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OZET

FILIZFIDAN, M. (2016). Metabolik Sendromlu Hastalarda rs5888 ve
rs4238001 SR-BI Gen Varyantlarmmn Lipid Profiline Olan Etkisinin Incelenmesi. Istan-
bul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD, Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Metabolik sendrom insiilin direnci, abdominal obezite, glukoz toleransi veya di-
abetes mellitus ve hipertansiyon gibi bir¢cok kardiyovaskiiler risk faktoriiniin bir arada
bulunmasiyla meydana gelmektedir. Metabolik sendrom ayrica yiiksek trigliserit ve
diisiik HDL ile karakterize olan dislipidemi ile de iligkilidir. Bu hususta ¢evresel ve ge-

netiksel etkilesimler arasinda kuvvetli bir baglanti1 vardir.

Kandaki HDL diizeyi ve fonksiyonlarin genetik belirteglerinin bulunmasi netice-
sinde kardiyovaskiiler risklerin altinda yatan mekanizmalarin daha iyi anlasilabilecegi
ongoriilmektedir. Metabolik sendromlu hastalarda da HDL-K genetik belirteglerinin
arastirilmasi, bu degisimlerdeki mekanizmalarin daha kolay anlagilmasini saglayabilir.
SR-Bl HDL’ye yiiksek afiniteyle baglanan ve karaciger tarafindan kolesterol esterleri-

nin selektif alimini diizenlemesiyle tanimlanan ilk transmembran reseptoriidiir.

Calismamizda metabolik sendroma sahip hastalar ve saglikli kontrol grubu
genotip dagilimlari agisindan karsilagtirilmis ve bu polimorfizmlerin hastaliga yatkinlig:
arastirilmistir. SR-BI geni varyantlarindan rs4238001 T allelinin metabolik sendrom
riskini 1,61 kat artirdig1 (%95 C1=1,077-2,407; OR=1,610; Kikare=5,42; p=0,01991),
heterozigot genotipe sahip kisilerde ise 1,35 kat arttigt (%95 CI: 0,739-2,468;
OR=1,350; Kikare=0,95; p=0,32856) ve TT genotipine sahip kisilerde ise CC genoti-
pine sahip kisilere gore bu riskin 2,847 kat arttig1 (%95 Cl: 1,191-6,804; OR= 2,847,
Kikare=5,75; p= 0,01651) belirlenmistir.

Sonug olarak, calismamizda bu polimorfizmlerin hastaliga yatkinlik tizerindeki
etkisi incelendiginde; rs4238001 polimorfizminin hastalik riskini artirdigi, rs5888 poli-

morfizminin ise herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Metabolik Sendrom, polimorfizm, diyabet, allel, genetik
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ABSTRACT

FILIZFIDAN, M. (2016). Tezin Investigation of SR-BI variants effect on lipid
profile of metabolic syndrome patients. istanbul University, Institute of Health Science,

Molecular Medicine. Master’s Thesis. Istanbul.

The metabolic syndrome refers to co-occurrence of several cardiovascular risk
factors, insulin resistance, hyperinsulinemia, abdominal obesity and hypertension. Met-
abolic syndrome is also associated with dyslipidemia such as hypertrigliseridemia and
low HDL levels. There are stronge interactions between genetic and environmental in-

fluences.

Predicting as a result of the genetic determinants of plasma HDL concentration
and function would find out mechanism underlying of cardiovascular risk. Analysis of
genetic determinants of HDL-C in patients with metabolic syndrome may be a more
certain way to assess variations in HDL. Scavenger receptor Bl (SR-BI) is the first
transmembrane receptor that regulates selective intake of cholesterol estersby liver and
binds to HDL with high affinity.

Taking advantage from the findings from these studies, we take aim to deter-
mine the effects of SR-BI gen variations upon proatherojenic and antiatherojenic lipid

profiles in the patients of metabolic syndrome.

Patients that have metabolic syndrome and the control group were compared ac-
cording to genotype distributions and the relation between disease and polymorphisms
were investigated. It was found that SR-BI gene rs 42380001 T allele has raised having
metabolic syndrome risk for 1.61 times; has raised 1,35 times in subjects that have
heterozygote genotype and this risk has raised for 2,847 times in subjects that has TT
genotype compared to subjects that has CC genotype.

As a conclusion, when the polymorphism effect on the disease has been investi-
gated, it was found that rs4238002 polymorphism had increased the risk and it was

found that rs5888 polymorphism had no effect on the disease.

Key Words: Metabolic syndrome, polymorphism, diabetes, allel, genetics.
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1. GIRIS VE AMAC

Metabolik sendrom, insiilin direnciyle baslayan abdominal obezite, glukoz tole-
ransi veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter hastaligi (KAH)
gibi sistemik bozukluklarmn birbirine eklendigi &liimciil bir endokrinopatidir (1). Ulke-
mizde yapilan ¢alismalar neticesinde metabolik sendromun toplumumuza yoénelik ciddi
tehditler olusturdugu rapor edilmistir. Ulkemizde metabolik sendrom ile ilgili en énemli
calismalardan bir birisi olan TEKHARF c¢alismasidir. Calisma baslangici olan 1990
yilinda Metabolik Sendrom prevalansi %24,4 iken, bu oran 2000 yilinda %36,2’ye ytik-
selmistir. Calismaya gore erkeklerdeki goriilme siklig1 40-49 yas grubu olup, bayanlar-
da ise bu yas grubunun 30-39’dan baslayarak 60-69 yas grubuna kadar artan bir siklikla
goruldigii tespit edilmistir (2). Calismaya gore 30 yas ve lizeri eriskinlerde metabolik
sendrom goriilme sikhigi %32,8 (erkeklerde %27, bayanlarda ise %38,6) olarak tespit
edilmistir (3). 2012 yilinda yayimlanan kohort ¢aligmasina gore, metabolik sendrom

prevalansi genelde %49,9; erkekte %45,1, kadinda %54,5 olarak saptanmustir (4).

Tiirk toplumunda metabolik sendromun sebep oldugu aterosklerotik kardiyovas-
kiiler hastaliklarin gelisiminde rol oynayan en 6nemli risk faktorleri arasinda obezite,
hipertansiyon, sigara i¢imi, yiiksek trigliserit ve diisiik HDL-K diizeyi ile karakterize
olan dislipidemi yer almaktadir. Multifaktoriyel kaliim 6zelligine sahip bu hastalikta
LDL-K diizeyi normal ya da diisiik oldugunda, en 6nemli risk faktorii HDL-K diizeyinin
diisiikligiidiir. Bu yiizden aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin etiyolojisinin
aydinlatilmasida HDL-K metabolizmasinin detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir
(5,6) . Lipid metabolizmasinda dnemli etkileri olan SR-BI (Scavenger receptor class B,
type 1, ¢opcii reseptor sinif B, tip I), ApoA-1 (Apoliporpotein A-1) ve ABCAL (ATP-
Binding Kaset Transporter A 1) genlerinde meydana gelen mutasyonlarin, fare modelle-
rinde HDL-K diizeyini diistirerek dislipidemi ve ateroskleroz riskini yiikselttigi rapor
edilmistir (7).

Serum HDL kolestrerol diizeyleriyle aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimi arasinda ters bir iliski oldugu bilinmektedir (8). HDL’nin aterosklerozdan
koruyucu en onemli fonksiyonu ise HDL aracili ters kolesterol transportudur. HDL

cevre dokulardan kolesterolii alarak makrofajlar ve arteriyal duvar dahil, karacigere



birakir (9). ApoA-1—sprepl-HDL—a-HDL (HDL3—HDL2) seklinde HDL siklusu

tamamlanir ve ters kolesterol transportu gergeklestirilir (10).

Copeii reseptor BI (scavenger reseptor BI, SR-BI)’in kesfi, ters kolesterol
transportunda gorevli molekiiler altyapt ve bu transport sisteminin etkiledigi serum
HDL kolesterol seviyelerinin kontrolii iizerindeki ilgiyi artirmistir (9). Son ¢alismalarda
SR-BI‘in hepatik ekspresyonunun ateroskleroz gelisimi ile ters iligkili oldugu bild-
irilmistir (11,12,13). SR-BI’ n ateroskleroz lizerindeki koruyucu etkisi ters kolesterol
transportu stirecinde lokalize oldugu hepatik hiicre membraninda HDL3’#i baglayarak
hiicre i¢ine almast ve bu sekilde HDL2’ ye doniisiimiine katkida bulunmasiyla
gerceklesmektedir (14,15). HDL’ nin yaklasik olarak %50 lipid (fosfolipid, ester koles-
terol, serbest kolesterol ve trigliserid) ve %50 proteinden (apo Al, All, apo C’ler ve apo
E) olusur (16). HDL nin protein kisminin %60-70’ini (apo Al) olusturmaktadir. Kara-
ciger ve barsakta sentezlenir (17). Apo Al diizeyi kolesterol metabolizmasi i¢in HDL

kolesterolden daha hassas bir gostergedir (18).

SR-BI apo-B igeren lipoproteinlerin (VLDL, LDL) hiicre i¢cine alinmasinda da
gorev almaktadir. Apo-B ve apo-E’nin SR-BI'in ligandi olmasi bu lipoproteinlerin
taninmasinda ve bu sekilde hiicreye alinmasinda etkendir (19,20,21). Webb ve arka-
daslarinin yiiksek yag ve yiiksek kolesterol igeren diyetle beslenen transgenik farelerde
yaptiklar1 ¢aligmalardan elde ettikleri bulgular, apo-B igeren lipoproteinlerin

dolagimdaki seviyelerinin SR-BI tarafindan belirlendigini gostermektedir (22).

SR-BI HDL ye yiiksek afiniteyle baglanan ve karaciger tarafindan kolesterol es-
terlerinin selektif alimini diizenledigi tanimlanan ilk transmembran reseptoriidiir. Daha
sonra yapilan insan homolojisi ¢alismalarinda SR-BI’in HDL, LDL ve VLDL baglaya-
bilen multilipoprotein reseptorii oldugu kesfedilmistir (19,23). SR-BI geni 12. kromo-
zomda yer almaktadir (24). Gen sembolii SCARBI1’dir ve 13 ekzondan olusan iki ana
transkript vermektedir: Tam uzunlukta olan SR-BI transkripti ve ekzon 12’ den sonra
sigrama sonucu olusan SR-BII transkriptidir (25). SR-BI hiicre yiizeyinde bulunan
molekiiler agirligi 82 kD olan 509 aminoasitlik bir glikoproteindir (26,27). SR-BI’ in en
yiiksek eksprese edildigi organlar kolesterol metabolizmasi ve steroid hormon sentezi-
nin gergeklestigi karaciger, bobrekiistii bezi, yumurtalik ve testistir (27). SR-BI farkli
domenleri sayesinde farkli ligandlari baglayabilmektedir.



Ekzon 8’de C/T degisiminin bayan hastalarda aterojenik lipid profiline neden
olarak kardiyovaskiiler hastalik gelisim riskini artirdigi ayrica periferal damar has-

taliklariin gelisiminde rol oynadigi bildirmislerdir (28).

SR-BI varyasyonlarinin bayan ve erkek hastalarda lipid diizeylerinin etkisini
inceleyen arastirma bulgular1 farklilik gostermektedir. Bu bulgular menopoz 6ncesi ve
sonrast kadinlarda yapilan ¢aligmalarda gdzlenmistir. Menepozal duruma gore olusan
farkliliktan Ostrojen seviyelerindeki degisimin sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Son
caligmalarda SR-BI geninde tanimlanan Ostrojen cevap elemaninda SR-BI ek-
spresyonunun Ostrojen tarafindan diizenlendigine isaret etmektedir (29,30). Bu yiizden

calismamizda hasta gruplarini erkek bireylerden olusturduk.

Ekzon 1°de meydana gelen C/T (rs 4238001) varyant1 yiiksek HDL ve diisiik
LDL ile belirgin bulunmustur. Heterozigot allele sahip hem erkek hem bayan hastalarda
LDL seviyelerinde oldukga diisiik konsantrasyonlarina rastlanmistir (31). Aminoasit
degisikligine yol agan p.Gly2Ser insidans1 %10 ile %19 arasinda seyretmektedir (32).
Bu etkilerden dolayi, antiaterojenik 6zellikte olan bu varyantlarin metabolik sendromlu

bireylerde lipid degisimi tizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Metabolik Sendrom (MS)
2.1.1. Tanim

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir
morbidite ve mortalite nedeni olarak ilk siralarda yer almaktadir. Metabolik sendrom
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisiminde ¢ok 6nemli bir risk faktoriidiir (33). Metabolik
sendrom kardiyovaskiiler risk faktorlerinin (insiilin direnci ve akabinde gelisen
hiperinsiilinemi, abdominal obezite, dislipidemi, hiperglisemi ve hipertansiyon) bir

arada oldugu klinik durumu géstermektedir (34).

Metabolik Sendrom’u 1920’li yillarin basinda, Isvecli hekim ve arastirmaci olan
Eskil Kylin, hipertansiyon, hiperglisemi ve hiperiirisemi varligiyla karakterize olan bir

bozukluk olarak tanimlanmistir (35).

