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OZET

DEMIRCAN, A. (2016) Koroner Arter Hastalarinda CPTIA ve CROT Gen
Varyasyonlarinin Dislipidemik Fenotiple iliskilerinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kalp dokusunun siirekli kasilma aktivitesini silirdirmek i¢in gereksindigi sabit ve
yiksek enerji talebi Oncelikle uzun zincirli yag asitlerinin beta-oksidasyonundan
karsilanmaktadir. Bu nedenle yag asidi beta-oksidasyonunda ortaya ¢ikan bozukluklarin
kalp dokusu enerji ihtiyacinin karsilanmasinda ve kardiyovaskiiler sorunlara sebep olacagi
ongoriilmektedir. Lipid metabolizmasinda beta-oksidasyon ile enerji iliretimi i¢in uzun
zincirli yag asitlerinin sitozolden mitokondriye karnitin mekigi ile mitokondriye girmesinde
gorevli karnitin palmitoiltransferaz-1 (CPT-I), acil-KoA’da KoA’nin tiol grubuna bagli agili
ayirarak membranlar arasi boslukta karnitinin hidroksil grubuna aktarilmasmi katalizler.
Karnitin oktanoil transferaz (CROT) ise karnitin ve KoA arasinda yag agil gruplarimin geri
doniisiimlii transferini katalizleyen bir karnitin agiltransferazdir. Yapilan ¢alismalar CPT1A
ve CROT genlerindeki varyasyonlarin beta oksidasyonda onemli oldugu gozlenmistir.
Calismamizda CPT1A rs3019613-G>A ve CROT rs2214930-T>C varyasyonlarinin koroner
arter hastaligi (KAH) teshisi konan bireylerde incelenmesi ve bu varyasyonlarin serum lipid
profili ve KAH riski iizerindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Calisma gruplarimiz
104 koroner kalp hastast ve 76 saglikli bireyden olugsmustur. CPT1A ve CROT gen
varyasyonlar1 ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile belirlenmistir. CPT1A
rs3019613-G>A ve CROT rs2214930-T>C dagilimlarn hasta ve kontrol gruplarinda
benzerdir (p>0.05). Kontrol grubunda CROT rs2214930-TT genotipi yiiksek Total-
kolesterol (p=0.045), LDL-Kolesterol (p=0.009) ve T alleli yiiksek sistolik kan basinci
(p=0.039) ile iligkilidir. KAH hasta grubunda CPT1A rs3019613-A alleli tasiyanlarda GG
tastyanlara kiyasla viicut kitle indeksi (VKI) degerleri yiiksek (p=0.004) iken, HDL-
kolesterol esik degeri (HDL-K<0.90 mmol/l) diistiktiir (p=0.017). KAH grubunda CROT
rs2214930-TT genotipi de diisiik HDL-K diizeyleri ile iligkilidir (p=0.054). Bulgularimiz
CPT1A rs3019613 ve CROT rs2214930 varyasyonlarinin KAH etyopatojenezinde yer alan
serum lipid profili, VKi ve kan basinglar1 iizerinde onemli etkileri olabilecegini
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: CROT, CPT1A, beta oksidasyon, koroner arter hastaligi
Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 36173
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ABSTRACT

DEMIRCAN, A. (2016). Study on relationship between the Gene Variations of the CPT1A
and CROT and dyslipidemic phenotype in patients with coronary artery disease. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Molecular Medicine. Master’s
Thesis. Istanbul.

The constant and high energy demand of the heart tissue for its unremitting contraction
is primarily provided from the beta-oxidation of long chained fatty acids. Thus, it can be
foreseen that disorders in the beta-oxidation of long chained fatty acids would create great
problems in delivering the energy demand of the heart tissue and lead to cardiovascular
diseases. Carnitine palmitoyltransferase | (CPT-I), responsible for the transferring of long
chained fatty acids from cytosol to mitochondria via carnitine shuttle for energy production by
the beta-oxidation in lipid metabolism, catalyze the break of the acyl, which is bound to the
thiol group of acyl-CoA, and transfer to the hydroxyl group of carnitine in the intramembrane
space. Carnitine octanoyl transferase (CROT) is a carnitine acyltransferase that catalyze the
reversible transfer of fatty acyl groups between carnitine and KoA. Studies showed that CPT1A
and CROT gene variations are important in beta-oxidation. In our study, it was aimed to
investigate the effect of the CPT1A rs3019613-G>A and CROT rs2214930-T>C variations on
coronary artery disease (CAD) patients, their serum lipid profiles and the risk of CAD
development. Our study group comprised of 104 coronary heart disease patients and 76 healthy
individuals as control. The CPT1A and CROT gene variations were determined with the real
time polymerase chain reaction technique. The distributions of the CPT1A rs3019613-G>A and
CROT rs2214930-T>C between the patient and control groups are similar (p>0.05). In the
control group the CROT rs2214930-TT genotype was found associated with high total-
cholesterol (p=0.045) and LDL cholesterol (p=0.009) and T allele with high systolic blood
pressure (p=0.039). In the CAD patient group, the CPT1A rs3019613-A carriers had higher
body mass index (BMI) values than the GG genotype carriers, while having lower HDL-
cholesterol threshold values (HDL-C <0.90 mmol/l) (p=0.017). In addition, the CROT
rs2214930-TT genotype was associated with low HDL-C levels in the patient group (p=0.054).
Our findings indicate that the CPT1A rs3019613 and CROT rs2214930 variations may have
significant effects on serum lipid profiles, BMI and blood pressure, which are a part of CAD
etiopathogenesis.

Key words: CROT, CPT1A, beta oxidation, coronary artery disease
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 36173



1. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz ve komplikasyonlar1 tiim diinyada ve ililkemizde en 6nde gelen
morbidite ve mortalite nedenidir (1-3). Ulkemizdeki koroner arter hastaliginin (KAH)
prevalans1t TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri Siklig
Taramasi) ¢aligsmasi bulgularina gore 45-54 yas grubunda %6, 55-64 yas grubunda %17
ve 65 yas ve lizerindeki yas grubunda ise %28 diizeyindedir. TEKHARF ¢alismasinda
ayrica tlkemizde tiim Oliimlerin %42’sini koroner kalp hastaligina bagh oliimlerin,
%10’nu ise serebrovaskiiler hastaliklara bagli 6liimlerin olusturdugu bildirilmistir. Bu
verilerden yola c¢ikildiginda aterosklerozdan kaynaklanan oliimler tiim Oliimlerin
yaklasik olarak yarisini olusturmaktadir (3, 4).

Ateroskleroz arterlerin, arteryal duvarin normal hiicre elementleri, T hiicreleri,
monositten tlireyen makrofajlar ve lipoproteinler arasindaki etkilesimden kaynaklanan
kronik inflamasyonudur (5, 6). Bu inflamasyon yagli c¢izgilenme, fibroz plak ve
komplike lezyonlarin gelismesine yol agabilir (3, 7). Ateroskleroza yol agan risk
faktorlerinden olan yas, cinsiyet ve aile Oykiisii degistirilemez faktorlerdir. Basta
dislipidemi olmak {lizere diabetes mellitus, hipertansiyon, sigara tiiketimi, obezite,
egzersizsiz bir yasam aterosklerozun degistirilebilir risk faktorleridir (7, 8, 9). Bunun
yani sira hastanin aterojen lipoproteinlerinin miktarimi (kiigiik yogun LDL, apo B)
koagiilasyon ve fibrinolitik aktivitesini (doku plazminojen aktivatorii (t-PA),
plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1), fibrinojen), vaskiiler endotel fonksiyonlarini
(homosistein, Lp(a)) ve inflamatuar yanitin1 (hs-CRP, Myeloperoksidaz (MPO))
belirleyen yeni risk etmenleri de giinliik pratige yavas yavas girmektedir. Bu risk
faktorleri endotel disfonksiyonuna neden olurlar. Ardindan inflamatuar bir yanit
baglatirlar (8, 9). Genel olarak dislipidemi, ardindan risk faktorleri sonucunda ortaya
cikan endotel disfonksiyonunun yol actig1 inflamasyon ve tromboz arasindaki kompleks
iligki  ateroskleroza sebep olur. Lipit metabolizmasinin bozulmast plazma
lipoproteinlerinin fonksiyonlarinda ya da seviyelerinde degisiklige yol agar. Bu
bozukluk, aterosklerozun en 6nemli risk faktorlerinden biri olan dislipidemidir (9).
Aclik sirasinda yag asitleri karaciger, kardiyak kaslar ve iskelet kaslarinda oksidasyonla
enerji iretimi i¢in predominant substrattir. Beyin ise enerji iiretimi icin oksidatif
metabolizmada yag asitlerini dogrudan kullanamaz. Karacigerde yag asitlerinin beta

oksidasyonu ile tiretilen asetil-KOA ve asetoasetil-KoA’dan yapilan keton cisimlerini



okside ederler (10, 11). Yag dokusunda depolanmis olan yag asitleri ve gliseroller
hormonal uyarilarla kan dolagimina verilir. Yag asitleri hedef dokuya ulastiginda
hiicreye gecer ve hiicrede agil-KoA sentetaz enzimleri ile KoA tiirevlerine
doniistiiriilerek aktif hale getirilirler (11, 12). Beta-oksidasyon ile enerji tiretimi igin
aktif hale gelen uzun zincirli yag asitlerinin sitozolden mitokondriye taginmasi gerekir.
Bu taginma iglemi i¢in hidrofilik 6zel bir tasiyict molekiil olan karnitin gereklidir.
Karnitin agil rezidiilerine baglanir ve onlarin eliminasyonuna yardim eder. Yag
asitlerinin karnitin mekigi ile mitokondriye girmesi 3 farkli protein ile gergeklestirilir
(10-14). Karnitin palmitoiltransferaz 1 (Carnitine palmitoyltransferase 1, CPT 1) ig
mitokondri membraninin membranlar arasi ylizeyinde bulunur. Ac¢il-KoA’da KoA’nin
SH grubuna bagli olan agcili ayirarak membranlar aras1 boslukta karnitinin hidroksil
grubuna aktarilmasini katalizler. Bu protein sayesinde karnitin, uzun zincirli karboksilik
asitlerle yiiksek enerjili ester bagi kurar (15). Karnitin palmitoiltransferaz II (Carnitine
palmitoyltransferase 2, CPT II) ise mitokondrinin i¢ membranmin matrikse bakan
yizeyinde bulunur. CPT [I’in karnitine aktardigi acil grubunun tekrar KoA’ya
aktarilmasi islemini katalizler (10, 14). Karnitin/agil-karnitin translokaz (solute carrier
family 25 member 20, SLC25A20) i¢ mitokondri membraninda bulunur (10).
Mitokondri i¢ine agil-karnitinin gecisini saglarken antiport olarak mitokondri disina da
karnitinin gegisini saglar. Karnitin oktanoil transferaz (Carnitine octanoyltransferase,
CROT), karnitin ve KoA arasinda yag acil gruplarinin reversible transferini katalizleyen
bir karnitin agiltransferazdir (16).

