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ABSTRACT

Purpose: In this study, we aim to evaluate the efficacy of the tumor necrosis factor-beta A329G gene polymorphism in
patients admitted to emergency department with chest pain complaint and diagnosed acute myocardial infarction.
Material and Methods: This study was planned as a prospective, randomized, controlled study and we started the
study after the approval of Cukurova University Ethics Committee. Blood samples were taken from the patients who
gave permission. Analysis of blood samples were studied in the Biochemistry Laboratory of Mersin University. DNA was
extracted by High Pure PCR Template Preparation kit (High Pure PCR Template Preparation kit, Roche Diagnostic,
Germany). TNF-f gene polymorphism A329G mutations were determined by using the Light Cycler instrument detection
kit (Roche diagnostic, GmbH, Mannheim, Germany) in Light Cycler Real Time PCR. Statistical analysis of data was
performed with SPSS 11.5 software package. The statistical significance level of p <0.05 was taken for all tests.
Results: 90 patients (78 men, 12 females) with myocardial infarction and 78 healthy controls (28 men, 50 females) were
included to this study. Tumor necrosis factor-beta A329G gene polymorphism was not significantly associated with
myocardial infarction. 42.2 % of subjects had AG genotype and 6.7 % of subjects had GG genotype in patients with
myocardial infarction. LDL levels in patients with MI were significantly higher than the control group (p = 0.021) and HDL
levels were significantly lower in patients with Ml (p = <0.001).

Conclusion: It was observed that there has not been any relationship between tumor necrosis factor-beta A329G gene
polymorphism and myocardial infarction. High LDL and low HDL levels were found to be the risk factors for Ml. This
study is important because it is the first study try to determine the relationship between MI and TNF-B A329G
polymorphism of the gene for the Turkish community in our country. This study could lighten other studies, other
polymorphisms of tumor necrosis factor can be investigated and the potential possible significant findings can be
obtained.
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OZET

Girig: Bu calismada; acil servise gogus agrisi sikayeti ile basvuran ve miyokard infarktist (MI) tanisi konulan
hastalarda timor nekroz faktor-beta (TNF-B) A329G gen polimorfizminin etkinliginin arastiriimasi amaglanmistir.

365



Canacankatan ve ark. Cukurova Medical Journal

Materyal ve Metod: Prospektif, randomize, kontrollii olarak yapilmasi planlanan galismamiza Gukurova Universitesi Tip
Fakdltesi Etik Kurulu'ndan onay alindiktan sonra baglandi. Calismaya onam veren hastalardan kan 6érnegi alindi. Alinan
kan orneklerinin analizi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari’nda caligildi. DNA izolasyonu, DNA
izolasyon kiti (High Pure PCR Template Preparation kit, Roche Diagnostic, Germany) ile yapildi. TNF-B A329G gen
polimorfizmi Light Cycler mutasyon belirleme kiti (Roche diagnostic, GmbH, Mannheim, Germany) kullanilarak Light
Cycler cihazinda Real Time PCR ile saptandi. Verilerin istatistiksel analizi SPSS 11.5 paket programi ile yapildi. TUm
testlerde istatistiksel Gnem diizeyi p < 0.05 olarak alindi.

Bulgular: Bu calismaya miyokard infarktiisii tanisi konulan 90 hasta (78 erkek, 12 kadin) ve kontrol grubu olarak 78
saglikli birey (28 erkek, 50 kadin) dahil edildi. Tumor nekroz faktor-beta A329G polimorfizmi ile miyokard infarktusi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi. Miyokard infarktls’ U hastalarin % 42.2'sinde AG genotipi ve
% 6.7’sinde ise GG genotipi saptandi. Ml olan hastalarda kontrol grubuna gére LDL diizeyinin istatistiksel olarak anlamli
derecede yuksek oldugu (p = 0.021), HDL diizyinin ise istatistiksel olarak anlamli derecede disuk oldugu (p = < 0.001)
saptandi.

