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.GIRIS

Genetik faktérlere bagh olarak, bireylerin cevresel
kontaminantlara, ilaclara, mesleksel ve bireysel aliskanliklar (sigara, alkol
gibi) sonucu maruz kalinan kimyasal maddelere verdidi cevap genetik
predizpozisyon ile tanimlanmaktadir. ilaclar dahil olmak (izere
organizmaya giren yabanci b0tin kimyasallari metabolize eden
enzimlerin, ilacin hedef molekdllerinin etkinliginin ve bunun sonucu olarak
olusan cevabin bireysel farklilik gdstermesi ile ilgili yapilan g¢alismalar
farmakogenetik/  farmakogenomik  olarak  adlandiriimaktadir.  ilag
metabolizmasi ve ila¢ etkileri alaninda hizla artan arastirmalar genlerin
cok genis degiskenlik gOsterebilecegini ve daha da ©6nemlisi, bu
degisikliklerin farmakolojik, fizyolojik ve toksikolojik 6zellik gésterdigini
ortaya koymustur. Gunimizde kabul gdéren hipotez; nérotransmitter ve
ilag reseptérlerinde mevcut olan polimorfizmlerin, zenobiyotige alinan
farmakolojik cevap ve hastaliklara yatkinlhkta gérllen bireysel farkliliklarin

altinda yatan sebep oldugudur’2°.

Bircok organ sisteminin anahtar dizenleyicisi olan
adrenoseptorler; reseptdr polimorfizmi, ilag cevabi ve hastalik duyarhhgi
ve hastaliktaki ilerleme arasindaki iligkiyi aciklamak icin 6énemli bir
sistemdir®. Adrenerjik reseptédrler, endojen katekolaminler ve ekzojen
farmakolojik ajanlar icin énemli hedef molekdllerdir. Farmakolojik ve
molekiler klonlama calismalari sonucunda, 9 farkl tipte adrenoseptér
alttipi (subtip) tanimlanmistir. Adrenerjik reseptorler ai, az ve B olmak
Uzere U¢ ana kategoride incelenirler. Bu 3 ana kategorinin de her biri alt
gruplara sahiptir: i ) aa, Qg Qip Ii ) O2a Ogg , Q¢ il ) B1, P2, Ps-
Adrenoseptérler hiicre membraninda yer alan reseptérlerdir ve adrenalin
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ile noradrenalin periferde ve santral sinir sisteminde etki gdsteren iki

onemli norotransmitteridir %7

. Adrenoseptodrler hipertansiyon, konjestif
kalp yetmezIigi, anjina pektoris, kardiak aritmiler, astim, depresyon, prostat
hipertrofisi, nazal konjesyon, obezite, glokom ve agri gibi bircok hastaligin
hedefi durumundadirlar *. B-adrenerijik reseptérler lipid mobilizasyonunda
da rol oynamaktadirlar ve B- adrenejik reseptérler lipolizi stimule ederken
a -adrenerjik reseptorler G-proteinleri araciligiyla lipolizi inhibe ederek

obeziteye de katkida bulunmaktadirlar 8°

. 02a-AR reseptér genindeki
polimorfizm nedeniyle reseptérin ekspresyonundaki degisme ile
sizofreniye duyarlilik arasinda iliski oldugu gésterilmistir'®. Diger taraftan,
az2a-AR gen polimorfizmi ve ilaca cevap arasinda iligkiyi gdsteren
calismalar vardir. aza-AR gen polimorfizmi ile hiperaktivite bozuklugu
nedeniyle metilfenidat tedavisi géren bireylerde metilfenidatin etkinligi ile
polimorfizm arasinda iliski oldugu gdzlenmistir''. Hastaliklarin tedavisi ve
bireylerin yasam kalitesini ylUkseltmek igin farmakogenetik uygulamalarin

arttinimasi gerekmektedir.

aza-AR - geni 10.  kromozomun 23-g25 bdlgesinde
lokalizedir'® ve santral sinir sisteminde en yaygin bulunan adrenoseptér
tipidir'>. Deksmedetomidin, a-adrenoseptérlere alt tiplere segici olmadan
ylksek afinitesi olan, a i-adrenoseptér Uzerinde ihmal edilebilir bir etkisi
olan bir a-metilol ttrevidir. Klinikte 6zellikle yogun bakimda sedatif amacla,
bunun yaninda genel anestezi éncesi premedikasyonda, tani koydurucu
veya tedavi edici iglemler sirasinda sedasyon saglama amagh
kullanilmaktadir'. aza-adrenoseptérler kodlama ve kodlama bélgesi
diginda gbsterdigi genetik varyasyonlarla polimorfiktir. a2a-AR geni
promoter bdlgesi 1291. nukleotid sirasinda sitozin (C)’in, guanin (G)'e
substitisyonu ilk olarak 1997 yilinda Lario ve arkadaslari tarafindan tespit
edilmistir. NUkleotiddeki bu substitlisyon amino asit substitlisyonunda bir
degisiklige neden olmamaktadir ve hiicresel dizeydeki etkisi de heniz
bilinmemektedir '°. Deksmedetomidin bu reseptér (izerinden etki gdsteren
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bir ila¢ oldugu icin reseptdrdeki varyasyon ilacin etkinliginde bireysel
farklilda neden olabilir. Bu nedenle Kklinikte kullanilirken ilacin
bireysellestiriimesi gerekmektedir.

insan genom projesi ve genetik calismalarda kullanilan
teknolojinin hizla gelismesiyle gen polimorfizmleri ve polimorfizmlerin
hastalik gelisimi ve ilaglarin farmakolojik etkilerine yénelik ¢alismalar hiz
kazanmigtir. Bu anlamda aza-adrenoseptdr polimorfizmi ve agonistik ajan
olan deksmedetomidinin etkinligi arasindaki baglantiy1 arastiran bir klinik
calisma dinya literatirinde mevcut degildir. Bu c¢alismanin ilact bu
yénden degerlendiren ilk calisma olmasi ydnlyle dinya literatlr
acisindan degerli bir calisma olacagi kanisindayiz. Calismadan alinan
sonug, klinikte pratige gegcirilebilecek ve hastanin genetik alt yapisina
ybnelik olarak doz ayarlamasi yapilarak yliksek dozda mortaliteye neden
olabilecek ilaca bagli komplikasyonlardan veya disik dozda analjezi ve
sedasyon yetersizliginin 6nine gegilmis olunacaktir.
Bu calismada,

- op-adrenoseptér agonisti olan deksmedetomidinin

farmakolojik etkilerini (sedasyon, analjezi, relakse olma gibi)

g6stermesinde  aracilk eden  axa  -adrenoseptérlerin

genotiplerinin belirlenmesi,

- klinikte kullanilan deksmedetomidine yanit olan fenotipin

genotiple korelasyonunun yapilmasi,

- reseptérleri  kontrol eden genlerdeki polimorfizm ile

hemodinamik parametreler arasindaki baglantinin ortaya

citkariimasi,

- ADRA2A gen C-1291G polimorfizmi ve hipertansiyon,

- ADRA2A gen C-1291G  polimorfizmi  ve  glukoz

metabolizmasi,
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- ADRA2A gen C-1291G polimorfizmi ve lipid metabolizmasi
bozukluklar riski arasindaki iligkinin arastiriimasi

amaclanmistir.

I. GENEL BILGILER

Il. 1. Farmakogenetik

GUnOmuzde bir ilacin Kklinik kullanimi sirasinda, ilaci regete
eden hekim hastasinin ilaca verecegi bireysel cevabli tahmin
edememektedir. Hastalarin bir kismi ilagtan yeterince faydalanamazken,
bir kisminda beklenmeyen yan etkiler ortaya c¢ikabilmektedir. Dolayisiyla,
bir ilaci recete etmek deneysel bir caba veya hatali bir islemdir denebilir ve
siklikla da ilacin degistirilmesi ve/veya doz ayarlanmasina gidilmektedir?.

ilac etkisindeki kalitimsal farkliliklar ilk olarak 1950’lerde ilag
metabolizmasi konusunda tespit edilmistir. Yeni olusan bu ¢alisma sahasi
ilac tedavisi ve genetik degisiklikler arasindaki iligkiyi arastiran bir bilim
dalinin “farmakogenetigin” ortaya ¢ikmasina yol agcmistir. Farmakogenetik
terimi ilk olarak Motulsky '® (1957) ve Vogel 7 (1959) tarafindan ilaglara
cevaptaki farkliliklarin genetik farkliliklarla baglantisi diustnilerek ortaya
atilmistir. Zamanla yalnizca ilag metabolizasyonunda degil ilacin tim
yolaginda (emilim, dagilim, metabolizma, atiiim) ve ilacin hedefi olan
bdlgelerde de genetik farkhliklar oldugu anlasiimis ve farmakogenetigin

calisma sahasi daha da genislemistir 18192,

Farmakokinetik ve farmakodinamik ilacin doz-cevap
iliskisindeki anahtar bdélimlerdir. Farmakogenetik faktérler bir ilacin doz-
cevap egrisinin hem farmakokinetik hem de farmakodinamik dizeyindeki
komponentlerini etkileyerek egriyi degistirebilirler. ilaci metabolize eden

enzimler, tasiyicillar veya ilacin hedefindeki polimorfizmler bireyler
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arasindaki doz-cevap edrilerindeki iliskiyi énemli sekilde degistirebilirler.
Bu farkliiklar; ilaci metabolize eden enzimler veya cesitli ilag
hedeflerindeki farmakolojik cevapsizlik genetik veya genetik disi faktorlerle
gelisebilmektedir. Genetik faktér olarak farkli aleller bulunmasi ilaca
cevapta blylk degisikliklere neden olmaktadir. Diger degiskenler ise
genellikle ilag geligtirimesi sirasinda fark edilebilirlen; yas, cinsiyet,
beraber ila¢g kullanimi, renal veya hepatik disfonksiyonlar gibi eglik eden

hastaliklar bulunmasidir 222,

Genetik degisiklikler bircok sekilde bulunabilir: tek nokta
mutasyonu (SNP: single nucleotide polimorphism) en sik gdzlenen
seklidir. insan genomunda yaklasik 30 000 farkli gen mevcuttur. Toplam
3,12 milyon nikleotid oldugu ve SNP olugsma frekansinin iki birey arasi
1/1250 bp oldugu hesaba katilirsa iki birey arasindaki SNP sayisinin 2,5
milyon oldugu sonucuna ulagilir. insan genomunda yaklagik 15 milyon
SNP bulundugu tahmin edilmektedir’. SNP, DNA sekansindaki bir baz
ciftindeki degisikliktir. Olusturdugu proteinde fonksiyonel veya miktar
bazinda degisiklige yol acabilir ya da agmayabilir °.

insanda genetik polimorfizm gosteren enzimler ve
reseptdrlerin tedavi strecinde bilinmesi tedavinin uygunlugunu saglama
acisindan 6énemli olabilir; bu bilgi terapétik yanitin éngérilmesine veya
tedavinin bireysellestirimesine olanak saglayabilir %. Guniimiizde klinik
uygulamasi c¢ok sinirli alanda (antikanser ajanlar, bazi antidepresanlar,
varfarin gibi) kalmakla birlikte yeni farmakogenetik iliskiler aciklandikga
pratikteki kullanim alani da genisleyecektir.

Il. 2. Genetik Polimorfizm

Genetik polimorfizm, bir populasyonda, genetik olarak
belirlenmis farkli allellere bagli olarak iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin
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g6rilmesidir. Eger bir lokusdaki allel frekansi en az 0.01 ise ve bu alleli
tasiyan heterozigotlarin frekansi %2'den blylkse bu gen lokusuna
polimorfik denebilir. Proteinleri kodlayan gen lokuslarinin en az 1/3’Gnln
polimorfik oldugu saptanmistir #. Farkli bir tanimla, toplumlarda normal
kisilerde genomik DNA'nin tek baz ciftlik pozisyonunda farkh sekans
alternatiflerinin (allel) bulunmasidir. Toplumda % 1’ den daha sik gbzlenen
DNA varyasyonlarina polimorfizm ad\ verilebilir 2.

DNA polimorfizmleri; mutasyon sonucu ortaya cikarlar ve
Mendel kurallarina gére aktarilirlar. Genlerin protein kodlayan ve
kodlamayan bélgelerinde meydana gelebilir.
DNA polimorfizm tipleri:
- Tek nukleotid polimorfizmi (Single nucleotide Polymorphism,
SNP)
- Resrtiksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction
fragment length polymorphism-RFLP)
- Minisatellit (Variable Number of Tandem Repeats, VNTR)
- Mikrosatellit (Short Tandem Repeats, STR) #°.

Tdm genomda en sik g6zlenen genetik polimorfizm tipi SNP’
tir. Polimorfizmlerin en basit tipi olan SNP’ te tek baz mutasyonu mevcuttur

ve bir niikleotidin yerini bir baskasi alir 227,

ilgili bélgeyi iceren DNA parcasinin uygun restriksiyon
enzimiyle kesilmesi sonucu alleller veya varyantlar degisik boyutlarda
pargalar olusmasina neden olur. Bu pargalar elektroforez ydntemiyle
goriintdlenir, bu tip polimorfizmler RFLP olarak adlandirilirlar 2.

Mikrosatellit, kisa tekrarlayan nukleotid sekanslarinin blok
halinde degismesidir. Ornegin CA tekrari (ic (5-CACACA-3’) veya bes (5
CACACACACA-3’) kez tekrarlanabilir. Minisatellit de ise 20-500 baz ciftlik

15



tekrarlayan Uniteler mevcuttur. Bu iki tip genellikle genin non-koding
bdlgesinde ortaya cikar %°.

Il. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR; modern biyoloji alaninda yapiimis en énemli teknolojik
gelismelerden biridir. ilk olarak 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmis bir ydntemdir **®'. Teknik zorluklar nedeniyle yaygin kullanim
alani bulmasi ancak 1988’lerde isiya dayanikli Thermus aquaticustan
(Taq) elde edilen DNA polimerazin kesfi ile miimkiin olmustur 2.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR); in vitro olarak spesifik
bir DNA sekansini DNA amplifikasyonunu kullanarak miktar olarak
artirmaya yarayan, yaygin kullanim alani bulmus bir prosedirdir. Bu
metod ile in vitro kosullarda belirli bir DNA segmenti tek bir orjinal
kopyadan milyonlarca kez ¢ogdaltilabilir ve bdylece érnegin bir mutasyonun
belirlenmesi gibi arastirmalar igin yeterli miktar saglanabilir. PCR igin en
6nemli unsur amplifikasyonu hedeflenmis olan DNA sekansina bitisik karsi
zincirdeki bdlgeyi tamamlayici bir ¢ift sentetik oligonikleotid primerin
olmasidir (genellikle her biri 20 nlikleotidden olugsmaktadir). DNA érnegine
eklendikten sonra, primerler birbirlerine dogru ydnlendirilmis 3’-hidroksi
sonlarina sahip olmalidirlar. Hedef DNA sekansi 100 ile 35,000 b¢ (baz
cifti) uzunlugunda olabilir. PCR icin ikinci gerekli unsur 95° C veya daha
yUksek derecelere aktivitesini kaybetmeden direnebilen termostabl (isiya
dayanikll) DNA polimerazdir. Yéntemin Polimeraz Zincir Reaksiyonu diye
adlandiriimasinin  sebebi de bir dizi DNA polimeraz reaksiyonlar

icermesidir 3%,
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Tipik bir PCR islemi belirli birka¢ siklustan olugsmaktadir. Her
siklus kesin zamanlamali, her biri digerine bagh ve farkli sicakliklar
gerektiren U¢ ardisik reaksiyondan olusmaktadir:

- DNA denatirasyonu
- DNA renatlrasyonu
- DNA sentezi *°.

=
E 5o 53
3 =
DENATURASYON
r Eei. Ly

24°C-27C

SICAKLIK

CIFT ZINCIR DIA,
25°c

Sekil 1: Standart bir PCR igleminin boélimleri.

PCR amplifikasyon sisteminin ilk adimi DNA &rneginin
reaksiyon tlpinde isisinin 95°C’ye kadar ylkseltiimesini iceren termal
denatiirasyonudur. Bu basamakta, amplifiye edilecek DNA parcasi isiyla
cift sarmal DNA yapisindan, tek zincir olacak sekilde (ssDNA) denatilre
olur. Bunlar yeni sentezlenecek DNA’lar igin kalip gbérevi gorirler.
Reaksiyon tlptinde DNA kaynagina ek olarak c¢ok fazla miktarda
oligoniikleotid primerler, isiya dayanikli DNA polimeraz (Or; Tag DNA
polimeraz, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilir), 4
deoksiribonuUkleitid dATP, dCTP, dGTP ve dTTP de bulunmalidir. Ulagilan
1sI yaklasik bir dakika kadar korunmahdir. ikinci adim igin 1s1 yavas bir
sekilde 55°C’ye iner.
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ikinci adim sirasinda primerler drnek DNA sekansindaki
tamamlayicilan ile cift olustururlar. Bu basamakta primerleri olusturan
bazlar esas alinarak bulunan Tm (erime noktasi) degerine gére baglanma

ISIsI belirlenir.

