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OZET

Koroner arter hastaligi (KAH) diinya genelinde, mortalite ve morbiditenin ciddi bir kismini
olusturmasi sebebiyle tip ve bilim diinyasinda biiylik 6neme sahip bir hastaliktir. Gen-gen
ve gen-cevre etkilesimlerinin ¢oklu kombinasyonlarindan etkilenen, multifaktoriyel
etiyolojisi olan KAH’a yatkinlik olusturan genetik faktorlerin erken yastaki bireylerde
belirlenmesi hastaligin genetik altyapisini anlagilir kilacaktir. Calismamizda plazminojen
aktivatoriiniin ana fizyolojik inhibitorii olan plazminojen aktivator inhibitor 1 (PAI1)
geninin -675 promotor bolgesindeki 4G/5G  polimorfizmi ile, lipid metabolizmasinda
HDL’ye bagli bulunan ve HDL’nin anti-aterojenik 6zelligine etkisi olan insan paraoksonaz
1 (PON1) genindeki Leu55Met ve GIn192Arg polimorfizmlerinin erken yas (<45 yas)
KAH ile iliskisini aragtirdik.

26 erken yas koroner arter hastasi ile yas ve cins agisindan es 26 saglikli kontrolde PAIL ve
PON1 polimorfizmlerini inceledik. DNA izolasyonunun ardindan, PCR ve RFLP

yontemleri ile bireylerin genotiplerini belirledik.

Incelenen polimorfizmlerde hasta ile saglikli gruplar arasnda belirgin bir fark
gozlenmezken, PAI1 5G allelinin siklig1 hasta grubunda 0.481, kontrol grubunda 0.500, 4G
alleli ise sirastyla 0.519 ve 0.500 olarak bulunmustur. PON1 L55M polimorfizminde, L
allelinin siklig1 hasta grubunda 0.577, kontrol grubunda 0.635, M alleli ise sirasiyla 0.423
ve 0.365 olarak bulunmugtur. PON1 Q192R polimorfizminde Q allelinin siklig1 hasta
grubunda 0.710, kontrol grubunda 0.652, R alleli ise sirastyla 0.290 ve 0.342 olarak



bulunmustur. Erken yas KAH ile ¢alistigimiz polimorfizmler arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski bulunmamastir.

2010, 98 sayfa
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THE ROLE OF
PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR 1 GENE (4G/5G)
and
PARAOXONASE 1 GENE (L55M and Q192R) POLYMORPHISMS
IN PREMATURE CORONARY ARTERY DISEASE

ABSTRACT

Because of consisting the serious part of mortality and morbidity, coronary artery disease
(CAD) is one of the most important disease in medicine and science worldwide.
Determining the genetic factors that predispose to CAD in the early age of life, which has a
multifactorial etiology, and is affected by the multiple combinations of gene-gene and
gene-environment interactions will make the genetic background of the disease clear. We
investigated the relationship between premature CAD (<45 years) and 4G/5G
polymorphism in the -675 promoter region of the plasminogen activator inhibitor 1 (PAI1)
gene, which is the main physiological inhibitor of the plasminogen activator in the
fibrinolytic pathway, Leu55Met and GIn192Arg polymorphisms in the human paraoxonase

1 gene, which is bound to HDL and has an effect on anti-aterogenic property of HDL.

We examined PAI1 and PON1 polymorphisms in 26 premature CAD patients with 26 age
and gender matched healthy controls. After DNA isolation, we determined the genotypes
of the individuals by PCR and RFLP methods.

While there is no significant difference observed between patients and healty groups in the
examined polymorphisms in patient and control group, PAI1 5G allele frequency was
found 0.481 and 0.500, 4G allele frequency was found 0.519 and 0.500, respectively. In
PON1 L55M polymorphism, the frequency of L allele was found 0.577 in patients, 0.635
in controls; M allele was found 0.423 and 0.365, respectively. In PON1 Q192R
polymorphism, the frequency of Q allele was found 0.710 in patients, 0.652 in controls; R



allele was found 0.290 and 0.342, respectively. In conclusion, no statistically significant
relationship between the polymorphisms of PAI1 and PON1 and premature CAD was
found in our study.

2010, 98 pages

Key Words: Cardiovascular Disease, Coronary Artery Disease, Premature Coronary
Artery Disease, Polymorphism, Plasminogen activator inhibitor 1, Paraoxonase 1.
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1. GIRIS

Bu tez ¢alismasinda, KAH’in geleneksel risk faktorlerinin disinda, diinyada daha 6nceden
tanimlanmis genetik risk faktorlerinden fibrinolizde rol alan plazminojen PAI1 ve lipid
metabolizmasinda rol alan PON21 genlerindeki polimorfizmlerin erken yas KAH
olgularinda incelenmesi, ¢ikacak anlamli sonuglarin Tiirk toplumunda erken yas KAH’a
yatkinligin  belirlenmesine katki saglamasi ve olusturulan risk profilinde bu
polimorfizmlerin yerlerinin belirginlestirilerek erken yas KAH riskinin bu faktorlerle

birlikte degerlendirilmesi amaglanmuistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. KARDIiYOVASKULER HASTALIKLAR

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) diinya genelinde, 0Ozellikle gelismis iilkelerde
Oliimlerin ciddi bir kismini olusturmasi sebebiyle tip ve bilim diinyasinda biiyiik dneme
sahip bir hastalik grubudur. KVH, kalp ve kan damarlarinda meydana gelen; KAH,
serebrovaskiiler hastaliklar, periferik arter hastaligi, hipertansif kalp hastaligi, romatizmal
kalp hastaligi, konjenital kalp hastaligi, derin ven trombozu ve pulmoner embolizm, kalp
yetmezligi, kalp ritm bozuklugu ve inflamatuar kalp hastalifi gibi bir grup hastaligi
kapsamaktadir (WHO).



2.2. KARDIYOVASKULER HASTALIKLARIN SIKLIGI

Diinya Saglik Orgiiti (WHO=World Health Organisation) 2004 tahmini verilerine gore,
tim Olimlerin % 29’unun (17.1 milyon insan) nedenini KVH olusturmaktadir. Bu
Oliimlerin 7.2 milyonu koroner arter, 5.7 milyonu serebrovaskiiler hastalik kaynaklidir.
KVH kaynakli 6liimlerin % 82’si diislik ve orta gelirli iilkelerde meydana gelmekte, erkek
ve kadinlarda esit dagilim gostermektedir. 2030 yilinda, neredeyse 23.6 milyon kisinin
KVH sebebiyle yasamini yitirecegi tahmin edilmektedir (WHO). Amerikan Kalp
Dernegi’nin (AHA=American Heart Association) 2006 yil1 KVH istatistiklerine gore ise,
Amerika’da 81.1 milyon kisi en az bir formda KVH’a sahiptir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. 2006 y1l1 AHA verilerine gore ABD’de KVH’dan muzdarip birey sayisi

KVH Muzdarip Birey S
ABD’de Kardiyovaskiiler Hastaliklar (2006) uz a_r 'p DIrey Sayist
(milyon)

Yiiksek Kan Basinci 73.6
Koroner Kalp Hastalig1 17.6

Miyokard Infarktiisii 8.5

Anjina Pektoris 10.2
Inme 6.4
Kalp Yetmezligi 5.8

AHA verileri dogrultusunda, 2006 yilinda her 2.6 6liimden birinin KVH kokenli oldugu ve
bunun da tiim dliimlerin % 34.3’{inii (831.272 insan) olusturdugu 6ngoriilmiistiir. Bunlar

icinde 151.000°1 65 yas altidir.



2002 yilinin son verilerine gore, niifusun 70 milyon (70.318.000) civari oldugu iilkemizde
sadece kalp hastaliklarindan 2002 yili iginde 102 bin (102.552) kisi yasamini yitirmigtir
(WHO).

Hemofili, kistik fibrozis, miiskiiler distrofi gibi monogenik hastaliklarin aksine, KAH gen-
gen ve gen-cevre etkilesimlerinin ¢oklu kombinasyonlarindan etkilenmektedir. Bu
poligenik hastaliga yatkinlik olusturan gen-gen ve gen-gevre etkilesimlerinin belirlenmesi,
diger bir deyisle erken yas KAH patogenezinde etkili olabilecek genetik ve g¢evresel
faktorlerin saptanmasi, hastaligin gelisiminin ve seyrinin anlagilmasinda kolaylik
saglayacaktir (Franchini et al. 2008). KVH’larin ortalama % 70’ini yiiksek mortalite ve
morbidite oranlariyla KAH olusturmaktadir (WHO).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Franchini%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

2.3. KORONER ARTER HASTALIGI

2.3.1. Koroner Arterler

Koroner arterler, ana atar damar olan aorttan aldiklar1 oksijence zengin kani, diastol
doneminde kalp hiicrelerine tasiyan damarlardir. Major koroner arterler, sol 6n inen
(LAD), sol sirkumfleks (Cx), ve sag koroner arterler (RCA)’dir. Belirgin KAH herhangi
bir major epikardiyal koroner arterde > % 50 stenoz olmasi durumudur (Shaw et al. 2008).
Bu durum, koroner arterlerin duvarinda lipid birikimi sonucu olusan aterosklerozla damar

limeninin tikanmasi sonucu gelisir (NCEP=National Cholesterol Education Program

2002).

2.3.2. Erken Yas Koroner Arter Hastahig1 (P-KAH= prematiir KAH, erken yas KAH)

Anjiyografik olarak epikardiyal koroner arterlerde % 50°den fazla liimen diameter darlik
ve/veya gecirilmis miyokard infartiisiine (MI) ait objektif bulgularin erkeklerde 45,
kadinlarda 50 yas ve altinda saptanmasi erken yas KAH varligin1 gostermektedir (Akbulut
ve ark. 2004, Shen et al. 2007).

1. dereceden erkek akrabanin 55 yasindan once, 1.dereceden kadin akrabanin 65 yasindan
once KAH tanis1 almis olmasi erken yas KAH i¢in major risk teskil etmektedir. Diger risk
faktorlerinin ortadan kaldirilmasi bile bu riski indirgeyememektedir (NCEP 2002). 1.
derece akrabalarda KAH hikayesi bulunmasi, bireyin KAH riskini 2-3 kat arttirirken, iki ya
da daha fazla sayidaki yakin akraba, hastaliga yakalanma riskini 3-6 Kkat arttirmaktadir
(Scheuner 2004).



2.4. KAH RiSK FAKTORLERI

Her ne kadar erken yas KAH ve MI'min klinik fenotiplerinin kalitsal temelinin oldugu
bilinse de, hangi genetik varyantlarin yiliksek riskle iligkilendirildigi ispatlanmamistir
(Franchini et al. 2008). KAH ile miicadelede en etkin yontem, tiim potansiyel risk
faktorlerini ortaya ¢ikarmak, bu risk faktorlerinin gelisimi ve ilerleyisini onlemek olarak

verilmektedir (WHO) (Cizelge 2.2.).

Degistirilemeyen, degistirilebilen ve bagimsiz risk faktorleri hastaligin bireydeki etkisini
giiclendirmektedir, ¢izelge 2.2.’de gosterilmistir (AHA 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Franchini%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Cizelge 2.2. KAH icin geleneksel risk faktorleri

Geleneksel Risk Faktorleri

Degistirilemeyen Risk Faktorleri

o Yas
e Cinsiyet
e Genetik

o Aile Oykiisii
o Etnik Koken
o Irk

—— | Kontrol veya Tedavi Edilebilen Risk Faktorleri

e Sigara

e Diabetes Mellitus (veya Bozulmus Oral Glukoz Toleransi)
e Dislipidemi

e Hipertansiyon (Yiiksek Kan Basinci)

e Obezite

e Fiziksel Inaktivite (Sedanter Yasam)

Diger Bagimsiz Risk Faktorleri

e Hiperhomosisteinemi
e Urik Asit

e Fibrinojen Diizeyi

e Hipotiroidizm

e Psikososyal Faktorler
e Alkol Kullanimi




Son zamanlarda gelismis lilkelerde yapilan calismalarla multifaktoriyel etiyolojisi olan
KAH’1n tan1 ve tedavisinde dnemli olan risk faktorlerinin belirlenmesi, KAH yatkinliginin
genetik belirteclerle saptanabilmesinin 6nemini ortaya c¢ikarmistir. Erken yas KAH
epidemiyolojik ¢alismalarinda ortaya ¢ikan yeni genetik risk faktorleri ile geleneksel risk
faktorlerinin birlikte degerlendirilmesi KAH’1in anlasilmasina model teskil etmektedir

(Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. KAH igin genetik risk faktorleri

KAH icin Tammmlanmis Genetik Risk Faktorleri

e Koagiilasyon

o Faktor V

o Protrombin (PTH; Faktor II)

o 5,10-Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR)

o Faktor XIII

o Insan Trombosit Antijeni 1 (HPAL; Gp llla; integrin b3)
e Fibrinolitik Yolak

o Beta-Fibrinojen (FGB)

o Plazminojen Aktivator inhibitor 1 (PAI-1, Serpin E1)
e Endotel islevleri

o Endotel Protein C Reseptorii (EPCR)
e Lipid Metabolizmasi

o Paraoksonaz 1 (PON 1)

o Apolipoprotein B (Apo B)

o Apolipoprotein E (Apo E)
e Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim (ACE)
e Inflamasyon

o Endotel Nitrik Oksit Sintaz (eNOS; NOS3)

o Limfotoksin Alfa (LTA)

KAH i¢in belirlenen risk faktorlerinin birden fazlasinmin varligi, bireyin KAH gelisim

riskini arttirmaktadir.



2.5. KAH iCIN TANIMLANMIS GENETIK RiSK FAKTORLERI

Yaygin goriilen birgok genin ve g¢evresel etkenin ise karistig1 erken yas KAH’ 1in genetik
analizi tim kompleks hastaliklarda oldugu gibi zordur ve uzun zaman almaktadir. Bu
kompleks hastaliklarin genetik temellendirmesini yapmak zordur. Son dénemlerde, var

olan yeni teknolojileri kullanarak 6nemli bakis agilar1 ortaya ¢ikmaya baglamistir.

Koroner arter hastaliklarinda, birgok gen ve c¢evresel faktorlerin etkinligi ortaya konmugsa
da Mendelyen ya da multifaktoriyel kalitim, her ailesel olgu igin sdylenememektedir.
Genotipte olusan polimorfik degisiklikler fizyolojiyi bozarak ya da cevresel faktorlerin
davranigini degistirerek hastalik tablosunun olusmasini kolaylastirmakta ve dolayist ile

hastaliga yatkinlik meydana getirmektedir.

Polimorfizm, bir gen lokusunda, nadir allel sikliginin % 1°1 asan birden ¢ok normal allelin
bulunmasi durumudur. Genetik polimorfizm, bir populasyonda farkl: allellere bagli olarak,
genetik olarak belirlenmis iki ya da daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir. SNP yani
tek niikleotid polimorfizmi, bir populasyondaki bireyler arasinda DNA dizinindeki tek bir
bazin (niikleotid) varyasyonudur. Toplumdaki siklig1 % 1’den fazla olusuyla mutasyondan

ayrilmaktadir (Passarge 1995).

KAH’ta damar liimeninin daralmasina yol agabilecek ya da kalp kasinin beslenmesini
etkileyebilecek pek c¢ok fizyolojik yolakta islev yapan proteini kodlayan genlerde olusan
polimorfik degisikliklerin bu protenlerin miktar ya da islevlerini degistirerek etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. KAH’ta etkili olabilecek bu yolaklar endotel fonksiyonlariyla
iligkili genler, inflamasyon, koagiilasyon mekanizmasi, fibrinolitik yolak ve lipid
metabolizmas1 bagliklar1 altinda toplanabilir. Ancak bu polimorfizmlerden hangilerinin

hastaligin erken yasta goriilmesinde etkili oldugu tartismalidir.



