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¢) OZET

Amag: Paraoksonaz (PON) gen ailesi, PON1, PON2 ve PON3 olarak
adlandirilan ¢ tyeyi igerir ve bu genler insan kromozomunun 7q21-q22
bolgesinde lokalize olmuslardir. Bazi c¢alismalar, bu genler iizerindeki
polimorfizmlerin koroner arter hastaligi (KAH) ile iligkili olabilecegini belirtirler.
Biz, PON 2 S311C ve PON 3 G971A polimorfizmlerinin KAH iizerindeki
etkisini aragtirmay1 amacladik.

Metod: PON iizerinde meydana gelen bu iki amino asit degisimini, 159
hasta ve 113 kontrol de inceledik. Genotipler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ve Dde I ve Hinf I enzimleri kullanilarak restriksiyon haritalamasi1 yontemi ile
arastirildi.

Sonuclar: Hastalarda izlenen varyasyonlar, S311C mutasyonu i¢in 0.145
frekansinda, G971 A mutasyonu icin 0.007 frekansinda bulundu. PON 2 S311C
ve PON 3 G971A polimorfizmleri ve KAH arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmedi. Sigara kullanimi, hipertansiyon, diabetes mellitus, aile oykiisi,
viicut-kiitle indeksi, LDL'nin plazma seviyesi ve total koleserol koroner arter
hasatlig1 i¢cin 6nemli risk faktorleri olarak gozlendi.

Tartisma: Bu c¢alismada, PON 2 S311C ve PON 3 G971A
polimorfizmlerinin bizim toplumumuzda KAH'ligma duyarlilik i¢in 6nemli bir
risk faktorli olmadiklarini bulduk. Paraoksonaz 2 ve 3'in bu varyasyonlarinin

etkileri daha fazla incelenmelidir.



ABSTRACT

Objectives: Paraoxonase (PON) gene family includes at least three
members termed PONI1, PON2 and PON3, and it is mapped on human
chromosome 7q21—q22. Some studies suggested that these genes polymorphisms
might be associated with coronary artery disease (CAD). We aimed to investigate
the effects of PON 2 S311C and PON 3 G971A polymorphism on CAD.

Methods:We have examined these two amino acidic changes in 159
patients and 113 controls. Genotypes were determined by polymerase chain
reaction (PCR) and restriction mapping with Dde I and Hinf I enzymes.

Results: The missense variations in the DNA of the patients had
frequencies of 0,145 for the S311C mutation, and 0,007 for the G971 A mutation.
No significant difference was observed between PON 2 S311C and PON 3
G971A polymorphism, and CAD. Smoking, hypertension, diabetes mellitus,
family history, body mass index, plasma levels of LDL and total cholesterol were
significantly important risk factors for coronary artery disease (CAD).

Conclusions: In this study, we found that PON 2 S311C and PON 3
G971A polymorphism are not a major risk factor in susceptibility to CAD in the
our population. The effect of these variants of paraoxonase 2 and 3 remains to be

further evaluated.
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1. Giris
Arteriyel duvarlarin i¢ tabakasinin yag depozitleri ve fibroz dokuyla

kalinlasmasidir. En sik yerlestigi arterler; koroner ve serebral arterlerdir.

Aterosklerozun prevalans ve insidansini bir¢ok risk faktorii etkiler. Bu risk

faktorlerinden biri de genetik faktorlerdir. Multifaktoriyel genetik faktorler,
lipid ve karbonhidrat metabolizmalar1 {izerinde, hipertansiyon, koroner arter
dallarinin olusumunda etkili oldugu gibi tek gen bozukluklar1 da otozomal
dominant hiperlipoproteinemiler ve prematiire iskemik kalp hastaligina yol
acabilir. Aterosklerozu etkileyen bir ¢cok gen mutasyonu tespit edilmistir.
Paraoksonaz, karacigerde sentezlenen, plazmadaki HDL ler ile iligkili olan
A-esterazlar smifina ait bir {yedir. Lipid peroksidasyon iirlinlerinin
birikmesini azaltir ve LDL’deki okside olmus lipidleri hidrolize eder.
Paraoksonaz gen ailesinin PON1, 2 ve 3 olmak iizere ii¢ liyesi bulunur. Bu
genler lizerinde meydana gelen polimorfizmlerin koroner arter hastaligi
lizerine etkisi oldugu cesitli ¢aligmalarla gdsterilmistir. Bu etkinin
cografyalara gore degisiklik gostermesi ve PON2 ve PON3 genleri tizerindeki
polimorfizmlerin iilkemizde c¢alismalarinin yapilmamistir. Bu nedenle,
calismamizda paraoksonaz 2 ve 3 genlerindeki polimorfizmlerin koroner arter

hastalig1 tizerine etkilerini arastirdik.

X1V



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz, koroner arterlerin liimen ylizeylerinde meydana gelen
bozukluktan kaynaklanan ve genis yayginlik gosteren bir koroner arter hastaligidir
(1). Aterom plaklarinin olusturdugu biiyiikk ve orta capli arterlerin intima ve
mediasina yerlesen anatomik bir bozukluktur (2). Arteriyel duvarlarin en ig
tabakasi, yag depozitleri ve fibroz dokuyla kalinlagmistir. En sik yerlestigi
arterler koroner ve serebral arterler olup, miyokard infarktiisi ve serebral
infarktiis (stroke) gibi komplikasyonlara neden olabilir.

Koroner Arter Hastaligi (KAH) ‘na neden oldugu diisiiniilen bir¢ok risk
faktorl belirlenmis olsa da hastaligin sebebi tam olarak bilinmemektedir. Koroner
arter hastaliginin gelismesi i¢in bu risk faktorleri mutlaka gerekli degildir ve risk
faktorleri bulunmayan kisilerde de hastalik gelisebilir (3).

Aterosklerozun patogenezinde birbirine karsit iki teori ortaya atilmaktadir;
Bunlardan ilki, kolesterolden zengin aterosklerotik lezyonun, arter duvarinin
dolasan kandan gelen molekiillerle infiltrasyona ugramasindan dogdugunu soyler.
Ikincisi ise, arteriyal lezyonun primer oldugunu sdyler. Bdylece bag dokusu ve
elastik doku yapisi ve kendi elementlerini olusturan hiicreler bozulmustur. Lipid

infiltrasyonu sekonder olarak olusur (2).

Muskuler arterlerin duvari ii¢ tabakadan meydana gelmistir;
1. intima (en icte olup kanla en sik iliskiye giren tabakadir)
2. media (orta tabakadir)

3. adventisya (en dis tabakadir)

Intima, damar liimeninde dolasan kan bilesenleri igin bir bariyer gdrevi
goren ve endotel hiicrelerinden olusmus ince bir tabakadir. Endotel hiicreleri,
muskuler medianin iistiinde bulunan bir bag dokusu tabakasina (internal elastik
lamina) dayanir. Media, damarm en kalin tabakasidir. intima ve adventisyadan

internal ve external lamina ile ayrilir. Bu laminalarin elastik lifleri arasinda



pencereler bulunur. Buralardan hiicreler ve diger maddeler gecebilir. Media esas
olarak kollajen, elastin ve proteoglikanlardan olusan bir yap1 icinde, diiz kas
hiicrelerinden meydana gelir. Medianin esas fonksiyonu, damar duvarlarinda
kasilma ve gevseme meydana getirerek, kan akimini diizenlemektir. Adventisya,
artere kan gonderen kan damarlari, sinirler ve lenfatikler ile birlikte, fibroblastlar
ve kollojenden ibarettir (3).

Aterosklerozun oncii lezyonlari, yag izleri ve fibroz plaktir. Yag izleri,
aterosklerozun en erken goriilen bulgusudur. leri derecede yag izleri, arterin en i¢
tabakasi tistiinde sar1 renkli bolgeler olarak goriiliir. Bunlar 1 mm’den kiiciik ¢capli
nokta sekillerinden 1-2 mm genigliginde ve 1 cm uzunlugunda lezyonlara kadar
degisir. Yag izleri mikroskobik olarak incelendiginde, kopiik goriiniimli
intraseliiler lipidlerle dolu genis hiicrelerin (foam cells) subendoteliyal bolgeye
toplanmasi ile karakterizedir. Kopiik hiicrelerinin bir kism1 diiz kas kokenli olsa
da esas olarak lipidlerle yiiklii makrofajlardir.

Fibroz plak, aterosklerozun en 6nemli patolojik lezyonudur ve hastalikta
goriilen klinik bulgularin da kaynagidir. Fibroz plaklar soluk, gri ve kabarik
lezyonlardir. Bir ¢ok kisi aterosklerozu arterlerin sertlesmesi ile esdeger kabul
etse de lezyonlar fiziksel olarak sert ya da yumusak olabilirler. Zamanla arter

ltimeni i¢ine dogru biiyliyerek kan akimini azaltabilirler (3).

2.1.1. Patolojik Anatomi

Aterosklerozun baslangici, arter duvarmin endotel tabakasinda yag
lezyonlarinin birikmesiyle olur (1). Histolojik olarak, birbirini takip eden
donemlerde, ayr1 karakterleri olan lezyonlar ortaya c¢ikar. Kronolojik sira ile
lezyonun ilk goriilen sekli mukoid kalinlagmadir. Mikroskobik olarak endotel ve
subendotelyal tabakanin 6demi olusur. Vaskiiler gegirgenligin lokal olarak
artmastyla ortaya ¢iktig1 kabul edilir (4).

Daha sonraki donemde bu bolgeye lipidler oturur ve ‘yagl iz’ lezyonu
meydana gelir. Intimada sar1 ya da gri-san yiizeysel lekeler seklinde goriiliir. Bu

iki tip lezyon geri doniisliidiir. Gerileyip tamamen kaybolabilirler (4).



Patolojik olay devam ederse subendotelyal dokuya lipid infiltrasyonu olur ve
hiicre reaksiyonunu uyandirir. Lezyonda fibréz doku artar, ‘fibroz plak’ meydana
gelir. Daha sonra, lezyon ortasindaki yagl doku yumusar ve ‘aterom plagi’ ortay
cikar. Lipid, hem intraseliiler (kopilik hiicreleri) hem de ekstraseliiler olarak
birikmektedir. Bu lezyona kalsiyum oturdugu, iilserasyon, kanama ve trombusun

eklendigi durum ise ‘komplikasyonlu lezyon’ olarak kabul edilmektedir (4).

2.1.2. Patogenez

Ateroskleroz multipl etiyolojik ve patogenetik faktorlerin bir arada rol
oynamasi ile ortaya cikan bir hastaliktir. Bu hastaligin patogenezinde ii¢ grup
faktor s6z konusudur:

1. Kan biyokimyasi ile ilgili humoral faktorler

2. Arter duvari ile ilgili doku histolojisi ve metabolizmasi faktorleri

3. Hemodinamik kuvvetlerle ilgili faktorler.

Bu faktorlerin bir kismi1 endojen karakterlidir ve kalitima baghdir. Diger bir
kismi ise cevreyle ilgili ekzojen faktorlerdir ve biitiin bu faktorler birbirlerini
etkileyip potansiyalize ederek sonunda aterosklerozu tiim karakterleriyle ortaya
cikarirlar (4).

