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Kanams kafa ici anevrizmasi olan hastalarda
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) geninin intron
4 (27 baz cifti tekrar1)) ve promoter T786C
polimorfizmi
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Ozet

Amag. Nitrik Oksit (NO) sentezi, 3 izoformu bulunan nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan
diizenlenmektedir. Bunlar Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS), noéronal nitrik oksit sentaz
(nNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS). ENOS, arter damar ¢apini diizenlemektedir,
Islevsel etkinligi disinda yapisal etkinligi de tespit edilmistir. Bu ¢alismada eNOS genindeki iki
polimorfizmle bir yapisal damar patolojisi olan kanamis kafa i¢i anevrizma varhig arasindaki iliski
aragtirildi. 'Yontem. Kanamisg kafa i¢i anevrizmasi olan 43 hasta ve 46 saglikli bireyin
DNA'larinda eNOS geni intron 4 (27 baz cifti tekrar1) ve promoter T786C polimorfizmi jel
elektroforez ve dizileme teknigi ile incelendi. Bulgular. CC homozigot genotip varligi kanamis
kafa i¢i anevrizmasi olan hasta grubunda anlamli olarak yiiksek olarak tespit edilmistir (p<0,05).
Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda intron 4 (27 baz c¢ifti tekrar1) agisindan anlamli fark tespit
edilememistir (p>0,05). Sonu¢. Homozigot T786C genotip varhigi ¢aligmaya aldigimiz yoresel
hasta grubunda kanamis kafa i¢i anevrizma varligi acisindan risk sebebi olarak goriilmektedir.
Intron 4 (27 baz ¢ifti tekrar1) polimorfizminin varligi ise risk teskil etmemektedir.

Anahtar sozciikler: eNOS, nitrik oksit, anevrizma, SAK, polimorfizm

Abstract

Aim. Nitric oxide synthesis, 3-isoform in the nitric oxide synthase is regulated by the enzyme.
These endothelial nitric oxide synthase (eNOS), neuronal nitric oxide synthase (nNOS) and
inducible nitric oxide synthase (iNOS). eNOS, regulates the diameter of arterial vessels.
Functional activity is outside the structural activity. In this study, eNOS gene, a structural vascular
pathology of the two polymorphisms which compared the relationship between ruptured
intracranial aneurysm. Method. Endothelial nitric oxide synthase gene intron 4 (27 base pair
repeat) and promoter T786C polymorphism of 43 patients with ruptured intracranial aneurysms
and 46 control subjects were analysed by polymerase chain reaction and DNA sequencing method.
Genotype distribution and allele frequencies of endothelial nitric oxide synthase gene
polymorphism in patients with ruptured intracranial aneurysm and healthy subjects were
compared. Result. CC genotype frequency was significantly higher in patients with ruptured
intracranial aneurysm. It was also found that presence of eNOS 786 CC genotype was significantly
associated with risk of intracranial aneurysm rupture (p<0.05). No significant difference was found
between patient and control groups as to endothelial nitric oxide synthase gene intron 4 (27 base
pair repeat) polymorphism (p>0.05). Conclusion. T786C polymorphism in endothelial nitric oxide
synthase gene seems to be a possible risk factor for intracranial aneurysm rupture
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Giris
Kafa i¢i anevrizma patolojisinde pek cok goriis arasinda, genetik bir takim faktorlerin
iizerine eklenen edinsel faktorlerin rol oynadigi varsayimi, en ¢ok kabul gorenidir. Bu

sekli ile anevrizmalar sonradan gelisen, zayif duvarindan dolay1 her zaman igin kanama
potansiyeline sahip patolojik olusumlar olarak dikkati gekmektedir.

Sakkiiler anevrizmalarin duvarlari, normal damar duvarinda bulunan elastik membran ve
kas duvarindan yoksundur [1]. Bir yandan kanin kese i¢inde tiirbiilans yapmasi, diger
taraftan da nabiz vuruglarinin zayif duvara kadar ulagmasi, anevrizmalarin genislemesine
neden olur. Spontan subaraknoid kanamalarin %73’ bu sekilde gelisen kafa ici
anevrizmalarin yirtilmasi ile olusmaktadir [2].

