YOKIMYA KONGRESI, ADANA

BAZI ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN
GENETIK POLIMORFIZMLERI ILE
ISKEMIK INME ILISKISI

Birsen CAN DEMiRDOGEN




Inme nedir?

Paraoksonaz 1 (PON1) polimorfizmleri
Glutatyon S-transferaz (GST) polimorfizmleri
Metodlar

Sonuclar



INME (STROK, BEYIN FELCI)  lshemic i

Beynin bir bolgesine kan akisinin ani olarak
kesilmesi ile gelisen ve ¢cogunlukla felg
seklinde ortaya ¢ikan beyin damar
hastaligidir.

Kan akisinin Kesilmesi

| Fh?my
| Thrombotic
| blood cot
1. Damar tikanikhgi (ISKEMIK INME)

(tiim inmelerin %80’i)

2. Damar kanamasi (HEMORAJIK INME) AT

imtracerabral Subarachnoid
hamarrhage | hemorrhage
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INMENIN ONEMI

inme tiim diinyada 6liim nedenleri arasinda 2. sirada gelmektedir
(Diinya Saglik Orgiitii verileri)

World Deaths in millions % of deaths

Ischaemic heart disease 7.25 12.8%
Stroke and other cerebrovascular disease 6.15 10.8%
Lower respiratory infections 3.46 8.1%
Chronic obstructive pulmonary disease 3.28 5.8%
Diarrhoeal diseases 2.46 4.3%
HIV/AIDS 1.78 3.1%
Trachea, bronchus, lung cancers 1.39 2.4%
Tuberculosis 1.34 2.4%
Diabetes mellitus 1.26 2.2%
Road traffic accidents 1.21 2.1%

[ Orta ve ileri yasta, en fazla sakat birakan
hastaliklarin baginda gelmektedir.

0 inmenin yol acti§i sakatlik gelismis toplumlarda
saglik ekonomisi lizerinde biiyiik bir ytik
olusturur.




INME BELIRTILERI

Gecici bulanik gormeden kisa stureli korltige kadar degisen, bir veya

her iki gozde gecici gorme bozukluklari

El parmaklarinda, biitiin elde, bacakta veya biitiin bir viicut

yarisinda uyusukluk veya gugsiizlik hissi

Kisa siireli konusma veya Gerebral cortex Corcbrum
, L _f"#ﬁ Corpus callosum
o Parietal lobe - P
anlama bozuklugu =< N\ oK i
. ,f’ rantal loba
L1 L] ‘7‘-/--\\
Bas donmesi, bulanti, kusma \ Lora
J ventricle
Diisme ataklari = Thelamus
il - A = Hypathalamus
=il | _ - L ”H‘w;ﬂ'--Tampﬂral Ik
Cerebellum i ' ™ Pituitary gland

Mammillary body
{ —— Brain stem



INME RISK FAKTORLERI

Degistirilemeyen Risk Faktorleri Degistirilebilen Risk Faktorleri




ISKEMIK INME

Trombotik (%60) — Ateroskleroz

Embolik
Hipoperfiizyon




ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz ateroskleroz

e (Oksidatif stres 1]‘

 LDL oksidasyonu 1}
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HDL’NIN ANTIOKSIDAN ROLU

HDL ---ateroskleroza kars:

koruyucu

disiuk HDL » koroner kalp

hastalig1 riski

Lipid Peroxides (nmalimg protein)
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O LDL in the presence of HDL
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Tersine kolesterol tasiniminda gorev
almasi

Lipit peroksidasyonunu engellemesi
Inhibition of inflammatory processes
Reduction of blood viscosity
Maintenance of red-blood cell shape
Regulation of prostaglandin and
thromboxane synthesis

Activation of fibrinolysis

Stimulation of nitric oxide synthase
Inhibition of apoptosis

HDL’nin yapisindaki enzimatik
aktiviteye sahip proteinler

PARAOKSONAZ (PON1)
LCAT
PAFAH
Proteinaz (elastaz-benzeri)
Fosfolipaz A
Albumin
Apo A-I




PARAOKSONAZ 1 (PON1)’IN LDL
OKSIDASYONUNU ENGELLEMESI

MO L HDL’nin igindeki enzimatik aktiviteye
120 - Al LAt sahip proteinler

LOL+AK

LCAT PARAOKSONAZ (PON1)

80 = LCAT

PAFAH
Proteinaz (elastaz-benzeri)

LOL+  LDL#

100

&0

LDOL+
40 —

poni Al LEAT: LDLwAI+ Fosfolipaz A
PON1 POM1 LCAT+

POMN1T Albumin
0] Apo A-l

LDL Lipid Peroxides (nmolimg LDL}

« HDL'ye baghi PON1 konsantrasyonu bu lipoproteinin

anti-oksidan kapasitesini belirleyen en onemli etkenlerden
biridir.