Uglinci adimda; 1s1 75°C civarina yikselir bu 1si Tag DNA
polimerazin enzimatik fonksiyonu icin optimal 1si derecesidir. DNA
polimeraz; ssDNA kalibina ve nikleotidlere ihtiya¢ duyar. DNA sentezi her
primerin 3’-hidroksi ucundan olmak Uzere baslatilir. Bu ¢ basamagin

bitiminde bir siklus tamamlanir %637,

Reaksiyona giren primer, dNTP, MgCl, konsantrasyonu ve
DNA miktari reaksiyonun etkinligini ve dogrulugunu dogrudan etkiler.
Bunun yaninda siklus sayisi da PCR isleminin verimliliginde etkilidir. PCR
cihazinda sikluslardaki adimlarin sureleri ve 1si degisiklikleri bilgisayar

kontrolindedir ve programlanabilir.

Onemli bircok degisken PCR'In sonucunu etkiler. MgCl,
konsantrasyonunun dikkatli titrasyonu kritiktir. Polimerazin stabilitesini ve
islenebilirligini veya hibridizasyonun sikihdini arttiran katki maddeleri, ve
nonspesifik primer kalip etkilesimlerini azaltan stratejiler, 6zellikle kritik
olan ilk siklustan énce, genellikle amplifikasyonun etkinligini arttirirlar .

11.3.1. PCR icin kritik parametreler

11.3.1.1. MgCl> konsantrasyonu

Optimum MgCl, konsantrasyonunu saptamak, kalibin ayni
bdlgesi icin verilmis farkli primerlerde dahi degistigi icin®, PCR’In basarisi
Uzerinde ciddi bir etkiye sahiptir. MgCl, konsantrasyonu, primerlerin

baglanmasini, her iki DNA sarmalinin ve PCR 0rGninin ayrilma
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sicakligini, drtn 6zelligini, primer-dimer olugsumunu, enzim aktivitesini
etkilemektedir *°.

11.3.1.2. Reaktif safligi

Nadir bulunan kaliplarin amplifikasyonu igin reaktif safligi en
6nemli parametredir, her basamakta kontaminasyondan kaginmak
gereklidir. Bu amagla, reaktifler kiicik porsiyonlar halinde vidal plastik
kaplarda saklanmalidir .

11.3.1.3. Primer secimi

Primer secimi, optimizasyonu oldukca zor faktdrlerden biridir.
Optimal primer ilgili sekansin etkili hibridizasyonunu saglamalidir.
Primerler arasindaki mesafe degistirilebilir olmakla beraber 10 kb
civarindadir. Sentezin etkinligi icin &nerilen mesafe >3 kb 'dir *°. Primerler
arasi mesafe kisaldiginda sekans bilgisinin tam alinmasini engelleyebilir,
ya da internal oligonukleotidlerin reamplifikasyonuna neden olabilir.

Bir primerin uzunlugu 20-30 baz uzunlugunda olmalidir.
Primerler kaliba uygun sekilde GC icerecek sekilde secilmelidir, sik
karsilagsilmayan sekans dagilimlarindan kaginilmahdir. “Primer-dimerler”;
az miktardaki DNA kalibinin bircok amplifikasyon siklusuna girmesi
sonucu sik olusan istenenden farkli olan Grtnlerdir. Bir primerin 3’ ucu
diger primerin 3’ ucuna baglandiginda, polimeraz her primeri digerinin
sonunda uzattiginda primer-dimerler olusur. Primer-dimer olusumundan
kacinmak igin primerlerin 6zellikle 3’ uglarindan birbirini tamamlayici

olmamalarina dikkat edilmelidir .
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[1.3.1.4. DNA kalibi

DNA kalibi i¢in en dnemli iki 6zellik; saflik ve miktardir. DNA
hazirlanmasi sirasinda bulunan birgok kontaminant PCR’in etkinligini
azaltir. Kontaminasyon kaynaklari olarak; Gre, SDS deterjani (baskilayici
etkisi noniyonik deterjanlarla geriye cevrilebilir), sodyum asetat, agaroz jel
sayilabilir®®. Ek organik ekstraksiyonlar, etanol presipitasyonu, agaroz
yerine poliakrilamid jel kullanimi gibi basit dnlemlerle kontaminasyonlardan
kacinilabilir.

Kalip miktari etidyum bromir ile PCR Grinindn
g6zlenebilmesine yetecek kadar olmalidir. Genellikle 100 ng genomik
DNA tek kopya memeli geninden PCR Urlnu elde etmeye yeterlidir. MgCly
ve diger parametreler optimize edildiginde kalip miktarini arttirmak
6nerilmez. Hatta kalip miktari arttinldiginda saf olmadigi durumlarda
kontaminant miktari da artacagindan etkinligi azaltacaktir %®.

11.3.1.5. Taqg ve diger i1siya dayanikli polimerazlar

Tag DNA polimerazin 1siya dayanikli olmasi avantajlari
icinde sayllmakla birlikte, asil 6énemli 06zelligi PCR’in gerektirdigi
tekrarlayan 1sinma ve sogumalara karg! da dayanikli olmasidir. Bu enzim,
elbette i1sitilmaya karsi sonsuza dek dayanikh degildir. Bu nedenle gerek
duyulmayan denaturasyon basamaklarina sokulmamalidir. Bazi
protokollerde (6r: sicak baslangic) ilk denaturasyon basamagindan sonra
eklenmektedir.

Tag DNA polimeraz miktarini 2,5 U/reaksiyon dlzeyinin

Uzerine c¢lkarmak bazi durumlarda PCR etkinligini arttirabilir, ancak

duruma goére. Daha fazla enzim eklemek bazen istenen Urinu degil de
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nonspesifik PCR GrGnd miktarini arttirabilir. Ayrica enzim ucuz da

sayllmaz.

Taq DNA polimerazin énemli bir ézelligi de hata oranidir, ilk
olarak 2x10™ niikleotid/siklus olarak hesaplanmistir *.Firmalar tarafindan
saglanan enzim hatalar1 tespit eden 3’'—5 ekzonlkleaz aktivitesinden
yoksundur. Klenow fragman E. Coli DNA polimeraz I'de ise hata orani
daha dusiiktiir. Birgok uygulamada bu durum gicliik yaratmamaktadir %.

I.4. Endoniikleaz Kesimi ile Mutasyon Saptanmasi

PCR ile ¢ogaltimig genetik sinyalin hangi sifreyi tasidig
dogrudan dizi analizi (sekanslama) ile saptanabilir. Ancak farmakogenetik
calismalarda amac genelde daha énce saptanmis bir mutasyonun (¢ogu
kez tek nukleotid polimorfizmi “SNP”) genis toplum érneklerinde taranmasi
ve ilag etkisi-SNP iligkisinin incelenmesidir. Tek nokta mutasyonlarinin
saptanmasinda restriksiyon endonikleazlarin kullaniimasi uygulama
kolayhdi, temel laboratuvar aygitlarinin yeterli olmasi ve gbérece
ucuzlugundan dolayi sik tercih edilen bir yéntemdir.

Bu yéntemde, PCR ile ¢cogaltilan bdlge icerisinde kalan bir
noktada bulunan tek baz degisimi (6rnegin 100 bireyde saptanan guaninin
yerini bir bagka 10 kigide timinin almasi) o bélgenin spesifik bir restriksiyon
enzimi ile taninmasini saglar. Kesim reaksiyonu sonrasinda olusan
drtnlerin agaroz jel Uzerinde yUratilmesinden sonra olusan bant paterni

incelenerek bireyde mutasyon olup olmadigi saptanabilir.

Ticari olarak saglanan yuzlerce restriksiyon enzimi bulunur.
Bu enzimler de Taqg polimeraz gibi gliserol igeren tamponlarda ve —
20°C’de saklanmalhdir. Enzimin calisma tamponlari da enzimle birlikte
genelde 10X konsantrasyonunda saglanir. Genelde 10-20 mikrolitre PCR
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grindnin 1 mikrolitre (4-5 U) endonikleaz varhi§inda en az bes saat

uygun sicaklikta inkiibasyonu kesimin tamamlanmasi icin yeterli olur.

Reaksiyon tlputndeki tim bilegsenlerin (PCR Urin0, enzim, tampon
cbzelti ve distile su) pipet ucu yardimiyla 5-10 kez cekilerek karigtirilmasi

kesim iglemiyle dogru genotipleme sonucu alinmasi agisindan énemlidir
41,42

I.5. Adrenerjik Reseptor (AR) ler

Transmembran reseptdr sistemi olan adrenerjik reseptorler,
primer sempatik ndrotransmitter olan noradrenalin ve primer adrenal
medullar hormon (ve santral ndérotrasmitter) olan adrenalin
katekolaminlerinin santral ve periferik etkilerinin meydana gelmesinde
aracilik eden reseptér sistemidir. Haberci katekolaminlerin (Adrenalin veya
noradrenalin) her ikisi de tim vicutta yaygin bir sekilde bulunurlar ve
kardiyovaskuler, solunumsal ve néronal fonksiyonlar, sindirim, pupil
dilatasyonu ve kontraksiyonu, enerji metabolizmasi ve endokrin
fonksiyonlar gibi cok cesitli fizyolojik sistemlerde &6nemli rol alirlar.
Katekolaminler gibi AR’ler de néronal ve non-ndronal dokularda yaygin

olarak yerlesmiglerdir ve bircok hastaligin tedavisi icin hedef reseptérlerdir
5,43

1937 yilinda Cannon ve Rosenblueth organizmada bulunan
iki ndérotransmitter veya endojen mediyatdére uyarici ve baskilayici
cevaplar olusmasini temel alarak bir hipotez 6ne sUrmuslerdir. Bu
arastirmacilar ‘Simpatina E’ medyat6riinin adrenerjik uyarici cevaplardan,
‘Simpatina I' medyatérinin ise adrenerjik baskilayici cevaplardan sorumiu

44

oldugu kanisina varmislardir Ylzyildir bilinen gercek bazi

adrenoreseptdr stimalasyonlarinin klasik adrenoseptér antagonistlerine

(ergot alkaloidleri veya B-haloalkilaminler gibi) duyarsiz oldugudur *“°.
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Asetilkolin etkilerini nikotinik ve muskarinik olarak ayiran siniflandirmaya
benzer tarzda bir alt siniflandirma sempatomimetik aminlerin etkileri igin
“uyaricl” ve “baskilayici” olarak yapilabilir. Ancak bu kalitatif siniflandirma
AR alttiplerini tanimlamada faydali olmamigstir. Bu kalitatif siniflandirmanin
aksine Ahlquist 1948 yilinda kantitatif yaklagimla iki farkli AR alttipi oldugu
dnerisini ortaya atmistir. Bu siniflandirmayi dogal ve yapisal olarak benzer
sentetik agonistlere farkli dokulardaki cevap potensindeki siralamayi
dikkate alarak yapmistir®’.

AR’ler 1948’den bu yana farmakolojik karakteristiklerine gére

a ve B olarak iki sinifa ayrilirlar *"*,

GUnUmlzde ise 3 majér
adrenoreseptor tipi vardir; ai, az ve B. 1970’ lerde presinaptik a-AR’lerin
taninmasiyla pre- ve postsinaptik a-AR’lerin farmakolojik karakterlerinin
farkli oldugu da acikca ortaya koyulmustur ***°. Langer’in dnerisiyle pre-
ve postsinaptik a-AR’ler sirasiyla az ve a; olmak tzere adlandirilmistir *°.
Agonist ve antagonistlerle bu reseptérlerin etkilesimlerini inceleyen
arastirmalar bu siniflandirmanin anatomik bir siniflandirmadan ¢ok

1 Sonucta; potent ve

fonksiyon siniflandirmasi oldugunu gdstermistir
ylksek selektivite gbésteren agonist ve antagonistlerin gelistiriimesiyle ve
onlarla yapilan calismalarla yénlendirilen bu suflandirmanin farmakolojik

bir siniflandirma oldugu ispatlanmistir >,

as-Adrenerjik  reseptér (AR) tipi genellikle efektor
organlardaki cevaplara aracilik eder. ap-Adrenerjik reseptdr (AR) tipi
presinaptik olarak yerlesim gdsterir ve ndrotransmitter salinimini diizenler
ancak, postsinaptik olarak da yerlesim gdsterebilir. Her grup kendi iginde
Uc alt gruba ayrilmaktadir. Kabul géren adrenerjik reseptér alttipleri son
bes yil icinde belirgin bir sekilde artmistir. ilk olarak fonksiyon ve
baglanma calismalariyla farmakolojik olarak gbésterilen alttipler, daha
sonra klonlama metodlariyla ayirt edilmis ve tanimlanmislardir. Tarihi
olarak a-AR ve B-AR olmak Uzere siniflandiriima yapilmakla birlikte son
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yilarda a{-AR, a2-AR ve B-AR olmak Uzere ¢ majoér gruba ayirmanin daha
kullanisli oldugu kabul gérmistir ’.
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Adrenerjik Reseptor Ailesi

o, adrenerjik B adrenerjik

oy adrenerjik

Qi Qg Qe Qa Qs Qe B: B2 Bs

Sekil 2. Adrenerjik reseptdr siniflandirmasi

Hic sUphe yoktur ki farkli reseptdr alttipleri farkli genler
tarafindan kodlanmaktadirlar 3.

Adrenalin veya noradrenalin her ikisi de ai, a, veya B
reseptorlere baglanarak etki gosterebilirler. a; reseptdér Gq proteini ile
esleserek hiicre i¢i Ca*™ artisina ve 6rnegin diiz kaslarda kontraksiyona
neden olur. a, reseptér Gi proteini ile eslesir cAMP aktivitesinde azalmaya
ve 6rnegin diz kas kontraksiyonuna neden olur. B reseptérler Gs proteini
ile eslesir, hiicredeki cAMP dlzeyi artisina ve kalp kasi kontraksiyonu, dliz

kas gevsemesine ve glikojenolizise neden olur >*.

tH 14
HE - I Hi I
'H.I.a' '\-\.:"_:?“._-"' "'\--\.\,l ﬂ""\-\.,_ .-..__.-"'-.::_::H ..___.-'"-. H'\-\.H..
. I, l ‘
R .-",".-'"- e, - A
Hcl ~ H'\-\.,_.-' -, H-:::l -~ HH""'-\_ _:.__.-' NI"
Adrenalin a-Noradrenalin

Sekil 3: Adrenalin ve noradrenalinin kimyasal yapisi
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I.5.1. ax-Adrenerjik Reseptorler (ax-AR)

az-AR’ler santral sinir sistemi, periferik sinirler (somatik ve
otonomik) ve otonom ganglionlarda bulunurlar. az-AR’ler katekolaminlerin
periferik ve santral sinir sisteminde pre- ve postsinaptik baskilayici
aktivitelerine aracilik ederler. Ozellikle sempatik afferentlerle innerve olan
dokular olmak Gzere tim vicutta dagimiglardir. Postsinaptik ax-AR’ler,
ayrica vaskiller diiz kas gibi effektér organlarda da bulunurlar *°.