CPT1 geninin kodladigt mitokondriyal dis membrana yerlesmis karnitin
palmitoiltransferaz I, yag asidinin beta oksidasyonu i¢in hiz sinirlayicidir. CPT1A
geninin eksprese ettigi protein malonil-KoA tarafindan inhibe edilir ve bu inhibisyon
tiim dokularda yag asidi oksidasyonunun hiz kontroliinii saglar (12). CPT1 geninin 3
izoformu tanimlanmigtir. CPT1A ¢ogu dokuda ve o6zellikle karacigerde bulunurken,
CPT1B kaslarda eksprese edilir. CPT1C ise beyinde bulunur (15, 17). CPT1A ve
CPT1B’nin knockoutlar: letaldir. Bu yilizden enerji homeostazindaki kesin rolii hala tam
bilinmemektedir (18, 19). Ancak CPT1A’nin istlendigi gorevi aydinlatmaya yonelik
cesitli calismalar yapilmistir. CPT1A geninde beklenmedik spontan mutasyonlar1 olan
hastalarda, CPT1A’1n hepatik eksikligi hipoketotik hipoglisemi, hepatomegali, inme ve
komanin niikseden durumlarina sebep olmaktadir. Pankreasta spesifik CPT1 inhibitorii,

etomoksir, ile yag asidinin oksidasyonu ya da metabolize edilmeyen yag asit analoglar1



glukoz-stimiile edici insulin sekresyonunu (GSIS) degistirir (20, 21). CPT1 aktivitesinin
secici inhibitorlerle blokajinin kalbi yag asidi-bagimli iskemik yaralanmalardan
korudugu ve hipotalamik CPT1 aktivitesinin molekiiler ve farmakolojik yaklasimlarla
degistirilmesinin endojen glukoz iiretimini etkiledigi bildirilmistir (22).

CROT geni tarafindan kodlanan karnitin oktanoil transferaz, 4,8-
dimetilnonanoil-KoA’y1 uygun karnitin esterine doniistiiriir. Bu transesterifikasyon
peroksizomda meydana gelir ve orta ve uzun zincirli agil-KoA molekiillerinin
peroksizom disindan sitozol ve mitokondriye transportu igin gereklidir. Bu nedenle
CROT geninin iriinii olan bu protein lipid metabolizmasinda ve yag asidi beta
oksidasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (16, 23).

Literatiirde yapilan ¢alismalar ve incelemeler CPT1A ve CROT genlerinin yag
asidi beta oksidasyonu i¢in dnemli oldugunu gostermektedir. Yag asitleri, kalp dokusu
basta olmak {izere kaslarda en Onemli enerji kaynagidir (24). Yag asidi beta
oksidasyonundaki bir sorun bu enerji ihtiyacinin karsilanmasinda sorunlara sebep
olmaktadir. CPT1A geninde olusabilecek bir hata sonucunda, genin eksprese ettigi
protein ve onun dahil oldugu mitokondrideki karnitin mekigininde sorun olabilecegi

sngoriilmektedir (10, 12, 13).

Tez projemizde CPT1A genindeki rs3019613 ve CROT genindeki rs2214930
varyasyonlarindaki niikleotit degisimleri real-time PZR yontemiyle incelenmistir.
Caligmamizdan elde ettigimiz bulgularla CPT1A ve CROT genlerindeki
varyasyonlarinin aterosklerotik damar hastaligi ve dislipidemi ile iligkilerini ve sonug

olarak koroner arter hastalig1 gelisimindeki etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Ateroskleroz Epidemiyolojisi

Kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), koroner arter hastaligi (KAH),
serebrovaskiiler hastaliklar, periferal arter hastaligi ve diger kardiyak bozukluklar ile
birlikte diinyadaki baslica 6liim nedenidir (Sekil 2-1). Diinya Saglik Orgiitii (World
Health Organization, WHO) KVH kaynakli 6liimlerin 2012 yili i¢in 17.5 milyon kisi
oldugunu ve bunun tiim 6liimlerin %31'1 oldugunu beyan etmistir (25). KAH ise, bu
gruptaki Olimlerin %45'inden ve tiim Sliimlerin %12'sinden sorumludur. 2005 yilinda
verilerine gore, Birlesik Devletler'de (US), 445.687 dliimde her 5 6liimiin birinin ve
2006 yilinda Avusturalya'daki oliimlerin %17'sinin KAH'na bagli oldugu bildirilmistir.
2008 yil1 verilerine gore, Birlesik Krallik'ta (UK) rapor edilen 88.000 vaka icinse, her 5
erkekten birinin ve her 8 kadindan birinin 6liim nedeni KAH olarak gosterilmistir (26).
Ulkemizde ise, TEKHARF (Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri
Siklig1 Taramasi) caligmasi koroner arter hastaligi (KAH) prevalansim 45-54 yas
grubunda %6, 55-64 yas grubunda %17 ve 65 yas ve lizerindeki yas grubunda ise %28
olarak bildirmistir (27).

inflamatuar Kalp Hastalig

\ 2% Romatizmal Kalp Hastalig
6%
Hipertensif Kalp Hastalig

14% 45%

Diger
Kardiyovaskiiler
Hastaliklar

Koroner Arter Hastahgi

2%
Kardivovaskiiler Hastalik

Sekil 2-1: 2004 yil1 i¢in KVH'in Diinya ¢apindaki dagilimi1 (World Health Organisation,
Global Burden of Disease 2004 Update) 2°



KAH, Framingham Kalp Calismasinda (FHS) detayli sekilde arastirilmis ve aile
Oykiisii, yas, cinsiyet, kolesterol profili, kan basinci degerleri, diyabet, metabolik
sendrom, depresyon, sigara kullanimi, sosyoekonomik durum ve cografik/etnik koken
risk faktorleri olarak belirlenmistir. Sosyoekonomik durum kriterleri olarak ele alinan
meslek, egitim ve gelir parametrelerindeki diisiis, uygun olmayan yasam standartlarini
ve depresyon, obezite, yiiksek kolesterol, hipertansiyon ve yetersiz fiziksel aktiviteyi de
beraberinde getirerek KAH riskinde artisa yol agmaktadir (28).

Klasik risk faktorlerinin yaninda inflamasyon ve kalp krizi belirteci olarak
kullanilan C reaktif protein (CRP) seviyesindeki yiikselme, lipoprotein a ve kiigiik-
yogun LDL (sdLDL) partikiilleri, yetersiz folik asit alimina bagli olarak yiiksek
homosistein seviyesi ve fibrinojen, diizeyleri ile son donem bdbrek hastaligi (ESRD),
kronik inflamatuar hastaliklar (lupus, romaotid artrit) ve HIV enfeksiyonu (AIDS) da
KAH igin bilinen risk faktorleridir (1,2,8) (Sekil 2-2).

Geleneksel Risk Faktorleri Geleneksel-olmayan Risk Faktorleri

Yas Anormal
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i HIV
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Sekil 2-2: KAH i¢in Klasik ve Klasik olmayan risk faktorleri (29).
* BNP: B tipi natritiretik peptid; BP: Kan basinci; CRP: C reaktif proteini; HDL: Yiiksek yogunluklu

lipoprotein; HIV: Insan immiinyetmezlik viriis enfeksiyonu
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40 yas istiinde KAH riskinin erkeklerde %50, kadinlarda ise %33 arttig
goriilmiistiir. KAH erkeklerde kadinlara gore daha erken baglamakta olup risk
erkeklerde 50-65 ve kadinlarda 60-75 yaslar1 arasinda artmaktadir (1). KAH,
bilgisayarli tomografi, anjiyografi ve karotid intima media kalinlik 6l¢iimii gibi gesitli
goriintliileme teknikleri ve B tiipli natritiretik peptit (BNP), CRP, homosistein, renin,

tiriner albumin/kreatinin orani gibi biyobelirtegler ile teshis edilebilmektedir (26).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin genetiginde, hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre
bliylimesi ve farklilagsmasi, kanal ve reseptor proteinleri, endotel ve inflamasyon iliskili
genler, hiicre adhezyon molekiilleri ve lipoproteinleri kodlayan genler gibi ¢ok sayida
farkli gen grubundaki varyasyonlar rol almaktadir. Ilgili genlerdeki bozukluklar
aterosklerotik siireclerin baglamasina yol agmaktadir. Framingham Kalp Calismasi (28)
ve Isveg ikiz ¢aligmasi (30) kapsaminda incelenen kardiyovaskiiler hastalarinda aile

Oykiisli bulunan bireyler ile ikizlerde KVH gelistirme olasiliginin arttig1 gézlenmistir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisi ise, ateroskleroza dayanmakta olup
ateroskleroz, yiiksek kan basinci, yliksek kolesterol, sigara, diyabet ve genetik gibi iyi
bilinen risk faktorlerinin etkisiyle orta boy arterlerin intimasinda gelisen diisiik diizeyde
inflamatuar yanitlar olarak tanimlanabilir (31). Ateroskleroz, arter duvarinda dengesiz
lipid metabolizmast ve bozulmus immiin yanitin birlikte etki etmesiyle kronik
inflamasyon ve immiin disregiilasyona neden olan ve arteryal duvarin normal hiicre
elementleri, T hiicreleri, monositten tiireyen makrofajlar ve lipoproteinlerin
etkilesimiyle gelisen otoimmiin ve inflamatuar bir hastaliktir (1,32-34). Bu inflamasyon
yagl cizgilenme, fibroz plak ve komplike lezyonlarin gelismesine yol agabilir (35,36).
Zamanla, arterlerin i¢ yiizeyinde dereceli olarak meydana gelen kalinlasma damar
limeninin daralmasina, aterosklerotik plak hasarma ve kanamalara yol a¢maktadir.
Aterosklerotik plaklar inflamatuar hiicreler, hiicre debrisi, diiz kas hiicreleri (SMC) ve
cesitli miktarlarda kolesterol ve kolesterol esterlerinden olugsmakta ve bazen kollajen,
diiz kas hiicreleri ve elastinle sarili ve arter duvarindaki bir sira endotel ile kapli fibroz
bir kapsiil i¢inde yer almaktadir. Dolasimdaki monositlerden dontlisen kopiik
hiicrelerinden kokenlenen inflamatuar hiicrelerin birgogu arter duvarina go¢ ederek
fibroz kapsiilii hasarlamakta ve damar i¢inde intraluminal koroner trombiis formasyonu

olarak adlandirilan kanamaya yol agmaktadir (31).
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Ateroskleroz lipidlerin, inflamatuar hiicrelerin ve bag dokularin arter duvarinda
birikmesi ile karakterizedir (34). Diisiik dansiteli lipoproteinin (LDL) endotelden
gecmesi, inflamatuar hiicrelerin intimada birikmesine neden olan c¢esitli sitokinler ve
kemotaktanlarin salinmmini indiiklemektedir. Oksidatif ve enzimatik reaksiyonlar
sonucu modifiye olan lipidler (OxLDL), ileri diizeyde immiinojenik olup proinflamatuar
kemotaktik faktor islevi gorerek endotel hiicrelerinde 16kosit adezyon molekiillerinin
iiretimini artirmakta ve aktivasyon bolgesine kan hiicrelerinin taginmasini ve sitokin
salgilanmasi tetikleyerek inflamasyonu baslatmaktadir (36-37).

Intimada biriken OxLDL’yi fagosite eden makrofajlar kopiik hiicrelere
dontigiirler. Bu hiicrelerin birikimi ilk evrelerde intima altinda sar1 ¢izgilenmeler olarak
gbzlenir ve liimende darlik olusturmayan bu lezyonlar yagli c¢izgilenme olarak
adlandinilirlar.  Yagh ¢izgilenme aterosklerozun ilk lezyonudur (38). Kopiik hiicreler
ayn1 zamanda pro-inflamatuar sitokinleri salgilayarak intimanin biiyiimesine ve damar
liimeninin daralmasina neden olurlar (37).