Normal ve biitiinliigiinii koruyan arter endotelinden biiyiik molekiiller arter
duvarina gecemez. Elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar endotel
hiicrelerinin intima yilizeyinde araliksiz olarak siralandigimi ve bazi yerlerde
endotel hiicreleri arasinda kopriiler seklinde baglantilarin = bulundugunu
gostermistir. Hemodinamik faktorlere bagli ¢esitli kuvvetler katesolaminler,
histamin, serotonin ve bradikininler gibi bazi maddeler bu kopriilerin gevsemesine
ve endotel yiizeyinde porlarin acilmasma neden olmaktadir. Iste, baslangic
lezyonlarin meydana gelebilmesi icin, endotelin bu sekilde bir zarara ugramasi ve
biitiinliigiinii lokal olarak yitirmesi gereklidir. Intimada bu sekilde lezyona
ugramis endotel bolgelerinde kandan infiltrasyonla ser6z bir birikim meydana
gelir ve mukoid rejenerasyon ortaya ¢ikar. Bu, ‘mukoid kalinlasma’ lezyonudur.

Bu lezyon gerileyerek kaybolabilir ya da tahrigler endotel gecirgenliginin daha da



artmasina yol acarak ve fibroz reaksiyonu dogurarak lezyonun ilerlemesine neden

olabilir (4).

2.1.3. Aterosklerozda Risk Faktorleri

Aterosklerozun prevelans ve insidansini, hipertansiyon, hiperlipidemi,
kalittm yoluyla aterosklerozun bulundugunu bildiren aile Oykiisii, diyabet ve
sigara icmek gibi risk faktorleri 6onemli bir sekilde arttirir. Risk faktorlerinin bir
kacinin bir arada bulunmasi, aterosklerozun ortaya ¢ikma oranini ileri derecede
artirmaktadir. Risk faktdrlerinin sayisina gore, hastaligin goriinme oraninda belirli
bir iligki bulundugu saptanmustir. Yiiksek arter basinci olan kisilerde, olmayanlara

gore koroner kalp hastaliginin 3 kat fazla oranda ortaya ¢iktig1 gdsterilmistir (2).

2.1.3.1. Yas

Aterosklerozun gelismesi ve koroner kalp hastaliginin klinik olarak ortaya
¢ikmasi, zamana bagli oldugundan, yas ile ateroskleroz arasinda iliski oldugu
diistiniilmiistiir. Fakat bugiin ateroskleroz yashiligin dogal bir sonucu olarak

goriilmemektedir (2).

2.1.3.2. Cinsiyet

Genel olarak erkeklerin kadinlardan daha ¢ok koroner aterosklerotik kalp
hastaligina tutuldugu bilinmektedir. Bu farklilik menopozdan sonra ¢ok cabuk
azalmaktadir. Bu da kadinlarda, Ostrojenin ateroskleroza karsi koruyucu etkisi

oldugunu diistindiiriir (2).
2.1.3.3. Hiperlipidemi
Hiperlipidemi, plazmadaki miktar ve konsantrasyonunun artmasi nedeni ile,

intimada depolanan lipidin ¢ogalmasi, aterogenesisin basta gelen nedeni olarak

diistiniilmektedir. Kolesterinin yiiksek oldugu hallerde, koroner hastaligin



gidisindeki ozelliklerin belirlenmesi, lipid bozuklugunun bu hastaliktaki dnemini
vurgulamistir (5).

Kandaki serum lipit dizeyleri ve aterosklerotik kalp hastaligina tutulma orani
arasinda belirli bir uyum goézlenmektedir. Ozellikle serum lipitleri arasinda,
kolesterol, trigliserit ve betalipoproeinlerin, plazmadaki ytiksekligi ile koroner
arterde goriilen daralmanin ciddiyeti ve yayginligi arasinda olumlu bir oranti
vardir. Yapilan calismalarda, LDL kolesterol diisiisiiniin koroner aterosklerosis
ilerlemesini  engelledigi ve bazi durumlarda gerileme izlendigi acgikca
gosterilmistir. Ayrica, Miinster Kalp Calismasinda, sasirtict sekilde yiiksek
trigliserit ve diisik LDL kombinasyonunda, kisilerde KAH riskinin arttigi
saptanmistir (5). Epidemiyolojik arastirmalar, serum kolesterin seviyeleri yiiksek
olan Amerika ve Finlandiya gibi iilkelerdeki halkin, koroner kalp hastaliklarindan
Olim oranmin, serum kolesterin diizeyleri diisiik olan Japonya ve Afrika gibi

iilkelerinin halklarindan ¢ok daha yiiksek oldugunu gostermektedir (2).

2.1.3.4. Diyet

Kolesterol, doymus yaglar ve sekerden zengin bir diyetin major bir koroner
risk faktorii oldugu bilinmektedir. Bu tiir diyetin, kanda kolesterol ve lipit
seviyelerini artirdigi saptanmis bulunmaktadir (2). Ayrica, sismanlik da kan
basinci, serum kolesterol seviyesi ve kan sekerini arttirdigi i¢in KAH i¢in risk
faktoridiir. Sismanligin olusturdugu bu riskleri kontrol altina almak i¢in beden
kitle indeksinin 20-25kg/m? arasinda tutulmasi gerekmektedir. BKI >25kg/m?
olanlarda KAH riski artmaktadir. Kilo kaybi kan basincinin, kolesterol ve
trigliserid diizeylerinin diigmesini ve HDL-kolesterol diizeyinin yiikselmesini

saglar (6).
2.1.3.5. Hipertansiyon
Yiiksek kan basincinin, koroner aterosklerozun gelismesinde, birinci

derecede oncelik alan bir risk faktorii oldugu bilinmektedir. Kan basinct yiiksek

olan kisilerde, koroner aterosklerotik kalp hastalig1 prevalansinin ve bundan 6lim



oraninin, normal kan basinct olan kisilere gore ¢ok yiliksek oldugu goriilmiistiir.

Normal kan basinci sistolik 130, diyastolik 85 mmHg alt1 kabul edilmektedir.

Kan basmcinin  artmasi, plazmadaki lipitlerin intima hiicrelerine
filtrasyonunu artirmakta ve 6zellikle bu durum, plazma lipitlerinin yliksek oldugu
hallerde, daha belirgin sekillerde goriilmektedir. Hipertansiyon, hiperlipidemi gibi
intimay1 zedelemek suretiyle, medyadaki diiz kas hiicrelerinin proliferasyona
ugramasina neden olur. Ayrica basing artisindan dolayi, damarda ortaya ¢ikan
torsiyon ve g¢eperde goriilen catlama fenomeni de Onemli faktorlerdir.
Hipertansiyon  tedavisinin  kalp  yetersizligi gibi saf  hipertansiyon
komplikasyonlar1 iizerine olumlu etkileri bilinmektedir. Aterosklerotik

komplikasyonlar iizerin de azaltici etki yaptig1 saptanmistir (2).

2.1.3.6. Diyabet

Diyabetin, kan basmci ylikselmemis, hiperlipidemisi olmayanlarda, tek
basma onemli bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. Diyabet, tiim dokularda
mikroanjiyopati olusturmaktadir. Kiigiik ve biiylik koroner arterlerde, patolojik
degisiklikler ortaya ¢cikmaktadir. Diyabetli kisilerde daha erken yaslarda ve daha
stk olarak, patolojik ateroskleroza rastlanmaktadir. Diyabetli kisilerde koroner
hastaliginin diyabetli olmayanlara gdére 2-3 kat fazla oldugu bilinmektedir (2).
Ayrica, kadinlardaki etkisi erkeklere oranla daha fazladir. Kadinlarda olusturdugu
akut koroner ataga iliskin risk artis1 yaklasik ii¢ kat iken, erkelerde yalnizca %50
dolayindadir (7). Angina pektoris, miyokard infarktiisii gibi koroner aterosklerotik
kalp hastaliginin, erken diyabetli sahislarda gen¢ yaslarda goriillmesi nadir
degildir. Ancak, karbonhidrat metabolizmasi bozuk kisilerde siklikla goriilen
sismanlik, hipertansiyon ve hiperlipidemiyi tam olarak ayirarak tek basina
diyabetin risk faktorii olarak alinmasi giigtiir. Diyabetin kontroliiniin, ileri

donemde ortaya ¢ikan koroner aterosklerozu 6nledigi gosterilememistir (2).



2.1.3.7. Sigara

Sigaranin atetojen etkisinin mekanizmasi agiklanamamis olmakla birlikte,
epidemiyolojik arastirmalar, bunun dogrulugunu tam olarak belirlemis ve sigara
igmenin ateroskleroz igin kesin bir risk faktorii oldugunu ortaya g¢ikarmustir.
Koroner aterosklerotik kalp hastaliginin ortaya ¢ikmasi ya da bu hastaliktan 6ltim
sigara icenlerde, icmeyenlere oranla 2-6 kat daha fazladir. Riskin artis derecesi
icilen sigara miktartyla dogru orantilidir. Sigaranin kesilmesi riskin ortadan
kalkmasint saglamasit bakimindan memnuniyet vericidir. Sigara igenlerde,
aterojen faktoriin, karbon monoksit ve nikotin oldugu bildirilmistir. Nikotin,
sigara igilir icilmez, hemen, plazmada norepinefrin ve epinefrin gibi
katekolaminlerin miktarin1 ylikseltmekte, ayni zamanda nabiz sayisim1 ve kan
basincini da artirarak kalbin oksijen harcamasini ¢ogaltmaktadir. Sempatik
uyarinin  artmasi, elektrofizyolojik olarak ventrikiil fibrilasyon esigini

alcaltmaktadir. Ayrica koroner spazmi da ortaya ¢ikarmaktadir (2).

2.1.3.8. Genetik

Bilinen ¢evresel faktorlere ek olarak, genetik etkenler de KAH riskinde
onemli role sahiptir. KAH, bir ¢ok genetik ve ¢evresel faktorlerin fenotipi iizerine
etkili oldugu, ¢ok faktorli bir hastaliktir (8). Baz1 belirli aile gruplarinda, erken
koroner aterosklerotik kalp hastaligina bir egilim olustugu bilinmektedir. Yiiksek
hastalik riski tasiyan sahislarin secilmesinde, ailevi hastalik hikayesi olanlar 6n
planda dikkate alinmalidir (2).

Genetik faktorlerin ateroskleroz ve iskemik kalp hastaligt olusumundaki
etkileri Epstien ve Mc Kusick tarafindan arastirilmistir. Multifaktoriyel genetik
faktorlerin lipid ve karbonhidrat metabolizmalar1 {izerinde, hipertansiyon, koroner
arter dallarmin ve Kkisilerin karakter yapilarimin olusumunda &nemli katkilar
vardir. Bu hastaliklarin gelismesinde genetik faktorlerin de, hormonal etkiler ve
cevresel faktorler kadar 6nemli yerleri vardir (2).

