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OZET

SORTILIN1 (SORT1) GEN EKSPRESYONUYLA ILiSKiLI KODLAMAYAN (NON-
CODING) RS599839 POLIMORFIZMININ LIPOPROTEIN ALTSINIFLARI iLE
ILISKISININ KORONER KALP HASTALARINDA ARASTIRILMASI

Mehtap ATAK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Doktora Tezi
Damismani: Do¢. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

Bu c¢aligmada Sortl gen ekspresyonunun lipoprotein altsiniflart ve KAH ile iligkisini incelendi.
Ayrica Sortl ile ayni lokusta yer alan ve genin ekspresyonunu etkileyen rs599839 polimorfizmi
calisildi. Calisma gruplari; anjiyografi sonucu gesitli diizeylerde damar tikanikligi tespit edilen
162 hasta ve 49 saglikli bireylerden olusturulmustur. Caligma gruplarinda lipit profilleri (TAG,
TK, LDL, HDL), serum apolipoprotein seviyeleri ve CRP degeri otoanalizorde calisildi.
Lipoproten altsiniflari Qantimetrix lipoprint sistem kullanilarak analiz edildi. Sortl gen
ekspresyonu diizeyi ise Human Sortilin TagMan Gene Expression Assays kullanilarak qRT-
PCR metoduyla ile belirlendi. Genomik DNA tam kandan izole edildi ve rs599839
polimorfiziminin belirlenmesi i¢in genotipleme Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restiriksiyon
Fragment Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) metadu ile ¢aligildi. Kontrol grubuna gore KAH
grubunda Sortl gen ekspresyonu anlamli derecede artmistir (p<0,001). Ancak rs599839 tek
niikleotiddeki polimorfizim (SNP) varyant allel gruplari arasinda gen ekspresyonunda fark
bulunmamistir (p>0,05). Calisma grubunda lipoprotein altsiniflar1 karsilastirildiginda; kontrol
grubuna gore KAH’da aterojenik altfraksiyonlar (SALDL-K ve SHDL) istatistiksel olarak daha
yiiksek bulunmustur (p<0,01). KAH olan hastalar kontrol grubu ile kiyaslandiginda, plazma
aterojenik indeks (AIP) ve TG / HDL-K, Apo B/ Apo Al, SALDL / LbLDL ve diisiik LDL-K /
Apo B oranlar1 bakimindan anlamli derecede yiiksek degerlere sahipti (p<0,05). Sonug olarak;
Sortl gen ekspresyonunun 6zellikle hem aterojenik LDL fenotipi ile hem de KAH ile lineer bir

iligki gosterdigi tespit edilmistir.

2017, 116 sayfa
Anahtar kelimeler: Lipoprotein Altsiiflari, Sortl, KAH, rs599839 polimorfizmi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN A NON-CODING RS599839
VARIANT ASSOCIATED WITH SORTILIN (SORT1) GENE REGION AND
LIPOPROTEIN SUBFRACTIONS IN PATIENTS WITH CORONARY ARTERY
DISEASE

Mehtap ATAK

Recep Tayyip Erdogan University
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Department of Chemistry
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin Avni UYDU

In this study, the relationships between Sortl gene expression and lipoprotein subclasses and
CAD were investigated. In addition, the rs599839 polymorphism which is located in the same
locus with Sortl gene and its effects on Sortl gene expression was identified. The study
population included 162 patients with various levels of vascular occlusion detected by the
angiography result and 49 healthy subjects. Lipid profiles (TAG, TK, LDL, HDL), serum
apolipoprotein levels and CRP level were measured by autoanalyzer in routine biochemistry
laboratory. Lipoprotein subclasses were analyzed by the Quantimetrix lipoprinting system. The
Sortl gene expression level was determined by gRT-PCR using Human Sortilin TagMan Gene
Expression Assays. Genomic DNA was extracted from whole blood and the genotyping was
performed by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) to detect rs599839 polymorphism. Expression of the Sortl gene was found significantly
increased (p <0.001) in the CAD group compared to the control group. However, no significant
differences (p> 0.05) were identified in Sortl gene expression between variant allele groups of
rs599839. When the lipoprotein subclasses were evaluated in the study groups; atherogenic
subfractions (SdLDL-K and SHDL) were found to be statistically higher in CAD than control
group (p <0.01). Patients with CAD had significantly higher levels of plasma atherogenic index
(AIP), TG / HDL-C, Apo B / Apo Al, SALDL / LbLDL and low LDL-C / Apo B levels
compared to the controls (p <0.05). In conclusion, it has been found that Sortl gene expression

particularly has a linear relationship with both the atherogenic LDL phenotype and CAD.

2017, 116 pages
Keywords: Lipoprotein subfractions, Sort 1, CAD, rs599839 polymorhism
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Ulkemizde ve diinyada aterosklerotik damar hastaligi ve komplikasyonlarmn
ozellikle erigkin bireyler i¢in mortalite ve morbidite sebeplerinin en 6nemlisidir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére yilda 9 milyon 6liim sebebinin hipertansiyon ya
da hiperkolesterolemiye bagli semptomlar oldugu tespit edilmistir (Coutinho vd., 2013).
Ulkemizde Eriskinlerde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri Sikligi Taramasi
(TEKHARF) verilerine gore, koroner arter hastaligi (KAH) prevalansinin: 45-54 yas
grubunda %6, 55-64 yas grubunda %17, 65 yas ve lizerindeki bireylerde ise %28
diizeyinde oldugu goriilmektedir. S6z konusu prevalanslarin 1990 yilindakilere kiyasla
50 yas tstlii kesimde %80 oraninda arttigi vurgulanmaktadir. Yine ayni ¢alismanin
verilerine gore tim Olimlerin %42’si KAH, % 10’u da serebrovaskiiler hastaliklara
bagli oldugu belirtilmistir (Onat, 2009). Bu verilere bakildiginda aterosklerozdan

kaynaklanan 6liimler tiim 6liimlerin yarisindan sorumlu gibi géziikmektedir.

Ateroskleroz patogenezini aciklamaya yonelik bir¢ok hipotez (lipit, endotel,
zedelenmeye enflamatuar cevap, tutulmaya yanit ve oksidatif modifikasyon hipotezleri)
ileri siiriilmektedir (Cobanoglu, 2011). Arteryal limendeki aterom plak yapisinin major
bilesenini kolesterol kristalleri olusturdugu i¢in, su ana kadar 6ne ¢ikan ve ayrintili
olarak ftizerinde durulan hipotez lipit hipotezidir. KAH’li bireylerin %350’sinden
fazlasinin LDL-K (Diisiik yogunluklu lipoprotein- kolesterol) ve HDL-K (Yiiksek
yogunluklu lipoprotein-kolesterol) diizeyleri kabul edilebilir araliklarda olmasi
aterogenez fizyolojisini etkileyen multifaktérel unsurlarin birlikte degerlendirilmesi
gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu baglamda, kardiyovaskiiler olaylarin patogenezini
lipit hipotezi acisindan irdelerken, degistirilebilir faktorlerin (yliksek LDL-K, diistik
HDL-K, diyabet, hipertansiyon, sigara, alkol tiiketimi, hareketsiz yasam gibi ¢evresel
faktorler) yani sira genetik faktorler gibi degistirilemeyen faktorlerin de hesaba
katilmas1 gerektigi ileri siiriilmektedir (Strong vd., 2012a). Dislipidemi (kan lipit
diizeyindeki bozulma) bu hastalik riskinin ortaya ¢ikmasinda en yaygin semptom
olmasma ragmen, vaskiiler olaylarla ilgili hastalik (koroner arter hastaligi, miyokard
enfarktiisii, inme) risklerinin degerlendirilmesinde plazma kolesterol seviyelerinin
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yetersiz kaldigi iddia edilmektedir (Shuldiner ve Pollin, 2010; Uydu vd., 2014).
Geleneksel lipit ve lipoprotein diizeylerinin analizinden ziyade onlarin altsiniflarinin
arastirtlmasinin daha 6énemli oldugu ve bu parametrelerin kalp-damar hastaligi riskinin
ortaya konmasi agisindan daha fazla katki saglayabilecegi belirtilmektedir (Mohan vd.,
2005). Bu bilgilerin 1s18inda pro- (LDL-K) ve anti-aterojenik (HDL-K) lipoprotein
altfraksiyon analizlerinin Onemi giderek artmaktadir. LDL altsimif dagilimindaki
degisikliklerin ateroskleroz ile yakindan iliskili oldugu ve kolesterol igerigi bakimindan
daha zengin olan Sd-LDL-K (kiigiik ¢apli diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol)
fraksiyonlarinin proteoglikanlara daha siki baglandigi ve oksidatif strese hassasiyetinin
daha yiiksek oldugu i¢in daha aterojenik oldugu, bundan dolay1 koroner arter hastaligi
(KAH) i¢in daha kritik bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Ito ve Pharm, 2002). Bu alt
fraksiyonun artan plazma trigliserid seviyesi, azalan HDL-K ile yiiksek hepatik lipaz
aktivitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bir ¢gok deneysel modellerde partikiil ¢ap1
biiytik, lipit igerigi ise zengin olan LbLDL-K’e (biiyiik genis diisiik yogunluklu
lipoprotein-kolesterol) goére SALDL-K’iin aterosklerozun patofizyolojisinde daha etkili
oldugu gosterilmistir (Diffenderfer vd., 2014). Warnick ve arkadaglarmin KAH,
metabolik sendrom ve diyabet gibi g¢esitli metabolik hastalik modellerinde
gerceklestirdigi  ¢alismalarda, plazma SdLDL seviyesinde belirgin bir artis
gozlemlemislerdir (Warnick vd., 2007). Diger bir lipoprotein altfraksiyonu olan HDL
ise, olduk¢a heterojen bir dagilim gostermekte ve biiyiik boyutlu HDL altsiniflart
[LHDL ( biiyiik yiiksek yogunluklu lipoprotein), HDL;] kardiyovaskiiler kalp hastalik
riskini azaltma yoniinde etki gosterirken, kiigiik boyutlu HDL altsiniflarinin [SHDL
(kiigtik yiiksek yogunluklu lipoprotein), HDL3] ise, hastalik riskini artirma yoniinde etki
ettigi bulunmustur (Asztalos vd., 1997; Ramirez and Hu, 2015).

Yeni sekanslama teknolojilerindeki gelismeler, genetik temelli risk faktorlerinin
belirlenmesini hizlandirmistir ve karmasik hastaliklarin genetik temeli i¢in genis toplum
taramalarina imkan saglamistir. Genom capinda iligkilendirme ¢alismalart (GWAS) ile
plazma LDL-K seviyelerini etkileyen yeni Deoksiribo Niikleik asit (DNA) varyantlari
tanimlanmistir (Coutinho vd., 2013). Insan genomunda LDL-K ile giiclii iliskisi olan
bolgenin 1p13 lokusu oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu bélgenin sadece LDL-K ile
degil ayn1 zamanda KAH ile de iliskili oldugu gosterilmistir. Bu bdlgede bulunan SNP
varyantlarindan homozigot major allel veya minor allel bulunma durumuna gore
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LDL-K seviyesinde onemli degisime yol agtigi bildirilmistir (Strong vd., 2012).
Kromozom 1pl13 bolgesinde bulunan ve kodlamayan (non-coding) DNA (rs599839,
1646776, r1s629301 ve rs12740374) dizilerindeki SNP varyantlar1 ayni1 bolgede yer alan
sortilin proteinin kodlayan Sortl geninin ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide etkileyebilecegi
one siriilmektedir (Linsel-Nitschke vd., 2010a). Yapilan literatiir taramasinda, 1p13
lokusunda yer alan kodlanmayan bu 4 bolgedeki varyantlarin mindr allel varligi gen
ekspresyonun artirdigi bulunmustur (Musurunu vd., 2010; Linsel-Nitschke vd., 2010a).
Plazma LDL-K diizeyleri ve KAH risk prevelansi agisindan digerlerine goére daha 6ne
cikan kodlamayan bolgenin rs599839 oldugu gosterilmis ve KAH agisinda risk allelinin
(major) “A” oldugu ortaya konmustur. Yiiksek LDL-K seviyesi ile risk alleli “A”
arasinda bir korelasyon oldugu ve AA aleli tasiyan kisilerde LDL-K, LDL-Trigliserid
ve Apo B diizeylerinde degisiklik oldugu tespit edilmistir (Samani vd., 2010).
Rs599839°daki SNP ile LDL partikiil yar1 ¢ap1 arasinda da bir iliski oldugu ortaya
konulmustur (Linsel-Nitschke vd., 2010b; Kleber vd., 2010). Ayrica hepatosit hiicre
kiltiiriinde 1s599839°daki SNPlerin Sortl ekspresyonunu dogrudan etkiledigi
gosterilmistir (Kleber vd., 2010).

Yapilan literatiir taramalarinda Sortl geni tarafindan kodlanan sortilin proteininin
hem plazma LDL-K hem de KAH riski tizerinde etkisini arastirmak i¢in yapilan ¢alisma
verilerinin ¢eliskili oldugu sonucuna ulasildi. Bu proteinin etkisini agiklamak ig¢in
degisik mekanizmalar Onerilmis ve bu mekanizmalarin ¢ogu hepatosit hiicre
kiiltiirtinden elde edilmis bulgulara dayanmaktadir. Bu mekanizmalar iki farkli ¢alisma
grubunun ayni yil i¢inde (2010) sortilin ile lipoprotein metabolizmas1 arasindaki iliskiyi
aydinlatmaya yoneliktir. Onerilen ilk mekanizmalardan biri, hepatositlerde sortilinin
LDL reseptorii gibi davranarak dolagimdaki LDL-K’iin karaciger tarafindan alinmasina
aracilik ettigi, dolayisiyla da bu genin ekspresyonundaki artisin diisitk LDL-K seviyesi
ve azalan KAH riski ile iligkili oldugu yoniindedir (Musunuru vd., 2010). Buna karsilik
diger mekanizma ise; sortilinin karacigerde LDL-K o6nciilii olan VLDL sekresyonunu
artirdig1 ve bdylece hem plazma LDL-K miktari1 hem de KAH riskini yiikselttigi ile
iligkilidir (Kjolby vd., 2010). Ayrica sortilin karacigerde Proprotein Konvertaz
Subsilisin/Keksin  Tip 9 (PCSK9) salgilanmasimi artirdigi ve PCSK9’da LDL
reseptOriinii baglayarak lizozomal degradasyonuna sebep oldugu bagka bir ¢alisma
grubu tarafindan One siiriilen diger bir mekanizmadir (Schmidt ve Willnow, 2016).
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Bunlarin diginda sortilinin hepatik lipoprotein metabolizmasindaki fonksiyonundan
bagimsiz olarak, damar duvarlarinda arterosklerotik siirecin hizlandirdigi bunu da
immiin hiicrelerde pro-inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini uyararak yerine getirdigi

ortaya konulmustur (Patel vd., 2015; Mortensen vd., 2014).

Son yillarda, KAH riskinin degerlendirilmesinde plazma Kkolesterol (toplam
kolesterol, LDL-K ve HDL-K) diizeylerinin belirlenmesinin yetersiz kaldigi ileri
siirilmekte bu nedenle lipoprotein altsinif analizinin daha tatmin edici sonuglar
verebilecegi yapilan literatiir taramasi sonucunda tespit edilmistir. Diger taraftan Sortl
gen ekspresyonu ile LDL-K ve KAH riski arasindaki iligkiyi arastiran galigmalarda
deney modellerinin hem invitro olmasi hem de bulgularin birbiriyle geliskili olmasi
mevcut caligmanin planlanmasinda etkili olmustur. Bu ¢alismada; 16kosit Sortl gen
ekspresyon diizeyleri ile lipit profili, lipoprotein altfraksiyonlar1 ve KAH risk dngoriisii
arasindaki muhtemel iliskiyi ayni lokusdaki rs599839 polimorfzmi esliginde ortaya

konmas1 amaglanmustir.

1.2. linsan Genomu

Insan genomu, insan yasam icin gerekli olan tiim Deoksiribo Niikleik asit (DNA)
materyalidir. DNA, genetik bilgi hazinesini iceren bir molekiil olarak tiim biyolojik
makromolekiiller i¢inde en Onemli yeri tutar. Tim hiicresel Ribo Niikleik asit
(RNA)’lerin, proteinlerin ve enzimlerin birincil yapilarini sifreleyen DNA, boylece
diger hiicresel bilesenlerin de sentezlerini dolayli yoldan etkilemis olur (Nelson ve Cox,
2005). Kimyasal anlamda DNA, niikleotit denilen yap1 taglarindan olusan bir zincirdir.
Bir niikleotit bir bazdan (adenin, guanin, sitozin veya timin), bes karbonlu bir sekerden
(deoksiriboz) ve fosfat grubundan olusur (Allison, 2014). Niikleotiti olusturan temel

bilesenlerin kimyasal yapilar1 Sekil 1’de verilmistir.



P Seker (Deoksiribor) (3 _Seker (Ribod)
= =
Bar Baz

Aminoasit

Sekil 1. Niikleotit yapisi (Bolye ve Senior, 2008).

Niikleotitler iki tiir niikleobaz igerir: piirinler [ Adenin (A), Guanin (G)] ve
pirimidinler [Sitozin (C), Timin (T)]. Cift sarmal olarak isimlendirilen DNA yapisinin
stabilizasyonu icin spesifik hidrojen baglari adeninle timin ve sitozinle de guanin
arasinda olusur. Chargaff kurallarina gore, tiim DNA Orneklerinde adenin bazlarinin
sayisl timin bazlarinin sayisina esittir, dolayisiyla guanin bazlarmin sayisida
sitozininkine esittir. DNA’nin baz kompozisyonu tiirler arasinda degisir fakat tiir
icindeki bir organizmanin tim hiicrelerinde sabit oldugu belirtilmistir (Allison, 2014).
Piirin ve pirimidin bazlar tizerindeki hidrojen alic1 ve verici atomlar belirli pozisyonlara
sahiptir. Bundan dolay1 adenin sitozinle guaninde timinle eslesemez. Adenin timin ile
iki, guanin de sitozinle ii¢ hidrojen bag1 yapar. Bazlar arasinda kuvvetli bir etkilesme
elde etmek i¢in, bu hidrojen baglarinin uzakliklar1 ve diizenlenmeleri en az enerji hali
saglayacak sekildedir. Yani yaklasik dogrusal hidrojen baglar1 yapacak tarzda
diizenlenmislerdir (Keha ve Kéfrevioglu, 2007).

Bir niikleotidin 5 hidroksil grubu ile bunu takip eden diger niikleotidin 3’
hidroksil grubu arasinda fosfoester bagi olusur. Birbirini takip eden deoksiriboz sekeri
5



ve fosfat gruplart DNA’nin omurgasini olusturmaktadir. Bazlar sekerlere baglidir ve
zincirin uzun ekseni boyunca dikey uzanan DNA zincirlerinin omurgasi arasina
yerlesmistir. Iki zincirin omurgasi birbiri etrafinda dondiigii i¢in bir ¢ift sarmal

seklindedir (Boyle ve Senior, 2008) DNA ’nin ¢ift sarmal yapis1 Sekil 2’de verilmistir.

Sekil 2. DNA’nin ¢ift sarmal yapisi (Ghosh ve Bansal, 2003).

Hiicresel yasamin molekiiler siirecleri  genellikle sulu  c¢dozeltilerde
gerceklesmektedir ve hiicre ici bilesenler suda kolayca ¢oziinebilen oldukga biiyiik
molekiillerdir. Azotlu bazlar apolardir ve bu nedenle hidrofobik olduklari i¢in istisnadir.
Polar su molekiilii tizerindeki yiiklerin asimetrik dagilimi DNA’nin yapisi igin
onemlidir. Bazlar niikleotit olusturmak iizere bir sekere ve bir fosfata kovalent olarak
baglandiginda suda ¢oOziinebilir hale gelirler. Ama DNA’nin  ¢oziiniirligi
konformasyonundan dolayr smirhidir. Eslesmis bazlar sarmal doniis sebebiyle
birbirlerinin iizerine istiflenme egilimindedir. Cift zincirli DNA’nin bu &zelligi ‘baz
istiflenmesi’ olarak bilinir. Bu istiflenme bazlar arasindaki boslugu ortadan kaldirir ve

cift sarmal igerisindeki suyu disari ¢ikarir.

Insan genomunda yaklasik 3.2 milyon baz ¢ifti 46 kromozum icinde dagilmis
durumdadir. Biyolojik bilgileri bu sekilde tasidigi icin DNA sekansinda niikleotidlerin
siras1 olduk¢a onemlidir. DNA tarafindan tagian bilgi gen adi verilen blok seklindeki
baz siralarinda tutulur. Bu genler insan yasaminin siirdiiriilmesi i¢in spesifik proteinleri
kodlar ve hiicresel aktivitelerini diizenler. Insan genomunda proteinin kodlandig: alan

insan genomunun sadece yaklasik %2’sini olusturur ve geriye kalan kisim kodlama
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yapmayan alan olarak adlandirilir. ENCODE (DNA elementleri ansiklopedisi ) projesi
kapsaminda yapilan ¢alismalar da tiim genomun %80 ’ninin biyolojik, yapisal ya da
diizenleyici fonksiyona sahip oldugu tespit edilmistir. Diger ¢alismalar genomik dizileri
fonksiyonel elemanlar1 ve genomik fonksiyonlar diizenleyen bu elemanlar arasindaki
etkilesimleri daha iyi anlamak i¢in hala devam etmektedir (Yip vd., 2012; the ENCODE
Project consortium, 2012).

1.3. Transkripsiyon ve Translasyon

Genetik bilginin hiicresel kullanimi {i¢ Onemli basamaktan olusmaktadir.
Bunlardan ilki replikasyondur ve atasal DNA benzer niikleotit dizilimli kardes DNA
molekiiliinii olusturmak icin kopyalanir. Ikincisi transkripsiyon, DNA’da kodlanmis
genetik mesaj boliimlerinin tam olarak RNA’ya kopyalanma siirecidir. Ugiinciisii
translasyon, mRNA’da kodlanmis genetik haberin ribozomlarda 6zel amino asit
dizilimli bir polipeptide doniistiiriilmesidir (Nelson ve Cox, 2005). Hiicresel bilgi

aktarilmasi Sekil 3’de gosterilmistir.

Replication DA

Transcription

RNA

Translation

Protein

Sekil 3. Hiicresel bilginin aktarilmasi (Nelson ve Cox, 2005).

Transkiripsiyon ilk olarak 1977 de Amerikali biyolog Phillip Sharp ve Ingiliz
biyolog Richard Roberts tarafindan kesfedilmistir. Gen transkripsiyonun kontrolii,
hiicrenin fonksiyonu ve canliligin devami i¢in biliylkk Oneme sahiptir. Yiksek
organizasyonlu organizmalarda farkli hiicre tipleri, morfolojik ve fonksiyonel agidan

farklilik gosterir (Ustiinkar, 2011).



Transkiripsiyon gen ekspresyonunun ilk basamagidir. Transkripsiyon boyunca
RNA, DNA dizisinin kodlanan alaninin komplementeri olarak olusur. ikinci basamak
transkripsiyondan sonra RNA’da bir modifikasyonla intronlarin uzaklastirilmas: ve
ekzonlarin birlestirilmesidir. Son basamak ise, transkripsiyonla iiretilen mRNA’nin
spesifik amino asit zincirine déniismesidir (Ustiinkar, 2011). Okaryotlarda tipik protein

kodlanmasi1 agamalar1 Sekil 4°de verilmistir.

Enhancers ~
Promoter

DNA o AT
l Transcription

Introns

pre-mRNA Exon Exon Exon  Exon Exon

l Splicing

Open reading
5' UTR Frame 3' UTR

rnR[\jA *
l Translation

protein w

Sekil 4. Okaryotlarda tipik protein-kodlanmasi (Uskiinkar, 2011).

Insan hiicrelerinde proteinlerin yapimi igin 20 farkli amino asit kullanilir. Kodon
olarak isimlendirilen her {i¢ niikleotit (6rnegin TTT, CAG) genetik kodda bir amino
asite doniisiir. Her kodon t¢ niikleotid bulundurdugu i¢in, 64 kodon kombinasyonu
olugabilir. Bu kombinasyonlar insan hiicresindeki 20 standart amino asiti kodlar. 64
kodon olmasina ragmen yalnizca 20 amino asit var. Bazi amino asitler sadece bir
kodonla kodlanirken bazi amino asitler birden fazla kodon tarafindan kodlanirlar.
Ornegin metiyonin sadece AUG kodonu ile kodlanir, oysaki 16sin alt1 farkli kodon
tarafindan kodlanabilir. AUG kodonu baslangic kodonudur ve protein sentezinin
baslamasi i¢in sinyal olusturur. UAG, UGA ve UAA kodonlar1 ise stop kodonlaridir ve
her hangi bir amino asiti kodlamazlar. Bunun yerine transkripsiyonu durdurmak igin
sinyal olustururlar (Nelson ve Cox, 2005). Amino asitleri kodlayan mRNA kodonlari

Sekil 5’de gosterilmistir.