Aterosklerotik siirecin gelisiminde anahtar rol oynayan mekanizma olan
endotelyal fonksiyon bozuklugu, uzamis veya tekrarlayan kardiyovaskiiler risk
faktorlerine (sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet, obezite) maruziyet, oksidatif
stres, virlisler, homosistein, immun kompleksler ve kompleman aktivasyonu ile bu
etkenlere kars1 endotel hiicrelerde gelisen endojen antiinflamatuar sistemlerin birlesimi

sonucu gelismektedir (39,40).

Endotel hiicreler, homeostaz1 saglamak i¢in kardiyovaskiiler risk faktorlerine
kars1 Nitrik oksit (NO), inflamatuar sitokinler, adhezyon molekiilleri ve tromboz
diizenleyiciler vasitasiyla actiklar savas sonucunda fonksiyon bozukluguna ilave olarak
biitiinliiklerini kaybederek senesense girerler ve dolasima katilirlar. Aktive veya
proapoptotik hiicrelerden kokenlenen endotelyal mikropartikiiller endotel hasarinin

dolasimda tespit edilebilen belirtecleridir (41).

2.2. ATEROSKLEROZ PATOGENEZI

Kalp hastaliklarinin baglica nedeni olan ateroskleroz, kolesterol igeren diigiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) intimada birikmesi ve endotel hiicreleri aktive
etmesiyle baslayan inflamatuar bir hastaliktir (1). Periferik ve koroner ateroskleroz

patogenezinin baslangic safhasinda endotel fonksiyon bozuklugu gelismekte ve



fonksiyonu  bozulmus endotel hiicreleri, artan gegirgenlikleri  yliziinden
makromolekiillerin ~ rahatlikla subendotelyal matrikse gecisine izin vererek
aterosklerotik lezyonlarin olusumu saglamaktadir (40). LDL’lerin kandaki artisi,
LDL’lerin tasmmmasini ve matriksteki birikimini artirmaktadir. Buna ek olarak,
apolipoprotein B (apoB) igeren diger lipoproteinler de intimada birikerek aterosklerozu
tetiklemeye yardimci olmaktadir (7,9).

Dogal LDL’ler modifiye olmus LDL’ler kadar hizli olarak makrofajlar tarafindan
almip kopiik hiicrelere doniistiiriilemedigi igin hiicre duvarinda oksidasyon, lipoliz,
proteoliz ve agregasyon gibi modifikasyonlara ugrayarak inflamasyonun artigina ve
kopiik hiicre olusumuna katki saglamaktadirlar (42). Modifiye olmus LDL’lerin
agregasyonu ve makrofajlar tarafindan alinmasi miyeloperoksidaz, sfingomiyelinaz ve
sekretuvar fosfolipaz gibi enzimler araciligiyla gergeklestirilir ve SR-A ve CD36 gibi
¢cOpcli reseptorleri vasitasiyla makrofajlara alinarak kopiik hiicrelere doniistiiriiliirler
(43).

Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) ise lipoproteinlerin oksidasyonunu
engelleyerek ve gevresel dokulardan kolesterolii uzaklastirarak ateroskleroza karsi giiglii
bir savunma olustururlar.

Okside LDL’nin birikmesi monosit ve lenfositlerin arter duvaria gogiine yol agar.
OXLDL ayrica endotel hiicrelerinin adezyon molekiillerinin yer aldigi proinflamatuar
molekiiller ile makrofaj Kkoloni-uyaricit faktorlerinin (M-CSF) yer aldigi biiyliime
faktorlerini tiretmesine neden olur. Bunlarin yaninda, modifiye olan LDL nitrik oksit
iiretimini de inhibe edebilir. Uretimi artan M-CSF sitokinleri, makrofajlarin
proliferasyonunu ve farklilagsmasini uyardigi gibi ¢opcii reseptor ekspresyonu gibi ¢esitli
makrofaj fonksiyonlarini da etkilemektedir (1,5).

Kopiik hiicrelerin olusmasindan sonraki basamak fibréz plak olusumudur. Bu
olusum ¢ogunlukla kolesterol ve onun esterlerinin ekstraselliiler alanda artmasiyla
karakterizedir. Bunun yaninda diiz kas hiicreleri (SMC) ve bu hiicreler araciligiyla
ekstraseliiler matriksin artmasi da fibroz plak olusumuna isarettir. Makrofajlar ve T-
hiicreler tarafindan salman sitokinler ve biiylime faktorleri SMC tasiniminda,
cogalmasinda ve ekstraselliiler matriks olusumunda 6nemli bir yere sahiptir (1,5,44).

Hormonlar, yiiksek tansiyon, yiiksek homosistein diizeyi aterosklerotik
lezyonlarin ilerlemesine katki saglayan faktorlerdir. Coklu anti-aterojenik etkiye sahip

olan 6strojen plazma lipoprotein diizeyini etkileyerek ve prostasiklin ile NO iiretimini



uyararak siirece katilirken, yiiksek homosistein diizeyi vaskiiler SMC proliferasyonunu
uyararak ve hipertansiyon ise, renin-anjiotensin yolagi iizerinden SMC gelisimini ve
ekstraseliiler matriksin Uretimini tetikleyerek ateroskleroz gelisimine etki etmektedir

(44).

2.2.1. ENDOTELYAL FONKSiYON BOZUKLUGU

Endotel, damar sistemi iginde yer alan kan ve damar duvar1 arasina
simirlandirilmig, tek katli yass1i epitel doku olup vaskiiller homeostazin ana
diizenleyicisidir. Endotel hiicreleri; vaskiiler tonusu ayarlar. NO, prostasiklin (PGI2) ve
endotelin (ET-1) aracilar1 sayesinde oksidatif stresi diisiik seviyede tutarlar. Ayrica bu
hiicreler lokal anjiyotensin II aktivitesini kontrol ederek aktif bir sekilde vaskiiler
gecirgenligi, 16kosit adezyonunu ile agregasyonunu ve trombozu diizenlerler (45).
Endotel fonksiyon bozuklugunda ise adezyon molekiillerinin ekspresyonunda artis, pro-
inflamatuar ve pro-trombotik faktorlerin sentezinde artis, oksidatif streste artis ve
vaskiiler tonusta anormal bir modiilasyon goriiliir (46). Endotelyal disfonksiyon bu
etkileriyle aterosklerotik plaklarin olusumu, ilerlemesi ve komplikasyonlarinda rol
oynayan bir siiregtir (41).

Endotel disfonksiyonunun ana sebebi nitrik oksitin (NO) biyoyararlanimindaki
azalmadir (39). Biitiin bilinen kardiyovaskiiler risk faktorleri (dislipidemi, arteryel
hipertansiyon, hiperglisemi ve diyabet) endotel disfonksiyonla iligkilidir. Okside-LDL,
renin-anjiyotensin ekseni ve insiilin direnci endotel fonksiyon bozuklugu patogenezinde
onemli rol oynar (45).

Hiperkolesterolemi, L-arjinin ve NO yolagini ¢esitli mekanizmalarla bozabilir.
Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) de endotelyal disfonksiyonda dnemli bir role sahiptir
47).

Aterokleroz gelisiminde g¢evresel etmenlerin ve degistirilemez faktorlerin bir
arada yarattig1 etkiye bagli metabolik degisimlere ek olarak genetik mekanizmalar da
rol oynamaktadir. Inflamasyon, trigliserid, lipoprotein, kan basinci, damar yenilenmesi
ve plak formasyonu, NO/cGMP sinyalizasyonu ve g¢esitli metabolik siire¢lerde rol
oynayan ¢ok sayida gendeki varyasyonlarin ateroskleroz gelisiminde yer aldigina dair

¢ok sayida populasyon ¢alismasi bulunmaktadir (48,49).
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Ateroskleroz siireci sonunda karsimiza en sik ¢ikan klinik tablolardan biri
Koroner arter hastaligi (KAH)’dir (1,26). KAH wyillar iginde gelisen, temelinde
ateroskleroz ve endotelyal fonksiyon bozuklugu yer alan ve kalbi besleyen koroner atar
damarlarin daralmasiyla sonug¢lanan bir hastaliktir. (8). KAH, miyokard iskemisinin en
agirhikli sebebidir. Cilinkii myokardial iskemi koroner kan akimi yetersiz oldugunda
olusur ve bu nedenle myokardiumun oksijen kaynag talep ettigi oksijeni karsilayamaz.

Kalp dokusu kontraktil fonksiyonunu, bazal metabolik siirecleri ve iyonik
dengesini siirdiirmek i¢in yiiksek oranda siirekli ATP tiretmek zorunda olan enerji talebi
yiikksek bir organdir (50). Kalp, yiikksek enerji ihtiyacini yag asidi ve glukoz
oksidasyonundan (yaklasik %95) saglayan bir dokudur. Uzun zincirli yag asitleri
normal fizyolojik kosullar altinda bu enerji ihtiyacinin %70’ini karsilamaktadir. Kalp
yetmezligi, yag asidi metabolizmasindaki anahtar enzimlerin  bozulmus
transkripsiyonuna isaret etmektedir. Kardiyak hipertrofi ve kalp yetmezligi olan insan
ve hayvanlarda yapilan ¢alismalarda yag asidi oksidasyonunun g¢esitli asamalarinin

inhibisyonu kalpte yag asidi metabolizmasinin aciga cikarilmasina katki saglamistir

(51).

2.3. YAG ASITLERININ OKSIDASYONU

Yag asidi sentezi hiicrenin sitozoliinde ger¢geklesmektedir. Mitokondride
meydana gelen ve Krebs dongiisii ve ketojenez dahil ¢ok sayida biyolojik siirecte yer
alan asetil koA, mitokondriden sitrat olarak sitozole gecer ve burada sitrat liyaz ile
yeniden asetil koA ve oksaloasetata yikilir (16) (Sekil 2-3). Asetil koenzim A (koA),
karnitin araciliiyla mitokondriye girer ve acil koA dehidrogenaz, koA hidrataz, 3-OH
acil koA dehidrogenaz ve 3-ketoacil koA tiyolaz enzimleriyle katalizlenen FAD-bagh
dehidrojenasyon, hidrasyon, NAD*-bagli dehidrojenasyon ve tiyolitik yarilma olarak
tanimlanan 4 asamadan gecerek beta oksidasyon iriinii olarak olusur (50,52).
Oksidasyonun her bir dongiisiinde asetil koA iiretilirken yag asidi zincirleri 2 karbon
kisalir (50) (Sekil 2-4).
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Sekil 2-3: Kalpte yag asidi beta oksidasyonu dongiisii (50)

Hiicreye giren yag asitleri, acgil koA sentetazlar ile esterifikasyon veya
mitokondriyal beta oksidasyona yonlendirilmek iizere acil koA esterlerine aktive
edilirler. Mitokondriyal beta oksidasyon acil gruplarinin oksidasyon i¢in mitokondriye
girisi ve iki karbonlu (asetil tinitelerinin oksidatif uzaklastirilmasiyla intramitokondriyal
zincir kisaltilmast olarak iki asamada gerceklesir. Bu siirecte karnitin palmitoil
transferaz | (CPTI), karnitin palmitoil translokaz, karnitin acil transferaz ve karnitin
palmitoil transferaz | (CPTII) enzimleri gorev alir (52) (Sekil 2-5, Sekil 2-6).
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* ETF: elektron transfer flavoprotein, UQ: ubikuinon, ETF: QO: elektron transfer flavoprotein ubikuinon

oksidorediiktaz, CoA: koenzim A

* Noktalarla belirlenmis kirmizi hatlar geri bildirim kontrol noktalarini gosterir.
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Yag asidi oksidasyonu, uzamis aclik veya egzersiz gibi yeterli enerjinin
almamadigi durumlarda enerji homeostazinin saglanmasinda 6nem tasiyan bir siiregtir.
Yag asitlerinin primer katabolik yolu olan yag asidi oksidasyonu beta oksidasyon ile
mitokondride ger¢eklesmektedir. Ancak uzun zincirli (>16C) yag asitleri (LCFA)
mitokondriye kisa ve orta boydaki yag asitleri gibi basit difiiyon ile gecemezler. Bu
nedenle, uzun zincirli yag asitleri dig mitokondriyal membranda uzun zincirli yag acil
koA sentaz enzimi vasitasiyla aktive edilirler. Uzun zincirli yag acil koA molekiilleri ise
karnitin palmitoil transferaz (EC 2.3.1.21) (CPT) sistemi ile mitokondriyal matrikse
almirlar (52, 55-57).