Toplum taramalarinda kan kolesterol diizeyleri ve kan basincinin

miiltifaktoriyel bir kalitim gdsterdigi saptanmistir. Bunun yanmnda tek gen



bozukluklarina da rastlanir. Ornegin, otozomal dominant hiperlipoproteonemiler,

prematiire iskemik kalp hastaliginin olusumuna yol agar (2).

2.1.3.8.1. Genetik Markerlar ve KAH

Bilinen genetik markerlarla kompleks insan hastalilar1 arasindaki iligki, bu
hastaliklardaki karmasik genetik faktorleri ortaya koymak amaciyla kapsamli
olarak calisilmaya baslanmistir. KAH’1in genetik faktorlerinin c¢alisilmasinda
‘aday gen yaklagimi’ metodu kullanilmistir. Bu metotda KAH gelismi igin risk
faktori olan ve kisiler arasi farkliliga neden olan genler tespit edilir. KAH’1
etkileyen aday genler, protein iirlinleri, asagida siralanan yerlerden birinde etkili
olan, herhangi bir gen olabilir; a- lipoprotein yapisi veya lipoprotein
metabolizmasinda, b- trombogenesis, trombolizis ya da fibrinoliziste, c- koroner
arterdeki kan akisinin diizenlenmesinde, d- kan basincinin ayarlanmasinda, e-
aterosklerotik lezyonlarda ya da aterosklerotik lezyonlarin biiylimesinin
diizenlenmesinde, f- koroner arterlerin erken gelisiminde. Sonu¢ olarak KAH’a
uyumlu dnemli sayida gen incelenmistir. (9). Bircok populasyonda apolipoprotein
E (ApoE)'nin E4 alleli, total kolesterol ve LDL kolesteroliin plazma
konsantrasyonunun yiikseltilmesinde etkilidir. Benzer sekilde, Angiotensin-
converting enzimin (ACE) D allelinin homozigot olmast durumunda KAH ile
iliski saptanmistir. Angiotensinojen (AGT)’nin T235 alleli ise bazi beyazlarda ve
Japonlarda hipertansiyonla baglantili bulunmustur (10).

Koroner arter hastaliginin gelismesinde, endoteliyal hiicre biyolojisi, damar
duvar1 matriksi biyolojisi, koagulasyon ve lipoprotein metabolizmasit gibi bir¢ok
fizyolojik sistem rol oynamaktadir. Bu sistemlerin her biri i¢in etkili olan bir ¢ok
gen ve gen iriinii tespit edilmistir. Ornegin, lipoprotein metabolizmasimin bir geni,
apolipoproteinleri, lipoprotein reseptorlerini ve lipoprotein metabolizmasi
enzimlerini kodlar ve bu gen {izerinde meydana gelecek bir mutasyon lipoprotein
metabolizmasinda bozukluk ortaya ¢ikartir. Bu ve bunun gibi KAH {izerine etkili
sistemlerdeki genlerde meydana gelen mutasyonlar, dolayli olarak KAH riskini
etkiler. Son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda aterosklerozu etkileyen bir cok

gen mutasyonu tespit edilmistir.



HDL kolesteroliiniin plazma seviyesini diizenlemesinden dolay1 kolesteril
ester transferaz proteininin (CETP) ateroskleroza karsi koruyucu etkisi vardir.
TaqIB polimorfizminin B2 allelinin CETP’i baskilayip koroner arterhastalig
riskini artirdig1 bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (11). Benzer sekilde, apoAl ve
hepatik lipaz (LIPC) gen fonksiyonlarinin HDL seviyeleri lizerine genetik etkileri
bulunmaktadir. Bu genlerde olusacak bir mutasyon plazma HDL seviyelerini
etkiler (12). Song ve arkadaglarinin Apolipoprotein E (apoE) genotiplerinin
koroner arter hastaligi iizerine yaptig1 etkileri arastirdiklart c¢aligmada, apoE
epsilon4 allellinin KAH iizerine énemli sekilde etkili oldugu bulunmustur (13).
Klerk ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada ise MTHFR 677 C-T polimorfizmi
ile KAH riski, 6nemli sekilde iliskili bulunmustur (14). ACE D alleli KAH i¢in
yiksek risk olusturur. Angiotensinojen 235T ve 174M varyantlar1 ise
hipertansiyon riskini artirip KAH ig¢in anlamli sekilde etki gosterirler (15). Berg
K. yaptig1 derlemede, APOB, APOAI, LPA, LDLR, APOE ve CETP lokuslarinin
KAH f{izerine koruyucu ya da risk olusturucu etkileri oldugunu bildirmistir (16).
Kim JQ ve arkadaslar1 da benzer bir derleme ile Kore toplumunda KAH iizerine
etkili genleri iki smifta degerlendirmislerdir; 1) lipoprotein metabolizmasini
etkileyen genler; apolipoprotein AI-CIII-AIV, apolipoprotein B, apolipoprotein E-
CI-CII, apoliporptotein(a), LDL reseptorleri, lipoprotein lipaz, kolesteril ester
transfer protein, ve 2) trombotikleri ve diger faktorleri etkileyen genler; fibrinojen,
faktor VII, plazminojen aktivator inhibitér 1, homosistein, stromelisin,
paraoksonaz ve anjiotensin converting enzim (17). Tablo 1’de koroner arter

hastalig1 tizerine etkili ¢esitli gen polimorfizmleri gdsterilmistir.



Tablo 1. KAH’1n1 etkileyen genler (18)

Gen Sembol Polimorfizm Lokus
Angiotensin II receptor type 1 AGTRI -535C—>T 3q21-925
Angiotensinogen AGT -6G— A 1q42-g43
Apolipoprotein C-I11 APOC3 —482C - T 11923
Apolipoprotein C-1IT APOC3 1100C — T 11923
Apolipoprotein E APOE -219G—-T 19q13.2
Apolipoprotein E APOE 3932T—C—(Cys112Arg) 19q13.2
Apolipoprotein E APOE 4070C — T (Argl158Cys) 19q13.2
ATP-binding cassette transporter 1 TAPI 1051G — A (Arg219Lys) 6p21.3
CC chemokine receptor 2 CCR2 190G — A (Val64lle) 3p21
CD14 CDI14 -260C —» T 5q31.1
Coagulation factor V F5 1691G — A (Arg506GIn 1923
Coagulation factor VII F7 11496G — A (Arg353Glu) 13q34
Coagulation factor XIII A Fi1341 163G — T (Val34Leu) 6p25-p24
Connexin 37 GJA4 1019C — T (Pro319Ser) 1p35.1
Endothelial nitric oxide synthase NOS3 —786T — C 7q36
Endothelin-1 EDNI 5665G — T (Lys198Asn) 6p24-p23
E-selectin SELE 561A — C (Ser128Arg) 1923-q25
Fatty acid-binding protein 2 FABP2 2445G — A (Ala54Thr) 4q28-q31
G protein _3 subunit GNB3 825C — T (splice variant) 12p13
Glycoprotein I1la ITGB3 1565T — C (Leu33Pro) 17q21.32
Glycoprotein la ITGA2 1648A — G (Lys505Glu) 5q23-g31
Glycoprotein GPIBB _1018C — T (Thr145Met) Ib22q11.2
Insulin receptor substrate-1 IRS1 3494G — A (Gly972Arg) 2q36
Interleukin-6 1L6 -634C - G 7p21
Interleukin-10 IL10 -819T - C 1q31-q32
Interleukin-10 IL10 —592A - C 1q31-q32
Methylenetetrahydrofolate reductase MTHFR 677C — T (Ala222Val) 1p36.3
NADH/NADPH oxidase p22 phox p22-PHOX 242C — T (His72Tyr) 16q24
Paraoxonase 1 PONI 584G — A (GIn192Arg) 7q21.3
Paraoxonase 2 PON2 311Cys— Ser 7q21.3
Plasminogen-activator inhibitor 1 PAIl —668/4G — 5G 7q21.3-q22
Platelet-activating factor acetylhydrolase PLA2G7 994G — T (Val279Phe) 6p21.2-p12
Stromelysin-1 MMP3 —1171/5A — 6A 11923
Thrombomodulin THBD 2136C — T (Alad55Val) 20p11.2
Thrombopoietin THPO 5713A — G 3q26.3-q27
Thrombospondin THBS4 4 1186G — C (Ala387Pro) 5q13
Transforming growth factor-1 TGFBI 869T — C (LeulOPro) 19q13.1
Tumor necrosis factor- TNFA -63C — A 6p21.3
Tumor necrosis factor- TNFA —-850C - T 6p21.3
Tumor necrosis factor-_ TNFA 238G — A 6p21.3
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2.1.3.9. Minér Risk Faktorleri

Sismanlik, hareketsiz yasanti, kisisel faktorler ve karakter, psikososyal
yasant1 ve diger ¢evre faktorlerinin de aterosklerotik hastaliklarin ilerlemesine,
hizlanmasina neden olan faktorler olarak alinmasi gerekli bulunmustur. Bu
faktorlerin hastaligin gelismesinde etkili riski artirici oldugunu gosteren bulgular
vardir. Yalniz, ¢ogunlukla bu faktorlerin diger major faktorlerle beraber
bulundugu da dikkat ¢ekicidir. Ayrica iilkeler arasindaki cografik farkliliklar, 1rk
ve sosyoekonomik yasanti ve beslenme ayriliklart gibi faktorlerin de ateroskleroz

tizerine etkili olabilecegi kanisina varilmistir (2).

2.2. Lipitler

Lipitler, yag asitleri ile ester halinde bulunan ya da esterlesebilen, apolar
gruplardan yapilmis, molekiil yapilar1 farkli organik bilesiklerdir. Eter, kloroform,
benzen ve aseton gibi apolar organik c¢ozeltilerde ¢oziiniirler (19). Yiiksek yag
asitlerini, bunlarin olusturdugu dogal bilesikleri kapsarlar (20). Temel olarak, C
ve H’ den olusmuslardir. Az sayida S, O, N ve P igerirler. Ayrica bazilarinin
bilesiminde karboksil grubu, gliserol ve karbonhidratlar da bulunmaktadir (19).

En 6nemli 6zellikleri suda ¢oziinmemeleri olan lipidler, bir¢ok organizmada
enerjinin ana depo seklidirler. Fosfolipid ve steroidler, hiicre membrani kitlesinin
yaklagik yarisini1 olustururlar. Ayrica, enzim kofaktér elektron tasiyici, 151k
absoblayan pigmentler, hiicreler i¢in hidrofobik bariyer, emiilsiyon olusturucu

ajanlar, hormonlar ve intraselliiler mesajcilar olarak da gorev yaparlar (19).

2.2.1. Lipidlerin Simiflandirilmasi

Bloor’ un siiflandirmasina gore lipidler asagidaki sekilde iice ayrilirlar:

a. Basit Lipidler: yag asitlerinin ¢esitli alkollerle yapmis oldugu esterlerdir.
Kendi aralarinda ikiye ayrilirlar.

1. Yag Asitleri ve Notral Yaglar (Trigliseritler)

2. Mumlar
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b. Bilesik Lipidler: Bir alkol ve bir yag asidine ek olarak baska gruplar
(azot, karbonhidrat, siilfat ya da protein) tasiyan esterlerdir. Kendi aralarinda iige
ayrilirlar.

