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OZET

TIMIRCI O. (2008). HIPERLIPIDEMI OLAN OBEZ COCUKLARDA DENATURE
GRADIENT JEL ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE APO B-100 EcoRI POLIMORFIZMi
ILE LiPID PROFILLERININ KARSILASTIRILMASI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Cocukluk doneminde baslayan ve daha ileri yaslarda devam eden obezite,
morbidite ve mortaliteyi 6nemli ol¢iide etkilemektedir. Obezitenin cocukluk cagindaki
etiyopatogenezinde c¢evresel faktorlerden etkilenme riski azaldigindan genetik
bozukluklar daha cok dikkate alinmaktadir. Apo B-100 lipoprotein metabolizmasinda
bulunan serum kolesterol seviyelerinin homeostazinda kilit rol oynayan bir
glikoproteindir. Lipoprotein metabolizmasindaki genlerin, obezite ile iliskili koroner
arter hastalifi gelisim siirecinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
caligmamizda, hiperlipidemik obez cocuklar hasta grubu; birincisi hiperlipidemisi
olmayip obez olan, ikincisi de obezite bulgusu ve hiperlipidemisi olmayan saglikli
cocuklardan olusan iki farkli grup kontrol grubu olarak secilmistir. Caligmamizda
cocukluk cagi ve adolesan donemde Apo B-100 EcoRI polimorfizmi ile plazma lipid
profillerinin birarada incelenmesi ve Tiirk toplumunda ilk defa bu konudaki olasi
iligkilerin arastirllmasi amaclanmistir. Apo B-100 geninde, 29. ekzondaki EcoRI
polimorfizmi ile diger olasi polimorfizmleri saptayabilmek igin, ilgili gen dizisinin PCR
ile cogaltilip, olas1 mutasyonlar Denatiire Gradient Jel Elektroforezinde (DGGE) farkli
paternler de gozlendikten sonra, otomatize DNA dizi analiz cihazi ile dizilemesi
yapilarak, dizileme sonuglar1 bilgisayar yazilim programi (Proseq, BioEdit) yardimiyla
degerlendirilmistir. DGGE ve dizileme sonrasinda Apo B-100 geninin 29. ekzonunda
sadece bir tek niikleotid degisimine (SNP) rastlanmistir. Calisma gruplarinda EcoRI
polimorfizmi (G4154A) olarak bilinen bu tek niikleotid degisimine ait genotipler
incelendiginde saglikli kontrol grubumuzda mutant A alleline rastlanmamistir. Hasta
grubunda ise genotip ile lipid profilleri karsilastirildiginda, GA genotipi tasiyanlarda
total kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyleri mutant A alleli tasimayan GG genotipine
sahip hastalara gore yliksek olarak bulunmustur.

Calismamiz sonucunda, obezite ve mutant A alleli tasiyan ¢ocuklarda A allelinin

hiperlipidemi gelistirme riskini arttirabilecegi kanisina varilmigtir.
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ABSTRACT

Timirci, O. (2008). COMPARISON OF LIPID PROFILES WITH APO B-100 EcoRI
POLYMORPHISM ON OBESE CHILDREN WITH HYPERLIPIDEMIA BY USING
DENATURATING GRADIENT GEL ELECTROPHORESIS

Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. Master’s Thesis.
Istanbul.

Obesity, especially the cases starting from childhood, causes high morbidity and
mortality. In childhood obesity, the environmental factors are not assumed to be
effective as genetic factors, so genetic factors should be taken care of much more than
in adult cases. Apo B-100 is a glycoprotein that is one of the important factors in
cholesterol homeostasis. Dislipidemia is important in the pathogenesis of
atherosclerosis; so genes related to lipoprotein metabolism are thought to be responsible
for the development of coronary artery diseases. For our study, we built three separate
groups; one of them was the group of obese children with hyperlipidemia, second one
was the group of obese children without hyperlipidemia and the last group contained of
healthy children neither with hyperlipidemia nor obesity. In our study, we aimed to
evaluate Apo B-100 EcoRI polymorphism and plasma lipid parameters altogether in
childhood and adolescence cases and this will be the first such study in Turkey to
determine possible relationships of all discussed parameters. We amplified the related
gene segment by using polymerase chain reaction (PCR) and determined different
patterns by using denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE) and also applied
automatic sequence analysis. All results were examined by Proseq, BioEdit computer
programme. There was a single nucleotide polymorphism on 29th exon of ApoB-100
gene, known as EcoRI polymorphism (G4154A). While we examinate genotypic
changes for this single gen chance as known as EcoR1 (G4154A) polymorphism in
study groups, we couldnt find mutant A allele in healthy control group. On the other
hand, we found mutant A allele in patient group and a correlation between total
cholesterol and LDL-cholesterol levels, and GA genotype.

At the end of this study, the outcomes made us think, obese children patients

having A allele could have a higher risk to have hyperlipidemia in future.
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1. GIRIS VE AMAC

Hiperlipidemi kanda kolesterol yada trigliseridlerin yada her ikisinin normalden
yiiksek olmasidir. Insanda plazma lipid diizeyleri ile birlikte ¢esitli komplikasyonlar
olugmaktadir (1). Hiperlipidemiye bagh olarak gelisen bu komplikasyonlarin basinda
obezite, nefrotik sendrom, aterosklerozise bagl olarak gelisen koroner arter hastaliklar
gelmektedir (2).

Lipoproteinlerin tanecik boyutlarinin, yogunluklarinin ve kimyasal iceriklerinin
farkli olmasindan kaynaklanan birgok alt sinifi mevcuttur. Lipidlerin dokulara
dagittminda temel fonksiyon goéren lipoprotein diisilk yogunluklu lipoprotein (LDL)
olarak tamimlanir. Dokulardan karacigere lipidlerin ters transportunda gorev alan
lipoprotein ise yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) dir. LDL yada HDL yapisinda,
reseptorlerinde olusan genetik yada fizyolojik bir hasar plazmadaki lipid oraninin
yiikselmesine ve buna bagli olarak hiperlipidemi olusumuna sebep olmaktadir (3).
Metabolik sendromlu hastalarda ozellikle abdominal bolgede depolanan asiri yag
dokusu ile iligkili olarak hipertrigliseridemi, apolipoprotein B diizeyinde ve kiiciik
yogun LDL partikiillerinde artig olmas1 aterojenik lipoprotein profilini gostermektedir.

LDL, plazmada bashca kolesterol tasiyici lipoproteindir; total plazma
kolesteroliiniin yaklagik %70 ‘i LDL’dir. LDL yaklasik % 75 lipid (%35 kolesterol
esteri, %10 serbest kolesterol, %10 trigliserid ve %20 fosfolipid) ve %25 proteinden
meydana gelmektedir ve yapilarinda Apo B-100 proteinini tasidiklan gosterilmistir (3).
LDL, reseptorleri aracilifiyla endositozla hiicre icine alinarak kolesterol igerigini
karaciger dist dokulara birakirlar. Ek olarak LDL, VLDL ile birlikte aterojenik
lipoprotein olarak tanimlanir.

Lipoproteinler, yapisinda bulunan apolipoproteinler sayesinde organizmada
farkli fonksiyonlar kazandigi klasik bilgilerimiz igerisinde yer almaktadir. Bu
fonksiyonlar arasinda plazma apolipoprotein B diizeylerinin hiperlipidemik hastaliklarin
riski i¢in lipidlerin {izerinde bir gosterge oldugunu kanitlayan eriskinlerde onemli
calismalara literatiirde sik olarak rastlanmaktadir (4,5). Ancak literatiirde aterosklerotik
risk faktorlerinden hiperlipidemi ile ¢ocukluk donemi obezitesinin iligkilendirildigi
calismalar oldukga yetersiz kalmaktadir.

Cocukluk cag1 obezitesinin bilinen bir¢ok nedeni vardir; bunlar genetik,

endokrin/prenatal erken donem, fiziksel aktivite ve sosyoekonomik nedenler olarak



suflandirlabilir. Obezitenin c¢ocukluk cagindaki prevalansi eriskinlerinkine benzer;
ancak erken yaslarda baslayan sismanligin etiyopatogenezinde cevresel faktorlerden
etkilenme riski azaldigindan genetik bozukluklar daha ¢ok dikkate alinmaktadir (6,7).

Son zamanlarda yapilan bir¢cok epidemiyolojik ¢alismada serum apolipoprotein
diizeylerinin kardiyovaskiiler risk degerlendirilmesinde onemli parametreler olduklari
tespit edilmistir. Ozellikle plazmadaki aterojenik kolesterol parcaciklarinin gostergesi
olarak diger kolesterol parametrelerine gore apolipoprotein B diizeyinin daha iyi bir
marker oldugu diisiiniilmektedir (8).

Insan plazmasinda yer alan Apo B, kromozom 2’nin kisa kolunda yer alan aymi
genden tiiremis Apo B-100 ve Apo B-48 gibi iki sekilde bulunmaktadir. Molekiiler
agirhg yaklasik 270.000 dalton’dur. Diizenleyici bir protein veya proteinler insan
bagirsaginda Apo B mRNA’sim etkileyerek bir niikleotid degisikligine neden olmakta
ve boylece degisiklige ugramis mRNA Apo B’nin kisa (Apo B-48) seklinin yapimini
yonlendirmektedir. Insanlarda bu olusum yalmz bagirsakta gozlenmektedir. Ancak bu
olayin karacigerde Apo B-100 seklinde gerceklestigi gosterilmistir (9,10).

Apo B-100 karacigerde sentezlenir ve VLDL icin yapisal bir protein olarak islev
gormektedir. Ayrica IDL ve LDL’nin baglica protein igerigidir. Yapisal roliine ilaveten
Apo B-100 LDL reseptorii icin bir ligand olarak gorev yapmaktadir. Apo B-100’iin
karboksil ucu bu proteinin reseptoriine baglanmasinda kritik bolge olarak
gosterilmektedir. Ayrica Apo B-100 LDL reseptorii i¢in ligand olma gorevini Apo E ile
paylasir. Ancak plazmada predominant etkide olan apolipoproteinin Apo B-100 oldugu
bilinmektedir (11).

Apo B-100’iin reseptore baglanma bolgesinde tek bir aminoasitlik degisikligin
LDL’nin LDL reseptoriine baglanmasin1 ciddi derecede bozdugunun saptanmasi,
baglanma alan1 olarak Apo B ‘nin bu bolgesine dikkat ¢cekmistir. LDL reseptoriine
normal baglanmamaya bagl olarak gelisen yiliksek LDL seviyelerinin gelistigi
hiperkolesterolemili ve hiperlipidemili hastalarda Apo B’nin defektif formu
bulunmustur (12).

Hiperlipidemiye neden olan cesitli Apo B polimorfizmleri tanimlanmistir.
Hiperlipidemi ile iligkili olarak gosterilmis ilk kalitsal Apo B bozuklugu, Ailesel
Defektif Apolipoprotein B (FDB) olarak isimlendirilen ve 3500. kodonda argininin
glutamine degisimine neden olan A — G transisyonudur (13). Diger iki Apo B

mutasyonu, Ailesel Defektif Apolipoprotein B hastaligina benzer klinik bulgulart olan



hastaliklarin olusumuna yol acar. Bunlardan ilki Apo B Argsss; — Cys mutasyonu,
ikincisi ise Apo B Argssgo —, Trp mutasyonu olarak tanimlanmistir (12). Bu mutasyonlar
orjinal FDB mutasyonuna gore daha nadir ger¢eklesmektedir.

Apo B polimorfizmlerinden EcoRI polimorfizmi, Apo B geninin 29. ekzonunda
Glu4154Lys transisyonu goriilen mature proteindeki Apo B geni aminoasit dizisi
degisimidir. Bu degisikligin meydana getirdigi fonksiyonel degisiklikler hala
bilinmemektedir. Fakat birkag¢ calismayla EcoRI polimorfizminin serum total kolesterol
ve Apo B seviyelerini nasil degistirdigini gosteren muhtemel mekanizmalarin varlig
gosterilmistir (14).

Houlston ve arkadaslarinin bes farkli populasyonda yaptiklar1 “Apo B
polimorfizmi ve LDL kinetigi arasindaki iliski“ caligmasinda bu bes populasyondan
dordiinde polimorfizm tasiyan bireylerde LDL fraksiyon katabolizmasinin diisiik oldugu
gosterilmistir (15).

Bu bilgilerin 1518inda Apo B genindeki varyasyonlarin LDL mekanizmasini ve
EcoRI polimorfizminin LDL katabolizmasin1 6nemli dlciide etkiledigi anlasilmaktadir.
Bu polimorfizmin tam olarak etkilerinin anlagilmasi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerekmektedir.

Bu nedenle calismamizda, ¢ocukluk cagi ve adolesan donemde Apo B-100
EcoRI polimorfizmi ile plazma lipid profillerinin birarada incelenmesi ve daha once

Tiirk toplumunda ¢alisilmamais bu iliskinin arastirllmasi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 LIPOPROTEIN METABOLIZMASINA GENEL BAKIS

2.1.1 PLAZMA LiPiD VE LiPOPROTEINLER

Viicuttaki ana lipidlerin trigliseridler, kolesterol (serbest kolesterol yada
kolesterol esterleri) ve fosfolipidler oldugu klinik bilgiler arasinda yer almaktadir (16).
Trigliseridler enerji kaynag olarak hizmet eder ve adipoz dokuda depolanir. Kolesterol
hiicre membraninin bir bileseni olarak ve steroid hormonlarin ve safra asitlerinin
prekiirsorii olarak gorev almaktadir. Fosfolipidler ise hiicresel membranlarin ve lipid
tasiyici lipoproteinlerin ana bilesenidir.

Hidrofobik bilesikler olan kolesterol ve trigliseridler plazmada direk olarak
coziinemediklerinden lipoprotein adi verilen makromolekiil kompleksleri halinde
taginirlar. Temel olarak tiim lipoproteinler, nétral lipidlerden (Trigliserid ve Kolesterol
esteri) olusan bir hidrofobik c¢ekirdek, polar lipidlerden (Serbest kolesterol ve
Fosfolipid) olusan hidrofilik bir yiizey tabakasi ve apolipoprotein olarak adlandirilan
protein igeriklerinden meydana gelmektedir (17).

Lipid ve apolipoprotein kompozisyonlari, boyutlari, yogunluklar1 ve
fraksiyonlar1 degiskenlik gostermektedir. Bu heterojenite ile farkli lipoprotein ana
smiflart tanimlandirilmistir. Klasik siniflandirma ultrasantrifiigasyon esnasinda yiizen
lipoproteinlerin  yogunluguna gore yapilmistir. Bunlar silomikronlar, ¢ok diisiik
yogunluklu lipoproteinler (VLDL), orta yogunluklu Ilipoproteinler (IDL), diisiik
yogunluklu lipoproteinler (LDL) ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) olmak
iizere bes gruba ayrilmaktadir (Tablo 2.1.) (18). Ayrica lipoproteinler, partikiil boyutu,
elektroforetik mobilite yada apolipoprotein icerigi temel alinarakta siniflandirilabilir.
Lipoprotein fraksiyonlarindan 6zellikle LDL. ve HDL fraksiyonlar yogunluk, partikiil
boyutu yada apolipoprotein igerigindeki farkliliklara gore alt simiflara ayrilmistir
(19,20). Klasik bes lipoproteine ek olarak, Lipoprotein(a) olarak isimlendirilen LDL

benzeri bir lipoprotein sinifi tanimlandirilmistir (21).



Tablo 2.1. insan plazma lipoproteinlerinin yerlesimi ve o6zellikleri (18)

Ozellikleri Silomikronlar VLDL IDL LDL HDL
Yogunluk (g/ml)
0.95 0.95-1.006 1.006-1.019 1.019-1.063 1.061-1.210
Elektroforetik
mobilite Orijin pre- Beta (B) Yavag pre-Beta () Beta (B) Alfa (o)
Baslica lipid Trigliserid Trigliserid Kolestrol ester, Trigliserid, Fosfolipid,
icerikleri (ekzojen) (ekzojen), Fosfolipid Fosfolipid Kolesterol ester Kolesterol
Apolipoprotein Apo Al, Apo All, Apo B-100, Apo B-100, Apo B-100 Apo Al, Apo All,
icerikleri ApolV, Apo CI, Apo CI, ApoClI, ApoE Apo CII, Apo E
Apo CII, Apo CIII, Apo CIII, Apo E
Apo B-48

2.1.2 APOLIiPOPROTEINLER

Apolipoproteinler lipoproteinlerin spesifik protein bilesenleridir. Bunlarin,
lipoproteinlerin yapisal lipid baglayici bilesenleri olarak (Apo A-I, Apo A-II, Apo B-48
ve Apo B-100), lipoprotein reseptorleri i¢in ligand olarak (Apo A-I, Apo B-100 ve Apo
E), lipoprotein-reseptor etkilesimleri igin inhibitor olarak (Apo C-I, Apo C-III),
lipoprotein metabolizmasinda enzim aktivitesi igceren modiilator olarak (Apo A ailesi ve
Apo C ailesi) ve lipoproteinler arasinda lipid tasimada kofaktor olarak (Apo A-IV)
gorev aldiklar1 gosterilmistir (22).

Yukarida belirttigimiz siniflandirma disinda Apo (a), Apo D, Apo F, Apo G,
Apo H (betay-glikoprotein), Apo I (serum amiloid A), Apo J (Clusterin) olarak
isimlendirilen farkli apolipoproteinler tanimlandirilmistir (23). Ancak bunlarin
fizyolojik rolleri hala bilinmemektedir.

Apolipoproteinlerin  karakteristik ve fizyolojik oOzellikleri Tablo 2.2.°de

Ozetlenmistir.



Tablo 2.2. Apolipoproteinlerin 6zellikleri ve fonksiyonlari (23)

Apolipoprotein Molekiil agirh@ Kromozomal Plazma konsantrasyonu Fonksiyonu
(Dalton) lokalizasyonu (mg/100 ml)
Al 28.000 11 6-160 Yapisal (HDL), LCAT
aktivasyonu, Reseptor ligand1 (SR-
BI), Kolesterol akis promotorii
AIl 17400 1 20-55 Yapisal (HDL). Lipoprotein lipaz
ve Hepatik lipaz aktivasyonu,
LCAT aktivatorii
AIV 44500 11 15 LCAT aktivatorii, LPL
modiilatorii, Lipid transportu
B-48 264000 2 0-2 Silomikronlarin sekresyonu
B-100 550000 2 60-160 VLDL’nin sekresyonu, LDL’nin
yapisal proteini, LDLR ligand1
CI 6000 19 3-11 LRP ve LDLR etkilesim
inhibitorii, LCAT aktivatorii
CII 8850 19 1-7 Lipoprotein lipaz aktivasyonu
(3011 8800 11 3-23 Silomikronlarin ve VLDL’nin
hepatik aliminin engellenmesi
D 33000 3 6-10 ?Lipoproteinler arasinda ester
kolesterol ve trigliserid taginimmi
E 34000 19 2-6 Silomikron kalintilarinin ve
IDL’nin hepatik klirensi, hiicresel
lipoprotein alimi
F 28000 ? 2 ?
G 72000 ? ? ?
H 43000-54000 ? 20 ?
J 70000 8 10 ?Lipid transportu
?Membran koruyucusu
(a) 300000-700000 6 1-100 ? Fibrinolizin inhibitorii,

Yara iyilesmesi




2.1.3 LIiPOPROTEIN METABOLIiZMASI

Lipid ve lipoprotein metabolizmasi, diyetsel lipidlerin tasinmasini iceren

ekzojen ve endojen yol olmak tizere iki yola ayrilmaktadir (Sekil 2.1) (16).

Diyetsel Lipidler

Silomukron

Ekzojen Yol

KARACIGER
Safra Kolesterolii

Endojen Yol

Sekil 2.1. Diyetsel Lipidlerin Transportu

Barsakta, absorblanmis ve tekrar esterlenmis trigliseridler, kolesterol esterleri ve
fosfolipidler Apo B-48 iceren silomikron icerisinde paketlenirler ve lenf dolasimi
araciligiyla salgilanirlar (24). Bundan sonra silomikron trigliseridlerinin bir kism1 hizli
olarak lipoprotein lipaz tarafindan ve bazilar1 da hepatik lipaz tarafindan hidroliz edilir.
Bu siirecte partikiillerin apolipoprotein icerigi ve lipid icindeki diger degisiklikler ile
birlikte kolesterolden zengin daha kiiciik silomikron kalintilar1 ortaya c¢ikmaktadir.
Silomikron kalintilari, baglica karacigerde LDLR tarafindan ve az bir kismuda LRP-1
araciligiyla yada hiicre yiizey proteoglikanlar1 araciligiyla plazmadan temizlenir (25).
Normal kosullar altinda, silomikron tarafindan tasinan, absorbe edilmis trigliseridin
cogu ekstrahepatik dokularda kullanilirken kolesteroliin hemen hemen hepsi karacigere
taginir. Ayrica silomikron kalintilarinin kiigiik bir kismida periferal dokularda temizlenir

(26).



Endojen lipid tasinma sistemi iki alt sisteme ayrilmaktadir. Bunlar Apo B-100
lipoprotein sistemi (VLDL, IDL ve LDL) ve Apo A-1 lipoprotein sistemi (HDL) olarak
tanimlanmaktadir.

Apo B-100 sistemi, Apo B-100 iceren VLDL partikiillerinin karacigere gelmesi
ve salgilanmasi ile baglar (16). Bundan sonra VLDL trigliseridleri LPL tarafindan
periferal dokularda hidrolize edilir ve partikiiller trigliseridleri alinmis daha kiigiik
kalintilara ¢evrilmektedir. VLDL kalintilarinin bir kismi direk olarak karacigerden ve
muhtemelen bir kismida periferal reseptor aracilt mekanizmalar tarafindan plazmadan
temizlenir (25). Artan partikiiller VLDL-IDL-LDL kaskadinin igerisine girer. Pek ¢ok
trigliserid ¢ekirdegi, IDL ve LDL olusumunda 6nde gelen LPL ve HL tarafindan
hidroliz edilir. Hidroliz sonrasinda partikiillerin bir kismu LDL partikiillerine
donistiiriiliir (Sekil 2.2) (16). LDL partikiillerinin cogu LDLR ve diger reseptorler ve az
bir kismida tam olarak tanimlanamamis reseptor bagimsiz mekanizmalar aracilifiyla

karacigerden temizlenmektedir (16,27).

Sekil 2.2. LDL yapis1



Apo A-1 iceren HDL partikiillerinin metabolizmasi, hem ekzojen hemde
endojen lipid tasinma yollar ile yakindan iliskilidir. HDL partikiilleri karaciger ve
barsak tarafindan salgilanan kompleks prekiirsor komplekslerinden sekrete edilirler.
Bunlar ters kolesterol transport sisteminin baglica aracilaridir. Bu sistem periferik
hiicrelerde sentezlenmis yada depolanmis kolesterolii karacigere geri getirir (28). Bu
islem hiicre membraninda, serbest kolesteroliin HDL partikiillerine verilmesi ve LCAT
tarafindan serbest kolesteroliin esterlesmesi ile baglar. Bundan sonra kolesterol esteri
HDL partikiiliiniin hidrofobik cekirdegine transfer edilir. Bu siire¢ igerisinde, yeni
olusan HDL'’ler kiiresel lipidden zengin HDL’lere donistiiriiliir. HDL c¢ekirdeginin
kolesterol esterlerinden olusan kismi, Apo B-48 veya Apo B-100 iceren lipoproteinlere
CETP araciligiyla aktarilir ve karsiliginda trigliserid alinir. HDL partikiillerinden kalan
kolesterol esterleri LDLR, LRP-1 veya varoldugu diisiinilen HDL holopartikiil
reseptoril tarafindan Apo E iceren HDL partikiilleri ile reseptor aracili endositoz yoluyla
veya HDL kolesterol esterlerin hepatik ¢opcii reseptor BI tarafindan selektif
temizlenmesi ile hepatositlere alimir (16). Bu sirada diger lipoproteinlerden HDL’ye
transfer edilen trigliseridler hepatik lipaz tarafindan hidroliz edilir ve bu olay
trigliseridden zengin HDL, nin trigliseridden fakir HDLs’e cevrilmesi, serbest Apo A-1
ve lipidden fakir HDL nin ters kolestrol transport dongiisiinde yeniden kullanilmasi igin
serbestlenmesine Onciiliik etmektedir (20). Kolesterol esterleriyle trigliseridlerin
yerdegistirmesi isleminin arkasinda ters kolesterol transportunda diger apolipoproteinler
ve fosfolipidler gibi diger komponentlerin degisiminide iceren HDL’nin diger
lipoproteinlerle etkilesim igerisinde oldugu bilinmektedir. HDL partikiilerinin,
plazmada Apo B-100 ve Apo B-48 igeren lipoproteinler i¢in lipid ve apolipoprotein

rezervuari olarak islev gordiigii diistiniilmektedir (16,25).
2.2 LIPiD VE LIPOPROTEIN SEVIYELERINI ETKILEYEN FAKTORLER
2.2.1 DIYET, CEVRESEL FAKTORLER, YAS, CiNSiYET VE OBEZITE

Lipid ve lipoproteinlerin plazma seviyeleri ve metabolizmalar1 cesitli genetik
olmayan faktorler tarafindan etkilenir. Bunlar hem beslenme sekli hemde yas, cinsiyet

ve viicut yag dagilimi ve derecesi gibi diger faktorleri kapsar. Bu faktorlerin plazma

lipid ve lipoprotein seviyeleri iizerindeki etkilerinin 6zeti Tablo 2.3’de gosterilmistir.



