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1.GIRIS

Gelismis toplumlarda, kardiyovaskiiler hastaliklar 6liim nedenleri arasinda ilk sirada
yer almaktadir (Poulter, 2003). Bununla birlikte, kardiyovaskiiler hastaliklarin neden
oldugu oliimlerin %30’u hipertansiyon (HT) ile iliskilidir (Erdogan ve ark, 2007.,
Mainous ve ark, 2004., Qureshi ve ark, 2005). Kardiyovaskiiler risklerin
belirlenmesinde sistolik ve diyastolik kan basing diizeyleri yani sira aterosklerotik
damar hastalig1 i¢in risk faktorlerinin belirlenmesi de 6nem arzetmektedir (Mackness
ve ark, 2001). Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) ile damarlardaki bozulma nérolojik
ve vaskiilojenik etkenlerden dolayr oncelikle otonomik noéropatiye daha sonra ise
ateroskleroza neden olmaktadir (Mackness ve ark, 2003). Ateroskleroza neden olan
zemindeki en Onemli etken diigiikk dansiteli lipoprotein (LDL) olup, LDL’nin
oksidatif modifikasyonu vaskiiler degisikliklerde anahtar rolii oynamaktadir (Mertens
ve Hobvoet, 2001., Cakmak ve ark, 2009). Paraoksonaz (PON) enzim aktivitesi ve
PON geni polimorfizmindeki genetik varyasyonlar LDL oksidasyonunu etkileyerek
koroner arter hastaligi (KAH) olusumunda 6nemli rol oynarlar (Navab ve ark,1996.,
Deakin, 2002., Qu ve ark, 2008). iki polimorfik kodonu olan PON1 geninin PON1
Leu55Met (L55M) (Leucine—Methionine) ve PONI GInl92Arg (Q192R)
(Glutamine—Arginine) polimorfizmlerinin KAH ile iliskili oldugu daha onceki
calismalarda rapor edilmistir (Guxens ve ark, 2008). PON1 enzim aktivitesi, 55.
kodonda 16sin (Leu) amino asitini kodlayan allelinin ve 192. kodonda arginin (Arg)
aminoasitini kodlayan allelinin varliginda artar (Agachan ve ark, 2005., Mackness ve
ark, 1998). PON 1 geni ve bu genin iiriinii olan PON enziminin koroner arter
hastalarinda B hiicre disfonksiyonu ile dislipidemi ve T2DM’yi i¢eren metabolik
sendrom olusumunu engelleyici bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir
(Ikeda ve ark, 2003., Robertson ve ark, 2003., Cakmak ve ark, 2009). T2DM’li
hastalarda oksidatif stres ile iligkilendirilen PON enzim aktivitesindeki azalma KAH

olusumundan sorumludur (Thomas ve ark, 2003). PON gen ailesi insanda 7.



kromozomun uzun kolunda bulunan PONI1, PON2 ve PON3 olarak adlandirilan
substrata 6zel hidrolazlardir. PON1 bu ailenin ilk bulunan ve {istiinde en ¢ok ¢aligma
yapilan genidir. PON1 bir¢ok substrata karsi esteraz aktivitesi gosterirken PON2 ve
PON3 yiiksek laktonaz aktivitesine sahiptir (Mackness ve ark, 1993., Rosenblat ve
ark, 2006). PON1 ve PON3 primer olarak karacigerde expresse edilirken PON2
geninin mRNA’s1 kalp, bobrek, karaciger, akciger, plasenta, ince barsak, dalak ve
testis gibi tiim insan dokularinda yaygin olarak expresse edilir (Shin, 2009). PON2
proteininin arter duvari endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve arter duvarinda yer
alan makrofajlarda da ekspresse oldugu bilinmektedir (Ng ve ark, 2006., Erlich ve
ark, 2006). PON2 geni, PON1 ve PON3 gibi LDL peroksidasyonunu 6nlemekle
birlikle HDL ile iligkili olmayip, sadece hiicresel diizeyde hidroperoksitlerin
liretimini azaltarak antioksidan ve dolayisiyla antiaterojenik 6zellik gdostermektedir
(Ng ve ark, 2001., Jalilian ve ark, 2008). PON1 enzim aktivitesi, kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisiminde PON1 genotipinden daha belirleyici bir faktdr olarak
belirlenmistir (Aviram ve Rosenblat, 2004). PON2 geni sik goriilen, 148. kodonda
Alal48Gli (A148G) (Alanine—Glisin) ve 311. kodonda Ser311Cys (S311C)
(Serine—Cystein) olarak tanimlanan iki polimorfik kodona sahiptir (Mochizuki ve
ark, 1998). PON 1 ve PON 2 genindeki polimorfizmlerin ve PON enzim aktivitesinin
KAH, Parkinson hastaligi, inme, ailesel hiperkolesterolemi, T2DM ve Alzheimer
hastalig1 gibi bircok patofizyolojik durumla baglantis1 vardir (Janka ve ark, 2002.,
Shin, 2009). PON2 gen  polimorfizmi  T2DM’deki  mikrovaskiiler
komplikasyonlardan sorumludur ve bu varyasyon, KAH ile siklikla birliktelik
gosterir (Mackness ve ark, 2005). PON2 kodon S311C polimorfizminin KAH ve
oksidatif hasar ile A148G polimorfizmine goére daha fazla iliskili oldugu
gosterilmistir (Shin ve ark, 2008., Zintzaras ve Hadjigeorgiou, 2004., Slowik ve ark,
2007., Qu ve ark, 2008).

Degisik populasyonlarda yapilan ¢alismalarda, PON1 ve PON2 allel frekanslarindaki
degisimlerin etnik gruplar i¢inde farklilik gostermekle birlikte, hastaliklarin
prognostik risk faktdrlerinin belirlenmesinde, tant ve tedavi protokollerinin
olusturulmasinda 6nemli bir gosterge oldugu bildirilmistir (Shin, 2009., Homma,

2004). Bu tez ¢alismasinda, koroner arter bypass greftleme planlanan, hipertansiyon



hastalar1 veya T2DM’li hastalarda PON1 ve PON2 gen polimorfizmleri ile PON 1

enzim aktivitesi arasindaki iliskinin gdsterilmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

Koroner arter hastaligt (KAH) kalbi besleyen koroner arterlerin aterosklerotik
plaklarla tikanmasi ve buna bagli olarak kalbin ihtiyact olan yeterli kani
tagityamamasi sonucu olusan iskemik tablodur (Fauci ve ark, 2008). Gelismis
tilkelerde KAH mortalite ve morbidite agisindan major bir saglik problemidir
(Poulter ve ark 2003., Guxens ve ark, 2008). Toplumda her bes kisiden biri
kardiyovaskiiler hastaliga yakalanmakta ve her alt1 kisiden biri 65 yasindan once
kardiyovaskiiler nedenlerden &tiirii 6lmektedir (Simons, 1986). Tim diinyada
koroner arter hastaligi nedeniyle oliimlerin %28-40 oldugu bildirilmistir (Fauci,
2008). KAH’dan korunmada ve bir toplumun genel olarak mortalite ve morbiditesini
azaltmada ilk adim kugkusuz o topluma ait risk faktorlerinin ve bunlarin dagiliminin
belirlenmesi ile yakindan iligkilidir (Poulter, 2003., Navab ve ark, 1996). Bu amagla,

son yillarda erken tan1 belirtegleri tizerinde yogun olarak ¢alisilmaktadir.

2.1 Koroner Arter Hastalig:

KAH’in temel fizyopatolojik mekanizmasinda, koroner arterlerin subendotelyal
bolgesindeki LDL nin oksidasyonu etkilidir (Ross, 1993). Paraoksonaz enzim defekti
ile LDL oksidasyonuna yatkinlik ve ateroskleroz orani artmaktadir (Watson ve ark,
1995., Aviram ve ark, 2000). LDL oksidasyonu endotel hiicrelerinin uyarilmasi ile
adezyon molekiillerinin salinimina ve kemotaktik proteinlerin ekspresyon artisina
neden olur. Ozellikle, ateroskleroz (AS) mediatorleri monositlerin endotel
hiicrelerine yanagmasina ve subendotelyal alana go¢ etmesine yol agar (Cakmak ve
ark, 2009). Monositler subendotelyal alanda makrofaja doniisiip LDL molekdillerini

fagosite ederek kopiik hiicrelerini olustururlar. Makrofajlardan salinan biiylime



hormonu ve sitokinler damarlarin orta tabakasindaki diiz kas hiicrelerine etki ederek
makrofajlarin intima tabakasina ilerlemesine yol agarlar. Diiz kas hiicrelerinin
kollajen ve elastin gibi bag doku proteinlerini sentezlemelerine bagh olarak intimada
yag birikimine fibrotik yapilar eklenir. Parg¢alanan kopiik hiicrelerinden agiga ¢ikan
sitokinler kronik inflamasyona neden olurlar. Aterosklerotik alanlarda LDL nin yani
sira okside olan HDL’ nin de aterojen etki gosterdigi bilinmektedir (Zheng ve ark,
2004). Buna ek olarak; nitrik oksit (NO) LDL’nin aterojenik LDL’ye doniistimiinii
engelleyerek vazodilatasyona neden olurken; hipertansiyon, diabetes mellitus (DM)
ve hiperlipidemide NO sentezinde rol alan nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimini
kodlayan gende olusan g¢esitli mutasyonlar sonucu NO salinnminda azalma
goriilmektedir (Tangilirek ve ark, 2005). NO salimimindaki azalmaya bagli olarak
LDL oksidasyonundaki artis sonucu yiiksek dansiteli lipoproteinlerin (HDL) inhibe
edilmesiyle KAH gelisimine karst koruma ortadan kalkmaktadir (Navab ve ark,
2000., Watts ve ark, 2007). NO seviyesindeki azalma PON1 aktivitesinde diismeye
neden olarak kardiyovaskiiler hastalik riskinde artisa yol agmaktadir (Mackness B ve
ark, 2001., Mackness ve ark, 2003).

Aterosklerotik degisiklikler sonucu KAH olusumuna yol acan en 6nemli iki faktor
HT ve T2DM’dir. Ateroskleroz zemininde gelisen T2DM prognozu daha da dramatik
hale getirmektedir (Verdecchia ve Angeli, 2005., Ezzeti ve ark, 2008). DM’li
hastalar, DM’li olmayanlara gore 4 kat daha fazla KAH’a yatkinlik riskine sahiptir
(Garber, 1998). Ingiltere’de T2DM’un genetik bir hastalik olduguna yonelik olarak
identik ikizler iizerinde yapilan bir calismada %100 konkordans goriildiigi
bildirilmistir (Barnett ve ark, 1981). Ozellikle, T2DM vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
aterojenik aktivitelerini uyararak ateroskleroz gelisiminde rol alir. Genis ve orta
biiyiikliikteki elastik miiskiiler arterlerin progresif ve kronik bir hastaligidir.
Aterosklerozun en erken lezyonlar1 yagh ¢izgiler ve esas lezyonlar1 olan aterom ve
fibroz plaklar arter duvarinin en i¢ tabakasi olan intimada olusur (Ross, 1999). Yagh
cizgiler mikroskopik olarak incelendiginde kopiik goriintiisii veren ve intraselliiler
lipidlerle dolu makrofajlarin (kopiik hiicreler = foam cells) endotel altinda
toplanmasi ile karakterizedir. Bunlarin orta kisminda hiicre disinda biriken kolesterol
ve kolesterol esterlerinin olusturdugu ektraselliiler lipidden olusan bir cekirdek

bulunmaktadir. Bunlarin etrafin1 diiz kas hiicreleri ve bag dokusundan olusan bir



kapsiil sarar. Fibroz plaklar genellikle asemptomatik olup tikaniklik yapmazlar
(Ross, 1990., Libby, 2001). Fibréz plak, tromboz, hemoraji veya kalsifikasyonla
iliskili olan komplike lezyon yasla birlikte artis gostermektedir. Ateroskleroz risk

faktorleri degistirilebilir ve degistirilemez olmak {izere 2 gruba ayrilmistir (Reddy ve
ark, 1994):

Degistirilebilir risk faktorleri:

e Sigara kullanimi1 (10 adet/giin'den fazla)
e Hipertansiyon

e Kolesterol yiiksekligi

e Lipoprotein A yiiksekligi

e Fiziksel aktivite azhig1 (Hareketsizlik)

e Dogum kontrol hap1 kullanimi1

e Alkol kullanimi

Degistirilemez risk faktorleri:

o Yas

e Cinsiyet (Erkek)

e Ailede erken (55 yas altinda) koroner arter hastalig1 hikayesi varligi
e Diabetes mellitus

e A Tipi kisilik yapis1 (Stresli yasanti)

e Obezite

2.2. Diabetes Mellitus

2.2.1. Diabetes Mellitus Tanim

Diabetes Mellitus (DM) kendi i¢inde Tip 1 ve Tip 2 Diabetes Mellitus olmak iizere 2
gruba ayrilir.



Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM) genetik ve immiin yapinin neden oldugu pankreas
beta (B) hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonunun mutlak veya goreceli

azligindan kaynaklanan karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi bozuklugudur.

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) ise periferik dokularda insiilin direnci, pankreastan

insiilin salinim kusuru ve karacigerde glikoz tiretiminin artisi ile olusan tablodur.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bozulmus glukoz tolerans1 ve DM tan1 kriterlerini 1980
yilinda tanimlamigtir. Amerikan Diabet Cemiyeti (American Diabetes Association-
ADA) 1997°de bu kriterleri yeniden gozden gecirmis ve yeni DM tami kriterlerini
yayinlamistir (Pickup ve Williams, 1997).

2.2.2. Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

DM bircok gelismis ve gelismekte olan iilkelerde epidemik bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. DM insidans1 farkli etnik gruplar ve iilkeler arasinda degisiklik
gostermektedir (King ve ark, 1998). Genellikle TIDM ve T2DM arasinda prevalans
acisindan cok fark olmamakla birlikte olgularin %5-10’u T1DM %90-95’i
T2DM’tur. Halen diinya genelinde 150 milyon insanin bu hastaliktan etkilendigi ve
bu sayimnin 2025 yilinda 300 milyona ulagsacagi tahmin edilmektedir. DM siklikla 20-
70 yas arasinda goriilen ve kadinlarda erkeklere gore daha sik rastlanan bir hastaliktir
(Sicree ve ark, 2006., Reaven ve Strom, 2003). Ulkemizde yapilan epidemiyolojik
bir ¢alismada her iki Diabetes Mellitus tipinde de kadinlarda insidansin erkeklere
gore daha yiiksek oldugu bildirilmis olmasina karsilik, ¢calismanin 2010 yil1 ocak ve
haziran aylar1 arasinda yapilan ikinci agamasinda, DM’ un erkeklerde kadinlardan ¢ok
az oranda diislik oldugu; bununla birlikte erkekler ve kadinlar arasinda anlamli bir
fark goriilmedigi bildirilmistir. Bu ¢alismanin birinci asamasinda DM prevalansi
%7.2 iken 2. asamasinda %13.7’ye ¢ikmustir (Satman ve ark, 2002., TURDEP II,
2010).



2.2.3. Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Amerikan Diabet Cemiyeti (ADA) Diabet tani kriterlerini gozden gecirerek 1997
yilinda yeniden yayinlamistir (Pickup ve Williams, 1997).