Ik olarak 1988 yilinda Reaven tarafindan, gesitli risk faktdrlerinin siklikla bira-
rada bulunduguna dikkat ¢ekilmis ve sendrom X olarak isimlendirilen bu beraberligin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisim riskini artirdigi belirtilmistir. Reaven bu faktorle-
rin hastada tesadiifen bir arada bulunmadigin1 gézlemlemis ve bu durumun ayni meta-
bolik bozukluklardan kaynaklandigini ileri siirerek bu tanimlamayi yapmigtir. Metabolik
Sendrom temelinde insiilin direnci ve akabinde gelisen hiperinsiilinemi, abdominal obe-
zite, hipertansiyon, diisitk HDL-K ve yiiksek TG diizeyi ile karakterize olan dislipidemi,
hiperglisemi ve aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklari igeren bir risk faktorleri kii-
mesi olarak tanimlanmaktadir (36). Kaplan ve arkadaslar1 1989 yilinda, bu bulgular
tastyan hastalardaki klinik durumu ’Oliimciil Dértlii>> (Deadly Quartet) olarak tanim-
lamglardir (37).

Bu hastalik tablosu insiilin direnci ve akabinde gelisen glukoz intoleransi (bo-
zulmus tokluk kan sekeri), hipertansiyon, trigliserid yiiksekligi ve HDL-K diisiikliigii ile
karakterize olan dislipidemiden ibaret standart kriterler olarak tanimlanmistir. IDF,
NHLBI, AHA, WHO, IAS ve IASO tarafindan 2009 yilinda yayinlanan klavuzda (38),
metabolik sendrom tanimi i¢in bu risk faktorlerinden ti¢liniin varliginin yeterli oldugu

bildirmistir (Sekil 2-1).
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Sekil 2-1: Metabolik Sendrom Risk Kriterleri.
2.1.2. Epidemiyoloji

Metabolik sendromda modern yasamin getirdigi beslenme aligkanliklari, yiiksek
kalori ve yag diyetleri, sedanter yasam tarzi ve obezite gibi etmenlerin yaninda, genetik

yatkinlik gibi diger faktorler de morbidite ve mortalitede etkili olmaktadir (39,40).

Metabolik sendromun prevalansi diinyanin degisik cografi bolgelerinde farklilik
gostermekle birlikte, bu parametrelerin ilerleyen yas ve kilo alimina bagh olarak arttigi
tespit edilmistir. Cesitli toplumlarda Metabolik sendrom prevalansi ile ilgili farkl
oOlgiitler kullanilarak bir¢ok ¢alisma gerceklestirilmistir (41). ATP III tani kriterlerinin
kullanildigt NHANES 111 aragtirmalarina gére A.B.D.” de 20 yas ve iizeri eriskinlerde
metabolik sendromun prevalanst %24 olarak belirlenmistir. Kadinlar ile erkekler
arasinda prevalansin birbirine yakin oldugu gozlenmistir. Prevalans yas ile artmakta
olup, 20-29 yas gurubunda %7, 60-69 yas gurubunda ise %44 oranindadir. (41,43,44).
EGIR tarafindan Avrupa iilkelerinde yapilan g¢alismalar incelendiginde; prevalansin
erkeklerde %7 ile %36, ayn1 yas araligindaki kadinlarda ise %5 ile %22 arasinda oldugu
rapor edilmistir. Asya kitas1 da oldukca degisken bir prevalansa sahiptir. Hindistan’daki
yetigkinlerde prevalans, ATP III kriterlerine gore %31, 6 ve %41,1 gibi yiiksek
degerlerde rapor edilmistir. Glineydogu Asya’da ATP Ill tanimlamasina gore insanlarin
1/5’inden azinda metabolik sendrom rapor edilmistir. Metabolik sendrom prevalans
degerleri Avrupa ve Kuzey Amerika kitasiyla karsilastirildiginda, Giineydogu Asya’

daki diistik prevalans degeri daha geng bir niifusa baglanmastir.
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Sekil 2-2: Ulkelere gore metabolik sendrom prevalansi.

Elde edilen prevalans verilerinin farklilik gostermesi calisma gruplarinin yasina,
cografi bolgelere, toplumlarin karakteristik 6zelliklerine bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Kullanilan tam kriterleri de prevalans degerinde farklilik olusturabilmektedir. Ornegin
WHO ve IDF kriterlerinin ATP III kriterlerine gore daha yiiksek prevalans degerlerini
verdigi bilinmektedir. Modern c¢agin getirdigi sedanter yasam tarzinin neticesinde
cocukluk doneminde bile goriilebilen metabolik sendromun prevalansindaki 6nemli
artisin otuzlu yaslarda goriildiigii, 60 yas tizerinde ise bu parametrenin pik degerlerine
ulastig1 rapor edilmistir. Ornegin; Fransiz toplumunda 30-39 yas arasindaki bireylerde

prevalans %5,6 iken, 60-64 arasindakilerde bu deger %17,5” a ¢gikmaktadir (45,38).

Ulkemizde yapilan ¢alismalar neticesinde metabolik sendromun toplumumuza
yonelik ciddi tehditler olusturdugu rapor edilmistir. Ulkemizde metabolik sendrom ile
ilgili en 6nemli ¢aligmalardan bir birisi TEKHARF c¢alismasidir. Calisma baslangici
olan 1990 yilinda metabolik sendrom prevalanst %24,4 iken, bu oran 2000 yilinda
%36,2° ye yiikselmistir. Calismaya gore erkeklerdeki goriilme sikligi 40-49 yas grubu
olup, bayanlarda ise bu yas grubunun 30-39’ dan baslayarak 60-69 yas grubuna kadar
artan bir siklikla goriildiigi tespit edilmistir (2). 2012 yilinda yayimlanan kohort
calismasina gore, metabolik sendrom prevalansi genelde %49,9; erkekte %45,1, kadinda
%354,5 olarak saptanmustir. Cinsiyete gore yas gruplarmin dagilimi Sekil 2-3’de,
bolgelere gore dagilim ise Sekil 2-4 gosterilmistir. 60-69 yasina kadar artis gosteren
metabolik sendrom sikligi, ilerleyen yaslarda 1/10 kadar azaldigi gozlenmistir. Genel
prevalansta Ege bolgesi en diisiik iken, Karadeniz bolgesi ile giiney bolgelerimizde ise

yiiksektir. Kirk yas ve lizerindeki bireylerde %53 olan metabolik sendrom sikliginin,



son on yilda ilimli bir sekilde yiikselmesi ve cografi bolgelere gore farklilastigi tespit

edilmistir.

Halkimizda metabolik sendrom prevalansinin degisimlerine dair degerlendirme
yaparken, orta ve ileri yastaki bireylerin yarisinda metabolik sendrom bulundugu ve bu
bulgunun son on yilda ilimli bir sekilde yiikseldigi gozlemlenmistir. Bdlgesel
farkliliklarin kaynagi tam olarak bilinmemekle birlikte, diizensiz beslenme ve sedanter
yasam ile ilgili olan abdominal obezitenin belirleyici bir faktor olabilecegi
ongoriilmektedir. Bolgeler arasindaki metabolik sendrom prevalansi ile kardiyovaskiiler

hastaliklarin insidans dagilimi genel olarak uyumlu oldugu sdylenebilir (4,46).
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Sekil 2-3: Tiirkiye’de metabolik sendromun dort farklh yas grubunda goriilme sikhginin
durumu. Otuz yas ve iizerindeki genel prevalans erkekte %49,6, kadinda %54,5°tir (36).
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Sekil 2-4: Tiirkiye’de metabolik sendromun cografi bolgelerimizdeki sikhgimin erkek ve
kadinda karsilastirilmasi (36).

ATP III tanimlamasinin kullanildig1 ve 2004 yilina ait METSAR isimli farkl bir
calismada ise, Tiirkiye’de kentsel (%33,8) ve kirsal (%33,9) kesimler arasinda metabo-
lik sendrom siklig1 benzerlik gosterirken yasla birlikte arttigir goriilmiistiir. 20-29 yas



grubundaki erkeklerde prevalans %10,7 iken, 70 yas tizerinde bu oran %49’a ulagsmak-
tadir. 20-29 yas grundaki bayanlarda ise %9,6 oraninda goriilen metabolik sendrom sik-
l1g1 60-69 yas grubunda %74,6 gibi ciddi oranlara ulagsmaktadir. Diinyanin ¢esitli bolge-
lerinden alinan verilerle karsilastirilma yapildiginda, Tiirkiye’deki metabolik sendrom

prevalansinin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 2-1) (43,47,48,49,50).
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SEKIL 2-5: Ulkemizde yas gruplarina gére metabolik sendrom sikhig (48).

2.1.3. Metabolik Sendromun Tani Kriterleri
Metabolik sendromun tarihsel siireci boyunca elde edilen veriler esliginde,
cesitli tami kriterleri bildirilmistir. Kavram kargasasini giderebilmek adina ¢esitli

kuruluslar tarafindan metabolik sendrom tani kriterleri olusturulmustur (44).

Metabolik sendromun ciddi bir morbidite nedeni olmasi ve giderek artan siklig
sonucunda 1998 yilinda WHO, metabolik sendromu olusturan parametreler igin
birlestirici faktoriin insiilin direnci oldugunu vurgulayarak tani i¢in sart kosmustur. Be-
lirlenen kriterlerde, tan1 i¢in insiilin direnci yaninda hipertansiyon, obezite, dislipidemi
ve mikroalbumineri kriterlerinden en az ikisinin olmasi gerekliligini belirtmistir. Tip 2
diyabet hastalarinda da belirtilen tani kriterlerinin olmast durumunda, bu hastalarda
metabolik sendrom kavraminin kullanilabilecegi ifade edilmistir. Bozulmus aclik glu-
kozu (BAG), bozulmus glukoz toleransi (BGT), tip 2 diyabet ya da hiperinsiiline-
mik/6glisemik sartlarda bozulmus glukoz kullanimi insiilin direncinin kanitlar1 olarak
sunulmustur. Metabolik sendromda yapilan ilk tanimlama olmasina ragmen WHO’ nun
tanimlama kriterlerinin bilimsel ¢alismalar disinda pratik yasamda uygulama zorlugu

sebebiyle fazla kabul gérmemistir (47,51,52).



Tablo 2-1: MS icin WHO tam Kriterleri.

Asagidaki klinik durumlarin Asagidaki bulgulardan en az ikisinin insulin diren-

biri ile insiilin direnci tanisi: cine eslik etmesi:
e Tip2DM (+) e Kan basinc1 >140/90 mmHg
e BAG e Trigliserid >150 mg/dL
e BGT e HDL erkekte <35, kadinda <39 mg/dL

e Viicut Kitle indeksi (VKI) >30 kg/m? veya
bel/kal¢a orani erkekte >0.9; kadinda > 0.85

o  Uriner albumin atilim1 (>20mcg/dk veya al-
bumin/kreatinin oran1 >30 mg/g)

Burada BAG (Bozulmus aghk glikozu): Aclik kan sekeri degerinin 110-126
mg/dL olmasi; BGT (bozulmus glikoz toleransi): 75 gr. glikoz ile yapilan OGTT’ nin 2.
saatinde Olgiilen kan sekeri degerinin 140-200 mg/dL arasinda olmas1 gerekir (47).

Avrupa’da 1999 yilinda, EGIR tarafindan benzer parametrelerle farkli bir
tanimlama Onerilmistir. EGIR “’Insiilin Direnci Sendromu’’ terimini kullanarak insiilin
direncini ana sebep olarak gormiis ve glukoz tolerans testinin 6nemine dikkat cekmistir.
Diyabetli bireyler sendromun diginda tutulmus ve obezite yerine abdominal obezite
kriterlere eklenmistir. Sendromun tanisi i¢in yiiksek insiilin seviyesine risk faktorlerin-
den (bozulmus aglik glukozu, hipertansiyon, hipertrigliseridemi/diisik HDL-K veya
abdominal obezite) iki tanesinin eslik etmesi yeterli goriilmistiir. Ayrica, insiilin diren-
cinin belirlenmesinde aglik insiilin seviyesinin dl¢iimii, obezitenin belirlenmesinde ise
bel gevresinin 6lgiimii yeterli goriilmistiir. Bu tanimlama da pratik yagamda uygulama

zorlugu sebebiyle kabul gormemistir (52,53).

Tablo 2-2: EGIR-1999, MS Tami Kriterleri (54).

