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1. GIRiS

Halk arasinda kalp krizi olarak bilinen miyokard infarktiisii (MI) {iilkemizde ve
diinyada sikca karsilagilan ve 6liimle sonuclanan hastaliklarin basinda gelmektedir. M1, bu
ozelliklerinin yanmi sira toplum sagligi, gelismislik diizeyi bakiminda da Onemli bir
parametredir. Hastaligin ortaya ¢ikisinda gevresel faktorler, bireydeki metabolik olaylar ve
genetik mekanizmalarin etkili oldugu diistiniilmektedir. Cevresel faktorlerin ve hiicresel
metabolik siireclerin hastalik gelisimine olan etkisi ile birlikte genomda ve ozellikle de
genlerdeki meydana gelen degisikliklerin ortaya konulmasi hastaligin molekiiler temelini
anlamada oldukca ©Onemlidir. Dolayisiyla MI tablosunun gelisimi ile ilgili olabilecek
genlerle ilgili caligmalarin yapilmasi bu hastalifin tan1 ve tedavisinde 6nemli bir yere
sahiptir.

Nitrik oksit (NO) pek cok metabolik siirecte yer alan bir ‘mesajc1 molekiil” olarak
nitelendirilmektedir. Nitrik oksit sentaz (NOS)’lar tarafindan sentezlenen bu molekiiliin
ozellikle endotel hiicrelerden saliman formunun MI gelisiminde etkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu baglamda NO’nun sentezlenmesinden sorumlu olan endotelyal NOS
(eNOS) enzimini kodlayan genin dizilim farkliliklarinin incelenmesi onemli olabilir.
Literatiire gore eNOS geninde yaklasik 20’ye yakin polimorfik bolgenin bulundugu
bilinmektedir.

Bu c¢aligmada MI hastalarinda ve saglikli kontrol bireylerinde eNOS geninin 4.
intronundaki 4a/b VNTR (Variable number of tandem repeat — degisen sayida tandem
tekrarlar) polimorfizmi ile 7. ekzondaki Asp298Glu tek baz degisim polimorfizmlerinin
PZR-RFLP (polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon parca uzunluk polmorfizmi) teknigi
ile arastirllmasi, aile hikayesi, hipertansiyon, diyabet, sigara aligkanligi, total kolesterol,

trigliserit, HDL ve LDL seviyeleri ile iligkili olup olmadiginin incelenmesi amag¢lanmisgtir.



2. LITERATUR BIiLGi
2.1. Miyokard infarkstiisii

Miyokard infarktiisii (MI), yliksek morbitide ve mortalitesi olan en 6nemli saglik
problemlerinden biridir (Julian ve Norris 2002, Bleumink ve ark 2004). Gelismis ve
gelismekte olan {iilkelerde meydana gelen Oliimlerinin yaklasik %?25’lik bolimii MI
nedeniyle olmaktadir (Nordlie ve ark 2005, Gok 2002). MI, insan saghigina etkisinin
yaninda ciddi boyutlarda mali kayiplara da sebep olmaktadir. Toplum sagligi agisindan
onemi ve hem bireysel hem de devletlerin saglik biitceleri agisindan ciddi ekonomik
kayiplara neden olmasi dolayisiyla basta MI olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklardan
korunma yontemleri ve tedavisi ile ilgili stratejiler gelistirilmektedir (Jefferson ve Topol
2005, Nordlie ve ark 2005). Sosyal ve psikolojik perspektiflerden de ciddi bir sorun olan
MI, toplumda hastaligin goriillme sikliginin, klinik uygulamalarin ve yapilan tedavilerin bir

oOlciitii olarak 6nem tagimaktadir (Boersma ve ark 2003).

MI uzamis iskemi sonrasi meydana gelen geri doniisiimsiiz kalp kas1 nekrozudur
(Alpert ve ark 2000, Gok 2002, Boersma ve ark 2003). Koroner arterler iizerindeki her
kalp atiminda meydana gelen miyokard kasilmasi1 ve gevsemesi gibi fiziksel baskilar ve
oksijen ihtiyacindaki degisiklikler koroner kan akimimi diizenlemektedir. Koroner
arterlerdeki otoregiilator mekanizmalar, miyokard oksijen seviyesini belirli diizeylerde
tutarlar. Bu koruyucu ve diizenleyici mekanizmalar bozuldugu zaman uzamis iskemi veya
miyokard infarktiisii gelisebilmektedir (Sekil 2.1.) (Gok 2002). MI hastalarinin yaklagik
%85’inde aterosklerozla daralmis koroner arteri tikayan trombiis (piht1) ile kalp krizi
gecirilmektedir. Koroner trombiisler; aterosklerotik plak, koroner damar endoteli,
trombositler ve damar duvarimin dinamik tonusu arasindaki etkilesimlerle meydana
gelmektedir. Sonrasinda miyokardiyal doku oksijenizasyonunun bozulmasina bagl olarak
siddetli iskemi kaynakli hiicre oliimii gerceklesmektedir. Miyokarda dogrudan kan
saglayan damar(lar)in ttkanmasi durumunda hiicre 6liimii hizli gerceklesmekte ve infarktiis
bolgeleri disa dogru yayilim gostermektedir. Akut iskemi durumunda aerobik metabolizma
yetersiz kalmakta, doku asidozu ortaya ¢ikmakta ve hiicre ici ATP miktar1 azalmasina
bagl olarak ATP bagimli metabolik siirecler hizla bozulmaktadir. Hiicre i¢i kalsiyum (Ca)
birikmesi sonrasinda 6dem ve hiicre liimii gerceklesmektedir (Gok 2002, Jefferson ve

Topol 2005).
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Sekil 2.1. Miyokard infarktiisiin sematik gériinimii (www.medicinener.com).

Giiniimiizde MID'in tanist icin genel bir konsensus gerceklestirilmis olup ii¢
karakteristik ozelligi ile tanimlanmaktadir. Bunlar cesitli semptomlar (6rnegin gogiis
agrilar1), enzim artis1 ve Q-dalgalarmin olusumunu gosteren tipik elektrokardiyogram
(EKG) bulgularidir. Giincel klinik uygulamalarda; MI tamimlamas1 siirecinde hassas ve
spesifik serolojik belirtecler (markirlar) ve goriintiilleme sistemleri kullanilmaktadir. Ayrica
MI tanis1 konulmasinda Avrupa Kardiyoloji Birligi (European Society of Cardiology —
ESC) ve Amerikan Kardiyoloji Komitesi Koleji (American College of Cardiology
Committee — ACC)’nin 1999 yilinda olusturduklar1 konsensus ile kriterler netlestirilmistir.
Bu iki komite tarafindan MI tanis1 konulmasi i¢in patoloji, biyokimya, EKG, goriintiileme,
klinik ozellikler, epidemiyoloji ve halk sagligindan olusan 7 nokta belirlenmistir. Bunlarin
diginda da miyokardiyal nekroz alanin biiyiikliigii, iskemi siiresi ve nekrozun diizelebilme
kapasitesi gibi parametreler de kullanilmaktadir. Ayrica miyokardial nekroz sonucunda
miyositlerin harap olmasina bagh olarak dolasima miyoglobin, kardiak troponin T ve I,
kreatin kinaz ve laktat dehidrojenaz gibi farkli proteinler salindigi icin, 6zellikle kardiyak
troponin ve kreatin kinaz MB (CK-MB); MI tanisi konmasinda son derece Onemli
biyokimyasal belirteclerdir (Alpert ve ark 2000, Ferguson ve ark 2002, Boersma ve ark
2003, Jefferson ve Topol 2005, Ozdemir ve Cordan 2005). Son teknolojik gelismeler ile

MI daha erken evrelerde tespit edilebilmekte ve kriterlerdeki hassasiyetin artigi ile MI



vakalarinda dogru tan1 konmasi saglanmaktadir (Ferguson ve ark 2002, Boersma ve ark

2003).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, MI sebepleri ateroskleroz sebepleri ile birlikte
incelenmektedir. Giincel bulgular da degerlendirildiginde ateroskleroz risk faktorlerinin
yaklagik %90 oraninda MI i¢in de risk olusturdugu ifade edilmektedir. Bu duruma bagl
olarak ileri yas, cinsiyet (vakalarin erkek olmasi), sigara kullamimi, obezite,
hiperkolesterolemi, korononer kalp hastaliklar1 ve hipertansiyon belli baghh MI sebepleri
olarak belirtilmektedir (Shimasaki ve ark 1998, Lusis 2003, Boersma ve ark 2003,
Jefferson ve Topol 2005). Bunlarla birlikte arter iltihabi, travma, metabolik hastaliklar,
emboli yapan endokardit gibi durumlar, miyokard oksijen seviyesindeki azalma veya
artislar, hematolojik sebepler ve kokain bagimliligi gibi bagka sebepler de etkili
olabilmektedir (Gok 2002, Julian ve Norris 2002, Sonel 2003, Ozdemir ve Cordan 2005).
MD'in yiikksek goriilme oranina ragmen kalp krizinin gelisimi ve patofizyolojisindeki
molekiiler olaylar ile ilgili mekanizmalar hala tam olarak bilinmemektedir. Metabolik
mekanizmalar, ¢evresel ve cesitli genlerin MI gelisiminde etkili oldugu bildirilmektedir

(Shimasaki ve ark 1998, Lusis 2003, Wang 2005).

Hiicresel metabolik siire¢lerin pek ¢ogunda gorev alan molekiillerden birisi olan
NO’nun kalp krizi patogenezindeki roliiniin belirlenmesi, hastalifin molekiiler
mekanizmasinin ortaya konmasi ve hastaligin tedavisine ¢ok onemli katkilar saglama

potansiyeline sahip oldugu bildirilmektedir (Jones ve ark 2003).
2.2. Nitrik oksit (NO) ve ozellikleri
2.2.1. NO molekiilii

Nitrik oksit (NO), bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan (Sekil 2.2.),
paylasilmamis elektron igeren, pek cok reaksiyonu etkileyen zayif bir oksidan veya
indirgeyici bir bilesen olarak gorev yapan, serbest radikal olarak da nitelendirilen, biatomik
kiigiik bir molekiildiir (Lowenstein ve ark 1994, Marin ve Rodriguez-Martinez 1997,
Geller ve Billiar 1998).

1998 yilinda Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro ve Ferid Murad kardiyovaskiiler
sistemde NO’yu bir sinyal molekiili olarak kesfetmislerdir. NO’nun bu 6zelliginin
tanimlanmasindan sonra, NO’nun vaskiiler etkileri ile ilgili cok sayida calisma yapilmisg
(Barbato ve Tzeng 2004) ve NO/eNOS hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojide 6nemli

arastirma konularindan biri haline gelmistir (Bogdan 2001).
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Sekil 2.2. Nitrik oksit molekiiliiniin sematik goriiniimii (www.deu.edu.tt/DEUWeb/Icerik.php).

NO, cesitli fizyolojik ve patofizyolojik islemlerde yer alan, organizmanin hemen
her yerinde bulunan biyolojik bir mediatordiir (Geller ve Billiar 1998, Andries ve ark 1998,
Wang ve Wang 2000, Lucas ve ark 2000). NO karakteristik ozellikleri sebebi ile ideal
mesajct molekiil olarak nitelendirilmektedir. Kimyasal yapisindaki paylagilmayan
elektronu ile yiiksek derecede reaktif bir molekiildiir (yarilanma omrii 2-30 saniye) ve
sinyal iletimi sonrasinda kendiliginden nitrite doniismektedir (Lowenstein ve ark 1994,
Lucas ve ark 2000). Hiicreler arasinda sinyal iletiminde yer alan hormon, nérdtransmiter
ve biiylime faktorleri gibi molekiillerin cogu siklikla plazma membrani ile baglantili olan
spesifik protein reseptorleri olarak gorev yaparken NO iiretildigi hiicreden disar diffiize
olmakta ve spesifik molekiiler hedeflerinin bulundugu, hedef hiicrenin igine girerek

etkisini gostermektedir (Lowenstein ve ark 1994, Jeremy ve ark 1999, Lucas ve ark 2000).
2.2.2. NO’un hiicrelerde sentezlenmesi

NO, bir nitrik oksit sentaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile sentezlenmekte ve
arginin ile oksijen molekiilleri NO ve sitriillin molekiillerine doniistiiriilmektedir (Sekil
2.3.). NO sentez mekanizmasinin flavin adenin diniikleotid (FAD), nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADP), tetrahidropterin ve heme kofaktorleri arasinda elektron
transferleri ile gerceklesmektedir. Reaksiyon sonunda, oksijenden bir oksijen atomunun
argininin terminal guanidin nitrojeni ile birlesmesiyle NO olugmaktadir (O + Guanidin =
NO) (Lowenstein ve ark 1994, Geller ve Billiar 1998, Lucas ve ark 2000, Alderton ve ark
2001).
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Sekil 2.3. NO, L-argininden NOS geni tarafindan sentezlenen NOS enzimleri ile iiretilir ve
sonucta serbest radikal olan NO ve sitriillin olusur. Yarilanma 6mrii kisadir ve NO2 ve NO3’e
okside olur. NOS ekspresyonu ve aktivitesi transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel

mekanizmalarla diizenlenir (Geller ve Billiar 1998).

