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Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda feniletanolamin N- metiltrensferaz

polimorfizmlerinin belirlenmesi.

Ogrencinin Adi : Samed KANDEMIR
Danismani : Doc. Dr. Pinar MEGA TIBER
Anabilim Dah : Biyofizik

1. OZET

Amag: Feniletanolamin N-metiltransferaz (PNMT), noradrenalinden adrenalin
sentezinde son basamakta yer alan bir enzim olup, PNMT’nin genetik varyantlarinin
bazi popiilasyonlarda esansiyel hipertansiyonla (EHT) iligskisi daha &nce
gosterilmistir. Ancak elde edilen pozitif sonuglara ragmen bu konuda yapilmis
calisma sayist son derece kisitlidir. Bu nedenle ¢alismamizda daha o6nce EHT ile
iligkisi belirlenmis olan bir promotor gen varyantinin Tiirk popiilasyonundaki

dagilimini ve EHT ile iligkisini belirlemeyi amacladik.

Gereg ve Yontemler: Istanbul Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesine basvuranlardan EHT teshisi konulmus 103 hasta ve 83 EHT
bulgusu rastlanmamis kisilerden 200ul perifal kan alinarak DNA izolasyonlari
gerceklestirildi. PNMT G-367A (rs3764351) “Roche LightCycler® 96 (Roche)” ile
gercek zamanli PZR analizleri yapildi. Genotiplerin polimorfizm {izerine dagilimi

istatistiksel olarak “GraphPad Prism (V.7)” ile degerlendirildi.

Bulgular: PNMT G-367A (rs3764351) i¢in 103 EHT hastalarinin 44 (%39)’iinde
TT, 41 (%40)’nde CT, 22 (%21)’nde CC genotipleri tespit edilmistir. EHT
bulgusuna rastlanmamig 84 saglikli bireyin 40 (%48)’inda TT, 36 (%43)’inde CT, 8
(%9)’nda CC genotipleri tespit edilmistir.

Sonucglar:  G-367A  polimorfizminde allel dagilimlart  ki-kare  testiyle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,0678). Tek allel
dagilimlarinda (C/T) ise fark istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0,0395).

Anahtar Sozcukler: PNMT, varyant, TNP, katekolamin, polimorfizm



Determination of phenyletanomine N-methyltransferase polymorphisms on
patients with essential hypertension.

Student's Name : Samed KANDEMIR

Supervisor : Assoc. Prof. Pinar MEGA TIBER
Depertman : Biophysics
2. SUMMARY

Aim: Phenyletanomine N-methyltransferase (PNMT) is an enzyme involved in the
synthesis of adrenaline from noradrenaline and the relationship of essential
hypertension (EHT) to some populations of genetic variants of PNMT has been
demonstrated previously. Despite the positive results, the number of studies in this
area is extremely limited. Therefore, in our study, we aimed to determine
distribution of a promoter gene variant previously associated with EHT in Turkish
population and to reveal its correlation with EHT

Methods: In our study, DNA isolation of peripheral blood samples of 200 ul were
obtained from 111 patients who were diagnosed with Essential Hypertension (EHT)
and 90 healthy persons without EHT who applied to the Pendik Education and
Research Hospital of Marmara University Medical Faculty. Real-time PCR analyzes
were performed with “Roche LightCycler 96 (Roche)” for the detection of PNMT G-
367A (rs3764351) genotypes. Distribution of genotypes on polymorphism was
evaluated statistically with “GraphPad Prism (V.7)”.

Results: For the PNMT G-367A (rs3764351), 44 (39%) TT , 41 (40%) CT, and 22
(21%) CC genotypes were found in 103 EHT patients. 40 (48%) TT, 36 (43%) CT
and 8 (9%) CC genotypes were found in 83 healthy individuals with no evidence of
EHT.

Conclusion: Allele distributions in the G-367A polymorphism were not statistically
significant when compared by the chi-square test (p=0,0678). Single allele
distributions (C/T), however, displayed a significant relation to EHT population
(p=0.0395).

Key Words: PNMT, variant, SNP, catecholamine, polymorphism



3. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon (yuksek tansiyon), tim dunyada ciddi olarak insan ve toplum
sagligini tehdit eden, kalp krizi, fel¢ ve bobrek yetmezligi gibi 6liimciil sonuglara yol
acan, tehlikeli ve yaygin bir hastaliktir. Kan basinci ile kalp damar hastaliklari
arasinda yakin iliski vardir. Kan basinci ne kadar yiiksek ise kalp krizi, kalp
yetmezligi, felg, gdz ve bobrek hastaliklart gelisme riski de o kadar yuksektir
(Karolina ve ark. 2006).

Erigkin yastaki hipertansiyonlularin %90°inda sebep tam olarak anlasilamaz. Bu
tip hipertansiyona tipta esansiyel veya primer hipertansiyon denir. Halk arasinda
“asabi tansiyon” da denilmektedir. Genellikle hayat boyu devam eden bir durumdur.
Hipertansiyon olusmasinda baska bir hastalik veya sebep s6z konusu ise buna

sekonder hipertansiyon denir. Erigkinlerde %6-8 siklikta rastlanir (Yoo 2005).

Bu c¢alismada Tiirk popiilasyonunda esansiyel hipertansiyonlu (EHT) hastalarda
ve saglikli (EHT bulgusuna rastlanmayan) bireylerde feniletanolamin N-
metiltransferaz (PNMT) polimorfizmi goriilme sikliginin belirlenmesini amagladik.
Polimorfizmler gesitli sebeplere bagli olarak farkli toplumlarda farkli dagilimlar
gosterebilmektedir. Biz bu ¢alismamizda, Tiirk popiilasyondaki PNMT polimorfizmi
ille EHT arasinda anlamli bir iliski olup olmadigini saptamayr amacglandik. Bu
calismada yapilan PNMT polimorfizmi ile EHT arasinda iligkisinin arastirilmasi
hastaligin genetik temeli lizerine yiiriitillen diger caligmalara da katki sunacaktir.
Hipertansiyonun genetik ve kalitsal etkileri tespit edildik¢e buna bagli olarak teshis
ve tedavi yontemleri de gelistirilecektir. Bu gelismeler 1s1¢inda EHT sebepli

Oliimlerde azalma ve yasam kalitesinde artma da saglanmis olacaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Hipertansiyon

Tansiyon damarlardaki kanin basincini ifade eden bir kavramdir. Bu basincin
degerlerini Olcerken iki farkli degerden s6z edilir. Bunlardan ilki halk arasinda biiyiik
tansiyon olarak adlandirilan, sistolik basing digeri ise yine halk arasinda kiigiik

tansiyon olarak adlandirilan diyastolik kan basincidir.

Kanin atardamarlara pompalanmasi sonucu kan basinci olusur. Kalbin sol
karinciginin kasilmasi sirasinda en yiiksek basing degerine sistolik arter basinci
(bliytik tansiyon), gevsemesi sirasindaki en diigiik basinca ise diyastolik arter basinci
(kiigtik tansiyon) denir. Normal degerler sistolik i¢in 90 mmHg -120 mmHg arasi,
diyastolik icin 60-90 mmHg arasi belirlenmistir. Bilimsel olarak hipertansiyon, kan
basincinin bu degerlerin iizerinde olmasina hipertansiyon denir. Kan basincinin yatar
vaziyette, bes dakika araliklarla sik kontrol edilmesinden sonra sistolik arter
basincinin 140 mmHg diyastolik arter basmncinin 90 mmHg’nin  Uzerinde
bulunmasidir. Kan basincinda, heyecan, korku, egzersiz vb. durumlar nedeniyle

olusabilecek gegici yiikselmeler hipertansiyon olarak kabul edilmez.

