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Paraoksonaz geninde Leu-Met (55) ve Gin-Arg (192)
polimorfizmleri ile koroner arter hastaligi arasindaki iligki

The relationship between paraoxanase gene Leu-Met (55) and Gin-Arg (192)
polymorphisms and coronary artery disease
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Amag: Paraoksonaz (PON1), lipit peroksitleri hidroliz
eden, yiksek yogunluklu lipoproteine bagl bir esterazdir.
PONT1, disik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidatif
modifikasyonuna karsi ve aterosklerotik slregleri Onle-
mede 6nemli bir rol oynamaktadir. PON1 geninde iki poli-
morfizm yaygin sekilde galisiimistir. Bunlar, 55. kodonda
I6sinin (L aleli) yerine metiyoninin (M aleli) gegcmesi ve
192. kodonda glutaminin (Q aleli) yerine arjininin (R aleli)
gecmesidir.

Calisma plani: Calismada, erken koroner arter hastaligi
(KAH) tanisi konan 120 hastada (92 erkek, 28 kadin; ort.
yas 48.2+4.3) ve KAH 6&ykisu olmayan ve elektrokardi-
yografileri normal bulunan 102 saglikli bireyde (80 erkek,
22 kadin; ort. yas 46.8+5.2) PON1 geninde 55 ve 192.
kodonlardaki aminoasit degisiklikleri polimeraz zincir reak-
siyonu ve kisitlayici enzimler kullanilarak incelendi.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplarinda PON 55 bdlge-
sinde genotip dagihmi MM igin sirasiyla %6.7 ve %4.9,
LM igin %46.7 ve %29.4, LL icin ise %46.7 ve %65.7
bulundu. PON 192 bélgesinde ise genotip dagihmi séy-
leydi: RR %4.2 ve %2, QR %40 ve %35.3, QQ %55.8
ve %62.8. PON 55 M alel frekansi hasta grubunda kont-
rollere gbre daha fazla bulunurken (0.3 ve 0.2), 192 R
alel frekansi kontrollerle farklilik géstermedi (0.2). PON1
M/L55 polimorfizmi ile KAH arasinda anlamli iligki gorl-
di (p=0.017); R/Q192 polimorfizmi ile KAH arasinda ise
anlamli iliski bulunmadi (p=0.445).

Sonug: Bulgularimiz, PON 55 M/L polimorfizmi ile KAH
arasinda iligski oldugunu, 192 R/Q polimorfizminin toplu-
mumuzda KAH’ye yatkinlik saglamada risk faktori olma-
digini géstermektedir.

Anahtar sézctikler: Kolesterol, HDL/metabolizma; koroner arter
hastaligi/enzimoloji/genetik; esteraz/genetik; genotip; paraokson/
metabolizma; polimeraz zincir reaksiyonu; polimorfizm, genetik.

Objectives: Paraoxonase (PON1) is a high-density
lipoprotein (HDL)-associated esterase that hydrolyses
lipoperoxides. PON1 serves as a protective factor against
oxidative modification of LDL, suggesting that it may play
an important role in the prevention of atherosclerotic
process. Research has focused on two polymorphisms:
leucine (L allele) to methionine (M allele) substitution at
codon 55, and glutamine (A allele) to arginine (B allele)
substitution at codon 192.

Study design: We examined amino acid changes at codon
55 and 192 in the PON1 gene by polymerase chain reaction
and using restriction enzymes in 120 patients (92 men, 28
women; mean age 48.2+4.3 years) with premature coro-
nary artery disease (CAD) and in 102 healthy subjects (80
men, 22 women; mean age 46.8+5.2 years) with no history
of CAD and a normal electrocardiogram.

