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Koroner Arter Hastahigi ile Anjiyotensinojen T207M ve Faktor 11,
Faktor V Gen Polimorfizmleri Arasindaki Iliski
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OZET

Anjiyotensinojen (AGT) T207M, faktor V ve faktor II gen polimorfizminin koroner arter hastalig1 (KAH) riski ile iliskisi birbiri ile ¢elisen sonuglar
ile birlikte birkag ¢aligmada gosterilmistir. Biz, koroner anjiyografi ile tan1 konulmus koroner arter hastalarinda AGT T207M geni ve faktor II ile
Faktor V polimorfizmlerini analiz ettik. Anjiyotensinojen gen polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu ve agaroz jel elektroforez teknikleri ile, faktor
II ve V polimorfizmleri ise real time PCR ile tespit edildi. Bizim sonug¢larimiz, Anjiyotensinojen T207M, Faktor I ve V polimorfizmlerinin koroner
arter hastaligs ile iliskili olmadigim ortaya koymustur. ©2006, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi

Anahtar kelimeler: Koroner Arter Hastaligi, Anjiyotensinojen T207M, Faktor Il ve V geni

ABSTRACT

Association Between Angiotensinogen T207M and Factor II, Factor V Gene Polymorphism with Coronary Artery Disease

The relations of the angiotensinogen (AGT) T207M, Factor V and Factor Il gene polymorphisms to the risk of coronary artery disease (CAD) have
been investigated in only a few studies with conflicting results. We analysed the relationships of AGT T207M gene and Factor II and Factor V
polymorphisms to CAD whose coronary anatomy was defined by means of coronary angiography. Polymerase Chain Reaction (PCR) and agarose gel
electrophoresis tecniques were used to determine the Angiotensinogen gene and real time PCR were used to determine Factor V and II gene
polymorphism. Our results indicate that the angiotensinogen T207M, Factor II and Factor V polymorphisms are not related to CAD. ©2006, Firat
Universitesi, Tip Fakiiltesi
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Koroner Arter Hastaligi (KAH), multifaktoriyel bir hastalik calisilmis ancak celiskili sonuclar bulunmustur (8-10). Her ne

olup hem cevresel hem genetik faktorler etyolojisinde 6nemli kadar bu  varyantlar RAS’ni.n k.i_netigini degistirdigi
bir rol oynamaktadir. Yapilan deneysel ve klinik ¢alismalarda k?mtlangn.lan.n.ssg ] da ‘M268T’n1n yiksek plazma AGT
Renin Anjiotensin Sisteminin (RAS); KAH’nin patogenezine diizeyleri ile iligkili oldugu bulunmustur (5).

ve miyokard infarktiisiiniin prognozuna olan etkileri KKH sonucu olusan Akut Miyokard infarktiisii (AMI)

gosterilmistir  (1,2). Koroner arter hastaligt (KAH) nin
patogenezine katkida bulunan aday genleri ¢alismak, KAH nin
etyolojisini anlamak igin giizel bir yaklasim olabilir.
Anjiotensin ~ Konverting Enzim (ACE) geninin /D
polimorfizmi ve Anjiotensin II Tip 1 reseptor A1166C gen
varyasyonlarinin yant sira Anjiyotensinojen (AGT) geninin
varyantlar1 da koroner arter hastaliginin patogenezinde rolil

koroner arterlerin stenoz ve/veya okliizyonunun bir sonucu
olarak meydana gelir. Bu prosesin bir parcast olarak
hemostatik  sistemdeki ~ bir  anormallik  trombozisi
destekleyebilir ve boylece MI ig¢in bir risk olusturabilir.
Koagiilasyon faktorlerinin aktivitesi; koroner arter hastaligi
icin 6nemli bir risk olup (11,12), dolasimdaki diizeyleri