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-Arjinin’in oksidasyonu ile
sentez edilir. NOS’in 3 izoformu tanimlanmustir. Bunlardan iki tanesi, néronal NOS
(nNOS) ve endotelyal NOS (eNOS), bir digeri ise indiiklenebilir NOS (iNOS)’dur. NO,
tespit edilmis diger fonksiyonunun yaninda, esas olarak vaskiiler tonusu diizenler.
Fizyolojik durumlarda NO doku hasarina yol agmaz, ¢ilinkii diizenli olarak
oksihemoglobin tarafindan ortamdan temizlenir. Tam aksine, enfeksidz ya da enflamatuar
durumlarda endotoksinler ve inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenen iNOS ise ¢ok
yiiksek miktarlarda NO salinisina neden olur ve artan NO, yiiksek miktarlarda serbest
radikaller olusturarak, konagin dokularinda hasara yol agmasinin yani sira hastaliin
seyrini da degistirir [3, 4]

Endotelden diizenli olarak salinan NO, diizenli bir vazodilatasyon saglayarak vaskiiler
yatakta koruyucu etki gosterdigi iddia edilmektedir. Diizensiz salinan NO damar
duvarinda zayifliklara ve hasara neden olarak anevrizma gelisimine yol actigi da
disiiniilmektedir. Patolojik durumlarda asir1 NO salinigina neden olan iNOS’m da bu
sekilde anevrizma olusumuna katki yaptigi calismalarda iddia edilmistir [5]. NO
sentezinin diizensizligi, extraselliiler matriksin 6nemli bir yap1 tas1 olan elastin proteininin
miktarini degistirmek sureti ile damar duvarinin zayiflamasina neden olmaktadir [1, 6, 7].

eNOS geni kromozom 7g35-36’da lokalize ve 21 kb’lik 26 ekson igerir, iNOS geni ise
kromozom 17g11-12’de lokalize, 40 kb’lik 27 ekson igerir [8]. Bu genlerde meydana
gelebilecek bir varyasyon NOS enziminde fonksiyon degisikliklerine yol acar ve
devaminda bir hastalik siireci gelisebilir [9]. DNA daki eNOS geni varyasyonlar ile
vaskiiler hastaliklar arasindaki iligkiyi ortaya koymak icin yapilmis pek ¢ok arastirma
mevcuttur. Bugiine kadar koroner arter hastaligi, miyokard enfaktiisii, hipertansion, strok
ve renal hastaliklar gibi pek ¢ok vaskiiler bozukluk eNOS geni polimorfizmi ile iligkili
bulunmustur [10-15]. Ayrica, asirt NO salinisina neden olarak vaskiiler yatakta hasara
neden oldugu gosterilen iNOS genindeki polimorfizimin de anevrizma patojenezinde
onemli olabilecegi diisiiniilmektedir [16]. Ancak arastirma sonuglar1 irklar arasinda
degiskenlik gosterdiginden 6zgiin genetik varyantlarin sadece belli irklara 6zgii oldugu
diisiiniilebilir.

Su ana kadarki bilgilerimiz 15181nda, eNOS geni polimorfizmi ve iNOS geni polimorfizmi
ile kafa i¢i anevrizmalar arasindaki iligski heniiz tam agiklanabilmis degildir. Bu nedenle
Tiirk toplumundaki kanamis kafa i¢i anevrizmasi olan hastalarda eNOS enzimine ait
gendeki iki bolgede polimorfizmin olup olmadigin1 gostermek amaciyla, daha once
polimorfik oldugu gosterilen eNOS enzime ait iki gen bdlgesindeki polimorfizmi
arastiran, kontrollii bir calisma yapilmstir.