2.5.1. Endotel Fonksiyonlariyla fliskili Genler

Nitrik oksit (NO); trombosit agregasyonunu, endotelyal 16kosit adezyonunu ve vaskiiler
diiz kas hiicre (VSMC) biiyiimesini engellemektedir (Simionescu 2007). eNOS un G894T
polimorfizmi ile KAH/MI arasindaki iligki bir ¢ok ¢alismada gbézlenmistir (Agema et al.
2004).

2.5.2. inflamasyon

Ateroskleroz, kronik inflamatuar hastaligi olarak kabul edilmis olup inflamatuar siirec,
aterosklerotik plak olusumunda 6nemli bir etkendir (Libby 2002). Aterosklerozun degisik
evrelerinde, hiicresel ve molekiiler immiin/inflamator bilesenler arasinda karmasik bir

interaksiyon olusur (Hansson et al. 2006).

C-reaktif protein (CRP) ve fibrinojen gibi inflamasyon biyobelirteglerinin artmis plazma
diizeyleri kardiyovaskiiler riskle iligskilendirilmistir (Rifai and Ridker 2001). Fibrinojen
gen-kiimesindeki bazi SNP ve haplotipleri (fibrinojen zincirleri olan a-FGA ve B-FGA) Ml

sonrasi fibrinojen diizeyleriyle belirgin 6l¢tide iligkili bulunmustur (Jacquemin et al. 2008).

Proinflamatuar sitokin TNF-o, endotel fonksiyonunu, koagiilasyonu, insulin direncini ve
lipid metabolizmasini etkilemektedir. Limfotoksin-a (LTA, TNF-f), immiin sistemin
regiilasyonunda ve inflamatuar reaksiyonlarda bir ¢ok fonksiyona sahip olan bir sitokindir
(Allen et al. 2001, BenjaWeld et al. 2001, Vendrell et al. 2003). Japonya’da genom
boyunca yapilan asosiyasyon calismasinda, LTA genindeki fonksiyonel SNP’lerin, MI ile
belirgin 6lctide iliskisi oldugu saptanmistir (Ozaki 2002).



2.5.3. Koagiilasyon Mekanizmasinda Rol Alan Genler

Koagiilasyon ve fibrinolitik yolagin hiicresel ve molekiiler bilesenleri arasindaki iliski,
piht1 olusumunda esansiyeldir. Koagiilasyon faktdrleri, fibrinolitik faktdrler ve trombosit
yiizey reseptorleri ile ateroskleroz arasindaki iligkiyi arastiran sayisiz calisma
bulunmaktadir (Voetsch B and Loscalzo J 2004). Hemostatik genler ile KAH arasindaki
iliskiyi inceleyen, 191 ¢alismay1 kapsayan bir meta-analizde, faktor V geninin G1691A ve
faktor II geninin G20210A varyantlarinin, baz1 gruplarda erken KAH icin risk tasidig
sonucuna ulasilmistir (Ye Z et al. 2006).
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2.5.4. Fibrinoliz - Fibrinolitik Yolak

Fibrinoliz, fibrinin kan pihtilarin1 ¢6zmesi ve sinirlamasi i¢in fizyolojik yikilimidir. Fibrin
birincil olarak zimogen, plazminogen olarak dolasan serin proteaz olan plazmin tarafindan
degrade edilir. Otoregiilator sistemde, fibrin hem plazminojenin aktivasyonunda kofaktor,
hem de plazminin substrati olarak gorev yapar. Fibrin varhiginda, doku plazminojen
aktivatorii (t-PA) plazminojeni plazmine doniistiirtir, bu da fibrini pargalar. Fibrin,
reaksiyon icin gerekli bir kofaktor oldugundan fibrinin degradasyonu, ilave plazminojen
aktivasyonunu sinirlar. Serin proteaz olan t-PA, endotel hiicreleri tarafindan sentezlenip
salmir (Wiman and Collen 1978, Loskutoff and Quigley 2000, Levi et al 2004, Cesarman-
Maus and Hajjar 2005). Fibrine baglanmasimnin yanisira t-PA, Anneksin 1l (Anll) ve
endotel hiicresi ile trombosit yiizeyleri tistiindeki diger reseptorleri de baglar (Miles et al
2005). Plazmin tiretimi ve fibrinoliz, trombus olusumu ile kesilir (Galis and Khatri 2002,
Taraboletti et al. 2002). Plazminojen ayni zamanda, bir serin proteaz olan iirokinaz

plazminojen aktivator (u-PA) tarafindan da plazmine donistiiriilebilir (Dano et al. 2005).

Fibrinolizin dolagimdaki 2 ana inhibitdriinden biri (t-PA ve u-PA’y1 hizlica inhibe etmede
rol alan) PAI1, digeri ise (aktif faktor XIII tarafindan polimerlesen fibrine, kovalent olarak
bagli bulunan spesifik bir plazmin inhibitdrii olan) ap-antiplazmindir (0, AP) (Sprengers
and Kluft 1987, Wiman and Collen 1978). a,AP, karacigerde sentezlenen 452 aminoasitten
olusan, 63 kDa’luk bir glikoproteindir. Fibrinolitik yolakta plazminin primer fizyolojik
inhibitdrii olarak rol almaktadir (Coughlin 2005).
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2.5.4.1 PAI1 ve KAH

2.5.4.1.1. PAI1 Fizyolojisi ve Gen Ekspresyonunun Regiilasyonu

t-PA yogun olarak vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan tiretilen bir glikoproteindir. Fibrin
varliginda, plazminojeni plazmine doniistiirerek ve c¢apraz bagl fibrini D-dimer ve diger
degradasyon iirlinlerine ayristirarak piht1 ¢oziilimini aktive eder. t-PA, tiimoér nekroz
faktor (TNF), steroid hormonlari, epidermal biiyiime faktorii, bradikinin gibi bir ¢ok faktor
tarafindan modiile edilmektedir (Brown et al. 1999, Medcalf 2007). t-PA’nin major
inhibitorii olan PAIL, karaciger (hepatositler), vaskiiler endotelyum (endotel hiicreleri), ve
adipoz dokuda (adipositler) eksprese olmaktadir (Chomiki et al 1994, Samad and
Loskutoff 1996). Biiyiikk miktarda aktif PAI1 trombositler tarafindan da sentezlenip
depolanmakta, trombosit aktivasyonuyla salinmaktadirlar. Trombosit¢e zengin pihti bu

yiizden fibrinolize direnglidir (Konkle et al. 1993).

PAI1 {iretimi, interlokin-1 (IL-1) ve TNF-a gibi sitokinler; doniistiiriicii biiylime faktorii-p
(TGF-P) gibi bliytime faktorleri; insiilin ve Ostrojen gibi hormonlar ve trombin tarafindan
uyarilmaktadir (Sawdey et al. 1989, Kooistra et al. 1989, Brown et al. 2002, Dichek and
Quertermous 1989). Aym faktorlerin, vaskiiler inflamasyon ve aterosklerozu tesvik ettigi
diisiniilmektedir. Vaskiiler dokuda anjiyotensin-II’nin PAI1 mRNA ekspresyonunu

indiikledigi bulunmustur (Vaughan et al. 1995).

PAIl’in ¢ogunlugu plazmada bulunur. Salgilananin sadece bir kismi plazma t-PA ile
reaksiyona girerek inert kovalent bilesik olarak bulunmaktadir. PAI1 plazmada 3 formda
dolagmaktadir: aktif, inaktif ve latent form. Aktif form, kendiliginden latent forma
gecebilmekte ve bu durumdayken daha sonra reaktif olabilmektedir. Inaktif forma gecerek
kendi spesifik proteinazlar tarafindan geri doniisiimsiiz olarak degrade olabilmeleri de
miimkiindiir (Cale and Lawrence 2007). Latent ve inaktif formlarinin biyolojik rolleri
belirsizdir.

12



Aktif PAIl’in yar1 omrii ¢ok kisa olmakla birlikte, plazma PAI1 diizeyleri yetiskinlerde
biiyiik degiskenlik gosterir. Fizyolojik kosullarda ortalama plazma konsantrasyonu 6-80
ng/ml’dir (Liu 2008). PAII seviyesi sabah en list diizeydedir. Bu durum, sabahin erken
saatlerinde gozlenen fibrinolitik aktivite seviyesinin diisiikliigiiyle ve bu saatlerde akut Ml
insidansinin yiiksek olusuyla ortiismektedir (Andreotti et al. 1988, Angleton et al.1989,
Muller et al.1989). PAI1 aktivitesinin fizyolojik ve patolojik kosullar altindaki
regiilasyonunun molekiiler mekanizmalar1 genis ¢apta ¢alisilmistir. PAIL ekspresyonunun
uyaricilar1 i¢inde anjiyotensin, lipopolisakkarit, TNF, IL-1, etanol, aldosteron,
glukokortikoidler, epidermal biiyiime faktorii, protein kinaz C aktivator forbol 12-miristat
13-asetat, insiilin, hipoksi, lipoprotein, VLDL, ve yiiksek glukoz diizeyleri bulunmaktadir
(Massague 1990, Cale and Lawrence 2007, Liu 2008, Vaughan et al. 2007,

Cesarman-Maus and Hajjar 2005). Heparin tedavisi endotel hiicrelerinin PAI1 tiretimini

diistirmektedir (Orbe et al. 1999).
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2.5.4.1.2. t-PA ve PAI?1’in Kalittin

Bazi aile ¢aligmalarinda t-PA ve PAIL’in kalittmi incelenmis ve farkli sonuclar elde
edilmistir. Kan basinct ve plazma PAIl antijen degerleriyle saglikli ve gen¢ ikiz
calismasinda kalitilabilirligi 0.71 bulunmus, diger calismalar daha diisiik fakat belirgin
degerler saptamistir (Cesari et al. 1999, de Lange et al. 2001, Peetz et al. 2004). Bu
caligmalarla, t-PA ve PAI1l c¢esitliligini belirlemede kag¢ genin rol aldigi, bu gen
cesitliliginin populasyondaki frekanslari, ve sonugta genetik etkilerin dogasi anlasilabilir

(Asselbergs et al. 2008).

2.5.4.1.3. Plazminojen Aktivator Inhibitér 1: SERPINE1

Serpinler, 16 smifta (A-P) gruplandirilan proteinlerin iist familyasidir ve serin proteazlari
inhibe etmedeki yeteneklerine gore adlandirilirlar (Law et al. 2006). Serpin ailesinin (serin
proteaz inhibitorii) tiyesi olan PAIL, endotel hiicreleri, trombositler ve vaskiiler sistemi
saran difer mezensimal hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Insanda PAI1 geni
7.kromozom (7921.3-q22) tistiinde lokalize olup, 9 ekzon ve 8 intron igermekte, ve 379
aminoasitten olusan 50 kDa’luk tek =zincirli PAIl glikoproteinini kodlamaktadir.
(Strandberg et al.1988, van Mourik et al. 1984, Sprengers and Kluft 1987, Fay 2004).

PAI1, plazminojen aktivatoriiniin ana fizyolojik inhibitorii olarak bilinmektedir. PAI1, t-PA
veya U-PA’ya baglanarak meydana getirdigi inaktif kompleksle, t-PA’y1 inhibe edip,
kandaki fibrinolizin negatif regiilasyonunu meydana getirir (Sprengers and Kluft 1987).
PAIl’in bu 6nemli gorevi, vitronektin glikoproteini yardimiyla olmaktadir (Declerck et al.
1988) (Sekil 2.1.). PAIL1 dolagimda kararsiz (yar1 émrii 1-2 saat) yapida olmasina ragmen,
75 kDa’luk bir ekstraselliiler matriks glikoproteini olan vitronektine (VN) baglh olarak
bulunur. Béylece vitronektin, PAI1 ’in aktif konformasyonunu stabilize eder ve aktivitesini
korur (Declerck et al. 1988, Lawrence et al. 1997, Keijer et al. 1991, Zhou et al. 2003).
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Damar hasarini takiben aktiflesen trombositler, gelisen trombusu prematiir fibrinolizden
korumak igin PAI1’i serbest birakirlar. Daha sonra koagiilasyon siirecinde trombus iginde,
t-PA ve plazminojen/plazmin fibrine baglanirlar. Bu da t-PA’y1, PAIL inhibisyonundan
koruyarak plazmin olusumu ve fibrinoliz ile sonuglanir (Cesarman-Maus and Hajjar 2005,
Wiman and Collen 1978, Heimark et al. 1980).

| Plazminojen |
ERTIVIN. : l Fibrin
T
) =
T
+ Ea .
Fibrin

degradasyon
iiriinleri

Vitronektin

Sekil 2.1. Fibrinolitik yolakta PAI1’in rolii.

u-PA; iirokinaz plazminojen aktivatdr, t-PA; doku plazminojen aktivatdr.
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2.5.4.1.4. PAI1 Geni

PAI1 geni, 7921.3-q22’de lokalize olup, ortalama 12.2 kb uzunlugundadir ve 9 ekzon 8
introna sahip olmakla birlikte 50 kDa’luk bir protein kodlamaktadir (Strandberg et al.
1988, Dellas et al. 2005) (Sekil 2.2.).

TNF TGF-p VLDLRE ERE Spl Aldo Spl TATA Kutusu

Aldosteron Ang-yanit

Molekiiler yanit bolgesi bolgeleri
saat bolgeleri

Glukoz yamit
bolgeleri

Sekil 2.2. Insan PAI1 geni promotor bdlgesinin sematik lokalizasyonu (Vaughan 2005)
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2.5.4.1.5. PAI1 Gen Polimorfizmleri

PAI1 geninin, 3’HindIIl, intron 3’de sitozin-adenin diniikleotid tekrar1 ((CA),), 4G/5G’yi
(insersiyon/delesyon) igeren bir ¢ok polimorfizmi saptanmistir. PAIL’in belirlenen bu
polimorfizmleri iginde, 4G/5G bolgesinin erken yas KAH ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bu insersiyon/delesyon bolgesi, transkripsiyonun baslangi¢ bolgesinden
675 bg¢ yukarida, promotor bolgede bulunmaktadir ve en sik ¢alisiimis genetik varyanttir
(Dawson et al. 1991, Klinger et al. 1987, Dawson et al. 1993).

Plazma PAI1 konsantrasyonlari, PAI1 geninin promotor bdlgesinde meydana gelen 4G/5G
polimorfizmi gibi bazi gen polimorfizmlerinden etkilenmektedir (Dawson et al. 1991). 4G
alleli homozigot olan bireylerde, plazma PAI1 konsantrasyonunun homozigot 5G alleline
sahip bireylere gore ortalama % 25 daha yiiksek oldugu saptanmistir (Eriksson et al. 1995).
45 yasin altinda MI gecirmis hastalarin ayni yastaki saglikli bireylere gore, 4G
prevalanslari belirgin dl¢iide yiiksek bulunmustur (Dawson et al. 1991, Eriksson et al.
1995).
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In vitro ¢alismalar transkripsiyon-regiile edici proteinlerin, bu polimorfizm bélgesine farkli
baglanmalar gosterdigini bulmustur. 5G allelinde; hem transkripsiyonu eksprese edici
(transkripsiyonel aktivator), hem de PAIL transkripsiyon oranini diisiiren repressor protein
baglarken, 4G allelinde; sadece eksprese edici protein baglamaktadir. Aktivatoriin
baglanmasini diigliren repressor protein bulunmadigindan 4G alleline sahip kisilerde,
artmig gen ekspresyonuna bagli olarak, 5G alleline oranla PAI1l miktar1 daha yiiksektir
(Dawson et al. 1993, Eriksson et al. 1995) (Sekil 2.3.).