. e el koagiilasyon proteinlerin aktivitesini ve lokal
olabilecegi diisiiniilmiistiir (3-5). konsantrasyonlarini kesin bir sekilde yansitmaz, bunun nedeni
Anjiyotensinojen ve son iriinleri olan anjiyotensin I ve de bu proteinlerin  diyet, egzersiz ve ilaglardan
anjiyotensin Il kan basincinin 6nemli diizenleyicileridir. etkilenebilmesidir (13,14). Protrombin (Faktér II) (G20210A)
Anjiyotensinojen i¢in gen, AGT, iki yaygin tek niikleotid ve Faktor V (Faktér V Leiden, FVL)’in genetik varyantlarn
polimorfizmi ile karakterize olup T207M ve M268T’dir. Bu vendz tromboz riskinde artig ile iligkili olarak bulunmustur (15-
tek niikleotid polimorfizmler daha dnceden T174M (Thr—Met, 17). Yapilan galiymalarda; AMI igin farkli risk faktorlerine

kodon 174’de) ve M235T (Met—Thr, kodon 235°de) olarak sahip populasyonlarda; KAH i¢in bir genetik predispozisyonun

adlandirilmis ancak bu gdsterim insan gen mutasyonu igin oldugu 6ne sirtilmistir (18,19). Faktor IT geninde (G20210A)

bilimsel siniflandirmaya uymamaktadir ve bu nedenle bizim ve Faktor V geninde (G1691A); glutamin aminoasidinin arjinin

yaptigimiz ¢alismada da T174M yerine T207M kullantlmistir aminoasidi ile yer degistirmesi sonucu nokta mutasyonlarini
). iceren genetik anomaliler saptanmistir.

Bu c¢alismada koroner arter hastaligmin etyolojisini

AGT polimorfizmleri; anjiyotensinojen diizeyleri ve 4 < s
anlamak i¢in anjiografik olarak koroner arter hastaligi tanist

hipertansiyonun genetik belirleyicileri olarak daha dnceleri
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alan hastalarda ve saglikli kontrollerde AGT T207M, Faktér V
Leiden ve Faktor II (Protrombin) gen polimorfizmleri
calistlmis ve AGT gen polimorfizmi ile lipid profilleri
arasindaki iliskiyi saptamak amaglanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu caligmaya Firat Tip Merkezi Kardioloji Klinigine basvuran,
anjiografik olarak koroner arter hastaligi tanisi alan (yaslari
58.64 £9.3) toplam 158 hasta ile yine anjiografik olarak normal
koroner arter saptanan 68 birey (yaslari 53.7+10.5) dahil
edilmistir. Toplam 226 bireyin tiimiine bir anket uygulanarak
caligmanin amaci, yapilacak islemler anlatilarak yazili izinleri
alinmistir. Ayrica, KAH risk faktorleri ile ilgili olarak viicut
kitle indeksi (kg/m2), aile hikayesi, arteriyel hipertansiyon
(2140 mmHg sistolik kan basinci, 290 mmHg diastolik kan
basinc1), hiperlipidemi (total kolesterol >240 mg/dl and
trigliserid >250 mg/dl) degerlendirilmistir

DNA izolasyonu

Caligmaya dahil edilen bireylerden her iki EDTA’l1 tiipe
2’ser ml kan alindi. Tiiplerden biri hastalarn DNA
izolasyonlari1 yapmak ic¢in kullanildi. Tam kandan DNA
izolasyonu DNA izolasyon kiti kullanilarak (High Pure PCR
Template Preparation kit, Roche Diagnostic, Germany) yapildi
ve -200C’de saklandi. Diger tiip ise 2500 rpm’ de 10 dakika
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma o6rneklerinde;
Total Kolesterol, Trigliserid , HDL-Kolesterol ve LDL-
Kolesterol diizeyleri Olympus AU 600 marka Otoanalizdr
cihazi kullanilarak (Olympus Optical Co Ltd, Japan) kendi
ticari kit igerigine uygun olarak tayin edildi.

Anjiotensinojen (T207M) gen polimorfizminin saptanmasi
AGT gen bolgesi icin kullanilan primer dizileri: (5 CAG
GGT GCT GTC CAC ACT GGA CCC C 3’), (5’ CCG TTT
GTG CAG GGC CTG GCT CTC T 3°) seklindedir. Bireylere
ait genomik DNA oOrneklerinde AGT lokusuna ait alleller
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi. AGT gen
bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 940C’de 5 dakika baslangic
denatiirasyonu, 950C de 1 dakika denatiirasyon, 60 oC’de 1
dakika baglanma ve 72 oC’del dakika uzama olmak iizere 30
dongiiden olusan bir PCR programi kullanildi. PCR ile
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cogaltilan AGT lokusuna ait fragman Ncol restriksiyon
endoniikleaz ile kesilmis ve daha sonra %1.5 luk agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmustur. DNA fragmanlart UV altinda
goriintiilenip genotipleme yapilmustir.

