂ-—!—m—_m
| Flanking bolgesi

iy /2 Z AW ZIINS N

1234567891011]21314151617181920212223242526

- < i

l —
- — 139

Sekil 5. eNOS geni iizerindeki flanking bolgesi ve eksonlarin yerlesimleri (8)

Tablo 1. eNOS geni ekson 6zellikleri ve intron-ekson baglantilar (8)
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intron

| Ekson | 5' Dondr

3' Kabul eden

Ekson

O 90~ T UV b WO

ACAG
GCAG
AGAG
GCAG
TTCG
CGAG
CCAC
GGAG
CCAG
CCAG
CCAA
CCGG
AGAG
ACAA
TCAG
CCAG
CCAG
CCAC
CCTG
CCAG
CAGG
GGGG
AAAG
CAAG
GCGG

GTAAGG
GTAAGG
GTGACA
GTGCGG
GTGAGT
GTGGGC
GTGAGC
GTGAGG
GTGCAG
GTGCCC
GTGGGT
GTAGGG
GTGAGA
GTGAGT
GTCAGG
GTGAGC
GTGGGC
GTGAGG
GTGAGG
GTTGGG
GTGAGG
GTAAGT
GTGAGG
GTGTGA
GTGCGG

CTGGCTCCCAACAG
ACTCCCTCGACCCAG
CCCTCTCCTCCCCAG
CCTCGGCTGGCTCAG
CCCCATGCGTGCCAG
GCCCACTCCCCACAG
CCCCAACACCCCCAG
ACCCTTCTGCCCCAG
CTCTCTCCCTTCCAG
TCATCTCTCTGCAAG
CTTCCTCTCCCGCAG
TCTTCCCACCCACAG
CACTCCCCTCGCCAG
GTCCTCTCTTGCCAG
ACCCCTGCACCCCAG
CCCGCTGTCCCGCAG
CCTCCCCGCCCCCAG
TCTCCCCACCCCCAG
GTGCACTATCCCCAG
ATCCTGCCCCGCCAG
CCTTCCCACCCCCAG
TGTCTCTCCTGCCAG
CGGGGTTGCTTGCAG
CCCGCCGCCCCGCAG
GCTCTTTTCCGACAG

CCCC
GATG
GAGC
GTGT
CTCG
CTCT
GCTG
GATG
CTAG
CCAG
CGCC
GTCC
AGCT
GAGT
GTTC
GCCG
GTCT
GAGG
GTGG
GATC
ATGG
GGCT
GGCT
ACCT
GATC

eNOS genine ait, intron-ekson baglantilarinda, intronlarin 5' ucunda GT, 3' ucunda ise AG

baz ciftleri (b¢) bulunmaktadir.

Tablo 2. Endotelyal nitrik oksid sentaz geninde intron/ekson yerlesimleri ve uzunluklar

®)

Boyut (bg) Amino Asit

180
112
149
163
92
142
140
175
102
195
74
145
105
68
117
175
133
79
188
173
211
88
122
149
195
580

Ozellik
53
37 5'-UTR, asetilasyon
50
54
31
47
47
58
34
65 Ca?* /Kalmodulin
25
48
35
23
39 FMN baglanma
58
44
27 .
62 FAD baglanma
58
70
ig NADPH baglanma
50
65 3'- UTR boleesi
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eNOS geninde tip I, II, ve III inronlarin goriilme siklig1 siras1 ile % 48, % 16 ve %
36’ dir. eNOS geninin 26. eksonunun 3' ucunda poliadenilasyon sinyali (AATAAA)
bulunmamaktadir (8).

eNOS geninin 5' ucunda yer alan flanking bolgesi, promotor bolgesini de tagir.
eNOS geni TATA kutusu yerine, proksimal promotor elementleri tasir. Yapilan ¢alismalar
proksimal elementlerin, endotel hiicresinin yapisal genlerinde bulunan promotor
elementleri ile uygunluk gosterdigini ortaya koymustur. eNOS geninin proksimal promotor
elementleri AP-1, AP-2, sterol diizenleme bolgesi, SP-1, GATA kutusu, NF-1, CRE ve
p53° diir (Sekil 6) (8).

DIiSTAL

L -1 : 1311 [ PRE LB L
AP-1 SP-1 NF-1 7/ AP-2 GATA | NF-1 / CRE
A /1 H H

. STEROL 1 NE.1 A2 GATA NE-1 CRE
PROKSIMAL T;?l';fggsiyon
noktasi
(1) i (-A8k) 1)
AP-1 || GATA GATA || GATA b_ AP-2 P—

]
an QATA  GATA WA AR2 s - t+h 3

Sekil 6. Proksimal promotor elementlerinin flanking bolgesi tizerindeki yerlesimleri (8)

AP-1 ve AP-2: Forbol esterleri ve cAMP ye cevap olarak AP-1 ve AP-2’ nin eNOS
transkripsiyonunu etkiledikleri diisiiniilmektedir. AP-1 niikleotid (nt) -1530 ve nt -661, AP-
2 ise nt-1162 ile nt -191 de yer alir.

Sterol diizenleme bolgesi: Nt -1383 te baslayan iki adet sterol diizenleme bolgesi bitisik
olarak yer alir. Sterollerin bolgeye baglanmasi ile eNOS transkripsiyonu baskilanir.
Sterollerin yoklugu ise eNOS transkripsiyonunu hizlandirir.