UUU  Phe lucu  Ser VAU Tyr UGU Cys
UUC  Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys
UUA Leu UCA  Ser UAA  Stop UGA Stop — Sel
UuG Leu | UCG  Ser UAG Stop — Pyr UGG Trp
CUU Leu CCU Pro CAU His | CGU Arg
CUC Leu CCC Pro CAC His CGC Arg
CUA Leu ;CCA Pro CAA Gin | CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro CAG Gin | CGG Arg
AUU lle |ACU  Thr AAU  Asn AGU  Ser
AUC lle li ACC  Thr AAC  Asn AGC  Ser
AUA e l ACA  Thr AAA  Lys AGA Arg
AUG_ Me{@ailqma) ACG Thr - AAG Lys AGG Arg
GUU Vval GCU Ala GAU Asp | GGU Gly
GUC Val GCC Ala GAC Asp ‘ GGC Gly
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly
GUG Val GCG  Ala GAG Glu GGG Gly

Sekil 5. Amino asitleri kodlayan mRNA kodonlar1 (Allison, 2014).

DNA dizisinin bazlarmin sirasi degistiginde bir varyasyon meydana gelir.
Varyasyon tek bazda veya birden fazla bazda olusabilir. Bunun biyolojik fonksiyonda
hicbir etkisi olmadigi gibi, bir proteinde 6nemli fonksiyon bozukluklar1 meydana
gelmesinede yol agabilir. Boylece DNA zincirindeki mutasyon veya kodlanan alandaki
tek niikleotitteki polimorfizm (SNP) sentezlenen proteinin seklinde veya fonksiyonunda

onemli bir degisiklik yapma potansiyeline sahiptir.
1.4. Insan Genomundaki Varyasyonlar

[nsan genomu yaklasik 3,2 milyon niikleotid igerir ve her birey igin genomun
0099,9’u benzerdir. Yanlizca %0,1’lik kisim insanlar arasindaki farkliliktan sorumludur.
Genomdaki bu varyasyon tekrar edilen kisimlar, mutasyonlar veya SNP’ler ile

sonuglanabilir (Shastry, 2002).

Gen sekansindaki varyasyonlar protein iiretimini ve biyolojik siiregteki
ozelliklerini dogrudan etkileyebilir. Fiziksel 6zellikler karakteristiktir ve bir kisinin kalp

hastalig1, diyabet ve kanser gibi yaygin kronik durumlarinin yani sira sa¢ rengi, goz



rengi, ten rengi, boy ve kilo gibi fiziksel goriiniisiinii olusturur. Davranigsal 6zellikler

bir kisinin kisisel ve psikolojik durumuyla Karakteristiktir (Shastry, 2002).

Bireylerin genetik varyasyon verilerini elde etmek amaciyla yapilan genotipleme
analizleri mikro-array ya da gelismis sekans teknolojileri ile ele alinabilir. Disiik
maliyetli ve yiliksek verimli sonuglar elde edilmesini saglayan bu yeni gelisen
teknolojiler klinik arastirmalar tasarlamaya ve bireylerdeki binlerce genetik
varyasyonlar1 calisilmasina imkan veren kapsamli vaka kontrol veri analizlerine izin

verir (Shastry, 2002).

Genetik kodun yer aldigi DNA’da kendiliginden veya g¢esitli etkenlere bagl
olarak meydana gelen kalitsal degisiklik mutasyon olarak tanimlanir (Yildirim vd.,
2010). Nikleotid sirasindaki bu degisiklik bireyin &zelliklerini ve fenotipini
etkileyebilir. Mutasyonlar kalitsal olabilir veya X-1sinlar1, ultraviyole (UV) 1sinlar ya da
toksik kimyasallar gibi zararli ajanlarin DNA’y1 disardan etkilemesiyle meydana
gelebilir (Allison, 2014).

Mutasyonlar, DNA’nin niikleotit dizisindeki degisikliklerin veya delesyonlarin,
insersiyonlarin ya da genomdaki DNA dizilerinin yeniden diizenlenmesi sonucunda
olusurlar. Tek niikleotit ciftinde degisen mutasyonlar nokta mutasyonlar olarak
adlandirilir. Transisyon mutasyonlari, bir piirin bazinin bagka bir piirin bazi ile ya da bir
primidin bazinin bagka bir primidin baziyla yer de§isimi sonucu meydana gelir.
Transversiyon mutasyonlari, bir piirinin bagka bir pirimidinle veya tersinin oldugu baz
degisim mutasyonudur. Bu tiir yanlis eslesmeler DNA replikasyonu sirasinda kalici hale
gelir. Niikleotit yer degistirmelerinin (substitiisyonlarin) fenotipik bir etki olusturup
olusturmamasi ise kritik niikleotit degisimilerinin genin regiilator bolgesinde,
fonksiyonel RNA ig¢in kalip olan zincirde veya protein kodlayan genin kodonlarinda
olup olmamasina baglidir. Bir genom iizerinde bir¢ok mutasyon yer alabilir. Bu
mutasyonlar protein sekansi lizerindeki etkisine bagli olarak bes tip olarak siiflandirilir

(Allison, 2014).
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1.4.1. Cerceve Kaymasi (frame-shift)

DNA’daki bazlar ii¢ ve {igiin katlar1 olmayan sayida insersiyon ya da delesyonlar
sonucunda tripletlerin degismesine yol acan mutasyonlardir. Bu tip mutasyonlar
eklenen-cksilen baz sayisina bagli olarak son derece dramatik sonuglar dogurabilir.
Cerceve kaymas1 mutasyonu sifrenin tiimiiyle degigsmesine yol acabilir. Ayrica herhangi
bir noktada dur anlamima gelen bir tripletin ortaya c¢ikmasma ve erken zincir

sonlanmasinada neden olabilir (Yildirim vd., 2010).

1.4.2. Anlamsiz (nonsense) mutasyon

Gen mutasyonlar1 bazen bir tripletin hi¢cbir amino asiti sifrelemeyip, dur anlamina
gelen UAA, UAG ve UGA stop kodonlarmma doniismesine neden olabildigi
mutasyonlardir. Anlamsiz mutasyonun bir gen dizisinin Ozellikle baslangic ve orta
kisimlarinda meydana gelmesi erken zincir sonlanmasina yani proteinin bir kisminin

tiretilmesine neden olur (Yildirim vd., 2010).

1.4.3. Yanhs anlamh (missense) mutasyon

Tripletlerin anlamlarinin degismesine ve proteinin yapisina farkli bir amino asit
katilmasina neden olan bir mutasyondur. Yanlis anlamli mutasyonlarin proteinler
tizerindeki etkileri degiskendir. Soyle ki; kabul edilebilir, kismen kabul edilebilir veya
kabul edilemez olmak iizere ii¢ farkli nitelikte etki ortaya ¢ikabilir (Y1ildirim vd., 2010).

1.4.4. Nétr (neutral) mutasyon
Genin kodlanan alaninda meydana gelir. Gen {irliniin yapisint ve aktivitesini
degistirmeyen mutasyondur. NOtr mutasyon olusumu genetik sifrenin dejenere

ozelliginden, yani tripletlerin ilk iki bazi son derece spesifik iken liglin¢li bazindaki

(wobble) farkliligin tolere edilebilmesinden kaynaklanmaktadir (Y1ldirim vd., 2010).
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1.4.5. Sessiz (silent) mutasyon

Proteinin amino asit dizisinde hi¢ bir degisime yol agmayan mutasyon ¢esididir.
Kodlanmayan bolgede ya da kodlanan bélgede meydana gelebilir. Fakat amino asit

sekansinda hi¢bir degisim olmaz (Y1ldirim vd., 2010).

1.5. Tek Niikleotitdeki Polimorfizim (Single Niikleotid Polymorphism, SNP)

Insan genomundaki %0,1’lik boliimiin bazi farkliliklar1 ya da varyasyonlari
icerdigi diistiniilmektedir. Bu varyasyon polimorfizim olarak isimlendirilir. Tek
niikleotitdeki poliformizimler olduk¢a yaygin bir genetik varyasyondur. Bireyler
arasindaki DNA varyasyonun en basit formu toplumda homolog alaninda birinde farkli
digerinde farkli bir niikleotidin yer almasidir. Bu tip degisiklikler tek niikleotitte
polimorfizm olarak adlandirilirlar. Sekil 6°da iki DNA molekiilii arasindaki
polimorfizm gosterilmistir. SNP’nin meydana geldigi pozisyondaki niikleotit allel
olarak adlandirilir. Populasyonda baskin olarak goriilen allele major allel denir. Daha az

siklikta var olan allel ise mindr allel olarak adlandirilir (Shastry, 2002).

Sekil 6. Tki DNA molekiilii arasindaki polimorfizm (URL-1, 2017).

Bir varyasyonun bir SNP kabul edilmesi i¢in, populasyonun en az %!’ ’inde
olmahdir. Uluslararast HapMap Projesi, milyonlarca SNP tanimlanmis ve
populasyonlarda ortaya ¢ikma oranlarimi1 karakterize edilmistir. Tim insan
populasyonunda en az %35 populasyon siklig1 olan en azindan 7 milyon ortak SNP ile
birlikte 15 milyondan daha fazla SNP oldugu tahmin edilmektedir. Allel siklig1 %1-5

arasinda olan ilave 4 milyon SNP vardir. En az degiskenlik cinsiyet kromozomlarinda
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meydana gelir (X ve Y). Simdiye kadar nitelenen her ic SNP’den ikisinde sitozinin
yerine timin vardir. SNP’ler genomun hem kodlayan hem de kodlamaya bolgelerinde
ortaya ¢ikabilir. Farkli bireylerin DNA’larin1 kullanarak genomun belli bolgelerinin tek
dizi analizi ile SNP haritalar1 olusturulur. Bu harita, arastirmacilar tarafindan yaygin
hastaliklarla iligkili haplotipler (dizi varyasyonlar1) i¢in insan genomunu taramakta
kullanilir. SNP’ler mutlaka hastalik sebebi olmaz ama birinin belirli hastaliklar:
gelistirme ihtimalini belirlemeye yardimci oldugu soylenebilir (Allison, 2014). Halen
SNP profiliyle iligkili hastaliklar1 tanimlamak icin biiylik emekler harcanmaya devam
edilmektedir ve ayrimitili genom ¢alismalari arastirmacilara hem genetik varyasyonlari
farkli bir bakis acisiyla daha ayrintili tespit etmek i¢in imkan saglar hem de klinik
uygulamalarda yardimci olur (D6m, 2013).

1.6. Genom Capinda lliskilendirme Calismalar1 (Genome-Wide Association Study,
GWAS)

Genetik hastaliklar, bir bireyin genetik materyali yani genomundaki bozukluklar
sonucu ortaya c¢ikan hastaliklardir. Bu hastaliklar icerisinde en yaygin olarak
karsilagilan karmagik hastaliklarla iligkili genetik degisimlerin arastirilmasi, insan
genomu tlizerindeki giincel arastirma konularindan bir tanesidir. Bircok genomda
iligkilendirme aragtirmalariyla karmasik hastaliklarla iligkili olabilecek genetik
degisimler belirlenmeye calisilmaktadir. Bu genetik degisimlerin biiylik ¢ogunlugunu
SNP’ler olusturdugu i¢in bu ¢alismalarda oncelikli olarak kullanilmaktadir. En yaygin
insan Ozellikler ve hastaliklar1 ¢ok genle bir sonraki nesle aktarilir. Bu da bir¢ok genetik
lokustaki DNA dizi farkliliklarinin fenotipi etkiledigi manasina gelir. GWAS ile 150
insan karakteriyle iligkili 3000°den fazla degisken tanimlanmigtir. Ornegin, GWAS ile
en az 180 lokustaki ylizlerce genetik degiskenin yetiskin boyunu etkiledigi
gosterilmistir. Kanser ve diyabet, Alzheimer hastaligi, Kron hastaligi, koroner arter
hastalig1, hipertansiyon ve diger bozukluklarin genomlarini arastiran projeler devam
etmektedir. Her polimorfizmin belirli bir karakterle olan iligkisini bulmak igin, bu tip
meta-analizler, SNP veritabanlarin1 veya bazen degiskenlerin kopya sayisini tarar. En
onemli hedef, hastaliga sebep olan genetik degiskenlikleri daha iyi anlamak ve
bireylerin kendine 6zgiin genotipine dayali kisisel ilaclarin gelistirilmesini saglamaktir
(Allison, 2014).
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1.7. GWAS ve Koroner Arter Hastahigi

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelisen diinyada oliimiin ve hastaliklarin baslica
sebebidir. 2010 yi1linda Amerika Bilesik Devletlerinde her alt1 6liimden yaklasik birinin
sebebi KAH dir (Dai vd.,2016). Yasam tarz1 ve ¢evresel faktorler hastaligin gelisiminde
onemli rol oynamaktadir. Ayrica bu kompleks hastaligin 6nemli genetik sebeplerinden
dolay1 ailesel olabilecegi disiiniilmektedir. Bir ¢ok genin yogun bir sekilde
arastirtlmasiyla birlikte, koroner arter hastaligiyla iliskili gii¢lii genetik kanitlarin elde
edilmesine yonelik ¢alismalar 6ne ¢ikmaktadir (Samani vd., 2007). Epidemiyolojik
caligmalar ile genetik yatkinligin, koroner arter hastaligi riski iizerine etkisinin %40-60
arasinda oldugu gosterilmistir (Roberts ve Stewart, 2012). Genetik varyant sikligi
yiiksek olan hastaliklarda SNP’ler hastalik riskinin tahmininde ciddi katki sagladig:
goriilmistiir (Ozaki ve Tanaka, 2016). Molekiiler tekniklerin yetersizliginden dolayi
2005 yilina kadar bu genetik risk faktorlerinin ortaya ¢ikarilmasi oldukca sinirliydi.
DNA’nin markir olarak kullanildigi 500.000 SNP’ye sahip ilk mikroarrayler
gelistirilerek yapilan ¢alismadan 160 hastada toplamda 1.319 {izerinde genetik varyantin
artan hastalik riskiyle iligkisi ortaya konulmustur (Roberts ve Stewart, 2012). GWAS
arastirmalarinda 1.000.000°dan fazla SNP kullanilmis ve yaygin goriilen hastaliklara
sahip bireyler ile kontrol grubu bireylerin genetik varyantlarinin frekansi
karsilastirildiginda hastalarda daha yiiksek frekansta genetik varyantlar belirlenmistir
(Roberts ve Stewart, 2012). MI/KAH ile énemli derecede iliskisi olan yaklasik 50 gen
bolgesi GWAS araciligiyla tanimlanmistir (Rader, 2016). Koroner arter hastaligi igin
risk faktorii oldugu tartigilan 51 lokus Tablo 1’de verilmistir (Ozaki ve Tanaka, 2016;
Roberts ve Stewart, 2012).
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Tablo 1. GWAS ile belirlenen Koroner arter hastaligi/MIi risk lokuslar1 (Roberts ve

Stewart, 2012).

Kromozomal Bolge SNP Yakinindaki Gen Risk Alleli Frekansi
(alel)
Kolesterolle iliskili lokus
1p32.3 Rs11206510 PCSK9 0,82 (T)
1p13.3 Rs599839 SORT1 0,78 (A)
2p21 Rs4299376 ABCGS8 0,33 (G)
2p24-p23 Rs515135 APOB 0,83 (G)
6025.3 Rs3798220 LPA 0,02 (C)
8024.13 Rs17321515 TRIB1 0,54 (A)
8p22 Rs264 LPL 0,86 (G)
9934.2 Rs579459 ABO 0,21 (C)
10g11.1 Rs501120 CXCL12 0,87 (T)
11923.3 Rs964184 ZNF259, APOA5-A4-C3-Al 0,13 (G)
15026.1 Rs17514846 FURIN-FES 0,44 (A)
19p13.2 Rs1122608 LDLR 0,77 (G)
19p13.32 Rs2075650 APOE-APOC1 0,14 (G)
Hipertansiyonla iligkili lokus
40931.1-931.2 Rs273909 GUCYIA3 0,81 (G)
10q24.32 Rs12413409  CYP17A1,CNNM2, NT5C2 0,89 (G)
12q24.12 Rs3184504 SH2B3 0,44 (T)
Bilinen risk faktorleri ile
iliskisi olmayan lokus
1p32.2 Rs17114036 PPAP2B 0,91 (A)
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Tablo 1 (Devam). GWAS ile belirlenen Koroner arter hastaligi/MI risk lokuslar

Kromozomal Bélge SNP Yakinindaki Gen Risk Al(l;ll(iall;rekanm
1921 Rs4845625 IL6R 0,47 (T)
1941 Rs17465637 MIA3 0,74 (C)
2pl1.2 Rs1561198 VAMP5-VAMP8-GGCX 0,45 (A)
2022.3 Rs2252641 ZEB2-ACO74093.1 0,46 (G)
2933.1 Rs6725887 WDR12 0,15 (C)
39223 Rs2306374 MRAS 0,18 (C)
3p24.3 Rs4618210 PLCL2 0,42 (G)
4q31.22 Rs1878406 EDNRA 0,15 (T)
5p15.3 Rs11748327 IRX1 0,76 (C)
5¢31.1 Rs2706399 IL5 0,52 (G)
6p22.1 Rs6929846 BTN2A1 0,06 (T)
6p21 Rs10947789 KCNK5 0,76 (T)
6p24.1 Rs6903956 C60rf105 0,07 (A)
6p24.1 Rs12526453 PHACTR1 0,67 (C)
6p21.31 Rs17609940 ANKS1A 0,75 (G)
6023.2 Rs12190287 TCF21 0,62 (C)
6p26 Rs4252120 PLG 0,73 (T)
7922.3 Rs10953541 BCAP29 0,75 (C)
70932.2 Rs11556924 ZC3HC1 0,62 (C)
7p21.1 Rs2023938 HDAC9 0,10 (G)
9p21.3 Rs4977574  CDKNZ2A, CDKN2B, ANRIL 0,46 (G)
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Tablo 1 (Devam). GWAS ile belirlenen Koroner arter hastaligi/MI risk lokuslar

Kromozomal Bolge SNP Yakinindaki Gen Risk Alleli Frekansi
(alel)
10p11.23 Rs2505083 KIAA1462 0,42 (C)
10g11.21 Rs1746048 CXCL12 0,87 (C)
10923.31 Rs1412444 LIPA 0,34 (T)
11922.3 Rs974819 PDGF 0,29 (T)
12924 Rs671 BRAP-ALDH2 0,28 (A)
13q12 Rs9319428 FLT1 0,32 (A)
13934 Rs4773144 COL4A1, COL4A2 0,44 (G)
14932.2 Rs2895811 HHIPL1 0,43 (C)
15025.1 Rs3825807 ADAMTS7 0,57 (A)
17p13.3 Rs216172 SMG6, SRR 0,37 (C)
17p11.2 Rs12936587 RASD1, SMCR3, PEMT 0,56 (G)
17921.32 Rs46522 UBE2Z, GIP, ATP5G1, SNF8 0,53 (T)
19p13.3 Rs3803945 AP3D1-DOT1L-SF3A2 0,19 (C)
21922.11 Rs9982601 MRPS6 0,15 (T)

[Ik KAH risk varyant: olarak 9p21 2007 yilinda tespit edilmistir ve 2 yil icerisinde
KAH riskini artiran 11°den fazla yeni genetik varyant tanimlanmistir (Samani vd.,

2007). KAH’nin genetik risk faktorlerinin genel 6zelligi su sekilde siralanmaktadir:

e 13’ ii lipitler, 3’ 1 hipertansiyon ve geriye kalan 35’ 1 ise bagimsiz risk faktorleri ile
iligkilidir.

¢ KAH i¢in herbir risk faktoriindeki artis %6-92 arasinda degismekte, risk faktoriindeki
ortalama artis %18 dir.

e Toplumda bu varyantlarin siklig1 %2-91 arasindadir ve ortalama frekans %47 dir.

17



eCogu genetik risk varyantlar1 ge¢ baslangigh KAH gore erken baslangigli olan
kisilerde daha yiiksek risk gostermektedir.

¢ %10’1in iistiinde KAH i¢in yaklasik 1,88 oraninda, daha diisiik yiizdelerde ise yaklasik
oran 0,55 tir.

e KAH igin genetik risk faktorlerinin ¢ogu DNA dizisinde kodlamayan alanda yer

almaktadir.

Bu alandaki en biiyilik zorluk ise yeni lokuslarin her birinde yer alan etkili geni
tanimlamak ve bu nedensel genlerin KAH’in gelisiminde, ilerlemesinde ve klinik
sonuclarinda hangi molekiileri etkiledigi ve patofizyolojik mekanizmalarin
aydmlatilmasidir (Rader vd., 2016). Boylece risk varyantlarinin tespiti, tedavi i¢in yeni
hedefler saglayabilecektir. Risk varyantlarin biyobelirtecler ile karsilastirildiginda KAH
icin daha zayif bir belirte¢ olmasina ragmen cinsiyet, yas, diyet veya ila¢ kullanimi
tarafindan etkilenmemesi ve kisinin yasami boyunca degismeden kalmasi ona istiinliik

saglamaktadir (Roberts ve Stewart, 2012).

1.7.1. Koroner Arter Hastahg

Koroner arter hastaligi, arterlerin duvarlarinda olusan plaklardan dolayr ortaya
¢ikan bir hastaliktir. Koroner kalp hastalig1 ¢cok faktorlii oldugundan bireyin biitiin risk
faktorlerinin birlikte degerlendirilmesi onem tagimaktadir. Tedavi planlanirken de amag,
biitin risk faktorlerini birlikte diizenlemeye c¢aligmak olmalidir. Epidemiyolojik
calismalar, dislipidemi, hipertansiyon, sigara, tip 2 diyabet, obezite ve inflamasyonlarin
koroner risk faktorleri oldugunu ortaya koymustur (Ozaki ve Tanaka, 2016). Koroner
kalp hastaliginin giiniimiizde kabul edilen Onemli risk faktorleri sunlardir: Yas
(erkeklerde > 45, kadinlarda > 55 veya erken menopoz), aile Oykiisii (birinci derece
akrabalardan erkekte 55, kadinda 65 yasindan Once koroner arter hastaliginin
bulunmasi), sigara kullanimi, duragan yasam, hipertansiyon (kan basinct > 140/90
mmHg veya antihipertansif tedavi goriiyor olmak), hiperkolesterolemi (toplam
kolesterol > 200 mg/dL, LDL-K > 130 mg/dL), diisik HDL-K (< 40 mg/dL), diabetes

mellitus, obezite ve stres (Onat vd., 2006).
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1.7.2. Koroner Arter Hastahiginin Fizyopatalojisi

Koroner kan akimi, yeterli kardiyak fonksiyonlar1 idame etmek icin gerekli olan
oksijeni ve metabolik substratlar1 sunamayacak diizeye gelince miyokard iskemisi (MI)
olusur. MI; akimi kisitlayan koroner arter darliginda miyokard is yiikiiniin dolayisiyla
oksijen ihtiyacinin artmasi veya epikardial veya mikrovaskiiler koroner arterlerde
konstriiksiyon ya da akut trombozu ile koroner kan akimi azalmasina bagli olabilir. Bu
mekanizmalar bazi hastalarda birlikte etki edebilecegi gibi ayni hastada farkli iskemik

ataklarda rol alabilir (Keles, 2014).

Aterosklerotik plagin neden oldugu koroner arter darligi, tiim kardiak iskemik
sendromlarda en sik rastlanan anjiografik bulgudur. Ateroskleroz damar duvarinda lipit
pargaciklarinin birikmesiyle olusan ve damar liimenini daraltarak normal kan akimini

engelleyen patolojik bir siiregtir (Keles, 2014).

1.7.3. Ateroskleroz

Kalp kasini besleyen koroner arterlerde olusan lezyonlar veya plaklar nedeniyle,
arterdeki kan akisinin bozulmasiyla ateroskleroz baslamaktadir (Onat vd., 2006).
Ateroskleroz damar duvarinin kalinlasmasi ve esnekliginin kaybolmasi ile karakterize
arteriyel hastaliktir. Aterosklerotik siireg, primer olarak arter duvarmin intimasi ile
sinirlidir. Lezyonlar arter duvart endoteli ve diiz kaslarin hasarina karsi agir1 inflamatuar
fibroproliferatif yanitla ortaya ¢ikar. Cok sayida biliylime faktorii, sitokinler ve damar
diizenleyici molekiiller bu olaya katkida bulunur. Ateroskleroz, spesifik hiicresel ve

molekiiler cevaplarin yer aldigi inflamatuar bir siiregtir (Onat vd., 2006).