Hipertansiyon (HT) ve buna bagli kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada en
yaygin 6liim nedenlerinden birini olusturmaktadir. Ozellikle, hipertansiyon Cin’de
yaklasik 130 milyon ve diinya ¢apinda 1 milyar kisiyi etkiler (Gu ve ark. 2002).
Kalp-damar hastaliklarinin ve hipertansiyonun nedenleri bu hastaliklarin ¢ok etkenli
olmasi1 nedeniyle tam anlasilamamaktadir. Bu sebeple riskli bireyleri belirlemek, HT
tanis1 konmusg bireylerin tedavilerini izlemek ve tedavi hedeflerini olusturmak
amaciyla gecmisten giliniimiize yapilan ¢aligmalar 1s18inda  kan  basinci
siniflandirmas1 yapilmaktadir. Bu alanda yapilan ¢alismalar ve yeni bulgular 15181nda
cesitli saglik oOrgiit ve dernekleri hipertansiyon degerlerine iligkin kilavuzlar
yayinlamaktadirlar. Tim HT klavuzlarinda da HT sistolik 140 mmHg ve diyastolik

90 mmHg ve zeri kan basinci olarak tanimlanmastir.



Tablo 4.1. Kan basinci seviyelerinin 2013 ESC (European Society of Cardiology)
gore tanimi1 ve siiflamasi.

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Optimal <120 <80
Normal 120-129 80-84
Yuksek Normal 130-139 85-89

Evre 1 HT 140-159 90-99

Evre 2 HT 160-179 100-109

Evre 3HT >180 >110

izole Sistolik HT >140 <90

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 1999 kilavuzundaki kan basinci degerleri de
Tablo 4.1.°de verilen degerler ile aymi degerleri tagimaktadir. 2014 yilinda
yayinlanan Amerikan Ulusal Birlesik Komitesi (JNC)'nin kilavuz JNC 8’de
prehipertansiyon degerleri ile ESC’nin 2013’te yayinladigi (Tablo 4.1.) kilavuzdaki

normal degerleri aynidir.

Tablo 4.2 Kan basinci seviyelerinin JNC 8’e gore tanimi ve siniflamasi.

Kategori Sistolik (mmHg) Diyastolik (mmHg)
Optimal <120 <80
Prehipertansiyon 120-139 80-89

Evre 1 HT 140-159 90-99

Evre 2 HT »160 >100

4.1.1. Hipertansiyon Tipleri

Erigkin yastaki hipertansiyonlularin %90°inda sebep tam olarak anlasilamaz. Bu
tip hipertansiyona tipta esansiyel veya primer hipertansiyon denir. Halk arasinda

“asabi tansiyon” da denilmektedir. Genellikle hayat boyu devam eden bir durumdur.



Hipertansiyon olusmasinda bagka bir hastalik veya sebep s6z konusu ise buna

sekonder hipertansiyon denir. Erigkinlerde %6-8 siklikta rastlanir (Yoo 2005).
4.1.1.1. Esansiyel (Primer) Hipertansiyon

Esansiyel hipertansiyon sebebi tam olarak bilinmeyen hipertansiyon c¢esididir.
EHT, henliz tam olarak aciklanamamis nedenlerle, kan basincinin normal
degerlerden yiiksek olmasit durumudur ve en sik goriilen hipertansiyon tiirtidiir.
EHT’nin etiyopatogenizi, heniiz kesin olarak bilinmemekte ve bu konuda yogun
calismalar yapilmaktadir. EHT ye ¢ok sayida faktoriin rol oynadigr diisiiniilmektedir
(Kaplan 1998).

EHT genetik ve gevresel faktorlerin bir arada etkilestikleri ¢ok genli ve ¢ok
faktorlii bir hastaliktir. Bu genetik etkiler basit Mendel kurallarinin kullanildig1 bir
kalittimdan ziyade bir¢ok genin rol oynadigi karisik mekanizmalari igerir (Mondorf
ve ark. 1998). ikiz kardesler ve aile bireyleri arasinda yapilan bir calismada genetik
paylasimin yakinligr ile kan basinci diizeyleri incelenmis, genetigin kan basincina
katkis1 %30-60 oraninda bulunmustur (Guyton ve Hall 2001). Popilasyonun
ortalama kan basinct diizeyleri ile genetik dagilim arasinda bir korelasyon

bulunmaktadir (Pratt 1999).

4.1.1.2. Sekonder Hipertansiyon

Sekonder hipertansiyon belirli bir sebebe bagli gelisen hipertansiyon ¢esididir.
Ornegin bobrek yetmezligi, damar sertligi ve diyabet gibi sebeplere bagli olarak
goriilebilir. Neden olan hastalik tedavi edildiginde hipertansiyon diizelebilir
(Mahmut ve ark. 2003).

Sekonder nedenlerin ¢ogunlugu gen¢ yas grubunda goriilen ve hastalarin
yaklasik %5-10’unu olusturan hipertansiyon tiirtidiir. En sik karsilasilan bobrek
kokenli sekonder hipertansiyondur ve hastalarin %2-5’ini olusturur. Bunu endokrin
nedenler, uyku-apnesi sendromu, norolojik nedenler ve aort koarktasyonu
izlemektedir (Mancia ve ark. 2013).

Tablo 4.3. Hipertansiyonun nedene yonelik siniflamasi.



Esansiyel (Primer) Hipertansiyon Sekonder Hipertansiyon
Nedenleri Bébrek Kokenli (Renal) Nedenleri
e  Genetik yatkinlik e  Kronik piyolonefrit
e Agiri tuz tiikketimi e  Akut ve kronik glomerilonefrit
e  Obezite e  Polikistik bobrek hastaligi
e  Artmus sempatik aktivite e Renal arter darligi
¢ Renin anjiotensin sisteminin roli e Arterioler nefroskleroz
e  Tuz atiliminda renal bozukluk o Diyabetik nefropati
o Intraseliiler sodyum ve kalsiyum artist e Renin salgilayan timorler
e Diisiik dogum agirhg: Endokrin Nedenler
e Aceleci, sabirsiz, stresli kisilik yapist 1. Oral kontraseptifler
Arttiran Faktorler 2. Adrenokortikal Hiperfonksiyon
e Agin alkol alim, a. Cushing sendromu
e Sigara, b. Primer hiperaldosteronizm
e Sedanter hayat, c. Konjeqital adrenal hiperplazi
e Polisitemi, 3. Feokromositoma
¢ Nonsteroid antiinflamatuvarlar, 4. Miksbdem .
5. Akromegali
* Dustik potasyum alimi 6. Hipotiroidi, hipertiroidi
7. Hiperparatiroidi
Uyku- apne sendromu
Norolojik nedenler
Aorta koarktasyonu

4.1.1. Hipertansiyonun Epidemiyolojisi

Dinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklar yilda yaklagik 17 milyon kisinin
6liimiiyle sonu¢lanmaktadir (WHO 2013). Hipertansiyon komplikasyonlar1 her yil
diinya ¢apinda 9,4 milyon insanin ¢liimiine neden olmaktadir (Lim ve ark. 2012).
Hipertansiyon, kalp hastaligina bagl oliimlerin en az %45’inden, inme sebebiyle
Olimlerin %51’inden sorumludur. Diinyada yilda 17,3 milyon hipertansif 6lim
gerceklesmekte ve 2030 yilinda beklenen sayr 23,6 milyon olarak tahmin
edilmektedir (American Heart Association 2012).

Turkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) hazirladigi Tiirkiye Saglik istatistikleri
yillig1 2016 yil1 verilerine gore 15 yas ve lzeri kisilerin % 15,8’s1 hipertansiyonlu
oldugunu, kadinlarin % 20,81 ve erkeklerin % 11,1°1 hipertansiyonlu oldugunu ifade
etmektedir. Bir oOnceki 2014 yili verilerine bakildiginda toplam %16,1
hipertansiyonlu  oldugunu, kadinlarin  %20,09’u ve erkeklerin  %]11,2’si
hipertansiyonlu oldugu ifade edilmektedir. 2008, 2010 ve 2012 verilerini inceleyip
karsilastirma yaptigimizda ise hipertansiyon oraninin artis azalislar gostererek yillar

igerisinde arttigini soyleyebiliriz. Yine aymi caligmada, 15 yas iistii bireylerde e en



cok goriilen hastalik tiirleri incelendiginde bel bolgesi problemleri %27,1°1ik oran ile

ilk sirada yer alirken %18,1 ile boyun bdlgesi sorunlari ikinci sirada, %15,8 ile de

hipertansiyon ti¢iincii sirada yer almigtir. Bu siralamay1 sirasiyla %10,8 ile alerji ve

%09,1 ile seker hastalig1 izlemektedir (TUIK 2017).