ADA Diabetes Mellitus Siniflamast:
I. Tip 1 Diabetes Mellitus-T1DM
Mutlak instilin eksikligi
a) Klasik tip-immun nedenlere bagh
b) Idiopatik tip
I1. Tip 2 Diabetes Mellitus-T2DM
I11. Diger Ozel Tipler
a) Beta hiicresinin genetik hastaliklar
MODY 1-Hepatosit niikleer transkript faktor-4 o (HNF-4 o) / 20. Kromozom
MODY 2-Glukokinaz / 7.Kromozom
MODY 3- HNF-1 a / 12.Kromozom
MODY 4- Insiilin promotor faktor-1 (IPF-1) / 13. Kromozom
MODY 5- HNF-1p / 17.Kromozom
MODY 6-Neuro D1/ 2.Kromozom
Mitokondrial DNA - A3243G Mutasyonu
ATP duyarli potasyum kanal alt {initleri
Digerleri

b) Insiilin etkisinin genetik defektleri



Tip A insiilin direnci
Leprechaunism
Rabson-Mendenhall sendromu
Lipoatrofik diabet

c¢) Pankreas hastaliklar
Pankreatitler
Pankreatektomi
Neoplazi
Kistik fibrozis
Hemakromatozis
Fibrokalkuloz pankreas hastaligi
Digerleri

d) Endokrinopatiler
Akromegali
Cushing sendromu
Glukagonoma
Feokromasitoma
Hipertiroidizm
Somatostatinoma
Aldosteronoma
Digerleri

e) Ilaglar ve kimyasal madde etkileri



Vacor
Pentamidine
Nikotinik asit
Glukokortikoidler
Tiroid hormonlari
Diazoksit
B-Adrenerjik agonistler
Tiazidler
Dilantin
a-interferon
Digerleri

f) Enfeksiyonlar
Konjenital rubella viriisii
Koksaki B (Tip B4 ve B3) viriisii
Sitomegalovirus
Digerleri

g) Immiin mekanizmalar
Stiff-man sendromu
Anti-insiilin reseptor antikorlari
Digerleri

h) Diabetin genetik sendromlari

Down sendromu
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Klinefelter sendromu

Turner sendromu

Wolfram sendromu

Friedreich ataxisi

Huntington koresi
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi

Porfiria

Prader-Willi sendromu
Digerleri

IV. Gestasyonel Diabet

2.2.4. Diabetes Mellitus Etiyopatogenezi

T1DM, klinik tablo immunolojik olarak B hiicrelerinin %90°1 harap olduktan sonra
ani olarak ortaya c¢ikan bir hastaliktir. En sik goriilen bu tipte pankreas f hiicrelerinin
idiopatik otoimmiin yikim1 s6z konusudur. TIDM poligenik bir egilim
gostermektedir. Bu hastalarda klinik yakinmalarin baglamasi ile beraber dolasimda
adacik hiicrelerine kars1 otoantikorlar (islet cell autoantibodies-ICA) saptanir.
Otoantikorlarin ¢cogu IgG tipindedir. Genetik yatkinlig1 olan ¢ocuklarda genelde 5-15
yaglar1 arasinda tetigi ¢ceken bir olaydan sonra hastalik hizla gelismektedir. Tetigi
¢eken olay viral enfeksiyonlar (kabakulak, konjenital rubella ve koksaki B), diyet,
toksinler ve strestir. Bilylik ¢cogunlukta ise otoimmun mekanizmay1 baglatan faktoriin
ne oldugu bilinmemektedir. ICA titresi zamanla diisen Tip 1 DM’li hastalarda ICA (-
) oldugu igin, Tip 1 DM ile Tip 2 DM’un erken yasta baslayan formunun ayirici
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tanisinda ICA 6nemli bir laboratuar bulgusudur (Littorin ve ark, 1999., Fajans, 1996.,
Karam ve ark, 1991).

Toplumda en sik rastladigimiz DM tipi ise T2DM’dir. Insiiline bagimli olmayan
T2DM’de ilk bulgular 45 yas lizerinde baslar, kronik seyirli ve sinsi gidislidir
(Baskal, 2003). Hastalarin ¢cogu obez olmasina ragmen obez olmayanlarda da
goriildiigl icin bu durum etiyolojik siniflamada 6nem kazanir. Obezitenin gostergesi
olan VKI ( > 30 kg/m?) yiiksekligi DM igin yiiksek risk faktoriidiir. Buna gore obez
T2DM’lilerde insilin direnci daha onemli iken, non-obez T2DM’lilerde insiilin
sekresyon bozuklugu birinci plandadir. Bu hastalarin hemen hepsinde aile oykiisii
olabilmesine ragmen, hastaligin etiyopatogenezi heniiz tek bir genetik zemine

oturtulamamistir (Tamara ve ark, 2005) ( Sekil 1).

T Energy Demand Energy Restriction Excess Energy

High Fat Diet
: \ P

t1 Fatty Acid Supply

sarcolemma

IMTAG

DAG, Ceramide

metabolic reprogramming

Lipid Stress I
promotes p-oxidation Mitochondrial Stress

Incomplete p-oxidation
acyl-carnitines
ketones
ROS

exercise coordinates
increased p-oxidation with

irial fi pyruvate

Mitochondria

Sekil 1. Kas lifinde insiilin direnci ile indiiklenen lipid modeli (Feinglos ve Bethel, 2008)

T2DM’de kardiyovaskiiler hastaliklar morbidite ve mortalite agisindan 6nemli risk
faktorleri arasindadir (Masharani ve Karam, 2001). Kontrol altina alinmamis

diabette, kronik hiperglisemi arter ¢eperinden mukopolisakkarid sentezinin artmasina
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yol agar ve bu durum LDL’lerin hapsedilmesi i¢in uygun ortam hazirlar.
Muhtemelen  myokarddaki ~ mikroanjiopatik  degisiklikler  interstisyumda
mukopolisakkarid yapidaki maddelerin birikimine baghdir. Boylece insiilin
yoklugunun aterojen oldugu sdylenebilir (Porksen ve ark, 2002). Ancak kan
dolagiminda artan insiilin aslinda baska yollardan ateroma olusumunu harekete
gecirir. Lipidlerin arter ¢eperinden temizlenmesini inhibe eder ve hepatik plazma
lipidleri sentezini arttirir. Bircok hafif diabetli ya da eksojen insiilin tedavisi
gorenlerde zaman zaman (0zellikle aglik durumunda) kan dolasiminda insiilin
hormonu asir1 derece mevcuttur. Diabetiklerde ayni1 zamanda trombosit adezyon ve
agregasyonu artmis, fibrinoliz aktivitesi azalmis ve kan viskozitesi artmigtir. Biitiin
bunlar ateromali hastalarda intravaskiiler tromboza ortam yaratan faktorlerdir (Meier
ve ark, 2006). Koroner yetersizlik diabetik olan ve olmayan kisilerde ayni klinik
semptomlarla seyreder. Ancak otonom noropati gelismis diabetiklerde asemptomatik
koroner arter hastalifi olacagi ve sessiz infarktiis gelisebilecegi bilinmelidir.
Korunma i¢in iyi bir diabet regiilasyonu ve diger risk faktorlerinin (hipertansiyon,
dislipidemi, sigara, nefropati) tedavisi yasamsal Onem tagir. Antiagregan ajanlar
profilaksi amaciyla kullanilabilir. T2DM klinikte hipertansiyon ve koroner arter
hastalig1 olsun veya olmasin sol ventrikiil fonksiyon bozuklugu ve kalp yetersizligi
ile ortaya ¢ikabilir. Tip 2 Diabetes Mellitus preklinik evre, bozulmus glukoz toleransi
dénemi ve belirgin diabet olmak iizere 3 evreye ayrilir (Fajans ve ark, 1996).
Bozulmus glukoz tolerans doneminde koroner arter hastaligi i¢in risk faktorleri olan
hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve HDL-kolesterol disiikliigii sik goriiliir ve bu

nedenle makrovaskiiler komplikasyonlar gelisebilir.

2.2.5. Diabetes Mellitus’un Tani1 Kriterleri

e Bir hafta arayla en az 8 saatlik tam aglik vendz plazma glukoz seviyesinin iki
ayr1 6l¢limiinde 126 mg/dI’ye esit veya yiiksek saptanmasi veya;

e Diabete 6zgii semptomlar; poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybidir.
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e Diabete 6zgli semptomlarin varligina ek olarak giliniin herhangi bir zamaninda
Olciilen vendz plazma glukoz degerinin 200 mg/dl’ye esit veya yliksek olmasi
veya;

e Oral glukoz tolerans testi (OGTT) sirasinda 2. saat plazma glukoz diizeyinin
200 mg/dI’ye esit veya yliksek olmasi.

OGTT Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) tanimladig1 bigimde 75 gram anhidroz
glukozun suda ¢oziinmesiyle yapilmaktadir. OGTT 2. saatte glukoz 140 mg/dl
altinda ise normaldir. 140-199 mg/dl arasinda ise bozulmus glukoz toleransi olarak

kabul edilir (Yazic1 ve ark, 2005).

2.2.6. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar:

DM’nin akut ve kronik komplikasyonlari olup kronik komplikasyonlar erken
Olimlerden ve morbiditeden sorumludur. DM’nin makrovaskiiler komplikasyonlari
ise; serebrovaskiiler, koroner arter ve periferik arter hastaliklaridir. Diabetteki
makrovaskiiler komplikasyonlarin nedeni olarak endotel hasari, dislipoproteinemi ve
bozulmus hemostaz sorumlu tutulmaktadir. DM’ un komplikasyonlar1 akut ve kronik

olarak simiflandirilmigtir (Fauci ve ark, 2008).
A) Akut (metabolik) komplikasyonlar:
-Diabetik ketoasidoz

-Hiperosmolor non-ketotik koma

-Laktik asidoz komast1

-Hipoglisemi komas1

B) Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar:

1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:

-Kardiyovaskiiler hastaliklar
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-Serebrovaskiiler hastaliklar
-Periferik damar hastaligi

2) Mikrovaskiiler komplikasyonlar:
-Diabetik nefropati

-Diabetik retinopati

-Diabetik noropati

DM’li hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal morfolojik ve fonksiyonel bir
takim degisiklikler meydana gelir. Akut donemde olusan metabolik komplikasyonlar
yasami tehdit edecek diizeyde hatta fatal olabilir, fakat asil sorun uzun siirede olusan
kiigiik ve biiyiik damarlarin hastaligidir buna “kronik vaskiiler sendrom” da denir.
Diabetik mikroanjiopatik degisiklikler diabetik metabolik bozukluklarla hizlanmig

ateroskleroz tablosu olup diabetiklere 6zgii patolojik damarsal bozukluklardir.

2.3. Hipertansiyon

Hipertansiyon eriskin populasyonunun onemli boliimiinii etkileyen en Onemli
koroner hastalik riski belirleyicilerindendir. Epidemiyolojik veriler 30'lu yaslarda
%20-25 olan hipertansiyon prevalansinin yasla birlikte belirgin artis gostererek 60
yas ve iizerinde %50'lere ¢iktigin1 gostermektedir (Burt ve ark, 1995). Ulkemizde de
hipertansiyon prevalansinin erigkin erkeklerde %36.3, eriskin kadinlarda %49.1
oldugu bulunmustur (Onat ve ark, 2002., Satman ve ark, 2002., Erkog ve ark, 1997).
ESH/ESC (Avrupa Hipertansiyon Dernegi / Avrupa Kardiyoloji Dernegi)’nin kan

basinci diizeylerinin tanimlar1 ve siniflandirmasi:

Kategori Sistolik Diyastolik
Optimum <120 ve <80
Normal 120-129 velveya 80-84
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Yiiksek normal 130-139 ve/lveya 85-89

1. derece hipertansiyon 140-159 velveya  90-99

2. derece hipertansiyon 160-179 velveya  100-109
3. derece hipertansiyon >180 ve/veya >110
Izole sistolik hipertansiyon ~ >140 ve <90

Izole sistolik hipertansiyon diyastolik degerlerin <90 mmHg olmasi kaydiyla
belirtilen araliktaki sistolik kan basinci degerlerine gore 1. 2. ve 3. dereceler
sirasiyla; hafif, orta ve siddetli siniflamalarina karsilik gelmektedir. Toplumda HT’li
olgularin %30-50’sinin hastaliginin genetik oldugu ongoriilmektedir (Ward ve ark,
1995). Bununla birlikte, HT’li hastalarin ¢ogunlugunda mendelyan kalitimla ilgili net
bir patern yoktur. Bu, HT nin ¢evresel kosullar altinda bir ¢ok genin etkilesimi
sonucunda ortaya ¢iktigin1 desteklemekte ve HT multifaktoriyel bir hastalik olarak
kabul gormektedir (Katzmarzyk ve ark, 2001). Ikizler iizerinde yapilan calismalar,
kan basinct Olglimii degerleri, monozigotik ikizler arasinda dizigotik ikizler

arasindakinden daha fazla benzerlik gostermektedir (Luft, 2001., Loss ve ark, 2001)

Yaymlanan kilavuzlarda HT tedavisinde kan basinci kontrolii kadar kardiyovaskiiler
risklerin Onlenmesi de Onemli bir yer tutmaktadir (Mancia ve ark, 2007).
Hipertansiyon tedavisinde ama¢ uzun donemde ortaya cikabilecek hedef organ
hasarlarin1  engellemek, kardiyovaskiiler ve renal morbidite ve mortaliteyi
diistirmektir. Kardiyovaskiiler risk faktorlerinin ya da hedef organ hasarinin bulunup
bulunmamasina gore hastalar risk gruplarina ayrilarak hipertansiyonun evresine gore
tedavi planlanmaktadir. Tedavi hastanin dahil oldugu risk grubuna gore yasam
tarzinin degistirilmesini ve tek ya da kombine olarak ¢esitli antihipertansif ilaglarin
kullanilmasimi kapsamaktadir. Yaklasimda en onemli belirleyici faktdr hastanin
toplam olarak tasimakta oldugu kardiyovaskiiler risk diizeyidir. Kardiyovaskiiler
riskin belirleyicileri sistolik ve diyastolik kan basinci diizeylerinin yaninda
aterosklerotik damar hastalig1 i¢in risk faktorlerinin, hedef organ hasarinin ve eslik
eden hastaliklarin bulunmasidir. Bu risk faktorlerinin varligina gore, ESC/ESH

Tedavi Rehberi /2003, hastalarda kardiyovaskiiler risk durumunu diisiik, orta, yiiksek
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ve ¢ok yiiksek risk gruplarina ayrilmigtir. Hastanin risk grubunun dogru tespit
edilebilmesi i¢in fizik muayene, Oykii ve bilinen organ hasarini belirlemek i¢in rutin
yontemlerin yan1 sira gerektiginde ileri tetkikler de onerilmektedir. Ekokardiyografi
ve karotis ultrasonografisi uygulanmis ve daha Once diisiik risk grubunda kabul
edilen hastalarin %50’sinin yiiksek risk grubunda oldugu anlagilmigtir. Hedef organ
hasarinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli belirteglerden biri olan mikroalbuminiiri
hem bobrek hasarinin ilerleyici karakterini hem de genel kardiyovaskiiler morbiditeyi
yansitir. Toplumda kan basinci iinimodal dagilim gostermektedir (Pickering, 1961.,
MacMahon ve ark, 1990). Cok sayida gozlemsel ¢alisma kardiyovaskiiler morbidite
ve mortalitenin hem sistolik hem de diyastolik kan basinciyla siirekli bir iligki i¢inde

oldugunu gostermistir (MacMahon ve ark, 1990., Lewington ve ark, 2002).