Results: Distribution of genotypes in the patient and control
groups at codon 55 were 6.7% and 4.9% for MM, 46.7%
and 29.4% for LM, 46.7% and 65.7% for LL, respectively.
The frequency of genotypes at codon 192 were as follows:
4.2% and 2% for RR, 40% and 35.3% for QR, and 55.8%
and 62.8% for QQ, respectively. While the frequency of
PON1 55M allele was higher in the CAD group (0.3 vs.
0.2), PON1 192R allele frequency did not differ (0.2). There
was a significant relationship between the PON1 M/L55
polymorphism and CAD (p=0.017), whereas the R/Q192
polymorphism was not associated with CAD (p=0.445).

Conclusion: These data suggest that the PON1 M/L55
polymorphism shows a significant relationship with CAD
and the Q/R192 polymorphism is not a major risk factor
causing susceptibility to CAD in our population.
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Paraoksonaz (PONI) enzimi yiiksek yogunluklu
lipoproteinlerde (HDL) bulunan, kalsiyuma bagimh
bir ester hidrolazdir.! Karacigerde sentezlenmektedir.
Organik fosforlu bir insektisit olan parationun aktif
metaboliti paraoksonu hidroliz etme o6zelligi var-
dir.>* Insanlarda PONI1 ayrica bobrekler, beyin, kalp,
ince bagirsak ve akcigerde de bulunmaktadir.®-

PONI enzimi 43kDA molekiil agirliginda, 354
aminoasitten olusan bir proteindir.® PONI, kromo-
zom 7q21.3-q22.1 bolgesinde bulunan gen tarafindan
kodlanmaktadir.”" PONI geni, ayn1 kromozom iize-
rinde bulunan ve PON2 ile PON3’iin de yer aldigi
bir multigen ailesinin tiyesidir. PONT1’in digerlerinden
farki, N-terminalinde hidrofobik bir sinyal dizisinin
bulunmasidir.®

PON’un baglica iki fonksiyonu bulunmaktadir.
Bunlar, bir pestisid olan paraokson gibi organofos-
fat bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak ve lipit
peroksitlerini hidrolize ederek LDL’yi oksidasyondan
korumaktir.”

PONT’in enzimatik aktivitesi bireysel farkliliklar
gostermektedir. HDL-kolesterol konsantrasyonunun
cok diisiik oldugu durumlarda, serum PONI diizeyi
de diisiik gozlenir.® Serum PONI aktivitesinin, miyo-
kart enfarktiisii, ailesel hiperkolesterolemi, balikgozii
hastaligi, Tangier hastalig1 ve diabetes mellitus (DM)
gibi ateroskleroz riskinin yiiksek oldugu, lipit meta-
bolizmasi ile ilgili hastaliklara yakalanan bireylerde
diisiik oldugu gorilmiistir.'” PONI1 aktivitesindeki
degisimler bu enzimi kodlayan gen bolgesindeki poli-
morfizmler nedeniyledir.®

PONI1 geninin iki bolgesinde olugsan aminoasit
degisiklikleri serum PONI aktivitesini etkilemektedir.
Bu bolgelerden 55. kodonda Leu — Met, 192. kodonda
ise Gln — Arg degisimi meydana gelmektedir.®!

PONI1, LDL lipit oksidasyon iiriinlerinin biriki-
mini ve Kkolesterol taginmasina etki ederek periferik
dokularda kolesterol birikimini Onler.'” Bu ozel-
likleri nedeniyle PONI geninin, oncelikle koroner
arter hastaligi (KAH) olmak iizere kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu ileri siiriil-
mektedir."-13

PON1 polimorfizmi ve KAH arasindaki iligki
iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmigstir.l''1>-15) Bu ¢alisma-
larda, ayni etnik niifusta elde edilen bulgularda bile
farkliliklar oldugu goriilmiis; bu farklilik nedeniyle,
genin cevreyle ve/veya genin genle etkilesiminin
PONT1 polimorfizmi ve KAH arasindaki iligkiyi etki-
ledigi ileri stiriilmiistiir.>'® Yapilan c¢aligmalarda,