Yag asidi oksidasyonu enerji homeostazi i¢in elzem olmakla birlikte primer
oksidatif substrat olan glukozla yarisma halindedir. Hangisinin kullanilacagi ise
hormonal, transkripsiyonel ve biyokimyasal parametrelere gore degisim gosterebilir
(58). Ayrica yag asidi beta oksidasyon oran1t TCA dongiisii ve ETC aktivitelerine de
baglidir. Yag asitleri kalbe kardiyak miyositleri beslemek iizere ya albumine bagl
serbest yag asitleri (FFA) ya da silomikron veya ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) i¢inde bulunan triacilgliserolden (TAG) salinarak gelir (50).

Hiicre i¢i lokalizasyonlari, substrat 6zgiilliigi, kinetik ve fizyolojik 6zellikleri ile
farkl1 6zelliklere sahip bir enzim grubu olan karnitin agil transferazlar enerji homeostazi
ve yag metabolizmasinda asetil koA ve uzun zincirli agil koA molekiillerinin
islenmesinde gorev alirlar. Karnitin palmitoil transferazlar (CPT), peroksizomal karnitin
oktanoiltransferaz (COT) ve mitokondriyal / peroksizomal karnitin asetiltransferaz
(CrAT) enzimleri bu gruba dahildir. CPT ve COT orta ve uzun zincirli yag agil
zincirlerini transesterifiye ederken, CrAT kisa zincirli acil zincirlerinden sorumludur
(16).

CPTI ve CPTII karsilikli olarak sitozol ve mitokondriyal matrikste uzun zincirli
acil koA'nin uzun zincirli agilkarnitine transesterifikasyonu yoluyla uzun zincirli yag
asitlerinin taginimina ve beta oksidasyona girmelerine aracilik ederler. Bu siirecin iiriinii
olan asetil koA ise Krebs dongiisii ve ketogenez gibi yolaklarin baslica substratidir (16)
(Sekil 2-7).
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Sekil 2-7: Mitokondriyal yag asidi beta oksidasyonundaki defektlerin iliskili oldugu
hastaliklar (59).

Yag asitlerinin Asetil koA’ya yikilmasi, Asetil koA’nin CPT-karnitin aracili
mitokondriyal transportu ve TCA dongiisii ile ketogenez yolaklarina girisi

Dis mitokondrial
r membran

K crotonase]

' Ketogenesis

2.3.1. CPT SISTEMI

CPTI mitokondriyal dis membranda bulunur ve malonil koA ile inhibe edilerek
metabolik aktivitesi diizenlenir. Malonil koA, asetil koA'dan yag asidi biyosentezinde
asetil koA karboksilazlar tarafindan katalizlenen ilk basamagin iriinii olup CPTI'in
inhibisyonu yoluyla yag asidi katabolizmasinin kontroliinii saglar. CPTI'in dokulardaki
dagilimi farkli olup kastaki izoformu karacigerdeki izoformuna nazaran malonil koA
inhibisyonuna daha duyarlidir ve bu durum yag asidi beta oksidasyonunun kontroliiniin
farkli organlarda farkli sekilde diizenlenebilecegini ifade etmektedir. CPTII ise kalp
spesifiktir ve farkli izoformlar1 bulunmamaktadir (16).

CPTI enzimi membrana gapalayan iki transmembran domain ve mitokondriyal
dis zarmm sitozolik kisminda C terminal domaininde bulunan aktif bodlgeden

olusmaktadir (16) (Sekil 2- 8).
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Sekil 2-8: Mitokondriyal CPT sistemi (60).

CPTI sahip oldugu fizyolojik ve kinetik Ozellikleriyle CPTI ve CPTIIl olarak
adlandirilan iki alt tipe sahiptir. 11. Kromozom {iizerinde yer alan karnitin palmitoil transferaz
(CPTI) geni, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondrinin dig zarindan igeri karnitin bagli

taginimindan sorumlu mitokondriyal bir enzim kompleksini kodlamaktadir (55,56) (Sekil 2-9).
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Sekil 2-9: CPTI geninin kromozomal lokasyonu (61).

CPTT'in gen anlatimi farkli dokularda farkli gen iiriinleriyle yapilmaktadir. Buna
gore, CPTI'in karacigerde CPTIA, kasta CPT1B ve beyinde CPT1C olmak iizere 3
farkli alt tipi vardir. Buna karsilik CPTII'nin farkli izoformlar1 yoktur. CPTI enerji
homeostazinin saglanmasi ve siirdiiriilmesinden sorumludur. CPTI enzim eksikliginde
yag asidi beta oksidasyonu azalmakta ve enerji homeostazi bozulmaktadir. Genin
varyasyonlarina bagli olarak gelisen CPT1A gen {irlinii eksikligi, nadir goriilmekle
birlikte genelde cocukluk caginda baslayan ve hipoketotik hipoglisemi, hepatik

ensefalopati, iskelet ve kardiyak miyopatiler ve bozulmus karaciger fonksiyonu ile
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seyreder (52,56,57, 62, 63). Ayn1 zamanda yag asidi metabolizmasinda rol almasi

nedeniyle aterosklerotik siire¢ler lizerinden koroner kalp hastaligi i¢in de bir nedendir.

7. Kromozomda lokalize olan (7g21.1) karnitin-O-oktanoil transferaz (CROT)
geni, karnitin/kolin asetil transferaz ailesini kodlar (16) (Sekil 2-10). Kodlanan protein,
peroksizomda 4, 8-dimetilnonanoil koA'yt karnitin  esterine  doniistiiren
transesterifikasyon reaksiyonunu katalizler. Bu tepkime orta ve uzun zincirli agil koA
molekiillerinin taginmasi i¢in gereklidir. Aymi zamanda CROT gen {riini lipid

metabolizmasi ve yag asidi beta oksidasyonunda da rol oynar (64).

Chr 7
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Sekil 2-10: CROT geninin kromozomal lokasyonu (65).

Dislipidemiye bagli gelisen ateroskleroz, damar duvarina yaptigi etkilerle kalbe
giden damarlarda tikanmaya yol acarak kalp hastaliklarina temel olusturmaktadir. Bu
anlamda, KAH'nda kalbin baslica enerji kaynagi olan yag asitlerinin metabolizmasinda
rol oynayan CPT1 ve CROT genlerinin genetik analizinin yapilmasi 6nemlidir. Bu
amagcla, tez projemiz kapsaminda CPT1A genindeki rs7938117 ve CROT genindeki
1s2214930 varyasyonlarinin aterosklerotik damar hastalig1 ve dislipidemi ile iliskilerini

ve koroner arter hastalig1 gelisimine yaptig1 katki arastirilmagtir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez projemizde arastirilan gen varyasyonlarinin incelenmesi igin calisma
protokoliinde yer alan klinik kriterlere uygun hasta ve kontrol érnekleri ¢caligmaya dahil
edilmistir. Proje kapsaminda bu oOrneklere ait DNA’lar hazirlanmis, saflik tayinleri
yapilmistir ve DNA diizeyleri hesaplanmistir. Elde edilen DNA 6rneklerinde CPT1A
rs3019613-G>A ve CROT rs2214930-T>C varyasyonlar1 ger¢cek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (real-time PZR) teknigi kullanilarak incelenmistir. Hasta ve kontrol
gruplarinda CPT1A ve CROT gen varyasyonlar1 genotip ve allel dagilimlar istatistiksel
analizle incelenmis ve hastalik gelisimi tizerindeki risk etkileri aragtirilmigtir.

Tez calismamizda iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta 76 kisiden
olusan yliksek tansiyon ve kalp rahatsizligi hikayesi olmayan saglikli kadin ve erkek
bireyler kontrol grubuna dahil edildi.

Ikinci grup Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Boliimii tarafindan
takip edilen 104 koroner arter hastalig1 tanis1 konmus hastadan olusturuldu. Diger klinik
parametrelere ait ayirimlar yukarida belirtilen klinik tarafindan yapilmis ve kan
ornekleri bu birim tarafindan siniflandirilarak Molekiiler Tip Anabilim Dali’na
gonderilmistir.

Hasta ve kontrol grubunun se¢iminde izlenen kriterler asagida 6zetlenmistir.

Kontrol Grubu: Iskemik kalp hastaligi bulgusu, hipertansiyon, metabolik
rahatsizlik (diyabetes mellitus, karaciger yetersizligi, bobrek yetersizligi vb.), lipid
anomalisi, ailede bilinen erken yas iskemik kalp hastalig1 lipid metabolizma bozuklugu
ve hipertansiyon bulgusu olmayan bireylerden olusturulmustur.

Koroner arter hasta grubu: Hastada MI hikayesi mevcutsa yada anjina var/ Ml
gecirmemigse tani amaciyla farmakolojik stres testi veya myokard perflizyonuna
bakilmistir. Bu testlerin sonucu negatifse, calisma grubuna dahil edilmis, eger pozitifse
hasta Koroner arter hastasi kabul edilip anjiyografi onerilerek KAH hasta grubuna dahil

edilmistir.

3.1. KULLANILAN MATERYAL
3.1.1. KULLANILAN KiMYASALLAR VE KiTLER

Etil alkol (Merck)
LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)
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High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics )
100 b¢ DNA marker (Thermo Scientific)

Agaroz (Prona)

LightSNip - CPT1A rs3019613 (TIB MOLBIOL)

LightSNip- CROT rs2214930 (TIB MOLBIOL)

3.1.2. KULLANILAN CIiHAZLAR
e LightCycler 48011 RT- PCR cihaz1 (Roche)

Etiiv (Heraeus)
e Is1 blogu (Fisher scientific)
e Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL)
e Hassas terazi (SHIMADZU)
e Isiticili manyetik karistirict (Elektromag)
e Nanodrop ND-2000 spectrophotometer (Thermo Scientific)
e Santrifiij (Palex NF048)
e Pipet takimi (Eppendorf)
e Digital Karistirici (VWR)
e Bilgisayar
e Buzdolaplar1 (-20 °C ve +4 °C) (Bosch)
e Flow Kabini (Laminar)
3.1.3.KULLANILAN TAMPON SOLUSYONLARI, COZELTILER

EDTA (0.5 M): 86.1 g EDTA tartilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamland1 ve
otoklavlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

1X (TBE) (pH, 8.0): 108gr Tris ve 55gr Borik asit tartildi. Uzerine 40ml EDTA
(0.5M pH:8) eklenerek distile su ile 2000 ml’ye tamamlandi1 ve otoklavlanarak oda
1s1sinda saklandi.

%70'lik Etil Alkol: 70 ml etil alkol steril distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak

hazirlandi.