Alfa-2 adrenoreseptérierin

fizyolojisi
Anksiyolizis
a2C

Bradikardi

=

""-._;'_ Tasikardide
* azalma

Sy,
> a2B Analjezi SHA
l\! Dilirezis
|

Resim1. az- adrenerjik reseptérlerin aracilik yaptigi cevaplar. Sedatif etki beyindeki
lokus seruleusta olugmaktadir, analjezik etki ise muhtemelen spinal kordaki reseptorlere
bagh gelismektedir. Periferik ve supraspinal etki bélgeleri ise kesindir. a. agonistlerin
kalpteki belirgin etkileri tasikardiyi azaltmalan ve bradikardiye yol acmalaridir. Periferik
vaskiilatiirde sempatolizis araciligiyla vazodilatasyon ve diiz kas hiicrelerindeki reseptorler
araciliglyla vazokonstriksiyonun her ikisi birden goézlenir. Diiiretik ve titremeyi engelleyici
etkideki mekanizma heniiz tammlanm|§t|r.55 ( VK: vazokonstriksiyon, VD: vazodilatasyon )

az-AR alttipleri ile ilgili bilgiler 1982 yilinda, radyoligand

baglama caligmalari sonucu verilmigtir. Molekiler klonlama ydntemiyle
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tespit edilen U¢ ax-(AR) alttipinin farmakolojik olarak yapilan baglanma ve
fonksiyon calismalariyla da uyustugu gdsterilmistir °°°7. 1987 yilinda
Lefkowitz Laboratuvarinda insan trombosit az-AR’ lerini kodlayan genlerin
klonlama, sekanslama ve ekspresyon calismalari yapilmistir *>. Bu 3 alt
grup reseptér, proteinlerinde 7 kat membran segmentli, G protein
baglantili reseptorlerdir °*°”. Hiicresel diizeyde her 3 alt grup Gi/G, sinyal
sistemi ile baglantilidir. a>-AR’ lerin aktivasyonu hicresel dizeyde;
adenilat siklaz aktivitesini ve siklik AMP sentezini, voltaja duyarli Ca*?
kanallarini inhibe eder. Bunun yani sira K" kanallarini hiperpolarize
ederler, fosfolipaz C'yi aktive ederler *®®'. Reseptér alt gruplari arasindaki
en dnemli fonksiyonel farklilik ¢esitli dokulardaki spesifik dagilim paterni ile
iligkili g6zUkmektedir.

az-(AR)’in fizyolojik fonksiyonlarina bakildiginda
ndrotransmitter saliniminin azaltilmasi, kan basinci regulasyonu (santral
ve damarlar tzerinden), sedasyon, analjezi, anestezik etki, instlin salinimi
regulasyonu, lipoliz, bébrek fonksiyonlari ve multipl davranigsal ve kognitif
fonksiyonlar gibi genis bir spektrumunda rol aldiklari tespit edilmistir >"%%,
Sempatik aktivitedeki azalmadan aza ve agc’nin sorumlu oldugu

64, 65

gOsterilmistir azg—AR alttipinin  ise agonistik maddelerin

vazokonstriktor etkisinde aracilik ettigi gdsterilmistir .

Uc az-(AR) alttipi (A, B, C) insanda sirasiyla 10, 2, 4.

kromozomda yer alan gen bélgeleri tarafindan kodlanirlar 3768,

11.5.1.1. a-a- Adrenerjik Reseptorler (ADRA2A)

ADRA2A ilk olarak insanda trombositlerde tespit edilmistir ve
trombositlerdeki tek alttiptir. Alttiplerin spesifik fonksiyonlarini ortaya
koymak icin hedef alttipi iptal edilmis farelerle calismalar yapilmigtir.
Sempatik tonus ve noradrenalin dizeyindeki azalma, kan basinci ve kalp
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atim hizindaki azalmadan, sedasyon ve analjeziden ADRA2A subtipinin

sorumlu oldugu kesinlesmistir 707,

ADRA2A’si iptal edilmig farelerin plazma noradrenalin
dlzeyi, kalp atim hizlari ve kan basinglari WT (gen bdlgesi saglam)
farelere gbre daha ylksek bulunmustur. Ayrica bu grup farelerde ap-
agonist uygulanmasinin ardindan olusan klasik kan basinci ve kalp atim
hizindaki azalma gézlenmemistir 2. Plazma katekolamin diizeyleri ve
sempatik sistemin duzenledigi kalp atim hizi ve kan basinci gibi fizyolojik
parametrelerde genetik komponentin buyltk payr vardir. ADRA2A

sempatik aktivite ve bu fizyolojik parametreler icin édnemli hedef gen

durumundadir 87374,

ADRA2A aktivasyonu lipid ve glukoz metabolizmasini "7,

77 7 79

viicut 1sisini 77, trombosit agregasyonunu "® ve kognitif fonksiyonlari

etkilemektedir.

Santral sinir sisteminde en yaygin bulunan a,-AR subtipi aza

13,80,81

ve ayc-AR’lerdir . Lakhlani ve arkadaslari ADRA2A fonksiyonlari

bozulmus fareler Gzerinde yaptiklari calismada adrenoseptér agonistlerinin

antinosiseptif ve sedatif etkilerinin bu alttip Gzerinden gerceklestigini

gdstermislerdir 828384,

ADRA2A geni insanda 10. Kromozom @23-25'da yer
almaktadir ve intron igcermemektedir. Bu genin tim sekansi
(HUMADRA2AR) 1989 yilinda Fraser '? tarafindan yaymnlanmistir.

1AGCACCTGCGGACCGCGTCGGCTCTGGCCCGGAGCTGGGCTGCTCCAGACGTAACTCACA 60

61 CCGGAGGTTACTTCCCTCGATTTGGGCGGGGATTCCCTTCCATTTTTTTCTTCCCTTTTC 120

121 TCCCAAGATCCAGCTTCTTGGGGGCACTCACGGGTGCCCGTTGCGTTCTGCTCCGTCGGC 180

181 CCCGAGCTGCATGGCCAACTCCCAGCAGGGGCCGCTCCTCCCCTACCCCCCACCCCCGGG 240 {183.baz: G/C}
241 CTCCCTCTTTAAGTCTCTAGCTCAAGGTACCCGCCTCTCCAAAGGGCTCGTCCCGCCTGA 300 {252. baz: A/G}
301 GGGCAACGCTCCCCGAGGTCCAGCGCTAGGCGCGGGCGCTAGACTGGCGGAGGGGTGGTG 360

361 CGAGGGGCGGGGGAGGGTCGGCTTCCCACGTGGGGGCTGACGCCGGCTGCTCAGCAACGC 420
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421 TTGCTTGATCCTGGGGCTATAAAACGAGTCCACCGTGAGCGCAGCGGAGCAGCAGCAGCT 480

481 CCAGCTCGGTGCAGAAGCCCAGCAGCCGGCGTGCCGCCGCCCGGCCACTCCAGCGCCTTC 540

541 TTCCCCGCCTTGCGCTCCTGCCCCAACTCGCGCTGTCGTCGGACCCCGGCCCATCCAGCA 600

601 GCGCTCGGCGCCCACCAGGCGGACGCCCAGGAGAACCCCTGCCTCCGTCGCGGCTCCTGG 660

661 AGAGCTGATCGTTCACCTGCCCCGGCCCGCCTGAGGACGGGGGTGCCTTCATGCGGCCCC 720

721 CACACTCCTCACCCCGCCGCCGCCGCCGTCCCGGAGCTCCGCACAGTGTGCCCCAGCCCC 780{753.baz: G/C}
[{769. baz:T/C}

781 AGCAGGGCGCACAACTTTGGAAGTCTCGCGGCGCTCCGAGAGGCGGCAGAGTCCGCGCCC 840

841 CAGCCCCGGGCCGGGCCGGGCCAGAACCGCAGCGTCTGGGGGAAGCCAGAGAGTCGGTAA 900

901 TCGCTTCGGGGATGTAAGGCGACAGACATAGGACCCCCGAGCTCGCATCAGCACCCTTCG 960

961 GCTGCCTCCCGGGGTGGGGGCGGGCCCCGCACACGGTAAGACCTCTTGCTTTCGCTCAGG 1020

1021 CTCAAGATTCAAGATACAGATATTGATATGTATATATATATTTAATTTCCTGTCATCCTT 1080

1081 CCAAGTTATCAGGCCACCGATGATTTTTGTTCTCCCTTCTTGAAGAATAAATCTCTCTTT 1140

1141 ACCCATCGGCTCTCCCTACTCTCTCCCGCCGCTTAGAAATAAAACTTGGCTGTATTAGGA 1200

1201 GCTCGGAGCAAGAAGGCGCCCACCGAGAGCGTCTGAAGCGCGAGCCAGGCGCAGTTCGCG1260 {1218.baz :G/A}
1261 GGACCCGGGCCATGGGCCGCTAGCGGTCCTBCAGTTCGGGCCCGGCCTCCCTGCGGCCCC 1320 {1291. baz C/G}
1321 CTCCCTATGTGAGCCGCAGCCAGGCGAGCGGGGCGCCGGAGGAAGAGGAGGACCCACGGG 1380

1381 CGCCGGGCCGGAAGGCAGCTGGCAGCAGGCCCAGGCCAGCGGGCGCCCGCGTTCATGTTC 1440

1441 CGCCAGGAGCAGCCGTTGGCCGAGGGCAGCTTTGCGCCCATGGGCTCCCTGCAGCCGGAC 1500
1501GCGGGCAACGCGAGCTGGAACGGGACCGAGGCGCCGGGGGGCGGCGCCCGGGCCACCCCT1560{1543.baz:G/A}
{1553. baz: C/G}

1561 TACTCCCTGCAGGTGACGCTGACGCTGGTGTGCCTGGCCGGCCTGCTCATGCTGCTCACC 1620

1621 GTGTTCGGCAACGTGCTCGTCATCATCGCCGTGTTCACGAGCCGCGCGCTCAAGGCGCCC 1680 {1659. baz: G/C}
1681 CAAAACCTCTTCCTGGTGTCTCTGGCCTCGGCCGACATCCTGGTGGCCACGCTCGTCATC 1740 {1686.baz: C/T}
1741 CCTTTCTCGCTGGCCAACGAGGTCATGGGCTACTGGTACTTCGGCAAGGCTTGGTGCGAG 1800

1801 ATCTACCTGGCGCTCGACGTGCTCTTCTGCACGTCGTCCATCGTGCACCTGTGCGCCATC 1860

1861 AGCCTGGACCGCTACTGGTCCATCACACAGGCCATCGAGTACAACCTGAAGCGCACGCCG 1920

1921 CGCCGCATCAAGGCCATCATCATCACCGTGTGGGTCATCTCGGCCGTCATCTCCTTCCCG 1980

1981 CCGCTCATCTCCATCGAGAAGAAGGGCGGCGGCGGCGGCCCGCAGCCGGCCGAGCCGCGC 2040

2041 TGCGAGATCAACGACCAGAAGTGGTACGTCATCTCGTCGTGCATCGGCTCCTTCTTCGCT 2100

2101 CCCTGCCTCATCATGATCCTGGTCTACGTGCGCATCTACCAGATCGCCAAGCGTCGCACC 2160

2161 CGCGTGCCACCCAGCCGCCGGGGTCCGGACGCCGTCGCCGCGCCGCCGGGGGGCACCGAG 2220

2221 CGCAGGCCCAACGGTCTGGGCCCCGAGCGCAGCGCGGGCCCGGGGGGCGCAGAGGCCGAA

2280 {2232.baz:C/G} |{2243. baz: CGAGCGCAGCGCGGGCCC/-}

2281 CCGCTGCCCACCCAGCTCAACGGCGCCCCTGGCGAGCCCGCGCCGGCCGGGCCGCGCGAC 2340

2341 ACCGACGCGCTGGACCTGGAGGAGAGCTCGTCTTCCGACCACGCCGAGCGGCCTCCAGGG 2400

2401 CCCCGCAGACCCGAGCGCGGTCCCCGGGGCAAAGGCAAGGCCCGAGCGAGCCAGGTGAAG 2460

2461 CCGGGCGACAGCCTGCCGCGGCGCGGGCCGGGGGCGACGGGGATCGGGACGCCGGCTGCA 2520

2521 GGGCCGGGGGAGGAGCGCGTCGGGGCTGCCAAGGCGTCGCGCTGGCGCGGGCGGCAGAAC 2580{2572.baz:C/A}
2581 CGCGAGAAGCGCTTCACGTTCGTGCTGGCCGTGGTCATCGGAGTGTTCGTGGTGTGCTGG 2640 {2584. baz: G/T}
2641 TTCCCCTTCTTCTTCACCTACACGCTCACGGCCGTCGGGTGCTCCGTGCCACGCACGCTC 2700 {2680. baz: T/A}
2701 TTCAAATTCTTCTTCTGGTTCGGCTACTGCAACAGCTCGTTGAACCCGGTCATCTACACC 2760

2761 ATCTTCAACCACGATTTCCGCCGCGCCTTCAAGAAGATCCTCTGTCGGGGGGACAGGAAG 2820

2821 CGGATCGTGTGAGGTTTCCGCTGGCGCCCGCGTAGACTCACGCTGACTGCAGGCAGCGGG 2880 {2851. baz: C/G}
2881 GGGCATCGAGGGGTGCTTAGCCCCAGGGCACTCAGAAACCCGGGCGCTGCCTGCTCTGCG 2940

2941 TTTCCTCGTCTGGGGTGGCTCTGCAGCCTCCTGCGGGCGGGCGTCTGCTGCTCCTACAAG 3000 {2962. baz: T/A}
3001 GGAAGCTTCTTGCTGCCAGGCCCACACATCCCCAGTTGTTGGTTTGGCCACTCTTGACCT 3060 { 3048. baz: C/A}
3061 GGAGCCATCTTCCTAGTGGGCCACCCCTAATCACTATTGCTTCCTAAAGGTATTTTCACC 3120

3121 CTCTTCGCCTGGTACAGCCCTCACAGCTCTTCAGAGCAAGCACTGGACTACAAGGGCATG 3180

3181 GCTCACAAAAGGTTAATGGATGGGGGTTACCTAGCCCTGGCTAATTCCCCTTCCATTCCC 3240

3241 AACTCTCTCTCTCTTTTTAAAGAAAAATGCTAAGGGCAGCCCTGCCTGCCCTCCCCATCC 3300 {3259. baz: A/G}
|{3281. baz: C/A}

3301 CCCGCTGTAAATATACACTATTTTTGATAGCACACATGGGGCCCCCATATCTCTTGGCCT 3360
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3361 TGGTTTTGATGTTGAAATCCTGGCCTTGGGAGAGATGCCTTCCAGGCAGACACAGCTGTC 3420

3421 TGGTTCAGGCCAAGCCCCTTTGCAATGCAAGCCCTTTCTGGTGTTATGAAGTCCCTCTAT 3480 {3436. baz:C/G}
3481 GTCGTCGTTTTCACCAGCAACTGGTGACTGTCCCTTCGACACGGACCTGCTTTGAGATTT 3540

3541 CCTGACAGGGAAAAGATTTCTGTCCATTTTTTTCCTGTGCCTAACAGCATAATTGCCTTT 3600 {3583. baz: A/G}
3601 TCCTATGTAAATATTATGATGGTGGATCAAGACATAAGTAAATGAGCCTTTCTGCCTCAC 3660

3661 ATCAGCCCTGTGTATAAAGCCATTATTCTCTGATGCACTGTTTGCCCCAGTAACTCACTT 3720 {3679. baz: G/A}
3721 TAAAACCTCTCTTTCCAGTGTTCCCTCTCTCCCTCCAGGGCCACTGCTTGAAGAAGAATA 3780

3781 TGTATGTTTCTATCTTGTATGTCTGTGTGCCCCTCCTGCCCCGAAAGTGCTGACTATGGG 3840

3841 GAAATCTTTTAGCTGCTGTTTTTAGACTCCAAGGAGTGGAAATTATGTGGAAGAAGCAAA 3900 {3851. baz: A/G}
3901 CCTGATACAATTTGCCCAAGGTAAACAGTTTGAAAAGACAAATGGGCCTGCCAAACTGTA 3960

3961 CAGTTTCTTCCCCAAGAGCTGTTAGGTATCAAAATGTTGTCCTTTCCCCCCTCCGTGCTT 4020

4021 TTCTGGTTGAGATCATGTCATTGATGAACTGCCAAAGTCAGGGGAGGAGGGCAGAGACTT 4080

4081 TGTGTTTACATCTGCATTTCTACATGTTTTAGACAGAGACAATTTAAGGCCTGCACTCTT 4140

4141 ATTTCACTAAAGAAAAACTAATGTCAGCACATGTTGCTAATGACAGTGGATTTTTTTTTA 4200 {4169. baz: A/T}
4201 AATAAAAAAGTTTACAGATCAAATGTGAAATAAATATGAATGGAGTGGTCCTCTTGTCTG 4260 {4260. baz: G/T}
4261 TTATCTGAGTTTTCAAAAGCTTTAAGACTCTGGGAACATCTGATTTTATGGATTTTTTAA 4320 {4264. baz: T/A}
4321 AAATAAAAAATGTACATTATAAAAATTTTTTAAACGTTCCATCAGTAACAAAGCTACCAT 4380

4381 TTACTAAGTGTTTCTGACATGCTAGACACTGTGGTGAACTGGTTGTAGGCATTGCCTCGT 4440

4441 TTACTTTTCTCAAGAACGCTATGAGGTAAGTTTTATTACTATCCCCATTTTACAGGTGAA 4500

4501 GAAACTGAGTCTCAGAGCAAGTTTGTTAACCTTGCTCAAGGTTAACAAGTGGTGGAAATG 4560

4561 CATCGTACCCAGCTTTATCTGGTTCTAGGGCCTGCACTCTTAACCCCAGAACCTTTCCAG 4620

4621 AGTTTTGGCATTAGCCCTTCTCAGAACACTCCCAGTGGAGAGGTGTCTATGCAGTGTGCT 4680 {4664. baz: T/G}
4681 ATCTATACCAGGTGTGAGATATATCCCAGTATTTAATATACACAAGGTGTATACATACCC 4740

4741 CAGTGTCTACATGACCTAATGTGTCTATATACCTCAAAGTGTGTATCTACTCCAAAGTGT 4800

4801 GGTATATGCACCAAGTGTGGAATATACTCCAAAATGTATATCACACCTTAAAGCATGATA 4860

4861 ATATATGACATGTAGCATATACTCCATAGTGTGGTTATGCACTAAGTATGGTCTAAAACC 4920

4921 TGAATAGAACCATGTATTAGTTGGT 4945

Sekil 4. insan ADRA2A geninin tim dizgisi

ll. 5.1.2. apa- Adrenoreseptér Gen (HUMADRA2AR) Polimorfizmi

ADRA2A genomik boyutu 4000 bp’den az olan kigik bir gendir.
Promoter, 5 UTR, kodlama, 3’'UTR bdlgesi ve nikleotid pozisyonunda
polimorfizmler mevcuttur "%, Tek niikleotid polimorfizminin (SNP) 12 varyanti
tanimlanmistir, bunlardan 8 tanesi mRNA bdlgesinde veya cok yakinindadir.
Literatirde ADRA2A ile ilgili bildirlen SNP’ler ve allel frekanslar tablo1’de

dzetlenmistir ©'.
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Sekil 5 : intronsuz insan a,,- adrenoseptdr gen polimorfizmlerinin organizasyonu ve

lokalizasyonlari.

az2a-AR Asn251Lys polimorfizmi reseptérin 3. stoplazmik
loopunda yer alir ve agonistin baslattigi Gi ciftlesmesini etkiler. ilgili genin
glinimize kadar tespit edilmis kodlamada degisiklige neden olan tek
polimorfizmidir. Ancak 251Lys allel frekansi diger polimorfizmlere kiyasla
daha nadir gézlenmektedir (Beyaz Avrupa Irkinda %0,4 ve Afrika kékenli
Amerikalilarda %5 ) ©'.