2.2.3. NO’nun genel fonksiyonlari

NO’nun ¢ok sayida ve kompleks biyolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir.
Ornegin NO, hayatin baslangicinda ¢ok temel bir rol oynamaktadir. Déllenmeden hemen
sonra erkek gametositlerinde bulunan NOS aktivitesi yumurtalarm aktivasyonu igin
gereklidir. Bundan sonraki gelisim islemlerinde de pek ¢ok fizyolojik reaksiyonun

gerceklesmesinde rol almaktadir (Bogdan 2001).

Tetikleyici, aract veya efektdor olarak pek c¢ok biyolojik reaksiyon ve sinyal
transdiiksiyon yollarinda gorev alan NO gerek dogrudan NO ve S-nitrolizasyona kadar
spesifik molekiillerle reaksiyona girerek, gerekse reaktif nitrojen oksit tiirleri ile
oksidasyon yoluyla endirekt olarak etkisini gostermektedir. Bu direkt veya indirekt etkiler
fizyolojik ve patolojik sonuglar olusturmaktadir (Lucas ve ark 2000, Wang ve Wang 2000).
Transkripsiyon faktorlerinin, translasyonun, mRNA stabilitesinin, primer (fonksiyonel
olarak inaktif olan) gen {iriinleri islemlerinin diizenlemesinde cesitli roller oynamaktadir

(Bogdan 2001).

NO’nun, vazodilatdor, norotransmitter, antimikrobiyal efektér molekiil ve
immiinomodulator olarak fizyolojik ve patofizyolojik rolleri bulunmaktadir. Bir serbest
radikal olan NO’nun etkileri iiretildigi dokuya gore degismektedir. Endotel kaynakli
gevseme faktorii (Endothelial derived relaxing factor- EDRF)’nin tanimlamasini takiben

makrofaj, endotelyal hiicreler, néronlar, fibroblastlar, epitelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri



kardiyak miyositler ve daha fazla hiicre tipinin NO {iirettigi belirlenmistir (Geller ve Billiar
1998, Lucas ve ark 2000). NO’nun en iyi karakterize edilen reseptorii, bir hem grubu
olarak bir protein iceren veya bir demir-siilfiir kompleksi olarak demirdir. NO guanilat
siklazin hem grubundaki demirine baglandiginda enzim bu hiicrede aktif hale gecer.
Guanilat siklaz sonraki asamada siklik guanizin mono fosfat (cGMP) iiretir ve cGMP
aktivitesi diger hiicresel islemlerde artar. Guanilat siklazin aktivitesinin degisimi ile NO
arterler, sinyal noronlar ve oldiiriicii hiicrelerde salinir (Lowenstein ve ark 1994, Lucas ve

ark 2000).
2.2.3.1. immiin sistemde NO

NO’nun immiin sistemdeki rolii hakkinda deney hayvan modellerinde olduk¢a fazla
calisma yapilmistir. Rat/fare makrofajlarinda kolaylikla indiiklenebildigi ancak insan
makrofajlarinda verimli sonug elde edilemedigi bildirilmektedir (Lowenstein ve ark 1994,
Lucas ve ark 2000). Immiin sistemde nonspesifik olarak tiim hiicre veya patojenleri bozucu
etki gostermektedir. Buna karsilik antikor veya sitotoksik T lenfositler; spesifik patojenleri
veya infekte hiicreleri ilk taniyan ve onlar tahrip edici ajanlar olarak gorev almaktadirlar
ve buna bagli olarak NO fonksiyonlarinin genis bir hiicre spektrumunda nonspesifik etkiler
gosterdigi ve lenfositlerin kompleks ve spesifik etkilesimleri 6ncesinde gorev alan birincil

immiin sistem oldugu belirtilmektedir (Lowenstein ve ark 1994, Geller ve Billiar 1998).

Deaminasyon yoluyla DNA iizerindeki etki gostererek hedef hiicre harabiyetine
neden olabilmesi nedeniyle NO, kanser tedavisinde kullanilabilmektedir. NO’nun
otoimmiin hastaliklarda, normal hiicrelerin yapisin1 bozdugu da belirtilmektedir
(Lowenstein ve ark 1994, Lucas ve ark 2000). NO’nun genis spektrumlu, nonspesifik
fonksiyonlarmi farkli dokularda gosterebildigi ve lenfositlerin kompleks ve spesifik
etkilesimlerinden Once gelisen primer immiin savunma hatti oldugu da belirtilmektedir

(Lowenstein ve ark 1994, Lucas ve ark 2000).
2.2.3.2. Sinir sisteminde NO

Beyindeki NO sentezi, belirli noéronal gruplarin iginde gerceklesmekte ancak
spesifik yollar bilinmemektedir. NO’nun 6zellikle serebellar noronlarda bulunmasi sebebi
ile koordinasyon ve denge saglanmasinda gorev aldig belirtilmektedir (Lowenstein ve ark
1994). Salgilanan NO komsu noronlara bir seri basamakla diffiiz olmakta ve daha sonra
perisinaptik noronlarda bulunan glutumatin NMDA (n-metil-d-aspartat) reseptoriine

baglanmaktadir (Sekil 2.4.). Bu reseptdr noronal NOS aktivasyonu icin gerekli olan



kalmodiiline baglanan kalsiyum kanallarina sahiptir ve ¢cGMP seviyelerinin degisimine
neden olmaktadir. Boylece perisinaptik ve postsinaptik noronlar arasinda sinyal iletimi
gerceklesmektedir. NO’nun asir1 salimminin norotoksik etki gosterdigi de bilinmektedir

(Lowenstein ve ark 1994).

Sekil 2.4. Sinir sisteminde NO (www.sfn.org/index.cfm?pagename=brainBriefings_nitricOxid)
2.2.3.3. NO’nun kardiyovaskiiler sistemdeki gorevleri

NO’nun ilk tanimlanan fonksiyonu vaskiiler diiz kas hiicreleri tizerindeki etkisidir
(Bogdan 2001). Daha sonra NO’nun tespit edilen kardiyovaskiiler sistemdeki
fonksiyonlar1; vazomotor tonusun diizenlenmesi, miyokardial kasilmanin modiilasyonu,
hiicre proliferasyonun kontrolii ile platelet aktivasyonu, adezyon ve agregasyonun
inhibisyonu seklinde o©zetlenebilir (Sekil 2.5.) (Lowenstein ve ark 1994, Marin ve
Rodriguez-Martinez 1997, Andrew ve Mayer 1999, Lucas ve ark 2000, Wang ve Wang
2000, Barbato ve Tzeng 2004).

NO dolasim sisteminin bazi1 bolgelerinde lokal degisikliklere cevap seklinde
otomatik olarak kan akisim1 ve kan basincim diizenlemektedir. Yine beyin, kalp, akciger,
gastrointestinal sistem ve bobrek kan akimi da bazal NO diizeyleri ile diizenlenmektedir

(Napoli ve Ignarro 2001, Marin ve Rodriguez-Martinez 1997).
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Sekil 2.5. NO’un damarlar iizerine olan etkileri (Barbato ve Tzeng 2004)

NO, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin direkt olarak gevsemesini saglayarak kan
damarlarinin geniglemesine sebep olmaktadir (Sekil 2.6.). Asetilkolin molekiilleri
endotelyal hiicrelerde kendi reseptoriine baglandiginda intraselliiler kalsiyum (Ca)
seviyesinin artigina sebep olmakta, Ca kalmadiilin baglanmas1 gerceklesmekte ve Ca-
kalmodiilin kompleksi de eNOS’u aktive ederek NO salinimim saglamaktadir. Salinan NO
endotelyal hiicreden disari, komsu diiz kas hiicresine diffiiz olarak guanilat siklazin hem
grubuna baglanmaktadir. Guanilat siklaz, cGMP gibi {iiriinleri ve protein kinazlarin seri
reaksiyonlarini aktive ederek diiz kas gevsemesini saglamaktadir. Biyolojik ortamlarda
yarilanma Omriiniin 2-30 saniye olmasi sebebi ile daha fazla NO driinii olmadikga
vazodilatasyon etkisi kendiliginden kaybolmakta ve tekrar onceki konumuna dénmektedir

(Lowenstein ve ark 1994, Lucas ve ark 2000).

NO’nun dolasim sistemine salinimi otonomik sinir sistemi ile de kontrol
edilmektedir. NO sinir u¢larindan salgilanir ve damarin dis yilizeyinden diiz kas hiicresine
diffiize olarak vazorelaksiyona neden olur. NO, kardiyovaskiiler sistemde ozellikle kan
damarlan etrafindaki bolgelerde etkilidir. Kalp iizerindeki diiz kas hiicrelerine benzer
sekilde NO’nun; negatif kronotropik etkisi ve kardiak kas hiicreleri iizerine ise negatif
inotropik etkisi vardir (Lowenstein ve ark 1994, Andries ve ark 1998, Lucas ve ark 2000,

Li ve Forstermann 2000).
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Sekil 2.6. NO’nun arteryal diiz kas {izerine etkisi. Asetil kolin gibi bir mesajc1 molekiil bir endotel
hiicresindeki asetilkolin reseptoriine baglanir ve kalsiyumu aktive eder. Kalsiyum kalmoduline
baglanarak arjinin ve oksijeni sitriillin ve NO’ya doniistiiren endotelyal NOS’u aktive eder. NO
endotelyal hiicreden disar1 diffiize olur ve komsu diiz kas hiicresine geger, hem grubundaki demire
baglanarak guanilat siklazi aktive eder. Siklik guanizin monofosfat (¢cGMP) nin artis1 diiz kasin

gevsemesine ve boylece vazodilatasyona sebep olur (Lowenstein ve ark 1994).

Basta MI olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklar milyonlarca insan iizerinde son
derece ciddi saglik problemlerine neden olmaktadir (Jones ve ark 2003). NO’un damarlar
ve dolagim sistemindeki bu Onemli fonksiyonlarmin MI etyopatogenezindeki yerinin
aydinlatilmas1 hastaligin molekiiler patolojisini anlamada, tam1 ve tedavi siirecinde c¢ok

onemli yere sahip olacaktir.
2.3. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimleri

NOS, (EC 1.14.13.39) ilk kez 1989’da tanimlanmis, 1991 ve 1994 yillar arasinda
bu enzimin ii¢ izoformu izole edilmis ve %51-57 arasinda homoloji gosterdigi tespit
edilmistir. Bu enzimleri kodlayan genlerin farkli genler oldugu gosterilmistir ve
klonlanmigtir. Daha sonraki yillarda ise NOS enzimlerinin yapisi, fonksiyonu ve
inhibisyonu ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmistir. NOS enziminin izoformlarinin, farkli
hiicre tiplerinde bulundugu, farkli yerlerde lokalize oldugu, regiilasyonlari, katalitik
ozellikleri ve inhibitér duyarliliklarimin degisik oldugu bildirilmistir (Lamas ve ark 1992,
Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Stuehr 1999, Andrew ve Mayer 1999, Li ve
Forstermann 2000, Alderton ve ark 2001, Barbato ve Tzeng 2004).
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NOS enziminin izoformlari; konstitiif veya indiiklenebilir olmalari, kalsiyum
bagimli veya bagimsiz olmalari, hiicresel lokalizasyonlari, sitozolik veya partikiil halde
olmalart ve alt iinitelerinin biiyiikliikleri gibi cesitli karakteristik ©zelliklerine gore
siniflandirilmaktadir (Alderton ve ark 2001). (Tablo 2.1.) NOS enziminin izoformlari
nomenklatiirde; ilk kez néronal dokularda bulunan néronal NOS (nNOS- Tip I, NOS-I ve
NOS-1), pek cok hiicre ve dokularda indiiklenebilen NOS (iNOS-Tip II, NOS-II ve NOS-
2) ve ilk kez vaskiiler endotelyal hiicrelerde bulunan endotelyal NOS (eNOS- Tip III,
NOS-III ve NOS-3) olarak isimlendirilmistir (Stuehr 1999, Alderton ve ark 2001, Barbato
ve Tzeng 2004).

Tablo 2.1. NOS enzimlerinin genel oOzellikleri (Geller ve Billiar 1998, Bogdan 2001,

Alderton ve ark 2001, Gerritsen 2004).