3.2. KiT iLE DNA iZOLASYONU

Steril EDTA’] tiiplere alinan kan 6rnekleri kitteki prosediire gore isleme tabi

tutularak genomik DNA izole edildi.
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e 1,5 mI’lik steril mikrosantrifiij tiipii i¢erisinde:
» 200 pl Kan
» 200 pl Binding Buffer
» 40 pl Proteinaz K
e Vortekslenerek, 10 dakika +70°C’de bekletildi.
e Uzerine 100 pl izopropanol eklendi ve iyice ¢alkaland.
e Filtreli tiipe aktarildi.
e 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
e Toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipii kondu.
e Uzerine 500 ul Inhibitor Removel Buffer eklendi.
e 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
e Toplama tiipii at1ld1. Yeni toplama tiipii kondu.
e Uzerine 500 ul Wash Buffer eklendi.
e 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
e Toplama tlipii atildi. Yeni toplama tiipii kondu.
e Uzerine 500 ul Wash Buffer eklendi.
e 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
e Toplama tiipii at1ld1. Yeni toplama tiipii kondu.
e 13000 x g’de 10 saniye spin yapildi.
e Toplama tiipleri atildi. Filtreli tiiplerin altlarma 1,5 mI’lik steril mikrosantrifiij
tiipli kondu.
e Filtreli tiiplerde filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 200 pl elution buffer
(70°C) eklendi.
e 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi.
e Filtreye takili DNA alttaki mikrosantrifiij tiipiine gegti ve elde edilen DNA
+4°C’de saklandi.

3.3. DNA KONSANTRASYONUNUN BELIiRLENMESI

DNA konsantrasyonunun ve safliginin tespit edilmesi i¢in NanoDrop
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda 15181 sogurma (OD) 6l¢iimii yapilda.
260nm'deki OD/280 nm'deki OD orani hesaplanarak DNA'nin saflik derecesi bulundu.
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3.4. GERCEK ZAMANLIPOLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU ( REAL
TiME (RT)-PZR) iLE CPT1A rs3019613-G>A GENOTIPLEME

CPT1A genindeki rs3019613-G>A ve CROT geninde rs2214930-T>C varyasyonlari
Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT- PZR) teknigi kullanilarak
incelenmistir. rs3840634 polimorfizminin tespiti amaciyla bu bdlgeye 6zgii primerler
tasarlanmistir. Gelen kanlardan Kit (Roche Diagnostics) protokoliine uygun olarak spin
column ile genomik DNA izolasyonu yapilmis ve daha sonra Nano Drop
Spektrofotometre kullanilarak, elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ol¢iilmiistiir.
DNA'’larin konsantrasyonlar1 100 ng/ul olacak sekilde diliie edilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonu, total hacim 10.5 ul olacak sekilde hazirland1 ve 0.5 ul Reagent Mix , 0.8 ul
25mM MgCl2, 1 ul FastStart DNA Master , lul genomik DNA i¢ermesi saglanmistir
(Tablo 3-1). rtPZR kondiisyonlar1 10’ 95 °C’de ilk denatiirasyondan sonra 45 dongiiden
olusan dongii asamasinda 95 °C’de 107, 60 °C’de 10” ve 72 °C’de 15 olacak sekilde,
erime egrisi agamasinda 1 siklus 95 °C’de 307, 40 °C’de 2 dk. ve soguma agamasinda
da 1 siklus 40 °C’de 30” olarak diizenlenmistir (Tablo 3-2).

CPT1A genindeki varyasyonlardan genindeki rs3019613-G>A tespiti igin Light
Cycler FastStart DNA Master Hyprobe (Roche Diagnostics) kit ve LightSnip rs3840634
ve (TIB MOLBIOL) primer-prob seti kullanilarak asagidaki karisim hazirlandi.

RT PZR deneyinde CPT1A geni rs3019613-G>A gen varyantinin belirlenmesi i¢in
SYBR Green I boyas1 kullanildi. Bu boya ¢ift iplikli DNA’ya (arastirilan DNA bolgesi)
baglanir ve 151ma yapar. Istenilen DNA béolgesi arttikca, baglanmis SYBR Green I’'in

verdigi 1s1mada artar.

Tablo 3.1.CPT1A rs3019613-G>A tespiti i¢cin RT-PZR icerigi

Miktar
dH20 7.2 ul
Reagent mix 0.5ul
Fast start master mix 1ul
MgClI (25mM) 0.8 ul
DNA 1ul

Toplam 10.5 ul
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Tablo 3-2: CPT1A genindeki varyasyonlardan rs3840634 polimorfizminin RT- PZR

reaksiyonu i¢in termal profil sartlari

Program Denaturasy Dongii Erime Soguma
on

Parametreler

Analiz Modu Yok Kantifikasyon Erime Egrisi Yok

Déngii 1 45 1 1

Kisim 1 1 2 3 1 2 3 1

Hedef [°C] 95 95 60 72 95 40 75 40

Stire 00:10:00 | 00:00:10 | 00:00: | 00:00:1 | 00:00:3 | 00:02:0 | 00:00:00 | 00:00:30

10 5 0 0

Rampa Oram 4.4 4.4 2.2 4.4 44 15 - 1.5

[°C/s] 96

Toplama Yok Yok Tek Yok Yok Yok Devam Yok

Modu

Toplama [ °C] 3

RT PZR sonucu elde edilen iirlinlerin istenilen iiriin olup olmadig1 erime egrisi

“melting curve” degerine gore belirlenir (Sekil 3-1).

Melting Curves

7.2621

0 42

44 45 48

54 5 58 60 62
Temperature (*C)

Sekil 3-1 : CPT1A geni rs3019613-G>A gen varyantinin belirlenmesi i¢in elde edilen

erime egrileri
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Erime Sicakligi (TM), genin istenen bdlgesinin c¢ogalmasiyla olusan iiriiniin
%350’sinin denatiire oldugu sicaklik degeridir.Bu deger genin dizisine ve %GC oranina
bagli olarak farklilik gosterir.Ger¢ek zamanli PZR yontemi erime tepe noktalarinda gen
bolgesinde tek niikleotid degisimi (SNP) olup olmadiginin belirlenmesini saglar (Sekil
3-2).

Melting Peaks
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Sekil 3-2 : CPT1A rs3019613-GA Genotipi

Gergek zamanli PZR calismasinin sonucunda CPT1A rs3019613 polimorfizmi
i¢in kullanilan LightSNIP protokoliine gére ; G alleli i¢in olmasi gereken Tm degeri
63.77, A alleli i¢in olmas1 gereken Tm degeri ise 56.98°dir.

3.5. GERCEK ZAMANLIPOLIMERAZ ZINCIiR REAKSIiYONU ( REAL TiME
(RT)-PZR) ILE CROT rs2214930-T>C GENOTiPLEME

Polimeraz zincir reaksiyonu, total hacim 10.5 ul olacak sekilde hazirlandi ve 0.5
ul Reagent Mix , 0.8 ul 25mM MgCI2, 1 ul FastStart DNA Master , 1ul genomik DNA
icermesi saglanmistir (Tablo 3-3). rtPZR kondiisyonlar1 10> 95 °C’de ilk
denatiirasyondan sonra 45 dongiiden olusan dongii asamasinda 95 °C’de 107, 60 °C’de
10” ve 72 °C’de 15 olacak sekilde, erime egrisi asamasinda 1 siklus 95 °C’de 30, 40

°C’de 2 dk. ve soguma asamasinda da 1 siklus 40 °C’de 30” olarak diizenlenmistir
(Tablo 3-4).
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CROT genindeki varyasyonlardan genindeki rs2214930-T>C tespiti igin Light
Cycler FastStart DNA Master Hyprobe (Roche Diagnostics) kit ve LightSnip rs2214930

ve (TIB MOLBIOL) primer-prob seti kullanilarak asagidaki karisim hazirlandi.

Tablo 3.3. CROT rs2214930-T>C tespiti icin RT-PZR icerigi

Miktar
dH20 7.2 ul
Reagent mix 0.5ul
Fast start master mix 1ul
MgClI (25mM) 0.8 ul
DNA 1ul
Toplam 10.5 ul

RT PZR deneyinde CROT geninde rs2214930-T>C gen varyantiin belirlenmesi
icin SYBR Green I boyast kullanildi. Bu boya c¢ift iplikli DNA’ya (arastiritlan DNA
bolgesi) baglanir ve 1s1ma yapar. Istenilen DNA bolgesi arttik¢a, baglanmis SYBR
Green I';m verdigi 1is1mada artar. RT PZR sonucu elde edilen {iriinlerin istenilen iiriin

olup olmadig1 erime egrisi “melting curve” degerine gore belirlenir (Sekil 3-3).

Tablo 3-4: CROT geninde rs2214930-T>C polimorfizminin RT- PZR reaksiyonu i¢in

termal profil sartlar

Program Denaturasyon Dongii Erime Soguma
Parametreler

Analiz Modu Yok Kantifikasyon Erime Egrisi Yok
Déongii 1 45 1 1
Kisim 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef [°C] 95 95 60 72 95 40 75 40
Siire 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 00:00:15 00:00:30 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Rampa  Oram 4.4 4.4 2.2 4.4 4.4 15 15
[°C/s] 96

Toplama Modu Yok Yok Tek Yok Yok Yok Devam Yok
Toplama [ °C] 3
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Sekil 3-3 : CROT geninde rs2214930-T>C gen varyantinin belirlenmesi i¢in elde edilen
erime egrileri

Erime Sicakligt (TM), genin istenen bolgesinin ¢ogalmasiyla olusan {iriiniin
%350’sinin denatiire oldugu sicaklik degeridir.Bu deger genin dizisine ve %GC oranina

bagl olarak farklilik gosterir.Ger¢ek zamanli PZR yontemi erime tepe noktalarinda gen

bolgesinde tek niikleotid degisimi (SNP) olup olmadiginin belirlenmesini saglar (Sekil
3-3, Sekil 3-4)
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Sekil 3-4 : CROT geninde rs2214930-TC Genotipi
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Gergek zamanli PZR ¢alismasmin sonucunda CROT geninde rs2214930-T>C
varyasyonu i¢in kullanilan LightSNIP protokoliine gére ; C alleli icin olmasi gereken

Tm degeri 59,8, T alleli i¢in olmas1 gereken Tm degeri ise 53 tiir.

3.6. SONUCLARIN iSTATiISTiKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Bu caligmanin istatiksel analizleri SPSS 20,0 paket programi kullanilmistir.
Sonuglar %95 giiven aralifinda, istatiksel anlamlilik sinirn p<0.05 olarak
degerlendirilmistir.

Kan basinglari, serum lipid diizeyleri ve viicut kitle indeksi gibi tanimlayici
istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma) yanisira niceliksel verilerin
gruplararas1 karsilastirilmasinda student's t testi; , Genotip ve allel karsilastirmalari,
Hardy-Weinberg dengesine uyum gibi niteliksel verilerin karsilagtirilmasinda ise Ki
kare ()?) testi kullanilmustir.

Klinik ve klinik olmayan parametrelerin allellerle karsilastiriimasinda Kikare
metodu ve Student’s t-testi ikiden fazla degiskenin oldugu genotip karsilastirmalarinda
ANOVA testi kullanilmistir. Gruplar arasi risk etkeninin belirlenmesi i¢in Odds orani
(OR) ve % 95 giiven aralig1 (% 95 GA) verilmistir. Allel frekansi hesaplamalarinda gen

sayma yontemi kullanilmistir.
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4 BULGULAR

Tez projemizde yer alan calisma gruplari Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi Kardiyoloji klinigine basvuran ve takip edilen 104 koroner arter hastasi
(KAH) ile 76 goniillii saglikli bireylerin yer aldigi kontrol gruplarindan olusturulmustur.
KAH hasta ve kontrol gruplarinin demografik ve metabolik 6zellikleri Tablo 4-1 ‘de
verilmisgtir.