Ateroskleroz gelisminin ilk basamagi endotel disfonksiyonudur. Endotelde
fonksiyonel bir hasar meydana gelmekte ve gelisen inflamasyonun her asamasinda
aterosklerotik lezyonun bir tipi ortaya ¢ikmakta ve en sonunda da komplike
aterosklerotik plak olusmaktadir. Ateroskleroz, erken lezyon (yagl cizgilenmeler),
ilerlemis lezyon (fibroz plak) ve komplike olmus lezyon (plak iilserasyonu,
kalsifikasyon ve hemoriji) asamalarina sahiptir (Hergeng, 2012). Arterde aterosklerozun
asamalar1 Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. Ateroskleroz olusumu (URL-2, 2017).

Aterosklerotik KAH’nin gelismesinde serum lipit seviyeleri 6zellikle de artmig
LDL-K ve azalmis HDL-K o6nemli bir risk faktoriidiir. Yapilan arastirmalarda lipit
metabolizmasinda yer alan genlerde mutasyonlar tespit edildimis ve dislipidemi,
aterosklerotik KAH ve MI icin sebep genleriolarak kabul edilmistir. KAH ve MI ile
iligkili mutasyonlarin yer aldigi genler Tablo 2’de gosterilmistir (Dia vd., 2016).
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Tablo 2. Ailesel KAH igin tanimlanan genler ve mutasyonlar (Dia vd., 2016).

Kategoriler Genler Kromozom Mutasyon
Monogenik KAH genleri ST6GALNACS 1p31.1 G295A
CYP27A1 2p35 G674A
MEF2A 15026.3 21-bp delin ekonll
LRP6 12p13.2 G1079A, T1298C
Yiiksek LDL neden olan LDL reseptorii 19p13.2 >1000 Varyant
gen mutasyonlari
PCSK9 1p32.3 9 fonksiyon kazanci mutasyonu
ApoB-100 2p24.1 C10580G, €10800T, rs515135
LDLRAP1,ARH 1p36.11 ARH1:432ins A, ARH2: G65A
Diisiik HDLye sebep olan ABCAl 9g31.1 Birgok ABCA1 IoF allelleri,
mutasyonlar rs2230806 > A
LCAT 16922.1 >80 mutasyon, Rs5923 1 KAH
Yiksek TG sebep olan Apo C-11 19q13.2 ApoCllg michael, P-GIN70Pro

mutasyonlar

1.8. Lipoproteinler ve Metabolizmasi

Organizma i¢in gerekli olan kolesterol ve trigliserid gibi

lipitler suda

coziinmedikleri i¢in kanda proteinle birlikte taginirlar. Bu lipit ve proteinin bir arada yer

aldig1 yapiya lipoprotein adi verilir. Lipoprotein merkezinde kolesterol ester ve

trigliseridler gibi hidrofobik molekiilleri, disa bakan ylizeylerinde ise kolesterol ve

fosfolipid gibi daha hidrofilik lipitler ve apolipoproteinler yer almaktadir (Hergeng,

2012). Bir lipoproteinin genel goriiniimii Sekil 8’de verilmistir.
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Sekil 8. Lipoprotein yapis1 (URL-3, 2017).

Lipoproteinler diyetle alinan yaglarin ince bagirsak tarafindan emilip karacigere
gelmesinde, karacigerde sentezlenen lipitlerin de periferal dokulara tasinmasinda ve
periferal dokulardan karaciger ile ince bagirsaga (ters kolesterol tasinimi) lipit
taginmasinda kilit rol oynamaktadir. Giiniimiizde, lipit ve lipoproteinin dogustan gelen
bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak konak savunmasinda 6nemli bir rol oynadigida
kabul edilmektedir. Ornegin; lipoproteinler gram negatif bakterileri, lipoteikoik asit ve
viriisleri baglar ve etkisiz hale getirir. Boylece lipoproteinlerin ikincil gorevi inversiyon
ve enfeksiyon alanlarindan bakteriyel endotoksin gibi hidrofobik ve amfipatik yabanci
toksik bilesikleride tasimaktir (Feingold ve Grunfeld, 2012).

Plazma lipoproteinler biiyiikliiklerine, lipit igerigine ve apolipoproteinlerine gore

alt1 siniflara ayrilmaktadir. Bunlar Tablo 3’de ve Sekil 9°da verilmistir.
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Tablo 3. Lipoprotein Smifi (Feingold ve Grunfeld, 2012).

Lipoprotein Yogunluk(g/mL)  Cap(nm) Baslica Lipitleri Bagslica
proteinleri
Sikomikron <0,930 75-120 Trigliserit A (LILIVV), B-
48, C (I,I) ve E
VLDL 0,940-1,006 30-90 Trigliserit B-100, C (I,11,111)
ve E
IDL 1,006-1,019 25-30 Trigliserit ve B-100,Cve E
kolesterol esteri
LDL 1,019-1,063 18-25 Kolesterol esteri B-100
HDL 1,063-1,210 7-20 Fosfolipit ve A(Ll),DC
kolestero (LI veE
Lp(a) 1,055-1,085 30 Kolesterol B-100, Apo(a)
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Sekil 9. Lipoprotein sinifi (Feingold ve Grunfeld, 2012).

1.8.1. Silomikron

Lipitlerin sindirimi sonrasi bagirsak mukoza hiicrelerinin, endoplazmik retikulum

liimeninde yag asitlerinin aktiflesmesi ve tekrar esterlesme reaksiyonlar1 ile

triagilgliseroller (TG) ve kolesterol esterleri (EK) sentezlenir. Bu nétral lipitler ¢ok
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hidrofobik olduklar1 igin, protein, fosfolipit (FL) ve serbest kolesteroliin (SK)
olusturdugu ince bir polar lipit tabakasi iginde toplanmig bir yap1 olusturur. Bu yapiya
sikomikron (SM) adi1 verilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2007). SM’lar diyetle alinan lipitleri
periferal dokulara ve karacigere tasir. Yapisinda %98-99 lipit bulunur ve bu lipitlerin
%85- 92’si trigliserit (TG) ve monogliserid, %1-3’li serbest ve ester kolesterol, %6-
12’si fosfolipit ve yag asiti kalintilarindan olusur. SM yapisinda %]1- 2 oraninda
apoprotein bulunur (apolipoproteinler A LILIV,V, B-48, C LIl ve E). SM yapisinda yer
alan Apo B-48 bu lipoprotein sinifina 6zgidir ve SM sentezinde, bir araya
toplanmasinda ve sekresyonunda kritik rol oynar. Ac¢lik durumunda serum Apo B-48
seviyesi olduke¢a diisiiktiir ve bir¢ok kiside tespit dahi edilemez. Apo B mRNA’s1
apobec-1 enzimi tarafindan diizenlenir ve apobec-1 enzimi apobec 1 geni tarafindan
kodlanir. Bu gen ince bagirsakta yiiksek diizeyde eksprese olurken karacigerde eksprese
olmamaktadir. Yani ince bagirsakta iiretilen Apo B’ler oncelikli olarak Apo B-48’¢
tekabiil etmektedir (Julve vd., 2016).

SM’lar bagirsakta enterositlerden sentezlenip salinmakta ve ilk olarak lenf
dolasimina verilmektedir. SM igerisindeki TG’ler dolasimda kapiller endotele bagh
lipoprotein lipazin Apo C-II tarafindan aktiflestirilmesiyle hidrolizlenir. TG’lerini
kaybeden ve yapisindaki Apo A’lar1 ve Apo C’leri HDL’ye transfer eden SM’den
geriye kalan kisma silomikron kalintist denir. Silomikron kalintis1 kolesterolce
zengindir ve karacigerde bulunan Apo E reseptorii ve LRP’ye baglanarak endositozla
iceriye alinir. Yapisindaki kolesterolii karacigere biraktiktan sonra lizozomlarda

pargalanir (Keles, 2014). SM metabolizmas1 Sekil 10°da verilmistir.
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1.8.2. Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (Very Low Density Lipoprotein, VLDL)

Diyetle viicudun ihtiyacindan fazla yag asidi alinmigsa, bunlar karacigerde
trigliseride c¢evrilir ve spesifik apoproteinlerle ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinlere
paketlenir. Diyetteki karbohidrat fazlas1 da karacigerde trigliseride g¢evrilir ve VLDL
olarak ihtiya¢ durumunda periferik dokulara gonderilir (Nelson ve Cox,2005). VLDL
karaciger tarafindan tretilir ve aglik durumunda endojen kaynakli lipitlerin periferal
dokulara tasinmasindan sorumludur. Ayrica bazi VLDL’ler ince bagirsakta sentezlenir
ve safra kokenli yag asitleri ile endojen kolesteroliin yeniden emiliminde rol oynar.
Yap1 ve igerik bakimindan silomikronlara benzese de TG igerigi daha az, kolesterol,
fosfolipit ve protein igerigi daha fazladir. VLDL yapisinda apolipoprotein olarak Apo
B-100, Apo C’leri ve Apo E bulundurur. Apo B-100 ana proteindir ve biitin VLDL
partikiilleri bir Apo B-100 igerir (Hergeng, 2012; Keles, 201; Feingold ve Grunfeld,
2015).

VLDL’de tipki SM’ler gibi kapillerde bulunan lipoprotein lipaz enzimini Apo C-
I tarafindan aktiflestirerek bu lipoprotein yapisinda yer alan TG’lerin hidrolizlenmesini

saglar. VLDL metabolizmas1 Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. VLDL metabolizmas1 (URL-5, 2017).

Lipoprotein lipaz ile reaksiyon sonucu TG’lerin yaklasik %90°ni kaybeden VLDL
yapisinda yer alan Apo C’leri tekrar HDL’ye geri verir. Geriye kalan kolesterolce
zengin VLDL kalintis1 (IDL) ya karaciger tarafindan reseptorler aracilig: ile alinarak
lizozomda pargalanir veya LDL’ye doniiserek ekstrahepatik dokularda ya da

karacigerde metabolize edilir.
1.8.3. Ara Yogunluklu Lipoprotein (Intermedia Density Lipoprotein, ILD)

TG’lerin lipoprotein lipaz enzimi ile VLDL’den uzaklastirilmast ve VLDL
yapisinda yer alan FL’leri ve Apo C’leri HDL’ye vermesi sonucunda kolesterolca
zengin IDL partikiilii olusur. Bu partikiiliin yapisinda apoprotein olarak Apo B-100 ve
Apo E yer alir. IDL pro-aterojenik bir lipoproteindir ve dolasimdan ya LDL
reseptoriince temizlenir ya da hepatik lipoprotein lipaz enzimi ile yapisinda yer alan

TG’lerin par¢alanmasiyla LDL’ye doniisiir (Feingold ve Grunfeld, 2015).
1.8.4. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (Low Density Lipoprotein, LDL)

VLDL ve IDL’nin yapisindaki TG’ leri kaybetmeleri sonucu olusan kolesterolce
cok zengin lipoproteindir. Insanlarda kan kolesteroliiniin %60-75i LDL ile iliskilidir ve
LDL plazmadaki ana kolesterol tasiyicisidir. Ana apoproteini Apo B-100°diir ve herbir
LDL partikiilii bir Apo B-100 molekiilii igerir. Eser miktarda da Apo E tasir. LDL
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partikiiliiniin merkezinde EK ve TG dis kisminda ise FL, SK ve Apo B-100
bulunmaktadir. Agirhiginin yaklasik dorte biri protein, dorte {igii ise lipittir. LDL
yapisinda yer alan lipitlerin %60°1 SK ve EK, %25’i FL ve %10’u da TG dir. LDL nin
B-eletroforetik mobilitesi bulunmaktadir (Hergeng, 2012; Keles,2014; Feingold ve
Grunfeld, 2015). LDL’ nin %75’ karaciger hiicreleri tarafindan kullanilirken, %25’i de
ekstrahepatik dokularca kullanilir. LDL’nin dokular tarafindan alinmasinin 2/3’si LDL
reseptoOrii araciligiyla gergeklesir (Hergeng, 2012).

Plazmadaki lipoproteinlerin temizlenme hizt Apo B, Apo E ve reseptor sayisina
baglidir. VLDL nin plazmadan temizlenmesi birkag saat iken LDL nin temizlenmesi bir
kag giinii bulmaktadir. Apo E lipoproteinlerin reseptore baglanmasina aracilik eder. Her
lipoproteinin birden fazla reseptorle veya bir reseptor iizerinde birgok bolge ile
reaksiyona girebilen c¢ok sayida Apo E molekiili bulundurmaktadir. Bu durum
baglanma yetisini artirmakta ve dolayistyla bu partikiillerin, plazmadan daha biiyiik bir
hizla temizlenmesini saglamaktadir. LDL nin temizlenmesi islemine Apo B-100 aracilik
eder. Apo B-100’tin LDL reseptoriine baglanma egilimi Apo E’ninkine gore ¢ok daha
diisiiktiir ve dolayistyla LDL ¢ok daha yavas temizlenir. Apo E iceren lipoproteinlerin
LDL reseptoriine karsi afinitesi, Apo B-100 igeren LDL’ye gore 20 kat daha fazla
oldugu belirtilmistir (Mahley, 1993). LDL reseptore baglandiktan sonra reseptorle
birlikte endositoz ile hiicre i¢ine alinir. Tasimis oldugu SK ve EK baglandigi hiicreye
verir. Ayn1 zamanda yapisinda yer alan apoproteinler hiicrenin lizozomal enzimleri
tarafindan sindirilir. Fakat reseptor tekrar kullanilmak {izere plazma zarina geger (Keles,

2014). LDL’nin hiicre i¢ine alinimin Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. LDL’nin yikimi1 (URL-6, 2017).

Plazmadaki LDL diizeylerini etkileyen faktorler; VLDL biyosentezinin artmasi ve
LDL katabolizmasinin azalmasidir. Bu katabolizma diisiisiiniin sebepleri ise, hepatik ve
ekstrahepatik dokularda ortaya ¢ikan LDL reseptorii sayisinin azalmasi, Apo B-100 ile
normal reaksiyona giremeyen kusurlu LDL reseptorleri ve LDL reseptdrii ile normal

reaksiyona giremeyen kusurlu Apo B-100 diir (Mahley, 1993).
1.8.5. Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (High Density Lipoprotein, HDL)

Plazmadaki en kiigiik lipoprotein olan HDL’nin %50’si lipit %50’si proteinden
olusmaktadir. Yapisinda bulundurdugu lipitlerin %25°1 FL, %15°1 EK, %5°1 SK ve %5’1
TG dir. HDL nin baslica Apoproteini ise % 65 ile Apo A-I’dir ve %25 Apo A-II, geriye
kalan %10 da Apo A-IV, Apo C’ler ve Apo E’dir. Apo E HDL;’de bulunur ve diger
HDL smiflarinda Apo E yer almamaktadir. Buna ragmen plazmadaki Apo E’nin
yaklasik %50°si HDL’de bulunmaktadir. HDL bir Apo E ve Apo C deposu olarak
fonksiyon gosterir. HDL nin a-elektrofretik mobilitesi bulunmaktadir (Mahley, 1993).
HDL partikiili olduk¢a heterojendir ve yogunluguna, biiyiikliigiine, yiikiine yada
apoprotein bilesimine gore siniflandirilir (Feingold ve Grunfeld, 2015). Bu

smiflandirma da Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. HDL simiflandirilmasi (Feingold ve Grunfeld, 2015).

Siniflandirma Metodu HDL Tipleri

Yogunluk gradient ultrasantifiijleme HDL2, HDL3 ve oldukga yiiksek yogunluklu HDL
Niikleer manyetik rezonans (NMR) Biiyiik, orta ve kii¢iik

Gradient jel elektroforezi HDL 2a, 2b, 3a, 3b ve 3c

2-boyutlu jel elektrofrozi Per-p1, per-B2, al, 02, a3 ve a4

Apoprotein igerigi A-Tigeren, A-I:All igeren ve A-I:E igeren

HDL baslica ii¢ kaynaktan sentezlenmektedir; karaciger, olgunlasmamis HDL ad1
verilen bir Apo A-I fosfolipit diski salgilar, bagirsaklar da kiiciik bir Apo A-l, HDL
partikiiliinii dogrudan sentezler ve HDL S$M’lardan ve VLDL’den gelen ylizey
maddesinde tiiretilir. SM ve VLDL lipoprotein lipazlarca TG’ler hidroliz olur ve bu
sekilde olusan FL ve SK yiizey maddesi Apo A-I ile birlikte kiiciik HDL diskini
sekillendirir (Mahley,1993).

Oncelikle karaciger ve bagirsaktan sentezlenen Apo A-I salgilanarak ATP-
baglayict kaset tagtyicist 1 (ABCA1) yardimiyla kolesterol ve fosfolipitlerle bir araya
gelir. Boylece HDL diskleri hiicreden ve diger lipoproteinlerden lipit (6zellikle SK)
toplarlar. Yeni olusan HDL partikiilii SM ve VLDL’den kolesterol ve fosfolipit alabilir.
Fosfolipit transfer proteini (PLTP) fosfolipitlerin lipoproteinler arasinda hareket
etmesine imkan saglar. Kolesterol hiicrelerden HDL’ye SK halinde gecer ve HDL
partikiiliiniin yiizeyinde yer alir. Bu SK’iin HDL yiizeyinden HDL merkezine
aliabilmesi i¢in esterlesmesi gerekir. Bu durumda SK bakimindan zengin partikiil
Lesitin: Kolesterol agiltransferaz enzimi (LCAT) araciliiyla kolesterol esterlestirilir.
Boylece HDL’nin noétral c¢ekirdegi olusmaya baslar ve daha fazla kolesterol
esterlestirildikce disk HDL, HDL3 adi verilen kiiresel kiiciik bir partikiil haline doniisiir.
HDL;3; SK miikemmel alicisidir, alinan ve esterlestirilen SK miktar1 arttikca partikiiliin

boyutu biiyiir ve HDL, meydana gelir (Mahley, 1993; Feingold ve Grunfeld, 2015).

Bazi hayvanlarda ve daha az 6l¢iide insanlarda HDL,, EK yoniinden daha da
zenginlesebilir ve ayn1 zamanda Apo E edinebilir. Apo E i¢ceren HDL; aslinda HDL nin
kiiciik bir 6gesini olustursa da metabolik olarak aktif bir altsiniftir. Apo E’nin varligi
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Apo E iceren HDL’yi LDL reseptorii bulunan hiicrelere yonlendirir. Bu durum LDL
reseptorti ile reaksiyona girmeyen tipik HDL ile zitlik olusturur. HDL; insanlarda belirli
genetik bozukluklar da (apolipoproteinemi ve CETP eksikligi) baslica HDL sinifimi
olusturur (Mahley,1993).

HDL yapisindaki kolesterol esterleri, dolasimda Apo B igeren lipoproteinler ile
TG’lere karsilik degis tokus yapar. Bu olaya kolesterol ester transfer proteini (CETP)
aracilik eder. Boylece HDL TG’ce zengin hale gelir ve daha sonra lipazlarla metabolize
olur. HDL yapisinda bulunan hem TG’ler hem de FL’ler hepatik lipaz ile hidrolizlenir
ve kiiciik HDL partikiili olusur. Hepatik lipaz aktivitesi, insiilin direnci durumlarinda
artar ve bununla iliskili olarak HDL kolesterol seviyesi azalir. Endotel hiicrelerde
bulunan fosfolipaz da HDL yapisindaki fosfolipitleri hidrolizler. HDL kolesteroliinii ilk
olarak karacigere ¢Opgii reseptor B1 (SR-B1) araciligiyla verir ve dolusuma tekrar geri
doner. HDL yapisindaki Apo A-I kolesterolden bagimsiz bir sekilde metabolize olur.
Apo A-I'in biliylik cogunlugu bobrekler tarafindan, kalan kisim ise karacigerde
katabolize edilir. Apo E bulunduran HDL ise LDL reseptorii aracilif1 ile karacigere
alinir ve pargalanir (Feingold ve Grunfeld, 2015). Ayrica HDL heniiz tanimlanamamis
bir HDL reseptorii (HDLR) araciligiylada karacigere alinarak katabolize edilir
(Kingwell vd.,2014). HDL metabolizmasi Sekil 13’de gosterilmistir.
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Sekil 13. HDL metabolizmasi (Kingwell vd., 2014).

1.8.6. Lipoprotein (a)

Lipoprotein (a), lipit ve protein yapisi bakimindan LDL’ye ¢ok benzeyen bir
lipoproteindir. Yapisinda karbohidrat bakimindan zengin oldukca hidrofilik bir protein
olan Apo (a)’y1 bulundurur. Apo B-100 tek bir disiilfit koprisii ile Apo (a)’ya
baglanmistir. Tipki Apo B-100 gibi apo (a)’da hepatositler tarafindan sentezlenir. Lp
(@) elektroforezde pre-B mobilitesi gosterir, ultrasantrifiigasyonda ise LDL ve HDL
arasindaki bolgesindedir. Lp (a)’nin dolasimdan temizlenme mekanizmasi belirli
degildir, LDL’nin dolagimdan temizlenmesini artiran ve LDL seviyesini diisliren
tedavilerin Lp (a) seviyesini etkilemedigi icin LDL reseptorlerin bu siirece dahil
olmadig1 disiiniilmektedir. Lp (a)’nin temizlenmesinde bobreklerin 6nemli bir rol
oynadig1 tahmin edilmektedir. Ciinkii bobrek hastaligt Lp (a) temizlenmesindeki
gecikme ve Lp (a) seviyesindeki artigla iligkilidir. Lp (a)’nin bilinen fizyolojik bir
fonksiyonu tespit edilmemistir. Fakat plazmada Lp (a) miktarinin 40 mg/dL’den fazla
olmasi koroner arter hastalik riskini 2-3 kat arttirdigi, LDL 1ile birlikte yiiksek olmas1 da
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KAH riskini bes kat yiikselttigi belirtilmistir (Hergeng, 2012; Keles,2014; Feingold ve
Grunfeld, 2015).

1.9. Lipoprotein Altsiniflari

KAH’1n degerlendirilmesinde serum kolesterol seviyelerinin belirlenmesinin hatta
bu kolesteroliin aterojenik (LDL kolesterol) ve antiaterojenik (HDL kolesterol)
seklindeki fraksiyonlarimin tayin edilmesinin bile zaman zaman yetersiz kaldigi
belirtilmektedir. Plazma lipoprotein diizeyinin tayininden daha ziyade onun
altsiniflarinin tespit edilmesinin, kalp-damar hastalik riskinin ortaya konmasi agisindan
daha agiklayici olacagi bircok caligmada rapor edilmistir (Krauss, 2005). Bu sebeple
lipoproteinlerin altsiniflarinin  tayininin son yillarda biliyilk ©nem kazanmistir.
Lipoprotein altsiniflarinin tayininde gesitli teknikler kullanilmaktadir. Kullanilan temel
metotlar ultrasantifiij, jel elektroforezi, niikleer manyetik rezonans (NMR) ve

kromotografidir (Kontush ve Chapman, 2012).

1.9.1. HDL Altsimiflar:

Plazmada bulunan HDL partikiiliiniin fizikokimyasal 6zellikleri, intravaskiiler
metabolizmas: ve biyolojik aktivitesi olduk¢a heterojendir. Birden fazla HDL altsinifi
amniyotik sivinin yani sira periferik lenf, folikiiler sivi ve beyin omurilik sivisinda
benzer miktarlarda bulunmaktadir. HDL altsiniflarinin sekilleri, apoprotein igerikleri,
yogunluk ve biiyiikliikleri ve elektoroforetik hareketleri farklidir. Bunlar agaroz jel
elektroforezi, immiino afinite kromotografisi, NMR, poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ve yogunluk gradient ultrasantifiigasyonuyla tespit edilmektedir. Agaroz jel
elektroforezi kullanilarak HDL, diskoidal (pre-f HDL) ve kiiresel (a-HDL) olarak
ikikisma ayrilabilir. immiine afinite kromotografisine gére de A-1 HDL ve A-I/A-II
HDL olarak ayrilir. NMR ile HDL toplam 5 alt fraksiyona ayrilir, bunlar gap
biiyiikliigiine goredir. PAGE ve yogunluk gradiyent ultrasantifiigasyonuna gore de bes
smifa ayrilir: ya HDL,,, HDL s, HDL3,, HDL3, ve HDL3cya da a-1, a-2, a-3, a-4 ve pre
B-1"dir (Kontush ve Chapman, 2012). iki boyutlu elektroforezle ise HDL biiyiikliik ve
yiikiine gore 10 altsinifa ayrilir ve baskin olarakda kiiresel a-HDL’dir. HDL ilk olarak
agoroz jel ile pre-p HDL ve pre-a HDL olmak iizere iki altsinifa ayrilir. PAGE ile de 5
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altsiif olarak tanimlanmustir: ¢ok kiigiik diskoidal pre-B-1 HDL (Apo A-I ve FL igerir),
cok kiigiik diskoidal a-4 HDL ( Apo A-I, FL ve SK), kiigiik kiiresel a-3 HDL ile orta
kiiresel a-2 HDL (Apo A-I, Apo A-II, FL, SK, EK ve TG) ve biiyiik kiiresel a-1 HDL
(Apo A-1, FL, SK, EK ve TG igerir). ki boyutlu elektroforez ile ise HDL, ¢ok kiigiik
HDL, biiytik HDL, ¢ok biiyiik HDL ve kii¢iik HDL seklinde siniflandirilir. Cok kiiciik
HDL pre-a partikiilidiir ve Apo A-II icermez, biiylik HDL pre-B-2 ve ¢ok biiyiik HDL
pre-B-1 dir ve Apo A-I olmaksizin Apo E bulundururlar ve kiigiik HDL ise yapisinda
Apo A-I bulundurmaksizin Apo A-IV’e sahiptir. Daha detayli karakterizasyonda pre-3
HDL partikiillerinin Apo A-I ve FL bulundurmalarininyani sira SK, LCAT, CETP ve
Apo D igerir fakat Apo E ve Apo A-11 bulundurmazlar (Kontush ve Chapman, 2012).