SP-1: RNA polimeraz II ile eNOS transkripsiyonunun baslamasi bu bolgeye Cys,-His,
cinko-parmak ailesinden olan SP-1 proteinlerinin baglanmasini kolaylastirir.

GATA: DNA’ ya baglanan proteinlerden olan ¢inko-parmak transkripsiyon faktorlerinden
GATA kutusu ailesi tarafindan taninir. Flanking bolgesinde 5 adet GATA kutusu nt -1136,
nt -610, nt -555, nt -230, nt -108’de yer alir.
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NF-1: NF-1 transforme edici biiyiime faktorii 3’ ya yanit olusturur.

CRE: cAMP’ ye cevap elementidir. Hiicre i¢ci cAMP degisikliklerine baglh olarak
transkripsiyonu diizenler. Gen transkripsiyonunun ani olarak hizlandirlmasinda etkili
oldugu diisiiniilmektedir.

p53: Niiklear fosfoprotein olan p53, eNOS gen transkripsiyonunu aktive veya inhibe
edebilir (8).

4.3.2. eNOS Geni T-786C Polimorfizmi ile iliskili Hastahklar

Ateroskleroz: Aterosklerotik plaklarda direkt NO Ol¢iimii ile eNOS ekspresyonu ve
endojen nitrat sentezinde diisiis oldugu gosterilmistir (14, 16, 23).

Koroner spazm: Koroner spazm hastalarinda T-786C mutasyonunda eNOS promotor
aktivitesinde %50 oraninda diisiis saptanmistir (9, 10, 43).

Mi: Klinik olarak eNOS T-786C mutasyonu agisindan homozigot genotipe sahip
hastalarin siddetli koroner vazospazm gecirdigi, baz1 hastalarin ise organik stenoz

bulunmamasina ragmen akut MI gecirdigi anjiografi ile belirlenmistir (10, 13, 43).

4.4. POLIMORFiZM

Aym tiir organizmalar genellikle birbirinden farkli fenotip gosterirler. Bu
farkliliklar genetik olarak belirlenmistir ve polimorfizm olarak isimlendirilir. Bir ¢ok gen
lokusunda iki allel yer alir. Mutasyonlarin fenotipe farkli yansimalarinin nedeni ¢oklu
allerin varligindandir. Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, farkl allelere bagl, genetik
olarak belirlenmis iki ya da daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir. Coklu allel igeren

bir bolge polimorfiktir (44, 45).
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5.MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE COZELTILER

5.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kimyasal madde Uretici Firma Uriin kodu
Gene Ruler 100bp DNA Fermentas # SM0241
ladder

Msp I restriksiyon enzimi Fermentas # ER 0541
dATP, dCTP Fermentas #RO161, #0171
dGTP, dTTP #0141, #0151
Primerler IDT #13906762, #13906763
Taq polimeraz Fermentas # EP0402
MgCl, Sigma # M0250

10 X PZR Tamponu Sigma # M0250
Agaroz Sigma #A5093
Proteinaz K Sigma # P4914
Pé’zgr;’;;i film 3000/36 Sigma 3000/36°C(677) #F 4638

Sukroz Sigma # S2395
Bromfenol mavisi Merck #8122

Tris baz Sigma # T8524

Borik asit Merck # K21183760

5.1.2. Kullamilan Cozeltiler

1. Jele Yiikkleme Tamponu

% 0.25 Bromfenol mavisi

Etidiyum Bromid: 10 mg/dl

%1.5’ lik Agaroz (mini jel)

%2’ lik Agaroz (midi jel)

Proteinaz K: Cift distile suda 20 mg/ml
PZR primerleri : 0.4 pl

AN A
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7. dNTP’ ler: 10 mM
8. 10 X TBE
Tris baz 108 gr
Borik asit S55gr
0.5 M EDTA 40ml, PH 8.0
9. Lizis tamponu

10. 10 X PZR Tamponu

5.2. CALISMA GRUBU

Caglayan Florence Nightingale Hastanesi Kardiyoloji tinitesine 2003-2004 tarihleri
arasinda bagvuran, AKS ve KKAH tanis1 konmus hastalar ve rutin saglik kontrolleri igin
miiracaat edip koroner anjiografiyle koronerlerinin normal oldugu tespit edilen saglikli

kigiler ¢calisma grubunu olusturdu.

Hastalarin ve saglikli kontrollerin; yaslari, 6z ge¢cmisleri, soy gecmisleri, sigara,
alkol kullamip kullanmadiklar1 kayit edildi. Caligmaya dahil edilen tiim kisilerin fizik
muayeneleri yapilarak boy, kilo, viicut kitle indeksi, lipid profili, 16kosit degerleri dl¢iildii.
AKS ve KKAH hastalarinin ekokardiyografik olarak sol venrtikiil hipertrofi mevcudiyeti
incelendi. Hasta ve kontroller yas ve cinsiyet acisindan eslestirilerek secildi. Hasta ve

kontrol gruplarina ¢aligmanin amaci acgiklanarak izinleri alindi.

5.2.1 Calisma Dis1 Tutulanlar

a. Neoplazisi olan vakalar.

b. Sekonder hipertansiyon vakalar1 (renal arter stenozu, glomeriilonefrit, diyabetik
nefropati (Kimmelstiel-Wilson sendromu), hipertansiyonla seyreden endokrinopatiler

(feokromositoma, Cushing sendromu hiper ve hipotiroidizm)

c. Psodohipertansiyonlu hastalar (biiyiik damar sklerozu, aort yetersizligi, aort

koarktasyonu, vb).

d. Dogum kontrol hap1 kullanan kadinlar.
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e. llag ve madde bagimlis1 olan hastalar.

