. . ARASTIRMA / RESEARCH REPORT
Inénu Universitesi Tip Faklltesi Dergisi 17 (1) 15-18 (2010)

Anjiotensin Déniistiiren Enzim (ACE)
Insersiyon/Delesyon (I/D) Gen Polimorfizmi

Malik Ejder Yildirim*, Nadir Kogalk**, Filiz Ozen***, Oztiirk Ozdemir+t+*

*Sivas Devlet Hastanesi, Sivas
**Konya Egitim ve Arastirma Hastanesi, Konya
#*%Goztepe Bgitim ve Arastirma Hastanesi, Istanbul
#rokCumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dals, Sivas

Amag: Anjiotensin Déniistiiren Enzim (ACE), basta renin-anjiotensin-aldosteron sistemi (RAAS) olmak tizere bir ¢cok
fizyolojik veya metabolik olayda dogrudan ya da dolayl etkisi olan bir ekzopeptidazdir. Anjiotensin 1’i vazoaktif ve
aldosteron stimiilan bir peptid olan anjiotensin 2’ye donistiiriir ve bradikinin’i kinin yikim driinlerine pargalar.
Anjiotensin 2 ve bradikinin sistem tizerine multipl akut ve kronik etkileri olan giiclit vazoaktif molekiillerdir. Tlki giicli
bir vazokonstriktor, ikincisi ise glcli bir vazodilatatérdiir. ACE’in bu Ozellikleri onu hipertansiyonda, kalp
yetmezliginde, tip 2 diabette ve diabetik nefropati tedavisinde ideal bir hedef haline getirmistir. Iki énemli hormonal
dizenleyici sistem (RAAS) ve Kallikrein Kinin Sistemi] tizerindeki yasamsal roli nedeniyle ACE yapt ve fonksiyonda
6nemli bir etkiye sahiptit. ACE’e ait insersiyon/delesyon (I/D) gen polimotfizminin (II, ID, DD) hipertansiyon, kalp
yetmezligi, myokardial infarktis, diabet, diabetik nefropati ve kanser gibi bir ¢ok hastalikta, hastaligin olusma riski,
siddeti, seyri ve tedaviye yanitini etkiledigine dair ¢alismalar vardir.

Materyal ve Metod: Bu calismada, Sivas ve cevresinde ACE insersiyon/delesyon (I/D) gen polimorfizmi ve allel
sikligint belitlemeyi amagladik. Normal populasyondan segilen 222 kisi reverse hibridizasyon yontemi kullanilarak ACE
gen polimorfizmi agisindan degerlendirildi.

Sonug: Test edilen olgularda DD genotipi %32.8, ID genotipi %53.2 ve 1I genotipi %14 olarak bulundu (D allel
frekanst 0.59, I allel frekansi 0.41). Sonuglarimiz, ACE gen polimorfizmi ve alel siklig1 acisindan arastirma bolgesinin
Tirkiye ve diger Avrupa tlkeleri ile uyumlu oldugunu gostermektedi.

Anahtar Sézciikler: ACE, Insersiyon, Delesyon, Polimorfizm.

Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Insertion/Deletion (I/D) Gene Polymorphism

Aim: With its pivotal role in the renin-angiotensin-aldesteron system (RAAS), angiotensin converting enzyme is an
exopeptidase that has an effect in many physiological or metabolic events as direct or indirect. It catalyzes the
conversion of angiotensin I to angiotensin II (vasoactive and aldosterone-stimulating peptide) and the breakdown of
bradykinin to kinin degradation products. Angiotensin II and bradykinin are powerful vasoactive molecules with
multiple acute and chronic effects on the cardiovascular system. The first is a potent vasoconstrictor and the other is a
potent vasodilatatr. These two actions of ACE make it an ideal target in the treatment of conditions such as high
blood pressure, heart failure, diabetic nephropathy and type 2 diabetes mellitus. With its main role in two important
cardiovascular hormonal regulatory systems (RAAS) and Kallikrein-Kinin System], ACE has an important impact on
cardiovascular structure and function. There are a lot of research and report about the effect of ACE insertion deletion
(I/D) gene polymorphism on risk, prognosis and reaction to treatment of many diseases such as hypertension, hearth
failure, myocardial infarct, diabetes, diabetic nephropathy and cancer.

Materials and Methods: In this study, we aimed to detect ACE I/D gene polymorphism and allele frequencies in Sivas
and its peripheric regions. 222 case from normal population have been evaluated for ACE gene polymorphism by the
reverse hybridization technique.