Protrombin (Faktor II) ve Faktéor V Leiden gen
mutasyonunun saptanmasi:

Gen mutasyonlarini belirlemek i¢in LC Faktor V Leiden
Mutation Detection (Roche Diagnostica, Katalog No:2212161)
ve LC Protrombin (G20210A) Mutation Detection (Roche
Diagnostica, Katalog No0:2236842) kitleri  kullanild.
Protrombin geninin 165 bp fragmani ile Faktér V geninin 222
bp fragmani insan genomik DNA’sindan saglanan spesifik
primerler ile amplifiye edildi. Reaksiyon karigimi (2071) insan
genomik DNA’s1 kullanilarak cam kapiller tiiplerde hazirlandi
ve real time PCR cihazi (Light Cycler, Roche Diagnostic,
GmBh, Germany) kullanilarak &l¢iildii.

istatiksel Analiz

Bu ¢alismanin istatiksel analizleri SPSS 10.0 istatistik
paket programi kullanilarak yapilmis olup, P<0.05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Faktor 11, V ve
Anjiotensinojen gen polimorfizmlerinin genotip ve allellerin
goriilme sikligimin gruplar arast farkliliklarmin
degerlendirilmesinde x2 testi kullanilmistir. Genotiplere gore
lipid dagilimlart igin ANOVA testi, allellere gore lipid
dagilimlarinin belirlenmesi i¢in ise student t testi kullanilmigtir.

BULGULAR
Hasta ve kontrol grubunun karakteristik 6zellikleri

Calisma grubunu olusturan kisilerin karakteristik 6zellikleri
Tablo 1°de verilmistir. Hasta populasyonunda; Total kolesterol
ve LDL kolesterol diizeyleri kontrol grubuna gore (sirast ile,
P<0.0001, P<0.05), kontrol grubunda ise HDL kolesterol
diizeyi hasta grubuna gore yiiksek olarak bulunmugtur
(P<0.05). Plazma trigliserid diizeyleri hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha yiikksek bulunmasina ragmen sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir.

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin karakteristik 6zellikleri

Kontrol Hasta P degeri
n 68 158
Yas (yil) 58.64+9.3 53.7+10.5 AD
Cinsiyet (K/E) 12/56 26/132 AD
Hipertansiyon (%) 47.1 532 AD
Sigara icimi (%) 41.2 46.8 AD
T-Kolesterol (mg/dl) 186.13+25.8 223.85+38.1 <0.0001
Trigliserid (mg/dl) 158.2+49.5 178.5+76.7 AD
HDL-Kolesterol (mg/dl) 49.34+9.6 42.7+£7.6 <0.05
LDL-Kolesterol (mg/dl) 128.8429.08 146.4+£34.42 <0.05

AD, Anlamli degil

Tablo 2. Hasta ve Kontrollerde AGT Genotipinin Dagilimi

Genotip Kontrol Hasta

n (%) n (%)
TT 50 (% 73.5) 132 (%383.5)
™ 10 (%14.7) 22 (%13.9)
MM 8 (%11.8) 4 (%2.5)

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubunda Anjiotensinojen gen
polimorfizmi

Allel Kontrol (%) Hasta (%)
T alleli 80.9* 90.5
M alleli 19.1 9.5

P<0.05, kontroller ile karsilastirildiginda
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Cahisma gruplarina ait AGT gen polimorfizminin genotip
ve allel dagilimlar:

AGT T207M gen polimorfizmlerinin frekanst TT igin
0.74, TM ig¢in 0.15, MM igin 0.12 olup hasta grubunda bu
degerler TT igin 0.84, TM i¢in 0.14, MM i¢in 0.02’dir.
KKH’larinda TT genotipinin frekans: kontrol grubuna gore
yiiksek olmasina ragmen (0.84 vs 0.74) bu deger istatiksel
olarak anlaml degildir (P>0.05) (Tablo 2).

