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OZET

Amag: Merkezi sinir sisteminde demiyelinizasyon ve akson hasart ile olusan multiple sklerozun (MS) gelisiminde genetik etmenlerin de rol alabile-
cegi disiiniilmektedir. Nitrik Oksit Sentazin (NOS) néron koruyucu etkinligi oldugunu gosteren cesitli ¢aligmalar yapilmistir. NOS ailesinden
NOS3’iin (eNOS) NOSI ve 2’nin aksine artan gen ifadesinin nérotoksik etki gostermedigi, koruyucu 6zelligi oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu
¢alismada NOS3 geninin ifade diizeyinin MS hastaligi ile iligkisinin arastirllmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Noroloji Poliklinigi'nde takip edilen 17-65
yaslari aras1 93 MS hastasi ¢aligma kapsamma alindi. Kontrol grubunu 93 saglikli goniillii olugturdu. MS’li hasta grubunda yas ortalamasi 35.60 (en
kiigtik:17, en bliyiik:65); kontrol grubunda ise 33.80 (en kiigiik:20, en biiyiik:73) olarak bulundu. Real Time PCR yontemi ile ¢alisma yapildi.
Bulgular: NOS3 genindeki NOS3*2, NOS3*3 ve NOS3*4 allellerinde gen ifadesinin hasta/kontrol gruplarinda anlamh olarak diistiigii gézlemlenmis
ve gruplar arasindaki farklar Mann-Whitney yontemi ile %95 giiven araliginda (p<0.05) analiz edilmistir.

Sonug: Nitrik oksitin (NO) azalan gen ifadesi neticesinde néron hiicrelerini koruyucu etkinliginin yetersiz kaliyor olabilecegi diisiiniilebilir. NO ve
NOS3 geninin tani ve yeni tedavi stratejileri gelistirmede umut verici bir yaklagim olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak, NOS3 geninin ifade diizeyleri
hasta ve kontroller arasinda istatistiki olarak farkli goriinse de, her bir grup igerisinde ¢ok degiskenlik gosterdigi icin MS olusumu ile iliskili oldugunu
iddia edebilmek igin daha genis hasta gruplarinda yapilan galismalara ihtiyag oldugu anlasilmaktadir. Bu ¢alisma bu amagla tasarlanmis ilk ¢alisma-
dir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Skleroz, Real Time PCR, Nérodejenerasyon, NOS3 (eNOS).
ABSTRACT
mRNA Expressions of NOS3 Gene among Patients with Multiple Sclerosis

Objective: It is considered that genetic factors may play a role in the development of MS, which is caused by demyelination and axonal damage in
central nervous system. Several studies, showing that NOS has a neuroprotective activism, have been conducted. It is known that, contrary to NOS1
ve 2, gene expression of NOS3 from NOS family does not show neurotoxic effect, but has a protective activism. Therefore, this study aimed to inves-
tigate the relationship of NOS3 gene expression levels with MS disease.

Material and Method: 93 MS patients between the ages of 17-65 were examined in the study at Gaziantep University school of medicine, Sahinbey
Research and Application Hospital Neurology Department. The control group consisted of 93 healthy volunteers. It was found that the mean age of
patients with MS was 35.60 and in the control group was 33.80. The study was conducted with RT-PCR method.

Results: The gene expression in alleles of NOS3*2, NOS3*3, and NOS3*4 in NOS3 patient/control groups were observed to decrease significantly,
and the differences between groups with the Mann-Whitney method within 95% confidence interval (p <0.05) were analyzed.

Conclusion: A result of the reduced gene expression of NO, it might be considered that its protective effects on neuronal cells may be inadequate. NO
and NOS3 genes might be expected to be a promising approach at diagnosis and the development of new treatment strategies. However; gene expres-
sion level of NOS3 gene may seem statistically different between patients and controls, since it shows a lot of variability in each group, in order to be
able to claim that it is associated with the formation of MS, studies with larger patient groups are needed. This is the first study designed for that
purpose.

Key Words: Multiple Sclerosis, Real Time PCR, Neurodegeneration, NOS3 (eNOS).