ADRA2A SNP’lerinin en sik c¢aligilanlarindan birisi de Dral
RFLP’dir. HUMADRA2A 3'UTR bélgesinde vyer alir ve esansiyel

8 artmis kardiovaskdiiler reaktivite, viicut yag dagilimi %8,

78 89

hipertansiyon

trombosit agregasyonu ve glukoz metabolizmasi ile baglantilari

gOsterilmigtir.

ADRAZ2A geninde yer alan diger bir polimorfizm de C-1291G
(rs 1800544) (Mspl, Hpall) polimorfizmidir.
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Tablo 1: Insan aza AR genindeki polimorfizmler®® .

Allel frekanslari (%)

Pozisyon Baz* BAI (n=80) AA (n=280) AS (n=40)
-2210 T/A 71 18 20
-2014 C/T

-1903 G/C

-1808 G/T 3 14 13
-1607 C/G 0 5 0
-1297 C/G 71 29 20
=727 C/G 11 5 23
-262 G/A 6.3 29 13
753 C/G 0 5 0
828 C/T 0 0 25
849 C/G 0 1 0
1093 C/A 1.3 8.8 38
1569 C/A 6.3 29 13
1780 G/A 23 28 68
1802 C/A 3 14 13
2372 A/G 3 10 38

BAI, Beyaz Avrupa Irki ; AA, Afriko Amerikan ; AS, Asyall

11.5.1.3. ADRA2A C-1291G Polimorfizmi

ADRA2A’nin promotor bdlgesi 1291. nikleotid sirasinda
sitozin (C)’in, guanin (G)’e substitisyonu ilk olarak 1997 yilinda Lario ve
arkadaglar tarafindan tespit edilmigtir. NUkleotiddeki bu substitisyon
amino asit substitisyonunda bir degisiklige neden olmamaktadir ve
hiicresel diizeydeki etkisi de heniiz bilinmemektedir *°.

Bu polimorfizm ile kisilik yapisi, alkol ve sigara gibi
bagimhliklar, hastaliklar ve ilaglara yanit arasindaki iligkiyi arastiran bir¢cok
calisma mevcuttur. Sigara ve alkol bagimliligi ile C-1291G polimorfizminin
arasindaki iligkiyi arastiran calismada G alleli ve her iki bagimlilikla iliski

90

tespit  edilmistir Literatiirde  hipertansiyon'®, obezite®, dikkat

32



eksikligi/hiperaktivite bozuklugu®', Alzheimer®gibi bircok patolojik durumla

baglantisi arastiriimistir.

C-1291G polimorfizmi ve ilaglarin etkisini arastiran ¢aligmalar
da mevcuttur. Klozapinin® ve olanzapinin® neden oldugu kilo artisi, dikkat
eksiligi/hiperaktivite tedavisinde kullanilan metilfenidatin etkinligi'' ile s6z
konusu polimorfik bélgenin iligkisi arastiriimistir.

Bir calismada C-1291G heterozigot bireylerde
dekzametazona artmis kortizol cevabl, aglik kan sekerinde ve diastolik kan

basincinda artisa meyil tespit edilmistir *.

Gesitli toplumlarda saglikli bireylerde C1291G polimorfizmini
arastiran bircok calisma mevcuttur. Tablo 2’de c¢esitli toplumlardaki
C1291G polimorfizmi genotip yuzdeleri ve allel frekanslari verilmistir. Bu

polimorfizm ile ilgili caligmalar halen gelistiriime asamasindadir.
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Tablo 2 :Farkh toplumlardaki C-1291G polimorfizmi genotip ylzdeleri ve

allel frekanslari.

Genotip Frekansi Allel
(%) Frekansi (%)
Populasyon Kaynaklar
pulasy y Sl cc|ca|ea| ¢ | @
Tark Karahalil ve arkadaglari 203 | 316 | 57.6 | 11.3 60 40
Ispanypl Clark et al.2007 158 | 51 41 8 72 28
(Caucasian)
Brezilya
(Caucasian) Roman et al.2003 100 56 35 9 74 26
Brezilya 100 | 47 | 45 | 8 | 69 | 31
(Caucasian) Schmitz et al.2006
Amerika
494 53 40 7 73 27
Bgyaz Irk Garenc et al.2002 574 9 50 41 34 66
Siyah Irk
Amerika ;
Beyaz Irk L'”;%g; al. 232 | 535 | 365 | 10.1 | 72 | 28
Siyah Irk 73 | 138.7 | 50.7 | 35.6 39 61
isveg Rosmond et al. 2002 264 0 458 | 54.2 23 77
Japon Rosmond et al. 2002 100 44 40 16 36 64
Ohara et al.
Japon 2000 90 | 15.8 | 404 | 22.8 36 64
Japon Matsunaga et al. 2007 | 149 | 8.7 | 38.9 | 52.4 28 72
Park et al.
Kore 2006 62 | 129 | 51.6 | 35.5 61 39
Gin Wang et al. 2005 93 18.3 | 47.3 | 344 42 58
Cin Tsai et al. 198 | 9.6 | 404 | 50 | 30 | 70
2001 ' '
Cin Wang et al. 2006 | 559 | 12.7 | 419 | 454 34 66
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11.6. Deksmedetomidin

CH,

* HCI

Sekil 6. Deksmedetomidin’in kimyasal yapisi

(+)=4—-(S)—[1—(23~dimethylphenyl ) ethyl ] — 1H — imidazole monohydrochloride' "

Deksmedetomidin; (Precedex; Abbott Labs, Abbott Park, IL),
1999 yilinin sonlarinda Amerika Gida ve ilag Teskilati (FDA) tarafindan
erigkin yogun bakim hastalarinda kisa slreli (<24 saat) inflzyon ile
sedasyon amach kullanimi  onaylanmis bir sedatif ilagtir %97
Deksmedetomidin medetomidinin dekstro-izomeri ve aktif formudur. Bir ae-
AR agonisti  olan deksmedetomidin imidazol reseptérlerini  de
etkilemektedir. Deksmedetomidin a-AR lere klonidine gbre sekiz kat fazla
afinite gdsterir. a, agonistik etkisi a; agonistik etkiye gére 1620 kat

potenttir 9%,

Deksmedetomidin-HCI kimyasal olarak, (+)-4-(S)- [1-(2,3-

dimetilfenil)etil]-1H-imidazol monohidroklorid seklinde diizenlenmistir.

- llacin kimyasal ve molekiiler yapisi: imidazol tirevi,
medetomidin’in d-izomeri.

ilacin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri:

Beyaz veya beyazimsi bir tozdur
Molekdler agirhigi: 236,7
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Partisyon katsayisi: 2.89 (pH 7.4'de)
pH: sistemik 4.5-7.0
pKa: 7.1

Go6zinarlik: suda ¢ézinebilir.
Precedex’in her 1 mL’si, 118 mcg’lik deksmedetomidin-HCL
ve 9 mg sodyum Kklordr icermektedir. Bu solusyonda koruyucu bulunmaz

ve solusyon aditif veya kimyasal stabilizatérler icermez '®.

11.6.1. Farmakokinetik 6zellikleri

Deksmedetomidin, inflzyonu takiben hizli bir dagilim fazi
gOsterir; dagilim yari 6mri 6 dakika kadardir. Sabit durum dagilim hacmi
102.1-118 L’dir. Deksmedetomidinin ortalama proteine baglanma orani
%93.7°dir. Cinsiyet ve renal bozuklugun proteine baglanmada etkisi yoktur.
Yogun bakimda sik kullanilan birtakim ajanlarin (6r: fentanil, ketorolak,
teofilin, digoksin ve lidokain) varliginda proteine baglanmasinda ihmal
edilebilir miktarda degisiklik olmaktadir '°'.

Deksmedetomidin karacigerde biyotransformasyona ugrar, %
95 idrar ve % 4 fecesle atilir. Atilan temel metabolitler N-glukuronitler (G-
DEX-1 ve G-DEX2) ve N-metil-O-glukuronittir. Deksmedetomidinin

eliminasyon yar1 dmrii (t1,2) yaklasik olarak 2 saattir %1%,

Teratojenik, karsinojenik, mutajenik ve reproduktif calismalari
sonucu Amerikan Gida ve ilag Dairesi (U.S. FDA) gebelikte kullanim

kategorisini C olarak belirlemistir '%.
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Resim 2. Deksmedetomidinin alfa reseptérler Gzerinden etki mekanizmasi.

11.6.2. Farmakodinamik Ozellikleri

11.6.2.1. Anksiyolizis ve Sedasyon

Deksmedetomidin; anksiyolitik ve sedatif etkisini santral sinir
sisteminde (SSS) ana adrenerjik innervasyon sahasi olan lokus
seruleusda ap-AR’lerin aktivasyonu ile gdsterir. Lokus seruleus; uyanma,
uyku, anksiyete gibi énemli beyin fonksiyonlari ve opioidler gibi SSS
depresani ilaglarla olusan ¢ekilme sendromlari igin anahtar ayarlayicidir
103104~ 4,-AR agonistleri ile olusan sedasyon, benzodiazepinler veya
propofol gibi geleneksel sedatiflerle olandan farkli olarak y-aminobtirik
asit (GABA) sisteminin aktivasyonuna dayanmaz. a»>-AR agonistler bu
nedenle serebral kortekste etki géstermezler. Bundan dolayr da GABA-

mimetik ilaclardan farkli olarak kooperasyonlu bir sedasyon formu
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olusturur. Hastalar kolaylikla uykudan uyaniklik haline gecebilir ve uyaran

verilmezse tekrar uyku haline dénebilir '°°.

11.6.2.2. Analjezik Etkileri

02-AR agonistiklerin  belirgin  analjezik etkileri oldugu
bilinmektedir. a,-AR uyarilmasinin spinal kord seviyesinde analjezi

olusturduguna dair glgli  kanitlar olmasina  '%%'%

ragmen
deksmedetomidinin analjezik etkilerinin primer olarak opioid destekleyici

etkiye bagl olup olmadi§i heniiz arastirilmaktadir '°.

Perioperatif uygulanan deksmedetomidinin  operasyon
sirasinda ve sonrasinda ihtiyac duyulan opioid veya non-opioid dozunu
azalttigr bilinmektedir. Galismalarda deksmedetomidinin opioid ihtiyacini

% 30-50 azalttig gdsterilmistir %199,

11.6.2.3. Solunum Sistemi Uzerindeki Etkileri

Saglikli gbnalldlerde yapilan arastirmalarda,
deksmedetomidinin ylUksek dozlar dahil solunumu minimal etkiledigi
gosterilmistir’’®. Solunum sayisi ilag dozu terapétik plazma diizeyinin 14

" Yogun bakim hastalarinda

katina cikildiginda dahi etkilenmemistir
plasebo ve deksmedetomidin alan hastalarda ekstibasyon sonrasi

solunum fonksiyonlari arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir ''2.

Solunum sistemini minimal etkilemesi deksmedetomidini

diger sedatif ajanlara Gstin kilan énemli bir 6zelligidir.
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11.6.2.4. Kardiyovaskiler Sistem Uzerindeki Etkileri

Deksmedetomidinin  kardiyovaskuller etkileri periferik ve
santral yerlesimli reseptérler ve hedef organdaki postsinaptik
reseptdrlerdeki aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Santral sinir
sistemi (SSS) ve sempatik sinirlerdeki presinaptik ax-AR aktivasyonu
sempatolizise neden olurken, vaskuler postsinaptik reseptér aktivasyonu
vaskller diz kasda yer alan ap-AR araciligl ile vazokonstriksiyona,
endotelial a>-AR aktivasyonu araciligi ile ise vazodilatasyona yol agar. Bu

kompleks mekanizmalar nedeniyle de son etkisini hesaplamak gugtir
55,113

Deksmedetomidin, diisik konsantrasyonlarda neredeyse tam
bir sempatolizise neden olurken, artan konsantrasyonlarda postsinaptik
etkilerinde artis gdzlenir. YUkleme dozu sirasinda olusan ylUksek
deksmedetomidin konsantrasyonlari hipertansiyon ataklarinin sebebi
olarak dusundlmektedir. Deksmedetomidinin ylkleme dozuna cevap
bifaziktir. Kan damarlarindaki periferik ax-AR’lerin uyarilmasi sonucu gegici
olarak vaskuller direncte artis olur. SSS’'deki postsinaptik az-AR’lerin
aktivasyonu ise santral sempatolizise ve kan basincinda dislse neden

olur M,

Deksmedetomidinin sempatolitik etkisi serum katekolamin
dizeyini, kalp atim hizini ve kontraktiliteyi azaltir. Koroner kan akimini

diastolli uzatarak arttirir ve myokardin oksijen kullanimini azaltir ''°.
Saglkli gonullilerde yapilan bir calismada 1mcg.kg”

hizindaki deksmedetomidin inflizyonu kalp atim hizinda %17’lik ve kan

basincinda %23'liik bir azalmaya neden olmustur ''°.

39



Koroner arter by-pass greft cerrahisi hastalarinda
postoperatif ddnemde deksmedetomidin kullanimini arastiran ¢cok merkezli
bir calismada 1 mcg. kg 1’lik yUkleme dozunu takiben sistolik kan
basincinda 6 mmHg’lik bir artis gézlenmis ve bu artis 30 dakikada bazal
degerlere diismustiir'™. Birgok calismaci yilkleme dozunu diisiirerek veya
yikleme dozu uygulamayarak hipertansif ataklardan kaginmislardir 12"
Gegici kan basinci artisini takiben, lokus seruleusta bulunan a2-AR
aktivasyonu sonucu sedasyon olusur, beraberinde kalp atim hizi, kan
basinci, kardiak output ve plazma katekolamin diizeyi diiser ''®.Bu cok
merkezli calismada gelisen hipotansiyon ataklari inflzyon dozu

ayarlanarak, pozisyon degistirilerek veya sivi verilerek dizeltilmistir.

Cerrahi 6ncesi hipotansiyon, hipertansiyon, bradikardi veya
tasikardi dykisu olan 401 hastada cerrahi sonrasi yapilan bir ¢alismada
10 dakika icinde 1 mcg. kg' ‘llk deksmedetomidin yilkleme dozu
uygulamanin hastalarda kardiovaskiler komplikasyonlari arttirmadigi

tespit edilmistir ''°.

