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OZET

KALP YETMEZLIGINDE ENDOTEL NiTRiK OKSIiT SENTAZ 3 (NOS3) GEN
POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Esma ALTUN

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Kalp Yetmezligi (KY), kalbin dokulara metabolik ihtiyaclarina uygun miktarda
kant pompalayamamasit veya bu miktar kani ancak yiliksek dolum basinci altinda
pompalayabilmesi olarak tanimlanmaktadir. Nitrik oksit sentaz 3 (NOS3) geni polimorfik
alanlarmin kalp yetmezligi lizerine olan iligkileri arastirilmis, ancak tiim ¢alismalarin ayn1
sonuglar1 vermedigi goriilmiistlir. Bu ¢alismada, NOS3 geni polimorfizmlerinin genotip
ve allel oranlarmin kalp yetmezligine etki edip etmedigi, heterozigot ve polimorf
homozigot genotiplerin hastalarin klinik ve demografik verileriyle iliskili olup
olmadiginin belirlenmesi amag¢lanmastir.

KY teshisi konan 100 hasta ve 81 saglikli kontrol bireyden EDTA’l1 kan alind1.
Alman bireylerin kanlarindan tuzla ¢oktiirme yontemi ile DNA izole edildi ve PCR
islemine kadar -20°C’de tutuldu. NOS3 geni NM_000603.5:¢.-51-762C>T ve ¢.894T>G
polimorfik noktalarimin genotip ve allel frekanslar1 polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) teknigi ile analiz edildi.

Yapilan ¢aligma sonuglaria gore NOS3 geni c.-51-762 TT genotipi ve T alleli ve
c.894 GG genotipi ve G alleli oranlar1 KY hastalari ile kontrol grubu hastalar1 arasinda
istatistiki olarak herhangi bir fark gériilmedi (p>0.05).

Sonug olarak NOS3 geninin her iki polimorfik alaninin KY gelisiminde bir risk

olusturamayabilir.

Anahtar Kelimeler: NOS3, Kalp Yetmezligi, PCR, RFLP, Polimorfizm
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENDOTELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE 3 (NOS3)
GENE POLYMORPHISMS IN HEART FAILURE

Esma ALTUN

Medical Biology Department, Master’s Thesis

Heart Failure (HF) is defined as the fact that the heart cannot pump blood to the
tissues in accordance with its metabolic needs, or that this amount of blood can only be
pumped under high filling pressure. The relationship between nitric oxide synthase 3
(NOS3) gene polymorphic areas and heart failure was investigated, but all studies did not
show the same results. It is aimed that whether genotype and allele ratios of NOS3 gene
polymorphisms affect heart failure, heterozygous and polymorphous homozygous
genotypes should be clinically and demographically targeted.

EDTA blood was collected from 100 patients diagnosed with HF and 81 from
healthy controls. The DNA was isolated from the blood of the subjects by salt
precipitation and kept at -20°C until PCR. The genotype and allele frequencies of the
NOS3 gene NM _000603.5: c.-51-762C>T and ¢.894T>G polymorphic points were
analyzed by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) technique.

According to the results of the study, NOS3 gene c.-51-762 TT genotype and T
allele and ¢.894 GG genotype and G allele ratios were not statistically different between
patients with HF and control group (p>0.05).

As a result, both polymorphic areas of the NOS3 gene were not found to pose a
risk for development of HF.

Key words: NOS3, Heart Failure, PCR, RFLP, Polymorphism
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1. GIRIS

Kalp Yetmezligi (KY), kalbin viicudun metabolik ihtiyaglarina uygun miktarda
kan1 pompalayamamasi veya bu miktar kami yiliksek dolum basinct altinda
pompalayabilmesi olarak tanimlanabilir (1, 2). KY nin toplumdaki genel siklig1 %0,3-2
arasinda iken Tirkiye’de %2,9 ve yayginligi nedeniyle 6nemli derecede morbiditeye
sebep olan bir sendromdur (3, 4). KY ve KY'nin gelismesine yol acan risk faktorlerinin
birgogu son 30 yilda 6nemli 6lciide degerlendirmekle birlikte, morbidite ve mortalite
yikselmektedir. 1996'dan 2050'ye kadar hastaneye yatiglarda 3 kat artis olacagi
ongorilmektedir (5).

Nitrik oksit (NO), damarin endotel tabakasinin vasodilatérii oldugu, Misir’da
kardiyovaskiiler hastalarda nitrik oksit sentaz 3 (NOS3) geni 7. eksonu iizerinde bulunan
¢.894T>G polimorfizmleri ¢alisilmis ve bunlarin hastalik {izerinde herhangi bir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir (6). Tayvan’da ayni hastalik {izerinde yapilan bir calismada
NOS3’lin bu polimorfik alaninin hastalikla iliskili oldugu bulunmustur (7). Sudan’da
essential hipertansif hastalarinda NOS3 geni c.-51-762C>T polimorfizmlerinin etkili
oldugu bulunmustur (8). iran’da multiple skleroz hastalarinda NOS3: c.-51-762C>T ve
¢.894T>G polimorfizmlerinin hastalik lizerinde etkili oldugu goriilmiistiir (9). Tiirkiye’de
olim nedenlerinin basinda gelen ve genetik ile ¢evresel etkenlerin etkisiyle olusan
koroner kalp hastaliginda NOS3 geni ¢.894T>G polimorfizmi ¢alisilmis ve genin bu
polimorfizminin hastalik seyrinde etkili olmadig1, ancak viicut kitle indeksinin (VKI)
etkili oldugu bulunmustur (10). Tunus’ta diyabet iizerinde yapilan bir g¢alismada
¢.894T>G polimorfizminin bu hastalik iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (11). NOS3
geninin kodladigi endotelial nitrik oksit sentaz (NOS), vaskulator olarak NO’nun
sentezinden sorumlu oldugu bulunmustur (12). Iran’da idiopatik infertil erkeklerde NOS3
polimorfizmlerinin azospermi iizerinde etkili oldugu bulunmustur (13). Tiirkiye’de
intrakranial kanamasi olan hastalarda, homozigot c.-51-762 TT genotipinin risk sebebi
olarak goriilmiistiir. Ancak bu konuda ortak kabul edilebilir bir sonuca ulagsmak i¢in farkli
toplumlardan deneklerin dahil edildigi c¢ok merkezli calismalara ihtiya¢c oldugu
bildirilmistir (14).

Endotelyum, dolasim sisteminin i¢ini doseyen endotel hiicrelerinden olusan tek
katli tabakadir. Endotel fonksiyonun bozulmasi ile vaskiiler hastaliklar ortaya ¢ikar (15).

Kan damarlarinin i¢ini déseyen tek katli endotelyum; vaskiiler toniis, yap1 ve fonksiyonu



diizenleyerek kardiyovaskiiler homeostazisin saglanmasinda kritik bir role sahiptir. Bu
rolii baz1 maddeler salgilayarak saglar (16). Bu maddelerden birisi olan lipofilik nitrik
oksit (NO); noéronal (NOSI1), inducible (NOS2) ve endotel (NOS3) sentaz olarak
isimlendirilen ii¢ farkli sentaz tarafindan L-arginin amino asidinden sentezlenir (17).
NOS3, damarlarda rol oynayan NO sentezler ve kardiyovaskuler sistemde rol oynar.
Bunun inhibisyonu ile hipertansiyon ve kardiyovaskiiler sorunlara yol agar (18).

Kardiyovaskiiler sistemde NO’nun rolleri arastirilmig ve bunun kiiclik bir gaz ve
lipofilik bir molekiil oldugu, kardiyovaskiiler homeostazisinin diizenlenmesinde kritik bir
role sahip oldugu belirlenmistir (19). NO’nun en énemli gorevi, vaskiiler tonuyu kontrol
etmek ve diiz kas hiicrelerinde demir igeren heterodimerik ¢oziinebilir guanil siklazi
aktive etmeye aracilik eder (20). Aktive guanil siklaz guanosin trifosfati (GTP) siklik
guanozin monofosfata (¢cGMP) ¢evirir, bu da protein kinaz G’yi aktive ederek, hiicresel
protein hedeflerinin ¢oklu fosforilasyonunu saglar. Bunun neticesinde hiicre i¢i serbest
Ca"™" konsantrasyonu diiser ve vaskiiler gevsemeyi saglar (21). 1,4,5 inositoltrifosfat’in
hedefi endotel hiicrelerde endoplazmik retikulum zarinda bulunan Ca™ kanallar1 ve
vaskiiler diiz kaslarda Ca™" ile aktive edilen K* kanallaridir (22).

Bilinen NOS3 polimorfizmleri arasinda en ¢ok incelenen ve islevsel olarak kabul
edilen varyantlar ¢.-51-762C>T (rs2070744) ve ¢.894T>G (rs1799983)’dir (13, 14, 19).
NOS3 geni, 7. kromozomun uzun kolu (7q36.1) lizerinde 27 ekson ve 26 introndan
olusmaktadir. 1203 aminoasidinden olusan nitrik oksit sentaz’t (NOS) kodlayan gen
1993'te klonlanmistir. Bu genin iizerinde ¢ok sayida genetik varyant (tek niikleotid
degisimi) icermesiyle yiiksek derecede polimorfiktir (23-25). KY’nin olusumunda rol
alan NOS3 geni, endotel hiicrelerde NOS’u ifade eder. NOS, arjinin aminoasidi lizerinden
NO sentez eder ve bu molekiil ikincil mesajc1 olarak diiz kas hiicrelerinde guanil siklazi
aktive eder. Guanil siklaz, cGMP’yi iiretir. cGMP, diiz kasin gevsemesinde, trombosit
agregasyonunu dnlemede ve bir anti-enflamatuar ajan olarak rol alir. ilgili gende olusan
polimorfizmler, genin {iirettigi enzimin biyolojik aktivitesinin diismesine, bozuk nitrik
oksit salinimina, i¢inde kalp yetmezliginin de bulundugu farkli hastaliklarin olusumuna
neden olmaktadir (20). NOS3’lin KY hastalig1 iizerine etkileri ile ilgili farkl1 sonuglar
alimmustir.

Bu ¢aligmanin amaci, NOS3 geni polimorfizmik noktalarinin genotip ve allel

oranlarinin KY nin meydana gelmesinde risk olusturup olusturmadigini tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kardiovaskiiler Sistem Anatomisi

Kalp, icte endokardiyum, ortada kalin miyokard ve dista epikard olmak iizere ii¢
katmandan olusur. Fizyolojik bir pompa islevi goriir. Kasli Miyokard her kasilma ile kan
hareket ettirmek i¢in gereken kuvveti olusturur. Endokardiyum, non-trombojenik bir
yiizeyi saglayan endotel hiicreleri ile kaplanmistir. Epikardiyum, kalp ve serdz viseral
perikard arasinda ek bir yag ve bag dokusu tabakasi gérevi gortir.

Dort odacikli kalp iki atriyum (kulakgik) ve iki ventrikiil (karincik) igerir. Sag
atriyum, inferior vena kava ve superior vena kava yoluyla viicuttan deoksijenlenmis kan1
alir ve oksijenle yiiklemek lizere akcigerlere pompalayarak sag ventrikiile iletir. Kan,
akcigerde oksijenlendikten sonra pulmoner ven yoluyla kalbin sol kulak¢igina getirilir ve
oradan sol karincigina verilir. Sol karincik kasilarak viicudun metabolik ihtiyaglarini
karsilamak tizere aort {izerinden kani viicuda pompalar. Kalbin uyar iiretmesi siiperior
vena kavanin sag atriyuma kesistigi yerde yer alan siniis diigiimii aracilig1 ile saglanir.