55 ve 192. kodonlardaki polimorfizmlerin KAH riski
ile baglantili oldugu ileri siiriilmektedir.""'¥ Zama ve
ark."¥TPONT1 192R alelinin ateroskleroz i¢in bagimsiz
bir risk faktorii oldugunu gostermislerdir. Asyali 200
bireyde yapilan benzer bir calismada, PON1 192R
alel sikliginin KAH olanlarda daha yiiksek oldugu
bulunmugtur.'”? PON1 55Leu polimorfizmi de DM’li
408 hastada calisilmis ve KAH i¢in bagimsiz bir
risk faktorii oldugu gosterilmistir.’! Ulkemizde bu
konuda yapilan bir ¢alismada KAH ile Argl92GIn
polimorfizmi arasinda negatif iliski saptanmigtir.!"”’

Bu calismada, KAH ile PON1 Leu55Met ve
GInl92Arg polimorfizmleri arasindaki iliski ince-
lendi.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismada, Kardiyoloji poliklinigine bagvuran ve
erken KAH tanis1 konan 120 hasta ile 6zgecmisinde
KAH oykiisii olmayan, rutin laboratuvar incelemeleri
ve elektrokardiyografileri normal bulunan 102 saglikli
birey (kontrol grubu) incelendi. Erkeklerde 55 yas ve
altinda, kadinlarda ise 65 yas ve altinda olan olgular-
da, anjiyografide ana koroner arter ya da dallarindan
birinde en az %50 darlik bulunmasi erken KAH ola-
rak kabul edildi. Koroner anjiyografi Judkins teknigi
kullanilarak gergeklestirildi. Miyokart enfarktiisii
tanis1, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 6lgiitlerine uygun
olarak, semptomlar, kardiyak enzimlerin yiiksekligi
ve elektrokardiyografik degisikliklere gore kondu.
Hastalar calisma hakkinda bilgilendirildi ve calisma
icin etik kurul onay1 alindi.

Hastalar, DM, hipertansiyon, hiperkolesterolemi
ve sigara gibi koroner risk faktorleri agisindan deger-
lendirildi. Trigliserit, total kolesterol, HDL- ve LDL-
kolesterol degerleri klasik biyokimyasal yontemlerle
oOl¢iildii. Arteryel hipertansiyon, birden ¢ok Ol¢ciimde
sistolik basincin =140 mmHg ve/veya diyastolik
basincin =290 mmHg bulunmasi olarak kabul edildi.
Diyabet Oykiisii olanlar ya da baslangi¢ glukoz degeri
=120 mgr/dl olanlar DM’li olarak degerlendirildi.
Sigara icen ve i¢cmeyenler belirlendi. Beden Kkiitle
indeksi =25 kg/m? olanlar kilolu olarak degerlendiril-
di. Hasta ve kontrollerle yapilan goriismelerde KAH
aile oykiileri aragtirildi.

Dogustan kalp hastaligi, kardiyomiyopati, kalp
kapag1 hastalig1, bobrek veya karaciger hastalig1 olan-
lar ve steroid kullanan ve asir1 alkol kullanan olgular
calismaya alinmadi.

Genetik analiz. Hastalarin 6nkoldan alinan peri-
ferik vendz kanlar1 K2 EDTA’l1 hemogram tiiplerinde
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Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinda demografik 6zellikler ve risk faktorleri

Hasta (n=120)

Kontrol (n=102)

Sayr  Ylzde Ort.+SS Sayr  Ylzde Ort.+SS p

Yas 48.2+4.3 46.8+5.2 >0.05
Cinsiyet >0.05

Erkek 92 76.7 80 78.4

Kadin 28 23.3 22 21.6
Beden kitle indeksi (kg/m?) 271+1.8 23.9+2.2 0.01
Diabetes mellitus 45 375 3 2.9 0.01
Aile 6ykusu (Koroner arter hastaligr) 50 417 12 11.8 0.01
Hipertansiyon 45 37.5 15 14.7 0.01
Sigara igcenler 78 65.0 37 36.3 0.01
Total kolesterol (mgr/dl) 205.6+31.3 178.3+22.6 0.01
HDL-kolesterol (mgr/dl) 40.7+3.1 43.4+3.8 0.024
LDL-kolesterol (mgr/dl) 131.5+24.2 121.6+25.2 0.039
Trigliserit (mgr/dl) 179.8+71.2 156.2+49.4 0.001
Tekdamar hastaligi 44 36.7 -
Cokdamar hastaligi 65 54.2 -