Yapilan aragtirmalar HDL altsiniflarinin ateroskleroz iizerine farkli etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. HDL’nin anti-aterojenik o6zelliginin plazmadaki toplam
seviyesinden daha ziyade HDL altsiniflarinin fonksiyonel ve biyolojik 6zelliklerinden
kaynaklandig1 kabul edilmektedir. Karaciger ve bagirsak tarafindan sentezlenen pre-f1-
HDL formu, ¢ogunlukla fosfolipit ve ¢ok az kolesterolle birlikte ApoAl bulundurur.
Bundan dolay1r pre-fl1- HDL, hiicrelerden kolesterol tasiniminda Onciilik ederler,
HDL’lerin dolasimi esnasinda CETP, PLTP, LCAT, LPL ve HTGL gibi ¢esitli enzimler
ve transfer proteinleri ile disk seklinden, kiiresel hale doniismektedir (Yang vd., 2005).
Yapilan ¢alismalar biiyiik boyutlu HDL altsiniflarinin kardiyovaskiiler kalp hastaliklari
riskini azaltti1, kiiglik boyutlu olanlarin ise hastalik riskini arttirdigini ileri

stirilmektedir (Xu ve Fu, 2003).

1.9.2. LDL Altsiniflar:

LDL altsmiflar1 farkli biiyiikliige ve yogunluga, farkli fizikokimyasal bilesime,
metabolik davranisa ve aterojenik potansiyele sahip heterojen partikiillerdir. LDL
altsiniflar1 yogunluk gradientli ultrasantifiijleme, NMR, gradient jel elektroforezi ve
poliakrilamid jel elektroforezi gibi degisik analitiksel metotlarla birbirinden ayrilir.
LDL; gradient jel elektroforezi ile partikiil ¢apina gore, ultrasantrifiij ile de yogunluguna
gore gruplandirilir. Rizzo ve Berneis’e gore LDL en az dort altsinifa ayrilmaktadir.
Biiyiik LDL-1, orta LDL-2, kiiciik LDL-3 ve ¢ok kii¢iik LDL-4"tiir. Partikiil ¢ap piki ya
da ultrasantrifiigasyon yogunluguna dayali dl¢imlerde LDL iki alt grupba ayrilmistir;
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biiylik ya da orta boyutlu LDL (LDL tipA) ve daha kii¢iik boyutlu LDL (LDL tipB).
Plazmada LDL fenotipi belirlenmesi, genellikle gradyan jel elektroforeziyle tespit edilir
ve LDL partikiil cap1 258-263 A° ya da daha fazla ise “Tip A”, bunun altinda ise “Tip
B” olarak degerlendirilir (Rizzo ve Berneis, 2006a). Fenotip veya tip A ¢ogunlukla
biiyiik hafif LDL (LbLDL) partikiili ve fenotip veya tip B ise genellikle kiigiik
yogunluklu LDL (SALDL) partikiilii olarak tanimlanir (Diffenderfer ve Schaefer, 2014).

Yogunluklarina gore ise Stalenhoef vd (2000) dansite gradient ultrasantrifiij
yontemi ile LDL’yi 5 alt gruba aymrmuslardir: LDL-1 (1,030-1,033 g/mL), LDL-2
(1,033-1,040 g/mL), LDL-3 (1,040-1,045 g/mL), LDL-4 (1,045-1,049 g/mL) ve LDL-5
(1,049-1,054 g/mL). Baska bir ¢alismada ise LDL 3 altsinifa ayrilmistir: LDL-1 (biiyiik
boyutlu LDL, 1,025-1,034g/mL), LDL-2 (orta yogunluklu LDL, 1,034-1,044 g/mL) ve
LDL-3 ( daha kiigiik yogunluklu LDL, 1,044-1,060 g/mL) (Hirayama ve Miida, 2012).

LDL’nin biiytikliigi arttik¢a ¢ekirdek TG miktart artarken, biiyiikliigli azaldikg¢a
Apo B’nin miktar1 azalir ve EK’ce zenginlesir. SALDL’nin artmasi plazmada TG ve
HDL-K ‘de diisiis ile iliskilidir. Insulin diren¢ sendromu ve viseral adipositenin varligina
artmigs SALDL eslik etmektedir. Ayrica SALDL oksidasyona daha yatkin oldugundan
reseptore ilgisi daha diistiktiir (Hergeng, 2012).

SALDL partikiilii ile koroner arter hastaligi arasinda iligkinin varligi bir¢ok
calismada gosterilmistir (Krauss, 2010). SALDL’nin koroner arter hastaligi riskini
yaklagik 3 kat arttirdigi ileri siiriilmistir (Rizzo veBerneis, 2006b). SdLDL’nin
aterosklerolit olusunun birgok sebebi vardir. LoLDL’ye gore arterial dokuya daha kolay
alinir ve daha kiiciik partikiil oldugu icin subendotelyal alana daha fazla gecer. Ayrica
daha kiiciik LDL partikiilleri reseptor aracili endositozu azalttii, proteoglikanlar ile
baglanmay1 artirdigi ve sialik asit icerigini diislirdiigii tespit edilmistir. Ayrica LDL
boyutu azaldik¢a oksidatif duyarlilifin arttii ve antioksidan konsantrasyonunun

azaldig1 gosterilmistir (Rizzo ve Berneis, 2007; Uydu vd., 2014).
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1.10. Sortilinin Yapisi ve Fonksiyonu

Sortilin proteini 1p13 lokusunda yer alan Sortl geni tarafindan kodlanan 95 kDa
agirhigindaki tipl transmembran proteinidir. Bir ¢ok hiicrede eksprese olan sortilin en
cok merkezi ve periferal sinir sisteminde, hepatositlerde ve beyaz kan hiicrelerinde (T
hiicreleri ve makrofajlar) sentezlenmektedir (Carlo vd., 2014). Sortilin, hiicrenin
genellikle trans-golgi ag1 (TGN) bolgesinde ve erken endozomda lokalize olmustur ve
TGN’de bol miktarda bulunan bir multi ligandli reseptordiir (Mortensen vd., 2015).
Vakuolar protein sorting 10 protein (VSP10P) domain reseptdr ailesinin, bes liyesinden
biri olan sortilinin reseptdr bolgesi olan amino terminal ucu 700 amino asitten olusur.
10 kanatli B pervaneli yapidan meydana gelmekte ve bu bolge ligand baglama bolgesi
olarak fonksiyon gostermektedir (Willnow vd., 2011; Carlo vd., 2014). Sortilinin ligand
baglama bolgesi Sekil 14°de verilmistir.

sortilin

GRN

Sekil 14. Noronlarda sortilin-ligand (nérotroﬁn)\modellemesi (URL-7, 2017).

Reseptor iliskili protein olarak da tanimlanan sortilin 5 kistmdan olusur: Furince
zengin N-terminal propeptidi, ekstraseliiler VSP10P ligand baglama domeini, tek
transmembran domeini, katyon bagimsiz mannoz-6-fosfat reseptoriiyle siki benzerligi
olan bir C terminal sitoplazmik kuyruk ve dildsin bagli sorting reseptérii ile tirozin bagli
sorting reseptorii olmak iizere iki endozomal sorting motifidir (Strong vd., 2012).
VSP10P domain reseptor ailesi Sekil 15°de gosterilmistir. Sortilin hiicrelerde inaktif
prekiirsor olarak sentezlenir. Bu inaktif prekiirsor 40 amino asitlik propeptitten dolay1
ligand baglayamaz. Bu propeptid trans-golgide konvertazla pargalanarak kaldirilir.

Boylece reseptor ligand baglayabilecek aktif forma doniisiir. Bu diizenleyici
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adim,hiicrede ilk biyosentetik yolda ligantlar ile erken etkilesimi engelleyerek verimsiz

ligant baglanmasini 6nlemis olur (Dube vd., 2011; Kjolby vd., 2010).

J Complement-type repeat
) Epidermal growth factor-
type repeat

5} p-propeller

O-linked sugar domain

Vacuolar protein sorting 10
protein (Vps10p) domain

o @

Fibronectin type-lll domain

Leucine-rich domain

LDLR VLDLR ApoEr2 LRP5/6 LRP4 LRP1 LRP1B LRP2 SbRLA Sortilin
LDL receptor gene family Sortilins
Sekil 15. LDL reseptor ve VSP10P domain reseptor ailesi (URL-8, 2017).

Sortilin ¢ok ligantli bir protein olarak lipoprotein lipaz (LPL), Apo A-V,
norotensin, Apo B-100, PCSK9 ve reseptor iliskili protein (RAP) gibi proteinleri
baglayarak hiicre i¢i protein trafigine aracilik eder. Ayrica lizozomal proteinlerden
bazilarinin sfingolipit aktivator proteinleri, asit sfingomiyalinaz, katepsin H ve katepsin
D golgiden lizozoma yolculugunuda saglar (Mortensen vd., 2015; Christoffersen ve
Tybjaerg-Hansen, 2015; Coutinho vd., 2013). Sortilin proteinlerin hiicre igi sortinginde
gorevlidir yani bagladig: ligandlarin golgiden lizozoma gegisini saglar. Ayrica plazma
membranin klatrin kapl ¢ukurlarda da bulunur ve progranulin, Apo A-V ve LPL i¢gin

internalizasyon reseptorii olarak fonksiyon gosterir (Strong vd., 2012).

Hiicre icinde yeni sentezlenen Oncii sortilin reseptorleri, endoplazmik
retikulumdan furin proteaziyla aktiflestirildikleri trans-golgi agina tasinirlar. Normalde
golgiden hiicre yiizeyine taginirlar ya da ileri diizenleme sonucu adaptor protein-1 (AP-
1) ve GGA adaptorleriyle erken endozomlara yonlendirilirler. Sortilin ligandim
bagladiktan sonra klatrinle kapli endozom halinde hiicre igine almur. Sortilinin
sitoplazmik kuyrugunda (N-terminal) standart bir YXXL (Y:tirozin, X:herhangi bir

a.a.ve L:16sin) motifi bulunur ve bu motif sayesinde ligandin1 baglar. Daha sonra
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endositozla hiicre i¢ine alinmadan once adaptor protein (AP-2) kompleks yapisina
katilir. Hiicre igine alinan reseptor kompleks ge¢ endozoma ugramaksizin erken
endozom iizerinden trans-golgi agina getirilirler. Bunun igin kompleksden AP-2
ayrilarak yapiya retromer, AP-1 ve PACSL1 proteinleri dahil olur. Béylece sortilin trans-
golgi bolgesinden tekrar plazma zarina yonelerek dongli tamamlanir Yine proreseptor
halinde ER’de sentezlenerek golgiye gecen sortilin olgunlastirildiktan sonra AP-1 ve
GGA adaptor proteinlerle birlikte erken endozoma dahil olur (Willnow vd., 2011).
Sortilinin hiicre i¢i trafigi Sekil 16’da gosterilmistir.

)
®

Constitutive
secrefory
vesicle

Trans-Golgi

Mature ot

receptor \ endosomes
< Proreceptor

g @ b EndoplasmicM

Sekil 16. Sortilinin hiicre i¢i trafigi (Willnow vd., 2011).

Sortilinin plazma lipoprotein seviyesi tizerine olan etkisi birgok arastirma grubu
tarafindan incelenmistir. Hepatik sortilinin, Apo B’yi baglayarak bir hiicre yiizeyi LDL
reseptoril olarak gorev yaptigini ortaya konulmustur (Linsel-Nitschke vd., 2010b).
Boylece LDL reseptoriinden bagimsiz bir mekanizma ile LDL’nin hiicre igine
alinmasim1 ve lizozomal degradasyonunu saglar (Christoffersen vd., 2015). Diger
taraftan sortilinin VLDL sekresyonu {izerine etkileri tartigmalidir. Bazi1 calismalar
VLDL sekresyonunu baskiladigini (Musurunu vd., 2010) bazilari ise artirdigini boylece
artmis plazma LDL-K’une neden oldugunu ileri stirmektedir (Kjolby vd., 2010).
Hepatik sortilin ile ilgili 6ne siiriilen bu fonksiyonlar Sekil 17’de gosterilmistir. Ayrica
sortilinin hepatositlerden PCSK?9 salgilanmasini kolaylastirarak LDL-R degradasyonuna
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yol actig1 ve boylece dolasgimdan LDL-K temizlenmesini engelledigi diistiniilmektedir.
Sortilinin PCSKO tizerindeki etkisi Sekil 18’de gosterilmistir (Gustafsen vd., 2014).

Degradation

®e®

Sortilin  Pro-Sortilin LDL receptor VLDL LDbL

Sekil 17. Sortilinin fonksiyonu (Strong and Rader, 2012).

Sekil 18. Sortilin-PCSK9 arasindaki iligki (Gustafsen vd., 2014).
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1.11. Lipoprotein Metabolizmasinda Sortilinin Rolii

Baslangigta, lipit metabolizmasinin anlasilmasinda Mendelian bozuklugu ile ilgili
caligmalar akla gelmektedir. Ancak toplumun plazma lipit diizeylerindeki farkliligin
Mendelian bozuklugundaki nadir mutasyonlarla agiklanmast oldukg¢a giictiir.
Lipitmetabolizmasiyla ilgili GWAS c¢alismalari toplumdaki lipit ¢esitliligine sebep olan
yaygin varyantlarin tanimlanmasi i¢in bagimsiz bir arag¢ olarak gelistirilmistir.
Mendelian, lipit bozukluguna sebep oldugu bilinen yaygin genetik varyantlar GWAS ile
tanimlanmaktadir. LDL-K i¢in bu genler LDLR, PCSK9, APOB, LDLRAP ve IBCG5/8
dir. Ayrica GWAS ile ¢ok sayida yeni gende tanimlanmistir. LDL-K ile giiglii iligkisi
oldugu Sortl, PSRC1 ve CELSR2 genlerinin yer aldig1 1p13 lokusu tespit edilmistir
(Strong and Rader, 2012). Bu lokusunun sadece LDL-K ile degil ayni zaman da
kardiovaskiiler hastaliklarin klinik degerlendirilmesi ile de iliskili oldugu ortaya
konulmustur. Sortl geni tarafindan kodlanan sortilin, LDL-K ve ateroskleroz arasinda
giiclii bir iliski oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Hepatik sortilinin LDL reseptorii gibi
davranabildigi ve sortilinde azalma oldugunda dolasimda ki LDL’ de artis olabilecegi
kabul edildi. Boylece de ateroskleroz ile sortilin arasinda bir iliski oldugu goriisii ortaya

konulmustur (Sparks vd., 2015).

1p13 lokusu ile KAH riski arasindaki iligki ilk olarak 2007 yilinda ortaya
konulmustu. Kisa siire sonra ayni1 genetik varyantin serum LDL-K seviyesini artirdigi
bulunmus, boylece 1p13 lokusundaki varyantlar ile LDL-K seviyesi ve koroner risk
arasinda ¢ok fonksiyonel bir bag oldugu kanisina varilmistir (Linsel-Nitschke vd.,
2010b). Musurunu ve arkaslarinin yapmis olduklari aragtirmada, 1p13 kromozomunda
yer alan yeni SNP’lerin (rs599896, rs646776, rs12740374 ve rs629301) LDL-K ile
giiclii iliskisi oldugunu belirlemislerdir. Bu SNP’ler genomun kodlama yapmayan (non-
coding) bolgesinde bulundugu ve yapisindaki allele gore, ¢evresinde yer alan genlerin
ekspresyon diizeyini etkiledigi belirlenmistir (Musurunu vd., 2010). 1p13 kromozom
bolgesinde prolin/ serin zengin sarmal bobin protein 1 (PSRC1), kaderin EGF LAG
yedi- pass G-tip reseptoér 2 (CELSR2), miyozin baglayict H-(MYBPHL) ve sortilin 1
protein (Sortl) kodlayan dort gen yer almaktadir (Kleber vd., 2010). Bu bolgede yer
alan diger genlerin, plazma LDL-K seviyesiniSortl kadar etkilemedigi gosterilmistir
(Coutinho vd., 2013).
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Karaciger rs646776, rs12740374 ve 1s599839’da minér allel varliginda Sortl’in
daha yiiksek miktarda transkripsiyona ugradigi gosterilmistir. (Musurunu vd., 2010).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Bu calismaya Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Poliklinigine bagvuran KAH tanis1 konmus 244 hasta alinmis ve ayni anabilim dalininin
anjiografi iinitesinde anjiografi uygulanmistir. Anjiografi sonrasi bu hastalarin 82’sinde
herhangi bir anjiografik bulguya sahip olmadigindan ¢alismadan ¢ikarilirken ¢alismaya
anjiografi bulgularina sahip 162 hasta dahil edilmistir. Kardiyoloji poliklinigince alinan
anamnez bilgilerine ve alinan kan orneklerinin analizi sonucuna gorehasta grubuyla
benzer demografik oOzelliklere sahip saglikli 49 goniilillerden de kontrol grubu
olusturuldu. Yine hastanede yapilan klinik ve laboratuvar degerlendirmeleri sonucunda
(anamnez, fizik muayene, rutin klinik laboratuvar incelemeler) herhangi bir endokrin,
renal, karaciger bozuklugu olmayan hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Kan 6rnekleri
12 saatlik aglik donemini takiben sabah, brakiyal venden venopunktur yontemiyle
alimmustir. Lipit, lipoprotein, apoprotein ve lipoprotein altfraksiyonlarinin diizeylerini
belirlemek icin kanlar antikoagulansiz diiz tliplere, molekiiler analizler i¢in ise EDTA’I1

tiiplere alinmastir.

2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, marka ve modelleri Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Ad1 Marka Model
Thermocycle Techne TC5000
Real Time PCR Cihazi Bio-RAD CFX96

Santrifiij

Saf Su Cihazi

Nanodrop spektrofotometre

Lipoprint sistem

pH Metre

Otoklav

Etiiv

Buz Makinesi

Vorteks

Terazi

Mikrosantrifiij

Is1 blogu

Manyetik karistirict

Elektroforez linitesi

Goruntileme cihazi
Buzdolab1
-20 °C derin dondurucu

-80 °C freezer

Mikro dalga firin

ThermoFisher Scientific

GFL

Quantimetrix

Hanna

Wisd laboratory instrument

Wisd laboratory instrument

Scotsman

Velp Scientifica

Acculab

Beckman Coulter

HLC

Wisd laboratory instrument

Thermo Scientific

Bio-imaging systems
Bosch
Bosch

New brunswick scientific

Argelik

Heraeus Multifuge 3 SR+
Centrifuge

2104

48-9150

HI2210

WiseClave

WiseCube

AF-80

ZX Classic

Atilon

Microfuge 16

MHR 13

WiseShir

EC 1000 XL

Mini Lumi

4570 premium

MD564
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2.2.2. Kullamilan Kimyasallar

Calisma kapsaminda kullanilan kimyasallar ve iiretici firmalari Tablo 6°da

verilmistir.

Tablo 6.Caligsma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari

Kimyasal Ad1 Uretici firma
Siikroz Merck
Sodyum-Etilen diamin tetra asetikasit (Na-EDTA) Himedia
Etilen diamin tetra asitikasit(EDTA) Himedia
Magnezyum Kloriir (MgCly) Himedia
Triton X-100 Merck
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma
Tris-HCI Sigma
Tris-Baz Sigma
Sodyum dodesil siilfat Sigma
Kalsiyum kloriir (CaCly) Himedia
Proteinaz K Merck
Etanol (CH;CH,0H) Merck
Asetik asit Merck
2-Merkaptoetanol Sigma
Agaroz Sigma
Etityum Bromiir Amresco
3 orange G Sigma
dNTP seti Promega
Taq polimeraz seti Promega
Taqgl kesim enzimi Promega

Gen ekspresyon master mix

Tagman (4369016)

43



Tablo 7 (Devam). Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari

Kimyasal Ad1 Uretici firma

Sortl prob Tagman (HS00907094_MI FAM)
18S prob Tagman (4319413E VIC)

RNA izolasyon kiti Qiagen

cDNA sentez Kiti Promega

Lipoprotein alt fraksiyon kiti Quantimetrix

2.2.3.Kullanilan Sarf Malzemeler

Calisma kapsaminda kullanilan sarf malzemelerin isimleri ve markalar1 Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 8. Calisma sirasinda kullanilan sarf malzemeler ve markalari

Sarf Malzemenin Ad1 Markasi
Otomotik pipet seti Brand

DNAaz, RNAaz free pipet uglar1 (0,5-10, 1-200, 100-1000 uL ) Axygen, Greiner
Pipet uclar1 (0,5-10, 1-200, 100-1000 puL ) Isolab
Mikrosantrifiyj tiipii (1,5 mL’lik ve 0,5 mL’lik) Isolab

DNAaz, RNAaz free mikrosantrifiyj tiipti (1,5mL’lik) BioBasic
Microseal B adhesive sealer Bio-Rad
Multiplate-low profile 96 well unskrited PCR plate Bio-Rad

PCR tiipii BioBasic
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2.2.4. Deneysel Calismalar

Anjiyografi dncesi deneklerden alinan kan ornekleri RTEU Tip Fakiiltesi Temel
T1p Bilimler Boliimii Tibbi Biyokimya arastirma laburatuvarinda deneysel ¢calismalarda
kullanilmak tizere 6n isleme tabi tutuldu. Kan ornekleri 3.000 rpm’de 10 dk. santrifiij
edildi ve serum oOrnekleri 500 pL’lik hacminde aligotlandi. Yapilacak analizlerde

kullanilmak tizere —80 °C’lik derin dondurucuda saklandi.

2.2.4.1. Otoanalizorde Tayin Edilen Parametreler

Toplam kolesterol (TK), TAG, LDL-K ve HDL-K diizeyleri giinliik kalite
kontrollerini takiben Abbot Architect C16000 otoanalizoriinde yapildi. TAG ve TK
tayini i¢in enzimatik kolorimetrik yontemler kullanildi. HDL-K tayini i¢in dekstran
stilfat ile ¢oktiirme isleminden sonra enzimatik kolesterol yontemi kullanildi. LDL-K
Friedewald formiilityle hesapland: [LDL-K=TK-(TAG/5+HDL-K)]. Bu denklem TAG
seviyesi 400 mg/dL’den kiigiik oldugunda gegerlidir. Plazma TAG seviyesi 400
mg/dL’nin tizerinde olan numunelerde LDL-K diizeyleri cihazin orijinal tayin kitiyle
direkt olgiildii. Apo A, Apo B ve Apo E konsantrasyonlari da Siemens BN 2 ile

nefelometrik yontemle orijinal kitler kullanilarak belirlendi.

2.2.4.2. Genomik DNA izolasyonu

Tam kanda genomik DNA izolasyonunda; Once hipotonik ortamda
eritrositlerpargalanip uzaklastirildi sonra sodyum dodesil siilfat (SDS) ve proteinaz K
ilave edilmesi ve yiiksek tuz konsantrasyonu (NaCl-Tris-EDTA) ile muamele edilerek
l6kositlerden genomik DNA elde edildi.

2.2.4.2.1. Kullamlan ¢ozeltiler

1. Eritrosit liziz tampon (ELB): 109,536 g siikroz, 2,922 g EDTA ve 0,476 g MgCl,
tartildi ve bir miktar saf suda ¢oziindiiriildii. Uzerine 9,3 mL Triton X-100 ilave edildi.
Maddeler tamamen ¢6ziindiikten sonra hacmi 1000 mL’lik bir bir balon joje ile
1000 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti otoklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.
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2. Fizyolojik tampon: 2,192 g NaCl ve 3,653 g EDTA tartild1 ve bir miktar saf suda
¢oziindiirdiikten sonra hacmi 500 mL’lik bir balon jojede 500 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan ¢6zelti otaklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

3. TE-9 tamponu: 78,800 g Tris HCI, 5,845 g EDTA ve 0,584 g NaCl tartild1 ve 800
mL saf suda c¢ozdirildii. Cozeltinin pH’st pH metre yardimiyla 9’a ayarlandi.
Cozeltinin hacmi 1000 mL’lik balon jojede 1000 mL’ye saf su ile tamamlandi. Cozelti
otaklavlandi ve oda sicakliginda saklandi.