Bu iligkinin inmeye gore koroner olaylar i¢in daha az risk oldugu bildirilmistir ve
inme hipertansiyonla iligkili en O6nemli komplikasyon olarak tanimlanmistir
(MacMahon ve ark, 1990). Hem sistolik hem de diyastolik kan basinci, Kkalp
yetersizligi, periferik arter hastalifi ve son evre bobrek hastaligiyla kademeli ve
bagimsiz bir iligki géstermektedir ( Kannel, 1996., Levy ve ark, 1996., CriQui ve ark,
1992., Klag ve ark, 1996). Buna gore hipertansiyon bir dizi kardiyovaskiiler ve
iligkili hastaliklar i¢in oldugu kadar kardiyovaskiiler riskte belirgin bir artisa neden
olan hastaliklar i¢in de baslica bir risk faktorii olarak kabul edilmelidir. Avrupa
Hipertansiyon Birligi ve Avrupa Kardiyoloji Birligi’'nin 2003  yilindaki
kilavuzlarinda HT tan1 ve tedavisinin toplam kardiyovaskiiler riskin 6l¢iilmesiyle
iliskili olmas1 gerektigi vurgulanmistir (Chobanian ve ark, 2003., Guidelines
Committee, 2003). Bu kavram hipertansif toplulugun yalnizca kii¢iik bir boliimiinde
tek basina kan basinci artist olmasia ragmen, biiylik ¢ogunlukta kan basincindaki
artisin  siddeti ile glukoz ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler arasindaki
iliskiyle birlikte ek kardiyovaskiiler risk faktorleri bulunmasina dayanmaktadir
(Kannel, 2000., Thomas ve ark, 2001., Wei ve ark, 1996., Assmann ve Schulte,
1988., Mancia ve ark, 2005). Ayrica eszamanli bulundugunda kan basinci ve
metabolik risk faktorleri sinerjistik etki olusturmakta, bu da tek tek bilesenlerin
toplamindan daha biiyiik bir toplam kardiyovaskiiler riske yol agmaktadir (Kannel,
2000., Asia Pacific Cohort Studies Collaboration, 2005., Multiple Risk Factor
Intervention Trial, 1986).
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2.4. Paraoksonaz (PON) Geni

Ik kez 1946 yilinda hayvan dokusunda organofosfat bilesiklerini hidrolize eden bir
enzim olan Paraoksonazin (PON) varligi bildirilmistir (Mazur ve ark, 1946). Bu
enzim 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat propiyonat ve
biitiratt hidroliz eden aril esteraz olarak tanimlanmistir. 1961°de Uriel tarafindan
insan serumunda yapilan bir ¢calismada ilk kez HDL ile PON iligkisi gosterilmistir
(Uriel, 1961). Mackness ve ark. yaptiklar1 ¢alismalar ile 1985’te PON’un HDL
tizerinde bulundugunu, 1988’de PON’un HDL {izerinde apolipoprotein Al (apo-Al)’e
bagimli olarak aktivite gosterdigini ve 1991 yilinda da LDL {izerindeki lipidperoksit
birikimini azalttigin1 bulmuslardir (Mackness ve ark, 1985., Mackness ve ark, 1988.,
Mackness ve ark, 1991). PON, pestisid olan paraokson gibi organofosfat bilesiklerin
detoksifikasyonuna katilmaktadir. Ayrica, HDL iizerinde yer alan paraoksonaz 1
(PON1) platelet aktive edici faktor asit hidrolaz (PAF-AH) ve glutatyon peroksidaz
enzimleri ile okside LDL’deki lipoperoksitleri hidrolize ederek LDL’yi
oksidasyondan korumaktadir (Mackness ve ark, 1995; Durrington ve ark, 2001).
HDL ve paraoksonaz enzimi arasindaki bu iliski nedeniyle kardiyovaskiiler
hastaliklar ile paraoksonaz enzimini kodlayan gen arasindaki baglanti bilim

insanlarii bu konuda arastirma yapmaya yoneltmistir.

2.4.1. PON Gen Ailesi

PON icin ilgili insan geni HUMPONA dir (Serrato ve Marian, 1995). Insanda 7.
kromozomun uzun kolunda bulunan paraoksonaz gen ailesi, % 60 oraninda sekans
benzerligi gosteren PON1, PON2 ve PON3 genlerinden olusmaktadir (Mackness ve
ark, 2002). PON1 geni kromozom 7¢21.3-q22.1 bolgesinde lokalizedir (Humbert ve
ark, 1993., Motti ve ark, 2001). PONI1’in digerlerinden farki N-terminalinde
hidrofobik bir sinyal dizisinin bulunmasidir (Aviram, 1999). PON1’de 106. kodonda
lizin bulunurken, PON2 ve PON3’te lizin bulunmamaktadir. PON1 ve PON3

karacigerde ekspresse olup plazmada bulunmasina karsilik, PON2’nin karaciger,
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bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda ve 6zellikle endotel hiicreleri ile aortik diiz
kas hiicrelerinde ekspresse oldugu immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir (La
Du ve ark, 1993., La Du ve ark, 1996., Ng ve ark, 2006., Shin, 2009). Antioksidan
aktiviteye sahip PON1 enziminin kolesterolii dokulardan karacigere tasiyan HDL-
K’nin apo-Al ve apo-J proteinleri ile iligkili oldugu gosterilmistir (Abbott ve ark,
1995). Giliniimiizde PON1 geni iki yaygin kodon polimorfizmi gdsterir. Bunlar 55.
kodonda 16sinin (L) metionin (M) ile yer degistirdigi (L55M) ve 192. pozisyonda
glutamin (Q) ile argininin (R) yer degistirdigi (Q192R) polimorfizmidir (Aviram,
1999).

Uzerinde en ¢ok calisilan PON1 55 ve 192 polimorfizmleri KAH, Parkinson
hastaligi, stroke, ailesel hiperkolesterolemi, T2DM ve ge¢ baslangicli Alzheimer
hastalig1 gibi ¢esitli patofizyolojik durumlarla birliktelik gostermektedir (Shin ve ark,
2008., Zintzaras ve ark, 2004). Ciinkii bu iki alloenzimin ¢esitli substratlara karsi
affiniteleri ve katalitik aktiviteleri farklilik gostermektedir. Paraokson PON1 192 R
alloenzimi tarafindan 6 kat daha hizli hidrolize edilir. PON1 192 R alloenziminde
arginin aktif bolgenin 6nemli bir yerinde bulundugundan LDL oksidasyonundan
koruma 6zelligini etkiler (Yamaguchi ve ark, 2007). LDL oksidasyonu aterosklerotik
degisikliklere, oksidatif ve inflamatuar siireclere neden olmaktadir (Shishehbor ve
Hazen, 2004., Barter, 2005). HT ve DM’de goriilen mikro ve makroanjiyopatik
aterosklerotik  degisiklikler myokardiyal beslenmeyi bozarak koroner arter
hastaligina neden olurlar. PON ailesi iiyesi olan PON 1 ve PON 3 antioksidan ve
antiinflamatuar fonksiyonlar: ile LDL oksidasyon firiinleri ve periferik dokularda
kolesterol birikimini 6nleyerek KAH olusumunu engellemektedir (Sanghera ve ark,
1997., Reddy ve ark, 2001., Durrington ve ark, 2001., Byoung ve ark, 2009). HDL
total kolesterol ve non-HDL kolesterolden bagimsiz olarak antiaterojenik etki
gosterir. Klinik gozlemler HDL-K diizeyinde 1 mg/dI’lik artisin KAH riskini %2-4
azalttigim1 gostermektedir. Bu etkiyi aterogenezisde kilit rol oynayan lipoproteinlerin
oksidasyonunu onleyerek gergeklestirdigi ileri siiriilmektedir (Dirican ve ark, 1999).
HDL’nin de nitrik oksit (NO) sentezini artirip damarlarda vazodilatasyon yaparak
tromboz ile inflamasyona yatkinligi ve adezyon molekiillerinin sentezini azalttig
endotel tamirini uyardigt ve LDL’nin oksidatif degisimlerini 6nledigi 6ne

stiriilmiistiir (Calabresi ve ark, 2003).
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HDL ile iligkili olan PON 1 aktivitesindeki degisimler ise bu enzimi kodlayan gen
bolgesindeki polimorfizmlerinden kaynaklanmaktadir (Durrington ve ark, 2001).
Diisiik HDL diizeylerinin eslik ettigi miyokard enfarktiisii, ailesel hiperkolesterolemi
ve T2DM gibi ateroskleroz riskinin yiiksek oldugu lipid metabolizmasi ile ilgili
hastaliklarda serum PON 1 aktivite diizeyi diisiik seyretmektedir (Sanghera ve ark,
1997., Aviram, 1999). PON ailesinin intraselliiler lokalizasyonlu PON 2 geni
mRNA’s1 lipid ve lipoprotein metabolizmasinda PON1 benzeri antioksidan ve anti-
inflamatuar mekanizmalarla aterosklerozise karsi direng gosterirler (Mackness ve
ark, 2002., Ng ve ark, 2006). PON2 geninin sik goriilen polimorfik alanlarindan biri
311. kodonda serin (S) yerine sistein (C) aminiasidinin geldigi S311C
polimorfizmidir (Humbert ve ark, 1993., Primo-Parmo ve ark, 1996., Mochizuki ve
ark, 1998). PON2 kodon S311C polimorfizmi oksidatif hasar ve KAH olusumu ile
daha fazla iliskilidir (Shin ve ark, 2008; Zintzaras ve ark, 2004; Slowik ve ark, 2007;
Qu ve ark, 2008). Ozellikle PON 2 gen polimorfizmi T2DM’teki mikrovaskiiler
komplikasyonlardan sorumlu tutulmustur. Mikrovaskiiler ~komplikasyonlarin
olusumundaki birincil mekanizma fosforilasyonun hedefi olan aktif hidroksil
grubunu igeren ve siklikla proteinin aktif bolgesinde yer alan serinden siklikla metal
iyonlar1 baglayan ve proteinin yapisindaki sisteine degiserek proteinin fonksiyonunu
etkilemesidir (Mackness ve ark, 2005., Qu ve ark, 2008). Ciinkii antioksidan
aktiviteye sahip PON2 genindeki aktif aminoasit natiiriindeki degisiklikler yetersiz
antioksidan fonksiyona ve sonugta hiicrelerdeki metabolik potensin degismesine
neden olur. PON2 311 homozigot (SS) genotipinin, homozigot (CC) ve heterozigot
(CS) PON2 311 genotip yapisina gore LDL kolesterol diizeyini daha fazla yiikselttigi
One siirlilmiistiir (Gunnarsdottir ve ark, 2002., Hegele ve ark, 1999., Leus ve ark,
2001).

2.4.2. Paraoksonaz Enzimin Yapisi

Paraoksonaz enziminin; paraoksonaz, arilesteraz ve diazoksonaz olmak iizere 3
bileseni vardir. PONI-IgG flizyon proteinleri, organofosfatlarin santral sinir

sistemindeki muskarinik-kolinerjik etkilerini notralize ederek sekonder olarak gelisen
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hipotansiyon ve apne kaynakli letaliteyi engellemektedirler (Mackness ve
Durrington,  1995).  Paraoksonaz ~ bu  etkisi ~ nedeniyle  organofosfat
intoksikasyonlarinda yeni bir tedavi segenegi olarak degerlendirilmektedir (Boado ve
ark, 2008). Arilesteraz ise antioksidan bir parametre olup HDL’nin biiyiikligi ve
seklindeki degisiklikler PON1’in stabilite ve baglanma affinitesini gii¢lii bir sekilde
etkileyerek antioksidatif kapasitesini azaltmaktadir (Shin, 2009., Durrington ve ark,
2001). PON ailesi enzimleri substrata spesifik hidrolazlardir. PON1 bu ailenin ilk
bulunan ve {istiinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olan genidir. PON1 enzimi 43kDA
molekiil agirliginda 354 aminoasitten olusan hem arilesteraz hem de paraoksonaz
aktivitesine sahip bir glikoprotein olup kalsiyum bagimli bir ester hidrolazdir
(Durrington ve ark, 2001).

Paraoksonaz enzimi (Sekil 2) aterosklerozis zemininde endotelyal seviyedeki HDL
ve LDL oksidasyonunda inflamatuar degisikliklerde rol oynar (Pasdar ve ark, 2006).
Kalsiyum, enzimin katalitik mekanizmasinda rol oynayan hem aktivitesi hem de
stabilitesi i¢in gerekli bir iyondur. Aktif bolgeden dietilfosfatin uzaklastirilmasi bu
bolgenin uygun konformasyonel yapit kazanmasini saglar (Lee ve ark 2001.,
Mackness ve ark, 1998). Paraoksonaz enzimi N-terminal hidrofobik sinyal peptidi
aracilif ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere baglanir (Sorenson ve ark, 1999). PON1
hidrofobik ~ N-terminal ~ bolgesi  araciligityla HDL  lipidlerine  kolayca
baglanabilmektedir. PON1°’1 baglayan HDL alt birimleri Apolipoprotein A1(Apo Al)
ve Apo J (klusterin) proteinlerini de igerdiginden Apo Al ve Apo J’nin baglanmada
rol oynayabilecegi diisiinlilmektedir (Baskol ve ark, 2004). PON1 6 yaprakli beta
tabakas1 bir yapi igerir. Her bir yaprak 4 tabakasi icerir ve enzimin merkez kisminda
yapisinin ve katalitik aktivitesinin korunmasi i¢in gerekli olan iki kalsiyum atomu
vardir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklastirilmas: geri
doniislimsiiz denatlirasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte goérev
alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu bir su molekiilii ile fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir (Harel ve ark, 2004). PONI tarafindan hidrolize edilen bilesikler
olan organofosfatlar (paraokson ve diazokson), sinir gazi ajanlari (somon ve sarin) ve
aromatik esterlerin (fenilasetaty PONI1’in non-fizyolojik substratlart oldugu
bildirilmistir. Paraokson (O O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) hem aril esteraz

aktivitesini hem de paraoksonaz aktivitesini 6lgmede en sik kullanilan substrattir.
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Fenil asetat ise sadece arilesteraz aktivitesini 0lgmede kullanilan bir substrattir.
PONI polimorfik dagilimi nedeniyle ayni substrata karsi farkli aktivite gosterir
(Baskol ve ark, 2004). PONI1 enziminin lipoprotein kaynakli fosfolipid
peroksitlerinde ve kolesterol ester peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester
bagini hidrolize ettigi gosterilmistir. Okside olmus lipoproteinler ve kolesterol
esterlerinin HDL bagimli PON1 i¢in fizyolojik substrat oldugu diistiniilmektedir.
Insan arteriyal duvar hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada PONI enziminin
okside 1-palmitil-2-arasidonoil-sn-glisero-3-fosforilkolin  tizerindeki  fosfolipid
tiirlerini hidrolize ettigi boylece HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruyucu etkisinin
paraokson hidroliz kapasitesinden bagimsiz oldugu gorilmiistiir (Mackness ve ark,
1998., Cao ve ark, 1999). Oksidatif stres altinda HDL’de oksidasyona maruz
kalmaktadir. HDL-K lipid peroksitlerin serumdaki en énemli tasiyicisidir (Agachan
ve ark, 2005). HDL-K yapisindaki kolesterol ester hidroperoksitler, LDL’de
bulunanlara oranla daha hizli ancak daha az reaktif hidroksitlere indirgenmektedir.
HDL’nin oksidatif modifikasyonu; ters yonde kolesterol tagima fonksiyonunda
bozulmalara yol acar. Paraoksonaz HDL’yi oksidasyondan koruyarak ters kolesterol
tasima fonksiyonunun devamini saglar. Bu durum makrofajlarda kolesterol
birikimini engelleyerek kopiik hiicre olusumunu ve ateroskleroz gelisimi

yavaslatmaktadir (Ekmekei ve ark, 2004) .
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Sekil 2. Insan Serum Paraoksonaz (PON 1) Enziminin Yapisi (Ekmekgi ve ark 2004).
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2.5. POLIMORFiZM GENEL BiLGiSi

Polimorfizm, genetik hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda DNA ya da kromozom
yapisinda nadir degisimler olusturan mutasyonlardir (Nussbaum ve ark, 2005). Bir
genin belli bir yerinde lokalize olan alternatif kopyalarindan her birine allel denir. Bir
poplilasyonda kromozomlar iizerindeki genlerde % 1’den fazla allelik farklilik
bulunmasina genetik polimorfizm denmektedir (Becker ve Deamer, 1981). Herhangi
iki bireyin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA dizisi %99.9 benzerlik
gostermektedir (Wilson, 2000). DNA dizisindeki %0.1°lik farklilik, kisiler arasi
genotipik farkliliklarin ortaya ¢ikmasmi saglamaktadir. Intronlarda lokalize olan
polimorfizmler herhangi bir genin fonksiyonu i¢in Onemsizdir. Polimorfizmler
kodlayan dizilerde farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda rol alirlar ve hastalik nedeni
olmayip hastaliga yatkinlik gosterirler. En sik goriilen polimorfizm tek niikletid

polimorfizmidir (Single Nucleotide Polymorphism=SNP).