1. Fosfolipidler

2. Glikolipidler

3. Lipoproteinler

c. Tiirev Lipidler: Diger lipidlerden hidroliz yoluyla tiireyen lipidlerdir.
Kendi aralarinda ikiye ayrilirlar.

1. izopren Tiirevi Lipidler

2. Yag Asidi Tiirevi Lipidler (19, 20).
2.2.2. Lipiproteinlerin Yapi ve Organizasyonu

Dogal plazma lipitleri olan trigliseritler ve kolesteril esterler, suda
coziinmezler ve amfipatik (hem hidrofibik hem de hidrofilik) molekiil
ozelligindedirler. Lipoproteinler, plazmadaki ¢esitli lipit ve proteinlerden olusan
makromolekiillerdir. Lipoproteinlerin, hidrofobik trigliserit ve kolesteril
esterlerden olusan bir ¢ekirdegi bulunur ve bu c¢ekirdek tek tabakali bir fosfolipit,
serbest kolesterol ya da protein tarafindan cevrelenmistir. Apoproteinler olarak
adlandirilan proteinler, lipit tasinmasinda 6nemli diizenleyici gorevleri vardir.
(21). Kolesterol gibi lipidlerin, plazmadaki yiiksek konsantrasyonlar
kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelisiminde 6nemli risk faktoridiir. Lipid
molekiilleri, kanda belirli alanlara lipoproteinler araciligi ile tasmirlar (8).
Lipoproteinler, hem lipitleri ¢oziiniir tutarak plazmada tasirken, hem de
kendilerinin lipit igeriklerini dokulara verebilirler (19). Lipoproteinler,
bliytikliikleri, densiteleri, lipid ve protein icerikleri ve diizenlenmelerine bakilarak
dort ana grupta toplanirlar. Bunlar;

1. Silomikronlar

2. Cok disiik dansiteli lipoproteinler (VLDL)

3. Diistik dansiteli lipoproteinler (LDL)

4. Yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL)

5. Arayoguluklu lipoproteinler (IDL)’dir (19, 21, 22, 23).
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Silomikronlar: Bashca trigliseritlerden, daha az oranlarda da fosfolipit,
serbest kolesterol, kolesterol esterlerinden ve proteinden olusan en biiyiik
lipoproteinlerdir (24).

VLDL: Silomikronlara benzemekle beraber, yapisinda %85-90 lipit ve %10-
15 protein bulundurmasiyla onlardan ayrilirlar (24).

LDL: Plazmadaki major kolesterol tasiyict partikiildiir. LDL, biiyiik olciide
plazmadaki VLDL’den meydana gelir (19, 24). LDL’nin %75°1 lipit ve %25’1
proteindir (25).

HDL: Hem karaciger hem de ince barsakta sentezlenen HDL, %50 lipit ve
%350 proteinden olusmustur (24, 25).

IDL: Ara yogunluklu lipoprotein VLDL katabolizmasindan tlireyen ve

plazmada diisiik konsantrasyonlarda bulunan gegici bir partikiildiir.

2.2.3. Lipidlerin oksidasyondaki rolii

KAH, gelismis iilkelerdeki 6liim oraninin 6nemli bir nedenidir. KAH 1n risk
faktorleri arasinda ¢ok sayida gen rol oynar. Son yillarda, calismalar lipid
metabolizmasinda rol oynayan genlerdeki ortak polimorfizmlerin, plazma
lipoprotein seviyeleriyle iliskisini belirlemeye odaklanmistir. Yakin zamanlarda
lipid metabolizmasina katilmayan ancak aterosklerotik lezyonlarin gelismesinde rol
oynayan paraoxanase (PON) gibi ek genler tanimlanmistir. PON’un ateroskleroz ile
iligkisinin, HDL’nin antiaterojenik 06zelliklerindeki roliinden dolay1r oldugu
diistiniilmektedir. LDL oksidasyonunun HDL ile iligkili olarak korunmasinda, LDL
oksidasyonunun iirettigi toksin metabolitlerin aktivitesini ortadan kaldiran PON gibi
HDL ile iliskili enzimlerin hareketi aracilik yapar. (26, 27).

In vitro galisgmalar PON’un, biyolojik olarak aktif olan LDL’yi hidrolize
ederek, lipid peroksit olusumunu 6nemli Slglide azalttigini ve yag birikiminin
olusmasini dnlenmesinde koruyucu rol oynadigini belirtmektedir. HDL’yi 1styla
isleyerek PON’un inaktiflesmesinde, HDL’nin LDL oksidasyonunu Onleme
yetenegini  azalttigi  arastirmalarda  gosterilmektedir. PONI  aktivitesi;
hiperkolesterolemi, insiiline bagli olmayan diyabetler, vaskiiler hastaliklar1 olan

ve miyokardiyal enfeksiyondan kurtulanlar gibi ateroskleroz riski yiiksek
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olanlarda azalmistir (26, 27). Immiinolojik teknikler, PON1’in ateroskleroz
gelisimi esnasinda insanlarda arteryal duvarda biriktigini ortaya koymustur. In
vitro olarak insan HDL’sinde veya tamamen seruma saflastirilmis PONI
eklenmesi konsantrasyona bagli bir sekilde Cu™ ile indiiklenen lipoprotein
oksidasyonunu oOnemli derecede engeller. Lipoproteinlerden fosfolipidlerin
oksidasyonu; hidroperoksidazlar, izoprostenazlar ve core aldehitlerini de iceren
enzimatik hidrolize neden olan (28), fosfotidilkolin (PC) tiirevlerinin spektrumuna
neden olurlar (29). PON metabolitleri LDL fosfolipidlerinin Sn-2 pozisyonunda

bulunan arachidonic asit tiirevlerini okside eder (30).

2.2.4. Lipoprotein ve Ateroskleroz Riski

Yiikselen LDL, beta-VLDL ve lipoprotein a seviyeleri, aterosklerosisin
nedeni olan yagli lezyonlarin olusmasina yol acar. Bunun yaninda HDL'nin KAH
riskini azaltan, anti-aterojenik bir lipoprotein oldugu diistintilmektedir. (8). Lipid
seviyelerinin yliksek plazma konsantrasyonlarmna ek olarak, LDL oksidasyonu
ateroskleroz riskinde diger bir anlamli yardimcidir. Goldstein ve Brown (1997),
LDL'nin bu kimyasal degisiminin foam hiicre yapilanmasindaki anahtar roliini
gostermislerdir. Bu olay, temizleyici (scavenger) reseptoriiniin aracilik ettigi bir
islemdir (31). Bu 06zel reseptor, klasik LDL reseptorlerinden farklidir. Hiicresel
kolesterol yi1giliminin artmasi i¢in tersine diizenleyici degildir. Bunun yanisira,
agir hiicresel kolesterol yi1gilimu, lipid yiiklii foam hiicrelerinde sonuglanabilir.

Son yillarda, HDL'nin aterojenez riskinden iki yolla koruyabildigi agikliga
kavusmustur. ilk olarak, HDL, kolesteroliin periferal hiicrelerden disar1 tersine
tasinmasinda rol oynar ki bu da, hiicresel kolesteroliin birikimini engeller. Ikinci
olarak, HDL potansiyel olarak, LDL'nin oksidatif degisimine karsi koruyucudur,
boylelikle aterogenez i¢in de koruyucudur (32). HDL nin bu oksidasyon koruma
yolu, HDL’de bulunan birkag hidrolitik enzime bagl olabilir (33).
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2.2.5. LDL ve LDL Oksidasyonu

Lipoprotein metabolizmasinda, LDL, VLDL'nin liporotein lipaz (LPL) ve
hepatik lipaz (HL) ile lipolizisinden olusmaktadir. LDL, ¢ekirdeginde yiiksek
yagunlukta kolesteril ester ve yiizeyinde apoB ve /veya apoE igerir. LDL
partikiillerinin yaklagik %70', 'karaciger reseptor-bagimli yolu' ile tasinir, geri
kalaniysa 'reseptor-bagimsiz yolu' ile taginir. LDL reseptor-bagimsiz yolu ¢ok iyi
bilinmemektedir. Bunun yaninda reseptor-bagimli mekanizma genis bir sekilde
calistimisgtir. Bu yolda LDL reseptoriiniin (apoB/E reseptorii) onemli rol oynadig
diisiiniilmektedir. LDL reseptorliiniin N terminal bolgesi, LDL partikiillerindeki apoB
veya E'yi baglayarak, LDL'nin sirkiilasyona katilmasini saglayan, ligant baglayici
alan igerir. Plazma LDL kolesterol seviyesi ve aterosklerosis riski, foam hiicrelerinin
diizenlenmesi ile iligkilidir (34, 35). LDL partikiillerinin arteriyal endoteliyal bariyere

gbcll ve intimaya girmesiyle plazmadaki LDL seviyesi artar (36).

2.2.6. HDL ve HDL'nin Anti-Aterojenitesi

Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL), anti-aterojen olan tek lipoproteindir.
HDL'nin KAH riski ile ters iligkili olduguna dair giiclii deliller vardir. Klinik ve
epidemiyolojik ¢aligmalar gdstermislerdir ki, HDL konsantrasyonundaki %1'lik
bir artis KAH riskini %3 oraninda azaltir. KAH'a kars1 koruyucu etki esas olarak,
HDL'nin tersine kolesterol tasimasi ve LDL oksidasyonunu engellemesidir. HDL,
kolesteroliin fazlasini, periferal hiicrelerden katabolizma icin karacigere geri
taginmasina yardimer olur. Bu da, plazma kolesterol seviyesinin diigiiriilmesine
yardimct olur ve foam hiicre diizenlenmesine karst koruma saglar. Bu
Ozellliklerine ek olarak HDL, LDL oksidasyonunu engelleme yetenegine sahiptir

ki boylece ateroskleroz gelisimi azalmis olur (37).

2.3. Insan Serum Paraoksonazlar1 (PON)

Insan serum paraoksonazlari (PON), karacigerde sentezlenen ve plazmadaki

HDL’ler ile iligkili olan, A-esterazlar sinafina ait bir {iyedir. Daha Onceki
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calismalar PON’un, P450 sistemindeki paration, chlorpyrifos ve diazinon gibi

organofosfat insektisidlerin detoksifikasyonunu i¢erdigini géstermistir (38).

2.3.1. Paraoksonaz’in Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Paraoksonaz, paraoksonun P=0O bagini polarize ederek fosforun niikleofilik
saldirtya yatkinliginm1 saglar. Boylece dietil fosfatin aktif alandan ayrilmasini
kolaylastirir. E52 ve D53 amino asitlerinin kalsiyumu (Ca?) bagladigi, hisitidin ve
triptofan basta olmak iizere en az 20 amino asit ile disiilfit baginin arilesteraz ve
paraoksonaz aktivitesi i¢in temel oldugu ortaya konmustur. Enzim aktivitesi
siilfidril bilesikleri ile inhibe olur ve bu inhibasyon sistein ile geri doner. Enzim
aktivitesini 6lgmek icin serum ya da EDTA’s1z plazma gereklidir (39).