Sonug: TNF-B A329G gen polimorfizmi ile Miyokard infarktiisii arasinda bir iliski olmadigi saptandi. Yiiksek LDL ve
diisiik HDL diizeylerinin Mi igin risk faktérleri oldugu tespit edildi. Ulkemizde Tiirk toplumuna yénelik TNF-B A329G gen
polimorfizmi ile MI arasindaki iligkiyi belirlemeye yonelik yapilan ilk galisma olmasi agisindan bu galisma 6nemlidir. Bu
calisma, diger calismalara i1sik tutabilir ve timér nekroz faktorin diger polimorfizmleri arastirilarak muhtemel olasi
anlamli bulgular elde edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Gen polimorfizmi, kardiyovaskuler hastaliklar, miyokard infarktlisl, timoér nekroz faktor-beta, LDL,

HDL.
GiRi$ konulan hastalarda TNF-B A329G nikleotid
polimorfizminin arastiriimasinin planlandigi
Kardiyovasktler hastaliklar (KVH), dinyada o\ smamiza Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi
ve Ulkemizde en 6nemli mortalite ve morbiditt gk Kurulu'ndan onay alindiktan sonra baslandi.
nedenleri arasinda yer almaktadir’. TC Saglik Diyabetes Mellitus'lu hastalar ve hiperlipidemi
Bakanligi 2007 yili verilerine gore KVH Tlrkiye'de  teqavisi icin ilag kullanan bireyler calismaya dahil
6lum nedenleri arasinda 205.457 dlumle (tim 6lim edilmedi. Calismaya onam veren, 78’ erkek (%
nedenlerinin % 4773’U) ilk sirada yer almaktadlrz. 867), 12’si kadin (% 133) olmak Ulzere 90 hasta
Aterosklerotik lezyon olusumundan, g ayrica kontrol grubu olarak da herhangi bir
aterosklerotik plak riptirine kadar aterosklerozun saglik problemi olmadigi bilinen 28’ erkek (%
tim asamalarinda immin sistemin 6nemli iglevi 35.9); 50’si kadindan (% 64.1) olusan 78 saglikli

oldugu saptanmigtir. Aterosklerozun baslamasi, birey dahil edildi. Standart veri giris formu

geligimi ve tamamlanmasi surecinde  qysturularak hastalarin verileri eksiksiz kayit altina

inflamasyonun rold ile ilgili yapilan calismalar,  gynd;. Her hastadan tani konulduktan sonra kan
inflamasyonun biyokimyasal belirteclerinin KVH'da e alindi. Alinan kan émeklerinin analizi Mersin

. - o " . 434 .
onemli bir parametre oldugunu géstermigstir™. Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya

Calismamizda TNF-§ A329G gen polimorfizmi | ahoratuvarr’nda calisildi. Alinan  periferik kan
ve Akut Miyokard Infarktlst (MI) arasindaki  grnekleri, antikoagulan olarak EDTA iceren bir tiip

iligkinin belirlenmesi amaglanmistir. icerisinde genetik analizleri yapilmak (izere
toplandi. Beyaz Hucre Liziz Cozeltisi (Roche
MATERYAL ve METOD diagnostic) ile eritrositlerin uzaklastiriimasi yapildi.

Prospektif, randomize, kontrollii olarak, gogus Lokositlerde DNA izolasyonu, High Pure Template
agrisi sikayeti ile acil servise bagvuran ve Diinya Preparation kiti (Roche diagnostic, GmbH,
Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gére MI tanisi Mannheim, Germany) ile ticari kit igerigine uygun

olarak elde edildi.
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TNF-B A329G gen polimorfizmi Light Cycler
mutasyon belirleme kiti (Roche diagnostic, GmbH,
Mannheim, Germany) kullanilarak Light Cycler
cihazinda Real Time PCR ile saptandi. Real Time
PCR geleneksel PCR yontemi ve gen analizinin
birlestirildigi  bir yontemdir. PCR gogaltimini
gorinur hale getiren ve monitorize edebilen
floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi,
floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttigi  bir ¢ogaltma yontemidir. Sekil 1'te RT-
PCR'da bu calismada gerceklestirilen genotip
degerlendiriimesi gdsterildi.

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programi ile
yapildi. Sirekli 6lciimlere ait normallik kontrolleri
Shapiro Wilk testi ile yapildi. Surekli dlgimler icin
gruplar arasindaki farkliliklar Student t testine gére
test edildi. Tanimlayici istatistik olarak ortalama ve
standart sapma degerleri verildi. Kategorik
degiskenler i¢cin gruplar arasindaki farkliliklar
Pearson ki-kare, Fisher exact ve Likelihood ratio
testlerine goére test edildi. Tanimlayici istatistikler
olarak sayi ve ylzde degerleri verildi. Her bir alele
ait gen sikliklar bulunarak calisma
populasyonunun denge kontrolii Hardy-Weinberg
dengesi ile saptandi. Risk faktorleri g6z onitnde
bulundurularak Logistik regresyon analizi yapildi
ve tanimlayici istatistik olarak odds orani ve % 95
glven araliklari verildi. Tim testlerde istatistiksel
onem dizeyi p < 0.05 olarak alindi.