Tablo 4.4. Tirkiye Saglk istatistikleri yilligi 2016 yili verilerine gore 15 yas ve

tizeri kisilerin hipertansiyon orani.

Yil (%)
Toplam Erkek Kadin
2008 14,8 9,9 19,5
2010 13,2 8,9 17,3
2012 13,2 8,7 17,6
2014 16,1 11,2 20,9
2016 15,8 111 20,5
60,0
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N&,S\ ‘/ié‘)———‘
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30,0 == Kadin
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Sekil 4.1. Yillara gore hipertansiyon toplam ve cinsiyete bagl hipertansiyon degisim

orani.



Tiirkiye’de hipertansiyon sikligini aragtiran ¢alismalar bolgesel veya daha genis
capta olmak iizere 1960’l1 yillardan bu yana yapilmaktadir. Tiirk Hipertansiyon
Prevalans Calismasi veya Ingilizce admnm kisaltmas1 ile PatenT (Prevalence,
awareness and treatment of hypertension in Turkey) calismasi, iilkemizde
hipertansiyonun siklig1, dagilimi, farkindaligi, tedavi ve kontrol oranlar1 konusunda
en gilincel ve kapsamli bilgilere erismek amaciyla Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek

Hastaliklar1 Dernegi tarafindan gergeklestirilmektedir (Altun ve ark. 2005).

Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklart Dernegi 2012 PatenT2 c¢aligmast
sonuclarina baktigimizda ise hipertansiyon prevalansi %30,3’diir. Kadinlarda %32,3,
erkelerde %?28,4 olarak belirlenmistir. 2003 PatenT c¢alismasina bakildiginda
hipertansiyon prevalansinin %31,8 oldugu goriilmektedir. Kadinlarda %36,8,
erkeklerde %27,5 olarak belirlenmistir. PatenT ve PatenT2 calismasi
karsilastirildiginda toplam prevalansta %1,5 azalma, kadmlarda %4,5 azalma,

erkeklerde ise %0,9 artma gortlmektedir (Sengiil ve ark. 2016).
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Sekil 4.2 Tirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklar1 Dernegi PatenT ve Paten2

caligmalari ile hipertansiyon prevalans degerlerinin karsilastirilmasi.



4.1.1. Hipertansiyonda Genetik Faktorler

Genetik epidemiyolojik caligmalar, bircok genetik varyantin hipertansiyon
riskini artirdigini 6ne siirmesine ragmen, bu duruma genetik yatkinlig1 olan genler
kesin olarak tanimlanmamaktadir. Bir¢ok gen polimorfizmini ayn1 anda inceleyen
biiyiik Olgekli iligki ¢alismalari, hipertansiyon i¢in genetik riski Ongormek icin
gereklidir. Hipertansiyon, bireyin genetik altyapisi ve cesitli ¢evresel faktorler
arasindaki etkilesimin sonucu oldugu disiiniilen karmasik multifaktoriyel ve
poligenik bozukluktur. Hipertansiyonun koroner arter hastaligt (KAH), inme ve
kronik bobrek yetmezligi i¢in Onemli bir risk faktorii oldugu diistintildiigiinde,
hipertansiyonun Onlenmesi Onemli bir halk sagligi hedefidir. Bu durumun
gelismesini  Onlemeye yonelik bir yaklasim, hastaliga yatkinlik genlerini
tanimlamaktir. Genetik epidemiyolojik calismalar, anjiyotensinojen, a-addusin, G
proteinlerinin 3 alt birimi ve [2-adrenerjik reseptori kodlayan genlerdeki
polimorfizmler dahil olmak (izere, bazi genetik varyantlarin, genetik yatkinliga
katkida bulunan genlerin hipertansiyon riskini artirdigini 6ne slirmiiglerdir. Ayrica,
gen polimorfizmlerinin etnik ayrismast nedeniyle, her bir etnik grupta
hipertansiyonla ilgili bir polimorfizm veritabani olusturulmasi 6nemlidir (Izawa ve
ark. 2003).

Hipertansif hastalarda genetik etmenler temelde iki grup olarak incelenmektedir.
Bunlar monogenik (major gen) ya da poligenik formlardir. Monogenik formlar daha
ender izlenirken temelde sorun kan basincini diizenleyen sistemlerin genlerindeki
nokta mutasyonla olugan genotip degisiklikleridir. Cok daha sik oldugu diisiiniilen
poligenik formda ise olduk¢a heterojen birgok sorun grubu ayni hastada bulunabilir
(Manunta ve ark. 1996).

Hipertansiyonun kalitimi, Pickering ve Platt'in kan basici dagilimi seklindeki
catismalarindan beri uzun yillardir tartisilmistir. Pickering, klinisyenlerin insanlari
“normal” ve “anormal” olmak iizere iki simifa ayirma aligkanligi oldugunu, kan
basincinin siirekli olarak dagitilmis bir fizyolojik 6zellik oldugu gercegini korlestirdi.
Her popiilasyonda, anormal ve normal veya hasta ve saglikli arasinda ayrimi yapmak
icin “bolme ¢izgisi” olmaksizin, yliksek ve diistik sinirlarda, aralifin orta noktasi

etrafinda daha sik ve daha az olan bir kan basinc1 degerleri dagilimi olusur. Bu konu,

10



“Pickering-Platt tartismasi” orneginde oldugu gibi, kan basinci iizerine yapilan
epidemiyolojik arastirmalarda da yogun tartigmalara neden oldu. Pickering’in
gorlisiine karsi, Robert Platt, bir popiilasyondaki en yiiksek tansiyon degerlerinin
hastalig1, hipertansiyonu temsil eden ayr1 bir grubu ayirdigin1 ve bu gercegin bu
grubun spesifik genetik 6zellikleri ile agiklanabilecegini savundu (Onat 2000) .
Gorisleri oldukca farkli kalittm mekanizmalarini ifade ediyordu: bir yandan ¢oklu
genler, digerinde ise kan basmcini kontrol eden tek (veya buyuk) bir gen
(O’Shaughnessy 2001).

Genlerin kan basinci {izerindeki etkisi, kardesler arasinda ve ebeveynler ve
cocuklar arasindaki kan basinci birlikteliklerini gosteren aile galigmalar tarafindan
One siiriilmiistiir. Biyolojik ¢cocuklarda kan basinci degerleri arasinda, evlat edinen
¢ocuklara gore daha iyi bir iligki vardir. Tiim genetik faktorlerle iliskilendirilen kan
basinci degiskenligi, pedigri (soy Oykiisii) ¢aligmalarinda %?25'ten, ikiz ¢aligsmalarda
%65'e kadar degismektedir. Ayrica, genetik faktorler tansiyon yiikselmesine yol
acabilecek davranis kaliplarrm da etkilemektedir. Ornegin, obezite ya da alkol
tiketimi egilimi hem genetik hem de g¢evresel faktorlerden etkilenecektir.
Dolayistyla, kalitimin neden oldugu kan basinci degiskenliginin oranini belirlemek

zordur ve farkli popiilasyonlarda degisebilir (Carretero ve Oparil 2000).

En az 10 gen igerisindeki mutasyonlarin, nefronun tuz ve su geri emilimini
arttirarak veya azaltarak ortak bir yoldan kan basincini arttirdigi veya azalttig
gosterilmistir (Lifton 1996). Glukokortikoid hipertansif (kan basimcini arttiran)
sendromlarin monogenic (tek genle aktarilan) olan ii¢ nadir formundan —tedavi
edilebilir aldosteronizm, Liddle Sendromu ve goriinir mineralokortikoid fazlalig
(Apparent Mineralocorticoid Excess, AME) Sendromu— sorumlu genetik
mutasyonlar tanimlanmistir fakat dordiincii form olan otozomal baskin
hipertansiyondan sorumlu gen, 12. kromozoma kadar haritalanmis ancak halen kesin
olarak tanimlanamamistir. Bu genlerin birindeki ince varyasyonlar bazi “temel”

hipertansiyon bigimlerine de neden olabilir (Lifton 1995).
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4.2. Kan Basincinin Kontrolii

Kalbin her atimiyla yeni bir kan dalgas1 arterleri doldurur. Yani nabiz, vurum
hacminin arterlere basing olarak yansimasidir. Nabiz sayis1 kalp atim sayisini verir
(Guyton ve Hall 2001).