2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction — PCR)

Invitro kosullarda, bir DNA par¢asimin ¢ogaltilmasi amaciyla kullanilan molekiiler
yontemdir. Hiicrelerdeki DNA, replikasyon ile g¢ogaltilarak her hiicre boliinmesi ile
DNA miktar1 iki katina c¢ikartilir. DNA ¢ift sarmalinin birbirinden ayrilan
ipliklerinden, onunla ayni olan iki yavru DNA molekiili meydana gelir. DNA
miktar1 jenerasyonlar siiresince lissel olarak artmaktadir. Bugiin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile c¢ogaltilmak istenen herhangi bir DNA dizisinin uygun
kosullarda ¢ogaltilmas1 miimkiin olmustur. PCR yontemi ile istenilen genlerin yada
DNA dizilerinin replikasyonlar1 hizli bir sekilde gergeklestirilir. PCR reaksiyonunda
ic temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis {irtin miktari, bu ii¢ adimin tekrarina baglidir.
a) Denatiirasyon (90-95°C), b) Primer baglanma (50-70 °C) ve c) DNA sentezi (70-
75 °C). Denatiirasyon asamasinda, amplifiye edilecek DNA 1s1 ile denatiire edilerek
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tek sarmal hale getirilir. Hibridizasyon asamasinda 1s1 disiiriilerek tek sarmal
DNA’ya komplementer olarak hazirlanmis oligoniikleotid primerlerin hedef DNA
bolgesine baglanmasi ve kalip DNA’daki niikleotid dizisine komplementer serbest
deoksiniikleotidlerin DNA Polimeraz varliginda serbest 3’0OH uglarina baglanarak
zincir uzamasi yani polimerizasyon asamasi gerceklesir. Bu {i¢ basamagin arka
arkaya 25-30 kez tekrarlanmasi ile hedef DNA boélgesi 2" kadar ¢ogaltilmis olur
(n=dongii sayis1). Otuz PCR dongiisii sonrasi istenen DNA dizisinin yaklasik milyar
kat1 kadar kopyast elde edilir (Ar1 ve ark, 2008). PCR tekniginden yola ¢ikilarak
gelistirilen diger teknikleri kullanarak PCR ile c¢ogaltilmis DNA bolgesinde,
mutasyonlar, allellik polimorfizmler, DNA’nin niikleotid dizisi ve gen ifadesinin

kantitasyonu gibi birgok analiz yapilabilmektedir (Saiki ve ark, 1985).

2.5.2. Kesilmis Parcalarin Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism-RFLP)

Kesilmis Parcalarin Uzunluk Polimorfizmi yontemi, PCR'a dayali olarak
yapilmaktadir. Genomik DNA’daki dizi degisiklikleri belirli kesim bolgeleri yaratir
veya varolan kesim bolgelerini ortadan kaldirir. DNA molekiiliindeki 6zel ¢ift iplikli
dizileri taniyan spesifik restriksiyon enzimleri, DNA’y1 tanima bolgesinden veya
tanima bdlgesine yakin yerden keser. Daha sonra enzimatik olarak kesilmis DNA
agaroz jel tizerinde yiiriitiilerek allelik varyantlar goriintiilenmekte ve genetik

farklilik tespit edilebilmektedir (Nussbaum ve ark, 2005) .
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3. GEREC VE YONTEM

“Koroner Arter By-Pass Cerrahisi (CABG) Planlanan Hastalarda PON1 ve PON2
Gen Polimorfizminin Arastirilmast” konulu tez ¢alismamiz i¢in Afyon Kocatepe
Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 16.10.2008 tarih ve
2008/12 No. ile etik kurul onayi, calisma Oncesinde hasta ve kontrollerden

bilgilendirilmis goniillii olur formu alindu.

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplan

Koroner arter bypass greftleme (CABG) planlanan, yaslar1 40-80 arasinda degisen,
T2DM (61,4 + 7,34) veya hipertansiyonu (60,6 + 9,05) olan koroner arter hastas1 61
hasta ve herhangi bir hastaligi olmayan, saglikli bireylerden olusan, sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonu %40’ iizerinde olan 31 birey kontrol grubu (51 + 10) olarak
caligmaya dahil edildi.

Akut koroner sendrom, ciddi renal ve hepatik yetmezlikli hastalar, ciddi kardiyak
ritim bozuklugu olan hastalar, kontrol altinda olmayan sistemik hastalik ve inotropik
ilag destegi uygulamasi ¢alismaya alinmama kriterleri olarak kabul edildi. Calismaya
dahil edilen hastalar KAH + T2DM (n=31) , KAH + HT (n=30) ve kontrol grubu
(n=31) olmak {izere 3 gruba ayrildilar.

Tim hasta ve kontrollerde demografik olarak yas, boy, kilo, cinsiyet, viicut Kitle
indeksi (VKI) ve viicut yiizey alani (VYA) &lgiimleri kaydedildi. VKI = Viicut
Agirligr (kg) / Boy (m)2 ve VYA (The Mosteller Formula) = (boy (cm) x agirlik
(kg)/3600) formiilleri ile hesapland1 ve calisma gruplarindaki bireylerin demografik
Ozellikleri Tablo 1’de sunuldu (Mosteller, 1987). Hasta ve kontrol grubunda
biyokimyasal parametre olarak AKS, HDL-K, LDL-K, TG ve PON enzim aktivitesi
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Olgtimleri  Tablo 2’de sunuldu. Caligma gruplarini olusturan bireylerin 6n
kollarindan DNA elde etmek i¢in 0,5M Etilen diamin tetra asetik asitli (EDTA) tiip
igerisine 2-4 ml periferik vendz kan ve serumdan biyokimyasal parametrelerin
degerlendirilebilmesi i¢in rutin tiipiine 3-4 ml. periferik venéz kan alindi. EDTA’I
tiipler DNA ekstrakte edilene kadar 4 °C’de muhafaza edildi. Biyokimya tiipiine
alinan kandan ise 5000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilerek serum elde edildi. Elde edilen

serumlar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Buzdolabi (Profilo, Tiirkiye)

e (Cecker Ocak

e Derin Dondurucu (Bosch, Germany)

e Distile Su Cihaz1 (Barnstead, Germany)

e Giig Kaynag1 (Apelex PS 503, France)

e Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

e Hot Plate (Niive, Tiirkiye)

e Jel Goriintiileme Sistemi (UVP- Transilluminator M-20E, USA)

e Mikro Dalga Firm (Argelik Intellowave, Tiirkiye)

e Mikropipetler 10 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 ul (Thermo, Germany)

e Mikrosantrifiij (Biofuge Pico Heraeus, Germany)

e Sogutmali Santrifiij (Thermo Micromax RF, USA)

e Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000, Thermo, USA)

e Su Banyosu (Niive BM 302, Tiirkiye)

e Termal Cycler (Eppendorf Mastercycler Personal, Germany)
(Techne TC-3000, USA)

e Yatay Elektroforez Tanki (Thermo Midicell Primo EC 330, Germany)
(CleaverMulti Sub Midi, UK)

e Vortex (Niive NM 110, Tiirkiye)
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3.3. Kullamilan Sarf Malzemeleri

e Biyokimya Tiipleri

e Eldiven

e Ependorf Tipleri 0.5-2 ml. (Corning, NY 14831/Mexico)
e Erlen Mayer (Isolab, Germany)

o Filtreli pipet uclar1 (Corning, NY 1483 1/Mexico)

e Kagit Havlu

e PCR Tipleri 0.2ul (Corning, NY 14831/Mexico)

e Parafilm Pechiney Plastic Packaging (Chicago, IL 60631)

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Absolu Etanol (Tekel, Tiirkiye)

e Agaroz Basica Le (Prona, Spain)

e Agaroz Gamma Micropor (Prona, Spain)

e 6X DNA Loading Dye #RO611 (Fermentas, USA)

e Etidium Bromiir (Sigma, USA)

e Orange G (6X) Yiikleme Solusyonu (Zeydanli, Tiirkiye)

e TBE (Tris Borat EDTA) TBE X5 (Biological Industries, Israel)
TBE- Puffer (5X) (Applichem, Germany)

3.5. Kullanilan Kitler

e BspPI(Alwl) #ER 1321 (Basillus Species d 1-34) (Fermentas, USA)
e DNA Izolasyon Kiti : Genomic DNA Purification Kit # K0512 (Fermentas,
USA)
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e dNTP Mix. 10mM each #R0O191 (Fermentas, USA)
e Gene Ruler 100 bpPlus DNA Ladder #SM0321 (Fermentas, USA)

e Hin 1 II (Nla III) #ER 1831 (Haemophilus Influenza RFL1) (Fermentas,
USA)

e Hinfl (Ddel) #ER 0801 (Helicobacter Pylori RFL3) (Fermentas, USA)
e Hot Start Tag DNA Polymerase #EP0602 (Fermentas, USA)

e Maxima Hot Start Taq Polymerase #EP 0602  (Fermentas, USA)

e Paraoxonase Kit (Rel Assay, Tiirkiye)

e Taq DNA Polymerase (Recombinant) #EP 0402 (Fermentas, USA)

3.6.Primerler

e PON1 Geni L55M Primerleri (Alpha DNA, Canada)
PN-55-F: 5'- GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G-3' (Sense)

PN-55-R: 5-TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC-3' (Antisense)

e PONL1 Geni Q192R Primerleri (Alpha DNA, Canada)
PN-192-F: 5- TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G- 3' (Sense)

PN-192-R: 5'-CAC GCT AAA CCC AAATAC ATC TC- 3' (Antisense)

e PON2 Geni C311S Primerleri (Alpha DNA, Canada)
PN2-F: 5- ACATGC ATG TAC GGT GGT CTT ATA-3' (Sense)

PN2-R: 5- AGC AAT TCA TAG ATT AAT TGT TA-3' (Antisense)
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Tablo 1. Calismada Kullamilan Restriksiyon Enzimlerinin Ozellikleri

Polimorfizm Restriksiyon Kesim Noktasi Sicakhik Siire
Lokalizasyonlari Enzimi
PON1 L55M HinlIl (Nla I11) 5'...CATG"...3' 37°C 3 Saat
3'..AGTAC...5'
PON1 Q192R Alw1 (BspP 1)  5...GGATC(N),"...3' 55°C 16 Saat
3'...CCTAG(N)5"...5'
PON2 C311S Ddel (HpyF3 1) 5'...C’TNAG...3' 37°C 16 Saat

3'...GANT"C...5'

3.7. Solusyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi

3.7.1. DNA izolasyon Kiti Presipitasyon Solusyonun Hazirlanmasi

80 ul. konsantre presipitasyon solusyonuna 720 pl. dH2O eklenerek hazirlandi.
3.7.2. 0.5 X TBE Buffer Hazirlama

5 X TBE Buffer’dan 1’e 9 oraninda dH,O eklenerek hazirlandi.

3.7.3. %2’lik Agaroz Jel Hazirlama

PCR amplifikasyon triinlerinin kontrolii amaci ile %?2’lik agaroz jel ve restriksiyon
enzim kesimi sonucundaki kesim sonucunu gormek igin %3’lik agaroz jel
hazirland1. %2’lik jel i¢in 100 ml 0.5X TBE’ye 2 gr agaroz hassas terazide tartilarak
eklendi ve mikro dalga firinda kaynatilip i¢ine 5 pl ethidium bromiir eklendi. Yatay
jel elektroforez tankina dokiilerek jelin donmasi saglandi. Jelin {izerini Ortecek
sekilde 0.5X TBE tamponu konuldu ve PCR amplifikasyon {iriinlerinden 5 pl ve 1X
Orange G yiikleme boyasindan 3 pl alinarak karistirildi ve karisim kuyucuklara
yiiklendi. Son kuyucuklara ise 100 bg¢’lik DNA marker yiiklendi. 100 volt sabit

akimda 1 saat yiiriitiilerek sonuglar jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.
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3.8. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu i¢in Fermentas Genomic DNA Purification Kiti

uygulama kilavuzunda belirtildigi gibi asagidaki prosediire gore kullanildi.
1. Su banyosu 65 °C’ye ayarlandi.

2. 200 pl periferik kan 6rnegi iizerine 400 pl lysis solusyonu eklenerek
karisim vortexlendikten sonra santrifiijde spin atildi. 65 °C’de 5 dakika (dk) inkiibe
edildi.

3. 5 dk sonunda karigim tizerine 600 pl kloroform eklenerek vortexlendi

ve 3-5 kez asagi-yukari sallandi. 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

4. Tip ist kisminda ve DNA’y1 da igeren yogun kisim yeni bir
eppendorf tiipe alind1. Uzerine 800 pl diliie edilmis presipitasyon solusyonu eklendi.

10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten sonra siipernatan kismi atildu.

5. Pellet iizerine 100 pl NaCl eklenerek DNA ¢éziildii. -20 °C’de 10 dk
beklemis soguk etanolden 300 pl eklenerek 10.000 rpm’de 2 dk santrifiij edildikten

sonra siipernatan kismi atild1.
6. Pellet %70’1lik soguk etanol ile yikandi.
7. 65°C deki dH,0’dan 100 pl kullanilarak DNA elde edildi.

Elde edilen DNA’larin miktar1 (ng/pl) ve safligi (260/280 nm dalga boyundaki

absorbans degeri) spektrofotometre ile dl¢iildii.

3.9.1. PON1 Geni L55M Polimorfizmi icin PCR Kosullar:

PON1 Geninin 55. aminoasidini kodlayan kodonda 12801 pozisyonundaki T > A
(TTG > ATG) missens mutasyonu gosteren SNP (rs854560) tespiti i¢in PCR

30



gerceklestirildi. Takiben ilgili tek niikleotid polimorfizmini gdstermek igin

restriksiyon enzimi ile kesim islemi uygulandi.

PCR karisimi ince ¢eperli 0.2 ml’lik tliplere dagitildiktan sonra elde edilen genomik
DNA eklendi (Tablo 2). Otomatik 1s1 dongiisti cihazi (Thermal Cycler) kullanilarak
Tablo 3°de verilen programa ayarlanarak ilgili bolgeleri gogaltilda.

Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jelde elektroforezi yapildi

(Sekil 3).

3.9.2. PON1 Geni L55M Polimorfizmi i¢in Hin1II (Nla III) ile Enzim Kesimi

Elde edilen PCR firtinleri Hin11II (Nla III) enzimi ile kesildi.

Enzim Kesim Karisimi

PCR Amplikonu - 7.5 ul
Hin 111 (Nla I11) - 0.25 ul
Buffer Tango - 1 ul

dH,0 — 1.25 pl

Pipetajlanan karisim su banyosunda 37 OC’de 3 saat inkiibe edildi. Elde edilen enzim
kesim iiriinleri %3’liik agaroz jeldeki kuyucuklara 6nce enzim kesim iiriinleri ve son
kuyucuga da DNA marker yliklenerek analiz edildi. Jel goriintiileme sistemi ile

bakildiginda ii¢ farkli genotip saptandi (Sekil 4) (Tablo 4).

PCR Uriinii — 170 bg

LL - 170 bg biiytikliiglinde tek bant

LM - 44 b¢ + 126 bg + 170 be biiyiikliiglinde ii¢c bant
MM - 44 b¢ + 126 bg biiytikliiglinde iki bant
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3.10.1. PON1 Geni Q192R Polimorfizmi icin PCR Kosullar

PON1 Geninin 192. aminoasidini kodlayan kodonda 21439 pozisyonundaki A > G
(CAA > CGA) missens mutasyonu gosteren SNP (rs662) tespiti igin PCR
gerceklestirildi. Takiben ilgili tek niikleotid polimorfizmini gdstermek igin

restriksiyon enzimi ile kesim iglemi uygulandi.