Diisiik plazma PAIl

konsantrasyonu
Aktivator Repressor
GGGGG
Reg:nlator Transkripsiyon
bolge _
5 0MOto Ekzon 1-9 3
T -675 PAIL geni
GGGG
e Yiiksek plazma PAI1l
Aktivator konsantrasyonu

Sekil 2.3. PAI1 gen yapisi ve promotordaki 4G/5G polimorfik bolgesi (Kohler and Grant
2000).
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2.5.4.1.6. Hastaliklarda PAIl

Calismalar, PAI1 seviyesinin ¢ok cesitli patofizyolojik faktorlere kars1 hassas oldugunu ve
artmig PAI1 sentezinin ¢ok sayida kardiyovaskiiler olaya katkisinin oldugunu gostermistir
(Mertens | et al. 2006). Tip 2 diyabetlerde hipergliseminin kontroliiyle birlikte PAI1
seviyesi diismektedir (Bourcier and Libby 2000). Sirkadyan saat proteinlerinden CLOCK,
BMAL ve CRY, PAILl gen ekspresyonunu regiile etmektedir, bu durum kardiyovaskiiler
olaylarin olusum riskinin sabahlar1 daha yiiksek olusunu agiklayabilir (Oishi et al. 2007).
PAI1 ekspresyonunu ve dolasiyla diizeyini arttiran 4G/5G  promotor bolgesindeki
polimorfizm, erken yas KAH ve MI ile iliskilendirilmis, bazi ¢aligmalarda olumlu sonug

alinirken, bazilarinda ¢eliskili sonuglar ortaya konmustur (Moore et al. 2002).

2.5.4.1.7. PAII’in Vaskiiler Inflamasyon ve Aterotrombozdaki Rolii

Insanlarda yapilan bir ¢cok ¢alismada, aterosklerotik lezyonlarda artmis PAI1 ekspresyonu
gozlenmistir. Damar duvarlarinda asir1 fibrin depozisyonu olusumu ve yiiksek plazma
PAIl diizeylerine bagh olarak defektli fibrinoliz, koagiilasyon ve fibrinoliz arasindaki
dengenin bozulmasini, bu da aterotrombozu ve KAH’1 tetikleyebilir. Ateroskleroz
baslangicinda, iltihapli bolgelere yapisarak bu bolgede biriken monosit ve T lenfosit
olusumu, endotel ve lokositlerde adezyon molekiillerinin artmasiyla sonuclanir (Ross
1999). Integrinler, sik1 baglanmalarina aracilik eder. Aterom plaklari tarafindan {iretilen
proinflamatuar sitokinler, yapiskan 16kositlere kemotaktik bir uyar1 gondererek, goclerini
intimaya yonlendirir (Libby 1995). Vaskiiler inflamasyon ayni zamanda plagin
destabilizasyonu ile de iliskilendirilmektedir. PAI1, t-PA ve u-PA’nin baslica fizyolojik
inhibitorii oldugundan fibrinolitik sistemi regiile ederken, ayn1 zamanda akut faz protein
olarak da gorev almaktadir. Cesitli calismalar, doku zedelenmesi sonrasinda PAI1l’in
inflamasyon bélgesinde lokal inflamatuar siirecin regiilasyonu sirasinda olustugunu
gostermistir (Juhan-Vague et al. 1984, Kluft et al. 1985). PAI1, vaskiiler inflamasyona

katilarak proinflamatuar 6zellik tasiyor olabilir.
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Koagiilasyon sistemi, koagiilasyon molekiillerinin kompleks kaskadindan olusmustur.
Koagiilasyon kaskadindaki ana basamak, kararli ¢apraz-bagl fibrin olusumu, , fibrinojenin
trombin-indiiklii par¢calanmasi ile ¢apraz-baglh fibrin polimerlerinin eszamanl aktivasyonu
ile olmaktadir. Koagiilasyon kaskadinda trombinin, ¢apraz-bagl fibrin pihtis1 ve trombosit
agregasyonu olusumuyla sonuglanan 6nemli rolleri bulunmaktadir. Fibrinolitik sistem,
fibrin olusumu sonrasinda, plazminojen ve t-PA birlikte fibrinin ylizeyine baglandiginda
aktif olur (Sekil 2.1.). Pihtinin spontan ¢6ziiliimii biiylik 6l¢iide fibrinolitik aktivite ile,

plazmin olusumu sonucu regiile edilmektedir.

Fibrinoliz sirasinda insolubl fibrin, fibrin pihtisinin ylizeyinde, u-PA veya t-PA’nin
etkisiyle inaktif Onciisii olan plazminojenden aktif forma donistiiriilerek, plazmin
tarafindan sindirilir. Fibrin degredasyonundan sorumlu enzim olan plazmin, fibrinolitik
sistemde kritik bir rol oynamaktadir. Hiperkoagiilabilite, indirgenmis fibrinoliz, veya her
ikisi de koroner ve serebral arterlerde okliizif pihtt olusumuna sebep olarak, KVH

gelisimine katkida bulunabilir (Kohler and Grant 2000, Aso 2007).
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2.5.5. Lipid Metabolizmasi ve Erken Yas KAH

Lipoproteinlerin kandaki diizeyleri ve bazi lipid metabolizmas1 bozukluklari, ateroskleroz
baslangict ve gelisimi ile yakindan iligkili bulunmustur. Diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptorii (LDLR) gen ailesi, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein reseptorii (VLDLR), LDL
reseptor-iliskili protein (LRP), LRP1b, megalin/LRP2, multiple epidermal biiylime faktori
iceren protein 7 (MEGF7)/LRP4, LRP5, LRP6 ve apolipoprotein E reseptér 2 (APO
ER2)/LRP8 gen gruplart aterosklerozda etkili oldugu diisiiniilen gen gruplaridir (Boucher
and Gotthardt 2004).

Apolipoprotein B (apo B) lipoprotein metabolizmasinda gérev alan anahtar glikoproteindir.
LDL-reseptorii-baglama domaininde meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlar,
hiperkolesterolemi ve erken yas KAH ile karakterize edilen familial ligand-defektif apo B-
100’e neden olur (WhitWeld 2004). Apolipoprotein E (apo E), VLDL’nin primer bileseni
olup APOE’nin E4 alleli, yiiksek LDL-K diizeyiyle ve erken yas koroner aterosklerozla
iliskilendirilmistir (Wilson 1996). Son zamanlarda yapilan bir genetik ¢alismada, 2 erken
yas KAH vakasmnda APOE geninin Argl36Cys degisimi saptanmig, ¢alisma grubunu
olusturan hasta sayis1 bakimindan genelleme yapilmadiysa da, bu konuda calisilma

yapilmasi i¢in bir zemin hazirlamistir (Hubacek et al. 2009).

HDL kolesterol (HDL-K) ile ateroskleroz arasinda ters iliski oldugu iyi bilinmekteyken
(Goldbourt 1997), diisiik HDL-K diizeyine sahip bireylerin hepsi erken yasta koroner kalp
hastalig1 riski tasimamaktadir (Rader 1993).

Lipid metabolizmasinda yer alan PON1 genindeki polimorfizmler de erken yas KAH ile
iliskilendirilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalar, PON1’in esteraz, peroksidaz- ve fosfolipaz-
benzeri aktiviteleriyle proinflamatuar okside edici fosfolipidlerin olusumunu o6nledigini,
veya bir kez olusmalari durumunda, bunlar1 degrade ettigini gdstermistir (Costa et al.
2003).
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2.5.5.1. Paraoksonaz (PON) ve KAH
2.5.5.1.1. PON Gen Ailesi

Insanda PON1, PON2 ve PON3’ten olusan PON gen ailesi, 7g21.3-22’de birbirine komsu
halde (Primo-Parmo et al. 1996) (Sekil 2.4.), farede 6q22.3-23.1 bolgelerinde lokalizedir
(Rowles et al. 1996).

L55M 0O192R

W

PON2 8.5 kb PON3 35.4 kb PON1

Sekil 2.4. PON Gen Ailesi Genetik Haritast

Bu 3 insan PON (iPON) geni, protein diizeyinde % 65, gen diizeyinde % 70’e¢ yakin
benzerlik gostermektedir. Evrimsel olarak, PON2 en eski iiye olmak iizere, PON3 ve
PON1 onu takip etmektedir (Draganov and La Du 2004). Insanlarda, PON1 mRNA
ekspresyonu, yalniz karacigerle smirlanmis olup benzer sekilde, iPON3 de oncelikle
karacigerde eksprese olur, bobrekte de goriilebilir (Reddy et al 2001). PON1 karacigerden
sentezlendikten sonra, serumda HDL ile iliskili olarak bulunur (Durrington et al. 2001).
1PON2 kalp, bobrek, karaciger, akciger, plasenta, ince bagirsak, dalak, mide, ve testis gibi
doku gesitlerinde bulunmasina ragmen, PON2’ye serumda rastlanmaz (Primo-Parmo et al.

1996, Ng et al. 2001).
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PON, aromatik karboksilik asit gibi substratlari da hidroliz eder. PON enzimi (EC.3.1.8.1)
oncelikle, pestisitleri ve sarin gibi sinir gazlarin1 yitkma yeteneginden dolay1 caligilmigtir.
Son zamanlarda, lipidleri toksik oksidatif modifikasyonlardan korumak gibi analog bir rol

yerine getirmesiyle adindan s6z ettirmektedir (Rowles et al. 1996).
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2.5.5.1.2. PON1 Geni

PON1, molekiil agirligi 43 kDa olan, 354 amino asit kodlayan bir protein olup, bu proteini
kodlayan genler 7921.3-22"de lokalizedir (Primo-Parmo et al. 1996, Mackness et al. 1996,
Hegele 1996) (Sekil 2.4).

Makrofaj kolesterol akiimiilasyonu ve koptik hiicre olusumu, erken ateroskleroz igin ayirt
edici niteliklerdir. PONI1’in antiaterosklerotik etkinligi, HDL partikiilleri {izerine
lokalizasyonuyla iliskilidir. HDL nin, aterosklerotik lezyonlardaki makrofaj hiicrelerinden
kolesterol akisina aracilik etme ve LDL’deki lipid oksidasyonunu kisitlama olarak 2
anahtar roli bulunmaktadir (Lund-Katz et al. 2003). PON1-knockout ve PON1-transgenik
farelerin makrofajlariyla yapilan ¢aligmalarda, PON1’in makrofaj kopiik hiicre
olusumunun engellenmesindeki katkist incelenmistir. PON1, okside LDL olusumunu ii¢
yolla gergeklestirmektedir: 1) kolesterol alimini inhibe ederek, 2) okside LDL’deki okside
lipidlerin yikimini saglayarak, ve 3) makrofaja daha fazla okside LDL alimina engel olarak
(Aviram and Rosenblat 2004, Rosenberg et al. 2005, Barter et al. 2004).
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2.5.5.1.3. PON1’in Enzimatik AKktivitesi ve Antioksidan Ozellikleri

Serum PON1 Kkalsiyum-bagli esteraz olup, paraokson gibi organofosfat substratlarina
reverzibl baglanarak onlar1 hidroliz eder. Bdylelikle, sinir sistemini, dolagima giren
organofosfatlarin norotoksisitesinden korumus olur (La Du 1992). PON1’in paraoksonaz
aktivitesinin yanisira, arilesteraz, laktonaz, diisiik diizeyde peroksidaz, ve fosfolipaz A2-
benzeri aktivitelerinin de oldugu raporlanmistir (Aviram et al. 1998, Teiber et al. 2003,
Watson et al. 1995, Rodrigo et al. 2001, Rozenberg et al. 2003, Marathe et al. 2003).

PON’larin, trombosit-aktive edici faktoriin hidrolizinde fosfolipaz A2 hareketi ve yine
aterosklerotik vaskiiler hastalik i¢in risk faktorii sayillan homosistein tiyolakton
inaktivasyonu gibi ¢esitli fizyolojik rolleri de dnerilmektedir (Rodrigo et al. 2001, Ahmed
et al. 2001, Jakubowski 2000). PON1’in fosfolipaz A2 aktivitesi, kiltiirdeki
makrofajlardan doymus yag asidi ve lizofosfatidil kolin ¢ikistyla sonuglanir. Lizofosfatidil
kolin, makrofajlarin kolesterol biyosentezinde, doz-bagimli diisiis (inhibisyon) meydana
getirir (Rozenberg et al. 2003). PON1, makrofajlarda kolesterol biyosentezini inhibe eder
ve ATP-bagli kaset protein Al transporter araciligiyla, makrofajlardan disar1 kolesterol
akisini uyarir (Rozenberg et al. 2003, Rosenblat et al. 2005, Gaidukov et al. 2006). PON1

ayrica, kolesteril esterlerinin peroksitlerini metabolize etmektedir (Aviram et al. 1998).
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2.5.5.1.4. PON1 Ekspresyon ve Enzim Aktivitesinin Regiilasyonu

PONI1 aktivitesi dogumdan itibaren 15-25 aya kadar artarak erigkin evrede en iist diizeye
ulagir (Cole et al. 2003). PON1 aktivitesi ve konsantrasyonu bireyler arasinda, ortalama 10
ile 40 kat varyasyon gostermektedir (Humbert et al. 1993). Genetik faktorlere ilave olarak,
bir takim ¢evresel faktorlerin PON1 ekspresyonu ve aktivitesini modiile ettigi (degistirdigi)
gosterilmistir. Proaterojenik beslenen fare ve tavsanlarda PON1 aktivitesinde diisiis

saptanmustir (Shih et al. 1996).

PONT1 aktivitesi ayn1 zamanda fizyolojik ve patolojik durumlarda da degisebilmektedir.
Ornegin, serum PON1 aktivitesi, hamilelik ve menopoz déneminde belirgin sekilde
diismektedir. Diigsitk PON1 aktivitesi ayn1 zamanda bdbrek hastaliklari, diabetes mellitus,

ve karaciger sirozunda da goriilmektedir (Ferre et al. 2001)

PONI1 aktivitesini beslenme ve yasam tarzi gibi faktorler de etkilemektedir. Sigara
kullanimi, defalarca kullanilmig yemek yagi ve trans yaglar insanlarda PON1 aktivitesini
diisiirmektedir. Tersine polifenoller, C ve E vitaminleri, ilimli alkol kullanimi ve
simvastatinin PON1 aktivitesini giiclendirdigine dair ¢aligmalar raporlanmistir (Deakin et
al. 2003, Jarvik et al. 2002, Tomas et al. 2000, van der Gaag et al. 1999, Sierksma et al.
2002, Aviram et al. 1998).
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2.5.5.1.5. PONL1 Polimorfizmleri

PON1 geni 9 e¢kzon ve 8 introndan olusmustur. PON1 geninin kodlayan sekansta 2,

promotor bolgede ise 5 yaygin polimorfizmi belirlenmistir (Sekil 2.4.).

2.5.5.1.6. PON1 Promotor Polimorfizmleri

PON1 promotor geninin sekanslanmasiyla, kendi ekspresyonu iizerinden degisik
seviyelerde etkisi olan, en az 5 polimorfizm kesfedilmistir. Bu polimorfizmler, -909/907
(CIG), -832/824 (AIG), —162 (A/G), —126 (C/G) ve —108/~107 (C/T)’dir (Brophy and
Hastings et al. 2001). Promotor polimorfizmleri ile serum PON21 konsantrasyonunu

gozlenmis, fizyolojik olarak iligkili bulunmustur (Leviev and James 2000).