OKSIDE LIPITLERIN PON1 TARAFINDAN

HIDROLIZI

Oxidized PC products with 5-OH groups

H

~0 _\O L
R\/k/\)'}\ 2 o
L
O~
PON1
d-valerolactone

derivatives 0 e

R ol e

PON1l H20
OH
R\./K/\/E -
0

5-hydroxy carboxylic acid

Okside lipitler PON1 tarafindan
laktonize edilerek
LPC ve valerolakton urtnleri olusur.

Valerolakton PON1 tarafindan 5-
hidrokarboksilik asit



PON1’IN ANTI-ATEROJENIK ETKILERI

2. HDL'yi oksidasyona kargl korur ve fonksiyonlarinl muhafaza eder

T makrofajlardan kolesterol akisini arttirir

3. Okside olmusg lipidlerin etkilerini azaltir

} iltihaplanmaya miusait ve sitotoksik okside fosfolipidleri azaltir
| makrofajlarca LDL alimin1 azaltir

| okside olmus LDL tarafindan indiiklenen monosit
transmigrasyonunu azaltir

4. Aterosklerotik lezyonlardaki lipid peroksitlerini azaltir



PON1’IN ANTI-ATEROJENIK ETKILERI

Kuslarda bulunan HDL'nin Yuiksek seviyelerde PON1 ifade
PON1 aktivitesi yok------ ettirilen farelerde

LDL’y1 oksidasyondan aterosklerotik lezyonlarda
koruyamaz azalma

PON1 knockout farelerde

HDL... LDL’yi oksidasyondan
koruyamadi

Farelerde ateroskleroz gelisimi




PON1’IN LIPIT METABOLIZMASINDAKI ROLU

0 Organofosfat
R,0 \H
s P—0—X

R0

Fosfolipit

Saflastiriimis insan PON1--- LDL’nin lipit
peroksidasyonunu engellemekte etkili



PARAOKSONAZ

PON1; aryldialkylphosphatase; ; EC3.1.8.1/3.1.1.2

3. Hydrolases
3.1 Acting on ester bonds

3.1.8 Phosphoric triester hydrolases

3.1.8.1 aryldialkylphosphatase; organophosphate hydrolase; paraoxonase;
A-esterase; aryltriphosphatase; organophosphate esterase; esterase B1;
esteraseE4; paraoxon esterase; pirimiphos-methyloxon esterase; OPA anhydrase;
organophosphorus hydrolase; phosphotriesterase; paraoxonhydrolase; OPH;
organophosphorus acidanhydrase

3. Hydrolases

3.1 Acting on ester bonds

3.1.1 Carboxylic ester hydrolases

3.1.1.2 arylesterase; A-esterase; paraoxonase; aromatic esterase



[ESTE RAZLAF%

[A-esterazlar} [B-esterazlar}
| |

[ arildialkilfosfatazlar }[ DFPazlar }E(arboksilesterazlar}[ kolinesterazlar }

« |lk kez 1946’da, Abraham Mazur .....organofosforlu bilesiklerin hidrolizi

» Arildialkilfosfataz aktivitesinin calisiilmasi icin en sik kullanilan substrat
paraoksondur; bu nedenle bu enzim PARAOKSONAZ olarak adlandiriimistir

— DEN©_ o+ H
2

o +
1 ||‘K'U‘E2H5+ H
e

GCEHE

paraoxon hydrolysis hydrolysis products



i

(C,H,0),— P —o-@ NO..
l Parathion
i

{C,H.0),— P— ﬂ—@— NO,

Paraoxon

Oksidatif desilfiirasyon
~CYP450

karacigerde



PARAOKSONAZ AKTIVITESININ ORGAN
VE TUR DAGILIMI

PON aktivitesi Memeliler ** yiiksek aktivite
karaciger* Diger hayvan gruplarinda
bobrek (kus, bocek ve baliklarda)
bagwsak T distiik veya sifir

aktivite
kan*



PARAOKSONAZ AILESI

vesss e PONT | PON3 PON? | PDK4
PON1, PON2, PON3 kb g — 150 —
PON1, PON3----- HDL e
PON2------ dokular 7r2l
7rlS
. 7rld
Tarihsel bir isim Rl
15
sedls
PON!'in paraoksonaz aktivitesi zayif 7all.2
PONZ2 ve 3'iin hemen hig yok 7421
= PON
7q22
7q31