4. %10’luk SDS: 10 g SDS tartildi 80 mL saf suda ¢dziindiiriildii ve son hacmi 100
mL’lik balon jojede 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan SDS ¢ozeltisi 45 pm’lik
filtreden gegirildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

5. Proteinaz K seyreltme tamponu: 0,7880 g Tris-HCI ve 0,011 g CaCl, tartilir ve 80
mL saf suda ¢oziiniir. Hacmi 100 mL’lik balon joje ile 100 mL’ye tamamlandiktan
sonra otaklavlandi ve 4 °C’de sakland.

6. Proteinaz K ¢ozeltisi: 100 mg proteinaz K tartilip 10 mL proteinaz K seyreltme
tamponunda ¢6ziildii. 500 pL hacminlerde aligotland ve -20 °C’de saklandi.

7. Derisik tuz ¢ozeltisi (6M NaCl): 35 g NaCl tartilip 100 mL saf suda ¢ozdiiriiliip
otaklavlandi ve 4 °C’de saklandh.

8. TE tamponu (pH 8) :

A.3,722 g NaEDTA tartilip 80 mL saf suda ¢ozdiiriiliir ve hacmi 100 mL’lik balon
jojede 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti otaklavlandi ve 4 °C’de saklandi.

B. 15,76 g Tris-HCl tartilip 80 mL saf suda ¢ozdiiriiliir, pH 7,4’e ayarlandi ve son hacmi
saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti otaklavland: ve 4 °C’de saklandh.
A c¢ozeltisinden 5 mL ve B c¢ozeltisinden 5 mL alip son hacim saf su ile 50 mL
tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti otaklavland ve 4 °C°de saklandu.

9. % 70’lik Etanol ¢ozeltisi: % 99,9’luk etil alkolden 70 mL alip son hacim saf su ile
100 mL’ye tamamland1 ve 4 °C’de saklandh.

2.2.4.2.2. DNA lizolasyonu

1. 0,5 mL tam kan {izerine 1 mL ELB ilave edilerek oda sicakliginda 3-5 dk. bekletildi.
3.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilip silipernatant uzaklastirildi. Geriye kalan pellet
tizerine 1,5 mL ELB ilave edilip tekrar ayn1 hizda 10 dk. santrifiijlendi. Bu islem bir kez
daha tekrar edildi.
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2. Hiicre pelleti tizerine 1 mL fizyolojik ¢ozelti ilave edilerek ¢oziildii, 3.000 rpm’de 5
dk. santrifiijjlendi ve siipernatant uzaklastirildi. Eger hiicre pelleti beyaz renkli degilse
islem tekrar edilir.

3. Pellet tizerine 350 pL lizis tamponu (250 uL TE-9 tamponu, 80 uL SDS ve 20 uL
proteinaz K) ilave edildi ve parmak darbeleri ile pellet iyice ¢dziildii. 56 °C’de 1s1 blogu
tizerinde 40 dk. inkiibasyona birakildi.

4. Inkiibasyon isleminden sonra 150 pL 6 M tuz ¢ozeltisinden ilave edilerek kuvvetlice
karistirildi ve 14.500 rpm’°de 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir tiipe aktarildi.
5. Ayni1 hizda 5 dk. tekrar santrifiij edilip siipernatant temiz tiipe aktarild1 ve tizerine 1
mL soguk saf etanol ilave edilerek DNA yogunlastirilda.

6. 14.500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve DNA molekiiliiniin ¢6kmesi saglandi.

7. Stipernatant uzaklastirildi ve pellet lizerine %70’lik etil alkol ¢ozeltisinden 1 mL
ilave edilip DNA yikandi. 14.500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Bu yikama islemi 2-3
defa tekrar edilir.

8. En son yapilan yikama isleminden sonra tiipler temiz bir kurutma kagid1 iizerine ters
cevrilip 5-10 dk. bekletilerek alkoliin tamamen uzaklastirildi.

9. Pellet biiyiikliigiine gore 100-300 uL TE ilave edilir. Olast DNAz kontaminasyonuna
kars1 70 °C’de 15-20 dk. bekletildi. izole edilen DNA 6rnegi 4 °C’de saklandi.

2.2.4.3. Kodlamayan Rs599839 Bolgesinin Gen Amplifikasyonu

Tris-EDTA ile stispanse edilen ve rs599839’a 6zel bir ¢ift sentetik primer
yardimiyla PZR cihazinda genin amplifikasyonu saglandi. Kulanilan primer dizisi;
forward primer: GGGCACCAAGAACAAAACTC, reverse primer:
TACTGGACTCTGGCCTGCTT seklindedir. Yiiksek 1stda DNA’larin denatiirasyonu,
diisiik 1sida annealing islemi ve taq polimeraz, deoksiniikleotid trifosfat (dANTP)
kullanarak da DNA zincirinin sentezi (extension) saglandi. PZR isleminde promega taq

polimeraz kullanildi ve yapilan pipetlemeler Tablo 9°da verildi.
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Tablo 9. PZR kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaksiyon ortami Kullanilan miktarlar (uL)
5 X tag tampon 10,0
MgCl;, (25 mM) 3,0
dNTP (10 mM) 1,0
Primer F (10 pmol) 1,0
Primer R (10 pmol) 1,0
Taq polimeraz (5 U/uL) 0,4
Genomik DNA 2,0
dH,O 31,6

Pipetleme islemi buz iizerinde gerceklestirildi ve hazirlanan tiipler gen bolegesinin
cogalmasi i¢in PZR cihazina yerlestirildi ve PZR ig¢in gerekli program ayarlandi. PZR
kosullar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. PZR kosullari

Sicakhik Degeri (°C) Bekleme Zamani Dongii Sayisi Uygulanan islem

94 5 dk. 1 Baslangig¢
denatiirasyonu

94 45 sn Denatiirasyon

53,5 1dk. 36 Primer baglanmasi

72 1 dk. Zincir uzamasi

72 10 dk. 1 Son uzama

4 0 Bekleme
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2.2.4.4. PZR Uriinlerinin Kontrolii

PZR iirlinlerinin kontrolii agaroz jel elektroforezi ile yapildi ve bunun ig¢in

%1°lik agaroz jel kullanildi. Agoroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler;

1. Yiiriitme tamponu: 50X’lik Tris Asetit asit EDTA ¢ozeltisi (TAE) igin 242,0 g Tris-
Base ve 18,6 g Na,EDTA tartild1 ve 800 mL saf suda ¢oziildii. Uzerine 57,1 mL asetik
asit ¢ozeltisi ilave edilip karistirildiktan sonra pH 8’e ayarlandi. Son hacmi 1000 mL’lik
balon joje yardimiyla 1000 mL’ye tamamlandi. 50X’lik stok ¢ozeltiden 20 mL alinip
1000 mL’ye tamamlanarak 1X’lik yiiriitme tamponu hazirlandi.

2. 10 mg/mL’lik Etidyum Bromiir (Et-Br) ¢6zeltisi: 1 g Et-Br tartildi, 10 mL saf suda
¢Ozdiriildii ve amber sisede saklandi.

3. % I’lik Agaroz jel hazirlanmasi: 1 g agaroz tartildi iizerine 1X’lik TAE’den konuldu
ve mikrodalga firinda 2 dk. kaynatilarak ¢oziildii. Cozelti sogutuldu, ¢ozelti iizerine 10
mg/mL’lik Et-Br ¢ozeltiden 3 pL ilave edildi.

4. Tarak yerlestirildikten sonra hazirlanan ¢o6zelti dikkathi bir sekilde elektroforez
tankina dokildii. Jel donduktan sonra tarak c¢ikarildi ve tank elektroforez iinitesine
yerlestirildi. DNA Ornekleri ylikleme boyasi ile karistirilarak kuyucuklara ytiklendi ve
60 voltta 45 dk. yiiriitildi.

2.2.45. Kodlamayan Rs599839 Bolgesindeki SNP’nin Belirlenmesi
Rs599839°da major allel olarak A aleli mindr allel olarak ise G alleli

bulunmaktadir. Sekansin A alleli mi yoksa G alleli bulundurdugunu tespit etmek igin

Tag 1 kesim enzimi kullanildi. Kesim ortami ve kosullar1 Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. Kesim ortami1 ve kosullar

icerik Miktar(uL)
Multi-Core 10X tampon 2,0
BSA (10 pg/mL) 0,2
PZR 6rnegi 17,3

Dikkatli bir sekilde pipetaj yapildi
Enzim (10 v/pL) 0,5

65 °C’de 2,5 saat inkiibasyona birakilds.

Kontrol olarak plazmit puC 18 kullanildi. Inkiibasyon isleminden sonra tiiple
kisa bir siire santrifiij edildi ve % 1’lik agaroza yiiklenerek yiiriitiildii. Goriintiileme

yapilarak polimorfizmler tespit edildi.

2.2.4.6. RNA lizolasyonu

RNA izolasyonu tam kan orneklerinden yapildi ve izolasyonda Qiagen QIAmp

RNA Blood Mini kit kullanildi. Izolasyonun yapilis::

1. Eppendorf tiipe 200 pL kan kondu (I16kosit) ve tizerine 1000 uL EL tampon ilave
edildi.

2. 10-15 dk. buz iizerinde inkiibasyona birakildi, inkiibasyon esnasinda iki kere kisa
vorteks yapildi.

3. 4°C de 400 g’de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant tamamen uzaklastirildi ve
geriye 1okosit pelleti elde edildi.

4. Pellet tizerine 1000 uL. EL tampon eklendi. Kisa araliklarla vortekslenerek hiicreler
tekrar ¢oziildii.

5. 4°C de 400 g de 10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant tamamen uzaklastirildi.

6. 4 ve 5. basamaklar tekrar edildi.

7. Lokosit pelleti {izerine 600 uL RLT tampon ilave edildi ve vorteks veya pipet ile

karistirildi.
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8. Lizat mor kapakli spin kolon tiipiine pipetlendi. 2 dk. 14.500 rpm’de santrifiij edildi
ve kolon atildu.

9. Homojenat {izerine 600 puL %70’lik etanol ilave edildi ve pipetaj yapildi.

10. Homojenat beyaz kapakli kolonlara dikkatli bir sekilde pipetlendi. Kolona yiikleme
hacmi 700 pL’dir. 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edildi ve toplama tiipiindeki
slipernanat tamam uzaklastirildi ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

11. Kalan homojenat tekrar kolona dikkatlice yiiklendi ve 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij
edildi, slipernatat atild1 ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

12. Kolon iizerine 700 pL. RW1 tamponundan ilave edildi ve 15 sn 10.000 rpm’de
santrifiij edildi, toplama tiipii atildu.

13. Kolon yeni bir tiip lizerine yerlestirildi ve tizerine 500 pL RPE tamponundan
eklendi 15 sn 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

14. Toplama tiipiindeki s1v1 dokiildii. Kolonun agzi dikkatli bir sekilde agild1 ve 500 pL
RPE tamponundan eklendi 3 dk. en yiiksek hizda santrifiij edildi.

15. Kolon yeni bir tiipe aktarildi ve en yiiksek hizda 1 dk. santrifiij edildi.

16. Toplama tiipii atild1 ve kolon 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tlipline aktarildi.

17. Kolon iizerine 50 uL RNase free su ilave edildi ve 1 dk. 10.000 rpm’de santrifiij
edildi.

18. izole edilen RNA nin konsantrasyonu nanodrop ile 260 nm de él¢iildii.

19. c¢DNA sentezi i¢in izolat -80 °C bir ay saklanabilmektedir.

2.2.4.7. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’dan reverse transkripsiyon kiti ile ¢cDNA sentezi yapildi.

Sentez sirasinda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 12°de verilmistir.
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Tablo 12. cDNA senzinde kullanilan malzemeler ve miktarlari

icerik Miktar(uL)
5X reaksiyon tamponu 4,0
MgCl, ( son konsantarsyon 1,5-8 mM olmali) 4,8
dNTP (0,5 mM) 1,0
Riboniikleaz inhibitorii (reaksiyon ortaminda 20 U olmali) 0,5
Reverse traskriptaz 1,0
Ultra saf steril su 3,7

Biitiin pipetlemeler buz lizerinde yapildi. Hazirlanan karisim mikrosantrifiij
tiipiine kondu ve iizerine toplam hacim 20 pL olacak sekilde RNA ile random primer
ilave edildi. Tiipler ilk olarak 1s1 blogu iizerinde 25 °C’de 5 dk. bekletildi ve sonra
42 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda sentezlenen

c¢DNA’lar real-time PZR’de kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi.

2.2.4.8. gqRT-PCR Yontemiyle Sortl Ekspresyonunun Belirlenmesi

Sortl’in gen ekspresyonunun Real-Time PCR’da 6l¢limii i¢in Bio-RAD CFX96
cihazi kullanildi. Amplifikasyonlar 20 pL toplam reaksiyon hacmi igerisinde, cDNA,
Sortl TagMan probu ve TagMan master mix kullanilarak gergeklestirildi. Sortl gen
ekspresyonunu normalize etmek i¢inde 18S TagMan prob kullanildi. Real-Time PCR
icin yapilan pipetlemeler Tablo 13’de verilmistir ve qRT- PCR cihazinin ¢alistirildigi

sicaklik kosullar1 ise Tablo 14’de verimistir.
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Tablo 13. Real-Time PCR reaksiyon karisimi

Kullamilan Malzemeler Miktar(pL)
Rnase-Free su 6
2X TagMan universal PCR MasterMix 10
20X Sortl primer ve probu (HAM) 1
20X 18S primer ve probu (VIC) 1
cDNA 06rnegi 2
Toplam hacim 20

Tablo 14. gRT- PCR sicaklik kosullar

gRT-PCR Sicakhik (°C) Zaman Dongii sayisi
UDG inkiibasyonu 50 2 dk. 1
AmpliTaq Gold, UP Enzim Aktivasyonu 95 10 dk. 1
Denatiirasyon 95 15 sn

Uzama 60 1 dk. 40

AACT metodu ile ekspresyon analizi CFX Manager software iizerinde

gerceklestirildi.

2.2.49. LDL ve HDL Altsiniflarinin Analizi

Lipoproteinler ve lipoprotein alt gruplart LIPOPRINT sistemi (Quantimetrix 48-
9150) ve Lipoprint sistem LDL ve HDL alt gruplari tayin kitleri (Quantimetrix 48-7002)
kullanilarak belirlendi. LIPOPRINT sistemi ilk ve tek FDA onayli, LDL ve HDL alt
gruplarinda kolesterol tayini i¢in kullanilan, kullanima hazir reaktifleri, hardware ve
software donanimu ile biitlin bir sistemdir. Bu sistem her bir lipoprotein alt grubundaki

kolesterol diizeyini 1 mg/dL siirina kadar 6lgebilmektedir. Kolesterol miktar1 tayinine
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ek olarak partikiillerin tanecik biyiikligii ve yogunlugu da belirlenmektedir.
LIPOPRINT sistemi jel gradienti kullanilmadan, lineer poliakrilamid jel elektroforezi

yontemi ile ¢alisan bir sistemdir.

2.2.4.9.1. Lipoprint Sistem Bilesenleri

Bilgisayar, Lipoware Analiz Programi icermektedir. Renkli yazici, dijital tarayici,
elektroforez ¢emberi, giic kaynagi, jel tiipleri i¢in rak vefotopolimerizasyon i¢in 1s1k

kaynagindan olusan bir sistemdir.

2.2.4.9.2. LDL ve HDL Altsimif Tayin Kiti Bilesenleri

Jel tiipleri; lineer poliakrilamid jel (yigma jeli ve ayirma jeli) ile dolu cam tiipler.
Yiikleme jeli; akrilamid, N, N-metilenbisakrilamid, lipofilik boya, tampon. Tampon; tris

(hidroksimetil) aminometan, borik asitten olusmaktadir.

2.2.4.9.3. Deneyin Calisma Prensibi

Yiikleme jeli bileseni olan lipofilik boya her bir lipoproteindeki kolesterol miktari
ile dogru orantili olarak baglanir ve daha sonra boyanan lipoproteinlere elektroforez
islemi uygulanir. Elektroforezin ilk asamasinda, lipoprotein partikiilleri yiikleme ve
yigma jeli yardimi ile tek bir bantta yogunlasir. Sonraki asamada ise lipoprotein
partikiilleri ayirma jelinde partikiil biiyiikliiklerine gore en biiyiikten en kiictige dogru

hareket ederek bantlar olustururlar.

LDL altsinif tayininde jelde en hizli HDL, arkasindan da sirasi ile kiigiik-yogun
LDL, biiyiik- az yogun LDL, esas olarak IDL’ den olusan orta bantlar ve son olarak da
VLDL ilerler. Eger numunede silomikron varsa yigma jelinin {ist kisminda goriiniir ya
da yiikleme jelinde kalir. Elektroforez tamamlandiktan sonra farkli yogunluklarda
boyanan lipoprotein alt gruplar1 (bantlar), baslangic referans noktasi olarak VLDL
(VLDL=0) ve ileri referans noktasi olarak HDL (HDL=1) alinarak relatif mobilitelerine
(Rf) gore belirlenir (Sekil 19).
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Sekil 19. Lipoprint jel tiiplintin gériiniimii.

HDL altsinifi tayininde ise jelde en hizli albiimin, ardindan da sirasiyla kiigiik,
orta ve biiylik HDL hareket eder. LDL/VLDL istif halinde kalir ve jelin {ist kismindadir.
Elektroforez isleminden sonra farkli yogunluklarda boyanan HDL altsiniflari (bantlar),
baslangi¢ referans noktasi olarak LDL/VLDL (LDL/VLDL=0) ve ileri referans noktasi
olarakda albiimin (Albiimin=1) alinarak Rf gore belirlenir (Sekil 20).
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Sekil 20. Lipoprint jel tiipiiniin ve HDL bantlarinin sematik gériiniimii.
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Her bir lipoprotein i¢in bant alani belirlenir ve otoanalizérde dlciilen total
kolesterol miktar1 ile carpilarak her bir banttaki kolesterol miktart mg/dL olarak
bulunur. Biitlin bu hesaplama islemleri elektroforez tamamlanip, jel tiipleri dijital

tarayicida tarandiktan sonra Lipoware analiz programi kullanilarak yapilmaktadir.

2.2.4.9.4. LDL Altsinif Tayinin

2.2.4.9.4.1. Deneyin Yapihs1

Analiz i¢in 12 saatlik aglik sonrasi elde edilen serumlar kullanildi. Analiz
yapilmadan once kit oda sicakligina gelmesi i¢in buzdolabindan ¢ikarilip 30-45 dk. oda
sicakliginda bekletildi. Jel tiipiine 25 uL serum ve 200 uL yiikleme jeli pipetlendikten
sonra tiipler alt-iist edilerek karismasi saglandi. Tiipler 35 dk. boyunca florasan isiga
maruz birakilarak jelin polimerize olmasi saglandi. Polimerizasyon isleminden sonra tiip
basina 3 mA voltaj olacak sekilde 1 saat elektroforez islemi uygulandi. Elektroforez
sonrast jel tiiplerinde bantlarin gorinimii Sekil 21°de gorilmektedir. Jel tiipleri dijital

tarayicida tarandi ve Lipoware analiz programi ile degerlendirildi.
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Sekil 21. Elektroforez sonrasi jel tiiplerinde bantlarin goriiniimii.

2.2.4.9.4.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi

LIPOPRINT sistem ile lipoproteinler 12 alt grupta siniflandirilabilir: VLDL, orta
bantlar C, B, A; IDL, kalint1 lipoproteinler ve lipoprotein (a), LDL alt gruplari, HDL.
LIPOPRINT sistem ile LDL en fazla 7 alt gruba ayrilir, LDL alt gruplar1 en biiyiik
partikiilleri igeren LDL-1’den, en kiiciik partikiilleri iceren LDL-7’ye kadar
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gruplandirilabilir. Lipoprotein alt grup profilleri, ortalama LDL partikiil biiyiikliikleri
esas alinarak “Tip A” (pattern A, normal) ve “Tip B” (pattern B, aterojenik) olarak
siniflandirilmistir. Agirlikli olarak biliyiik ve az yogun LDL alt gruplarima (LDL-1 ve
LDL-2) sahip bireyler “Tip A”, kii¢iik ve yogun LDL alt gruplarina sahip bireyler “Tip
B” olarak nitelendirilmektedir (Rizzo andBerneis, 2006a; Rizzo and Berneis, 2006b;
Auatin vd., 1988). Normal bir lipoprotein profili (Tip A) VLDL, orta bantlar C, B ve A,
LDL ve HDL bantlarina sahiptir, homojen LDL dagilimi (LDL-1 ve LDL-2) gosterir
(Sekil 22 ve Sekil 23). Aterojenik bir lipoprotein profilinde (Tip B) ise heterojen LDL
dagilim1 gorilir, yukaridaki bantlara ek olarak LDL-3’ten LDL-7’ye kadar bes farkli
LDL alt grubu goriilmektedir (Sekil 22 ve Sekil 24).

Sekil 22. Bes farkli bireyin lipoprotein alt grup dagilimlari.
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Sekil 23. KAH acisindan diisiik riskli lipoprotein altsinif profili.

57



YLDL MID LDL HDL

Sekil 24. KAH agisindan yiiksek riskli lipoprotein altsinif profili.
2.2.4.9.5. HDL Altsimf Tayini
2.2.4.9.5.1. Deneyin Yapihisi

HDL altsinif analizindede tipki LDL altsinif analizinde oldugu gibi 12 saatlik
aclik sonrasi elde edilen serumlar kullanildi. Analiz yapilmadan 6nce kit oda sicakligina
gelmesi icin buzdolabindan ¢ikarilip 30-45 dk. oda sicakhiginda bekletildi. Ilk olarak jel
tiplerine 25 pL serum ve 300 uL yiikleme jeli pipetlendi. Tiipler alt-iist edilerek
karismasi saglandi vetiipler 30 dk. boyunca florasan 1siga maruz birakilarak jelin
polimerize olmas1 saglandi. Siire bitiminde tiip basina 3 mA voltaj olacak sekilde 50 dk.
elektroforez islemi uygulandi. Jel tiipleri dijital tarayicida tarandi ve Lipoware analiz

programui ile degerlendirildi.
2.2.4.9.5.2. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Lipoprint HDL sistemi ile HDL biiytik, orta ve kiiciik seklinde gruplandirilarak 10
altsinifa ayrilabilir. Bantlarin sayisi ve her bir bandin boyama yogunlugu hastadan
hastaya degisir. KAH riskini tahmin etme bakimindan HDL altsiniflar1 toplam HDL-K
daha degerli olabilecegi diislintilmektedir. Son yillarda yapilan aragtirmalarda biiyiik
HDL altsinifinin ateroskleroza karsi daha koruyucu oldugu belirtilmistir (Bostan, vd.,
2015). HDL altsimiflarinin anti-aterojenik rolii oldukga tartismalidir. Bazi galismalarda

kiigiik HDL altsiniflarinin daha koruyucu oldugu 6ne siiriiliitken bazi1 epidomiyolojik
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calismalarda ise kiiciik HDL’ nin daha yiiksek seviyede ve biiyilkk HDL’ nin daha diisiik
seviyede olmasmin bireyleri KAH’na daha yatkin hale getirdigni ortaya koymustur
(Lagos vd., 2009). KAH riski bakiminda daha koruyucu HDL profili Sekil 25’de daha
az koruyucu olan HDL profili ise Sekil 26’da gosterilmektedir.
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Sekil 25. KAH agisindan koruyucu HDL profili.