2.5.5.1.7. PON1 Gen Ekspresyonu

Halen PON1 gen ekspresyonu hakkinda yeterli bilgi bulunmamakla birlikte, yapilan
populasyon ¢alismalarinin 1s18inda, kodlayan bolgelerdeki polimorfizmleri PON1’in
katalitik aktivitesini etkilerken, promotor bolge polimorfizmlerinin gen ekspresyon diizeyi
iistline etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Leviev and James 2000, Brophy and Hastings et al.
2001, Brophy and Jampsa et al. 2001, Deakin et al. 2003).
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2.5.5.1.8. PON1 Kodlayan Bélge Polimorfizmleri ve KAH

Ekzonda siklikla meydana gelen bu 2 allelik varyant; ekzon 3’iin 55. kodonunda 16sinin
metiyonine (55 L->M) ve ekzon 6’nin 192. kodonunda glutaminin arjinine (192 Q>R)
dontisimiidiir (Adkins et al. 1993). Erken yas KAH ile iligkilendirilen gen polimorfizmi,
192. kodonda meydana gelen GIn192Arg (Q192R) polimorfizmidir. L55M tek-niikleotid
allelik varyanti, yani L alleli, 192. pozisyondaki glutamin veya arjinin varligindan
bagimsiz olarak daha yiliksek enzim konsantrasyonuna yol acarken, Q192R allelik varyanti
paraoksonaz-1 aktivitesinde degisiklige yol agmaktadir (Rodriguez-Esparragon et al. 2005,
Garin et al. 1997). PON1’in 192Q/R polimorfizmi, enzimin hidrolitik aktivitesinin substrat
spesifitesindeki dikkat ¢ekici farktan sorumludur (Adkins et al. 1993, Humbert et al. 1993,
Davies et al. 1996). Paraokson’un HDL ile olan hidrolitik aktivitesi, PON1’in 192 RR
allelinde, 192 QQ alleline nazaran daha fazladir. Heterozigotluk durumu bu aktivitenin
seviyesini diistirmektedir (Watson et al. 2001, Imai et al. 2000). Q192R polimorfizminin,
in vitro olarak, enzimin LDL’yi oksidasyondan koruma yetisini degistirdigi gézlenmistir.
PONZ1’in L55M polimorfizmi substratlartyla olan interaksiyonunu etkilememekte, bunun
yerine enzimin, serum aktivitesi ve konsantrasyonunda diisiikliik ile iliskilendirilmektedir
(Oliveira et al. 2004). PON1 192Q’nun antioksidan kapasitesinin oksidasyona ugramis
lipidlerin iistinde, PON1 192R’e gore daha etkili oldugu rapor edilmistir (Aviram et al.
2000).

Paraokson 192R izoformunca (Adkins et al. 1993, Humbert et al. 1993), diazokson, soman
ve sarin 192Q izoformu tarafindan daha etkili hidroliz olmaktadir (Davies et al. 1996).
Paraoksonaz aktivitesi, ¢ok genis c¢apta arastirilmis raporlanmistir, ve enzim
konsantrasyonundaki varyasyonu gibi 192 Q/R polimorfizminin kombine etkilerini
yansitmaktadir. PON1 esteraz aktivitesi 192 Q/R polimorfizminden etkilenmezken, PON1
konsantrasyonu dolayli olarak arilesteraz aktivitesinin 6l¢iimiiyle degerlendirilebilir. PON1
55 polimorfizmi, 107 C/T’y1 de igeren promotor bdlgesindeki polimorfizmlerle baglantili
bulunmustur, bu nedenle enzim konsantrasyonundaki varyasyonlarla iliskilendirilmistir.
(Garin et al. 1997). Leviev ve ark. (1997), PON1 55M alleli tagiyan bireylerde, mRNA
diizeylerinde diisiis oldugunu saptamustir.
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Q192R ve L55M polimorfik formlarmin LDL’yi oksidasyondan korumasindaki
yeteneklerinin degisiminin KAH gelistirme riski istiine etkileri bir ¢ok vaka-kontrol
caligmasimna konu olmustur. Bu calismalar, sonu¢ ortaya koyacak bir kesinlik
kazandirmamakla birlikte (Ko et al. 1998), bazilar1 KAH ile iliski bulurken, bazilari
bulmamistir (Ombres et al. 1998). Wheeler ve ark. (2004), 43 genetik asosiyasyon
calismasinin dahil oldugu 11.000 vaka ve 13.000 kontrolle yaptig1 metaanalizde, PON1 55,
-108T veya PONZ2 -310 bolgelerindeki polimorfizmlerden KKH arasinda kaydadeger bir
iliski bulmazken, PON1 192 polimorfizmiyle KAH arasinda zayif bir iligki bulunmustur.
Bu metaanalizde, etnik koken faktorii goz onlinde bulundurulmamis oldugundan PON
polimorfizminin hala baz1 bireyler igin risk unsuru olabilecegi diistiniilmektedir (Wheeler
et al. 2004). Celigkili sonuglar, az sayida ve farkli populasyonlardan bireyle ¢alismanin
velveya farkli genotipleme yontemleri kullanilmasmin sonucu olabilir (Klimov et al.

1989).

In vivo arastirmalarin 1s13inda, genis sayida yapilan bazi populasyon calismalari
bulgularinda, PON1 192 Q/R ve 55 L/M polimorfizmleri KAH patogeneziyle
iliskilendirilmistir (Serrato and Marian 1995, Chen et al. 2003, Garin et al. 1997, Brophy
et al. 2001, Aynacioglu ve Kepekci 2000). Epidemiyolojik ¢aligmalarda PON1 geninin
allelik varyantlari ile iliskili KAH riski i¢in ¢eliskili sonuglar elde edilmistir (Zama et al.
1997, Sanghera et al. 1997, Wheeler et al. 2004, Antikainen et al. 1996, Herrmann et al.
1996).
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2.5.5.1.9. PONL1 ve Ateroskleroz

Insan serum paraoksonaz (iPON), organofosforlu bilesiklerin hidrolizinde, lipid
metabolizmasinda, kardiyovaskiiler hastaliklar ve aterosklerozda 6nemli rol oynamaktadir.
PONL, yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) ve diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL)
ile siki bir iligki i¢indedir. PON1’in hem HDL hem LDL’yi, ateroskleroz ve kalp
hastaliginin ilerleyisindeki major basamak olan oksidasyondan korudugu bilinmektedir
(Aviram et al. 1998, Mackness et al. 1991, Mackness and Arrol et al. 1993, Mackness and
Abbott et al 1993, Mackness et al. 1998, Watson et al. 1995). Mackness ve arkadaslarinin
(1995) PONL1 ile dolasimdaki HDL arasindaki iliskiyi kesfi, PON1’in lipid metabolizmas1
ve aterogenezdeki roliiniin anlagilmasi i¢in bir takim ¢aligmalarin yapilmasini tetiklemistir.
Son on yilda, PON1’in LDL’yi oksidasyondan korudugu, okside LDL’nin biyolojik
etkilerini geri ¢evirdigi ve HDL nin oksidasyonunu engelleyerek fonksiyonunu muhafaza

ettigi ispatlanmistir (Aviram et al. 1998, Watson et al. 1995).

Shih ve ark.lari, bu in vitro ortamdaki bulgular1 in vivo ortamda dogrulamak adina, gen
hedefleme yontemi ile PON1 geni yoksun (PON1™) fare olusturmuslardir. PON1"" farede,
saptanabilir herhangi bir plazma paraoksonaz aktivitesi gézlenmemistir. Bunun yanisira
heterozigot farelerde, yaban tip farelere nazaran % 50 diisiik plazma paraoksonaz aktivitesi
goriilmiistiir. PON 17 fare makrofajlarinin  yaban tiplerine gore LDL kolesterol
oksidasyonunu (ve okside LDL’yi) indirgeme kapasitesi daha diisiik oldugu ve daha ¢ok
okside LDL barindirdig1 igin PON1" farenin HDL kolesterolii, kontrollerine gére arter
duvar kiiltiir modelinde LDL’yi oksidasyondan koruyamamis ve fareyi ateroskleroza daha
yatkin hale getirmistir. Buna ilaveten, asir1 yagli, yiiksek kolesterollii, kolat iceren diyete
maruz birakilan PON1” farelerde, yaban tip ve heterozigot farelere gore belirgin

biiyiikliikte lezyonlar olustugu gézlenmistir (Shih et al. 1998).
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Apolipoprotein E’den yoksun (apoE'/') fare, aterosklerotik lezyon gelisimi i¢in iyi bir
modeldir. apoE"' farelerde, PON1’in KAH olusumunu o6nlemedeki rolii daha belirgin
gdzlenmektedir. PON1” ile apoE™ fareler ciftlestirilmis, PON1"/apoE™ farelerde yalniz
apoE™" farelere gore, daha biiyiik lezyonlar meydana gelmistir. PON17/apoE” farelerden
taze izole edilen LDL incelendiginde, yine sadece apoE'/' farelere gore daha yiiksek
diizeylerde biyolojik olarak aktif fosfolipidler elde edilmistir. Bu sonug, ¢ifte knockout
farelerde oksidatif stresin daha yiiksek diizeylerde oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer
sekilde, PON1”/apoE” farelerin HDL’leri PON1” farelerde oldugu gibi LDL’yi
oksidasyondan korumakta basarisiz olmustur (Shih et al. 2000). Bu fonksiyon kaybi
caligmalari, PON1’in aterogeneze karsi koruyucu ve HDL’nin antioksidan kapasitesine

yardimet oldugu hipotezini desteklemektedir (Ng et al. 2005).

PON1’in overekspresyonunun HDL fonksiyonunu koruyup korumadigini belirlemek
amaciyla, Oda ve ark., fare PON1’ini overeksprese eden transgenik fare gelistirmislerdir.
mPON1’i overeksprese olan fareden izole edilen HDL’de, yaban tipe ve apOE'/‘ kiyasla,
lipid peroksidasyonuna daha biiyiik direng ve aterosklerotik lezyon olusumunda belirgin

bir diisiis gostermislerdir (Oda et al 2002).

Bu in vivo ¢alismalar, PON1’in potansiyel olarak, ateromun 6nlenmesinde tedavi edici bir
ajan oldugunu vurgulamaktadir. Ilerki calismalar, PON1’in aterosklerotik lezyon
regresyonunu indiikleme kapasitesini belirlemek ic¢in dizayn edilerek Onemli ilgi

uyandirabilecektir (Ng 2005).
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2.6. AMAC

Bu ¢alismada fibrinolitik dongiide rol alan PAIL ve lipid metabolizmasinda yer alan PON1
genlerindeki polimorfizmler ile erken yas KAH arasindaki iliski incelenmistir. Daha 6nce
diinyada ve Tiirkiye’de, PAI1 4G/5G ve PONL1 gen polimorfizmleri ayr1 ayri olmak iizere,
koroner arter hastalarinda g¢alisilmig, fakat Tirk populasyonunda her iki polimorfizmin
erken yas KAH olgularinda calisildigina dair herhangi bir yayma rastlanmamustir. Elde
edilecek verilerin bu bakimdan Tiirk toplumu i¢in 6nem arz edebilecegi diisliniilmektedir.
Diinya genelinde yapilan caligmalarda ortaya ¢ikan, erken yas KAH i¢in risk unsuru
sayilabilecek bu gen polimorfizmlerinin, Tiirk toplumunda risk unsuru ya da koruyucu
olup olmayacagini gérmek, ve elde edilen verilerin ilerki ¢aligmalarda mevcut bilgilere

ilave veriler olmasi bakimindan bu tez ¢aligmasinin yapilmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. CALISMA GRUBU

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali’na basvurmus, erken yas
(<45 yas) KAH tanist almis, KAH igin belirlenen sigara, DM, dislipidemi, hipertansiyon ve
aile hikayesi risk faktorlerine sahip 45 yas ve alt1 26 erkek hasta (1.grup) ile bu gruba yas
ve cins acisindan es 26 saglikli goniilliden (2.grup) aydinlatilmis (bilgilendirilmis)
onamlar1 ile kan drnekleri alinmustir. Arastirma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik

Kurulu’nun 1 Mart 2010 tarihli toplantisinda 08-146 no.’lu karar1 ile onaylanmustir.

Hasta ve kontrol grubuna ait aile 6ykiisii ve 6zge¢mis bilgileri ile demografik verileri ve
laboratuar bulgular ¢izelge 3.1.de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calisma grubunu olusturan hasta ve saglikli bireylerin 6zellikleri

) Erken yas KAH Saghkh Kontrol
Ozellikler Hastalan Grubu p
(n=26) (%) (n=26) (%)

Yas 42.08 + 3.90 41.42 +4.27 >0,50
Sigara 17 (% 65.38) 20 (% 76.92) >0,10
Hipertansiyon 12 (% 46.15) 0 (%0.00) <0,01
DM 6 (% 23.08) 0 (%0.00) <0,01
LDL (mg/dl) 119.57 + 42.55 95.07+21.23 <0,01
Total Kolesterol (mg/dl) 209.38 + 98.13 165.42 £ 20.69 <0,05
HDL (mg/dl) 343 +£8.34 47.23 +10.63 <0,01
Aile Hikayesi 13 (% 50.00) 0 (%0.00) <0,01
MI Hikayesi 16 (% 61.54) 0 (%0.00) <0,01
Bel Cevresi 104.84 + 25.59 93 +4.30 >0,05
BMI 2538 + 4.00 24.89 + 1.44 >0,50
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3.2. ARAC ve GERECLER

3.2.1. Kullamilan Cihazlar

DNA izolasyonu, PCR, restriksiyon enzimi ile kesimi ve agaroz jel elektroforezi
asamalarinda kullanilan cihazlar markalar1 ve kullanim amaglarn ile, asagidaki Cizelge

3.2.°de listelenmisgtir.

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan cihazlar

Ad1/ Model (Marka) Kullanim Yeri / Amaci

Mikrosantrifiij (Eppendorf) DNA izolasyonu, PCR, restriksiyon enzimi

kesimi
Mini vorteks (Velp Scientifica) DNA izolasyonu, PCR, solusyonlarin
karistirilmasi
Otomatik Mikropipet Seti (Eppendorf) DNA izolasyonu, agaroz jel elektroforezi
Isitict (Wealter Corp.) DNA Izolasyonu

Termocycler

(Peltier Thermocycler) PCR ve enzim kesimi

Hassas Terazi (Mettler Toledo) Agaroz, tris, EDTA, borik asit tartimi
pHmetre (Thermo) TBE soliisyonunun pH’1n1 ayarlama
Mikrodalga firin (Arcelik) Agaroz jel hazirlama

PCR ve restriksiyon enzimi kesim iiriinlerini

Jel Goriintiileme Sistemi (Alpha Innotech) UV altinda goriintiileme

Yatay elektroforez cihaz1 ve gii¢ kaynagi Agaroz jel elektroforezi

(Appatus Corp.)

Buzdolabi (+4°C) (Bosch) PCR iirlinlerini saklama

Derin dondurucu Hasta kanlar1 ve DNA’larini uzun stireli
(-20 °C) (Bosch) saklama
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3.2.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calisma siiresince kullanilan tiim kimyasal maddeler, markalar1 ve kullanim amaglar ile

asagidaki Cizelge 3.3.’de listelenmistir.

Cizelge 3.3. Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler

Kullanim Yeri /

Adi1 (Marka) Amact
Absogene DNA Izolasyon Kiti (RTA, Tiirkiye) DNA izolasyonu
Mutlak Ethanol (Merck, Almanya) DNA izolasyonu
Tag DNA Polimeraz Enzimi (Fermentas, Kanada) PCR

10X Buffer (PCR Tamponu) (Fermentas, Kanada) PCR

MgCl;, (Fermentas, Kanada) PCR

dNTP miks (Fermentas, Kanada) PCR

DMSO (Dimetil siilfoksit) (CH3),SO (Finnzymes, Kanada) PCR

PAI1 -675 4G/5G, PON1 L55M ve PON1 Q192R’a 6zel primer PCR

dizileri (HPSF) (Alpha DNA, Kanada)

Agaroz (Prona, Ispanya) Agaroz jel hazirlama

EDTA (Merck, Almanya) Agaroz jel hazirlama

Borik Asit (Merck, Almanya) Agaroz jel hazirlama

Tris (Merck, Almanya) Agaroz jel hazirlama

6X Jel Yiikleme Tamponu (Fermentas, Kanada) Agaroz jel elektroforezi

GeneRuler 50 bp DNA Molekiiler Agirlik Belirteci Belirteci (0.5

ug/ul) (50 pg) (Fermentas, Kanada) Agaroz jel elektroforezi

pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Molekiiler Agirlik Belirteci, 23 (0.1

ug/ul) (50ug) (Fermentas, Kanada) Agaroz jel elektroforezi

Etidyum Bromiir (EtBr) (Fermentas, Kanada) Agaroz jel elektroforezi
NIalll Restriksiyon Enzimi ve Tamponu (NEB, Ingiltere) RFLP
Alw I Restriksiyon Enzimi ve Tamponu (NEB, Ingiltere) RFLP
BslI Restriksiyon Enzimi ve Tamponu (NEB, Ingiltere) RFLP
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3.2.3. Kullanilan Bilesik ve Cozeltiler

Calismada kullanilan bilesik ve c¢ozeltiler ile igerikleri, asagidaki Cizelge 3.4.de

listelenmistir.

