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OZET

Amagc: Koroner arter hastaligi (KAH), kalp hastaliklari igerisinde en yaygin olanidir. KAH, kalbin kendi dokusuna kan
saglayan koroner arterlerin daralmasi sonucunda meydana gelmektedir. Damarlarin daralmasi endotel duvarlarinda
kolesterol ve diger maddelerin birikerek plak olusumu sonucunda olusur. Glutatyon S-Transferaz (GST) enziminin de
KAH ile iligkili oldugu bilinmektedir. GST enzimi; ksenobiyotik metabolizmasinda, endojenik ve ekzojenik maddelerin
detoksifikasyonunda rol oynayan onemli bir enzim grubudur. Glutatyon S-transferaz M1 (GSTM1) ve T1 (GSTT1)
genleri sigara dumaninda bulunan bazi kimyasallarin detoksikifikasyonu veya aktivasyonu ile iligkilidir. Bu genlerde
mutasyonlarin olmasi enzimin aktivitesinin azalmasina ve KAH olusmasina neden olur. Bu ¢alismada; 1.-4. kusaklarda
KAH ve Akut Miyokart infarktiisii (AMI) 6ykiisiine sahip bir ailede GSTM1 ve GSTT1 genleri ile iliskisi arastirildi.
Materyal ve Metod: Bu galismada soy agaci bilinen ailenin galismaya dahil edilen kisilerinin yasi, sigara alkol kulani,
hastalik dyklsu kaydedildi. Probandin ortaya ¢iktigi kisiden baslayarak 1. ve 4. kusaklarin soyagdaci cikarildi. 1.-4.
kusaklarda yasayan ve bulunabilen 100 kisiden vendz kan 6rnegi alindi. GSTT1 ve GSTM1 genleri uygun primerler
kullanilarak PCR ydntemi ile amplifiye edildi ve agaroz jel elektroforezinde yurutulda.

Bulgular: Bu ailede 24 kisinin KAH oldugu, bu hastalarin 19 (%79)'unun da sigara kullanma aligkanhginin oldugu
belirlendi. Yapilan molekdler analiz sonucunda GST polimorfizmine rastlanmadi.

Sonug¢: Cesitli galismalarda GST geninin KAH ile iligkili oldugu bildirilse de bizim ¢aligmamizda GSTT1 ve GSTM1
genlerinde polimorfizmin olmamasi bu ailede iligkili olmadigini gdstermektedir. Yine sigara kullaniminin GST enzim
aktivitesini kesin azalttigi bildirilse de bu ailedeki koroner arter hastaliginin sigara kullanimi ile de iligkili olmadigini
disundurmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut miyokart infarktiisti, Glutatyon S-transferaz, Gen, Delesyon, Koroner arter hastaligi

ABSTRACT

Purpose: Coronary artery disease (CAD) is the most common disease in heart-related diseases. CAD arises from the
contraction of coroner artery, which provides blood for heart tissue. Glutathione S-Transferase (GST) enzymes are
known to be associated with CAD. Glutathione S-Transferase M1 (GSTM1) and Glutathione S-Transferase T1 (GSTT1)
genes are associated with detoxification or activation of chemicals in cigarette smoke. Mutations in these genes lead
decreased enzyme activities and formation of CAD. In this study the relationship between GSTM1 and GSTT1 genes
and CAD were investigated in four generations (1-4) of a family with a history of CAD and acute myocardial infarction
(AMI).
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Material ve Methods: Patients of a family with known family pedigrees included in the study. The age, use of alcohol,
cigarette smoking, and disease history were recorded. Starting from the proband patient the pedigrees from first to
fourth generation pedigree were examined. One-hundred venous blood samples obtained from all 4 generation
individuals. Glutathione S-Transferase M1 and GSTT1 genes were amplified employing gene specific primers with PCR

and visualized by agarose gel electrophoresis.

Results: In this family 24 person had CAD and 19 (79%) of them were heavy cigarette smokers. As a result of the
molecular analysis, we did not detect any GST polymorphisms.