I.7. Ramsay Sedasyon Skalasi

Sedasyon degerlendirmesi icin kullanilan sistemlerin dogdru,
hizli ve kolay kullanilabilir, tekrarlanabilir, kolay kaydedilir ve hasta igin
rahatsizlik verici olmamasi gereklidir. Ramsay skalasi; sedasyon seviyesi,
uyaniklik dizeyini ve uyku dizeyini tespit etmeye dayali bir skorlama
sistemidir. Bulgular puanlandirilarak bir skor bulunur. Bu skora goére

hastanin sedasyon seviyesi tespit edilmis olur '°.
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Tablo 3 : Ramsay sedasyon skalasi

Skor Sedasyon Duzeyi
1 Huzursuz, ajite hasta
2 Koopere, oriente, sakin hasta
3 Sadece emirlere uyan hasta
4 Uyuyan, glabellaya vurma ve yiiksek sese hemen
yanit veren hasta
5 Uyuyan, glabellaya vurma ve yiiksek sese yavas yanit
veren hasta
6 Bu, uyarilara yanit alinamayan hasta

1.8. Bispektral indeks ( BiS)

Hastalarin takibinde sedasyon derinligini élgmek igin gesitli
skalalar kullaniilmakla birlikte, bu skalalar ile hastalarin sedasyon
dizeyinin degerlendiriimesi sirasinda sedasyon derinligini anlayabilmek
icin hastanin sik sik uyariimasi gerekmekte ve bu durum hastayi rahatsiz
etmektedir. Sedasyon seviyesini dlcmede cihaz bazli élcimler genel
olarak en objektif dlglimler olarak kabul edilirler "'. Cihaz ile 8l¢limlerde
U¢ metod vardir;

1. Bispektral indeks
2. Power spectral élgim
3. Isitsel uyarilabilir potansiyeller %,

BiS, bir elektroensefalografi (EEG) parametresi olup
anestezik ve sedatif madde uygulamasi esnasinda hasta yanitini gésteren
spesifik sayisal bir parametredir. Hipnotiklerin cogu benzer EEG etkilerine
sahiptir. Bispektral indeks anesteziklerin ve sedatiflerin eklenmesiyle
olusan hipnotik etkiyi dlgmek icin spesifik olarak gelistirilmis bir EEG
parametresidir. BIS daha siklikla genel anestezi sirasinda kullanilmakla
beraber sedasyon sirasinda da hastanin takibinde kullanilabilmekte, hasta
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ve cerrahi rahatsiz etmeksizin sedasyon derinligi hakkinda bilgi
vermektedir '?%'2*. BIS skoru 0 ila 100 arasinda degismektedir. 65-85
arasindaki degerler sedasyonu, 45-60 arasindaki degerler genel
anesteziyi gostermekte, 40’in altindaki degerler de kortikal baskilanma
olarak degerlendirilmektedir .

BiS; 1985'den bu yana Aspect Medikal Sistemleri tarafindan
geligtiriimektedir. Bu EEG parametresinin ticari olarak elde edilebilir
versiyonu, beyinde anestezik etkinin bir gdstergesi olarak 1996’da FDA

tarafindan onaylanmis ve bu endikasyon i¢gin FDA onayini almis olan tek
cihazdir "%,

Tablo 4: BIS Dizeyi ve Klinik Durum , EEG’nin esas 6zelligi.

100 Uyaniklik, senkronize yiksek frekans aktivitesi
Uyaniklik alt sinir, senkronize normal frekans

80 aktivitesi

50 Hafif hipnotik diizey, normal diigiik frekans aktivitesi

40 Derin hipnotik diizey, EEG’de bir miktar baskilanma

0 izoelektrik EEG, total baskilanma
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Resim 3. BIS monitériiniin gériinist <.
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Resim 4. BIS monitéri ile monitdrize edilmis bir hasta '°.
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lll. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Tirkiye Yiksek ihtisas Egitim ve Arastirma
Hastanesi yerel Etik Komite ve Saglik Bakanligi Merkez Etik Komite izni
(ektedir) ve yazili hasta onay! alindiktan sonra koroner arter baypas greft
cerrahisi uygulanacak olan 110 hasta ile gerceklestiriimistir. Hasta
grubuyla uyumlu olacak sekilde aza — C1291G polimorfizmini arastirmak
amaciyla 79 saglikh bireyden alinan kan &rnekleri kontrol grubunu

olusturmustur.
lll. 1. Hasta Secimi

Hastanemiz Kardiovaskuiler Cerrahi Kliniklerinde iskemik kalp
hastaligi nedeniyle koroner arter baypas greft cerrahisi uygulanacak ASA
(American Society of Anesthesiologist) fiziksel durumu IlI-1Il (ASA ll-cerrahi
olarak tedavi edilecek olan hastaligi disinda herhangi bir baska sistemik
hastalik ve fonksiyonel kisittama olmayan hafif diabet, kontrol altinda
hipertansiyon, sigara anamnezi vs. gibi ve ASA IlI- orta-ciddi sistemik
hastalik, fonksiyonel kisittanmasi olan egzersiz toleransi kisith iskemik
kalp hastasi, egzersiz dispnesi olan KOAH vs.) olan 110 hasta ¢alismaya
dahil edildi.

Calismaya alinmama kriterleri:
- son bir hafta icerisinde kahve tiketimi olan hastalar,
- deksmedetomidin alerjisi bulunanlar,
- operasyon sirasinda 8 pg/kg’in Gzerinde dopamin, 8 pug/kg’in
Uzerinde dobutamin, 4 ug/kg’in Uzerinde adrenalin inflzyonu
ihtiyaci olan hastalar,
- ejeksiyon fraksiyonu (EF)<%40 olan hastalar,
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- daha &nceden bilinen veya operasyon sirasinda olusan
kardiak blogu bulunanlar,

- a- AR’ler Gzerinde agonistik veya antagonistik etkili ila¢
tedavisinde olan hastalar,

- santral sinir sistemi Uzerinde etkili ilaglar kullananlar
(antidepresan, anksiyolitik gibi)

- santral sinir sistemi bozuklugu olanlar.

lll. 2. Calisma Protokoli

Hastalara operasyon odasina alinmadan yarim saat 6nce
premedikasyon amagcli 0,05 mg/kg (i.m.) midazolam uygulandi. Agik kalp
cerrahisi icin rutin olan EKG, invaziv arter basinci, santral venéz basing
monitorizasyonlarinin - ardindan, anestezi indidksiyonu; 0,1 mg/kg
midazolam, 10 mcg/kg fentanil ve kas gevsemesi 0,6 mg/kg roklronyum
bromur ile saglandi. Anestezi idamesi hasta ihtiyacina gére aralikli olarak

yapilan fentanil, midazolam ve rokironyum puseleriyle saglandi.

Hastalar yogun bakim Unitesine alindiklarinda operasyondaki
monitdrizasyonlarina ek olarak BIS monitorizasyonu (A 2000 BIS
Monitoring System, Aspect Medical System, The Netherlands) uygulandi
ve Ramsay sedasyon skalasi takip edildi. Ramsay sedasyon skalasi 2 ve
daha dlsik olan hastalara deksmedetomidin inflizyonu baslandi. Calisma
ilact baslanmadan &énce tim hastalarin santral vendz basinglari 5-6
mm/Hg olacak sekilde mayi tedavisi uygulandi. Deksmedetomidin
(Precedex, Abbott Laboratoires) 1,4 pyg/kg/saat infizyon hizinda baslandi.
Kan basinci 90/60 mmHg ve KAH 60 atim/dakikanin altina distiginde
inflizyon dozu azaltildi veya kesildi. inflizyon siresi bir saat olarak
belirlendi. Bir saatlik sire igcinde bes dakikalik araliklarla sistolik arter
basinci (SAB), diastolik arter basinci (DAB), kalp atim hizi (KAH), BIiS

puani, Ramsay sedasyon skoru kaydedildi.
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Ayrica incelenen gen bdélgesiyle iligskisi olabilecegini
distindigumidz ek hastalik durumu (hipertansiyon, diabetes mellitus,
hiperlipidemi, kronik obstriktif akciger hastaligi), sigara ve alkol
aliskanliklari, operasyon éncesi alinan rutin biyokimyasal élgtimlerinden
glukoz (mg/dL), total kolesterol (mg/dL), HDL kolesterol (mg/dL), LDL
kolesterol (mg/dL), trigliserid (mg/dL), dlzeyleri de kaydedildi.

lll. 3. Genetik Analiz

l1l. 3. 1. DNA lzolasyonu

Calismamizda deney grubu ve kontrol grubunu olusturan
hastalarin periferal kan 6rnekleri steril EDTA’lI tlplere alinarak sodyum
perklorat / kloroform ekstraksiyon yoéntemi ile DNA’lari izole edilmistir
(ingiltere - Scotlab protokolil). Genel olarak bir lizis isleminden sonra
proteinlerin denatlrasyonu ve nUkleik asitlerin etanol ile ¢oktirilmesi

esasina dayanir.

. 3. 1. 1. DNA izolasyonu icin Kullanilan Kimyasal

Maddeler

Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)
Sukroz (Sigma Kat. No: S-1513)
Triton (Sigma Kat. No: X-100)
Magnezyum Klortr (Sigma Kat. No: M-9272)
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat.
No:ED2SS)
- Sodyum KlorUr (Merck)
- Sodyumperklorat (Sigma Kat. No: S-1513)
- Lauryl Sulfat (SDS) (Sigma Kat. No: L-4509)
- Kloroform (Merck )
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- Hidroklorik asit (Merck )
- Mutlak Etanol ( Kimetsan)
- Sodyum Hipoklorit (camasir suyu)

ll. 3. 1. 2. DNA izolasyonu icin Kullanilan Cdzeltiler

- Lysis Tampon (Reaktif A): (10 mM Tris HCI (pH=8),320
mM Sukroz, 5 mM MgCl,, %1 Triton); 12.1g Trizma Baz tartilarak 100ml
distile suda ¢6zuldi ve HCI ile pH’sI 8'e ayarlandi. 109.5 g Sukroz, 1.0g
Magnezyum Klordr tartildi, 1M Tris HCI (pH=8) ¢bzeltisinden 10 ml ilave
edilerek 1000 ml’ ye distile su ile tamamlandi. Otoklav ile steril edildi. En

son olarak sicakken 10 ml Triton X-100 ilave edilerek, + 4°C’ de saklandi.

- Reaktif B: (400 mM Tris HCI (pH=8), 60 mM EDTA,150
mM NaCl, %1 SDS, 1000 ml distile su); 48.5 g Trizma Baz, 22.3 g EDTA,
8.8 g NaCl tartilarak 1000 ml’ye distile su ile tamamlandi. HCl ile pH’sI 8’'e
ayarlanarak otoklav ile steril edildi. En son olarak sicakken 10 g SDS ilave

edilerek, oda sicakliginda saklandi.
- 5M Sodyumperklorat cozeltisi: 70,2 g sodyumperklorat
tartilarak 100 ml’ye distile su ile tamamlandi, otoklav ile sterile edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

l1l. 3. 1. 3. DNA izolasyonu icin Kullanilan Aletler

Terazi (Sartorius BA 610)
Su banyosu (Nuve BM 102)
EDTA’l steril vakumlu kan tipt (Greiner)

Falkon tip0 (Greiner)

Kromozom tlpU (Greiner)
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- Plastik Past6r pipeti (Greiner)

- Agzi vidali ependorf tipu (Greiner)
- Steril Bioloop

- Mikropipetler

- Mavi ve sari mikropipet uglari

- Otoklav bandi

I1l. 3.1 .4 . Deneyin Yapllisi

. 5-10 ml kan érnekleri EDTA’L tlplere alindi. Kan érnekleri izolasyon

yapilincaya kadar -20°C’ de saklandi. Kan &rneklerinden
sodyumperklorat-kloroform yontemiyle DNA izolasyonu yapildi.

. Her birey i¢in bir falkon tipU kullanildi. Her falkona soguk Lysis

tampondan (Reaktif A) 35ml ilave edildi.

3. Kan érnekleri falkonlara bosaltildi. Tapler alt Ust edilerek karistirildi.
4. 10 dakika 3000 rpm’de santrifuj edildi.

5. Bu arada kromozom tiplerine 5M Sodyumperklorat ¢dzeltisinden

9.

0.5ml koyuldu.

Santrifljden ¢ikartilan falkonlarin stipernatantlari camasir suyu dolu
behere bosaltildi.

Pelletlerin Gzerine Reaktif B'den pastér pipeti yardimiyla 2ml ilave
edildi.

Falkondaki Reaktif B’li pellet sodyumperklorat iceren kromozom
tiplerinin Gzerine aktarildi.

15 dakika el ile alt Ust edildi.

10.65°C’de 30 dakika etiivde inklbe edildi.

11.Etlvden alinan tiplere soguk kloroformdan 2ml ilave edildi.
12.10 dakika alt Ust edildi.

13.10 dakika 1400 rpm’ de santrifj edildi.

14.Ust fazin hepsi pastér pipeti ile yeni kromozom tiiplerine aktarildi.
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15.Yeni tlpe aktarilan stpernatantlarin Gzerine 5ml soduk etanol ilave
edildi.

16.Etanolli tOpler iyice alt Ust edilerek, DNA sarmalinin olusumu
g6zlendi.

17.Bioloop ile olusan DNA sarmali alindi. Kurumasi icin ependorfa
aktarilarak 5-10 dk bekletildi.

18.Kuruyan DNA’lar ependorflarin icine aktarildi ve DNA’nin
blyukligune gére 200/300uL steril distile su ilave edildi.

19.60°C’ de 1 gece su banyosunda inkibe edildi.

20.C6zunen DNA’lar +4°C’de saklandi.

1. 3 . 2. DNA Orneklerinin PCR’a Uygulanmasi

(3o ]

AGCACCTGUGOACCGUGTIGGUTCTOGUCIGGAGITGGGCTGITLCAGACGTAACTCACA AL

6L CCGGAGGTTACTTCC T CATT TG BGUa GaGATTCCCTTCCATTITTI T TCTTC LTI L20

L2 T CAAGATLCAGCTTCTTEOGO0CACTCACGOOTGC I GTTGLATTCTGLTCCGT GG 130

131 COGGAGUTE CATGSCCAACTCCCAGC AGGGGEIGETICTCCCCTACCICCCACCCUC3 06 240 [ {kase 183G}
23 CTCCCTITTTAAGTCTCTAGCTCAAG GTACCT G4 I TCTCLAAAGBGCTCETICIGCCTGA Z00 [Tbase 252:47G
F0L GGG IAATGEINCCCGAGGTICAGUGITAGGU GCGHGUGITAG ACTGG COGHEAG BGGTGHGTG 240

2ol COAGOOGEENGGGHAGHLTCGGUTTCCCACGTHOGGGCTGACGIC BGUTGLTLAGCAALGC 420

4

| 2. primer |
Sekil 7: Genin ¢aligilan dizgisi, primerler, polimorfik bdlge.

. 3. 2. 1. ADR2A C-1291G icin PCR’ da Kullanilan

Kimyasal Maddeler

- ADRA2A Primer R (5-TCACACCGGAGGTTACTTCC-3)
- ADRA2A Primer F (5-GTCTCTAGCTCAAGGTACC-3’)

- dATP, 100mM (Fermentas)

- dCTP, 100mM (Fermentas)

- dGTP, 100mM (Fermentas)

- dTTP, 100mM (Fermentas)

- Tagq DNA Polimeraz (Fermentas)

- 1x Termofilik Reaksiyon Tamponu (Fermentas)
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- 25mM MgCl, (Fermentas)

l1l. 3. 2. 2. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Aletler

- PCR aleti (DNA Thermal Cycler) (Techne PHC-1)
- Mikrosantrifuj (MSE, Sanyo)

- 0.5 ml'lik ependorf tipl (Greiner)

- Mikropipetler

- Mavi ve sari mikropipet uglari

I1l. 3. 2. 3. DNA Amplifikasyonu icin Kullanilan Cozeltiler

0.2 mM dNTP: 100 mMIk dATP, dTTP, dCTP, dGTP
nakleotid stok ¢dzeltilerinden 10’ar ul alinarak, Gzerlerine 60yl steril distile
su ilave edildi. Santrifij ile karistirilip —20°C’de saklandi.

18 pmol reverse ve forward Primerler: Stok primer
¢Ozeltilerinin uM’lerine bagli olarak, 18 pmol konsantrasyona steril distile
su ile dile edildiler ve 20°C’de saklandilar.

. 3. 2 . 4 . Orneklerin ADRA2A Amplifikasyonu icin PCR’a
Uygulanmasi

DNA izolasyonu ile elde edilen genomik DNA’lar, promotor
SNP, rs1800544 (Mspl RFLP) bdlgesi daha &nceden tanimlanmig
amplifikasyon yéntemiyle ¢ogaltildi. PCR karigimi, 25 pl igerisinde 30 ng
genomik DNA, her bir primerden 18 pmol, her birinden 0,2 mM olmak
izere dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 25 mM MgCl,, 1xTaq tamponu, 1,5 U
Taq polimeraz enzimi olacak sekilde hazirlandi. Ependorf tipleri PCR

cihazina yerlestirildi ve belirlenen program uygulandi.
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ADRAZ2A icin PCR'’in sartlari; ilk basamak denaturasyon igin
94°C’de 3 dakika, 30 siklus olan denaturasyon (DNA’nin denatire olmasi)
icin 94°C’de 30 saniye, annealing (primerlerin yapigsmasi) icin 56°C’de 45
saniye, ekstensiyon (primer ilavesinden sonra DNA’nin uzamasi) igin
72°C’de 60 saniyedir. 1 siklus olan son ekstensiyon ise 72°C’de 5 dakika
olarak belirlendi.