5.3. KULLANILAN iNCELEME YONTEMLERI

5.3.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanma Kosullar1

Hasta ve saglikli kontrollerin aclik periferik kan ornekleri sabah saat 8.00-10.00
arasinda 10 ml’ lik vakumlu steril K3-EDTA ve antikoagiilan icermeyen vakumlu tiiplere
alindi. K53-EDTA’ It kanlar alindiklar1 andan itibaren ilk 3-5 giin DNA’ lan izole edilene
kadar +4°C’de saklandi. Vakumlu tiiplere alinan kanlardan serum ayrilarak lipid

parametreleri saptandi.

5.3.2. Uygulanan Biyokimyasal Laboratuvar Analizleri

Hasta ve kontrol omeklerinin biyokimyasal analizlerinden total-kolesterol, HDL-
kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid, 16kosit, glikoz, BUN, kreatinin, iirik asit
degerlerinin Ol¢iimii yapildi. Total-kolesterol diizeyleri Biotrol kiti kullanilarak Bayer
Opera cihazinda ve kolesterol oksidaz yontemi ile; HDL-kolesterol diizeyleri Randox kiti
ile Opera cihazinda direkt HDL-kolesterol yontemi ile; glikoz diizeyleri ise Biotrol kiti ile

Bayer Opera cihazinda glikoz oksidaz yontemi ile 6l¢iildii.
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5.4. ENDOTELYAL NiTRiK OKSIiD SENTAZ GEN
AMPLIFiKASYONU VE T-786C MUTASYON TESPITIi iLE iLGILIi
YONTEMLER

Hasta ve kontrol grubuna ait kisilerden alinan vendz kan orneklerinden, genomik
DNA’larin izolasyonunu takiben 512b¢’ lik eNOS gen iirtiniinii ¢ogaltmak amaciyla
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulandi. Cogaltilan iiriinler, eNOS T-786C
genotiplerinin belirlenmesi amaciyla restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP)

yontemine tabi tutuldu.

5.4.1. DNA Izolasyonu

Yiiksek tuz konsantrasyonlari kullanilarak genomik DNA izole edildi (46).

1. 0.5 mlI EDTA’I kan iizerine lizis tamponu eklendi. (Lizis tamponu: 155mM NH4CI;
10mM KHCOs; 0,1 mM EDTA)

2. Tiip +4 °C’de 15 dakika (dk) inkiibe edildi.

3. 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

4. Siipenatant atildi ve pellet iizerine lizis tamponu eklendi.

5. 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

6. 4. ve 5. basamaklar 2-3 kez tekrar edildi.

7. Niikleus pelleti iizerine, 150 pl niikleaz tamponu (Niikleaz tamponu: 10

mM Tris-baz; 400 mM NaCl,; 2 mM EDTA), 20 ul ¢ift distile su, 1.5 pl proteinaz K ve 2.5
ul %10 SDS eklendi.

8. Karisim 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi.
9. Inkiibasyon sonrasi 1:1 oraninda ¢ift distile su ve 5 M NaCl, karisima ilave edildi.
10. 10000 rpm’de 20 dk. santrifiij edildi.

11. Siipernatant bir bagka tiipe aktarildi. Saf etanol eklendi ve birka¢ kez tiip alt {ist

edilerek karistirildi.
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12. 10000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
13. Pellet iizerine %70 izopropanol eklendi ve DNA ¢oktiiriildii.

14. Stipernatant atild1 ve pellet 200 pl 1x TE i¢inde ¢6zdiiriildii.

5.4.2. DNA Miktarmn Olciilmesi

Izole edilen DNA’ nin konsantrasyonu 260 nm’deki optik dansitesinden (OD),
safligr da 260nm/280nm’deki OD oranindan tespit edildi (47).

5.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir
yontemdir. Aynen dogal hiicre boliinmesinde oldugu gibi PZR analizi, replikasyon siirecini
taklit eder ve DNA’nin 6nceden secilmis belli bir bolgesini kisa siire icinde milyon kere
cogaltir. PZR cift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid primerin
baglanmas1 ve uzamasi esasina dayanir (48). Primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek
sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, kendilerine tamamlayic1 olan bolgelerle
melezlenirler. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi diisiik sicaklik
derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort cesit
deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3' hidroksil ucundan uzamasini
saglar. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis
olur. Bir PZR dongiisii denatiirasyon, primerin baglanmasi (annealing) ve uzama
(extension) olarak adlandirilan ii¢ asamadan olusur. Ardarda tekrarlanan denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcalan iissel olarak
artar. Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen iiriiniin, ardisik dongiide diger
primerler i¢cin kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PZR dongiisiit DNA molekiilii iizerinde
istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. PZR boyunca biriken iiriinlerin boyu

iki primerin boyu ve hedef DNA boélgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir.

Matematiksel olarak amplifikasyon (2"-2n) X formiilii ile ifade edilir.
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n = Dongii sayist
2n = Birinci ve ikinci dongii sonucunda olusan boylar bilinmeyen iiriinler
X = Orjinal kalibin kopya sayisi
PZR’nin temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz

enzimi, primerler, dNTP karisim1 , tampon ve MgCl,’diir.