Yapilan istatistik analizde hasta ve kontrol gruplar arasinda yas ortalamasi
acisindan anlamli bir farklihik gozlenmezken (p>0,05), cinsiyet dagilimi agisindan
farklilik bulunmustur (p<0.009) (KAH hasta grubunda kadin sayis1 kontrol grubuna
yiiksektir). KAH hasta grubunu olusturan bireylerin % 51’inin tip 2 diyabetik oldugu
ve hastalarin % 38,6’sinda sol ventrikiil hipertrofisi bulundugu tespit edilmistir. Sigara
tilketimi agisindan hasta ve kontrol gruplar karsilastirildiginda; KAH grubunda kontrol
grubuna kiyasla sigara kullanimi yiiksek gozlenmistir (hasta grubunda %41,6, kontrol
grubunda %35.0), ancak farklilik istatistiksel anlamliliga ulasmamistir (p=0.138). Hasta
ve kontrol grubu arasinda serum lipid, kan basinci degerleri ve viicut kitle indeksleri
(VK1) agisindan da istatistiksel anlamli fark bulunmustur. Koroner kalp hasta grubunda
kontrol grubuna gore Total kolesterol (TC) (p=0.006), sistolik ve diastolik kan
basinglar1 (p=0,001) ve VKI degerleri (p=0.002) yiiksek iken; serum HDL-kolesterol
(HDL-K) degerleri diisiik gozlenmistir (p=0.001). Gruplar arasinda serul Trigliserid
(TG), LDL-kolesterol (LDL-K) ile VLDL-kolesterol (VLDL-K) degerleri agisindan
farklilik gdzlenmemistir (p>0.05). Serum lipid ve VKI esik degerleri agisindan
karsilastirma yapldiginda ise HDL<0.90 mmol/L ve VKIi>27 kg/m?> KAH grubunda
kontrol grubuna gore yiiksek gozlenirken (sirasiyla, p=0.038 ve p=0.001); TC>5.18
mmol/L, TG>1.70 mmol/L ve LDL>3.36 mmol/L kiyaslamalarinda gruplar arasi
farklilik saptanmamustir (p>0.05).

Kontrol ve koroner arter hasta gruplarinda CPT1A rs3019613 ve CROT Geni
rs2214930 genlerinde incelenen varyasyonlara ait genotip, allel dagilimlari ve Hardy-
Weinberg Esitligi (HWE)’ne uyumlart Tablo 4-2’de gosterilmistir. CPT1A Geni
rs3019613 ve CROT Geni rs2214930 genotip dagilimlar1 kontrol ve KAH hasta
gruplarinda HWE’ye uyumlu bulunmustur (p>0,05).



Tablo 4-1. Cahisma Gruplarinin Demografik ve Metabolik Ozellikleri
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Gruplar
Kontrol KAH Hasta P degeri
(n=76) (n=104)

Yas (y11) 59.07 +£5.65 60.08+8.29 0,332
Cinsiyet (Kadin/Erkek) (n) 16/60 41/63 0,009
VKI (kg/m?) 24.89+2.94 26.56£3.69 0,002
Total-K (mmol/L) 4.72+0.94 5.20+1.36 0.006
TG (mmol/L) 1.47+0.60 1.65+0.81 0.113
HDL-K(mmol/L) 1.13£0.28 1.00£0.22 0.001
LDL-K(mmol/L) 3.04+0.84 3.27+0.96 0.098
VLDL-K(mmol/L) 0.69+0.25 0.76+0.37 0.131
TC>5.18 mmol/L (%) 38.4 49.3 0.513
TG>1.70 mmol/L (%) 33.8 41.7 0.290
LDL>3.36 mmol/L (%) 411 42.6 0.845
HDL<0.90 mmol/L (%) 15.1 28.4 0.038
VKIi>27 (kg/m?) 23.0 494 0.001
SKB (mmHg) 120.71£12.49 135.35+31.82 0.001
DKB (mmHg) 69.66+12.68 83.18+17.53 0.001
Sigara Kullammm (%) %38.8 %50.5 0,138
Alkol kullanimi (%) %35.0 %41.6 0,594
Aile koroner arter hastaligi hikayesi varhigi (%) %52.6 %40.3 0,339
Tip 2 Diabet varhgi (%) - %51.0 -

SVH varhgi (%) - %38.6 -

Tablodaki yas, serum lipid, VKI ve kan basinglar1 degerleri X+SD olarak verilmistir.
Gruplararas1 6nemlilik derecesi student’s t testi ile incelenmistir. KKH: Koroner kalp
hastalig:, VKI : Viicut kitle indeksi, Total-K: total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K:
HDL-kolesterol, LDL-K:LDL-kolesterol, VLDL-K:VLDL-kolesterol, SVH: sol
ventrikiil hipertrofisi, n : 6rnek sayisi.

CPT1A rs3019613 varyasyonunun kontrol grubunda normal G allel frekansi
%84.85, nadir A allel frekansi %15.15 iken, KAH hasta grubunda sirasiyla %82.63 ve
%17.37 bulunmustur. KAH hasta ve kontrol gruplari arasinda CPT1A rs3019613 allel
frekanslar1 benzer gozlenmistir (p>0.05).

CROT Geni rs2214930 varyasyonunun Kontrol grubunda normal C allel frekansi
%67,57, nadir G allel frekans1 %55.26 iken KAH hasta grubunda sirasiyla %43.75 ve



29

%56.25 bulunmustur. CROT Geni rs2214930 varyasyonunun ¢alisma gruplarinda allel
frekanslarinin dagilimi istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p>0.05).

CPT1A rs3019613 genotiplerinin ¢alisma gruplarinda serum lipid profili, kan
basinglar1 ve viicut kitle indeksi tizerine etkisi Student t testi ile incelendiginde; kontrol
grubunda herhangi bir etki gozlenmezken KAH hasta grubunda minor A alleli
tasiyanlarda GG’lere kiyasla viicut kitle indeksi degeri (VKI) yiiksek gdzlenmistir (p=
0,004). (Tablo 4-3). Kontrol ve KAH hasta grubunda minor homozigot AA genotipi
disiik frekansta gozlendigi i¢in G allelinin AA genotipine kiyasla etkisi
istatistikselolarak analiz edilememistir.

Student t testi ile CROT Geni rs2214930 genotiplerinin ¢aligma gruplarinda
serum lipid profili, kan basinglart ve viicut kitle indeksi ilizerine etkisi incelendiginde;
kontrol grubunda minor C alleli tasiyanlarda serum total kolesterol ve LDL-kolesterol
diizeyleri TT genotipi tagityanlara gore diisik gozlenmistir (sirasiyla, p=0.045 ve
p=0.009). Ayrica normal T allel tagiyanlarda minor CC genotiplilere gore sistolik kan
basinct (SKB) degeri yiiksektir (p=0.039). KAH hasta grubunda CROT Geni
rs2214930 genotiplerinin serum lipid profili, kan basinclar1 ve viicut kitle indeksi

tizerine herhangi bir etkisi gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4-4).

Tablo 4-2: CPT1A ve CROT Geninde incelenen SNP’lere ait Genotip ve Allel

Dagilimlan
Calisma Gruplari
CPT1A Geni rs3019613 Genotipleri | Kontrol (n=66) KKH Hasta (n=95)
GG 48 (%72.7) 66 (%69.5)
AA 2 (%3.0) 4 (%4.2)
GA 16 (%24.2) 25 (%26.3)
HWE | p=0,642 (p>0,05) p=0,417 (p>0,05)
CPT1A rs3019613 Allelleri
G | 112 (%84.85) 157 (%82.63)
A | 20 (%15.15) 33 (%17.37)
CROT rs2214930 Genotipleri Kontrol (n=57) KKH Hasta (n=80)
TT 17 (%29.8) 24 (%30.0)
CcC 11 (%19.3) 14 (%17.5)
TC 29 (%50.9) 42 (%52.5)
HWE | p=0,827 (p>0,05) p=0,550 (p>0,05)
CROT rs2214930 Alleleri
T | 63 (%55.26) 90 (% 56.25)
C | 51 (%67,57) 70 (% 43.75)

n : 6rnek sayisi, HWE: Hardy-Weinberg Esitligi. *, P=0,018 (Kikare=5,616, OR:1,550 %95 GA: 1,058-
2,267).
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Tablo 4 -3: CPT1A rs3019613 Genotiplerinin Calisma Gruplarinda Serum lipid
profili, kan basinglar ve viicut kitle indeksi iizerine etkisi

GRUP rs3019613
GG AA+GA P degeri

KONTROL n=48 n=18
Total-K (mmol/L) 4.77+0.85 4.64+1.19 0.635
TG (mmol/L) 1.51+0.64 1.40+0.61 0.534
HDL-K (mmol/L) 1.08:£0.19 1.22+0.36 0.154
LDL -K(mmol/L) 3.07+0.83 2.92+0.94 0.548
VLDL -K(mmol/L) 0.69+0.19 0.71+0.42 0.884
VKi (kg/m?) 24.87+2.61 24.93+3.18 0.942
SKB (mmHg) 120.65+13.73 121.31£10.82 0.875
DKB (mmHg) 69.05+14.32 70.23+9.28 0.781

KAH HASTA n= 66 n=29
Total-K (mmol/L) 5.14£1.26 5.03£1.60 0.731
TG (mmol/L) 1.65+0.87 1.60+0.67 0.786
HDL-K (mmol/L) 1.01£0.23 0.92+0.23 0.075
LDL -K(mmol/L) 3.26+1.00 3.03+0.70 0.260
VLDL -K(mmol/L) 0.77+0.40 0.74+0.30 0.724
VKIi (kg/m?) 25.66+3.40 28.16+3.24 0.004
SKB (mmHg) 132.14+30.57 143.33+34.53 0.130
DKB (mmHg) 81.59+16.58 87.59+19.87 0.142

Tablodaki yas, serum lipid, VKI ve kan basinglar1 degerleri X+SD olarak verilmistir. Gruplararasi
onemlilik derecesi 3 grup genotip karsilagtirmalarinda One-way ANOVA testi ile yapilmustir, 2 grup allel
karsilastirmalar1 ise student’s t testi ile incelenmistir. KAH: Koroner arter hastaligi, VKI : Viicut kitle
indeksi, Total-K: total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K: HDL-kolesterol, LDL-K:LDL-kolesterol,
VLDL-K:VLDL-kolesterol, n : 6rnek sayisi.
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Tablo 4 -4: CROT Geni rs2214930 Genotiplerinin Calisma Gruplarinda Serum lipid
profili, kan basinglar1 ve viicut kitle indeksi lizerine etkisi