g

756



PARAOKSONAZIN FIZYOLOJIK GOREVLERI

o Fosfolipaz A2 aktivitesi
o Homosistein tiolaktonun hidrolizi ve inaktivasyonu

o LDL ve HDLnin oksidasyonunun dnlenmesi *#**#* pQN 1



PARAOKSONAZI (PON1) YA ..
(EC 3.1.8.1/3.1.1.2) L e

43-kDa, 354 amino asit
HDL’ye bagh

kalsiyuma bagiml
glikoprotein

1 maklialtll gmglalfrnh gssyqtrina Irevgpvelp ncnlvkgiet gsedmeilpn

61 glafissglk ypgiksfnpn spgkillmdl needptvlel gitgskfdvs sfnphgistf

121 tdednamyll vvnhpdakst velfkfgeee ksllhlktir hkllpnindi vavgpehfyg

181 tndhyfldpy Iqswemylgl awsyvvyysp sevrvvaegf dfanginisp dgkyvyiael
241 lahkihvyek hanwtltplk sldfntlvdn isvdpetgdl wvgchpngmk iffydsenpp
301 asevlrigni lteepkvtqv yaengtvlqg stvasvykgk lligtvfhka lycel



PON1’in substratlari

Organofosfatlarin okson
metabolitleri

metil paraokson

pirimifos-metil okson

klorprifos okson

klorthion okson
EPN okson
Fenitrokson

Aril (aromatik) esterler

tiofenilasetat
2-naftilasetat

Aromatik laktonlar

Alifatik laktonlar

Fosfolipid hidroperoksitler

Sinir ajanlan (gazlan)
soman
sarin

armin




PON1’IN FONKSIYONLARI

1. Fosfolipit hidroperoKksitleri hidrolize etme
fonksiyonu

LDL ve HDL'yi oksidatif degigimlere kargi korumasi

Qxidized PC products with 5-OH groups

O\_-..
PON1
d-valerolactone

derivatives 0 ~

O’/
R * HO
o .
LPC




PON1’IN FONKSIYONLARI

2. Organofosforlu pestisitlere kargi koruma

Parathion ve diazinon, organofosforlu pestisitlerdir.

Insan viicuduna girdikten sonra bu bilesikler, karacigerde P450 enzimlerince
katalizlenen mikrozomal oksidatif destilfiirasyon reaksiyonu sonucu aktif ve son
derece toksik oksonlara donustrler.

Bu toksik ara formlar karaciger ve kanda, biliytlik 6l¢lide paraoksonazlar tarafindan
detoksifikasyona ugrarlar.

| (H0)
EGJ?M—QNUQ —> (EO)P O—O HO NO, + (Et0)5PO" + H,0*
"I'II-C-I'D-Sw.-I'I'iE' plat‘ma

oxidation paraoxpnase

Parathion Paraoxon p-Nitrophenol Diethyl
phosphate
CHjy CHq CHy
} (H,0)
0 SN 2 XN . .
/K m:crts.omar H I | plasma | - {EED}2P02 + Hy0
cxidation N paracxonase f/”l\ .
{FTDIIZF’D HC(CH3), (E10)5 N HC(CHy); H N HC(CHz)p
Diazinon Diazoxon IMHP Diethyl

phosphate



PON1’IN FONKSIYONLARI

3. Sinir gazlarina karsi koruma

Hydrolysis of chemical warfare agents ( "nerve gases")

R R20

20 RT ! .
7 Ny +H,0 7 Non + X

Ry= N(CH;); Ry= CH,CH; X=CN Ethyl N-dimethylphosphoroamidocyanide (Tabun)
R,=CH; R,=CH(CH;), X=F Isopropyl methylphosphonofluondate (Sarin)

Ri=CH; Ry= CH(CH;)C(CHy); X=F Pinacolyl methylphosphonofluoridate (Soman)



PON1’IN FONKSIYONLARI

4. Bakteriyel endotoksinlere karsi koruma

Gram-negatif bakterilerin lipopolisakkaritlerine
karsi koruma saglar

5. Laktonlari hidrolize etme fonksiyonu
Homosistein tiolakton’un hidrolize edilmesi

Lactone hydrolysis and lactonization of hydroxy acids
(CH.n
I_ 2 PONI [CH;}n Ry
0 . OH
0 H,0O o~ 0

n=1 p-Propryolactone Dihvdrocoumarin ~ Ry=H 2-Coumaronone
=2 y- lactone 0 ..
w2 y-Rutyrolacione R;=OH Homogentisic
n=3 &-Valerolactone — 5-HETE lactone 1 lactone
v acid lactone
n=4 g-Caprolactone /=