Primerlerin hazirlanmasi

eNOS genotiplerinin belirlenmesi i¢in kullanilan liyofilize formda ileri (786F) ve
geri (786R) primerler (HPLC yontemi ile saflastirilmis) kullanildi. Primerler DNaz, RNaz
icermeyen cift distile saf su ile ¢oziindiiriildii (100pmol/ pl). Daha sonra stoklar (10pmol/
ul) hazirlanip -20 °C’de saklandi.

Oligoniikleotid Primerlerin Dizisi

Bu c¢alismada eNOS geni T-786 C genotiplerini tespit etmek amaciyla PZR’da

kullanilan ileri (786F) ve geri (786R) primerlerin dizileri asagida verilmistir.
786F: 5'- CAG ATG CCC AGC TAG TG -3'
786R: 5'-GGA CCT CTA GGG TCA TGC -3'

Standart 25 pl’lik PZR karngimi 0.5 ml’lik ince duvarli PZR tiiplerinde Tablo 3’ te
belirtildigi gibi hazirlandi.
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Tablo 3. PZR reaksiyon karigimi igerigi

Kullanilan temel komponentler Final konsantrasyonu

10 X PZR Tamponu 1X

MgCl, 2,5 mM

786F primer 0,6 uM

786R primer 0,6 uM

Taq polimeraz (Siinite/ul) 1.25 {inite

dNTP’ler(2mM) 200 uM

Kalip DNA 0,7 ug

Cift distile su Total hacim 25ul’ye tamamlanir
PZR Programu:

1. 95 °C’de 3 dk. denatiirasyon
2. 35 kez tekrarlanacak sekilde
94 °C’de 30 sn.
61 °C’de 1dk.
72 °C’de 40 sn. sentez ve uzama

3. 72°C’de 10 dk.

5.4.4. PZR Uriinlerinin Yatay Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde kullanilacak agaroz jelin konsantrasyonu
ayristirtlmak istenen parcanin bilyiikliigline gore degismektedir. Bu calismada ¢ogaltilan
eNOS gen iiriinleri % 1.5’1ik agaroz jelde yiiriitiildii ve agaroz jeller ultraviyole (UV) 151k

altinda incelendi.
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Kiigiik boydaki jel tanklarinda 0.4 gr agaroz, 10 X ana stoktan sulandirilmig 25 ml
IXTBE icersinde, 4 pl etidiyum bromid eklenerek % 1.5’lik jeller hazirlandi. Elle
tutulabilecek sicakliga (55-50°C) diistiigiinde 5 pl etidiyum bromid eklendi. Iyice
karistirilip kaset tizerine dokiildii. Cepleri olusturacak tarak yerlestirilip donmasi beklendi.

Tarak dikkatlice uzaklastirildiktan sonra jel elektroforez tankina gecirildi.

Sul PZR iiriinleri 2 pl yiikkleme tamponu ile karistirilip kuyucuklara yiiklendi.
Jeldeki DNA, Consort E861 elektroforez sistemi ile 90V gerilimde ve 1XTBE tamponu
icerisinde 30 dakika yiiriitiildii. PZR iiriinlerinin biiyiikliikleri Gene Ruler 100b¢ DNA

ladder molekiiler agirlik standardi ile karsilastirilarak belirlendi.
5.4.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi

Prokaryotlardan izole edilen, cift iplikli DNA’da 6zel dizileri tamyan ve DNA’y1
belli noktalardan kesen enzimlere restriksiyon enzimleri adi verilir (49). Restriksiyon
enzimleri DNA’ da 4-8 niikleotidlik spesifik dizileri tanir. Msp I enziminin DNA’ daki
kesim bolgeleri Sekil 7° deki gibidir.

TClCGGT

f

Sekil 7: Msp I enziminin kesim bolgesi

3'GGC, C5

eNOS T-786C genotiplerinin belirlenmesi amaciyla amplifiye edilen PZR iiriinleri
Msp I enzimi ile kesildi. 20 pl PZR iiriinii 10 iinite (1pl) Msp I enzimi ile 37 °C’ lik etiivde

5 saat inkiibe edilerek kesildi.
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6. BULGULAR

Bu calismada 10 adet AKS hastasi, 20 adet KKAH ve 31 adet KKAH’Iig1
bulunmayan ve anjiografik olarak koronerleri normal olan saglikli kontroller ile ¢alisildi.
AKS grubu, yas ortalamalari, 60.20 + 2.52 olan 5 erkek ve 5 kadindan, KKAH grubu yas
ortalamalar1 60.70 £ 1.99 olan 14 erkek ve 6 kadindan, kontrol grubu ise yas ortalamalar1
59.00 + 1.68 olan 10 erkek ve 21 kadindan olusturuldu.

Akut koroner sendrom ve KKAH gruplarina ait klinik 6zellikler incelendiginde;
AKS hastalarmin %30’ u (3 kisi) ST elevasyonlu MI, %20’ si (2 kisi) ST elevasyonsuz MIi,
%50’ si ise (5 kisi) stabil olmayan anjina pektoris nedeniyle hastanede takip ve tedaviye
alinmisgtir. AKS hastalarinin %30’ una (3 kisi) perkiitan intrakoroner girisim, %40’ ma (4
kisi) koroner by-pass greft, %30’ una (3 kisi) ise sadece medikal takip yapilmistir. KKAH’
larinin %80’ 1 (16 kisi) daha 6nceden bilinen ve uzun siiredir devam eden eforlu gogiis
agris1 olan stabil anjina pektorisi olanlar, %10’ u (2 kisi) stabil anjina pektoris tanisiyla
perkiitan intrakoroner girisim uygulanmak tizere hastaneye basvuran ve %10° u (2 kisi)
kronik stabil anjina pektoris tanisiyla koroner by-pass greft operasyonu i¢in hastaneye
miiracaat edenlerdir. KKAH’ larinin %10° unda (2 kisi) gecmiste M 6ykiisii mevcuttu.
Tedavi kapsaminda KKAH’ larmin %30’ una (6 kisi) perkiitan intrakoroner girisim, %50’
sine (10 kisi) koroner by-pass greft ve %20’ sine (4 kisi) medikal takip uygulanmistir.