Kalp boyunca tek yonlii akis, sag kulakgik ile karincik arasindaki trikiispit kapak,
sol kulakgik ile ventrikiil arasindaki mitral kapak ve sag ve sol karincik ¢ikis yollarinda
bulunan pulmoner ve aort kapakgiklari tarafindan saglanir. Briit olarak, semilunar
pulmoner ve aort kalp kapakegiklari, ventrikiiler sistoliin ileri kan akisina maruz
kaldiginda kolayca agilan ve daha sonra diyastoliin minimum ters akisi ile hizla kapanan
iic ince ugtan olusur (26). Diyastol sirasinda kulakgiklara uygulanan kuvvete ragmen,
lunula olarak adlandirilan zirvenin hilal seklindeki bir bolgesinde, zirvelerin biiytik

miktarda toplanmasi ile sarkma 6nlenir (Sekil 1) (27, 28).
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Sekil 2.1. Kardiyovakiiler sistemin genel yapisi (28).

2.2. Kalp Yetmezligi (KY)

KY, kalbin yapis1 veya fonksiyonunun bozuldugu ve dispne, yorgunluk ve sivi
retansiyon gibi kalp yetmezliginin semptom ve bulgularinin goriildiigli, beklenen yasam

stiresinin kisalmasi ile karakterize olan klinik bir sendrom olarak tanimlanabilir (2).



2.2.1. Epidemiyoloji

KY’nin toplumdaki genel sikligi %0,3-2 arasinda iken Tiirkiye’de %2.9 ve
yayginligi nedeniyle 6nemli derecede morbiditeye sebep olan bir sendromdur (3, 4). KY
ve KY'nin gelismesine yol agan risk faktorlerinin bir¢ogu son 30 yilda 6nemli 6l¢iide
degerlendirmekle birlikte, morbidite ve mortalite yiikselmektedir. 1996'dan 2050'ye
kadar hastanede yatislarda 3 kat artis olabilecegi diistiniilmektedir (5).

KY hem erkek hem de kadinlarda hastaneye basvuruda en sik karsilagilan
hastaliktir. Hem KY insidansi ve hem de KY prevalansi, koroner arter hastaligi gibi risk
faktorleriyle yapilan miicadele sonucu hastalarin sag kaliminin iyilestirilmesi nedeniyle
artmaktadir. Erkeklerin her yasta KY insidans1 kadinlara nazaran biraz daha yiiksektir,
ancak kadinlar yaslh niifusun daha biiyiik bir boliimiinii temsil ettiginden, KY ile yasayan
insanlarin yarisindan fazlasi (%51) kadindir. Kadinlar, yasamlari boyunca KY gelisme
riskinin %20'sine sahiptir. Genel olarak, erkekler kalp yetmezliginden daha biiyiik bir
oliim oranina sahiptir. Yine de Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim KY 6liimlerinin
%63"t kadindir (29). Framingham caligmasinda, tan1 konduktan sonra kadinlarin 3,2 yil
ve erkeklerin 1,7 yil sag kaldiklar1 gozlenmistir. KY’nde 6liim riski bircok kanser
cesidinden daha yiiksektir. Framingham izlem c¢alismalarinda 5 yillik mortalite
erkeklerde %62, kadinlarda %42 olarak bulunmustur (30).

KY, bir¢ok hastaligin birikiminin son evresini olusturur. Amerikan kalp birligi
(American Heart Association) verilerine gore Amerika’da 5.2 milyon KY olan hasta
bulunmakta ve bunlara her yil 600.000 yeni olgu katilmakta, yilda KY nedeniyle bir
milyondan fazla hastaneye yatig, s6z konusu olmaktadir (31).

Ulusal kalp sagligi politikas1 verilerine gore ililkemizde KY prevalanst ve
insidanst ile ilgili yeterli veri olmamakla birlikte, geligsmis, ve gelismekte olan iilkelere ait
verilere dayanarak iilkemize ait yaklasik rakamlar olusturulabilmektedir. KY insidansi
ozellikle niifusun yaslanmasina bagli olarak tiim diinyada artmaktadir. Genel KY
insidans1 yilda binde 1-5 arasindadir ve ilerleyen yasla beraber belirgin sekilde
artmaktadir. Bundan dolay1 tilkemizde her y1l 70.000-350.000 yeni klinik K'Y olgusunun
ortaya ciktig1 soylenilebilir. Ortalama KY prevalansi binde 3-20 arasindadir. Bu
rakamlardan hareketle kalp yetmezligi epidemisinin bir milyon vatandasimizi etkiledigi

diistiniilebilir (3).



2.2.2. Risk Faktorleri

Kalp yetmezliginde en yaygin risk faktorleri hem kadinlarda hem erkeklerde
koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve kalp kapak hastaliklaridir. Diyabet, obezite,
nikotin kullanimi ve yas diger yaygin risk faktorleridir. Bununla birlikte, risk faktorlerinin
goreceli rolleri cinsiyete gore degismektedir. Hipertansiyon, diyabet, tiitiin kullanimi1 ve
sol ventrikiil hipertrofisi, kadinlarda erkeklerden daha giiclii risk faktorleridir ve fiziksel
hareketsizlik kadinlarda degil, erkeklerde risk faktoriidiir. KY olan kadinlarin ve
erkeklerin %91'inde hipertansiyon vardir ve 55 yasindan sonra kadinlarin KY erkeklerden
daha fazladir. Miyokard enfarktiisiinden sonra, genel ejeksiyon fraksiyonu korunsa bile
kadinlarin KY gelistirmesi daha olas1 goriilmektedir.

Korunan sistolik fonksiyon, KY nedeniyle hastaneye yatirilan hastalarin %40-
60'inda mevcuttur. Framingham Calismasinda kadinlar, diyastolik kalp yetmezligi olan
hastalarin %65'ini, ancak sistolik kalp yetmezligi olanlarin sadece %?25'ini temsil
etmektedir. Sol ventrikiil sistolik fonksiyon bozuklugu olan hastalarda yapilan ve bu
nedenle optimal tedavi sonuglari popiilasyonda tam olarak degerlendirilmemistir.
Diyastolik kalp yetmezligi prevalansi yasla birlikte artar ve diyastolik kalp yetmezligi
hastaliginda sistolik kalp yetmezliginden daha diisiiktiir ve y1llik mortalite diyastolik kalp
yetmezligi; %8-9, sistolik kalp yetmezligi; %15-19 olarak hesaplanmustir (29).

2.2.3. Kalp Yetmezliginin Klinik Bulgular:

KY’nin klinik belirtilerinin degiskendir ve altta yatan temel nedenlerin patolojik
ve fizyolojik durumlara dayandigi diistiniilmektedir. Kalp damarlarinda iskemi, kalp
kasinda gerceklesen enfeksiyonlar (miyokardit) ve aniden ger¢eklesen kalp kapake¢igi
yetmezligi (valviiler yetersizlik) gibi durumlar birden gelisen akut KY’ne neden olabilir.
Kalp kasinin ilk kasilmasindan sonra kanin kalpten ¢ikis bir¢ok fizyolojik hareketler ile
gergeklesir. Renin-anjiyotensin sistem, natriliretik peptid sistem ve sinirsel tonda
gerceklesen bozukluklar zamanla inflamasyona yol agabilecek oksidatif strese neden
olurlar (32). RAS, hipertansiyon ve ateroskleroz gelisimindeki roliiyle konjestif KY ve
miyokard enfarktiisiine neden olabilir (33).

Uzun soluklu hormonlarda ve hiicre ylizey reseptorlerinde gerceklesen

farkliliklar, solunum sirasinda viicutta kas zayifligina ve kas fonksiyonunun bozukluguna



bu da zayif egzersiz kapasitesi, yorgunluk, halsizlik, anormal nefes darligina sebep olur
(32). Siklikla goriilen KY semptomlart kan igeriginin degismesi sonucu tikaniklik
olusumuna neden olabilir. KY nin nedenleri, farkli bir veya birden fazla hastaligin etkileri

g0z Oniinde tutularak degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (34).

2.2.4. Kalp Yetmezliginin Simiflandirilmasi

Kalp yetmezligi sendromlarimin  smiflandirilmasinda  degisik  kriterler
kullanilmaktadir. Baglica klinik bulgular; nefes darligi, yorgunluk, 6dem ve ortopno
hastanin yatar durumunda solunum yetmezligi, ama oturur durumunda rahatlamasi
durumu ile yiiksek toplar damar basinci, akciger yetersizligi ve anormal kalp fonksiyonu

sayilabilir (35).

2.2.5. Ejeksiyon Fraksiyonu (EF)

Kalp yetersizligi ile ilgili birgok patofizyoloji, ekokardiyografi ile Olgiilen
ejeksiyon fraksiyonu (EF) ile tespit edilmistir. EF’u ventrikiillerden sistolde atilan kan
miktarini ifade eder. Sag ve sol olarak kategorize edilen ejeksiyon fraksiyonu; KY’de
genel olarak sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun (Left ventricular ejection fraction-
LVEF) o6l¢timii olarak kabul edilmektedir (35). Sol ventrikiil, kalbin ana pompalama
yeridir. EF degeri, ylizde olarak ifade edilir. Normalin altinda olan bir EF degeri K'Y nin
bir dlctisiidiir. Sag ventrikiil EF’1 (Right ventricular ejection fraction-RVEF), kalbin sag
tarafindan akcigerlere ne kadar pompalandigini gosterir. EF, sol ventrikiil ya da sag

ventrikiil i¢in kalbin her kasilmada ne derece kan pompaladigini gosterir (36).

LVEF degerine gore kalp yetersizligi:

1. Korunmus ejeksiyon fraksiyonu (Heart failure with preserved ejection fraction -
HFpEF); diyastolik kalp yetmezligi olarak da bilinir. Kalp kasi normal olarak kasilir,

ancak ventrikiiler gevseme sirasinda gerektigi gibi gevsemez.

2. Diisiik ejeksiyon fraksiyonu (Heart failure with reduced ejection fraction - HFrEF);
sistolik kalp yetmezligi olarak da anilir. Kalp kas1 normal bir sekilde kasilmaz ve bu

nedenle viicuda oksijen bakimindan zengin kan az pompalanir (37, 38).



Son ¢aligmalarda, mevcut siniflamaya ek olarak KY’de orta aralik olarak kabul
edilen yeni EF kategorisi tanitilmistir. Bu HFmrEF, HFrEF hasta bulgularina benzerlik
gostermektedir. Buna KY orta deger EF (Heart failure with mid range ejection fraction -

HFmrEF) denmistir. Bu konu iizerinde spesifik ¢alismalar devam etmektedir (39).

Ejeksiyon fraksiyonunun belirlenmesinde kullanilan yontemler:

¢ Ekokardiyogram: Bu yontem, EF degerini kontrol etmenin en yaygin yoludur; 6zel
bir goriintiileme cihazi ses dalgalarini kullanarak, kalbin dort odasini, kapakg¢iklar

ve kalbin kan pompalama durumunu gosterir.

** Kalbin manyetik rezonans (MR) ile taranmasi; kardiyovaskiiler sistemin belirli bir

boliimiiniin enine kesit gorilintiilerini gdsterir.

«+ Kalbin niikleer taramasi: Kan dolasimina az miktarda radyoaktif madde (talyum

gibi) verilerek kan akisi izlenir.

Normal kalpte sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu (LVEF) %50-70 arasinda
degismektedir. Kalp yetmezliginde ise bu deger %50’in altinda gozlenmektedir (36).

2.2.6. Fizyopatoloji

KY, ge¢miste hemodinamik hasar ve sivi toplanmasindan ibaret bir hastalik
olarak tanimlanirken, giinlimiizde néro-hormonal yapinin etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Noro-hormonal yap1 degisimine ek olarak genetik faktorler, programli hiicre 6limii,
cesitli sitokin etkileri ve endotel hiicre gdrevlerinde bozukluklarin olusmasi hastaligin

ortaya ¢ikmasina hizmet eder (40).

2.2.7. Etiyoloji

KY, bir¢ok hastaliklarin eslik ettigi sendromlar toplamidir. Diisiik veya normal ve

yiiksek debili kalp yetersizliklerinin toplam sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (41).