Klinik ve patolojik tanimlamasi ilk kez 1868 yilinda lisma yapilmasina kargin hala olusum mekanizmasi ¢o-
Charcot tarafindan yapilan Multiple Skleroz (MS) hasta- zillememistir (1). Ancak bagisiklik yanitinda nedeni
l1g1 ile ilgili 140 y1li askin zamandan bu yana birgok ¢a- bilinmeyen diizensizlikler sonucu, miyelin kaybiyla

2Yazisma Adresi: Dr. Ali BAYRAM, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dal1, Gaziantep, Tiirkiye
Tel: 0 507 2567088 e-mail: ak.ali@hotmail.com
Gelis Tarihi/Received: 10.05.2013 Kabul Tarihi/Accepted: 05.08.2013

38


mailto:ak.ali@hotmail.com

Firat Tip Derg/Firat Med J 2014; 19(1): 38-42

sonuglanan bir siire¢ yasandigi bilinmektedir (2). Dola-
yistyla MS’le ilgili yapilacak genetik ¢aligmalarda, bagi-
siklik yanit1 etkileyen genler iyi irdelenmelidir.

Aile ¢aligmalarinda, hastalarin akrabalarinda MS
riskinin artti§1 saptanmustir (3). ikiz ¢aligmalarinda mo-
nozigotik ciftlerde % 26’lik uyusum (konkordans) sapta-
nirken, dizigotik ¢iftlerde bu oran % 2,4 dur (4).

Kromozom 6'nin kisa kolundaki MHC (Yuksek
Dtizeyde Major Doku Uyusum Kompleksi-Major Histo-
compatibility Complex) bolgesinin MS igin genetik
belirleyici oldugunu gésteren calismalar vardir (5). Uze-
rinde cok calisilan TNF genlerinin MHC i¢inde, kromo-
zom 6'nin kisa kolunda kodlaniyor olmasi ise MS’in
genetik yoniine dikkat ¢gekmektedir (5).

NOS3 cogunlukla endotel hiicrelerden sentezlenir.
Ancak izozimi ayrica kalp miyositlerinde, plateletlerde,
beynin bazi néronlarinda, plasentada ve bdbrek tubiiler
epitel hiicrelerinde de tespit edilmistir (6). Endotelyal
NO sentaz tarafindan iiretilen NO damar islevi ve home-
ostatsiste 6nemli rol sahibidir. NO’nun vasodilator, anti-
inflamatuar, antitrombotik ve antiproliferatif 6zellikleri
vardir. Beyin iskemisi sirasinda, NO {iretiminin artigi ile
serebral kan akigi da artar ki bu sayede néronlarin ko-
runmast saglanmaktadir (7).

1988 yilinda beyinde Nitrik Oksit (NO) benzeri bir
maddenin bulunmasiyla yeni bir ndronal araci olarak
NO'yu glindeme getirmistir (6). Insan ve hayvan beyni-
nin tlm bolgelerinde degisen miktarlarda nitrik oksit
sentaz saptanmistir (6). Hayvan deneylerinde NO sente-
zinin in vivo sartlarda engellenmesi 6grenme yetenegini
azalttig1 i¢in hafizanin olusumunda NO'yu rol oynadigi
dustntlmektedir (9). NO aym zamanda gérme, koklama,
agr1 ve aglik duygusunu algilamada rol oynuyor olabilir
(7). Huntington hastalig1 gibi nérodejeneratif hastaliklar-
da, serebral iskemi ve eksitotoksik lezyonlarda NADPH
diaforaz adli enzimi igeren noéronlarin korundugu sap-
tanmigtir (8). Bu enzim serebral kortekste ndronlarin %
2’sinde yer almakta olup gerek merkezi sinir sistemi
(MSS) gerek periferik sinir sisteminde nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi ile ayn1 bdlgelerde saptanmistir (8). Hatta
NOS ile NADPH diaforazin aslinda ayni enzimler oldu-
gu dusuntlmektedir (9). Bu veriler NOS aktivitesinin
ndron koruyucu o6zelligi oldugunu gosterir. Aslinda bu
durum nitrik oksit diizeyine gore degisir (9). Ornegin
NO, dusuk dlzeylerde beyinde faydali, arttirici,
duizenleyici ve noronal etkinligi koruyucu etkiler goste-
rirken yuksek dizeylerde beyin htcrelerinin tiimunde

Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarina ait yas ortalamalari.
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oldurticu bir etki gosterir (8). NOS3 (eNOS, Endotelyal
NOS) tarafindan iiretilen NO’nun koruyucu etkileri var-
ken, NOS1 (nNOS) ve NOS2 (iNOS) tarafindan iiretilen
NO’nun yiiksek miktarlarinin ndrotoksik etkisi oldugu
bilinmektedir (12).