Calisma grubumuzu olusturan AKS, KKAH ve kontrol gruplarina ait demografik
ozellikler Tablo 4’ te verilmistir. KKAH grubunda boy (p<0.01) ve kilonun (p<0.01)
kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda yiiksek oldugu tespit edildi. Gruplar beden kitle

indeksi degerleri acisindan karsilastirildiklarinda, anlaml bir fark tespit edilmedi

(Tablo 4).

24



Tablo 4. Akut koroner sendrom, kronik koroner arter hasta ve kontrol guplarinin

demografik ozellikleri agisindan karsilastirilmasi

Parametre AKS KKAH Kontrol
Boy (m) 1.67 £0.25 1.69 +0.02° 1.61 £0.01
Kilo (kg) 74.00 £ 5.15 82.57 £3.19* 67.67 £2.33
BMI (kg/m?) 26.50 £ 1.69 28.97 £1.26 26.04 £0.75

Degerler ortalama + SE olarak ifade edilmistir.
AKS: Akut koroner sendrom, KKAH: Kronik koroner arter hastaligi

a: Kronik koroner arter hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek

Tablo 5° te AKS, KKAH ve kontrol gruplarina ait biyokimyasal o6zellikler
karsilastirilmigtir. Gruplar birbirleriyle karsilastirildiklarinda LDL-kolesterol ve trigliserid
diizeylerinin istatistiksel anlamli bir fark gostermedigi tespit edildi. HDL-kolesterol
diizeyleri KKAH grubunda kontrol gruba kiyasla daha diisiik (p< 0.01), glikoz ve 16kosit
diizeyleri ise hem AKS hem de KKAH gruplarinda kontrol gruba kiyasla daha yiiksek
bulundu (p <0.001) ( Tablo 5).
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Tablo 5. Akut koroner sendrom, kronik koroner arter hastaligi ve kontrol gruplarinin

biyokimyasal 6zellikler agisindan karsilastirilmasi

Parametre AKS KKAH Kontrol
Total-kolesterol (mg/dl) 216.10 + 15.84 207.53 £ 10.42 198.69 +8.70
HDL-kolesterol (mg/dl) 43.70 £4.50 39.00 +2.29° 47.11 £ 1.87
LDL- kolesterol (mg/dl) 136.90 + 12.54 134.79 £9.16 125.89 +7.48
Trigiserid (mg/dl) 152.50 + 18.08 168.74 + 17.87 137.14 £9.27
Glikoz (mg/dl) 134.13 £26.21° 126.80 £9.95 66.97 £2.26
Lokosit (say1m/mm3) 10466.67 + 1075.48"  8825.88 +426.73" 4946.77 £ 154.92

Degerler ortalama + SE olarak ifade edilmistir.
AKS: Akut koroner sendrom, KKAH: Kronik koroner arter hastaligi
a: Kontrol grubuna kiyasla daha diisiik

b: Kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek

Endotelyal nitrik oksit geninde T-786C genotiplerini saptamak amaci ile yapilan
PZR sonucunda 512b¢’ lik iiriin elde edildi. PZR diiriinleri Msp I restriksiyon enzimi ile
kesildi. Msp I enzimi ile kesim sonrasi, T alleli agisindan homozigot olan PZR
tiriinlerinlerinden 285 ve 221 b¢’ lik DNA parcalari, heterozigot olan PZR iiriinlerinden
285, 221, 177 ve 44 b¢’ lik DNA parcalart ve C alleli agisindan homozigot olan PZR
tiriinlerinden ise 285, 177 ve 44 b¢’ lik DNA pargalar1 olustu (Tablo 6).
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Tablo 6. eNOS PZR iiriinlerinin Msp I enzimi ile kesimden ortaya ¢ikan DNA pargalarinin

uzunluklar
Normal Heterozigot Homozigot Mutant
T/T C/T C/C
285 be S S _—
221 be _— _—
177 be S _—
44 be —_— —_—

Allelik polimorfizmler, restriksiyon bolgesinin her iki allede de bulunmamasi
(normal); TT, restriksiyon bolgesinin her iki allelde de bulunmasi (mutant); CC ve
restriksiyon bolgesinin sadece bir allelde bulunmasi (heterezigot); CT seklinde

aciklanabilir (Sekil 8, 9).