Gerec ve yontem

Arastirma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi insan etik kurulunca 04/01/2010
tarininde 01 no ile onaylanmistir. Tiim hastalardan ve bilinci kapali hastalarin
yakinlarindan bilgilendirilmis onam formu alinmigtir.
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Denekler

Hasta grubu Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim
Dalinda subaraknoid kanama tanisi ile yatan ve beyin anjiyografisi ile kafa icinde
anevrizma gosterilmis 43 bireyden olusmustur (28 kadin, 15 erkek). Hastalarin ortalama
yast 54,69+13,25 (27-83)’dir. Kontrol grubu ise bir beyin damar hastaligi olmayan, yas
ve cinsiyet yoniinden hasta grubuna benzer saglikli 46 bireyden olusmustur (26 kadin, 20
erkek). Kontrol grubundaki bireylerin ortalama yas1 50,03+15,49 (20-75)’dir.

DNA izolasyonu

Genomik DNA, bireylerin EDTA'lh tiiplere alinmis periferik vendz kanlarindaki
16kositlerden DNA Izolasyon Kiti (Nukleo Spin Blood, Macherey-Nagel, ABD)
kullanilarak elde edilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Intron 4 (27 baz gifti tekrar1) polimorfizmi galismas1 amaciyla 420 baz ciftli bolgenin
amplifikasyonu i¢in asagidaki primer ¢ifti kullanildi.

e 5-CCTGGTTATCAGGCCCTATG-3'(forward),
e 5-GTTTCTTAGGCTGCTCCTGCTACTGAC-3' (reverse).

20 ul'lik son PCR karigimi 13 ul PCR mastermix (Fermantas, Kanada), 3 ul buffer her
primerden 1 ul, ve 2 ul DNA’dan olusmaktaydi. DNA, ilk denatiirasyon 94°C 30 saniye,
ikinci denatiirasyon 94°C 1 dakika, baglanma 61°C 1 dakika, ilk sentez 72°C 40 saniye,
son sentez 72°C 10 dakika'dan olusan toplam 92 doéngii ile amplifiye edildi. Islem
bittikten sonra, ornekler elektroforezde yiiriitiillmek iizere +4°C’de saklanmistir. PCR
driinleri %2,5’luk agaroz jelde elektroforez yontemi ile yiiriitiilmiis ve ethidium bromiir
boyasi ile boyanarak kontrolii yapilmistir.

Icerisinde T876C varyant bdlgesinde bulunan bolgenin amplifikasyonu igin asagidaki
primer ¢ifti kullanildi.

e 5-TGAAGTGCCTGGAGAGTGC-3' (forvard)
o 5-TGCAGGTTCTCTCCTTCACC-3' (reverse)

20 ul'lik son PCR karistimi 13 pl PCR matermix (Fermantas, Kanada), 3 ul buffer her
primerden 1 ul, ve 2 ul DNA’dan olugmaktaydi. DNA, ilk denatiirasyon 94°C 30 saniye,
ikinci denatiirasyon 94°C 1 dakika, baglanma 61°C 1 dakika, ilk sentez 72°C 40 saniye,
son sentez 72°C 10 dakika'dan olusan toplam 92 dongii ile amplifiye edildi. Islem
bittikten sonra, Ornekler elektroforezde yiiriitiillmek iizere +4°C’de saklanmistir. PCR
iiriinleri %2,5’luk agaroz jelde elektroforez yontemi ile yiiriitiilmiis ve ethidium bromiir
boyasi ile boyanarak kontrolii yapilmistir.

Genotipleme

Intron 4 (27 baz gifti tekrari) polimorfizmi igin genotipleme elde edilen PCR fiiriinlerinin
jel elektroforez sirasinda elde edilen bantlarinin molekiiler uzunluklarina gére yapilmistir.
420 bg¢ molekiiler uzunlugunda tek bant varsa homozigot (a/a) normal, 393 b¢ molekiiler
uzunlugunda tek bant varsa homozigot 4b/b varyant, her iki b¢ molekiiler uzunlugunda
bant mevcutsa heterozigot 4 a/b varyant olarak tanimlandi. 4 rakami, 4. intron oldugunu
belirtmektedir.