Conclusions: The DD genotype was found in 32.8%, ID genotype in 53.2%, and II genotypein 14% of the subjects
tested. The frequency of D allele was 0.59 and I allele was 0.41. Our conclusions indicate that, the distribution of ACE
I/D polymorphism and allele frequencies in Sivas were not significiantly different from Turkey and the other
Buropean countries.
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Anjiotensin/Dénustiren Enzim (ACE) (RAAS)’inin trinlerine parcalanmasint katalize eder.! AGTII ve
ana unsurlarindan  biridir ve AGT?1’in aldosteron bradikininsistem tizerine multipl akut ve kronik etkileri
stimtlan bir peptid olan AGT2ye doénisimini ve olan giicli vazoaktif molekillerdir. Tlki potent bir
potent bir vazodilatatér olan bradikininin kinin ytkim vazokonstriktor, ikincisi ise giicli bir vazodilatatordir.
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ACFE’nin bu iki fonksiyonu onu yiiksek kan basinci, kalp
yetmezligi, diabetik nefropati, tip 2 DM’nin tedavisinde
ideal bir hedef durumuna getirmektedir.? Genis
enzimatik Gzgunligl ve yaygin dagilimi nedeniyle
ACE’nin bagka fizyolojik rolleri de olmast gerektigi
kanist hakimdir.> Cinki ACE dolasgimda plazma,
serebrospinal stvi, bronkoalveolar ve amniotik stvi ya da
seminal stvilar gibi biyolojik sivilarda oldugu kadar
endotel hiicrelerde ve degisik tip epitelyal ve
néroepitelyal hicrelerde de bulunmaktadir. ACE geni
17q23  bolgesinde  yer  almakta  olup21 kb
uzunlugundadir. ACE geni 287 baz ciftlik Alu repeat
sekansta 16 numarali intronun varligt (insersiyon
formatinda) ya da yoklugu (delesyon) zemininde
Insersiyon/Delesyon polimorfizmi ile karakterizedir. Bu
durum 3 farklt genotipi ortaya ¢ikarmaktadir (DD, ID,
II). S6z konusu polimorfizmin plazma ACE ve
ortalama ACE  duzeyi ile gugld bir iliskisi
bulunmaktadir. ACE gen polimorfizmi allel sikligs
cografya ve etnik unsurlara bagli olarak degisiklik
gostermektedir. SOz polimorfizmin  bu
degiskenligi belli bolgelerde ve toplumlarda yogunlasan
hastaliklarla  olast baglantist tzerine 6zel bir ilgi
olusturmaktadir.  Diinya  tzerinde ACE  gen
polimorfizmi ile degisik hastaliklar arasindaki baglantiyt
arastiran ¢ok sayida c¢alisma yapilmistr ve ACE geni
1I/D polimotfizmi bir ¢ok hastaligin baglangici ya da
seyti ile iliskilendirilmektedir.*

konusu

Bu baglamda biz, Sivas bélgesinde bu genin s6z konusu
insersiyon/delesyon polimorfizminin rastgele secilmis

bireyler tzerinde molekiler yontemler araciligyla
sikligint belirlemeyi ve bu baglamda, bélgemizde s6z
konusu  polimorfizm  temelinde, kardiyovaskiiler

hastaliklardan renal patolojilere kadar olast yeni ve
alternatif yaklasimlara bir zemin olusturmay1 amagcladik.

Materyal ve Yontem

Bu calismaya Sivas ili stnirlarinda yasayan 112 erkek, 110
kadin olmak tizere toplam 222 kisi dahil edildi. Kisilerin
Sivas dogumlu ve Sivasta ikamet eden bireyler
olmalaria dikkat edildi. Bu amagla 720 kisi (366 erkek
ve 354 bayan) rastgele belirlendi ve bunlarin arasindan
222 kisi rastgele sayilar yontemi kullandarak segildi.
Calisma C.U Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalinda yapildi. 2 cc periferik venéz kan etiketli
EDTA’ tuplere alinarak kullanilincaya kadar -20 °C’de
mubhafaza edildi.