PCR karisimi ince ¢eperli 0.2 ml’lik tiiplere dagitildiktan sonra elde edilen genomik
DNA eklendi (Tablo 2). Otomatik 1s1 dongiisii cihazi (Thermal Cycler) kullanilarak
Tablo 3’te verilen programa ayarlanarak ilgili bolgeleri ¢ogaltildi.

Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jelde elektroforezi yapildi

(Sekil 5).

3.10.2. PON1 Geni Q192R Polimorfizmi icin Awl 1 (BspP I) ile Enzim Kesimi

Elde edilen PCR {irtinleri Awl 1 (BspP 1) enzimi ile kesildi.

Enzim Kesim Karisimi

PCR Amplikonu - 7.5 ul
Awl 1 (BspP 1) - 0.25 ul
Buffer - 1 ul

dH,0 - 1.25 pl

Pipetajlanan karisim su banyosunda 55 C’de 16 saat inkiibe edildi. Elde edilen
enzim kesim {irtinleri %3’lik agaroz jeldeki kuyucuklara 6nce enzim kesim triinleri
ve son kuyucuga da DNA marker yiiklenerek analiz edildi. Jel goriintiileme sistemi

ile bakildiginda ii¢ farkli genotip saptandi (Sekil 6) (Tablo 4)

PCR Uriinii — 99 bg
QQ - 99 be biiyiikliigiinde tek bant
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QR - 33 bg + 66 bg + 99 be biiyiikliiglinde ii¢ bant
RR - 33 bg + 66 bg biiyiikliiglinde iki bant

3.11.1. PON2 Geni S311C Polimorfizmi icin PCR Kosullar:

PON2 Geninin 311. aminoasidini kodlayan kodonda 34610 pozisyonundaki C > G
(TCT > TGT) missens mutasyonu gosteren SNP (rs7493) tespiti igin PCR
gerceklestirildi. Takiben ilgili tek niikleotid polimorfizmini gdstermek igin

restriksiyon enzimi ile kesim islemi uygulandi.

PCR karigimi ince ¢eperli 0.2 ml’lik tiiplere dagitildiktan sonra elde edilen genomik
DNA eklendi (Tablo 2). Otomatik 1s1 dongiisii cihaz1 (Thermal Cycler) kullanilarak
Tablo 3’te verilen programa ayarlanarak ilgili bolgeleri ¢ogaltildi.

Reaksiyon sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jelde elektroforezi yapildi

(Sekil 7).

3.11.2. PON2 Geni S311C Polimorfizmi icin HpyF3 | (Ddel) ile Enzim Kesimi

Elde edilen PCR fiirtinleri HypF3 I (Ddel) enzimi ile kesildi.

Enzim Kesim Karisimi

PCR Amplikonu - 7.5 ul
HpyF3 | (Ddel) - 0.25 pl
Buffer - 1 pl

dH,O - 1.25 pul

Pipetajlanan karisim su banyosunda 37 °C’de 16 saat inkiibe edildi. Elde edilen

enzim kesim iiriinleri %3’liikk agaroz jeldeki kuyucuklara 6nce enzim kesim iiriinleri
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ve son kuyucuga da DNA marker yiiklenerek analiz edildi. Jel goriintiileme sistemi

ile bakildiginda ti¢ farkli genotip saptandi (Sekil 8) (Tablo 4).

PCR Uriinii — 262 bg
SS - 67 bg + 75 bg + 120 bg biiyiikliigiinde ii¢ bant

CS - 67 bg + 75 bg + 120 bg + 142 bg biiyiikliigiinde dort bant
CC -120 bg + 142 be biiyiikliigiinde iki bant

Tablo 2. PON1 L55M ve Q192R ile PON2 S311C Polimorfizmleri i¢in PCR Tepkime Karigimlari

Karisim Icerigi L55M Q192R S311C
dH,0 15,2 ul 12,7 pl 12,7 ul
MgCl, (25mM) 1,5 ul 1,5 ul 1,5 wl
Primer F (10pmol/ pl) 1l 1 ul 1 ul
Primer R (10pmol/ pl) 1 pl 1 ul 1l
dNTP karisimi (10mM) 0,5 pl 1 ul 1 ul
Taq DNA Polimeraz (5u/ ul) 0,3 ul 0,3 ul 0,3 ul
Tampon cozeltisi (10X) 1,5 pl 2,5 ul 2,5 ul
DNA 4 pl Sul Sul
Toplam PCR Mixi 25 ul 25 ul 25wl

Tablo 3. PON1 L55M ve Q192R ile PON2 S311C Polimorfizm Bolgelerinin Cogaltilmast i¢in
Kullanilan PCR Programlari

Kapak | Baslangi¢ Tepkime Dongiisii (40 Dongii) Son
Isist Denaturasyonu Sentez
Denatiirasyon Hibridizasyon | Sentez (Uzama) | asamasi
Asamasi asamasi Asamasi (1 dongii)
L55M | 105°C | 95°C’de 5dk 92°C’de 1dk 52°C’de 0,45dk | 72°C’de 0,45dk | 72°C’de
5dk
Q192R | 105°C | 95°C’de 5dk 94°C’de 1dk 61°C’de 1dk 72°C’de 1dk 72°C’de
7dk
S311C | 105°C | 94°C’de 4dk 94°C’de 1dk 50°C’de 1,5dk 72°C’de 2dk -
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Tablo 4. PON1 L55M ve Q192R ile PON2 S311C Genotiplerinin Enzim Kesimi Uriinleri

LL 170
PON1 55 LM 44bg 126bg 170bg
MM 44bg 126bg
QQ 99b¢
PON1 192 QR 33bg 66bg 99b¢
RR 33bg 66bg
SS 67bg 75bg 120bg
PON2 311 CS 67bg 75bg 120bg 142bg
CcC 120bg 142b¢

3.12. Paraoksonaz Aktivite Ol¢iimii

Paraoksonaz aktivitesi uygun ticari kit (Relassay, Turkey) kullanilarak otoanalizér
(siemens advia 1800/2400 autoanalyzer / Japan) ile ol¢iildii. Calismada 500 pl
reagent [ (Buffer Solusyonu) iizerine 25 pl serum numunesi eklenerek karigtirildi.
Uzerine reagent 11 (Substrat Solusyonu; Paraokson) eklendi. 37°C’de substratin
hidrolizi ile agiga c¢ikan friinlerden p-nitrophenol’iin 412 nm dalga boyunda
absorbansindaki lineer artis kinetik Ol¢timle belirlendi. Paraoksonaz aktivitesi ticari
kitte belirtilen faktorle (1294) carpilarak U/L olarak verildi (Eckerson, 1983;
Camuzcuoglu, 2009).

3.13. Hardy Weinberg Esitligi (HWE)

Ingiliz matematik¢i Geoffrey Hardy ve Alman fizik¢i Wilhelm Weinberg’in 1908

yilinda birbirinden bagimsiz olarak formule ettikleri bu

esitlik populasyon genetiginin temel tasidir. Homozigot ve heterozigotlarda allel
frekanslarindan genotip frekanslarini hesaplamak i¢in Hardy-Weinberg esitligi olarak

bilinen matematiksel bir modeldir. Gen havuzunda A allellinin frekansinin p ve a
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allelinin frekansinin q oldugunu ve allellerin genotiplerde rastgele bir araya geldigini
varsayalim. iki allelin ¢ift olusturup AA genotipini verme sans1 p’dir, iki a allelinin
bir araya gelip aa genotipini olusturma sansi qz’dir ve bir A, bir a ¢iftinin bir araya
gelme sansi 2pq’dur. Hardy-Weinberg kanununun birinci 6nemli o&zelligi g
genotipin AA, Aa ve aa’nin frekanslarmin (p+q)®’nin binomial agilimi olmasidur.
Hardy-Weinberg kanununun ikinci ve ¢ok 6nemli katkisi da genotiplerin oraninin bir
jenerasyondan digerine degismeden kalacagidir sdyle ki; populasyonun genotip
frekanslar1 eger p ve q’nun allel frekanslar1 sabit kalirsa, populasyonun genotip
frekanslar1 da sabit ve dengede kalir. Daha da spesifik olarak, populasyonda rastgele
¢iftlesme varken, genotipler AA, Aa ve aa p®:2pg:q° oranlarinda mevcut iken bir
sonraki jenerasyonda da ayni relatif oranda p%:2pq:q® olarak kalir. HW Esitligi =
p’+2pa+g? = (p+q)? = 1. Hardy-Weinberg esitligi p ve q i¢in herhangi bir deger
vermez; ancak populasyonda mevcut olan allel frekansi her ne ise p*:2pg:q° genotip
frekansinda da ortaya cikar ve bu allel frekanslar1 degismedigi zaman relatif genotip
frekanslar1 da degismez. Populasyona 0Ozgii mutant allellerin varligi genetik
hastaliklarin orjinini anlamak i¢in Onemlidir ve ayni zamanda risk altindaki

toplumlarda tan1 imkani saglar.

3.14. istatistiksel Analiz

Tim sonuglar SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0
programinda yazilarak istatistiksel analizleri yapildi. Hasta ve kontrol gruplarinin
demografik verileri ve biyokimyasal parametreleri varyans analizleri One-Way
ANOVA testiyle degerlendirildi. Anlamli farklihik bulunan degiskenler igin
Tukey/Bonferroni testi kullanildi. Verilerdeki degisimlerin istatistiksel analizinde
Kruskal-Wallis testi kullanildi. PON1 L55M ve Q192R ile PON2 C311S genotip
degerlendirmesinde ve cinsiyet analizinde ise % testi kullanildi. Gruplar arasinda
genotip, klinik ve laboratuar bulgularinin karsilastirilmasinda One-way ANOVA testi
kullanildi. %95 giiven araliginda logistik regresyon analizi yapildi. P < 0.05 degeri

istatistiksel anlamli sinir olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen KAH+DM (n=31), KAH+HT (n=30) ve kontrol (n=31)
grubundaki bireylerin demografik klinik ozellikleri Tablo 5’te ve tiim gruplarin
laboratuar verileri ise Tablo 6’da gosterildi. Yas degiskeni kontrol grubunda T2DM
ve HT gruplarina gore daha geng oldugundan bu farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Boy agisindan gruplar arasinda farklilik yoktu (p>0,05). Kilo
acisindan T2DM grubundaki hastalarin daha obez olmalari nedeniyle kontrol ve HT
gruplaria gore daha yiiksek bulundu ve bu farklilik istatistiksel agidan anlamli kabul
edildi (p<0.05). Erkek cinsiyet, T2DM ve HT gruplarinda anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.05). VKi ve VYA acisindan da T2DM grubunda, HT ve kontrol
grubuna gore daha yiliksek oldugundan istatistiksel olarak anlamli fark goézlendi
(p<0,05). Bu durum bize, KAH olan hastalarda kontrol grubuna gore yas, kilo,
cinsiyet, VKI ve VYA acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

oldugunu gostermektedir.

Olgularin biyokimyasal parametrelerinden aglik kan sekeri ve lipid profili
Tablo 6’da verildi. Bu parametreler agisindan AKS, LDL ve TG oranlar1 T2DM
grubunda daha yiiksek olup fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). HDL
degeri, T2DM ve HT gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik
bulundu (p<0.05). HDL diizeyi agisindan T2DM grubu HT grubuna gore daha diisiik
olmasma ragmen aradaki fark anlamli bulunmadi (p>0,05). LDL diizeyi HT
grubunda kontrol ve T2DM gruplarina gore belirgin derecede yiiksek oldugundan bu
fark anlamli bulundu (p<0,05). T2DM grubunda ise LDL diizeyi kontrol grubundan
yiiksek olmasina ragmen anlamh fark yoktu (p>0,05). TG diizeyi T2DM grubunda
kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05). HT grubu TG diizeyi
acisindan kontrol grubundan yiiksek olmasina ragmen anlaml fark yoktu (p>0,05).
PON aktivitesi HT grubunda, T2DM ve kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha
yiiksek bulundu (p<0,05). Bu farkin allel dagilimina bakildiginda PON1 192 RR

homozigot 3 olgunun HT grubunda bulunmasindan kaynaklandig1r sonucuna varildi
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(p<0,05). T2DM grubunda ise PON1 192 RR homozigot 1 olgunun olmasi nedeniyle

kontrol grubundan yiiksek olmasina ragmen aradaki fark anlamli degildi (p>0,05).

PON1 L55M genotip ve allel frekans dagilimi ve Tablo 7°de ve ikili
gruplarin karsilastirmalart ise Tablo 7a’da gosterildi. Her ii¢ grubun PON1 L55M
genotip ve allel frekans dagilimma bakildiginda T2DM, HT ve kontrol gruplar
arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0.748). PON1 L55M kodonundaki genotip
dagiliminda LL homozigot oran1 T2DM grubunda % 41,9 (LL=13), HT grubunda %
40 (LL=12) ve kontrol grubunda ise % 29 (LL=9), grup i¢i dagilimina bakildiginda
ise T2DM grubunda % 38,2 , HT grubunda % 35,3 ve kontrol grubunda ise % 26,5
oldugu goriildi. LM heterozigot orant T2DM grubunda % 48,4 (LM=15), HT
grubunda % 46,7 (LM=14) ve kontrol grubu ise % 51,6 (LM=16), grup i¢i dagilimi
ise T2DM grubunda % 33,3, HT grubunda % 31,1 ve kontrol grubunda ise % 35,6
oldugu goriildii. MM homozigot dagilimina bakildiginda T2DM grubunda % 9,7
(MM=3) , HT grubunda ise % 13,3 (MM=4) ve kontrol grubunda % 19,4 (MM=6)
olarak tespit edildi. Grup i¢i dagilimina bakildiginda ise T2DM grubunda % 23,1,
HT grubunda % 30,8 ve kontrol grubunda ise % 46,2 olarak tespit edildi. PON1 55
allel frekans dagilimima bakildiginda ise L allel frekansinin T2DM grubunda %
66,12, HT grubunda % 63,33 ve kontrol grubunda ise % 54,84 oldugu goriildi. M
allel frekans dagilimi ise T2DM grubunda % 33,88, HT grubunda % 36,67 ve kontrol
grubunda ise % 45,16 oldugu goriildii. Bu dagilima gore anlamli olmamakla beraber

KAH’da daha ¢ok L allel dagilimina rastlandigi sonucuna varildi (p=0.405).

PON1 L55M polimorfizmi i¢cin DM, HT ve Kontrol gruplarinda gozlenen ve
beklenen genotip ve allel frekans dagilimi yapildi. DM grubunda yapilan PON1 55.
kodon polimorfizm analizinde LL homozigot birey sayis1 13, LM heterozigot birey
sayist 15 ve MM homozigot birey sayis1 3 olarak bulundu. Ki kare testi ile yapilan
degerlendirmede ( X?= 0.1990, p=0.6554 ) aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. HT grubunda yapilan PON1 55. kodon polimorfizm analizinde
LL homozigot birey sayis1 12, LM heterozigot birey sayisi 14 ve MM homozigot
birey sayis1 4 olarak bulundu. Ki kare testi ile yapilan degerlendirmede ( X?= 0.00086,
p= 0.9790 ) aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kontrol

grubunda da yapilan PON1 55. kodon polimorfizm analizinde LL homozigot birey
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sayist 9, LM heterozigot birey sayisi 16 ve MM homozigot birey sayis1 6 olarak
bulundu. Kontrol grubunda ki kare testi allel frekanslarinin degerlendirilmesi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (X°= 0.0547, p=0.8150). Allel
dagilim frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine uymaktadir.