YLDL HDL Subfractions Albumin
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Sekil 26. KAH agisindan daha az koruyucu HDL profili.
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2.2.5. istatistik Analiz

Elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov—Smirnov testine
gore belirlendi. Sayisal olan verilerin merkezi egilimleri parametrik olanlar aritmetik
ortalama (X) ve standart sapma (SD), nonparametrik olanlar ortanca ve ¢eyrekler arasi
aralik [ortanca (%25-%75)] seklinde ifade edildi. Kategorik degiskenler yiizde (%)
olarak verildi. Normal dagilim gosteren verilerin gruplar arasi varyans analizi ANOVA
testine gore, nonparametrik olanlar ise Kruskal-Wallis (ikili karsilagirilmast Mann-
Whitney U testi) testine gore yapildi. Parametrik dagilim gosteren 2 grubun varyans
analizi Student t-testine gore analiz edildi. Gruplar arasi kategorik degiskenlerin
farklilig1 ise Ki-kare testine gore tespit edildi. Gruplardaki degiskenler arasindaki iliski
Spearman korelasyon testine gore tespit edildi. p<0,05 degeri istatiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calisma; anjiyografi sonucu ¢esitli diizeylerde damar tikaniklig1 tespit edilen 162
hasta ve 49 saglikli bireylerden olusturulmustur. Calisma gruplarinin demografik
bulgulart karsilastirildiginda; yapilan istatistik analiz sonucunda yas, hipertansiyon ve
DM Kkarsilagtirildigi zaman gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmistir (p<0,001). Benzer sekilde dislipidemi ve sigara bakimindan da gruplar
arasinda (p<0,01) anlamli bir farklilik gosterilmistir. Ancak cinsiyet, VKI ve bel ¢evresi

acisindan fark olmadigi belirlenmistir. Sonuglar Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. KAH ve kontrol grubuna ait demografik bulgular

Parametreler Kontrol KAH P degeri
(n=49) (n=162)

Yas (y1l) 56+6 61 £10 <0,001
Cinsiyet , 3,% (n) 71 (34) 74 (119) >0,050
VKI (kg/m?) 30+5 30+5 >0,050
Bel Cevresi (cm) 106 + 25 103 +£13 >0,050
Hipertansiyon, % (n) 0 (0) 66 (107) <0,001
DM, % (n) 0 (0) 32 (52) <0,001
Dislipidemi, % (n) 59 (29) 73 (116) <0,050
Sigara, % (n) 20 (10) 39 (63) <0,010
Tikali Damar Sayis1

1 Damar tikali, % (n) - 29 (47) -

2 Damar tikal1, % (n) - 44 (71) B

3 Damar tikali, % (n) - 27 (44) R
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Calisma gruplarmin lipit profilleri karsilastirildiginda, yapilan istatistik analizde
gruplar arasinda TAG agisindan bir fark oldugu fakat bu farkliligin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Ayrica gruplar arasinda TK, LDL-K ve HDL-
K diizeyleri bakimindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir
(p>0,05). Serum apoprotein seviyeleri istatistiksel olarak analiz edildiginde; KAH da
Apo A ve Apo E diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik oldugu
(p<0,05) gosterilirken Apo B seviyelerinde herhangi bir anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05). Serum lipit profili ve apoprotein seviyeleri ile ilgili sonuglar
Tablo 16’da verilmistir. Yine ¢alisma gruplarinin lipit profilinin grafiksel gosterimi

Sekil 27°de verilmistir.

Tablo 16. Calisma gruplarinin lipit parametreleri ve serum apoprotein seviyeleri

Olciilen parametreler Kontrol KAH P degeri
(n=49) (n=162)
TAG (mg/dL) 125 (116-162) 151 (156-193) >0,050
TK (mg/dL) 215+ 47 210 £48 >0,050
LDL-K (mg/dL) 145 (132-157) 130 (128-143) >0,050
HDL-K (mg/dL) 41 (40-45) 40 (40-44) >0,050
Apo A (mg/dL) 129 (124-138) 108 (108-115) <0,001
Apo B (mg/dL) 100 (96-113) 109 (109-116) >0,050
Apo E (mg/dL) 4,40 (4,10-5,30) 4,00 (3,97-4,46) <0,050
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Sekil 27. KAH ve kontrol gruplarina ait serum lipit profillerinin grafiksel gosterimi.

Calisma gruplarmin lipoprotein altsinif analizi lipoprint sistemi ile yapildi ve
sonuglar Tablo 17’de verilmistir. Kontrol grubuna gore KAH’da SALDL diizeyleri
belirgin bir sekilde daha yiiksek, ortalama LDL ¢aplarinin ise daha kiigiik oldugu tespit
edilmistir (p<0,001). Yine LbLDL diizeylerinin ise daha disik oldugu saptanmistir
(p<0,05). Benzer sekilde ¢alisma gruplarmin HDL altsiniflarina istatistiksel analiz
uygulandiginda, hem L-HDL’de hem de S-HDL’de istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik saptanmistir (p<0,05). KAH saglikli kisilere gore anlamli diizeyde daha
disik L-HDL ve daha yiiksek S-HDL fraksiyonlarina sahip oldugu gosterilmistir.
Ancak M-HDL diizeylerinde gruplar arasi herhangi bir farklilik tespit edilmemistir
(p>0,05). Lipoprotein altfraksiyon verilerinin grafiksel gosterimi Sekil 28’de
belirtilmistir.
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Tablo 17. Calisma gruplarinin lipoprotein altsinif seviyeleri

Olgiilen parametreler Kontrol KAH P degeri
(n=49) (n=162)
Ortalama LDL gap1 ( A°) 271(270-271) 267 (264-266) <0,001
Sd-LDL (mg/dL) 3(2-13) 7 (19-28) <0,001
Lb-LDL (mg/dL) 67 (63-74) 60 (56-66) <0,050
L-HDL (mg/dL) 12 (11-14) 10 (10-11) <0,001
M-HDL (mg/dL) 20 (19-22) 20 (19-21) >0,050
S-HDL (mg/dL) 10 (9-11) 11 (11-12) <0,010
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Sekil 28. Caligma gruplarina ait lipoprotein altsiniflarinin grafiksel gosterimi
(*: p<0,001 ve **: p <0,05).

Ayrica c¢aligmaya alinan katilimcilarin LDL altfraksiyonlar1 fenotipik olarak
aterojenik ve anti-aterojenik sekilde nitelendirilerek, kontrol grubuna gére KAH’da
daha yiiksek siklikta aterojenik fenotip (fenotipB) ve daha diisiik anti-aterojenik fenotip
(fenotipA) sikligr gozlemlenmistir (p<0,001). Ayrica LDL-K’iin aterojenitesi LDL ¢ap1
ile ters orantilidir. Bu sebeple LDL boyutu 263A° altinda olan kontrol ve hasta gruplar
kiyaslandiginda, KAH grubu istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik boyutlu
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LDL’ye sahip oldugu belirtilmistir (p<0,001). Bu analizlerin sonug¢lar1 Tablo 18’de ve
Sekil 29°da gosterilmistir.

Tablo 18. KAH ve kontrol grubunun LDL boyutlar ve fenotip 6zellikleri

P Kontrol KAH
Olgciilen parametreler P degeri
(n=49) (n=162)
LDL boyutu (< 263A°), % (n) 4(2) 30 (49) <0,001
Fenotip A, % (n) 82 (40) 40 (64) <0,001
Ara Fenotip (IM), % (n) 4(2) 21(34) <0,001
Fenotip B, % (n) 14 (7) 39 (63) <0,001
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Sekil 29. Calisma gruplarinin LDL boyutlar1 ve fenotip 6zellikleri (* : p < 0,001).

Kardiyovaskiiler hastalik riskini ortaya koymada lipoprotein ve altfraksiyonlari
onemli katki saglayan belirteclerdir. Ancak hastalik riskini belirlemede; lipit,
lipoprotein ve apoprotein degiskenlerinin birbirleriyle oranlari, bunlarin plazma
seviyelerinden daha etkili oldugu ileri stirilmektedir (Walldius, 2012). Bu oranlar daha
cok pro/antiaterojenite ile iliskili lipidik parametrelerinden olugmakta ve bu sayisal
degerin biiyiikliigli aterojenite egilimlerini isaret etmektedir. Gruplar arasinda
TK/HDL-K oraninda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05). Calisma gruplarinin
TG/HDL-K oran1 karsilastirildiginda ise, bu oran hasta grubunda kontrol grubuna gore
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daha yiksek bulunmustur (p<0,05). Calisma gruplarinin ApoB/ApoA oranlar
incelendiginde, hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001). Bu oranlarin aterojenite {izerine olan
etkisinden yola ¢ikarak mevcut ¢alismada da alt fraksiyonlarin pro ve anti aterojenik
fraksiyon sekillerinin (Sd-LDL/S-HDL ve Sd-LDL/L-HDL) oranlart incelenmistir.
Buna gore de sayisal biiyilikliiglin aterojenite ile lineer oldugu diigiiniilen Sd-LDL/L-
HDL ve Sd-LDL/L-HDL oranlar1 hasta grubunda kontrol grubuna gére daha yiiksek
bulunmustur ve bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). Bunlarin yani sira LDL-K/ApoB orani da aterojenitenin bir gostergesi olan
LDL g¢apinin tahmin edilmesinde kullanilmaktadir. Hasta grubunda bu oran kontrol
grubuna gore daha yiiksektir ve sonuglar istatistiksel olarak da anlamhidir (p<0,001).
Calismadaki gruplarin aterojenite indeksi Tablo 19°da ve Sekil 30°da verilmistir.

Tablo 19. Calisma gruplarinin lipidik parametreleriyle iliskili aterojenite indeksleri

Aterojenite indeksleri ol st P degeri
(n=49) (n=162)
TK/HDL-K 5,11 (4,77-5,54) 5,10 (5,01-5,59) >0,050
TAG/HDL-K 3,29 (2,77-4,25) 3,81 (4,08-5,49) >0,050
Sd-LDL/L-HDL 0,20 (0,80-1,68) 0,55 (2,29-6,31) <0,001
Sd-LDL/S-HDL 0,31 (0,21-0,89) 0,58 (1,58-2,65) <0,001
LDL-K/Apo B 1,37 (1,34-1,43) 1,18 (1,17-1,28) <0,001
Apo B/Apo A 0,80 (0,74-0,85) 0,96 (0,97-1,09) <0,001
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Sekil 30. Calisma gruplarinin aterojenite indeksinin grafiksel gésterimi (* : p < 0,001 ve

**: p < 0,05).

Ateroskleroz patofizyolojisi basit bir lipit birikiminin yani sira inflamatuvar
aracillarin da 6nemli bir yer tuttugu multifonksiyonel bir hastaliktir. CRP doku
enflamasyonunda non-spesifik olarak yiikselen 6nemli bir inflamatuvar markirdir. Bu
sebeple mevcut calismada enflamasyonla iligskili olan aterom plak olusumunu
degerlendirmek i¢in CRP degerleri de incelenmistir. Kontrol grubunda 0,19 (0,28-0,89)
mg/dL olan CRP degeri hasta grubunda 0,40 (0,48-0,92) mg/dL’ye yiikseldigi
saptanmigtir. Gruplar arasindaki fark ise istatistiksel olarak p<0,001 diizeyinde farkli
bulunmustur. Kontrol grubu ile hasta grubunun CRP diizeyleri arasindaki farkliligin

grafiksel gosterimi Sekil 31°de verilmistir.
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Sekil 31. Calisma gruplarinin CRP seviyelerinin grafiksel gosterimi (* p < 0,001).

Lipit metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar KAH i¢in de bir risk
faktoridir. Lipit fonksiyon bozuklugu ve KAH riskinin genetik yatkinligini
degerlendirmek amaciyla kromozom 1p13°de kodlamayan alanda yer alan rs599839 gen
bolgesindeki tek niikleotiddeki polimorfik dagilim (polimorfizm) incelenmistir. Bu
analiz icin ilk olarak rs599839 gen bolgesi PZR islemi ile ¢ogaltilmis ve PZR iirlinii
agaroz jel elektroforez teknigi ile incelenmistir. PZR islemi sonucu olusan iiriiniin

elektroforez goriintiisii Sekil 32°de verilmistir.
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Sekil 32. PZR iirtinleri ( M: 100bp DNA markir, NA: A kodlu denegin PZR {iriinii, NB:
B kodlu denegin PZR firiinii, NC: C kodlu denegin PZR iiriinii ve ND: D
kodlu denegin PZR iiriinii.).

PZR idriinleri tagl kesim enzimi ile kesilerek varyantlar tespit edilmistir.
Rs599839’da A alleli var ise enzim ile kesilmezken G alleli varliginda kesilmektedir.
Kesim islemi sonrasi olusan triinler % 2’lik agaroz jelde kontrol edildi ve iriiniin

elektroforez goriintiisii Sekil 33’de verilmistir.
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Sekil 33. Kontrol ve kesim iriiniiniin jel goriintiisit (M: 100 bp DNA markiri, Al, BI,
C1 ve DI1: bu kod numarasina sahip deneklerin kesim enzimi olmadan kesim
islemi yapildiktan sonraki jel goriintiileri A2, B2, C2 ve D2 kesim enzimi

varhiginda gerceklesen kesim islemi sonucu olusan jel goriintiisii).

Calisma gruplarindan elde edilen bulgulara istatistiksel analiz uygulandiginda;
rs599839°da major (A) allelinin (mindr (G) alleli) goriilme sikligi saglikli kontrol
grubuna gore hasta grubunda ciddi bir fark bulunmamistir (hasta grubunun %69, saglikli
kontrol grubunda %67). Benzer sekilde koruyucu (AG + GG) allelinin; kontrol
grubunun % 35’ini, hasta grubunun ise % 32’sini olusturdugu belirlenmistir. Calisma
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir. Calisma
gruplarinin 1s599839 genotip sikligi Tablo 20’de ve bulundurduklari allellerin %

degerinin grafiksel olarak gosterimi Sekil 34’de verilmistir.
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Tablo 20. Rs 599839’un genotip sikligi

Kontrol (n=49) KAH (n=162)
AA, % (n) 67 (33) 68 (111)
AG,% (n) 29 (14) 25 (40)
GG, % () 4(2) 7(11)

a0

0 A

a0

30

an - & K ontrol

WHasta
30 4

rs599839 genotip sikhg1 (%6)

20 4

10

Ah AG GG

Sekil 34. Rs599839 genotipinin katilimcilarda bulunma sikligi.

Calisma gruplart risk ve koruyucu allel bulundurma durumlarma gore
simiflandirmasi; lipit, lipoprotein, ve apoprotein seviyeleri de bu gruplandirmaya gore
degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 21’de verilmistir. Gruplar arasinda farklilik
bulundugu ancak bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli olmadigi tespit edilmistir
(p>0,05). Ayrica sadece KAH grubundaki bireyler rs599839°da bulundurduklari allel
durumuna gore lipit, lipoprotein ve apoprotein seviyeleri analiz edilmistir ve istatistik
analiz sonucunda anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05). Analiz sonuglar1 Tablo

22’de gosterilmistir.
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Tablo 21. Calismada yer alan katilimcilarin tasidiklar: allele gore lipit, lipoprotein ve

apoprotein profili

Olgiilen parametreler

(n=144)

Risk aleli (AA)

Koruyucu alel (AG + GG)

(n=68)

TAG (mg/dL)

TK (mg/dL)

LDL-K (mg/dL)

HDL-K(mg/dL)

Apo A (mg/dL)

Apo B (mg/dL)

Apo E (mg/dL)

139 (145-176)

212 (202-218)

132 (129-144)

42 (41-44)

114 (112-119)

111 (105-115)

4,00 (3,98-4,44)

136 (143-208)

207 (199-226)

135 (128-151)

39 (39-44)

107 (109-120)

105 (103-120)

4,40 (4,05-5,17)

Tablo 22. KAH grubunun genotiplerine gore lipit, lipoprotein ve apoprotein profilleri

Olciilen
parametreler

AA
(n=111)

AG
(n=40)

GG
(n=11)

TAG (mg/dL)
TK (mg/dL)
LDL-K (mg/dL)
HDL-K(mg/dL)
Apo A (mg/dL)
Apo B (mg/dL)

Apo E (mg/dL)

146 (148-186)

210 (199-218)

129 (126-144)

41 (40-44)

109 (107-116)

111 (105-117)

3,90 (3,87-4,41)

153 (147-258)

217 (193-233)

125 (120-154)

38 (38-47)

104 (104-121)

107 (97-124)

4,10 (3,82-5,06)

151 (113-203)

209 (168-265)

138 (101-183)

40 (34-46)

97 (90-121)

103 (82-137)

4,10 (3,04-5,46)

Calismaya katilan denekler ister risk alleli isterse koruyucu allel bulundursun

lipoprotein

altfraksiyonlari

arasinda

istatistiksel

anlamli  degisim

gozlemlenmemistir (p>0,05). Bu analizle iliskili sonuglar Tablo 23’de verilmistir.



Tablo 23. Calismada yer alan biitiin katilimcilarin allele gore lipoprotein altfraksiyon

seviyeleri

Olgiilen parametreler Risk aleli (AA) Koruyucu alel (AG + GG)
(n=144) (n=68)

Ortalama LDL ¢ap1 ( A°) 268 (265-268) 269 (266-269)

Sd-LDL (mg/dL) 6 (14-24) 4 (9-24)

Lb-LDL (mg/dL) 63 (58-68) 65 (56-70)

L-HDL (mg/dL) 11 (10-12) 10 (9-12)

M-HDL (mg/dL) 20 (19-21) 19 (18-21)

S-HDL (mg/dL) 11 (10-12) 11 (10-12)

Sadece KAH grubunda yer alan kisilerin rs599839’da bulundurduklari genotip

cesidine gore lipoprotein altfraksiyonlari degerlendirildigi zaman, istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05). Analiz sonuglar1 Tablo 24’de

verilmistir.
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Tablo 24. KAH grubunun bulundurduklar allele gore lipoprotein altfraksiyon seviyeleri

Olgiilen parametreler AA AC e
(n=111) (n=40) (n=11)
Ortalama LDL gap1 ( A°) 267 (263-267) 269 (264-268) 268 (260-270)
Sd-LDL (mg/dL) 7 (16-28) 5(10-32) 5 (2-66)
Lb-LDL (mg/dL) 61 (55-68) 61 (51-73) 54 (33)
L-HDL (mg/dL) 10 (10-12) 8 (8-13) 10 (8-11)
M-HDL (mg/dL) 20 (19-21) 20 (18-22) 19 (16-23)
S-HDL (mg/dL) 11 (11-12) 12 (11-14) 12 (9-14)

Lipoprotein altfraksiyon degerleri ¢ok genis araliklarda dagilim gosterdigi igin
elde edilen sonuglara log transformasyonu uygulanmistir ve bu islem sonrasi istatistik
analiz yapilmigtir. Yapilan analiz sonucunda sd-LDL’nin risk alleli grubunda
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Risk alleli tagiyanlarda log sd-
LDL 0,85 (0,87-1,07) mg/dL iken koruyucu allel tasiyanlarda 0,60 (0,69-1,00) mg/dL

dir ve istatistiksel olarak anlaml fark bulunmustur (p<0,05).
Risk alleli ve koruyucu allel tasiyan bireylerin aterojenite indeksleri

degerlendirildigin de, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig:

gosterilmistir (p>0,05). Hesaplanan aterojenite indeksleri Tablo 25°de verilmistir.
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Tablo 25. Tasidiklari risk ve koruyucu allele gore aterojenite indeksleri

Aterojenite indeksleri

Risk aleli (AA)
(n=144)

Koruyucu alel (AG + GG)

(n=68)

TK/HDL-K

TG/HDL-K

Sd-LDL/L-HDL

Sd-LDL/S-HDL

LDL-K/Apo B

Apo B/Apo A

5,06 (4,92-5,51)

3,58 (3,62-4,85)

0,53 (1,42-4,56)

0,50 (1,18-2,22)

1,23 (1,21-1,31)

0,93 (0,91-1,03)

5,26 (4,97-5,77)

3,65 (3,75-6,12)

0,38 (1,39-4,95)

0,40 (0,99-2,45)

1,34 (1,21-1,37)

0,92 (0,88-1,06)

Sortilin proteini Sortl geni tarafindan kodlanan ¢ok sayida ligand baglama
ozelligine sahip bir sorting proteinidir. Yapilan bir¢ok calismada sortilinin lipoprotein
metabolizmasiyla rol oynayan bazi enzim ve protein ile iliskili oldugu dolayisiyla KAH
tizerinde etkili olabilecegi one siiriildiigli i¢in Sortl mRNA ekspresyonunu calisma
gruplarinda nasil bir degisim gosterdigi arastirilmis ve ekspresyon diizeylerinin
lipoprotein fenotipi ve 1s599839°daki risk alleli varliindan nasil etkilendigi
incelenmistir. Hasta grubunda Sortl gen ekspresyonu kontrol grubundan daha yiiksek
oldugu tespit edilmis ve bu farkliligin istatistiksel olarak yiiksek anlamlilik diizeyinde
oldugu bulunmustur (p<0,001). Benzer sekilde Sortl gen ekspresyonu fenotip A ve
fenotip B’ye sahip bireylerde karsilastirilmis ve fenotip B’ye sahip bireylerde gen
ekspresyonu daha yiiksek tespit edilmistir. Gruplar arasindaki bu farkliligin istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). Ayrica yapilan ROC analizi sonucunda
CRP’nin cut-off degeri 0,25 mg/dL olarak belirlendi ve buna gérede CRP diizeyleri
gruplandirilarak (CRP-GO ve CRP-G1) Sort 1 gen ekspresyonu ile iliskisi
karsilagtirillmisttr.  CRP-GO (CRP  diizeyi 0,25 mg/dL altinda olanlar) ile
karsilastirlldiginda CRP-G1°’de (CRP diizeyi 0,25 mg/dL iistiinde olanlar) gen
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). Yapilan analiz sonucunda Sortl mRNA ekspresyon degerleri Tablo 26°da ve
Sekil 35’de verilmistir.
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Tablo 26. Sortl mRNA ekspresyon degerleri

SortImRNA ekspresyonu
Gruplar P degeri
(fold-change)
Kontrol 1,0 +0,05
KAH 2,5+0,25 0,001
Fenotip A 1,0+0,02
Fenotip B 1,2+0,03 0,001
CRP-GO 1,0 £0,03
0,001
CRP-G1 1,4+0,01
i} 3 1,25 -
=
2 23 g LI-
£ = & _115
gy’ + ¥
ﬂ.‘!l_g 1,5 %‘E 1,1 7
% = 2 4105 -
o] 1 E ] x
a7 0 =S 1 !
a
b ’ T
S 0 S 095 -
Kontrol KAH 0.2 -
Pattern A Pattern B
1.6 -
5 14
z
1.2 A
p_ " :
2% 1 - I
- —; 0.8 -
=
1= = 06 -
5 0.4 -
% 0.2 -
0 -
CRP-GO CRP-G1

Sekil 35. Sortl mRNA ekspresyon degerlerinin grafiksel gosterimi (* : p < 0,001).
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Sortl gen ekspresyonu ile rs599839°daki SNP arasindaki iliski incelendi.
Calismada yer alan toplam katilmcilarda, 1s599839°da homogizot A alleli
bulunduranlarda homozigot G alleline gore gen ekspresyonu daha diisiik seviyede
gozlemlenmis ve bu farkliligin istatistiksel olarak p< 0,001 diizeyinde anlamli oldugu
tespit edilmistir. Ancak heterozigot A alleli varliginda Sortl gen ekspresyonu,
homozigot G alleli bulunduranlardan diisiikk, homozigot A alleli bulunduranlar ile
benzer diizeyde oldugu tespit edilmistir. Heterezigot A alleli ile homozigot Galleli
arasindaki farklilikta istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,001). Sadece KAH grubu
katilimcilarinda polimorfizm ve gen ekspresyonu arasindaki iligki incelendiginde,
homozigot A ve G allel varliginda gen ekspresyonunda istatistiksel agidan anlaml
farklilik tespit edilmemistir (p>0,001). Fakat AG alleli bulunduran bireylerde, hem AA
hem de GG alleli tasiyanlara kiyasla Sort 1 gen ekspresyonundaistatistiksel olarak
anlamli bir azalma belirlemistir (p<0,001). Yalnizca kontrol grubunda yer alan
katilimcilar ele alindiginda ise, homozigot G alleli bulunduranlarda hem homozigot hem
de heterozigot A alleli tasiyanlara gore gen ekspresyonunun p<0,001 diizeyinde
anlamlilikla artig1 saptanmistir. Calisma sonuglari Tablo 27°de ve Sekil 36°da

verilmigtir.
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Tablo 27. Farkli calisma gruplarinda rs599839 genotiplerine gére Sortl mRNA
ekspresyon degerleri

Sort 1 mRNA ekspresyonu

Calisma Gruplari rs599839
(fold-change)
AA 0,61 + 0,02
Toplam Katilimcilar AG 0,58 + 0,06
GG 1,00+ 0,07 a"
AA 0,95 + 0,06
KAH AG 0,77+0,04a"
GG 1,00 £ 0,05
AA 0,41 + 0,06
Kontrol AG 0,64+ 0,10 b"
GG 1,00+ 0,07 a°

a : diger gruplar ile p<0,001 diizeyinde farklilik gostermektedir.
b": AA genotipine gére p< 0,001 diizeyinde farklilik gdstermektedir.
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Sekil 36. Farkli calisma gruplarinda rs599839 genotiplerine gore Sortl mRNA
ekspresyon degerlerinin grafiksel gosterimi (2  : diger gruplar ile p<0,001
diizeyinde farklilik gostermektedir, b" : AA genotipine gore p< 0,001
diizeyinde farklilik gostermektedir).