PON1’IN FONKSIYONLARI

6. Aromatik esterleri hidrolize etme fonksiyonu

Hydrolysis of aromatic esters

UL =2 Ok ‘t

(S) {SH}

(Thio)Phenyl acetate 2-Naphthyl acetate



PON1 AKTIVITE POLIMORFIZMI

1970lerde,

Insanlar arasinda serum PON1’in paraoksonu hidrolize etme
aktivitelerinde 10 ila 40 kat arasi fark bulunmaktadir.

Bu farkliliklar, buiytik 6l¢tide PON1 geninin protein kodlayan ve
promotor bolgelerindeki SNP’lerden kaynaklanmaktadir.

-107TAC S5LM 19200/ R

—'.;'I:IQE.I'C I;EEEGIH -lﬁﬁﬂfﬂ‘ﬁﬁgic l l IEEIW lﬁEHJ'G l,}gdw.fstnp

5 Flanking Region Coding Region 3 UTK



SNP NEDIR?

Tek nukleotid polimorfizmleri (Single nucleotide polymorphisms;
SNPs) genomda tek bir ntikleotid (A,T,C,or G) bir baskasiyla yer
degistirdiginde olusan DNA dizi degisimleridir.

Bir degisimin SNP olarak kabul edilmesi i¢in toplumun en az
%1’inde gorulmesi gerekir.

Frekans bundan dustikse bu alel mutasyon olarak kabul edilir.

Mutasyonlar insanlarda direk ve acikca hastaliklara yol agabilen
dizi degisimleridir.

Polimorfik sekans varyantlari genellikle direk olarak hastaliklara
neden olmazlar.

Birgok SNP’nin hiicre fonksiyonu tizerinde etkisi olmamasina
ragmen bazi SNP’ler hastaliklara karsi yatkinlik kazandirmakta ya
da ilaclara verilen tepkiyi etkilemektedir.



PON1 192Q/R POLIMORFIZMI

o 192 Glutamin (Q)— Arginin (R) 192 Q: duguk paraoksonaz aktivitesi
A—G 192 R : yiiksek paraoksonaz aktivitesi

Arginine (R) or
Glutamine ()

,.#"’ﬁﬂ : 192

%
M Cysteine (C)

Methionine (M)

or Leucine (L) h’gsﬁﬁg e
P "';;ﬂ




PON1 AKTIVITE POLIMORFIZMI SUBSTRATA

BAGIMLIDIR

192R (Arg) izozimi tarafindan daha hizh
hidrolize edilen substratlar

Paraokson

Metilparaokson

Fenitrokson

Klortion okson

EPN okson

Armin

Her iki izozim tarafindan da benzer hizlarda
hidrolize edilen substratlar

Fenil asetat

Klorprifos okson

2-Naftil asetat

192Q (Glu) izozimi tarafindan daha hizh
hidrolize edilen substratlar

Diazokson

Sarin

Soman

Fosfolipid
hidroperoksitleri




PON1 55L/M POLIMORFIZMI

Metionin
A

55 Losin

T

PON1 55 L : yiiksek paraoksonaz
aktivitesi-dustik okside lipit hidroliz
aktivitesi

PON1 55 M : dusuk paraoksonaz
aktivitesi-yliksek okside lipit hidroliz
aktivitesi

PON1 55MM izoformunun stabilitesinin
diistik olmasi

Bromotbr polimorfizmleriyle olan
aglant1 dengesizligi (Linkage
disequilibrium)




PON1 PROMOTOR POLIMORFIZMLERI

PON1 geninin promotor bolgesinde 5 SNP tespit edilmistir.

-107T/C,-126G/C, -162A/G, -832(824)G/A ve -909(907)C/G
-107T/C SNP PON1 seviyelerindeki farkliliklarin %23iinden sorumlu

-107TT genotipi en disiik serum PON1 seviyeleri ile iliskili bulunmustur.

G-909C  G-E3ZA G-1624 G-126C T-10BCG L55M QIFIR

i i — i i
[ 1 1 1l il 1 1 1
¥ L L ) L L]




3. CEVRESEL FAKTORLER

Antioksidan vitamin (C ve
E vitaminleri) alima,
statin terapisi (kolesterol
digirici 1laclar),
polifenoller (sarap, cay ve
meyve suyunda bulunan),
tekli-doymus yag
asitlerinin alimi ve
aspirin kullanimi PON1
aktivitesini arttirir.