Promoter T786C polimorfizmi i¢in DNA dizileme teknigi kullanilmis, 786 pozisyonda
TT ise homozigot normal, CC ise homozigot varyant, TC ise heterozigot varyant olarak
kabul edilmistir. Normal homozigot TT dominant model olarak, anormal homozigot CC
resesif model olarak tanimlanmustir.
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Istatistik

Tiim veriler Windows i¢in SPSS 10.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) kullanilarak analiz
edilmis ve ortalama + standart kayma seklinde kaydedilmistir. Genotip dagilimlarmin
karsilagtirllmasinda ve Hardy-Weinberg dengesinden kaymasinin arastirmasinda t testi ve
Ki-kare testi kullanildi. %95 giivenlik araliginda Odds orani her bir normal ve anormal
aleler ve genotip dagilimlari i¢in hesaplandi. Genotip degisiklikleri ile kanamis kafa ici
anevrizma varhig: arasindaki iliski igin univariate regresyon analisi kullamldu. Istatistiksel
olarak anlamli olan degiskenler i¢in multivariate regresyon analizi yapildi. P<0.05
anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

Hasta ve kontrol grubuna ait demografik veriler Tablo 1’de verilmistir. Kontrol grubunda
sigara i¢cimi 1liml sekilde yiiksek ¢ikmustir. Gruplar arasinda sigara i¢imi yoniinden
anlamli fark tespit edilmistir (p<0,05). Yas cinsiyet ve lipit yiliksekligi acisindan gruplar
arasinda anlaml fark tepsi edilememistir (p>0,05).

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik ve klinik parametreler.

Degiskenler Hasta (n=43) Kontrol (n=46) p degeri
Yas (+ SD) 54,20+13,53 50,03£15,49 0,01
Kadin (%) 28 (65,1) 26 (56,5) 0,407
Sigara igimi (%) 31(72,1) 41 (89,1) 0,041
Lipit yiiksekligi (%) 6 (14,6) 16 (26,1) 0,154

*SD: Standart sapma

Promoter T786C polimorfizmi

Tablo 2°de hasta ve kontrol gruplarina ait eNOS geni genotip ve alel dagilimlarn
verilmigtir. Hasta grubundaki 43 kafa i¢i anevrizmali bireyin eNOS ekson 7'deki T786C
polimorfizmine gore eNOS TT genotip birey sayis1 18 (%41,9), eNOS TC genotip birey
sayist 17 (%39,5), eNOS CC genotip birey sayisi 8 (%18,6) olarak saptanmustir. 46
bireyden olusan kontrol grubunda eNOS TT genotip birey sayisi 21 (%45,7), eNOS TC
genotip birey sayist 23 (%50) ve eNOS CC genotip birey sayist 2 (%4,3) olarak
bulunmustur.

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplar1 eNOS gen T786C polimorfizmi genotip dagihim ve alel
sikhig.

Genotip Allel Hasta (n=43) Kontrol (n=46) p degeri
eNOS TT (%) 18 (41,9) 21 (45,7) 0,719
eNOS TC (%) 17 (39,5) 23 (50) 0,321
eNOS CC (%) 8 (18,6) 2(4,3) 0,033
786T 53 (61) 65 (70) 0,403

eNOS: endotelyal nitrik oksid, TT: Timin-Timin normal homozigot, TC: Timin- Sitozin anormal
heterozigot, CC: Sitozin-Sitozin anormal homozigot

Hasta ve kontrol grubunda ki bireylerin TT ve TC yoniinden karsilastirildiginda gruplar
arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,005). Her iki grupta ki bireyler CC yoniinden
karsilastirildiginda farklilik 6nemli bulunmustur (<0,005).

eNOS resesif model ile kafa i¢i anevrizmal SAK varligi arasinda anlamli fark tespit
edilirken (OR: 0,85, %95 CI: 0,37-1,98 , p=0,033), dominant modelde bu iliski tespit
edilememistir (OR: 5.02, %95 CI: 1,03-25,2 , p=0,719) (Tablo 3).