BULGULAR

Bu calismaya MI tanisi konulan 78'i erkek,
12’si kadin olmak tzere 90 hasta ve ayrica kontrol
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grubu olarak da herhangi bir saglik problemi
olmadigi bilinen 28'i erkek, 50'si kadin saglikli
birey dahil edildi.

TNF-B A329G niikleotid polimorfizmi degerleri
icin Hardy Weinberg dengesine bakildi ve
populasyonun dengede oldugu gézlendi (p < 0.05).
Miyokard infarktis’ I0 hastalarda % 42.2 AG
genotipi, % 6.7 GG genotipi, kontrol grubundaki
bireylerde ise % 37.2 AG genotipi ve % 2.6 GG
genotipi tespit edildi. Kontrol grubu ile MI'li
hastalarin TNF-B A329G gen polimorfizmi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklihk olmadigi
saptandi  (p 0.293). TNF-B A329G gen
polimorfizminin MI'li hastalarda genetik yatkinliga
sebep olmadigi saptandi. Calisma gruplarinda
saptanan TNF-B A329G genotipleri Tablo 1 ve
Sekil 2’de gosterilmigtir.

Kontrol grubu ile MI'li  hastalarin lipit
parametreleri karsilastiriidi (Tablo 2). LDL ve HDL
degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli  farkliliklar saptandi. Hasta grubunun
ortalama LDL degeri (134.38 43.81 mg/dL)
kontrol grubunun ortalama LDL degerinden
(119.59 + 37.22 mg/dL) istatistiksel olarak anlaml
derecede yiksekti (p = 0.021) (Sekil 3). Kontrol
grubunun ortalama HDL degeri (45.13 + 14.34
mg/dL) ise hasta grubunun ortalama HDL
degerinden (35.07 12.59 mg/dL) istatistiksel
olarak anlamli derecede yiksekti (p = <0.001)
(Sekil 4). Hasta ve kontrol gruplarinin Total
kolesterol trigliserit ~ dlzeyleri  arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (Tablo
2).

+

+

ve

Tablo 1. Calisma gruplarinda TNF-B A329G genotipleri

Kontrol Hasta
p degeri*
Sayi % Sayi %
Heterozigot (AG) 29 37.2 38 42.2
TNF Mutant (GG) 2 2.6 6 6.7 0.293
Yabanil (AA) a7 60.3 46 51.1

*: Likelihood ratio ki-kare testine ait p degeri
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Tablo 2. Galigma gruplarinda lipit parametrelerinin karsilastiriimasi

Cukurova Medical Journal

Kontrol Hasta _
p degeri
(n=78) (n=90)
Total kolesterol 194.50 £ 50.23 194.02 £ 51.01 0.951
Trigliserit 145.51 + 81.77 155.10 £ 117.60 0.997
LDL 119.59 + 37.22 134.38 £ 43.81 0.021
HDL 45.13 £14.34 35.07 +£12.59 <0.001

*: Student t testine ait p deg@erleri

| 15 s vorteks
70 °C de 10 dakika inkiihasyon

Karisum + 100 pl isopropanol
115 s vorteks

Karisim spin fitleve transfer edilir
18000xg de 1 dakika
spin filtre yeni tiipe transfer edilir.

Karisim + 500 pl Inhibitér uzaklastire: tampon soliisyonu
18000xg de 1 dakika
spin filtre veni tiipe transfer edilir

Karisim + 500 pl Yikama soliisvonu
18000xg de 1 dakika
spin filtre veni tilpe transfer edilir

Karsim + 300 pl Yikama soliisyonu
18000xg"de 1 dakika
spin filtre veni tiipe transfer edilir.