Cizelge 3.4. Arastirmada kullanilan bilesik ve ¢ozeltiler

Cozeltinin Ad1

Cozeltinin Icerigi

PCR ve RFLP

Taq DNA Polimeraz
Enzimi (5 u/ul)

Thermus aquaticus YT1’den klonlanan pol geni ile E.coli
hiicreleri (Rekombinant)

10X Taq Tampon Cozeltisi
(+(NH4)2SO4)

750 mM Tris-HCI (pH 8.8, 25C’de), 200 mM (NH4),SO4 %
0.1 (v/v) Tween 20

MgCl; (25 mM)

dNTP Soliisyonu

(100 mM soliisyon, Her bir
deoksiriboniikleotidden
(dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) 100 pmol)

dATP CyoH13N501,PsNag; MW = 557.2; Amax=259 nm:
€=15.2x10° M em™ at pH 7.0;

dCTP CgH13N3013P3Naz; MW = 533.1; Amax=271 nm;

€=9.1x10° M*cm™ at pH 7.0.

dGTP C10H13N5013P3Nasz; MW =573.2; Amax=253 nm;
€=13.7x10° M 'em™ at pH 7.0.

dTTP Ci0H14N,014P3Nag; MW = 548.1; Amax=267 nm;
€=9.6x10° M*cm™ at pH 7.0.

DMSO (Dimetil siilfoksit)

(CH5),SO

Nlalll ve Alwl Restriksiyon
Enzimi Tamponu

1X NEBuffer 4’te; 20 mM Tris-asetat, 50 mM potasyum
asetat, 10 mM magnezyum asetat, 1 mM DTT
(Dithiothreitol), 25°C’de pH 7.9

Bsl I Restriksiyon Enzimi
Tamponu

1X NEBuffer 3’te; 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl,
10 mM MgCl;, 1 mM DDT (Dithiothreitol), 25°C’de pH 7.9

Agaroz Jel Elektroforezi

6X Jel Yiikleme Tamponu

10 mM Tris-HCI (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavisi, %
0.03 ksilen siyanol FF, % 60 gliserol ve 60 mM EDTA

Etidium bromiir (0.1 ug/uL)

% 0.005 son konsantrasyonu

(Cizelge 3.4. devam)
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Saklama tamponu: 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 10 mM

pUC19 DNA/Mspl(Hpall) o ) )
EDTA, % 0.005 bromofenol mavisi, % 0.005 ksilen siyanol

Molekiiler Agirlik Belirteci,

FF, % 10 gliserol. 6X Yiikleme Tamponu ile karistirilmis
23, (0.1 pg/ul) (50ng)

halde kullanildi.

Saklama tamponu : 10 mM Tris-HCI (pH 7.6) ve 1 mM
50 bp DNA Molekiiler )
Agirlik Belirteci EDTA. 6X Yiikleme Tamponu ve dH20 sonradan ilave
(0.5 ug/ul) (50 ng) edildi.
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3.2.4.1 X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Tamponu Hazirlanisi

Yatay elektroforez cihazinin tanki ve agaroz jel i¢in kullanilan 5 X TBE tamponundan 1 X
TBE tamponu arastogu hazirlandi. 1 X TBE tamponu; 0.089 M Tris bazik, 0.089 M
Borik asit ve 0.002 M EDTA igermektedir (pH 8.3). 1 X TBE tamponu hazirlamak i¢in; 54
gr. Tris bazik, 27.5 gr borik asit ve 2.72 gr EDTA tartilarak, 11t distile suya tamamlandi.
Elektroforez cihazinin tanki i¢in; 5 X TBE tamponundan 125 ml alip, 500 ml distile suyla
1X TBE tamponu elde edildi.

3.2.5. Agaroz Jel Hazirlamisi

% 1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 1.35 gr agaroz hassas terazide tartilip, meziirde 6l¢iilen
108 ml distile su ve 27 ml 5 X TBE tamponuyla beher i¢inde karistirilarak mikrodalgada
isitilmistir. Kaynamaya basladiktan ve homojen bir karisim elde edildikten sonra, beher
mikrodalgadan ¢ikarilmis, ortalama 60°C’ye gelen karisima 0.1 pg/pul Etidium bromiir
(%0.005 final konsantrasyonu olacak sekilde) karistirilarak yatay elektroforez tankina

yerlestirilecek iki yan1 kapali 10 cm — 15 cm ebatlarindaki kasete dokiilmiistiir.

% 1.5’1uk agaroz jel hazirlamak i¢in 2.025 gr agaroza 108 ml distile su ve 27 ml 5 X TBE
tamponu eklenip karistirilarak mikrodalgada isitilmistir. Kaynadiktan sonra ortalama
60°C’ye gelen karigima EtBr ilave edilip karigtirilan jel, yatay elektroforez tankinin

kasetine dokiilmiistiir.

% 3’liik agaroz jel hazirlamak i¢in 4.05 gr agaroza 108 ml distile su ve 27 ml 5 X TBE
tamponu eklenip karistirilarak mikrodalgada isitilmistir. Kaynadiktan sonra ortalama
60°C’ye gelen karisima EtBr ilave edilip karigtirilan jel, yatay elektroforez tankinin

kasetine dokiilmustiir.
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3.3. YONTEM

3.3.1. DNA izolasyonu

EDTA’l1 (etilendiamintetraasetikasit) tiiplere alinan periferik kanlardan DNA izolasyonu,
AbsoGene Kandan Genomik DNA Izolasyon kiti ile, kitte belirtilen prosediir uygulanarak
gerceklestirildi. DNA izolasyonun Asamalari;

o Kit agildiginda, liyofilize haldeki 5 mg Proteinaz K’ya 1 ml dH,O eklenerek
vortekslenmigstir. Konsantre 19 ml W1 solisyonuna 19 ml, 285 ml W2
sollisyonuna 9.5 ml mutlak etanol ilave edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.

e Izolasyona baslamadan 6nce, 1sitict 65°C’ye ayarlanmustir.

1. 1.5 ml’lik steril ependorf tiiptine 20 pl Proteinaz K, 250 ul EDTA’l kan, 250 pl
Soliisyon B konarak, kisaca vortekslenip, 15 dk. 65°C’de inkiibasyona birakild:
(her 5 dk.da bir karisim kisaca vortekslendi).

2. 65°C’den ¢ikan karisima, yine kisaca vorteks ve santrifiijden sonra, 200 ul mutlak
etanol eklendi, vurum-vorteks yapilarak spin kolonlu toplama tiiptine aktarildi.

Bu arada 1sitic1 70°C’ye yiikseltildi, steril ependorf tiiplerine hasta sayis1 x 250 pl
kadar soliisyon E 1siticiya yerlestirildi.

3. Tim igerik, 6.000 g’de 1 dk. santrifiij edildi. Spin kolonun altindaki toplama tiip
atilarak, spin kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

4. 700 pul W1 Soliisyonu eklenen spin kolon, yine 6.000 g’de 1 dk. santrifiij edildi.
Alttaki toplama tilipii degistirildi.

5. 700 ul W2 Soliisyonu eklenen spin kolon, 10.000 g’de 1 dk. santrifiij edildi. Alttaki
toplama tiipiiniin i¢i bosaltilarak, bos bir sekilde spin kolon 14.000 RPM’de 30 sn.
santrifiij edildi.

6. Spin kolonlar, hasta bilgilerinin yazili oldugu 1.5 ml’lik steril ependorf tiiplerine
yerlestirilip, 6nceden 1sitilmis olan Soliisyon E’den 200 pl kondu, oda sicakliginda

3 dk. Inkiibasyondan sonral4.000 RPM’de 1 dk. santrifiij edildi.
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7. Spin kolon atildiktan sonra, 200 pl Soliisyon E i¢inde yaklasik 6ug genomik DNA
eldesi yapilmistir. Elde edilen genomik DNA’lar % 1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis,
parlakligina bakilmistir.

3.3.2. Primerler ve Ozellikleri

PAI1 ve PON1 (L55M ile Q192R) gen polimorfizmlerinin PCR’inda kullanilacak

primerler ve 6zellikleri Cizelge 3.5.”de gosterilmistir.

Cizelge 3.5. PAI1 ve PON1 polimorfizm bdlgelerini ¢ogaltmada kullanilan primerler ve

PCR iiriin boylar1
Polimorfizm Uriin
Kullanilan Primer Dizileri
Bolgesi Boyu
PAIL F: 5 GCC CTC AGG GGC ACA GAG AGA GTC TGG CCA 3'
163 b
4G/I5G R : 5' GCA ATG CAG CCA GCC ACG TG 3' ¢
F:5 GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G 3'
L55M 170 be
R:5 TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC 3'
PON1
F:5 TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G 3'
99 be
QIR | R 5 CAC GCT AAA CCC AAA TAC ATC TC 3
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3.3.3. DNA Molekiiler Agirhik Belirtecleri (Marker)

3.3.3.1. Hazirlamis1

DNA markerlar1 kullanima hazir gelmemis ise, 4:1:1 (distile su : marker : 6X yiikleme

tamponu) oraninda karistirilarak ara stok hazirlandi.
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3.3.3.2. GeneRuler 50bp DNA Belirteci

Araliklar; 13 fragman tistten alta (bg) : 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200,
150, 100, 50.
% 2.5’luk TopVision (Fermentas) LE GQ Agaroz jel ile 1X TBE, 5V/em’de 1 saatlik

goriintlistidiir.

3.3.3.3. pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Belirtec, 23 (50pg)

Araliklart; 12 fragman tstten alta (bg) : 501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67,
34, 34.
% 1.7°lik TopVision (Fermentas) LE GQ Agaroz jel ile 1X TBE, 5V/cm’de 1.5 saatlik

goriintlistidir.
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3.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.3.4. 1. PAI1 -675 4G/5G Polimorfizmi PCR Asamasi

PAI1 -675 bolgesinin 4G/5G polimorfizmi igin; 5 pl genomik DNA (100 ng), 2 ul F
primeri (10 pmol/ul) (0.4 uM) ve 1.5 pl R primeri (10pmol/ul) (0.3 uM), 5 ul Taq Buffer
(10 X), 2 ul MgCl, (25 mM), 5 pl dNTP (2.5 mM), 0.25 ul DMSO (% 0.5) ve 1 pl Taq
DNA Polimeraz enzimi (5u/ul) PCR grade suyla toplam hacim 50 pl olacak sekilde

tamamlanarak PCR gergeklestirilmistir.

PAI1 -675 4G/5G polimorfizminin, uygun primerlerle yapilan PCR’min thermocycler

programi;

96°C’de 10 dk. baslangi¢ denatiirasyonunu takiben

95°C’de 1 dk. denatiirasyon,
63 °C’de 1 dk. hibridizasyon, 40 dongi
72 °C’de 2 dk. uzama

ve son olarak 72 °C’de 10 dk. final uzamas1 seklinde referans alinan kaynaktan yeniden

diizenleme ile optimize edilmistir (Doggen et al. 1999).
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10 pl PCR iiriinii ile 2 pl ylikleme tamponu karisimi, % 1.5’1uk jele yiiklenerek 90 V’°da 45
dk. yiiriitiilmiis, 163 b¢ uzunlugundaki bantlarin varligi kontrol edilmistir (Sekil 3.1.).

<+ 163 be

Sekil 3.1. Soldan saga markera kadar ilk 10 hastanin, markerdan sonra 11-19 numarali
hastalarin PAI1 PCR iiriinleri.
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3.3.4. 2. PON1 Leu55Met (L55M) Polimorfizmi PCR Asamasi

PON1 L55M polimorfizmi i¢in; 5 pul genomik DNA (100 ng), her bir primerden (F ve R) 1
wl (20 pmol/ul) (0.2 uM), 5 pl Taq Buffer (10 X), 3 ul MgCl; (25 mM), 4 ul ANTP (2.5
mM), ve 0.5 ul Taqg DNA Polimeraz enzimi (5 u/ul) PCR grade suyla toplam hacim 50 pl
olacak sekilde tamamlanarak PCR gerceklestirilmistir.

PON1 L55M polimorfizminin, uygun primerlerle yapilan PCR’inm thermocycler
programi;

95°C’de 5 dk. baglangi¢ denatiirasyonunu takiben

94°C’de 45 sn. denatiirasyon,

55°C’de 45 sn. hibridizasyon, 30 dongii

72 °C’de 1 dk. uzama

ve son olarak 72 °C’de 5 dk. final uzamasi seklinde referans alinan kaynaktan yeniden

diizenleme ile optimize edilmistir (Humbert et al. 1993).
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10 pl PCR iiriinii ile 2 pl ylikleme tamponu karisimi, % 1.5’1uk jele yiiklenerek 90 V’°da 45

dk. kadar yiiriitiilmiis, 170 b¢ uzunlugundaki bantlarin varligi kontrol edilmistir (Sekil
3.2.).

<170 be

Sekil 3.2. Soldan saga markera kadar ilk 10 hastanin, markerdan sonra 11-19 numarali

hastalarin PON1 L55M PCR trinleri.
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3.3.4. 3. PON1 GIn192Arg (Q192R) Polimorfizmi PCR Asamasi

PON1 Q192R polimorfizmi igin; 7.5 ul genomik DNA (150 ng), her bir primerden (F ve
R) 1.5 ul (10 pmol/ul) (0.3 uM), 5 ul Taq Buffer (10 X), 2 ul MgCl; (25 mM), 5 ul dNTP
(2.5 mM), ve 1 ul Tag DNA Polimeraz enzimi (5u/ul) PCR grade suyla toplam hacim 50 pl
olacak sekilde tamamlanarak PCR gerceklestirilmistir.

PON1 QI192R polimorfizminin, uygun primerlerle yapilan PCR’min thermocycler
programi;

96°C’de 10 dk. baslangi¢ denatiirasyonunu takiben

95°C’de 1 dk. denatiirasyon,

58 °C’de 1 dk. hibridizasyon, 35 dongi

72 °C’de 2 dk. uzama

ve son olarak 72 °C’de 10 dk. final uzamas: seklinde referans alinan kaynaktan yeniden

diizenleme ile optimize edilmistir (Adkins et al. 1991).
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Bant varligina bakilmak tizere, 10 pl PCR iiriinii ile 2 pl yiikleme tamponu karisimi, %

1.5’1uk jele yiiklenerek 90 V’da 45 dk. kadar yiiriitiilmiis, 99 b¢ uzunlugundaki bantlarin

varlig1 kontrol edilmistir (Sekil 3.3.).

<+ 99 e

Sekil 3.3. Soldan saga markera kadar ilk 10 hastanin, markerdan sonra 11-19 numarali

hastalarin PON1 PCR {irtinleri.
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3.3.5. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

PCR iirtlinleri, spesifik restriksiyon enzimleri ile kesilerek ilgili polimorfizmin varlig
saptanmistir. PAI1 4G/5G, PON1 L55M ve PON1 Q192R polimorfizmlerinin
belirlenmesinde kullanilan restriksiyon enzimleri, 6zellikleri ve kesim bdlgeleri Cizelge

3.6.’te verilmistir.