1) Aglik insiilin diizeyi yiiksekligi ve,

2) Asagidakilerden iki ya da daha fazlast,

a. Bozulmus glikoz toleransi (BGT) veya Bozulmus aclik glikozu (BAG)

b. Arteriyel kan basinc1 >140/90 mmHg veya antihipertansif tedavi altyor olmak
c. Trigliserid > 200 mg/dL

HDL-K < 50 mg/dL veya dislipidemi tedavisi aliyor olmak

o

e. Bel gevresi erkek i¢in > 94 cm. kadin i¢in > 80 cm.
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NCEP-ATP I tarafindan 2001 yilinda metabolik sendrom igin yeni bir
tanimlama klavuzu hazirlanmistir. WHO ve EGIR’ e gore daha az glikoz merkezli olan
bu tanimlamada, tani kriterlerinde insiilin direnci tespitinin zorunlulugunu kaldirmistir.
ATP III tanimlamasinda abdominal obezite, yiiksek kan basinci, trigliserid yiiksekligi,
HDL-K distikligii ile karakterize olan dislipidemi ve aglik hiperglisemisi
keriterlerinden en az ii¢ tanesinin varlifini yeterli bulmustur. Bu degerlerin farkli
cografyadaki toplumlarda (6rn. Giiney Asya) degisebilecegi vurgulanmistir. ATP III ek
olarak, tip 2 diyabetli bireylere de metabolik sendrom tanisinin konulabilecegini
belirtmistir. ATP III giinliilk yasamda pratik uygunabilirligi sebebiyle en ¢ok kabul

goren tanimlamadir (53,55).

Tablo 2-3. ATP II1 2001, MS Tam Kriterleri.

Risk Faktorii Tammlayic: Simir Deger
Abdominal Obezite Bel ¢evresi

Erkek o >102

Kadin >88

Trigliserid e 2150mg/dL
HDL-Kaolesterol

Erkek e <40 mg/dL
Kadin e <50mg/dL

Kan Basinci e >130/85mmHg
Aclik Glikozu e >110mg/dL

AACE 2003 yilinda yayinladigi bildiride EGIR’e benzer bir sekilde insiilin
direnci iizerinde durmustur. Insiilin direncinin eslik ettigi tip 2 diyabet ya da
aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik gee¢misi, polikistik over sendromu veya
hiperinsiilinemi gibi klinik durumlardan en az birinin olmasi sart kosulmus, bunlarin
yaninda hipertansiyon, hipertrigliseridemi, HDL-K diistikligli veya bozulmus glikoz
toleransi kriterlerinden en az ikisinin bulunmasi gerekli goriilmiistiir. AACE’ye gore bir

kiside tip 2 diyabet geligsmis ise, artik metabolik sendrom terimi kullanilmamalidir

(38,55).

Metabolik sendrom i¢in yapilan bu tanimlama ¢aligmalar1 gerek bilimsel gerekse
de epidemiyolojik acidan karmasalar olusturmustur. Bu karmasayr ortadan
kaldirabilmek adina IDF, NHLBI, AHA, WHO, IAS ve IASO 2009 yilinda ortak bir

metabolik sendrom tanimlamasi yapmiglardir. Ortak bildiride, metabolik sendromun
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klinik tanimlamasinda kullanilacak risk faktorlerinin ATP III ve IDF tanimlamalarinda
oldugu gibi santral obezite, yiiksek basinci, dislipidemi (yiiksek TG ve diisiik HDL-K)
olmas1 karara baglanmistir. Belirtilen bu bes risk faktoriinden higbirisi zaruri
goriilmeyip, en az li¢ tanesinin varlig1 yeterli goriilmiistiir. Bildiride ayrica, abdominal
obezitenin 6dnemine dikkat ¢ekilmis ve bel ¢evresi Ol¢limiiniin birincil tarama yontemi
olarak uygulanmasi 6nerilmistir. Global diizeyde bir metabolik sendrom tanimlamasinin
amaclandig1 bu bildiride, bel g¢evresi disinda tiim parametrelerde ortak esik degerler
verilmistir. Abdominal obezite ile ilgili parametrelerde ise farkli cografi bolgeler igin,
tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik risk gelisiminin basladigi donemdeki bel

cevresi esik degerinin saptanip kullanilmasi 6nerilmistir.

Ulkemizde abdominal obezite tanisinda bel ¢evresi i¢in hangi parametrelerin
esas alinmasi hususunda kesinlik olmasa da iki 6nemli calismada birbirine yakin veriler
elde edilmistir. TEKHARF arastirmasinda kardiyometabolik riski en iyi ongdren bel
cevresi esik degerinin erkeklerde > 95 cm, bayanlarda ise > 88 cm oldugu bildirilmistir.
Uzunlulu ve arkadaglar1 tarafindan diyabetik olmayan bireyler iizerinde yapilan bir
arastirmada instilin direnci ile kardiyometabolik riski 6ngérmede en uygun bel gevresi
esik degerinin erkeklerde 93 cm, bayanlarda ise 83 cm oldugu bildirilmistir
(38,56,57,58).

Tablo 2-4: IDF, NHLBI, AHA, WHF, IAS ve IASO 2009, MS tam Kkriterleri.

Risk Faktorii Tanimlayicr Sinir Deger
Artmis bel ¢evresi Toplumlara 6zgii tanimlama
Trigliserid e >150 mg/dL
HDL-Kolesterol

Erkek e <40 mg/dL

Kadin e <50mg/dL

Kan Basinci e >130/85mmHg
Aglik Glikozu e >100 mg/dL

2.1.4. Etyopatogenez

Metabolik sendromun etyopatogenezinde birgok faktoriin etkili oldugu
gbzlenmistir. Metabolik sendromun her bir bileseni multifaktoriyel bir hastalik olup,
cevresel ve genetik bilesenleri igermektedir. Insiilin direnci, dislipidemi, hipertansiyon,
hiperglisemi ve obezitenin olusumuna c¢esitli mekanizmalar sebep olabilmektedir.

Neticede bu mekanizmalarda goérev alan genlerde de cesitlilik gdzlenebilmektedir.
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Insiilin direnci, genetik egilim, sedanter yasam tarzi, sosyal stres, intrauterin gelisim
geriligi, obezite, viicuttaki yag dagilimindaki diizensizlik, yas ve proinflamatuar durum
bu faktorlerdendir.Ancak, insiilin direnci, obezite ve lipid profilindeki bozukluklari en

onemli Ui¢ faktor olarak bilinmektedir (59,60).

Insiilin direncinde, patoloji postreseptdr diizeyinde meydana gelmektedir.
Insiilinin reseptdriine baglanmasindan sonra hiicre ici yolaklardaki bozukluklara bagh
olarak gelismektedir (61). Neticede, plazmadaki lipoprotein lipaz aktivitesinde azalma
olup, plazma TG diizeyleri artmaktadir. Diger yandan da HDL-K yikimi artmakta olup,
hepatik glikoneogenez artmaktadir. Sonugta karaciger ve kaslarda glikoz intoleransi
ortaya ¢ikmaktadir. Insiilin direncinde karacigerde TG birikimini artiran serbest yag
asitlerinin plazmada konsantrasyonlar1 gozlenmektedir (62,63). Obezite, sedanter yasam
tarzi, sigara i¢imi gibi faktorlerin insiilin direncinin gelisiminde etkili oldugu
bilinmektedir. Adipoz dokudan sekrete olan hormonlar, ilerleyen yas, genetik ve
cevresel nedenler de insiilin direnci gelismesinde etkin olan diger faktorlerdendir (61).
Metabolik sendromu gelisim siirecindeki diger patolojik faktorlerden dislipidemi,

hiperglisemi, hipertansiyon ve obezitenin temelinde de insiilin direnci yer almaktadir

(64).

Metabolik Sendromlu Olgularda Komponentlerin
Gorulme Sikhigi
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Sekil 2-6: Metabolik sendromlu olgularda komponentlerin goriilme sikhg.

Obezite metabolik sendrom siirecinde temel faktor olarak kabul edilmesinin yani
sira, obez hastalarin hepsinde bozulmus metabolik profil ve insiilin direnci
saptanmamustir (65). Obezite; hipertansiyon, yiiksek serum kolesteroli, HDL-K

diizeyinde azalma ve yliksek TG olusumuna etki eden kardiyovaskiiler bir risk
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faktoriidiir (66). Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin gelisme
riskini artirirken, metabolik sendromda ise kardiyovaskiiler hastalik riski, metabolik
faktdrlerin bulunmadig1 obezlere kiyasla daha fazla oldugu saptanmustir (67). Insiilin
direncine sahip olan bireylerdeki metabolik sendrom gelisiminin gesitli fenotiplerde de
tespit edilmesi i¢in genetik ¢alismalar yapilmistir. Cesitli etnik gruplar lizerinde yapilan
arastirmalar bu durumu desteklemistir. Obezite ve insiilin direncinin sik goriildiigii Pima
yerlilerinde; tip 2 diyabetes mellitus siklig1 artarken, hiperlipidemi veya hipertansiyon

goriilme sikliginin diisiik olmas1 bu duruma 6rnek olarak gosterilmektedir (68).

Insiilin direnci ve akabinde gelisen glikoz intoleransi, kardiyovaskiiler
hastaliklar ile metabolik sendrom arasindaki iliskinin ana sebebidir. Hiperinsiilinemi ile
endotel hiicrelerine dogrudan bir etki olmaktadir. Bu durum da ateroskleroz riskini
artirdigns  gozlenmistir. Yine etkili bir kardiyovaskiiler morbidite gostergesi olan
mikroalbuminiiri transkapiller albumin kagagi ile iligkili olup, endotelyal islev kaybiyla

gelismektedir (62,69,70).

Metabolik sendromda kardiyovaskiiler mobidite ve mortalitenin yiikselmesinden
sorumlu diger mekanizma ise, plazmadaki yilikselen TG ve azalan HDL-K diizeyleriyle
gelisen dislipidemidir. Yapilan ¢alismalar neticesinde kronik inflamasyonun metabolik
sendrom ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi olabilecegi belirtilmistir. Bu durum
yiiksek duyarlilikli C reaktif proteinin yiikselmesiyle (hs CRP) ile belirtilmektedir.
Metabolik sendrom ile CRP arasindaki baglant1 yag dokusundan sitokinlerin salinimi
ile iliskili oldugu gozlenmistir. insiilin direnci asir1 miktarda CRP salmimma sebep
olabilir ve bu etki insiilinin hepatik akut faz proteini sentezine iizerine olan etkisine
baglanmisitr. Mekanizma biitiin ayrintilariyla tam olarak bilinmemekle birlikte, insiilin
direnci, hiperinsiilinemi, dislipidemi ve inflamatuar siireg, metabolik sendrom ve

kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiden sorumlu tutulmaktadir (62,70).

2.1.4.1. Metabolik Sendromda HDL-K, TG VE SR-BI Arasindaki liski
TEKHARF c¢alismasindan elde edilen verilere gore hipertrigliseridemi ve obez
olmayan Tiirk erkeklerinin yaklasik %53'inde, kadinlarmin ise %?26'sinda HDL-K
diizeyi 35 mg/dl’nin altinda bulunmustur (73). Bat1 toplumlarindan farkli olarak Tiirk
toplumunda HDL-K ortalama 10-15 mg/dl daha disiiktir. Tirk yetiskinlerinde
rastlanan HDL-K diizeyleri Amerikan veya Almanlara kiyasla her iki cinsiyette de %20
oraninda diisiiktiir (74). TEKHARF 2001/02 kohortunda erkeklerin %64 {inde,
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kadinlarin %35’inde HDL-K diizeyleri diisiik bulunmustur (32). Tirklerdeki bu HDL-K
disiikligliniin genetik kokenli olabilecegi tizerinde durulmaktadir. Ciinkli, TEKHARF
caligmasimin sonuglarina gore Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinde yasayan ve

degisik beslenme aligkanlig1 olan Tiirklerde, HDL-K diisiik bulunmustur.

Aterojenik dislipidemi terimi (MS i¢in karakteristik) lipid metabolizmasindaki
anomalileri igermektedir. Hipertrigliseridemi ve HDL diistikligli kardiyovaskiiler
hastalik riskini artirmaktadir. Serumda trigliserid, ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein
(VLDL), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) kolesterol diizeyi artmis olup, HDL
kolesterol diizeyi ise azalmstir. Insiilin direnci nedeniyle karacigere asir1 miktarda yag
asidi gelir ve apo-B lipoprotein katabolizmasini azaltip, trigliserid sentezini ve
karacigerden VLDL segresyonunu artirmaktadir. Kanda VLDL diizeyinin yiikselmesi,
VLDL ile HDL ve LDL arasinda kolesterol ester transfer protein vasitasiyla trigliserid
ve kolesterol ester transferi meydana gelmektedir. LDL’de trigliserid diizeyinin
yiikselmesi ve bunun da hepatik lipaz enzimi ile yikilmasi neticesinde LDL kiigiiliir,
aterojenik olan ve kolay bir sekilde okside olan kiigiik yogun LDL olusmaktadir. Ayni
sekilde HDL de kiigiiliip miktar1 azalir. Karacigere yogun miktarda gelen serbest yag
asitlerinin apo-A sentezini bozdugu bilinmektedir. Bu durum da HDL diizeyinde bir
azalmaya neden olabilmektedir (75,76).

Koroner arter hastalifi ile plazmadaki HDL diizeyi arasinda ters bir iliski
mevcuttur. Bundan dolayrt HDL diizeyini etkileyen faktorlere yonelik genetik caligmalar
yapilmis ve HDL diizeyleri ile iliskili anlamli sayida gen belirlenmistir. Plazmadaki
HDL diizeylerini etkileyen genetik faktorlerin arastirllmasinda 1ki ydntem

kullanilmaktadir. Bunlar;

e HDL diizeyini etkileyen faktorler ve bunlardaki bozukluklara yonelik
genom taramalari,

e HDL metabolizmasini etkileyen aday genlere yonelik polimorfizm
calismalaridir.