Bildigimiz kadartyla, bu arastirma MS ile NOS3
geni arasindaki muhtemel iliskiyi ortaya koymay1 amag-
layan ilk calismadir. Bu baglamda MS hastaligiin
gelisimi, NOS3 geninin yolaklar1 ve MS hastaliginda
NOS3 geni islevinin incelenmesi hedeflenmistir.

GEREC VE YONTEM
Hastalik Tamis1 ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma oncesi Gaziantep Universitesi etik kuru-
lundan onay alinmis ve hasta ya da hasta ebeveynlerin-
den bilgilendirilmis onay formu ile izin alinmigtir. Bu
aragtirmada, Gaziantep Universitesi Tip Fakultesi Noro-
loji klinigine basvuran, multiple skleroz (MS) tanisi
almig hastalar ¢aligmaya alinmistir. Bu ¢alismaya, mul-
tiple skleroz tanis1 almis 93 birey (yas ortalamasi; 35.60)
ile norodejeneratif herhangibir hastaligi olmayan saglikli
93 birey (yas ortalamasi; 33.80) alinmigtir. MS tanisi igin
klinik bulgular yaninda, MRG'de beyin lezyonlarinin
zamansal ve uzaysal dagilimi, beyin-omurilik sivisi
(BOS) incelemesi, uyarilmis potansiyeller gibi yardime1
tanisal incelemeler yapilmustir.

MS'li hastalardan 18 yas alt1 bir ¢ocuk, 92 tanesi ise
on sekiz yas uStl yetiskin grubuydu. Cocuk grubu, relap-
sing remitting MS tamis1 almis bir hastaydi. Yetiskin
grubunda ise 1 tek epizot, 7 tek atakla olasi MS, 10 se-
conder progresif, 6 primer progresif ve 69 relapsing
remitting tanisi almig hasta vardi. Caligilan gruplar ile
ilgili bilgiler Tablo 1°de verilmistir.

Caligsmada, hasta ve kontrol grubunun kan 6rnekle-
rinden RNA elde edildi. RNA 0&rneklerinden Ters
Transkriptaz PCR yontemi ile cDNA's1 yapildi.

Arastirma Yontemleri

Kan orneklerinden RNA eldesi High Pure RNA
izolasyon kiti (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
kullanilarak gerceklestirildi. RNA o&rneklerden cDNA
sentezi First Strand cDNA sentez (AMV) kiti (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi.
Hedef genlerin ifade tayini i¢in Tablo 2’de verilen pri-
mer ve problar tasarlandi.

Hasta Yas Tek

sayisli ortalamasi epizot
Cocuk grubu 1 17 -
Yetiskin grubu 92 35,79 1
Kontrol grubu 93 32,98 -

Tek atakla Seconder Primer Relapsing
olasi MS progresif progresif remitting
1

7 10 6 68
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Tablo 2. Hamarat gen (housekeeping gen) Beta Aktin ve hedef genlerin primer dizileri ve problari.

Gen Primer Dizisi

ACTB 5]-ACCACACCTTCTACAATGAGC-3I
5I-CAGCCTGGATAGCAACGTAC-3I

NOS3*2 5|-GGTACATGAGCACTGAGATCG-3I
5|-TGCCTTGTCTTTCCACAGG-3I
NOS3*3 5I-ACTCCTGGGTTCAAGCAATC-3I
5-TGAAACGGACACTAAGGCAG-3I
NOS3*4 5I-ACTCCTGGGTTCAAGCAATC-3I