Statins
Polyphenols

1(+)

Sigara, bozulmus
yemeklik yaglar,
aterojenik (yag orani
yiiksek) diyet PON1
aktivitesini disirir.

PONT expression

Atheroscleratic lesion

The effect of statins and polyphenols on Paraoxonases

Serum |
- 3

Reduced oxidative

Statins
Polyphenols

+ 4(+) stress
. \:i‘
HDL -
6 (+) Ox-LDL hydrolysis
Statins
Oxidized lipids hydrolysis
e
74 B (+) Jf i

Macrophage




PON1 POLIMORFIZMLERI VE
ATEROSKLEROZ

PON1 192Q izoformu insanlarda aterosklerotik lezyon homojenatlarinin
toplam lipid peroksit miktarlarini diugtirmekte 192R’den iki kat daha etKkili

QQ/MM genotipli bireylerin HDL'si.......... LDL’yi korumakta son derece
etkili

RR/LL genotipli bireylerin HDL si........... LDL’yi korumakta etkisiz

192R izozimi tarafindan daha hizli Paraokson
hidrolize edilen substratlar Metilparaokson

Her iki izozim tarafindan da benzer Fenil asetat
hizlarda hidrolize edilen substratlar | Klorprifos okson

192Q izozimi tarafindan daha hizli Diazokson
hidrolize edilen substratlar Sarin

Fosfolipid hidroperoksitleri




PON1 GENETIK POLIMORFIZMLERI VE
ATEROSKLEROTIK HASTALIKLAR

PON1 192RR veya 55LL genotipleri..... koroner ve karotid

vaskiuler hastaliklarda risk faktoria

Study
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GLUTATYON S-TRANSFERAZLAR

Aterosklerozun patojenezinde oksidatif
stres Onemli rol oynamaktadir.

Glutatyon S-transferazlar (GST; EC:

5 /SII
2.5.1.18) oksidatif stres sonucu olusan "“-’NNHJ\WN”JUUH +  Xenobiotic (X)
metabolitlerin detoksifikasyonunu - ¢

katalizler. Glutathione

Insan GSTleri 4 gruba ayrilir: ST
GST-a (A), GST-u M), GST-nt (P)

and GST-0 (T) '
GSTM1 ve GSTT1 null ----gen delesyonu . f Ciﬂm
Null genotipler-----dustik enzim I

aktivitesi
Glutathione-S-Conjugate




KAPSAM

Iskemik inme gecirmis hastalardan ve kontrollerden tam kan ve

serum Ornekleri toplandi1 (GATA Noroloji)

GENOTIPLEME (ODTU Biyoloji)

PON1: 55L/M, 192Q/R ve -107T/C
PCR-RFLP

GST: T1-M1
Allele spesifik PCR

Stroke patients
should not have anterior circulation stroke
should not have other major illnesses, including autoimmune diseases, neoplasms, coagulopathies, hepatic or
renal failure,
There should not be an embolic source known (aortic arch, cardiac or carotid),
They should not have a family history of myocardial infarction within 3 weeks or of transient ischemic attack or
stroke at any time.

Control group

All above + not having carotid stenosis greater than 50% or ulcerated carotid plaque.



FENOTIPLEME

Serumda PON’in 3 substrata karsi aktivitesi
paraokson (paraoksonaz aktivitesi)
diazokson (diazoksonaz aktivitesi)
fenilasetat (arilesteraz aktivitesi)

serumda GST'nin CDNB’ye kars1 aktivitesi
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SONUCLAR

Hastalar Kontroller OR P
Parametre

(n=172) (n=105) (95% CI)
Yag @ 66.6 + 14.8 64.5+12.8 0.093
Cinsiyet (erkek), n (%)° 97 (56.4) 52 (49.5) 1.318 (0.810-2.145)  0.266

Obezite, n (%)° 13 (7.6) 8 (7.6) 0991 (0.397-2.478)  0.985
Total kolesterol (mmol/L)¢ 48+1.3 49+1.2 0.449
Trigliserit (mmol/L)° 1.5+£0.7 1.4+0.7 0.376

LDL (mmol/L)° 2.8+ 1.1 26+1.0 0.296




PON1 Genotiplerinin Belirlenemesi

Cogaltilacak Primerler PCR Grin | RE Kirilma Gridinlerinin

bélge uzunlugu uzunluklar: ve olas:

SNP pozisyonu genotipler

Kodlayan bdlge 5'TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA 238bp Alwl | 192QQ= 238bp