2.2.8. Kalp Yetmezliginde Genetigin Rolii

Son zamanlarda, NO'nun kardiyovaskiiler sistemin diizenlenmesinde 6nemli bir
aktor oldugu ve NOS3'lin kardiyovaskiiler homeostaz siirdiiren en 6énemli NOS oldugu
kabul gormektedir. NOS3 gen ekspresyonu ve aktivitesini bozan ve daha az NO
olusumuna neden olan genetik varyasyonlar kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorii
olarak incelenmistir. Cesitli aragtirmalar bu konuyu ele alirken, NOS3 genetik
polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler sistemi kontrol eden diger biyolojik sistemlerle
etkilesime girdigi aciktir ve bu nedenle gen-gen etkilesimlerinin ortak kardiyovaskiiler
hastaliklarin genetik temelini olusturmak icin netlestirilmesi gerektigi aciktir (42). NOS3
ekspresyon seviyelerinin kalp yetmezligi hastalarinda azaldig1 gosterilmistir (43). NO
sinyali, kalp fonksiyonu ve biiylimenin modiilasyonunda kilit bir rol oynar. Normal
fizyolojinin diizenlenmesine ek olarak, degistirilmis NOS3 islevi kalp yetmezligi
sendromuna 6nemli bir katki sagladigi bilinmektedir (44).

Afrika kokenli Amerikan toplumu iizerinde yapilan bir ¢alismada; endotelyal
nitrik oksit sentaz (NOS3) lokusundaki genetik heterojenitenin kalp yetmezligi
sonuglarini etkiledigi bulunmustur. NOS3 varyantlarinin prevalans: siyah ve beyaz
kohortlarda farklilik gosterdigi, ancak bu farkliliklarin nedeni heniiz anlasgilamamistir

(45).

2.3. Endotel Hiicreler

Vaskiiler endotel, damar liimeni ile vaskiiler diiz kas hiicreleri arasindaki tek
tabakal1 hiicrelerden olusmaktadir. Endotel hiicrelerinde L-arginin aminoasidi tizerinden
kalsiyum-kalmodulin bagimli enzim nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan siirekli olarak
NO sentezlenir. Bu madde, vaskiiler toniis, hiicre biiyiimesi trombositlerin ve diger
hiicrelerin agregasyonlarinin diizenlenmesi koruma gibi vaskiiler homeostazisini koruyan
cok cesitli biyolojik 6zelliklere sahiptir (46).

Mikroskobun gelistirilmesi ile kilcal kan damarlarinin ince yapisi incelenmis ve
endotel hiicrelerin yerlesim yerleri ve hiicre i¢i yapilart aydinlatilmistir. Endotel
hiicreleri, kan ve lenf damarlarinin i¢ini ve viicut bosluklarinin i¢ini ddsedigi
belirlenmistir (47).

Ayrica endotel hiicreleri arasindaki farkliliklar karakterize edilmistir. Bazi

damarlarin liimene bakan kisimlarinda yerlesen endotel hiicreleri birbirine siki bir sekilde



baglanmis ve siirekli olan bazal membranin altinda yerlesmistir. Doku diizeni
olustururken bazen aralarinda bosluklar birakarak diizenlenmistir. Baz1 yerlesimlerde
hiicre tabakasimin iginde genis bosluklar bulunmaktadir (48, 49). Siki diizenlenmis
endotel tabakasi1 beyin, kalp, kas, akciger ve deride yer alan kilcal ve normal damarlarda
bulunmaktadir. Bosluk birakarak delikli yap1 (50-60 nm) olusturan endotel tabakasi bazal
membran ile diiz kas tabakasina baglanmistir. Genellikle hormonal aktivitenin yliksek
oldugu endokrin ve ekzokrin salgi bezlerinde, islevin ¢ok oldugu, midenin i¢ yapisinda,
beyinde, bobrek tiipgiiklerinde ve bobrek glomerulusu gibi ince filtrasyon
mekanizmalarinin yer aldig1 dokularda delikli endotel tabakalar1 bulunmaktadir. 100-200
nm c¢apli gozenekler birakarak tertiplenen endotel tabakalari diiz kas tabakasinin
bulunmadig1 dokularda yerlesmistir (48, 50). Tek tabakali endotelin bulundugu vaskiiler
sistemde; endotel damar icinde akan kan hiicrelerinin birbirine yapismasini
engellemesinin yaninda vaskiiler tonunun, trombosit akisinin diizenlenmesi ve
agregasyonun Onlenmesi gibi gorevlere sahiptir (51). Endotel hiicreleri; kan damari
liimenine bakan kisimda yerlesmis ve hemen iizerinde 80 nm kalinliginda bazal

membrana tutunmus durumdadir (Sekil 2) (52).
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Sekil 2.2. Vaskiiler sistem i¢inde endotel hiicrelerinin yerlesimi (52).
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Bazal lamina kan damarlari i¢in ¢ok 6nemli bir yapidir. Bazal laminanin {istii perivaskiiler
hiicreler ile kaplanmustir (53, 54). Tek tabakali endotel, insan viicudunda 10-60x10!2
m?'lik alan1 kapladig: diistiniilmektedir (Sekil 3) (48, 55-57).
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Sekil 2.3. Kan damarlarinda endotel hiicre tabakasinin yerlesimi (57).

2.3.1. Nitrik Oksit Sentazlarim (NOS) Cesitleri

1989 yilinda ilk kez tanimlanmis olan NOS enziminin 1994 yilina kadar ¢
izoformu tespit edilmistir. Bu enzimlerin amino asit dizileri arasinda %51-57 arasinda bir
homoloji tespit edildikten sonra bu enzimlerin izoformlarim1 kodlayan genlerin
tanimlanmasina agirlik verilmis ve belirlenen genler klonlanmistir. Sonraki ¢aligmalarda
genlerin farkli hiicrelerde kodladigi farkli yapidaki NOS enzimlerinin yapisi,
fonksiyonlar1 ve bunlarin nasil inhibe edildiginin anlagilmasina yogunlasilmistir. Daha
sonraki ¢aligmalarda NOS enzim izoformlarinin farkli hiicrelerde bulunmadigi, farkli
yerlerde lokalize olduklari, katalitik 6zelliklerinin farkli oldugu belirlenmistir (58).

NOS’larin farkl tipleri; konstitif veya indiiklenebilir yapilari, kalsiyumla iligkili
veya iligkisiz olmalari, hiicresel yerlesimleri, sitozola ait olup olmamalarina ve yapilarina
katilan alt protein {initelerinin molekiiler agirliklarina gore siiflara ayrilabilmektedirler
(59).

NOS’larin tiplerinden noronal hiicrelerde bulunani néronal NOS (nNOS, NOS1),
bir¢cok hiicrede indiiklenebilen NOS (iNOS, NOS2) ve vaskiiler endotel hiicrelerde
ifadelenen NOS (eNOS, NOS3) (60-63).

Farkli tipleri olan NOS’lar, intraseliiler kalsiyum seviyesi belli diizeye gelene

kadar inaktifken kalsiyum ile kalsiyum-kalmodilin kompleksi olusmaya baslayinca aktif
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hale gelmektedir, kalsiyum-kalmodilin kompleksi kalsiyum disiikliigiine bagli olarak
bozulmasi onlarin inaktivasyonuna neden olmaktadir. NO’nun diisiik miktarlar1 ara
hiicrelerin sinyalizasyon basamaklarinda rol almaktadir. iNOS, normal sartlarda makrofaj
ve hepatositlerde bulunmamaktadir. Ancak bu hiicreler spesifik bir sitokinle

uyarildiklarinda; iNOS diizeyi artmaktadir (64).

2.3.2. Endotel Nitrik Oksit Sentaz 3 (NOS3) ve Gorevleri

NOS3 ilk 6nce koroner endotelde tanimlandi ve eNOS olarak adlandirildi. NO,
spesifik post translasyon sonras1 modifikasyonlar (mesela cGMP'ye bagimli protein kinaz
fosforilasyonu, S-nitrosilasyon, vb.) ile asagi akis proteinlerini modiile etmek igin
cGMP'ye bagimli veya bagimsiz yollaklar vasitasiyla sinyal verir. NOS'un islev
bozuklugu (yani degismis ifade, konum, aktivite vb.), KY gibi, kasilma islev
bozukluguna ve hipertrofiyeye yol acar (65). NOS3 aktivitesindeki azalma NO iiretiminin
azalmasina ve bunun kalbe ¢ok biiyiik zarar verdigi anlasilmistir (44).

NO, nérotransmisyon, antimikrobiyal ve antitiimoral aktiviteler de dahil olmak
tizere c¢esitli islemlerde biyolojik bir araci olarak goérev yapan reaktif bir serbest
radikaldir. NO, L-arginin'den NOS3 ile sentezlenir. Bu gendeki varyasyonlar, koroner
spazmlarla iligkilidir. Gen mRNA’sinin alternatif sekillerde islenmesiyle bu genin ¢oklu
transkript varyantlarinin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (63).

Nitrik oksit sentaz 3 (NOS3) geni; insanda 7. Kromozom (7q36.1) iizerinde
lokalize olmus (Sekil 4) (66) ve Gen ID: 4846 olup NG 011992.1 erisim kodu ile 23544
baz ciftinden olusmaktadir. Islevsel mRNA’s1t NM 000603.5 erisim kodu ile 4366
bazdan ve primer protein yapist NP_000594.2 erisim kodu ile 1203 aminoasidinden
olusmaktadir (67).
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Sekil 2.4. Insan 7. kromozomu ve NOS3 geninin yerlesimi (66).
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NM 000603.5 transkript 27 ekson ve 26 introndan olusmaktadir ve 2-26 nolu eksonlar
proteine ait kodlar tasimaktadir. NOS3 geni 1993'te klonlanmis ve 7q35-36
kromozomuna lokalize oldugu tespit edilmistir (Sekil 5) (63, 65).

Chromosome 7 - NC_000007.14

[150513964 p [151052756
LOC10S375567 LOC110121275 NOST se—p ASIC3
AOC1 KCNH2 ATG9E
LOC110973015 RBCES

Sekil 2.5. insan 7. kromozomu ve NOS3 geninin diger genlere yakinligi (63).

Kabaca 21 kb’lik genomik DNA'ya yayilan gen, 1203 amino asit igeren ve 135-
kDa agirliginda protein kodlayan 26 ekson igerir. Genin promotoru yaklasik 1500 baz
cifti yukarida (upstream, genin 5° tarafinda) yerlesmesiyle karakterize edilmistir ve
ostrojenler tarafindan regiilasyona aracilik eden transkripsiyon faktorii baglama sahalari
igermektedir (68).

Anormal NOS3 sinyalleri birgok kalp hastaliginda anahtar rol oynar, hedeflenen
modiilasyon potansiyel olarak oksidatif stres kaynakli bu patojenik kaynagi tersine
cevirebilir (69).

Hem NOSI1 ve hem de NOS3, kardiyovaskiiler sistemde yapisal olarak ifade
edilir. NOS3 ¢ogunlukla koroner vaskiiler ve endokardiyal endotelyal hiicrelerde ve daha
az Olciide caveola ile birlestigi kardiyak miyositlerde bulunur (70, 71); NOS1 baskin
olarak sarkoplazmik retikulum (SR) (72) ve daha az bir 6l¢iide mitokondri (73), Golgi
apareyi (74) ve sarkolemmal zara (75) lokalizedir.

Genin 5’UTR dizisi 1 ve 3’UTR dizisi 27 nolu eksonlar {izerinde yer almaktadir
(76). Genin diger canli tiirleri arasinda korunan bolgeleri bulunmaktadir (Sekil 6) (67).