PON1 QI192R genotip ve allel frekans dagilimi Tablo 8 ve ikili gruplarin
karsilagtirmalar1 Tablo 8a’da gosterildi. PON1 Q192R genotipi agisindan ise yine
her ii¢ grup arasinda fark yoktu (p=0.149). PON1 192 kodonundaki genotip
dagiliminda QQ homozigot oran1t T2DM grubunda % 35,5 (11), HT grubunda % 40
(12) ve kontrol grubunda % 58,1 (18) idi. Grup i¢i dagilim oranlar1 ise T2DM
grubunda % 26,8, HT grubunda % 29,30 ve kontrol grubunda ise % 43,9 olarak
belirlendi. QR heterozigotlarda T2DM grubunda % 61,3 (19), HT grubunda % 50
(15) ve kontrol grubunda ise % 41,9 (13) olarak degerlendirildi. Grup i¢i dagilimda
ise T2DM grubunda % 40,4, HT grubunda % 31,9 ve kontrol grubunda % 27,7
bulundu. RR homozigot dagilimida T2DM grubu % 3,2 (1), HT grubu % 10 (3) ve
kontrol grubu % 0 olarak bulundu. Grup i¢i dagilimda T2DM grubu % 25, HT grubu
% 75 olarak bulundu. PON1 192 allel frekans dagilimma bakildiginda Q allel
frekansinin T2DM grubunda % 66,12 , HT grubunda % 65 ve kontrol grubunda ise
% 79,03 oldugu goriildii. R allel frekans dagilimi ise T2DM grubunda % 33,88 , HT
grubunda % 35 ve kontrol grubunda ise % 20,97 olarak bulundu.Bu dagilima gore
anlamli olmamakla beraber daha ¢ok R allel dagilimina rastlandigi sonucuna varildi

(p=0.168)

PONI Q192R polimorfizmi i¢cin DM, HT ve Kontrol gruplarinda gozlenen ve
beklenen genotip ve allel frekans dagilimi yapildi. DM grubunda yapilan PON1 192.
kodon polimorfizm analizinde QQ homozigot birey sayist 11, QR heterozigot birey
sayist 19 ve RR homozigot birey sayist 1 olarak bulundu. Ki kare testi ile yapilan
degerlendirmede ( X?= 42021, p=0.6612 ) aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. HT grubunda yapilan PON1 192 kodon polimorfizm analizinde
QQ homozigot birey sayist 12, QR heterozigot birey sayis1 15 ve RR homozigot
birey sayisi 3 olarak bulundu. Ki kare testi ile yapilan degerlendirmede ( X?=0.2934
, p= 0.6500 ) aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kontrol

grubunda da yapilan PON1 192 kodon polimorfizm analizinde QQ homozigot birey
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sayis1 18, QR heterozigot birey sayisi 13 ve RR homozigot allele sahip birey
saptanmadi. Kontrol grubunda ki kare testi allel frekanslarinin degerlendirilmesi
sonucunda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (X°= 2.1820, p=0.7903 ). Allel
dagilim frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine uymaktadir.

PON2 genotip ve allel frekans dagilimi Tablo 9 ve ikili gruplarin
karsilagtirmas1 Tablo 9a’da gosterildi. PON2 C311S genotipi agisindan da her iig
grup arasinda fark bulunmadi (p=0.254). PON2 311 kodonundaki genotip
dagiliminda SS homozigot oran1 T2DM grubunda % 48,4 (15), HT grubunda % 56,7
(17) ve kontrol grubunda % 54,8 (17) idi. Grup i¢i dagilim oranlar1 ise T2DM
grubunda % 30,6, HT grubunda % 34,7 ve kontrol grubunda ise % 34,7 olarak
belirlendi. CS heterozigotlarda T2DM grubunda % 38,7 (12), HT grubunda % 23,3
(7) ve kontrol grubunda ise % 16,1 (5) olarak degerlendirildi. Grup i¢i dagilimda ise
T2DM grubunda % 50, HT grubunda % 29,2 ve kontrol grubunda % 20,8 bulundu.
CC homozigot dagiliminda T2DM grubu % 12,9 (4), HT grubu % 20 (6) ve kontrol
grubu % 29,0 (9) olarak bulundu. Grup i¢i dagilimda T2DM grubu % 21,1, HT grubu
% 31,6 ve kontrol grubunda ise % 47,4 olarak bulundu. PON2 311 allel frekans
dagilimina bakildiginda S allel frekansinin T2DM grubunda % 67,74 , HT grubunda
% 68,33 ve kontrol grubunda ise % 62,90 oldugu goriildii. C allel frekans dagilimi
ise T2DM grubunda % 32,26 , HT grubunda % 31,67 ve kontrol grubunda ise %
37,10 olarak bulundu.Bu dagilima gore anlamli olmamakla beraber KAH’da daha

cok S allel dagilimina rastlandigi sonucuna varildi (p=0.783)

PON2 C311S polimorfizmi i¢cin DM, HT ve Kontrol gruplarinda bulunan allel
frekans degerlendirmesi yapildi. DM grubunda yapilan PON2 311. kodon
polimorfizm analizinde SS homozigot birey sayis1 15, CS heterozigot birey sayis1 12
ve CC homozigot birey sayist 4 olarak bulundu. Ki kare testi ile yapilan
degerlendirmede ( X?= 0.4048, p=0.6774 ) aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. HT grubunda yapilan PON2 311. kodon polimorfizm analizinde
SS homozigot birey sayis1 17, CS heterozigot birey sayist 7 ve CC homozigot birey
sayis1 6 olarak bulundu. Ki kare testi ile yapilan degerlendirmede ( X?= 6.3714, p=
0.6833 ) aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kontrol grubunda

da yapilan PON2 311. kodon polimorfizm analizinde SS homozigot birey sayis1 17,
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CS heterozigot birey sayist 5 ve CC homozigot birey sayist 9 olarak saptandi.
Kontrol grubunda ki kare testi allel frekanslarmin degerlendirilmesi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (X2= 13.2755, p=0.6290 ). Allel dagilim
frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine uymaktadir. Her {ic grubun Hardy Weinberg
esitligi degerleri Tablo 10°da gosterildi. Gruplar arasi genotip ve cinsiyete gore allel
dagilimi Tablo 11°’de 6zetlendi. Gruplar arasi cinsiyete gore PON allel dagilimi
Tablo 12°de verildi.

Tablo 5. Calisma Grubundaki Olgularin Demografik Ozellikleri

T2DM HT Kontrol D degeri
Ort£SS OrtSS Ort+SS
Yas (Y1) 61,4+7,34° 60,6+9,05° 511077 p <0,05
Boy (cm) 168,51+6,22 167,66+7,06 169,2248,17 p =0,700
Kilo (kg) 80,32+13,05”"  70,03+12,48° 72,93+12,94*  p=0,007
Cinsiyet p =0. 022
Erkek 23 %74,2 20 %66,7 14 %452
Kadin 8 9%25,8 10 %33,3 17 %54,8
VKI (kg/m?) 28,3+4,22°* 24 4+ 3,53° 26,2 +3,98° p <0,05
VYA (m?) 1,95+0,21* 1,79+0,18" 1,85+0,21% p <0,05

p <0.05, VKI: Viicut Kitle Indeksi, VY A: Viicut Yiizey Alan1
# Oneway ANOVA,Post Hoc Tukey Testi

® Oneway ANOVA Post Hoc Tukey Testi

T: Kruskal- Wallis Testi

*. Oneway ANOVA Testi
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Tablo 6. Calisma Grubundaki Olgularin Biyokimyasal Parametreleri

T2DM HT Kontrol D degeri
Ort£SS Ort£SS Ort£SS
AKS (mg/dL)  172,7+65,6°T  104,3+0,18" 94,4+14,4° p<0,05
HDL (mg/dL)  38,56+9,10*" 40,8+10,91% 45,67+9,7°*"  p<0,05
LDL (mg/dL) 103,4+33,6%*" 1237 +43 2" 85,0+ 24,0° p<0,05
TG (mg/dL) 213,7+18,2%" 177,7+57,4% 143,1+35,07  p<0,05
PON  enzim 71,74+54,66%®  104,6+86,03 °* 65,2433,14%  p=0,032

aktivitesi (U/L)

p <0,05

@ Oneway ANOVA,Post Hoc Tukey Testi
® Oneway ANOVA Post Hoc Tukey Testi
T: Kruskal- Wallis Testi

*: Oneway ANOVA Testi

Tablo 7. Calisma Grubundaki Olgularin

Dagilimi
T2DM HT Kontrol p degeri
n (%) n (%) n (%)
Genotip p=0,748
LL 13 (41,9) 12 (40,0) 9 (29,0)
LM 15 (48,4) 14 (46,7) 16 (51,6)
MM 3(9,7) 4 (13,3) 6 (19,4)
Allel Frekansi p=0,405
L 41 (66,12) 38 (63,33) 34 (54,84)
M 21 (33,88) 22 (36,67) 28 (45,16)
L/M Oram 0,66/0,34 0,63/0,37 0,55/0,45

¥’= Ki kare testi , p<0,05 , L: Losin , M: Methionin

PONI1 L55M Polimorfizminin Genotip ve Allel Frekans
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Tablo 7a. Calisma Grubundaki Olgularin PON1 L55M Polimorfizminin Genotip ve Allel Frekans

Dagilim
PON1L55M LM LL p OR Cl %95
Grup I-11 15/14 13/12 0.98 0.99 0.34-2.89
Grup I-111 15/16 13/9 0.44 0.65 0.22-1.96
Grup I-111 14/16 12/9 0.46 0.66 0.21-2.02
MM LL
Grup I-11 3/4 13/12 0.67 0.69 0.13-3.75
Grup I-111 3/6 13/9 0.19 0.35 0.07-1.76
Grup I-111 4/6 12/9 0.37 0.50 0.11-2.31
LM+MM LL
Grup I-11 18/18 13/12 0.88 0.92 0.33-2.56
Grup I-111 18/22 13/9 0.29 0.57 0.20-1.63
Grup II-111 18/22 12/9 0.37 0.62 0.21-1.78
ALLEL FREKANSI
L M
Grup I-11 41/38 21/22 0.75 1.13 0.54-2.38
Grup I-111 41/34 21/28 0.20 1.61 0.78-3.32
Grup H-111 38/34 22/28 0.34 1.42 0.69-2.94

x2= Ki kare testi, p<0,05 , L: Losin, M: Methionin
OR: Olasilik oran1 (Odds ratio), CI%95: Giiven aralig1 (Confidental Interval %95)

Tablo 8. Calisma Grubundaki Olgularin PON1 Q192R Polimorfizminin Genotip ve Allel Frekans

Dagilimi

PON1Q192R  T2DM HT Kontrol p degeri
n (%) n (%) n (%)

Genotip p=0,149

QQ 11 (35,5) 12 (40,0) 18 (58,1)

QR 19 (61,3) 15 (50,0) 13 (41,9)

RR 1(3,2) 3(10,0) 0 (0)

Allel Frekansi p=0,168

Q 41 (66,12) 39 (65) 49 (79,03)

R 21 (33,88) 21 (35) 13 (20,97)

Q/R Oram 0,66/0,34 0,65/0,35 0,79/0,21

¥’= Ki kare testi , *p<0,05 , Q: Glutamin R: Arjinin

43



Tablo 8a. Caligma Grubundaki Olgularin PON1 Q192R Polimorfizminin Genotip ve Allel Frekans
Dagilim

PON1QI92R QR QQ P OR Cl %95
Grup I-11 19/15 11,712 0.55 1.38 0.48-4.00
Grup I-111 19/13 11/18 0.09 2.39 0.85- 6.70
Grup I1-111 15/13 12/18 0.30 1.73 0.61-4.91
RR QQ
Grup I-11 113 11/12 0.40 0.69 0.03-4.04
Grup I-111 1/0 11/18 0.21 0.40f 1.66 - 4.20
Grup I1-11I1 - 3/0 12/18 0.05* 0.08f 1.61-3.88
OR+RR QQ
Grup I-11 20/18 11/12 0.72 1.21 0.43-3.42
Grup I-111 20/13 11/18 0.08 2.52 0.90-7.02
Grup II-111 18/13 12/18 0.16 2.08 0.75-5.77

ALLEL FREKANSI

Q R
Grup I-11 41/39 21/21 0.90 1.05 0.50-2.22
Grup I-111 41/49 21/13 0.11 0.52 0.2-1.16

Grup lI-11l  39/49 21/13 0.08 0.49 0.22-1.11

p<0,05, ¥’= Ki kare testi , Q: Glutamin R: Arginin
OR: Olasilik orani (Odds ratio), C1%95: Giiven aralig1 (Confidental Interval %95)
f: Fisher’s Exact Testi

Tablo 9. Caligma Grubundaki Olgularin PON2 S311C Polimorfizminin Genotip ve Allel Frekansinin
Dagilimi

PON2 C311S T2DM HT Kontrol p degeri
n (%) n (%) n (%)

Genotip p=0,254
SS 15 (48,4) 17 (56,7) 17 (54,8)

CS 12 (38,7) 7 (23,3) 5 (16,1)

CcC 4(12,9) 6 (20,0) 9 (29,0)

Allel Fekansi p=0,783
S 42 (67,74) 41 (68,33) 39 (62,90)

C 20 (32,26) 19 (31,67) 23 (37,10)

S/C Orani 0,68/0,32 0,68/0,32 0,63/0,37

p<0,05 y°= Ki Kkare testi, , S: Serin, C: sistein
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Tablo 9a. Calisma Grubundaki Olgularin PON2 S311C Polimorfizminin Genotip ve Allel
Frekansimin Dagilimi

PON2 S311C CS SS p OR Cl %95
Grup I-11 12/7 15/17 0.26 1.94 0.61-6.21
Grup I-111 12/5 15/17 0.11 2.72 0.78-9.52
Grup H-111 7/5 17/17 0.62 1.40 0.37-5.29
CcC SS
Grup I-11 4/6 15/17 0.70 0.76 0.18-3.20
Grup I-111 4/9 15/17 0.32 0.50 0.13-1.98
Grup 11-111 6/9 17/17 0.37 0.50 0.19-2.29
CS+CC SS
Grup I-11 16/13 15/17 052 1.40 0.51-3.83
Grup I-111 16/14 15/17 0.61 1.61 0.48-3.52
Grup 11-111 13/14 17/17 0.89 0.93 0.34-2.55
ALLEL FREKANSI
S C
Grup I-11 42/41 20/19 0.94 0.97 0.46-2.08
Grup I-111 42/39 20/23 0.57 1.24 0.59-2.60
Grup I1-111 41/39 19/23 0.53 1.27 0.60-2.69

x2= Ki kare testi , p<0,05, S: Serin, C: Sistein , OR: Olasilik oran1 (Odds ratio), C1%95: Giiven araligi
(Confidental Interval %95)
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Tablo 10. Caligma Grubundaki Olgularin Hardy Weinberg Esitligi ( p/q )

PON1 L55M LL LM MM p/q degeri
DM 13 15 3 0,661/0.339
HT 12 14 4 0,633/0.367
K 9 16 6 0,548 /0.452
PON1 Q192R QQ QR RR
DM 11 19 1 0,661/0.339
HT 12 15 3 0,650/ 0.350
K 18 13 0 0,790/0.210
PON2 S311C SS CS CcC
DM 15 12 4 0,677/0.323
HT 17 7 6 0,683/0.317
K 17 5 9 0,629/0.371
Tablo 11. Gruplar Aras1 Genotip ve Cinsiyete Gore Allel Dagilimi

DM HT K DM HT K DM HT K

E/K E/K E/K E/K

E/K E/K E/K E/K E/K
LL 1/0 2/0 0 1/0 2/0 0/1 1/0 1/0 mn SS
LL 312 2/1 0 3/0 0 0/1 0 0/1 0/1 CS
LL 0 2/0 0 1/1 0/1 0 0 4/0 CcC
LM O 2/2 0 8/2 0 Ya 0 312 4/1 SS
LM 1/1 2/0 0 1/0 0 0 0 0 0 CS
LM 1/0 2/0 0 0/1 0 0/3 0 0/1 0/1 CcC
MM  1/0 0 0 0/1 0 1/1 0 1/2 0 SS
MM  1/0 0 0 0 0 2 0 1/0 0 Cs
MM 0 0 0 0 0 0/1 0 0 0 CcC

QQ QR RR QR RR QQ RR QQ QR

E= Erkek K= Kadin
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Tablo 12. Gruplar Arasi Cinsiyete Gore PON Allel Dagilinu

DM HT Kontrol
E K E K E K
PONL1 55
LL 10 3 9 3 5 4
LM 11 4 9 5 7 9
MM 2 1 2 2 2 4
PONL1 192
QQ 8 3 6 6 5 13
QR 14 5 12 3 9 4
RR 1 0 2 1 0 0
PON2 311
SS 12 3 11 6 9 8
CS 9 3 5 2 1 4
CC 2 2 4 2 4 5
Tablo 13. Gruplar Aras1 Genotiplere gére PON Enzim Aktivitesi Dagilimi
Genotip/Gruplar DM HT Kontrol p degeri
n - Ort+SS n - Ort£SS n - Ort£SS
LL 13-84.3+68.3 12-131.8+106.6 9-91.0+50.3 0,149
PON1 55 LM 15-67.3+45.0 14 -103.0+66.7 16 - 53.6+16.6 0,286
MM 3-39.7+4.7° 4-29.0+2.9° 6 - 57.5£3.7° 0,005
QQ 11 -47.5£13.9 12-41.9+17.6 18 - 54.1+7.1 0,089
PON1 192 QR 19 - 75.5+48.8% 15-131.1+£57.3° 13 -80.6+47.3° 0,012
RR 1-267.0+ 3-223.3+£180.0 0 Goz.Sayisi
Az
SS 15-91.3+66.0 17 - 95.9+£100.8 17 - 65.8+37.8 0,742
PON2 311 CS 12 - 46.1£13.7° 7-122.7+74.6" 5-56.2+4.2% 0,022
CcC 4 -75.3+65.5 6 - 108.3+54.8 9-69.2+34.5 0,486
p<0.05,

¢ Oneway ANOVA,Post Hoc Tukey Testi
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PON1 Geninde bulunan rs854560 T > A polimorfizmini tesbit i¢in yapilan PCR
uygulamas1 sonucunda elde edilen 170 bg¢’lik amplikon %2’lik agaroz jelde
yiriitildi (Sekil 3).