toplandi. NucleoSpin DNA izolasyon kiti kullanila-
rak, EDTA’]1 tiipe alinan 1 ml periferik kandan 200
pl alinarak genomik DNA elde edildi. Elde edilen
DNA ornekleri polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
kullanilarak amplifiye edildi. Amplifikasyonda su
primerler kullanildi:

PON 192 Q/R polimorfizmi i¢in:
5 TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG-3’ (forward),
5-CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3’ (reverse),

PON 55 L/M polimorfizmi i¢in:

5’-GAAGAGTGAATAGCCCCAG-3’ (forward),
5 TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3’ (reverse) 22!

Reaksiyon i¢in 25 pl hacimde PZR karigimi1 hazir-
land1. Karigim icin 2.5 pl 10xPZR tamponu, 10 pM
dNTP karigimi, 10 pmol/ul primer, 1 iinite Tag DNA
polimeraz enzimi, 1.0 ul DNA kalib1 ve ddH,O kulla-
nildi. Polimeraz zincir reaksiyonu, 95 °C’de 5 dakika,
95 °C’de 40 saniye, 61 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1
dakika (35 siklus), 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde,
1s1 dongiileyici kullanilarak gerceklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu iriinlerine 192 Q/R
polimorfizmi i¢in Alw I, 55 L/M polimorfizmi i¢in
Nla IIT kisitlayict enzimleri kullanildi. Kesim {iriin-
leri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
ultraviyole altinda goriintiilendi.

Istatistiksel degerlendirme. Istatistiksel incele-
meler SPSS 10.0 siiriimii kullanilarak gergeklestirildi.
Degiskenler, ortalamax+standart sapma (SD) olarak
ifade edildi. P degeri i¢in anlamlilik diizeyi <0.05
olarak kabul edildi. Tekdegiskenli analizler, ki-kare

testi ve Mann-Whitney U-testi kullanilarak yapildi.
Genotip dagilimi icin Hardy-Weinberg esitligi ki-kare
testi ile belirlendi.

BULGULAR

Hasta (%76.7) ve kontrol grubunun (%78.4) biiyiik
cogunlugu erkeklerden olusmaktaydi. Aile oykiisii,
hipertansiyon, DM, sigara, asir1 kilo, yiiksek total
kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit stkliginin KAH
grubunda daha fazla oldugu gozlendi (Tablo 1).

Hasta ve kontrollere ait PON 55 M/L ve 192 R/Q
genotipleri ve frekanslar1 Tablo 2’de gosterildi. Hasta
grubunda PON 55 bolgesinde M homozigotlarin orani
%6.7, L homozigotlarin orani %46.7, ML heterozi-
gotlarin orani ise %46.7 idi. PON 192 bolgesinde R
homozigotlarin orant %4.2, Q homozigotlarin orani
%55.8 ve RQ heterozigotlarin oran1 %40 bulundu.
PON 55 M alel frekansinin hastalarda (0.3), kontrol-
lere (0.2) gore daha fazla bulunmasi, PON 55 M/L
polimorfizmi ile KAH arasinda anlamli bir iligki
oldugunu gosterdi (x>=8.131, p=0.017). Hastalarda
192 R alel frekans1 bir miktar artmis bulunsa da (0.2),
PON 192 R/Q polimorfizmi ile KAH arasinda anlam-
11 iliski bulunmadi (5*=1.620, p=0.445).