Conclusion: Although several lines of studies indicate an association of CAD with GST gene polymorphisms, in our
study no association was found between CAD and GST polymorphisms for all family members tested. Moreover, we did
not establish an association between coronary artery diseases and cigarette smoking.
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GiRIiS
Koroner kalp hastaligi olarak da bilinen
koroner arter hastaligi (KAH), gelismis bati

Ulkelerinde en yaygin kardiyovaskiler hastalktir.
Turkiye’de de kalp hastaliklari 6lim nedenlerinin
basinda yer almaktadir. Amerika’da tim &limlerin
1/3’ine, kalp kokenli dlumlerin de 9%50-75'ine
neden olmakta; yaklasik olarak yilda 500 bin Kisi
bu hastaliktan yasamini yitirmektedir'=.

KAH, birincil olarak erkekleri etkilemekte, ilk
miyokart infarktiisii gecirme yas! ortalama 50 yas
civarinda gézlenmektedirs. Kadinlar, erkeklerde
gorulen o6lum oranlarint 10 yil geriden takip
etmektedirler®. 40 yasindan 6nce KAH gorilme
orani 1/8, 40-60 yas arasi 1/4 ve 70 yasindan
sonra 1/1'dir. Erkeklerde en yuksek insidans 50-60
yaslarinda, kadinlarda ise 60-70 yas arasindadir®.
KAH’na bagli 6lim orani kadin ve erkeklerde 50
yasglarinda esitlenir. Bunun nedenleri arasinda,
menopozdan sonra kadinlarda riskin daha fazla
olmasi veya yiksek risk altindaki erkeklerin erken
yaslarda 6lmesi gelmektedir“.

Epidemiyolojik calismalarla KAH, Kisilik,
genetik yapi ve cevre faktorleri ile iliskilendirilmistir.
1981'de Hopkins ve Williams, KAH ile ilgili 240
Uzerinde risk etmenlerini kapsayan bir liste
yayimlamiglardir. Bunlar baginda sigara igimi,
artmis LDL-K ve total kolesterol, disuk HDL-K,
hipertansiyon, duragan yasam, obezite ve diyabet
yer almaktadir®. Bunun yani sira KAH’na neden
olabilen pek ¢ok genetik etmen ortaya konmus
olup, uzun siredir ara§t|rllmaktad|r7. Ozellikle
sigara kullananlarda toksik maddelerin atilimi igin
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metabolizmalarinda bazi enzimlerin de aktif olmasi
gereklidir. Bu enzimlerden en dnemlisi Glutatyon
(GST) olup ksenobiyotik
metabolizmasi enzimlerinin stper aileleridir®. GST

S-transferaz

enzim grubu endojen ve eksojen toksinlerin ve
kanserojenlerin detoksifikasyonunda 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir’. Bu enzimin 5 alt sinifi
vardir. Bunlar GST alfa(A), mu (M), pi (P), teta (T)
ve zeta (Z)'dir. Buna ilaveten alt siniflar birka¢ gen
ve izoenzimleri igerirler.

GSTM1 geni Urlini sigara da bulunan temel
karsinojenlerden polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin  pargalanmasinda 6nemli rol
oynar. Bu genin UrlGini ayrica dogal olarak olusan
monoholometanlarin, diklorometanlarin ve etilen
oksitlerin detoksifikasyonunda onemli rol oynar®™.

GSTM1 ve GSTT1 genlerindeki polimorfizmler
enzim aktivitesinin azalmasina ozellikle her iki
gendeki homozigot delesyonlar (null genotip)
enzimin tamamen aktivitesini kaybetmesine neden
olmaktadir. Bu da sigara ile iligkili kanser ve
koroner arter hastaliklarinin olusumuna zemin
W GSTTL ve  GSTML

genlerindeki delesyonlar GST enziminin aktivitesini

hazirlamaktadir

azaltmakta, 6zellikle sigara icenlerde koroner arter
hastaliginin gelisimine katkida bulundugu birgok
calismada bildirilmistir®*?*®. Hayvanlarla yapilan
calismalarda da sigaradaki kimyasallarin GST
enzimini azalttig1 ve aterosklerotik plak olusumunu
uyardigi bildirimistir'”. Yine GSTM1 ve GSTT1
genindeki null genotipinin KAHnin ya da akut
miyokard infarktiis (AMIi)'iin risk faktérii oldugu da
bildirilmistir'®*°.
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Bu calismada; soy agaci bilinen ve yaklasik
200 kisinin olusturdugu 1.-4. kusaklarda KAH ve
AMI olan bir ailede koroner arter hastaliklarinin
GST geni ile iligkili olup olmadidi arastiriimasi
planlandi.