. o Gen
Molekiiler agirhk K
. o .. . . - romozomal | Biyiikligii
Enzim Alternatif isimler | Hiicre tipi (kDa) ve amino .
it (aa) say1st lokalizasyonu | ve
asit (aa) sayis yapisi
a) Konstitiif NOS,
. 21 kb,
endotelyal tip, a) endotelyal
1. eNOS 5 133 kDa, 1203 aa | 7q35-7q36 26 ekzon,
b) ecNOS, hiicreler .
25 intron
¢) NOS3
a) Konstitiif NOS, a) noronlar,
noronal tip, b) iskelet kas 160 kb,
2. nNOS .
b) ncNOS, hiicreleri, 161 kDa, 1434 aa | 12q24-12q24 29 ekzon,
¢) NOSI1, c) kardiyak kas 28 intron
d) Beyin NOS hiicreleri
a) Indiiklenebilir ,
. a) makrofaj
3.iNOS NOS . 37 kb,
b) notrofil, 130 kDa, 1153 aa | 17q11.2
b) NOS2 . 26 ekzon,
. c) hepatosit .
¢) makrofaj NOS 25 intron

NOS izoformlarinin farkli regiilasyon mekanizmalarn ve aktivitelerin oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.7.). Konstitiif izoformlar noronal ve endotelyal hiicrelerden salinirlar
ve siirekli olarak bulunurlar. NOS izoformlari, intraseliiler kalsiyum seviyesi belli diizeye
artana kadar inaktif durumdadir. Kalsiyum baglayan bir protein olan kalmodiilin
kalsiyumla birleserek kalsiyum-kalmodulin kompleksi olusmakta ve NOS’u aktive
etmektedir. Konstitiif NOS izoformlar kalsiyum seviyeleri diisene kadar az miktarda

NO’yu sentezlemeye devam etmektedirler. NO’nun diisiik konsantrasyonlardaki ara
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tiriinleri sinyal iletiminde rol oynamaktadir. Buna karsilik indiiklenebilir NOS izoformlari
normal sartlarda makrofaj ve hepatositlerde bulunmamakta fakat bu hiicreler spesifik bir
sitokinle aktive edildiklerinde; bir indiiklenebilir NOS enzim iiriinii olusmaktadir. ilk iiriin
olusumunu takibeden siiregte daha da artan miktarlarda NO sentezi gerg¢eklesmektedir.
Indiiklenebilir NOS transkripsiyonel olarak aym zamanda sitokin stimiilasyonu
(Lowenstein ve ark 1994) ve diger iki izoformun {iiriinii olan NO miktari ile (Barbato ve

Tzeng 2004) regiile edilmektedir (Lowenstein ve ark 1994).
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Sekil 2.7. eNOS, iNOS ve nNOS ile sitokrom p450 rediiktaz ve karboksil terminal
bolgesindeki NADPH, FAD ve FMN icin yaygin baglanma bolgesinin sematik yapisi. NH2
terminal bolge: kalmudilin (CaM) ve hem/L-arjinin (L-arg) baglanmasi icin. Protein fosforilasyonu
(-) ve myristoilasyon (Myr). Fosforilasyon PKC, Ca, CaM, cGMI, ve cAMP —bagimh kinaz ile
yapilir. Insanda ii¢ farkli genin ii¢ NOS izozimini kodladig1 belirlenmistir. nNOS 12, iNOS 17 ve
eNOS 7 no’lu kromozomunda lokalize olduklar1 belirlenmistir (Marin ve Rodriguez-Martinez

1997, Alderton ve ark 2001) (Tablo2.1.).
2.4. NO ve miyokard infarktiisii

Kalp kas hiicrelerinnde NO, sadece koroner akimin degil aynm1 zamanda miyokardial
performansin diizenlenmesinde rol alir. Yiiksek oranlardaki konsantrasyonlarda negatif
inotropik etki gosterirken, diisiik konsantrasyonda farkli inotropik etkileri oldugu
bilinmektedir (Lowenstein ve ark 1994, Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Andries ve

ark 1998, Lucas ve ark 2000).
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Sinotrial ve atrioventrikiiler nodlar yogun bir NOS immiinoreaktivitesine
sahiptirler. Bu durum NO’nun kalp hizinin kontroliinde rolii oldugu fikrini vermektedir.
Idiyopatik dilate kardiyomiyopatisi olan hastalarda plazma nitrat diizeyinin yiikselmesine
sebep olan miyokardiyal iNOS ekspresyon artist saptanmistir. Bu durum insan
miyokardinda NO’nun fizyolojik ve patolojik rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ayrica, bu hastalarda asir1 NO iiretiminde de goriilen yiiksek noronal vazokonstriktor {iriin
diizeyleri tespit edilmistir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997, Jeremy ve ark 1999).
Bununla birlikte, iNOS tarafindan sentezlenen NO’nun fazla iiretimi, direkt negatif
inotropik etki gostererek miyokard depresyona sebep olmakta ve vaskiiler tonusta azalma
ile sonuglanmaktadir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997). Miyokardial depresyon, iskemi
sonrasi reperfiizyon siireci sirasinda goriilmektedir. Bu depresyona fazla NO iiretiminin
neden oldugu ve bu olusuma sitokinlerin de katildig1 bilinmektedir (Marin ve Rodriguez-

Martinez 1997).

Endotelyal NO, aterogenezis ile ilgili genlerin ekpresyonu ile iliskili oldugu tespit
edilmistir. Bunlardan biri, NO kemoatraktan protein (MCP-1), CD11/CD18 gibi yiizey
adezyon molekiilleri, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve intraseliiler
adezyon molekiilii-1’in ICAM-1) ekspresyonunu azaltarak 16kositlerin vaskiiler endotele
adezyonunu ve vaskiiler duvara gociinii engellemektedir (Li ve Forstermann 2000). NO
aynm1 zamanda endotel gecirgenliinin azalmasi ile lipoproteinlerin vaskiiler duvara
baglanmalarini1 azaltmakta ve LDL oksidasyonunu inhibe ederek anti-aterojenik 6zellikler

de gostermektedir (Li ve Forstermann 2000, Napoli ve Ignarro 2001).

NO’nun DNA sentezini, mitojenizisi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (Li ve Forstermann 2000, Napoli ve Ignarro
2001). Aym1 zamanda platelet adezyonunun engellenmesi, diiz kas hiicrelerinin platelet
kaynakli biiyiime faktorlerin etkilerinden korunmasini saglayarak vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedir. Bu sekilde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu ve goglerinin inhibe edilmesi ile NO’nun aterojenezin gec¢ fazlarinda da
koruma sagladigi diistiniilmektedir. Deney hayvanlart ile yapilan ¢alismada, eNOS
aktivasyonunun inhibe edildigi tavsanlarda, ateroskleroz gelisimi oldugu goriilmiistiir
(Jeremy ve ark 1999, Andrew ve Mayer 1999, Li ve Forstermann 2000, Barbato ve Tzeng
2004, Tai ve ark 2004)

Vaskiiler NO’nun sentezinin indirgenmesi ve/veya degradasyonunun azalmasinin

bazi hastaliklarla ilgili oldugu bilinmektedir (Li ve Forstermann 2000).
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Hiperkolesterolemi, diabetes mellitus, hipertansiyon ve sigara kullanimi ile ilgili
aragtirmalarda endotelyal fonksiyon bozuklugu gosterilmistir (Lucas ve ark 2000, Li ve
Forstermann 2000). Vaskiiler NO aktivasyonunun azalmasi ateroskleroz dolayisiyla MI
gelisiminde dikkat ¢ekici bir role sahip oldugu bildirilmistir (Li ve Forstermann 2000,
Barbato ve Tzeng 2004).

2.5.eNOS geni

Insan eNOS enzimini kodlayan gene ait genomik klonlar 1992 yilinda tespit
edilmistir. eNOS geni, genomda yaklasik 21 kilobaz biiyiikliigiinde bir gen olup 26 ekzon
ve 25 introndan olusmaktadir (Sekil 2.8.). Insan eNOS geninin 7q35-7q36 bolgesinde
oldugu tespit edilmistir (Marsden ve ark 1993, Chan ve ark 2004). Bu gen haploid insan
genomunda bir kopya olarak bulunur ve 4052 niikleotidlik bir mRNA kodlamaktadir
(Marsden ve ark 1993). Genin 5’- ucu bolgesinin karakterizasyonu eNOS promotériiniin
TATA motifinin bulunmadig1 ve proksimal promoter elementlerinin endotelyal hiicrelerde
bulunan konstitiif olarak eksprese edilen gen ile uyumlu oldugunu gostermektedir. eNOS
geninin cDNA’lar1 sigir ve insan endotelyal hiicrelerinden klonlanmis ve 3609 niikleotidlik
acik okuma cercevesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu mRNA 1203 amino asitten olusan
yaklagik 133kDa molekiiler agirliginda protein kodlamaktadir. 5’-ucu bolgesinde putative
AP-1, AP-2, NF-1, agir metal, akut-faz cevabi shear strees ve sterol diizenleyici sis
elementleri icermektedir (Marsden ve ark 1993, Tai ve ark 2004, Chan ve ark 2004). Shear
stress in hemodinamik giiciiniin ve kronik egzersizin eNOS mRNA ekspresyonunu
arttirdig1 bildirilmis olup bu durumun promoter bolgesinde shear strees cevap elementinin

diizenleyici rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Geller ve Billiar 1998, Tai ve ark 2004).

eNOS enziminin kimyasal yapisinin fosforilasyona uygun oldugu bilinmektedir.
nNOS, eNOS bradikinin veya shear strees ile endotel hiicre sitimiilasyonunu takiben

fosforile olmaktadir (Marin ve Rodriguez-Martinez 1997).
2.5.1. eNOS gen varyasyonlari

eNOS geninin dizisi belirlendikten sonra DNA dizi calismalar1 ile promotor
bolgede, ekzonlarda ve intronlarda pek cok dizi varyasyonlar rapor edilmistir (Wang ve

Wang, 2000, Casas ve ark 2004, Gerritsen 2005).
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Sekil 2.8. Insan konstitiif eNOS geninin yapisal organizasyonu (Marsden ve ark 1992)

eNOS geninde tespit edilen varyasyonlar (tekrarlayan elementler) potansiyel olarak
yiiksek oranda polimorfik linkage markirlar1 olarak kullanilmaktadir. Bu markirlarin
multifaktoriyel kardiyovaskiiler hastaliklarda genetik linkage analizlerinin yapilmasinda
onemli olabilecegi belirtilmistir (Marsden ve ark 1993, Gerritsen 2005). Bu degisiklerden
bazilari: promoter bolgesinde tek niiklotid polimorfizmler (TNP);-1468 T > A, -922 A >
G, -786 T > C dir. Bir konsensus olarak bu baz degisikliklerinden hi¢birinin transkripsiyon
faktor baglanicit bolgede bulunmadigi ve endotelyal hiicrelerde sadece 144 bp’lik bir
bolgenin promoter aktivitesinin oldugu ve bu boélgenin -3500 ile -3193 bp larn arasinda

olan kisim oldugu 6ne siiriilmektedir (Casas ve ark 2004, Gerritsen 2005).

Exon 7 (884 BT} intron 11 (-30 &G Intran 18 (27 ALY Intron 23 (10 GIT)

Transkripsivon baglama bdlgesi i
17 18 19
123 4 §678 9 10111213 14 1518 202122 23 242526
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Sekil 2.9. eNOS geni intron/ekzon diizenlenmesi ve bazi polimorfizmlerinin sematik

goriiniimil (Hingorani ve ark 1998, Tanus-Santos ve ark 2001)
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eNOS genindeki intronlarinda yaygin goriilen varyasyonlar ise;
(a) intron 2, IVS2 + 42G > A (G561A);
(b) intron 11, IVS11 + 174 A > G (A3185QG);
(c) intron 12, IVS12 + 52G > T (G34117T);
(d) intron 18, IVS18 + 27A > C (A27C);
(e) intron 22, IVS22 + 15A > G (A6007G);
(f) intron 23, IVS23 + 11G > T (G6247T) dir.
Intronlarda tandem olarak tekrar eden varyasyonlarda mevcut olup bunlar;
(a) intron 2 ve 8 (32-bp tekran),
(b) intron 4 (27-bp tekrar1) ve
(¢) intron 13, IVS13 + 81(CA)17 — 44°diir.
eNOS genindeki ekzonlarinda yaygin gériilen baz1 varyasyonlar ise;

(a) ekzon 7: 5557G > T (G894T) (E298D, glutamatin aspartata de8isimi ile

sonuglanir),

(b) ekzon 6: 5172C > T (C74T). Bu bir sinonim baz degisimidir ve amino asit

degisimi yoktur.