Rs599839°daki allleleri KAH riski agisindan koruyucu (AG + GG) allel ve risk
(AA) alleli olarak siniflandirip, bu smiflandirmaya gére Sortl gen ekspresonundaki
degisim analiz edilmistir. Toplam katilimcilarda risk alleli veya koruyucu allel
varliginda gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: tespit
edilmistir (p>0,05). KAH’da risk alleli bulunduranlar ile koruyucu allel bulunduranlar
kiyaslandiginda, AA ya sahip olanlarda Sortl gen ekspresyonun daha yiiksek oldugu
saptanmigtir. Gruplar arasindaki bu farkliligin istatistiksel olarak p<0,01 seviyesinde
oldugu tespit edilmistir. Ayn1 sekilde sadece kontrol grubunda bu alleller
karsilastirildiginda ise, koruyucu allel tasiyanlarda gen ekspresyon istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek diizeyde bulunmustur (p<0,001). Risk ve koruyucu allel

varligina gore Sortl gen ekspresyonundaki farkliligin analiz sonuglar Tablo 28°de ve

Sekil 37°de verilmistir.
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Tablo 28. Farkli ¢alisma gruplarinda rs599839 de yer alan risk alleline gore Sortl

ekspresyonu
Toplam Katihmeilar KAH Kontrol
Sortl mRNA
ekspresyonu AA AG + GG AA AG +GG AA AG + GG

(fold-change)  (95+002 1,00+006 1,17+006 1,00+004 0,61+006 1,00+ 0,70

P degeri >0,05 <0,01 <0,001

1,4 ~

1,2 A

o
0]
1

M AA

o
(o]
1

H AG+GG

(fold-change)
o
~

o
N
1

Sort 1 mRNA ekspresyonu

0 .
Toplam Katihmecilar KAH Kontrol

Sekil 37. Farkli g¢alisma gruplarinda rs599839 de yer alan risk alleline gore Sortl
ekspresyonu (* : p <0,001).
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4. TARTISMA

Yeni milenyumda 6ne ¢ikan en 6nemli projelerden biri insan genom projesidir ve
bu projede elde edilen sonuclarin hastaliklarin genetigiyle ilgili paradigmalarin yeniden
gozden gecirilmesine, dolayisiyla hastaligin etyolojisini tanimlamada yeni yaklagimlara
neden oldugu ileri siiriilmektedir. Artik glinlimiizde hastaliklarin yalnizca tek gene ile
iliskili Mendelyan kalitimla yeni nesillere aktarilmadigi toplumun biiyiik bir kismini
etkileyen hastaliklarin (kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser, obezite ve mental
bozukluklar gibi) birgok genin belli oranda birlikte katkist sonucu olustugu ortaya
cikmistir. Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklarda oldugu gibi ¢evresel faktor ve
ilerleyen yas gibi etkenler dahil oldugunda, kompleks kalitimla olusan poligenik
hastaliklarin ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir. Genetigin hastaliklara katkisini1 anlamak ve
hastalik patofizyolojik mekanizmalarim1 ¢ozmek tedavi stratejilerinin en Onemli
asamasidir. Insan genom &zelliklerinin benzerlik diizeyi bireyler arasinda %99,9’dur
dolayisiyla bireyleri farkli yapan DNAnin sadece %0,1°lik kiigiik bir kismidir (3 milyar
DNA yap1 tasimin 3 milyonu). Kompleks hastaligin temelinde bireyler arasindaki bu
cesitlilik yatarve bu cesitliligin iki ana tiirii vardir; SNP ve CNV (Copy Number
Variation). Genom dizisindeki tek niikleotidlerin degisimiyle karakterize olan SNP’ler
benzer fizyolojik sartlarda neden bazi bireylerin saglikli iken, digerlerinin hastaliga
yatkin olmasina, dahasi ayn1 hastaligin farkli bireylerde farkl klinik tablo gostermesine
ve hatta bazi bireylerin tedaviye olumlu yanit verirken, digerlerinin vermemesine biiyiik
oranda agiklik getirmektedir. SNP’ler genomlar arast %0.1°lik yapisal degisikligin
bliylik bir kismini olusturur ve bu farkliliklarin bazilar1 zararsizken bazilar1 metabolik
bozuklukla 6ne ¢ikan ¢esitli hastaliklara (diyabet, kanser, koroner arter hastaligi) neden
olur. Yaklagik 15-30 milyon civarinda SNP oldugu tahmin edilmekte ve bunlarin biiyiik
bir kism1 gen kodlamayan bdélgelerde (non-coding) yer aldigi belirtilmektedir (Manalio
ve Collins, 2007; Goldstein, 2009; Hardy ve Singleton, 2009).

Genom boyu baglanti ¢aligmalar1 (GWAS) olarak da isimlendirilen calisma
yontemi SNP ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diyabet gibi major kompleks
hastaliklarikonu edinmektedir. Bu calismalarda hasta ve saglikli bireylerin DNA’lari
karsilastirilmaktadir. Bdylece farkli bireylerdeki genetik varyantlarin herhangi bir
varyant ile kalitimsal 6zellikler bakimindan iligkili olup olmadigin1 géstermek miimkiin

82



olmaktadir. GWAS c¢alismalarina gore; bulunan varyantlarin hastalig1 tasiyan kisilerde
daha sik olmasi, SNP ile hastaligin iligkili oldugunu ve iligkili SNP’nin hastalik riskini

etkileyen genom bolgesini isaretledigini gostermektedir.

Son on yildir yapilan GWAS c¢alismalar1 ile metabolik ve kardiovaskiiler
hastaliklarla iligkili gen bolgeleri tanimlanmistir. Bagta LDLR ve PCSK9 gibi genlerin
kardiovaskiiler hastalikta 6nemli rol oynadigi ortaya konmustur. Bu genlerin yani sira
bir¢cok genin (APOB, LDLRAP, LPL, APO E ve APO CI) etkili oldugu tespit edilmistir.
Bunlar igerisinde en dikkat c¢ekici olanlarda biri ise VSP10P domain reseptor
ailesidir. VSP10P domain reseptor ailesi norodejeneratif hastaliklarda sebepsel ajan
olarak uzun siiredir kabul gérmektedir. Ancak metabolik bozukluklar ve kardiovaskiiler
hastaliklar icin sebep geni olmasi oldukg¢a sasirtict bulunmustur. VSP10P domain
reseptOrlerinin yapisinin LDLR benzer olmasi, bu reseptdriin yeni bir lipoprotein
reseptdrii olabilir mi fikrini uyandirmistir. Ozellikle VSP10P domain reseptdr ailesinin
bes {iyesinden biri olan sortilin’in Kkardiovaskiiler hastaliklar ve lipoprotein
metabolizmast ile yakindan iliskisi oldugunu gosteren ¢ok az c¢aligmalarla ortaya

konmustur (Schmidt ve Willnow, 2016).

Yapilan mevcut ¢alismada, goniillii kontrol ve anjiyografi sonucu KAH tanisi
konan hastalarda, hem sortilin gen ekspresyonu hem de sortilin ekspresyonunu
etkiledigi ileri siiriilen kodlamayan (non-coding) rs599839 bolgesinin SNP sikligi
calisitlmis ve bu parametrelerin Ozellikle LDL altfraksiyonlariyla iliskisi ortaya
konmustur. Calisma gruplarmin Sortl gen ekspresyonu karsilastirildiginda; kontrol
grubuna goére KAH grubunda gen ekspresyonunun 2,5 kat arttigi tespit edilmistir.
Rs599839 SNP sonuglarinda ise gruplar arasinda fark olmadigi, her iki grubun major
(AA) ve mindr (GG) alleli bulundurma yiizdelerinin ayni oldugu belirlenmistir. Risk
(AA) ve koruyucu (AG+GG) allelerinin Sortl gen ekspresyonu iizerine etkisi
incelendiginde toplam ¢alisma grubunda ekspresyonda dikkate deger farklilik olmadigi
tespit edilmistir. Ancak her iki grup ayr1 ayri analiz edildiginde ise; KAH grubunda risk
alleli varliginda Sortl ekspresyonu artar iken kontrol grubunda risk alleli varliginda

Sortl ekspresyonunun azaldigi belirlenmis.
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Sortilin 1p13 kromozomunda yer alan Sortl geni tarafindan eksprese edilen
trans1 membran proteinidir. Basta hepatositler olmak iizere bir¢ok hiicrede bulunan
sortilinin lipoprotein metabolizmas1 ve KAH iizerine etkileri tartismalidir. Yapilan
literatiir taramasi1 sonucunda sortilinin 6zellikle hepatik lipoprotein metabolizmasindaki
roliiniin ¢ok yonlii oldugu ve dolagimdaki LDL-K seviyesini artiran veya azaltan bircok
mekanizma igerdigi belirtilmistir (Mortense vd., 2015). Sortilinin kardiovaskiiler
hastaliklar ve lipoprotein metabolizmasi ile olan iligkisini ortaya koyan ilk calisma
2010’de Linsel-Nitschke ve arkadaslar1 tarafindan karaciger hiicre kiiltiirtinde yapilmis
ve bu ¢alismada Sortl asir1 ekspresyonun dolasimdaki LDL partikiiliiniin azalmasin1 yol
actigimi ortaya koymuslardir (Linsel-Nitschke vd., 2010b). Ancak en kapsamli ¢alisma
iki farkli aragtirma grubu tarafindan gergeklestirilmistir: Bunlardan ilki Musunuru vd
(2010) transjenik fare modellerinde yapmis olduklari c¢alismadir. Bu c¢alismada
hepatositlerde sortilini kodlayan Sortl gen ekspresyonunun artisiyla plazma LDL-K
diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugunu ve dolayisiyla artmis sortilin
seviyelerinin KAH riskini azaltabilecegi ongoriisiinde bulunmuslardir (Musunuru vd.,
2010). Gerek Linsel-Nitschke gerekse Musunuru’nun farkli ¢alisma modellerinde elde
ettikleri benzer sonuglarint su sekilde acgiklamislardir; deney modellerinde LDL
reseptoriinii susturmuslar ve buna ragmen LDL kolesteroliin azaldig1 bulgularindan yola
cikarak sortilinin karacigerde LDL reseptorii gibi davrandigini ortaya koymuslardir.
Sonugta her iki aragtirma grubu sortilinin plazma LDL-K diizeylerinde azalmaya neden
oldugunu dolayisiyla KAH riskini diisiiriici yonde etkisi olabilecegini ileri
stirmektedirler. Yine Strong vd (2012) ise yapmis olduklar1 ¢alismada sortilinin Apo
B100 bagladigin1 ancak bu baglanmanin lizozomal degradasyon ile sonuglandigini
tespit etmislerdir. Sonugta hepatik Sortl ekspresyonu artik¢a plazma LDL-K diizeyinin
azaldig1 belirtilmistir (Strong vd., 2012). Ancak diger bir kapsamli calismadaise,
karacigerde artmig Sortl ekspresyonunun plazma LDL-K diizeyinde artisa yol actigi ve
boylece KAH riskini yiikseltebilecegini ileri siirmiislerdir. Bu arastirma grubu sortilinin
LDL-K 6nciilii olan VLDL sekresyonunu artirdigini bu nedenle bu etkinin plazma LDL-
K diizeylerindeki artisi seklinde yansidigimi one siirmislerdir (Kjolby vd., 2010).
Benzer sonug bir bagka arastirma grubu (Gustafan ve ark.) tarafindan da teyit edilmistir.
Gustafsen vd (2014) yaptig1 arastirmada; sortilinin hepatositlerde PCSK9 sekresyonunu
uyararak LDLR diizeylerini azalttigin1 6ne slirmislerdir. Kisaca Sortl ekspresyonu
artikga plazma LDL-K seviyesi arttigin1 bildirmislerdir (Gustafsen vd., 2014). Ancak
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sortilinin PCSK9 tizerinden LDLR degredasyonunu uyarmadigi dolayisiyla dolagimdaki
LDL-K diizeylerini etkilemedigini gosteren ¢aligmalar da vardir (Butkinaree vd., 2015).
Diger taraftan Musunuru’nun sonuglarina karsin Kjolby ve arkadaslarinin elde ettikleri
bulgular arasinda bir zitllk s6z konusudur. Bu farkliligin hem c¢alismadaki fare
modellerinin farkli olmasindan hem de Sortl gen aktivasyonunda (asir1 eksprese olmasi
ve susturulmasi) kullanilan tekniklerin farkliligindan kaynaklanabilecegi ileri

strilmistir (Tallve Ai, 2011).

Sortilin ateroskleroz ile olan iligkisi ise daha da karmasiktir. Mortense vd (2014)
yaptiklar1 calismada sortilinin lipoprotein metabolizmasindaki diizenleyici roliinden
bagimsiz olarak aterogenezisi dogrudan etkiledigi gosterilmistir. Sortilin ile ateroskleroz
arasindaki iligkiyi ortaya koymak amaciyla yapilan bu arastirmada; LDL reseptor
yolunu etkisizlestirmek iizere Apo E™ transjenik fareler kullanilmis ve bu farelerde
ateroskleroz patogenezinin Onemli hiicresel faktorleri olan makrofaj ve T helper
hiicreleri tercih edilmistir. Sortilin geni asir1 eksprese edilmis (sortl*’*) ve susturulmus
(sortl™) bu transjenik fareler (Apo E™) arasinda lipoprotein boyutu veya plazma
kolesterol agisindan herhangi bir fark bulunmadig tespit edilmistir. Ancak uyarilmis
Sortl gen ekspresyonuna baglh olarak yiiksek ilgiyle inflamatuar sitokinlerin
(interlokiin-6 ve inerferon-y) hiicre i¢i trafiginde (sorting) bir artis belirlenmistir. Bu
veriler 15181inda sortilinin aterogenez lehine etkisinin lipit metabolizmasindan ziyade
enflamatuar mekanizmayla iliskili oldugu éne siiriilmiistiir. Apo E™" transjenik farelerde
Sortl gen ekspresyonunun baskilanmasinin aterosklerotik lezyonda azalma ile
sonuglanmasi da bu ongoriiyii teyit etmistir (Mortense vd., 2014). Bizim ¢alismamizda
da sortilin gen ekspresyon diizeylerinin analizi 16kosit 6rneklerden elde edildigi i¢in
Mortense ve arkadaslarinin ¢alisma modeliyle benzerlik gostermektedir. Dolayisiyla
kontrol grubuna gore yiiksek sortilin ekspresyon degerlerine sahip hasta grubunun lipit
profillerinde herhangi bir anlaml fark tespit edilmemis olmasina ragmen c¢aligsmamizin
tek inflamatuar parametresi olan CRP degerlerinin anlamli bir sekilde daha yiiksek
cikmas1 Mortense’nin sonuglariyla uyumlu oldugunu gostermektedir. Ayrica ROC
analizi sonucu CRP ig¢in belirlenen cut-off degerine gore iki grup olusturulmus ve cut-
off degerinin iizerinde olan grupta Sortl gen ekspresyonunun daha yiiksek belirlenmesi
sortilinin inflamasyonu artirict etkisi olabilecegini desteklemektedir. Ancak Patel vd
(2015) LDLR™ fareler kullanarak immiin hiicrelerde sortilinin pro-aterosiklerotik
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etkisinin ~ makrofajlar  tarafindan LDL-K’iin  temizlenme  yetersizliginden
kaynaklandigin1 6ne siirmiisler ve bdylece lipoproteinlerle iliskili farkli bir yaklasim
sunmuslardir. Ayrica bu arastirmaci makrofajlarda Sortl gen aktivasyonun sitokinlerden
bagimsiz olarak vaskiiler inflamasyonunu kolaylastirarak ateroskleroz gelisimini
dogrudan artirdigini da gostermislerdir (Patel vd., 2015). Biitiin bu bilgilerin 1s18inda;
sortilinin hepatositlerde LDL reseptorii gibi davranarak plazma LDL-K diizeylerinin
azalmasi lehinde etki gosterirken makrofajlarda ise CD36 ile SR-A reseptorlerden
bagimsiz ancak ¢Opgii reseptdr gibi davranarak modifiye LDL’nin makrofajlarca
uzaklagtirllmasina dolayisiyla kopiik hiicre olusumuna neden oldugu goriilmektedir.
Sortilinin lipit metabolizmasi {izerine birbirine zit yonde ikili davranis sekli aterojenik
lipoprotein fraksiyonlarina karsi gelistirilecek tedavi stratejilerine 1s1k tutma potansiyeli
oldugu disiiniilmektedir (Patel vd., 2015).

Aterogenez iizerine etkileri diisiiniildiiglinde; lipoprotein ve altfraksiyonlar1 pro-
ve anti-aterojenik olarak smiflandirilmasi  son zamanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Rizzo ve Berneis., 2006b). Bu baglamda lipidik degiskenlerin
degerlendirilmesi Sortl gen ekspresyonuna gore yapilmistir. Mevcut ¢alismada gruplar
arasinda lipit ve lipoproteinler diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini
belirlendi. Ancak lipoprotein altsinif analiz sonuglari; hasta ve kontrol gruplarin hem
LDL hem de HDL altsiniflarinda anlamli farklilik gostermistir. Bu sonuclardan yola
cikarak 6zellikle LDL altsiniflarinin fenotiplenmesi sonucunda olusturulan pro- (pattern
B) ve anti-aterojenik (pattern A) gruplar arasinda Sortl gen ekspresyonu diizeyleri
karsilastirilmis, pattern B’de daha yiiksek Sortl ekspresyonunu bulunmustur. Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda invivo olarak elde ettigimiz bulgularimizin tez konusu
olan genin LDL altfraksiyonuyla iliskisini ortaya koyan ilk ¢aligma olmas1 agisindan
onemli oldugunu diisiinmekte ve bundan sonra yapilacak daha genis kapsaml
caligmalarm bu konuyu daha ayrintili bilgi verecegi kanaatindeyiz. Transjenik
farelerden elde edilen hiicre kiiltiir ¢alisma sonuglari; gelecekte kurgulanacak insan
caligmalarina model olacagindan sortilin-lipoprotein metabolizma iligkisini ortaya

konmasi agisindan elde edilen sonuglarin dogru irdelenmesi gerekliligine inanmaktayiz.

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde; sortilinin lipoprotein
metabolizmas1 ve aterogenez {lizerine olasi mekanistik etkilerine yonelik bazi 6n
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goriilerde bulunulmustur (Mortensen vd., 2015; Westerteps ve Tall, 2015). Sortilin
makrofaj hiicrelerde LDL reseptorii gibi davrandigi ve CD36 ile SR-A’dan bagimsiz
olarak kopiik hiicrenin en major bileseni olan modifiye LDL aliimina aracilik ettigi
gosterilmistir. Ayrica sortilin ekspresyonu baskilandiginda IL-6, TNFa ve IFNy
sekresyonunun inhibe olmasindan dolayr enflamasyonunun azaldigi belirlenmistir.
Hepatositlerde ise sortilinin LDL onciilii olan VLDL sekresyonuna aracilik ettigi
dolayisiyla plazma LDL diizeyinde artisa yol ac¢tig1 6ne siiriilmiistiir. Onerilen bir diger
mekanizma ise hepatositlerde sortilinin PCSK-9 salinimini tetikledigi ve artan PCSK-
9’un da LDL reseptoriiniin lizozomal degredasyonuna yol agarak dolasimdaki LDL-K
karaciger hiicreleri tarafindan alimimini blokladig1 iddia edilmektedir. Lipoprotein
metabolizmasi ve ateroskleroz iizerinde sortilinin etkisinin olumsuz yonde oldugu ile
ilgili goriisler suanda baskin iken sortilin anti-aterojenik etkisinin oldugu goriisii de
halen gegerliligini yitirmis degildir (Westerterp ve Tall 2015; Charles vd., 2016;
Christoffersen ve Tybjaerg-Hansen, 2015).

Sortl geninin yer aldig1 1p13 kromozomunda bulunan kodlamayan bolgelerde
(non-coding) 6nemli SNP’ler tespit edilmistir. Bu bolgelerle ilgili SNP’lerin sortilin
ekspresyonu iizerine etkileri oldugu i¢in LDL-K ve ateroskleroz ile giiclii iliskisi oldugu
belirlenmistir. Bu varyantlar 6zellikle rs599839, rs646776, rs12740374, rs629301 ve
154970834 olmak iizere kodlamayan 5 bolgede bulunmustur. Belirtilen bu bdlgelerdeki
SNP’lerin koroner arter hastaligi, miyokart enfarktiisii, abdominal aort anevrizmasi,
koroner kalsifikasyon ve koroner arter darligi gibi birgok kardiyovaskular olaylarla
yakindan iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (Kathiresan vd., 2008). Sortl gen
ekspresyonu lizerine etkisi bakimindan 6ne ¢ikan kodlamayan bolgelerden biri rs599839
dizisi olup bu bdlgenin sortilin gen aktivasyonuylu iligkisi olduk¢a ayrintili bir sekilde
calistlmistir (Musunuru vd., 2010). Yine Schadt ve arkadaslarinin 400°den fazla otopsi
karacigerinde yapmis olduklar1 ¢alismada koroner arter hastalig ile iligkili 7 tane SNP
tespit etmislerdir. Bu SNP’lerden sadece rs599839’un Sortl ekspresyonu ile iliskili
oldugunu ileri siirmiisler ve bu varyantin major allelinin (A) Sortl ekspresyonunun
azalmasina dolayisiyla LDL-K diizeylerinin artisina neden oldugunu bildirmislerdir
(Schadt vd., 2008). Bu nedenle biz de arastirmamiza kodlamayan dizi olarak rs599839
bolgesini segtik ve bu bolgedeki SNP’leri analiz ederek Sortl ekspresyonu ile rs599839
varyantlar1 arasindaki iligkiyi ortaya koyduk. Elde ettigimiz sonuglar; rs599839°da
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major allel varliginda Sortl ekspresyonunazaldigini fakat bu azalmanin LDL-K
diizeylerinde herhangi bir degisiklikle sonuglanmadigini gostermistir. Major allel ve
Sortl gen ekspresyonu arasindaki iliskiyle ilgili bulgularimizin diger arastirma
gruplarinin (Schadt vd., 2008; Musunuru vd., 2010) sonuglartyla uyumlu olmasina
ragmen plazma LDL-K diizeyleriyle ilgili sonuglarin farkli oldugu belirlenmistir.
Sonuglar arasindaki bu farklik nedeninin rs599839°daki mindr allel frekansinin diisiik
olmast ve mevcut c¢alismaya kiyasla diger arastirma gruplar1 tarafindan yapilan
caligmalarda daha fazla sayida katilimcmin yer almasiyla (kohort ¢alismasi) iliskili
oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica hem toplum farkliligi hemde SNP analiz metodundaki
farkliliktan dolay1 sonuglarda farklilik olabilecegi diisiiniilmektedir. Kardiyovaskiiler
olaylar agisindan koruyucu allel olarak kabul edilen minér allel (GG) frekansin
yiiksekligine gore katilimecilar gruplandirildiginda ise; GG allel siklig1 yiiksek olan
grupta Sort 1 gen ekspresyonun artmis oldugu belirlenmistir. Muandlein ve arkadaslari
rs599839 varyantinin  koroner arter stenozuyla yakindan baglantili oldugunu
gostermisler ve minér allel varliginda MI riskinin azaldigini ileri siirmiislerdir. Bu
arastirma grubu major (A alleli) allelin karacigerde Sortl ekspresyonunda azalmaya,
aortik damar duvarinda ise artisa yol a¢tigini1 6ne siirmistiir (Muandlein vd., 2012).
Jones ve arkadaslar1 ise rs599839 SNP’i ve Sortl ekspresyonu ile abdominal aort
anevrizmasi arasinda iligkiyi arastirmiglar ve kontrol grubuna gore hastalarda SNP’den
bagimsiz olarak Sortl ekspresyonunun yiikseldigini ortaya koymuslardir (Jones vd.,
2013). Diger bir benzer ¢alismada ise rs599839 minér allel (G alleli) varliginin azalan
LDL-K diizeyi ve MI riski ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (Wang vd., 2011). Diger
bir calismada, bu kodlamayan bolgenin mindr allel varligimin koruyucu oldugu hem
plazma LDL-K seviyesi hem de KVH riskinde azalmaya yol agtigi gosterilmistir.
Ayrica homogizot mindr allel (GG) bulunduran bireylerin periferal lokositlerinden
hazirlanan kiiltiirlerde Sortl ekspresyonunun artigi tespit edilmistir (Linsel-Nitschke
vd., 2010b). Calismamizda Sortl gen ekspresyonunun homozigot GG allel varliginda
artmasi Linsel-Nitschke’nin bulgulariyla uyumludur. Ancak bu arastirmact Sortl artisin
hastalik riskinde azalmaya yol acabilecegini vurgularken biz arasgtirmamizda hasta
grubunda gen ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu tespit ettik. Iki ¢alisma sonuglar
arasindaki farkliligin calisma Orneginin tabiatindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.
Zira Linsel-Nitschke ve arkadaslar1 bulgularim periferal 16kositlerin hiicre kiiltiiriinden
elde etmis iken bizler KAH katilimcilarin 16kositlerinden elde ettik. Calisma
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modelimizin in vitro karakterinden dolay1 elde ettigimiz sonuglarin daha gergekei

oldugu kanaatindeyiz.