Nabiz Basinci = Sistolik Basing (SB) — Diyastolik Basing (DB)

Ortalama kan basinci, kalp atim donglisii boyunca organlara kani tasiyan
ortalama basing degeri oldugu i¢in 6nemlidir ve sistolik ve diyastolik degerlerinden
hesaplanir (Guyton ve Hall 2001).

Ortalama Kan Basinct (MAB)= DB+1/3 Nabiz Basinc1 (SB-DB) = 2DB+SB

Ortalama kan basinci, kalp atim donglisii boyunca organlara tasiyan ortalama
basing degeri oldugu i¢in 6nemlidir ve SB ve DB degerlerinden hesaplanir. MAB’1n
ana belirleyicileri; kalp ¢ikis debisi (KCD), ve periferik direngtir (Guyton ve Hall
2001).

MAB= KCD (Kalp Debisi) X TPD (Toplam Periferik Direng)

Kalp debisi kalbin dakikada pompaladig: kan miktaridir. Kalp hiz1 arttiginda, her
bir atimda pompaladig1 kan hacmi arttiginda dakikadaki toplam atim hacim hacmi
yani debisi artar. Bu parametrelerden herhangi birindeki degisiklik MAB degerinde
degisiklige yol agar ve takiben kan basincini eski degerine dondiirebilmek i¢in kisa

stireli ve uzun streli dizenleme mekanizmalar1 devreye girer (Guyton ve Hall 2001).

Kan basincinda kisa donem diizenlemeler arterial barorefleksler ile yapilirken
uzun donem diizenlemelerde kardiyo vaskiiler sistemin yanisira bobrekler de devreye
girerler. Kan basinci lokal ve sistemik dizenlemelerle kontrol edilir (Guyton ve Hall
2001).

4.2.1. Lokal Duzenlemeler

Kan basincinin lokal diizenlenmesinde kendi kendini diizenleyen mekanizmalar
ve endotelden salgilanan lokal faktorler rol alir. Dokularin kendi kan akimlarini
diizenleyebilme yetenegine otoregiilasyon denir. Bu mekanizmayla arteriyal kan

basincindaki degisimlere kars1 dokular kendi beslenmelerini belli sinirlar i¢cinde sabit
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tutabilirler. Bu mekanizma basta bobrekler olmak iizere, beyin, kalp, karaciger,
gastrointestinal sistem (GIS), iskelet kasinda daha belirgindir (Hammer ve McPhee
2014).

4.2.2. Sistemik Duzenlemeler

Kan basmcimin sistemik diizenlenmesi; santral sinir sistemi, periferik sinirlerin
uyarimi, hormonal ve kimyasal maddelerle olur. Sinirsel diizenlemede kalbin
inervasyonu, kan damarlarinin inervasyonu yer alir. Sempatik ve parasempatik
sinirler aort, pulmoner arter basta olmak iizere damarlar1 ve kalp kasimi kontrol

ederler (Hammer ve McPhee 2014).

Parasempatik sistem uyarimi arterlerde gevseme yaparak kan basincinda
diismeye; sempatik sistemin uyarilmasi ise arterlerde kasilmaya ve kan basininin
yikselmesine neden olur. Sempatik sistem uyarimi kalp kasinin kasilma giiciinii ve

hizini da arttirarak kan basincini yiikseltir (Hammer ve McPhee 2014).

4.2.3. Kardiyovaskiiler Kontrol Mekanizmalari
A. Hizl Olan Etkili Mekanizmalar (Saniyeler)
a. Baroreseptor Refleksler
b. Kimoresepttr Refleksler
c. Merkesi Sinir Sistemi iskemisiyle sempatik merkezlerin dogrudan
uyarilmasi
B. Orta Derecede Hizl1 Etkili Mekanizmalar (Dakikalar)
a. Damarlarin gerilmesi gevsemesi ile lokal yanit.
b. Renin anjiotensin vazokonstriksiyon sisteminin yaniti.
c. Kapilerlerden ekstrasellller alana veya tersine sivi gegisi
C. Yavas ve Uzun Siireli Etki Eden Mekanizmalar (Saatler)
a. Aldosteron

b. Antiditiretik (ADH, vazopressin) hormonlarin etkileri.

Hipertansiyon artmis kalp atim ve damarlarda direng artis1 sonucunda ortaya
cikar. Bu iki mekanizmayi etkileyen bir¢ok neden bu duruma yol agabilir. Kalp atim

ve arterlerde olan direng arasindaki uyumsuzluga neden olan faktorler kalict yliksek

13



kan basincina neden olmaktadir. Bu faktorler kisiye gore hastaligin derecesine gore

farklilik gostermektedir (Kaplan ve Lieberman 1998).

4.3. Katekolaminler

Katekolaminler adrenal medullanin kromaffin hiicreleri basta olmak {izere
postganglionik sempatik sinir sisteminin adrenerjik noronlar1 ve merkezi sinir
sisteminde sentezlenmektedir (Mondorf ve ark.1998). Adrenal medullada
sentezlenen katekolaminlerin %80’i epinefrin (adrenalin), %16’s1 norepinefrin
(noradrenalin) ve %4’ti dopaminden olusturmaktadir (Mondorf ve ark. 1998;
Montgomery ve ark. 2000; Onat 2000). Epinefrin, adrenal medulla disindaki
dokularda sentezlenmezken, norepinefrinin ¢ogu (%80’i) post ganglionik sinir

uclarinda sentezlenir (Omer 2006).
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Sekil 4.3. Katekolaminler; epineftin, norepinefrin ve dopamin.

Katekolaminler (dopamin, norepinefrin, epinefrin) tirozin aminoasidinden
tirevlenen bilesiklerdir ve organizmanin anormal durumlara karsit uyum
saglamasinda etkilidirler (Erséz 2002; Omer 2006). Stres durumlarinda sempatik
sinir sistemi ve adrenal medulladan olusan sempatoadrenal sistem adi verilen bir
sistem devreye girmektedir. Fiziksel aktivite, asir1 soguk, hipoglisemi, korku ve
heyecan gibi duygusal uyarilar bu sistemi uyaran etkenler arasinda sayilabilir.

Viicudun bu gibi stres kosullarina uyum saglamasinda, uyarilarak etkileri ¢ok hizli
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baslayan ancak birka¢ dakika gibi, ¢cok kisa bir siire devam eden katekolaminler

onemli rol oynamaktadir (Ersdz 2002).

4.3.1. Katekolamin Sentezi

Katekolaminler, merkezi sinir sisteminde ve bobrekUstl bezlerinde uretilen
hormon gruplaridir. Kan basincini artirict yonde etki gosterdikleri igin pressor
(uyarici, kan basincini yiikselten) aminler olarak da adlandirilirlar. Sentez zincirinin
baslangic maddesi tirozindir ve trozin gidalardan alinir. Tirozinin, dihidroksi-
fenilalanine (DOPA) doniisimiinii saglayan, tiroksin hidroksilaz enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyon hiz kisitlayici basamaktir. Bu reaksiyonun hizi, epinefrin ve
norepinefrin tarafindan yavaslatilir. DOPA’nin dekarboksilasyonu sonucunda olusan
dopamin, merkezi sinir sisteminde norotransmitter olarak kullanilir. Noronlarda ve
bobrekusti bezinde grandller iginde depolanan dopamin, dopamin-p hidroksilaz
enzimi tarafindan norepinefrine donistiiriiliip depo graniillerinden salgilandiktan
sonra feniletanolamin N-metil transferaz (PNMT) tarafindan epinefrine doniistiirtiliir.
PNMT yalnizca bobrekiistli bezinin medulla boliimiinde bulunan ve basta kortizol
olmak {tizere glukortikoidler tarafindan indiiklenen bir hormondur. Bu sebeple,
endojen kortizol iiretimini baskilayan eksojen steroid tedavileri ve adrenokortikal
yetmezlige sebep olan biitiin durumlar, katekolamin sentezini de azaltir. Adrenal
medulla hormonlar1 kromaffin graniiller iginde kromogranin A, dopanin -
hidroksilaz ve ATP molekiilleri ile kompleks halde bulunur. Uyari durumunda
depolanmis olan katekolaminler ekzositoz yoluyla serbest hale geger (Baynes ve
Dominiczak 1999).
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Sekil 4.4. Katekolaminlerin sentez basamaklari.
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4.1.1. Katekolaminlerin Yikim

Epinefrinin ¢ok az bir kismu idrarla atilabilir. Katekolaminlerin aktif
formlarininin biyolojik yar1 omiirleri ¢ok kisa olup, 10 ile 30 saniye igerisinde
inaktive edilirler (Bhagavan 2002). Katekolaminlerin inaktivasyonu, Katekol-O-
metil transferaz (COMT) ve Monoamin oksidaz (MAO) enzimleri tarafindan

katalizlenir:

COMT enzimi sitoplazmik olup, S-adenosilmetionin (SAM)’den metil grubunun
benzen halkasinin meta-pozisyonundaki hidroksil grubuna transferini Kkatalizler.
Epinefrin, norepinefrin ve dopaminin COMT tarafindan metilasyonu ile sirasiyla
metanefrin, normetanefrin ve 3-metoksitiramin olusur (Baynes ve Dominiczak 1999;
Bhagavan 2002).