AGT geninin T ve M allelerinini frekanslart KKH’larinda
sirasiyla 0.91 ve 0.09, kontrol grubunda ise 0.81ve 0.19 olup

Seckin ve Ark

hasta grubunda T alleli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde yiiksek bulunmustur (P<0.05) (Tablo 3).

Anjiotensinojen gen polimorfizmine gore plazma lipid
diizeyleri

Lipid diizeylerinin Anjiotensinojen gen polimorfizmine
gore saptanan degerleri ise Tablo 4’de verilmistir. Plazma total
kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserid diizeyleri arasinda ise
istatiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Tablo 4. Plazma lipid diizeylerinin Anjiotensinojen gen polimorfizminin genotiplerine bagli olarak degisimi

Total kolesterol(mg/dl) HDL kolesterol (mg/dl) LDL kolesterol (mg/dl) Trigliserid (mg/dl)
TT 222.50+38.40 42.36+7.29 144.89+34.71 182.86+70.33
™ 222.60+33.39 42.7149.14 146.10+29.25 160.40+115.53
MM 274.00+£28.67 54.50+0.70 196.50+30.40 127.00+18.38

Tablo 5. Plazma lipid dizeylerinin Anjiotensinojen gen polimorfizminin allellerine bagh olarak degisimi

Allel Total kolesterol (mg/dl) HDL kolesterol LDL kolesterol (mg/dl) Trigliserid (mg/dl)
(mg/dl)
T 222.51+£37.81 42.39+7.37 145.02+33.95 181.25+73.85
M 237.28+38.25 46.07+9.04 160.50+35.96 150.85+97.66

Tablo 6. Protrombin (F IlI) ve Faktér V Leiden igin heterozigot
frekanslari

Polimorfizim Hasta Kontrol P Degeri
Grubu Grubu N:57
N:114
G20210A 9 %7.9 3) %53 0.71
G1691A (15) %13.2 (3) %53 0.36

Allellere gore lipid dagilimi ise Tablo 5°de verilmis olup
plazma lipid diizeyleri ile AGT gen polimorfizminin allelleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamis-
tir.

Faktor V Leiden ve Faktor II gen polimorfizmi

Calismamizda koroner kalp hastalari ve kontrol grubunda
faktor Il polimorfizmi i¢in heterozigot olanlarin frekansi sirast
ile %7.9, ve %5.3 olarak bulunmustur. Bu frekans degerleri
Faktor V Leiden i¢in ise %13.2 ve %5.3 olarak bulunmustur.
(Tablo 6). Her iki polimorfizm i¢in homozigot olan bireylere
rastlanamamustir. Koroner kalp hastalar1 ile kontrol grubu
karsilastirildiginda hem FV Leiden hem de Faktor II
(Protrombin) acisindan anlamli bir farklilik saptanmamustir.

TARTISMA
Anjiotensinojen genindeki varyasyonlarin KKH ile iliskisi:
Yapilan cesitli  ¢alismalarda RAS’nin  KKH’nin

gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir (20-23).
Bu bulgular aragtirmacilart RAS’nin ana komponentlerinin
genetik varyasyonlarini saptamaya yonlendirmistir. AGT
T207M gen varyasyonunun koroner kalp hastalig ile iliskisi ilk
olarak Ko ve arkadaslar1 (6) ile Tiret ve arkadaslari (24)
tarafindan  incelenmistir. Bu  arastirmacilarin  yaptig
calismalarda, bu gen polimorfizminin MI igin risk faktori
olduguna yonelik 6nemli bulgular saptanamamistir. Yine
Caufield ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada M235T ve
T174M varyantlar1 ile hipertansiyon arasinda bir iliski
gosterilememistir (25). Nair ve arkadaslariin yaptigi bir
calismada ise anjiyografi ile tan1 konulmus 141 KAH ile 131