Insan serum paraoksonazlari, HDL’ nin igerdigi apo A-I ile yakin iliskili,
lipid peroksidasyon iiriinlerinin birikmesini azaltan, diger bir deyisle LDL’ deki
okside olmus lipidleri hidrolize eden, antioksidan etkili, enzim aktivitesi
kalsiyuma bagimli bir esterazdir. Paraoksonaz, enzim aktivitesinin Ca™’a bagimli
olma ozelligiyle diger A esteraz tipi enzimlerden farklilik gdsterir. Kalsiyumun
direk olarak katalitik reaksiyonda yer aldigi ya da aktif alanin uygun

konformasyonunu saglayarak korunmasinda rol oynadig diistiniilmiistiir (39).

2.3.2. Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz, Aldrige smiflama sistemine gére A grubu arildialkilfosfataz
smifi ester hidrolaz enzimidir. Onceki organofosfat bilesiklerini hidroliz etme
0zelligi nedeni ile toksikoloji alaninda c¢alisilmis, son yillarda ise antioksidan
etkileri nedeni ile KAH riskinden korunabilecegi disiiniilerek glincellik
kazanmustir.

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W. N. (Aldridge W.N. ve
ark., 1953) tarafindan p-nitrofenil asetat, propiyonat ve biitirat’t hidrolize ederken
A-esteraz olarak tespit edilmistir. Insan serumunda ilk defa 1961°de Uriel
tarafindan elektroforez sonras1t HDL immiinopresipitatlarinda saptanmigtir (Uriel

ve ark.,, 1961). 1973 yilinda, bir grup arastirici, ilk olarak insan serum
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paraoksonazini genetik olarak saptamiglardir (Geldmacher-Von Mallinckordt ve
ark., 1973). Mackness ve ark., paraoksonaz aktivitesinin ¢cogunlukla apo Al igeren
partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ortaya ¢ikarmislar ve enzimin kanda
HDL vyapisinda tasindigini gostermislerdir. Aynmi grup 1988’de yaptiklar
calismalarla, PON’un HDL iizerinde apo A-I’e bagimli olarak aktivite
gosterdigini ve 1991 yilinda da LDL {izerindeki lipoperoksit birikimini azalttigini
bulmuslardir (40). Mackness ve ark. (1988), farkli populasyonlarda polimorfizm
analizleri yaparak, allelik formlar1 belirlemis ve populasyon calismalar1 enzim
aktivitesi ile HDL, apo A-I ve apo A-II arasinda istatistiksel iligki gostermistir.
Immiinoaffinite kromotografi calismalari insan serum paraoksonazinin gergekte
apo A-I ve klusterin (apolipoprotein J) igeren HDL tipler ile iliskili oldugunu ve
PON’un total HDL nin ¢ok kii¢lik bir bdliimiinii olusturdugunu gostermislerdir
(41). Sonraki yillarda yapilan caligmalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda
aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyon arasindaki iliskisi
arastirilmis ve enzimin amino asit dizisi belirlenmistir (39).

Yapilan ¢esitli ¢alismalar, paraoksonaz genleri lizerindeki polimorfizmlerin
bir¢ok hastalik lizerinde etkili oldugunu gostermistir. Jiajun shi ve arkadaslarinin,
PON2 Cys311Ser polimorfizmi {izerine yaptiklar1 ¢alsimada bu polimorfizmin

Alzheimer hastaligi riskini 6nemli derecede artirdigini bulunmustur (42).

2.3.3. Paraoksonaz Gen Ailesi

PON gen ailesi, 7q21.3-22.1 kromozomunda bulunan PONI1, PON2 ve
PON3 {iyelerini icerir (43, 44). PON genleri olduk¢a benzerdir, 9 ekson, § intron
ve TATA-less promoter icerirler. Insanlarda, PON1, PON2 ve PON3, amino asit
seviyelerinde yaklasik %60 benzerlik ve niikleotit seviyelerinde ise %70 benzerlik
icindedir (45). PON1’de 106. kodonda lizin bulunurken, PON2 ve PON3’te lizin
bulunmamaktadir. PON gen ailesinin insan fizyolojisi ve patolojisi iizerindeki rolii
cok az anlasilabilmistir. PON’larin sinir sistemini, sirkiilasyondan giris yapan
organofosfatazlarin nerotoksikligine karst muhtemel bir koruyucu etkisi vardir,

clinkii bu organofosfatazlari hidrolize eder. Fakat bu muhtemelen, onlarin
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fizyolojik rolii degildir. Biyokimyasal ve genetik deneyler sonucunda tim
paraoksonazlarin aterosklerozis tizerinde etkisi oldugu kanitlanmistir (46).

PON gen grubunda, toplam dokuz polimorfizm gosterilmistir ve bunlardan
dordii kodlama bolgesindedir. PON1/kodon 192 polimorfizmi ile KAH arasindaki
iligki iizerine ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir ve bircogunda, PON1/kodon 192
polimorfizmi KAH ile iliskili bulunmustur (47, 48, 49). Ayni sekilde,
PON2/kodon 311 Serine (C-G/Ser-cys) polimorfizmi de tek basina ya da
PONI1/kodon 192 polimorfizmi ile birlikte KAH ile iligkili bulunmustur (50).
Yillarca PONI ile yapilan ¢alismalarda insan serum kapasitesi, ksenobiotikleri
hidrolize etmesi ve aterosklerosis arasindaki iliski arastirilmistir. PON2 ve PON3
hakkinda  yapilan ¢aligmalarin  azligt nedeniyle PON1  kadar 1yi

anlagilamamiglardir.

2.3.3.1. Paraoksonaz 1

PONI, HDL alt kesirleri iceren apo-J ve apo A-I ile ayni yere yerlesmis olup
PON1’in ters kolesterol naklinde rol oynayabilecegi olasiligini ortaya ¢ikarmistir. In
vitro calismalar, PON1’in LDL oksidasyonu esnasinda lipid peroksit olusumunu
azaltabilecegini ve dolayisiyla HDL’nin ateroskleroza karsi korunmasinda rol
oynayabilecegini belirtmektedir. Ayrica serum PONT aktivitesinin MI veya kalitsal
hiperkolesterolemi hastalarinda, fish eye hastaligi ve Tangier hastaligi dahil
analfalipoproteinemiazlarda ve diyabet hastalarinda daha diisik oldugu
bulunmustur (51). PONT1 aktivitesini anlamli olarak etkileyen ve protein i¢indeki
amino asit degisikliklerinin meydana getirdigi iki polimorfik yap1 vardir (43, 52).
Ik polimorfizm 55. kodondaki Leusinin (L) Metionine (M) degismesidir (M/L55).
Ikinci polimorfizm, 192. kodonda meydana gelen Glutamin yerine (Q) yerine

Argininin (R) geldigi degisimdir (R/Q192) (43, 52, 53).
2.3.3.2. Paraoksonaz 2
PON2, beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi ¢ok sayida dokuda eksprese

edilir ve c¢esitli mRNA formlar1 mevcuttur. PON2, PON1’e benzer sekilde
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antioksidant 6zelliklere sahiptir (45). Ng ve ark..’un bulgularina gore paraoksonaz
2, hiicresel antioksidanttir ve bir kismi okside olmus LDL’nin oksidasyonunu
geciktirir. PON2’yi ¢okga eksprese eden hiicrelerde olduk¢a az miktarda okside
LDL ve intraseliiler oksidatif stres gézlenir (54). PON2, biri A/G 148 ve C/S 311
olmak tizere iki polimorfizm gosterir. Pozisyon 148’deki polimorfizm, total serum
konsantrasyonu, glycaemic kontrol ve tip2 diyabetli kisilerde nefropatinin varlig
ile iligkilidir. C/S 311 polimorfizmi de tip2 diyabetli hastalarda glyceamic kontrol
ile iliskilendirilmistir. PON2 polimorizmleri, plazma lipoprotein seviyeleri ve kalp
hastalig1 riski ile olduk¢a yakindan iliskili bulunmus (55), fakat ayni iliski

Avrupalilarda ve Cinlilerde gosterilememistir (54).

2.3.3.3. Paraoksonaz 3

PON3’iin {riini HDL iizerine yerlesmis glikoproteindir. PON3
ekspresyonunun asil bolgesi karacigerdir fakat PON3 mRNA’s1, dikkate deger bir
oranda bdobrekte de tespit edilmektedir (45). Bu bulgular, PON3’iin bobrek
lipoprotein metabolizmasinda rol oynuyor olabilecegini gostermektedir. PON2
spesifik peptid antikorlar1 HDL ile iligkili yaklasik 40-kDa’luk bir protein olarak
tespit edilmistir ve LDL ile bir baglantis1 gosterilmemistir (55). PON3, yapis1 ve
in vivo aktivitesi i¢in 6nemli bir 6zelligi olarak, PON1 ile tespit edilmis ii¢ sistein
artigint paylasir. Cys283’de bulunan serbest siilfidril artigi ve PON1’in diger iki
sisteininde bulunan intramolekiiler disiilfid baglar1 (55). PON1 gibi PON3 enzimi
de antioksidant Ozellik gdstermektedir ve son zamanlarda yeni bir enzimatik
aktivite ortaya ¢ikarilmigtir. PON3 laktonaz aktivitesi Draganov ve ark..
tarafindan tavsanlarda tanimlanmistir ve Reddy ve ark.. insanlar i¢in hipotez
etmistir. Bu bilgiler, PON3’iin hidrolize potansiyelli toksik endogenoz laktonazlar
ile vaskiiler hasara kars1 koruyucu oldugunu isaret ederler(45). Draganov ve ark..
PON3 proteinini tavsan serumundan piirifiye ve karakterize etmis olmasina karsin
(55), PON3, heniiz insan dokularindan piirifiye ve karaterize edilmis degildir,

dogal substratlar1 bilinmemektedir (45).

19



2.4. PON ve KAH Riski Arasindaki iliski

LDL oksidasyonunun ve bunun sonucu olarak arteriyal duvarda foam hiicresi
yiiklii yagl bolgelerin gelismesinin, aterosklerotik islemlerin baslamasina yol agtig
diisiiniilmektedir (56). In vitro ¢alismalar, HDL-PON birlikteliginin LDL
oksidasyonunu engelledigini (57) ve hafif oksidize olmus LDL’deki aktif lipidleri
yok edebilecegini gostermistir (58). Ateroskleroz igslemini baglatan da bu olabilir.

Son yillarda yapilan galigmalar, HDL nin {izerinde bulunan Ca™’

a bagh
enzim olan paraoksonazin, okside olmus lipidlerin metabolizmasinda ve
aterosklerozdan korunmada onemli fizyolojik rolii oldugu yoniindedir. PON ile
ateroskleroz arasindaki iliski HDL nin antiaterojenik 6zelliklerinden ileri geliyor
gibi goriliir. LDL oksidasyonundan korumasinda ve LDL oksidasyonuyla olugan
toksik metabolitlerin aktivitesinin azaltilmasinda, HDL ile iliskili olan PON’un
HDL iizerine katalizdr etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. invitro calismalarin
gosterdigine gore, PON biyolojik olarak aktif olan LDL’yi hidrolizleyip lipid
peroksit olusumunu anlamli olarak azaltarak yag cizgisinin olusmamasi i¢inde
onemli rolii iistlenir. (39).