Cizelge 3.6. PAI1l, PON1 55 ve 192 polimorfizmlerinde, enzim kesiminde kullanilan

enzimlerin konsantrasyonlari, tamponlari, kesim noktalari, inkiibasyon ve inaktivasyon

dereceleri
Kullamlan o Inkiibasyon Is1
Enzim Konsant. Tamponu Kesim Bolgesi oC inaktivasyonu
PAI1 4G/5G Polimorfizmi
Bsl | (NEB) , ,
. 5.000 U 10 X NE | 5S’CCNNNNNNNGG3 R o
(Bacillus 11 600 U/ml | Buffer 3* | 3 GGNNNNNNNCCS’ 55°C 80 °C7de 20dk
tiirleri)
PON1 L55M Polimorfizmi
Nla Il (NEB)

N 2.500 U 10 X NE 5’CATG.3’ . s
(Neisseria |y 600 U/ml | Buffer 4% 3’GTACS’ 37°C 65 *C’de 20dk
lactamica)

PON1 Q192R Polimorfizmi

Alw | (NEB)

(Acinetobacte 520'38%lfm| égé :\'45 5°GATC(N),5° 37°C 65 °C’de 20dk
r lwoffii) ' 3’CTAG(N)s 5°

Konsant.: Konsantrasyonu
N=AC GveyaT.

* 1X NE Buffer 3 ve 4’iin icerigi Cizelge 3.4.’te verilmistir.
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3.3.5.1. PAI1 4G/5G Polimorfizm Bélgesi Enzim Kesimi

15 ul’lik PCR iiriini, 0.5 pl (5 tnite) Bsl I restriksiyon enzimi (10 u/ul) ve 2 pl 10 X NE
Buffer 3 ile son hacim 25 pl’ye tamamlanacak sekilde PCR grade su ilave edilerek;

55 °C’de 16 saat (tiim gece)
1 dongii
80°C’de 20 dk

olmak tizere kesildi.

25 pl’lik enzim kesim {iriiniinin tamami ile 5 pl yiikkleme tamponu karigimi, % 3’lik
agaroz jelde pUC19 DNA molekiiler agirlik belirteci (Fermentas) ile 90 V’da 1 saat
yiritildi, UV altinda goriintiilendi. Kesim sonrasi, 4G alleli 107- ve 56- b¢’lik iirlin
verirken, 4G/5G alleli 107-, 74-, 56-, 34- b¢’lik iiriin vermektedir. 5G alleli ise 74-, 56-,
34- b¢’lik uzunlugunda 3 bant vermektedir (Doggen et al. 1999) (Cizelge 3.6.). pUC19
DNA molekiiler agirlik belirtecinin bant araliklar1 3.3.3.3. konu bagliginda bahsedilmistir.
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3.3.5.2. PON1 L55M Polimorfizm Bélgesi Enzim Kesimi

15 pl’lik PCR ftiriinii, 0.5 pl (5 tnite) Nla III restriksiyon enzimi (10 u/pl) ve 2 pul 10X NE
Buffer 4 ile son hacim 25 ul’ye tamamlanacak sekilde PCR grade su ilave edilerek;

37 °C’de 8 saat
1 dongii
65°C’de 20 dk

olmak tizere kesildi.

25 pl’lik enzim kesim tirlinii ile 5 pl 6X yiikleme tamponu karisimi, % 3’liik agaroz jelde
pUC19 DNA molekiiler agirlik belirteci (Fermentas) ile 90 V’da 1 saat yiiriitiiliip, UV
altinda goriintiilenmistir. Kesim {irtinleri, MM polimorfizminde 126- ve 44- bg, ML
polimorfizminde 170-, 126-, 44- b¢’lik fragmanlar vermistir. Yaban tip allele (LL) sahip
bireylerin PCR iriinleri kesilmemistir (Humbert et al. 1993) (Cizelge 3.6.).
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3.3.5.3. PON1 Q192R Polimorfizm Bolgesi Enzim Kesimi

15 pl’lik PCR iirtni, 1 pl (5 tinite) Alw I restriksiyon enzimi (5 u/ul) ve 2 pul 10X NE
Buffer 4 ile son hacim 25 pl’ye tamamlanacak sekilde PCR grade su ilave edilerek;

37 °C’de 8 saat
1 dongii
65°C’de 20 dk

olmak tizere kesildi.

25 pl’lik enzim kesim {irlinti ile 5 pl yiikleme tamponu karigimi, % 3’likk agaroz jelde
pUC19 DNA molekiiler agirlik belirteci (Fermentas) ile 90 V’da 1 saat yiiriitiildi, UV
altinda goriintiilendi. Kesim firtinleri RR alleli 66- ve 33- b¢, QR alleli 66-, 33- ve 99- bg
fragmanlar vermistir (Cizelge 3.6.). QQ (yaban tip) alleli kesilmemistir (Adkins et al.
1993).
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3.3.5.4. Enzim Kesimi Uriinleri

Calisilan polimorfizmlere ait PCR iirtin boylari ile kesildikleri restriksiyon enzimleri ve

kesim iirlinlerinin boylar1 Cizelge 3.6.’da verilmistir.

Cizelge 3.7. Calisilan polimorfizmler, PCR f{iriin boylari, kesildikleri restriksiyon

enzimleri, kesim iiriin boylar1

_ _ ) _ Kesim Uriinleri
Polimorfizm | PCR Uriinii Enzim i : i
Yaban Tip | Heterozigot | Mutant Tip
5G/5G 4G/5G 4G/4G
107 107
PAI1 163 be Bsl 1 74 74
56 56 56
34 34
LL LM MM
170 170
L55M 170 bg Nlalll
126 126
44 44
PON1
QQ QR RR
99 99
Q192R 99 be Alwl
66 66
33 33
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3.3.6. istatistik

Istatistiksel acidan PAI1, PON1 L55M ve Q192R genotip dagilim ve sikligmin gruplar
aras1 farkliliklar1 Ki-kare testi ile, allelik dagilim ve sikliginin gruplar arasi farkliliklar da
Fisher’s exact testi ile degerlendirildi, yiizdeleri ve p degerleri hesaplandi. P <0.05

degerleri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. PAI1 4G/5G Polimorfizm Bolgesi

Hasta grubunda 4, 6, 7, 9, 11, 13 no.lu bireyler 5G/5G genotipinde, 1, 2, 5, 8, 12, 15, 16,
17 no.lu bireyler 4G/5G genotipinde ve 3, 10, 14, 18, 19 no.lu bireyler 4G/4G genotipinde

bulunmustur

3 45 67 89 10MI1I1 1213141516 17 1819

Sekil 4.1. Hasta grubunun PAI1 enzim kesim sonuglari

Her iki ¢alisma grubunun PAI1, PON1 L55M ve Q192R gen polimorfizmleri g¢alisildi.
PAI1 polimorfizminde, erken yas KAH hasta grubunda heterozigotluk (4G/5G genotipi) %
42.31 iken, kontrol grubunda % 38.46 bulunmustur. 4G/4G genotip ylizdeleri ise hasta ve
kontrol grubunda esit bulunmustur (% 30.77). Hasta grubunun % 26.92’si ve kontrol
grubunun % 30.77’sinde 5G/5G genotipi goriildii.

PAI1 5G allelinin siklig1 hasta grubunda 0.481, kontrol grubunda 0.500, 4G alleli ise
strastyla 0.519 ve 0.500 olarak bulunmustur.
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Hasta ve kontrol gruplarinin PAI1 4G/5G’de goriilen genotip ve allel sikliklar1 Cizelge

4.1.°de verilmistir.

Cizelge 4.1. PAI1 4G/5G genotip ve allel dagilimi ile sikliklar

Erken yas KAH

Saghkh Kontrol
Hasta Grubu p
Grubu (n=26)
(n=26)

PAI1 4G/5G Genotip Dagilim ve Sikhiklar:
5G/5G 7 (% 26.92) 8 (% 30.77)
4G/5G 11 (% 42.31) 10(% 38.46) 0.944*
4G/4G 8 (% 30.77) 8(% 30.77)
PAI1 4G/5G Allel Dagilim ve Sikhiklar:
5G alleli 25 (% 48.08) 26 (% 50)

0.844*
4G alleli 27 (% 51.92) 26 (% 50)

*p = 0.05 diizeyinde anlaml1 fark bulunmamastir.
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4.2. PON1 L55M Polimorfizm Boélgesi

Hasta grubunda 1, 4, 8, 13, 14, 16 no.lu bireyler LL genotipinde, 2, 3,5, 7, 9, 10, 12, 15,
17, 18, 19 no.lu bireyler LM genotipinde ve 6 no.lu birey MM genotipinde bulunmustur.

34 56 7 8 9 10MI11 121314151617 18 19

-—

<170

-

<+ 44

Sekil 4.2. Hasta grubunun PON1 L55M enzim kesim sonuglari

PONL1 L55M polimorfizminde, erken yas KAH hasta grubunda LM genotipi % 53.85 iken,
kontrol grubunda % 57.69 bulunmustur. MM genotip yiizdeleri ise hasta grubunda %
15.38, kontrol grubunda % 7.69 bulunmustur. Hasta grubunun % 30.77’si ve kontrol
grubunun % 34.62’sinde yaban tip (LL) gortlmistiir.

PON1 L allelinin siklig1 hasta grubunda 0.577, kontrol grubunda 0.635, M alleli ise
sirastyla 0.423 ve 0.365 olarak bulunmustur.
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Hasta ve kontrol gruplarinin PON1 L55M’de goriilen genotip ve allel sikliklar1 Cizelge

4.2.de verilmistir.

Cizelge 4.2. PON1 L55M genotip ve allel dagilimu ile sikliklari

Erken yas KAH

Saghkh Kontrol
Hasta Grubu p
Grubu (n=26)
(n=26)

PON1 L55M Genotip Dagilim ve Sikhiklar:
LL 8 (% 30.77) 9 (% 34.62)
LM 14 (% 53.85) 15 (% 57.69) 0.684*
MM 4 (% 15.38) 2 (% 7.69)
PON1 L55M Allel Dagilim ve Sikhiklari
L alleli 30 (% 57.69) 33 (% 63.46)

0.547*
M alleli 22 (% 42.31) 19 (% 36.54)

*p = 0.05 diizeyinde anlamli fark bulunmamuistir.
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4.3. PON Q192R Polimorfizm Bolgesi

Hasta grubunda 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 16 no.lu bireyler QQ, 1, 5, 14, 15, 18, 19 no.lu
bireyler QR ve 4, 6, 12 no.lu bireyler ile saglikli kontrol grubunda 17 no.lu birey RR
genotipine sahiptir.

3 4 56 78 9 10 M111213141516 17 18 19

<« 99hc
<« 66 hc
“ 23

Sekil 4.3. Hasta ve saglikli kontrol grubunun PON1 Q192R enzim kesim sonuglari

PON1 Q192R polimorfizminde, erken yas KAH hasta grubunda QR genotipi % 34.62
iken, kontrol grubunda % 38.46 bulunmustur. RR genotip yiizdeleri ise hasta grubunda %
11.54, kontrol grubunda % 15.38 bulunmustur. Hasta grubunun % 53.85’1 ve kontrol
grubunun % 46.15’inde yaban tip (QQ) goriillmiistiir.

PON1 Q allelinin siklig1 hasta grubunda 0.712, kontrol grubunda 0.654, R alleli ise
strastyla 0.290 ve 0.346 olarak bulunmustur.
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Hasta ve kontrol gruplarinin PON1 Q192R’de goriilen genotip ve allel sikliklar1 Cizelge

4.3.”de verilmistir.

Cizelge 4.3. PON1 Q192R genotip ve allel dagilimu ile sikliklar

Erken yas KAH

Saghkh Kontrol
Hasta Grubu p
Grubu (n=26)
(n=26)
PON1 Q192R Genotip Dagilim ve Sikhiklar:
QQ 14 (% 53.85) 12 (% 46.15)
QR 9 (% 34.62) 10 (% 38.46) 0.840*
RR 3 (% 11.54) 4 (% 15.38)

PON1 Q192R Allel Dagilimi ve Sikhklar:

Q alleli 37 (% 71.2) 34 (% 65.4)
0.527*

R alleli 15 (% 28.8) 18 (% 34.6)

*p = 0.05 diizeyinde anlamli fark bulunmamuistir.
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4.4. ikili genotip sikhklar

KAH i¢in yatkinlik ya da koruma saglayabilecek ikili genotiplerin degerlendirilmesi
sonunda hasta ve saglikli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0.05 araliginda)

saptanmamaigtir.

Ancak , PAI1 ve PON1 L55M lokuslari i¢in ikili heterozigotlogun hasta grubunda, buna
karsilik 4G4GLM genotipinin saglikli kontrol grubunda daha sik oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol grubunda PAI1 ve PON1 L55M genotip frekanslari

Hasta (%) Saghkl (%) p
LL 11.5 11.5 1.000*
5G/5G LM 154 19.2 1.000*
MM - - -
LL 7.6 15.4 0.668*
4G/5G LM 30.8 19.2 0.337*
MM 3.9 3.9 1.000*
LL 11.5 7.7 1.000*
4G/4G LM 7.7 19.2 0.419*
MM 115 3.9 0.610*

*p = 0.05 diizeyinde anlamli fark bulunmamuistir.
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PAI1 ve PON1 QI192R lokuslart i¢in, 4G5GQQ genotipinin hasta grubunda daha sik
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Hasta ve kontrol grubunda PAI1 ve PON1 Q192R genotip frekanslari

Hasta (%) Saghkl (%) p
QQ 11.5 19.2 0.703*
5G/5G QR 7.7 3.9 1.000*
RR 7.7 7.7 1.000*
QQ 23.1 11.5 0.465*
4G/5G QR 154 19.2 1.000*
RR 3.9 7.7 1.000*
QQ 19.2 15.4 1.000*
4G/AG QR 11.5 15.4 1.000*
RR - - -

*p = 0.05 diizeyinde anlamli fark bulunmamuistir.
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PON1 geni L55M ve Q192R lokuslar icin QQLL genotipinin hasta grubunda,

buna

karsihlk  QQLM genotipinin saglikli kontrol grubunda daha sik oldugu goriilmiistiir

(Cizelge 4.6.).

Cizelge 4.6. Hasta ve kontrol grubunda PON1 Q192R ve PON1 L55M genotip frekanslari

Hasta (%) Saghkh (%) p

LL 11.5 - 0.235*

QQ LM 26.9 38.5 0.375*

MM 154 7.7 0.668*

LL 11.5 19.2 0.703*

QR LM 23.1 19.2 0.734*
MM - - -

LL 7.7 15.4 0.668*

RR LM 3.9 - 1.000*
MM - - -

*p = 0.05 diizeyinde anlamli fark bulunmamuistir.
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4.5. Uclii genotip sikhklari

KAH i¢in yatkinlik ya da koruma saglayabilecek iiclii genotiplerin degerlendirilmesi
sonunda hasta ve saglikli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0.05 araliginda)

saptanmamaigtir.