Bitiin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik
kan dokusundan yapildi. Bunun i¢in Invitek Invisorb
Spin Blood DNA Izolasyon Kiti kullanild1. Yaklastk 200
ul  periferik  kan dokusunun = kullanddigi teknik
sonrasinda 30-50 ng/pl ultrapiir genomik DNA izole
edildi. ACE geninin ilgili bélgelerinin ¢oklu (multipleks)

amplifikasyonu  icin  Vienna ITab CVD PCR
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amplifikasyon kiti kullaniddi. Kit, bir amplifikasyon
karisimi (gen bolgesine ait biyotin isaretli primerler ve
diger amplifikasyon igin gerekli bilesenleri igerir) ve Taq
DNA  polimeraz  tamponundan  olusmaktadir.
Hibridizasyon isleminden 6nce elde edilen PCR trtanleri
(4 pl) %Plik elektroforezde basarili amplifikasonlar
acisindan  degerlendirildi. Basarili amplifikasyon elde
edilen PCR drinlerinden 10 pl  drin  revers
hibridizasyon analiz icin kullanildi. Southern Blot analiz
icin  Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan)
hibridizasyon cihazi kullanildi. Revers-hibridizasyon,
biyotin isaretli primerlerle ¢oklu (multiplex) polimeraz
zincir  reaksiyonu  sonrasinda  olusan  Urlnlerin
nitroselluloz membranlar (stripler) tzerindeki kendi
komplementer zincitlerine baglanmast ve bir konjugat-
substrat reaksiyonu olusturmast esasina dayanan bir
tekniktir. Hibridizasyon sonrast insersiyon tip bantlarin
mevcut oldugu ve delesif gen bolgesine ait bantin
bulunmadigi strip profilleri bireyin II homozigot gen
polimorfizmine sahip oldugunu géstermekteydi. Delesif
gen bolgesine ait bantda sinyal alindiginda ve insersiyon
bélgesinde  sinyal  saptanmadiginda  bireyi DD
homozigot genotip olarak degetlendirdik. Her iki
bolgede de sinyal alinmast ve cift bant olusumunu I/D
heterozigozitesi olarak degerlendirdik.

Elde edilen verilerin istatiksel olarak
degerlenderilmesinde  windows ~— ortaminda  SPSS
(StaticalPackage for Social Science) 15.0 istatiksel paket
programt kullanilmistir. Niteliksel verilerin
karsilastirlmasinda ve gruplar arasinda farklidiklarin
saptanmasinda Ki-Kare (Chi-Square) analizi
kullandmistir.  Sonuglar  %95’lik  gliven araliginda,
anlamlilik p<0.05 diizeyinde degetlendirilmistir.

Bulgular

ACE insersiyon/delesyon polimotfizminin tim bireyler
arasindaki dagilimina bakildiginda I genotipinde 31 kisi
(%14), ID genotipinde 118 kisi (%53.2), DD
genotipinde 73 kisi (%32.8) saptanmistir. D allel
frekanst:  %59.5, 1 allel frekans: %40.5 olarak
hesaplanmistir (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo1l. ACE I/D allel ve genotiplerinin bireyler
arasinda dagilimi.
Say1 N Yiizde %

I/1 31 14

D/D 73 32.8
1/D 118 53.2
I alleli 180 40.5
D alleli 264 59.5
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Sekil 1. Calisma grubunda ACE I/D polimotfizm
oranlari

ACE geni 1I/D polimotfizminin eseyler arasindaki
dagilimini degerlendirdigimizde, 1I genotipi agisindan
eseyler arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemisken,
ID genotipin kadinlarda, DD genotipin ise erkeklerde
anlamli bir bicimde yiksek oldugu saptanmistir (Tablo
2).

Tablo 2. ACE I/D allel ve genotipletinin cinsiyetler
arasinda dagilimu.

Erkek Kadin

n (%) n (%)
I/1 17 (15.2) 14(12.7)
D/D 46 (41.1) 27 (24.5)
I/D 49(43.7) 69 (62.7)
I alleli 83(37.1) 97(44.1)
D alleli 141(62.9) 123(55.9)

Calismaya katilan bireyler arasinda ACE genotipleri ile
hipertansif olgularin kargilastirilmasi yapilmis ve toplam
39 hipertansif bireyin genotipleri degerlendirildiginde II
(5 olgu: %2.2), ID (13 olgu: %5.8) ve DD olgular (21
olgu: %9.4) arasinda hipertansiyon orant agisindan
anlamlt bir fark géralmemistir. (X2 3.793, P: 0.150).

Aynt yontemle ACE insersiyon/delesyon
polimorfizmleri ile kalp hastaligl, renovaskiler
hastaliklar, diabet, kanser oykusinin karsilastirmalt
degerlendirilmesi  sonucunda  polimorfik  gruplarda
hastalik oranlart arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.