Vi vii vii IX X XI Xl Xl M

500 bg
| «——300 bg
170 DG sy I S S SN NN SN GRS T . .. €200 bg
100 be
Sekil 3. PON1 Geni L55M Polimorfizmi PCR Goriintiisii — 170 bg’lik amplifikasyon iiriiniiniin
%2’lik agaroz jelde goriintlilenmesi. I-XII Olgulara ait amplifikasyon tirtinleri. XIII-negatif kontrol
M:100bg¢’lik DNA Marker DNA (100bg, 200be, 300bg,400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900be,
1000bg)
PON1 Geninde bulunan rs854560 T > A polimorfizmini tesbit i¢cin Hin1 11 (Nla I11)
ile yapilan enzim kesim iglemi sonucunda elde edilen kesim firtinleri %3’liik agaroz
jelde yiiriitiildi (Sekil 4).
500 be¢
400 bg
300 bg
170 beg 200 bg
126 b¢
100 bg
44 DG mm>

Sekil 4. PON1 Geni L55M Polimorfizmi Enzim Kesimi Goriintiisii - 170 bg¢’lik amplifikasyon
iirtintiniin Hinl II restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP sonuglarinin %3 Agaroz jelde goriintiilenmesi.
I-IX olgulara ait Hinl II enzim kesim {irtinleri (I:LM, II:MM, II:LM, IV:LL, V:LM, VI:MM,
VIIELM, VIIIELL, IX:LL), X:PCR Uriinii, M:Marker (100bg, 200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg,
700bg, 800bg, 900bg, 1000bg)
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PON1 Geninde bulunan rs662 A > G polimorfizmini tesbit ig¢in yapilan PCR
uygulamasi sonucunda elde edilen 99 b¢’lik amplikon %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii
(Sekil 5).

L0 Vv VEVIEVIE X X XEXIE XIEXIV XV XVIXVIEXVIEm M

Sekil 5. PON1 Geni Q192R Polimorfizmi PCR Goriintiisii — 99 bg¢’lik amplifikasyon {iriiniiniin
%2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi. I-XVIII Olgulara ait amplifikasyon iriinleri. m:50bg¢’lik DNA
Marker (50bg, 150bg, 300bg, 500bg, 750bg, 1000bg), M:100 bg¢’lik DNA Marker (100bg, 200bg,
300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg, 1000b¢)

PONL1 Geninde bulunan rs662 A > G polimorfizmini tesbit i¢in Awl | (BspP 1) ile
yapilan enzim kesim islemi sonucunda elde edilen kesim iiriinleri %3’liik agaroz
jelde yiiriitiildi (Sekil 6).

i vV vEvievie XX XX XXV XV XXV M

Sekil 6. PON1 Geni Q192R Polimorfizmi Enzim Kesimi Goriintiisii - 99 bg’lik amplifikasyon
irtinliniin Awl 1 restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP sonuglarinin %3 Agaroz jelde goriintiilenmesi.
I-XV1 olgulara ait Awl 1 enzim kesim {iriinleri (I:QQ, 11:QQ, III:QR, IV:QR, V:QR, VI:QQ, VII:QQ,
VIIEQQ, IX:QR, X:QR, XLQR, XI:QQ, XIERR, XIV:QQ, XV:QQ, XVI:QQ, XVII:QQ),
XVII:PCR Uriinii, m:50b¢’lik DNA Marker (50bg, 150bg, 300bg, 500bg, 750bg, 1000bg), M:
100bg’lik DNA Marker (100bg, 200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg, 1000bg)
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PON1 Geninde bulunan rs7493 C > G polimorfizmini tesbit i¢in yapilan PCR
uygulamasi sonucunda elde edilen 262 bg¢’lik amplikon %2’lik agaroz jelde
yurttildi (Sekil 7).

IV Ve SVl VI YIS M

Sekil 7. PON2 Geni S311C Polimorfizmi PCR Goriintiisit — 262 bg’lik amplifikasyon {iriiniiniin
%2’lik agaroz jelde gorintilenmesi. I-VII Olgulara ait amplifikasyon tirtinleri. VIII: negatif kontrol.
M:100bg¢’lik DNA Marker (100bg, 200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg, 1000bg)

PON1 Geninde bulunan rs7493 C > G polimorfizmini tesbit icin HpyF3 | (Ddel) ile
yapilan enzim kesim islemi sonucunda elde edilen kesim iirlinleri %3’liikk agaroz
jelde yiiriitiilda (Sekil 8).

AR R vy

s, T “t

li( Xl I XHEXIV XV XVI XVIEXVIm

E
e B
-

S

Sekil 8. PON2 Geni S311C Polimorfizmi Enzim Kesimi Goriintiisii - 262 bg¢’lik amplifikasyon
tiriiniiniin Ddel restriksiyon enzimi ile yapilan RFLP sonuglariin %3 Agaroz jelde goriintiilenmesi.
I:PCR iiriinii.

II-XVIII olgulara ait Ddel enzim kesim iriinleri (I1:CS, HI:CS, 1V:CS, V:CC, VI:CS, VII:CS,
VIII:SS, IX:SS, X:CS, XI:CC, XII:CS, XIII:CS, XIV:CS, XV:CS, XVI:SS, XVII:CS, XVII:CS,
XVII:CS), m:50b¢’lik DNA Marker (50bg, 150bg, 300bg, 500bg, 750bg, 1000bg), M:100bg’lik DNA
Marker (100bg, 200bg, 300bg, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bg, 900bg, 1000bg)
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5. TARTISMA

Koroner arter hastaligi, cevresel ve genetik faktorlerin varliginda olusan kompleks
bir hastaliktir. Epidemiyolojik c¢alismalarda KAH i¢in birgok risk faktorii
saptanmistir (Ruiz ve ark, 1995., Serrato ve Marian, 1995., Zama ve ark, 1997). Bu
risk faktorlerinden diigiik HDL-kolesterol diizeyi en 6nemli risk faktorii olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Antioksidan aktiviteye sahip serum paraoksonaz enzimi HDL’ye
bagli bir enzim olarak, HDL’nin antioksidatif 06zelliginden sorumludur ve
paraoksonaz ile KAH arasinda siki bir iliski oldugu daha onceki calismalarda
bildirilmigtir (Guxens ve ark, 2008). Diisiik paraoksonaz aktivitesi ise lipid
peroksidasyonuna yatkinligi artirarak ateroskleroz olusumuna ve bdylece
kardiyovaskiiler hastaliklara neden olmaktadir (Cakmak ve ark, 2009). HDL-
kolesteroldeki her %]1°lik azalma KAH riskini % 2-3 arttirmaktadir. Bundan dolay1
koruyucu bir etkiye sahip olan HDL-kolesterol ile ilgili mekanizmalar yogun bir
sekilde arastirilmis ve HDL ile trigliserid (TG) diizeyleri agisindan KAH ve kontrol
grubu arasinda fark olmadigi bildirilmistir (Jalilian ve ark, 2008). HDL kolesterol ile
iliskili in vitro ¢alismalarda ise HDL-bagimli PON1lenziminin LDL oksidasyonunu
onledigi ve okside LDL’deki biyolojik olarak aktif olan lipidleri pargaladigi
gosterilmistir. Ayrica, normal arter duvarinda da bulunmakta ve aterosklerotik
stirecte konsantrasyonlar1 giderek artmaktadir. HDL diizeyindeki degisimlerle iligkili
olarak PON1 enzim affinitesi ve stabilitesinde degisim olmakta ve antioksidatif
kapasite ile sonuglanmaktadir (Durrington ve ark, 2001). Aviram ve ark.’nin
yaptiklart ¢alismalarda PON1 enziminin in vitro ve in vivo LDL oksidasyonunu
onlemesi, aterosklerotik lezyonlarda okside olmus lipidleri azaltma kapasitesi ve
serum aktivitelerine olan etkisi nedeniyle, PON1 enziminin KAH’1 olusturan
bagimsiz bir risk faktérii oldugu ileri siiriilmistiir (Aviram, 1999., Aviram ve ark,
2000). Bu nedenle KAH olusumunda rol alan aterosklerotik degisikliklerde PON
polimorfizmi iyi bir gosterge olmaktadir (Mackness ve ark, 2004., Pati ve ark, 1998.,
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Humbert ve ark, 1993., Primo-Parmo ve ark, 1996., Mochizuki ve ark, 1998). PON1
polimorfizmi ve KAH arasindaki iliski {izerine yapilan ¢aligmalarda ayni etnik
niifusta elde edilen bulgularda bile farkliliklar oldugu goriilmiis; bu farklilik
nedeniyle genin ¢evreyle ve/veya genin genle etkilesiminin PON1 polimorfizmi ve
KAH arasindaki iliskiyi etkiledigi ileri siiriilmiistiir (Imai ve ark, 2000., Saha ve ark,
1991). Degisik populasyonlarda yapilmis g¢alismalarda PON 1 ve PON 2 gen
polimorfizmlerinin degiskenlik gostermesinde genetik yatkinlik ve alleldeki
variabilitenin etkili oldugu gosterilmistir (Byoung ve ark, 2009., Pati ve ark, 1998).
M alleli tasiyanlar diisiik PON1 enzim aktivitesine sahiptir. L alleli tasiyanlar ise
proteolize daha dayanikli ve stabil oldugundan yiiksek serum aktivitesine sahiptirler
(Rosenblat ve ark, 2006). PON1 55 L alloenzimi M alloenzimine gére LDL
oksidasyonunu oOnlemede daha fazla etkilidir. PON1 55 polimorfizmi ile ilgili
yapilmis vaka-kontrol ¢calismalarinda PON1 55 L alleli ile ateroskleroz arasinda iliski
saptanmamustir (Sanghera ve ark, 1998). Bununla birlikte isbir ve ark.’nin (Isbir ve
ark, 2007) yaptig1 bir ¢alismada PON1 55 ve 192 polimorfizmleri agisindan koroner
arter hastaligr olanlar ile kontrol grubu arasinda fark olmadig: ileri siiriilmiistiir.
Bizim calismamizda ise PON 55 LL genotipi T2DM’li ve HT gruplarina gore kontrol
grubunda daha diisiik bulundu. PON1 55 L allel frekansi ile PON enzim aktivitesi
arasinda korelasyon oldugu gozlendi. Kontrol grubunda da PON 55 LM ve MM
genotipi daha yiiksek bulunup KAH ile zayif bir iliski oldugu gézlendi. Bu durum
bize KAH olanlarda sadece PON1 55 LL alleline daha sik rastlandigini
diistindiirmektedir. Tagkiran ve Aynacioglu’nun yaptiklar1 ¢alismada, KAH PON1
L55M polimorfizmi ile iligkili bulunurken, Q192R polimorfizmi ile iliskili
bulunmamistir (Taskiran ve ark, 2009., Aynacioglu ve ark, 2000). Bu g¢eliskili
sonuglar ise etnik koken, diyet aliskanliklari, bireysel farkliliklar, ¢evresel faktorler
ve caligma tipindeki farkliliklardan PON 1 enziminin farkl etkilenmesinden dolay1
kaynaklanmaktadir. Insanlarda PON1 192 Q allelinin kodladigi alloenzimin R
allelinin kodladig1 alloenzimden daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu hala
tartismalidir (Cao ve ark, 1999., Aviram ve ark, 2000). PON1 192 R allelinin Q
alleline gore KAH ile daha ¢ok iliskili oldugunu ileri siiren bir¢ok vaka-kontrol
calismasi bulunmaktadir (Ladu ve ark, 1993., Ladu ve ark, 1996., Durrington ve ark,
2001). Bu galismalarin bazilarinda PON1 192 R allelinin varliginda T2DM, sigara ve
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yas gibi diger KAH risk faktorlerine karsi yatkinligin arttigi ileri stiriilmektedir
(Deakin ve James, 2004). Bazi ¢aligmalarda ise PON1 192 R alleli ile KAH arasinda
herhangi bir iliski gosterilmemistir (Senti ve ark, 2001., Herrmann ve ark, 1996).
Bizim ¢alismamizda PON1 192 polimorfizmine bakildiginda RR genotipi HT hasta
grubunda % 10, T2DM’li grupta % 3.2 iken kontrol grubunda ise % 0 olarak
bulundu. PON1 192 QR genotipinin en yiiksek oran1 % 61.3 ile T2DM’li hasta
grubunda oldugu goézlendi. QQ genotipi ise % 58.1 orani ile kontrol grubunda en
yiiksek bulundu. Bizim ¢alismamizda, QQ genotipinin siklikla normal bireylerle, RR
genotipi ise KAH ve HT’li bireylerle iliskili oldugu sonucuna varildi. Bunun yani

sira QR genotipine ise siklikla HT ve T2DM zemininde rastlandigi gézlendi.