10

Tablo 2.3. Diyet, Cevresel Faktorler, Yas, Cinsiyet ve Obezitenin Lipid ve

Lipoprotein Seviyeleri Uzerine Etkisi

Total Trigliserid LDL HDL
Kolesterol kolesterol kolesterol
Yas T i i i
Cinsiyet ) ) ) |
(Erkek)
Obezite 1 1 1 l
Diyet:
Yag asitleri:
Doymus Yag 1 1 1
Asitleri
Coklu ! l l l
Doymamis Yag
Asitleri
Tekli i} l 1
Doymamis Yag
Asitleri
Karbonhidrat ! 1 l l
Lifli | l l
Protein | | )
Alkol 7 !
Yiiksek Kalori i 1
Al
Sigara Icimi 1 1 1 l
Fiziksel l l 1
Aktivite
Stres i 1 1

Tiim diyet bilesenlerinin igerisinde, yag asitleri ve kolesterol miktar ve
kompozisyonunun serum lipid ve lipoprotein metabolizmasinin en 6nemli modiilatorleri
oldugu goriilmektedir ve bu sebeple koroner arter hastaligi riskinde ve lipoprotein
seviyelerinin  diigiliriilmesi  gerekliliginde  ©nerilecek  diyetlerde  hedef rol

oynamaktadirlar.
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Diyetteki yaglar doymus, tekli doymamis ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden
olugmaktadir. Bunlardan doymus yag asitleri , LDL temizlenmesini bozarak serum total
kolesterol ve LDL-kolesterol seviyelerini arttirir. Oysa tekli ve coklu doymamis yag
asitleri, doymus yag asitlerinin aksine kolesterol seviyelerini azaltmaktadir (29). Bu
sebeple total kalorinin % 30’nun yaglardan karsilanmasi ve tekli ve ¢oklu yag asitlerinin
miktarinin arttirilmasi ile doymamis yag asitlerinin %10 ¢ekilmesinin yararli oldugu
diistiniilmektedir (30).

Diyetsel kolesteroliin plazma lipoproteinleri {izerine etkisi degiskenlik
gostermektedir (30,31). Fakat genellikle kolesteroliin yiiksek seviyede tiikketimi tiim
lipoprotein siniflarinda kolesteroliin yiiksek seviyede tiiketimi ile iligkilidir. Diyetsel
yag asitleri ve lipid ve lipoproteinlerdeki kolesterol seviyelerinin etkileri karbonhidrat,
coziinebilir lifler ve proteinler ile karsilastirildiginda major diyetsel ihtiyaclar olmadig
goriilmektedir (32,33).

Alman alkol trigliserid ve HDL-kolesterol seviyelerini arttirirken, LDL-
kolesterol seviyesini diigiiriir (34). Cok yiiksek kalori alimi hepatik VLDL sentezini
arttirir ve bunun da hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemiye neden oldugu
bilinmektedir (32).

Ayrica diyet ve sigara i¢cimi, fiziksel aktivite ve psikolojik stres gibi cevresel
faktorler lipid ve lipoprotein seviyelerindeki degisimlerle iliskilidir (35,36). Bunlarin
yerine yas, cinsiyet, kadinlarda menstural siklus ve menapoz, viicut yag dagilimi ve
derecesi, lipid ve lipoprotein seviyelerindeki genetik varyasyonlarin aciklanmasinda
daha ¢ok kullanilmaktadir (37,38,39,40).

Ek olarak, diabetes mellitus, endokrinolojik, renal ve hepatik hastaliklarin ve
ila¢ kullaniminin lipid metabolizmasindaki etkileri suanda iyi bilinmektedir (32,41) ve
buna bagl olarak genler gibi diger faktorlerin lipidlere olan etkisi diisiiniilirken bu

hastaliklar dikkate alinmalidir.

2.2.2 LIPOPROTEINLERLE ILGILI HASTALIKLAR
2.2.2.1 HIPERLIPIDEMILER

Hiperlipidemiler, LDL artisiyla karakterize dislipidemilerdir. Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organisation-WHO) Frederickson smiflamasi, alt1 sinifa ayrilmis
primer hiperlipidemiler ve sekonder hiperlipidemiler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir

(17). Bu simiflandirmaya gore hiperlipidemilere ait 6zellikler asagida 6zetlenmistir:
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2.2.2.1.1 Primer Hiperlipidemiler

a) Tip I Hiperlipidemi (Ailesel Silomikronemi):

Silomikronlar normalde yemek sonrasinda incebarsak duvarinda sentezlenir ve
lipoprotein lipaz enzimi (LPL) aktivitesi ile plazmadan oldukca hizli bir sekilde
uzaklagtirilirlar. LPL eksikligi olan hastalarda anormal diizeyde silomikronlar
toplanmaktadir. Apo CII LPL’nin kofaktorii oldugundan Apo CII eksikligi de LPL
eksikligine benzer etkiler gostermektedir. LPL eksikligi otozomal resesif olarak kalitim
gostermektedir (17).

Silomikronlarin birikimi trigliserid diizeylerinde asir1 bir yiikselmeye neden
olur. Eger trigliserid diizeyi 2000 mg/dl’yi asarsa viicudun degisik bolgelerinde
ksantomalar olusabilir ve retinada lipidler toplanabilir. Hastalarda ayrica pankreatit,
hepatomegali ve splenomegali gozlenebilir. Aym gostergeler diabet, hipotiroidizm ve
hiperglobulinemide de gozlenmektedir. Tedavi i¢in diisikk yag iceren bir rejim

Onerilmektedir.

b)Tip II Hiperlipidemi (Primer Hiperkolesterolemi)

Primer Hiperkolesterolemi’nin ii¢ sekli vardir:
1) Poligenik Hiperkolesterolemi
2) Ailesel Hiperkolesterolemi (FH)
3) Ailesel Birlesik Hiperlipidemi (FCHL).
Hiicresel LDL alimindaki azalmadan dolayr her ii¢ grupta da serum LDL

diizeylerinde bir artig gozlenmektedir (17).

1) Poligenik Hiperkolesterolemi:

Burada bilinen bir monogenik bozukluk tanimlanmamistir. Hastaligin ¢evresel
faktorlerin etkisiyle meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bu tip olgularda LDL yiiksekligi
ile birlikte tipik olarak total kolesterol diizeyleri de 300 mg/dlI’den yiiksektir. Bazi
olgularda koroner arter hastaliginda gozlenen artisla birlikte tendon ksantomalar1 da

gozlenmektedir (17).
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2) Ailesel Hiperkolesterolemi (FH):

Otozomal dominant olarak kalitim gosterdigi i¢in homozigot ve heterozigot
sekilleri bulunmaktadir. Bu genetik bozukluk inaktif veya var olmayan reseptorle
sonuclanmaktadir. Biitiin olgularda LDL’nin hiicre zarina baglanma yetenegi zarar
gormiistiir (42). Sonug olarak LDL katabolizmasi bozulmustur, ayrica LDL sentezi de
artmistir. Homozigot hastalarda yogun LDL-kolesterol birikimi gozlenmektedir. Bir cok
arastirmact LDL  diizeylerinde yiikselmeyle birlikte diger lipoprotein ve
apolipoproteinlerin metabolizmasinda da karmasik anormallikler tanimlamislardir.
Omegin VLDL yapisi ve metabolizmasi normaldir fakat IDL’nin katabolizmasi
gecikmistir. Homozigot hastalarda HDL ile ilgili anormallikler de bildirilmistir. HDL,
alt sinifinin hemen hemen hic¢ olmadig1 rapor edilmistir. Plazma apolipoproteinlerinden
ise Ozellikle Apo B ve Apo E dikkat cekicidir. Prematiire ateroskleroz gelisen ailesel
hiperkolesterolemili hastalarda yaygin olarak hayatin erken evrelerinde ciddi hastaliklar
veya Olim gozlenir. Homozigotlar ¢ok erken yaslarda tendon ksantomalar ve
elektrokardiyografik testlerle belirlenebilen koroner arter hastaligit problemleri
gosterirler. Ozellikle LDL reseptor aktivitesinde total eksiklik olan bireylerde ¢ok diisiik
reseptor aktivitesi (% 2-25) olanlardan daha yiikksek oranda koroner 6lim gozlenir.
Heterozigot olgularda LDL diizeylerindeki artistan dolayi asil tendonu iizerinde (tendon
ksantomalarindan dolay1) ve ozellikle orta ve yiiziik parmaklarindaki ekstensor
tendonlarda nodiiler diizensizlikler tanimlanmistir. Tip IIb kangikliklar siklikla yas ve
obezite ile birlikte artmaktadir. Bunlarin baslangicinda cogunlukla genetik sebebe

dayanmayan karaciger hastaliklar1 goriiliir (17).

3) Ailesel Birlesik Hiperlipidemi (FCHL):

Ailesel birlesik hiperlipidemi apolipoprotein B-100’iin asir1 tiretimi sonucu hem
kolesterol hemde trigliserid diizeylerinin artmasiyla karakterize olan bir lipid
metabolizmas1 bozuklugudur. Burada apo B diizeylerindeki yiikselme ile birlikte
plazmada apolipoprotein igeren lipoproteinlerin seviyelerinde de artis gozlenmektedir
(17,43).

Ailesel birlesik hiperlipidemi cevresel ve genetik bir ¢ok faktoriin etkisiyle
gelismektedir (43). Primer bozuklugun karaciger tarafindan Apo B iceren VLDL
artisindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Bu hastalarda prematiir koroner arter hastalig

riskinde de bir artig vardir (17).
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c¢) Tip III Hiperlipidemi (Ailesel Disbetalipoproteinemi) :

Tip I hiperlipoproteinemi artmis plazma total kolesterol ve trigliserid diizeyleri
(300-400 mg/dl), palmar tuberoeruptif ksantoma ve prematiir kardiyovaskiiler hastalikla
karakterize edilmektedir (44). Bu bozuklukta aterojen lipoproteinlerden LDL’nin
genellikle diisiik oldugu ve hiperlipideminin 6zellikle silomikron ve VLDL kalintilart
diizeyinde meydana gelen yiikselme ile olustugu goriiliir. Ultrasantrifiij ile yapilan
ayirimlarda d<1.006 kolesterol: trigliserid oraninin 0,3’ten fazla oldugu goézlenmistir.

Oysa bu oranin normal insanlarda 0,3’ten az oldugu gosterilmistir (45).

d) Tip IV Hiperlipidemi ( Ailesel Hipertrigliseridemi) :

Ailesel hipertrigliseridemi otozomal dominant olarak kalitim gostermektedir.
Ayrica ailesel birlesik hiperlipidemi sendromunun bir pargasi olarakta kabul
edilmektedir. VLDL artisiyla birlikte olan hipertrigliseridemilerin birincil ve ikincil
sebeplerinin her ikisi de tanimlanmistir. Birincil karigikliklarda VLDL’nin tiretiminde
artis ve serumdan uzaklastirllmasinda bir azalma veya her ikisi birlikte gozlenmektedir.
Karakteristik klinik semptomlar genellikle cocuklukta goriilmez fakat ilerleyen yaslarda
ortaya ¢ikabilir. Hastaligin ikincil sekli alkolizm, obezite ve nefrotik sendrom gibi diger
hastaliklarla iliskilidir (43).

Laboratuvar sonuglarinda normal veya hafifce artmis kolesterol ile birlikte

yiiksek trigliserid ve VLDL diizeyleri gozlenir (17).

e) Tip V Hiperlipidemi (Ailesel Birlesik Hiperlipidemi):

Ailesel birlesik hiperlipidemi trigliserid agisindan zengin lipoproteinlerin
serumdan uzaklastirilma yeteneginin bozulmasi, bu partikiillerin iiretiminin artmasi
veya her ikisinin birlikte olmasi durumunda ortaya cikan bir lipid metabolizmasi
bozuklugudur. Tip V hiperlipideminin de genetigi heniiz bilinmeyen ailesel bir sekli
vardir. Bu hastalarda apo ClII ile birlikte apo E4 izoformunun arttig1 saptanmistir (46).

Silomikron ve VLDL’nin birlikte yiikseldigi durumlarda serumun iist kisminda

bulanik, kaymak goriiniimiinde bir ¢izgi meydana gelir. Lipoprotein elektroforezinde
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agir silomikron ve pre-Beta bantlar1 gozlenir. LDL ve HDL fraksiyonlar1 normale gore
diisiik olabilir. Serum kolesterol ve trigliserid diizeyleri de artmistir (17).

Hastalar genelde 20-50 yaslar1 arasinda semptomlar gosterirler. Bu hastalardaki
klinik bulgular eruptif ksantoma ve pankreatitle birlikte seyreden abdominal (karin

bolgesi) agrilaridir (17).

f) Ailesel Hiperalfalipoproteinemi:

Beklenildigi gibi ailesel hiperalfalipoproteinemili hastalarda koroner arter
hastalig1 riskinde bir azalma gozlenir. Yiiksek HDL kolesterol diizeyleri zararl etkileri
yerine yararl etkileri olan hafif yiiksek kolesterol seviyelerine neden olur. Bu hastalar
artan lipoprotein lipaz enzim aktivitesine sahiptirler ve bu ylizden VLDL ve

silomikronlarin klirensinin bu hastalarda hizlandig1 gozlenmistir (17).

2.2.2.1.2 Sekonder Hiperlipidemiler

Yiiksek lipid diizeyleri bazen primer karigikliklarla birlikte oldugu i¢in sekonder
(ikincil) hiperlipidemi olarak tamimlanirlar. Bu olgularda hiperlipidemi primer
kangikligin tedavisinin basarili olmasi durumunda diizelir (43). Cok yaygin olan
sekonder hiperlipidemiler periferik hiicre diizeyinde lipid metabolizmasi veya
karacigerin lipid metabolizmasindaki fonksiyonunun fiziksel veya kimyasal olarak

bozulmasi sonucu meydana gelmektedir (17).
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2.3 APOLiPOPROTEIN B: YAPISI VE FONKSIYONU

Insanlarda Apo B’nin, herikiside lipidlere bagli olarak bulunan Apo B-48 ve
Apo B-100 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. Apo B-100 konsantrasyonu 60-
120 pg/ml iken Apo B-48 plazmada ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Apo B-100
karacigerde sentezlenir ve VLDL, IDL ve LDL ‘nin yapisal proteinidir. Apo B-100 ‘iin
9%90’nindan fazlast LDL fraksiyonunda bulunmaktadir. Apo B-48 ise barsakta
sentezlenir ve silomikronun yapisal bilesenidir.

Apo B’nin biiyiik boyutu, asir1 hidrofobisitesi ve bundan dolay1 siv1 ¢ozeltilerde
coziinebilirliginin azlig1, agregasyona egilimi ve degredasyona duyarliligt Apo B
yapisimi direk ¢alismay1 zorlastirmaktadir (47).

Apo B geninin klonlanmasindan ve proteininin niikleotid ve aminoasit dizisinin
ortaya cikartilmasinin ardindan Apo B ‘nin yapisim ve fonksiyonel domenlerini

aydinlatan detaylara sahip olunmustur.

2.3.1 APO B GENINIiN YAPISI

Apo B geni 2. kromozomun kisa kolunda yer almaktadir (48,49). Komplementer
DNA (cDNA) ve intronik niikleotid parcasinin dizisi ve aminoasit dizisine kadar Apo
B’nin molekiiler organizasyonu bilinmektedir (50-52). Insanlarda Apo B geni baslica
karaciger hepatosit hiicrelerinde ve barsak epitelyal hiicrelerinde eksprese edilmektedir
(49). Kii¢iik bir kisminin insan genindeki ekspresyonuna, aym zamanda kalpte, aortik
endotelyal hiicrelerde, fibroblastlarda ve bunlarin disinda bobrek, kolon ve midede
rastlanmaktadir (53,54).

Apo B geni 43 kb iizerinde bir agirliga sahip olan ve 29 ekzon ve 28 intron
igeren bir yapidir. Ekzonlardan ikisi ; ekzon 26 (7572 bp) ve ekzon 29 (1906 bp) son
derece biiyliktiir. Apo B cDNA’s1 sirasiyla 128 ve 304 bp’lik 5° ve 3’ kodlanmayan
bolgeler (intron) ile 14121 niikleotidden olusmaktadir (51). Apo B geninde bunlardan
baska yaklasik 100 bp’lik 3’ geniyle yaklasik 5,2 kb’lik gene kadar siralanmis iki 5° ve
bir 3’ nuklear matriks iligkili bolgeler tanimlandirilmistir (55). Bu 47,5 kb’lik domenin
hem regiilatér elementleri hemde genin kodlayan bolgesini (ekzon) iceren topolojik
olarak ayrilmis fonksiyon birimi olarak gosterilen bir bolge oldugu 6ne siiriilmektedir
(55). Bununla beraber, insan Apo B geni ekspresyonuyla ilgili transgenik farelerle

yapilan son ¢aligmalarda, karacigerde Apo B geninin ekspresyonu i¢in 47,5 kb domenin
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yeterli oldugu; bunun yanisira kalp ve barsak ekspresyonunun 54 ve 62 kb arasinda 5’
ucuna yerlesmis yapisal gen ve bu matriks iliskili domen disinda lokalize olmus bir
enhancer elemente bagh oldugu gosterilmistir (56). Apo B geninin 47,5 kb’lik 5’
ucunun transkripsiyonel baslama bolgesi, 60 bp iceren TATA box ve CAAT box
bolgesine kadar klasik promotor yapilarini igerir (50).

Apo B geninin 3’ ucu gen ekspresyon regiilasyonuyla iligkili olarak muhtemel
iki bolge igerir : Ilki ekzon 29’da translasyon stop kodonunun yaklasitk 80 bazlik
Otesinde genin 3’ ucunda intron bdlgesine yerlesmistir ve ikincisi AT den zengin
olduk¢a degisken bolgenin ortasina yerlesmistir (57).

Ekzon 29 bolgesinin transkripsiyonun sonlanmasinda bir role sahip oldugu kabul
edilmektedir. Fakat transkripsiyon esnasinda DNA’nin topolojik durumunu degistiren
bir enzim olan topoizomeraz II aktivitesi igin VNTR (Variable number tandem repeats)
bolgesine yerlesmis bir DNA parcgasi lokalize edilmistir (57). Bu regiilator bolgeler ve
motifler ve bu regiilator bolgeleri baglayan bazi niiklear proteinler tanimlanmig
olmasina ragmen Apo B eksprese eden dokularda, gen ekspresyon seviyesini
diizenleyen faktorler ve mekanizmalar ¢ok fazla bilinmemektedir (58,59).

Erigkin insanlarda Apo B iiretim seviyesinin degistigi durumlarda bile mRNA

seviyesinin degismeyen durumu ile Apo B geninin eksprese oldugu goriilmektedir (60).

2.3.2 APO B mRNA DUZENLEMESI

Apo B-48 mRNA diizenlemesi olarak adlandirilan mekanizma aracilifiyla Apo
B-100 gibi aym1 gen tarafindan iiretilmektedir. Bu islemde, 6666. niikleotidde normal
sitozinin urasille yerdegisimi, kodon 2153’de CAA’dan UAA’ya bir degisim olmas1 ve
normal Glutamin sonlanma kodonuyla yer degistirmesi sonucu Apo B mRNA’s1
posttranskripsiyonel olarak deaminasyona ugramaktadir (61,62). Boylece Apo B’nin
yaklagik % 48’lik ve 2152 aminoasit iceren bolgesi ile bir Apo B proteini
tiretilmektedir.

mRNA diizenleme mekanizmasi, Apo B mRNA diizenleme enzim katalitik
kompleks-1 (APOBEC-1) olarak adlandirilan spesifik bir mRNA baglayan sitidin
deaminazi ve APOBEC-1’e mRNA diizenlemesinde yardimci olan editozom kompleks
olarak isimlendirilen yardimci faktorler icermektedir. Kromozom 12’de yerlesmis olan

insan APOBEC-1 geni klonlanmistir (63,64). Erigskin insanlarda ve tavsanlarda,
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APOBEC-1 ekspresyonu gastrointestinal epitelyal hiicrelerde sinirlandirilmaktadir.
Oysa sicanlarda ve farelerde gen ¢ok daha genis olciide eksprese edilmektedir.

Apo B mRNA diizenlemesinde gerekli olan yardimci protein faktorleri, ¢cogu
Apo B sentezlemeyen memeli dokularinda genis ol¢iide dagilhim gostermektedir (65).
Suanda Apo B mRNA diizenlemesiyle ilgili oldugu samilan bir APOBEC-1 baglayici
protein klonlanmistir ve diger bazilar1 da kismen tanimlandirilmistir (65).

Bugiine kadar insan barsaginda defektif Apo B mRNA diizenlemesinin bir
hastaliga sebep oldugu bilinmemektedir. Insan APOBEC-1’inde bir polimorfizm
tanimlandirilmistir ; fakat bu polimorfizm fonksiyonel olarak sessiz goriilmektedir (66).
Aymi sekilde diizenleme bolgesine yakin ve diizenleme siirecine etkisi olan hi¢cbir Apo

B varyanti lokalize edilmemistir.

2.3.3 APO B PROTEINININ YAPISI

Barsak ve karaciger Apo B mRNA’s1 sirasiyla 2176-2181 aminoasit ve 4560-
4565 aminoasit iceren proteini kodlar. Once bu peptidlerin herbiri endoplazmik
retikuluma transloke edilir.

Apo B-100 proteini 4536 aminoasitten olusur ve molekiiler agirlhigi yaklasik
olarak 550 kDa olarak hesaplanmistir ve molekiiler agirligi 264 kDa olan Apo B-48 ise
2152 aminoasitten olusur (67,68).

Apo B polipeptid zincir dizisi 6zeldir. Mikrozomal trigliserid transfer proteini
(MTP) ve vitollegenin gibi diger proteinler ile homoloji bulunmustur (69,70). Ek olarak
Apo B polipeptid dizisi ¢esitli uzun internal tekrarlar igerir (69). Apo B lipoproteinler
icerisinde glikozillenmektedir. Apo B molekiilinin % 4-9 ‘luk kismi asparagin
kalintilariyla baglantih  karbonhidratlar icermektedir (71). Apo B’nin N-bagh
glikozilasyon bolgelerinin bir kisminin glikozillenmis oldugu gosterilmistir (72).
Glikozillenmis asparaginin dagilimi asimetriktir ve LDLR baglama bdlgesinin
yakininda toplanmistir. Fakat bu toplanmanin LDLR baglanmasinda bir role sahip
oldugu bilinmemektedir (73).

Apo B, 16 ‘s1 molekiiliin sistein kopriilerini olusturan disiilfit formda oldugu
bilinen 25 sistein kalintis1 icermektedir. Ancak bu sisteinlerin dagilimi diizgiin degildir
(74). Bunlarin 12’si ilk 500 aminoasitte bulunmakta ve hepside sistein kopriisii

olusumunda gorev almaktadir (74). Sistein kopriilerinin aminoterminalinin, Apo B’nin
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aminoterminal ucunun globiiler bir domen olarak stabilize etmekle gorevli olduklar
inanilmaktadir (74). Bu domenin dogru katlanmasinin, proteinin yapiminin ve
sekresyonunun dogru olmasii sagladigina inanilmaktadir (75). Ek olarak 218. -234.
sisteinler arasindaki disiilfit baginin, Apo B katlanmasinda lipoproteinin yapimi
asamasinda Oonemli oldugu bilinmektedir. 3167. ve 3297. rezidiiler arasindaki sistein
kopriisiiniin de, Apo B’nin LDLR baglanma bdlgesinin uygun organize olmasinda rolii
oldugu bilinmektedir (67). Ayrica, Apo B sistein 4326 ve Apo (a) sisteini 4057
arasindaki disiilfit bagda Lp(a) olusumunda rol almaktadir (76).