MAO enzimi ise katekolaminlerin ve diger monoaminlerin deaminasyonunu
katalizleyerek inaktive eder. Bu enzim karaciger, mide, bobrek ve bagirsaklarda
yiiksek derisimde bulunur. MAO-A izozimi ndronal dokularda bulunur ve serotonin,
epinefrin ve norepinefrini deamine eder. Ekstrandronal dokulardaki MAO-B ise 2-
feniletilamin, benzilamin gibi bilesikleri deamine eder. Her iki izoform dopamin ve
tramini substrat olarak kullanabilir. MAO enzimi epinefrin ve norepinefrini
dihidroksimandelik asite; dopamini ise dehidroksifenilasetik asite gevirir.
Katekolaminler énce COMT ya da MAO tarafindan kullanilabilirler. Birisinin
Uriinliinii  diger enzim substrat olarak kullanabilir. Metabolizmalar1 sonucunda
epinefrin ve norepinefrin 3-metoksi-4-hidroksimandelik asite (vanilmandelik asit,
VMA); dopamin ise homovanilik asite ¢evrilir ve bu iriinler idrarla atilir.
Katekolaminlerin son drlnleri, ara urunleri, hatta katekolaminlerin kendileri stlfat
veya glukuronik asitle konjuge edilebilirler. Konjuge edilmis bu iiriinler ve daha az
miktarda da serbest formdaki iiriinler idrarla viicuttan atilir. Idrarda epinefrin ve
norepinefrinin ana metaboliti VMA, dopaminin ana metaboliti ise homovanilik
asittir. VMA ve metanefrinlerin idrardaki derisimleri feokromasitoma hastalarinda

artar (Baynes ve Dominiczak 1999).
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4.3.2. Katekolaminlerin Etkileri
4.3.2.1. Epinefrinin Etkileri

Epinefrin, diger endokrin organlar dahil bir ¢ok dokuda B- ve a-adrenerjik

reseptorlere baglanir ve onlari uyarir.

B-adrenerjik reseptorler, ¢izgili kaslarda ve karacigerin parankim hiicrelerinde
bulunurlar. B-adrenerjik uyarilmasi, cAMP iizerinden hormonal etki olusturur.
Epinefrin, B-adrenerjik uyarilmasi yoluyla ¢esitli organlarda cesitli etkilerin ortaya
¢ikmasina neden olur (Bhagavan 2002).

1) Epinefrin, o6zellikle ¢izgili kaslarda glikojenin yikimini artirir ve glikojen

sentezini azaltir.

2) Epinefrin, kalp kasi iizerine inotropik (kasilma giiciinde) etki gosterir ve

kardiyak debiyi hizla artirir.
3) Epinefrin, diz kaslarin gerilmesini belirli 6l¢iide diisiirtir.

4) Epinefrin, yag dokuda yaglarin parcalanmasina ve yag asitlerinin dolagima

saliverilmesine neden olur.

5) Epinefrin, glukagon, tiroksin, kalsitonin, parathormon, renin, eritropoietin ve

gastrin saliverilisini artirir.

a-adrenerjik reseptorler, baslica damarlarin diiz kaslarinda bulunurlar. a-
adrenerjik uyarimi, kan basincinin yiikselmesine neden olur. Epinefrin, pankreasta a-
reseptorlere baglanarak insiilin saliverilisini direkt olarak inhibe eder; ancak
fentolamin ile o-adrenerjik etki bloke edildiginde epinefrin, insiilin saliveriligini

artirtr (Bhagavan 2002).

Epinefrin, korku, asir1 1s1 diisiisii, yogun kas faaliyeti ve oksijen azligi, kan
sekeri diizeyinde ani diigme gibi biiyiik stres durumlarina viicudun uymasinda 6nemli
rol oynar. Epinefrin, kas hareketleri i¢in baslica yakiti olusturan yag asitlerini hizla
saglayarak, kaslarda glukoz alinip tutulmasimi azaltarak, karacigerde glikojenden
glukoz ayrilmas1 (glikojenoliz) ve amino asitlerden glukoz olusmasim

(glukoneojenez) uyarma suretiyle glukoz debisini artirarak glukozun santral sinir
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sistemi i¢in saklanmasini saglar ve boylece stresle micadelede etkili olur (Baynes ve
Dominiczak 1999; Bhagavan 2002).

4.3.2.2. Norepinefrinin Etkileri

Norepinefrin, kiclk dozlarda primer olarak a-adrenerjik reseptorlere etki eder.
Norepinefrinin iyi bilinen bir etkisi, vaskiiler vendz konstraksiyondur; kan basincinin
yiikselmesine neden olur. Dihidroergotamin, o-reseptorleri bloke ederek kan

basincini diisiiriicii etki yapmaktadir (Baynes ve Dominiczak 1999, Bhagavan 2002).
Norepinefrin, esas olarak sempatik sinirlerde nérotrasmitter olarak goérev yapar.
Epinefrin ve norepinefrin, belli etki farkliliklart géstermektedirler:

1) Glikojenden glikoz ayrilmasi ve metabolizma {izerine etki, epinefrinde daha

kuvvetlidir.

2) Kan basinci artmasi, epinefrinin kan seviyesinin artirmasindan, norepinefrinin

periferik damarlarda daralma yapmasindan ileri gelir.
3) Kalbin koroner damarlari, hem epinefrin hem norepinefrin etkisiyle genisler.
4.4. Genetik Polimorfizm

Canli kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA niikleotid dizileri birbirine
benzerlik gosterir. Popiilasyonlarda iki farkli birey arasinda DNA’nin yaklasik 1000
baz cifti uzunlugunda herhangi bir kismi ortalama sadece bir baz ¢ifti degisikligi
icerir. Tek nukleotit degisimlerini (varyasyonlari, polimorfizmleri) igceren genler,
toplumda %1°den daha fazla siklikta bulunan allel genler olarak tanimlanir. Insan
genom dizilim calismalar1 her insan genomunda DNA’nin %99.9 benzerlik
gosterdigini kanitlamistir. Geriye kalan % 0.1°lik fark, bireysel genotip ve fenotipik
degisikliklerin sorumlusudur. Tek niikleotit degisimleri insan genomunda en g¢ok
bulunan (ortalama her 1000 niikleotitte bir) DNA dizi degisimleridir. Diger genetik
polimorfizm tipleri; degisik uzunlukta ikili ya da {iglii niikleotit tekrarlart ve DNA’da
eksilme ya da artmalar igerir. Populasyonlarda, polimorfizm mutasyonlardan daha
fazla siklikta varyant allel olarak bulunmaktadir. Bu nedenle birbirlerinden ayrilirlar
ve polimorfizm hastalik nedeni degil yatkinlik sebebi olabilirler (Harrap 2004,
Thompson 2005).
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Insan genomunda en cok goriilen polimorfizm tek niikleotid polimorfizmi
(TNP)’dir. TNP genom dizisindeki tek niikletid (Adenin: A, Timin: T, Guanin G,
Sitozin: C) degisimleridir. Genom benzerliginin %99,9 farkliliginin %0,1°dir. Bu
sebeple bireyleri farkli yapan genom dizilimi %0, 1’lik kisimdir. Genomun ¢ok kiigiik
bir kism1 gen kodladigi i¢in, TNP’lerin biiylik kismi gen kodlamayan bolgelerde
bulunur. Bu tip TNP’lere sessiz TNP denir. Sessiz TNP’ler gen fonksiyonlarin1 ve
kalitsal ozellikleri etkilemez. Kodlayan bolgelerdeki TNP’lere fonksiyonel TNP
denir. Insan genomunda 15-30 milyon TNP oldugu tahmin edilmektedir. Simdiye
kadar ise 13 milyona yakin TNP tanimlanmistir. Genomda bir degisikligin TNP
olarak tanimlanabilmesi i¢in genis bir popiilasyonun en az %]1’inin DNA dizisinde
goriilmelidir. iki farkli birey arasinda 1331 baz ciftinde bir farklilik oldugu tahmin
edilirken bu oran popiilasyonlar arasinda degisiklik gostermektedir (Zhang ve ark.
2002).