1 12§ 280 35 500 625 750 875 1000 12§ 1203

Query seq,
achive site | § § A i A FAD binding pocket
dimer inberface | | YW NAD binding pocket
conserved FAD binding mobif
phosphate binding mibif
beta-alpha-beta structure mbif

Specific hits Lo
Superfanilies NOS_oxygenase superfamily et swetmily | ( FNR_like superfamily

Sekil 2.6. NOS3 geni korunan alanlar1 (67).
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Gende; Nitric oxide synthase (NOS) eukaryotic oxygenase domain
(NOS_oxygenase euk, cd00795), Flavodoxin (Flavodoxin 1, pfam00258) ve
Ferredoxin reductase (FNR) (FNR like, cl106868), olmak iizere {i¢ adet ortolog ana

korunan domainleri oldugu goriilmektedir (67).

NOS_oxygenase_euk domaini: NOS, Okaryotik oksijenaz alani. NOS, L-
arjininin bir guanidin azotunun bes elektronlu heme oksidasyonunu L-arjininin L-
sitriiline indirgeyip, N-hidroksil-L-arginin olarak iki ardigtk monooksijenasyon
reaksiyonu yoluyla katalize ederek NO {iretir. Memelilerde, {i¢ ayr1 NOS izozimi vardir:
noéronal (nNOS veya NOS1), sitokin ile indiiklenebilir (iNOS veya NOS2) ve endotel
(eNOS veya NOS3). Nitrik oksit sentazlari homodimerdir. Okaryotlarda, her bir
monomer, substrat L-Arginin, ¢inko ve heme kofaktorlerine ve 5.6.7.8- (6R) -
tetrahidrobiopterin'e baglanan bir N-terminali oksijenaz alanma sahiptir. Okaryotik
NOS'ler ayrica sitokrom P450 rediiktazina homolog olan ve NADH, FAD ve FMN'yi

baglayan rediiktaz bolgesini saglayan bir C-terminal elektrona sahiptir.

Flavodoxin_1: Bu domain bir¢ok alt domain alanlara bolinmiistiir.

FNR_like domaini: Bir FAD ve NAD (P) baglayici protein olan ferredoksin
rediiktaz (FNR), kloroplast rediiktaz aktivitesi olarak tanimlandi ve indirgenmis demir
stlfiir protein ferredoksinden NADP*'ya elektron transferini fotosistem I'in elektron
tasitma mekanizmasinda son asama olarak katalize eder. FNR, indirgenmis
ferredoksin'den FAD'e (yari-kinon bir ara madde vasitastyla FADH2'yi olusturur)
elektronlar1 aktarir ve daha sonra NADP*'1 NADPH'ye indirger. FNR'nin ¢esitli elektron
alicilart ve vericileri kullandig1 ve bir¢ok organizmada azot asimilasyonu, dinitrojen
fiksasyonu, steroid hidroksilasyonu, yag asidi metabolizmasi, oksijenaz aktivitesi ve
metan asimilasyonu gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. FNR,
alfa / beta sinifinin bir NAD (P) baglayici etki alanina gore oryantasyon i¢inde degisen
bir ayrik (genellikle N-terminal) flavin etki alanina sahiptir. N-terminal kismi, bir flavin
proteaz grubu (flavoenzimlerdeki gibi) igerebilir veya flavin'i substrat olarak kullanabilir

(67).

14



2.3.3. Nitrik Oksit (NO) ve Sentezi

Nitrik oksit (NO), bir azot, bir oksijen atomundan olusan ve bir¢ok reaksiyonu
etkileyen, zayif oksidan veya indirgeyici rol oynayan serbest radikal olarak gérev yapan
bir molekiildiir (77, 78).

NO, ¢ok iyi bir mesajc1 molekiil olarak gorev alir ve sinyal iletimi sonrasi nitrite
doniisiir. NO {iretildigi endotel hiicreden digar1 kolayca hiicre zarindan diffiize oldugu ve
hedef hiicrelerdeki kendi reseptoriine baglanarak hedef molekiilleri harekete gecirdigi
tespit edilmistir (79).

Yar1 omrii 6-30 sn olan ve endotel hiicrelerinde kalsiyum-kalmodilin bagimli
nitrik oksit sentaz tarafindan L-arginin lizerinden sentezlenen bir gazdir (65). NO;
hiperkolesterolemi (80, 81), ateroskleroz (82) ile koroner hastaliklarinda (83) etkili
oldugu gosterilmistir. Kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in vaskiiler endotelin homeostatik
fonksiyonunun anlagilmas: Onemlidir. NO’nun, endotel diizenleyici ozelliklerinin
birgoguna aracilik etmedeki rolii ve bunun miyokart iskemisi, koroner damarlarin
daralmasina veya yetersiz dilusyona ugramalarina, plak riiptiirii ve tromboza, dengesiz
anjinaya veya miyokart enfarktiisiine yol actig1 belirlenmistir (84). NO’nun, endotelin
diizenleyici 6zelliklerinin bir¢oguna aracilik etmedeki roli, artik ateroskleroz i¢in "risk
faktorleri" olarak kabul edilen kosullarin ve hastaliklarin olusumunda rol aldigi,
biyoaktivite kaybiyla endotel disfonksiyonuna neden olduguna dair artan bir anlayis
bulunmaktadir (85).

NOS enzimi, arginin iizerinden NO ve sitrulin sentezini katalizleyen bir enzimdir.
Katalizledigi reakisyon iizerinden oksijen atomunun arginin i¢indeki bir azot atomu ile
birlestirilmesi sonucu NO olusturmaktadir (59). Hiperkolesterolemi, sistemik
hipertansiyon, sigara igme, diyabet, konjestif kalp yetmezligi, pulmoner hipertansiyon,
Ostrojen eksikligi, hiperhomosisteinemi ve yaslanma siirecinin kendisi de dahil olmak
iizere biiyliyen kosullarin listesi, endotelin bozulmus islevleriyle iliskilendirilmistir.
Sonug olarak, bu kosullarda damar duvari, iltihaplanma, lipoproteinlerin oksidasyonu,
diiz kas proliferasyonu, hiicre dig1 matris birikmesi veya lizis, lipit bakimindan zengin
malzemenin birikmesi, trombosit aktivasyonu ve trombiis olusumunu saglayabilir (46,
86).

NO’in sentezlenebilmesi i¢in sinir hiicresi motor ug¢ plagindan salinan asetilkolin

ligand1, endotel hiicre zar1 iizerinde bulunan G-proteine bagh asetilkolin reseptdriine
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baglanmas1 gerekir. Asetilkolin ligandi-asetilkolin reseptdrii kompleksi, G-proteinin alt
tinitesi Ga-GTP seklinde aktive olur ve bu da endotel hiicre zarinda bulunan fosfolipaz C
enzimini aktive eder. Fosfolipaz C, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2)’1 pargalayarak
diasil gliserol (DAG) ve fosfoinositol 1,4,5-trifosfat (IP3)’a pargalar. IP3, endoplazmik
retikulum zarinda bulunan Ca*" kanallarin1 agarak, endoplazmik retikulumdan Ca*"’un
sitozole ge¢mesini saglar. Ca™"u kalmodulin tutarak Ca-kalmodulin kompleksi
sitoplazmada bulunan NOS’u aktive eder. Aktif NOS, arginin aminoasidini oksijen
varliginda, sitruline kataliz ederken yan {iriin olarak NO gazi olusur. NO difiizyonla
endotel hiicresinden bazal membrana ve oradan diiz kas hiicresine gegerek guanil siklazi

aktive eder. Guanil siklaz GTP iizerinden cGMP’yi olusturur. cGMP’de protein kinaz
G’yi aktive eder ve diiz kasin gevsemesi saglanir (Sekil 7) (87).

Lumen of Acatylcholine
blood vessel l
\'Acmvl:hollnc n Phospholipase B
GPCR C
- L
Endothelial ”
cells
8 o]
~ B .
Arginine + O, Citrulline + NO
o Veu |
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|
Smooth muscle cells OF MUSCLE CELL

Sekil 2.7. Endotel hiicresinde NO’nun sentezi ve diiz kas hiicresinde gevseme (87).

2.3.4. NO Fonksiyonlar:

NO, karmasik biyolojik aktivitelere karistigi bilinmektedir. insanda zigotun
olusumu sirasinda doéllenmeden hemen sonra spermdeki NOS aktivitesi ile ovumun
aktive oldugu bulunmustur. Zigottan itibaren birgok gelisim basamaginda NO’nun rol
aldig1 bilinmektedir. Sinyalizasyon islemlerine katilarak transkripsiyon faktorlerinin

aktive edilmesi, translasyon basamaklarinin diizenlenmesi ve sitoplazmada bulunan
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mRNA kararliliginin saglanmasi ve gen iiriinlerinin diizenlenmesi gibi gorevlere sahiptir
(88).

Ayrica bu molekiil; vazodilator, norotransmitter, immunodilator ve antmikrobiyal
gibi farkli islevlere sahiptir. Asetilkolin molekiilleri endotel hiicrelerde kendi reseptoriine
baglandiginda intraselliiler kalsiyum (Ca™") diizeyinin artisina ve Ca''-kalmadiilin
kompleksinin olusumunun ardindan NOS3’1i aktive ederek NO salinimini saglamaktadir.
Salinan NO endotelyal hiicreden disar1 difiizyonla ¢ikar, komsu diiz kas hiicresindeki
reseptOriine baglandiktan sonra guanil siklazin hem grubuna baglanmaktadir. Guanil
siklaz, cGMP gibi iiriinleri ve protein kinazlarin seri reaksiyonlarini aktive ederek diiz
kas gevsemesini saglamaktadir. Epitel hiicrelerinde iiretilen NO, diiz kas hiicrelerini
gevseten bir etkiye sahiptir. En iyi bilinen reseptorii, hem grubu tasiyan proteindir. NO
kendi reseptoriine baglandiginda inaktif olan guanil siklaz aktif hale gelmektedir ve bu
enzim GTP lizerinden cGMP olusumuna sebep olmaktadir. Guanil siklaz aktivitesinin
degisimi ile NO, arter, ndron ve bir¢ok farkl hiicre lizerinde farkl etkiler ortaya ¢ikar
(64).

Dolagim sisteminde lokal degisiklikler meydana geldiginde, NO kan dolasimu ile

kan basincini diizenlemektedir (58).

