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Diyabetik Koroner Arter Hastahginda
Monosit Kemotaktik Proteini (MCP-1) A-251.8G ve CCR2
Reseptorii G190A Gen Polimorfizmlerinin Incelenmesi

The Effects Of MCP-1 A-2518G And CCR2
G190A Gene Polymorphisms On Development
Of Diabetic Coronary Artery Disease
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OZET

Bu caligmamn amaci diyabetik koroner arter hastalig1 geligiminde MCP-1 A-2518G ve CCR2 G190A polimorfizmlerinin etkilerini
aragtirmaktir. Caligmammzda 81 koroner arter hastalig1 bulunan diyabetik hasta, 62 koroner arter hastalig1 olmayan diyabet hastasi
ve 62 saglikli kontrol kullanilarak genotipleme yapilmigtir. Diyabetik koroner arter hastalif1 bulunan hasta grubuyla kontrol
grubu arasinda MCP-1 A-2518G genotip (p:0,01 %29,11) ve allel dagihmi (p:0,01 %%:6,53) agisindan istatistiksel olarak anlamli
derecede fark vardir. MCP1 AA genotip frekans:t KAH (+) DM’li hasta grubunda kontrole gére anlamh gekilde yiiksekken, MCP-
1 G allel frekansinin kontrol grubunda yiiksek oldugu tespit edilmigtir. Buna karsin CCR2 G190A polimorfizmi dagilimi agisindan
hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasinda herhangi bir anlamli farklihik saptanmamigtir. Sonug olarak MCP-1 -2518 AA genotipinin
diyabetik koroner arter hastalig1 geligimine neden olurken, G allelinin hastaliga kargi koruyucu oldugu izlenimi edinilmigtir.

ABSTRACT

The aim of our study was to investigate the effect of the MCP-1 A -2518G and CCR2 G190A polymorphisms on the development
of diabetic coronary heart disease. Eighty one diabetic patient with coronary heart disease, 62 diabetic patient without coronary
heart disease and 62 disease free controls were genotyped. There were significant differences between diabetic patient with
coronary heart disease and control groups in MCP-1 A-2518G genotype (p:0,01 %%9,11) and allele distribution (p:0,01 %%6,53).
MCP-1 AA genotype was significantly increased in coronary artery patients compared with controls but MCP-1 G allel frequency
was increased in controls. On the other hand, there is no significant difference for CCR2 G190A polymorphism between patients
and controls. In conclusion, we found that MCP-1 2518 AA genotype may cause diabetic coronary artery disease susceptibilty
while G allel seems to be protective.
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GIRiS

Kemokinler; inflamasyonun 6nemli gostergelerinden olup
infeksiyon, doku hasari, allerji, malign tiimdr patofizyolojisi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabetle iligkisi oldugu ileri
stirlilen genig polipeptid ailesinden olugmaktadir (1).
Kemokinlerin bir liyesi olan monosit kemoatraktan protein -
1 MCP-1), CCL2 geni tarafindan kodlanir. MCP-1’in
mononiikleer hiicrelerin aktivasyonu ve inflamasyon bolgesine
getirilmesi, sitokin sentezi ve enflamatuar siirecte etkili oldugu
ve aterosklerozun baglamasinda 6nemli rol oynadig:
diisliniilmektedir. (2)