HDL metabolizmasindaki molekiiler mekanizmanin temelinde ters yodnde
kolesterol tasinmasi yer almaktadir. Bu siirecin ilk basamaginda kolesterol ‘efflux’
olarak isimlendirilen ve serbest kolesteroliin hiicrelerden plazmaya taginmasi yer
almaktadir. HDL proteinleri ve bunlardan en Onemlisi olan apo-Al, barsak ve

karacigerde lipitten fakir ya da hi¢ lipit igermeyek sekilde sentezlenir. Apo-A bunun
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yanisira, trigliseritten zengin lipoproteinlerin lipolizi esnasinda olusur ve kana verilir.
Bu proteinlere lipit aktarimi hiicre tarafinda lokalize olan ABCAI proteininin
araciligiyla gergeklesir. Bu proteinlere lipit katilmasiyla prep-HDL partikiilleri olusur.
Kolesteroliin hiicre iginden plazmaya gelmesiyle lipit icermeyen apoA-1 ya da lipitten
fakir HDL daha da biiyiiyerek lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) enziminin
substrat1 olan prefl-HDL partikiillerine doniisiirler. Pref1-HDL partikiilinde bulunan
serbest kolesterol LCAT enzimi ile esterlesir. Esterlesmenin akabinde kiiresel yapida a-
HDL partikiillerinin olusumu goézlenir. a-HDL partikiilleri degisik kaynaklardan daha
fazla diizeyde kolesterolii tutabilme Ozelligine sahiptir. HDL partikiilleri iizerinde
toplanan bu kolesterol esterleri, kolesterol ester transfer protein (CETP), fosfolipidler
ise fosfolipid transfer protein (PLTP) ile trigliseritlerle degistirilirler. Trigliseritler ve
fosfolipidler hepatik ve endotelyal lipazlar araciligiyla hidroliz olurlar. HDL partikiilleri
hepatosit ve karacigerdeki SR-BI ile etkilesime girer ve HDL partikiiliindeki kolesterol
esterlerinin selektif alimi gergeklesir. Bu siire¢ sonucunda, partikiiller yeniden sekil
alarak daha kiicliik boyutta HDL partikiilleri ve lipit icermeyen apoA-1 molekiilleri
olusur ve dongii bu sekilde devam eder.

HDL metabolizmasinda rol alan bu bilesikleri (SR-BI,Apo-A1,ABCAL,LCAT,
CETP,PLTP, hepatik/endotelyal/lipoprotein lipaz) kodlayan genlerdeki polimorfizmler,
plazmadaki HDL vyapisimi, HDL diizeyini ve HDL molekiiliiniin islevselligini
etkileyebilmektedir. Bu genlerin ekspresyonunun regiilasyonunda gorevli PPARG,
PPARA ve LXR gibi genler de HDL diizeyini etkilemektedir. HDL nin antiaterojenik
Ozelligi ters yonde kolesterol tasinmasinin yaninda anti-inflamatuar, antioksidan ve
antitrombotik islevleri de igermektedir. HDL’nin ters yonde Kkolesterol tasima
mekanizmasi ile periferdeki dokularda fazla miktarda kolesteroliin birikmesinin

onledigi bilinmektedir (76,77).

HDL farkli yollarla karacigere kolesterol tasinmasini gergeklestirir. Esterlesme
lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) tarafindan gergeklestirilir. HDL karaciger
yiizeyindeki SR-BI reseptoriine baglanir ve HDL partikiilii yikilmadan hepatositlere
kolesterol esterleri transfer edilir (78,79). Hepatositler HDL partikiillerini endositoz ile
alirlar. HDL partikiiliinde bulunan kolesterol KEPT tarafindan trigliserit bakimindan
zengin lipoproteinlere aktarilir ve akabinde karacigerde ortadan kaldirilir. Hepatik lipaz;
SR-BI ile HDL etkilesimini artirarak HDL’nin kandan uzaklastirilma diizeyini
artirabilir. Boylece HDL-K kaynakli kolesterol karacigere bosaltildiktan sonra safra



yolu ile sekrete edilebilmekte ya da steroid sentezi i¢in kullanilmaktadir (80). SR-BI
secici olarak lipidlerin iki yonlii transferinde gorevlidir. HDL ile LDL arasinda
kolesterol esteri (CE) ile serbest kolesteroliin (FC) segici transferinde, lipoproteinlere ve
non-lipoproteinlere serbest kolesterol transferinde gorev almaktadir (38,81). SR-BI,
periferal hiicrelerden HDL’ye serbest kolesterol transferinde rol alir (Ters Yonde
Kolesterol Taginimi). Bu reseptorler kaveola gibi 6zellesmis membran yapilarinda

yiiksek diizeyde bulunmaktadir (38).

Plazma membran kaveollerinde yerlesim gosteren SR-BI reseptorii kolesterol
alim ve atimi igin kritik 6neme sahiptir. SR-BI, HDL ile hiicreler arasindaki kolesterol
transferine aracilik ederken, doniisiimlii bir sekilde HDL’ye baglanmaktadir. HDL nin
yapisindaki kolesterol diizeyi SR-BI’in aktivitesini etkiledigi tespit edilmistir. SR-B1
kolesterolce fakir HDL ile etkilestiginde kaveollerdeki serbest kolesteroliin HDL i¢ine
transferi gergeklesmektedir (Sekil 14), (82).
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Sekil 2-7: Ters yonde kolesterol tasinmasi.

HDL, kardiyovaskiiler hastaliklar bakimindan bir risk faktorii olarak
goriilmektedir. Cevresel ve genetik etkiler arasinda kuvvetli etkilesimlerin oldugu
bilinmektedir. Kandaki HDL diizeylerini etkileyen iligkili genlerin tespiti ve fenotipteki
yansimalar1 arasinda baglantt kurulmasi, bu riskin altinda yatan molekiiler

mekanizmalarin aydinlatilmasi agisindan yararh olacagini diistinmekteyiz.
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SR-BI GENi VE HDL-K METABOLIZMASI

2.1.5. SR Transporterlari (SR Tasiyicilar)

Scavenger kelimesi ¢opgli ya da toplayict anlamina gelmektedir. Yani, ¢esitli
artik molekiillerin ortamdan uzaklagtirilmasidir. Copgii reseptorler fagositoz esnasinda
makrofajlarla beraber calisirlar. Makrofajlar dokularin ¢evresinde bulunan; apoptotik
hiicreleri, yabanci hiicreleri ve molekiilleri tanmiyarak, fagosite edebilen hiicrelerdir.
Copgii reseptorler de ilk olarak makrofajlarla ilgili yapilan ¢aligsmalarda tanimlanmigtir
ve ¢ogunlukla bu hiicrelerde bulunmaktadirlar. Bu reseptdrler endojen ve yabanci bazi
molekiillere baglanarak, apoptotik hiicrelerin temizlenmesi ve dogal bagisiklikta
etkindirler (83). Bunun yaninda, makrofajlar modifiye olmus lipoproteinlerin
endositozunda da etkindirler ve ¢Opgii reseptorler burada gorev alirlar. Bu sebeple de
¢cOpcli reseptorlerin aterogenezdeki islevi, bircok arastirmaya konu olmustur. Bu
reseptorler ilk defa 1979 yilinda Brown ve Goldstein isimli arastirmacilar tarafindan
aterosklerotik plaklardaki lipid yiikli makrofajlar tizerinde tanimlanarak literatiire

girmistir (84).

Copgii reseptorler ilk olarak Brown ve Goldstein tarafindan asetile LDL’ nin
makrofajlar tarafindan hiicre igine alinmasinda tanimlanmislardir (85). Bu reseptorlerin
tamimlanmasi1 ilk olarak ateroskleroz ve ailesel hiperkolesterolemi calismalarinda
yapilmustir (86). Ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda, LDL partikiillerinin  hiicre
icine alinmasindan sorumlu LDL reseptoriindeki mutasyon sonucunda bu reseptorde
fonksiyon kayb1 olusur. Dolayisiyla bu mutasyona maruz kalan bireylerin plazma LDL
seviyeleri yiikselir. Neticede damar ve birgok dokuda kolesterol birikimi
gozlenmektedir (87,88). Fakat, kolesteroliin biriktigi dokularda ise LDL’ nin hiicre igine
alimmmi LDL reseptorii disinda farkli bir gsekilde gerceklesmektedir. Bu islemi
tanimlamak tlizere Goldstein ve Brown 1979 yilinda yapmis olduklari ¢alismalarinda;
asetil-LDL partikiillerinin LDL reseptorii disinda farkli bir reseptor araciligiyla
makrofaj icine alindigint ve kolesterolin bu sekilde dokularda biriktigi tezini
sunmuslardir. Bu arastirmacilar ilerleyen siirecte asetil-LDL reseptoriine baglanan ¢ok
sayida polianyonik ligandlar1 tanimlamiglardir. Goldstein ve Brown kolesterol
metabolizmasinin regiilasyonunda kesfettikleri bu ¢alismalarindan dolayr 1985 yilinda

Nobel Tip ddiiliine layik goriilmislerdir (89).
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Copgli reseptorlerde saflastirma (1988), klonlama (1990) ve smiflandirma
islemleri ilk olarak Dr. Krieger ve arkadaslar tarafindan yapilmustir. Ilk baslarda tip I ve
tip II makrofaj reseptorleri olarak isimlendirilen bu reseptorleri, tek gen iriinlerinin
splaysing (iki ucun birlesmesi) yapmasiyla alternatifleri de bulunmustur. Tip I ve tip II
makrofaj reseptorleri yerine ¢opcii reseptor, sinif A, tip I ve tip II ismi verilmistir.
Copeii reseptorler bakteriden viral proteinlere kadar organizmaya yabanci bir¢ok
molekiilii tanimanin yam sira, organizmadaki bircok modifiye olmus ve modifiye
olmamis molekiilleri de ligand olarak tanimaktadir (90,91,92). Bunun yaninda ¢6pgii
reseptorlerin norodejeneratif bozukluklarin patognezinde, Ag prezentasyonunda ve

immun sistemde fonksiyonel olarak etkinligi gosterilmistir (93,94).

Copeii reseptorler; modifiye olmus ve modifiye olmamis lipoproteinler, -
amiloid, bazi molekiiler saperonlar, modifiye ve modifiye olmamis hiicreler arasi
matriks, glikolize proteinler, apoptotik hiicreler ve bazi lipid molekiilleri gibi ¢ok sayida
liganda baglanirlar (95,96). Copgii reseptorler ¢cok sayida ligandi baglayan ve ekzojen
ya da modifiye olmus hedeflerin ortamdan uzaklastirilmasini saglayan hiicre yiizeyi
reseptOrleridir. Genellikle sinyalizasyon, adhezyon, fagositoz ve endositoz gibi
mekanizmalar araciligiyla indirgenmis ya da yabanci cisimlerin ortamdan

uzaklastirilmasini saglar (97).

Giliniimlize kadar yapilan c¢alismalar 1s1831inda, ¢opgli reseptorler yapi ve
fonksiyonlar1 bakimindan on smifa ayrilmaktadir (98). Copgii reseptorlerde
siniflandirma, yapilarindaki domainlere gore yapilmaktadir. Bu reseptorler multiligand
ozellikleriyle c¢esitli molekiillere baglanabilirler. Bu molekiillere 6rnek olarak;
proteinler, lipidler, polisakkaritler, poliriboniikleotitler, oksidize olmus diisiikk dansiteli
lipoproteinler (oxLDL) ve asetile olmus diisikk dansiteli lipoproteinler (acLDL)
gosterilebilir. Ayrica, ¢opgii reseptorler kollajen, trombospondine, asbestoz gibi yabanci
molekiillere de baglanabilirler. Her SR’nin baglanabildigi ligand bir veya birden fazla
olabilir. Ornegin, B grubu reseptorlerinden CD36; trombospondine ve kollagene
baglanabildigi gibi, biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda viicudun degisen kendi

molekiillerine de baglanabilir (81).

Copcli reseptorlerin yapisinda gesitli domainler vardir, yani multidomainik yap1
gosterirler (Sekil 2-7). Yapilarina gore ¢opeii reseptorler A’dan J’ye kadar on ana gruba,

bunlar da kendi iglerinde alt gruplara ayrilirlar. Copgii reseptorler gerek antijen
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sunumunu gerekse fagositozu arttirarak, makrofajlarin dogal bagisikliktaki rollerine ve
ayrica apoptotik hiicrelerin fagositozunda gorev yaparak doku homeostazisine de
katkida bulunurlar. Copgii reseptorlerin fonksiyonlar1 ¢esitlidir ve immiin sistemin

temel hiicrelerinden olan makrofajlarin rollerine paralellik gosterirler. Bu fonksiyonlar;

e Endositoz ve antijen sunumu
e Adezyon
e Fagositoz

e inflamasyonun azaltilmasidir (99).
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Sekil 2-8: SR’lerin multidomain yapasi.