GRUP CROT Geni rs2214930
C Allel TT P degeri CC T Allel P degeri

KONTROL n=40 n=17 n=11 n=46
Total-K (mmol/L) 4.47 £1.00 5.07 +£0.98 0.045 4.51+1.26 4.70 £2.93 0.598
TG (mmol/L) 1.47 £0.56 1.42 £050 0.738 1.70 +£0.58 1.39 +£0.52 0.098
HDL-K (mmol/L) 1.08 £0.27 1.19 £0.24 0.157 0.98 +0.22 1.15+0.27 0.052
LDL -K(mmol/L) 2.77 £0.83 3.45+0.90 0.009 2.73 £1.07 3.05+0.86 0.294
VLDL -K(mmol/L) 0.73 £0.28 0.65 +0.24 0.312 0.78 £0.27 0.69 +£0.27 0.344
VKI (kg/m?) 24.96 £2.73 24.99 £2.74 0.972 24.62 £1.63 25.06 £2.93 0.509
SKB (mmHg) 123.33 £15.59| 121.07 £6.86 0.594 113.75£7.44 | 124.40 £13.72 0.039
DKB (mmHg) 71.18£15.99 | 68.47 £8.55 0.541 63.13 £7.04 71.78 £14.72 0.113

KAH HASTA n= 56 n=24 n=14 n=66
Total-K (mmol/L) 5.09+1.52 5.14+0.98 0.908 4.92+0.98 5.15+1.45 0.569
TG (mmol/L) 1.71+0.87 1.54+0.75 0.432 1.75+0.75 1.64+0.86 0.659
HDL-K (mmol/L) 1.02+0.20 0.92+0.27 0.088 1.04+0.13 0.98+0.24 0.185
LDL -K(mmol/L) 3.10+0.88 3.26+0.83 0.477 3.10+0.80 3.16+0.88 0.816
VLDL -K(mmol/L) 0.77+0.41 0.75+0.33 0.831 0.84+0.35 0.75+0.39 0.510
VKI (kg/m?) 26.74+3.74 26.05+3.21 0.465 26.43+3.59 26.51+3.58 0.944
SKB (mmHg) 136.86+35.35| 137.71+24.23 0.916 140.00+45.28 | 136.53+28.99 0.725
DKB (mmHg) 82.45+18.04 | 87.50+14.89 0.237 86.15+22.84 83.63+15.92 0.633

Tablodaki yas, serum lipid, VKI ve kan basinglari degerleri X+SD olarak verilmistir. Gruplararasi
onemlilik derecesi 3 grup genotip karsilastirmalarinda One-way ANOVA testi ile yapilmistir, 2 grup allel
karsilastirmalar1 ise student’s t testi ile incelenmistir. KAH: Koroner arter hastaligi, VKI : Viicut kitle
indeksi, Total-K: total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K: HDL-kolesterol, LDL-K:LDL-kolesterol,
VLDL-K:VLDL-kolesterol, n : 6rnek sayisi.
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Table 4-5te kontrol grububnda esik metabolik risk degerleri (Total-
kolesterol>5.18, Trigliserid>1.70, HDL-K<0.90, LDL-K>3.36 ve Viicut kitle
indeksi>27) tizerinde CPT1A rs3019613 ve CROT rs2214930 genotiplerinin etkileri
gosterilmigstir. Kikare testi ile yapilan istatistik analizde kontrol grubunda CROT
rs2214930 mindr C allel tasiyan bireylerde normal homozigot TT genotipi tasiyanlara
kiyasla LDL-kolesterol<3.36 olma sikligi yiiksek bulunmustur (%79.4 vs. %20.6;
p=0,025, kikare=5.050; GR:0.259, %95 GA=0.077-0.868). Kontrol grubunda CPT1A
rs3019613 genotipleri ile esik metabolik risk degerleri arasinda herhangi bir iliski

gbzlenmemistir.

Table 4-6’te koroner arter hasta (KAH) grubunda esik metabolik risk degerleri
(Total-kolesterol>5.18, Trigliserid>1.70, HDL-K<0.90, LDL-K>3.36 ve Viicut kitle
indeksi>27) tizerinde CPT1A rs3019613 ve CROT rs2214930 genotiplerinin etkileri
gosterilmistir. Kikare testi ile yapilan istatistik analizde KAH hasta grubunda ise
CPTIA 153019613 normal homozigot GG genotipi tasiyan bireylerde mindr A allel
tasityan kiyasla HDL-K >0.90 olma siklhigi yliksek bulunmugstur (76.6 vs. %23.4;
p=0,017, kikare=5.738; GR:3.049, %95 GA=1.203-7.728).

Table 4-5. Kontrol grubunda Esik Metabolik risk degerleri tizerinde CPT1A ve
CROT Genotiplerinin Etkileri

CPT1A rs3019613 CROT Geni rs2214930
GG A Allel Pdegeri |TT C Allel | P degeri | CC T Allel | P degeri
TC>518 | 750 | 25.0 450 | 55.0 20.0 80.0
TC<5.18 |744 | 256 0.955 235 | 765 0101 | 206 79.4 0.959
TG=1,70 | 750 | 25.0 222 | 778 333 66.7
TG<170 |732 | 268 0.879 343 | 65.7 0365 | 143 85.7 0.105
HDL<09 | 700 | 300 100 | 90.0 40.0 60.0
HDL>09 | 755 | 245 0.715 364 | 636 0144 159 84.1 0.185
LDL>336 | 731 | 26.9 500 | 50.0 15.0 85.0 0.452
LDL<3.36 | 75.7 | 243 0.816 206 | 79.4 0.025% | 235 765
VKi>27 | 733 | 26.7 385 | 6L5 77 92.3 0.204
VKi<27 | 755 | 245 0.865 286 | 714 0500 | 238 76.2

Tablodaki degerler ”%” olarak verilmistir. Gruplararasi onemlilik derecesi student’s t testi ile

incelenmistir. VKI: Viicut kitle indeksi, Total-K: total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K: HDL-
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kolesterol, LDL-K:LDL-kolesterol, * Kikare istatistik test, p=0.025, kikare=5.050; GR:0.259, %95
GA=0.077-0.868 (C allel vs.TT genotipi LDL-kolesterol<3.361).

KAH grubunda ayrica CPT1A rs3019613 normal homozigot GG genotipi tasiyan
bireylerde minér A allel tastyan kiyasla Viicut kitle indeksi<27 kg/m? olma siklig
yiksek bulunmustur (81.6 vs. %18.4; p=0,025, kikare=5.050; GR:3.221, %95
GA=1.135-9.138).

KAH grubunda CROT 152214930 mindr C allel tasiyan bireylerde normal TT
genotipi tasiyan bireylere kiyasla HDL-K >0.90 olma siklig1 yiiksek bulunmustur (75.9
vs. %24.1; p=0,055, kikare=3.693; GR:0.375, %95 GA=0.136-1.036).

Table 4-6. Koroner Arter Hasta grubunda Esik Metabolik risk degerleri iizerinde
CPT1A ve CROT Genotiplerinin Etkileri

CPT1A rs3019613 CROT Geni rs2214930
GG A Allel Pdegeri | TT C Allel | P degeri | CC T Allel | P degeri
TC>518 | 763 | 237 258 | 742 12.9 87.1
TC<5.18 |649 |351 0.237 327 | 673 0515 | 20.4 796 0.389
TG>1,70 | 711 | 289 2713 | 727 212 78.8
TG<L70 |679 |321 0.742 326 | 674 0611 [152 84.8 0.491
HDL<0.9 |5L7 | 483 458 | 542 8.3 91.7
HDL>0.9 | 766 | 234 0.017* 241 [759 0.055£ 322 778 0.205
LDL>3.36 | 750 | 25.0 286 | 714 143 85.7
LDL<3.36 | 643 | 357 0.280 306 | 69.4 0851 [ 204 796 0.557
VKi>27 57.9 42.1 27.3 72.7 15.2 84.8
VKi<27 | 816 |184 0.025¥ [433 567 0182 | 16.7 83.3 0.869

Istatistik analiz Kikare testi ile yapilmistir. Tablodaki degerler %" olarak verilmistir. Gruplararasi
onemlilik derecesi student’s t testi ile incelenmistir. KAH: Koroner arter hastaligi, VKI : Viicut kitle
indeksi, Total-K: total-kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K: HDL-kolesterol, LDL-K:LDL-kolesterol,

*, p=0.017, kikare=5.738; GR:3.049, %95 GA=1.203- 7.728 (CPT1A minér A allel vs.GG genotipi HDL-
kolesterol <0.9 1).

¥, p=0.025, kikare= 3.221; GR:3.049, %95 GA=1.135- 9.138 (CPT1A minér A allel vs.GG VKi>27 1).
£, p=0.055, kikare=3.693; (CROT minér C allel vs.TT genotipi HDL-kolesterol > 0.9 1).



34

5. TARTISMA

Koroner arter hastalifn (KAH) gelismis toplumlarda 6liim nedenlerinin basinda
gelmektedir. KAH yillar iginde gelisen, temelinde ateroskleroz ve endotelyal fonksiyon
bozuklugu yer alan ve kalbi besleyen koroner atar damarlarin daralmasiyla sonuglanan
bir siiregte, hasar ve enfeksiyona cevap olarak kronik inflamasyonla seyreden bir
hastaliktir (26).

KAH patolojisinde yer alan ateroskleroz siireci baslica kolesterol tasiyan
lipoprotein olan LDL’lerin oksidasyon, asetilasyon, glikolizasyon gibi g¢esitli
modifikasyonlara ugradiktan sonra makrofajlar tarafindan alinmalari, makrofajlarin bu
sekilde kopiik hiicrelerine (foam cell) doniismeleri ve yagh ¢izgilenmeleri olugturmalari
ile baglamaktadir. Bu hiicrelerin salgiladigi inflamatuar sitokinler intima tabakasinin
genislemesine ve damar limeninin daralmasina neden olurlar (1,8). Koroner arter
hastaligi damar limeninde olusturdugu daralma nedeniyle miyokard iskemisinin en
agirlikli sebebidir. Ciinkii myokardial iskemi koroner kan akimi yetersiz oldugunda
olusur ve bu nedenle myokardiumun oksijen kaynag talep ettigi oksijeni karsilayamaz
(26).

Kalp dokusu kontraktil fonksiyonunu, bazal metabolik siirecleri ve iyonik
dengesini silirdiirmek i¢in yiiksek oranda siirekli ATP iiretmek zorunda olan enerji talebi
yiiksek bir organdir. Normal yetiskin kalbinin ¢ok biiylik boliimiiniin (yaklagik %95)
ATP {iretimi mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan saglanirken kalan kii¢ciik bdliimii
glikolizden ve trikarboksilik asit sikliisiinde (TCA) agiga ¢ikan GTP’den saglanir (50).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki erkeklerde kadinlara gére KAH
riski yaklasik olarak 10 yil daha erken baglamaktadir. Fakat kadinlardaki KAH insidansi
menapoz ile hizla artis gostermektedir. Framingham Heart Study sonuglar, KAH
insidansinin erkeklerde kadinlara gore 2 kat daha yiiksek oldugunu gostermektedir (66).
Bizim g¢alismamizda cinsiyet dagilimi agisindan incelendiginde KAH hasta grubunda

kadin bireylerin sayisinin kontrol grubuna ytiksektir (p<0.009).

Calismamizda koroner kalp hastaligi riski agisindan incelenen varyasyonlardan
CPT1A Geni rs3019613 ve CROT Geni rs2214930 genotip dagilimlart kontrol ve KAH
hasta gruplarinda HWE’ye uyumlu bulunmustur (p>0,05).



35

KAH gelisiminin major risk faktorlerinden biri sigaradir. Yapilan birgok
calismada giinde 20 veya daha fazla sigara tiiketenlerde sigara igmeyenlere kiyasla 2-3
kat daha fazla KAH oldugu gorilmistiir. Koroner vazospazm igin de major risk
faktorlerinden biri olan sigara trombosit agregasyonunu artirmaktadir. Katekolamin
salimimina yol agmaktadir. Boylelikle koroner vazospazma yol agmaktadir (67). Yapilan
calismalarda sigaranin artmis fibrinojen diizeyleri, artmis trombosit agregasyonu,
bozulmus fibrinolitik aktivite, azalmis koroner akim ve artmis vazospazm ile iligkili
oldugu goriilmiistiir (68).