__Yiizey

M terminal
H-"\-\.

C terminal ,__
I '

/ Cekirdek

Sekil 2.3. LDL yiizeyinde yer alan Apo B-100’iin yapisi

Lipoprotein partikiillerindeki Apo B’nin tersiyer yapisi ve konformasyonu farkli
yontemlerle arastirilmistir. Bazi analizler Apo B-100 ‘lin 5 adet genis domeninin
oldugunu gostermektedir (72). Apo B-100 ve LDL yapisim arastiran g¢aligmalarla
edinilen bilgiler sonucunda su model ortaya konmustur: Apo B’nin kismen partikiiliin
icinde kismende partikiiliin yiizeyinde olan Apo B dizileriyle birlikte, kemerimsi ve
lipoprotein partikiilinden uzaklasan globuler bir terminal ucu igerdigi gosterilmistir
(72). Son yapilan calismalarda Apo B’nin ilk %89’luk kisminin LDL partikiiliiniin
etrafini serit gibi sardigin1 karboksi terminal % 11°lik kisminin ise bu seriti caprazlayan
ve Apo B ‘nin bu kismim varsayilan LDLR baglanma bdlgesine yaklastiran bir yay
seklinde oldugu gosterilmistir (Sekil 2.3) (77).

Apo B’nin primer dizisi ile ilgili spektroskopi analizlerine dayanilarak LDL Apo
B’sinin hem o-heliks hemde B-tabaka yapisinda oldugu bilinmektedir (67). Apo B -100



20

tizerindeki amfipatik o-heliks ve P-tabaka olusturabilen aminoasit dizilerini arastiran
calismalar LDL i¢indeki Apo B’nin pentapartid (5 parcali) yapida oldugunu gostermistir
(Sekil 2.4). NHy- a4 - Bi- ap- PBr- ap- COOH ile a; globuler aminoterminal domeni
gostermektedir (78). Bu sebeple silomikron Apo B-48’i sadece globuler aminoterminal
o; domeni ve amfipatik [-tabaka birikiminden olugsmus ikinci bir domenden

olusmaktadir.
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Sekil 2.4. Apo B’nin pentapartid yapis1

2.3.4 APO B FONKSiYONLARI VE FONKSiYON DOMENLERI

2.3.4.1 LiPiD BAGLAMA DOMENI

Apo B’nin biitiin fonksiyonlar1 lipid baglama 6zelliklerine gore degisir. Apo B-
48 ve Apo B-100’iin eksikliginde homozigot Abetalipoproteinemilerde ve homozigot
hipobetalipoproteinemilerin baz1 sekillerinde oldugu gibi, silomikron ve VLDL
partikiilleri olusturulamaz; lipid absorbsiyonu ve taginmasi bozulur (79).

Apo B’nin lipidleri baglama 6zelligi, protein boyunca uzanan bircok hidrofobik
domen sayesinde olur (67). Farkli boyutlarda kirpilmis Apo B proteinlerinin ¢alisildigi
hiicre kiiltiirii calismalarida bunu gostermektedir. Daha kiiciik Apo B proteini varliginda
sekrete edilen lipoprotein ¢ekirdeginde daha az lipid bulunmaktadir. Amfipatik a-heliks
2 ve 3 ve amfipatik B-tabaka birikintileri yiiksek lipid baglama potansiyeline sahiptir. o
birikintileri lipidleri geri doniistimlii, f birikintileri ise lipidleri geri doniisiimsiiz

baglama ozelligini gdstermektedir (78).
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Apo B’nin lipid baglamasi iizerine yapilan analizler, § domenlerinin lipoprotein
yapisinin iskeletini olusturan Apo B’nin degismeyen kisimlarini olusturdugunu,
amfipatik a-heliks domenlerinin ise lipoprotein olusumu ve intravaskuler metabolizma
stirecinde farkli miktarlarda icermesini saglayan degisken lipid baglama bolgelerini
olusturdugunu gostermistir (80).

Lipid baglama dizilerinin genis dagilimi Apo B’nin, sadece bir veya iki olasi
lipid baglama domeni igeren ve lipoproteinler arasinda yerdegistirebilen, diger
apolipoproteinlerin tersine lipoprotein partikiilleri arasinda yerdegistiremeyen bir

apolipoprotein oldugunu gostermektedir (16).

2.3.4.2 RESEPTOR BAGLAMA DOMENI

LDL partikiillerinde Apo B-100 LDLR ig¢in bir ligand olarak gorev almaktadir
(27). Bir¢ok farkli gozlem sonucu Apo B molekiiliiniin karboksi terminal kisminin
reseptor baglayici kisim oldugu diisiiniilmektedir. Bu c¢aligmalar arasinda karboksi
terminal kesimli dogal Apo B varyantlan ile yapilan calismalar, LDL ve LDLR’nin
baglanmasinda defekte sebep olan Apo B mutasyonlarinin kullanildigi calismalar (81),
LDLR’nin ligand baglayan domenindeki negatif yiiklii bolgelerle etkilesen pozitif yiiklii
bolgelerin tanimlandigt Apo B dizi analizi ¢alismasi (67), diger LDLR ligand1 Apo
E’nin reseptor baglama bolgesi ile dizi homolojisinin tanimlanmasi ¢alismasi (67) ve
Apo B’nin LDLR’ye baglanmay1 engelleyen pozitif yiikli arjinin ve lizin aminoasit
kalintilarinin kimyasal modifikasyonu ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (82).

Apo B’nin LDLR baglayan domeninin 3167. ve 3297. sisteinler arasinda disiilfit
bagi iceren ve bu sayede bu iki kisa aminoasit dizisini birbirine yaklagtiran arginin ve
lizin kalintilarindan zengin iki bolge arasinda oldugu diisiiniilmektedir. [3147-3157
(Bolge A) ve 3359 -3367 (Bolge B)] (83). Ancak baska calismalarda 2285-4081 veya
2935-4189 arasinda uzanan aminoasitlerden olusan proteinin daha biiyiik bir kisminda
olabilecegi gosterilmistir.

Insan Apo B apolipoproteinlerinin mutant formlarina sahip transgenik fare
calismalarinda B bolgesinin LDLR baglamada daha o6nemli oldugunu ve gercek
baglama bolgesini olusturdugu gosterilmistir (84). Gercek LDLR baglama bolgesi
disinda Apo B’nin karboksi terminal ucununda LDLR baglama konusunda etkili oldugu

gosterilmistir. Baz1 calismalar da Apo B’nin 4050. aminoasit rezidiilerinden baslayan
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karboksi terminal ucunun LDL’nin bir hemisferinden baslayip Apo B’nin 3000-3500
aminoasit rezidiileri arasindaki diiz seridimsi pargasini gectigini ve Apo B’nin karboksi
terminal parcasini gercek LDLR baglama bolgesine yaklastirdigim gostermistir (77).

Gen odakli fare calismalar1 Apo B’nin % 20°lik karboksi terminalinin
cikartilmasi sonucu normal reseptor negatif VLDL’nin LDLR’ye baglanmasini
arttirdigimi  gostermektedir (84). Bunun yaninda Apo B’nin bu % 20°lik kisminin,
reseptore baglanmanin bozuldugu Apo B Arg3500GIn mutasyonunda da rol oynadigi
diistiniilmektedir (84).

Apo B-100’iin karboksi terminalinin normalde VLDL Apo B-100’ ile LDLR
arasindaki iliskiyi inhibe ettigi bilinmekte fakat trigliseridden zengin VLDL’nin, daha
kiiciikk ve kolesterolden zengin LDL’ye doniismesinden sonra Arg 3500 etrafin1 saran
bir bolge ile olan etkilesimi LDLR ile gercek reseptdr baglayan bolgenin etkilesimine
izin verecek sekilde, karboksi kuyrugun konfirmasyonunu modifiye etme 6zelligine
sahip oldugu gosterilmistir. Arg3500GIn mutasyonunda oldugu gibi bu modiilatér
elementteki bir mutasyon etkilesimi bozabilir ve buda LDL’nin LDLR’ye
baglanmasinda soruna sebep olmaktadir (84).

Apo B igeren lipoproteinlerin ¢opgii reseptorlerine (85), lipolizin stimiile ettigi
reseptorlere (86) ve aciloglikoprotein reseptoriine (87) baglandigi gibi LDLR siiper
ailesinin (25) diger reseptorlerine de baglandigi gosterilmistir. Fakat hem LDLR
baglama bolgesi hemde lipoprotein yapisindaki Apo B’nin sahip oldugu diger bolgeler

hakkinda ve bu reseptor ligand etkilesimleri hakkinda bildiklerimiz sinirlidir.

2.3.5 APOLiPOPROTEIN B’ NIN METABOLIZMASI

2.3.5.1 APO B SENTEZI

Insanlarda Apo B iceren lipoproteinler baslica karaciger hepatosit hiicrelerinde
ve barsak epiteliyal hiicrelerinde sentez edilir (88). Apo B’nin az bir kisminin
lipoprotein sentezinin ve sekresyonunun yapildigi kalp gibi diger dokularda iiretildigi
(89) ve aortik endotelyal hiicreler gibi diger bazi dokularda ise iiretilmedigi
gosterilmistir (54).

Apo B iceren lipoproteinlerin sentezi ve sekresyonu, temporal diziyide icine alan
Apo B polipeptidi ile lipid iliskisini gerektiren karmasik bir siirectir (24). Apo B sentezi
graniillii endoplazmik retikulumda (RER) gerceklesir.
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2352 APO B ICEREN LiPOPROTEINLERIN INTRAVASKULER
METABOLIZMASI

Silomikron partikiillerinin barsaklarda lenfatiklerden ve VLDL partikiillerinin de
karacigerde disse araligindan sekresyonundan sonra, biitiin bu trigliseridden zengin
partikiiller dolasimdan lipoprotein reseptorlerince temizlenmeden Once, lipid ve
apolipoprotein kompozisyonlarini degistiren baz1 modifikasyonlara ugrarlar (16,25). Bu
modifikasyonlar, ¢ekirdek trigliseridlerinin hidrolizi, yiizey komponentlerinin HDL’ye
geri verilmesi, apolipoprotein iceriklerinin degismesi ve HDL partikiillerinden alinan
kolesterol esterleriyle hidrolize olmamus trigliseridlerin yerdegistirmesini icerir. Bu
modifikasyonlar VLDL prekiirsorlerinden, daha kiiciik ve kolesterol esterlerince zengin
IDL ve LDL gibi partikiillerin olusumuna neden olur. Intravaskuler metabolizma
sirasinda bu lipoproteinlerin lipid ve protein kompozisyonundaki degisikliklere ragmen
metabolik kaskad boyunca primer Apo B igerikleri degismez. Bu islemler siiresince
Apo B’nin tersiyer yapisi modifikasyonlara ugrar. Bu konformasyonel degisiklikler
lipoprotein reseptorlerine veya prostaglandinlere olan afinitelerinde degisikliklerle

kendini gosterir.

2.3.5.3 APO B iCEREN LiPOPROTEINLERIN RESEPTOR ARACILI VE
RESEPTOR BAGIMSIZ METABOLIZMASI

Lipoproteinlerin hepatik ve periferik hiicrelerde LDLR’ye bagimh alimi
lipoprotein metabolizmasindaki ana mekanizmay1 olusturur (27). Bu islemde Apo B
iceren partikiiller, hiicre yiizey glukozaminoglikanlar1 ve muhtemelen LPL ve HL ile
LDLR’ye baglanir (25). Reseptorlere baglanmis lipoproteinler endositozla hiicre

icerisine alinir ve lizozoma tasinir (Sekil 2.5).
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1. Hicre yizeyinde, icinde LDL reseptérieri bulunan 2. LDL, bu gukuriardaki reseptdriere baglamr
cukuriar vardir

Endositotik vezikill
3. Reseptdrier ve bunlara bagh LDL, endositozla hiicre I¢ine alimr

Sekil 2.5. LDL’nin hiicre icine alimis1

Lipoprotein partikiillerinden alinan kolesterol, LDLR ekspresyonunu down-
regiile ederek, kolesterol sentezini azaltarak ve kolesterol esterlesmesini arttirarak hiicre

kolesterol homeostazini diizenler (Sekil 2.6) (27).
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Sekil 2.6. LDL reseptor yolu ve kolesterol metabolizmasimin diizenlenmesi
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LDL’deki LDLR ligand1 Apo B’dir. Diger Apo B iceren lipoproteinlerde Apo E
molekiilleri Apo C’ler tarafindan inhibe edilir. Buda reseptorle olan etkilesimlerini
saglar (25). Sadece Apo E iceren lipoproteinler, sadece Apo B-100 iceren LDL’ye
oranla reseptore daha kolay baglanir ve daha kolay katabolize olurlar (27). Periferik
LDLR, diger lipoprotein reseptorleri ve reseptorden bagimsiz diger mekanizmalar LDL
partikiillerinin plazmadan temizlenmesinde kiiciik bir rol oynar, fakat LDL’nin
plazmadan temizlenmesinde en Onemli faktdr hepatik LDLR’dir (16,27). LDLR
mekanizmasi, hepatik lipoprotein atiklar1 katabolizmas1 i¢in ana yolu olusturur (25).

Son yillarda LDLR’yle baglantili farkli hiicresel reseptorlerde tanimlanmistir
(90). Hepsi Apo E’ye ve reseptdr bagimli protein (RAP) olarak isimlendirilen bir
proteine yiiksek afinite gostermektedirler. Fakat bunlarin dokulardaki dagilimi ve
ligandlar1 farklilik gostermektedir ve insanlarda lipoprotein metabolizmasindaki
fizyolojik rolleri hala tam olarak bilinmemektedir. Bu LDLR reseptor ailesi i¢cinde, LDL
reseptor bagimli proteininin (LRP-1) karacigerde LDLR’den bagimsiz lipoprotein artigi
katabolizmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir ve ayrica VLDL reseptoriiniin de (91)
biiyiik silomikron ve VLDL atiklarimin periferik dokularca temizlenmesinde rol
oynadig diistiniilmektedir.

LDL endositozu invitro kosullarda diizenleyen fakat ana ekstravaskuler
ekspresyonunun invivo kosullarda LDL’nin kandan direk olarak uzaklastirllmasini
saglayan (LRP-2) ve bunun disinda lipoprotein metabolizmasinda rol oynadigi
diisiiniilen iki LDLR bagimli reseptor proteininin oldugu bilinmektedir. Buradan yola
cikarak lipolizle stimule olan reseptoriin biiyitk TGLRP’nin karacigere aliniminda rol
oynadigi dusiiniilmektedir (86). Fakat hepatik asialoglikoprotein reseptoriiniin
lipoprotein metabolizmasindaki rolii tam olarak bilinmememektedir (25).

Aterosklerotik plaklardaki kolesteroliin biiylik bir kismi 6zel reseptorlerce
monosit makrofajlarina alinir. Bu reseptorlerin iki farkli tipi tanimlandirlmistir.
Reseptor siniflarindan bir tanesi silomikron gibi TGLRP’lerin Apo E’ye bagimli alimini
diizenler ve bu sayede kopiiksii hiicreler olusur (92). Copgii reseptor olarak bilinen diger
makrafoj reseptor simifinin (oksidasyon gibi farkli siire¢lerle modifiye olan) kopiiksii
hiicreler olusumunda daha fazla rolii oldugu diisiiniilmektedir. Makrofajlar disinda bu
reseptorlerin endotelyal ve vaskuler diiz kas hiicreleri gibi diger hiicrelerde de
bulundugu bilinmektedir. LDLR yolunun tersine lipoproteinlerin ¢opgii reseptorlerce

temizlenmesi down-regiilasyona yol agcmaz ; hatta baz tiirleri okside LDL tarafindan
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up-regiile edilir. Copgii reseptor BI (SR-BI), HDL partikiillerinden karaciger ve
stereoidogenik dokulara serbest kolesterol alimi ve periferik dokulardan HDL’ye
kolesterol aktarilmasi gorevleri disinda, LDL. ve VLDL’yi de invitro kosullarda yiiksek
afiniteyle baglar (93). Asir1 SR-BI’y1 eksprese eden transgenik farelerde LDL ve Apo B
seviyelerinin diistiigli goriilmiistiir, invitro ¢aligmalarla LDL kolesterol esterlerinin SR-
BI tarafindan selektif temizlenmesi gosterilmistir (93). Insanlarda SR-BI reseptoriiniin
lipoprotein metabolizmasindaki rolii tam olarak anlasilmamasina ragmen bu reseptoriin
genindeki varyasyonlarin LDL ve HDL kolesterol seviyelerini degistirdigi
gosterilmistir. SR-BI disindaki ¢opcii reseptorlerin sadece modifiye (¢ogunlukla okside)
Apo B igeren lipoproteinleri tamidigi bilinmektedir. Bu sebeple normal lipoprotein
katabolizmasinda ¢ok biiyiik rolleri olmadig diisiiniilmektedir.

Lipoprotein partikiillerinin az bir kisminin reseptdrden bagimsiz yollarla
katabolize edildigi diisiiniilmektedir. Bu muhtemel mekanizmalar arasinda, cesitli hiicre
yiizey heparan siilfat prostoglandinler tarafindan LDL’nin direk hiicre icine alimi ve
islenmesi ve SR-BI disindaki proteinler tarafindan hepatik ve periferik hiicrelere
baglanan LDL’den selektif kolesterol esterleri aliminin oldugu diisiiniilmektedir (94).
Ek olarak hiicre yiizey proteoglikanlarinca diizenlenen sivi endositoz, adzorptif
endositoz gibi spesifik olmayan diisiik afiniteli mekanizmalarinda lipoprotein
temizlenmesinde rol oynadig diisiiniilmektedir (16).

Bu mekanizmalarin fizyolojisi hala tam olarak ac¢ikliga kavugsmamistir.

2.3.6 APOLIPOPROTEIN B-100 GENi EKZON 29 POLIMORFiZMLERI

Cesitli calismalar sonucu Apo B’yi kodlayan gen klonlanmis ve dizisi
belirlenmistir.  Yapilan restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)
calismalaniyla tim Apo B-100 geni iizerinde yaklasik 24 polimorfik bolge
tanimlandirilmistir (95). Ancak Apo B-100 geninin 29. ekzon bolgesine ait polimorfik
calismalar oldukga sinirl kalmistir (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Apo B-100 geninin 29. ekzonunda goriilen polimorfizmler ve RFLP

sonucu isimlendirmeleri

Apo B-100 geni SNP Aminoasit RFLP
ekzon bolgesi (Tek Niikleotid Degisimi (Restriksiyon
Polimorfizm) Fragment Uzunluk

Polimorfizmi)

Ekzon 29 C12264T Arg4019Trp Mspl +/-

Ekzon 29 GI12510A Val4101Met

Ekzon 29 G12669A Glu4154Lys EcoRI +/- t/7

Ekzon 29 T12922C Val4238Ala

Ekzon 29 T12935C Tyrd242Tyr Rsal -/+

Ekzon 29 G12937C Argd243Thr

Ekzon 29 A13141G Asn4311Ser Eco571 -/+ y/x

Ekzon 29 G13569A Alad454Thr

2.3.6.1 APO B-100 GENi EKZON 29 Glu4154Lys EcoRI POLIMORFiZMi

EcoRI polimorfizmi, Apo B-100 geni, ekzon 29 ve 12669. niikleotidde G/A baz
degisimi sonucu Lizin aminoasidinin Glutamin yerine ge¢mesi ile olusan tek niikleotid
polimorfizmidir. Bu degisikligin meydana getirdigi fonksiyonel degisiklikler hala
bilinmemektedir. Fakat birkag¢ calismayla EcoRI polimorfizminin serum total kolesterol
ve Apo B seviyelerini nasil degistirdigini gOsteren muhtemel mekanizmalar

gosterilmistir (14).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Calismaya alian ¢ocuklar, Istanbul Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Ana Bilim Dali Biiyiime Gelisme ve Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dali’nda takip
edilen 8-15 yaslan arasi kiz ¢ocuk ve 9-16 yaslan arasi erkek cocuk hastalardan
secilmistir. Calismada, hasta grubu olarak hiperlipidemik obez cocuklar, I.kontrol grubu
olarak hiperlipidemik olmayan obez ¢ocuklar ve Il.kontrol grubu olarakta obez olmayan
ve hiperlipidemisi bulunmayan saglikli cocuklar alinmistir.

Tarti ve boy Olciimleri Harperder Stavoliometre ile Oksolog (MS) tarafindan
standart yontemlerle (96) hafif i¢ camasin ile alinmistir. Tart1 ve boy oOl¢iimlerine
dayanarak viicut kitle indeksi (VKI), tarti (kg) / boy (mz) olarak hesaplanmistir.
Cocuklarin yaslann yil ve ay olarak ifade edilmistir. Cocuk yas grubunun biiyiime
ozelligi oldugu i¢in VKI degerleri, standart deviasyon skor (SDS) olarak ifade edilmistir
(97). Standart deviasyon skor, o yas ve cins i¢in bir parametrenin normalden ne kadar
saptigin1 gostermek icin hesaplanan bir skordur. SDS hesaplanmas1 asagidaki sekilde
yapilmaktadir:

SDS= X-X /SD
X: Cocugun dlgiimii
X: 0 yas ve cins icin toplum ortalamasi

SD: O yas ve cins icin toplumun SD degeri

Obezite kriteri olarak, VKi’nin +2 SDS’den daha biiyiik olmasi alinmistir.

Kolesterol ve trigliserid degerleri ¢ocukluk doneminde degistigi icin yasa ve
cinse gore persantil verileri kullanilmis ve sinir deger olarak 95. persantil alinmistir (98)
(Sekil 3.1 ve sekil 3.2). Hiperlipidemi 0lgiitii, serum kolesterol ve/veya trigliserid
degerlerinin 95. persantil iizerinde olmasi olarak tanimlanmistir.

Kontrol grubu VKI degerleri +2 SDS’den ve serum kolesterol ve/veya trigliserid

diizeyleri 95. persantilden diisiik olan ¢ocuklar i¢eriyordu.
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Calisma ve kontrol grubundaki bireylerin ailelerinden izin alinarak 8-10 saat
sabah acligindan sonra alinan kan ornekleri steril EDTA’1 ve kuru tiiplere alinmistir.
Apo B-100 geni EcoRI polimorfizmini saptamak i¢cin EDTA’l tiiplerdeki periferik kan
lokositlerinden DNA o6rnekleri elde edilmistir. Kuru tiiplere alinan kan 6rneklerinden
santrifiijleme ile elde edilmis ve daha sonra ependorf tiiplere aktarilmis serumlardan
total kolesterol, trigliserid, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol

tayinleri yapilmistir.
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3.2. GERECLER
3.2.1. Calismamizda Kullanilan Cihazlar, Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler
3.2.1.2. Cihazlar:

ABI PRISM 310 Otomatik DNA Dizileme Cihazi, BIO-RAD Denatiire Gradient
Jel Elektroforez (DGGE) Sistemi, Gii¢ kaynagi, Roche MagNa Pure Compact DNA
izolasyon cihazi, Thermal Cycler: Techne ve 9700 Applied Biosystems, NanoDrop ND
1000 spektrofotometre, Midicell Primo EC330 Yatay Elektroforez Sistemi, Jel
goriintiileme sistemi (Kodak EL LOGIC 100 goriintilleme sistemi), Pipet takim
(Eppendorf), Isiticili manyetik karistirici (Elektromag), Hassas terazi (Mettler),
Mikrosantrifiij, Sogutmali Santrifiij (Hettich), (-) 20 °C derin dondurucu, (+) 4 °C

sogutucu

3.2.1.3 Kimyasal maddeler ve sarf malzemeler:

Roche DNA Izolasyon Kiti (MagNa Pure Compact Niikleik Asit Izolasyon KitI),
Taq DNA polimeraz, DNA size marker (50 bp DNA ladder, 100 bp DNA ladder plus),
Fermentas dNTP seti, Fermentas 10 X Buffer, Fermentas MgCl,, Roche High Pure PCR
Product Piirifikasyon Kiti, Quigen SYBR PCR mix, DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham), Sodyum asetat, Template suppression reagent soliisyonu,
%40 akrilamid/bis (37.5:1), Tris baz, Asetik asit, EDTA(dihidrat), 50 x TAE buffer,
Ure, Deiyonize formamid, %10 Amonyum persiilfat, TEMED (tetrametilendiamin),

Etidium bromiir, DCode boyama soliisyonu.