M C/T T/T C/T T/T C/T T/T T/T T/T T/T T/T /T T/T T/T

M: 100b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni, T/T: Normal, C/T : Heterozigot C/C:

Homozigot mutant

Sekil 8. Kronik koroner arter hastalarina ait yatay jel elektroforez fotografi
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M C/C C/C C/C C/C

M: 100b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni, T/T: Normal, C/T : Heterozigot C/C:

Homozigot mutant

Sekil 9. Akut koroner sendrom hastalarina ait yatay jel elektroforez fotografi

AKS, KKAH ve kontrol gruplarina ait eNOS T-786C genotip dagilimlar1 Tablo 7’
de verilmistir. AKS’ li grupta 1 kisi normal, 4 kisi heterozigot ve 5 kisi mutant; kontrol
grupta 21 kisi normal, 8 kisi heterozigot ve 2 kisi mutant; KKAH grupta ise 15 kisi normal,
4 kisi heterozigot ve 1 kisi mutant olarak bulunmustur. eNOS T-786C genotip dagilim
sikliklar; AKS’ lu grupta %10 TT, %40 CT, %50 CC; KKAH grupta %75 TT, %20 CT,
%5 CC ve kontrol grupta %67.7 TT, %25.8 CT, %6.5 CC olarak tespit edilmistir. Hasta ve
kontrol gruplar1 eNOS T-786C genotip sikliklar1 agisindan karsilagtirildiginda AKS
grubunda CC genotipinin kontrol ve KKAH’ larina kiyasla anlaml olarak fazla oldugu
saptand1 (p<0.001). Kontrol ve KKAH’ larinda ise en sik rastlanan genotip T/T olarak
belirlendi (p<0.001) (Tablo 7), (Sekil 10).
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Tablo 7. Akut koroner sendrom, kronik koroner arter hasta ve kontrol gruplarinda eNOS

geni T-786C genotip dagilimlari

Genotip sikhiklar
T/T;n(%) C/T;n(%) C/Cin(%)
AKS 1(10) 4(40) 5(50)*
Kontrol 21(67.7)* 8(25.8) 2(6.5)
KKAH 15(75)* 4(20) 1(5)

AKS: Akut koroner sendrom, KKAH: Kronik koroner arter hastaligi

Genotip sikliklar dagilimlari X yontemi ile karsilastirildi * p<0.001

Yo
80

70+

60

50

aTT
BCT
OC/C

40+

30

20+

AKS Kontrol KKAH

Sekil 10. Akut koroner sendrom, kronik koroner arter hastaligi ve kontrol gruplarinda

eNOS geni T-786C genotip dagilimlarinin grafik ile gosterilmesi

29



Tiim hastalara ait (AKS ve KKAH birlikte) T-786C genotiplerine gore lipid

degerleri Tablo 8 de verilmistir. Buna gore total-kolesterol (p=0.68), HDL-kolesterol
(p=0.84), LDL-kolesterol (p=0.99) ve trigliserid (p=0.89) degerlerinde eNOS T-786C

genotipleri arasinda anlaml bir fark gézlenmedi (Tablo 8).

Tablo 8: Tiim hasta grubunda (Akut koroner sendrom ve kronik koroner arter hastaligi)

eNOS T-786C genotiplerine gore lipid parametreleri

Total kolesterol
HDL.-kolesterol
LDL-kolesterol

Trigliserid

eNOS T-786C genotipleri

T/T (n=16) C/T (n=8) C/C (n=6)
207.00+39.81 216.75+42.38 210.83£70.63
41.07+13.60 38.50+£9.46 42.33+12.69
138.07+41.48 134.63+24.52 130.33+£53.46

164.13+£83.70

151.88+53.54

165.67+64.53

AKS ve KKAH’larina ait sol ventrikiil hipertrofi 6zellikleri Tablo 9’ da

gosterilmistir.

Tablo 9. Akut koroner sendrom ve kronik koroner arter hastalarinda sol ventrikiil

hipertrofi sikliklar

Sol ventrikiil hipertrofisi
Grup var ; n(%) yok; n(%)
AKS 3(30) 7(70)
KKAH 4(20) 16(80)

AKS: Akut koroner sendrom, KKAH: Kronik koroner arter hastaligi, 2= 0.480, p= 0.488
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Tiim hastalara ait sol ventrikiil hipertrofi varlig1 veya yoklugunun eNOS T-786C

genotiplerine gore sikliklari Tablo 10° da gosterilmistir. Buna gore sol ventrikiil

hipertrofisi bulunmayan hastalarin %56.5°’1 TT, %21.7°si CT ve %21.7’si CC genotiplerine

sahip bulunmustur (Tablo 10).

Tablo 10. Tiim hastalarin sol ventrikiil hipertrofi varlig1 veya yoklugunun eNOS T-786C

genotiplerine gore sikliklari

T/T ; Genotip icindeki %

sol ventrikiil hipertrofisi icindeki %

C/T ; Genotip icindeki %

sol ventrikiil hipertrofisi icindeki %
C/C ; Genotip icindeki %

sol ventrikiil hipertrofisi icindeki %
Total; Genotip icindeki %

Total; sol ventrikiil hipertrofisi icindeki %

Sol ventrikiil hipertrofisi

var yok Total
81.3 18.8 100.0
56.5 42.9 53.3
62.5 37.5 100.0
21.7 42.9 26.7
83.3 16.7 100.0
21.7 14.3 20.0
76.7 233 100.0
100.0 100.0 100.0

AKS: Akut koroner sendrom, KKAH:

Kronik koroner arter hastaligi, p=0.52
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7. TARTISMA

Endotele ait nitrik oksid sentaz T-786C promotor polimorfizminin KKAH’ 1ig1 icin
bir risk faktorii olup olmadig halen arastirma konusudur. Bazi ¢alismalar eNOS T-786C,
CC genotipini KKAH’ Iig1 i¢in bir risk faktorii olarak bulurken digerleri ayni sonuca

ulagamamustir.