MCP-1 geninin diizenleyici bolgesinde tanimlanan
A-2518G polimorfizminin MCP-1’in transkripsiyon aktivitesini
etkiledigi ve tip 1 ve tip 2 diyabet, insiilin direnci ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkisi oldugu bildirilmigtir (3).
MCP-1’in reseptorii olan CCR2; CCL7, CCL8 ve CCL13
ligandlarina da afinite gosteren bir kemokin reseptoriidiir(1).
CCR2 reseptoriiniin aterosklerotik plaklara makrofajlarin gé¢
ettirilmesinde rolti vardir. CCR2 gen ekspresyonunun varlif
makrofajlardan bagka aterosklerotik plaklarin endotelyal ve
diiz kas hiicrelerinde de gosterilmigtir (4). CCR2 proteinini
kodlayan genin 1. ekzonunun 190. pozisyonunda G’nin A’ya
doniiglimiine neden olan bir polimorfizm bulunmaktadir. Bu
niikleotid degisimi proteinin transmembran bolgesindeki valin
(V)’in iz616sin (I)’e (V64I) degisimiyle sonuglanir. CCR2-641
polimorfizmine sahip olan bireylerin inflamatuar hastaliklar
icin diigiik bir risk tagidif:i bildirilmesine ragmen bu
polimorfizmin koroner arter hastalis (KAH) ile iligkisine dair
celigkili raporlar bulunmaktadir (4).

Bu bilgilerin 1s1§1nda caligmamizda diyabetik koroner
arter hastalarinda inflamasyonun genetik roliinii aragtirmak
icin MCP-1 ve reseptorii CCR2 gen polimorfizmlerini
incelemeyi amagladik.

YONTEMLER

Caligma Grubu

Bu caligmadaki 6rnek grubu Haseki Egitim Aragtirma
Hastanesi 1. Dahiliye klinigince takip edilen koroner arter
hastalig1 bulunan 81 diyabetik hasta, koroner arter hastalif1
olmayan 62 diyabet hasta olmak {izere toplam 143 hasta ve
62 saglikh kontrolden olugmaktadir.

Polimorfizm Analizi

Steril EDTA’ tiiplere alinmig periferik kan 6rnekleri
DNA saflagtirilmasi i¢in en geg bir giin i¢inde ¢aligmak lizere
oda 1s1sinda saklanmugtir(5). Genotipleme PZR-RFLP yontemi
ile gerceklestirilmigtir. MCP-1 A-2518G polimorfizminin ve

CCR2 G190A polimorfizmlerinin PCR ve RFLP yontemleri
Tablo I’de verildigi gibidir (6,7). Sekil I ve IFde MCP-1 A-
2518G polimorfizminin ve CCR2 G190A RFLP uygulamasi
sonrasi agaroz jel goriintiileri verilmigtir.

Istatistiksel Analiz

Bu caligmamin istatiksel analizinde SPSS 11.0 paket
programi kullanilarak yapilmugtir. Istatiksel anlamlilik siniri
p<0.05 olarak alinmigtir. Genotip ve ailelerin goriilme sikhginin
gruplararasi farkliliklarinin degerlendirilmesinde Ki kare ve
Fisher testi kullanmilmigtir. Gruplararas: demografik verilerin
kargilagtinlmasinda Student’s t-testi kullamlmigtir. Allel
frekanslar1 gen sayma metoduna gore yapilmistir.

SONUCLAR

Calisma gruplarina ait demografik bilgiler Tablo 2°de
verilmigtir. Hasta ve kontrol gruplar: arasinda viicut kitle
indeksi (p:0,03) sistolik ve diastolik kan basinci (p:0,000) ve
kan glukoz seviyeleri (p:0,000) istatistiksel acidan anlamli
olarak farklidir. KAH (+) ve KAH (-) DM i hasta gruplan
arasinda kan glukoz seviyeleri (p:0,000) istatistiksel acidan
anlamh olarak farkhidi. KAH (+) DM li hasta grubu ile kontrol
grubu kargilagtirildifinda sistolik ve diastolik kan basinci
(p:0,000), HDL kolesterol (p:0,014) ve kan glukoz seviyeleri
(p:0,000) istatistiksel acidan anlamh olarak farkhidir. KAH
(-) DM Ii hasta grubu ile kontrol grubu kargilagtirlldifinda
viicut kitle indeksi (p:0,04) sistolik (0,004) ve diastolik kan
basinci (p:0,012), HDL kolesterol (p:0,014) ve kan glukoz
seviyeleri (p:0,000) istatistiksel acidan anlamh olarak farklidar.