3’-ucu translante edilmeyen bolgede (UTR) dizi degisimi rapor edilmemis olmasina
ragmen bu bolgenin eNOS mRMA seviyelerinin belirlenmesinde ©nemli oldugu

bildirilmistir (Wang ve Wang 2000, Gerritsen 2005).
2.6. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve molekiiler genetik

Molekiiler biyolojideki yeni gelismeler, arastirmacilar1 hastaliklarin etyolojisinin ve
bu hastaliklarin molekiiler temelini arastirmaya yonlendirmistir. Bir hastaligin genetik
temelinin ve molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi ile genetik bilginin cevresel faktorlerle
olan etkilesim mekanizmalarin1 ortaya koyan epigenetik arastirmalar bu hastaliklarin
tedavisinde ve korunmada izlenecek yollarin belirlenmesinde ¢ok biiyiikk 6neme sahiptir.
Hastaliklarin molekiiler temelinin bir biitiin olarak degerlendirilmesi hastaligin ortaya
cikma mekanizmalarin tamamen anlagilmasi, burada rol alan genler ve genlerdeki
degisikliklerin ortaya konmasi ile miimkiin olmaktadir. Bunun sonucu, dogru tani

konulmasi, optimum tedavi protokollerinin belirlenerek uygulanmasi ve hastaliktan
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korunma yollar1 gibi temel kavramlarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarda etyopatogenez siirecinde yer alan 400’den fazla genin oldugu tahmin
edilmektedir. Bu genlerdeki degisikliklerin ve etki mekanizmalarinin ve de bu genlerin
iriinlerinin etkilerinin incelenerek mekanizmalarin aydinlatilmasit 6nem arz etmektedir
(Doevendans ve ark 2001, Hunter 2005).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin patolojisinin ve tedavi yontemlerinin belirlenmesinde
kullanilan biyolojik calismalar DNA, RNA ve proteinler arasindaki iliskilerin ve
fonksiyonlarin arastirllmasi temeline dayanmaktadir. Her gen bir veya daha fazla protein

icin kod tasimakta ve fenotipi belirlemeye katki saglamaktadir.

DNA yapisindaki varyasyonlar insanlar arasindaki fenotipik farkliliklara neden
olmaktadir. Bu genomik degisikliklerin kimi zaman ¢ok biiyiik farkliliklara sebep oldugu,
kimi zaman da yalmzca etkilerinin goriildiigii bilinmektedir. Bireyler arasindaki
hastaliklara kars1 farkli yatkinlik durumunlarinin  bazi  genlerde ortaya c¢ikan
varyasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir. Baz1i gen varyasyonlar ile hastaliklara
yatkinlik arasindaki iliski ¢esitli hastaliklarda gosterilmistir (Housman 1995, Doevendans

2001, Nussbaum ve ark 2005, Oztas ve ark 2005, Wang 2005, Nordlie ve ark 2005).

Insan genetigi arastirmalarinda anahtar rol oynayan polimorfik yapilar genetik
markirlar olarak da kullanilmakta ve genetik hastaliklarin tanisi, tasiyicilik tespiti,
hastaliklara yatkinlik veya direnclilik gibi bireyler arasinda farkliliklar gosteren pek cok
biyolojik siirecte onemli bir yere sahiptirler (Housman 1995, Gelehrter ve ark 1998,
Nussbaum ve ark 2005, Puddu ve ark 2005, Gerritsen 2005). Genomun her 1000 baz
ciftinde bir tek niikleotid polmorfizminin (TNP) meydana geldigi tahmin edilmekte ve bu
degisikliklerin  biiyiikk bir kismi, genomun kodlama yapmayan bolgelerinde
gerceklesmektedir. Bu yiizden genlerdeki TNP’lerden ¢ok az bir kismi arastirilabilmistir.
TNP’ler kodlama bolgelerinde meydana geliyorlarsa, genetik kodun degismesi ve
dolayisiyla varyasyonlara sebep olabilmektedirler (Doevendans ve ark 2001, Wang 2005,
Nordlie ve ark 2005).

2.7.MI’in genetik temeli

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve MI, genetik ve g¢evresel faktorler ile bu faktorler
arasindaki etkilesimler sonrasinda olustuguna inanilan kompleks hastaliklar grubu olarak
tanimlanmaktadir (Wang 2005, Nordlie ve ark 2005). MI i¢in belirlenen bazi risk

faktorleri; aile hikayesi, sigara kullanim, ileri yas, erkek cinsiyet, diabet, yiiksek sistolik
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kan basinci, angina pektoris hikayesi, ailesel kardiyovaskiiler hastaliklar veya MI hikayesi,
yiiksek yag oranli beslenme aligkanligi, enfeksiyon ajanlari, obezite ile plazma total
kolesterol, LDL ve trigliserid seviyelerinin artis1 olarak belirlenmistir (Broeckel ve ark
2002, Lusis 2003, Wang 2005, Boersma ve ark 2003, Jefferson ve Topol 2005, Nordlie ve
ark 2005). Bu faktorlerden aile hikayesi en dikkat cekici bagimsiz risk faktorlerinden
olarak kabul edilmektedir (Broeckel ve ark 2002, Wang 2005). Ailesinde veya birinci
dereceden akrabalarinda MI gecirmis olan bireylerde MI goriillme ihtimalinin arttig
bilinmektedir (Lembo ve ark 2001, Lusis 2003, Wang 2005). Ikizlerle yapilan calismalar,
genetik faktorlerin kardiyovaskiiler hastaliklar ve MI gelisiminde 6nemli bir yere sahip
oldugunu ortaya koymustur (Lusis 2003, Nordlie ve ark 2005, Doevendans ve ark 2001,
Wang 2005). MI i¢in yatkinlik genlerinin belirlenmesinde en sik kullanilan metod; aday
gende vaka-kontrol temelli genetik calismalardir (Broeckel ve ark 2002, Bleumink ve ark
2004, Wang 2005). MI'mn ortaya ¢cikmasinda ve ilerlemesinde cesitli genlerin katkisinin
oldugu aciktir. Ancak yapilan calismalarda, bir¢ok genin birbirini etkilemesi ve hiicre
sinyalizasyon selalelerinde her birinin iriiniiniin digerini etkilemesi veya etkilenmesi
sebebi ile bu hastalik grubunda sadece bir gen veya gen grubunun sorumlu olmadigi
goriisii kabul gormektedir. Bu nedenle, genlerdeki TNP’leri saptamak ve hasta
(vaka)/kontrol gruplarinin genotiplerini belirlemek kolay ve ekonomik goriilmektedir.
Aday gen caligmalarindan elde edilen sonuglar popiilasyon karigimi, vaka-kontrollerdeki
yanlis eslesmeler, fenotipleme hatalarn ve c¢alisma Orneklerinin sikligi gibi diger
degiskenler de gz Oniine alinarak yorumlanmaktadir (Bleumink ve ark 2004, Wang 2005,
Nordlie ve ark 2005, Hunter 2005). Bu yontem ile ¢ok sayida vaka-kontrol iligki caligmasi
yapildiktan sonra bazi genlerin kardiyovaskiiler hastaliklar veya MI etyopatogenezinde
artan ya da azalan bir 6nem tasidiklar ifade edilmektedir (Bleumink ve ark 2004, Wang
2005).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin patojenezinde rolii olabilecek genlerle ilgili
calismalarin yapilmasi, hastaligin gelisimi ile ilgili genetik mekanizmalarin anlasilmasina
katki saglayacaktir (Lembo ve ark 2001). Bu ¢ercevede bircok hastalikta oldugu gibi MI’1n
da molekiiler mekanizmasinda rol alabilecegi diisiiniilen bircok gendeki varyasyonlar
calistlmistir.  Anjiotensin-konvert enzim (ACE) geni, sitokin geni, lipoprotein lipaz geni,
apoprotein E-geni, alkol dehidrojenaz geni, kolesterol ester transfer protein (CETP) geni,
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni, interlokin-6 (IL-6) geni, tiimor nekrozis
faktor (TNF) geni, paraoksanaz (PON) geni gibi ¢ok sayida aday gen ¢aligmalarina ait

bilgilerin oldugu bu ¢alismalarda MI hastaliginin ortaya ¢ikmasinda ve gelisiminde NO

18



molekiilii ile bu molekiilii sentezinden sorumlu olan eNOS enzimini kodlayan gen ile ilgili
calismalara da onemle yer verilmistir (Broeckel ve ark 2002, Puddu ve ark 2004, Nordlie
ve ark 2005, Wang 2005).

eNOS geninde meydana gelen varyasyonlarin, eNOS enzimi ve eNOS enziminin
etkiledigi yollarda degisikliklere sebep oldugu cesitli g¢aligmalarda gosterilmistir
(Shimasaki ve ark 1998, Hingorani ve ark 1999, Wang ve Wang 2000, Colombo ve ark
2002, Colombo ve ark 2003, Lembo ve ark 2001, Fatini ve ark 2004, Gerritsen 2005,
Puddu ve ark 2005). eNOS geninin kodladig1 enzim, demir grubu iceren cesitli kofaktorlere
ihtiya¢ duyulan bir reaksiyonda NO sentezler ki 7. ekzondaki Glu298Asp varyant1 demir
baglanma ve kalsiyum/kalmodiilin baglanma bolgesinin orta kisminda yer alir. Intron 4a/b
bolgesi ise demir baglanma bolgesinden sonraki kisimdadir (Pulkkeinen ve ark 2000).
Plazma NO seviyesinin bu iki polimorfizmden etkilendigi buna bagli olarak, gen
tizerindeki bu yerlesimleri ile bu polimorfizmlerin kan basinci iizerine olan etkisiyle ilgili
olabilecegi bildirilmis ve MI ile iliskili olabilecegi ifade edilmistir (Pulkkeinen ve ark
2000, Wang ve Wang 2000, Casas ve ark 2004).

MI ile eNOS gen polimorfizmleri arasindaki iligkinin tespiti hastaligin etyoloji ve
patojenezinin anlasilmasinda, bilyiik 6neme sahip olabilir. Buna bagli olarak, eNOS gen
polimorfizmi ile MI arasindaki iliskinin belirlenmesi i¢in yapilan bu ¢alisma sonrasinda,
elde edilen bilgilerin degerlendirilmesi ile etiyolojisinde bir¢ok genin ve cevresel
faktorlerin rol aldigi bilinen eNOS genindeki bu iki polimorfik bolgenin etkisi ortaya
cikarilacak, ayrica bu polimorfik bolge ile hastalarin biyokimyasal degerleri ve aile
hikayeleri ile iligkisi ortaya konacaktir. Bu amacla ¢calismamizda eNOS enzimini kodlayan
genin 4. introndaki 4a/b VNTR ve 7. ekzondaki GIlu298Asp baz degisim

polimorfizmlerinin degerlendirilmesi planlanmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

Bu ¢alisma, Selguk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi
Arastirma Laboratuar1 ve Kardiyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Caligsmaya
dahil olan tiim bireyler arastirma Oncesinde bilgilendirilmis, yazili onaylar1 alinmis ve

calisma Meram Tip Fakiiltesi Etik Komitesi tarafindan onaylanmistir.
3.1. Hasta ve kontrol grubu

321 MI hastas1 ve kontrol grubuna alinan 157 bireyin periferik vendz kan o6rnekleri
almarak DNA izolasyonu, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), restriksiyon enzim kesimi

calismalar1 ve biyokimyasal dl¢iimler gergeklestirildi.
Hastalarda MI risk faktorleri asagidaki kriterler kullanilarak belirlendi:

Kardiyoloji Klinigine gelen hastalara kan basinglart 140/90 mm/Hg’ den yiiksek
Olciilen bireyler hipertansif olarak kabul edildi ve digerleri hipertansif olmayanlar olarak
gruplandi. Bireylerin diyabet Oykiisii alindi ve antidiyabetik tedavi alanlar ile diabetik
olduklarini belirtenler hasta olarak kabul edildi, digerleri diyabetik olmayanlar seklinde
gruplandi. Sigara kullanimi ise hi¢ icmeyen veya halen kullanmakta olanlar olarak

belirtildi. Bireylerin aile hikayelerinde MI varlig1 da sorgulandi.

Bireylerin rutin biyokimyasal parametrelerden trigliserit, total kolesterol, high-
density lipoprotein (HDL) ve low-density lipoprotein (LDL) seviyeleri biyokimyasal

metodlarla belirlendi.
3.2. DNA izolasyonu

Hasta (MI grubu) ve kontrol grubu bireylerinden steril EDTA’l tiiplere ikiser ml
periferik venoz kan 6rnegi alindi. Yogun tuz konsantrasyonu metodu ve gerektiginde ticari
DNA izolasyon kiti (Biological Industries, Israel) kullamilarak total genomik DNA

izolasyonu gerceklestirildi. Bu islemde;
1. Falkon tiiplerinin icerisine 10’ar ml soguk steril distile su konuldu.

2. Uzerine EDTA’ll tiip igerisindeki periferik kandan 1 ml eklendi ve pipetaj

yapilarak homojen bir sekilde karigsmasi saglandi.
3. 4500 RPM’de 3-5 dakika santrifiij edildi.

4. Olusan siipernatan dokiilerek pelletin falkon tiipiin dip kisminda kalmasi saglandi.
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10.

11.

12.

13.

14.

Homojen hale getirilen pelletin iizerine 850 upl “nuclei lyzis buffer” eklendi ve

pipetaj yapild.
37 °C’de 10 dakika bekletildi ve tekrar pipetaj yapildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi.

Homojen hale gelmis olan materyalin tizerine 850 ul kloroform eklendi ve vorteks

ile karistirilip 1,5 mI’lik ependorf tiiplerine aktarildi.
13000 RPM’de 3 dakika santrifiij edilerek faz olusumu saglandi.