2.3.5. Endotel Hiicre Bozukluklar:

Endotel disfonksiyonu siddetli oldugunda, NO salinimi durur. Béylece diiz kaslar
uyarimsiz kalir. Bu durumda, diiz kas hiicrelerinde hiicre igi serbest Ca?"'daki artis,
kasilmalarina neden olur. Endotel hiicreleri normal oldugunda, NO'mun giiclii etkisi
gortliliir. Boylece hiicre asetilkolin, bradikinin, serotonin, adenosin, ADP, ATP, histamin
ve trombin gibi etkenleri karsilar (89). Hiperkolesterolemi, sistemik hipertansiyon, sigara
icme, diabetes mellitus, konjestif kalp yetmezIligi gibi hastaliklar, endotelin bozulmus
fonksiyonlartyla iligkilendirilmistir. Sonu¢ olarak, bu sartlardaki damar duvari,
iltihaplanmay1, lipoproteinlerin oksidasyonunu tesvik edebilir, diiz kas proliferasyonu,
hiicre dis1 matris birikmesi veya lizis, lipit bakimindan zengin materyal birikimi,
trombosit aktivasyonu ve trombiis olusumuna yol agabilir. Endotel disfonksiyonunun tiim
bu sonuglari, aterosklerozun gelisimine ve klinik ekspresyonuna katkida bulunabilir (46).
Kardiyovaskiiler hastaliklarda endotel disfonksiyonu ¢ok erken evrede goriilmektedir

(90).
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2.3.6. NOS3 Polimorfizmleri ve Kalp Yetmezligi ile Tlgili Rolii

NOS3’in ¢ok polimorfik noktasi belirlenmistir. Dizi analizleri sonucu bu
polimorfik noktalarin promotor, ekson ve intronlar lizerinde oldugu bulunmustur. Bu
polimorfik alanlar ile g¢esitli kardiovaskiiler hastaliklar arasindaki baglantilar degisik
caligmalarda yer almistir. Dilate kardiyomiyopati hastalarinda NOS3:c.-51-762C>T
(rs20707449) polimorfizmi, kalp yetmezliginin daha hizli ilerlemesi riskinin artmasi i¢in
bir belirte¢ islevi goriir. Dilate kardiyomiyopati'deki biyobelirteclerin iskemik ve
hipertansif etiyolojinin kalp yetersizligi ile ilgili belirgin sekli, bu hastalikta yeniden
sekillenmeyi saglamaktadir (91). Ozellikle endotel hiicrelerinde yapisal olarak eksprese
edilen bir enzim olan NOS (eNOS veya NOS3), endotel seviyesindeki NO biyo-
yararlanimindan biiyiikk 0Ol¢iide sorumludur. Endotel kaynakli NO iiretimindeki
degisiklikler cesitli hastaliklar ile iliskilendirilmistir ve insanlarda NOS3 genindeki farkli
polimorfizmlerin varligi ile genetik olarak tespit edilebilir (Sekil 8) (92). Bugiine kadar,
en c¢ok calisilan ve islevsel olarak iligkili polimorfizmler; c.-51-762C>T (rs2070744),
c.894T>G (rs1799983) ve intron 4 {izerinde 27-baz ¢itlik degisken ardisik tekrarlardir.
Bu polimorfik alanlar koroner arter hastaligi, miyokard enfarktiisli, hipertansiyon,
preeklampsi ve inme gibi kardiyovaskiiler hastaliga ve diger karmasik hastaliklar i¢in risk
teskil ettikleri bulunmustur. NOS3 geninin sadece kardiyovaskiiler hastaliklarda degil
diger karmasik hastaliklarda da roliinii degerlendiren 6nemli miktarda kanit toplanmigtr.
Ancak bu sonuclar kiiciik calisma gruplarindan elde edilmistir. Bdylece sonuglar
orneklem biiyiikligli nedeniyle veya etnik koken veya hastaliklardaki farkliliklar
nedeniyle yetersiz bulunmustur. Farklt NOS3 polimorfizmlerinin gergek etkilerinin
degerlendirilmesinde onemli bir engel, kismen insanlarda NO 6lgiilmesindeki teknik
karmagiklik nedeniyle, NOS3 gen fonksiyonunun giivenilir bir markdriiniin
bulunmamasidir. Bugiine kadar, her polimorfizmin farkli patolojilerle iliskilendirilmesi
icin gen varyantlarinin etkilerinin daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag duyuldugu bir
gergektir. Aslinda, izole edilmis NOS3 gen varyantlarini degerlendiren g¢alismalarin,
NOS3 genini ve NO'nun roliinii anlamada gercek bir ilerleme saglamistir. Simdiye kadar
toplanan bulgular, 6zellikle kardiyovaskiiler alanda farkli patolojilerde NOS3 geninin
etkili oldugu bulunmustur (92, 93). Tiirkiye’de endotel fonksiyon bozuklugu olan kronik
kalp yetmezligi hastalarinda yapilan NOS3 geni intron 4'te 27-baz ¢iftlik degisken ardisik
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tekrar sayili polimorfizm c¢alismalarinda, hasta ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gériillmemistir (90).

CAD and MI

Systemic lupus erythematous

Sekil 2.8. NOS3 genin iligkili oldugu varsayilan hastaliklar (92).
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3.1. Arac ve Gerecler

. Buzdolab1 (Bosch, Tiirkiye)

. Derin Dondurucu (Sanyo, Japonya)

. Hassas terazi (Vibra, Ingiltere)

. pH Metre (Consort, Belgika)

. Sogutmali Santrifuj (Hettich, Almanya)

. Vortex (Labnet, Amerika)

. PCR makinesi (Sensoquest Labcycler, Almanya)
. Etiv (Niive EN 500, Tiirkiye)

. Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort, Belcika)

. Elektroforez tanki (CLP, Amerika)

. Jel Analiz ve Dokiimentasyon Sistemi (Gen-Box CFx, Tiirkiye)
. Buharli Otoklav (Hirayama, Japonya)

. Mikrodalga Firin (Vestel, Tiirkiye)

. Laminar flow (Heraus, Almanya)

. Deiyonize su cihazi (SG, Almanya)

. 1,5 mI’lik kapakli ependorf tiip (Isolab, Almanya)

. 0,2 mI’lik PCR tiipleri

. PCR pipet uglari

. Sar1 pipet ucu

. Mavi pipet ucu

. 5 ml’lik pipet ucu

. Otomatik ayarlanabilir pipet takimi1 (Eppendorf, Almanya)

3.2. Molekiiler ve Kimyasal Malzemeler

f etil alkol (Merck, Almanya)

Deiyonize su cihazi (SG, Almanya)

Kl

oroform (Carlo Erba, italya)

[zoamil alkol (Merck, Almanya)

Proteinaz K (20 mg/ml) (Fermentas, Amerika)
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Sodyum Dodecil Siilfat (SDS,) (Merck, Almanya)

Triton X-100 (Bio Basic Inc., Kanada)

NaCl (Merck, Almanya)

Tris (Base) (Bio Basic Inc., Kanada)

EDTA (Sigma-Aldrich, Almanya)

Sakkaroz (Merck, Almanya)

Agaroz A (Bio Basic Inc., Kanada)

Lityum hidroksit monohidrat (Sigma-Aldrich, Almanya)

Borik Asit (Merck, Almanya)

Magnezyum Kloriir (Merck, Almanya)

Gliserol (Merck, Almanya)

Bromo fenol blue (Merck, Almanya)

Primerler (4 adet) (Metabion, Almanya)

DreamTaq DNA Polimeraz (Thermoscientific, Amerika)

Mspl restriksiyon endoniikleaz enzim (Thermoscientific, Amerika)
BanllI restriksiyon endoniikleaz enzim (Thermoscientific, Amerika)
Lityum borat elektroforez tamponu (pH 8.5)

6x yuriitme tamponu

FastRuler (Fermantase, Amerika)

3.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

S5xEritsosit Lizis Tamponu

1.6M Sukroz final 0.32M

60mM Tris-HCI, pH 7.6 final 12 mM

25mM MgClh final SmM

%35 Triton X-100 final %1 (otoklav sonrasi katilir)

SxLokosit Lizis Tamponu

500mM NaCl final 100mM NaCl
20mM EDTA final 4mM EDTA
100mM Tris-HC1  final 20mM Tris-HCI
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SDS (%10)

Kloroform: izoamil Alkol (24:1)

% 70°lik Etanol

5.3 M’lik NaCl

6xYiiriitme Tamponu
10mM Tris-HCI (pH7.6)
%060 gliserol
%0.03 Bromo fenol blue
60mM EDTA

Lityum Borat (20X), pH 8.5
0.2 M Lityum hidroksit
0.58 M Borik asit

3.4. Hasta ve Kontrol Grubu Bireyleri

Prospektif olarak planlanan bu calismaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi kardiyoloji klinigine basvuran 18-70 yas arasindaki
56’s1 erkek ve 44’1 kadin olmak {izere toplam 100 olgu ardisik olarak alindi. KY tanisi
ekokardiyografik degerlendirme sonucunda sistolik ve diyastolik fonksiyonlara gore
konuldu. Medikal tedavi altinda asemptomatik olmasi stabil KY ve 3 ay iizerinde KY
hikayesi olmasi ise kronik KY olarak tanimlandi. Kronik ve stabil K'Y tanis1 konulan 100
hasta ¢aligma grubu, benzer yas ve cinsiyette saglikli olan 32’si erkek ve 49’u kadin
toplam 81 kisi de kontrol grubu olarak alind.

Tiim bireyler, hipertansyion, diyabet, obezite, ailede kalp hastalig1 dykiisti, sigara,
alkol, hiperlipidemi gibi risk faktorleri bakimindan sorgulandi. Sistolik kan basinci 140
mm Hg’nin, diyastolik kan basinct 90 mm Hg’nin {izerinde olanlar ya da antihipertansif

ila¢c kullananlar hipertansif kabul edildi. A¢ghik LDL diizeyi 130 mg/dl’nin {izerinde
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olanlar ya da statin kullananlar hiperkolesterolemik; aclik trigliserid diizeyi 150
mg/dl’nin iizerinde olanlar ya da antilipidemik ila¢ kullananlar hipertrigliseridemik
olarak belirlendi. A¢lik kan sekeri 126 mg/dI’nin iizerinde olanlar veya diyabetes mellitus
tanisiyla tedavi gorenler diyabetik kabul edildi. Olgular sigara icenler ve hi¢ igmemis
olanlar seklinde ayrildi. Birinci derece yakinlarinda koroner arter hastaligi1 olanlar i¢in
aile oykiisii pozitif kabul edildi.

Calisma oncesi Etik Kurul izni ve tiim olgularda bilgilendirilmis onam formlar

alindi, kabul etmeyenler ¢aligmaya alinmadi.

3.5. DNA Analizi

DNA izolasyonu i¢in tiim bireylerden hastaneye basvuru sirasinda a¢ karnina

vendz 2-3 ml EDTA’l1 kan alind1 ve galisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

DNA, EDTA’ll tam kandan tuzla ¢oktiirme (salting-out) teknigine (94) gore asagida
belirtildigi gibi elde edildi. PCR’da her bir birey i¢in 20-30 ng DNA kullanildu.

1. 800ul 1x Eritrosit lizis tamponuna 300ul tam kan eklendi ve yavasca alt iist edildi.
Karisim oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

2. Karisim, 13.000xg’de 40 sn siire ve 4°C’de santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi, 800ul 1x
eritrosit lizis tamponu ile iki defa daha ayni islemden gegcirildi.

3. 13.000xg’de 40 sn silire ve 4°C’de santrifiijden sonra niikleer hiicre c¢okeltisi
vortekslendi.

4. Cokeltiye, 60ul 5x Lokosit lizis tamponu, 30ul (%1) SDS eklendi ve 30 sn kuvvetlice
vortekslendi ve ardindan 1.5 pl (20 mg/ml) Proteinaz K (final 100 pg/ml) eklenir
(toplam 300ul) ve hafif¢e vortekslendi.

5. Karisim, 55°C’de 20 dakika siire ile tutuldu ve hemen ardindan 2-3 dakika siire ile
buzda bekletildi.

6. Karigima 100ul NaCl (5.3M) eklendi (final 1.325M) ve 600ul kloroform: izoamil
alkol (24:1) eklendi ve 15sn vortekslenerek 3 dakika siire ile santrifiijlendi.

7. DNA igeren iist faz (350ul) dikkatlice yeni bir tiipe alind1 ve tizerine 700ul %100
soguk etanol eklenerek DNA’nin presipite olmasi i¢in 5 dakika buzda bekletildi.
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8. 13.000xg’de 2 dak. siire ve 4°C’de santrifiijlendi. DNA ¢okeltisi, 1 ml %70’lik soguk
etanol ile yikandi ve 2 dakika siire ile 4°C’de santrifiijlendi. Ust faz atild1.

9. DNA tasiyan tiipler 65°C’de 5-10 dakika tutularak etanolun buharlagsmasi saglandi.

10. DNA, 100pl deiyonize su ile ¢oziildii ve DNaz inhibisyonu i¢in 70°C’de 10 dakika
stire ile tutuldu ve PCR islemine kadar -20°C’ye alind1.