MCP-1 A-2518G genotip dagilimlar1 KAH (+) DM’li
hasta ve kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamh sekilde
farkl olarak tespit edilmig (p:0,01 72:9,11) ancak KAH (-)
DM’li hasta ve kontrol gruplarinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark elde edilememistir (p:0,13 %23,97). Allel dagilimlari
KAH (+) DM’li hasta ve kontrol gruplarinda arasinda anlamli
olarak farklidir (p:0,01 x2:6,53) ancak KAH (-) DM’li hasta
ve kontrol gruplar arasinda anlamh bir fark elde edilememistir
(p:0,50 %%:0,44) (Tablo 3).

MCP1 AA genotipinin KAH (+) DM’li hasta grubunda
kontrole gore anlamh gekilde yiiksek oldugu ve hastalik riskini
yaklagik 3 kat arttirdigs tespit edilmistir ( P:0.003 ,x2:9.10,
OR:3.21 %95 Giiven aralif1 :1.48-6.93) MCP-1 G tagima
frekans: KAH (+) DM‘li hasta grubunda kontrole gére anlamh
olarak diisiik bulunmustur (p:0,002 %2: 9,10). Total hasta
grubunda MCP-1 G alleli tagima frekans1 % 42.7 iken kontrolde
% 62.3 olarak tespit edilmis ve G alleli varliginin 2.21 kathik
bir koruma gosterdigi izlenimi edinilmigtir (p:0,013 %26,13,
OR:0,45; % 95 Giiven arali1: 0,24-0,85)

CCR2 G190A genotip ve allel dagilimlar: acisindan KAH
(+) DM’li hasta, KAH (-) DM’li hasta ve kontrol gruplarinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilememigtir.
(0:0,78 %%:0,48). Allel dagilimlan agisindan gruplar arasmda
anlamli bir fark elde edilememistir (p:1,0 %2:0,0) (Tablo 4).

TARTISMA

Bu ¢aligmada, MCP1 AA genotipi frekansinim KAH (+)
DM'’li hasta grubunda kontrole goére anlamh sekilde yiiksek
oldugu ve hastalik riskini yaklagik 3 kat arttirdifi tespit
edilmigtir, Ayrica total hasta grubunda MCP-1 G alleli tasima
frekansimin kontrole gore azaldif tespit edilmis ve G alleli
varhifinin 2.21 katlik bir koruma gosterdigi bulunmugtur.

Literatiirde farkli popiilasyonlarda MCP-1 A-2518G
polimorfizmini incelemek lizere yapilmmg degisik ¢alismalar
bulunmaktadir, Jemaa ve ark, (8) G Allelini tagimakla MI
arasinda bagimsiz bir iligki oldufunu tespit etmigler. Simeoni
ve ark. (9) G alleli tagimamn tip 2 diyabet ve insiilin direncinden
korudugu ve MCP-1"in hiperinsiilinemi ile iligki oldugu ileri
siirlilmiigtiir. Moon ve ark. (4) A allelini tagimanin tip 2
diyabetes mellituslu hastalarda bSbrek yetmezligine yatkinhgi
artirdifim bildirilmiglerdir. Szalai ve ark. (7) MCP-1 -2518
GG genotipine sahip olan bireylerin koroner hastalif1 agcisindan
daha yiiksek bir riske sahip olduklarn, ayrica MCP-1 -2518
GG genotipiyle artmig Lp(a) seviyeleri arasinda bir iligki
oldugu tespit edilmigtir. Yang ve ark. (10) A alleli yada AA
genotipiyle tip 1 divabet arasinda 6nemli bir iligki oldugunu
gistermiglerdir. Kouyama ve ark. (1) MCP-1 A-2518G
polimorfizmiyle tip 2 diyabet arasinda anlamli bir iligki
bulamamigtir. Cam ve ark. (11) MCP-1 A-2518G
polimorfizmiyle prematiire KAH arasinda bir iligki
saptanmadifini bildirmiglerdir. Cermakova ve ark. (12) G
allelinin koroner arter hastahfma yatkinhkla iligkisi olmadifin
bildimmiglerdir. Bulgularimiz Moon ve ark ve Yang ve ark.nin
¢aligmalar ile uyumludur.