3.3 CALISMADA KULLANILAN LABORATUAR YONTEMLERI

29 ekzon ve 28 introndan olusan, 2. kromozomun kisa kolunda yer alan Apo B-
100 geninde, 29. ekzondaki EcoRI polimorfizmi ve diger olasi polimorfizmleri
saptayabilmek i¢in, ilgili gen sekansinin PCR ile ¢ogaltilip, otomatize DNA dizi analiz
cihazi ile dizilemesi yapilarak, dizileme sonuclar bilgisayar yazilim programi (Proseq,
BioEdit) yardimiyla degerlendirilmistir. Calismamizin bes ana basamagi vardir: DNA
izolasyonu, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), Denatiire Gradient Jel Elektroforezi

(DGGE), DNA Dizileme, Sonuglarin Analiz Programlartyla Degerlendirilmesi.

3.3.1 DNA izolasyonu: Obezite tanis1 konmus hasta ve saglikli kontrol olgularindan

2.5 cc periferik venoz kan, 5 cc’lik EDTA’ tiipe alinmistir. Kandan DNA izolasyonu
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icin Roche DNA izolasyon kiti (MagNa Pure Compact Niikleik Asit Izolasyon Kit-I)
kullanilmistir. Kitin icerisindeki prosediir Roche MagNa Pure Compact DNA izolasyon
cihazina uygun olarak uygulanmistir. Bu kapali sistem igerisinde DNA izolasyon islemi
40 dakika igerisinde gerceklesmis ve bu islem sonunda yaklasik 200 pl DNA elde

edilmistir.

3.3.2 Genomik DNA’larin Agaroz Jelde Test Elektroforezi: DNA izolasyonu
sonucunda yeterli miktarda genomik DNA elde edilip edilmediginin saptanmasi ve
DNA’larin kalitatif 6zelliklerini gorebilmek icin 2,5 pl etidium bromiir iceren %2’lik
agaroz jele, her bir kuyucuga 5 pl genomik DNA + 5 pl yiikkleme tamponu icerecek
sekilde yiikleme yapilmistir. 100 V , 30 dakika elektroforez uygulanmistir. Bu siirenin
sonunda agaroz jel, UV transluminator araciligi ile genomik DNA igeren kuyucuklarda

olusan bantlarin 6zelliklerine gore degerlendirilmistir.

3.3.3 Genomik DNA’larin Spektrofotometrik Olciimleri: Genomik DNA’lar UV
spektrofotometre ile 260-280 nm dalga boylarinda oOlciilerek ve calismaya A 260/280
nm = 1.6-1.8 arasinda olan olgular dahil edilmistir. Ol¢iimler sonucunda calismamizda
kullanilan hasta ve kontrol DNA degerlerinin pl’de 25-250 ng arasinda degistigi tespit

edilmistir.

3.3.4 1. PCR Uygulamasi: Apo B-100 geninin polimorfizm arastirilacak segmenti tek
parca halinde, uygun primerler (Tablo3.1) ve PCR protokolii (Tablo 3.3) kullanilarak
cogaltilmistir. DGGE uygulamasina uygun olarak sentezlenen GC klempli primer (ileri
primer) ile I. PCR uygulamasi yapilmistir (99).

Apo B-100 geninin 29. ekzon bolgesini ¢ogaltmak amaciyla 1. PCR
uygulamasmin optimizasyonunda farkli protokoller denenmistir. ilk deneme
protokoliinde Su; 28 pl, 10xBuffer; 3ul, MgCly; 3ul, dANTP (ImM); Sul, Primer
(100pmol); 2ul , Taq; 1pul alinarak PCR karisimi hazirlanmis; fakat istenilen sonug elde
edilememistir. Ikinci denememizde; sadece primer konsontrasyonu degistirilerek 10
pmol primer mixi PCR karisimina eklenmis; fakat yine istenilen sonug¢ elde
edilememistir. Ugiincii denememizde PCR karisgtminin uygun olarak degistirilmesi

sonucu istenilen bolge cogaltilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.1 1. PCR icin uygun Apo B-100 geni primerleri (99)

GC klempli ileri Primer (F):

5’- GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCG CaC GG cae
GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCG CGC GCG CGLC GCG CGC GCA TCG ACG
TGA GGT TCC AGA AAGCA -3

Geri Primer (R):

5’- GAA AGG AAG TGT AAT CAC TAG GTCTT -3

Tablo 3.2 1. PCR karisimimin hazirlanmasi

Distile su : 30 pl
10xBuffer : 3 pl

MgCl, : 5l

dNTP (ImM) : 5 ul
Primer (10pmol) Mix : 2
Taq Polimeraz : 2l
Genomik DNA: 3 pul

Tablo 3.3 L. PCR asamalari ve protokolii

ASAMA  BASAMAK SICAKLIK SURE DONGU
1. Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 4 dak. 1 dongii
2. Denatiirasyon 95°C 30 sn. 35 dongii
Baglanma 62 °C 30 sn. 35 dongii
Uzama 72°C 1 dak. 35 dongii
3. Uzama 72 °C 10 dak. 1 dongii
4°C sonsuz
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3.3.5 Agaroz Jelde I. PCR Uriinlerinin Test Elektroforezi: PCR sonucunda
amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmediginin saptanmasi icin, 2,5 pl etidium bromiir
iceren %?2’lik agaroz jele, her bir kuyucuga 10 pl PCR iiriinii + 5 pl yiikleme tamponu
igerecek sekilde yiikleme yapilmistir. 110 V’da 25 dakika elektroforez uygulanmistir.

3.3.6 Agaroz Jel Sonrasi Amplifikasyon Uriinlerinin Degerlendirilmesi: Agaroz
Jel’de elektroforez uygulanan I. PCR iiriinleri dogru amplifikasyon acisindan UV
transluminator araciligi ile degerlendirilmis ve PCR {iriinlerinin istedigimiz bolgede

oldugu saptanmustir.

3.3.7 GC Klempli PCR Uriinlerine Denatiire Gradient Jel Elektoforezi (DGGE)
Uygulanmasi:

DGGE, “GRADIENT DELIVERY SYSTEM” ile gerceklestirilmistir.
Elektroforez uygulamasina baslamadan 6nce hazirlanacak olan jelin hacmi su esaslara
gore belirlenmistir:

1- Sistemdeki mevcut camlarin ebatlarina uygun jel biiyiikliigiiniin belirlenmesi,

2- GC klempli PCR iiriinlerinin jeldeki kuyucuklara yeterli miktarlarda yiiklenebilmesi
icin, kuyucuklarda gerekli hacmi saglayacak uygun kalinlikta taragin belirlenmesi,

3- Kullanilacak olan taragin kalinligina ve camlarin yiiksekliklerine uygun, iki cam
arasindaki (cam sandvic) mesafeyi saglayacak olan aksesuar kalinliklarinin
belirlenmesi,

4- Belirlenen jel biiyiikliigiine uygun voliimii olusturabilmek i¢in gerekli olan denatiiran
madde (diisiik ve yiiksek konsantrasyonlardaki) miktarlarini belirlemek,

Denatiire edici madde olarak konsantrasyonu %40 olan formamid ve
konsantrasyonu 7M olan iire kullanilmistir. Uygun gradient c¢ozeltileri saptamak i¢in
farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltiler denenmistir. Ilk deneme olarak %30 ve % 60
denatiiran soliisyonlar1 denenmis; fakat DGGE uygulamasi sonucunda higbir sonug elde
edilememistir. Tkinci denememizde, Apo B-100 geni jel gradienti i¢in %30 ve %50’lik
denatiiran madde soliisyonlar1 hazirlanmis ve istenilen bantlar goriintiilenmistir.
Akrilamid konsantrasyonu, denatiiran madde konsantrasyonunun %30 ve %50 oldugu

soliisyonlarda % 8 olarak ayarlanmistir.
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> %8lik akrilamid jel’de kullamilmak iizere, 100 ml %30’luk denatiiran
¢ozeltisinin hazirlanmasi:
- %40 Akrilamid/Bis (37.5:1) 20 ml
- 50 x TAE buffer 2.0 ml
- Deiyonize formamid 12 ml
- Ure 12,6 ar
- d H,O 100 mI’ye tamamlayacak sekilde ilave edilir
(Hazirlanan soliisyon koyu renkli sise igerisinde + 4 °C’de yaklasik 1 ay siire ile
muhafaza edilebilir.)
» %8’lik akrilamid jel’de kullamilmak iizere 100 ml %S50’lik denatiiran
cozeltisinin hazirlanmasi:
- %40 Akrilamid/Bis (37.5:1) 20 ml
- 50 x TAE buffer 2.0 ml
- Deiyonize formamid 20.0 ml
- Ure 21.0 gr.
- d H,0O 100 ml’ye tamamlayacak sekilde ilave edilir.
(Hazirlanan soliisyon koyu renkli sise igerisinde + 4 °C’de yaklagik 1 ay siire ile

muhafaza edilebilir.)

Bu hazirlik asamasinin ardindan iki adet deney tiipii (50 ml’lik falkon tiip)
almarak bir tanesi “diisiik (%30), (2 numarali tiip)” digeri ise “yiiksek (%50), (/
numaralt tiip)” konsantrayon tiipli olarak belirlenmistir. DGGE i¢in hazirlayacagimiz
jelin voliimiinii 30 ml olarak hesapladik ve 1 numarali tiipe %50’lik stok denatiiran
solisyondan 20.5 ml, 2 numarali tiipe ise %30’luk stok denatiiran ¢ozeltiden 9.5 ml
koyduk.

1 numarali tiipe, yiiksek konsantrasyondaki ¢ozeltinin:

- Her 10 mI’si i¢in 5 pl (toplam olarak ~ 10 ul) TEMED,

- Her 10 mI’si i¢in 100 pl (toplam olarak ~ 200 pl) %10 amonyum persiilfat eklenmistir.
2 numarali tiipe, diisiik konsantrasyondaki ¢ozeltinin:

- Her 10 ml’si i¢in 5 pl (toplam olarak ~ 5 pul) TEMED,

- Her 10 ml’si i¢in 100 pl (toplam olarak ~ 100 pl) %10 amonyum persiilfat eklenmistir.
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Daha sonra her bir tiipteki c¢ozelti sistemde mevcut olan iki ayr enjektore
cekilerek, gradient olusturucu cihaza monte edilmistir. Sistem tarafindan saglanan
diizenekle olusturulan cam sandvicin igerisine, gradient olusturucu cihaz yardimi ile
sabit bir hizla her iki enjektordeki denatiiran madde doldurulmus ve herhangi bir
sizintiya kars1 gerekli kontroller yapildiktan sonra daha dnceden belirlemis oldugumuz
taragimiz iki camin arasina yerlestirilmistir. Jelin donmasi i¢in yaklasik olarak 60-90
dakika beklenmistir. Jel donduktan sonra, tarak iki camin arasindan ¢ikarilarak olusan
kuyucuklar kontrol edilmistir. Elektroforez icin uygun olduguna karar verilen jel,
sistemdeki uygun aksesuarlar yardimi ile yeterli miktarda (~ 7 It.) 1x TAE tamponu
iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir. Daha sonra tankin iizerine denatiirasyon
icin gerekli sabit 1s1y1 (60 °C) ve elektroforezi saglayacak, sisteme ait ikinci bir aksesuar
yerlestirilerek, denatiirasyona uygun minimum ve maksimum 1s1 ayarlar1 yapilmistir.

1x TAE tamponu igeren ¢ozeltinin 60 °C’ye ulasmasi beklenmistir. Sistem 60
°C’ye ulastiktan sonra, sistemin devir-daim pompasi kapatilarak, en son yerlestirilen
aksesuar {iizerindeki bolmeden 7 pul GC klempli PCR iiriinii + 5 pl DCode boyama
soliisyon pipet yardimi ile her bir kuyucuga yiiklenmistir. Yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra kapatilan devir-daim pompasi tekrar acilarak, sistem gii¢
kaynagina baglanmig ve 6rneklere 16 saat siire ile 70 volt’da elektroforez uygulanmistir.
Bu siire igerisinde elektroforez tankinin 1s1s1 60 °C’de sabit tutulmustur.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra sandvigler tankin igerisinden
alimmistir. 1x TAE tamponu igeren derin bir kap icerisinde camlar birbirinden dikkatlice
ayrilarak jelin serbest kalmasi saglanmistir. Jel 1x TAE tamponu icerisindeyken iizerine
8 ul (40 ml 1x TAE icerisinde 1 mg/ml olacak sekilde) Etidium bromiir (EtBr)
eklenerek 15 dakika, daha sonra da dH,O iceren baska bir kapta 10 dakika
bekletilmistir. Bu siirenin ardindan jel, asetatlar yardimi ile UV.’yi gecirebilecek

kalinlikta seffaf dosya iizerine transfer edilmistir.

3.3.8 DGGE Uygulanan Uriinlerin SNP Aqsindan Degerlendirilmesi:
Transliiminator lizerine yerlestirilen jel, UV. 151k altinda incelenerek, mutasyon paterni

gosteren bantlar ve ait olduklar kuyucuklar belirlenmistir.
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3.3.9 Jelin Goriintiileme Sistemine Aktarilmasi ve Mutasyon Paterni Diisiiniilen
Orneklerin Tekrar Degerlendirilmesi: Jel dikkatli bir sekilde goriintiileme sistemine
aktarilarak yeterli sayida goriintii elde edilmistir. Bu islemlerin ardindan seffaf dosya
icerisindeki jel, gerekli goriildiigiinde tekrardan degerlendirilmesine imkan verecek
sekilde, seffaf dosyanin etrafi bantlanarak, jelin hava ile temasi1 engellenmis ve (+) 4

°C’de saklanmustir.

3.3.10 DNA Dizi Analizi’nde Kullanmlmak Uzere GC Klemp Eklenmemis ileri ve
Geri Primer Kullanin ile II. PCR Uygulamasimin Yapilmasi: DNA Dizi Analizi
oncesi dizileme reaksiyonunda kullanilacak olan II. PCR iiriinlerinin uygulamasina ait

karisim asagida gosterilmektedir.

- DNAz / RNAz icermeyen ddH,O : 4,5 pl
- SYBR PCR karigimi: 12,5 pl

- Tleri Primer: 3 pl

- Geri Primer: 3 pl

- Genomik DNA: 3 pl

II. PCR uygulamasina ait protokol Tablo 3.4 ‘de gosterilmistir.

Tablo 3.4. II. PCR asamalar1 ve protokolii

ASAMA  BASAMAK SICAKLIK SURE DONGU
1. Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 4 dak. 1 dongii
2. Denatiirasyon 95 °C 30 sn. 35 dongii

Baglanma 60 °C 30 sn. 35 dongii
Uzama 72 °C 1 dak. 35 dongii
3. Uzama 4°C sonsuz
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3.3.11 IL. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezine Tabi Tutulmasi ve Agaroz
Jel’in  Amplifikasyon Acisindan Degerlendirilmesi: II. PCR sonucunda
amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmediginin saptanmasi igin, 2 pl etidium bromiir
iceren %]1,5’luk agaroz jele, her bir kuyucuga 5 pl PCR iiriinii + 5 pl yiikkleme tamponu
icerecek sekilde yiikleme yapilmistir. 120 V’da 15 dakika elektroforez uygulandi. %
1,5’luk agaroz jel’de elektroforez uygulanan II. PCR iiriinleri dogru amplifikasyon
acisindan UV  transluminator araciligi ile degerlendirildi ve II. PCR iiriinlerinin

istedigimiz bolgede oldugu saptanmistir.

3.3.12 IL. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi: Dizileme reaksiyonu 6ncesi non spesifik
bantlart ortamdan kaldirmak icin Roche High Pure PCR Product Purification Kiti

kullanildi. Kitin prosediiriine uygun olarak islem gerceklestirilmistir.

3.3.13 II. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasmin Kontrolii: % 1,5luk agaroz jel

elektoroforez uygulamasi ile iiriiniin net olup olmadigi kontrol edilmistir.

3.3.14 Saflastirilmis Olan II. PCR Uriinlerinin Tekrar Kullanilarak, DNA Dizi
Analizi’nde Kullamlmak Uzere Dizileme Reaksiyon Uygulamasimn Yapilmas:
Dizileme reaksiyonuna ait karigim asagida gosterilmistir.

- DNAz /RNAz icermeyen ddH,O : 2,4 pl

- Dizileme karisimi: 4 pl

- Primer (Ileri primer): 0,6 ul

- II. PCR iiriinti : 3 pl
Dizileme reaksiyon uygulamasina ait protokol Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5. Dizileme Reaksiyon Uygulamasinin asamalari ve protokolii

ASAMA  BASAMAK SICAKLIK SURE DONGU
1. Denatiirasyon 95°C 20 sn. 35 dongii
Baglanma 50°C 25 sn. 35 dongii
Uzama 60 °C 2 dak. 35 dongii

2. Uzama 4°C sonsuz
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3.3.15 Dizileme Reaksiyonundan Alman Orneklerin Saflastirilmasi: Dizileme
reaksiyonu bittikten sonra her tiipe 1 ul 1,5 M sodyum asetat, 250 mM EDTA (pH 8)
tamponu, 10 ul dH,O ve 80 pl % 100 etanol eklenir ve 10 saniye vortekslenir. Tiipler
12500 rpm’de 15 dk (20 °C) santrifiij edilir ve s1v1 faz vakum yardimi yada mikropipet
ile cekilerek atilmaktadir. Dibe ¢oken kismin iizerine 200 pl %70 etanol eklenir,
vortekslemeden 12500 rpm’de 3 dk. (20 °C) santrifiij edilir. S1v1 faz vakum (mikropipet)
ile ¢ekildikten sonra dibe ¢oken kisim termomikser cihazinda 56 °C’de 10 dk. kurutulur.
Cokeltinin iizerine 15 template suppression reagent eklenir. Tiipler 10 sn
vortekslendikten sonra kisaca santrifiijlenerek Otomatik DNA Dizi Analizi cihaz1 ABI

310’a yiiklenmektedir.

3.3.16 Saflastinlmus Uriinlerin DNA Dizi Analizi Cihazina Yiiklenmesi:
Saflastirilmis Orneklerin dizilemesi kapiler sistemli ABI PRISM 310 otomatik DNA
dizileme cihazinda, Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik sentez yontemi kullanilarak
yapilmaktadir. Boya terminasyon isaretleme adi verilen bir yontem kullanilarak farkli
bazlarda (A, G, T, C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine floresan isaretli boyalar ilistirilir
(103). Elektroforez, ¢rnekle bir kapillerden gecirilirken uygulanir. Floresan isaretli
boyalar1 uyarmak icin lazer, boyalarin yaydigi 15181 toplamak icinse bir CCD kamera
kullanilmaktadir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dort boya tarafindan yayilan farkli
dalga boylarindaki 151k tek kulvarda ayirt edilebilir. Floresan miktarlarinin dlgiilmesi ve

yorumlanmasinin ardindan DNA ornegindeki baz dizisi saptanmaktadir.

3.3.17 DNA Dizi Analizi Sonuclarinin Bilgisayar Yardim ile Degerlendirilmesi:
ABI PRISM 310 otomatik DNA dizileme cihazindan alinan orneklere ait ileri ve geri
niikleotid dizileri, bagka bir bilgisayara aktarilarak, dnce Proseq yazilim programinda
eslenmistir. Elde edilen ortak eslenik dizi ayni bilgisayardaki BioEdit yazilim
programina aktarilarak, Gen Bankasi (NCBI)’'ndan elde edilen Apo B-100 geni ekzon
29’a ait EcoRI polimorfik referans niikleotid ile karsilastirilmis ve olasi niikleotid

degisimleri belirlenmistir.
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3.3.18 Plazma Lipid Profillerinin ()l(;iilmesi: Total kolesterol, trigliserid, VLDL-
kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol diizeyleri klinik otoanalizor ile enzimatik

yontemlerle ol¢iilmiistiir.

3.3.19 Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamlan Istatistiksel Yontemler

Bu calisgmanin istatiksel analizi SPSS 8.5 paket programi kullamilarak

yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik simir1 p<0,05 olarak alinmistir.

Viicut kitle indekslerinin belirlenmesinde Standart Deviasyon Skoru, Student’s
t-testi, genotip ve allellerin goriillme sikliginin gruplararas1 farkliliklarinin
degerlendirilmesinde Ki kare (Xz) testi kullanilmistir. Klinik ve klinik olmayan

parametrelerin allellerle karsilastirilmasinda Student’s t-testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 PROJE iLE ILGILi YONTEMLERIN KURULMASI iLE iLGIiLi
BULGULAR

4.1.1 Apo B-100 geni Ekzon 29 bélgesi I. PCR Uriinii ile ilgili Bulgular

Apo B-100 geni ekzon 29 bolgesinin PCR iiriinleri %?2’lik agaroz jelde
yiriitiilerek kontrol edilmistir. Agaroz jelde 390 b¢’lik 6zgiil PCR iiriiniine ait bant elde
edildigi gozlendikten sonra DGGE uygulamas1 gergeklestirilmistir (Sekil 4.1).

50 bg DNA marker

390 b¢

400 be

Sekil 4.1. GC klempli Apo B-100 geni primerleriyle cogaltilan 390 bg¢’lik PCR
diriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. Marker: MBI Fermentas 50 b¢ DNA

marker

4.1.2 Apo B-100 geni Ekzon 29 bélgesi DGGE Uriinii ile ilgili Bulgular

Apo B-100 geninin polimorfik bolgelerini belirlemek i¢cin GC klempli I. PCR
iiriinleri, jel gradienti %30 ve %50’lik denatiiran ¢ozeltileri ile hazirlanmis % 8’lik
akrilamid jel konsantrasyonunda Denatiire Gradient Jel Elektroforezi yapilarak kontrol

edilmistir. DGGE uygulamas: ile iki farkli paternde bant gézlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Heterodupleks

Homodupleks

Sekil 4.2. Apo B-100 geni ekzon 29, DGGE uygulanan GC klempli I. PCR iiriinlerinin

Kodak EL Logic 100 goriintiileme sistemi ile goriintiilenmesi

4.1.3 Apo B-100 geni Ekzon 29 bélgesi II. PCR Uriinii ile ilgili Bulgular

DNA dizi analizi’'nde kullanilmak iizere GC klemp eklenmemis ileri ve geri
primer kullanimi ile II. PCR uygulamasi yapilmistir. Apo B-100 geni ekzon 29
bolgesinin II. PCR iiriinleri %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.
Agaroz jelde 390 b¢’lik 6zgiil II. PCR iiriiniine ait bant elde edildigi gozlendikten sonra
saflagtirma gerceklestirilmistir (Sekil 4.3).

50 bg DNA marker

390 bg

400 bg

Sekil 4.3. GC klempsiz Apo B-100 geni primerleriyle cogaltilan 390 b¢’lik II. PCR
iriinlerinin % 1,5’luk agaroz jeldeki goriintiisii. Marker: 50 b¢ DNA marker
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4.1.4 Apo B-100 geni Ekzon 29 bélgesi II. PCR Uriiniiniin Saflastirilmasi ile ilgili
Bulgular

Ekzon 29 bolgesinin II. PCR iiriinlerinin saflastirilmasindan sonra ornekler
%]1.5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Agaroz jelde 390 bg¢’lik 6zgiil II.
PCR iiriiniine ait bant elde edildigi gozlendikten sonra dizileme reaksiyonu

gerceklestirilmistir (Sekil 4.4).

100 bg DNA marker

400 bg

Sekil 4.4. Saflastirilmast yapilmis 390 bg¢’lik II. PCR fiiriinlerinin %1,5’luk agaroz
jeldeki goriintiisii. Marker: 100 b¢ DNA marker

4.2 DNA DiZi ANALiZi SONRASINDA ELDE EDIiLEN BULGULAR

Denatiire Gradient Jel Elektroforez (DGGE) yontemi sonucu farkli bant paterni
(homodupleks, heterodupleks) gosteren Ornekler icin DNA Dizi Analizi yapilmistir
[ABI PRISM 310 Otomatik DNA Dizileme Cihazi].