Intron 4 (27 baz cifti tekrari) polimorfizmi

Hasta ve kontrol grubundaki tiim bireylerin genotipi 4a/a tespit edilmistir. Her iki grup
arasinda genotip agisindan fark bulunamamuistir (p>0,05)
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Tablo 3. Tek ve ¢ok degiskenli analizlere gore riiptiire intrakranial anevrizma eNOS gen
polimorfizmi ile iliskili odds oranlari.

OR (%95 Cl)  p degeri
eNOS T786C dominant model (TT vs. TC+CC) 0,85 (0,37-1,98) 0,719
eNOS T786C resesif model (CCvs. TT+TC) 5,02 (1,03-25,2) 0,033

Tartisma

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, eNOS geni polimorfizmi, eNOS geninin
islevlerindeki bozukluk ile iliskili bulunmustur. eNOS genindeki bu tip islevsel DNA
degisikliklerin, eNOS’ un salinisinda ve enzimatik faaliyetinde degisikliklere neden olugu
ileri siiriilmiistiir [17, 18]. eNOS enzimindeki miktar ve islevsel degisiklikler de NO
salmisini  etkileyebilecektir. NO baskilanmasi ile deneysel olarak olusturulan
anevrizmalarin gelismesinin engellendigi gosterilmistir [19, 20].

NO sentezleyen nitrik oksid enzimini kodlayan gen bdolgesine ait polimorfizmlerle ile
anevrizma varligi, anevrizma yirtilmasi (anevrizmal subaraknoid kanama), anevrizma
biiyiikliigii, anevrizmal subaraknoid kanama sonrasi vazospazm gelisimi arasindaki iliski
cesitli caligmalarla arastirilmis farkli bolgelere ait polimorfizmler ile bu durumlar
arasinda farkli toplumlarda farkli sonuglar elde edilmistir.

Khurana ve arkadaglariin yaptigi, kafa i¢i anevrizmalarin yirtilmasi ile ilgili ¢aligmada,
eNOS T786C tek niikleotid polimorfizmini yirtilmis biiylik ve kiiciik anevrizmasi olan
hastalarda karsilagtirmig, hasta grubundaki tiim biyiik anevrizmasi (>10mm) olan
hastalarda heterozigot polimorfizm varken kiigiik yirtilmis anevrizmalarda bu oran1 %41
olarak tespit etmistir ve anevrizma biiylikliigli ile heterozigot polimorfizm arasinda
anlamli bir iligki tespit etmistir [21]. Bununla birlikte Song ve arkadaglar1 ise Kore
toplumunda T786C polimorfizminin hem anevrizma riiptiiri, hem yirtilmis anevrizma
boyutu hem de anevrizma subaraknoid kanama sonrasi vazospazm gelisiminde katkisinin
olmadigin tespit etmislerdir [22]. Aym sekilde Akagawa ve arkadaslar1 da Japon ve Kore
topluluklarini igeren ortak calismada Song ve arkadaslarmin sonuglarina benzer sonug
elde etmislerdir [23]. Bu iki ¢alisma ve benzeri diger uzak dogu merkezli ¢calismalar uzak
dogu iilkelerinde T786C polimorfizminin konu edilen patolojilerde etkisinin olmadig1
kanaatini uyandirmstir.

NOS enzimini kodlayan baska gen bolgeleri de arastirilmistir. Ornegin Tiirk toplumunda
homozigot G894T polimorfizmi anevrizmal subaraknoid kanamasi olan hastalarda
anlamli sekilde yiiksek ¢ikmig, kanamamuis ile kanamis anevrizmalarin karsilastirildigi bir
baska caligmada T786C, 4a-4b ve G864T polimorfizminin varligi ile anevrizma yirtilmasi
arasinda anlamli iliski bulunmustur [24].

Ayrica T786C polimorfizmi birgok caligmada bu polimorfizmin varliginin anevrizmal
subaraknoid kanama sonrasi gelisen vazospzm i¢in yatkinlik meydana getirdigi
gosterilmistir [25].