Popiilasyonlardaki bireyler arasinda goriillen TNP’ler, hastaliklara karsi
duyarlilik, ilaglara diren¢ ve hastalifin seyrini etkilemektedir. Kanser, bazi
kardiyovaskiiler hastaliklar, migren, sizofreni ve Alzheimer hastaligit TNP ile yakin
iligkilidir. Cesitli hastaliklara 6zgli TNP profilleri belirlenmistir. TNP taramalari
yapilarak hastaliga neden olma ihtimali olan varyant alleller tespit edilip daha sonra
bireylerin DNA 0Orneklerinden 6zel alleleler incelenerek hastaliga yatkinliklar

belirlenebilmektedir (Zhang ve ark. 2002).

Esansiyel hipertansiyon, karmasik multifaktoriyel bozukluklarin bir sonucudur.
Bazi durumlarda biiyiik bir popiilasyonda bir genin mutasyonu olabilir. Esansiyel
hipertansiyon, cesitli ¢evresel faktorlerle etkilesimde kan basincini etkileyen bazi
genlerin mutasyonlart ve polimorfizmlerinin bir kombinasyonudur. Kan basinci
regililasyonunda rol alan molekiiler yollar hakkinda daha ayrintili bilgi, hipertansiyon
gelisimini ayrmtili olarak anlamamiza yardimer olacagi diisiiniilmektedir (Kasko ve

ark. 2012).
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Calisma Gruplari Arastirma Orneklerinin Temini

Calisma i¢in gerekli Etik Kurul izni Marmara {iniversitesi Tip Fakiiltesi Etik
kurulundan almmistir (Protokol Kodu: 09.2015.327 70737436-050.06.04). Bu
calisma Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir.

Calismada kullanilacak numuneler, Istanbul Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Dahiliye Poliklinigine bagsvuran hastalardan esansiyel
hipertansiyon (EHT) teshisi konulmus 111 hastadan ve EHT bulgusuna rastlanmamis
97 kisiden alinmigtir. EHT hasta grubunun yaslar1 39 ile 93 arasinda olup kontrol
grubu saglikli bireyler ise 19 ile 82 yas araligindadir.

Arastirmaya katilan tiim bireylerin bilgilendirilmeleri sozlii ve yazili yapilmig
olup goniilli olur formu imzalatilmigtir. Arastirmaya katilma ve katilamama
durumlarinin temel kriterleri Tablo 5.2.’de gosterilmistir. Tiim katilimcilarin segilme

esaslar etik kurul takip formunda belirtilmistir.

Goniillii katilmcilardan 1 adat EDTA’I tiipe 200ml periferik kan ornekleri
alindi. Alinan kan 6rnekleri EHT ve kontrol olmak {izere ayr1 ayr1 kodlanarak DNA

izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de saklandu.

Numunelerin numaralandirilip kodlanmasi isleminde tiim numuneler 01’den
baslayarak sira numarast verilerek isaretlendi. EHT hasta grubunun numarasinin
ontine “EHT” kisaltmasi, kontrol grubunun numarasimin oniine “K” kisaltmasi

kullanilarak hasta ve kontrol grubun birbirinden ayrigmasi saglandi (Tablo 5.1.).

Tablo 5.1. Numunelerin kayit altina alinmasi ve numaralandirilmasi.

Tansiyon
Numune | Adi Soyadi Yas Cinsiyet | SKP/DKP | Tapi1
Kodu (E/K) (mmHg)
K11 C** A** 25 K 80/130 Kontrol
EHT15 C** K** 61 E 100/150 EHT
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Tablo 5.2. EHT ve kontrol grubu goniillillerin arastirmaya katilma ve katilamama

kriterleri.

Arastirmaya Katilma Kriterleri

Arastirmaya Katilamama Kriterleri

Dinlenme Tansiyonu en iki farkli
6lciimde sistolik 90 mmHg
diyastolik 140 mmHg ve Uzeri
olmast.

Kronik bagka bir hastalig1
sebebiyle farkli sistolik ve
diyastolik degerlerinin degiskenlik
goOstermesi.

Yapilan tetkik ve muayene
sonucunda hipertansiyon tanisi
konmus olmasi.

Sekonder (ikincil; bir hastalik
sebebiyle) hipertansiyonu olmasi.

Yaglar1 18 ve tizeri olmasi.

Yaglart 18 alt1 olmasi.

5.2. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu, “High Pure PCR Template Preparation Kit

(Roche Applied Science)” kullanilarak gerceklestirildi. Izolasyon isleminde

asagidaki basamaklar izlendi.

1.

-20 °C’da EDTA’l tiiplerde saklanan kan numuneleri oda sicakliginda
tamamen cozulinceye kadar bekletildi. Tupler basit dairesel hareketlerle
karistirilarak numunenin akigkanligi ve homojen olmasi saglandi.

Her numune igin 1,5 ml’lik otoklavlanmis ependorf tiipleri hazirlandi.
Hazirlanan tiipler EHT ve kontrol i¢in ayri ayri1 kodlanarak belirgin hale
getirildi. Her birey i¢in numaralandirma islemi yapildi.

Ependorf tup igerisine 200 pl kan numunesi, 200 pl baglayici tampon ve 40
ul proteinkinaz K eklenerek ependorf tiipte karistirilarak 70 °C’lik firinda 10
dakika inkube edilmesi icin bekletildi.

Inkiibasyon islemi sonrasinda 100 ul izopraponal eklenerek kit icerisindeki
mini-spin kolonlarina eklendi (High Pure Filter Tube) ve 8000 g’de 1 dakika
sure ile santrifiij edildi.

Alt sivi (flow-through) atilarak iizerine 500 pl inhibitdr t uzaklastirict
(inhibitor removal) tamponu eklenerek 8000 g’de 1 dakika siire ile santrifiij

edildi. Santrifiij isleminden sonra alt s1vi atild1.
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6. 500 pl yikama tamponu ekleyerek 8000 g’de 1 dakika siire ile santrifiij
edildi. Santrifiij isleminden alt siv1 atildi.

7. 500 pl yikama tamponu ekleyerek 8000 g’de 1 dakika siire ile santrifiij
edilerek yikama iglemi tekrar edildi. Santrifiij isleminden alt s1v1 atild1.

8. Herhangi bir tampon veya madde eklenmeden 13000 g’de 10 saniye siire ile
santriflij edildi. Santrifiij isleminden sonra ylksek filtre tuptnin alt kism
atilarak, mini spin kolonu onceden hazirlanmis olan 1,5 ml’lik ependorf
tiiplere yerlestirildi.

9. 70°C firinda bekletmis oldugumuz toplama (elusyon) tamponu 200 pl
eklenerek 800 g’de 1 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij islemi ile
saflastirilmis DNA’nin kolondan 1,5 mI’lik ependorf tiipe alinmasi saglandi.

10. Son santrifiij isleminden sonra yuksek filtre tlipinin kolonu atilarak izole
edilen DNA’nin bulundugu ependorf tiipleri hasta ve kontrol kodlarina gore
gruplanarak saflik derecesinin belirleme c¢alismasi yapilincaya kadar

saklanacag -20 °C dolaba alindi.