2.1.6. SRB Gen Ailesi

Copgii reseptor siif B tip I (“’Scavenger Receptor Class B Type I’’, SR-BI),
Copgeii reseptor sinif B tip II (“’Scavenger Receptor Class B Type 1I’°, SR-BII), lizozo-
mal integral zar protein II (’Lysosomal Integral Membran Protein II’’, LIMP-II) ve
CD36 reseptorleri, ¢opgii reseptor sinif B ailesini olusturmaktadir (100).

2.1.6.1. SR-BI Geni

SR-BI geni ilk olarak 1994 yilinda Acton ve arkadaslari tarafindan Cin hamster

ovaryum hiicre hatt1 olan Var 261 ve insan eritrolokemi hiicrelerinden es zamanli olarak
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klonlanmislardir (101,82). Insan homologu olan CD36 membran proteini ailesinin bir
tiyesi olan CLA-1(CD-36 ve LIMPII-analog-1)’dir. Hamster ve insan proteinleri arasin-
da %81 oraninda bir dizi homolojisi benzerliginden dolay1 insan SR-BI isimlendirmesi

bir siire CLA-1 olarak genel terimlendirmesi yapilmistir (102,103).
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Sekil 2-9: Kromozom 12 ve SR-BI geninin lokasyonu

SR-BI geni insanda 12.kromozomun uzun kolunda g24.31-32 lokusunda loka-
lizedir ve 52-204 baz ciftini kaplayan 13 ekzon i¢cermektedir (104,105). Ekzon 1 kisa bir
kodlama sekanst ve cDNA® dan transkribe olmamis 5° bdlgelerinin hepsini igerirken,
ekzon 13 transkribe olmamig 3’ bolgelerinin hepsini icermektedir. CD36 ve SR-BI’ in
ekzonik yapilar benzerdir (103). Insan SR-BI mRNA’ smin uzun formu ~ 2.8 kbp’ ne
sahiptir (104). SR-BI geninin trankripsiyonu esnasinda ekzonda meydana gelen alter-
natif splaysing nedeniyle birden fazla mRNA tiirtiniin olusumu gozlenmistir. CD36 geni
ekzon 4 ve 5’ te meydana gelen alternatif splaysinge benzer seklilde ekzon 2 ve ekzon
3’ te de 300 bp (100 amino asid) uzunlugunda bir delesyonla sonuglanan bir alternatif

splaysing meydana gelmektedir (103,106).

SR-BI promotoru hormonlar ve kolesterol seviyelerinin regiilasyonu igin bir
takim faktorleri igermektedir. Insan ve rat promotorlariyla ilgili birgok ¢aligma

yapilmistir (104).

SRE-131 praaynotcT

Essogen receptor nall sitse

Sp?t Dindang sita

¥in Yang-1 bhinding ste

E-booc rmyotif

CaAT annharnces Dindirnng protser <te

Livwee 22X r —tor r rOTvse alaerryaail

= Liver receptor hormolog -1 responsae alerrssoet



21

Sekil 2-10. insan ve rat SR-BI promotorunda 6nemli yapisal ve diizenleyici faktorlerin
dagilimi (107).

SR-BI promotorii, kolesterol seviyesi ve hormonlarin regiilasyonunu saglayan
temel faktorleri igermektedir (108). Insan SR-BI promotoru birisi proksimalde (160 bp),
digeri de distalde (1145 bp) transkripsiyon baslama bdlgesine yakin (140 bp) olmak
tizere iki tane E-box konsensus dizisi ( CANNTG) bulundurur(61). Heliks-loop-heliks
ailesinin temel transkripsiyon faktorleri bu dizileri birbirine baglayabilmektedir (49).
Insan promotorunda 476 ve 1046 bp uzunlugunda islevi tam olarak bilinmeyen iki tane
protein baglanmasin1 kuvvetlendirici (CAAT/enhancer binding protein) bolgesi ve
proksimalde yer alan faktorleri baglayan steroidojenik faktor-1 (SF-1; 217 bp) baglama
bolgesi bulunur (104). Distalde steroid biyosentez geninin ekspresyonunu regiilas-
yonunu saglayan 217 bp uzunlugunda steroidojenik faktor-1 niikleer reseptdriiniin
baglanma bolgesi bulunmaktadir. Steroidojenik faktor-1(SF-1), fushi tarazu faktor-1
(Ftz-F1) ailesinin iiyesi bir niikleer reseptordiir. Ovaryum korpus luteum ve tek hiicre-
leri, adrenokortikal hiicreleri ve testislerdeki leyding hiicrelerinde gen ekspresyonlari
bulunmus olup, karaciger meme bezleri ve plasentada gen ekspresyonlar1 tespit

edilmemistir (104,50).

Yapilan ¢aligmalarda niikleer reseptor ailesinin diger iki tiyesi olan LRH-1 (Liv-
er receptor homolog-1) ve LXR (Liver X receptor)’iin insan SR-BIl promotoruyla
baglantist belirlenmistir. LRH-1, karaciger, pankreas ve steroidojenik dokularda ek-
sprese edilir (109,110). Niikleer reseptorler, hiicrelerin iginde olusan metabolitleri
kapsayan kiiciik hidrofobik ligandlarin baglanmasiyla etkilesim gostererek hedef genleri

islevsel hale getiren intraseliiler transkripsiyon faktorleridir (113).

2.1.6.2. SR-BI Protein Yapisi ve Membran Lokalizasyonu

SR-BI proteini ilk olarak 57 kDa agirliginda ve 509 amino asid uzunlugunda ek-
sperese edilir (101,114). SR-BI proteini dokuz adet N-glikasyon bdlgesi icerir (115). Bu
N-glikasyon bdlgerinin ekstraseliiler N-domainlerinin glikozillenmesiyle proteinin
molekil agirligr 82-85 kDa’a ulasir (116).
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Sekil 2-11: SR-BI reseptoriiniin iki transmembran domaini ve iki sitoplazmik kuyrugu
iizerindeki Kritik rezidiileri ve onemli sekans motifleri olan at nalina benzetilen sematik
yapisi (82,101).

Proteinin hem N- hem de C- uglart membrana baglidir.Bu iki memmbran asan
bolge arasindaki alan sitoplazmaya dogru uzanmaktadir. Sonug olarak, SR-BI proteini
iki transmembran domeine ve iki stoplazmik kuyruga sahiptir. Genis bir ekstraseliiler
domainle bu iki transmembran domain birbirinden ayrilirlar. Bu ekstraseliiler do-
mainlerin lizerinde 6 adet sistein bulunur. Bu yapinin fonksiyonel 6zellikleri tam olarak

bilinmemektedir. Bu sisteinler disiilfir kopriisii olusturma potansiyeline sahiptir

(101,114,115,116).

2.1.7. SR-BI Gen Polimorfizmleri

Insan SR-BI gen lokusunun lipid metabolizmastyla iliskisinin kuruldugu birgok
polimorfizm caligsmasi bulunmaktadir. Cok nadir karsilasilan ekzon 1 alelinde yapilan
tek niikleotid polimorfizminin (RS4238001; C>T ikinci aminoasitteki 4 baz ¢iftlik
glisinin serine (G2S) mutasyonu) erkeklerde yiiksek HDL-K ve diisik LDL-K ile
belirgin bir iligkisi tespit edilmistir. G2S varyantinin aksine dogu asya hari¢ tip 2
diyabetli diger tiim populasyonlarda G2S varyantimin diisiik HDL-K ve diisiik LDL-K
seviyeleriyle iligkisi tespit edilmistir. SR-BI gen varyantlarinin bu populasyonlardaki
metabolik sendromlularda HDL-K diizeyinin azalmasina Kkatkisinin olabilecegi
belirtilmistir (117,118,119,120,121). Yakin bir donemde G2S polimorfizmi intron 3
varyant1 (rs2278986; T>C) ile birlikte hiperalfalipoproteinemia ile iligkili hastalarda

SR-BI protein diizeylerinin bagimsiz olarak tanimlanmistir (122).
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Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda kadinlarda ve erkeklerdeki seks hormonlarinin
etkisiyle polimorfizm sonuglar1 farkli ¢ikmustir (117,118,123,124). Insan HepG2
hiicreleri ve kemirgen modellerinde yapilan c¢alismalarda Ostrojenin  SR-BI
ekspresyonunu down-regiile ettigi gdsterilmistir. Ostrojen terapisi insanlarda HDL-K ve
TG diizeylerini modiile edebilmektedir (125,126,127,128). SR-BI intron 11’deki
genetik varyantlarin post-menopozal donemdeki kadinlarda bir endojen faktor olarak
TG ve HDL-K diizeylerini etkiledigi gorilmistir (129). Ayrica, pre-menopozal
donemdeki kadinlarda Gstrojen seviyelerinin yiiksek ve karacigerde eksprese edilen SR-

BI diizeyinin ise diisiik olmasi beklenmektedir (121).

Aterosklerozda SR-BI’in fizyolojik dnemi adina fare modellemelerinde yapilan
genetik c¢alismalar neticesinde gii¢lii bulgular elde edilmistir (98). Kemirgenlerde
yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda SR-BI’ in genetik delesyonu ve karaciger spresifik ya da
adenoviriis aracili over-ekspresyonunun aterogenezin Onlenmesi ve ters kolesterol
tasinmasinda onemi sebebiyle dikkatleri SR-BI {izerine ¢ekmistir (130,131,132,133,
134,135,136,137).

SR-BI’ in kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskilendirildigi calismalar mevcuttur.
Hasta grubu 100.000 {izerinde olan genis kapsamli bir genom c¢alismasinda SR-BI
varyant1 (rs838880) tek niikleotid polimorfizminin HDL-K diizeyleri ile iliskili oldugu,
fakat kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili olmadigi bildirilmistir (138). Bununla
birlikte, SR-BI intron 5 ve ekzon 8 de yapilan polimorfizmlerin gesitli populasyonlarda
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskisi bulunmustur (118,123,139,140,141). Baska bir
caligmada ise rs10846744 varyantinin miyokardiyal enfarktiis ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkisi bildirilmistir (142,143). Lipit seviyeleri gibi genel aterosklerotik
faktorler bu asosiyasyonu etkilememistir. Lipit etkilerden bagimsiz gelisen
kardiyovaskiiler hastaliklarda, SR-BI aracili etkilerin bulunmasi sasirtict bir durum
olarak goriilmemistir (144). Biitiin bu ¢aligmalar SR-BI’ in insanlarda kardiyovaskiiler
saglik durumu iizerine olan etkisi desteklemektedir. Mekanizmanin tanimlanmasi tek
niikleotid polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler durumlar1 etkilemesi ve bu etkilerin lipit
bagimli/bagimsiz olup olmadigr ilerki varyant arastirmalar1 vasitasiyla tamamlanmasi

ongoriilmektedir.

Insan HDL reseptdrii olan SR-BI, yakin dénemde tanimlanan ii¢ mutasyon

tipiyle dikkatleri tizerine ¢ekmistir. Bu durum mutasyon neticesinde bozulmus SR-BI
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fonksiyonunun insan fizyolojisine etkileri hususunda giiglii bulgular igermektedir (121).
Vergeer ve arkadaslart HDL-K seviyesi %95 iizerideki hastalarda 297. aminoasitteki
prolinin serine doniistiigii (P297S) nokta mutasyonuyla sonuglanan bir yanlis anlam
nukleotid mutasyonu bulmuslardir (122). P297S mutasyonunun tasiyicist 18 aile
bireylerinin %32 sinde HDL-K seviyelerinin, tasiyici olmayanlardan daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Ancak diger plazmadaki diger lipid seviyelerinde belirgin bir
farklilik tespit edilememistir. Knock-out fareleriyle yapilan calismada P297S-SR-BI
tastyicilarinda HDL partikiillerinin biiyiik ¢apta oldugu gézlenmistir (134,146,147,148).

Primer hepatositlerde eksprese olan P297S-SR-BI HDL-KE alimimi
azaltmaktadir (145). SR-BI, HDL akseptorleri ile hiicreler arasinda kolesteroliin ¢ift
yonlii tasinmasina da aracilik etmektedir (149,150). P297S varyantlarinda, HDL i¢in
tasiyict olan ya da olmayan monosit makrofajlarda kolesterol akisi ciddi oranda diisiik

bulunmustur (145).

P297S-SR-BI varyantinin bulunmasindan kisa bir siire sonra, Burnham ve
arkadaglar1 sirasiyla S112F ve T175A nokta mutasyonlarini bulmuslardir. Bu iki
mutasyon tipi HDL-K seviyeleri %90 iizerinde olan iki farkli grupta tanimlanmistir
(130). Bu mutasyonlarin oldugu heterozigot aile iiyelerinde, mutant HDL-K diizeyi
normalden %37 oraninda yiiksek bulunmustur. Bu bireylerde LDL-K ve viicut kitle
indeksi etkilenmemistir (145). Chadwick ve Sahoo devamindaki ¢aligmalarda S112F ve
T175A SR-BI mutasyonlarin1 in vitro ortamda karakterize etmis ve bu iki mutant
reseptorde de HDL baglama kapasitesindeki azalmayla iligkisini tespit etmislerdir.
Hiicrelerden HDL’ye kolesterol akisinin bozulmasinda oldugu gibi HDL-KE segici

aliminda da azalma goriillmustiir (151,152).