MATERYAL ve METOD

Bu calisma; soy agaci bilinen, 1.-4.
kusaklarda KAH ve AMi olan ailenin bulunabilen
100 kisisinden tam kan 6rnegi alinarak yapildi. Kan
orneklerinin toplanmasi esnasinda kisilerin yasi,
hastaligi, sigara alkol kullanip kullanmadigi vb gibi
gerekli bilgileri de kaydedildi. Ayni zamanda ailenin
1.-4. kusak bireylerinin soyagacini g¢ikarmak icin
ailedeki kalp hastaliklari nedeniyle dlen bireyler ve
halen kalp hastasi olanlar tek tek saptandi. Buna
gore; probandin ortaya ciktigi kisiden baslayarak
1. ve 4. kusaklarin soyagaci cikarildi. Toplanan
kan orneklerinden DNA izolasyonu yaplldlzo. Elde
edilen DNA’lardan PCR temeline dayali molekiler
analiz ler yapildi. PCR igleminde GSTT1 geni igin
forward (5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3")
ve reverse (5'-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3),
GSTM1 geni icin ise forward (5'-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3") ve reverse
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(5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3') primerleri
kullanildi*®*®, PCR amplifikasyonu icin toplam
hacim 50 pl olacak sekilde her bir reaksiyon
tipltne 5 ul PCR Tamponu (10X), 5 ul MgClz, 0.4 pl
dNTP, 3 pl Tag polimeraz, 1 pl Primerler, 2 ul
genomik DNA, 32.6 pl deiyonize su eklenerek
hazirlandi. PCR reaksiyonundaki 1s1 dongileri; 6n
denatirasyon; 94 °C'de 2 dakika, denatlirasyon;
94 °C'de 30 saniye, yapisma; 64-66°C'de 30
saniye, sentez; 72 °C'de 40 saniye, toplam dongu;
35, final sentez; 72 °C’de 10 dakika olarak yapildi.
Elde edilen PCR urlnleri %2'lik agaroz jel
elektroforezinde ylrutildi ve degerlendirildi.

BULGULAR

Calisma grubunun yas dagihmi 35 yagindan
sonra KAH gorilmesi nedeniyle denek grubu 20-
35 yas ve 36 ve Ustl yas olmak Uzere iki gruba
ayrildi. Denek grubunun erkek ve kadinlara gére
dagihmina baktigimizda erkeklerin 20-35 yas
grubunda %42, kadinlarin %44 oraninda oldugu,
36 ve Ustu yas grubunda ise erkeklerin %58,
kadinlarin ise %56 oraninda oldugu saptandi
(Tablo 1).

Tablo 1. Galisma grubunun cinsiyet ve yas grubuna goére dagilimi

Cinsiyet 20-35 yas (%) 36 ve ustl yas (%) Toplam (%)
Erkek 23 (0.42) 32 (0.58) 55 (0.55)
Kadin 20 (0.44) 25 (0.56) 45 (0.45)
Toplam 43 (0.43) 57 (0.57) 100

Calisma grubunda koroner arter hastasi olup
yasayan ve Olen Kkisilerin kendilerinden ve
yakinlarindan edinilen bilgilere gore sigara igme
durumu belirlendi. Erkeklerde sigara igme orani

gozetmeksizin baktigimizda ise %79 oldudu
belirlendi. Calismamizda 19'u erkek, 5'i kadin
olmak Uzere 6len veya yasayan 24 koroner arter
hastasi oldugu tespit edildi. (Tablo 2).

%89 iken, kadinlarda %40 oldudu, cinsiyet

Tablo 2. KAH olup, yasayan ve 6len kisilerin cinsiyet ve sigara igme durumuna gére dagilimi
Hasta Grubu Sigara icen (%) Sigara icmeyen (%) Toplam (%)
Erkek 17 (0.89) 2 (0.11) 19 (0.74)
Kadin 2(0.4) 3 (0.6) 5(0.21)
Toplam 19 (0.79) 5 (0.21) 24

258




Cilt/Volume 39 Yil/Year 2014

GSTT1 polimorfizmi igin; uygun primerler ile
optimizasyon denemeleri yapildiktan sonra 459
b¢'lik DNA alani PCR ortaminda gogaltildi. Tim
PCR amplifikasyon
drunleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde 459
b¢'lik fragmani belirlemeye olanak verecek bantlari
yaratalda  ve

orneklerden elde edilen

iceren marker ile beraber jel

459 bg—pe

Sekil 1. GSTT1 polimorfizmi igin bazi 6rneklerin agaroz jel elektroforezindeki PCR (rlini géruntisu.