5-TGAAACGGACACTAAGGCAG-3I

NCBI erisim numarasi
NM_001101.3

NM_001160109.1
NM_001160110.1

NM_001160111.1

Primer ve problarin tasarimi igin www.roche-
applied-science.com/sis/rtpcr/upl web sayfasi kullanildi.
Buradan elde edilen diziler Pubmed NCBI ntkleotid
dizileri ile karsilagtirilarak dogruluklar: tespit edildi.
Primerler IDT (Integrated DNA Technologies, Belgika)
firmasina sentezlettirildi. Calismada Universal Probe
Library (UPL) problart kullanildi (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya). UPL problar1 8-9 nukleotidlik
kisa dizileri olarak, kilitli nikleotid (Locked NucleicA-
cid; LNA) teknolojisi kullanilmistir. Real time PCR
tepkimesi igin 14 pl ditile su, 0,2 pul UPL probe (10 uM),
0,4 ul forward primer (10 uM), 0,4 ul reverse primer (10
uM), 4 ul Lightcyler Tagmanmaster (fast start Taqg DNA
polimeraz, tampon, MgClI2, dNTP karigimi1), 1 pl 6rnek
cDNA karisimi1 hazirlandi. Hazirlanan karisim kapiller
tlplere aktarildi. Kapiller tipler LightCycler® 2.0 real
time PCR cihazina yerlestirildi. 95 °C’de 10 dakika
denatlirasyon yapildi. Daha sonra 45 dongu amplifikas-
yon igin 95 °C 10 s denattirasyon, 60 °C 30 s baglanma,
72 °C 60 s uzama yapildi. Son agamada bir dongu 40 °C
30 s tutulup PCR sonlandirildt.

BULGULAR

Olusan reaksiyon egrileri ile her 6rnegin ¢ogalma dongii-
leri hesaplandi (Sekil 1).

Amplification

Cycle

Sekil 1a. Kontrol grubu NOS3*2 gen ifadesi real time PCR analiz sonugla-
.

Amplification

Cycle

Sekil 1b. Hasta grubu NOS3*2 gen ifadesi real time PCR analiz sonugla-
.

Amplificason
0.60

050

Cycle

Sekil 1c. Kontrol grubu NOS3*3 gen ifadesi real time PCR analiz sonugla-
.

Amplificaton

Cycle

Sekil 1d. Hasta grubu NOS3*3 gen ifadesi real time PCR analiz sonucla-
.
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Amplificaton

0.60

0.50

Cycle

Sekil 1e. Kontrol grubu NOS3*4 gen ifadesi real time PCR analiz sonugla-
.

Amplification

Cycle

Sekil 1f. Hasta grubu NOS3*4 gen ifadesi real time PCR analiz sonuglari.

Ornekler igin anlik ¢ogaltimin basladig1 egriler tes-
pit edildi. Her 6rnek i¢in hedef gen CT (Threshold Cyc-
le) ve hamarat gen CT degerleri tespit edilip ACT oranla-
1 hesaplandi. Sonuglar 2-AACt yontemiyle hesaplandi.
(Livak et al., 2001), Ttim 6rneklerden elde edilen verile-
rin GraphpadInstat istatistik programi kullanilarak Mann
Whitney U testi ile istatistiksel analizleri yapild:. Istatis-
tiki degerlendirmeler neticesinde NOS3’iin 2, 3ve4
numarali varyantlarinin gen ifadesinin hasta grubunda
anlaml bi¢imde az oldugu tespit edilmistir (Sekil 2).

Hasta / Kontrol

< - | b} el i
0s y i i ® Hasra / Kostred

0125
NOS3_V2 NOSS_VE NOS3_ve

Sekil 2. NOS3 transkript varyant 2, 3 ve 4'lin ifade diizeyleri.

P degerleri sirasiyla, p=0,013, p=0,03 ve p=0,03
olarak hesaplanmigtir. Sekil 2’de gosterilen grafiklerde
mavi gubuklar ortalama kat degisimine isaret ederken,
hata cubuklar1 ise, %95 giiven araliginda, hastalarin
kontrollere gore en diisiik ve en yiiksek oranlarini gos-
termektedir. Hata ¢ubuklarinin gosterdigi oranlar genis
bir alanda dagilim gosterdigi icin, oran 1’e ¢ok yakin ve
hatta tizerinde oldugu igin gen ifadeleri MS olusumuyla
iligkilendirilememistir.
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TARTISMA

MS'de immun diizeneklerle ilgili genlere ait 6zelliklerin
yiiksek oranda bulunmasi, bu hastalikta immun sistemi
icine alan bir anormalligi diistindiirmektedir (10). Perife-
rik kan ve beyin omurilik sivisi bulgularinin yani sira,
hayvan modellerinde olusturulan merkezi sinir sistemi
patolojisi ve miyelin hasari, MS patogenezinde bagisik-
lik tepkisi yolaklarinin rol oynadigi varsayimini destek-
lemektedir (14).