SR-BI’de yeni kesfedilen bu ii¢ mutasyon, mutant HDL-K seviyelerinin artiginin
altinda yatan nedenlere 151k tutmaktadir (121). SR-BI receptoriiniin ekstraseliiler
domaininde lokalize olmus bu yapilar, HDL-KE se¢ici alimina aracilik etmede kritik
oneme sahiptir (153,154). Bu {i¢ mutant reseptor i¢in kemirgen modellerinde yapilan

caligmalarda kolesterol taginim fonksiyonlarinin bozuldugu gézlenmistir (155,156).
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(b)

human MGCSAZARWAAGALGVAGLLCAVLGAVMIVMVPSLIKQOVLENVRIDPSSLSFNMWKEIP 60
Bos taurus MGNLSRARRVTAALGFIGLLFAVLGIITMIVMVPSITIKQOVLK IRIDPNSLSFNMWKEIP 60
Sus scrofa MGSRSRARQVAAALGFVGLLLAALGAVMIVMVPS ITRKQQUVLENVRIDPSSLSFNMWEEIP 60
Mus musculus MCGSSRARWVALGLGALGLLFAALGVVMIIMVPSLIKQOUVLEXNVRIDPSSLSFGMWEEIP 60
Rattus norvegicus MGVS SRARWVALGLGVLGLLCAALGVIMIIMVPSLIKQOQUVLENVRIDPSSLSFGMWEEIP 60
DANIOC XX IO @ 3|1 e e o o o e o e MWRSIPRKTISPTPCG— = = = = oo o o o e o o RDIP 19

S112F

human IPFYLSVYFFDVMNPSEI LEGEFPQVRERGPYVYREFRHESNITFNNNDT

Bos taurus VPFYLSVYFFNIVNPEGI IQGOEPOQVOEHGPYVYREFRHESNITFNNNDTY

Sus scrofa VPFYLSVYFFDVINPNEILQGQIPQVRERGPYVYREFRHESNITFNDNDTY
Mus musculus VPFYLSVYFFEVVNPNEVLNGOEPFVVRERGPYVYREFRQEVNITFNDNDT"
Rattus norvegicus VPFYLSVYFFEVVNPSEVLNGOEPVVRERGPYVYREFROEVNITFNDNDT

Danio rerio VPFFMSVYFFHIVNPDEILKGGRPMVIQRGPYVYRENRWEDNITFHENHT

human FOPSKSHGSESDY IVMPNILVLGAAVMMENKPMTLELIMTILAFTTLGERAFMN 180
Bos taurus GOESDY IVMPNILVLSASMMMENRPGLLEKLMMTLAFSTLGORAFMN 180
Sus scrofa RGLESDYIVIPNILVLSASVMMEDRPMSLEKLIMTIFAFSALGERAFVN 180
Mus musculus FOPDESHGSESDYIVLPNILVLGGSILMESKPVSLEKIMMTLAILVTMGORAFMN 180
Rattus norvegicus FOPDRSQOGSESDY IVLPNILVLGGAVMMEDKPTSLEKLLMTILGLVTMGORAFMN L 180
Danio rerio FEESMSVGDESDVVTIPNMLVLGASVMMENMPFPVRLLLSTTFKTFNEGPFLT 139

Sekil 2-12: SR-BI proteinindeki mutasyon lokalizayonlari

Insanlarda mutant HDL-K seviyesinin yiiksekligi; belirgin faktdrlerin yaninda,
HDL-K’ iin dolasimdan yeterli diizeyde uzaklastirilamamasi gosterilebilir. Asil dnemli
soru ise, bu mutasyonlarin kardiyovaskiiler hastaliklarda etkili olup olmadiklaridir. Bu
durum hala belirsizligini korumaktadir. (145,157). Kardiyovaskiiler hastaliklarda
T175A ve S112F SR-BI mutantlarina ait tasiyicilarla ilgili herhangi bir bulguya
rastlanmamistir. SR-BI mutasyonlarimin diger aterojenik faktorlerle kombine halde
ateroskleroz gelisimini etkiledigi muhtemeldir (158). Ilerleyen yas ve tastyicilarin sinirh
olmasi nedeniyle, SR-BI mutant varyantlar1 lizerinde yapilacak daha fazla arastirmanin

kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliski kurulabilecegi ongoriilmektedir (121).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Tez projemizde iki drnek grubu iizerinde calisilmistir. Birinci grup Selguk Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Aile Hekimligi Anabilim Dali tarafindan takip edilen metabolik
sendrom tanis1 konmus erkek bireylerden olusturulmustur. ikinci grupta ise, 30-65 yas
araliginda herhangi bir kronik saglik problemi olmayan saglikli erkek bireyler kontrol
grubunu olusturmustur. Diger klinik parametrelere ait ayirimlar yukarida belirtilen kli-
nik tarafindan yapildi ve kan 6rnekleri bu birim tarafindan siniflandirilarak anabilim

dalimiza gonderildi.

Kontrol grubu: 30-65 yas araliginda herhangi bir kardiyovaskiiler hastalik bul-
gusu, hipertansiyon, metabolik rahatsizlik (diabetes mellitus, bobrek yetersizligi, kara-
ciger yetersizligi vs.) ve lipid metabolizma bozuklugu olmayan erkek bireyler kontrol

grubuna alinmustir.

Metabolik Sendrom hasta grubu: 30-65 yas araliginda metabolik sendromlu

erkek hastalar calismaya dahil edilmistir.

Her iki gruptaki hastalar cinsiyet ve yas agisindan benzer tutulmustur. iki grubun
rutin kan tetkikleri esnasinda alinan ve arta kalan kan ve serum orneklerinden DNA’lar
izole edilip, saflik tayinleri yapildi ve DNA miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen DNA
orneklerinde SR-BI genine ait ekzon 8 deki C>T (rs5888) degisimi ve ekzon 1’deki
C>T (rs4238001) degisimi SNaPshot multipleks sistemi ile incelendi. Hasta ve kontrol
gruplarinda genotip ve allel dagilimlan istatistiksel analizle incelendi ve hastalik geli-

siminde risk olusturup olusturmadiklari tespit edilmeye ¢alisildi.

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler
AmpliTaq DNA polimeraz, Primerler, Floresan dNTP, deiyonize su, 96'lik plak,
1 X TE, Calf Intestinal Phosphatase (CIP) 1000 U, Exo I (1000 U).

3.3. Kullanmilan Gerecler

ABI3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems), Otoklav, Etiiv, 1s1 blogu,
Dijital Goriintilleme sistemi, Elektroforez ig¢in giic kaynagi (E-C Apparatus
Corporation), Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL), Hassas terazi (Mettler),

Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), Isiticili manyetik karistiric
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(Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij (TDX), pH metre (Hanna),
Pipet takimi1 (Eppendorf), nanodrop ND-1000 spectrophotometer, UV transilluminator
(Stratagene UV/White light Transilluminator), GeneScan v3.1 yazilimi.

3.4. Kullanilan Yontemler
3.4.1. Periferik Kandan DNA Izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin steril EDTA’ll tiiplere alinan kan Ornekleri
kitteki prosediire gore isleme tabi tutularak DNA izole edildi. Buna gore oncelikle
proteinaz K 4,5 ml ddH,0’da ¢oziindiiriildii. inhibitér Kaldirma Tamponuna 20 ml

absolu etanol eklendi. Yikama Tamponuna 80 ml absolu etanol eklendi.
¢ 1,5 mI’lik steril mikrosantrifiij tiipii igerisinde:

» 200 pl Kan

» 200 pl BaglanmaTamponu

» 40 pl Proteinaz K
% Vortekslenerek, 10 dakika +70°C’de bekletildi.
< Uzerine 100 pl izopropanol eklendi ve iyice ¢alkaland.
¢ Filtreli tiipe aktarildi.
% 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

¢ Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipti kondu.

< Uzerine 500 pl Inhibitér Kaldirma Tamponu eklendi.

s 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

¢ Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipii kondu.

< Uzerine 500 pl Yikama Tamponu eklendi.

% 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

¢ Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipti kondu.

< Uzerine 500 ul Yikama Tamponu eklendi.

% 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

% Toplama tiipii atild1. Yeni toplama tiipii kondu.
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s 14000 x g’de 15 saniye spin yapildi.

¢ Toplama tiipleri atildi. Filtreli tiiplerin altlarina 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij

tiipti kondu.

« Filtreli tliplerde filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 200 pl Eliisyon Tamponu
(70°C) eklendi.

% 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.

X/

« Filtreye takili DNA alttaki mikrosantrifiij tiipline gecti ve elde edilen DNA
+4°C’de saklandi.

3.4.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon Ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA o6rneklerinden 1’er pl alinarak nanodrop spektrofotometrede
260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan Olclimlerle DNA’nin safligi ve
konsantrasyonu belirlendi. DNA 6rneklerinin safligit OD260/ OD280 orani kullanilarak
belirlendi. Yeterince iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/ OD280 degeri yaklasik
1,8’dir. Ortamda fenol veya protein varsa bu oran 1,8’den kii¢iikk olacaktir. OD260/
OD280 degeri 2’den biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

Calismamizda kullanilan 6rneklerin saflig1 1,8-2 arasindadir.

3.4.3. SNaPshot Yontemi ile Genotip Tayini
SNaPshot multipleks sistemi, polimorfizmlerin analizi i¢in primerleri uzatmak
icin kullanilan bir metottur. Multipleks 6zelligi sayesinde 10°dan fazla SNP tek bir

reaksiyonda kromozomal lokasyonlarindan bagimsiz olarak analiz edilebilmektedir.

SNaPshot isaretleme kimyasi tek baz uzatma ve sonlandirma ilkesine dayanmak-
tadir. Bu metod isaretlenmemis primerlerin Dideoksi-Niikleozit Trifosfatlarla uzamasi
sonucu caligsmaktadir. Her primer, DNA polimeraz ve fluoresan isaretli ddNTP
varliginda hedef kalip zincire baglanir. Polimeraz primeri 3’ ucuna tek bir baz ekleyerek

uzatir. Eklenen bazin yaptig1 1s1maya gore bazin ¢esidi belirlenmektedir (Sekil 1).



29

0
|

C
{

daglanma primer

) ™ CCATGACTGATTCC .
Hedef DNA — NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
saretlii dNTP'ler ddGTP
SNaPshot hazir ggﬁiz Primer uzamasi

reaksiyon karisimi ve senlanma

CCATGACTGATTCC G
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

SNP

Renk = Genotip

Elektroforez

A

SNaPshot genotipleme yontemi temel olarak 5 basamakli bir siirectir;

Sekil 3-1: SNaPshot genotipleme yontemi

1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

a Analizi yapilacak SNP’1 iceren bdlge PZR ile ¢ogaltilir.

2. SNaPshot reaksiyonu ve saflastirma

a SNaPshot reaksiyonundan once, birinci asamada gerceklestirilen
PZR’dan kalan baglanmamis primer ve dNTP’ler temizlenir.

b. SNaPshot reaksiyonu gerceklestirilir.

C. Reaksiyon sonrasi, Calf Intestine Alkaline Phosphatase enzimi uygula-
mast ile PZR {iriinlerinin 5 uglarindan fosfat gruplar1 ayrilarak halkasal

forma gelmeleri engellenir.

3. PZR analize tiriinlerinin hazirlanmasi

a. PZR iirtinleri formamid ve markor iceren soliisyona eklenir.

4. Kapiler elektroforez

a. PZR iirlinleri polimer dolgulu kilcal borulara enjekte edilir. Yiiksek vol
taj altinda fliioresan DNA parcalar1 ayrilir.

S. GeneMapper yazilimi ile genotip tayini gerceklestirilir.

3.4.4. Gen Varyantlariin Tespiti
3.4.4.1. Gen Varyantlarinin Gozlendigi Bolgenin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi
SR-BI geni ekzon 8’deki C>T rs5888 gen varyantinin gozlendigi bolgeyi

cogaltmada kullanilan primer dizileri:

lleri primer: 5°-TGGTTATCTTGTCATCGCCA-3’
Geri primer: 5°- GTGCTCCAACCAGGAATCAC-3’
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SR-BI geni ekzon 1°deki C>T (rs5888) gen varyanti i¢in kullanilan genotipleme
primer dizisi;

Primer: 5’- CTCCCATCCTCACTTCCTCAACGC-3’

SR-BI geni ekzon 1°deki C>T (rs4238001) gen varyantinin gozlendigi bolgeyi
cogaltmada kullanilan primer dizileri:

Mleri primer: 5°- TTAAGGACCTGCTGCTTGAT-3’

Geri primer: 5’- CATAAAACCACTGGCCACCT-3’

DNA orneklerinden gen varyantlarinin gézlendigi bolgelerin ¢ogaltilmasi icin

buz lizerinde ve steril kabin icerisinde PZR karisimi hazirland.