Samani ve arkadagslarinin saglikli bireyler iizerinde yaptiklar1 kohort calismada;
r$599839 allel sikliklarinit homozigot G i¢in % 6, homozigot A i¢in % 62 ve heterozigot
alleler i¢in ise % 33 bulmuslardir. Bu arastirma grubu major (A) allelini risk alleli
olarak niteleyerek her bir risk alleline karsilik serum kolesterol diizeyinde yaklasik 6,5
mg/dL’lik bir artis tespit etmislerdir (Samani vd., 2008). Mevcut c¢alismada da
yukardaki siraya gore allel sikliklar1 % 4, % 67 ve % 29 seklinde bulunmustur ve bu
bulgu Samani ve arkadaslarinin sonuglariyla uyumludur. Kleber ve arkadaslari ise
kontrol grubuna gére KAH grubunda rs599839 AG ve GG allel sikliginin istatiksel
olarak daha distik oldugunu belirtmislerdir (Kleber vd., 2010). Fakat mevcut
aragtirmada kontrol ve hasta grubu arasinda % allel sikligi bakimindan bir farklilik
tespit edilememistir. Kleber ve arkadaglari c¢alismaya katilan bireyleri tasidiklari
allellere gore gruplandirip plazma lipit, lipoprotein ve apolipoprotein seviyelerini analiz
etmislerdir. Homozigot A alleli tasiyan bireyler G alleli tagiyanlara gére plazma LDL-
K, LDL-TG ve Apo B seviyelerinin daha diisiik oldugunu ve LDL yaricapinin da
azaldigin1 bulmuslardir. Yine homozigot G alleli tasiyanlarda plazma TG diizeyinin de
distiigli gosterilmis ve G allelinin KAH riski acgisindan koruyucu oldugunu
belirtmislerdir (Kleber vd., 2010). Benzer sekilde Samani ve arkadaslari da yaptiklari
aragtirmada 1s599839 varyantindaki allel siklig1 ile serum kolesterol ve LDL-K
seviyeleri arasinda bir farklilik belirlemis olsa da HDL-K diizeyinde bir farklilik
bulamadiklarin1 bildirmiglerdir (Samani vd., 2008). Yapilan mevcut c¢alismada
katihmcilar1  allel  sikhigmma gore smiflandirarak  rutin = lipit  parametreleri
karsilagtirildiginda lipit, apoprotein, lipoprotein ve altfraksiyonlarinda anlamli bir
farklilik bulunmamistir. Ancak SALDL-K log transformasyonu yapilmis ve homozigot
G alleli tastyanlarda SALDL-Kiin istatiksel olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir
ki bu sonug Kleber’in azalmig LDL-K ¢ap1 bulgusuyla uyumludur. Bulgularimizin farkl
olmasi Kleber ve Samani’nin konu edindigi calisma modelinden (kohort ¢aligmasi)
farkli olmasindan yani bu katilimci sayisinin daha kisithh olmasindan kaynaklandigini

diistinmekteyiz.
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Son yillarda serum kolesterol seviyelerinin belirlenmesi hatta bu kolesteroliin
KAH agisindan pro-aterojenik (LDL-K) ve anti-aterojenik (HDL-K) fraksiyonlarinin
tayin edilmesi bile hastalik riskinin degerlendirilmesinde yetersiz kaldigi
belirtilmektedir (Rizzo ve Berneis, 2007; Krauss ve Dreon, 1995). Geleneksel serum
lipit profili tayininden ziyade lipoprotein altsiniflarinin incelenmesi, hastalik riskinin
ortaya konulmast bakimindan daha agiklayici olacagi birgok ¢alismada bildirilmigtir
(Krauss vd., 2005; Rizzo ve Berneis, 2006a; Ramirez ve Hu, 2015). Mevcut ¢alismada
da kontrol ve KAH gruplar1 arasinda plazma lipit ve lipoprotein seviyeleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir. Diger tarafindan gruplarin lipoprotein
LDL-K altfraksiyon analizi sonucunda; saglikli goniillillere gore KAH grubunda pro-
aterojenik o6zellikli SALDL-K miktarinin daha yiiksek oldugu buna karsilik anti-
aterojenik fraksiyon olan LbLDL-K diizeylerinin ise daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Koba vd (2008) yapmis oldugu ¢alismada; kontrol grubuna gore
hastalardaSdLDL seviyesinin yiiksek oldugunu tespit etmis ve SALDL partikiili ile
onun Yyiiksek konsantrasyonu KAH i¢in kuvvetli bir risk faktorii oldugunu One
stirmiiglerdir (Koba vd., 2008). Yine bir diger arastirma grubu da, koroner arter
hastalarinda SALDL’nin daha yiiksek oranda, LbLDL’nin ise daha diisiik oranda
oldugunu belirtmislerdir (Hoogeveen vd., 2014). Bulgularimiz bu arastirma gruplarinin
verileriyle uyum gostermektedir. Benzer sekilde bir baska calisma ekibi de plazma
LDL-K, HDL-K ve TG seviyelerinin normal sinirlarda olmasina ragmen hastalarin tigte
birinden daha fazlasinin fenotip B’ye sahip olduklarini belirlemisler ve sadece LDL-K
miktarinin  analiz edilmesi KAH riskini degerlendirmede yetersiz kalacagini
vurgulamiglardir (Malhotra vd., 2012). Mevcut ¢alismada da saglhikli goniillii ile KAH
grubunun plazma LDL-K, HDL-K, TK ve TG diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmasa da hasta grubunda fenotip B’nin daha yiiksek seviyede
oldugu gosterildi ve bu sonuglarimizda Malhotra ve arkadaslarinin bulgularn ile
uyumludur. Ayrica Xu ve arkadaslar1 ortalama LDL partikiil capinin KAH grubunda
daha kii¢iik oldugunu tespit etmisler (Xu ve Fu, 2015). Yine benzer diger bir ¢alismada
Manocha ve arkadaglar1 tarafindan yapilmis ve onlarda kontrol grubuna gére KAH
grubunda ortalama LDL c¢api istatistiksel olarak anlamli derecede daha kii¢iik
bulmuslar (Manocha vd., 2014). Mevcut ¢alismamizda da ortalama LDL ¢ap1 koroner
arter hastalarinda daha diisik oldugu belirlenmis ve bu bulgular diger arastirma
gruplarinin sonuglart ile uyumludur. Hirano ve arkadaslar1 SALDL’nin daha biiyiik
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fraksiyonlara gore reseptoriine (LDL-R) ilgisinin diisiik oldugunu dolayisiyla daha uzun
plazma yar1 6miirlii oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica SALDL, oksidatif strese karsi
daha hassas oldugundan onun okside sekillerinin arter duvarina daha kolay yapistigini
belirtmislerdir. (Hirano vd., 2005). Bu da LbLDL’ye gére SALDL’nin daha aterojenik

olmasina dolayistyla KAH riski ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir.

Plazma kolesteroliiniin HDL fraksiyonu yalnizca kolesterol i¢cermedigi, protein
muhtevasinin ¢ok zengin olmasinin yapisinda yer alan enzim ve proteinlerden
kaynaklandigi uzun zamandir bilinmektedir. Dolayisiyla HDL’nin  anti-
inflamatuar/oksidant/trombotik/ fibrotik ve NO salinimini uyarma gibi pek ¢ok
fonksiyonu vardir (Navab vd.,2011). Kardiovaskiiler riski ve aterosklerosik siireci
degerlendirmede HDL altsiniflarinin plazma HDL-K’ye gore daha tatmin edici kanitlar
sunabilecegi one siiriilmektedir. Ancak HDL altfraksiyonlarinin anti-aterojenik roliiniin
tartismal1 oldugu bildirilmistir. Cogu arastirma sonuglart LHDL seviyesinin diisiik ve
SHDL diizeyinin yiiksek olmasi KAH riskini artirdigint 6ne siirerken (Zeljkovic vd.,
2008 ;Muth vd., 2010; Goliasch vd., 2012; Fendler., 2014) baz1 ¢alismalar plazma
LHDL partikiiliiniin artmis KAH riskiyle yakindan iliskili oldugunu ileri siirmiistiir
(Gugliucci vd., 2013; Watts vd., 1993). HDL atlfraksiyonlarinin KAH riski ile
iliskisindeki farkli sonuglarin sebebinin HDL altfraksiyon analizinde uygulanan
metotlarin  farkliligindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (Bostan vd., 2015).
Altfraksiyon analizinde kullanilan % 3’lik PAGE elektroforez yardimiyla yapilan
calismalarda da kontrol grubuna gére KAH grubunda LHDL konsantrasyonunu diisiik,
SHDL seviyesini yiiksek bulurken MHDL seviyesinde istatistiksel olarak anlamli fark
bulamamislardir (Xu ve Fu, 2015; Gao vd., 2016). Mevcut ¢alismada kontrol grubuna
gore KAH’larda daha diisiik LHDL-K ve daha yiliksek SHDL-K diizeylerini tespit ettik.
Elde ettigimiz bu bulgularda literatiir sonuglartyla uyumludur. Apo Al'in LHDL
yapisinda daha fazla yer aldigt ve LHDL’nin kardiovaskiiler koruyucu etkisinin
yapisindaki Apo Al ile iliskili oldugu ileri stirilmektedir (Gao vd., 2016). Bu agidan
bakildiginda mevcut ¢alismada da plazma Apo A diizeyinin KAH grubunda istatistiksel

olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

Calisma gruplarinda apoprotein degisimleri degerlendirildiginde; Apo A ve E
kontrol grubunda daha yiiksek bulunurken plazma Apo B diizeyleri arasinda istatiksel
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olarak her hangi bir fark bulunmadi. Apo E’nin VLDL ve silomikron kalintilarini
hepatik temizlenmesinde ve HDL’nin karaciger tarafindan taninmasinda onemli rol
oynadig1 ve boylece de plazma kolesterol ve TAG seviyeleri ile dolasimdaki lipoprotein
konsantrasyonunu etkiledigi dolayisiyla plazmada artmis Apo E diizeyi ile artmis
kardiyovaskiiler 6liim riski arasinda ciddi bir iligki oldugu ortaya konmustur (Mooijaart
vd., 2006).

Kardiyovaskiiler olay risklerinin degerlendirilmesinde geleneksel lipit ve
lipoprotein profillerinden ziyade lipoprotein altsiniflarinin analiz edilmesi gerektigi
yaklagimi giderek agirlik kazanmakla beraber lipoprotein altsiniflarini analiz eden
metotlarin [ultrasantrifiij, NMR, iki boyutlu jel elekteroforezi, PAGE elektroforezi
(lipoprint sistem)] cok uzun olan analiz siiresi, uzman ekip gerekliligi ve yiiksek
maliyeti nedeniyle klinik alanlarda kullanimi son derece sinirlidir. Bu sebeple aterojenik
indeks hesaplamasi yapilarak 6zellikle LDL boyutunun belirlenmesi KAH riskinin 6n
goriisiinde (prediktivite) 6nem arz ettigi ileri siiriilmektedir (Mora vd., 2009). Bu
diisiinceden yola c¢ikarak aterojenik indeks hesaplamasini yaptik ve ¢alisma gruplar
arasindaki farkliliklar1 arastirildi. Kontrol grubuna gére KAH grubunda TAG/HDL-K
ve Apo B/Apo A oranlarmin daha yiiksek oldugu ve LDL-K/Apo B orani ise daha
diisik oldugu tespit edilmistir. Ozellikle LDL-K/Apo B oram1 LDL capinin bir
gostergesi oldugu i¢in bu oranin LDL c¢apmin ongoriilmesinde 6nemli bir indekstir
(Tan1 vd., 2011). Lipoprint sistemi ile tespit edildigi diisiik LDL ¢apinin hastalarda daha
yiiksek olmasina benzer sekilde bu oranin da hasta grubunda daha diisiik bulunmustur.
Calismaya katilanlarin timii dikkate alindiginda ise LDL-K/Apo B oraniyla ortalama
LDL ¢ap1 arasinda pozitif belirgin bir korelasyon gériilmiistiir (r= 0,274, p<0,001). Bu
sonug; LDL-K/Apo B oranin LDL c¢apinin gostergesi oldugu ve KAH grubunda bu
oranin yiiksek oldugu gosteren calisma sonuglartyla uyumludur (Tani vd., 2011).
Dolayisiyla aterojenitesi tartismasiz olan LDL ¢ap biiyiikliigiinii rutin ol¢iimlerle elde
edilen lipit parametreleriyle degerlendirilmesinin daha az maliyetli olacagi ve daha kisa
stirede elde edileceginden dolay1 ¢cok degerli oldugunu diisiinmekteyiz. Apo B/apo Al
oranit pro- Ve anti-aterojenik partikiiller arasindaki dengeyi gosterdigi ve artmis
kardiovaskiiler risk profilli kisilerde bu oranin da yiiksek oldugu ortaya konmustur
(Walldius, 2012). Bu c¢alismada da kontrol grubuna gére KAH’larda Apo B/Apo Al
orani yiiksek bulunmustur. Diger bir indeks olan TAG/HDL-K oran1 ise saglikli goniillii
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grubu gore hasta grubunda daha yiliksek bulunmus ve da Luz ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calisma sonuglariyla uyumludur (Da Luz vd., 2008). Ayrica Hanak yaptigi
calismada TAG/HDL-K orani ile fenotip B arasinda pozitif bir iliski tespit etmislerdir
(Hanak, 2004). Mevcut ¢alismada da TAG/HDL-K orani ile plazma SALDL seviyesi
arasindaki pozitif korelasyon (r= 0,254, p<0,01) belirlenmistir ve bu bulgumuz
Hanak’in arastirma sonuglariyla benzerlik gostermektedir. CETP araciligi TAG’ce
zengin VLDL fraksiyonundan HDL fraksiyonuna TAG transferi olurken ayn1 anda ester
kolesteroliin VLDL’ye gecisi sonucu kolesterolce zengin LDL fraksiyonundaki
(6zellikle SALDL) artis bu aterojenik oran ile SALDL-K arasindaki pozitif iligkiyi
aciklayabilecegi diisiiniilmektedir. Koroner arter hastalik riskini degerlendirilmesinde ve
uygulanan tedavilerin  takibinde yukarida belirtilen aterojenik  indekslerin
kullanilabilecegini diistiniilmekte ve bu bulgular 1s1ginda acaba SdLDL/L-HDL ve
SALDL/S-HDL oranlarinin hastalik risk 6ngoriisiinde ne kadar etkilidir sorusuna cevap
bulmaya calisildi. Yapilan analiz sonucunda saglikli kontrol grubuna gore KAH
grubunda her iki oranda istatistiksel olarak anlami bir artis tespit edildi. Ancak yapilan
tarama sonrasinda SALDL/L-HDL ve SALDL/S-HDL oranlarin1 konu eden ¢alismayla
kargilasmadigimiz igin sonuglarimizi karsilagtirma olanagi bulamadik. Katilimeilar risk
alleline gore siniflandirilip bu indeksler karsilastirildiginda ise; bu indekslerde herhangi
bir farklilik bulunmamistir. Yine literatiirde rs599839 risk alleline gore smiflandirip
aterojenik indeks hesaplamalarin1 konu edinen arastirmalara rastlanmadigindan dolay:

sonuglarimizi karsilastiramadik.

Bu calisgmada kromozom 1pl3 gen bdlgesinde yer alan sortilin proteinini
kodlayan Sortl gen ekspresyonunun lipoprotein metabolizmasi iizerindeki etkisi ayni
gen bolgesinde kodlamayan alanda yer alan rs599839 SNP’i esliginde degerlendirildi.
Benzer demografik Ozelliklere sahip saglikli goniilli ve koroner arter hastalari
arasindaki bu degiskenler karsilastirildi. Hasta grubunda sortilin gen ekspresyonu daha
yiiksek ¢ikmis ancak bu farkliliga lipoprotein altfraksiyonlar: eslik ederken plazma lipit
profilinde harhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Diger taraftan Sortl gen
ekspresyonuyla iligkili kodlanmayan bolgenin varyant sikliklar1 hasta-kontrol grubunda
benzer bulunmustur. Ayrica risk (AA) veya koruyucu (AG + GG) allel
bulundurmalarina gore gruplandirilip karsilastirildiginda plazma lipit, lipoprotein,
apolipoprotein ve lipoprotein altsiniflarinda anlamli farklilik tespit edilmemeistir. Bu
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allellerin homozigot A varliginda KAH grubunda Sortl gen ekspresyonun arttigi,
kontrol grubunda ise azaltigi belirlenmistir. Bu sonuglar sortilin diizeylerinin farkl
mekanizmalarla (aterojenik lipoprotein fraksiyonu ve inflamatuar mediatorler) koroner
arter hastalig1 ile yakindan iligkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez ¢alismasi, Sortl
gen ekspresyonunun KAH riski ve LDL fenotipleri iizerindeki etkilerini degerlendiren
ilk invivo caligmadir. Ancak rs599839 SNP degisiminin, gerek plazma lipit seviyeleri
gerekse KAH riskini degerlendirme iizerine olan etkisini ortaya koymak i¢in daha fazla
katilimciyla calisilmasi gerekliligi asikar sekilde ortadadir. Hem literatiir bilgilerine
bakildiginda hem de bu caligma sonucu elde edilen bulgularin; sortilin protein etkisi
tizerinden koroner arter hastaligi tedavisinde kullanilabilecek yeni terapotik ajanlarin

gelistirilmesine 151k tutacak yeni hedefleri ortaya ¢ikartabilecegi diisliniilmektedir.
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5. SONUCLAR

1. Calisma gruplarin  demografik  bulgular1  karsilastirildiginda;  yas,
hipertansiyon, DM, dislipidemi ve sigara bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0,01). Ancak cinsiyet, VKI ve bel cevresi
acisindan fark olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

2. Lipit ve apoprotein profilleri karsilastirildiginda ise;

a. Gruplar arasinda TAG agisindan bir fark oldugu fakat bu farkliligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlenmistir (p> 0,05). Ayrica gruplar arasinda
TK, LDL-K ve HDL-K diizeyleri bakimmndan da her hangi bir farklilik tespit
edilememistir (p>0,05).

b. Serum apoprotein seviyeleri incelendiginde ise, kontrol grubuna gore KAH
grubunda Apo A ve Apo E diizeylerinin anlamli diizeyde daha diisiik oldugu (p<0,05)
gosterilirken Apo B seviyelerinde herhangi bir anlamli farklilik saptanmamistir
(p>0,05).

3. Calisma gruplarinin lipoprotein altsiniflar1 analiz edildiginde;

a. Kontrol grubuna gorehasta grubunda SALDL diizeyleri belirgin bir sekilde
daha yiiksek, ortalama LDL ¢aplarinin daha kiiciik ve LbLDL seviyelerinin ise daha
diisiik oldugu saptanmistir(p<0,05).

b. Calisilan diger bir lipoprotein altfraksiyonu olan HDL altsiniflart ise;
KAH’larin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik L-HDL ve daha yiiksek
S-HDL fraksiyonlarina sahip oldugu gosterilmistir (p<0,05). Buna karsin M-HDL
seviyelerinde herhangi bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05).

c. Calismada yer alan katilimcilarin LDL altfraksiyonlarini fenotiplerine gore
degerlendirildiginde kontrol grubuna gére KAH’da daha yiiksek siklikta fenotip B ve
daha diisiik fenotip A siklig1 gézlemlenmistir (p<0,001).

d. Gruplarm LDL ¢ap1 karsilastirildiginda ise KAH grubu daha kiigiik boyutlu
LDL’ye sahip oldugu belirlenmistir (p<0,001).

4. Calisma gruplarinin lipidik parametreleriyle iliskili aterojenite indeksler
incelendiginde;
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a. KAH grubunda TG/HDL-K, LDL-K/ApoB ve ApoB/ApoA oranlar1 daha
yiiksek bulunmustur (p<0,001).

b. Yine kontrol grubuna gére KAH grubunda Sd-LDL/L-HDL ve Sd-LDL/S-
HDL oranlarinin daha yiiksek oldugu saptanmustir (p<0,001).

c. Fakat gruplar arasindaTK/HDL-K oraninda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05).

5. KAH gosterilmesinde inflamatuar marker olarak c¢alisilan CRP degerleri

incelendiginde; kontrol grubuna gére KAH grubunda arttig1 belirlenmistir (p<0,001).

6. Calisma gruplarinin rs599839 bolgesindeki SNP analiz edildiginde;

a. Kontrol grubuna gore hasta grubunda risk (AA) allelin goriilme siklig1 daha
yiiksek belirlenmistir. Aynmi sekilde koruyucu (AG + GG) allel sikligi da kontrol
grubunda artmis ancak biitiin bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadig
goriilmistiir (p>0,05).

b. Calismaya alinan katilimcilar risk ve koruyucu allel bulundurma
durumlarina gore smiflandirildiginda; lipit, lipoprotein ve apoprotein seviyelerinde
farklilik bulundugu ancak bu farkliligin da istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit
edilmistir (p>0,05).

c. KAH grubundaki bireyleri aym sekilderisk allel durumuna gore
gruplandirarak lipit, lipoprotein ve apoprotein seviyeleri analiz edilmis ve istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (p>0,05).

d. Ayrica calismaya katilan kisiler allel tiirine bagimli olarak lipoprotein
altsiniflar arasinda bir degisim gézlemlenmemistir (p>0,05).

e. Benzer sekilde sadece KAH grubundaki kisilerin rs599839°daki genotipine
gore lipoprotein altsiniflart incelendiginde bir farklilik bulunamamistir (p>0,05).Ancak
sonuglara log transformasyonu uygulandiginda, Sd-LDL’nin risk alleli (AA) grubunda
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

f.  Yine risk (AA) ve koruyucu (AG+GG) allel tasiyan bireylerin aterojenite
indeksleri degerlendirildigin de, gruplar arasinda bir farklilik olmadigi gosterilmistir

(p>0,05).

7. Calisma gruplarinin Sortl gen ekspresyon degerleri analiz edildiginde;
96



a. Kontrol grubuna gore KAH grubunda Sortl gen ekspresyon degeri 2,5 kat
daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).

b. Katilimcilar1 LDL fenotiplerine gore siniflandirildiginda; fenotip B’ye sahip
bireylerde Sortl gen ekspresyonu daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001).

c. Rs599839 bolgesindeki SNP sikligina goére hem homozigot hem de
heterogizot A alleli bulunduran bireyler ile karsilastirildiginda, homozigot G
alellivarliginda gen ekspresyonunu daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001).

d. Sadece KAH gubundaki katilimcilarin SNP’leri incelendiginde ise risk
(AA) alleline gore koruyucu (AG+GG) allel varliginda gen ekspresyonunun azaldigi
saptanmistir (p<0,05). Sadece kontrol grubunda ise risk alleline gore koruyucu allel
bulunduranlarda gen ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir (p<0,001). Ayni sekilde
biitiin katilimcilart degerlendirildiginde ise risk ve koruyucu allelin varliginda Sortl gen
ekspresyonunda farklilik oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi

belirlenmistir (p>0,05).
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6. ONERILER

1. Sortilin protein miktar1 diizeylerinin O6lgiimii lipoprotein metabolizmasi
hakkinda daha saglikli ve tatmin edici bilgi vereceginden dolayr Sortl gen {iriiniin

plazma formu ¢6ziiniir sortilin (sSortilin) miktar1 bakilabilir.

2. Sortilinin ¢6ziinebilir forma gelmesinde etkili olan ADAM proteazlar (10 ve
17) analiz edilerek bu metaloproteazlarin lipoprotein metabolizmasi tizerine muhtemel

etkileri aydinlatilabilir.

3. Aterogenez patofizyolojisinin en onemli aracilarindan olan inflamatuar
markirler 6zellikle IL-6, TNFa ve interferon-y’nin plazma diizeyleri belirlenerek sortilin

gen ekspresyonu ile olabilecek muhtemel etkileri incelenebilir.

4. Sortl geninin yer aldigi 1p13 kromozomundaki diger kodlamayan bolgelerin
(rs646776,rs12740374, 1629301 ve rs4970834) varyantlar1 analiz edilerek Sortl

ekspresyonu lizerine olan etkileri arastirilabilir.

5. Son zamanlarda lipoprotein metabolizmasinin 6nemli oyuncularinda biri
oldugu 6ne ¢ikan PCSK9’un plazma seviyesi analiz edilerek sortilin proteini ile olan

iligkisi ortaya konulabilir.

6. Rs599839’daki minér (G) alleli siklig1 yaklasik % 6-7 civarinda oldugu igin

caligma grubundaki katilimcilarin sayisi artirilabilir.

7. Yine koroner arter hastaliginin degerlendirilmesinde aterojenik indekslerin
etkisini ortaya ¢ikarmak icin daha fazla sayidaki hastanin lipit, lipoprotein ve
apolipoprotein seviyeleri analiz edilebilir.

8. Sortilin inhibitor adaylar1 sentezleyip (kimyasal ajan ve antikor) hayvan

deneylerinde sortilin ile iligkili lipoproteinlerin endositik mekanizmasi incelenebilir.
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