TARTISMA

Koroner arter hastaligi, gelismis iilkelerde cev-
resel ve genetik faktorlerin birlesimi sonucu olusan
karmagik bir hastaliktir. Epidemiyolojik ¢alismalarda
KAH icin birgok risk faktorii saptanmistir. Bu risk
faktorlerinden olan ‘diisitk HDL-kolesterol’ diizeyi,
en onemli risk faktorii olarak 6n plana ¢cikmaktadir.??
HDL -kolesteroldeki her %1°’lik azalma, KAH riskini
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Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinda PON1 genotip dagilimi

Hasta (n=120)

Kontrol (n=102)

Sayr  Yiizde Sayi Yizde p

PONT1 55 L/M genotipleri

LL 56 46.7 67 65.7

LM 56 46.7 30 29.4

MM 8 6.7 5 4.9
PON1 55 L/M frekansi 0.7/0.3 0.8/0.2 0.017
PON1 192 Q/R genotipleri

QQ 67 55.8 64 62.8

QR 48 40.0 36 35.3

RR 5 4.2 2 2.0
PON1 192 Q/R frekansi 0.8/0.2 0.8/0.2 0.445

%?2-3 artirmaktadir.”®! Bundan dolayi, koruyucu bir
etkiye sahip olan HDL-kolesterol ile ilgili mekaniz-
malar yogun bir sekilde arastirilmagtir.

Serum paraoksonaz enzimi HDL'ye bagl1 bir enzim
olarak HDL’'nin antioksidatif ozelliginden sorum-
ludur. PON1 bir¢ok organofosfat bilesigini hidroliz
edebilmektedir. In vitro ¢alismalarda, HDL-bagiml1
PONT'in LDL oksidasyonunu onledigi ve okside
LDL’deki biyolojik olarak aktif olan lipitleri parca-
ladig1 gosterilmigtir.> PON1 ayrica, normal arter
duvarinda da bulunmakta ve ateroskelerotik siirecte
konsantrasyonlar1 giderek artmaktadir. Aviram ve
ark.”» PONT’in, koroner arter ya da karotisten alinan
ateroskelerotik lezyonlarda okside olmusg lipitleri
azaltma kapasitesine sahip oldugunu gostermislerdir.

PONI enzimini kodlayan gen olan PONI, bas-
Iica iki onemli polimorfizm icermektedir. Bunlar,
55. pozisyonda leusin (Leu-L) yerine metiyonin’in
(Met-M) yer aldig1 55 L/M polimorfizmi ile 192.
pozisyonda glutamin (GIn-Q) yerine arjinin’in (Arg-
R) yer aldig1 192 Q/R polimorfizmidir. 192 Q/R poli-
morfizminde, Gln aleline sahip kisilerde, Arg alelini
tagtyanlara gore daha diisiik PON1 enzim aktivitesi
gozlenmektedir.??® 55 L/M polimorfizminde ise,
MM homozigot bireylerde, LL homozigotlara kiyasla
paraoksona karsi daha diisiik PON1 aktivitesi bulun-
maktadir.?”

PONT’in in vitro ve in vivo LDL oksidasyonunu
Onlemesi, ayrica PONT’i kodlayan PON1 genindeki
polimorfizmlerin serum aktivitelerine olan etkisi
nedeniyle, PON1 enziminin KAH’yi olusturan bagim-
siz bir risk faktorii oldugu ileri siiriilmisgtiir.® PONI
enzimini kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin KAH
riski ile iligkili olup olmadig1 konusunda farkli goriis-
ler vardir. Calismalarin bir kisminda olumlu bir iligki
saptanirken, bazilarinda herhangi bir iligki ortaya
konmamugtir.'12281 Bu celigkili sonuglar, incelenen

niifus, diyet aligkanliklari, cevresel faktorler ve calis-
ma tipindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.