113.000xg"de 10z

Pellet + 200 pl Eliisvon solisvonu
70MC de inkiibasvon
18000xg de 1 dakika

g

DNA

200 pltam kan + 40 pl proteinaz K + 200 pl Baglayic: tampon soliisyonu

Sekil 1. DNA izolasyonu
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Sekil 3. Kontrol ve MI' li hasta gruplarinda LDL dizeyleri
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[B] Mean

Kontrol

T Mean%0,95 Conf. Interval

Sekil 4. Kontrol ve MI’ I hasta gruplarinda HDL diizeyleri

TARTISMA

Son yillarda yapilan calismalarda;
inflamasyonun KAH’' da ©6nemli bir parametre
oldugu gésterilmistir3. inflamatuar yanit

aterosklerotik lezyon molekillerini VCAM-1 gibi
adezyon molekdllerini eksprese eder ve olusan
hasara yanit olarak buyime faktdrlerinin salinimini
baslatir. Bu ise l6kositlerin birikimine neden olur.
Lékositler damar duvarina tutunarak geg¢mekte,
endotelin altina yerleserek lipit yukli makrofajlara
(koplksu  hicrelere) farklilagsmaktadir.  Bunu
takiben kopik hicreleri diz kas hicrelerinin bu
gelisime dahil olmasina neointimal
proliferasyona ortam saglayan sitokinler ve
buytime faktorlerinin salinimina ve lipit biriktirerek
endotel disfonksiyonuna katkida bulunmaktadir.

Bu olaylar sonrasinda ise ateromattz
lezyonlar olusumu gozlenmektedir>®. Sitokinler;

ve
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lenfositler, monositler, iltihabi  hicreler
endotelyal hicreler gibi immin sistem hicrelerinde
etkin mediyatt')rlerdir7. Son vyillarda yapilan birgok
calismada koroner kalp hastaliklarinin ve miyokard
infarktisiiniin bir géstergesi olarak enflamasyonun
biyokimyasal belirtecleri  arastinimistir.  KAH
gelisimde; major ve mindr birgok faktériin yani sira
genetik kdkenin de rol aldigi bilinmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda acil
servise gogis agrisi sikayeti ile basvuran ve
miyokard infarktlsu tanisi konulan hastalarda TNF-
B A329G gen polimorfizmi arastirildi.
Calismamizda TNF- B A329G polimorfizmi ile
miyokard infarktlisi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski olmadigi, TNF-B A329G gen
polimorfizminin MI'll hastalarda genetik yatkinliga
sebep olmadigi saptandi. Literattr incelendiginde
TNF-a ve TNF-B gen polimorfizmleri ile ilgili diger
Ulkelerde bazi calismalar yapildigi, ancak

ve
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calismamizin Ulkemizde yapilan ilk ¢alisma oldugu
goruldi. Yapilan galismalarda TNF-a ve TNF-B
gen polimorfizmlerinin islev
salinimini etkileyen bir potansiyele sahip oldugu
biIdiriImigtirg’g. ilging olarak Apolipoprotein E4
(APOE) * E4 varyans ve TNF-B A329G genetik
varyantinin kombine etkisi, tek basina TNF-
A329G varyansina sahip hastalarda TNF- a’'nin
gbreceli artisi Uzerine daha etkili oldugu
saptanmistir. Griinenfelder ve ark. APOE E4 ve
TNF-B genetik polimorfizmlerinin kardiyopulmoner
bypass sonrasi artmis inflamatuvar sitokinlerin
artisina hazirlayici faktor olabilecegini
saptamislardir®®.

TNF-B’ nin TNF-13 (+252) polimorfizmi de KVH
ile ilgili galismalarda arastiriimistir. Cin toplumunda
dilate kardiyomiyopati (konjestif kardiyomiyopati)
ile TNF-a (-308), TNF-a (-857), TNF-a (-863), TNF-
a (-1031), ve TNF-B (+252) gen polimorfizmleri
iliski arastiriimig TNF gen
polimorfizmine karsi hassasiyet oldugu, bu
polimorfizmlerin dilate kardiyomiyopati igin risk
faktori olabilecegi tespit edilmistir'*. TNF-a geninin
promotor bdlgesinde pozisyon -308'deki
polimorfizmi kalp nakli sonrasinda vaskilopati
gelisimini tahmin etme agisindan degerlendirilmis
ve vaskulopati gelisimini ile iligskisinin olmadigi
saptanmistir. Kalp nakli sonrasinda vaskulopati
gelisiminde TNF-a’nin  (-308), bir genetik risk
belirteci olarak kullanilamayacagi bildirilmistir'2.