3.6. PCR-RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi) Teknigi
NOS3 geni promotor bolgesi ilizerinde bulunan NG 011992.1: g.6933C>T
(NM_000603.4: c.-51-762C>T, rs2070744) polimorfik alanini igeren ve asagida dizisi
gosterilen 180 baz ¢iftlik amplikon;

TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCACCTGCATTCTGGGAACTGTAGTTTCCCTAG
TCCCCCATGCTCCCACCAGGGCATCAAGCTCTTCCCTGGCEGGCTGACCCTG
CCTCAGCCCTAGTCTCTCTGCTGACCTGCGGCCCCGGGAAGCGTGCGTCACT
GAATGACAGGGTGGGGGTGGAGGC

cogaltilmasinda kullanilacak primer annealing (yapigsma) sicakliginin tespiti i¢in
“gradient PCR” calismasi yapildi. Bu amagcla, gradient PCR reaksiyonu (10ul);
1XDreamTaq PCR tamponu (2mM MgCl, igerikli), 0.2 uM’lik forward ve reverse
primerler (Tablo 1) (95, 96), 200 uM dNTP’ler, 30 ng genomik DNA ve 1 Unite
DreamTaq DNA polimeraz ile hazirland1 ve ilk denaturasyon 3 dakika siireyle 94°C,
ardindan 30 siklus boyunca 94°C’de 30 sn, 61°C’de (6°C gradient) 30 sn, 72°C’de 30 sn
ve final sentez i¢in 72°C’de 5 dakika boyunca PCR programi uygulanarak 180 baz ¢ifti
uzunlugunda PCR firiinii elde edildi. Boylece en iyi DNA bandinin meydana geldigi
annealing sicaklig1 (65°C) belirlendi (Sekil 9).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer dizileri (95, 96).

SNP Primer dizileri Amplikon

1s2070744C>T 5’-TGGAGAGTGCTGGTGTACCCCA-3’ (forward) 180 bg
5’-GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3’ (reverse)

1s1799983T>G 5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA-3’ (forward) 248 be
5’-CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA-3’ (reverse)

24



501 bg —»

190 b¢—— _ S S S e W <— 180 bg

63.1 65.5 67
64.3 66.4

Sekil 3.1. NOS3 geni c.-51-762C>T gradient PCR profili. Kuyu M: DNA Marker (pUC19, Fermentas,
Amerika); kuyu 1-12(55-67°C’de) 180 baz ¢iftlik PCR {iriinleri.

PCR reaksiyonu optimizasyonu yapildiktan sonra PCR reaksiyonu;

Her kisiden 2’ser ul DNA etiketli PCR tiiplerine dagitildi ve ardindan asagida
ifade edildigi gibi ortak PCR karigimi1 hazirlandi.

Ana kons. Final kons. 10pl hacim
ddH>O Ix 6.2ul
PCR buffer (10X) Ix Tl
dNTP’ler (10mM) 0.2mM 0.2ul
Forward primer (10uM) 0.2uM 0.2ul
Reverse primer (10uM) 0.2uM 0.2ul
DreamTaq DNA pol. (5U/ul)  1U/10pul 0.2ul (1U)

Karisim her bir PCR tiipiine 8’er ul seklinde dagitildi ve asagida yazili PCR programi
uygulandi.

94°C’de 3 dakika (ilk denaturasyon)
30 siklus boyunca,

94°C’de 30 sn,

65°C’de 30 sn,

72°C’de 30 sn

72°C’de 5 dakika (final sentez)
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RFLP reaksivonu (30ul)
Final Kons. Final Hacim (30ul)

ddH>O Ix 17.8ul
RFLP Buffer (10x) Ix 2ul
Mspl (5U/ul) 10/30u1 0.2ul

Karisimdan 20pl alip 10pl PCR iiriiniine katildi ve hafifce karistirildi. 37°C’de 2 saat

siireyle inkiibe edildi.

Elektroforez jeli (pH 8.5)

ddH>O Ix 79.8ml
LB buffer (20x) Ix 4.2ml
EtBr (10mg/ml) 0.5png/ml 4.2ul

Agaroz %2.5 2.51gr

Karigimdan sonra jel mikrodalgada ardisik olarak diisiik ayarda 2 dakika ve ii¢
defa 1’er dakika siirelerle agaroz eritildi ve oda sicakliginda el yakmayacak duruma
gelince jel tablasina dokiilerek 20’ser disli taraklar konarak 15 dakika siire ile katilagmasi
beklendi.

PCR-RFLP firiinleri 6X yiiriitme tamponu ile karistirdiktan sonra 1X Lityum
borat (LB) elektroforez tamponu i¢indeki jelin kuyularina 10’ar pl seklinde uygulandi.
Elektroforez DNA marker (FastRuler, Fermentas) varliginda 200V ve 20 dakika siire ile
yapildi. Ardindan jel musluk suyu ile hafifce yikanarak Jel Analiz ve Dokiimentasyon
sistemi ile goriintiilenerek fotografi ¢ekildi.

Jel lizerinde 138, 46 ve 42 baz ¢ifti seklinde tic DNA bandi goriilmesi CC genotipi
(yabanil tip, homozigot), 138, 92, 46 ve 42 baz ciftlik dort DNA bandi goriilmesi ise CT
genotipi (polimorf, heterozigot) ve 138 ve 42 baz ¢iftlik DNA bandi goriilmesi TT genotip
(polimorf, homozigot) olarak degerlendirildi (Sekil 10).
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Sekil 3.2: NOS3:c.-51-762C>T noktasinin Mspl restriksiyon profili. Kuyu M: DNA Marker (FastRuler
1500-50 bg, Fermentas, Amerika); kuyu 1: kesilmemis PCR {iriinii; kuyu 2: CC genotipi (homozigot,
normal); kuyu 3: CT genotipi (heterozigot); kuyu 4: TT genotipi (homozigot, polimorfik).

NOS3 geni ekson 7 zerinde bulunan NG 01992.1:2.12965T>G
(NM_000603.4:¢.894T>G, 1s1799983, NP _000594.2:p.Asp298Glu) polimorfik alanini

iceren ve asagida dizisi gdsterilen 248 baz ciftlik amplikon;

AAGGCAGGAGACAGTGGATGGAGGGGTCCCTGAGGAGGGCATGAGGCTCA
GCCCCAGAACCCCCTCTGGCCCACTCCCCACAGCTCTGCATTCAGCACGGCT
GGACCCCAGGAAACGGTCGCTTCGACGTGCTGCCCCTGCTGCTGCAGGCCC
CAGATGAECCCCCAGAACTCTTCCTTCTGCCCCCCGAGCTGGTCCTTGAGGT
GCCCCTGGAGCACCCCACGTGAGCACCAAAGGGATTGACTGGG

Amplifikasyonun optimizasyonunda uygulanan gradient PCR ve belirlenen annealing

sicakligina (65°C) gore yapilan PCR yukaridaki ile ayn1 sartlarda yapildi (Sekil 11).
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Sekil 3.3. NOS3 geni c.894T>G gradient PCR profili. Kuyu M: DNA Marker (FastRuler 1500-50 bg,
Fermentas, Amerika); kuyu 1-12 (55-67°C’de 248 baz ¢iftlik PCR firtinleri.

10 pl’lik PCR fdrtini 30pul’lik restriksiyon reaksiyon hacminde 1 U Banll

(Eco241) enzimi ile 2 saat boyunca 37°C’de kesimi yapildi ve %2’lik agaraoz jel
elektroforezi ile 200V ta ve 20 dak. siire ile ayristirildi. Jel iizerinde 163 ve 85 baz ¢ifti
seklinde iki band goriilmesi TT genotipi (yabanil tip, homozigot), 163 ve 85 baz ciftlik

iki DNA bandi GG genotipi (polimorf, homozigot) ve 248, 163 ve 85 baz ciftlik iic DNA
band1 goriilmesi ise TG genotipi (polimorf, heterozigot) olarak degerlendirildi (Sekil 12).
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Sekil 3.4. NOS3:¢.894T>G noktasinin Banll restriksiyon profili. Kuyu M: DNA Marker (FastRuler 1500-
50 bg, Fermentas, Amerika); kuyu 1: kesilmemis PCR iiriinii; kuyu 2: TT genotipi (homozigot, normal);
kuyu 3: TG genotipi (heterozigot); kuyu 4: GG genotipi (homozigot, polimorfik).

3.7. istatiksel Analiz

Niimerik veriler ortalama + standart sapma, kategorik degiskenler ise say1 veya
ylizde seklinde ifade edildi. Kategorik veriler i¢in ki-kare testi niimerik verilerde unpaired
t-testi veya Mann-Whitney U-testi kullanildi. NOS3: ¢.-51-762C>T ve ¢.894T>G'nin
genotip frekanslar1 dagilimina Hardy-Weinberg dengesine uyumluluk i¢in ki-kare testi,
genotip ile allel oranlarmin degerlendirilmesi i¢cin SPSS v22’de Fisher’s exact testi

kullanildi.
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4. BULGULAR

Hasta ve saglikli bireylerin klinik ve demografik verileri Tablo 2’de verilmistir.
Calismaya dahil edilen hasta grubu bireylerinin yas, lire ve K" degerleri kontrol grubu
bireylerinin degerlerinden daha yiiksek ve istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0.05). Ayni sekilde hasta grubunun HDL-C, LDL-C, Total kolesterol, Trigliserit, EF
ve Na' degerleri kontrol grubu degerlerinden daha diisiikk ve istatiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Buna ek olarak viicut kitle indeksi (VKI), Hemoglobin (Hb),
Hematokrit, Kreatinin, Keratin kinaz (CK), ALT, Troponin, Nabiz, Sistolik ve Diastolik

kan basing degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Tablo 2).

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubu bireylerinin demografik ve klinik veri dagilimi

Kalp Yetmezligi Hastalar1 Kontrol Grubu p-degeri
(n=100) (n=81)
Yas (y1l) 66.33 £13.49 4517 £15.58 0.001
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 56/44 32/49 0.036
VKI (kg/m?) 26.79 £4.92 27.95+5.63 0.143
HDL-C (mg/dl) 38.33+£10.43 47.23 £14.11 0.001
LDL-C (mg/dl) 86.86 £28.96 101.31£37.97 0.004
Total Kolesterol (mg/dl) 151.24 +£35.69 184.69 £51.01 0.001
Trigliserit (mg/dl) 129.29 £62.27 174.04 £118.77 0.001
Ejeksiyon fraksiyonu (%) 34.14 +£10.92 60.55 +4.03 0.001
Hemoglobin (g/dl) 14.79 £14.76 14.21£2.18 0.730
Hemotokrit (%) 45.23 £29.78 43.44 £5.96 0.597
Ure (mg/dl) 56.91 £34.42 27.60 £10.94 0.001
Kreatinin (mg/dl) 3.92£21.31 0.76 £0.24 0.184
Kreatin kinaz (U/L) 110.51 +£140.09 109.82 £115.53 0.972
ALT (U/L) 45.53 £196.20 18.18 +£9.82 0.212
Troponin (ng/ml) 1.01 £2.93 0.73 £2.26 0.469
Na (mEq/L) 136.5 +£3.74 138.28 £3.29 0.001
-K (mEq/L) 4.68 £0.76 4.32 +0.46 0.001
Nabiz 81.91 +£15.39 81.24 £12.34 0.754
Sistolik Kan Basinci (mmHg) 120.90 £16.72 119.59 £17.83 0.612
Diastolik Kan Basmer (mmHg) | 71.83 +£10.79 74.22 £10.44 0.134
Diabet 44 26 0.215
Sigara 26 22 0.865
Hipertansiyon 47 33 0.546

VKI: Viicut kitle indeksi; HDL-C:

High-density lipoprotein cholesterol, LDL-C: Low-density lipoprotein

cholesterol, ALT: Alanin amino transferaz, Na: Sodyum, K: Potasyum.