Caligmamizda CCR2 641 allel frekans: ve genotip
frekansiyla koroner arter hastalif: arasinda bir baglanti
bulunamamgtir. CCR2 G190A (V64I) polimorfizmi igin
literatiirde yapilan caligmalara baktifimizda ise Ortlepp ve
ark. (13) CCR2 genotipiyle koroner ateroskleroz arasinda bir
iligki olmadifim bildirmiglerdir. Buna kargin bu ¢aligmada 65
yagindan kiigiik bireylerde CCR2 190A allelini tagjimakla
miyokard infarktiisii arasinda 6nemli bir iligki oldugu
bildirilmigtir. Szalai ve ark (14) CCR2-I (AA) allelini
tagiyanlarda koroner arter hastalif: geligim riskinin daha az
oldugunu bildirmiglerdir. Szalai ark. (14) 190A allelini diyabetik
hastalarda kontrollere gtre istatistiksel olarak anlamh derecede
yiiksek bulmuglardir. Voevoda ve ark. (15) CCR2 A allelinin
akut koroner sendroma yatkinhia yol actigim bildirmiglerdir
Valdes ve ark. (16) Kardiyovaskiiler risk faktérleriyle CCR2
genotipi arasinda herhangi bir iligki saptamarmglarchr, Fakat
geleneksel kardiyovaskiiler risk faktérlerinden bagimsiz olarak

CCR2 AA genotipine sahip kigilerin koroner arterlerinde daha
az kalsifikasyon olduBunu bildirmiglerdir. Apostolakis ve ark.
(2). Bu caligmada CCR2 641 allel frekans: ve genotip frekansiyla
koroner arter hastaligi arasinda bir baglant: saptanmadigi
bildirilmigtir. Yang ve ark. (10) CCR2 A alleliyle tip 1 diyabet
arasinda herhangi bir anlamli iligki saptamadiklarim
bildirmiglerdir. Bjarnadottir ve ark. (17) hastalarla kontroller
arasinda CCR2 G190A polimorfizm ile MI arasinda herhangi
bir istatistiki anlamlilik saptamamiglardir. Cha ve ark. (18)
polimorfizmiyle koroner arter hastalif1 arasinda herhangi bir
iligki tespit edemediklerini bildirmiglerdir.

Sonug olarak ¢alismamizda, MCP-1 -2518 AA genotipinin
diabetik koroner arter hastalif1 icin risk faktorii oldufu, MCP
G allelinin varlifinda diabetik koroner arter hastali: riskinin
diigtiigii izlenimi edinilmigtir. Genetik markerlann tespit
edilmesinin diabetik koroner arter hastahinin erken tamisinda
klinik y6nden oldukca yardimci olacagina inanmiyoruz. Ayrica
olgu sayisin artmasi ile sonuglanin daha sonraki dénemlerde
yapilacak olan ¢aligmalara 151k tutacafi kanisindayiz.

Bu ¢ahgma Istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirmalar
Birimi tarafindan desteklenmigtir. Proje No:2874

Tablo I: MCP-1 A2518G ve CCR2 V64I genlerinin PCR,
RFLP yontemleri ve beklenen iiriinler

Primerier (llerl ve Gerl Primerier) | PCR Restriksiyon | Restrikslyon
Uirind | Enzimi Urinleri
MCP.] | 5-TCT CTC ACG CCA GCA CTG ACC-3" 234bp | Pll AA: 234 bp
A25I8G AG: 134 bp, 159
FGAG TOT TCA CAT AGG CTT CTG-3', b, 75 b,
GGi: 159 bp, 75 bp,
CCR2 FATGOTT TTGTGOGCAACATGATGG3 | 173bp | BsaBl GG 173 bp
Vi GaA: 173 bp, 149
F-CATTGCATTCOCAAAGACCCACTC-3' bp, 24 by,
AA: 149 bp, 24 bp

A alleli: 234 bp
G alleli:159+75 bp

Belirteg AG AG AG AG AG AA GG AA
(50 baz gifti)

Sekil 1: MCP-1 geni A-2518G polimorfizmu genotiplemesi.