Calismamizda sigara tiiketimi acisindan hasta ve kontrol gruplar
karsilastirildiginda; KAH hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla sigara kullanimi
yiiksek gozlenmistir (hasta grubunda %41,6, kontrol grubunda %35.0), ancak
istatistiksel olarak farkli bulunmamustir (p=0.138).

Serum lipid profile kardiyovaskiiler risk tespiti agisindan onemlidir. Bu risk
kandaki Total-K ve LDL-K diizeyleri ile dogru orantilidir. LDL-K yiikselmesinin
yanisira HDL-K azalmasi, TG artmast da KAH’a yol acabilmektedir. Ateroskleroz
gelisiminde Total-K, TG ve LDL-K yiiksekligi 6nemli role sahiptir. Yapilan caligsmalar
serum kolesterol seviyesi %300 mg’in iistiinde olan bireylerin serum kolesterol seviyesi
%200mg’1in altindaki bireylere kiyasla 4 kat daha fazla KAH riski ile karsi karsiya
oldugunu gostermektedir (9,69,70).

Bizim c¢aligmamizda koroner arter hasta grubunda kontrol grubuna gore Total
kolesterol (TC) (p=0.006), HDL<0.90 mmol/L (p=0.038) yiiksek iken; serum HDL-
kolesterol (HDL-K) degerleri diisiik gozlenmistir (p=0.001). Gruplar arasinda serul
Trigliserid (TG), LDL-kolesterol (LDL-K) ile VLDL-kolesterol (VLDL-K) degerleri
acisindan farklilik gézlenmemistir (p>0.05).

Framingham Heart Study’de elde edilen verilere gore, kan basinc1 130-139/85-
89 mmHg araligindakilerin 120/80mmHg’nin altindakilere gére KAH ile iki kat daha
fazla iliskilidir (66). Caligmamizda KAH hasta grubunda kontrol grubuna gore sistolik
ve diastolik kan basinglar1 yiiksek gozlenmistir (p=0.001).

CPT1A intronik rs3019613 G>A genotiplerinin kontrol grubunda serum lipid
profili, kan basinglar1 ve viicut kitle indeksi iizerine herhangi bir etki gbzlenmezken
KAH hasta grubunda minor A alleli tasiyanlarda GG’lere kiyasla viicut kitle indeksi
degeri (VKI) yiiksek (p= 0,004) ve Viicut Kitle indeksi <27 kg/m? olma siklig1 diisiik
gozlenmistir (p=0,025). KAH hasta grubunda CPT1A rs3019613 normal homozigot GG
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genotipi tastyan bireylerde mindr A allel tasiyanlara kiyasla HDL-K >0.90 olma siklig
yiiksek bulunmustur (76.6 vs. %23.4; p=0,017, kikare=5.738; GR:3.049, %95
GA=1.203-7.728). Kontrol grubunda CPT1A rs3019613 genotipleri ile esik metabolik

risk degerleri arasinda herhangi bir iliski gdzlenmemistir.

CPTIA karnitine baglanarak uzun zincirli yag asitlerinin mitokondrinin i¢
membranina gegisini saglar. Yag asitleri i¢ mitokondriyal alana ge¢is yapinca karnitin
uzaklastirilir ve yag asitlerinin metabolizasyonu baglar. CPTIA, esterifikasyon
vasitasiyla yag asitlerinin akisini ve malonil koA'ya duyarlilig1 ile oksidatif yolaklari
kontrol eder. Aclik siiresince CPTIA'nin malonil koA ile inhibisyonu durdurulur ve
uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonu ve bunu takiben ketogenez artirilirken,
postprandiyal siiregte malonil koA konsantrasyonu artar, CPTIA inhibe olur ve uzun
zincirli yag asitleri esterifikasyona yonlendirilir. Malonil koAnin CPT1A'nin regiilator
bolgesine allosterik baglanmasi acilkarnitin olusumunu inhibe ederken, yag asitlerinin
mitokondriye gecisini de dnlemektedir. Malonil koA yag asidi biyosentezinin ara {iriinii
olup CPT1A'ya baglanmasi yag asidi sentezinin devam ettigini ve yag asidi yikimina
gerek olmadigi sinyalini vermektedir. Malonil koA ile kontrol edilen CPT1A'nin uzun
zincirli yag asitlerinin tasinimindaki rolii bu genin lipid metabolizmasindaki dnemini
ortaya koymaktadir (57). CPTI inhibit6rleri bu mekanizma iizerinden yag asidi
biyosentezini diizenleyici rol oynarlar. Ayni1 zamanda CPTI inhibisyonunun yag asidi
oksidasyonunu azaltarak kardiyak hipertrofi ve kalp krizi i¢in koruyucu etkili oldugu da
sOylenebilir (51,56).

Kardiyak transplant alicilart ve vericileri iizerinde yapilmig bir calismada
azalmig total CPT ve CPT Il aktiviteleri ve karnitin eksikligi ventrikiil fonksiyonu ile
ilgili olabilecegi ve bu baglantinin kalp hastaliklariyla CPT enzimi arasindaki baglantiy
kurmaya yardimci olabilecegi 6nerilmistir (55).

CPTIA yetersizligi olan hastalarda yapilan bir ¢alismada A275T, A414V,
Y498C, G709E ve G710E missense mutasyonlar: tespit edilmis, bu varyasyonlarin
yapisal ve fonksiyonel etkileri Saccharomyces cerevisiae'de incelendiginde hastalik
yapicit nitelikte olduklar1 dogrulanmistir. Ayrica, A275T, A414V ve Y498C
varyasyonlarinin CPT1A enziminin katalitik aktivitesini azaltirken, G709E ve G710E
varyasyonlarinin enzim aktivitesini artirdigi gozlenmistir. Hastalarda tespit edilen

varyasyonlarin CPT1A enzimi iizerine etkilerini incelemeye yonelik olan bu ¢alismanin
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sonuclart lipidemik bozukluklarin tedavisinde CPTI1A spesifik ilag tasarimi
yapilabilecegini diisiindiirmektedir (71).

Homozigot CPT1B knockout (CPT1b**) fareler kardiyak yap1 ve fonksiyondaki
bozulmaya bagli olarak embriyonik evrede yasamlarini yitirmektedirler. Heterozigot
CPT1B knockout (CPT1b*") farelerde yapilan bir ¢alismada aort konstriksiyonu ile
basing artisi tetiklendiginde ise, basingtaki degisimin seviyesine gore kalp defektlerinin
gelistigi, mitokondriyal anomaliler ve miyokardiyal lipid birikimi oldugu gézlenmistir.
Bu veriler, CPT1b eksikliginde patolojik stres altinda lipotoksisiteye bagli olarak
kardiyak patolojide artig oldugunu ifade etmektedir (51).

CPT1A polimorfizmleri ile obezite ve lipid iliskisini aragtiran bundan 6nce yapilmis 4
calisma mevcuttur (15,72-74). Ancak bizim c¢alismamiz CPT1A genindeki bir
polimorfizmin KAH hastalarindaki lipid/obezite parametreleri ilizerindeki etkisini
irdeleyen ilk ¢aligmadir.

Hirota ve ark. (72) Tip 2 diyabetli Japon hastalarda CPT1A polimorfizmleri ile obezite
ve aglik lipid fenotipleri arasinda iliski olmadigini bildirirken, Robitaille ve ark. (73)
Fransiz-Kanadali kohortlarinda CPT1A A275T (rs17610395) SNP ile BMI (P = 0.05)
ve bel ¢evresi (P = 0.008) arasinda iliski oldugunu bildirmiglerdir. Rajakumar ve
ark.(74) Ise Greenland populasyonunda yaptiklari ¢alismada CPT1A P479L varyantinin
yiksek HDL-kolesterol ve ApoAl diizeyleri 1ile iliskili oldugunu rapor
etmislerdir.Arktik populasyonlarda bolgenin ¢ok soguk olmasi ve bitki ¢esitlerinin
azligma bagl olarak viicudun bodlgeye adaptasyonu adina serum lipidleri, kan basinci
gibi parametrelerdeki degisimin kalp hastaliklarindaki CPT geni degisiminin roliinii
incelemek amaciyla arastirma yapilmistir. Son olarak, Yu'pik Eskimo'larinda
gerceklestirilen ¢aligmada CPT1A P479L (rs80356779) varyasyonu azalmis viicut yagi
ve azalmis adipozite gibi obezite iliskili parametreler ile artmis aclik HDL kolesterol
diizeyleriyle iligskili bulunmus ve bu etkileriyle kardiyo-koruyucu nitelikte oldugu
gozlenmistir (15). CPT1A polimorfizmlerinin HDL-kolesterol ve obezite fenotipleri ile
iligkili oldugu bildirilmistir (37). CPT1 yag asit oksidasyonunun en 6nemli kontrol
noktas1 oldugundan saglikli obezite ile iliskili olabilecegi ve bu duruma CPT1 genindeki
bazi tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)’nin katkisi oldugu dnerilmistir (15).

Bizim c¢alismamizin bulgularida CPT1A gen varyasyonlarinin obezite ve HDL-

kolesterol diizeyleri ile iliskili oldugu hipotezini desteklemektedir.
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Karnitin/kolin asetil transferaz enzimi peroksizomda 4, 8-dimetilnonanoil koA'y1
karnitin esterine doniistiiren Karnitin-O-oktanoil transferaz (CROT) transesterifikasyon
reaksiyonunu Katalizleyerek lipid metabolizmasi ve yag asidi beta oksidasyonunda
gorev alir (16). Bu reaksiyon orta ve uzun zincirli acil koA molekiillerinin transferinde
elzemdir. CROT’u kodlayan Karnitin-O-oktanoil transferaz (CROT) geninde yer alan
degisimlerin lipid profili ile diyabet ve aterosklerotik hastaliklarla iliskisini inceleyen
bir c¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Calismamizda CROT rs2214930 T>C
SNP’nin minér C saglikli kontrollerde diisiik total-kolesterol ve LDL-kolesterol
diizeyleri (sirasiyla, p=0.045 ve p=0.009). ve CC genotipi diisiik sistolik kan basinci
(p=0.039) ile iliskili iken; KAH grubunda yiiksek HDL-K >0.90 olma siklig1 iliskisi
gozlenmistir. Bulgular CROT rs2214930 T>C SNP’nin anti-hiperkolesterolemik ve
antihipertansif profilr katkis1 oldugu yoniindedir.

Sonu¢ olarak, tez projemiz kapsaminda koroner arter hastalarinda saglikli
kontrollerde inceledigimiz yag asit metabolizmasinda anahtar proteinleri kodlayan
CPT1A ve CROT genlerine ait sirastyla rs3019613 ve rs2214930 varyasyonlarinin,
KAH etyopatojenezinde yer alan serum lipid profili, obezite ve kan basinglari {izerinde

onemli etkileri olabilecegini desteklemektedir.
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Dislipidemik Fenotiple lliskilerinin Incelenmesi” bagliklt tez calismast kurulumuzun 07/06/2013 glin ve 11
sayils toplantisinda gorlistilerek etik yonden uygun bulunmus olup, tutanakiar ekte sunulmugtur.

Bilgilerinizi rica ederim.
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