KAH ile iligkili en yaygin diger bir polimorfizm PON2 geninin kodon 311°deki Ser
— Cys degisikligi olup 0Ozellikle hipertansif T2DM’li hastalarin kan basinci
regiilasyonunda rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle T2DM’e yatkinligi artiran
bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Toplumlara gore sikliklari
degisen PON2 311 polimorfizmi ile T2DM riski arasinda da iliski oldugu
gosterilmistir (Shin, 2009., Byong ve ark, 2009). Ozellikle T2DM’un mikrovaskiiler
komplikasyonlarindan sorumlu tutulmustur (Mackness ve ark, 2005). Bu olgularda
PON1 192 R allelinin etkilerine benzer olarak PON2 311 S allel varliginin artmis
oldugu gosterilmistir (Qu ve ark, 2008., Mackness ve ark, 2000). Guxens ve
ark.’larinin Ispanyol popiilasyonunda yaptig: bir vaka-kontrol ¢alismasinda, PON1
Q192R ve PON2 S311C polimorfizmlerinin KAH ile iliskili olmadig1 gosterilmistir.
3 meta analiz ¢aligmasinda PON1 192 R alleli ile KAH riskinin iligkili oldugu 6ne
siriilmesine ragmen, baska calismalarda PONI QI192R ve PON2 S311C
polimorfizmlerinin KAH ile iliskisinin istatistiksel acidan anlamli olmadig ileri
stiriilmistiir (Tomas ve ark, 2004., Wheeler ve ark, 2004., Mackness ve ark, 2001).
Baz1 ¢alismalarda KAH’nin belirleyicisi olarak PON1 QI192R ve PON2 S311C
polimorfizmlerinin her ikisi birlikte degerlendirilmistir (Sanghera ve ark, 1998.,
Chen ve ark, 2003., Martinelli ve ark, 2004., Wang ve ark, 2003., Pasdar ve ark,
2006). Bu galismalardan ikisinde, PON1 192 R alleli ile beyaz irkta PON2 311 C
birlikteligi goriilirken, Asyali Hintlilerde PON1 192 R alleli ile PON2 311 S
allellerinin birlikteliginin KAH i¢in yiiksek riske sahip oldugu gosterilmistir. Jalilian
ve ark. hem PON2 311 C allel sikligin1 hemde 311 CC genotip sikligint KAH’da
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kontrol gruplarindan daha yiiksek bulmusglar ve PON2 311 C allel varligin1 KAH ile
iligkili olarak degerlendirmislerdir (Jalilian ve ark, 2008). Beyaz irkta yapilan bir
calismada PON1 192 Q ve PON2 311 S allelleri agisindan homozigot olan ayn1 grup
hastalarda bu polimorfizmlerin sadece biri i¢in homozigot olanlar1 ile
karsilastirildiginda KAH riskinde artis goriilmiistiir. PON2 311 S allelinin diger
klasik risk faktorlerinden bagimsiz olarak PON1 polimorfizmleri ile sinerjistik etki
gosterebildigi One siiriilmiistiir (Sanghera ve ark, 1998., Robertson ve ark, 2003).
Literatiirde (Qu ve ark, 2008) belirtildigi gibi bizim ¢alismamizda da, PON2 S311C
polimorfizminde S allel frekansinin 6zellikle HT ve T2DM grubu hastalarda kontrol
grubuna gore daha yiiksek seyrettigi gozlendi. Buna ek olarak, PON2 311 kodonunda
SS genotipi T2DM’li hasta grubunda % 48.4, HT’li hasta gruObunda % 56.7 ve
kontrol grubunda ise % 54.8 olarak bulundu. PON2 311. kodonda CC genotipi
T2DM’li hasta grubunda % 12.9, HT’1i hasta grubunda % 20.0 ve kontrol grubunda
ise % 29.0 olarak bulundu. Qu ve ark.’nin yaptiklar1 caligmada belirttikleri gibi bizim
calismamizda da PON2 S311C polimorfizminin T2DM’e yatkinlig1 arttirmakla

birlikte HT ile daha sik1 bir baglantist oldugu sonucuna vardik.

PON enzim aktivitesi 6l¢iimii PON 1 ve PON 2 polimorfizm arastirmalarinda
calismanin giivenilir bir belirtec rolii iistlenmektedir. Ozellikle heterozigot olgularda
enzim diizeyleri yani fenotipik goriiniimde degisiklik gdstermekte, ayrica sigara
kullannomi ve T2DM  PONI1 enzim aktivasyon diizeyini etkilemektedir. DM
hastalarinda da PON1 enzim aktivitesinin azaldig1 pek ¢ok c¢aligmada gdsterilmistir.
Bizim ¢alismamizda da PON 1 enzim aktivitesi T2DM grubunda diisiik ve kontrol
grubunda ise en diisiikk seviyede bulunmustur. Bu azalmanin diabetik hastalarda
oksidatif stresin artmasi sonucu antioksidan kapasitenin azalmasina bagli olabilecegi
diistiniilmektedir (Shin, 2009). Bunun bir bagka nedeni ise PON1 R allel frekansinin
kontrol grubu hastalarda bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. PON1 enzim
aktivitesi tizerindeki etki muhtemelen genotipten bagimsizdir. Bununla birlikte
PONT1 55 L allelinin diabetik retinopati ile iliskili oldugu belirlenmistir ve PON1 192
R alleli daha ¢ok kardiyovaskiiler hastaligi olan diabetiklerle iliskilidir. PON1 L55M
polimorfizmi ise azalmis glukoz toleransi, pankreas hiicre harabiyeti ve artmis

insiilin rezistans1 ile iligkili olarak bulunmustur. Diabetiklerde PON1 enzim
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aktivitesindeki azalma mekanizmasmin artmis glukoz konsantrasyonu ile iligkili

olabilecegi diisliniilmektedir (Baskol ve ark, 2003).

PONL1 55 L/M polimorfizminde MM genotipe sahip bireylerde LL genotipe sahip
bireylere kiyasla paraoksonaza karsi daha diisiik PON1 enzim aktivitesi bulundugu
rapor edilmistir (McElveen ve ark, 1986). PON1 enzim aktivitesinin oksidatif stres
ile yakindan iligkili oldugu ve PON1 55 L alleli varliginda arttig1 gézlenmistir (Ikeda
ve ark, 2003., Robertson ve ark, 2003).

Cok az calismada hipertansiyonda PON1 enzim aktivitesi ile gen polimorfizmi
arasinda iliski oldugunu gosterilmistir. PON1 Q192R polimorfizminde Q alleline
sahip bireylerde, R allelini tagiyan bireylere gore daha diisitk PON1 enzim aktivitesi
gozlenmektedir (Adkins ve ark, 1993., Aynacioglu ve Kepekci, 2000). Makrofajlar
PON2 gen expresyonunu oksidatif stres altinda arttirirlar (Aviram ve ark, 2004).
Boylelikle PON2 proteini hiicre diizeyinde selektif bir antioksidan olarak etkili olur
ve oksidatif stres makrofajlardan kopiik hiicre olusumunu azaltarak antiaterojenik bir
rol oynar (Ng ve ark, 2001). PON1 enzim aktivitesinin diisiik oldugu durumlarda
KARH’a yatkinlik ve myokard enfarktiisii oraninda artis gozlenmektedir (Mackness ve
ark, 2000). KAH’da anahtar rolii oynayan mekanizma arteriyal subendotelyal
bolgedeki LDL’nin oksidasyonudur. HDL-PON1 enzim komplexi, okside LDL gibi
okside fosfolipidlerin uzun zincirlerini hidrolize edebilir. PON ailesi iiyesi olan PON
1 ve PON 3 antioksidan ve antiinflamatuar fonksiyonlari ile LDL oksidasyonunu
onleyerek KAH olusumunu engellerler. Yapilan ¢aligmalarda (Jalilian ve ark, 2008),
HDL ve TG diizeyleri agisindan KAH ve kontrol grubu arasinda fark olmadigi
bildirilmesine ragmen, bizim c¢alismamizda AKS ve TG diizeyi T2DM grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Ancak LDL yiiksek
olmasina ragmen, bu ylikseklik anlamli degildi. HDL ise kontrol grubunda T2DM
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu. LDL ve TG HT grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunurken, AKS yiiksekligi anlamli degildi.
HDL ise kontrol grubunda HT grubuna gore yiiksek bulunmasina ragmen, anlamh
degildi. Mackness ve ark. tarafindan PON2 311 polimorfizminin paraoksonaz
aktivitesi ile sinerjistik etki gosterdigi ve T2DM’li hastalarda PON2 SS

genotiplilerdeki paraoksonaz aktivitesinin diger genotipli hastalardan daha ytiksek
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oldugu gosterilmistir (Mackness ve ark, 2000). PON2 311. kodondaki degisikliklere
bagli bu muhtemel mekanizma T2DM’e yatkinlik diisiindirmektedir. PON1 192 R
allelinin azliginin ve PON2 311 polimorfizmlerinin KAH riskini arttirdig1 bildirilmis
olup bazi meta analiz caligmalarinda ise bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig:
rapor edilmistir (Tomdas ve ark, 2004., Mackness ve ark, 2001., Wheeler ve ark,
2004).

Buna ek olarak, PON1 192 QQ genotipinin KAH’a yatkinlig1 arttirdig1 bildirilmistir
(Guxens ve ark, 2008). Bizim c¢alismalarimizda ise PON1 192 QR ve RR
genotiplerinin varliginda KAH’a yatkinligin arttigini ve 6zellikle T2DM’li hastalarda
PONI1 192 QR genotipinin HT’li hastalarda ise PON1 192 RR genotip oraninin
yiiksek oldugunu goézlemledik.

PON2 311 S allel varligi ile PON1 192 Q allel varliginda MI riskinin yiiksek oldugu
ve bunun MI i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu sdylenebilir. PON1 192 Q alleli R
allelinden daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahiptir. Oksidatif stres varliginda
makrofajlardan hiicresel diizeyde PON2 salinimi artmaktadir. Boylece PON2’nin

hiicresel diizeyde antioksidan cevap ile antiaterojenik rol oynadigi gosterilmistir

(Guxens ve ark, 2008).
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6. SONUC

Bu calismanin sonucunda, PON polimorfizmi ile PON1 enzim aktivitesinin birlikte
degerlendirilmesinin daha anlamli olacagi sonucuna varilarak kardiyovaskiiler
belirtegler arasinda yer almasi gerektigi diisiiniildi. PON1 L55M ve Q192R
polimorfizmleri ile KAH arasinda iligski oldugu gézlendi. HT+KAH grubunda PON1
55 L ve PON1 192 R allellerinin varliginda PON1 enzim aktivitesinde yilikselme
izlendi. Bu durumda, PON1 enzim aktivitesinin KAH, HT ve DM gelisiminde
onemli bir onleyici faktor oldugu sonucuna varildi. Buna ek olarak, PON1 L55M
polimorfizmi ile HT+KAH arasinda anlamli bir iliski oldugu, ancak MM genotipe
sahip bireylerde LL genotipe sahip bireylere kiyasla PON1 enzim aktivitesinin diisiik
oldugu tespit edildi. Bu sonug, PON1 L55M polimorfizminin KAH gelisiminde
spesifik bir risk faktdrii olarak degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Ote
yandan, PON1 Q192R polimorfizminde ise RR veya QR genotipleri ile KAH
arasinda daha zayif bir baglanti oldugu izlendi. PON1 polimorfizmi ve KAH
arasindaki iligki beslenme aligkanliklari, etnik koken, yasam tarzi ve fiziksel aktivite
faktorlerine bagli degiskenlik gostermekle birlikte, genin ¢evreyle ve/veya genin
genle etkilesiminin de Onemli oldugunu disiindiirmektedir. PON2 S311C ise
KAH’tan ziyade daha ¢cok DM’un mikrovaskiiler komplikasyonlar: ile birliktelik
gostermektedir. Ancak PON2 311 ile T2DM’li hipertansif hastalardaki risk faktorleri
arasindaki nedensellik iliskisinin belirlenmesi i¢in daha genis c¢apli calismalara
gereksinim  duyulmaktadir. Molekiiler yontemlerin  ilerlemesiyle  genetik
polimorfizmlerin  multijenik  hastaliklarin  etiyopatogenezinde rol  aldigi
gosterilmektedir. Bu bilgiler 1s181inda; PON1, PON 2 ve PONI1 enzim aktivitesindeki
degisimlerin saptanmasinin multigenik ve kompleks bir hastalik olan KAH’1n tan1 ve
tedavisinde risk altindaki bireylere erken sathada oOnlem alinabilme imkani

saglayacaktir.
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7.0ZET

AMAC: Gelismis iilkelerde koroner arter hastaligi en sik goriilen saglik
problemlerinden biridir. Hipertansiyon ve Tip 2 diabetes mellitus (T2DM)
muhtemelen artmis oksidatif stres yoluyla endotelyal disfonksiyona neden olmaktdir.
Bu nedenle HT ve T2DM koroner arter hastaligi etiyopatogenezinde 6nemli rol alir.
HDL’ye bagli bulunan paraoksonaz (PON) ateroskleroz ve endotelyal disfonksiyonu
inhibe eden bir enzimdir. Bu c¢alismada, koroner arter bypass greftleme planlanan,
hipertansiyon hastalar1 veya T2DM’li hastalarda PONI1 ve PON2 gen
polimorfizmleri ile PON 1 enzim aktivitesi arasindaki iliskinin gosterilmesi

amaglandi.

METOD: Calismaya 92 hasta ve saglikli kontrol dahil edildi. U¢ gruba ayrildi.
Hastalar grup 1(n=31) T2DM + KAH, grup 2 (n=30) HT + KAH ve grup 3 (n=31)
kontrol grubu ise saglikli bireylerden olusturuldu. PON1 Leu 55 Met ve Gln 192
Arg; PON2 Ser 311 Cys polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi ile serum PON
aktivitesi ise paraokson hidrolizinin spektrofotometrik Slgiimiiyle degerlendirildi.
Koroner arter hastaliginda PON1 ve PON2 polimorfizmleri, PON aktivitesi ve lipid
profilleri degerlendirildi.

BULGULAR: Ug grup arasinda PON1 L55M, PON1 Q192R and PON2 C311S
polimorfizmlerinin allel frekanslar1 ve genotip dagilimlari istatistiksel olarak anlamli
degildi (P>0.05). PON 1 aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda T2DM’li
hastalarda yiiksek bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bununla
birlikte kontrol grubu ile karsilastirildiginda HT grubunda, PON aktivitesinin yiiksek
olmasi istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05). PON aktivitesi ile diger biyokimyasal

degerler arasinda istatistiksel olarak korelasyon vardi (P<0.05).

TARTISMA ve SONUC: Bu bulgular T2DM’li hastalarda PON aktivitesinin
azaldiginmi gosterdi. Bununla beraber PON aktivitesi HT lu hastalarda daha yiiksekti.
Sonug¢ olarak PON1, PON2 polimorfizmlerindeki ve PON1 enzim aktivitesindeki
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degisimlerin saptanmasi, komplex ve multijenik gelisim gosteren koroner arter
hastaliginin erken evresindeki riskli bireylerin tan1 ve tedavisinde onlem almaya

firsat saglayacaktir.
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SUMMARY

PURPOSE: Coronary artery disease (CAD) is one of most important health
problems in developed countries. Hypertension and type 2 diabetes mellitus (T2DM)
cause endothelial dysfunction probably through increased oxidant stress. Thus
hypertension and type 2 diabetes mellitus (T2DM) play role in the etiopathogenesis
of CAD. Paraoxonase (PON) is a high-density lipoprotein-bound anti-oxidant
enzyme that inhibits atherosclerosis and endothelial dysfunction. In this study, We
scheduled to investigate the relationship between PON1, PON2 and PON activity in
patients with T2DM or HT.

METHODS: Ninety-two patients were enrolled in the study. They were divided into
three groups. Thus, patients were separated as group T2DM (n=31): group HT
(n=30) and group control (n=31) were composed of individuals healty patient. PON1
Leu 55 Met, GIn 192 Arg; PON2 Ser 311 Cys polymorphisms and serum PON
activity were evaluated by PCR-RFLP techniques and measuring spectrofotometric
paraoxon hydrolysis.respectively. The association between PON1, PON 2 ,PON activity

and lipid profiles were evaluated in the CAD.

RESULTS: PON1 and PON2 genotypes of all three groups the allele frequencies
and genotype distribution were not significant differences in terms of looking at the
PON1 L55M, PON1 Q192R and PON2 C311S genotype homozygous codon among
three groups (P>0.05). When compared control group PON1 activity was found
higher in the T2DM patients. This difference was not significant. However, when
compared control group with the HT group was higher. PON activity difference was
significant (p<0.05). Serum PON activity was a significant correlation with other

biochemical parameters (P<0.05).

DISCUSSION and CONCLUSION: These findings suggest that serum PON

activity is reduced in the T2DM patients. However, serum PON activity is higher in
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the HT patients. In conclusion detection of changes in PON 1, PON 2
polymorphisms and activity of serum PON1 enzyme a complex and multigenic
disease at an early stage will provide the opportunity precaution in the diagnosis and

treatment of CAD at-risk individuals.
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