G alleli: 173 bp
A alleli: 148+24 bp

Belirtee GG AA GA GG GG
(50 bp)

Sekil 2: CCR2 gem G190A polimorfizminin genotiplemesi.
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Tablo 2: Cahgma gruplarma ait demografik bilgiler

PARAMETRELER KAH (+) KAH(-DM TUM KONTROL
DM N=62 HASTALAR | N=62
N=81 N=143
Cinsiyet 30,2/69,8 62,5/37,5 47,9/52,1 30/70
(Kadin/erkek) %
Yas (vil) 59,21+12,25 | 58,08+12,53 58,56+12,37 57,85+12,3
Viicut Kitle indeksi = 26,85+3,14 27,6814,24 27,1843,61 25,5414,05
(kg/m?)
Sigara icimi (%) 74,0 25,0 54,9 33,3
Hipertansiyon (%) | 54,0 53.7 49,5 6,5
Trigliserid (mg/dl) | 145,31491,81 164,74+77,47 154,02485,75 | 172,34494,38
Total kolesterol 205,94+54,05 197,54+53,685 202,17+57,73 @ 199,34+48,53
(mg/dl) _
HDL-kolestreol 45,2+10,76 40,01+15,17 42,85+13,12 37,38+14,89
(mg/dl)
LDL-Kolesterol 125,32432,32 | 123,64+42,66 124,56+37,15 | 130,34+48,71
(mg/dl) ,
VLDL-kolesterol 27,431£13,97 | 33,97+15,85 30,43+15,12 31,48+18,83
(mg/dl)
Glikoz (mg/dl) 199,71423,6 | 248,37+37 168,72+120,05  107,66£18,59
SBP (mmHg) 143,64+38,84  137,91430,29  141,19435,35 | 121,48+12,67
DBP (mmHg) 87,5+19,35 84,16x19,87 86,07+£19,52 74,68+10,6

Tablo 3 KAH (+) DM’li Hasta, KAH (-) DM’li Hasta ve Kontrol gruplarmda
MCP-1 A-2518G genotip ve allel dagilimlar

MCP-1 A- KAH (+) DM KAH (-) DM KONTROL

2518G (N:53) (N:64) (N:61)

GENOTIP

VE

ALLELERI

Genotip

AA 35 (%066) 32 (%50) 23 (%37,7)

AG 17 (%32,1) 27 (%42,2) 36 (%59)

GG 1(%1,9) 5 (%7,8) 2 (%3,3)
Allel

A 87 (%82) 91 (%71) 82 (% 67.2)

G 19 (%18) 37 (%29) 40 (% 32,8)

Tablo 4 KAH (+) DM’li Hasta, KAH (-) DM’li Hasta ve Kontrol gruplarinda CCR2
G190A genotip ve allel dagaihmlar:

CCR2 GI190A KAH (+)DM KAH (-) DM KONTROL
GENOTIP VE (N:62) (N:81) (N:62)
ALLELERI
Genotip

GG 47 (%75,8) 60 (%74,1) | 46 (%74,2)
GA 13 (%21) 21 (%25,9) 15 (%24,2)
AA 2 (%3,2) 0(%0) ' 1(%1,6)

Allel |

G 107 (%86,3) 141 (%87) | 107 (%86,3)
A 17 (%13,7) 21 (%13) 17 (%13,7)
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