SR-BI geni ekzon 1°deki C>T (rs4238001) gen varyanti i¢in kullanilan

genotipleme primer dizisi;

Primer: 5°- AGCCCAGCGCGCTTTGGCGGAGCAGC-3’

Tablo 3-1: SnaPshot multiplex reaksiyonu PZR karisimi

Icerik Hacim(ul)

SnaPshot Multiplex Reaksiyon tampon 5ul (6rnek basina)
PCR iiriinii 3ul (6rnek basina)
Primerler 1ul (6rnek basina)
Saf su 1ul (6rnek basina)
Toplam Hacim 10 ul

Tablo 3-2: Gen varyantlarinin gézlendigi bolgelerin ¢ogaltilmasi icin kullanilan amplifi-
kasyon kosullar

95 derecede 5 dk 1 Doéngii
96 derecede 10 sn

50 derecede 5sn 25
60 derecede 30sn Dongii
+ 4 derecede beklet
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Tablo 3-3: PZR sonras1 muamele protokolii

1 Unite CIP eklenip 37 °C’ de 1 saat inkiibe edilir.
75 °C’ de 15 dakika inactive edilir.

+ 4 °C’ de saklanir. Bu islemden sonra 6rnekler kapiler elektroforeze tabi tutulur.

Tablo 3-4: Kapiller elektroforez sistemi

Bu asamada 0,5 ul PCR f{iriinii, 0,5 ul GeneScan-120 LIZ soliisyonu ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenir ve mikroplak kapatilir.

Ornekler 95 derecede 5 dk denatiire edilir ve elektroforez baslatilir.

Sonuglar GeneScan ile okunur.

¢ GeneMapper - *Untitled [SNaPshot] - gm Is Logged In Database ABI3730XL

File Edit Analysis WView Tools Help
COoRH | W  BE WU | EEE | > @ | resestng | [ JE | P> | D e
150304-modus-run_0_HO5 fsa ~1{ |into| Raw Data | EPT Data
150304-modus-run_0_H10.fsa | 150304-modus-run,
150304-modus-run_0_H11 fsa | =
150304-modus-run_0_H12.fsa
1400 1440 1az0 1520 1580 1600
5000
an00
4 s000
000
1000
° ==
= >]
| L _|
Progress Status . 0%

Sekil 3-2: rs4238001 polimorfizmi CC genotipi.

& GeneMapper - *Untitled [SNaPshot] - gm Is Logged In Database ABI3730XL

File Edit Analysis View Tools Help
= T T = =
GOoH W BEWU | EEE | > @ | s | [ JE | L% D e
150304-modus-run_0_D11 fsa A1 |info| Raw Data i’EpT Data
150304-modus-run_0_D12.fsa e
150304-modus-run_0_E11 fsa =
150304-modus-run_0_E12 fsa
150304-modus-run_0_FOS fsa 1500 1520 1540 1580 1580 1800 1620 1840
150304-modus-run_0_F10 fsa 3200
150304-modus-run_0_F11 fsa
150304-modus-run_0_F12 fsa 2800
150304-modus-run_0_GO0S fsa
150304-modus-run_0_G10 fsa a0,
150304-modus-run_0_G11 fsa
150304-modus-run_0_G12 fsa —_
150304-modus-run_0_HOS fsa =
150304-modus-run_0_H10.1sa
150304-modus-run_0_H11 fsa 1600
150304-modus-run_0_H12.fsa
1200
200
400
o = ——— s
[= >]
5 data point: 1539 rfu: 3219
Progress Status ... 0%

Sekil 3-3: rs4238001 polimorfizmi CT genotipi.
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& GeneMapper - *Untitled [SNaPshot] - gm Is Logged In Database ABI3730XL EBEX
File Edit Analysis View Tools Help
ol W | lE W = B @ | Teble Setting: | [---eoeoee ~ B8 P o 0 e

TSU30A-rodus-run_U_&11 158 ~ 19 rveper = T

150304-modus-run_0_~A12 fsa PiEEL lnfoq) ey EPT Data

150304-modus-run_0_B11 fsa | 150304-modus-run_

150304-modus-run_0_B12.fsa

150304-modus-run_0_C11 fsa 1400 1440 1430 1520 1580 1800 1840
150304-modus-run_0_C12 fsa
150304-modus-run_0_D11 fsa
150304-modus-run_0_D12.fsa
150304-modus-run_0_E11 fsa
150304-modus-run_0_E12 fsa
150304-modus-run_0_FO05 fsa
150304-modus-run_0_F10.fsa
150304-modus-run_0_F11 fsa
150304-modus-run_0_F12.fsa
150304-modus-run_0_G05 fsa
150304-modus-run_0_G10.fsa 4000
150304-modus-run_0_G11 fsa

2000

7000

5000

s000

150304-modus-run_0_G12 fsa 3000
150304-modus-run_0_HOS fsa
150304-modus-run_0_H10 fsa 2000
150304-modus-run_0_H11 fsa
150304-modus-run_0_H12 fsa 1000

0 i s S e — - CREPRERRe——

Progress Status ...

Sekil 3-4: rs4238001 polimorfizmi TT genotipi

3.5. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatiksel Yéntemler

Bu ¢alismanin istatistiksel analizleri igin SPSS 18 paket programi kullanilmstir.
Sonuglar %95 giiven araliginda, istatiksel anlamlilik smir1  p<0.05 olarak
degerlendirilmistir. Kontrol grubunun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadig:

Fisher Exact testi ile incelenmistir.

Genotip dagilimlart ile hastaliga yatkinlik arasindaki iligki sirasiyla alellik,
genotipik ve dominant (homozigot yabanil vs heterozigot varyant + homozigot varyant)
modellere gore lojistik regresyon ile incelenmistir. Hastalikla ilgili diger verilerin
genotip dagilimlan ile iliskisi incelenirlen ilk 6nce bu verilerin normal dagilimda olup

olmadiklar1 Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir.

Normal dagilim gosteren verilerin ikili karsilagtirmasi icin t testi, iiclii
karsilastirmalar i¢in ise tek yonlii varyans analizi kullanmilmistir. Normal dagilim
gostermeyen veriler igin ise ikili karsilastirmalar i¢cin Mann-Whitney U, daha fazla

grubun karsilastirilmasi i¢in ise Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada iki 6rnek grubu iizerinde calisilmistir. Metabolik sendrom tanisi
konmus ve takibi yapilan bireyler ile herhangi bir metabolik hastalik ve metabolik send-
rom hikayesi olmayan saglikli bireylerin oldugu kontrol grubu bulunmaktadir. Hasta ve
kontrol gruplari klinik parametreler agisindan kiyaslanmis ve elde edilen verilen tablo 4-

1' de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Hasta ve kontrol gruplarinin klinik 6zellikleri

Gru Boy |Kilo|Yas| HDL Tg |BelCevresi| HBIAC| AKS VKi
P (cm) | (kg) | (yaD) | (mg/dl) | (mg/dl) (cm) (%) | (mg/dl) | (kg/m?)
Ortalama | 1755 | 795(472| 4490 | 1167 | 946 56 | 1019 | 265

Korttrol Standart
62 |124/103]| 72 | 259 8.1 1,0 349 | 38

sapma
Ortalama | 1719 |g76(450| 331 | 2845 | 1049 50 | 1132 | 287

Hasta Standart
spma | 68 |107]98 | 39 | 1793 9.4 15 514 | 3.1
Ortalama | 17,1 |836|461| 389 | 2022 | 998 57 | 1077 | 276

Genel Standart
66 |122/101| 82 | 1539 102 13 444 | 36

sapma

Hasta ve kontroller bu veriler acisindan karsilastirildiginda, kilo, vki, bel
cevresi, HDL ve trigliserid oOlgiitleri acisindan anlamli derecede farklilik gosterdikleri

belirlenmistir (p<0,001).

HWE analizi kontrol grubu igin her iki polimorfizmin de Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu gostermistir (rs4238001 icin p=0,822075, rs5888 icin p=
0,104795). Genel genotip dagilimlari tablo 4-2 ve tablo 4-3' de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Genotip ve alel dagilim (rs4238001).

SR-BI Metabolik sendrom grubu Kontrol grubu

rs4238001 N % n % p degeri
Genotip

CC 34 32,7 44 44

CT 48 46,2 46 46

TT 22 21,1 10 10 0.01651
Allel

C 116 55,8 134 67

T 92 44,2 66 33 0.01991
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SR-BI rs4238001 varyasyonunun hasta grubunda normal C alel frekansi %55,8

ve nadir T frekansi 44,2 iken, kontrol grubunda sirastyla %67 ve %33 bulunmustur.

Tablo 4-3: Genotip ve alel dagilim (rs5888).

SR-BI Metabolik sendrom grubu Kontrol grubu

rs5888 N % n % p degeri
Genotip

CcC 39 37,5 35 44 Referans
CT 45 43,2 41 46 0.96201
TT 20 19,2 24 10 0.44637
Allel

C 123 59,1 111 55,5 Referans
T 85 40,9 89 44,5 0.45804

SR-BI rs5888 varyasyonunun hasta grubunda normal C alel frekans1 %59,1 ve

nadir T frekans1 40,9 iken, kontrol grubunda sirasiyla %55,5 ve %44,5 bulunmustur.

Metabolik sendroma sahip hastalar ve saglikli kontrol grubu genotip dagilimlari
acisindan karsilastirilarak polimorfizmlerin hastaliga yatkinlik {izerindeki etkisi
incelendiginde; rs4238001 polimorfizminin hastaliga yatkinlik riskini artirdigi, rs5888
polimorfizminin ise herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Varyantlardan
rs4238001 T allelinin metabolik sendrom riskini 1,61 kat artirdigr (%95 CI=1,077-
2,407; OR=1,610; Kikare=5,42; p=0,01991), heterozigot genotipe sahip kisilerde 1,35
kat arttig1 (%95 CI: 0,739-2,468; OR=1,350; Kikare=0,95; p=0,32856) ve TT genoti-
pine sahip kisilerde ise CC genotipine sahip kisilere gore bu riskin 2,847 kat arttig1
(%95 CI:1,191-6,804; OR=2,847; Kikare=5,75; p=0,01651) belirlenmistir.

Bu bulgunun eldesinden sonra hastaliga yatkinlik riskini artirdigi belirlenen
rs4238001 polimorfizminin, hasta ve kontrol grubunda anlamli derecede farklilik
gosteren klinik Ozelliklerle iliskisi incelenmigtir. Hasta grubu genotiplere gore gru-
plandiginda; kilo, vki, bel ¢evresi, HDL ve trigliserid 6l¢iitlerinin gruplara gore ortala-
malart tablo 4-3'de goOsterilmistir. Genotiplere gore bu klinik  6zellikler
karsilagtirildiginda  genotiplerle aralarinda herhangi bir iligki belirlenememistir

(Pkito=0,952; pvki=0,659; Poel cevresi= 0,303; prHoL= 0,622; Prrigliseris= 0,661).



Tablo 4-4: Olgiitlerin gruplara gére ortalamalari.
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0,86

) Kilo VKi Bel Cevresi HDL Trigliserid
Genotip
(kg) (kg/m?) (cm) (mg/dl) (mg/dl)
28,22 +
CC 86,9+1,9 0.45 103,5+ 1,44 | 33,08+0,53 262 +23,5
28,60 +
CT 87,1+ 1,4 0.42 105,6 £ 1,46 | 32,93 +0,63 289,6 £22,2
29,42 +
TT 89,6 £2,7 105,6 +£2,03 | 33,54+ 0,88 308 +57,8
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5. TARTISMA

MS diinya genelinde giderek yayilan ve ¢ok sayida insani etkileyen 6nemli bir
morbidite nedenidir. Pandemiye dogru ilerleyen bu artigta, sedanter yasam tarzinin
benimsenmesi ve beslenme aliskanligindaki diizensizlikler gibi ¢evresel etmenlerin
yaninda, kalitimla gelisen bazi 6zellikler de rol oynamaktadir. Ulkemizde her sekiz
yetigskinden iiclinde MS bulundugu, koroner arter hastalarinda ise %353 oraninda

bulundugu tahmin edilmektedir (159).

Ulkemizde yapilan ¢alismalar neticesinde metabolik sendromun toplumumuza
yonelik ciddi tehditler olusturdugu rapor edilmistir. Ulkemizde Metabolik Sendrom ile
ilgili en 6nemli ¢aligmalardan bir birisi TEKHARF c¢alismasidir. Calisma baslangici
olan 1990 yilinda Metabolik Sendrom prevalansi %24,4 iken, bu oran 2000 yilinda
%36,2’ ye yiikselmistir. Calismaya gore erkeklerdeki goriilme sikligr 40-49 yas grubu
olup, bayanlarda ise bu yas grubunun 30-39’ dan baglayarak 60-69 yas grubuna kadar
artan bir siklikla goriildigi tespit edilmistir (2). Calismaya gore 30 yas ve lizeri
erigkinlerde metabolik sendrom goriilme sikligr %32,8 (erkeklerde %27, bayanlarda ise
%38,6) olarak tespit edilmistir (3). 2012 yilinda yayimlanan kohort ¢alismasina gore,
metabolik sendrom prevalansi genelde %49,9; erkekte %45,1, kadinda %54,5 olarak
saptanmigtir (4). 2004 yili METSAR (Tirkiye Metabolik Sendrom Arastirmasi)
sonuclarina gore ise 20 yas ve lizerindeki erigskinlerde MS siklig1 %35 olup, kadinlarda

MS siklig1 daha fazladir (Kadinlarda %41,1 - erkeklerde %28,8), (35).