Bu ¢aligmada, hasta ve kontrol gruplarinda NOS3 geni c.-51-762C>T (sirasiyla
X2=0.55 ve 0.44) ve ¢.894T>G (sirasiyla X?>= 0.09 ve 0.6) polimorfik alanlarin genotip
oranlarinin Hardy-Weinberg dengesiyle uyumlu oldugu belirlendi (p>0.05). Boylece elde

edilen genotip oranlarinin Hardy-Weinberg dengesine uygun oldugu tespit edildi.
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PCR-RFLP teknigine gore NOS3 geninin her iki polimorfik noktasina yonelik
yapilan ¢aligmalardan hasta ve kontrol grubunda elde edilen genotip ve allel oranlarinin
Fisher’s Exact testi ile yapilan degerlendirilmesi Tablo 3’de gosterilmektedir. Hasta ve
kontrol grubunda NOS3 geni c.-51-762C>T polimorfizm oranlar1 Fisher exact testi
yoniinden incelendiginde; hastalarin CT (%47.0) genotipi ve TT (%25.0) genotip oranlari
kontrol grubundaki CT (%45.7) ve TT (%24.7) degerlere gore daha yiiksek olsa da
aralarinda istatistiki bir farkin olmadig1 goriildii (p>0.05). Bunun yaninda hasta grubunda
c.894T>G polimorfik noktasina iliskin TG (%41.0) ve GG (%23.0) genotip oranlari
kontrol grubundaki TG (%46.9) ve GG (%23.5) genotip oranlarindan daha diisiik
olduklar tespit edilse de istatiksel olarak anlamli olmadigi goriildi (p>0.05) (Tablo 3).

Tablo 4.3. Hasta ve Kontrol gruplarinda NOS3: ¢.-51-762C>T ve NOS3: ¢.894T>G Polimorfizm
Oranlarinin Dagilimi.

SNP Kalp Yetmezligi | Kontrol Grubu
Genotip/Allel Grubu (n=100) (n=81) X2 OR (95% CI) p-degeri
NOS3:¢.-51-762C>T
Genotip
CC 28 (%28.0) 24 (%29.6) 1.167 | Referans Referans
CT 47 (%47.0) 37 (%45.7) 0.087 | 1.055(0.586-1.898) [ 0.882
TT 25 (%25.0) 20 (%24.7) 0.000 [ 1.017 (0.516-2.003) | 1.000
Allel
C 103 (%51.5) 85 (%52.5) 0.034 [ Referans Referans
T 97 (%48.5) 77 (%47.5) 0.034 | 1.040 (0.687-1.574) [0.916
NOS3:¢.894T>G
Genotip
TT 36 (%36.0) 24 (%29.6) 0.820 [ Referans Referans
TG 41 (%41.0) 38 (%46.9) 0.636 | 0.786 (0.435-1.420) | 0.454
GG 23 (%23.0) 19 (%23.5) 0.005 [ 0.975(0.487-1.950) | 1.000
Allel
T 113 (%56.5) 86 (%53.1) 0.421 Referans Referans
G 87 (%43.5) 76 (%46.9) 0.421 |[0.871(0.575-1.321) [0.526

X2=Ki Kare, OR = olasilik orani, CI = giiven arali1, SNP = Tek Niikleotid Polimorfizmi.

Ayrica, kalp yetmezligi tasiyan hastalarin NOS3 geni c.-51-762C>T alan1 CC
genotip (yabanil tip, normal) ve TT genotipli (polimorfik) hastalar arasinda incelenen
klinik ve demografik parametreler bakimindan troponin disinda diger parametreler
arasinda istatiksel olarak herhangi bir fark gozlenmedi (p>0.05). Ek olarak, KY tasiyan
hastalarin NOS3 geni ¢.894 alan1 TT genotip (yabanil tip, normal) ve GG genotipli

(polimorfik) hastalar arasinda hipertansiyon tasima sikligi bakimindan her iki grup
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arasinda hafif de olsa istatiksel olarak anlamli fark belirlendi (p<0.05). Her iki grup
arasinda Yas, VKIi, HDL-C, LDL-C, T. Kolesterol, Trigliserit, EF, Hb, Hemotokrit, Ure,
Kreatinin, Kreatin kinaz, ALT, Na, K, Nabiz, Sistolik ve Diastolik Kan Basinci degerleri
ile Diyabete sahip olma ve Sigara i¢iciligi yoniinden anlamli bir fark gériilmedi (p>0.05)

(Tablo 4).

Tablo 4.4. Kalp yetmezligi hastalarinda NOS3 geni normal ve polimorfik genotipler arasinda demografik

ve klinik parametrelerin degerleri.

¢.-51-762C= ¢.894T>G

Genotip CC TT p-degeri TT GG p-degeri
Bireyler (n) 28 25 36 23

Yas (y1l) 63.14+13.9 66.16+16.64 0.461 66.66+11.34 66.08+13.78 0.861
VKI (kg/m?) 27.82+5.61 27.06+5.8 0.630 26.2545.26 27.26+3.82 0.428
HDL-C (mg/dl) 36.37+9.82 38.2849.4 0.475 39.13+11.69 35.9349.07 0.269
LDL-C (mg/dl) 84.75+29.18 88.82428.75 0.612 80.71£23.27 87.01+30.82 0.376
Total Kolesterol (mg/dl) 146.07+35.24 152.6+36.25 0.510 145.52+31.94 152.91+40.71 0.440
Trigliserit (mg/dl) 135.64+58.61 118.04+59.25 | 0.283 123.16+58.55 131.04+67.82 0.638
EF (%) 36.60+11.67 34.72+11.26 0.553 34.88+10.57 34.26+12.96 0.839
Hemoglobin (g/L) 18.114£27.72 13.2242.20 0.384 17.17424.40 13.57+2.83 0.486
Hematokrit (mg/dl) 50.72+55.54 42.19+6.13 0.449 41.94+6.49 42.78+8.40 0.670
Ure (mg/dl) 61.26+41.69 47.48+21.81 0.145 59.97+41.58 58.144+40.68 0.869
Kreatinin (mg/dl) 1.25+0.94 4.05+15.20 0.335 6.77+33.30 1.15+0.70 0.423
Kreatin kinaz (U/L) 119.06+170.23 | 121.82+187.0 | 0.955 127.19£154.45 106.26+174.92 0.632
ALT (U/L) 107.67+£367.16 | 21.4+14.98 0.246 35.41459.32 17.86+10.62 0.167
Troponin (ng/ml) 0.27+0.86 2.31+5.17 0.045 1.18+3.00 0.82+2.39 0.629
Na (mEq/L) 137.28+3.56 135.56+3.97 0.102 136.80+3.23 135.34+4.64 0.161
K (mEg/L) 4.57+0.66 4.74+0.65 0.356 4.56+0.72 4.86+0.90 0.174
Nabiz 83.96+17.33 81.16+15.72 0.542 83.16+17.13 81.73+15.09 0.745
Biiyiik Kan Basinci 121.07+15.49 117.72+17.28 | 0.460 119.02+16.63 120.60+19.56 0.741
Kiigiik Kan Basinci 72.96+9.70 69.40+10.97 0.215 70.75+11.01 69.78+12.58 0.757
Diabet 13 13 0.786 16 11 1.000
Sigara 7 7 1.000 7 6 0.748
Hipertansiyon 14 16 0.407 13 15 0.036

Ortalama =+ standart sapma, c¢.-51-762C>T alan1 CC genotipi (normal) ve TT (polimorfik) ile c. 894T>G
TT (normal) ve GG (polimorfik)
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5. TARTISMA

KY hastalig1 iizerinde NOS3 geni c.-51-762C>T ile ¢.894T>G polimorfik
noktalarinin genotip ve allel oranlarinin etkisinin olup olmadiginin agiga ¢ikarilmasi i¢in
yaptigimiz ¢calismamizda; c.-51-762 CT ve TT genotipleri ile T allelleri oranlar1 kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlense de istatiksel olarak anlamsiz oldugu tespit
edildi (p>0.05). Calisilan bu polimorfik nokta NOS3 geninin protein kodlamayan
promotor dizisi lizerindedir. Bu bolge genin ekspresyonunda diizenleme rolii almaktadir.
NCBI’daki son veriye gore bu nokta, genin ilk intronu iizerindedir. Ancak genin ilk.
eksonu kod tasimadigi icin ilk ekson ve ilk intron promotora dahil olmaktadir. Endotel
fonksiyonunun kalitim derecesini degerlendiren az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Terzi
ve arkadaglar1 ¢alismalarinda; NOS3 geni ¢.-51-762C>T polimorfizminin CC ve TT
genotiplerini tastyan KY hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gbzlenmemis, ancak CC ve TT genotipleri hastalarin mortalitesi arasinda anlamli bir fark
bulunmustur. Ayrica bu ¢alisma ile KY hastalar1 ile kontrol grubunda hipertansiyon ve
diabet tasiyan bireyler arasinda da bir fark bulunmamistir (97). NOS3 geni
polimorfizmleri ve ¢evresel faktorler arasinda cesitli etkilesimler oldugu bildirilmistir.
Hint toplumunda koroner kalp hastalarinda yapilan bir ¢alismada; NOS3 geni -51-
762C>T allel ve genotip frekanslart ve haplotiplerinin hasta ve saglik kontrol grubu
arasinda anlamli sekilde farkli olduklari bulunmustur (98). Cin toplumunda yapilan baska
bir calismada NOS3 geni -51-762C>T polimorfizminin koroner arter hastalig1 i¢in risk
tasidigr  belirlenmistir. Meta-analizi ¢alisma sonuglari, NOS3 c¢.—51-762C>T
polimorfizminde T allelinin koroner arter hastalifi icin risk olusturabilecegi ifade
edilirken, bunu teyit eden az sayida ¢calismanin oldugu vurgulanmaistir (99).

Calismanmizda, KYY hasta ve kontrol grubunun bireyleri yas, cinsiyet, VKI, HDL-
C, LDL-C, Total Kolesterol, Trigliserit, Ejeksiyon fraksiyonu, Hemoglobin, Hemotokrit,
Ure, Kreatinin, Kreatin kinaz, ALT, Troponin, Na", K*, Nabiz, Sistolik Kan Basinci,
Diastolik Kan Basinci, Sigara, Diabet ve Hipertansiyon gibi klinik ve demografik
parametreler arasinda istatistiki karsilagtirma yapildi. Hasta ve kontrol grubu bireylerinin
ortalama yas degerleri arasinda degerlendirme yapildiginda, hasta grubu yas
ortalamasinin kontrol grubuna gore yiiksek ve istatiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0.05). Bunun sebebinin, KY hastaliginin ileri yaslarda olmasi ve bu yag araliginda

saglikli kontrol grubu bireylerinin bulunamamasindan dolay1 oldugunu diisiinmekteyiz.
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Yasla ilgili yapilan 6nceki ¢alismalarda hem kalp yetmezligi insidans1 ve hem de kalp
yetmezligi prevalansi, risk faktorlerinin kontrol altina alimmasiyla sag kalimin
tyilestirilmesi sonucu koroner arter hastalig1 ve kalp yetmezliginin ileri yaslar1 kapsadigi
bildirilmigtir. NOS3 geni polimorfizmlerinin hipertansiyon, preeklampsi, felg ve diyabet
ile iliskisi belirsizligini korumaktadir (29).

Aynmi sekilde c¢alismamizda hasta ve kontrol grubu bireylerinde cinsiyet
dagilimmin istatiksel olarak anlamli oldugunu gérmekteyiz. Ancak Onceden yapilan
caligmalarda erkeklerin kadinlara gdre her yasta kalp yetmezligi insidansi biraz daha
yiiksektir, kadinlar yasl niifusun daha biiyiik bir boliimiinii (%51) temsil ettiginden, kalp
yetmezligi kadinlarda daha fazla goériilmektedir (29). Framingham ¢alismasinda teshisten
sonra, sag kalim siiresi kadinlarda 3.2 yil iken, erkeklerde 1.7 yil olmaktadir. KY’nde
oliim riski bir¢ok kanser ¢esidinden daha yiiksektir. Ayrica izlem ¢alismalarinda 5 yillik
mortalite erkeklerde %62, kadinlarda %42 olarak bulunmustur (30). Boylece cinsiyetin
mortalite lizerinde anlamli olmayan bir etkisi s6z konusudur.