Ust tabakadaki seffaf kisim alinarak ayri bir ependorf icerisindeki 1 ml % 96’lik
alkoliin tizerine eklendi ve alt iist edildikten sonra DNA yumak halinde gozle

goriildii.

12000 RPM’de 4 dakika santrifiij edilerek DNA molekiilleri ¢oktiiriildii ve alkol
tabakasi dikkatlice dokiildii.

Uzerlerine 200’er ul % 70’lik alkol (etil alkol) eklenip 12000 RPM’de 3 dakika

santrifiij edildi.

% T0’lik etil alkol dokiilerek dip kisimdaki DNA’nin kurumasi i¢in ependorf ters

cevrildi.

Yaklasik 30 dk bekledikten sonra kurutulan DNA steril distile su (150-300 ul)

veya T.E tamponu ile homojen hale getirildi.

DNA, PZR analizinde kullanilana kadar -20°C’de depolandi.

3.3. eNOS geni 4. intronu VNTR (intron 4a/b) polimorfizmi analizi

eNOS enzimini kodlayan genin 4. intronunda iki allel belirlenmistir. Biiyiik olan

“b” alleli 5 adet 27 bp’lik tandem tekrar icermekte ve kiiciik olan “a” alleli ise 4 tandem
tekrarindan olugsmaktadir. “b” allelinde 27 bp’lik tekrarin 19. sirasinda ilk ii¢ tekrarda A
bazi, son iki tekrarda G niikleotidi bulunmaktadir. “a” allelinde ise tekrarin 19. sirasindaki
niikleotid ilk iki tekrarda A; son iki tekrar G’dir (Pulkkinen ve ark 2000). Bu tandem tekrar
polimorfizminin belirlenmesinde direk PZR metodu uygulandi. Kullanilan primerlerden
forward primer: 5-AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT-3 ve revers primer: 5'-TCT CTT
AGT GCT GTG GTC AC-3 idi. Bu primerler kullanilarak 20 pl hacimde PZR reaksiyonu
gergeklestirildi. Reaksiyon

- 1,6 ul dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 pmol)

- 2 ul 10 x PZR tamponu
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1 ul MgCl,
- 1,2 pl 10 pmol primer (eNOS intron 4a/b)
- 11,8 ul dH,O
- 0,4 ul DNA Taq polimeraz enzimi (Fermantes, UK)
- 2 pl genomik DNA

iceren karisim ile gerceklestirildi. PZR reaksiyonu Applied Biosystems GeneAmp
PCR System 2700 model termal cycler’da;

- 94°C’de 3 dakika bir dongii
- 94°C’de 0,15 dakika, )
- 59°C’de 0,15 dakika, = 10 dongii
- 72°C’de 0,15 dakika, —/
- 94°C’de 0,15 dakika, )

- 58°C’de 0,15 dakika, >~ 25 dongii

- 72°C’de 0,15 dakika, _/
- 72°C’de 3 dakika ve
- 4°C’de bir dongii programi uygulanarak gerceklestirildi.

Elde edilen PZR fiiriiniinii degerlendirmek ic¢in %3’liik agaroz (A 5093, Sigma)
TAE (Tris, Asetik asit ve EDTA) veya TBE (Tris, Borik asit ve EDTA) soliisyonlar ile
karnistirilip kaynatilarak agaroz jel hazirlandi. Agaroz TAE veya TBE i¢inde eritildikten 50-
60°C ye sogutulduktan sonra ethidium bromiir (10ug/ml) ilave edildi. Agaroz elektroforez
tankina dokiildii ve jel donmadan uygun taraklar yerlestirildi. Elde edilen PZR {iriinleri
yiikleme boyas1 (6 x loading dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi ve 45 dakika 120
voltluk elektrik akimi altinda yiiriitiildii. Bant biiyiikliiklerini belirlemek amaciyla 100
bp’lik DNA ladder kullanildi. UV illiminator altinda jel degerlendirildi. Jelde 420 ile 393
bp biiyiikliigiindeki bantlar gézlendi. Bu bandlardan 420 bp biiyiikliigiindeki bantlar eNOS
geni 4. intronu VNTR (4a/b) polimorfizmi icin “bb” homozigot olarak degerlendirilirken
420 ve 393 bp biiyiikliigiindeki bantlar ayn1 bireyde goriildiigiinde eNOS geni 4. intron i¢in
“ab” heterozigot ve 393 bp biiyiikliigtindeki bant tek basina goriildiigiinde ise eNOS geni

4. intron i¢in “aa” homozigot olarak degerlendirildi (Sekil 4.1.).
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3.4. eNOS geni 7. ekzonundaki Glu298Asp polimorfizm analizi

eNOS geninin 7. ekzondaki G-T baz degisimi bulunmaktadir. Bu polimorfizm
analizi i¢cin PZR-restriksiyon enzim kesimi metodu kullanilarak elde edilen kesim
tiriinlerinin uzunluk degisimini bakarak (PZR-RFLP; PZR- restriksiyon fragmenti uzunluk
polimorfizmi) analiz tamamlandi. Bunun i¢in forward: 5’-CAG GAG ACA GTG GGA
GGG-3* ve reverse: 5’-CCA GTC AAT CCC TTT GGT GCT CA-3’ primerleri
kullanilarak polimorfik olabilecek bolge cogaltildi Bu bdlgenin ¢ogaltilmas: icin PZR
reaksiyonu 20 pl’de gerceklestirildi. Reaksiyon

- 1,6 ul dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 mmol)
- 2 ul PZR tamponu (x 10)
1 ul MgCl; (25 mM)
- 1,2 ul 10 pmol primer (eNOS ekzon 7)
- 11,8 ul dH,O
- 0,4 ul DNA Taq polimeraz enzimi (Fermantes, UK)
- 2 ul genomik DNA

iceren karisim ile gerceklestirildi. PZR reaksiyonu Applied Biosystems GeneAmp
PCR System 2700 model termal cycler’da;

- 94°C’de 3 dakika bir dongii
- 94°C’de 0,15 dakika, )
- 60°C’de 0,15 dakika, = 10 dongii
- 72°C’de 0,15 dakika, —/
- 94°C’de 0,15 dakika, )

- 59°C’de 0,15 dakika, > 25 dongii

- 72°C’de 0,15 dakika, _/
- 72°C’de 3 dakika ve
- 4°C’de bir dongii programi uygulanarak yapildi.

Elde edilen PZR iiriiniiniin varligini tespit etmek icin %1’lik agaroz jelde kontrol

edildi. Bunun i¢in, PZR iirtinlerinden 5’er pl alinip yiikleme boyasi (6 x loading dye) ile
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kanistirllarak kuyucuklara yiiklendi ve 45 dakika 120 voltluk elektrik akimi altinda
yiiriitiildii. Jel UV illiiminator altinda degerlendirildi. Elde edilen bant biiyiikliiklerinin
dogrulugunu belirlemek icin 100 bp’lik DNA ladder kullanildi. Jel UV illiminator altinda
degerlendirilerek 243 bp biiyiikliigiinde bantlar olup olmadigi goézlenerek spesifik PZR

tiriiniin varlig: tespit edildi.

Birinci asamada 5’er mikrolitresi kullanilan PZR {iriiniin kalan 15 pl’si restriksiyon
enzim kesimi i¢in kullanildi. Mobl enzimi ile kesim bolgesi (GATC) igeren PZR iiriiniin
asagidaki karigim kullanilarak kesildi. Bunun i¢in;

- 3,5 ul steril dH,O
- 2 pl Restriksiyon Enzim Buffer
- 0,5 ul Restriksiyon Enzimi (Mbo I) (Fermantes, UK)

iceren karisim hazirlandi. Bu karigimlar 15 pl’lik PZR {iriiniiniin igerisine eklendi

ve su banyosunda 37°C’de 12-16 saat bekletildi.

Islem sonrasinda tekrar %3’liik agaroz jel hazirlandi. Elde edilen enzim kesimi
tiriinleri ve 100 bp’lik DNA ladder jele yiiklendikten sonra 45 dakika 120 voltluk elektrik
akimi uygulandi. UV illiiminator kullanmilarak jel degerlendirilmesi yapildi ve fotograflari

cekildi.

eNOS geni 7. ekzonundaki Glu298Asp degisimini (genotip dagilimini) saptamak
amaciyla yapilan calismanin bu boliimiinde elde edilen jel 6rneklerinde 243, 154 ve 89 bp
biiyiikliigiinde bantlar gozlendi. Sadece 243 bp biiyiikliigiinde bant goriildiigiinde eNOS
geni 7. ekzon i¢in “GG” homozigot, 243—154-89 bp biiyiikliigiindeki bantlar birlikte ayn1
bireyin orneginde goriildiigiinde eNOS geni 7. ekzon icin “GT” heterozigot, 154 ve 89 bp
biiyiikliigiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde eNOS geni 7. ekzon i¢in “TT” homozigot
seklinde degerlendirilerek genotipleme yapildi (Sekil 4.2.).

3.5. istatistik analizler

Calisma ve kontrol gruplarindan elde edilen veriler SPSS programi kullanilarak
istatistiksel analizi yapildi. Hasta ile kontrol grubunun karsilastirilmasi #-testi ile, genotip
dagilimi X2 testi ile, genotip dagilimu ile biyokimyasal degerlerin karsilastiriimasi One Way

ANOVA testi ile degerlendirildi. Anlamlilik seviyesi olarak 0,05 degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, 321 MI hastas1 ve 157 bireyden olusan kontrol grubu bireylerden
alman periferik kan ornekleri ile PZR ve PZR-RFLP analizleri yapildi ve biyokimyasal
degerler ol¢iildii. Bununla birlikte bireylerden alinan cevaplara gore aile hikayeleri, sigara
aliskanliklar1 ile hipertansiyon ve diyabet durumlarn degerlendirildi. Hasta ve kontrol

grubuna ait veriler Tablo 4.1.”de verilmektedir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarina ait veriler.

MI hastalari Kontrol bireyleri
(ortalama £ SS) (ortalama £ SS)
Birey sayisi (n) 321 157
Yas 62,44 (+11,338) 49,29 (£ 8,890)
Cinsiyet (Erkek / Kadin) 194 /127 102 /55
Aile hikayesi (Evet / Hayir) 70/ 251 32/125
Sigara aliskanhig (Evet / Hayir) 103 /218 47/ 110
Hipertansiyon (Evet / Hayir) 1477174 31/126
Diabetes mellitus (Evet / Hayir) 83 /238 9/148
Kolesterol Seviyesi (mg/dl) 181,05 (£ 47,002) 194,20 (£ 42,694)

Trigliserit Seviyesi (mg/dl)

140,131 (£ 113,087)

152,83 (x97,971)

HDL Seviyesi (mg/dl) 40,67 (£ 13,175) 45,41 (£ 12,625)
LDL Seviyesi (mg/dl) 116,16 (£ 38,955) 120,12 (£ 32,557)

SS: standart sapma, HDL: high density lipoprotein,
Kisaltmalar

LDL: low density lipoprotein

Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen biyokimyasal parametreler t-testi ile
degerlendirildi. Hasta grubunda total kolesterol (p=0,003) ve HDL (p=0,000) seviyelerini
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu bulundu, diger parametreler bakimindan ise

hasta ve kontrol grubu arasinda fark goriilmedi (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunda biyokimyasal parametreler.