PON ile apo A-I arasindaki yakin iliski, bu iki proteinin dogrudan
baglandigini disiindiiriir. Yapilan sekans analizleri, dolasimda bulunan PON
formunun N-terminal hidrofobik sinyal sekansina sahip oldugunu gdstermistir. Bu
bulgular, PON’un hidrofobik N-terminal sakensinin HDL ile etkilesimini
kolaylastirdig: fikrini ortaya koymustur (59).

In vitro olarak histidin ve glutamin rezidiillerinin pozisyon 20 ve 21°de alanin
ile yer degistirmesi PON ekspresyonuna neden olur. Eksprese edilen PON’un
lipoproteinlerle etkilesmesi i¢in N-terminal hidrofobik sinyal sekansiin gerekli olup
olmadig: arastirilmis ve PON ile HDL birlesmesi icin yapida N-terminal hidrofobik
sinyal peptidin gerekli oldugu saptanmistir. Apolipoprotein noksanliginda N-terminal
hidrofobik peptid dogrudan fosfolipidlere baglandigindan, PON’un HDL iizerindeki
fosfolipidlere baglanarak dolasimda bulundugu gézlenmistir (60).

Aterosklerotik apoprotein E eksikligi olusturulan fareler iizerinde yapilan

calismada, serum PON aktivitesi ve serum lipidlerinin oksidatif diizeyi arasinda
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negatif korelasyon tespit edilmistir. Apo E eksik olan farelerde hizli ateroskleroz
olusumu ve oksidatif stres artis1 belirgin olarak gozlenmistir (61).

Onceki calismalarda, PON2/Ser311 ve PON2/Cys311 allellerinin KAH riski
ile iligkili olarak bulunmustur (48). Benzer sekilde ge¢mis caligmalar, PON3’{in
de benzer biyolojik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (62, 63). PON2 geninin
trlinliniin, hiicre aracili LDL oksidayonunun 6nlenmesinde gorev yapan bir
protein oldugu anlasilmistir (64). PON3 geninin promoter bdlgesindeki —133C>A
polimorfizmi son ¢aligmalarla gosterilmistir.

PON2 ve PON3’iin KAH ile iliskisini incelemek iizere bir ¢ok c¢alisma
yapilmistir. Chen ve arkadaslari, PON2 kodon 311’in angiografik koroner arter
hastalig1 ile iliskisini inceleyen bir ¢alisma yapmislar ve sonucunda PON2 kodon
311 polimorfizm frekansinin hasta grubunda kontrol grubuna oranla anlamh
sekilde yiiksek oldugunu bulmuslardir (%15.22, %4.61; P=018) (65). Bunun
tizerine PON gen ailesinin KAH iizerine etkili olacagini séylemislerdir. C. Motti
ve ark., paraoksonaz gen ailesi polimorfizmleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismadaki
bulgularina dayanarak, PON2 S—C 311 polimorfizminin koroner arter hastaligi
izerinde, yalniz basina ya da PON1 192 polimorfizmi ile birlikte etkili oldugunu
sOylemislerdir (66). Wang ve ark., Cin Han populasyonunda, koroner arter
hastaligt ve PON gen ailesi polimorfizmleri arasindaki iligkiyi inceledigi
calismada, PON1’in 3 polimorfizminde (Q192R, R160G ve —162G/A) oldugu gibi
PON2 S311C polimorfizminin de KAH ile anlamli bigimde baglantili
bulmuglardir. Bu ¢alismada da PON2 311C alleli, hastalarda kontrol grubuna
oranla oldukca yiiksek frekansta gozlenmistir (67). Aym sekilde Robertson ve
ark.. da yaptiklar1 ¢calismada PON2 S311C polimorfizmini KAH ile baglantil
bulmusglar fakat PON3 icin herhangi bir polimorfizmin KAH ile etkilesimine
rastlamamuslardir (68). Bu bulgular, Sanghera ve ark.. ve Mackness ve ark..’un da
yaptiklar1 ¢calismalarla uyumludur (48, 54).

Bunlarin yaninda, Mansur ve arkadaslarinin KAH’li 130 kadin hasta
tizerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, PON2 S311C polimorfizmi ve KAH
arasinda herhangi bir iligki gosterilememistir (69). Benzer bicimde, Wheeler ve
ark.. ve Qi Chen ve ark.. calismalarinda bu polimorfizm ve KAH arasinda anlamli

bir baglant1 bulmamislardir (70).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Orneklerin Secimi ve Kan Alm1

Calisma, prematiir KAH tanis1 alan 159 hasta ile, KAH 6ykiisii olmayan 113
saglikli birey (kontrol grubu) arasinda yapildi. Calismaya katilan biitiin bireylerin
yazili onaylar1 alindu.

Hastaligin tanisinda kullanilan kriterler,

a. Anjiografide major bir koroner arterde ya da dallarinin birinde en az %50
darlik,

b. Tani sirasindaki yas, erkeklerde <55, kadinlarda ise <65.

Koroner anjiografi Judkin metodu kullanilarak gerceklestirildi. Miyokard
infarktiisii tanis1;, Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine uygun olarak, semptomlar,
kardiyak enzimlerin yiiksekligi ve elektrokardiyografik degisikliklere gére kondu.

Biitiin hastalar, diabetes mellitus (DM), hipertansiyon, hiperkolestrolemi ve
sigara gibi koroner risk faktorleri acisindan degerlendirildi. Trigliserit, total
kolesterol, HDL ve LDL kolesterol degerleri klasik biyokimyasal metodlarla elde
edildi. Arteriyal hipertansiyon kriteri olarak, birden ¢ok Ol¢iimde sistolik basing
>140mmHg ve/veya diastolik basing >90mmHg bulunmas: alindi. Diabet ykiisii
olanlar ya da bazal glukoz degeri >120mg/dl olanlar diabetes mellitus olarak
degerlendirildi. Sigara i¢imi >5/glin olanlar, sigara igen grubuna dahil edildi.
Viicut kitle indeksi >25kg/m? olanlar, kilolu olarak degerlendirildi. Hasta ve
kontrollerle yapilan goériismeler sonucu KAH aile dykiileri saptandi.

Onaylar1 alinan hastalarin vendz kanlart K2EDTA’l1 tiiplere toplandi ve
DNA izolasyonlar1 yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. Tiim molekiiler analizler
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklart A.D.
Molekiiler Tip Arastirma laboratuarinda yapildi.
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3.2. Arag ve Geregler

3.2.1. Kullamlan Kimyasallar

3.2.1.1. Kimyasallar

Calismanin her asamasinda molekiiler grade kalitesinde kimyasallar ve tip-1

kalitesinde ddH2O (gift distile su) (18 megaohm/cm) kullanildi.

Agaroz (Sigma, A 9539)

Borik Asit (Sigma, B 6768)

Bromfenol mavisi (Sigma, 5525)

dNTP karisimi (Boehringer Mannheim, 1277049)

Hinf I Restriksiyon enzimi

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, disodyum) (Sigma E 5134)
Etanol (Reidel de Haen, 24103)

Etidium Bromid (Sigma, E 7637)

N-Laurol Sarkozin (Sigma, L 9150)

MgCl12 (Merck, 5832)

Mocekiiler Agirlik Marker’1 (Hae 111, Fermentas)

Dde I Restriksiyon Enzimi

Nucleospin DNA izolasyon kiti (Macherey-Nagel, Cat No:740 951.250)
PCR tampon seti (Boehringer Mannheim, 1699121)

Sukroz (Sigma, S 0389)

Taq DNA Polimeraz (Boehringer Mannheim, 1146165)

3.3. KAH’hginda PON2 Genindeki Cys-Ser 311 ve PON3 Genindeki 971 G-

A Polimorfizmlerinin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

3.3.1. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Hastalardan EDTA’lLl tiipe alinan Iml periferik kandan 200ul alinarak

genomik DNA elde edilmistir. Bu amagla tuzsuz DNA ekstraksiyon yontemi
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kullanilmistir. Bu yontem i¢in Nucleospin DNA izolasyon kiti kullanilmistir.

Ekstrasiyon islemleri kit prospektiisiine gore yapilmstir.

3.3.2. Uygulanan Protokol

DNA Ekstraksiyonu (NucleoSpin):

1. 1,5ml mikrosantrifiij tliplerine 200ul kan ve 25ul proteinase K eklenir.

2. 200ul lysis buffer B3 herbir karisimin iizerine eklendikten sonra 10-20
saniye kadar vortekslenir.

3. 70°C’de 10 dakika beklenir.

4. Her bir 6rnegin lizerine %96-98 lik etanolden 210ul konulup vortekslenir.

5. Orneklerin her biri NucleoSpin Blood Column’lara aktarilir.

6. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

7. NucleoSpin Blood column’lar yeni tiiplere aktarilir ve her birine 500ul
BW eklenir.

8. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

9. NucleoSpin Blood column’lar yeni tiiplere aktarilir ve tizerlerine 600ul BS
eklenir.

10. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

11. NucleoSpin Blood column’lar yeni tiiplere aktarilir ve {izerlerine
sollisyon koymadan bos, 14 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

12. NucleoSpin Blood column’lar 1,5ml’lik mikro santrifiij tiiplerinin igine
konur. Uzerine dnceden 70°C de bekletilmis olan elution buffer (BE) ‘dan 100ul
eklenir. Oda 1s1sinda yaklasik 3 dakika beklenir.

13. 12 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

14. NucleoSpin Blood column’lar atilir. Mikro santrifiij tiiplerinin dibinde
biriken miktarla PCR caligilir.

Tiiplerin agizlar kapatildi ve parafilmlenerek -20°C’ye kaldirildu.
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3.3.3. izole Edilen DNA’nin Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Saptanmasi

Orneklerin DNA konsantrasyonu tayini igin, &nce izole edilen DNA
orneginden 25 pl alindi ve 425 ul TE ile seyreltildi. lyice karigtirilarak
homojenize edilen DNA 6rneginin optik dansitesi, spektrofotometrede 260 ve 280
nm’de TE’ye kars1 okundu. 50pg/ml c¢ift iplikli DNA igeren c¢oOzeltinin
spektrofotometrede 260 nm’de 1.0 optik dansite (OD) degerinde bir okuma
verdigi kabul edilmektedir. Spektrofotometrede okunan OD degeri asagidaki
formiile gore hesaplandi:

Ornekteki DNA miktar1 (ug/ml): (OD260)x50pg/ml (1.0 OD’ye karsilik
gelen cift iplikli standart DNA miktar1)x 17 (seyreltme faktorii).

DNA miktarinin  yaninda OD 260/280 pranlart  degerlendirildi.
Degerlendirilen hasta 6rneklerinin hepsinde bu oranin 1.75-2.0 arasinda degistigi
gozlendi. Bu oran, DNA kalitesinin molekiiler ¢alismalar i¢in uygun oldugu
anlamina gelmektedir.