Yaptigimiz bu calismada, eNOS geninde sik karsilasilan polimorfizmlerden olan,
promoter bolge deki T786C ve intron 4’deki VNTR polimorfizmleri ile kafa igi
anevrizmal subaraknoid kanama gelisimi arasinda iliski olup olmadig: arastirilmigtir. Bu
amacla hasta ve kontrol gruplarinin bireylerinden elde edilen DNA’larda eNOS geninin
polimorfizmlerine bakilarak her iki grup arasinda alel ve genotip dagilimi agisindan
farklilik olup olmadig1 incelenmistir.

Hasta grubunda eNOS geni intron 4 VNTR polimorfizmi frekans1 kafa i¢i anevrizma
hastalarinda ve kontrol grubunda anlamli bir farklilik géstermemistir. Kontrol grubundaki
bireylerde de farkli genotipe rastlanmamustir.

Homozigot T786C polimorfizm varligi bizim calismamizda anevrizmal subaraknoid
kanamasi olan hasta grubunda anlamh sekilde yiiksek ¢ikmistir. Promoter bolge RNA
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polimerazin ilk baglandigit DNA dizeleridir. Transkripsiyonu yapilacak genin genellikle
basinda bulunur. mRNA'nin ilk bazinin kodlandigi nukleotid dizelerinin bulundugu yer
transkripsiyonun basladig1 yerdir. Promoter bolgesi ise bu noktadan itibaren geriye dogru
uzanan ¢ok sayida nukleotidden meydana gelmistir. Polimorfizm sonucu artacak
promoter aktivite NO sentezini artirirken azalmis promoter aktivite NO sentezini
azaltacaktir. Bu bolgedeki ¢esitli polimorfizmlerin  nasil bir etki gosterdigi
bilinmemektedir. Artmis ve azalmig NO hangi yol ya da yolaklarla anevrizma olusumu,
anevrizmanin yirtilmasi, ya da anevrizmal subaraknoid kanama sonrasi vazospazm
gelisimini de nasil bir etki gosterecegi agik degildir.

Artmis kafa i¢i anevrizma riskinden sorumlu genlerin bulunmasi, hastaliklarin erken
tanisina ve tedavisine olanak saglayacaktir. eNOS’un genetik polimorfizmlerinin
tedavideki etkilerini gormek daha uzun yillar alacaktir. Ancak, endotele 6zgiil ila¢ tedavi
yontemleri yakin bir zamanda baslamasi daha olasidir. Simdiye kadarki genetik
calismalarin ¢ogu karmasik ve c¢ok yonlii hastaliklara odaklanmistir ve birgogunda
genetik etkiler tanimlanmistir. eNOS genetik polimorfizmlerinin, endotelde etkili diger
genlerle (iNOS gibi) birlikte daha fazla arastirilmasi, hastalik siireglerini ve
mekanizmalarim  daha iyi anlamamizi saglayacaktir. Ayrica, NOS genetik
polimorfizmlerinin, degismis enzim veya hiicre faaliyetini nasil etkilediginin
aydinlatilmas1 da faydali olacaktir. Eger enzim faaliyeti diisiikse, belki de diyetle ek
arjinin alimi gibi basit tedaviler faydali olacaktir. Genetik ve gen tedavisi konusundaki
calismalar ilerledikge, secici gen tedavileri kafa i¢i anevrizma gibi 6zgiil durumlarda dahi
kullanilir duruma gelecektir.

Tiim genetik aragtirmalarda oldugu gibi NOS enzimini kodlayan gen bolgesine ait yapilan
tim calismalarda da c¢alismaya dahil edilen deneklerin bulunduklari toplumlara ait
sonuglar elde edilmektedir. Tiim insanlara yoneltilecek ¢ikarimlarin elde edilebilmesi igin
farkli toplumlardan deneklerin dahil edildigi ¢ok merkezli caligsmalara ihtiyag vardir.
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