Dizileme sonuclar1t Proseq ve Bio-Edit bilgisayar programlar kullanilarak
degerlendirilmistir. Bio-Edit programinda Ensembl referans dizimiz (105) Proseq
programindan elde ettigimiz dizileme verilerimiz ile karsilastirilmis ve olasi tek

niikleotid degisimleri belirlenmistir.
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Ensembl referans dizimize gore Apo B-100 geninin 12669. niikleotidinde bir
polimorfizm gozlenmistir. DNA Dizi Analizi farkli paternlerden birini (2 bant) GA
heterozigot mutant olarak gosterirken (Sekil 4.7 ve sekil 4.8), diger paterni (1 bant) ise

GG homozigot saglam (Sekil 4.5 ve sekil 4.6) olarak gostermistir.

Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)
v

CTCAAGG ATAACGTGTTT GATGGCTTG GTACGAGTTACTCAAGAATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT GATTGACTCACTICATTGATTIICT

e

Sekil 4.5 17 no’lu I. kontrol 6rnegine ait DNA dizi analizi ve kromotogram goriintiisii

ApoB.Referanz 1
17.Eontrol-I 1

&0 70 B0 50 ion
ol FD B ISR (ECIEICN IRt IRt | s i - | -1 - -
ApoB.Referans 351 WGTTTCCAGGERACTCAAGGATAACGTRITTGAT GECTTGETACH 100
17.Eontrol-I 51 EARGCCRCT T T e T e T AR e T T TTCRT GECTTEETR O 100
120 130 140 150
L. ool I | I I ol I
ApoB.Referans 101 RGIT WERATTCCATATG GICAAGCATCTGATTGACTCACTCHY 150
17.Eontrol-I 101 BGITACTCARGRATTCCATATGRARGTCRAGCATCTGAT TGACTCACTCY 150

170 180 130 200
Lo 2 S g 1 . |
ApoB.Referans 151 iy L CTTCCOCCAGRTTCCAGTT TCOGEGEGEE TGEGATH 200
17.Fontrol-I 151 I ICCCCRAGRTTCCRAGTT TOCGEEGER TEEEETY 200
zao0 240 250

ApoB . Referans 201

ATGITCLTRAAGEGAGETAGEGACGET] 250
17.Eontrol-I 201 LAGEEACCTRACCERCEET] 250
2en 270 280 290 200
PR [TTUTr! [ RO PTG S p e OO (i T e, (SR PPTY et |
ApoB.Referans 251 RCIGTICCCAGGTATATTCOGARRGTCCATART GETTCAGARRTACTGITTT] 300
17.Eontrol-I 251 RCTGTCCCAGGTATATTCGRR A GTCCATART GETTCAGRARTRCTGTITTT] 300
aip azo

P T IEUgl Il |
ApoB.Referans 301 CCTATTTCCARGRCCTAGIG 320
17.FKontrol-I 301 CCTATTTCCAAGRCCTAGTIG 320

Sekil 4.6 Bio-Edit programinda Apo B-100 referans dizisi ile 17 no’lu I. kontroliin

karsilastirilmasi
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Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G/A)
v

CTCAAGG ATAACGTGTTT GAT GGCTTG GT ACGAGTTACT C.—L—\.\_-\_-\TTCCJ_-& GAAAGTCAAGCATCT GATTGACTCACTCATTGATTTTC

i .

Sekil 4.7 38 no’lu hasta 6rnegine ait DNA dizi analizi ve kromotogram goriintiisii

10 20 ao ap 50
e i e e et e S st ey SR
ApcB._ BReferans 1 MGGAEAAuGCCDnGEALCIG_nCCAGG"""'"CT"FG:-.E“"" GGI—.I-LGCC =14
38_HASTA G 1 BLGERCRRCECCCRAGRATCT CTACCREGRARCTGTT GACT CREERAGET] 50
£0 70 80 30 100
......... J.i Joc Jii: st st cieseil s v s srai )
ApcB._ BReferans &1 CAI-LGCCnG”TLCCAGuGAC“CFLEGGATAnCGTG“ TEATEECTTEETACEH 100
Z8_HASTA 51 |CRAACGCCACTTTICCACCGACTCARACCATARCCICITTCATCCCTITCCTACH 100
120 120 140 150
o R e B
ApcE Referans 101 CATATGAARGTCARGCATCIGATICACTCACTCH 150
38 _HASTA 101 BCTTACTCAR TTCCATATCARACTCAACCATCTCGATTGACTCACTCA 150
1E0 170 180 150 200
S| BT P S R ] S A e LR
ApcB_ Referans 151 FTGAT T TTCTCAACTTCCCCACAT TOCAET TTCOEGECARACCTEEERTH 200
2E8_HASTA 151 AT TITCICAACTTOoCCACATTORARTTToCoCCoAR A CeToCaATAl 200
210 220 230 240 250
S e R BRESTRY (i T S S e o | 1
ApcB_ Referans 201 A CACTACCEAGCARCTITCCACIATCIICATEAACGERCETAeCEA0ECT 250
38 _HASTA 201 [ACACTARGEAGEA A TTTECACT ATCTTCATAAGOCACCTARCERACICT] 250
2E0 270 2a0 230 aon
......... i L= L- fiiax 1 s ammmsis Pl o ik
ApcB_ Referans 251 [RCT G”CCCAGGTA“HI“CGRLAG’CCA“'““GGTTCAGALA“LC“G 200
38_HASTA 251 BECTCTCCCAGETATRETTCGARRCTCCATRAT TCRCERATRCTSTTIT 300
J10 220
s " Sty 1| LR (s S
ApoB_ Referans 301 CCTATTTCCRACRCCTACTGEATTHY 324
38_HASTA Z TCCRARGRCCTRCETGATTY 324

Sekil 4.8 Bio-Edit programinda Apo B-100 referans dizisi ile 38 no’lu hasta

orneginin karsilastirilmasi
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4.3 ISTATISTIKSEL ANALIiZ SONRASINDA ELDE EDIiLEN BULGULAR
Calisma gruplarimiza ait demografik bilgiler Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Calismamiza hasta grubu olarak 38 hiperlipidemisi olan obez cocuk, 1. kontrol grubu

olarak 39 hiperlipidemisi olmayan obez ¢ocuk ve II. kontrol grubu olarak obez olmayan

ve hiperlipidemisi bulunmayan 13 saglikli cocuk katilmustir.

Tablo 4.1 Calisma Gruplarina Ait Demografik Bilgiler

Hasta Grubu | I. Kontrol Grubu | II. Kontrol Grubu Tiim Grup
n=38 n=39 n=13 n=90
Cinsiyet
(Kiz/Erkek) 26/12 24/15 5/8 55/35
Yas (yil) 11,5043,61 11,4343,23 8,15+2,15 10,98+3,44
Viicut Kitle
Indeksi (kg/m’)- 6,51+3,10 6,26+3,12 0,14+1,06 5,48+3,63
SDS
Trigliserid
(mg/dl) 149,92+64,53 80,33+ 24,80 86,69+38,74 110,63+57,80
Total Kolesterol
(mg/dl) 181,78+35,64 145,87+18 161,53+£31,29 163,30+32,83
HDL-kolesterol
(mg/dl) 49,57+13,23 48,84+10,34 54,53 £9,98 49,97+11,64
LDL-kolesterol
(mg/dl) 104,10+26,25 82,01+£14,97 88,84+26,19 92,32424,13
VLDL-kolesterol
(mg/dl) 30,50+13,35 20,48+26,79 18,3046,19 24,40+£20,34
Total
Kolesterol/HDL- 3,96x1,14 3,09+0,63 2,99+0,48 3,44+0,97
kolesterol
(mg/dl)

n:birey sayisi, Hasta grubu: Hiperlipidemik obez ¢ocuk, I.Kontrol grubu: Hiperlipidemik olmayan obez

cocuk, II.LKontrol: Saglikli cocuk. Gruplararas: farkliklik Student t testi ile incelenmistir. Tablodaki

degerler X + SD olarak verilmistir.
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Yapilan istatistiksel incelemede calismaya dahil olan hasta grubundaki
cocuklarin %32,4’tinde sadece total kolesterol, % 32,4’iinde sadece trigliserid ve %
35,l’inde ise hem total kolesterol hemde trigliserid diizeyleri yiiksek olarak

saptanmugtir.

Hasta grubu ile 1. kontrol grubu demografik bilgilere gore karsilastirldiginda
hasta grubunda total kolesterol, trigliserid, LDL-kolesterol (p<0,001) ve VLDL-
kolesterol (p<0,05) diizeyleri anlaml yiiksek bulunmustur. Hasta grubu ve I. kontrol

grubu arasinda yas acisindan anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.1).

Hasta grubunda II. kontrol grubuna gore yas, trigliserid, VLDL-kolesterol ve
VKI diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.1).

I. kontrol grubu ve II. kontrol grubu karsilagtiriiginda I. konrol grubunda yas,
VKI (p<0,001) ve total kolesterol diizeyleri (p<0,05) anlaml1 yiiksek bulunmustur.

Calismamizda, hiperlipidemisi olan obez ¢ocuk hastalarinda ve kontrol
gruplarinda Apo B-100 geninin ekzon 29 bolgesinin DNA dizi analizi yapilarak, tim

gruplar tek niikleotid polimorfizmi (SNP) acisindan incelenmistir.

Hasta grubu ve 1. kontrol grubunda Apo B-100 geninin 29. ekzonunda 12669.
niikleotidde G/A baz degisimi olan bir polimorfizm (G4154A) saptanmistir.

G4154A polimorfizmine ait genotip frekanslar1 hiperlipidemisi olan obez cocuk
hasta grubunda , GG % 89,5, GA % 10,5, AA % O iken, 1. kontrol grubunda; GG %
89,7, GA % 10,3, AA % 0 ve 1. kontrol grubunda GG % 100, GA % 0, AA % 0 olarak
bulunmustur (Tablo 4.2).

Calisma gruplart G4154A genotip frekanslar1 agisindan karsilastirildiginda,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Hasta ve kontrol gruplart G4154A polimorfizmine ait genotip frekanslarinin

karsilagtirilmasi
Apo B-100 geni | Genotip Hasta 1. Kontrol 11. Kontrol
ekzon 29 grubu grubu grubu
SNP’leri n=38 n=39 n=13
12669. n-% n-% n-%
niikleotidde GG 34 - %89,5 | 35-% 89,7 13- % 100
G/A
(G4154A) GA 4 -9%]10,5 4-%103 | ...
SNP
AA | |

n:birey sayisi, Hasta grubu: Hiperlipidemik obez cocuk, I.Kontrol grubu: Hiperlipidemik olmayan obez

cocuk, I1.Kontrol: Saglikl cocuk.
G4154A polimorfizmine ait allel frekanslar1 hiperlipidemisi olan obez cocuk
hasta grubunda , G alleli (GG+GA) % 89,5, A alleli (AA+GA) % 10,5, 1. kontrol
grubunda; G alleli (GG+GA) % 89,7, A alleli (AA+GA) % 10,3, AA % 0 ve II. kontrol
grubunda G alleli (GG+GA) % 100, A alleli (AA+GA) % 0 olarak saptanmistir (Tablo
4.3).
Her iic grubun allel frekanslar

G4154A  polimorfizmi acisindan

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Hasta ve kontrol gruplar1t G4154A polimorfizmine ait allel frekanslarinin

kargilastirilmasi
Apo B-100 geni Allel Hasta I. Kontrol I1. Kontrol
ekzon 29 grubu grubu grubu
SNP’leri n=38 n=39 n=13
12669. (GG+GA) n-% n-% n- %
niikleotidde G 34 - %89,5 | 35-% 89,7 13- % 100
G/A
(G4154A) (AA+GA)
SNP A 4 -%10,5 4-%10,3 | ...

cocuk, II.Kontrol: Saglikli ¢cocuk.

n:birey sayisi, Hasta grubu: Hiperlipidemik obez ¢ocuk, I.Kontrol grubu: Hiperlipidemik olmayan obez
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Calisma gruplart arasinda yapilan allel frekanslar1 karsilastirmasina gore II.

kontrol grubunda mutant “A” alleline rastlanmamistir (Tablo 4.3 ) (Sekil 4.9).

100

80

6017 |
|| O G tagima
B Atasima

20

Hasta l.Kontrol Il.Kontrol
Grubu Grubu

Sekil 4.9 Hasta grubu, 1. kontrol grubu ve II. kontrol grubunda G4154A allel

frekanslarinin karsilagtirilmast

Genotiplere gore gruplararasi lipid profilleri karsilastirildiginda, GA genotipi
(“A” alleli) tasimaya gore hasta grubunda I. kontrol grubuna gore total kolesterol
(p:0,013) ve LDL-kolesterol diizeyleri (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli yiiksek
saptanmustir (Tablo 4.4).

II. kontrol grubunda AA ve GA genotipine rastlanilmadigi icin AA+GA tasima

acisindan lipid profileri ile ¢calisma gruplar arasinda karsilastirma yapilamamastir.

GG genotipi tasimaya gore ¢alisma gruplar ile lipid profilleri karsilagtirlldiginda
hasta grubunda I. kontrol grubuna gore total kolesterol, trigliserid ve LDL-kolesterol

diizeyleri anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.4).

Hasta grubu II. kontrol grubuna gore biyokimyasal parametrelerle
karsilastirildiginda trigliserid, VLDL-kolesterol ve VKI hasta grubunda anlamh
derecede yiiksek bulunmustur ((p<0,001) (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4 Calisma gruplarinda Apo B-100 geninin G4154A polimorfizmine ait

genotiplerin biyokimyasal parametrelerle karsilastirilmasi

GRUP Hasta Grubu I.Kontrol Grubu I1.Kontrol Grubu
G4154A GG GA AA GG GA AA GG GA AA
genotipleri (n=34) n=4) | n=0) | (n=35) (n=4) | (n=0) (n=13) (n=0) | (n=0)
Trigliserid 153,17+ | 122,25+ 80,71+ 77+ 86,69+
(mg/dl) 64,20 69,84 25,28 23,02 38,74
Total
Kolesterol 180,05+ | 196,50+ 145,94+ | 145,22+ 161,53+
(mg/dl) 36,69 23,17 18,41 16,11 31,29
HDL-kolesterol | 48,38+ | 59,75+ 48,71+ 50+ 54,53+
(mg/dl) 12,85 13,81 10,85 4,16 9,98
LDL-kolesterol | 102,82+ 115+ 82,18+ 80,50+ 88,84+
(mg/dl) 26,63 22,80 15,26 13,91 26,19
VLDL-
kolesterol 31,55+ | 21,50+ 21,05+ 15,50+ 18,30+
(mg/dl) 13,35 10,90 28,23 4,43 6,19
VKI 6,57+ | 6,03 | ... 6,37+ 5,32+ 0,14+
(kg/m’)-SDS 3,24 1,57 3,19 2,65 1,06
Total
Kolesterol/HDL-| 4,02+ 342+ | ... 3,11+ 2,90+ 2,99+
kolesterol 1,16 0,87 0,66 0,21 0,48
(mg/dl)

n:birey sayisi, Hasta grubu: Hiperlipidemik obez cocuk, I.Kontrol grubu: Hiperlipidemik olmayan obez

¢ocuk, II.Kontrol: Saglikli ¢cocuk. Tablodaki degerler X + SD olarak verilmistir. Gruplararasi farkliklik

Student t testi ile incelenmistir.
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Hasta grubu icerisinde genotip ve lipid profilleri karsilagtirildiginda, GA
genotipi tagiyan hastalarin mutant A alleli tasimayan GG genotipine sahip hastalara gore
total kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyleri yiiksek bulunmustur (Tablo 4.4 ve Sekil

4.10). Ancak istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gézlenmemistir.

200+
15017 |
10017 | O GG tasima
B GA tasima
5017

Total LDL-
Kolesterol kolesterol

Sekil 4.10 Hasta grubunda genotip dagilimina goére total kolesterol ve LDL-kolesterol

diizeyleri

Calisma  gruplarinda  cinsiyet  ayrimina  gore  lipid  profillerini
degerlendirdigimizde hasta grubuna ait erkek c¢ocuklarda kiz c¢ocuklarina gore
VKI’sinin istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu saptanmustir (p:0,038) Diger
gruplardaki  degerlendirmelerde, cinsiyet ayrimina gore lipid  profilleri

karsilastirildiginda hicbir anlamh farkliliga rastlanmamstir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5 Cinsiyet ayrimina gore ¢calisma gruplarindaki biyokimyasal parametreler

GRUP Hasta Grubu 1. Kontrol Grubu II. Kontrol Grubu
Kiz Erkek Kiz Erkek Kiz Erkek
CINSIYET (n=26) (n=12) (n=24) (n=15) (n=5) (n=8)
Trigliserid 146+ 158,41+ 82,12+ 77,46 91,40+29 83,75+
(mg/dl) 51,43 88,77 22,02 29.3 45,46
Total 182,11+ 181+ 142,04+ 142,04+ 178% 151+
Kolesterol 37,19 33,6 17,22 17,22 30,62 28,64
(mg/dl)
HDL- 48,92+ 51+ 48,83+ 48,86+ 53,20+ 55,37+
kolesterol 114 16,8 9,74 11,58 8,16 11,43
(mg/dl)
LDL- 108,96+ 93,5+ 79,45+ 86,09+ 105,6% 78,37+
kolesterol 248 27,1 14,41 15,43 24,08 22,78
(mg/dl)
VLDL- 29,11+ 33,5+ 15,70+ 28,13+ 19,2+ 17,75+
kolesterol 10,36 18,4 4,5 42,58 5,7 6,7
(mg/dl)
VKI (kg/mz)- 5,71+ 8,24+ 5,95+ 6,76+ 0,19+ 0,11+
SDS 2,6 3,4 3,2 3,03 0,94 1,19

n:birey sayisi, Hasta grubu: Hiperlipidemik obez ¢ocuk, I.Kontrol grubu: Hiperlipidemik olmayan obez

cocuk, I.LKontrol: Saglikli cocuk. Gruplararas: farkliklik Student t testi ile incelenmistir. Tablodaki

degerler X + SD olarak verilmistir
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5. TARTISMA

Polimeraz zincir reaksiyonu ile mutasyonun arastirilacagi DNA bolgesi biiyiik
miktarlarda ¢ogaltilabilir ve daha sonra niikleotid dizisi incelenebilir. Ancak uzun DNA
dizileri s6z konusu oldugunda bu uygulama zorlagmaktadir. Bu nedenle, hedef DNA
molekiiliiniin boliimler halinde incelenerek, bunlarin hangisinde mutasyon oldugunun
arastirilmasi esasma dayanan Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP),
allel spesifik amplifikasyon, RNAz kesimi gibi mutasyon tespit yontemleri
gelistirilmistir. Bu yoOntemlerden bir digeri de Denatiire Gradient Jel Elektroforezi

(DGGE) yontemidir.

Calismamiz da Apo B-100 geninin 29. ekzon bolgesindeki EcoRI polimorfizmi
ve diger olasi polimorfizmleri gézlemleyebilmek ve hastaliktaki polimorfizm sikligini
inceleyebilmek icin mutasyon tarama sistemi olarak bilinen Denatiire Gradient Jel

Elektroforez (DGGE) yonteminin kullanilmasi tercih edilmistir.

Bu yontem, mutasyonun arastirilacagi cift sarmal DNA molekiiliiniin PCR ile
cogaltilmasina ve denatiire edici madde iceren jel icinde, bu maddenin lineer olarak
artan konsantrasyonun karsi elektroforeze tabi tutulmasi esasina dayanmaktadir.
Denatiire edici madde olarak c¢ogunlukla deiyonize formamid ve iire birlikte
kullanilmaktadir. DNA molekiilii jel igerisinde ilerlerken, belirli bir konuma eristiginde
sarmal ¢oziilmeye (denatiirasyon) baslar. Bu noktadan itibaren DNA’nin jel i¢indeki
hareketi son derece yavaslar. Coziilmenin denatiire edici maddenin hangi
konsantrasyonunda baslayacagini esas olarak DNA molekiiliiniin baz dizilimi belirler.
Bu konsantrasyon, o DNA molekiiliiniin en kolay ¢oziilen bolgesinin erime derecesine
(Tm) karsiik gelir. Tm, DNA c¢ift sarmalindaki ipliklerin yar1 yariya ¢oziildiigi
derecedir. GC baz ciftlerinden zengin dizilerde Tm yiiksek, AT baz ciftlerinden zengin
dizilerde ise Tm diisiiktiir. Bir DNA dizisinin “erime haritasi’nin ¢ikartilmasinda, yani
yilksek ve diisiik Tm’li bolgelerinin belirlenmesinde ve PCR reaksiyonunda
kullanilacak primerlerin tasartminda MELT87, SQHTX gibi bilgisayar programlarindan
yararlanmak miimkiindiir (100-102).

DGGE ile, aralarinda yalnmzca tek bir baz farkliligi olan iki DNA segmentini
dahi jel icerisinde ayirabilmek miimkiindiir. Ornegin bir “tek niikleotid polimorfizmi

(single nucleotide polymorphism; SNP) i¢in heterozigot olan bireyin, PCR ile ¢ogaltilan
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DNA’s1 DGGE ile incelendiginde jelde 4 ayr bant ayirt edilebilir. Bunlarin ikisi normal
ve mutant homodupleksler, diger ikisi de PCR reaksiyonu sirasinda ortaya ¢ikan yanlig
eslestirilmis (mismatch) baz ¢iftini iceren heteroduplekslerdir (103).

Heterodupleks DNA molekiilleri, Tm’leri daha diisiik olduklarindan elektroforez
sirasinda  homodupleks DNA molekiillerin  gerisinde kalirlar. Ancak ydntemin
uygulanmasindaki bir sorun, aranan mutasyonun DNA dizisinin yiiksek Tm’li bolgesi
icerisinde kalabilmesidir. Boyle bir durumda mutasyonu igeren ve icermeyen DNA
dizileri DGGE’de aym elektroforetik davranisi gosterecekler ve birbirlerinden ayirt
edilemeyeceklerdir. Incelenecek diziye Tm’i yiiksek oldugu bilinen 40 baz cifti
uzunlugundaki GC diniikleotid dizilerinin eklenmesi ile bu sorunun iistesinden
gelinebilecegi diistintilmiistiir. Bu amacla PCR reaksiyonunda kullanilan primerlerden
bir tanesi 5’GC kiskaci icerecek sekilde tasarlanabilir ve bdylelikle PCR iiriinii olan
DNA molekiilintin bir ucunda yiiksek Tm’li GC bolgesi yer alacak, mutasyonun
arastirilacagt DNA segmenti ise tiimiiyle diisiik Tm bolgesinde kalacaktir. Bu sekilde,

mutasyon tespit oran1 %100’e yaklastirilabilmistir (104).

Calismamizda DGGE uygulamasi sonrasinda gordiigiimiiz farkli  bant
paternlerinin ne anlam ifade ettigini gormek icin Apo B-100 geninin 29. ekzon
bolgesinin DNA dizi analizi yapilmistir. Dizileme sonucunda, ensembl referans
dizimize gore (105) Apo B geninin 12669. niikleotidinde bir polimorfizm gézlenmistir.
DNA Dizi Analizi farkli paternlerden birini (2 bant) GA heterozigot mutant olarak

gosterirken, diger paterni (1 bant) ise GG homozigot saglam olarak gdstermistir.