Yeni meta-analizlerin sonuglarina goére MetS’li hastalarda 2 kat artmis KV
olaylar ve 1.5 kat artmig tiim nedenlere bagli oliimler goriilmektedir. Metabolik
Sendrom tanis1 i¢cin NCEP, ATP III ve IDF kriterlerinden birisi olan dislipideminin C.
Aydm ve ark. 175 KAH i¢in de risk faktorlerinden olmasi nedeniyle Metabolik
Sendrom ve Ateroskleroz iliskisine yonelik ¢alismalar gittik¢e yogunluk kazanmaktadir
(161).

MetS tanimlanmasindaki komponentlerden ikisi direkt olarak dislipidemiyle
iligkilidir (yiiksek TG diizeyi ve diisik HDL diizeyi). Diisilk HDL diizeyleri major KV
ve KAH icin risk faktoriidiirler. TG ve HDL arasinda ters iliski olmasina ragmen artmis
TG diizeyleri bircok KAH risk faktorleri ile (obezite, hipertansiyon, sedanter yasam

tarzi, inflamasyon ve protrombotik durum) iligkilidir. Bununla beraber 29 prospektif
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calismay1 igeren ve 260.000’den fazla katilimciyr kapsayan yeni bir meta-analizde

TG’lerin KAH igin giiglii ve bagimsiz 6ngordiiriicii oldugu gosterilmistir (162,163).

Serum HDL kolestrerol diizeyleriyle aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimi arasinda ters bir iliski oldugu bilinmektedir (8). HDL’nin aterosklerozdan
koruyucu en 6nemli fonksiyonu ise HDL aracili ters kolesterol transportudur. HDL
cevre dokulardan kolesterolii alarak makrofajlar ve arteriyal duvar dahil, karacigere
birakir (9). Pre-p1—aHDL (HDL3—HDL2)—HDL siklusu tamamlanir ve ters koles-

terol transportu gergeklestirilir (10).

Copeii reseptor BI (scavenger reseptor BI, SR-BI)’in kesfi, ters kolesterol
transportunda gorevli molekiiler altyapi ve bu transport sisteminin etkiledigi serum
HDL kolesterol seviyelerinin kontrolii iizerindeki ilgiyi artirmistir (9). Son ¢aligmalarda
SR-BI‘m hepatik ekspresyonunun ateroskleroz gelisimi ile ters iligkili oldugu bild-
irilmistir (11,12,13). SR-BI” 1n ateroskleroz iizerindeki koruyucu etkisi ters kolesterol
transportu siirecinde lokalize oldugu hepatik hiicre membraninda HDL2’yi baglayarak
hiicre i¢ine almast ve bu sekilde HDL3’e doniisiimiine katkida bulunmasiyla
gerceklesmektedir (14,15). HDL’ nin yaklagik olarak %50 lipid (fosfolipid, ester koles-
terol, serbest kolesterol ve trigliserid) ve %50 proteinden (apo Al, All, apo C’ler ve apo
E) olusur (16). HDL nin protein kisminin %60-70’ini (apo AI) olusturmaktadir. Kara-
ciger ve barsakta sentezlenir (17). Apo Al diizeyi kolesterol metabolizmasi i¢gin HDL

kolesterolden daha hassas bir gostergedir (18).

SR-BI apo-B igeren lipoproteinlerin (VLDL, LDL) hiicre i¢ine alinmasinda da
gorev almaktadir. Apo-B ve apo-E’nin SR-BI'in ligandi olmasi bu lipoproteinlerin
taninmasinda ve bu sekilde hiicreye alinmasinda etkendir (19,20,21). Webb ve arka-
daslarinin yiiksek yag ve yiiksek kolesterol iceren diyetle beslenen transgenik farelerde
yaptiklar1 ¢aligmalardan elde ettikleri bulgular, apo-B iceren lipoproteinlerin

dolasimdaki seviyelerinin SR-BI tarafindan belirlendigini gostermektedir (22).

SR-BI HDL ye yiiksek afiniteyle baglanan ve karaciger tarafindan kolesterol es-
terlerinin selektif alimini diizenledigi tanimlanan ilk transmembran reseptoriidiir. Daha
sonra yapilan insan homolojisi ¢aligmalarinda SR-BI’'in HDL, LDL ve VLDL baglaya-
bilen multilipoprotein reseptorii oldugu kesfedilmistir (19,23). SR-BI geni 12. kromo-
zomda yer almaktadir (24). Gen sembolii SCARB1’dir ve 13 ekzondan olusan iki ana

transkript vermektedir: Tam uzunlukta olan SR-BI transkripti ve ekzon 12’ den sonra
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sigrama sonucu olusan SR-BII transkriptidir (25). SR-BI hiicre yiizeyinde bulunan
molekiiler agirligi 82 kD olan 509 aminoasitlik bir glikoproteindir (26,27). SR-BI” in en
yiiksek eksprese edildigi organlar kolesterol metabolizmasi ve steroid hormon sentezi-
nin gercgeklestigi karaciger, bobrekiistii bezi, yumurtalik ve testistir. SR-BI farkli
domenleri sayesinde farkli ligandlar1 baglayabilmektedir (27).

SR-BI genindeki ¢.1050 C>T’ nin (rs 5888) minor alleli beyaz oldukca sik
goriiliip %40-49’a kadar seyredebilir. Ekzon 8’de gozlenen bu C/T varvasyonu protein
tirlintinde degisiklik yaratmamaktadir (sessiz mutasyon). Minor T allelin lipid diizeyler-
ine etkisini inceleyen arastirmalar bu varyantin yiiksek HDL ve diisiik LDL seviyelerine
neden olarak anti-aterojenik etki gosterdigini savunmaktadirlar. Sonu¢ olarak bu
varvasyonun SR-BI geninin ekspresyon seviyesini etkileyerek ya da gendeki splice
bolgelerini degistirerek etki gosterdigi disiiniilmektedir (32). Rodriguez-Esparragon F.
ve arkadaslarinin yaptigi hasta-kontrol c¢alismasinda ¢.1050 C>T CC major allelinin
serum lipid diizeylerinden bagimsiz olarak, koroner kalp hastaliklarini %50 oraninda
artirdigi rapor edilmistir (163). Andreas Ritsch ve ark. ekzon 8 C/T degisiminin bayan
hastalarda aterojenik lipid profiline neden olarak kardiyovaskiiler hastalik gelisim
riskini artirdigi ayrica periferal damar hastaliklarinin gelisiminde rol oynadigi bild-
irmislerdir( 28).

SR-BI varyasyonlarinin bayan ve erkek hastalarda lipid diizeylerinin etkisini
inceleyen arastirma bulgular1 farklilik gostermektedir. Bu bulgular menopoz dncesi ve
sonras1 kadinlarda yapilan c¢alismalarda gozlenmistir. Menepozal duruma goére olusan
farkliliktan Ostrojen seviyelerindeki degisimin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Son
caligmalarda SR-BI geninde tanimlanan Ostrojen cevap elemaninda SR-BI ek-

spresyonunun ostrojen tarafindan diizenlendigine isaret etmektedir (29,30).

Ekzon 1’de meydana gelen C/T (rs 4238001) varyant1 yiiksek HDL ve disiik
LDL ile belirgin bulunmustur. Heterozigot allele sahip hem erkek hem bayan hastalarda
LDL seviyelerinde oldukga diisiik konsantrasyonlarina rastlanmigtir. Aminoasit degisi-
kligine yol acan p.Gly2Ser insidanst %10 ile %19 arasinda seyretmektedir (31). Bu
etkilerden dolay1 antiaterojenik Ozellikte olan bu varyantin lipid degisimine etkisi

tizerinden metabolik sendroma etkileri incelenmesi amaglanmustir.

Calismamizda metabolik sendroma sahip hastalar ve saglikli kontrol grubu

genotip dagilimlart agisindan karsilastirilarak polimorfizmlerin hastaliga yatkinlik
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tizerindeki etkisi incelendiginde; rs4238001 polimorfizminin hastalik riskini artirdigi,
rs5888 polimorfizminin ise herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Varyantlardan
rs4238001 T allelinin metabolik sendrom riskini 1,61 kat artirdigi, heterozigot genotype
sahip kisilerde1,35 kat arttig1 ve TT genotipine sahip kisilerde ise CC genotipine sahip
kisilere gore bu riskin 2,847 kat arttig1 belirlenmistir.

Bu bulgunun eldesinden sonra hastaliga yatkinlik riskini artirdigi belirlenen
rs4238001 polimorfizminin, hasta ve kontrol grubunda anlamli derecede farklilik
gosteren klinik 6zelliklerle iligkisi incelenmistir. Genotiplere gore bu klinik 6zellikler

karsilagtirildiginda genotiplerle aralarinda herhangi bir iliski belirlenememistir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

Calismanin Adi: “Metabolik Sendromlu HastalardA rs5888 ve rs4238001 SR-BI Gen

Varyantlarinin Lipid Profiline Olan Etkisinin incelenmesi.”

Calismaya metabolik sendrom tanisit konulmus 100 hasta ve 100 saglikli birey
katilacaktir.

Goniilliiden 10 cc EDTA’I1 kan 6rnegi alinacaktir.
Alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilacaktir.

Elde edilen DNA orneklerinde hastaliginizin olugsmasinda rol oynayabilecegi

diistiniilen

gen polimorfizmlerinin incelenmesi i¢cin SnapShot DNA Dizilime teknigi

kullanilacaktir.

Polimorfizm c¢alismalari, direkt hastalik sonucunu belirtmemekte olup, kisiye
s0z konusu hastaliga yatkinlikla iligkili genetik yapiya sahip olup olmadiginm

gostermektedir.
Elde edilen DNA bu ¢alisma disinda bagka bir islem i¢in kullanilmayacaktir.

Diger bir ¢alismada goniillii DNA’sinin kullanilmasi1 gerektiginde kendisinden

izin alinacaktir.

Goniilliiniin uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve riskle karsilagmasi

s0z konusu degildir.

Bu ¢alismada goniilliintin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim
sorumluluk aragtiric1 ve destekleyiciye aittir. Goniillii arzusu iizerine mali ve hukuki

yiikiimliiliik olmaksizin ¢alismadan ayrilabilir.
Kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.
Bu islemler i¢in sizden higbir ticret talep edilmeyecektir.
Bu caligsma i¢in size herhangi bir iicret 6denmeyecektir.

Caligsmaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir.
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Goniilliniin caligmaya katilmayr reddetmesi onun gelecekteki takip ve tedavisi

tizerine olumsuz etkisi bulunmayacaktir.

Bu c¢alismada goniilliiniin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim

sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir.

Goniilliiniin  ¢alismaya katilim siireci sadece doku Orneginin alinmasi ile

smirlidir.

Calisma kabul kriterlerin’e ve 0Ozelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
calismadan ¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢alismadan arastiricinin

istegi ile ¢ikarilabilirsiniz.

Calisma sonunda elde edilecek verilerle uluslararasi ¢apta yayinlanabilecek,
hastaliginiza aciklik getirecek bilgiler elde edilebilmesi miimkiindiir. Bu sekilde ¢alisma

sonucunda ulasilan 6nemli bir bilgi varsa tarafiniza bildirilecektir.

Sayin Prof. Dr. Kamile MARAKOGLU tarafindan I.U. DETAE Molekiiler Tip
Anabilim Dali’nda tibbi bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir aragtirmaya “katilimc1”

(denek) olarak davet edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma

dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan

nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
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her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).
Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,

Prof. Dr. Kamile MARAKOGLU’nu arayabilecegimi biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diistinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde “katilime1”
(denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir

memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gdsteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
s0z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin

katilmay1 kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢cin veli veya vasinin Adi-soyadi,

Imzas1, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin
Adi-soyadi, Imzasi

Prof.Dr. Kamile MARAKOGLU
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Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin
Adi-soyadi, Imzas1, Gérevi

Aile Hekimi Dr. Nisa Cetin Kargin
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ETIiK KURUL KARARI
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SELGUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARARLARI

[ Toplantt Sayisi: 2015/1 Toplantt Tarihi : 06.01.2015

Karar, Sayist 2015/19 Istanbul Universitesi Dencysel Tip Araguirma Enstitlist. Molekiler Tip
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. Sadrettin PENCE nin, " Metabolik Sendromlu Hastalarda rs 5888 ve
rs 4238001 SR-BI Gen Varyantlariin Lipid Profiline Olan Etkisinin Incelenmesi” bashkh arastirmasinim
degerlendirilme talebi ile ilgili 29.12.2014 tarihli dilekgesi ve ckleri goriistildi.
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