Konjestif kalp yetmezligi olan hastalarda TNF
gen lokusunda iki biallelik polimorfizmleri birinci
intronda TNF- (TNFB1/ 2) ve promotor
bélgesinde TNF-a (TNFA1 / 2) arastinlmistir. Diger
inflamatuar hastaliklar ile iliskisi olmasina ragmen,
TNF-B (TNFB1 / 2) ve TNF-a (TNFA1 / 2)
polimorfizmlerinin ne konjestif kalp yetmezligi
varligi, ne de TNF-a’'nin dolasimdaki ylkselmesi ile
ilgili olmadigi saptanm|§t|r13.

Koroner aterosklerozis ile yapilan diger bir
calismada TNF-B genetik varyantlar (c.7G>A,
IVS1+90G>A, C13R, T60N) calisiimistir. Koroner
ateroskleroz gelisiminde TNF-beta

sitokinlerin ve

arasindaki ve
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polimorfizmlerinin onemli modulatorler
(hipertansiyon, vicut kitle indeksi, inflamatuvar
belirte¢ olarak TNF-alfa (mRNA) ve fibrinojen)
Uzerinde belirgin bir etkisi oldugu saptanmigtir.
Ancak  koroner ile  bir iligkisi
bulunmamistir',

Kalp cerrahisi sonrasi laktat dizeylerinin anti-
enflamatuar (IL-10) ve farkli proinflamatuar (TNF,
IL-6, IL-8) sitokinlerin etkisi altinda kaldig
bilinmektedir. IL-10 (-1082G/A) ve TNF-B (252
G/A) gen polimorfizminin kalp cerrahisi sonrasi
laktat seviyelerindeki degisiklikler Uzerindeki etkisi
arastirlmis ve bu polimorfizmlerin zamana bagli
olarak az duzeyde, ancak o&lgulebilir bir etkiye
sahip oldugu saptanmistir®®.

Kalp cerrahisinde hiperdinamik ~ durumda
ekstrakorporeal dolagim ile TNF-f3 250 polimorfizmi

stenozis

arasindaki iliski arastinimistir. TNF-B +250
polimorfizminin G alleli ve uzamis ekstrakorporeal
zamanlari, kalp cerrahisi sonrasi hiperdinamik
durumun gelisimi lehine olabilecegi tespit
edilmistir®.

Calismamizda kontrol grubu ile Ml
hastalarin lipit parametreleri karsilastirildiginda;

LDL ve HDL degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilk saptandi.
Hasta grubunun ortalama LDL degerinin kontrol
grubunun ortalama LDL degerinden istatistiksel
olarak daha ylksek oldugu tespit edildi. LDL
yuksekligi, damar duvarinda kolesterolden zengin
aterom plagdi olusumunda ve gelisiminde en énemli
etkenlerden birisidir. Kontrol grubunun ortalama
HDL degerinin hasta grubunun ortalama HDL
degerinden istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek oldugu saptandi. Hiperlipidemi
aterosklerozda bilinen risk faktérlerinden biridir.
Yapilan  bircok g¢alismada, hiperlipideminin
ateroskleroz gelisimi Uzerindeki etkilerini destekler
yonde veriler elde edilmigtir. Disuk serum HDL
kolesterol duzeyi, yuksek LDL ve total kolesterol
diizeyi bagimsiz buyik risk faktorleridir'’. Bizim
calismamizda da bu bilgileri destekler yonde
sonuglar elde edilmigtir.
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Sonug olarak; TNF-B A329G gen polimorfizmi
ile Miyokard Infarktiisii arasinda bir iliski olmadig
saptandi. Yuksek LDL ve distuk HDL duzeylerinin
Mi igin risk faktérleri oldugu tespit edildi. Ulkemizde
Tark toplumuna yoénelik TNF-B A329G gen
polimorfizmi ile Miyokard infarktiisii arasindaki
iliskiyi belilemeye yo6nelik yapilan ilk calisma
olmasi acgisindan bu g¢alisma ©6nemlidir. Bu
calisma, diger calismalara 1sik tutabilir ve tGmor
nekroz faktorin diger polimorfizmleri arastirilarak
muhtemel olasi anlamli bulgular elde edilebilir.
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