Hastaligin olusum seyrinde bir dizi faaliyet sonucu
sitokinler; makrofajlar ve mikroglial hiicreler gibi diger
bagisiklik hiicrelerini alana ¢eker ve bu hiicreler TNF-a
veya IFN-B gibi proinflamatuvar sitokinleri salgilayarak
miyelin kilifinin dogrudan dogruya fagositik hasarini
baslatirlar (12). Hastalik, MSS'de miyelin kaybindan,
oligodendrositlerin tam kaybma kadar degisen doku
kaybina, agir mikroglia veya astrosit ¢ogalmasina ve
aksonal kesilerin olugmasina neden olmaktadir (13).

Norodejenerasyonun siddetini arttiran veya azaltan
proteinlerin ifadesi hastaligin tani ve tedavisinde 6nemli
acilimlar saglayabilir.

Nitrik oksit muhtemelen tanimlanmis en kii¢iik ve
¢ok yonlii biyoaktif bir molekiildiir (17). Nitrik oksit
(NO), sinir, kardiyovaskiiler ve bagisiklik sistemlerinde
meydana gelen cok sayida siireglerde 6nemli bir araci
molekiil olarak hareket eder (18, 19). Nitrik oksit (NO)
merkezi sinir sistemindeki fizyolojik ve patolojik siire¢-
lerde temel islevlere sahiptir (18, 9). Ayrica, NO’nun
noronlar iizerinde hem koruyucu hem de toksik etkileri
oldugu bilinmektedir. Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz
(NOS) tarafindan, L-argininden sentez edilir. NOS’un;
tetiklenebilir NOS (iNOS), endotelyal NOS (eNOS) ve
ndronal NOS (nNOS) olmak iizere ii¢ izoformu vardir.
Tetiklenebilir izoform kalsiyumdan bagimsiz olarak ve
cesitli enflamatuvar uyaranlara yanit olarak ifade edilir
ve bu nedenle, iNOS’un norotoksik etkilere sahip NO
rettigi kabul edilmektedir (20-22). Noéronal ve endotel-
yal izoform kalsiyum-bagimlidir ve eNOS koruyucu etki
gosteren bir NO iiretir (23).

Bu koruyucu etkinin ortadan kalkmis olabilecegi,
NOS3’iin MS'li hastalarda nérodejenerasyonun siddetini
etkiliyor olabilecegi diigiincesi ile bu caligma tasarlan-
mis, NOS3 geni varyantlarinin (2, 3 ve 4) gen ifadesinin
istatistiki degerlendirmeler neticesinde hasta grubunda
anlamli diizeyde diistiigii tespit edilmistir. (Sirasiyla;
p=0,013; p=0,03 ve p=0,03). Fakat gerek hasta grubunda
gerekse kontrol grubunda gen ifadelerinin ¢ok genis bir
aralikta degiskenlik gosteriyor olusu nedeniyle MS olu-
sumu ile dogrudan iliski kurulamamustir.

NOS3 ifadesinin diigmesinin NO salimminin azal-
masina neden oldugu diisiiniilebilir. Azalan NO iretimi
doku hasarina sebep olmaktadir. Fokal serebral iskemi
(24) ve akut glomerulonefrit (25) lizerine yapilmis ¢a-
lismalar da bu disiinceyi desteklemektedir. NO’nun
yiiksek miktarlarini, demir siilfiir gruplart ve DNA ile
etkilesimi sonucu dogrudan sitostatik veya sitotoksik etki
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gosterebilmektedir. NO ayrica superoksit anyonlar1 ile
etkileserek peroksinitrit gibi yiiksek derecede reaktif
radikallerin iiretilmesine ve dolayisiyla lipit peroksidas-
yonunun baglamasina yol agip proteinlere hasar verebilir
(25, 26). Fakat NO onleyiciler kullanarak agir1 NO {ire-
timini baskilamak iizere yapilan ¢aligmalar da ¢eliskili
sonuglar dogurmustur. Bazilart NO cevabinin koruyucu
oldugunu 6ne siirerken digerleri bu faydali etkiyi endo-
telyumdan salinan diisiik seviyeli NO’ya baglamiglardir.
Burada dikkat edilmesi gereken, bizce, diigiik seviyeli
olarak belirtilen NO sentezinin saglikli bireylerde gozle-
nen normal seviye oldugudur. Gen ifadesi azalan
NO’nun koruyucu etkinlik gosteremedigi ve hastalifin
seyri i¢inde tetiklenen farkli yolaklarm da etkileri ile
ortaya ¢ikan miyelin hasarin1 6nlemekte yetersiz kaldigi
diisiincesi belirtmektedir.
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