192Q/R G3 192QR= 238, 172,

(192 A/G) 5’ CCT GAG AAT CTG AGT AAATCC 66bp

rs662 ACT 3 192RR= 172, 66bp

Exon 6

Kodlayan bdlge 5’ CCT GCA ATA ATA TGA AAC AAC 172bp NIaIII | 55LL=172bp

55L/M CTG 3’ 55LM=172, 106, 66bp

(55 T/A) 5' TGA AAG ACT TAA ACT GCC AGT C 55MM=106, 66bp

Exon 3 3

Promotor bolge 5" AGC TAG CTG CGG ACC CGG CGG | 240bp BsrBI | =107TT= 240bp

-107T/C GGA GGA G 3’ -107TC= 240, 212,
5" GGC TGC AGC CCT CAC CAC AAC 28bp

CC 3’

-107CC= 212, 28bp




55L/M SNP BOLGESI ICIN PCR URUNLERININ
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

200 bp—»
150 bp__,

G e St S S S QU M) GNP A e S—

100 bp—» B

50 bp —>»

PCR iriininin beklenen uzunlugu: 172bp



Ll b

PON1 55L/M Tek Niikleotid Polimorfizminin Belirlenme

Yontemi
55 L allele S50 allele
Nlalll Mlal Tl
C TTG'qL Y B — CATGJ’ £y
TGAAC 5 3 TGT e 5
Nlalll Incubation MlalTl ItlF: Eb I?;EI
with I1alll Wit
oTTE 3 CATG gj

GAAC 5 5 +

37 GTAC 106-bp fragment

172-bp undigested PCE product

66-bp fragment

172hp
106kp
T2yl
S3LL S2LAD 55N
Homozigot Heterozigot Homozigot
PON1 55LL 55 LM PON1 55MM




55L/M SNP BOLGESI ICIN RFLP ANALIZI

Lane no: 1 2 3 4 5 & 7T 8 9 10 11 12 13

?gggi - e S — ——— “«— 172 bp
100 by — - —— _ :16065;35
50 bp

lL MM WM LL M LL LL ™M LM LM MM




192Q/R SNP BOLGESI ICIN PCR URUNLERININ AGAROZ
JEL ELEKTROFOREZI

PCR triinleri i¢in %2’lik agaroz jel elektroforezi

PCR tirtiintiniin beklenen uzunlugu: 238 bp.



192Q/R SNP BOLGESI ICIN RFLP ANALIZI

Lane no:

QR QR RR QR QQ QR QQ

AlwI ----restriksyon endonukleaz H




-107T/C SNP BOLGESI ICIN PCR URUNLERININ
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Lane no:

« 240 bp




-107T/C SNP BOLGESI ICIN RFLP
ANALIZI

Lane no: 1 2 3 4 5 (S 7 ] 9 10 11

d 31— 240 b
212 bp

— 284y

CCTC TT CC TT TT TC CC TT

BsrBI----restriksyon endonukleaz




Iskemik Inme ve Kontrol Gruplarinda PON1 192Q/R
Polimorfizminin Genotip ve Allel Dagilimi

Hastalar (n=172) | Kontroller (n=105) OR (95% Cl) P
PON1 192
Genotipler, n (%)
QQ 77 (44.8) 46 (43.8)
QR 74 (43) 50 (47.6)
a
RR 21 (12.2) 9 (8.6) (© 615;%3374) 0.345
Aleller
Q 0.663 0.676
b
R 0.337 0.324 1.065 0.536

(0.880-1.278)

aRR vs. QQ+QR, PR vs. Q




Alel Strok Kontrol P
192R 0.337 0.324 0.536 Can Demirdogen et al., 2009
0.361 0.346 0.483 Can Demirdogen et al., 2008
0.290 0.290 0.890 Pasdar et al., 2006
0.410 0280 |[JEOISOIN Ranade et al, 2005
0.620 0.600 0.578 Ueno et al., 2003
0.430 0.310 Voetsch et al., 2002
0.480 0.340 Aydin et al., 2006
0.750 0.650 Imai et al., 2000




Iskemik Inme ve Kontrol Gruplarinda PON1 55L/M

Polimorfizminin Genotip ve Allel Dagilimi

Hastalar Kontroller OR (95% CI) P
(n=172) (n=105)
PON1 55
Genotipler, n (%)
LL 83 (47.7) 44 (41.9) 1.293¢ 0.303
(0.792-2.110)
LM 68 (39.5) 42 (40.0)
MM 21 (12.2) 19 (18.1)
Aleller
M 0.320 0.281
L 0.680 0.619 1.309 ¢ 0.141