Bir .
<y Standart . . | Serbestlik .
Grup sayist | Ortalama t degeri . | pdegeri
sapma Derecesi
(n)
TOTAL MI 321 181,05 47,002 206 76 0.003
KOLLESTEROL Kontrol 157 1942 42,694
L MI 321 140,13 113,087
TRIGLISERIT 1,203 476 0,230
Kontrol 157 152,83 97,971
MI 321 40,67 13,175
HDL 3,743 476 0,000
Kontrol 157 45,41 12,625
MI 321 116,16 38,955
LDL 1,083 466 0,279
Kontrol 157 120,12 32,557
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4.1. PZR analizleri ve genotip dagilimlari

Calismamizda MI hastalar1 ve kontrol grubu bireylerinden alinan kan 6rneklerinden
eNOS geninin genotipik dagilimi ile hastalik arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla
mevcut calisma gerceklestirildi. eNOS enzimini kodlayan genin 4. intronu ve 7.

ekzonundaki polimorfik yapilar1 hasta ve kontrol grubunda dagilimi analiz edildi.
4.1.1. eNOS geni intron 4a/b genotip dagilin

Calismada  PZR analizlerine goére MI hastalarinin 221°nin  (%68,847) bb
homozigot, 92’sinin (%28,660) ab heterozigot, ve 8’nin (%2,493) aa homozigot genotipe
sahip oldugu, kontrol grubu bireylerinin ise 112’sinin (%77,707) bb, 35’inin (%?22,293) ab
genotipe sahip oldugu ve aa genotipinde oldugu belirlendi (Sekil 4.1.) Allel frekanslari
hasta grubunda b alleli i¢in %83,177, a alleli icin %16,823; kontrol grubunda b alleli i¢in
%88,854, a alleli i¢in %11,146 oldugu tespit edildi. Hasta ve kontrol grubundaki genotip
dagilimi ve allel frekanslar1 Tablo 4.2°de verilmektedir. Yapilan ki-kare analizine gore

hasta grubunda aa genotip sikliginin kontrollere gore yiiksek oldugu belirlendi (p=0,036).

b alleli
a alleli

Genotip: bb ab aa bb ab aa ab ab

Sekil 4.1. eNOS geni 4. introndaki 4a/b polimorfizmi i¢in PZR jel elektroforez goriintiisii.
M: 100 bp ladder, bb homozigot, ab heterozigot, aa homozigot, bp: baz cifti.
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4.1.2. eNOS geni 7. Ekzondaki Glu298Asp polimorfizmi genotip dagilim

Yapilan PZR-RFLP analiz sonuglarina gére MI hastalarinin 189 unun (%58,879)
GG, 112’sinin (%34,891) GT heterozigot, ve 20’sinin (%6,230) TT homozigot genotipe
sahip oldugu, kontrol grubu bireylerinin ise 96’sinin (%61,146) GG, 51’inin (%32,485) GT
ve 10’nun (%6,369) TT genotipe sahip oldugu belirlendi. (Sekil 4.2.). Allel frekanslari
hasta grubunda G alleli i¢in %76,324, T alleli i¢in %23,676; kontrol grubunda G alleli i¢in
%77,389, T alleli icin %22,611 olarak belirlendi. Genotip dagiliminin hasta ve kontrol
grubundaki degerleri ile allel frekanslari Tablo 4.2.’de verilmektedir. Yapilan ki-kare
analizinde ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda eNOS geni 7.ekzondaki Glu298Asp
polimorfizmi i¢in genotip dagilimi ve allel frekansi1 bakimindan fark olmadig tespit edildi

(P>0,05).

G alleli —— ee— -~ W e 243 bp

< 154 bp

T alleli

Genotip: GG GG GT TT GT TT GG GG

Sekil 4.2. eNOS geni 7. ekzondaki Glu298Asp polimorfizmi i¢in PZR-RFLP jel
elektroforez goriintiisii. M: 100 bp ladder, GG homozigot, GT heterozigot, TT homozigot, bp: baz
cifti
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Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubu bireylerinin intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp
polimorfik bolgelerin genotip dagilimlan ve allel frekanslari.

Genotip Dagilinm
intron 4a/b Ekzon 7 Glu298Asp
*aa ab bb Allel ferkansi GG GT TT Allel ferkansi
Topl
n% | 0% | 0% [[a% | b% | N% | n%) | 0D [ Go | 10 | o
8 92 221 189 112 20
MI 16,823 | 83,177 76,324 | 23,676 321
(2,493) | (28,660) | (68,847) (58,879) | (34,891) | (6,230)
0 3 122 11,146 | 88,854 % ! 10 77,389 | 22,611
Kontrol | ) | (22.203) | 77.707) | T 61,146 | (32.485) | (6369) | ’ 157
Toplam 8 127 343 285 163 30 478
Ki-kare: 6,675 SD: 2 P: 0,036 Ki-kare: 0,273 SD: 2 P: 0,872
n: birey sayisi, SD: Serbestlik derecesi n: birey sayisi, SD: Serbestlik derecesi

4.2. eNOS geni intron 4a/b ve Ekzon 7 Glu298Asp polimorfik bélgelerinin genotip
dagilimu ile aile hikayesi, sigara kullamimi, hipertansiyon ve diyabet parametrelerinin

hasta ve kontrol gruplar: arasindaki iliskinin karsilastirilmasi

eNOS geninin 4. intronundaki 27 bp’lik tekrar polimorfizminin hasta ve kontrol
grubunda bireylerde karsilastirilmasi1 yapildiginda aile hikayesinde MI hikayesi olan
bireylerde ab genotipine sahip olma durumunun anlamli oldugu belirlendi (p=0,045)
(Tablo 4.4.). Bununla birlikte sigara kullananlarda ab genotipine sahip bireylerde ise
sinirda bir anlamlilik oldugu belirlendi (p=0,055) (Tablo 4.4.). Hipertansiyon ve diabet ile
ilgili olarak ise intron 4a/b polimorfizmleri ile hasta ve kontrol grubu arasinda fark

gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 4.4.).

eNOS enzimini kodlayan gen bolgesinin 7. ekzonundaki G>T baz degisim
polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki bireylerde karsilastirllmasi yapildiginda
diabetik bireylerde GG genotipine sahip olmanin anlamli oldugu belirlendi (p=0,027)
(Tablo 4.4.). Aile hikayesi, sigara kullanimi1 ve hipertansiyon ile ilgili olarak hasta ve

kontrol grubu arasinda fark gézlenmedi (p>0,05) (Tablo 4.4.).
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4.3. eNOS geni intron 4a/b ve Ekzon 7 Glu298Asp polimorfik bélgelerinin genotip
dagilimu ile aile hikayesi, sigara kullamimi, hipertansiyon ve diyabet parametrelerinin

hasta grubunda karsilastirilmasi

eNOS geninin 4. intronundaki 4a/b polimorfizminin hasta grubundaki bireyler
arasinda karsilagtirnlmasi yapildiginda, aile hikayesinde MI Oykiisii olan bireylerin ab
genotipine sahip olmasi ile iliskili oldugu belirlendi (p=0,018) (Tablo 4.5.). Bununla
birlikte sigara kullananlar ile ab genotip dagilimi arasinda anlaml iligki oldugu belirlendi
(p=0,003) (Tablo 4.5.). Hipertansiyon ve diyabet ile ilgili olarak intron 4a/b
polimorfizmleri ile ilgili olarak hasta grubu bireyleri arasinda fark gézlenmedi (p>0,05)

(Tablo 4.5.).

eNOS enzimini kodlayan gen bolgesinin 7. ekzonundaki Glu298Asp
polimorfizminin hasta grubundaki bireyler arasinda karsilastirilmasi yapildiginda diabetik
bireylerde GT genotip siklifinin anlamli oldugu belirlendi (p=0,030) (Tablo 4.5.). Aile
hikayesi, sigara kullanimi1 ve hipertansiyon ile ilgili olarak ekzon 7 Glu298Asp
polimorfizmi ile ilgili olarak hasta grubu bireyleri arasinda fark gézlenmedi (p>0,05)

(Tablo 4.5.).

4.4. Hasta ve kontrol grubu bireylerinin eNOS geni intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp

genotip dagilimlari ile biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmasi

Hasta grubu ve kontrol bireylerinin genotip dagilimlart ile biyokimyasal
parametrelerin karsilastiritlmast sonucunda hem intron 4a/b hem de ekzon 7 Glu298Asp
genotip dagilimlar ile biyokimyasal parametreler arasinda herhangi anlamli bir fark

gozlenmedi (p>0,05) (Tablo 4.4.).

4.5. Hasta grubunda eNOS geni intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp genotip dagilimlari

ve biyokimyasal parametrelerin karsilastirilmasi

Hasta grubunun hem intron 4 hem de ekzon 7 polimorfik bolgelerinin genotip
dagilimlan ile total kolesterol, trigliserit, HDL ve LDL seviyeleri karsilastirildiginda
istatistiki a¢idan fark olmadig1 gozlendi (p>0,05) (Tablo 4.5.)
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Tablo 4.4. Hasta ve kontrol gruplarinda intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp
genotipleri ile diger parametrelerin karsilastirilmasi.

Genotip Dagilim
MI risk Faktorleri ve .
Biyokimyasal Degerler Intron 4a/b Ekzon 7 Glu298Asp
aa ab bb GG GT TT
n (%) n (%) n(%) n (%) n (%) n (%)
5 109 262 25
yok (62,50 (85,80) (76,40) 224 (78,60) | 127(77.90) (83,30)
. . . 3 18 81 61 36 5
Aile Hikayesi var (37,50) (14,20 (23,60) (21,40) (22,10) (16,70)
Ki-kare: 6,189 SD: 2 P: 0,045 Ki-kare: ,445 SD: 2 P: 0,8
4 97 227 20
yok (50,00) (76,40) (66,20) 199 (69,80) | 109 (66,90) (66,70)
Sigara 4 30 116 86 54 10
Kullanimi var (50,00) (23,60) (33,80) (30,20) (33,10) (33,30)
Ki-kare: 5,785 SD: 2 P: 0,055 Ki-kare: 0,477 SD: 2 P: 0,788
7 74 219 20
yok (87,50) (58,30) (63,80) 179 (62,80) | 101 (62,00) (66,70)
. . 1 53 124 62 10
Hipertansiyon var (12,50) (41,70) (36,20) 106 37.20) | (35 ) (33,30)
Ki-kare: 3,366 SD: 2 P: 0,186 Ki-kare: 0,240 SD: 2 P: 0,887
6 102 278 27
yok (75,00) (80,30) (81,00) 219(76,80) | 140 (85,90) (90,00)
. 2 25 65 66 23 3
Diabet var (25.00) (19,70) (19,00) (23.20) (14,10) (10,00)
Ki-kare: 0,205 SD: 2 P: 0,902 Ki-kare: 7,222 SD: 2 P: 0,027
Birey(n) | 8 127 343 285 163 30
Total ortalama | 17363 186,32 185,29 182,65 188,65 193,43
kolesterol +SS + 48,638 +48,681 +45,02 +47.88 +42.396 +46,04
F: 0,288 SD:2 p:0,750 F: 1,377 SD:2 p:0,253
Birey(n) 8 127 343 285 163 30
Trieliseri ortalama | 1065 138,28 147,41 147,31 144,39 115,23
rigiserit | | ¢¢ 53,176 87,567 £115993 | £117.926 | 98,665 +42,446
F: 0,822 SD:2 p: 0,440 F: 1,189 SD:2 p:0,305
Birey(n) | 8 127 343 285 163 30
ortalama | 4025 43,52 41,79 41,85 43,04 41,37
HDL +SS +11,424 +11,946 +13,634 +11,608 +15,798 +11,616
F: 0,887 SD:2 p:0,412 F:0,493 SD:2 p:0,611
Birey(n) | 8 127 343 285 163 30
ortalama | 111,75 118,76 117,07 116,08 118,16 126,61
LDL +SS +42,651 +35,485 +37,554 +37,933 +35,534 +35,929
F:0,192 SD:2 p: 0,825 F:1,111 SD2 p:0,39
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Tablo 4.5. Hasta grubunda intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp genotipleri ile diger

parametrelerin karsilastirilmasi.

Genotip Dagilim
MI risk Faktorleri ve .
o 1. 9 Intron 4a/b Ekzon 7 Glu298Asp
Biyokimyasal Degerler
aa ab bb GG GT TT
n (%) n (%) n(%) n (%) n (%) n (%)
K 5 81 165 148 85 18
Yo (62,50) (88,00 (74,70) (78,30) (75,90) (90,00
. . . 3 11 56 41 27 2
Aile Hikayesi var (37,50) (12,00) (25,30) 21,70) (24,10) (10.00)
Kikare: 8,008 SD: 2 P: 0,018 Kikare: 7,222 SD: 2 P: 0,027
4 75 139 68 15
yok (50,00) (81,50) (62,90) 135 (71,40) (60,70) (75,00
Sigara 4 17 82 54 44 5
Kullanimi var (50,00) (18,50) (37,10 (28,60) (39,30 (25,00
Ki-kare: 11,550 SD: 2 P: 0,003 Ki-kare: 4,196 SD: 2 P: 0,123
7 45 122 60 13
yok (87,50) (48,90) (55,20) 101.(53,40) (53,60 (65,00
. . 1 47 99 88 52 7
Hipertansiyon var (12,50) (51,10 (44,80) (46,60) (46,40) (35,00)
Ki-kare: 4,699 SD: 2 P: 0,095 Ki-kare: 1,002 SD: 2 P: 0,606
6 68 164 91 17
yok (75,00) (73,90) (74,20 130 (68,80) (81,30 (85,00
. 2 24 57 59 21 3
Diabet var (25,00) (26,10) (25,80) (31,20 (18,80) (15,00
Kikare: 0,006 SD: 2 P: 0,997 Kikare: 7,013 SD: 2 P: 0,03
Birey(n) 8 92 221 189 112 20
Total ortalama 173,63 181,5 181,13 178,65 184,27 185,75
kolesterol +SS +48,638 +48,997 +46,293 £50,031 +41813 +45,655
F: 0,104 SD:2 p:09 F: 0,608 SD:2 p:0,545
Birey(n) 8 92 221 189 112 20
Trisliseri ortalama 106,5 130,51 145,35 146,37 134,62 112,05
rigliserit +SS 53,176 65,334 +128,991 +134,928 74,657 35,886
F: 0,922 SD:2 p:0,399 F: 1,038 SD:2 p:0,355
Birey(n) 8 92 221 189 112 20
HDL ortalama 40,25 41,54 40,32 40,11 40,11 39,55
+SS £11,424 0,955 +14,384 +11,141 +11,141 +11,005
F: 0,282 SD:2 p:0,754 F: 0,662 SD:2 p:0,517
Birey(n) 8 92 221 189 112 20
ortalama 111,75 116,59 116,14 114,92 117,55 120,05
LDL +SS +42,651 437,204 +39,714 £40,592 £36,98 £34,047
F: 0,057 SD:2 p:0,945 F: 0,262 SD:2 p: 0,769

31




4.6. Hasta grubunda birlestirilmis genotipler ve biyokimyasal parametrelerin

karsilastirilmasi

eNOS geni intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp polimorfik bolgelerinin genotipik

yapilarinin aymi bireyde bir araya gelme ihtimali goz Oniine alinarak birlestirilmis

genotipler olusturuldu (Tablo 4.6.). Bir bireyde intron 4 bdlgesinde bb; ekzon 7 bolgesinde

GG bulunmasi referans alinarak yapilan istatistiki degerlendirmede; bir bireyde ayni

genotipe sahip olma (bb+GG, aa+GT, ab+GT, ab+TT) ve biyokimyasal degerler

bakimindan istatistik a¢idan fark bulunmadi (p>0,05).