Gilinlimiizde obezitenin siklig1 tiim yas gruplarinda artis gostermektedir.
Cocukluk doneminde baslayan ve daha ileri yaslarda da devam eden obezite, morbidite
ve mortaliteyi onemli dl¢iide etkilemektedir. Son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklarin
cocukluk doneminde basladigina iliskin kanitlar bulunmaktadir. Bu nedenle ¢ocukluk
doneminde kardiyovaskiiler hastaliklar yoniinden olas1 risk faktorlerinin belirlenmesi
son derece onemlidir. Son yillarda obez ¢ocuklarda serum lipid profili diizeylerinin
kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk faktorii olup olmadigim1 aydinlatmak;
kardiyovaskiiler hastalik yoniiniiden risk faktorii olarak bilinen hiperlipidemi ile
iligkisini incelemek amaci ile c¢esitli calismalar yapilmaktadir. Bu nedenle de
calismalar, kardiyovaskiiler riski arttiran lipid ve lipoprotein konsantrasyonlarindaki

bozukluklar {izerine yogunlagmistir (106-108).
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Obezite ve lipid bozukluklar1 arasindaki iliskiye bakildiginda, trigliserid
diizeyindeki yiikselme, HDL-kolesterol diizeyinde diisme ve LDL-kolesterolde
niteliksel degisiklik (kii¢ciik yogun LDL) gibi tipik 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir. Artmis
serbest yag asidi sentezi, karacigerde trigliseridden zengin VLDL partikiillerinin
sentezini arttirir.  Yiiksek VLDL diizeyleri, VLDL’nin HDL ve LDL ile kolesterol ester
aligverisine girerek bir yandan HDL diizeyini diisiirmesine, diger yandan kiiciik yogun
LDL olusumunu arttirmasina neden olur. LDL-kolesterol diizeyinde artis daha az
goriilmekle birlikte kiiciik yogun LDL yoniindeki niteliksel degisim diger lipid
anormallikleri ile birlikte koroner kalp hastalig1 gelisme riskini arttirir (107). Bogalusa
Kalp c¢alisma grubundaki arastirmacilar, aterosklerotik lezyon olusumunun total
kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserid diizeylerinde artis ve HDL-kolesterol
diizeyinde azalma ile ilgili oldugunu gostermislerdir. Diger onemli bir bulgu olarak,
aterosklerotik lezyonlarin artisi ile kardiyovaskiiler risk faktorii olan dislipidemi, yiiksek
kan basinci ve obezite arasinda pozitif korelasyon bulmuglardir (108). Yapilan
calismalarda obez bireylerde cocukluk doneminden itibaren lipid bozukluklari ile
birlikte gelisen aterosklerotik bulgularin var oldugu gosterilmistir. Fakat ¢ocuklarda bu
bulgularin direkt takibi yada baslangic bulgularin belirlenmesi zor oldugundan dolay1
egilim c¢alismalariyla heniiz  sorun  klinige yansimadan bireysel bazda
degerlendirmelerin gelistirilmesi 6nemlidir. Bu tiir hastaliklar multifaktoriyel olup hem
cevresel hemde genetik faktorlerin katilimi ile gelismeye baslar.

Biz ¢alismamizda obezite ve/veya hiperlipidemi egilimi olan ¢ocuklarda Apo B-
100 geni agisindan polimorfik bir farklilik olup olmadigim degerlendirmeyi amagladik.
Fakat calismamizin amacina ulagabilmesi icin elde ettigimiz bulgularla hasta takipleri
yapilacak ve daha genis gruplarda farkli parametreler eklenerek calismalara devam
edilecektir.

Cocukluk cagi hiperlipidemisi {izerine yapilmis daha onceki tiim caligmalarin
prospektif oldugu belirlenmistir. Ciinkii ¢ocukluk doneminde belirtilerine rastlanmig
olan bu patolojilerin asil ileride yaratabilecegi komplikasyonlar morbidite ve mortalite
iizerine direkt etkilidir. Bu sekilde siiregiden ¢alismalara baktigimizda;

Bogalusa Kalp calisma grubu ve Muscatine ¢alisma grubu yiiksek kolesterol
seviyelerine sahip cocuklarin yaklasik %70’nin yetiskinlik déneminde de yiiksek

kolesterol seviyelerine sahip olduklarim gostermislerdir (109,110).
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Biitiin bu calismalar, ¢ocukluk ve adolesan donemde ortaya c¢ikan kolesterol
konsantrasyonlarindaki yiiksekligin yetiskinlikte aterosklerozis ve kardiyovaskiiler riski
arttirma yoniinde bir iligski oldugunu gostermektedir.

Cinsiyet ile kolesterol konsantrasyonlar1 arasindaki iliskinin farkliligin1 ortaya
koyan bazi calismalar mevcuttur. Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirma (NHANES)
grubunun 1988-1994 yillann arasinda yaptiklart arastirmanin  sonucunda, kiz
cocuklarinda total kolesterol ve LDL-kolesterol diizeylerinin erkek ¢ocuklarindan daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (111).

Cocukluk ¢agi obezitesi yetiskinlik déneminde lipid, lipoprotein, kan basinci ve
insiilin seviyeleri ile direkt iliskilidir (5). Muscatine ¢aligma grubu, adolesan donemde
ve geng yetigskinlerde baglayan obezitenin yetiskinlikte lipid ve lipoprotein seviyeleri
iizerinde zararh etkisinin oldugunu gostermistir (109).

Obez cocuklarin yetiskinlik doneminde obez olma riski ile ilgili bir¢ok bulguya
rastlanilmaktadir. David S. ve arkadaslarinin 2001 yilinda yiiriittiikkleri bir calismada
VKI’si 95 persantilin iizerinde olan 186 ¢ocugun (Obez cocuk), 144’iiniin (%77)
yetiskinlikte VKi'nin 30 kg/m” iizerinde oldugu gosterilmistir. Fakat bu calismada
cinsiyet ve 1rk agisindan bir anlamliliga rastlanmamistir. Buna baglantili olarak Harvard
Biiyiime caligma grubunun yaptig1 bir calismada, adolesan obez erkeklerin yetiskinlikte
VKIi’den bagimsiz olarak kardiyovaskiiler riski arttirdigi gosterilmistir (112).

Hiperlipidemi, yetiskinlerde aterosklerozis ile ilgili komplikasyonlar i¢in bir risk
faktorii olarak bilinen, hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemi olarak gosterilen lipid
ve lipoprotein konsantrasyonlarindaki yiiksekliktir. Cocuklarda hiperlipidemi ise,
cogunlukla hiperkolesterolemi olarak bilinmektedir (113).

Calismamizda, calisma gruplarina ait parametrelerin istedigimiz kriterlere uygun
olup olmadigin1 anlamak i¢in demografik bilgilerin istatistiksel degerlendirilmesi
yapilmistir. Hasta grubundaki ¢ocuklarin %32,4’linde sadece total kolesterol, %
32,4’tinde sadece trigliserid ve % 35,1’inde ise hem total kolesterol hemde trigliserid
diizeyleri yiiksek olarak saptanmistir.

Hasta grubu ile I. kontrol grubu karsilastirildiginda hasta grubunda total
kolesterol, trigliserid, LDL-kolesterol (p<0,001) ve VLDL-kolesterol (p<0,05) diizeyleri
anlamli yiiksek bulunmustur. Ancak hasta grubu ve I. kontrol grubu arasinda yas
acisindan anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Hasta grubunda II. kontrol grubuna gore

yas, trigliserid, VLDL-kolesterol ve VKI diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur
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(p<0,001). I. kontrol grubu ve II. kontrol grubu karsilastirildiginda ise, 1. kontrol
grubunda yas, VKI (p<0,001) ve total kolesterol diizeyleri (p<0,05) anlamli yiiksek
saptanmistir.

Tershokovec ve arkadaslar1 hiperkolesterolemi ile cocuklarda obezitenin
gelisimi arasindaki iliskiyi incelemisler. Bu calismaya 58 obez olmayan ve LDL-
kolesterolii 75 persantilin {izerinde olan hiperkolesterolemik c¢ocuklar ve 215 obez
olmayan ve LDL-kolesterolii 60 persantilin altinda olan hiperkolesterolemisi
bulunmayan c¢ocuk katilmistir. 6 yil boyunca takibi yapilan bu cocuklarmn VKI,
hiperkolesterolemik olan kiz cocuklarinda hiperkolesterolemisi bulunmayan kiz
cocuklarindan daha yiiksek bulunmugstur. Erkek ¢ocuklarinda ise anlamli bir farkliliga
rastlanmamistir. Sonuc olarak yas ile birlikte hiperkolesterolemik kizlarin VKi’nin
arttigl gosterilmistir (114). Bu bulgulara karsit olarak diger literatiirlerde obezitenin
dislipidemi gelisimine Onciiliik ettigi gosterilmistir (115-117).

Calismamizda cinsiyet ayrimina gore lipid profillerini degerlendirdigimizde
erkek cocuklarda kiz ¢ocuklarina gore VKI’sinin istatistiksel olarak anlamli yiiksek
oldugu saptanmistir. Fakat prevalans calismalarinin ¢ogu daha fazla sayida ornek ile
yapildigindan istatistiksel olarak daha dogru bir degerlendirme yapabilmemiz icin hasta
sayimiz1 arttirmayi hedefliyoruz.

Bir¢ok calisma ¢ocukluk cagi obezitesinin, yetiskin donemde hiperkolesterolemi
olma olasiligi agisindan bir risk faktorii oldugunun dikkate alinmasi gerektigini
vurguluyor (118).

Bao ve arkadaslar1 ¢ocuklukta goriilen LDL-kolesterol yiiksekliginin yetiskinlik
doneminde heriki cinste de obezite ve dislipidemi ile iligkili oldugunu gostermislerdir
(119).

Figen Narin ve arkadaslarinin 2005 yilinda yaptiklar1 calismanin sonucunda,
Apo B seviyesindeki artis ile iligkili olarak cocukluk cagi obezitesinin kardiyovaskiiler
hastaliklarin gelisiminde risk faktorii oldugu gosterilmistir (120).

Obezitenin ¢ocukluk ¢agindaki prevalansi erigkinlerinkine benzer ; ancak erken
yaslarda baslayan sismanligin etiyopatogenezinde ¢evresel faktorlerden etkilenme riski
azaldigindan genetik bozukluklar daha cok dikkate alinmaktadir.

Dislipidemi aterosklerotik siirecin baslamasinda ve ilerlemesinde énemli bir rol
oynar ve yiiksek LDL ve Apo B seviyeleri koroner arter hastalign gelistirme riskini

artinr. Plazma lipid ve lipoprotein seviyeleri ailesel gecis goOsterir ve yeni baslamig
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koroner arter hastasi bireylerin yarisindan fazlasinda ailesel lipoprotein bozukluklari
goriilmektedir (121). Bu sebeple, 6zelikle ana apolipoproteinleri kodlayan genler olmak
iizere lipoprotein metabolizmasindaki genlerin, koroner arter hastalig1 gelisim siirecinde
rol oynadig diisiiniilmektedir.

Apo B lipoprotein metabolizmasinda bulunan, serum kolesterol seviyeleri
homeostazinin saglanmasinda kilit rol oynayan bir glikoproteindir. Apo B silomikron,
VLDL, IDL, LDL ve Lp(a) gibi bir ¢ok lipoproteinin yapisal komponentidir.
Kolesteroliin hiicresel alinimi i¢in LDL reseptor ligandi olarak ©Onemli bir islev
gormektedir (5).

Apo B’yi kodlayan gen klonlanmis ve dizilenmistir. Bu gen 2. kromozomun kisa
kolunda yer almaktadir ve dizisi tam olarak tanimlanmistir (122). Apo B-100 geni
serum lipid homeostaz1 {izerine direkt etkili bir glikoprotein oldugu i¢in, bu proteinin
yapisindaki  degisikliklerin s6z konusu homeostaz iizerinde yaratabilecegi
dengesizliklerin irdelenmesi gerekmektedir.

Biz de Apo B-100 geni diizeyindeki bazi degisikliklerin lipid homeostazi ve
buna baglantili olarak heniiz cevresel faktorlerden yetiskin diizeyinde etkilenmedigi
varsayilan ¢ocukluk yas grubu bireylerinin farkli gruplar halinde degerlendirmesini
amacladik. Apo B-100 geninin, restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerine gore
isimlendirilen lokusun 3’ ucundaki Xbal ve EcoRI polimorfizmleri gibi 24 polimorfik
bolgesi bulunmaktadir (95). Biitiin bu polimorfizmlerin, total kolesterol, LDL-
kolesterol, Apo B ve trigliserid miktarlar1 ile ve dolayisiyla koroner arter hastalig
riskiyle iligkili oldugu gosterilmistir (5).

EcoRI polimorfizmi, Apo B geninin 29. ekzonunda 12669. niikleotidde 4154.
kodonda G—A (G4154A) baz degisimi sonucu Glutamin aminoasidinin yerine Lizin
aminoasidinin ge¢cmesi ile olugsan bir nokta mutasyonudur. EcoRI polimorfizminde,
normal konfigiirasyonda G alleli goriiniirken, mutant formda A alleli ortaya
cikmaktadir.

Yapilan caligmalarla AA genotipi veya A alleli ile miyokard enfarktiis ve
koroner arter hastalig1 riski arasinda iliski rapor edilmistir. Fakat sadece bir calismada
ciddi baglantilar1 oldugu gosterilmistir (111).

Nadir homozigot AA ile koroner arter hastaligi riski arasindaki baglantinin
arastirildigi, 1721 hastanin ve 1959 kontroliin ¢alisildigt 14 calismanin (7 genis
kapsamli c¢alisma [5,121,123-127] ve 7 dar kapsamli ¢alisma [123, 128-133]) meta
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analizi yapilmistir. Kontrol grubundaki bireylerin genotiplerinin % 2,7 AA, %27,2 GA,
9%70,1 GG oldugu gosterilmistir. Kontrol grubunun genotip sikliklar1 Hardy-Weinberg
equilibriumuna uygun bulunmustur. Calismalarin c¢ogunda benzer bulgularla
karsilagilmis ve sonug olarak hicbir 6nemli istatistiksel farkliliga ulasilamamistir.

Homozigot AA ve heterozigot GA genotiplerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde benzer bulgulara rastlamlmistir. iki arastirma (129,132) disinda
tim calismalarda AA ve AA/GA genotipi tasiyan bireylerde miyokard enfarktiis ve
koroner arter hastaligi riskinde artis goriilmiistiir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarin hiperlipidemi diizeyleri ile direkt baglantisi
degindigimz gibi kabul edilen bir gercektir. Bu tiir polimorfizm ¢aligmalartyla lipid
metabolizmasinda gorev alan proteinlerin genetik degisikliklerinin kardiyovaskiiler
patolojilerle iliskileri irdelenmistir. Biz calismamizi ¢ocukluk yas grubu dahilinde
yaptigimizdan dolayr kardiyovaskiiler komplikasyonlara degil daha ¢ok obezite ve
hiperlipidemi ile baglantilara degindik. Hasta grubumuzun saglik takiplerine devam
edildigi  taktirde kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri daha  saglikl
degerlendirilebilecektir.

EcoRI polimorfizminin meydana getirdigi fonksiyonel degisiklikler hala
bilinmemektedir. Fakat birkag¢ calismayla EcoRI polimorfizminin serum total kolesterol
ve Apo B seviyelerini nasil degistirdigini gosteren muhtemel mekanizmalar
gosterilmistir (14).

Houlston ve arkadaslarinin bes farkli populasyonda yaptiklann “ Apo B
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polimorfizmi ve LDL kinetigi arasindaki iligski “ ¢alismasinda bu bes populasyondan
dordiinde polimorfizm tasiyan bireylerde LDL fraksiyon katabolizmasinin diisiik oldugu
gosterilmistir (15).

Bu bilgilerin 1s181inda Apo B genindeki varyasyonlarin LDL. mekanizmasin ve
EcoRI polimorfizminin LDL katabolizmasin1 dnemli 6l¢iide etkiledigi anlagilmaktadir.

Fakat Gallagher ve Myant yaptiklar1 caligmayla bu hipotezin dogrulugunu
desteklemediler (134). Gallagher ve Myant, LDL’nin plazmadan temizlenmesinin ana
yolunun LDL’deki Apo B-100’iin LDL reseptorii baglanmasi bilgisinden faydalanilarak
yaptiklar1 insan deri fibroblastlart ve LDL partikiilleri arasindaki baglanma
afinitelerinin, polimorfizm tasiyan ve tasimayan bireylerde farklilik gostermemesi

bulgusuna dayanarak bu polimorfizmin LDL’nin plazmadan temizlenmesinde farklilik

yaratmadigin gostermislerdir.
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Yapilan calismalarda, EcoRI polimorfizminin plazma kolesteroliin ve Apo B’nin
LDL reseptoriine baglanmasini degistirdigi yada baska bir olasilikta LDL reseptoriine
baglanmasim1 degistirerek degilde Apo B sentezini etkileyerek veya Apo B
katabolizmasimi alternatif bir sekilde baglanma sonrasi basamaklarda modifiye ederek
degistiriyor olabilecegi kanisina varilmistir. Bu polimorfizmin tam olarak etkilerinin
anlasilmasi i¢in daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Pouliot ve arkadaslar1 1994 yilinda yaptiklar1 calismada, EcoRI polimorfizmi ile
bolgesel adipoz doku ve plazma lipoprotein seviyeleri arasindaki iligkiye bakmislar. Bu
calisma icin 56 saglikli erkek birey secilmistir. Caligmanin sonucunda saglam alleli
tasiyan homozigot birey sayis1 40 ve polimorfik alleli tasiyan heterozigot birey sayisi
ise 16 olarak gosterilmistir. Yas ve viicut yag oram (VKI) farkliliklar1 hesaplandiktan
sonra polimorfik alleli tasiyan heterozigot bireylerin saglam alleli tagiyan bireylere gére
total kolesterol diizeyleri istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Ayrica
polimorfik alleli tasiyan heterozigot bireylerde abdominal viseral yag doku fazlalig
saptanmustir (14).

Pouliot ve arkadaglarinin ©ne siirdiigii bulgulara uygun olarak, bizde
caligmamizda benzer bulgulara ulagsmis bulunmaktayiz. Calismamizda hasta grubu
olarak hiperlipidemik obez c¢ocuklar1 tercih etmemizin sebebi, hiperlipidemilerinin
gelismesinde eriskin bir bireye oranla genotipik faktorlerin cevresel faktorlere nazaran
daha baskin olacag fikriydi. Hasta grubunun obez ¢ocuklardan olugmasinin sebebi ise;
obez bireylerin yeme aliskanliklarinin lipid profillerinde belirgin bir artisa sebep olacagi
ve bu bireyler arasinda mutant A allelini homozigot yada heterozigot olarak tasiyan
hastalarla GG genotipine sahip hastalarin muhtemel lipid profili farkliliklarin1 daha
kolay gozlemleyebilmekti. Calismanin hiperlipidemik obez ¢ocuklarla yapilmis olmasi,
hasta birey bulma sorununu beraberinde getirmistir.

Calismamizin  istatistiksel ~ olarak  gruplararasi1  genotip  frekanslari
degerlendirildiginde, 38 hiperlipidemik obez c¢ocuktan olusan hasta grubunda 34
(%89,5) GG homozigot saglam genotipi tasiyan ve 4 (%10,5) GA heterozigot mutant
genotipi tastyan ¢ocuga rastlanmistir. 39 hiperlipidemisi bulunmayan ve obez cocuktan
olusan I. kontrol grubunda da 35 (%89,7) GG homozigot saglam genotipi tasiyan ve 4
(%10,3) GA heterozigot mutant genotipi tasiyan cocuk saptanmistir. 13 saglikl
cocuktan olusan II. kontrol grubunda ise 13 (%100) GG homozigot saglam genotipi

tasiyan ¢ocuk gozlenmistir. Bu grupta mutant A alleli tasiyan genotip saptanmamistir.



61

Bu sonuglara bagh olarak, EcoRI polimorfizmine ait genotip frekanslar ile gruplararasi

karsilastirilma yapildiginda anlamh bir farklilik bulunmamastir.

Pouliot ve arkadaglarinin yaptiklan1 caligmaya (14) uygun olarak hasta grubu

icerisinde genotip ve lipid profilleri karsilastirildiginda, mutant A alleli tasiyan GA

genotipine sahip hastalarin GG genotipi tasiyan hastalara gore total kolesterol ve LDL-

kolesterol diizeyleri yiiksek saptanmistir. Ancak hasta sayimizin yetersiz olmasindan

dolay1 istatistiksel olarak anlamli bir farklilik g6zlenmemistir. Kontrol gruplarinin kendi

icerisinde genotip ve lipid profilleri karsilastirildiginda ise anlamli bir sonu¢ elde

edilememistir.

Sonug olarak;

v

Hasta grubu ile 1. kontrol grubu demografik bilgilere gore karsilastirnldiginda
hasta grubunda total kolesterol, trigliserid, LDL-kolesterol (p<0,001) ve VLDL-

kolesterol (p<0,05) diizeyleri anlaml1 yiiksek saptanmustir.

Hasta grubunda II. kontrol grubuna gore yas, trigliserid, VLDL-kolesterol ve
VKI diizeyleri anlaml olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001).

I. kontrol grubu ve II. kontrol grubu karsilastirilginda I. konrol grubunda yas,
VKI (p<0,001) ve total kolesterol diizeyleri (p<0,05) anlamli yiiksek

gbzlenmistir.

Calisma gruplart G4154A genotip frekanslart agisindan karsilastirildiginda,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir.

Her ¢ grupta G4154A polimorfizmi allel frekanslar1 agisindan
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gbzlenmemistir.
Calisma gruplart arasinda yapilan allel frekanslar1 karsilastirmasina gore II.
kontrol grubunda mutant “A” alleline rastlanmamustir.

Genotiplere gore gruplararasi lipid profilleri karsilastirildiginda, GA genotipi
(“A” alleli) tasimaya gore hasta grubunda I. kontrol grubuna gore total
kolesterol (p:0,013) ve LDL-kolesterol diizeyleri (p<0,05) istatistiksel olarak
anlamli yiiksek saptanmustir.

GG genotipi tasimaya gore ¢alisma gruplar ile lipid profilleri karsilastirildiginda
hasta grubunda I. kontrol grubuna gore total kolesterol, trigliserid ve LDL-

kolesterol diizeyleri anlaml yiiksek bulunmustur (p<0,001).
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v’ Hasta grubu II. kontrol grubuna gore biyokimyasal parametrelerle
karsilastirildiginda trigliserid, VLDL-kolesterol ve VKI hasta grubunda anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001).

v' Calisma gruplart cinsiyet ayrimina gore lipid profilleri agisindan
degerlendirildiginde, erkek c¢ocuklarda kiz ¢ocuklarma gore VKI’sinin
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu saptanmistir (p:0,038).

v' Hasta grubu igerisinde genotip ve lipid profilleri karsilagtirildiginda, GA
genotipi tastyanlarin GG genotipi tasiyanlara gore total kolesterol ve LDL-

kolesterol diizeyleri yiiksek bulunmustur.

Calismamizin sonucunda, obezite ve mutant A alleli tasiyan cocuklarda A
allelinin hiperlipidemi gelistirme riskini arttirabilecegi kanisma varilmistir. Ileriye
yonelik olarak hasta sayisinin arttiritlmasi ile calismanin istatistiksel anlamliliginin ve
bulgularin gecerliliginin artacagi diisiincesindeyiz.