PCR siklus programi:

94°C’de 3 dakika} 1. siklus

94°C’de 3 saniye....... denaturasyon
56°C’de 45 saniye......eslesme 35 siklus
72°C’de 60 saniye...... sentez

72°C’'de 5 dakika} 3. Siklus

1. 3. 3 . PCR Uriinlerinin Jele Uygulanmasi

I1l. 3. 3. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Rutin Elektroforez Grade Agaroz (Flowgen Kat. No: A3-0500)
- Etidium Brom(r (Sigma)

- Trizma Baz (Sigma Kat. No: T-1503)

- Borik Asit (Sigma Kat. No: B-0252)
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- Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) (Sigma Kat. No:
ED2SS)

Bromofenol Blue (Sigma Kat. No:B-6896)
Ksilen Siyanol FF(Sigma Kat. No:X-4126)
Gliserol (Sigma)

100 bp’lik DNA markeri (Gibco BRL)

Jel maskeleme bandi (Sigma Kat. No:T-6656)

ll. 3. 3. 2. Kullanilan Aletler

Elektroforez gli¢ kaynagi (Consort E 425)
Elektroforez tanki (Pharmacia GN 100)
Elektroforez tepsisi (Pharmacia)

Jel taraklari (Pharmacia)

Mikrotiter kabi

UV-transilliminatér (UVP)

Elektrikli i1sitici

Terazi (Sartorius BA 610)
Mikropipetler (Gilson)

Sari ve mavi mikropipet uclari

Otoklav bandi

l1l. 3. 3. 3. Kullanilan Cdzeltiler

TBE tampon (x10): Trisma bazdan 108 g, borik asitten 55 g,

EDTA’dan 9.3 g tartildi. 1L’ye steril distile su ile tamamlanarak otoklav ile

sterilize edildi. Oda sicakliginda saklandi.
TBE tampon (x1): 100 ml TBE tampon (x10) tzerine 900 ml

steril distile su ilave edildi. Oda sicakliginda saklandi.
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%2’lik rutin agaroz cozeltisi: 2 g rutin agaroz tartildi ve
Uzerine 100 ml TBE (x1) tamponundan ilave edildi. Elektrik 1siticisi

Uzerinde kaynatilarak ¢6zinmesi saglandi.

Jel yiikleme tamponu: 0,25 g bromofenol blue, 0.25 g
ksilen siyanol FF tartildi ve 30 ml gliserol ve 70 ml distile su ilave edilerek

karistinldi. Gézinmeleri igin 1sitildi. Oda sicakliginda saklandi.
0.1pug/ml DNA marker’t: 10ul 1ug/ml DNA marker, 90ul steril
distile su ve 15ul yikleme tamponu ilave edilerek karistirildi. +4°C’ de

saklandi.

ll. 3. 3. 4. Jelin Hazirlanmasi

Yukarida agiklandigi gibi hazirlanan 100 ml %2 ‘lik agaroz
cbzeltisi sogumadan &nce Uzerine 10ul EtBr ilave edildi ve homojen
dagiimasi i¢in karistinildi. Bu sicak karigsim, daha énceden kenarlari bant
ile kapatilmis ve uygun taraklar yerlestiriimis olan mika elektroforez
tepsilerine hava kabarcigi kalmayacak sekilde dékuldi. Jellerin donmasi
icin 15 dakika beklendi. Taraklar ¢ikartilarak jeller + 4 °C’ de saklandi.

. 3. 3. 5. PCR Orneklerinin Jele Uygulanmasi ve

Elektroforez

Enzim amplifikasyonunun basarili bir sekilde gerceklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek amaci ile érnekler, PCR islemi bitiminde
%2’lik rutin agaroz jellere tatbik edildi. Bu amacla énce mikrotiter kaplara
her érnek icin 2ul yukleme tamponu konuldu. Yukleme tamponu Uzerine
PCR UrGntnden 10ul ilave edilerek, pipetaj ile karistirnldi. Bu arada jel TBE
tamponu (x1) iceren elektroforez tankina alindi. Yikleme tamponlu PCR

drinleri, tarak digleri sayesinde olusan bosluklara teker teker uygulandi.
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Bir jele 10 érnek ve olugan Grinin buydkliganu o6lcebilmek icin gerekli

olan bir DNA marker’i uygulandi. Amplifikasyon UrGnleri direkt olarak 120V

akim varhiginda 20 dakika jel elektroforezis’e tabi tutuldu. islem sonunda
amplifiye edilen ADRA2A genine spesifik 216 bp’lik bant UV-

transilliiminator’de kontrol edildi.

Maddeler

Kesilmesi

1. 3. 4. ADRA2A C-1291G Genotipinin Belirlenmesi

. 3. 4. 1. ADRA2A Digestinde Kullanilan Kimyasal

Mspl (Hpa Il) restriksiyon enzimi (Fermentas)

Tampon G (Tango Tampon) (x100) (Fermentas)

l1l. 3. 4. 2. ADRA2A Digest'inde Kullanilan Aletler

Santrif(j (Mistral 1000)

Etlv (NGve EN 400)

0.5 ml’lik ependorf tipl (Greiner)
Mikropipetler

Sari ve mavi mikropipet uclari

M. 3. 4. 3. ADRA2A Reseptdérinin Mspl (Hpa 1) ile

5'-CAC G G-3'
3'-G G CAC-5'

ADRA2A PCR drinleri, Msp | (Hpa Il) restriksiyon

endonikleaz enzimleri tarafindan ADRA2A resept6rinin DNA diziliminde
CCGG spesifik nikleotid dizisi taninarak -1291 konumundaki sitozin (C)
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bazindan kesildi. Bu amacla, ependorfa 10,2 ul PCR Urlnd, 2,3 uyl tampon
G, 0,5 pl Hpa Il konulup, santriftij ile karistirildi. 37°C’ de etlivde 16 saat
inklbasyona birakildi.

1. 3. 4. 4. ADRA2A Digest Urlinlerinin Jele Uygulanmasi

. 3. 4. 4. 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Nusieve 3:1 Agaroz (FMC)

ADRA2A PCR drunlerinin jele uygulanmasinda kullanilan
kimyasal maddeler digest trlnleri icin de kullaniimisgtir.

l1l. 3. 4. 4. 2. Kullanilan Aletler

ADRA2A PCR drunlerinin jele uygulanmasinda kullanilan
aletler digest Grtnleri icin de kullaniimistir.

ll. 3. 4. 4. 3. Kullanilan Cozeltiler

%3.5’luk Nusieve agaroz c¢oOzeltisi: 3.5 g Nusieve agaroz
tartildi ve Gzerine 100 ml TBE (x1) tamponundan ilave edildi. Elekirik

Isiticisi Gzerinde kaynatilarak ¢ézinmesi saglandi.

ADRA2A PCR drunlerinin jele uygulanmasinda kullanilan
cOzeltiler digest GUrtnleri icin de kullaniimistir.

l1l. 3. 4.4. 4. Jelin Hazirlanmasi

Jel, PCR drUnleri béliminde agiklandidi sekilde hazirlandi.
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. 3. 4. 4. 5. Digest Urinlerinin Jele Uygulanmasi ve

Elektroforez

1. 3.4.4.6. ADRA2A Genotipinin Belirlenmesi

ADRAZ2A genotipinin belirlenmesi igin, ADRA2A PCR arUnleri
Mspl (Hpall ) restriksiyon enzimi tarafindan kesildi. Kesilen érnekler jele
uygulandi. Digest Grlnleri, PCR 0rinlerinin jele uygulanmasi ve
elektroforez béliminde aciklandigl sekilde hazirlanarak, 120 V akim
varhiginda 30 dakika jel elektroforezis’e tabi tutuldu. islem sonunda
spesifik bantlari UV transilluminator’de incelenerek ADRA2A C-1291G

genotip analizleri yapildi.
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lll. 4. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS for Windows 11.5.0 ortaminda bilgisayara
kaydedildi. Capraz tablolarda Pearson Ki- kare ve Fisher exact test
kullanmilmigtir.  Ortalamalari  karsilastirirken student t, nonparametrik
verilerde Mann-Whitney U, i¢ ve daha ¢ok grubu Kkarsilastirirken
parametrik verilerde One Way ANOVA, nonparametrik verilerde Kruskal-
Wallis testi kullaniimistir. Ayni grubun tekrarlayan élgtimleri Friedman testi
ile degerlendirildi. ANOVA, Kruskal-Wallis ve Friedman testi sonrasi fark
bulundugu zaman farkin hangi ikiliden kaynaklandigi post Hoc ¢oklu
karsilastirma testi ile arastirildi. Tim testlerde p<0.05 anlamli kabul edildi,

veriler ortalama +SEM olarak verildi.
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IV. BULGULAR

IV.1. Hastalarin Karakteristik Ozellikleri

0o agonist ajan olan deksmedetomidinin etkileri ile ADRA2A
gen C-1291G polimorfizmi arasindaki iliskiyi ortaya koymak igin koroner
arter by-pas greft cerrahisi geciren 110 hasta calismaya dahil edilmigtir.

Hastalarin 26’s1 kadin 84’0 erkek, yas ortalamalari 57,5£10;
kilo ortalamalan 76,4+11,7; boy ortalamalari 165,2£18,9 olarak

saptanmigtir. Hastalarin demografik verileri Tablo 5’de yer almaktadir.

Kontrol grubu 50’si erkek 29’u kadin, yas ortalamalari 57,9
+12,7; kilo ortalamalari 75,2+11,9; boy ortalamalari 166,1+7,8 olan, 79
hastadan olusmaktaydi.
Tablo 5: Hastalarin demografik verileri

Demografik Veriler % (n)
Kadin Erkek Total p degeri
23,6 (26) 76,4 (84)
Yas 58,3+7,7 57,2+10,6 57,5+10,0 0,616
Kilo 69,2+13,1 78,7£10,4 76,4+11,7 0,0001
Boy 157,5+7,7 168+21,1 165,2+18,9 0,026
BMi 27,37+3,86 26,9+3,5 27+3,5 0,618
Alkol 0 17,9 (15) 13,6 (15) 0,020
Sigara 7,7 (2) 69,0 (58) 54,5 (60) 0,0001
Kahve 11,5 (3) 21,4 (18) 19,1 (21) 0,262
Hipertansiyon 92,3 (24) 59,5 (50) 67,3 (74) 0,002
Diyabet 50 (13) 29,8 (25) 34,5 (38) 0,058
Hiperlipidemi 61,5 (16) 65,5 (55) 64,5 (71) 0,714
KOAH* 11,5 (3) 9,5 (8) 10,0 (11) 0,765
Glukoz 129,1+59,8 108,5+35,8 113,4+43,3 0,034
Kolesterol 182,9+50,1 196,9+49,2 193,8+49,5 0,244
HDL-Kolesterol 46,8+10,3 42,8+9,7 43,7+9,9 0,095
LDL-Kolesterol 110,61+43,4 118,5+39,8 116,84+40,5 0,421
Trigliserid 130,2+44,0 195,0+117,8 181,0£109,4 0,013

*KOAH: Kronik Obstriktif Akciger Hastaligi.
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Hastalarin mevcut ek patolojileri ve aligkanliklari Tablo 6’da
verilmistir. Hasta populasyonumuzun 74’0 hipertansif, 38’i diabetes
mellituslu, 70’i hiperlipidemik, 11°i kronik obstriktif akciger hastaligi olan
hastalardan olugsmaktadir. 15 hastamizda alkol, 60 hastamizda sigara ve

21 hastamizda kahve aliskanligi mevcuttur.

Tablo 6: Hastalarin ek patolojileri ve aligkanliklari.

Ek Patolojiler ve Ahgkanliklar
% (n)
HT' 67,3 (74)
DM 34,5 (38)
HLP® 63,6 (70)
KOAH* 10 (11)
Alkol 13,6 (15)
Sigara 54,5 (60)
Kahve 19,1 (21)

HT"; hipertansiyon, DM?; diabetes mellitus, HLP?; hiperlipidemi, KOAH*;
kronik obstruktif akciger hastaligi.

IV. 2. ADRA2A C-1291G Genotip Analizleri

izole edilen DNA’lar; ADRA2A C-1291G genotiplemesi igin
belirlenmis baz dizisinin c¢ogaltiimasi amaci ile PCR’a uygulanmigtir.
Resim 5’de ADRA2A’nin PCR uygulamas! sonucunda elde edilen 216 bp

blyuklagandeki Granler gérilmektedir.
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300
250— 216 baz ciftik PCR Oruna

100

50 baz ciftlik 100 baz giftlik
markn markir

Resim 5: 216 baz ¢iftlik PCR drinleri.

ADRA2A C-1291G genotipinin belirlenmesi amaciyla PCR
artnleri Hpall (Mspl) restriksiyon enzimi ile kesilmigtir. Kesim sonucunda
artnlerin %3’l0k agaroz jele yuklenmesiyle; CC genotipi icin 175bp, 35bp
ve 6bp’de, CG genotipi icin 175bp, 55bp, 35bp, 6bp’de, GG genotipi icin
120bp, 55bp, 35bp, 6bp’de bantlar gértilimektedir. Resim 6’da restriksiyon

enzimiyle olugan kesim Urtnleri gérilmektedir.

- L . (TR & Lo @D

1/% baz qifti
120 bazgifti
55 Lz it

it

AR BATE
o lme gifte

Markir Kér H

W; Yabanil, wild (C1291C)
H; Heterozigot (C1291G)
M; Mutant (G1291G)

Resim 6: Restriksiyon enzimi ile olugan kesim Grtnleri.

60



IV.3. Genotipe Gore Karakteristik Ozellikler

110 iskemik kalp hastasinin ve saglikli kontrol grubunun
genotip dagilimi ile C ve G allel frekanslari Tablo 7’de goérilmektedir.
Saglikh Turk bireylerle karsilastiriidiginda G allel frekansinin hasta

grubunda benzer oldugu gérilmektedir.

Tablo 7: ADRA2A C-1291G genotip dagilimi.

Allel Sikhgi
ADRA2A Genotip Sikhgi (%)
(%)

C1291C C1291G G1291G C G

Hasta Grubu 43,6 45,5 10,9 66 34

Kontrol Grubu 46,8 39,2 13,9 60 40

Hastalarin genotipe gére demografik verileri ve ek
hastaliklari Tablo 8 'de yer almaktadir. Hasta grubundaki mutant bireylerin
%100°Un0n  hiperlipidemik  oldugu saptanmistir.  Diger gruplarla
karsilastirildiginda hiperlipidemi  mevcudiyeti anlamli  olarak yUksek
bulunmustur (p<0,05). Mutant grubun kan glukoz diizeyi ortalamasinin da

diger iki gruba gére anlaml yiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Hipertansif hastalar yéninden gruplar arasinda anlaml fark
bulunmamistir (p>0,05). Hipertansif hastalarin C allel frekansi 0,65; G allel
frekansi 0,35 olarak hesaplanmistir. Hipertansif olmayan hastalarda ise C
allel frekansi 0,71; G allel frekansi 0,29 olarak hesaplanmistir. BMi (Body

Mass index) ortalamalarn U¢ grup arasinda anlamli fark géstermemekle
birlikte, mutant grubun BMi ortalamalari diger iki gruba gore yiiksek

bulunmustur.
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Tablo 8: Hastalarin genotipe gére demografik verileri.