Rossi ve arkadaslar1 T-786C CC genotipini ¢ok damar tikanikligi olan KKAH’ lig1
icin bagimsiz bir risk faktorii olarak bulurken (50) Alvarez ve arkadaglan (22) -786 T/C
genotipini erken koroner arter hastaligi ile iliskili bulmustur. Ghilardi ve arkadaslar (14)
ise -786 T/C genotipinin karotid arter stenozu icin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu

gostermislerdir.

Akut koroner sendromlu hastalarda eNOS geni -786 T/C polimorfizmini aragtiran
sadece bir c¢alismaya rastlanilmigtir (51). Fatini ve arkadaslari (51) 477 adet AKS’ Iu
hastada eNOS genine ait G894T, 4ad4b ve T-786C polimorfizmlerini g¢alismistir.
Aragstiricilar 4a4b homozigot ve hiperhomosisteinemili hastalarda -786 C/C genotipinin
AKS hastaligna yatkinhig: arttirdigim bulmuslardir (OR: 9.1, %95 CI 1.7-46.7, p=0.008).
Fatini ve calisma grubu (57) AKS’ lu hastalarda -786 C/C genotipine sahip kisilerin
sikliklar1 %22.4 oraninda saptarken T/C genotip sikliklarint %51.8 T/T genotip sikligini ise
%?25.7 oraninda bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise AKS’ lu hastalarda -786 C/C
genotipine sahip kisilerin siklig1 Fatini ve arkadaslarinin caligmasina kiyasla daha yiiksek
(%50), T/C genotipine sahip kisilerin siklig1 (%40) ve T/T genotipine sahip kisilerin siklig1
(%10) daha diisiik olarak bulunmustur.

Bu calismada AKS’ lu hastalarda eNOS geninin en ¢ok rastlanan genotipi -786 C/C
olarak bulundu (%50). KKAH’ lig1 olan kisilerde -786 C/C genotip sikligint (%5) ise
kontrol gruba (%6.5) benzer sekilde diisiik siklikta bulundu. -786 T/C genotip sikliklarinin
AKS, KKAH ve kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark gosterdigi
tespit edildi. Ancak eNOS T-786C genotiplerinin sikliklar1 AKS’ lu hastalarda ve
KKAH’l1g1 bulunan kisilerde incelendiginde, AKS’ lu grupta CC genotipine sahip kisilerin
diger genotiplere kiyasla yiiksek siklikta bulunmasi (p<0.001) CC genotipinin AKS i¢in bir
risk faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, AKS’ lu hasta sayisinin az olmasi

sebebiyle eNOS geninin -786 T/C genotiplerinin AKS hastalig1 i¢in bagimsiz bir risk
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faktorii olup olmadigimi test edilemedi. Calisma grubunda yer alan KKAH’ larinda CC
genotipine sahip mutantlar1 %S5 gibi diisiik bir oranda bulunmasi mutant genotipinin

KKAH’ Iig ile iliskili olmadig1 sonucunu dogurmaktadir.

Gerek Alvarez ve ark. (23) gerekse Ghilardi ve ark. (14) kronik arter hastalari
(KAH) ile yaptiklar1 caligmalarda -786 C/C allelini kontrollere kiyasla daha yiiksek siklikta
bulmuslardir. Alvarez ve ark. (23) -786 C/C genotipine sahip KAH ve kontrol sikliklarini
sirasiyla %22 ve %14 (p=0.039), Ghilardi ve ark. (14) ise %26 ve % 13 (p=0.018) olarak
bildirmisglerdir. Granath ve ark. (52) ise hasta ve kontrol gruplari arasinda herhangi bir
T-786C genotipini anlamli olarak farkli siklikta bulmamistir. Bu calismada KAH’ lar ile
kotrol gruplar arasinda T-786C genotiplerinin dagilimlan agisindan istatistiksel anlamli

bir fark saptanmadi.

Italyan (14) ve Japon (10) toplumlaria ait saglikli kisilerde eNOS T-786C varyanti
arastirilan iki calismada genotip dagilimlar farkli bulunmugtur. Buna gore, Ghilardi ve ark.
Italyan toplumunda eNOS T-786C genotip sikliklarim TT:%41 CT:%46 CC:%13 olarak;
Nakayama ve ark. (10) ise Japon toplumunda eNOS T-786C genotip sikliklarim TT:%89
CT:%11 CC:%0 olarak bildirilmislerdir. Tiirk toplumunda yapilmis olan bu calismada
kontrol grubuna ait eNOS T-786C varyantinin genotip daghimlari TT:%68 CT:%26 CC:%6

olup Nakayama’ nin (10) sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

AKS veya KKAH’ Iig1 bulunan hastalarda eNOS T-786C polimorfizminin lipid
parametrelerine olan etkilerini arastiran bir ¢calismaya rastlanmadi. Sadece 118 saglikli kisi
izerinde yapilan bir ¢alismada (53) T-786C polimorfizminin lipid parametreleri iizerine
etkili olmadig1 bildirilmistir. Bu calismada da AKS ve KKAH’ 11g1 bulunan hasta grubunda

s6z konusu polimorfizm lipid parametreleri tizerine etkili bulunmad.