PONI1 192 R polimorfizminin Q polimorfizmine
gore KAH ile daha ¢ok iligkili oldugunu ileri siiren
birgok olgu-kontrol ¢aligmasi bulunmaktadir.*% Bu
caligmalarin bazilarinda PON1 R alelinin, DM, sigara
ve yas gibi diger KAH risk faktorlerine kars1 yatkinli-
&1 artirdi@ ileri siiriilmektedir. Bazi ¢aligmalarda ise
192 R polimorfizmi ile KAH arasinda herhangi bir
iligki gosterilmemisgtir.*** PON1 55 L alloenzimi de
M alloenzimine gore LDL oksidasyonunu dnlemede
daha fazla etkilidir. PON1 55 polimorfizmi ile ilgili
yapilmig olgu-kontrol ¢aligmalarinda PON1 55 L aleli
ile ateroskleroz arasinda iligski saptanmamigtir.*"

Calismamizda KAH, PON 55 L/M polimorfiz-
mi ile iligkili bulunurken, 192 Q/R polimorfizmi
ile iligkili bulunmamistir. Tiirk toplumunda yapilan
bir bagka calismada da, calismamiza benzer sekil-
de, KAH ile PON 192 R/Q polimorfizmi arasin-
da anlamli iligki gozlenmemistir. Anilan ¢alismada
Gaziantep’te KAH’li 96 hasta incelenmis ve R alel
frekans1 %38.5, kontrollerde ise %31 bulunmugtur.!'”
Aynacioglu ve ark.? tarafindan Giineydogu Anadolu
Bolgesi'nde 381 saghikli Tiirk iizerinde yapilan bir
calismada ise PON 192 ve 55 polimorfizmlerine ait
genotip dagilimi QQ 0.49, QR 0.40, RR 0.11 ve LL
0.52, LM 0.39, MM 0.09 seklinde bulunmustur. Elde
edilen sonuglardaki bu farklilik, birinci olarak olgu-
kontrol caligmalarinda ornek seg¢iminde gozlenen
degisikliklerden kaynaklanabilir. Ikinci olarak ise
etnik gruplar ve hatta bireyler arasindaki farkliliktan
olabilir. Gen polimorfizmlerinde bulunan etnik farkli-
liklar nedeniyle, her bir etnik altgruptaki yiiksek veya
diisiik riskli biitiin bireylerde, KAH ile ilgili olabilen
polimorfizmlerin arastirilmasi gerekmektedir.

Bu calismada bazi kisitlamalar bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi enzim aktivitesinin Ol¢iileme-
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mis olmasidir. Ozellikle heterozigot olgularda enzim
diizeyleri, yani fenotipik goriiniim degisiklik goster-
mekte, ayrica sigara kullanimi ve DM PONI aktivas-
yon diizeyini etkilemektedir. Ikincisi ise, olgu say1si-
nin sinirh olmasidir. Ugiincii kisitlama da RR ve MM
aleli tasiyan birey sayilarinin az olmasidir. Koroner
arter hastalig1 ile bu polimorfizmler arasindaki ilis-
kiyi dogrulamak i¢in daha biiyiik 6rnek sayilarina
sahip arastirmalarin planlanmasi uygun olacaktir.
Calismamizin bu kisitliliklarina ragmen, toplumlar
arasinda ve icinde cok biiyiik varyasyonlar gosteren
polimorfik yapilarin incelendigi her caligmanin, bir
toplumdaki genel bilgi birikimine saglayacag: katki
ortadadir. Ayrica, multigenik ve kompleks bir hastalik
olan KAH’de etkili olan gen bolgelerinin cesitliligi
g6z Oniine alindiginda, yapilan ¢aligmalarin degeri
bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir. Boylece, biriken bu
bilgiler, biiyiik bir halk saglig1 sorunu olan KAHnin
tanm1 ve tedavisi ile risk altindaki bireylere erken saf-
hada 6nlem alinabilme ortami sunabilecektir.

Sonug olarak bulgularimiz, PON 55 L/M polimor-
fizmi ile KAH arasinda anlamli iligki oldugu, 192
Q/R polimorfizmi ile KAH arasinda iligki olmadigi
yoniindedir. Bu sonug, PON 55 L/M polimorfizminin
KAH gelisiminde risk faktorii olarak degerlendiril-
mesinin uygun olabilecegini diisiindiirmektedir.
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