Genetik yapiya gore risk faktorleri
% (n)
WT Heterozigot | Mutant .
p degeri
(CC) (CG) (GG)
43,6 (48) 45,5 (50) 10,9 (12)
Cinsiyet

Kadin 22,9 (11) 22,0 (11) 33,3 (4) 0,700

Erkek 77,1 (37) 78,0 (39) 66,7 (8)
Yas 58,1+10,3 56,849,9 57,549,7 0,820
Kilo 77,8111.8 74,3+x11,7 | 80,1+£10,3 0,170
Boy 161,8427,9 | 167,948,4 | 165,0+7,0 | 0,390
BMi 27,69+3,58 | 26,20+3,34 | 28,91+4,24 | 0,073
Alkol aliskanhgi 10,4 (5) 14,0 (7) 25,0 (3) 0,418
Sigara aliskanligi | 56,3 (27) 52,0 (26) 58,3 (7) 0,880
Kahve aligkanhigi | 16,7 (8) 22,0 (11) 16,7 (2) 0,778
Hipertansiyon 66,7 (32) 64,0 (32) 83,3 (10) 0,437
Diyabet 29,2 (14) 36,0 (18) 50,0 (6) 0,381
Hiperlipidemi 52,1 (25) 68,0 (34) 100 (12) 0,006*
KOAH 12,5 (6) 8,0 (4) 8,3 (1) 0,744
Glukoz 109,4+42,2 | 109,8+31,0 | 144,5+73,7 | 0,030*
Kolesterol 184,7+45,0 | 199,54#53,1 | 208,4+49,3 | 0,216
HDL-Kolesterol 42,849,0 45,0+10,9 41,949,3 0,468
LDL-Kolesterol | 110,5+32,3 | 120,14#46,9 | 129,1+41,4 | 0,302
Trigliserid 188,0£135,7 | 171,1482,2 | 192,4+86,8 | 0,718

Hastalarin ve kontrol grubunun genotipe gére demografik
verileri ile ek hastaliklari ve iki grubun karsilastirimasi Tablo 9 ’'da yer

almaktadir.
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Tablo 9: Hasta grubu ve kontrol grubunun genotipe gére demografik verileri ve ek hastaliklari.

Hasta G Kontrol G Hasta G Kontrol G Hasta G Kontrol G
WT(CC) WT(CC) . Heterozigot(CG) Heterozigot (CG) . Mutant(GG) Mutant(GG) p degeri
p degeri p degeri
43,6 (48) 46,8 (37) 45,5 (50) 39,2(31) 10,9 (12) 13,9(11)
Cinsiyet
Kadin 22,9 (11) 45,2 (19) 0,025 22,0 (11) 71,4 (20) 0517 33,3 (4) 77,8 (7) 0,659
Erkek 77,1 (37) 54,8 (23) 78,0 (39) 28,6 (8) 66,7 (8) 22,2 (2)
Yas 58,1+£10,3 56,7+14,2 0,521 56,8+9,9 53,3%13,2 0,182 57,5+9,7 53,1+10,1 0,319
Kilo 77,8+11,8 73,5+11,3 0,093 74,3+11,7 78,5+11,6 0,140 80,1+10,3 73,7£12,7 0,230
Boy 161,8+27,9 165,8+7,2 0,412 167,918,4 166,5+7,2 0,304 165,0£7,0 167,5+£10,9 0,416
BMi 27,6+3,5 26,7+3,7 0,230 26,2+3,3 28,444 0,043* 28,9442 26,5+5,7 0,487
Alkol aliskanhig 10,4 (5) 13,5 (5) 1,000 14,0 (7) 10,7 (3) 1,000 25,0 (3) 9,1 (1) 0,603
Sigara aliskanlig 56,3 (27) 35,7 (15) 0,051 52,0 (26) 39,3 (11) 0,281 58,3 (7) 66,7 (6) 1,000
Hipertansiyon 66,7 (32) 19 (8) 0,000* 64,0 (32) 17,9 (5) 0,000* 83,3 (10) 11,1 (1) 0,002
Diabetes Mellitus 29,2 (14) 0 0,000* 36,0 (18) 17,5 (5) 0,052 50,0 (6) 7.7 (1) 0,019*
Hiperlipidemi 52,1 (25) 0 0,000* 68,0 (34) 5(2) 0,000* 100 (12) 23,1 (3) 0,006*

*p<0,05 istatistiksel olarak anlamli fark olarak kabul edilmigtir.




Hipertansiyon, diabetes mellitus ve hiperlipidemi mevcudiyeti
yéninden hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark tespit
edilmistir.

IV. 4. Hemodinamik Veriler

Genotipik yapiya gbére ¢ gruba ayirdigimiz hastalarin
zamana g6re sistolik arter basinglarindaki degisim grafik 1’de
gorilmektedir. Ug grubun zamana gore sistolik arter basing degisimleri
benzer bulunmustur. WT grupta sistolik arter basinci baseline degere gére
%27,5; heterozigot grupta %25,6 ve mutant grupta %31,8 azalmistir.

Genetik Yapiya Gore Ortalama Sistolik Arter Basinglarn

180,0

160,0 1

140,0

120,0

100,0 —e—SAB (WT)
(mmHg) —=— SAB (Heterozigot)
80,0 —4— SAB (Mutant)

60,0 1

40,0 1

20,0

070 T T T T T T T T T T T T
0. 5. 10. 15. 20. 25 30. 35 40. 45. 50. 55. 60.
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Grafik 1. Gruplarin ortalama sistolik arter basinglarinin zamana goére
degisimi.
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Genotipik yapiya gére gruplarin zamana gore diastolik arter
basinc¢larindaki degisim grafik 2'de gérilmektedir. Gruplarin zamana goére
diastolik basin¢g degdisimleri benzer bulunmustur. WT hasta grubunun
diastolik arter basinci baseline degere gére %23,9; heterozigot grubun

%21 ve mutant grubun %24,3 oraninda diisUs gostermistir.

Genetik Yapiya Gore Ortalama Diyastolik Arter Basinclan
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Grafik 2. Gruplarin ortalama diastolik basinglarinin zamana gére degisimi.

Gruplarin KAH degeri ortalamalarinin zamana g6re degisimi
grafik 3’de gortlmektedir. Gruplarin zamana gére KAH degerleri degisimi
benzer bulunmustur. KAH degerlerinde baseline degerlere gére WT grupta
%14,5; heterozigot grupta %14,5 ve mutant grupta %12,2 azalma tespit
edilmistir.
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Genetik Yapiya Gore Ortalama Nabiz Sayilan
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Grafik 3. Gruplarin ortalama KAH degerlerinin zamana gdre degigimi.

IV.5. Sedasyon Verileri

Uc grubun Ramsay sedasyon skorlarinin zamana gére
degisimi  grafik 4de gdrlUlmektedir. Gruplarin sedasyon  skor
ortalamalarinin zamana goére degisimi benzer bulunmakla beraber 20.
dakika 6lgiminde mutant grubun Ramsay sedasyon skorlari diger iki
gruba gbre istatistiksel olarak anlamli disik bulunmustur. Hastalari bir
saatin sonunda sedasyon saglanan hastalar (Ramsay sedasyon skorlari 5
ve 6 ) ile sedasyon saglanamayan hastalar (Ramsay sedasyon skorlari<5)
olarak iki gruba ayirdigimizda ilk grubun G allel frekansi 0,32; ikinci
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grubun G allel frekansi 0,37 olarak hesaplanmigtir. Allel frekanslari

arasinda da fark bulunmamistir.

RAMSAY §S

EWT
i Heterozigot

B Mutant

0. 5 100 150 7200 25 30. 35 40. 45 50. 55 60

Olglim Zamanlari (dk.)

Grafik 4. Gruplarin Ramsay skoru ortalamalarinin zamana gére degisimi.
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Ug grubun BIS degeri ortalamalarinin zamana gére degisimi

grafik 5'de gériilmektedir. Gruplarin BiS degeri ortalamalarinin zamana

g6re degisimi benzer bulunmustur.

100,

BWT
[ Heterozigot

B Mutant

00 - e .l
0. 5 10. 15 20. 25 30. 35 40 45. 50. 5. 60.

Olgiim Zamanlar (dk.)

Grafik 5. Gruplarin BiS degeri ortalamalarinin zamana gére degisimi.
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IV. 6. ilac Dozlari

Gruplarin beger dakikalik araliklarla kaydedilen ila¢g dozlari

ortalamalari grafik 6'da verilmistir. Gruplar arasinda kullanilan ilag dozlar

yénlnden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir.

Genetik Yapiya Gore Ortalama flac Dozlan
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251 T
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0. 15. 20. 25. 30. 35. 40. 45. 50. 55. 60.

B flag¢ Dozu (ug/kg/st) (WT)
O fla¢ Dozu (ug/kg/st) (Heterozigot)
B fla¢ Dozu (ug/kg/st) (Mutant)

Grafik 6. Gruplarin ilag doz ortalamalari.

69




V. TARTISMA

Uzun yillardir ilaglara ve zenobiyotiklere cevapta bireysel
farkliliklar oldugu bilinmektedir. insan genom projesinin baglamasiyla hiz
kazanan genetik ¢alismalar ilag-cevap iliskisi ve patolojik tablolar tzerinde
etkili genetik faktérlerin de hizla ortaya cikariimasini saglamistir. Bir¢ok
ilacin hedefi durumunda olan adrenerjik sistem genetik ydénden de
calismalarin hedefi olmustur. ADRA2A ile siklikla psikiyatrik bozukluklarin
beraberligi mercek altna alinmistir.  Kisilik  yapisi'™’,  dikkat
eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (ADHD)'?'%° sizofreni '3%'311% intihara
meyil %3 panik bozukluk '* ve ADRA2A iliskisini arastiran calismalar
yogunlagmaktadir. as-agonistik ajan olan deksmedetomidinin olusturdugu
cevap ve genetik yapi arasindaki iligkiyi arastiran cok az sayida calisma
mevcuttur. GUnimize kadar siklikla diger bir asx-agonistik ajan olan
klonidin galismalarin merkezinde yer almigtir. Ancak aza-AR subtip
selektivitesi fazla olan deksmedetomidinin ¢alismalar igin daha uygun bir
ila¢ oldugu agiktir.

Tan ve arkadaslari '

a2a—AR knockout (ilgili gen bélgesi
bulunmayan) farelerde az-agonistik ajanlara kargli olusan sedasyon ve
hipotansif ~ yaniti, Wild-type  (WT) farelerde olusan yanitla
karsilastirmiglardir.  Radyoligand baglanma yoéntemiyle farelerdeki
ADRAZ2A yogunlugu da 6lglilen bu ¢alismada bir az-agonistik ajan olan
deksmedetomidinin maksimal (433 ug/kg) ve supramaksimal (2,165 pg/kg)
dozlarda sedasyon cevabi olusturabilmek icin %50’nin Uzerinde
fonksiyonel ADRA2A komponentine ihtiya¢ duydugunu saptamiglardir. WT
farelere uygulanan deksmedetomidinin baslangicta hipertansif ataga,
ardindan ise daha uzun slren bir hipotansif duruma ve beraberinde
KAHda belirgin yavaslamaya yol agtigi tespit edilmistir. Knockout farelerde
ise verilen deksmedetomidine hipotansif yanit olusmamistir, ancak

hipertansif atak yazarlarin yorumuna gére oazs-AR alttipleri saglam
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oldugundan gézlenmis, WT farelerdeki yanitla karsilastirildiginda ise daha
belirgin oldugu dikkat cekmigstir. Sedatif etkinin gézlenmedigi heterozigot
farelerde hipotansif yanitin gézlendigini rapor etmiglerdir.

Bu calismanin i1sidinda ve klinik deneyimlerimize dayanarak
hastalarin deksmedetomidine yaniti ve ilgili reseptdéri kodlayan gen
polimorfizmi arasinda bir baglanti olabilecedi dislncesiyle bu calisma
planlanmigtir. Deksmedetomidinin olusturdugu sedasyonu monitorize
etmek icin Ramsay sedasyon skoru ve daha objektif bilgi verecegini
distindiigiimiiz BIS Cihazi kullaniimistir. ilaca karsi olusan hemodinamik
yanit ise invaziv yontem ile SAB, DAB, KAH &l¢cimleriyle monitorize
edilmigtir. Bu calismada ADRA2A geninin promotor bélgesinde yer alan C-
1291G SNP’i calisiimigtir. 110 hastanin genotipik yapisina bakildiginda 48
hasta (%43,6) CC, 50 hasta (%45,5)CG ve 12 hasta (10,9) GG olarak
tanimlanmigtir. Karahalil ve arkadaslarinin saglikh Turk bireylerindeki
(n:203) ADRA2A C-1291G SNP arastirmasinin sonuclarina bakildiginda
%31,6 CC, %57,6 CG ve %11,3 GG genotipinde olduklari gérilmektedir.
Genotip dagilimlari benzer olmakla beraber bizim g¢alismamizda CC
genotip oraninin daha yiksek oldugu gézlenmektedir. iki calismanin allel
frekanslari karsilastinldiginda bizim calismamizda C allel frekansinin 0,66;
G allel frekansinin 0,34; saglikli bireylerde ise C allel frekansinin 0,6; G
allel frekansinin 0,4 oldugu dikkati gekmektedir. Iskemik kalp
hastalarindan olusan bir populasyonda énceki calismalarin® sonuglari goz
6ndnde bulundurulursa; hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi gibi
eslik eden patolojiler nedeniyle C allelinin daha ylUksek ¢cikmasi beklenen
sonugtur. Galismamizdaki hastalarin ek patolojileri ve ADRA2A C-1291G
iligkisine bakildiginda; GG genotipine sahip tim hastalarin hiperlipidemik
oldugu gortulmektedir ve diger iki genotiple hiperlipidemi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur (p: 0,006). Kontrol grubunda
bulunan 5 hiperlipidemik hastanin heterozigot ve mutant grupta olmasi G
alleli ve hiperlipidemi baglantisini disdndirmektedir ancak genis bir
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populasyonun taranmasi faydall olacaktir. Mutant gruptaki hastalarin kan
glukoz dlzeylerinin de diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli sekilde
ylksek oldugu saptanmistir (p:0,030). Hipertansiyon mevcudiyeti
acisindan hasta ve kontrol grubunda genotipe gbre U¢ grup arasinda
anlamli fark bulunmamigtir. Hasta grubunda hipertansif hastalarin C allel
frekansi 0,65; G allel frekansi 0,35 olarak hesaplanmistir. Hipertansif
olmayan hastalarda ise C allel frekansi 0,71; G allel frekansi 0,29 olarak
hesaplanmistir.

Rosmond ve arkadaslan® 284 saghkli Isvecli erkekten
olusan populasyonda ADRA2A C-1291G SNP’i ile obezite, insdlin
salinimi, glukoz ve lipid metabolizmasi, kortizol salinimi arasindaki ilgkiyi
arastirmiglardir. C allel frekansinin 0,23; G allel frekansinin 0,77 olarak
bulundugu bu ¢alismada; C alleli tagiyan bireyleri G alleli tagiyan bireylerle
karsilastirdiklarinda deksametazon supresyon testinden sonra artmis
tOkdrdk kortizoll, yiksek kan glukoz dizeyi ve sinirda anlamli yiksek
istirahat diastolik kan basincina sahip olduklari sonucuna varmiglardir. Bu
calisma ile bizim calismamizin sonuclan ters dismektedir. Ancak
Rosmond ve arkadaslar’'nin tespit ettigi allel frekanslari érnek aldiklari
beyaz irkin beklenen frekanslarina uymamaktadir ve sebebi

aciklanamamistir. Matsunaga ve arkadaslar'’

ise saglikh gen¢ Japon
erkeklerde ADRA2A C-1291 G polimorfizmi ve kan basinci, kalp atim hizi
degisimleri arasinda bir baglanti bulmamiglardir. S6z konusu polimorfizm
ile kan basinci arasindaki iliskiyi arastiran ¢ok ¢alisma olmamakla birlikte
calismalarin bliylk kisminda bir birliktelik bulunamamistir’. Bizim
calismamizda da hipertansiyonla bir birliktelik bulunmamistir.  Sonug
olarak farkli sonuclar bulan bu iki ¢alisma saglikh bireylerde yapilmistir.
Ozellikle Matsunaga ve arkadaslar’ nin galismasinda incelenen geng
bireylerin yasamlarinin ilerleyen yillarinda hangi tip patolojileri olacagi
bilinmemektedir. Bizim ¢calismamizda ise populasyonumuz yas ortalamasi

57,5£10 olan hasta bireylerden olugsmaktadir ve patolojik tablonun oturmus
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oldugu bir populasyon olarak bdyle bir calisma icin uygun oldugunu
distinmekteyiz. Hipertansif hastalarda trombosit ADRA2A yogdunlugu ile
ilgili de celigkili raporlar mevcuttur. Hipertansif hastalarda oldugu gibi
normotansif bireylerde de trombositlerdeki artmis reseptér yogunlugu

gosterilmigtir 138139 140,

aza —AR’lerin metabolik regllasyon, plazma glukoz ve insulin
dizeylerine etkisini farelerde arastiran calismada a.a knockout farelerin
bazal glukoz dlzeylerinin WT’lara gbére %30 daha dustk oldugu
saptanmigtir. WT farelerde deksmedetomidin insdlin salinimini azaltip
glukoz dizeyini ylkseltmigtir, knockout farelerde ise bir etkisi

olmamstir’

. Bu deneysel calisma ve dnceki klinik calismalarla bizim
calismamizda glukoz dizeyinin mutant bireylerde yUksek olmasi ters
dismektedir. Kontrol grubumuzdaki 8 diyabetik hastanin heterozigot ve
mutant bireyler olmasi da bu hipotezi desteklemektedir. Ancak C-1291G
polimorfizminin fonksiyonel etkisi tam olarak bilinmeyip fizyoloji ¢alismalari
sonucu reseptér yogunlugu Uzerindeki etkisi tahmin edildiginden kesin bir

sonuca varmak mimk{in olamamaktadir.