saglikli birey karsilastirilmis ve T207M gen polimorfizmi ile
aralarinda herhangi bir iligki bulunamamistir (26). Yu-Lin Ko
ve arkadaslarinin; Cin populasyonunda 338 kontrol ve 268
koroner arter hastaligi olan bireyler iizerinde yaptiklar1 bir
calismada KAH’larinda T alleli kontrol grubu ile
kiyaslandiginda daha yiiksek frekansda oldugu goriilmiis ancak
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (27). Bu ¢alisma ile
uyumlu olacak sekilde bizim g¢alismamizda da koroner kalp
hastalig1 olan bireylerde TT genotipini frekansi koroner arter
hastalarinda saglikli bireyler ile karsilastirildiginda (%83.5 vs
%73.5) daha yiiksek frekansda olup bu istatiksel olarak anlamli
degildir. Ancak c¢alisma populasyonunda allel dagilim
frekanslar incelendiginde koroner arter hastalarinda T allelinin

frekans1 kontrol grubuna gore (%90.5 vs %80.9) daha yiiksek
olup istatiksel agidan anlamlidir (P<0.05). Gardemann ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise (28) T207M genindeki
varyasyonlar KAH nin siddeti ile iligkili oldugu bulunmustur.

Yapilan c¢alismalarin sonuglarinda da goriildiigii gibi
angiotensinojen gen polimorfizminin sonuglar1 agisindan
celigkili bilgiler bulunmustur. Bu genetik ¢alismalar arasindaki
farkliligin etnik farkliliklar nedeniyle veya kontrol ve hasta
gruplart igin farkli se¢im kriterleri nedeni ile olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Caligmamizda plazma lipid diizeyleri ile T ve M allelleri
arasinda anlamli bir iliski gosterilememistir. Ancak lipid
diizeyleri ile AGT T207M polimorfizmi arasindaki iliskiyi
gosteren caligmalar bulunmadigi ig¢in bu ¢alisma diger
calismalar ile karsilastirllamamaktadir.

Faktor V ve Faktor II gen polimorfizmlerinin KKH
ile iliskisi:

Koagulasyon, hem intrensek hem de ekstrensek yolda bir
seri reaksiyon ile etkilesime giren bir ¢ok gen {irliniinii icerir
(29). Bu genlerdeki genetik anormallikler koagulasyon faktor
proteinlerinde kantitatif bir artisa yol acarak tromboembolik

olaylarin gelisimde artmis bir risk ile sonuglanabilir (12,17,19,
30).
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Protrombin ve Faktor V; tripsin ile homoloji gdsteren bir
serin proteaz bolge igerir. Protrombin; 21 kb’lik 14 ekzon
iceren bir gen tarafindan kodlanir ve hemostaz ve trombozisde
anahtar bir rol oynar. Faktor V, Faktor Xa’yr etkileyerek
protrombinin trombine doniisiimiiniin saglayan tek zincirli bir
glikoproteindir. Faktér V geninde 1691. pozisyonda bulunan
adeninin guanin ile yer degistirmesi sonucu tek bir baz
degisikligi Faktér V Leiden mutasyonu olarak bilinir ve
aminoasit sirasinda (Arg-Gln) doniigimii  seklinde bir
degisiklikle sonuglanir, bu da aktive protein C kompleksi
tarafindan degredasyona diren¢ olugmasina yol agar (31).
Bizim yaptigimiz ¢alismada FVL ve protrombin gen varyantt
ile koroner arter hasalig1 arasinda bir iligki gosterilememistir.
Her ne kadar her iki polimorfizmin frekans1 koroner arter
hastalarinda daha yiiksek bulunmugsa da bu istatiksel olarak
anlamli degildir.

FVL mutasyonu otozomal dominant bir kaliim gosterip
etnik gruplar arasinda FVL mutasyonu olduk¢a fazla
heterojenite gosterir. Avrupalilar arasinda yaygin, Asya ve
Afrikalilar arasinda ise daha ender goriilmektedir (32). FVL
icin homozigot durumlar gen¢ yasdaki bireylerde vendz
tromboembolizm i¢in daha yiiksek risk tasirken, FVL igin
heterozigotluk durumlari tromboz riski genel populasyoa gore
7 kat daha fazla risk getirmektedir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda
FVL ile koroner arter hastaligi arasindaki iliski i¢in ¢eligkili
sonuglar mevcuttur. Bazi caligmalarda FVL tastyicilarinda
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