Ancak, 5G5GLMQR genotipinin hasta grubunda, 5G5GLMQQ, 4G5GLLRR
genotiplerinin ise saglikli kontrol grubunda daha sik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.7.).
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Cizelge 4.7. Hasta ve kontrol grubunda PAI1 4G/5G, PON1 L55M ve PON1 Q192R

genotip frekanslar

Hasta (%) Saghkh (%) p
QQ 3.8 - 1.000*
LL QR - 3.8 1.000*
RR 7.7 7.7 1.000*
QQ 7.7 19.2 0.419*
5G/5G LM QR 7.7 - 0.490*
RR - - -
QQ - - -
MM QR - - -
RR - - -
QQ 3.8 - 1.000*
LL QR 3.8 7.7 1.000*
RR - 1.7 0.490*
QQ 154 7.7 0.668*
4G/5G LM QR 115 115 1.000*
RR 3.8 - 1.000*
QQ 3.8 3.8 1.000*
MM QR - - -
RR - - -
QQ 3.8 - 1.000*
LL QR 7.7 7.7 1.000*
RR - - -
QQ 3.8 115 0.610*
4G/AG LM QR 3.8 7.7 1.000*
RR - - -
QQ 115 3.8 0.610*
MM QR - - -
RR - - -

*p = 0.05 diizeyinde anlamli fark bulunmamustir.
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4.6. En az bir adet Q,R, L,M, 5G veya 4G alleli tasima sikhiklari

En az bir adet Q,R, L,M, 5G veya 4G alleli tasima sikliklar1 karsilastirildiginda hasta ve
saglikli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0.05 araliginda) saptanmamustir

(Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Hasta ve kontrol en az bir adet Q,R, L,M, 5G veya 4G alleli tagima sikliklari

En az bir Hasta (%0) Saghkh (%) p
5G 69.2 69.2 1.000*
4G 73.1 69.2 0.760*

L 84.6 92.3 0.668*
M 69.2 65.4 0.768*
Q 88.5 84.6 1.000*
R 46.2 53.8 0.579*
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5. TARTISMA ve SONUC

Multifaktoriyel bir hastalik grubu olmasi nedeni ile KAH patogenezine tek bir risk
faktoriiniin hastalik seyri igin ¢ok belirleyici olamayacagi bilinmektedir (Durrington et al.
2001, Adkins et al. 1993, Serrato and Marian 1995, Mackness et al. 1998, Aviram et al
2000). Buna ragmen hastaliga yatkinlik yaratan bazi genetik faktorlerin bilinmesi hastalik
tan1 ve izleminde anlamli bir etki yaratabilir. Bu ¢alismada, PAI1 ve PON1’in daha 6nce
KAH patogeneziyle iliskilendirilmis polimorfizmleri bu kez erken yas KAH tanisi alan
erkeklerde caligilarak KAH’1n erken yasta gelismesi ile bu genetik degisikliklerin iliskisi

arastirilmistir.

5.1. PAI1 4G/5G Polimorfizmi

Farkli tlkelerde, saglikli populasyonlarla yapilan PAI1 4G/5G polimorfizm ¢alismalari
neticesinde, en diisik 4G alleline sahip toplumun Afrikali-Amerikalilar oldugu
gozlenmektedir. Bununla birlikte, Afrikali-Amerikalilara en yakin 4G alleli frekansinin
Isordia-Salas et al.’'un Meksikali ¢alisma populasyonunda gozlenmesi, homojen bir
toplulukla caligmamalarimin bir sonucu olabilecegi belirtilmistir. Populasyondaki
homojenite, bizim ¢alismamizda s6z konusudur, ve dogrudan Tiirk toplumunu
yansitmaktadir. Bunun yanisira, Tiirklerde yapilan 2 farkli ¢aligmada 4G allel frekans: %

46 ve % 50 bulunmus, bu yilizdeler bizim allel frekansimizla nerdeyse ayni1 degerdedir (%
50).
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Cizelge 5.1. Farkli populasyonlardaki PAI1 geni 5G/5G, 4G/5G ve 4G/4G genotipleri ile

5G ve 4G allel sikliklari

Genotip sikhig1 (%) Allel

Populasyon Sikhgi (%)

N 5G/5G 4G/5G 4G/AG 5G 4G
Afrikali-Amerikal1 (Crainich et al. 2003) 200 AD AD AD 75 25
Liibnanli (Shammaa et al. 2008) 160 36.9 45.6 175 59.7 40.3
ispanyol (Segui et al. 2000) 152 38 42 20 58 42
Kibrisli Yunan (Xenophontos et al. 2002) 121 28 52 21 54 46
Tiirk (Balta ve ark. 2002) 281 34 40 26 54 46
Tiirk (Akar ve ark. 2000) 113 25 50 25 50 50
Tiirk (*) 26 30.77  38.46 30.77 50 50
italyan (Barcellona et al. 2003) 466 21 66 13 54 46
Italyan (Thromb.Atherosc.Vasc.Bio.ltalian S.G.) 1210 28.3 48.6 23.1 53 47
Italyan (Ardissino et al. 1999) 200 33 51 16 58,5 415
Avusturyal1 ve Slovenyali (Stegnar et al. 145 14 524 26.2 8 5
1998)
Avusturyali (Endler et al. 2000) 115 16 42 42 37 63
Cinli (Su et al. 2006) 937 2256 4791 2954 47 53
Cinli (Zhan et al. 2003) 83 7.2 62.7 30.1 39 61
Isvecli (Leander et al. 2003) 1556 20.63  50.63 28.74 459 541
Isvecli (Eriksson et al. 1995) 100 20 54 26 47 53
Meksikali (Isordia-Salas et al. 2009) 127 56.6 30 13.4 716 284

AD : Anlamh degil.
(*) Bu calisma.
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5.1.1. PAI1 4G/5G Polimorfizmi ve Erken Yas KAH

PAI1 4G/5G polimorfizmi ile MI gelisim riski arasindaki iliskiyi ele alan ¢alismalarda
birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir. Baz1 ¢alismalar, PAI1 4G/5G polimorfizmini
artmig MI riski ile iliskilendirmisken (Ossei-Gerning et al. 1997, Fu et al. 2001,
Mikkelsson et al. 2000, Onalan ve ark. 2001, Zhan et al. 2003), baz1 ¢alismalar, belirgin
bir iliskiye rastlamadiklarini rapor etmistir (Ye et al 1995, Ridker et al 1997, Anderson et
al 1999, Doggen et al 1999, Crainich et al 2003, Ding et al 2006).

Ossei-Gerning ve arkadaslarmin (1997) 453 birey tizerinde (320 erkek ve 133 kadin)
4G/5G polimorfizmi ile PAIL diizeyinin fenotipe yansimasi olan koroner aterom, koroner
tromboz gegmisi arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 ¢aligmada, en yiiksek PAIL antijen
diizeylerinin (22.5 ng/mL) 4G/4G genotipinde gozlendigini saptamiglardir. Ayni
calismada, 4G/4G genotipi ile MI Oykiisii arasinda anlamli bir iligki oldugu rapor edilmistir
(P<.03).

Fu ve arkadaglar da (2001), PAI1 diizeyleri ile PAI1 4G/5G genotipi arasindaki iligkiyi 50-
51 yaslarinda 87 MI gegiren hasta ve 91 saglikli kontrol grubunda incelemislerdir. Hasta
grubunda 4G/4G, 4G/5G, 5G/5G genotiplerine ait sikliklarin sirastyla % 44,8, % 33.3, %
21.8, saglikli kontrol grubunda ise % 27.2, % 48.8 ve % 23.9 oldugunu bildirmislerdir
(p=0.04).

Zhan ve arkadaslar1 (2003), Cin’de 56 MI gegirmis, 54 serebrovaskiiler infarktiis (CI)
gecirmis hasta ve 83 kontrolle yaptiklar1 calismada; MI grubunda 4G/4G, 4G/5G ve 5G/5G
genotip sikliklarini sirasiyla % 71.4, % 25 ve % 3.6 olarak rapor etmislerdir. MI grubu ile
kontrol grubu arasinda gozlemis olduklar1 anlamli fark nedeni ile MI ve CI gecirmis
hastalarda 4G/5G polimofizminin MI ve CI i¢in 6nemli bir kalitsal risk faktorii olabilecegi

sonucuna varmiglardir.
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Onalan ve arkadaglarimin (2001), 156 akut MI hastasi, 111 stabil KAH hastas1 (SKAH) ve
281 saglikli kan bankasi donérii iizerinde (ortalama yas=59), 4G/5G polimorfizminin
koroner aterosklerozlu hastalarda, artmis MI riski ile iligkilendirildigi hipotezini test etmek
amaciyla yaptiklar1 bir vaka-kontrol ¢alismasinda, 4G/4G genotipinin sikligin1t MI
grubunda (% 32.7) SKAH grubuna (% 15.3) gore anlamli derecede yiiksek (p=0.001)
bulmuslardir. Ancak, ayni ¢aligmada MI grubu ile saglikli kontrol grubu (% 26.0) arasinda
belirgin fark gozlenmemistir (p=0.136). Arastiricilar tarafindan bu sonug; 4G/4G
genotipinin, koroner stenoz gelisiminde koruyucu bir etki yaratmis olabilecegi seklinde
yorumlanmistir. Arastiricilar bunun yaninda, MI gelisimi i¢in 4G/4G genotipinin bagimsiz
bir prediktor olabilecegini ileri siirmiislerdir. PA/1’in 4G/4G genotipinin Koroner stenoza
kars1 koruyucu etkisinin, KAH gelisimini etkilemedigini, ancak PAI/ ’in hiicre gog¢ii listline

inhibitor etkisinin olabilecegini bildirmislerdir.

11.763 vaka ve 12.905 kontrol iceren 37 calismanin meta-analizi, 4G alleli ile MI
gelisiminin arasinda zayif bir iligki bulmustur (relatif risk 1.04, giiven araligi [CI] 1.00-
1.09) (Ye et al. 2006).

Yaptiklart calismada PAI1 4G/5G polimorfizmi ile MI arasinda anlamli bir iligki
bulamayan Ye ve arkadaslari (1995), hasta ve kontroller arasinda 4G allel frekansini bizim
calismamizda oldugu gibi (0.52 ve 0.50) birbirine yakin degerler bulmustur (0.55 ve 0.54).
Bu c¢alisma, 4G homozigotlugunun artmis PAI1l diizeyi ve fibrinolize yatkinlik
kazandirdigint gostermis olmakla birlikte bu genotipin MI gelisimindeki etkisinin diger
genetik ve cevresel faktorlerle iligkilendirilerek degerlendirilmesinin yararli olacagi

sonucuna goturmusur.

Anderson ve arkadaslar1 (1999), yas ortalamasi 63.5 olan 1,353 Kuzey Amerikali (% 70
erkek, % 30 kadin) lizerinde yaptiklari galismada 4G allel frekansin1 % 54.2 bulmuslardir.
Aragtirma grubunu olusturan goniilliilerin % 28’inin MI 6ykiisii bulunurken, % 66’sinin
KAH tanist almis oldugu bildirilmis ve hasta grubunda 4G tasiyicis1 sikliginin % 78
oldugu saptanmustir.
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Margaglione ve arkadaslar1 (1998), 1,179 saglikli birey ve bu bireylerin 1.dereceden
yakinlar1 lizerinde yaptiklar1 ¢alismada, KAH’l1 1. dereceden yakinlarin oldugu grupta
4G/4G genotipi sikhigini, 1.dereceden yakini KAH olmayan gruba gore yliksek
bulmuslardir (p=0.14).

Ridker ve arkadaslarinin (1997) MI ge¢irmis erkek bireylerle yaptigi ¢alismada, 4G/4G,
4G/5G ve 5G/5G genotip sikliklart sirasiyla % 0.27, % 0.51 ve 50.22 olup istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir. (P = 0.7) Orta yash erkeklerde PAI/ ’in arteriyel veya

vendz tromboz major patojenik risk faktorii olmadigi sonucuna varmislardir.

Genellikle orta yas ve Ustii gruplarla yapilan bu ¢aligmalarin yaninda, PAI1 4G/5G
polimorfizminin erken yasta MI gelisimi ile ilgili degisken veriler mevcut olmakla birlikte
stnirhidir. Bu verilerden yine bazilar1 bu polimorfizmi erken yas MI riski ile iliskilendirmis
(Eriksson et al. 1995, Isordia-Salas et al. 2009) bazilar iliskilendirmemistir (Junker et al.
1998, Ardissino et al. 1999, Thrombosis Atherosclerosis Vascular Biology Italian Study
Group 2003)

PAI1 aktivitesinde genotip-spesifik artisin koroner tromboz ve/veya koroner ateroskleroz
icin etiyolojik 6nemini incelemek amaciyla, MI gecirmis 45 yas alt1 93 erkek hasta ve 100
saglikli kontrol ile yapilan ¢aligmada PAI1 4G/5G gen polimorfizmi incelenmis, 4G allel
frekans1 geng hastalarda (% 63), saglikli yasitlarina (% 53) gore belirgin diizeyde yiliksek
bulunmustur (Eriksson et al. 1995). Bizim ¢alismamizda, iki grubun 4G allel sikliklar

arasinda anlamli fark bulunmamaistir.

Bizim ¢aligmamiza benzer bir yol izleyen, Isordia-Salas et al.’un 45 yas alt1, 127 hasta ve

127 saglikli kontrol grubuyla yaptig1 ¢alismada, hastalarda 4G/5G genotipi (% 50.4) hakim

olup, % 42.5’1 5G/5G, % 7.1’1 4G/4G bulunmus, 4G allel frekans1 % 32.3; 5G allel

frekansi % 67.7 saptanmistir. Kontrol grubunda bireylerin % 13.4’1ii 4G/4G genotipinde, %

30°u 4G/5G genotipinde ve % 56.6’s1 5G/5G genotipinde bulunmustur. Saglikli grupta 5G
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allel frekansinin % 71.6 oldugu saptanmistir. 2 grup arasindaki 4G/4G genotip dagilim
fark: belirgin olmasina ragmen (p=0.02), allel frekansinda belirgin bir fark gézlenmemistir
(p=0.46). Dahas1 bu c¢aligmadaki kontrollerindeki % 28’lik 4G allel frekansi, daha 6nce
rapor edilenler i¢inde oldukga diisiik saptanmis olup, en diisiik yiizde % 25 ile Afrikali-

Amerikalilarda saptanmistir (Isordia-Salas et al. 2009).

Thrombosis Atherosclerosis Vascular Biology lItalian Study Group (2003) tarafindan,
cinsiyetleri ve cografik kokenleri ayni, 1210 MI gecirmis geng hasta ile 1210 saglikli
bireyle (yas ortalamalart 39+5) yapilan caligmada; genis ve spesifik bir toplulukta

calisilmasina karsin PAIL 4G allel sikliginda anlamli bir fark saptanmadigi rapor edilmistir.

Junker ve arkadaslarinin (1998), yas ortalamasi 38.6 (+4.4) olan 241 MI gegirmis geng
erkek ve yas ortalamasi 47.1 (£6.4) olan 179 saglikli erkek kontrolle yapilan ¢alismada 4G
homozigotlugu hasta kontrol grup arasinda belirgin fark yaratmadigindan geng erkeklerde

MI i¢in bir risk unsuru olmayacagi sonucuna varilmaistir.

Tiirkiye’de Taymaz ve arkadaslar1 (2007), 115 erken yas (erkekte <45, kadinda <55 olmak
tizere) koroner arter hastasi ve 41 saglikli bireyden (kontrol) olusan grupta 4G/5G
polimorfizmini ¢alismis ve hasta kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak belirgin bir fark
gozlememistir. 4G alleli 54 hasta ve 21 kisilik kontrol grubunda sirasiyla % 52 ve % 62
bulunmus, fakat istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamaistir (p>0.05).

Bizim sonuc¢larimiz da bu arastirmalarin sonuglar1 ile uyumlu olup, hasta ve kontrol

gruplarimizda 4G/4G genotip frekansi esit ¢ikmustir (% 30.77)
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5.2. PON1 Leu55Met ve Q192R Polimorfizmleri

Leu55Met polimorfizmi ilk énce Met54Leu olarak belirlenmis (Garin et al. 1997), ancak
Brophy ve arkadaslarinin (2001) 55.pozisyonda 16sinin daha sik oldugunu gdstermesinden
sonra OMIM’de Leu55Met (L55M) polimorfizmi olarak refere edilmistir.

Aynacioglu ve arkadaslarmin (1999); Giineydogu Anadolu’da, KAH igin klasik bir risk
faktorli tasimadigi ve herhangi bir hastaligi olmadigi bilinen 381 saglikli bireyle yaptigi bir
baska calismada, genotip dagilimlart L55M icin % 52.5, % 38.6 ve % 8.9, Q192R i¢in
sirasiyla % 49.1, % 40.2 ve % 10.8 olarak bulunmustur.