Genis bir literatiir taramas1 yapilmasina ragmen, daha once ¢ocukluk ¢aginda
Apo B-100 geni EcoRI polimorfizmi ile lipid profilleri ve obezite iizerine yapilmis bir
calisgma olmadigindan calismamiz bu konuda Tiirk toplumunda yapilmis Oncii bir

calisma olma niteligi tagimaktadir.
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HAM VERILER

DNA DiZi ANALiZi SONUCLARI

[ Ornek 7]
Apo B-100 geni 12669. nukleotld (kodon 4154) (G)

120 130 140 160 180
AACGTGTITTGATGGCTTG GT %CG&GII%CIC%&G AATTCCAT AT GAAAGTC -‘%GC%ICIG-‘LII

U hm il mnm Iy

[Ornek 8]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

120 130 140 l 150 160 170 180
GTTIIGAT GGCT TG GT ACGAGTTACT CAAG AATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT GATTGACTC

[Ornek 12]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G/A)

120 130 150 160 170
TGAT GGCTTG GT -".CG-‘LGII-"CIC-",-‘LG AATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT GATTGA

e

L l.I|L
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[Ornek 13]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

l

130 140 150 160 170
TGTTTGATGGCTTIG GTACGAGT TACT CAAGAATTCCAT AT GAAAGTCAAGC

“U“hahhxillh“d‘ll,,m}lmhmn

[Ornek 15]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G/A)

130 140 lill 160 170
GGCTTG GT ACGAGTTACT CAANAATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT

[Ornek 18]
Apo B-100 geni 12669. nukleotid (kodon 4154) (G/A)

130 140 160 170
GGCTIGGT -".CG-‘LGII-ECIC-E-‘LG AATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATICT G

Wl
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[Ornek 19]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

|

130 140 130 160 170
GTITGATGGCTTIGGT ACGAGT TACT CAAG AATTCCAT AT GAAAGTCAAG

el .l i

[Ornek 20]

Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

130 140 lili 160 170

TT GATGGCTTG GT ACGAGTTACT CAAG AATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT G

[Ornek 27]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G/A)

130 140 150 160 170
TGAT GGCT IG GT ACGNGT TACT CAANAATTICCAT AT GAAAGTCAAGCATCT




[Ornek 29]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

130 140 l 150 160
TGGCTTG GTACGAGTTACTC AAG AATTCCAT AT GAAAGTCAAGC

[Ornek 30]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

140 130 l 160 170

TGGCTTG GTACGAGTTACT CAAGAATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATC

[Ornek 31]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

140 150 160 170
CTIGGTACGAGTTACT CAAGAATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT G

83



[Ornek 32]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

130 140 150 l 160 170
GTGTTT GATGGCTTG GTACGAGTTACT CAAGNATTCCAT AT GAAAGTCAAGC

[Ornek 52]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G/A)

130 140 15[I'l 160 170
TGGCTIGGTACGNG TTACT CAANAATTCCAT AT GAAAGTCAAGCAT

[Ornek 32]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

130 140 l 150 160 170
GGCTTGGT ACGAGT TACT CAAGNATTCCAT AT GAAAGTCAAGCATCT

g
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[Ornek 60]
Apo B-100 geni 12669. niikleotid (kodon 4154) (G)

150 160 l 170 180
TGGCTIG GT ACGAGTTACT CAAGAATTCCAT AT GAAAGTCAAGCAT




ISTATISTIiKSEL VERILER

Frequencies
Statistics
GRUP CINSIYET
N Valid 90 90
Missing 0 0
Frequency Table
GRUP
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid hasta 38 42,2 42,2 42,2
kontrol | 39 43,3 43,3 85,6
kontrol Il 13 14,4 14,4 100,0
Total 90 100,0 100,0
CINSIYET
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid  kadin 55 61,1 61,1 61,1
erkek 35 38,9 38,9 100,0
Total 90 100,0 100,0
T-Test Hasta ve 1. Kontrol
Group Statistics
Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
YAS kontrol | 39 11,4359 3,23464 ,51796
hasta 38 11,5000 3,61491 ,58642
KOLESTER  kontrol | 39 | 145,8718 18,00319 2,88282
hasta 38 | 181,7895 35,64704 5,78271
TRIGLISE kontrol | 39 80,3333 24,80379 3,97179
hasta 38 | 149,9211 64,53509 | 10,46897
HDL kontrol | 39 48,8462 10,34291 1,65619
hasta 38 49,5789 13,23924 2,14769
LDL kontrol | 39 82,0103 14,97028 2,39716
hasta 38 | 104,1053 26,25323 4,25884
VLDL kontrol | 39 20,4872 26,79441 4,29054
hasta 38 30,5000 13,35735 2,16685
VKISD kontrol | 39 6,2628 3,12832 ,50093
hasta 38 6,5168 3,10027 ,50293
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Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper

YAS Equal variances

assumed ,014 ,906 -,082 75 ,935 -,0641 ,78127 -1,62047 1,49227

Equal variances

not assumed -,082 73,621 ,935 -,0641 ,78241 -1,62322 1,49501
KOLESTER  Equal variances 4832 031 5,602 75 000 | 359177 | 641117 |-48,68939 |-23,14596

assumed

Equal variances

not assumed -5,659 54,404 ,000 -35,9177 6,46146 |-48,86991 |-22,96545
TRIGLISE  Equalvariances | 4 o7 001 6,276 75 000 | 69,5877 | 1108817 |-91,67648 |-47,49896

assumed

Equal variances

not assumed -6,215 47,460 ,000 -69,5877 11,19707 |-92,10756 |-47,06788
HDL Equal variances

assumed 1,789 ,185 -271 75 ,787 -,7328 2,70348 -6,11841 4,65282

Equal variances

not assumed -,270 69,991 ,788 -,7328 2,71211 -6,14194 4,67635
LDL Equal variances

assumed 5,195 ,025 -4,551 75 ,000 -22,0950 4,85449 | -31,76564 |-12,42437

Equal variances

not assumed -4,521 58,446 ,000 -22,0950 4,88713 |-31,87608 |-12,31394
VLDL Equal variances

assumed ,004 ,950 -2,067 75 ,042 -10,0128 4,84488 |-19,66432 -,36132

Equal variances

not assumed -2,083 56,108 ,042 -10,0128 4,80666 |-19,64131 -,38433
VKISD Equal variances

assumed ,077 ,782 -,358 75 ;721 -,2540 ,70992 -1,66826 1,16022

Equal variances

not assumed -,358 74,978 ;721 -,2540 ,70984 -1,66810 1,16006

T-Test Hasta ve II. Kontrol

Group Statistics

Std. Error

GRUP N Mean Std. Deviation Mean
YAS kontrol 11 13 8,1538 2,15430 ,59750
hasta 38 11,5000 3,61491 ,58642
KOLESTER  kontrol Il 13 | 161,5385 31,29061 8,67846
hasta 38 | 181,7895 35,64704 5,78271
TRIGLISE kontrol 11 13 86,6923 38,74572 | 10,74613
hasta 38 | 149,9211 64,53509 | 10,46897
HDL kontrol 11 13 54,5385 9,98845 2,77030
hasta 38 49,5789 13,23924 2,14769
LDL kontrol 11 13 88,8462 26,19747 7,26587
hasta 38 | 104,1053 26,25323 4,25884
VLDL kontrol 11 13 18,3077 6,19657 1,71862
hasta 38 30,5000 13,35735 2,16685
VKISD kontrol Il 13 ,1446 1,06135 ,29437
hasta 38 6,5168 3,10027 ,50293




Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
YAS Equal variances
assumed 2,335 ,133 -3,139 49 ,003 -3,3462 1,06585 | -5,48806 | -1,20425
Equal variances
not assumed -3,997 35,553 ,000 -3,3462 ,83719 | -5,04479 | -1,64752
KOLESTER Equal variances
assumed ,004 ,949 -1,820 49 ,075 -20,2510 11,12718 |-42,61191 2,10989
Equal variances
not assumed -1,942 23,518 ,064 -20,2510 10,42858 |-41,79792 1,29590
TRIGLISE Equal variances
assumed 1,074 ,305 -3,320 49 ,002 -63,2287 19,04270 | -101,496 |-24,96100
Equal variances
not assumed -4,215 35,280 ,000 -63,2287 15,00262 |-93,67704 |-32,78045
HDL Equal variances
assumed ,843 ,363 1,233 49 224 4,9595 4,02323 -3,12547 | 13,04449
Equal variances
not assumed 1,415 27,534 ,168 4,9595 3,50530 | -2,22625 | 12,14528
LDL Equal variances
assumed ,158 ,693 -1,810 49 ,076 -15,2591 8,43099 |-32,20182 1,68360
Equal variances
ot assumed -1,812 20,863 ,084 -15,2591 8,42203 |-32,78067 2,26245
VLDL Equal variances
assumed 3,506 ,067 -3,161 49 ,003 -12,1923 3,85741 |-19,94406 | -4,44055
Equal variances
not assumed -4,408 44,228 ,000 -12,1923 2,76566 |-17,76532 | -6,61929
VKISD Equal variances
assumed 8,145 ,006 -7,225 49 ,000 -6,3722 ,88191 -8,14449 | -4,59996
Equal variances
not assumed -10,935 48,972 ,000 -6,3722 ,58274 | -7,54331 -5,20114
T-Test I. Kontrol ve II. Kontrol
Group Statistics
Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
YAS kontrol Il 13 8,1538 2,15430 ,59750
kontrol | 39 11,4359 3,23464 ,51796
KOLESTER  kontrol Il 13 161,5385 31,29061 8,67846
kontrol | 39 | 145,8718 18,00319 2,88282
TRIGLISE kontrol Il 13 86,6923 38,74572 | 10,74613
kontrol | 39 80,3333 24,80379 3,97179
HDL kontrol Il 13 54,5385 9,98845 2,77030
kontrol | 39 48,8462 10,34291 1,65619
LDL kontrol Il 13 88,8462 26,19747 7,26587
kontrol | 39 82,0103 14,97028 2,39716
VLDL kontrol 1l 13 18,3077 6,19657 1,71862
kontrol | 39 20,4872 26,79441 4,29054
VKISD kontrol Il 13 ,1446 1,06135 ,29437
kontrol | 39 6,2628 3,12832 ,50093
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Independent Samples Test

89

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
YAS Equal variances
assumed 3,442 ,069 -3,404 50 ,001 -3,2821 ,96427 | -5,21884 | -1,34527
Equal variances
not assumed -4,151 31,241 ,000 -3,2821 ,79075 | -4,89429 | -1,66982
KOLESTER  Equal variances 7,812 007 2,230 50 030 | 156667 | 7,02605 | 155444 | 29,7889
assumed
Equal variances
not assumed 1,713 14,738 ,108 15,6667 9,14474 | -3,85514 | 35,18847
TRIGLISE Equal variances
assumed 5,322 ,025 ,690 50 ,493 6,3590 9,21464 [ -12,14918 | 24,86713
Equal variances
not assumed ,555 15,412 ,587 6,3590 11,45663 | -18,00357 | 30,72152
HDL Equal variances
assumed ,000 ,995 1,733 50 ,089 5,6923 3,28549 -,90680 | 12,29142
Equal variances
not assumed 1,764 21,253 ,092 5,6923 3,22762 | -1,01502 | 12,39964
LDL Equal variances
assumed 9,626 ,003 1,166 50 ,249 6,8359 5,86198 | -4,93823 | 18,61002
Equal variances
not assumed ,893 14,700 ,386 6,8359 7,65110 | -9,50111 | 23,17291
VLDL Equal variances
assumed ,522 473 -,289 50 774 -2,1795 7,54372 | -17,33150 | 12,97252
Equal variances
not assumed -,472 47,315 ,639 -2,1795 4,62195 | -11,47601 7,11703
VKISD Equal variances
assumed 5,630 ,022 -6,881 50 ,000 -6,1182 ,88914 [ -7,90409 | -4,33232
Equal variances
not assumed -10,530 49,924 ,000 -6,1182 ,568102 | -7,28526 | -4,95115
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
GRUP * GENOTIP 90 100,0% 0 ,0% 90 100,0%
GRUP * ALLELA 90 100,0% 0 ,0% 90 100,0%
GRUP * ALLELG 90 100,0% 0 ,0% 90 100,0%
GRUP * GENOTIP
Crosstab
GENOTIP
GG GA Total
GRUP hasta Count 34 4 38
% within GRUP 89,5% 10,5% 100,0%
kontrol |~ Count 35 4 39
% within GRUP 89,7% 10,3% 100,0%
kontrol Il Count 13 13
% within GRUP 100,0% 100,0%
Total Count 82 8 90
% within GRUP 91,1% 8,9% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 1,4842 2 476
Likelihood Ratio 2,626 2 ,269
Linear-by-Linear
Associat)i/on 876 1 349
N of Valid Cases 90

a. 3 cells (50,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 1,16.

GRUP * ALLEL A
Crosstab
ALLELA
GG GA+AA Total
GRUP hasta Count 34 4 38
% within GRUP 89,5% 10,5% 100,0%
kontrol I~ Count 35 4 39
% within GRUP 89,7% 10,3% 100,0%
kontrol Il Count 13 13
% within GRUP 100,0% 100,0%
Total Count 82 8 90
% within GRUP 91,1% 8,9% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 1,4842 2 ,476
Likelihood Ratio 2,626 2 ,269
Lmear_-by-Lmear 876 1 349
Association
N of Valid Cases 90

a. 3 cells (50,0%) have expected count less than 5. The

minimum expected count is 1,16.

GRUP * ALLEL G
Crosstab
ALLELG

GA+GG Total
GRUP hasta Count 38 38
% within GRUP 100,0% 100,0%
kontrol I Count 39 39
% within GRUP 100,0% 100,0%
kontrol Il Count 13 13
% within GRUP 100,0% 100,0%
Total Count 90 90
% within GRUP 100,0% 100,0%




Crosstabs

Case Processing Summary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
GRUP * GRUP2 39 43,3% 51 56,7% 90 100,0%
GRUP * GRUP2 Crosstabulation
GRUP2
chol tg chol+tg Total
GRUP  hasta Count 12 12 13 37
% within GRUP 32,4% 32,4% 35,1% 100,0%
kontrol Il Count 2 2
% within GRUP 100,0% 100,0%
Total Count 14 12 13 39
% within GRUP 35,9% 30,8% 33,3% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 3,7642 2 ,152
Likelihood Ratio 4,294 2 117
Linear-by-Linear
Association 2819 1 093
N of Valid Cases 39
a. 3 cells (50,0%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is ,62.
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
GRUP * ALLELA 90 100,0% 0 ,0% 90 100,0%
GRUP * ALLELG 90 100,0% 0 ,0% 90 100,0%
GRUP * ALLEL A
Crosstab
ALLELA
GG GA+AA Total
GRUP  hasta Count 34 4 38
% within GRUP 89,5% 10,5% 100,0%
kontrol | Count 35 4 39
% within GRUP 89,7% 10,3% 100,0%
kontrol Il Count 13 13
% within GRUP 100,0% 100,0%
Total Count 82 8 90
% within GRUP 91,1% 8,9% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 1,4842 2 476
Likelihood Ratio 2,626 2 ,269
puveesitl LY I I
N of Valid Cases 90

a. 3 cells (50,0%) have expected count less than 5. The

minimum expected count is 1,16.

GRUP * ALLEL G
Crosstab
ALLELG
GA+GG Total

GRUP hasta Count 38 38

% within GRUP 100,0% 100,0%

kontrol I Count 39 39

% within GRUP 100,0% 100,0%

kontrol I Count 13 13

% within GRUP 100,0% 100,0%

Total Count 90 90

% within GRUP 100,0% 100,0%

T-Test grup 1 — genotip - lipid
Group Statistics
Std. Error
ALLELA N Mean Std. Deviation Mean

YAS GA+AA 4 14,5000 1,73205 ,86603
GG 35 11,0857 3,19348 ,53980
KOLESTER GA+AA 4 | 145,2500 16,11159 8,05580
GG 35 | 145,9429 18,41985 3,11352
TRIGLISE GA+AA 4 77,0000 23,02173 | 11,51086
GG 35 80,7143 25,28609 4,27413
HDL GA+AA 4 50,0000 4,16333 2,08167
GG 35 48,7143 10,85620 1,83503
LDL GA+AA 4 80,5000 13,91642 6,95821
GG 35 82,1829 15,26722 2,58063
VLDL GA+AA 4 15,5000 4,43471 2,21736
GG 35 21,0571 28,23842 4,77316
VKISD GA+AA 4 5,3250 2,65318 1,32659
GG 35 6,3700 3,19395 ,53988




Independent Samples Test

93

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper

YAS Equal variances

assumed 2,194 ,147 2,086 37 ,044 3,4143 1,63657 ,09827 6,73030

Equal variances

not assumed 3,346 5,708 ,017 3,4143 1,02048 ,88595 5,94262
KOLESTER  Equal variances 547 464 -072 37 943 6929 | 962893 |-20,20293 | 18,81722

assumed

Equal variances

not assumed -,080 3,955 ,940 -,6929 8,63654 |-24,77870 | 23,39298
TRIGLISE  Equal variances 524 474 -,280 37 781 -3,7143 | 13,25308 |-30,56758 | 23,13900

assumed

Equal variances

not assumed -,302 3,878 778 -3,7143 12,27877 | -38,23365 | 30,80508
HDL Equal variances

assumed 2,913 ,096 ,233 37 ,817 1,2857 552821 | -9,91550 | 12,48693

Equal variances

not assumed ,463 8,995 ,654 1,2857 2,77501 -4,99235 7,56378
LDL Equal variances

assumed ,101 ,752 -,210 37 ,835 -1,6829 8,00258 |-17,89762 | 14,53190

Equal variances

not assumed -,227 3,876 ,832 -1,6829 7,42134 |-22,55132 | 19,18561
VLDL Equal variances 327 571 389 37 700 55571 | 14,30274 |-34,53725 | 2342297

assumed 3 il Ty il 9, 3 a £l il

Equal variances

not assumed -1,056 32,896 ,299 -5,5571 5,26306 |-16,26620 5,15192
VKISD Equal variances

assumed ,152 ,699 -,628 37 ,534 -1,0450 1,66444 -4,41748 2,32748

Equal variances

not assumed -,730 4,066 ,505 -1,0450 1,43224 | -4,99614 2,90614

T-Test grup 0 - genotip - lipid
Group Statistics
Std. Error

ALLELA N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA+AA 4 10,7500 2,21736 1,10868

GG 34 11,5882 3,75877 ,64462
KOLESTER GA+AA 4 | 196,5000 23,17326 | 11,58663

GG 34 | 180,0588 36,69608 6,29333
TRIGLISE GA+AA 4 | 122,2500 69,84924 | 34,92462

GG 34 | 153,1765 64,20539 | 11,01113
HDL GA+AA 4 59,7500 13,81726 6,90863

GG 34 48,3824 12,85116 2,20396
LDL GA+AA 4 | 115,0000 22,80351 | 11,40175

GG 34 | 102,8235 26,63499 4,56786
VLDL GA+AA 4 21,5000 10,90871 5,45436

GG 34 31,5588 13,35118 2,28971
VKISD GA+AA 4 6,0325 1,57169 ,78585

GG 34 6,5738 3,24352 ,55626
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Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper

YAS Equal variances

assumed 781 -383 -,434 36 667 -,8382 1,93213 | -4,75678 | 3,08031

Equal variances

not assumed -,654 5,316 ,541 -,8382 1,28246 | -4,07682 2,40035
KOLESTER  Equal variances ,251 ,619 ,870 36 ,390 16,4412 18,90517 | -21,90029 | 54,78264

assumed

Equal variances

not assumed 1,247 4,992 ,268 16,4412 13,18544 | -17,47003 | 50,35239
TRIGLISE Equal variances 418 ,522 -,904 36 372 -30,9265 34,19714 -100,281 38,42855

assumed

Equal variances

not assumed -,845 3,623 ,451 -30,9265 36,61931 -136,912 | 75,05901
HDL Equal variances

assumed ,152 ,699 1,663 36 ,105 11,3676 6,83706 -2,49856 | 25,23385

Equal variances

not assumed 1,568 3,638 ,199 11,3676 7,25166 -9,58077 | 32,31606
LDL Equal variances

assumed ,016 ,900 875 36 ,388 12,1765 13,92158 | -16,05780 | 40,41074

Equal variances

not assumed ,991 4,031 377 12,1765 12,28273 | -21,82312 | 46,17606
VLDL Equal variances

assumed 1086 771 -1,445 36 ,157 | -10,0588 6,95892 | -24,17217 | 4,05452

Equal variances

not assumed -1,700 4,139 162 | -10,0588 591547 | -26,26777 | 6,15012
VKISD Equal variances

assumed 2419 ;129 -,326 36 746 -5413 1,65894 | -3.90581 | 2,82316

Equal variances

not assumed -,562 6,609 ,593 -,5413 ,96280 | -2,84560 1,76295

T- Test grup 0
Group Statistics

Std. Error

ALLELG N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA+GG 38 11,5000 3,61491 ,58642
AA 02 , , s
KOLESTER GA+GG 38 181,7895 35,64704 5,78271
AA 02 , , s
TRIGLISE GA+GG 38 | 149,9211 64,53509 | 10,46897
AA 02 , , s
HDL GA+GG 38 49,5789 13,23924 2,14769
AA 02 , , s
LDL GA+GG 38 | 104,1053 26,25323 4,25884
AA 02 , , s
VLDL GA+GG 38 30,5000 13,35735 2,16685
AA 02 , , s
VKISD GA+GG 38 6,5168 3,10027 ,50293
AA 02 , , ;

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.



T-Test grup 1

Group Statistics

Std. Error

ALLELG N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA+GG 39 11,4359 3,23464 ,51796
AA 02 , , ,
KOLESTER GA+GG 39 | 145,8718 18,00319 2,88282
AA 02 , , ,
TRIGLISE GA+GG 39 80,3333 24,80379 3,97179
AA 02 , , ,
HDL GA+GG 39 48,8462 10,34291 1,65619
AA 02 , , ,
LDL GA+GG 39 82,0103 14,97028 2,39716
AA 02 , , ,
VLDL GA+GG 39 20,4872 26,79441 4,29054
AA 02 , , ,
VKISD GA+GG 39 6,2628 3,12832 ,50093
AA 02 , , ,

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.

T-Test grup1

Group Statistics

Std. Error

GENOTIP N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA 4 14,5000 1,73205 ,86603
GG 35 11,0857 3,19348 ,53980
KOLESTER GA 4 | 145,2500 16,11159 8,05580
GG 35 | 145,9429 18,41985 3,11352
TRIGLISE GA 4 77,0000 23,02173 | 11,51086
GG 35 80,7143 25,28609 4,27413
HDL GA 4 50,0000 4,16333 2,08167
GG 35 48,7143 10,85620 1,83503
LDL GA 4 80,5000 13,91642 6,95821
GG 35 82,1829 15,26722 2,58063
VLDL GA 4 15,5000 4,43471 2,21736
GG 35 21,0571 28,23842 4,77316
VKISD GA 4 5,3250 2,65318 1,32659
GG 35 6,3700 3,19395 ,53988
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Independent Samples Test
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Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference Difference Lower Upper
YAS Equal variances
assumed 2,194 147 2,086 37 ,044 3,4143 1,63657 ,09827 6,73030
Equal variances
not assumed 3,346 5,708 ,017 3,4143 1,02048 ,88595 5,94262
KOLESTER Equal variances
assumed 547 464 -072 37 ,943 -,6929 9,62893 | -20,20293 | 18,81722
Equal variances
not assumed -,080 3,955 ,940 -,6929 8,63654 | -24,77870 | 23,39298
TRIGLISE Equal variances
assumed ,524 474 -,280 37 ,781 -3,7143 13,25308 | -30,56758 | 23,13900
Equal variances
not assumed -,302 3,878 778 -3,7143 12,27877 | -38,23365 | 30,80508
HDL Equal variances
assumed 2,913 ,096 ,233 37 ,817 1,2857 5,52821 -9,91550 | 12,48693
Equal variances
not assumed ,463 8,995 ,654 1,2857 2,77501 -4,99235 7,56378
LDL Equal variances
assumed ,101 ,752 -,210 37 ,835 -1,6829 8,00258 | -17,89762 | 14,53190
Equal variances
not assumed -,227 3,876 ,832 -1,6829 7,42134 | -22,55132 | 19,18561
VLDL Equal variances
assumed 327 571 -,389 37 ;700 55571 | 14,30274 | -34,53725 | 23,42207
Equal variances
not assumed -1,056 32,896 ,299 -5,5571 5,26306 | -16,26620 5,15192
VKISD Equal variances
assumed ,152 ,699 -,628 37 ,534 -1,0450 1,66444 -4,41748 2,32748
Equal variances
not assumed -,730 4,066 ,505 -1,0450 1,43224 -4,99614 2,90614
T-Test grup 0
Group Statistics
Std. Error
GENOTIP N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA 4 10,7500 2,21736 1,10868
GG 34 11,5882 3,75877 ,64462
KOLESTER GA 4 | 196,5000 23,17326 | 11,58663
GG 34 | 180,0588 36,69608 6,29333
TRIGLISE GA 4 | 122,2500 69,84924 | 34,92462
GG 34 | 153,1765 64,20539 | 11,01113
HDL GA 4 59,7500 13,81726 6,90863
GG 34 48,3824 12,85116 2,20396
LDL GA 4 | 115,0000 22,80351 11,40175
GG 34 | 102,8235 26,63499 4,56786
VLDL GA 4 21,5000 10,90871 5,45436
GG 34 31,5588 13,35118 2,28971
VKISD GA 4 6,0325 1,57169 ,78585
GG 34 6,5738 3,24352 ,55626




Independent Samples Test
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Levene's Test for

Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference Difference Lower Upper
YAS Equal variances
assumed ,781 ,383 -,434 36 ,667 -,8382 1,93213 | -4,75678 3,08031
Equal variances
not assumed -,654 5,316 ,541 -,8382 1,28246 | -4,07682 2,40035
KOLESTER  Equal variances 251 619 870 36 390 | 164412 | 1890517 |-21,90029 | 54,78264
assumed
Equal variances
not assumed 1,247 4,992 ,268 16,4412 13,18544 | -17,47003 | 50,35239
TRIGLISE Equal variances
assumed ,418 ,522 -,904 36 372 -30,9265 34,19714 -100,281 38,42855
Equal variances
not assumed -,845 3,623 ,451 -30,9265 36,61931 -136,912 | 75,05901
HDL Equal variances
assumed ,152 ,699 1,663 36 ,105 11,3676 6,83706 -2,49856 | 25,23385
Equal variances
not assumed 1,568 3,638 ,199 11,3676 7,25166 -9,58077 | 32,31606
LDL Equal variances
assumed ,016 ,900 ,875 36 ,388 12,1765 13,92158 | -16,05780 | 40,41074
Equal variances
not assumed ,991 4,031 377 12,1765 12,28273 | -21,82312 | 46,17606
VLDL Equal variances
assumed ,086 771 -1,445 36 157 | -10,0588 6,95892 | -24,17217 | 4,05452
Equal variances
not assumed -1,700 4,139 ,162 -10,0588 5,91547 | -26,26777 6,15012
VKISD Equal variances
assumed 2,419 129 -,326 36 ,746 -,5413 1,65894 | -3,90581 2,82316
Equal variances
not assumed -,562 6,609 ,593 -,5413 ,96280 | -2,84560 1,76295
T-Test grup 2
Group Statistics
Std. Error
GENOTIP N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA 02 s s s
GG 13 8,1538 2,15430 ,59750
KOLESTER GA 02 s s s
GG 13 | 161,5385 31,29061 8,67846
TRIGLISE GA 02 s s s
GG 13 86,6923 38,74572 | 10,74613
HDL GA 02 s s s
GG 13 54,5385 9,98845 2,77030
LDL GA 02 s s s
GG 13 88,8462 26,19747 7,26587
VLDL GA 02 s s s
GG 13 18,3077 6,19657 1,71862
VKISD GA 02 s s s
GG 13 ,1446 1,06135 ,29437

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.