Tablo 4.6. Hasta ve kontrol gruplarinda intron 4a/b ve ekzon 7 Glu298Asp birlestrilmis
genotipleri ile diger parametrelerin karsilagtirilmasi.

Grup zi(lr;:l:s); Ortalama S;:;;lna:t SSZ:_):?:;:( F degeri | p degeri
bb+GG 113 180,06 50,977
aa+GT 1 185,00 .

koﬂ‘;ﬁilml ab+GT | 22 193,64 | 48564 |136 0678 | 0567
ab+TT 1 225,00 .
Toplam 137 182,61 50,423
bb+GG 113 159,42 166,161
aa+GT 1 94,00

Trigliserit ab+GT 22 133,95 77,553 136 0,218 0,884
ab+TT 1 168,00
Toplam 137 154,91 154,215
bb+GG 113 39,80 11,805
aa+GT 1 38,00 .

HDL ab+GT 22 44,55 9,669 136 1,070 0,364
ab+TT 1 42,00 .
Toplam 137 40,56 11,503
bb+GG 113 115,92 43,566
aa+GT 1 128,00
LDL ab+GT 22 126,95 41,733 136 0,725 0,539

ab+TT 1 76,00
Toplam 137 117,51 43,144
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5. TARTISMA

Halk arasinda kalp krizi adiyla bilinen miyokard infarktiisii (M), yiiksek morbitide
ve mortalitesi olan en 6nemli saglik problemlerinden biridir (Bleumink ve ark 2005, Julian
ve Norris 2002). Bugiine kadar yapilan etiyolojik calismalarda MI, ateroskleroz sebepler
ile birlikte incelenmektedir. Giincel bulgular da degerlendirildiginde ateroskleroz risk
faktorlerinin yaklasik %90 oraninda MI i¢in de risk faktorleri oldugu belirtilmistir.
Bununla birlikte aile hikayesi, ileri yas, cinsiyetin erkek olmasi, sigara kullanimi, obezite,
hiperkolesterolemi, korononer kalp hastaliklar1 ve hipertansiyon belli baghh MI sebepleri
olarak belirtilmektedir (Boersma ve ark 2003, Jefferson ve Topol 2005). MI ile ilgili pek
cok calisma yapilmasma ragmen, kalp krizinin gelisimi ve patofizyolojisi ile ilgili

mekanizmalar hala tam olarak bilinmemektedir.

Hiicredeki metabolik olaylarin pek ¢ogunda gorev alan molekiillerden birisi olan
NO’nun kalp krizindeki roliiniin belirlenmesi, hastaligin patogenezinde ©nemli yere
sahiptir (Jones ve ark 2003, Barbato ve Tzeng 2004). NO’nun kardiyovaskiiler sistemde
kanistign farkli fonksiyonlar; vazomotor tonun diizenlenmesi, miyokardial kasilmanin
modiilasyonu, hiicre proliferasyonun kontrolii ile platelet aktivasyon, adezyon ve
agregasyonun inhibisyonu seklinde Ozetlenebilir (Lowenstein ve ark 1994, Marin ve
Rodriguez-Martinez 1997, Wang ve Wang 2000, Barbato ve Tzeng 2004). Bu molekiiliin
kardiyovaskiiler sistemde sentezlenmesinden sorumlu olan eNOS enzimini kodlayan gen
bolgesindeki polimorfizmlerin hastalik gelisiminde etkili olabilecegi bildirilmistir
(Shimasaki ve ark 1998, Hingorani ve ark 1999, Wang ve Wang 2000, Colombo ve ark
2002, Colombo ve ark 2003, Lembo ve ark 2001, Fatini ve ark 2004, Gerritsen 2005,
Puddu ve ark 2005).

Wang ve Wang (2000)’m yaptiklar1 ¢alismada, farkli etnik gruplarda vaskiiler
hastaliklardaki eNOS gen polimorfizmlerini inceleyen caligmalari derlemisler ve intron
4a/b polimorfizmi ve kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiyi inceleyen 11
calismadan besinde iligkili bulunurken altisinda iliski olmadig1 rapor edilmistir. Casas ve
ark (2004)’nin yaptiklar1 meta-analizde homozigotlugu esas almislar ve 26 arastirma
makalesini degerlendirmislerdir. Bu caligmada intron 4a alleline sahip olmanin %31
oraninda iskemik kalp hastaliklarinda risk artisina sebep oldugunu bildirmislerdir. Fatini ve
ark (2003) yaptiklar1 ¢alismada 4. introndaki polimorfizm bakimindan a/a genotipine sahip
olmanin akut MI igin bir yatkinlik faktorii oldugu rapor etmislerdir. Kunnas ve ark (2002)

orta yas bireylerde MI hastalarinda yaptiklar1 ¢alismada 4. introndaki 4a/b polimorfizmi
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incelendiginde a alleline sahip olan bireylerde daha az goriildiiglinii rapor etmislerdir. Buna
karsin, Japon populasyonunda yapilan bir caligmada ise intron 4a/b polimorfizmi
incelendiginde hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan istatistiki
olarak fark bulunmadig: bildirilmistir (Hibi ve ark 1998). Benzer sekilde, Lembo ve ark
(2001) MI ve 4a/b polmorfizmi arasinda iligki olmadiginmi rapor etmislerdir. Bu bulgular,
diger toplumlarda eNOS genin intron 4a/b ile MI arasinda ¢eligkili sonug¢lar oldugunu

gostermektedir.

eNOS geninin intron 4a/b polimorfizmi ile ilgili iilkemizde yapilan c¢alismalarda
Cine ve ark (2002) 207 MI hastas1 ve 306 kontrol bireyine ait 6rnekleri kullandiklar
calismada, intron 4a/b genotiplendirmesinde aa genotipinin MI hasta grubunda kontrollere
gore daha yiiksek oranda oldugunu bildirmislerdir. Matvar ve ark (2005) Akdeniz
bolgemizde 266 koroner arter hastasinda intron 4a/b polimorfizmini incelemisler ve a
alleline sahip olmanin risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir. Buna karsilik, Olcay ve
ark (2006) 110 hipertansiyonlu hastada intron 4a/b polimorfizmini incelemisler ancak

istatistiki bir anlamhilik olmadigini rapor etmislerdir (x*=4,59, p=0,10).

Mevcut calismamizda ise 321 MI hastas1 ve 157 kontrol grubuna ait PZR
analizlerine gore MI hastalarmin eNOS geninin intron 4a/b polimorfizmi bakimindan
221’nin (%68,847) bb homozigot, 92’sinin (%28,660) ab heterozigot, ve 8 nin (%2,493) aa
homozigot genotipe sahip oldugu, kontrol grubu bireylerinin ise 112’sinin (%77,707) bb,
35’inin (%22,293) ab genotipine sahip oldugu ve aa genotipinin bulunmadigi tespit edildi.
Yapilan ki-kare analizine gore hasta grubunda aa genotip sikliginin kontrollere gore daha
yiiksek oldugu belirlendi (yx°= 6,575, p=0,036). Allel frekanslar1 hasta grubunda b alleli
icin %83,177, a alleli i¢cin %16,823; kontrol grubunda b alleli i¢in %88,854, a alleli i¢in
%11,146 oldugu tespit edildi.

En yaygin goriilen eNOS genindeki polimorfik bolgelerden bir digeri ise, ekzon 7
Glu298Asp polimorfizmidir. Bu polimorfizm ile ilgili farkli populasyonlarda ¢alismalar
yapilmistir. Hibi ve ark (1998) nin yaptiklar1 calisma MI i¢in Glu298 Asp polimorfizminin
risk olusturdugunu belirten ilk calismadir. Bu arastiricilarin ¢alismasinda Glu-Asp298
genotipinin MI hastaligina yatkinlikla ilgili olabilecegi bildirilmisler ve TT homozigot
olanlarin sikliginin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Ayni
sekilde Shimasaki ve ark (1998) ise Japon toplumunda Glu298Asp polimorfizminin MI
icin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu ve T allelinin goriilme sikliginin hastalarda kontrol

grubuna gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir. Wang ve Wang (2000)’1n yaptiklar
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derlemede ekzon 7°deki farkli polimorfik bolgeler ile yapilan calismalarin iiciinde
polimorfik genotip dagilimi ile MI arasinda iliski bulundugu rapor edilmistir. Cevresel
etkenlerin 6nemine vurgu yapilan bu ¢alismada sigara kullanimim etkisinin yiiksek oldugu
gosterilmistir. Casas ve ark (2004)’min homozigotlugu esas aldiklar1 ve 26 arastirma
makalesini degerlendirdikleri calismada, ekzon 7 298Asp alleline sahip olmanin %34
oraninda iskemik kalp hastaliklarinda risk artisina sebep oldugunu bildirilmislerdir.
Hingorani ve ark (1999) Ingiliz toplumunda hasta ve kontrol grubunda koroner arter
hastaliklarla 7. ekzondaki Glu298Asp polimorfizmi iligkisini incelemisler ve iki grup
olarak aldiklar1 hasta gruplarindan eNOS genindeki Glu298Asp degisiminin koroner arter
hastaliklar1 riski bakimindan giiclii bir iliski oldugunu bildirilmistir. Ayn1 zamanda TT
genotipine sahip bireyleri GG homozigot bireylere oranla istatistiki olarak 4 kat daha fazla
daha riske sahip olduklarini rapor etmislerdir. Lembo ve ark (2001)’nin yaptiklar
calismada, 7. ekzondaki G-T baz degisimi ile ortaya cikan Glu>Asp amino asit degisiminin
karotid arterdeki aterosklerotik plak olusumu ile iliskili oldugunu ve bu polimorfizmin MI
icin risk faktorii oldugunu belirtmislerdir. Colombo ve ark (2003), italyan populasyonunda
koroner arter hastaliklarinda 7. ekzondaki Glu298Asp polimorfizm iligkisini inceledikleri
calismada Glu298Asp polimorfizminin koroner arter hastalarda anlamli olarak iligkili
oldugunu rapor etmislerdir. Antoniades ve ark (2005) 228 MI hastasi ve 519 kontrol
bireyinden olusan calisma grubunda yaptiklart calismada TT genotipine sahip hasta
grubunda (%14) kontrol grubu (%9.1)’na gore anlamh olarak farkli oldugunu
bildirmiglerdir. Antoniades ve ark (2006)’nin yaptiklar1 ¢alismada erken yaslarda MI
gecirmis bireylerde ekzon 7 Glu298Asp degisimi ve ¢esitli serum degerlerini incelenmis;
ekzon 7 Glu298Asp degisiminin MI gelisiminde etken oldugunu bildirmislerdir. Buna
karsilik, Cai ve ark (1999) beyaz Avustralyali bireylerde yaptiklar1 ¢calismada MI, koroner

arter hastaliklar1 ve Glu298Asp polimorfizmi arasinda anlaml bir iliski bulamamaislardir.