GSTM1 polimorfizmi icin; uygun primerler ile
optimizasyon denemeleri yapildiktan sonra 209
b¢’lik DNA alani gogaltildi. Tim &rneklerden elde
edilen PCR amplifikasyon Uriinleri %2’'lik agaroz jel
elektroforezinde 209 bg’lik fragmani belirlemeye
olanak verecek bantlari iceren marker ile beraber
yurGtalda ve jel goérlntileri bilgisayar ortamina

208 by —
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goruntlleri bilgisayar ortamina aktarildi. Tim
orneklerin PCR’larinin uygun oldugu yani istenilen
DNA bdlgesinin cogaltildigi saptandi.
Denemelerimize gére calisilan 100 Kisinin
GST genindeki GSTT1 geninin
bulundugu (T*"%) yani polimorfizmin olmadigi (T™")

saptandi (Sekil 1).

tamaminda

aktarildi. Tim 6rneklerin PCR’larinin uygun oldugu

istenilen DNA bélgesinin ¢ogaltildigi saptandi.
Denemelerimize goére c¢ahlgilan 100 0&rnegin
tamaminda GST genindeki GSTM1 geninin

bulundugu (Mw"d) yani polimorfizmin olmadigi
(M™") saptandi (Sekil 2).

Sekil 2. GSTM1 polimorfizmi igin bazi érneklerin agaroz jel elektroforezindeki PCR Grlint goérintisa.
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TARTISMA

Bu calismada galisma grubunun genel bilgilerine
baktigimizda yaklasik 200 kisilik bir aile olmasina
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ragmen KAH birinci kusakta 54 yasinda o6limle
ortaya c¢lkmasindan sonra ikinci kusakta olim
vakalari 65-75 yaslarinda olmustur (Pedigri 1).
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Pedigri 1. Calisma grubundaki bireylerin soy adaci.

Uclincli kusakta ise 40 yasinda ilk 6lim
vakasl, 35 yasinda ise KAH ortaya ¢ikmistir. Bu
nedenle, galisma grubunda 20 yas Uzerindeki
bireyler dikkate alinarak erkek ve kadinlarda yas
grubu iki kategoriye (20-35 yas ile 36 ve Ustl yas)
ayrilmisgtir. Yirmi yasin altindaki bireyler KAH'nin
35 yasindan sonra goézikmesi nedeniyle dikkate
alinmamistir. Ancak ikinci kusakta 65-75 yaslari
arasinda olan olimler Uglinci kusakta 40 yasina
inmistir. Bu da doérdinct kusakta hastaligin daha
da asagi yaslara inecegini dusundirmektedir.
Edinilen bilgilere gére ikinci kusaktaki kalp
hastaliy1 nedeniyle dlenlerin sigara icmedigi, ancak
Ugclncl ve doérdincu kusaktaki hasta bireylerin
cogunlugunun sigara icmesi KAHnin sigara
kullanimi  ile erken vyaglara inebilecegini
disundirmektedir. Bu calismada pedigri verilerine
gore bu ailede KAHnin genetik gegisli oldugunu
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gostermektedir. Ancak, edindigimiz bilgilere gére
KAH olanlarin  blylk g¢ogunlugunun sigara
icmesinin  GST geni ile iligkili olabilecegini
distndirmistir. Nitekim yapilan galismalarda da
her ne kadar null genotipler olmasa da sigaranin
GST enzim aktivitesini kesin azalttig
bildirimektedir***®*#° Ancak bulgularimiza goére
sigara kullaniminin bu ailede KAH ile direk iligkili
olmadigini disiindiirmektedir.

Calismamizda GSTT1 igin 459 b¢ ve GSTM1
icin 209 bg blylkliginde iki bandin gézikmesi
genotipin saglam oldugunu yani T wid -\
genotipinin oldugunu géstermektedir. Bu iki bandin
elektroforezde gozikmesi ailedeki koroner arter
hastaliginin GSTT1ve GSTM1 genindeki
delesyonlarla iligkili olmadigini géstermektedir.

wild

*Bu ¢alisma Cukurova Universitesi Arastirma Fonu
tarafindan desteklenmistir (TF.2007YL3 Nolu
Proje).
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