Kalp yetmezligi sendromu kiiresel bir saglik sorunudur. Kalp yetmezligi olan
hastalarin durumu, 6nemli 6l¢lide morbidite ve sag kalim yoniinden kanser hastalarina
benzemektedir (100, 101). Kalp yetmezligi ¢ok biiyiikk saglik harcamalarina neden
olmaktadir. Son zamanlarda yayinlanan bir dizi rapor, kalp yetmezligi ile yasayan insan
sayisinda yaslanan niifus nedeniyle ciddi bir artis oldugunu gdstermektedir (8, 9, 102,
103). On yillik stire¢ i¢inde pek ¢cok Orta Dogu ile Bati iilkeleri kalp yetmezligi ve risk
teskil eden diabetes mellitus, obezite ve hipertansiyon gibi risk faktorleri karsilagtirilmig
ve bu hastaliklarin prevalansinda artiglar gdzlemlemistir (104).

Bizim c¢alismamizda, hasta grubunda HDL-C, LDL-C, Total Kolesterol,
Trigliserit, Ejeksiyon fraksiyonu kontrol grubuna gore daha diisiik ve istatiksel olarak
anlamli bulundu (p<0.05). Ek olarak hasta grubunda iire kontrol grubuna gore daha
yiiksek ve bu degerin iki grup arasinda anlamli oldugu goriilmektedir. Ayrica hasta
grubunda Na* iyonu, kontrol grubuna goére daha diisiik ve istatistiki olarak anlamli
bulunurken, hasta grubunda K* iyonu kontrol grubuna gore daha yiiksek ve istatistiki
olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bunun yaninda hasta grubunda sistolik ve diastolik kan
basinci degerleri ile kontrol grubunun sistolik ve diastolik kan basinci degerleri arasinda
anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05). Her iki ¢aligma grubunda bireylerin sigara, diyabet

ve hipertansiyon degerleri agisindan anlamli bir fark tespit edilemedi. Polonya’da farkli
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toplumlar {izerinde yapilan bir ¢aligmada KY hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
sistolik ve diastolik kan basinci arasinda anlamli fark oldugu goriilmiistiir (105). Sigara
kullanimi, 6zellikle Asya popiilasyonlarinda intron 4 ve ¢.51-762 C>T polimorfizmleri
caligmalarda ana odak noktasi olmustur. Sigara i¢iminin intron 4 {izerinde 27 baz ¢iftlik
tekrar polimorfizmi ile koroner darlik arasinda anlamli iligki bulunmustur (106).

Hint toplumunda koroner kalp hastalarinda yapilan bir ¢alismada; koroner kalp
hastalig1 icin yas, kan basinci, obezite, diabetes mellitus, sigara, vejeteryan diyet, aile
oykiisti gibi risk faktorii oranlarmin kontrollere gore anlamli sekilde yiiksek oldugu
belirlenmistir (98, 107). Diger bir caligmaya gore KY hasta bireylerin klinik
parametrelerinden trigliserit disinda kalan VKi, HDL, LDL, total kolesterol ve diabet
yoniinden istatistiki bir farkin olmadigi bulunmustur (90). Ayrica ¢alismamizda EF
degeri, KY ile saglikli kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bulunmustur ve bu
parametre KY’liginde ¢ok onemlidir. Zira KY hastalarinda bulunan EF degeri saglikl
kontrol bireylerinden olduk¢a diisiik bulunmustur. Amerikan toplumunda diisiik KY'li
hastalarin %40'min fazlasinda izole diyastolik fonksiyon bozuklugu tespit edilmistir.
Ejeksiyon fraksiyonu ve diyastolik fonksiyon bozuklugu arasinda iliski bulunurken ve
diisiikk EF'li KY hastalarinda yiliksek mortalite oran1 bulunmustur (98).

Calismamizda inceledigimiz NOS3 geni 7. eksonu iizerinde bulunan ¢.894T>G
polimorfik noktasinda T olmasi nitrik oksit sentaz 3 enziminde Aspartat (Asp)
aminoasidinin oldugunu ve T’in yerine G’nin gelmesi ile enzim protein dizisinin 298.
pozisyonunda Asp amino asidi Glutamin (Glu) amino asidine doniismektedir. Bu
aminoasit degisimi enzimde fonksiyon bozukluguna neden olmamaktadir. Ancak enzimin
molekiiler yapisinda farklilik yaparak kisiye avantaj veya dezavantaj saglayabilmektedir.
Vaskiiler endotelyumda eksprese edilen NOS3 geninin ¢.894T>G polimorfik noktasinin
kardiyovaskiiler hastaliklarda risk faktorii aragtirmalarinda allellerinin kalitiminda
bireyler arasi farkliliklarin etkili oldugu bildirilmistir (34, 88, 90). Calismamizda c.894
TG ile GG genotipleri ve G alleli oranlarinin hasta ve kontrol grubu arasinda istatiksel
olarak anlamli olmadigini belirledik. Caligmaya goére genin bu polimorfik noktasinin KY
iizerinde bir risk olusturmadigmi diisiinmekteyiz. Ulkemizde yapilan bir calismada
koroner arter hastaligi tasiyan hastalarda NOS3 geni ¢.894T>G genotip oranlar1 aragtilmis
ve sonucun kontrol grubundan farkli olmadigir gosterilmistir (10). Hint toplumu

caligmasinda koroner kalp hastaliginda ¢.894T>G polimorfizmlerinin anlamli olmadig:
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bulunmustur (108). Israil toplumunda ise sistolik KY hastalarinda yapilan NOS3:
¢.894T>G polimorfizm oranlari ile mortalite arasinda bir iligki bulunmustur (109). Hint
toplumu iizerinde yapilan baska bir calimada; dilate kardiyomiyopati, sistolik
disfonksiyonun ardindan kalp nakli gerektiren kalp yetmezligi hastalarinda NOS3 geni
varyantlarmin (c.-51-762C>T, ¢.894T>G ve intron 4 iizerinde 27 baz ¢iftlik ardisik tekrar
dizisinin) haplotip analizi sonucu risk olusturduklari bulunmustur (110). Multietnik
yapiya sahip Brezilya toplumunda Afrika kdokenliler ile yerli kalp yetmezligi hastalar
arasinda NOS3 ¢.894T>G polimorfizm sonuglar1 arasinda farklar bulunmustur. Afrika
kokenlilerde genotip oranlarinin yerlilere gore yiiksek oldugu ve iilkenin degisik
cografyalarinda farkli sonuglar elde edilmistir. Aymi sekilde, KY hastalarinda klinik,
ekokardiyografik ve genotip analizi ¢.894 allel ve hipertansiyon arasinda bir iliski oldugu
gosterilmigtir (111). Bir baska Brezilya toplumunda yapilan bir calismada; kokeni
Avrupa, Afrika ve Kizilderili’lerden olusan farkli toplumlardaki kalp yetmezligi hastalar
tizerinde yapilan NOS3 geni ¢.894T>G polimorfik alanlarin genotip ve allel oranlar
arasinda istatistiki bir fark gézlenmemistir (19, 112). Amerikan toplumunda kongestif
kalp yetmezligi hastalar1 {izerinde yapilan bir calismada; NOS3 promotoru iizerindeki c.-
51-762C>T polimorf homozigotlu bireylerde, énemli dengesizlige yol ag¢tig1 ve ani
oliimlere sebep oldugu belirlenmistir (113).

KY grubu iginde NOS3:c.-51-762C>T ile ¢.894T>G polimorfik noktalar
bakimindan homozigot normal ile homozigot polimorf bireylerin olusturdugu alt
gruplarin bireylerinde tespit edilen klinik parametreleri arasinda 6nemli farklarin olup
olmadigini belirlemek i¢in ayr1 bir degerlendirme yaptik. Bu degerlendirmeye gore KY
hastalarinda c.-51-762C>T polimorfik alanda CC (normal) ve TT genotipli (polimorfik)
alt gruplarda incelenen klinik parametrelerden troponin disinda diger parametreler
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0.05). Troponin degeri polimorf
olan TT genotipi tagiyan bireylerde daha yiiksek bulundu. Troponinin yiikselmesi miyosit
(kas lifi) nekrozunun bir gostergesidir (114). Calismamizda kullanilan KY’liginde
troponin yiikselmesi hastalarda miyosit hasarinin oldugunu gostermektedir.

Ek olarak, kalp yetmezIligi tasiyan hastalarin NOS3 geni ¢.894 alan1 TT genotip
(normal) ve GG genotipli (polimorfik) hastalar arasinda hipertansiyon bakimindan
istatiksel olarak fark oldugu belirlendi (p<0.05). GG genotipli (polimorf) bireylerin

normal genotipli birelere gore haha fazla hipertansiyona sahip olduklar1 tespit edildi.
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Gilinlimiizde hipertansiyonun hem kalp yetmezligi hem de koroner kalp hastalig1 gelisim
siirecinde rol oynamaktadir (115, 116).

Boylece ¢aligmamizin sonuglari, diinyanin degisik cografyalarinda yapilan bazi
calisma sonuglariyla parallellik gosterirken, bazilariyla zit goériinmektedir. Endotel
disfonksiyonu, kardiyovaskiiler risk faktorleriyle iliskilidir ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin olusumuna katkis1 biiytliktiir. Endotel NOS enziminin fonksiyonuna
dolayistyla KY hastaligi i¢in risk olusturup olusturmadiginin bilinmesi 6nemlidir. Bizim
caligmanin da dahil oldugu birgok ¢alismada inclenen birey sayisinin az olmasi sonuglarin
ortak bir noktada birlesmesine engel oldugunu diisiinmekteyiz. Molekiiler mekanizmalari
ve klinik sonuglar1 daha iyi anlamak ve ozellikle spesifik gen polimorfizmleri olan
hastalarin  tibbi ve girisimsel tedaviden fayda saglayip saglayamayacaklarini
degerlendirmek i¢in daha fazla bireyi kapsayan daha ¢ok sayida arastirmaya ihtiyag
bulundugu bir¢ok ¢aligsmada ifade edilmistir (90, 117).

Ozellikle, giivenilir bir sonug elde etmek icin, daha genis bir calisma popiilasyonu
iizerinde c¢alisilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir. Ayrica farmakogenetik stratejiler igin
potansiyel hedef olan gen polimorfizmleri ve tibbi tedaviler arasinda bir baglanti olup

olmadigini anlamak i¢inde ek klinik arastirmalara da ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

(Calismamiza gore;

1. NOS3:c.-51-762C>T polimorfizmi ile KY arasinda herhangi bir iliski belirlenmedi.

2. NOS3: c.-51-762C>T CT ve TT seklinde belirlenen heterozigot ve homozigot
polimorf genotipe sahip KY bireylerinde kontrol grubuna gore istatiksel olarak bir
fark bulunmadi.

3. NOS3: c.-51-762C>T polimorfimik noktasinda T alleli oranimnin KY riskini
artirmadig1 belirlendi.

4. NOS3: c.894T>G TG ve GG olarak belirlenen heterozigot ve homozigot polimorf
genotipe sahip KY bireylerinde kontrol grubuna gére anlamli bir fark gdzlenmedi.

5. NOS3: ¢.894T>G polimorfimik noktasinda G alleli oraninin KY iizerinde bir risk
olusturmadig: belirlendi.

Sonuglarimiza gore, NOS3 geninin diger polimorfizmleri ile kalp yetmezligi
arasindaki iligki arastirilabilir. KY ile iligkili olabilecegi diisiiniilen gen veya genlerin
polimorfik noktalar1 ile ilgili calismalarda, kesin sonug elde etmek i¢in hasta sayisi
artirllarak ve farkli cografyalarda yasayan insanlar1 kapsayacak ileri arastirmalarin

yapilmasini 6nermekteyiz.
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