(0.914-1.875)

°LL vs. LM+MM ,dL vs. M




Alel Strok Kontrol P
55L 0.680 0.619 0.141 | Can Demirdogen et al., 2009
0.690 0.628 0.003 | Can Demirdogen et al., 2008
0.640 0.630 0.73 Pasdar et al., 2006
0.660 0.637 0.538 | Ranade et al., 2005
0.900 0.960 0.013 | Ueno et al., 2003
0.680 0.680 0.920 | Voetsch et al., 2002
0.510 0.410 <0.05 | Aydinetal., 2006
0.930 0.920 0.729 | Imai et al., 2000




Iskemik Inme ve Kontrol Gruplarinda PON1 -107T/C
Polimorfizminin Genotip ve Allel Dagilimi

Hastalar Kontroller OR (95% CI) P
(n=172) (n=105)
PON1 —-107
Genotipler n (%)
1.106¢
TT 73 (42.4) 42 (40) (0.675-1.812) 0.689
TC 63 (36.6) 41 (39)
CC 36 (20.9) 22 (21)
Aleller
C 0.392 0.405
f
T 0.608 0.595 1.096 0.553

(0.883-1.263)

eTT vs. TC+CC, fTvs. C




Alel Strok Kontrol P

—1077 0.608 0.595 0.553 | Can Demirdogen et al., 2009
0.380 0.410 0.570 | Voetsch et al., 2004
0.471 0.480 0.829 | Ranade et al., 2005




Kombine Haplotiplerin Dagilimi

Hasta

Kontrol

Uclii kombine haplotipler OR P
n (%) (n=172) (n=105)

QRMMCC 0 0 — —
QRMMTC 1(0.6%) 0 - -
QRMMTT 0 1 (0.95%) _ _
QRLMCC 6 (3.5%) 3 (2.86%) 1229 | 0774
QRLMTC 7 (4.1%) 12 (11.4%) 0.329 0.019
QRLMTT 22 (12.8%) 9 (8.6%) 1564 | 0.280
QRLLCC 11 (6.4%) 8 (7.6%) 0.828 | 0.696
QRLLTC 16 (9.3%) 11 (10.5%) 0.877 0.749
QRLLTT 11 (6.4%) 6 (5.7%) 1.0903 | 0.865




Hipertansiyona bagli inme riskinin PON1 192Q/R

genotiplerine gore degisimi

Genotipler Hipertensif | Normotensif OR P

Tum Genotipler | Strok 105 67 2.089 | 0.003
Kontrol 45 60

192RR Strok 14 7 7.000 | 0.025
Kontrol 2 7

192QR Strok 52 22 2.182 | 0.039
Kontrol 26 24

192QQ Strok 39 38 1.751 | 0.140
Kontrol 17 29




Hipertansiyona bagli inme riskinin PON1 55L/M

genotiplerine gore degisimi

Genotipler Hipertensif | Normotensif OR P

Tim Genotipler |Strok 105 67 2.089 | 0.003
Kontrol 45 60

55LL Strok 52 31 2.66 |0.010
Kontrol 17 27

55LM Strok 28 40 0.63 | 0.251
Kontrol 22 20

55MM Strok 13 8 2.23 |0.210
Kontrol 8 11




Hipertansiyona bagli inme riskinin PON1 -107T/C
genotiplerine gore degisimi

Genotipler Hipertensif | Normotensif OR P

Tim Genotipler |Strok 105 67 2.089 0.003
Kontro 45 60

-107TT Strok 45 28 2.89 0.007
Kontro 15 27

-107TC Strok 35 28 1.76 0.160
Kontro 17 24

-107CC Strok 25 11 1.57 0.421
Kontro 13 9

I




Inme risk faktorlerinin lojistik regresyon analizi (yas, cinsiyet,
hipertansiyon, diabet, sigara, 192RR, 55LL ve -107TT
genotipleri ve PON1 aktiviteleri (PON, ARE, DIA) modele dahil

edilmistir)

Parametre OR 95 % CI P

Hipertansiyon 2.435 1.468-4.038 0.001
Sigara 2.687 1.339-5.390 0.005
PON aktivitesi 0.998 0.996-0.999 0.012

S5LL genotipi 1.783 1.012-3.141 0.045




Inme risk faktérlerinin lojistik regresyon analizi (yas, cinsiyet,
hipertansiyon, diabet, sigara, total kolesterol, trigliseritler, HDL,
LDL, PON1 aktiviteleri (PON, ARE, DIA) ve QRLMTC kombine
haplotip modele dahil edilmistir)

Parametre OR 95 % CI P

Hipertansiyon 3.080 1.750-5.422 0.000
Sigara 2.829 1.331-6.015 0.007
Total kolesterol 0.663 0.516-0.853 0.001
LDL-C 1.691 1.134-2.523 0.010
PON1 QRLMTC 0.144 0.044-0.468 0.001

!