eNOS geni ile ilgili yapilan ekspresyon calismalart hem T-786C varyanti hem de
27b¢ tekrar polimorfizminin eNOS ekspresyonunu kantitatif olarak diizenledigini
gostermistir (54). Cesitli eNOS polimorfizmleri tek bagslarina eNOS ekspresyonunun
diizenlenmesinde etkisiz olabilir. eNOS ekspresyonunun diizenlenmesinde meydana
gelebilecek bu etki baska bir fonksiyonel varyant ile yakin bir baglanti oldugunda ortaya
cikabilir (54). -786 C/C genotipine sahip kisilerde eNOS aktivitesinin normal
homozigotlara kiyasla (T/T) 2.1 oraninda daha diisiik oldugu (p=0.03) gosterilmistir (55).
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eNOS ekspresyonunu diizenleyen polimorfizmlerin genotipe bagl diizenlenmeleri,
MI, hipertansiyon, renal vaskiiler hastalik ve serebral vaskiiler hastalik gibi cesitli damar
hastaliklariyla iliskilidir. Baz1 ¢alisma gruplariin arastirma sonuglari promotor bolgede
yer alan T-786C varyantinin azalmis eNOS promotor aktivitesi ve vaskiiler hastalik ile
iligkili olabilecegini gostermistir (10, 27, 56). T-786C varyanti Avustralyali toplumda
vaskiiler hastalikla iligkili bulunmamasina ragmen (20, 27), Senthil ve arkadaglarinin (54)
in vitro transfeksiyon deneylerinde aymi varyantin transkripsiyonun verimliligini
etkiledigini bulmuslardir. Cesitli gen polimorfizmleri baglantili olduklar1 diger genlerle
birlikte ¢evresel faktorlerinden de etkilenerek fonksiyonel hale geliyor olabilir. Bu ¢evre

faktorleri hemodinamik stres gibi lokal veya sigara gibi sistemik etkili olabilir (57).

Italyan toplumunda internal karotid arter (ICA) stenozu arastirilarak yapilan
calismada T-786 C varyantinin hastalik iizerinde orta ile siddetli derecede degisen bir etkisi
oldugu ortaya konmustur. Bu calismada C allel homozigotlugunun karotid aterosklerotik

plak olusumu i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu rapor edilmistir (14).

Endotel fonksiyon bozukluguna yol agan hiperlipidemi ve hipertansiyonun neden
oldugu NO-bagimhi vazodilatasyonla olusan rahatsizliklarin derecesi kisiden kisiye
degisiklik gostermektedir. Benzer sekilde klinik acidan bakildiginda kardiovaskiiler risk
faktorlerini tasiyan herkes hasta degildir veya bilinen risk faktorlerini tagimayan kisiler
hasta olabilir. Boylece ozellikle eNOS ekspresyonunu veya fonksiyonunu etkileyen gen
mutasyonlar kisileri endotelyal fonksiyon bozukluguna ve koroner hastaliklara yatkin hale

getiriyor olabilir.

Japon popiilasyonunda yiiksek oranda -3 yag asitlerinin alinimindan dolay1
koroner arter hastalik sikliginin diisiik oldugu bildirilmistir. Ancak bu toplumda
anjiografide goriiniir stenoz olmadig1 halde koroner vazospazm olgularinin oldukca yiiksek
oranda oldugu bildirilmistir. Bu bilgiler hiperlipidemi olmadigi halde eNOS
mutasyonlarinin tek basina koroner vazospazm olusturabilecegini gostermektedir. Japon
toplumunda yiiksek oranda o -3 yag asiti tiiketildiginden bu kisilerde trombositlerin daha
az trombojenik izoformda tromboksan (Tx) {irettigini gostermistir (56). Koroner
vazospazm hastalarinda yapilan calismalarda T-786C mutasyonunun eNOS
transkripsiyonunu baskiladigi bulunmusg ve eNOS mutant alleli varlifinda koroner

arterlerde endotelin NO iiretimini baskiladigi kanitlanmistir. Buna ragmen koroner
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vazospazm sikayeti olan tiim hastalarda NO iiretiminde bozukluk olup olmadigi halen
tartistma konusudur. Nakayama 335 kisiden olusan hasta grubunda sadece 3 kiside T-786C
homozigot mutant alleli bulmustur (10). Bu 3 kisinin her birinde siddetli koroner
vazospazm sikayetleri oldugu, ikisinde ise organik stenoz olmaksizin akut MI bulundugu
ortaya ¢ikmistir. eNOS T-786C polimorfizmini heterozigot ve homozigot tagiyan hastalarin

klinik karakteristik 6zelliklerinde degisiklikler bulunmasi normal karsilanmaktadir (10).
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8. SONUC

Sonug olarak, bu ¢alismada AKS grubunda -786 C/C genotipinin sikligin1 kontrol
grubuna kiyasla yiiksek bulunmasi, C/C genotipinin AKS olusumunda rol alabilecegini
diisiindiirmektedir. KKAH ve kontrol gruplar arasinda T-786C genotip sikliklar1 agisindan
anlamli bir fark olmayist T-786C polimorfizminin KKAH ile iliskili olmadigin
gostermektedir. Bununla beraber herhangi bir T-786C genotipinin sikliginin sol ventrikiil
hipertrofisinde farkli bulunmayis1 s6z konusu polimorfizmin sol ventrikiil hipertrofisinde
etkili olmadigin1 gostermektedir. Ayrica eNOS T-786C polimorfizminin lipid degerleri
tizerine herhangi bir etkisine rastlanmamistir. Hasta ve kontrol gruplarinin kisith sayida
kigiden olusmasina ragmen, bu calisma AKS ve KKAH hastalarinda eNOS T-786C gen
polimorfizminin siklig1 ve klinik énemi hakkinda bilgi vermektedir. Calismaya hasta ve

kontrol grubundaki sayilar arttilarak devam edilecektir.
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