Elde edilen DNA’nin bitiinliigii agaroz jel elektroforezi sisteminde
orneklerin yiiriitiilmesi ile test edildi. Elde edilen 2ul (100ng) DNA molekiilii
%1°lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Molekiiler biyolojide kullanilan
agarozdan 1 gr. Tartilarak 100pl 10xTBE tamponunda magnetik karistiricida
boncuklar kullanilarak karistirildi. Bu karisim mikrodalgada eritildi. Magnetik
karistiric1 iizerinde karistirilarak 60°C’ye kadar sogutuldu. Uzerine 10pg/ml
konsantrasyonlu Etidyum Bromiir soliisyonundan 10ul ilave edilip karistirildi. Bu
agaroz sollisyonu Onceden hazirlanmis elektroforez tankinin taraklar
yerlestirilmis, kamerasina dokiildii ve sertlesinceye kadar beklendi. Uzerine
IxTBE tamponu eklendikten sonra taraklar ¢ikartildi. 2ul DNA ve 2ul Orange G
kanistirilarak jele yiiklendi. Elektroforez 100mV, 80mA kosullarinda kullanilarak
30-40 dakika arasinda uygulandi. Jeldeki DNA ultraviyolede, baz cift sayisi
bilinen standart olarak kullanilan DNA marker1 (Hae I1I, Fermentas) ile karsilikli
olarak goriintiilendi. Kontrol edilen bu DNA’dan tiim genotipleme reaksiyonlari

yapildi.
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3.3.4. PCR Amplifikasyonu :

3.3.4.1. Amplifikasyonda Kullanilacak Primerlerin Secimi:

Kullanilacak primerler, yapilan literatiir taramas1 sonucuna gore belirlendi
(Tablo 2). Liyofilize halde gelen primerler 10 pmol / pl konsantrasyonda olacak
sekilde ddH,O ile ¢oziildii.

3.3.4.2. Uygulanan PCR Protokolii:

PCR reaksiyonunda yer alan biitiin bilesenler (PCR tamponu, dNTP,
Primerler, Taqg DNA Polimeraz) ve PCR siklus sicaklik profilleri tek tek kontrol
edilerek standardizasyonlar1 yapildi. Sonugta PCR reaksiyonunda kullanilan

karisim asagidaki miktar ve konsantrasyonlarda hazirlandi (Tablo 3).

Tablo 2. Kullanilan Primerler.

PON 2 Cys-Ser (311): (Fragman biiyiikliigii : 262 bp)

FORWARD: 5’-ACA TGC ATG TAC GGT GGT CTT ATA-

REVERSE : 5'-AGC AAT TCA TAG ATT AATTGT TA-3'

PON 3 971 G- A: (Fragman biiytikliigii : 238 bp)

FORWARD: TCCTAG AAT GTT TGG GAA GG
REVERSE: CTA GAA CTC ACA GTA CAG AGT
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Tablo 3. 50 pl hacim igerisinde gerceklestirilen PCR reaksiyonunda kullanilan

maddeler ve son konsantrasyonlari.

Kullanilan Cys-Ser (311) 971 G- A
Madde
ddH,O Tamamlayacak kadar Tamamlayacak kadar
10xPCR tamponu 5ul S5ul

dNTP karigim 200uM 200uM
Primer 0,3 uM 0,3 uM

Tag DNA Pol. 1,25 Uinite 1,25 tinite
Kalip 2.0 pl 2.0 ul

Thermal Cycler’da tabloda gosterilen PCR sicaklik profili (Tablo 4)
kullanilarak amplifikasyon gerceklestirildi.

Tablo 4 Kullanilan PCR Sicaklik Profili

94°C 4 dakika

94°C 1 dakika 30
50°C 1,5 dakika Cevrim
72°C 2 dakika

72°C 10 dakika

3.3.5. PCR Uriinlerinin Elektroforezde Degerlendirilmesi:
Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar:

* Etidyum Bromid Stok Soliisyonu : (Molekiiler analiz i¢in 20 mg / ml
konsantrasyonda)
200 mg etidyum bromid c¢eker ocak igerisinde tartilarak 10 ml ddH,O’da

¢ozildi.
* 10 x TBE (Agaroz Jel Elektroforezi i¢in) :
108 gr Trizma baz (0.04 M)
55 gr Borik Asit
40 ml 0.5 M EDTA (pH:8.0)
ddH-O ile 1 litreye tamamlandi.

* 05MEDTA
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186.1gr disodyum EDTA (2 sulu) ddH,O ile 1 litreye tamamlandi. PH’1 10
M NaOH ile 8.0 ayarlandi. (Not:EDTA pH :8.0°da ¢o6ziiliir.)

Elde edilen 2 p 1 (100ng) DNA molekiilii %1°lik Agaroz jelde elektroforeze
tabii tutuldu. Molekiiler Biyolojide kullanilan Agarozdan 1gr. tartilarak 100 pl
10XTBE tamponunda magnetic karistiricida boncuklar kullanilarak karistirildi.
Bu karisim mikrodalga firininda eritildi. Magnetic karistirict  {izerinde
karistirilarak 60 °C kadar sogutuldu. Uzerine 10 pg/ml konsantrasyonlu Etidyum
Bromiir soliisyonundan 10 pl ilave edilip karstirildi. Onceden hazirlanmis
elektroforez tankina taraklar yerlestirildi ve bu agaroz soliisyonu kamerasina

dokiildii, sertlesinceye kadar bekletildi. Uzerine 1XTBE tamponu eklendikten

sonra taraklar ¢ikarildi. 2l DNA ve 2 ul Orange G karistirilarak jele yiiklendi.
Elektroforez 100mV, 80 mA kosullarinda kullanilarak 30-40 dakika arasinda
uygulandi.

Jeldeki DNA ultraviyolede, baz ¢ift sayis1 bilinen standart olarak kullanilan
DNA marker1 (Hae IIl,LFermentas) ile karsilikli olarak goriintiilendi. Kontrol
edilen bu DNA’dan tiim genotipleme reaksiyonlar1 yapildi.

3.3.6. RE Kesimi ile Polimorfizmlerin Saptanmasi:

PCR drlinii saptanmis Orneklerde RE kesimi yapildi. Cys-Ser (311)
polimorfizmi i¢in Dde I kisitlayici enzimi (RE) kullanildi. Bu kesim 10 pl. PCR

ornegine uygulandi. 1 pl. enzim kullanildi. 37°C’de 5 saat TM programinda kesim

yapild1. %3’lik nusieve jelde ;

SS - 120 bp + 75 bp + 65 bp

SC - 140 bp + 120 bp + 75 bp + 65 bp
CC - 140 bp + 120 bp

olarak okuma yapildu.
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971 G- A polimorfizmi i¢in Hinf I RE kullanildi. Bu kesim 17 pl. PCR

ornegine uygulandi. 1 pl.enzim kullanildi. 37°C’de 3 saat TM programinda kesim

yapildi. %3’liik nusieve jelde ;

GG - 238 bp
GA - 238 bp + 143 bp + 95 bp

AA - 143 bp +95 bp

olarak okuma yapildu.

RE kesim yontemi uygulanan PCR {iriinleri, 2.5 pl. Orange G ve 5 pyl.enzim
kesimi alinarak jele yiikkleme yapildi. UV’de belirlenen baz ciftleri
degerlendirildi.

3.3.7. istatistiksel Yontem

Istatistiksel incelemeler SPSS 10.0 siiriimii kullanilarak gerceklestirildi.
Degiskenler, ortalama + SD olarak ifade edildi. P degeri < 0.05 olanlar anlamli
olarak degerlendirildi. Univaryans analizler, x* testi, odds ratio (OR) ve Mann
Whitney U testi ullanilarak hesaplandi. Genotip dagilimi i¢cin Hardy-Weinberg

esitligi ki-kare testi ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular:

Calisma grubu 159 prematiir KAH ve 113 kontrol grubundan olusmaktadir.
Hastalarin ve kontrollerin klinik 6zellikleri Tablo 5’de gosterilmistir. Hasta
(%76.7) ve kontrol grubunun (%83.2) biiyik c¢ogunlugu erkeklerden
olusmaktadir. Hastalarda, DM (%34.5), KAH aile 6ykiisii (%34.6), hipertansiyon
(%33.3) ve sigara igme aliskanlig1 (%60.4) kontrollerden daha fazlaydi.

Tablo 5. Hasta ve kontrollerin demografik oOzellikleri ve risk faktorlerinin

dagilimu.
Hasta (n=159) Kontrol
(n=113)

Yas (y1l) 47.348.1 43.4+5.4
Erkek/kadin (%76.7/ (%83.2/%16.

%23.3) 8)
VKI (kg/m?) 25.9+2.6 24.3+2 4
Diabetes mellitus 39 (%34.5) 4 (9%3.5)
KAH aile oykiisii 55 (%34.6) 11 (%9.7)
Hipertansiyon 53 (%33.3) 12 (%10.6)

Sigara igme aliskanlig1
(>5/giin)

Total kolesterol (mg/dl)
HDL kolesterol (mg/dl)
LDL kolesterol (mg/dl)

Trigliserid (mg/dl)

96 (%60.4)

201.8+£35.2
43.24£5.3
129.7+£22.4

177.9+68.8

34 (%30.1)

169.6+21.4
46.7+4.1
119.5+24.3

158.6+44.7
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4.1.1. PCR Amplifikasyon Uriinlerinin Elde Edilmesi:

PCR reaksiyonlar1 sonrasinda PON 2 genindeki Cys-Ser (311): polimorfizmi
igin 262 bp’lik PON 3 genindeki G971A polimorfizmi i¢in 238 bp’lik

amplifikasyon tiriinleri elde edildi.

i 2 3 4 5 6

120bp > == e o o o= e

75 bp »— — o
A -

1,4,5 — SS genotipleri
2,6 - CC genotipleri
3 - SC genotipi

4.1.2. Re Kesimi ile Mutasyon Taranmasi:

Tablo 6: Polimorfizmler ve RE Kesimi.

RE Parca Tam
Gen | pozisyon | degisiligi| | BOes devib?klivi Biyukligii | Parcasi
pozISy EWIRUE Degigikligi | ““B"¥E (bp)
Dde I
PON| 311 Cys— Ser| Bolgesi G- C 262bp |142,75,
2 Olusur. 65
HinfI
PON | 324 Gly - Bolgesi G A 238bp  [243,95
3 Asp Olusur.

PON2-S311C polimorfizmi ig¢in incelenen 262 bp’lik amplifikasyon
driinlerini Dde I RE ile muameleye tabi tuttugumuzda, S aleli agisindan

homozigot olan bireylerde 120, 75 ve 65 bp bilyiikliigiinde {i¢ bant; C aleli
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acisindan homozigot olan bireylerde 142 ve 120 bp’lik iki bant; SC heterozigot
bireylerde ise 142, 120, 75 ve 65 bp biiyiikliigiinde dort bant elde edildi (Sekil 1).