1/0.144= 6.944



59 yas listii bireylerde inme risk faktorlerinin lojistik regresyon
analizi (cinsiyet, hipertansiyon, diabet, sigara, total kolesterol,
trigliseritler, HDL, LDL, PON1 aktiviteleri (PON, ARE, DIA) ve
192RR, 55LL, -107TT modele dahil edilmisgtir)

Parametre OR 95 % CI P

Hipertansiyon 3.000 1.609-5.592 0.001
Sigara 3.235 1.093-9.578 0.034
Total kolesterol 0.655 0.486-0.882 0.005
LDL-C 1.579 1.000-2.494 0.050

PON1 —107TT genotip 1.973 1.014-3.839 0.045




59 yas listii bireylerde inme risk faktorlerinin lojistik regresyon
analizi (cinsiyet, hipertansiyon, diabet, sigara, total kolesterol,
trigliseritler, HDL, LDL, PON1 aktiviteleri (PON, ARE, DIA) ve
QRLMTC kombine haplotipi modele dahil edilmistir)

Parameter OR 95 % CI P

Hipertansiyon 3.078 1.582-5.992 0.001
Sigara 6.472 2.062-20.313 0.001
Total kolesterol 0.670 0.480-0.937 0.019
LDL-C 1.590 1.004-2.516 0.048
PON1 QRLMTC 0.096 0.022-0.409 0.002

l

1/0.096= 10.4



GST T1 VE M1’IN GENOTIPLEMESI

Primer sekanslari

PCR urtnii

GST T1

5-TTCCTT ....CTC-3’
5’-TCA CCG .....GCA-3’

480 bp

GST M1

5’-GAA CTC ....AGC-3’
5-GTT GGG ...... TGG-3’

215 bp

CYP1A1

(internal kontrol)

5-GAA CTG.......TCT-3’
5’-CAG CTG.......CTC-3’

312 bp




Multipleks GSTM1 ve GSTT1 PCR

Marker

500 bp
400 bp

CYP1Al
312 bp - 300 bp
GSTMI1 200 bp

215 bp

100 bp
1-GST T1 + 3-GST T1 null 5-GST T1 + 7-GST T1 null
GST M1 + GST M1 + GST M1 null GST M1 null
2-GST T1 + 4-GST T1 null 6-GST T1 + 8-GST T1 null
GST M1 + GST M1 + GST M1 null GST M1 null




GST T1 VE M1 GENOTIPLERININ DAGILIMI

Genotipler Hasta (n=172) Kontrol (n=105) OR (95% Cl) P
GSTT1 (+) 138 (80.2%) 83 (79%)

GSTT1 (-) 34 (19.8%) 22 (21%) 0.929 (0.509- 1.696)  0.812
GSTML1 (+) 85 (49.4%) 46 (43.8%)

GSTM1 (-) 87 (50.6%) 59 (56.2%) 0.798 (0.49-1.3)  0.364




GST T1 GENOTIPLERI ILE HIPERTANSIYON

iLiSKiSi

Genotipler Hipertensif Normotensif OR P

Tum genotipler | Strok 105 67 2.089 0.003
Kontrol 45 60

GSTT1 (+) Strok 83 55 1.703 0.056
Kontrol 39 44

GSTT1 (-) Strok 22 12 4.888 0.006
Kontrol 6 16




GST M1 GENOTIPLERI ILE
HIPERTANSIYON ILISKISI

Genotipler Hipertensif Normotensif OR P

Tum genotipler | Strok 105 67 2.089 0.003
Kontrol 45 60

GST M1 (+) Strok 54 31 1.742 0.133
Kontrol 23 23

GST M1 (-) Strok 51 36 2.383 0.011
Kontrol 22 37




OZETLE

PON1 genetik polimorfizmleri tek basina ve hipertansiyon gibi risk
faktorleri ile birlikte inme riskini etkilemektedir.

55LL genotpi 1.78 kat risk faktoru
-107TT genotip 1.97 kat risk faktoru
Hipertansiyon-inme riski 192RR, 55LL ve -107TT en yuksek

GST M1 ve T1 null genotipleri de hipertansiyon-inme riskini
etkilemektedir.
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