Ulkemizdeki Glu298Asp baz degisim polimorfizmi ile ilgili ¢aligmalarda Afrasyap
ve Oztiirk (2004) 250 koroner arter hastasinda yaptiklar1 ¢alismada NO seviyeleri ve 7.
ekzondaki Glu298Asp polimorfizmi arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarinda herhangi
bir anlamlilik olmadigimi bildirmislerdir. Benzer sekilde, Berdeli ve ark (2005) 115
premature koroner arter hastaligi olan bireyde eNOS geninin Glu298Asp baz degisim
polimorfizmi bakimindan incelendiginde hasta ve kontrol grubu bireyleri arasinda anlamli

fark olmadigini rapor etmislerdir.
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Calismamizda 321 MI hastas1 ve 157 saglikli kontrol bireyinde yapilan PZR-RFLP
analiz sonuglarina gore, eNOS geni Glu298Asp baz degisim polimorfizmi bakimindan MI
hastalarinin 189’ unun (%58,879) GG homozigot, 112’sinin (%34,891) GT heterozigot, ve
20’sinin (%6,230) TT homozigot genotipe sahip oldugu, kontrol grubu bireylerinin ise
96’smin (%61,146) GG, 51’inin (%32,485) GT ve 10’nun (%6,369) TT genotipine sahip
oldugu tespit edildi Yapilan ki-kare analizinde ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
eNOS geni 7.ekzondaki Glu298Asp polimorfizmi icin genotip dagilimi ve allel frekansi
bakimindan fark olmadig tespit edildi (P>0,05). Mevcut gen bolgesindeki allel frekanslar
hasta grubunda G alleli i¢in %76,324, T alleli i¢in %23,676; kontrol grubunda G alleli i¢in
%77,389, T alleli i¢in %22,611 olarak belirlendi.

Hibi ve ark (1998)’nin yaptiklar caligmada kolesterol ve HDL degerlerinin hasta
grubunda daha yiiksek degerlerde oldugunu, ayn1 zamanda diyabetik ve hipertansif
bireylerde, bunlarla birlikte sigara kullanan bireylerin hasta grubunda kontrollere gére daha
yiiksek oranda oldugunu rapor etmislerdir. Shimasaki ve ark (1998) nin calismasinda
hipertansiyon, cinsiyet, diyabet, kolesterol yiiksekligi ve sigara kullamiminin 6nemli
derecede etken oldugu bildirilmistir. Colombo ve ark (2003) koroner arter hastaliklarinda
Italyan populasyonunda hasta ve kontrol grubunda gerceklestirdikleri calismada aterojenik
risk faktorleri olarak yas, cinsiyet, diyabet, sigara kullamimi ve aile hikayesinin hasta
grubunda kontrollere gore daha yiiksek oranda goriildiiglinii tespit etmislerdir. Benzer
sekilde Berdeli ve ark (2005) risk faktorlerinin hasta bireylerde kontrollere gore farkli

oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen biyokimyasal parametreler
t-testi ile degerlendirildi. Hasta grubunda total kolesterol (p=0,003) ve HDL (p=0,000)
seviyelerini kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundugu diger parametreler bakimindan
hasta ve kontrol grubu arasinda fark goriilmedigi belirlendi. Elde edilen bulgularin literatiir

ile uyumlu oldugu gozlendi

Intron 4a/b genotip dagilimi ile MI igin risk faktorlerinin karsilagtirmalariin
yapildig1 Hibi ve ark (1998) calismasinda intron 4a/b polimorifizmi ile sigara kullanima,
diyabet, hipertansiyon, biyokimyasal parametreler gibi risk faktorleri arasinda fark

olmadigin1 bildirilmistir.

Colombo ve ark (2003) ekzon 7 Glu298Asp polimorfizmi genotip dagilimi ile

hipertansiyon, diyabet ve aile hikayesi arasinda iliski olmadiginmi rapor etmislerdir. Buna
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karsilik, Antoniades ve ark (2005) Glu298Asp polimorfizmi ile ilgili caligmalarinda yas,
cinsiyet, aile hikayesi ve sigara kullanimi, biyokimyasal degerler ile TT geneotipine sahip
olma arasinda iliski oldugunu rapor etmislerdir. Hibi ve ark (1998) ekzon 7 Glu298Asp
polimorifizmi ile risk faktorleri arasinda fark olmadigimmi bildirmislerdir. Benzer sekilde

tilkemizden Olcay ve ark (2006) yaptiklar ¢alismada da fark olmadigi rapor edilmistir.

Mevcut calismamizda ise hasta ve kontrol grubunda aile hikayesinde MI hikayesi
olan bireylerde (p=0,045) ve sigara kullananlarda (p=0,055) ab genotipine sahip olma
durumunun daha diisiik oranda olduklar1 ayn1 zamanda diyabetik bireylerde GG genotip

dagiliminin daha yiiksek oldugu ve aralarinda anlaml iliski oldugu belirlendi (p=0,027).

Yoon ve ark (2000) nin plazma NO seviyesi eNOS gen polimorfizmlerinin
arasindaki iliskinin koroner arter hastaliklarindaki durumu ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada ise
intron 4a/b ve Glu298Asp degisimlerini incelemislerdir. Calismada koroner arter hastalig
olan bireyler hipertensif ve normotensif olarak iki grupta incelenmis ayrica kontrol grubu
ile karsilastirmiglar ve NO plazma seviyeleri koroner arter hastaligi olan bireylerde
kontrollere gore daha yiikksek diizeyde oldugu belirtilmistir. Ayrica koroner arter
hastalarinda G allelinin kontrollere oranla daha yiliksek oldugunu tespit etmislerdir
(p=0,002). Genotip dagilimlart ile NO seviyeleri karsilastirildiginda ise iki polimorfik

bolge bakimindan da istatistiki fark gézlememislerdir.

Bu calismalar disinda saglikli bireylerden olusan gruplardaki NO seviyeleri ve
eNOS gen polimorfizmleri arasindaki iliski incelenmistir. Srivastava ve ark (2005)
tarafindan yapilan calismada Hindistanli bireylerde Glu298Asp polimorfizmi ile NO
seviyeleri arasinda iligski olmadig: bildirilmistir. Buna karsilik, Metzger ve ark (2005) ise
Brezilyali saglikli bireylerde NO seviyeleri ve eNOS gen polimorfizmi arasinda iliski
oldugunu rapor etmislerdir. Literatiirdeki eNOS gen polimorfizmi ve NO seviyesi
arasindaki iliskiyi inceleyen bu arastirmalarda da benzerlik bulunmamaktadir. Bu durum;
cografik farklilik, cevresel faktorler veyahut NO analizinde kullamilan yontemlerdeki

farkliliklardan kaynaklanabilir. Clinkii NO’nun yar1 dmrii oldukg¢a kisa bir molekiildiir.

Literatiirdeki ve mevcut ¢alismadaki bu bilgiler 1s51831nda MI gelisiminde eNOS
geninde bulunan polimorfizmlerin etkili olduguna dair ¢aligmalarin yam sira etkili
olmadigin1 savunan ¢alismalar da bulunmaktadir. Bununla birlikte eNOS enzimi arteryal
duvarlarin fizyolojik entegrasyonu icin dnemli bir enzim oldugu (Napoli ve Ignarro 2001)

ve aterosklerozun patolojik gelisiminde etkili oldugu bilinmekle birlikte cevresel
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faktorlerin de etkili oldugu vurgulanmaktadir (Lowenstein ve ark 1994, Lucas ve ark 2000,
Napoli ve Ignarro 2001). Bu nedenle, literatiirdeki polimorfik genotip dagilimi ve hastalik
ve biyokimyasal degerler arasindaki bu celiskili bulgular, bu genlerin her birinin tek bagina
fonksiyonel olmasindan ziyade farkli genlerin ve cevresel faktorlerin de bu etkiye
katilabilecegi fikrini vermektedir. Bu nedenle, bu polimorfik bolgelerin fonksiyonel
etkilerini ortaya koymak icin daha homojen hasta gruplarinda calisilip polimorfik

bolgelerin fonksiyonlarini belirleme calismalari yapilmasi gerekmektedir.
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6. OZET

S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dali

YUKSEK LISANS TEZi / KONYA 2007
Ramazan CELIK

Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz (eNOS) Gen Polimorfizmi ile Miyokard Infarktiis
(M) lliskisinin incelenmesi

Miyokard Infarktiis (MI) diinyada en sik goriilen ve oliimle sonuglanan hastaliklarin
basinda gelmektedir. Bu hastalifin ortaya cikmasinda cevresel faktorlerin ve hiicre
seviyesinde meydana gelen metabolik olaylarin etkisinin olabilece§i One siiriilmiis ve
bununla ilgili ¢cok sayida ¢aligma yapilmistir. Nitrik oksid (NO) bir¢ok reaksiyonda yer
alan bir molekiildiir. NO {i¢ izoformu olan nitrik oksid sentaz (NOS)’lar tarafindan
sentezlenir. Bu izoformlardan endotel hiicrelerden konstitiif olarak sentezlenen formu olan
endotelyal NOS (eNOS) enzimi kardiyovaskiiler sistemde 6nemli rollere sahiptir. eNOS
enzimini kodlayan gen bolgesinde cesitli polimorfizmler tespit edilmistir. Calismamizda
eNOS geninin 4. introndaki 4a/b VNTR degisimi ve 7. ekzondaki Glu298Asp degisimine
sebep olan tek baz degisim polimorfizmlerinin MI ile iligkisini; aile hikayesi, sigara
kullanimi, diyabet, hipertansiyon durumlarnn ile HDL, LDL, trigliserit ve kolesterol
seviyeleri ile karsilagtirarak vaka-kontrol ¢alismasi ile ortaya koymay1 hedeflendi. 321 MI
hastas1 ve 157 saglikli kontrol bireyinden alinan periferik vendz kan ornekleri PZR ve
PZR-RFLP c¢alismalarinda ve biyokimyasal parametreleri belirlenmesinde kullanildi. eNOS
geni intron 4a/b genotip dagilimlan karsilastinldiginda hasta grubunda aa genotip
sikhigimin kontrollere gore daha yiiksek oldugu belirlendi (x°=6,65, p=0,036). Buna
karsilik, 7. ekzondaki Glu298Asp polimorfizmi i¢in genotip dagilimi ve allel frekansi
bakimindan fark olmadig tespit edildi (X2=0,273, p=0,872). Hasta ve kontrol grubunda
ailesinde MI hikayesi olan bireylerde (p=0,045) ve sigara kullananlarda (p=0,055)
istatistiki a¢idan anlamh fark gézlenmis olup, ab genotipine sahip olma durumunun daha
diisiik oranda olduklarn belirlendi. Diyabetik bireylerde GG genotip dagiliminin daha
yiiksek oldugu belirlendi (p=0,027). Hasta grubunda total kolesterol (p=0,003) ve HDL
(p=0,000) seviyelerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundugu diger parametreler
bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark bulunmadigi tespit edildi. Genotip
dagilimlar ile biyokimyasal parametreler karsilastirildiginda anlamli fark gézlenmedi. MI
gelisiminde eNOS genindeki polimorfizmlerin etkili olabilecegi veya risk faktorii
olusturabilecegi goriilmektedir. eNOS genindeki fonksiyonel DNA varyantlarinin eNOS
gen ekspresyonunu ve enzim aktivitesini degistirip degistirmedigi ve buna cevresel
faktorlerin etkisinin belirlenmesi i¢in daha ileri calismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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7. SUMMARY

Selcuk University
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Master thesis / KONYA 2007
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Analysis of Relation of Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) Gene
Polymorphism with Myocardial Infarction (MI)

Myocardial Infarction (MI) is the one of the most common and cause of death on the
worldwide. A number of investigations showed that the enviromentel factors and
intracelluler metobolic events effect arising of this disease. Nitric oxide (NO) is one of
molecules that plays several reactions in the metbolic patways. NO is synthesised by nitric
oxide synthases (NOS)s that have three isoforms. Endothelial NOS (eNOS) which
constituvely synthezed from endothelial cells has important roles in the cardiovascular
system. Various polymorphisms were indentified in the gene region that on coding and
non-coding eNOS gene. In the present study, we aimed to carry out MI risk factors of the
frequencies of the intron 4a/b VNTR polimorphism and missense Glu298Asp variant by
comparing the results from the patient group to the control group. Also, the other
parameters were evaluated, including family history, hypertension, diabetes mellitus,
smoking, and lipid levels (total cholesterol, triglycerides, low-density lipoprotein, high-
density lipoprotein) between the MI patients and the control groups by a case-control
study. DNA was extracted from periferal blood for PCR and PCR-RFLP analysis. The
peripheral blood was collected from 321 patients with MI and 127 healthy controls for
biochemical parameters. When compared the eNOS gene intron 4a/b genotype
frequeincies; aa genotype was significantly higher in MI patients than in the controls
(X2=6,65, p=0,036). However we did not find any significant differencies between MI and
Glu298Asp polymorphism and allel frequencies in patients and control group (y3°=0,273,
p=0,872). In MI patients and control groups, there were an association between ab
genotypes and the family history of MI (p=0,045) and smoking habbits (p=0,055). GG
genotype distribution was found higher in diabetic patients than in controls (p=0,027). In
MI patients, the total cholesterol (p=0,003) and HDL (p=0,000) levels were higher than in
controls. However, there were no significant differencies between genotype frequencies of
patient group and biochemical parameters. In the development of MI, eNOS gene
polymorphisms may be effective or recognized as a risk factors. Functional DNA variants
in the eNOS gene can lead to changes in eNOS expression and enzyme activity, and this
stituation may be effected by the paralel with environmental factors. Therefore the further
study will be needed to carry out the interactions of genetics and environmental factors.
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