PON3-G324D polimorfizmi i¢in incelenen 238 bp’lik amplifikasyon
driinlerin Hinf I RE ile muameleye tabi tuttugumuzda, G aleli agisindan
homozigot olan bireylerde 238 bp biiyiikliigiinde tek bir bant; D aleli agisindan
homozigot olan bireylerde 243 ve 95 bp’lik iki bant; GD heterozigot bireylerde ise
238, 243 ve 95 bp biiyiikliigiinde {i¢ bant elde edildi (Sekil 1).

4.1.3. PON2 ve PON3 Genotip Analizi:

Elde edilen sonuglara gore aile Oykiisii, hipertansiyon, diabetes mellitus,
sigara, asir1 kilo, total kolesterol ve LDL kolesterol KAH riskini arttiran

faktorlerdir (p<0.05) (Tablo 7).

Hasta ve kontrollere ait PON2-S311C ve PON3-G324D genotipleri ve
frekanslar1 tablo 8’de gosterilmektedir. Buna gore, hastalarda PON2-S311C
bolgesinde S homozigotlarin oran1 % 73.0, C homozigotlarmn oran1 % 1.9, SC
heterozigotlarin ise % 25.1 iken; PON3-G324D bolgesinde G homozigotlarin
orant % 98.7, D homozigotlarin oran1 % 0 ve GD heterozigotlar % 1.3 olarak
saptandi. PON2-S311C (X*= 2.735, p= 0.255) ve PON3-G324D (X*= 1.432, p=
0.231) genotipleri ve frekanslar1 ile KAH arasinda yapilan istatistiksel analizde

anlaml bir iligkinin olmadig1 saptanmaistir.

Tablo 7. Kardiyovaskiiler risk faktorleri ve KAH
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2 test p

Aile oykiisii 22,209 0.001
Hipertansiyon 18,739 0.001
Diabetes Mellitus 13,816 0.001
Sigara 24,287 0.001
BMI (kg/m?) 15.154 0.041
Total kolesterol 12.117 0.021
LDL kolesterol 8.219 0.012
HDL kolesterol 19.015 0.086

Tablo 8. PON 2 ve PON 3 genotip dagilimi.

Hasta Kontrol 1 test
(n=159) (n=113)
PON2-S311C

2:

ss 116 (% 73.0) 96 (% 849) X 0733
p=0.255

sC 40 (% 25.1) 17 (% 15.1)

cC 3 (% 1.9) 0 (% 0)

S/C frekansi 0,855/0,145 0,924/0,076

PON3-G324D

GG

GD

DD

G/D frekansi

157 (% 98.7)

2 (% 1.3)

0 (% 0)

0,993/0,007

113 (% 100)
0 (% 0)
0 (% 0)

1,0/0,0

X?=1.432
p=0.231
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5. TARTISMA VE SONUC

Gelismis iilkelerde biitiin 6liimlerin en az yaris1 kardiyovaskiiler hastaliklar
nedeniyle olmaktadir. Bunlarinda %1 aterosklerotik koroner arter hastalifina
baghdir. Kirk yas ve sonrasi 6liim nedenlerinin basinda KAH bulunmaktadir (3).
Epidemiyolojik caligmalar sonucunda KAH iizerinde etkili birgok risk faktori
oldugu saptanmistir. Bu risk faktorlerinden biri olan diisiik HDL seviyesi en
onemli faktor olarak one ¢ikmaktadir (70). HDL’deki %1°lik bir azalma, KAH
riskini %2-3 oraninda artirir (71). KAH’in risk faktorleri arasinda cevresel
faktorlerin yaninda ¢ok sayida gen rol oynar. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, lipid
metabolizmasinda rol oynayan genlerdeki ortak polimorfizmlerin, plazma
lipoprotein seviyeleriyle iligkisini belirlemeye odaklanmistir. Yakin zamanlarda
lipid metabolizmasina katilmayan ancak aterosklerotik lezyonlarin gelismesinde
rol oynayan paraoksonaz (PON) gibi ek genler tanimlanmistir. PON’un
ateroskleroz ile iliskisinin, HDL’nin antiaterojenik 0&zelliklerindeki roliinden
dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. (25, 26). Kompleks ve heterojen bir yap1 gosteren
HDL dolasimdaki birgok molekiille etkilesim halindedir. HDL’nin en iyi bilinen
anti-aterojenik 6zelligi ters kolesterol yolundaki lipid tasiyici roliidiir. Diger anti-
aterojenik etkisini LDL’nin oksidatif modifikasyonu inhibe ederek gosterir.
LDL’nin oksidatif modifikasyonu, damar duvarlarinda kolesterol ve oksisterol
birikiminin eslik ettigi erken ateroskleroz evresinde ve lezyonlarin gelisiminde
¢cok 6nemli bir anahtar faktor olup, okside lipidlerin ateroskleoz ile iligkisi bir cok
calisma ile gosterilmistir (72, 73, 74, 75).

Insan serum paraoksanazlari, HDL nin igerdigi apo A-I ile yakin iliskili,
lipid peroksidasyon firiinlerinin birikmesini azaltan, diger bir deyisle LDL’deki
okside olmus lipidleri hidrolize eden, antioksidan etkili, enzim aktivitesi
kalsiyuma bagimli bir esterazdir. (39). LDL-kolesterol ve oksidatif tlirevlerinin
endotelyuma zarar vermekte, HDL ise LDL’nin oksidatif degisimini
onlemektedir. HDL ile ilgili antioksidan aktivitesinin, enzimlerinde ozellikle
paraoksonazda bulunduguna inanilmaktadir. PONI’in lipid peroksitlerinin
birikmesini engelleyerek LDL’yi oksidatif degisime kars1 korudugu bilinmektedir
(76, 77, 78). Mackness ve ark., paraoksanaz aktivitesinin ¢ogunlukla apo Al
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iceren partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ortaya ¢ikarmislar ve enzimin
kanda HDL yapisinda tasindigimi gostermislerdir. Ayni grup 1988°de yaptiklari
caligmalarla, PON’un HDL iizerinde apo A-I’e bagimli olarak aktivite
gosterdigini ve 1991 yilinda da LDL iizerindeki lipoperoksit birikimini azalttigini
bulmuslardir (35). Shih ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, serum
PON1’den yoksun farelerin oksidatif stres ve ateroskleroza karsi hassas olduklari
incelenmistir. Ayrica bazi inhibitorlerin  kullanilmasinin da PON1’in HDL
oksidasyonunu 6nlemede rolii oldugu gosterilmistir. LDL oksidasyonunu onleyen
mekanizmalar antiaterojenik oldugundan HDL’ye bagli PON1 lipid peroksitlere
kars1 bir engel olusturur. Yapilan bir ¢ok ¢calismada HDL nin LDL oksidasyonunu
inhibe ederek KAH riskine karsi koruma sagladig: ileri stiriilmiistiir (79).

Serum paraoksonaz enzimi HDL’ye bagli bir enzim olarak HDL’nin
antioksidatif 6zelliginden sorumludur. PON, HDL’de apolipoprotein (apo) A-I
and apol’ye bagl olarak bulunan, 43-kDa biiyiikliigiinde, kalsiyum-bagiml1 354
amino asitten olusan bir enzimdir (80, 81). PON1 normal arter duvarinda da
bulunmakta ve ateroskelerotik siirecte konsantrasyonlar1 giderek artmaktadir.
Aviram ve ark.larmin yaptigt bir calismada PONI1’in, koroner arter ya da
karotisten alinan ateroskelerotik lezyonlarda okside olmus lipidleri azaltma
kapasitesine sahip olduklar1 gosterilmistir (82). Yapilan cesitli calismalar,
paraoksanaz genleri {izerindeki polimorfizmlerin bir¢ok hastalik {izerinde etkili
oldugunu gostermistir. Serum PONI aktivitesinin KAH hastalarinda, MI veya
kalitsal hiperkolesterolemi hastalarinda, analfalipoproteinemiazlarda ve diyabet
hastalarinda daha diisiik oldugu bulunmustur (51). PON2 ile yapilan ¢alismalarda,
pozisyon 148’deki A—G polimorfizminin total serum konsantrasyonu, glisemik
kontrol ve tip2 diyabetli kisilerde nefropatinin varligi ile iligkili bulunmustur. C/S
311 polimorfizmi de tip2 diyabetli hastalarda glisemik kontrol ile
iligskilendirilmistir. PON2 polimorfizmlerinin, plazma lipoprotein seviyeleri ve
kalp hastalig riski ile oldukga yakindan iligkili oldugu (55) ve Alzheimer hastaligi
riskini dnemli derecede artirdigi bulunmustur (42). Campo ve ark.’lar1 Italya’da
1143 kisi tlizerinde yaptiklart calismada PON3 {izerinde olusan 5 polimorfizm

tespit etmislerdir.
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Chen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada PON2, kodon 311
polimorfizm frekansinin hasta grubunda kontrol grubuna oranla anlamli sekilde
yiiksek oldugu bulunmustur (%15.22, %4.61; P=018) (65). C. Motti ve
arkadaslari, paraoksonaz gen ailesi polimorfizmleri {izerinde yaptiklar
calismadaki bulgularina dayanarak, PON2 S—C 311 polimorfizminin koroner
arter hastalig1 iizerinde, yalniz bagina ya da PON1 192 polimorfizmi ile birlikte
etkili oldugunu soylemislerdir (66). Wang ve arkadaslarinin Cin Han
populasyonunda, koroner arter hastaligt ve PON gen ailesi polimorfizmleri
arasindaki iliskiyi inceledigi ¢calismada ise, PON2 S311C polimorfizmi ile KAH
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir baglant1 bulunmustur. (67). Benzer olarak
Robertson ve arkadaslari tarafindan yapilan diger bir ¢calismada PON2 S311C
polimorfizmi ile KAH arasinda bir baglant1 gosterilmis fakat PON3 i¢in herhangi
bir polimorfizmin KAH ile etkilesimine rastlanamamistir (68). Bu bulgular,
Sanghera ve arkadaslar1 ile Mackness ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
calismalarla uyumludur (53).

Bunlarin yaninda, Mansur ve arkadaslarinin KAH’li 130 kadin hasta
tizerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, PON2 S311C polimorfizmi ve KAH
arasinda herhangi bir iliski gosterilememistir (69). Benzer bicimde, Wheeler et al.
ve Qi Chen et al. calismalarinda bu polimorfizm ve KAH arasinda anlamli bir
baglant1 bulmamislardir (70).

Sonug olarak bu ¢alismada, PON2-S311C ve PON3-G324D polimorfizmleri
ile KAH arasinda anlamli bir iliskinin olmadig1 saptanmistir. PON2-S311C ve
PON3-G324D polimorfizmleri toplumumuzda ilk kez bu ¢alisma ile incelenmis
olup KAH ile bu polimorfizmler arasinda bir iliskinin varlig: ileri arastirmalarin
konusu olmalidir. Yine, bu ¢aligmada saptanan PON3-G324D polimorfizminde D
alel frekansinin % 1.3 gibi bir diizeyde saptanmasinin ileri incelemeler ile
arastirilmasi, toplumumuzda bu konudaki bilgi birikimine biiyiikk destek

saglayacaktir.
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