Bizim saglikli grubumuzda RR genotipi (% 15.38) ve R alleli (% 34.6) daha yiiksek, MM
genotipi (% 7.69) daha diisiik fakat M alleli (% 36.54) daha yiliksek bulunmustur. Bizde L
alleli siklig1 saglikli grupta ( % 63.46) daha diisiik saptanmistir. Calismamizdaki allel ve
genotip sikliklarinin daha once Tiirkiye’de yapilan ¢alismalardan farkli olmasinin ¢alisilan

goniillii sayisinin az olmasina bagl oldugu diistiniilmektedir.
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Farkli iilke ve irklara ait literatiirde bildirilmis PON1 L55M ve Q192R genotip ve allel

frekanslar1 Cizelge 5.2. ve Cizelge 5.3°te verilmistir.

Cizelge 5.2. Farkli populasyonlardaki PON1 L55M genotipleri ile allel sikliklar

Genotip sikhgi Allel Sikhg:
Populasyon n (%) (%0)

LL LM MM L M
Tiirkler (Kaman et al. 2009) 92 326 46.7 20.7 56 44
Tiirkler (Aynacioglu ve ark. 1999) 381 525 386 89 718 282
Tiirkler (*) 26 34.62 57.69 7.69 6346 36.54
Brezilyali (Voetsch et al. 2002) 118 474 40.7 119 68 32
Afrikali-Amerikali (Jakubowski et al. 2000) 33 667 303 30 818 182
Hintliler (Sanghera et al. 1998) 183 650 295 55 798 20.2
Cinliler (Sanghera et al. 1998) 181 928 72 00 964 36
Ingilizler (Mackness et al. 1997) 279 - - - 64 36
Japonlar (Zama et al. 1997) 115 - - - 91 9
(*) Bu caligma.
Cizelge 5.3. Farkli populasyonlardaki PON1 Q192R genotipleri ile allel sikliklar

Genotip sikhigr  Allel  Sikhig
Populasyon N (%0) (%0)
QQ QR RR Q R

Tiirkler (Kaman et al. 2009) 92 46.7 446 87 69 31
Tiirkler (Aynacioglu ve ark. 1999) 381 49.1 402 108 69.2 30.8
Tiirkler (*) 26 46.15 38.46 15.38 654 34.6
Hintliler (Sanghera et al. 1997) 183 47 40 13 67 33
Cinliler (Sanghera et al. 1997) 181 17 50 33 42 58
Brezilyali (Voetsch et al. 2002) 118 424 525 51 69 31
Amerikali (Serrato et al. 1995) 247 49 40 11 69 31
Afrikali-Amerikal1 (Jakubowski et al. 2000) 33 121 485 394 364 63.6
Ingilizler (Mackness et al. 1997) 279 - - 74 26
Japonlar (Zama et al. 1997) 115 - - 41 59
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5.2.1. PON1 L55M / Q192R Polimorfizmleri ve Erken Yas KAH

PON1 genindeki allelik varyantlarla KAH gelisimi arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢ok
epidemiyolojik ¢alisma, birbiriyle ¢elisen sonuglar rapor edilmistir (Serrato and Marian
1995, Antikainen et al. 1996, Herrmann et al. 1996, Sanghera et al. 1997, Zama et al.
1997, Wheeler et al. 2004). PON1 Q192R polimorfizminde R varyantinin Q varyantina
gore KAH patogeneziyle diger klasik risk faktorlerinin varliginda (yas, DM gibi)
iliskilendirilmis ¢alismalar1 yayinlanmistir (La Du et al. 1993, La Du 1996, Durrington et
al. 2001). Buna karsin, bazi ¢alismalar, R varyant1 ile KAH arasinda iliski kuramamistir
(Senti et al. 2001, Herrmann et al. 1996). Ayn1 sekilde PON1’in diger bir polimorfizmi
L55M ile KAH arasinda bazi ¢alismalar anlamli sonug elde edememistir (Sanghera et al.
1998). Garin ve arkadaslar1 (1997) LeuS5 allelini yiiksek paraoksonaz aktivitesi ile

(beraberinde kardiyovaskiiler hastalik i¢in bagimsiz risk faktorii olarak) iliskilendirmistir.

Nassar ve arkadaslar1 (2002), erken yas (<50 yas) ve ileri yas (>65 yas) KAH hastalariyla
yaptig1 ¢alismada, PON1 Q192R polimorfizmini incelemis, erken ve ileri yas KAH
gruplarinin R allel frekansinda anlamli bir fark gézlemlememistir (sirastyla % 46’ya %
52.7 ; p=0.25). Farkli yas grubunda incelenen PON1 Q192R polimorfizminin erken yas

KAH i¢in risk faktorii olmadigi sonucuna varilmistir.

Morray ve arkadaslarinin (2007) erken yas M1 geg¢irmis hastalarda genetik risk faktorlerini
inceledigi calismasinda, yas ortalamalar1 43.3+5 ve 63.3+9.1 olan hasta gruplarinda analizi
yapilan hi¢bir gende belirgin bir frekans artisina rastlanmamustir, fakat QR ve RR
genotiplerine sahip hastalarin yas ortalamalari, QQ genotipine sahip hastalara gére belirgin

o6l¢iide diisiik bulunmustur (p=0.009).

Sanghera ve arkadaglarinin (1997) Hintli ve Cinli, KAH olan ve olmayan populasyonla
yaptig1 aragtirmada, Hintlilerde R alleli hastalarda daha yiiksek bulunmus olup, KAH i¢in
riskli olabilecegi sonucuna varilmig, Cinlilerde ise hasta ve sagliklilar arasinda R alleli
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sikliginda anlamli bir fark bulunmamigtir. Irka 06zgii iliskilendirmenin yapildigr bu
caligmada, beyaz 1ka 0Ozgli olast gen-gen interaksiyonunun etkili olabilecegi

Ongorilmiistiir.

178 erken yas KAH tanis1 almig hasta ve 180 saglikli bireyle yapilan ¢alismada, hastalarda
Q allel frekansinin % 78 bulunmasi ve hasta grupla kontrol grup arasindaki Q allel
tagtyiciligindaki belirgin fark, bu allelin erken yas KAH igin bir risk olusturdugunu
disiindiirmustiir. Erken yas KAH tanili hastalarla yapilan ¢calisma sonunda, hastalikta risk
belirlemesinde genetik faktorlerin katiliminin erken yastaki bireylerde, ¢evresel etkenlere

gore daha belirgin oldugu 6ngoriisii yapilmistir (Balcerzyk et al. 2007).

Bizim ¢alismamizda da, Q allel (% 71.2) siklig1 istatistiksel olarak anlamli olmasa da hasta
grubunda, R alleli de (% 34.6) saglikli grupta daha ytiksek ¢ikmistir. Bu farkin istatistiksel
olarak anlamli ¢ikmamasi bize, simirli hasta ve kontrol sayisindan kaynakli olabilecegini

diistindiirmektedir.

Serrato ve Marian (1995), Q192R polimorfizmini KAH ile iligkilendirmis, QQ genotipine
sahip bireylerde RR genotipine sahip bireylere gore daha diisiik enzimatik aktivite
saptamistir. 223 koroner arter hastasi ve 247 kontrol ile yaptig1 calismada, kontrol
grubunda QQ ve RR genotipleri % 49 ve % 11 iken, KAH hasta grubunda sirasiyla % 30
ve % 18 bulunmustur (p=0.0003). Ayni c¢alismada Q allel frekansi1 kontrollerde % 69,
hastalarda % 56 olarak bildirilmistir (p=0.0001).

Gluba ve arkadaslar1 (2010), PON1 ve PON2 polimorfizmlerini 45 yas altinda MI gegiren
273 hasta ve 134 saglikli olmak {iizere toplam 407 bireyde incelemis, QR genotipi
hastalarda kontrollerden daha yliksek saptanmistir (% 43’e % 29, p=0.0054). Hastalik
niteliklerinden olan aile dykiisii pozitifligi, 192 R ile iliskili bulunmustur (p=0.0107).
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Aynacioglu ve Kepekei’nin (2000) 96 koroner arter hastasi (yas ortalamasi 49.3) ve 105
kontrolle yaptigi ¢alismada, QQ, QR ve RR genotip frekanslarini koroner arter hasta
grubunda sirasiyla % 36.5, % 52.0 ve % 11.5, kontrol grubunda ise sirastyla % 48.6, %
410 ve % 10.4 bulmustur. Hasta grubunda QR genotipinin, hasta grubunda QQ
genotipinin yaygin oldugu gézlenmistir. Kontrole gore hasta grubunda R allel frekansinin
daha yiiksek oldugu sonucuna varilmis, ancak 192R polimorfizminin gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli olmadig: belirtilmistir.

Bizim c¢alismamizda, QQ, QR ve RR genotip frekanslar1 erken yas KAH grubunda
strasiyla % 53.85, 34.62 ve 11.54, kontrol grubunda ise sirasiyla % 46.15, 38.46 ve 15.38
bulunmustur. Aynacioglu’nun ¢alismasindaki KAH hastalarinin QQ genotipine gore bizim

erken yas KAH hastalarimizda daha yiiksek QQ genotipi bulunmustur.

Hintliler ve Cinliler {izerine Sanghera ve arkadaglarinin (1998) yaptig1 calismada, L55M ve
Q192R’nin ikili genotip frekanslar1 incelenmistir. Calismada RRMM, QRMM ve RRLM
genotiplerinin  saptanmamis olmasi, bu populasyonlarda RM genotipinin nadir
bulundugunu diisiindiirmistiir. Bizim ¢alisgmamizda da QRMM ve RRMM genotiplerinde
bireye rastlanmamistir. Hintli hastalarin kontrollere gére QQLL genotip frekansi (% 14’e
% 23.4) ve QQLM genotip frekans1 (% 9.7°e % 18.3) daha diisiikk, QRML genotip frekansi
(% 25.4°e % 10.3) daha yiiksek bulunmustur.

Etnik kokenin populasyonlar arasinda farklilik yaratabilecegine dayanarak, Kaman ve
arkadaslarinin (2009), Tiirkiye’de 277 koroner arter hastas1 ve 92 KAH olmayan bireyde
yaptiklar1 c¢alismada, her iki grupta da en yiiksek PON1 diizeyinin LL ve RR
genotiplerinde oldugunu saptamistir. LL, LM ve MM genotipleri hastalarda sirasiyla %
44.4, % 44.4 ve % 11.2 iken saglikli kontrollerde % 32.6, % 46.7 ve % 20.7 (p=0.031), L
ve M allelleri de sirasiyla, hastalarda % 66.4 ve % 33.6 ile sagliklilarda % 56 ve % 44
bulunmustur (p=0.011). Bu calismada; hastalarda LL genotipi ve L alleli, kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. . PON1 Q192R QQ, QR ve
RR genotipleri hastalarda sirasiyla % 42.2, 41.2, 16.6 iken saglikli kontrollerde % 46.7,
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44.6 ve 8.7, Q ve R allelleri de sirasiyla, hastalarda % 62.8 ve 37.2 ile sagliklilarda % 69
ve 31 bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir. Arastiricilar,
bu sonuglarla, c¢alistiklari populasyonda KAH ile L55M polimorfizminin

iliskilendirilebilecegini, ama Q192R polimorfizmiyle iliski kurulamadigini bildirmislerdir.

Tirkiye’de, ortalama yaslar1 55-56 olan 139 KAH’l1 ve 119 saglikli birey ile yapilan bir
baska calismada (Ozkok ve ark. 2008), hastalarda sagliklilara gére RR genotipi daha sik,
QQ ile MM genotipleri belirgin Olclide diisiik bulunmustur. Yapilan genotip analizi
sonucunda, bir bagka risk faktorii adayr olan matriks metalloproteinaz-3 (MMP-3) ile
PON1 L55M ve Q192R genotipleri birlikte incelenmis, RRLL kombine genotiplerinin
KAH riskini arttirdig1 6ngoriilmiistiir.

Bonafé ve arkadaslarinin (2002), Italya’da, yiizy1l yasamis 308 birey ve yaslar1 20-65
arasinda degisen 579 bireyle yaptiklar1 ¢calismada, R allelini yash bireylerde geng bireylere
gore anlamli diizeyde sik bulmuslardir (0.539 ve 0.447, p=0.011). Iki grupta L55M
polimorfizm sikliklar1 farkli goériilmemistir. Bu sonuglarla, R allelinin tasiyicilarda
mortaliteyi dusiirdliglinti, fakat PON1 cesitliligindeki etkinin genel populasyonun
mortalitesi Uistiine etkisinin olmadigini ileri siirmiislerdir. R allelinin yash bireylerde, bizim
calismamizdaki saglikli bireylerde oldugu gibi daha yiiksek bulunmasi, literatiir verileriyle
¢elismektedir. Bunun yanisira, Bonafe et al.un ¢alismasinda, ¢alismamizda oldugu gibi
QI192R ve L55M varyantlar1 beraber analiz edilmis, sadece R ve M allellerine sahip
(QRLM+QRMM+RRLM) genglerde daha diisiik (0.173) bulunmus (yaslilarda 0.263),

burdan genotip kombinasyonunun tagiyicilarda mortaliteyi diistirdiigii belirtilmistir.

Bizim c¢alismamizda bu varyantlar beraber degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, QQLL genotipinin hastalarda kontrollere oranla, QQLM genotipinin ise saglikli
bireylerde hastalara oranla daha yiiksek olmasi QQLL’nin erken yas KAH ig¢in risk
faktori, QQLM genotipinin ise erken KAH i¢in koruyucu olabilecegini diistindiirmektedir.
Ancak, bu hipotezin ¢alisma gruplarinin genisletilmesi ve saglikli grubun daha spesifik
secilmesi ile test edilmesi gerekmektedir.
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Taskiran ve arkadaslar1 (2009) ¢alismasinda, erken yas KAH olgularinda PON1 L55M ile
Q192R polimorfizmini incelemis, L55M polimorfizmini iligkili bulurken, Q192R
polimorfizmi ile iliski kuramamistir. Anlamli ¢ikan L55M polimorfizmindeki LL, LM ve
MM genotipleri hastalarda sirasiyla % 46.7, % 46.7 ve % 6.7 ile kontrollerde % 65.7, %
29.4 ve % 4.9 olarak bildirilmistir (p=0.017).

KAH patogeneziyle iliskilendirilen PAI1 ve PON1 gen polimorfizmleri, daha 6nce ayri
ayrt calisilmasina ragmen, ayni populasyon grubunda {g¢li genotipler halinde

iligkilendirilmemis olmastyla, bu ¢alisma KAH ile ilgili ¢aligmalar i¢inde ilktir.

PAI1 ile ¢alistigimiz diger 2 polimorfizm olan PON1 L55M ve Q192R’1in ikili genotip
analizi sonunda, 4G5GLM ve 4G5GQQ genotipleri hasta grupta, 4G4GLM genotipi de
sagliklilarda daha yiiksek bulunmustur, fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
Ayni sekilde, SGSGLMQQ ve 4G5GLLRR genotipleri saglikli grupta, SG5GLMQR
genotipi ise hasta grubumuzda -istatistiksel olarak anlamli olmasa da- daha sik

bulunmustur.

Bu nedenle, erken yas KAH i¢in 4G5GLM ve 4G5GQQ ve 5G5GLMQR genotiplerinin
risk yaratabilecegi ve buna karsin 4GAGLM, 5G5GLMQQ ve 4G5GLLRR genotiplerinin
ise koruyucu olabilecegi disiiniilebilir. Ancak, bu hipotezin hasta ve kontrol grubundaki
goniillii sayisinin arttirilarak ve secici nitelikler bakimindan daha genis bir arastirma

yapilarak test edilmesine gerek duyulmaktadir.
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