5.3. DNA Miktarinin Belirlenmesi

Izole edilmis DNA’larin miktarim belirlemek igin. “Synergy H1 Take3 Micro-
Volume Plate (BioTek)” cihazi kullanildi. DNA miktarinin okumasi i¢in 2 pl’den az
olmayacak sekilde okuyucu bolmelerine numunelerden pipet ile alinarak yerlestirildi.
Numuneler cihaza yerlestiginde okumanin yapilacagr kuyular programda secildi.
Okuma komutu verilerek cihazin DNA miktarlarin1 okumasi saglandi ve ¢ikti olarak

Tablo 5.3.’de verileri alindi. DNA miktarlari PZR analizi i¢in uygun bulundu.
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Tablo 5.3. Numunelerin DNA miktarlarinin okunmasina iligkin 6rnek degerler.

s 3 p 3
Spectrum Spectrum
A A
1,667 | 2077 [2e0280 1,793 | 1,781 |2e0z=0
5,34 | 15,12 [ngil 34,835 | 60,719 |npiuL
Spectum Sipectrm
B B
0,667 | 0938 |=s0ze0 0827 133 |0z
32,73 | 45,02 |ngil 27,522 | 74,114 |ngil
Spectum Sipectrum
C C
1,91 | 1946 |80z 1,099 | 1,863 |80z80
16,25 | 20,32 |npil 44,477 | -15,94 |ngil
Spectrum Spectrum
D D
1,774 | 1615 [280a280 1,666 221 |#®Eizs
8,422 | 7529 |npil 83,35 | 45,739 |npil
Spectrum Spectrum
E E
1414 | 1 387 [#50/280 1749 1839 [280E80
2,088 | 2178 |rpul 40,071 | -46,55 |ngiul
Spectum Sipectrm
F F
14 1457 |2swze0 2005 205 |z0es0
2,471 | 2,565 |npil 19.619 | 6,186 |ngul
Spectum Sipectrum
G G
0,876 [ 0,857 [==0z80 1597 | 1468 |280280
20,8 | 20,46 |l 158,42 | 73,633 |ngiul

5.4. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) igin Light Cycler® 480 (Roche) cihazi
kullanild1. rs376451 PNMT parametrelerine gore 6zel karigimlar hazirlandu.

Hazirlanan karisimlardan her bir plate kuyusu icin 0.5 pl Reagent Mix, 1pl
FastStart DNA Master, 0.8 pl MgCl, (256mM) ve 52 pl H20 (su) karisim
hazirlanarak plate kuyusuna pipet ile eklendi. Plate kuyusuna eklenen karigimin
tizerine izole edilmis 2.5 pl (0,5-125 ng) DNA eklendi. Bu islem her kuyuya farkli

numune DNA’s1 eklenecek sekilde tiim plate kuyulari i¢in ayr1 ayri tekrarlandi.

24



Tablo 5.4. DNA izolasyonu i¢in kullanilacak tampon ¢ozelti ve DNA miktarlari.

10pl reaksiyon karisima:

Reagent Mix 0.5ul
FastStart DNA Master(") 1l
MgCl2 (25mM) 0.8 ul
H.0 5.2 ul
DNA 2.5l

Plate, “Light Cycler® 480 (Roche)” cihazina yerlestirilerek analiz islemleri
yapildi rs376451’in genotipleri (CC, CT ve TT) belirlendi. Numunelerden elde
edilen grafik 6rnekleri Sekil 5.1., Sekil 5.2. ve Sekil 5.3.’de gosterilmistir.

Sekil 5.1 Siras1 ile EHT grubuna ait olan H158 numune koduna ve kontrol grubuna
ait olan K34 numune koduna ait olan PZR grafikleri. H158 ve K34, TT genotiplerine
sahiptir.
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Sekil 5.2. Sirasi ile EHT grubuna ait olan H179 numune koduna ve kontrol grubuna
ait olan KO7 numune koduna ait olan PZR grafikleri. H179 ve K07, CT genotiplerine
sahiptir.

Sekil 5.3. Siras1 ile EHT grubuna ait olan H28 numune koduna ve kontrol grubuna
ait olan K203 numune koduna ait olan PZR grafikleri. H28 ve K203, CC
genotiplerine sahiptir.
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Sekil 5.4. Genotiplerinin belirlendigi PZR analizinde numunelerden alinan toplu

grafik goruntisd.

Grafiklerden elde edilen bilgiler referans degerleri ile karsilagtirilarak tiim
numunelerin genotip tipleri belirlenmis oldu. EHT ve kontrol gruplart icin elde
edilen genotip cesitlerinin kayit edilmesine iliskin 6rnek gosterim Tablo 5.5.°de

verilmistir.
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Tablo 5.5. Genotipleri PZR analizi ile belirlenen numunelerin listelenmesinin 6rnek

gosterimi.

EHT iCIN KONTROL iCiN
Numune Kodu Genotip Numune Kodu Genotip
EHT22 CcC K19 CcC
EHT25 CcC K04 CT
EHTO02 CT K06 CT
EHT15 CT K07 CT
EHT26 CT K18 CT
EHT30 CT K01 TT
EHTO3 TT K05 TT
EHT14 TT K08 TT
EHT31 TT K09 TT
EHT49 TT K10 TT

5.5. Analiz

PZR ile belirlenen genotiplerin polimorfizm tlizerine dagilimi istatistiksel olarak

GraphPad Prism (V.7) ile degerlendirildi. EHT ve kontrol gruplar igin istatistiksel

analiz yapildi. Her polimorfizm i¢in ki-kare testi ile Hardy-Weinberg denklemi

uyumlulugu kontrol edildi.
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6. BULGULAR
6.1. Hasta Grubunun Klinik Ozellikleri

Esansiyel Hipertansiyon (EHT) tanisi konulmus tansiyon degerleri SKB 140
mmHg’dan ve DKB 90 mmHg’den yiiksek degerlere sahip, yaslar1 39 ile 93 arasinda

degisen ve yas ortalamasi 67,36 olan 103 (45 erkek, 58 kadin) kisiden olusmustur.

Tablo 6.1. Calismaya katilanlarin demografik ve klinik bilgileri (p<0,0005).

Parametreler EHT Hasta Kontrol p

Birey Sayisi 103 84

Erkek 47 52

Kadin 56 32

Yas 67,54 +1,131 49,68 + 1,1831 <0,0001
Boy 164.2+9.7 165.5+9.9 <0,0001
Kilo 79.6+13.5 73.3+13.1 <0,0001
BMI 30.0+4.7 22.912.6 <0,0001
SKP mmHg 156,3 1,454 127,17 £ 1,173 <0,0001
DKP mmHg 98,84 + 0,8117 69,19+1,9 <0,0001
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Sekil 6.1. Esansiyel hipertansiyonlu hasta yas ve cinsiyet dagilimi.

Kontrol grubu ise tansiyon degerleri

SKB

140 mmHg’dan ve DKB

90mmHg’den diisiik degerlere sahip yaslari 19 ile 82 arasinda degisen yas ortalamasi

67,45 olan 84 (52 erkek, 32 kadin) kisiden olusmustur.
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Sekil 6.2 Kontrol grubu cinsiyet yas dagilimu.
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6.2. EHT ve Kontrol Gruplarinda Genotip Dagilim

Her kan numunesinden 200 ul alinarak Roche firmasmin “High Pure PCR
Template Preparation Kit” kiti kullanilarak DNA elde edilmistir. Elde edilen
DNA’lar gere¢ ve yontemler boliimiinde anlatildigi gibi miktarlarina bakilarak PZR

ile gogaltilmis ve TNP genotipleri belirlenmistir.

Tablo 6.2 EHT hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip dagilimlari.

EHT Hasta Grubu Kontrol Grubu

ADET % ADET %
CC 22 21 8 9
CT 41 40 36 43
TT 40 39 40 48
TOPLAM 103 84

Deneylerin tamamlanmasi1 ile elde edilen kayitlar incelendiginde, hasta
gurubunda 103 kisiden, 22 kisi CC alleli, 41 kisi CT alleli, 40 kisi ise TT alleli
oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda bulunan 84 kisiden, 8 kisi CC alleli, 36 kisi
CT alleli, 40 kisi TT alleli oldugu belirlenmistir.