Bizim ¢alismamizin sedasyon verileri incelendiginde G alleli
yéninden homozigot olan bireylerin Ramsay sedasyon skorlarinin disik,
BiS degerlerinin nispeten yliksek seyrettigi dikkati cekmektedir. Ancak
genotipik yaplya gbre gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir. Bu calisma deksmedetomidinin sedatif etkisi Gzerindeki
genetik faktorl arastiran ilk klinik calisma olma niteligindedir. ADRA2A
genindeki diger polimorfik bolgelerin de ¢aligiilmasinin, ézellikle haplotip ve
multi lokus genotip calismalarinin ve hasta sayisinin arttirilmasinin faydal

olacagini dustinmekteyiz.

Bu tez calismasinda deksmedetomidinin neden oldugu
hemodinamik degisiklikler (SAB, DAB, KAH) incelendiginde ADRA2A C-
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1291G polimorfizmi ile bir baglanti bulunamamigstir. Bizim calismamiz
deksmedetomidine kargl olusan hemodinamik yanit ve ADRA2A C-1291G
polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastiran ilk caligmadir.

Kurnik ve arkadaslar'® saglikli géndllilerde yaptiklari
calismalarinda literatirde ilk olarak deksmedetomidine kargl olusan
hemodinamik cevap Uzerinde etkin olabilecegini disindukleri etnik ve
genetik faktérleri arastirmiglardir. ao-AR agonistlere cevabi etkileyebilecek,
in vitro olarak reseptdr fonksiyonlarini %85 azalttigr bilinen ADRA2C
del322-325'i ve ax-AR’lerle eslesen G proteininin B3 altlnitesinde yer alan
GNB3 C825T SNP’ini calismiglardir. ADRA2C 322-325 delesyonu etnik
farkhlik olarak siyah irkta beyaz irka oranla 10 kat fazla bulunmaktadir. Bu
delesyon ydninden homozigot olan bireylerde a-AR antagonisti olan
yohimbine cevap olarak norepinefrin ve kalp atim hizi artisi daha fazla
olusmaktadir'. GNB3 C825T SNP’i de siyah irkta beyaz irkin iki kati
sikhkta bulunmaktadir. T alleli tasiyan saglikli beyaz bireylerin klonidin
sonras! kan basinci ve total periferik rezistansdaki azalmanin daha fazla

oldugu tespit edilmistir'**

. Otuzyedi beyaz, 36 zenci gbénulli Gzerinde
yaptiklari bu calismada ne etnik farkliligin ne de genetik yapinin
deksmedetomidinin olusturdugu hemodinamik cevaplari etkilemedigi

sonucuna varmiglardir.

ilac-cevap ve ADRA2A C-1291G polimorfizminin etkisi
literatlirde daha cok psikotrop ilaglari konu almistir. Psikotik ilaglarin yan
etkilerinden olan kilo aliminin bireysel ve etnik farkliliklar géstermesi
genetik bir faktériin rol oynadigini disundirmistir. Klozapin tedavisinin
en Onemli yan etkilerinden biri olan kilo alimi ve ADRA2A C-1291G
polimorfizmini arastiran bir calismada CC homozigot bireyler daha az kilo
alirken, GG homozigot bireylerin daha ¢ok kilo aldiklar tespit edilmigtir. Bu
calismada kilo aliminin  ancak %7’sinin  genetik varyasyona
baglanabilecegi de belirtilmistir®™. Ayni polimorfik bélge olanzapin tedavisi
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alan hastalarda calisilmis ve olanzapin tedavisi sonrasi kilo artisgi ile
ADRA2A C-1291G polimorfizmi arasinda birliktelik oldugu sonucuna
variimistir®®. ki calismanin  sonucu da benzerdir fakat biyolojik
mekanizmasini aciklamada vyetersiz kalmistir. Agirlikli olan dislince
ADRAZ2A reseptorlerin lipid metabolizmasi ve termogenezde 6nemli rol
aliyor olmasidir. ADHD tedavisinde kullanilan metilfenidatin hastalik
skorlari Uzerindeki etkisi ve ADRA2A C-1291G polimorfizmi arasindaki
iligkiyi arastiran bir arastirmada ise G allel tagsiyan hastalarin skorlar 3
aylik tedavi sonunda daha ylUksek bulunmustur. Metilfenidatin etkinligi

{izerinde bu poliformizmin etkisi ortaya konmustur''.

Vicut yag dagihmi ve ADRA2A C-1291G polimorfizmi
arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alismada total vlicut yag dagilimi ile bir
iliski bulunamamistir®. Bu tez calismasinda da BMi ile genotip arasinda

anlamli bir iligki bulunmamistir.

Bireylerin  kigilik yapisinda genetik yapinin  dnemi
bilinmektedir.  Adrenerjik reseptérlerin  santral  sinir  sistemindeki
lokalizasyonlari ve deneysel calismalarin sonuclari insanlardaki kisilik
yapisi ve dzellikle aza-AR’ler arasindaki iliskiyi arastirmaya sevk etmigtir.
198 Cinli bireyden olugsan populasyonda Mspl polimorfizmi ile kisilik yapisi

arasinda bir birliktelik gdsterilememistir'®’.

Literatirde; ADRA2A gen yapisi ile iliskisi olabilecek dikkat
eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (ADHD), onun yani sira intihara meyil,
sizofreni, panik bozukluk, Gilles de la Tourette sendromu, Alzheimer
hastaligi, sigara bagimlihg gibi bozukluklar ve C-1291G polimorfizmi
birlikteligini arastiran ¢calismalar mevcuttur.

intihar farkli faktérlerin rol oynadigi bir saglik problemidir.
Genetik degiskenlerin énemli bir faktér oldugu tahmin edilmektedir. intihar
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kurbanlarinin noradrenerjik sistemlerinde degisiklikler ve postmortem
beyin dokusunda a»-AR yodunlugunda artis tespit edilmesi arastirmacilari
ao-AR’ler Gzerinde yogunlastirmistir. ADRA2A geninin 4 farkh lokusunun
intiharla iligkisinin arastinldigr c¢alismada C-1291 polimorfizmi ile bir
baglanti bulunmazken, N251K polimorfizmiyle bir baglanti olabilecegi
sonucuna ulasilmistir'®®, Japon kadinlarla yapilan bir calismada ADRA2A
geninin polimorfik G¢ lokusu caligiimis ve intihara meyil ile C-1291G

polimorfizmi arasinda iliski bulunmustur'*,

Dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (ADHD)’nun c¢ok
faktérll bir genetik gecisi oldugu distnltlmektedir. Tedavisinde kullanilan
psikostimilan maddelerin katekolamin yolagi Gzerinden etki ediyor olmasi
nedeniyle dopaminerjik ve noradrenerjik sistemin ADHD etyolojisinde rol
oynadigi fikri agir basmaktadir. Tedavisinde klonidin kullaniliyor olmasi bu
hastaligin genetiginde a-AR’lerin rol oynayabilecegini diisiindirmistir'?,
Comings ve arkadaslari'® ADHD’de ADRA2A C-1291G polimorfizminin
rolind arastirmiglar ve G alleli igin homozigot olan bireylerle ADHD
skorlarinin yUksek oldugu sonucuna varmisglardir. Bu galismanin ardindan
Xu ve arkadaslar'*® ADHD semptomlarini skorlamakta farkli bir test
kullanarak yaptiklari ¢calismada C-1291G polimorfizmi ile ADHD arasinda
bir baglanti olmadigini gdzlemislerdir. Roman ve arkadaslan®' s6z konusu
gen ile ADHD semptomlart arasinda muhtemel bir iligkiden
bahsetmislerdir. Roman ve arkadaslari'*’ hasta sayisini arttirdiklari ikinci
calismalarinda ADRA2A; C-1291G, Hha | ve Dra | SNP’lerini cahigmiglar
ve ADRA2A ile ADHD arasinda bir baglanti oldugu sonucuna
ulasmiglardir. Géruldagi gibi ADHD ve C-1291G polimorfizmi ile de

celigkili sonuglar mevcuttur.

Alzheimer hastaliginda birgok ndérotransmitter sisteminde
degisiklikler oldugu bilinmektedir. Prefrontal kortekste a»-AR sayisinda
azalma oldugu da tespit edilmistir'*°. Alzheimer hastali§i ve a-AR iliskisini

76



inceleyen bir arastirmada ai;-AR Pstl ve ax-AR Hpall polimorfizmleri
calisilmis ve her iki polimorfizmin bu hastaliga yatkinhkta énemli bir rol

oynamadigi sonucuna ulasmislardir®,

Sigara ve alkol bagimlihigi ile ADRA2A C-1291G polimorfizmi
beraberligini inceleyen calismada sigara i¢cen bireylerde G allel frekansi
kontrol bireylere oranla yiksek bulunmustur®. Bizim calismamizda ise
sigara igen ve icmeyen hastalardaki allel frekanslari ayni bulunmustur (C
allel frekansi 0,66 ve G allel frekansi 0,34).

Sizofreniye yatkinlik ve ADRA2A C-1291G polimorfizmini
inceleyen calismalar aralarinda bir baglanti olmadigi sonucuna

ulasmiglardir 130131132,
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VL. SONUC

ADRA2A C-1291G polimorfizmi ile a agonistik ajan olan
deksmedetomidine karsi olusan sedayon ve hemodinamik yanit arasindaki
iligkiyi ortaya koymak igin planlanan bu c¢alismada C-1291G
polimorfizminin ilaca yaniti etkilemedigi sonucuna ulasiimistir. Bu ¢alisma
deksmedetomidine yanit ve C-1291G polimorfizminin etkisini arastiran ilk
calismadir. Litertatlirde klinik ¢calisma olarak mevcut bir ¢alisma vardir ve
ADRA2A genindeki farkh  polimorfizmler ile deksmedetomidinin
hemodinamik yaniti arasinda bir iligki tespit edilmemigtir.

Bu calismada o&nceki calismalarla celisecek sekilde
hiperlipidemi ve kan glukoz dizeyi yUksekligi ile G alleli arasinda bir
birliktelik bulunmustur. ADRA2A geninde tek bir SNP calismis olmamiz ve
mutant hasta sayimizin az olmasi c¢aligsmanin glclinl distrmektedir.
Ancak literatirde ADRA2A gen polimorfizmleri ve patolojik tablolar
arasindaki baglantilar yéninden de cgeligkili sonuglar olmasi konuyla ilgili
daha fazla yayina ihtiya¢ oldugunu disindidrmektedir.
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VIl. OZET

Uzun yillardir, kullanilan ilaglara olugsan yanitin bireysel
farkliliklar gosterdigi bilinmektedir. ilk olarak ilaglari metabolize eden
enzimlerin aktivitelerinin bireysel farklilik gésterdigi tespit edilmistir. Ancak,
glnimizde vyalnizca enzimlerin degil, tasiyicilarin ve ilacin hedefi
durumundaki reseptérlerin de bireylerarasi farklilik gésterdigi bilinmektedir.
Farmakogenetik bilim dalinin gelismesiyle ilaci metabolize eden enzimler,
tasiyici proteinler ve reseptérleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar agiga
ctkarilmaya baglanmstir.

Piyasada mevcut ilaglarin gte birinin adrenerjik sistem igin
agonist veya antagonist oldugu disUnUlirse adrenerjik sistemin
farmakogenetikteki 6nemi anlagsilabilir. Adrenerjik reseptor-ilag ve
reseptor-patolojik durum beraberligini arastiran c¢ok fazla calisma

mevcuttur.

Deksmedetomidin; 1999 yilinin sonlarinda Amerika Gida ve
ilac Teskilati (FDA) tarafindan erigkin yogun bakim hastalarinda kisa sireli
(<24 saat) inflzyon ile sedasyon amacl kullanimi onaylanmig bir sedatif
ilagtir. Deksmedetomidin 0-AR lere klonidine gbre sekiz kat fazla afinite
gOsterir. a agonistik etkisi ay agonistik etkisine gére 1620 kat daha fazla
potenttir. Bu ilacin, etkilerini axa-AR’ler aracihigiyla  g6sterdigi
ispatlanmistir. Bu ilaca yanit ile ilacin hedefi durumundaki aza-AR kodlyan
genin yapisi arasindaki baglantiyr arastiran bir klinik ¢alisma mevcut
degildir.

Bu calismada, deksmedetomidinin etkilerinde aracilik eden
aza-AR - C-1291G  gen polimorfizminin ilag etkinligine olan etkisi
arastirlmistir. Koroner arter bay-pas greft cerrahisi geciren 110 hastadan
polimorfizm tayini icin kan érnekleri alinmig ve operasyon bitiminde BIS
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monitorizasyonu ve Ramsay sedasyon skalasi ile uyaniklik durumlari takip
edilmistir. Genotip sikligi %43.6 (n=48) WT (CC), %45.5 (n=50)
heterozigot (CG) ve %10.9 (n=12) mutant (GG) olarak bulunmustur.
Hiperlipidemi ile aza-AR C-1291G gen polimorfizmi arasindaki baglanti bu
calismada da ortaya konmustur. G-1291G genotipine sahip mutant
bireylerin  timdndn  hiperlipidemik  oldugu ve diger iki grupla
karsilastirildiginda anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). Mutant bireylerin
kan glukoz dlzeyleri de diger iki gruba g6re anlamli olarak yUksek

bulunmustur (p<0,05).

Genotipe gére sedasyon 6lgiim degerlerimiz olan BIS ve
Ramsay sedasyon skorlarinin zamana gére degisiminde mutant bireylerin
daha yavas uyudugu gbézlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigr bulunmustur. Genotipik yaplya gére sistolik arter basinci,
diastolik arter basinci ve kalp atim hizinin zamana gére degisiminde de
gruplararasi istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.

Sonu¢  olarak; aa-AR C-1291G polimorfizminin
deksmedetomidinin klinik etkileriyle baglantisi bulunmamigtir. Ancak ileriki
calismalarda hasta sayisinin arttirlmasi veya farkli polimorfik bélgelerin

calisiimasinin faydali olabilecedi gérisindeyiz.
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Vill. SUMMARY

The existence of variations in drug response have been
known for a long time. Firstly, it was discovered that the activities of drug
metabolizing enzymes show interindividual dissimilarity. However,
nowadays, it is clear that not only enzymes but also carriers and receptors
have genetic variations. In the scope of the growing pharmacogenetics
knowledge, mutations in the gene coding region for enzymes, carrier
proteins and receptors have been found. Since one-third of all drugs in
market are adrenergic agonist and antagonist, the pharmacogenetic
importance of the adrenergic system is obvious. There are many studies
indicating the association between drug-receptor and disease-receptor

interraction.

Dexmedetomidine is a sedative drug, whose use in intensive
care units patients confirmed by USA-Food and Drug Administration (FDA)
by the end of 1999. The affinity of dexmedetomidine to ap- receptor is
eight times higher than that of clonidine. a, -agonistic effect of
dexmedetomidine is 1620 times higher than its as.agonistic effect. It was
proven that dexmedetomidine indicates its clinic effect via asa-AR. There
has been no investigation in clinic indicating the association with
dexmedetomidine and aza-AR gene polymorphism.

In the present study, the association with aza-AR C-1291G
gene polymorphism and the effect of dexmedetomidine was investigated.
Blood samples for assessment of asa-AR C-1291G gene polymorphism
were collected from 110 patients undergoing Coronary Artery Bypass
Graft Surgery and right after the operation the patients were followed for
wakefulness by BiS monitorization and Ramsay sedation scale.
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We found the frequencies of the genotypes WT (CC); 43,6%
(n=48), heterozygous (CG); 45,5% (n=50) and variant (GG); 10,9 %
(n=12). Our results showed that there was a relationship between aza-AR
C-1291G gene polymorphism and hiperlipedemia. All patients carrying G-
1291G variant genotype were hiperlipidemic and there was a statistical
significance compared to other genotypes (C129G and C1291C) (p<0,05).
We observed similar results with blood-glucose levels; patients with
mutant homozygous genotypes had higher blood-glucose levels than

patients with heterozygous and wild genotypes (p<0,05).

Patients with mutant homozygous are fallen sleep slower
than patients with heterozygous and wild genotypes in terms of BIS and
Ramsay Sedation Scores, however the results were not statistically
significant. There was not a significant association with systolic and
diastolic artery pressure and heartbeat with a.a-AR C-1291G gene

polymorphism.

In conclusion, there was no association between aza-AR C-
1291G polymorphism and clinic effects of dexmedetomidine. Further
investigations are needed with larger sample size in combination with

other gene polymorphisms.
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