Tartigma
Bolgemiz dahilinde yaptigimiz ¢alisma sonucunda 222

kisilik grupta ACE I/D polimorfizmi allel stkligi
strastyla ID genotipi icin %53.2 (118 kisi), DD genotipi
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icin %32.8 (73 kisi) ve II genotipi icin %14 (31 kisi)
olarak tespit edilmistir. Sivas ve gevresi icin D allel
frekanst 0.59 ve I allel frekanst 0.41 olarak saptanmugtir.
Bolgemize donik elde ettigimiz bu degerler Tirkiye
oranlarmna yakindir. Tirkiye verileri, basta Yunanistan,
Fransa ve Ispanya olmak iizere Avrupa iilkeleriyle
uyumludur. Japonya ve Kore gibi uzak dogu tlkelerinde
Avrupa’ya oranla DD genotipi belirgin olarak daha
dustk, I genotipi ise daha yiksektir.> (Sekil 2,3,4).
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Sekil 2. ACE II genotipinin tlkeler arast dagilim1
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Sekil 3. ACE ID genotipinin tlkeler arast dagilimi
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Sekil 4. ACE DD genotipinin tlkeler arast dagilim1
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ACE  serum  diizeyleri  hipertansif  olgularda
normotansiflere oranla daha yuksek seyretmekte ve
ayrica hipertansif olgularda ACE ile kan basincit arasinda
timli bir korelasyon géze c¢arpmaktadir.® Bu veriler
ACE DD genotipinin siddetli hipertansiflerde ve pozitif
aile 6ykiisii olan olgularda predispozan bir etkiye sahip
oldugunu, bu baglamda da ACE’nin hipertansiyon icin
bagimsiz faktorlerden biti olabilecegini digiindiirmekle
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birlikte” kayda deger sayida calisma ACE genotipi ile
hipertansiyon iligkisinin kadinlarda degil ama erkeklerde
g6z Onlne alinmast gereken bir husus oldugunu 6ne
sirmektedir.®’ Tip 2 diabet ve komplikasyonlari ile
ACE gen polimorfizmi baglantist konusundaki tezler
bilim adamlarinin  dikkatini ACE  inhibitotlerine
cevirmelerine yol agmistir. Bu baglamda ACE inhibit6rt
kullanan hipertansif hastalarin arastirilmast bu kisilerde
diabet gelisiminin %14-34 oraninda azaldigini ortaya
cikarmistir.10

ACE 1/D polimorfizmini sol ventriktl hipertrofisi, kalp
kitlesi ve fonksiyonlart ile iliskilendiren degisik

calismalar vardir.11-13

ACE 1/D polimotfizminin renal fonksiyonlara ve renal

hastaliklara  etkisi  konusunda  degisik  gbrisler
mevcuttur. Samuelsson ve arkadaslart nondiabetik,
iletleyici ~ kronik ~ bébrek  hastaliklarinda DD

polimorfizmindeID ve II grubuna oranla bdbrek
fonksiyonlarindaki azalmanin daha belirgin oldugunu ve
daha hizli seyrettigini ayrica DD polimorfizminin erkek
hastalarda bébrek fonksiyonlarinda daha hizli azalmanin
6nemli bir prediktorii oldugunu ortaya koydular.'

2004 yilinda Ingiltere’de tip 2 diabet ile ACE gen
polimorfizminin baglantistnt arastiran  Stephens ve
arkadaglari, tip 2 diabet olgularinda D alel frekansini
daha yiksek bulmuslar ve DD alel sahiplerinde 1T alele
oranla diabetik aile 6ykisiinin de daha fazla oldugunu
tespit etmislerdir.!

ACE genotipi ile kanser arasinda bir baglantinin olup
olmadigina dair ¢ok sayida calisma yapidmustr. P.
Matthias ve arkadaslarinin erken gastrik kanser olgulari!
ve W. Koh ve arkadaglarinin gogiis kanseri olgulari!’
tzerine yaptiklart calismalar bu maligniteye maruz
bireylerde DD genotipinin daha yiiksek oranda var
oldugunu gostermekte ve II alelinin digik risk profili
olusturdugunu distindirmektedir

(ACE) insetsiyon/delesyon gen  polimotfizminin
sikliginin  diinya tzerindeki bélgeler bazinda degisik
oranlara sahip bulundugu gorilmekte olup, bu
polimorfizmin kardiyovaskiler ve renal fonksiyonlar
basta olmak tzere organizmadaki tim sistemleri ve bu
sistemlerin performansini etkiledigini
soyleyebilmekteyiz.  Yapugimiz ~ ¢alisma,  Sivas
populasyonunda ACE gen polimorfizmlerinin dagilimi
hakkinda Avrupa ve Tirkiye ile uyumlu olduguna dair
sonuclar vermistir. Bununla birlikte daha ayrintili
sonuglarin  elde edilebilmesi ve bu  polimorfizmin
hastaliklatla olast iliskilerini agiga ¢ikarabilmek icin daha
genis ¢aligmalarin yapilmasi uygun olacaktir.
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