Allellerin yiizdelik dagilimina baktigimizda EHT icin %21 CC, %40 CT ve %39
TT dagilimina, kontrol grubu i¢in %9 CC, %43 CT ve %48 TT allel dagilimi
goriilmiistiir (Tablo 6.1.).
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Sekil 6.3. Esansiyel hipertansiyonlu hasta ve kontrol dagilim siklig.

Tablo 6.3. EHT hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore genotip dagilimi.

EHT Hasta Grubu

Kontrol Grubu

ERKEK KADIN ERKEK KADIN
(%0) (%0) (%) (%)
cC 6 (13) 16 (28) 5 (10) 3(9)
cT 20 (45) 21 (36) 23 (44) 13 (41)
TT 19 (42) 21 (36) 24 (46) 16 (50)
TOPLAM 45 58 52 32
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Sekil 6.3. Esansiyel hipertansiyonlu hasta

CcC

CT
TNP

genotip dagilimi.

Kontrol Erkek
Kontrol Kadin
EHT Erkek

EHT Kadin

ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore

EHT hasta ve kontrol igin genotipleri allel sikliklarina gore; EHT hasta icin 85

C, 121 T alleli gorulmiistiir. Ayn1 sekilde kontrol grubu igin 52 C, 116 T alleli

gOriilmiistiir.

TNP Dagilim Slkhg:

C-T TNP Dagilim Sikhgi
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Sekil 6.4. Kontrol ve EHT hasta gruplar1 i¢in C-T TNP dagilim siklig1.
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Tablo 6.4. Kontrol ve EHT hasta gruplar1 i¢in C-T TNP dagilim siklig.

Allel Sikhig EHT Hasta (%) Kontrol (%0) P
T 52 (31) 85 (41)
0,0359
C 116 (69) 121 (59)
Toplam 168 206

Deneyler sonucunda elde edilen genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg dengesi ile

uygunluk gostermektedir.

Tablo 6.5. ¥ testi ile Hardy-Weinberg dengesi sonuglari.

EHT Hasta Kontrol
Allel Frekansi 0,69 0,59
1> Degeri 0,000591012 3,29300273
y? Testi P Degeri 0,980605 0,069576
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7. TARTISMA VE SONUC

Katekolaminler; dopamin, norepinefrin ve epinefrin’den olusan merkezi sinir
sisteminde ve bdbrekustu bezlerinde sentezlenen hormonlardir. Noronlarda ve
bobrekistu bezinde grandller icinde depolanan dopamin, dopamin-B hidroksilaz
enzimi tarafindan norepinefrine doniistiiriiliip depo graniillerinde salgilandiktan sonra

PNMT tarafindan epinefrine doniistiiriiliir.

Bir noérotransmitter/nérohormon olan epinefrin kalp-damar ve diger birgok
fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde o©nemli bir rol oynar. PNMT,

norepinefrin‘den epinefrin sentezi igin gerekli olan enzimdir.

Insan PNMT promotoru degisimleri ilk olarak Wu ve Comings tarafindan
bildirildi (Wu ve Comings 1999). PNMT’ nin yaygin olarak bilinen iki yakin
promotor bdlge tek niikleotid polimorfizmi (TNP) 5°-UTR’1n iisiit bolgesinde -367
(rs3764351) ve -161 (rs876493) bp konumlarinda yer alan polimorfizmlerdir ve
bunlar ATG baslangi¢ kodonunun -390 ve -184 bp yukarisina denk gelmektedir
(Sasaoka 1989).

PNMT polimorfizmlerinin esansiyel hipertansiyonla olan iligkisini ele alan ilk
calisma Cui ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada PNMT genine ait -148 ve -
353 nolu varyantlar ¢alisilmigtir. 117 Afrika kokenli Amerikali, 91 beyaz Amerikal
ve 99 Yunan kokenli hasta taramasi sonucunda yalnizca TNP-353 icin Afrika kokenli
Amerikalilarda hasta ve normal grup arasinda anlamli bir fark gozlenmistir.
Hipertansif vakalar normotensif kontrollerde rs3764351 ve rs876493’lin tahmin
edilen haploit frekanslari, Amerikan beyaz irkinda 0.556/0.536, Yunan beyaz irkinda
0,511/0,512, Afrika kokenli Amerikalida 0,251/0,328 ve Cinli Han niifusunda
0,127/0,408dir. Bulgular, bazt PNMT promoter haplotiplerinin etnik kokene spesifik
koruma agonisti veya esansiyel hipertansiyon riski verebilecegini onermektedir.

TNP -148 i¢in ise anlamlilik bulunamamistir (Cui 2003).

Bu c¢alismadan giiniimiize, bulabildigimiz bilgiler 1s18inda, dogrudan
hipertansiyon ve PNMT iligkisini ele alan yalnizca iki ¢alisma vardir (Chen 2009,
Huang 2011).
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Chen ve ark. Cinli Han populasyonunda G-367A (ATG kodonunda -390
pozisyonuna karsilik gelmektedir) polimorfizmi ile esansiyel hipertansiyon riski
arasinda baglantt oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada, esansiyel hipertansiyon
hastalar1 ile normotensif kontroller arasinda G-367 (rs3764351) polimorfizmi
bakimindan hem genotip hem allel frekansinda anlamli bir fark bulunamamistir.
Ancak ayni gruptaki erkek hastalarda G-367A polimorfizmi esansiyel hipertansiyon
riski ile iligkili bulunmustur. Bu sonu¢ bize PNMT TNP’leri ile esansiyel
hipertansiyon riski arasindaki iliskinin etnik kokene 6zgii olugunu diistiindiirmektedir
(Chen 2009).

2001 yilinda yapilan bir calismada, PNMT geninin promoter bolgesinde G-353A
ve G-148A polimorfizmleri erken baglangicli Alzheimer hastalifinda tanimlanmastir.
Buna gore, Alzheimer hastalikli kisilerin beyinlerinde PNMT aktivitesinin
ndrodejenerasyon gecirdigi bilinen ¢esitli subkortikal bolgelerde azaldigi tespit
edilmistir (Mann ve ark. 2001). Egzersizle indiiklenen epinefrin seviyelerinde PNMT
geninin polimorfizmlerinin olast rolii incelenmistir. Calismaya gore insan PNMT
genindeki fonksiyonel olarak anlamli varyant sekantin, egzersiz sirasinda
dolagimdaki epinefrin diizeylerindeki degisikliklere katkida bulunabilecegini
gostermistir (Ji ve ark. 2008). Bir baska calismada ise, akut bobrek hasarinda PNMT
genine ait tekli nikleotid polimorfizmlerinin etkileri incelenmis; bu hastaligin
gelisimi, siddeti ve mortalitesinde dnemli rolii oldugu gosterilmistir (Alam ve ark.

2010).

Esansiyel hipertansiyon ile PNMT geni 5° UTR varyantlarini inceleyen bir bagka
calismada G-367 ve G-161 varyantlarina yine Cinli Han popiilasyonunda yas ve
cinsiyet bakimindan birbiriyle uyumlu, 316 hipertansif, 316 kontrol grubunda
karsilagtirma yapilmistir (Huang 2011). Burada da tek tek TNP’ler ele alindiginda
allel ve genotip frekanslari bakimindan anlamli bir fark gorilmemekle beraber, 2
TNP’nin birden AA formu i¢in EH ile normal grup arasinda iligkiye bakildiginda
anlaml bir fark belirlenmistir. AA haplotipi normal grupta daha yaygindir. Vicut

kiitle endeksi ile 2 TNP arasinda ise bir iliski bulunamamuistir.

Bu c¢alismada Tiirk popiilasyonunda esansiyel hipertansiyonlu hastalarda ve

saglikli (EHT bulgusuna rastlanmayan) bireylerde PNMT polimorfizmi goriilme
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sikliginin belirlenmesini amagladik. Caligmada, 103 hipertansif ve 83 kontrol
bireyleri lizerinde polimorfizm taramas:i yapildi. G-367 polimorfizminde allel
dagilimlart  y>-kare testiyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (P=0,0678). Tek allel dagilimlarina (C/T) baktigimizda ise G-367A
polimorfizmi i¢in fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P=0,0395).
Calismada T allelinin sikligt EHT grupta %31 kontrol grubunda ise %41 olarak

bulundu.

Calismamiza hasta gruplarimin  sayisini  genisleterek devam  etmeyi

planlamaktay1z.
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