T-Test grup 2 Allel A

Group Statistics

Std. Error

ALLELA N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA+AA 02 , , ,
GG 13 8,1538 2,15430 ,59750
KOLESTER GA+AA 02 , , ,
GG 13 | 161,5385 31,29061 8,67846
TRIGLISE GA+AA 02 , , ,
GG 13 86,6923 38,74572 | 10,74613
HDL GA+AA 02 , , ,
GG 13 54,5385 9,98845 2,77030
LDL GA+AA 02 , , ,
GG 13 88,8462 26,19747 7,26587
VLDL GA+AA 02 , , ,
GG 13 18,3077 6,19657 1,71862
VKISD GA+AA 02 , , ,
GG 13 ,1446 1,06135 ,29437

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.

T-Test grup 2 Allel G

Group Statistics

Std. Error

ALLELG N Mean Std. Deviation Mean
YAS GA+GG 13 8,1538 2,15430 ,59750
AA 02 , , ;
KOLESTER GA+GG 13 | 161,5385 31,29061 8,67846
AA 02 , , ,
TRIGLISE GA+GG 13 86,6923 38,74572 10,74613
AA 02 , , ;
HDL GA+GG 13 54,5385 9,98845 2,77030
AA 02 , , ,
LDL GA+GG 13 88,8462 26,19747 7,26587
AA 02 , , ,
VLDL GA+GG 13 18,3077 6,19657 1,71862
AA 02 , , ,
VKISD GA+GG 13 ,1446 1,06135 ,29437
AA 02 , , ,

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.
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Descriptives tiim grup

Descriptive Statistics

N Minimum | Maximum Mean Std. Deviation
YAS 90 2,00 20,00 10,9889 3,44946
KOLESTER 90 53,00 245,00 | 163,3000 32,83580
TRIGLISE 90 26,00 385,00 | 110,6333 57,80643
HDL 90 24,00 80,00 49,9778 11,64742
LDL 90 49,00 170,00 92,3267 24,13295
VLDL 90 4,00 178,00 24,4000 20,34467
VKISD 90 -1,15 17,59 5,4863 3,63479
Valid N (listwise) 90
Frequencies hasta
Statistics
CINSIYET
N Valid 38
Missing 0
CINSIYET
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid kadin 26 68,4 68,4 68,4
erkek 12 31,6 31,6 100,0
Total 38 100,0 100,0
Frequencies
Statistics
CINSIYET
N Valid 39
Missing 0
CINSIYET
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid kadin 24 61,5 61,5 61,5
erkek 15 38,5 38,5 100,0
Total 39 100,0 100,0




Frequencies kontrol 2

100

Statistics
CINSIYET
N  Valid 13
Missing 0
CINSIYET
Cumulative
Frequency | Percent | Valid Percent Percent
Valid kadin 5 38,5 38,5 38,5
erkek 8 61,5 61,5 100,0
Total 13 100,0 100,0
T-Test hasta ve kontroll GA tasiyanlarda lipid
Group Statistics
Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER  kontrol | 4 | 145,2500 16,11159 8,05580
hasta 4 | 196,5000 23,17326 11,58663
TRIGLISE kontrol | 4 77,0000 23,02173 11,51086
hasta 4 | 122,2500 69,84924 | 34,92462
HDL kontrol | 4 50,0000 4,16333 2,08167
hasta 4 59,7500 13,81726 6,90863
LDL kontrol | 4 80,5000 13,91642 6,95821
hasta 4 | 115,0000 22,80351 11,40175
VLDL kontrol | 4 15,5000 4,43471 2,21736
hasta 4 21,5000 10,90871 5,45436
VKISD kontrol | 4 5,3250 2,65318 1,32659
hasta 4 6,0325 1,57169 ,78585
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Variances ttest for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
KOLESTER Equal variances
assumed 2,502 ,165 -3,632 6 ,011 -51,2500 14,11190 |-85,78059 |-16,71941
Equal variances
not assumed -3,632 5,351 ,013 -51,2500 14,11190 |-86,82163 |-15,67837
TRIGLISE Equal variances
assumed 18,773 ,005 -1,231 6 ,265 -45,2500 36,77267 | -135,229 | 44,72948
Equal variances
not assumed -1,231 3,644 ,292 -45,2500 36,77267 | -151,402 | 60,90155
HDL Equal variances
assumed 25,171 ,002 -1,351 6 ,225 -9,7500 7,21543 |-27,40553 7,90553
Equal variances
not assumed -1,351 3,540 ,256 -9,7500 7,21543 |-30,85209 | 11,35209
LDL Equal variances
assumed 4,860 ,070 -2,5683 6 ,042 -34,5000 13,35727 |-67,18406 | -1,81594
Equal variances
not assumed -2,5683 4,962 ,050 -34,5000 13,35727 |-68,91433 -,08567
VLDL Equal variances
assumed 3,846 ,098 -1,019 6 ,347 -6,0000 5,88784 |-20,40703 8,40703
Equal variances
not assumed -1,019 3,965 ,366 -6,0000 5,88784 |-22,40395 | 10,40395
VKISD Equal variances
assumed ,814 ,402 -,459 6 ,662 -,7075 1,54188 | -4,48035 3,06535
Equal variances
not assumed -,459 4,875 ,666 -,7075 1,54188 | -4,70189 3,28689




T-Test Hasta ve I. Kontrol GG tasiyanlarda lipid

Group Statistics

101

Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER  kontrol | 35 | 145,9429 18,41985 3,11352
hasta 34 | 180,0588 36,69608 6,29333
TRIGLISE kontrol | 35 80,7143 25,28609 4,27413
hasta 34 | 153,1765 64,20539 | 11,01113
HDL kontrol | 35 48,7143 10,85620 1,83503
hasta 34 48,3824 12,85116 2,20396
LDL kontrol | 35 82,1829 15,26722 2,58063
hasta 34 | 102,8235 26,63499 4,56786
VLDL kontrol | 35 21,0571 28,23842 4,77316
hasta 34 31,5588 13,35118 2,28971
VKISD kontrol | 35 6,3700 3,19395 ,53988
hasta 34 6,5738 3,24352 ,55626
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
KOLESTER  Equal variances 4,752 1033 -4,902 67 ,000 | -34,1160 | 695995 | -48,00808 | -20,22385
assumed
Equal variances
not assumed -4,859 48,322 ,000 -34,1160 7,02139 | -48,23100 | -20,00093
TRIGLISE  Equal variances 8,236 ,005 -6,201 67 000 | 72,4622 | 1168515 | -95,78584 | -49,13853
assumed
Equal variances
not assumed -6,135 42,751 ,000 -72,4622 11,81157 | -96,28649 | -48,63787
HDL Equal variances
assumed ,959 ,331 ,1116 67 ,908 ,3319 2,86084 -5,37834 6,04220
Equal variances
not assumed ,1116 64,519 ,908 ,3319 2,86789 -5,39644 6,06031
LDL Equal variances
assumed 4,799 ,032 -3,964 67 ,000 -20,6407 5,20757 [ -31,03502 | -10,24632
Equal variances
not assumed -3,934 52,260 ,000 -20,6407 5,24643 | -31,16716 | -10,11419
VLDL Equal variances
assumed 063 803 -1,965 67 054 | -10,5017 | 534359 | -21,16753 | 16416
Equal variances
not assumed -1,984 48,787 ,063 -10,5017 5,29395 | -21,14144 ,13808
VKISD Equal variances
assumed ,297 ,587 -,263 67 ,793 -,2038 , 77499 -1,75072 1,34307
Equal variances
not assumed -,263 66,866 ,793 -,2038 77517 -1,75113 1,34348

T-Test II. Kontrol ve Hasta GA tasiyanlarda lipid

Group Statistics

Std. Error

GRUP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER  kontrol Il 02 s , )
hasta 4 | 196,5000 23,17326 | 11,58663
TRIGLISE kontrol Il 02 s s s
hasta 4 | 122,2500 69,84924 | 34,92462
HDL kontrol Il 02 s s s
hasta 4 59,7500 13,81726 6,90863
LDL kontrol Il 02 s s s
hasta 4 | 115,0000 22,80351 | 11,40175
VLDL kontrol Il 02 s s s
hasta 4 21,5000 10,90871 5,45436
VKISD kontrol Il 02 , , ,
hasta 4 6,0325 1,57169 ,78585

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.




T-Test I1. Kontrol ve Hasta GG tasiyanlarda lipid
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Group Statistics
Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER  kontrol Il 13 | 161,5385 31,29061 8,67846
hasta 34 | 180,0588 36,69608 6,29333
TRIGLISE kontrol Il 13 86,6923 38,74572 10,74613
hasta 34 153,1765 64,20539 11,01113
HDL kontrol Il 13 54,5385 9,98845 2,77030
hasta 34 48,3824 12,85116 2,20396
LDL kontrol Il 13 88,8462 26,19747 7,26587
hasta 34 102,8235 26,63499 4,56786
VLDL kontrol 1l 13 18,3077 6,19657 1,71862
hasta 34 31,5588 13,35118 2,28971
VKISD kontrol II 13 ,1446 1,06135 ,29437
hasta 34 6,5738 3,24352 ,55626
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
KOLESTER  Equal variances
assumed ,004 ,950 -1,607 45 115 -18,5204 11,52258 | -41,72804 4,68731
Equal variances
not assumed -1,728 25,386 ,096 -18,5204 10,72015 | -40,58189 3,54116
TRIGLISE Equal variances
assumed ,862 ,358 -3,485 45 ,001 -66,4842 19,07940 -104,912 | -28,05627
Equal variances
not assumed -4,321 35,997 ,000 -66,4842 15,38585 | -97,68820 | -35,28012
HDL Equal variances
assumed ,935 ,339 1,653 45 127 6,1561 3,96326 -1,82631 14,13853
Equal variances
not assumed 1,739 27,929 ,093 6,1561 3,54005 | -1,09619 | 13,40841
LDL Equal variances
assumed ,109 ,743 -1,616 45 113 -13,9774 8,64759 | -31,39452 3,43977
Equal variances
not assumed -1,629 22,104 118 -13,9774 8,58244 | -31,77139 3,81664
VLDL Equal variances
assumed 3,490 ,068 -3,423 45 ,001 -13,2511 3,87154 | -21,04882 -5,45344
Equal variances
not assumed -4,629 43,067 ,000 -13,2511 2,86294 | -19,02454 -7,47773
VKISD Equal variances
assumed 9,707 ,003 -6,964 45 ,000 -6,4292 ,92321 -8,28864 -4,56977
Equal variances
not assumed -10,216 44,478 ,000 -6,4292 ,62934 -7,69718 -5,16123

T-Test 1. Kontrol ve II. Kontrol GA tasiyanlarda lipid

Group Statistics

Std. Error

GRUP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER  kontrol | 4 | 145,2500 16,1159 8,05580
kontrol Il 02 s s )
TRIGLISE kontrol | 4 77,0000 23,02173 | 11,51086
kontrol Il 0?2 5 , s
HDL kontrol | 4 50,0000 4,16333 2,08167
kontrol Il 02 s s )
LDL kontrol | 4 80,5000 13,91642 6,95821
kontrol II 02 s s s
VLDL kontrol | 4 15,5000 4,43471 2,21736
kontrol Il 0?2 5 , s
VKISD kontrol | 4 5,3250 2,65318 1,32659
kontrol Il 02 , 5 5

a. t cannot be computed because at least one of the groups is empty.



T-Test 1. Kontrol ve II. Kontrol GG tasiyanlarda lipid

Group Statistics
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Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER  kontrol | 35 145,9429 18,41985 3,11352
kontrol Il 13 | 161,5385 31,29061 8,67846
TRIGLISE kontrol | 35 80,7143 25,28609 4,27413
kontrol Il 13 86,6923 38,74572 | 10,74613
HDL kontrol | 35 48,7143 10,85620 1,83503
kontrol Il 13 54,5385 9,98845 2,77030
LDL kontrol | 35 82,1829 15,26722 2,58063
kontrol Il 13 88,8462 26,19747 7,26587
VLDL kontrol | 35 21,0571 28,23842 4,77316
kontrol Il 13 18,3077 6,19657 1,71862
VKISD kontrol | 35 6,3700 3,19395 ,53988
kontrol Il 13 ,1446 1,06135 ,29437
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
KOLESTER Eg::r'n‘;z”ances 6,702 013 2,134 46 038 | -155956 |  7,30761 | -30,30506 | -,88615
Egt“:'s;’i;‘::es 1,691 15,199 A11 | 155956 |  9,22007 | -35,22532 | 4,03411
TRIGLISE Sssufr'n"ez"ames 4,622 037 626 46 534 59780 |  9,54830 | -25,19775 | 13,24170
Egt“:'s;’j:%r:es 517 15,956 612 59780 | 11,56492 | -30,50006 | 18,54401
HDL Eg::rln\;zriances ,079 779 -1,686 46 ,099 -5,8242 3,45478 | -12,77828 1,12993
Egt“aaL;’j;aezceS 1753 | 23,260 093 -5,8242 | 3,32294 |-12,69394 | 1,04559
LDL Eg::r'n‘;z”ances 8,411 1006 1,005 46 279 65,6633 |  6,08788 |-18,91756 | 5,59096
Egt“:'s;’i;‘::es -,864 15,133 401 -6,6633 |  7,71055 |-23,08532 | 9,75873
VLDL Sssufr'n"ez"ames 662 420 346 46 731 27495 |  7,95198 | -13,25706 | 18,75596
Egtusls;ls,:iqilces 542 | 41415 591 27495 | 507314 | -7,49285 | 12,99175
VKISD Egs“:r'n‘;z”ances 5,361 025 6,848 46 ,000 6,2254 190009 | 4,39549 | 8,05528
Egt“aaL;’j;aezces 10,124 | 45761 ,000 6,2254 61491 | 4,98746 | 7,46331
T-Test Hasta ve 1. Kontrol
Group Statistics
Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
TOTHDL hasta 38 3,9619 1,14274 ,18538
kontrol | 39 3,0908 ,63234 ,10126
Independent Samples Test
Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
TOTHDL Eg:fr'n"e?j”a”m 5,178 026 4,153 75 ,000 8711 20976 | 45324 | 1,28896
ng:g;’j;i’;ces 4124 | 57,397 ,000 8711 21123 | 44819 | 1,29401
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T-Test Hasta ve II. Kontrol

Group Statistics
Std. Error
GRUP N Mean Std. Deviation Mean
TOTHDL hasta 38 3,9619 1,14274 ,18538
kontrol Il 13 2,9948 ,48663 ,13497

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference Difference Lower Upper

TOTHDL Equal variances

assumed 3,653 ,062 2,946 49 ,005 ,9671 ,32831 ,30732 1,62684

Equal variances

not assumed 4,217 46,412 ,000 ,9671 ,22931 ,50562 1,42854

T-Test I. Kontrol ve II. Kontrol

Group Statistics

Std. Error

GRUP N Mean Std. Deviation Mean
TOTHDL  kontrol | 39 3,0908 ,63234 ,10126
kontrol Il 13 2,9948 ,48663 ,13497

Independent Samples Test

Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference Difference Lower Upper

TOTHDL  Equal variances

assumed ,765 ,386 ,499 50 ,620 ,0960 ,19235 -,29036 ,48232

Equal variances

not assumed ,569 26,644 574 ,0960 ,16873 -,25043 ,44240

Descriptives
Descriptive Statistics
N Minimum | Maximum Mean Std. Deviation

TOTHDL 90 1,68 7,66 3,4447 ,97170
Valid N (listwise) 90




T-Test Hasta
Group Statistics

Std. Error

GENOTIP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER GG 34 | 183,8235 29,03130 4,97883
GA 4 | 196,5000 23,17326 | 11,58663
TRIGLISE GG 34 | 153,1765 64,20539 | 11,01113
GA 4 | 122,2500 69,84924 | 34,92462
HDL GG 34 48,3824 12,85116 2,20396
GA 4 59,7500 13,81726 6,90863
LDL GG 34 | 102,8235 26,63499 4,56786
GA 4 | 115,0000 22,80351 | 11,40175
VLDL GG 34 31,5588 13,35118 2,28971
GA 4 21,5000 10,90871 5,45436
VKISD GG 34 6,5738 3,24352 ,55626
GA 4 6,0325 1,57169 ,78585
TOTHDL GG 34 4,0251 1,16434 ,19968
GA 4 3,4246 ,87347 ,43674

Independent Samples Test
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Levene's Test for
Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper
KOLESTER  Equal variances 063 803 -,839 36 407 | 12,6765 | 1511199 |-43,32500 | 17,97206
assumed
Equal variances
not assumed -1,005 4,197 ,369 -12,6765 12,61106 | -47,05119 | 21,69824
TRIGLISE  Equal variances 418 522 904 36 372 | 309265 | 3419714 |-38,42855 |100,28149
assumed
Equal variances
not assumed ,845 3,623 ,451 30,9265 36,61931 | -75,05901 |136,91196
HDL Equal variances
assumed ,152 ,699 -1,663 36 ,105 -11,3676 6,83706 | -25,23385 2,49856
Equal variances
not assumed -1,568 3,638 ,199 -11,3676 7,25166 | -32,31606 9,58077
LDL Equal variances
assumed ,016 ,900 -,875 36 ,388 -12,1765 13,92158 | -40,41074 | 16,05780
Equal variances
not assumed -,991 4,031 377 -12,1765 12,28273 | -46,17606 | 21,82312
VLDL Equal variances
assumed ,086 771 1,445 36 157 10,0588 6,95892 | -4,05452 | 24,17217
Equal variances
not assumed 1,700 4,139 ,162 10,0588 5,91547 -6,15012 | 26,26777
VKISD Equal variances
assumed 2,419 ,129 ,326 36 ,746 ,5413 1,65894 -2,82316 3,90581
Equal variances
not assumed ,562 6,609 ,693 ,5413 ,96280 -1,76295 2,84560
TOTHDL Equal variances
assumed ,120 731 ,994 36 327 ,6005 ,60415 -,62480 1,82573
Equal variances
not assumed 1,250 4,368 274 ,6005 ,48022 -,68968 1,89062
T-Test I. Kontrol
Group Statistics
Std. Error
GENOTIP N Mean Std. Deviation Mean
KOLESTER GG 35 | 145,9429 18,41985 3,11352
GA 4 145,2500 16,1159 8,05580
TRIGLISE GG 35 80,7143 25,28609 4,27413
GA 4 77,0000 23,02173 11,51086
HDL GG 35 48,7143 10,85620 1,83503
GA 4 50,0000 4,16333 2,08167
LDL GG 35 82,1829 15,26722 2,58063
GA 4 80,5000 13,91642 6,95821
VLDL GG 35 21,0571 28,23842 4,77316
GA 4 15,5000 4,43471 2,21736
VKISD GG 35 6,3700 3,19395 ,53988
GA 4 5,3250 2,65318 1,32659
TOTHDL GG 35 3,119 ,66203 ,11190
GA 4 2,9058 ,21611 ,10805




Independent Samples Test
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Levene's Test for

Equality of Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence
Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) | Difference | Difference Lower Upper

KOLESTER  Equalvariances 547 464 ,072 37 ,943 ,6929 9,62893 |(-18,81722 | 20,20293

assumed

Equal variances

not assumed ,080 3,955 ,940 ,6929 8,63654 |(-23,39298 | 24,77870
TRIGLISE Equal variances

assumed 1524 474 ,280 37 ,781 3,7143 13,25308 |-23,13900 | 30,56758

Equal variances

not assumed ,302 3,878 ;778 3,7143 12,27877 |-30,80508 | 38,23365
HDL Equal variances

assumed 2,913 ,096 -,233 37 817 -1,2857 5,52821 (-12,48693 9,91550

Equal variances

not assumed -,463 8,995 ,654 -1,2857 277501 | -7,56378 4,99235
LDL Equal variances

assumed 101 ,752 210 37 ,835 1,6829 8,00258 |(-14,53190 | 17,89762

Equal variances

not assumed 227 3,876 832 1,6829 7,42134 [-19,18561 | 22,55132
VLDL Equal variances

assumed ,327 ,571 ,389 37 700 5,5571 14,30274 | -23,42297 | 34,53725

Equal variances

not assumed 1,056 32,896 ,299 5,5571 5,26306 -5,15192 | 16,26620
VKiSD Equal variances

assumed 152 ,699 ,628 37 534 1,0450 1,66444 -2,32748 4,41748

Equal variances

not assumed ,730 4,066 ,505 1,0450 1,43224 -2,90614 4,99614
TOTHDL Equal variances

assumed 2,839 ;100 613 37 544 2061 33653 | -47573 ,88800

Equal variances

not assumed 1825 | 11,699 210 2061 15556 | -,13377 54604
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FORMLAR
HASTA TAKiP FORMU
MOLEKULER TIP ANABILiM DALI

Protokol:
Tarih:
Hasta no:

OBEZITE HASTALARI iCiN CALISMA PROTOKOLU

OBEZITE FORMU

Ad1 Soyada:
Cins:

Dogum tarihi:

Muayene tarihi:

Muayene yasi:

TANI:

Boy:

Tarti:

Bel cevresi:

VKi:

FM (patolojik bulgular):
Kan basinci:

Puberte durumu:

Laboratuvar bulgular:
Kolesterol:
Trigliserid:
HDL.:

LDL:

VLDL:

Aclik kan sekeri:
Insulin (aghkta):
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Cahsma grubu:
1. Alinma Kkriterleri:
VKI > 85 persantil
Lipidler: Trigliserid: > 95.P
Kolesterol: > 95.P
HDL-kolesterol: < 5.P
LDL-kolesterol: > 95. P
2. Tamlar:
Basit obezite
Konjenital adrenal hiperplazi
Polikistik over sendromu
Fonksyonel ovarien hiperandrojenemi
3. Yas:
Kiz  :8-15
Erkek :9-16
4. Dislama kriterleri:
- Endojen obezite
- Sendromik obezite (Prader Willi, Laurence-Moon-Biedle-Bardet sendromu vb)
Obez- kontrol grubu:
VKI > 85 persantil
Lipidler: Trigliserid: < 95.P

Kolesterol: < 95.p
HDL-kolesterol: >5.P
LDL- kolesterol: < 95.P
Benzer yas ve cinste eslesmis; tanilari eslesmis

Saghikl — kontrol grubu:

VKI: 5-85 persantil arasi

Benzer yas ve cinste eslesmis

Saglikli cocuk ve ergenler

Lipidler: Trigliserid: < 95.P
Kolesterol: < 95.p
HDL-kolesterol: >5.P
LDL- kolesterol: < 95.P
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ETiK KURUL KARARI

1.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTES]

DEKANLIGI
Yere! Etik Kurulu

Say : 2471 . Tarin @ 23/10/2007

Konu : Prof.Dr.Turgay iSBIR hk,

iSTANBUL TIP FAKOLTESI DEKANLIGI'NA
figi : Rekidrliain, 03.07.2007 tarihli, 30516 sayih yazisi,

Soru_ml_g_a_rg§trnq}@m_'llr_\ilersitemi;y@gﬁgﬁ\@gij‘lp Arastirma Enstitist Molekitter Tip Anabilim Dali

Ogretim Uyesi Prof.Dr. Turgay [SBIR'N Gstlendigi ve Tipta Uzmanlik Ogrencisi Bio.Ozlem TIMIRCI'nin
yuritecegi 2007/1717 dosya no'lu "Hiperlipidemi olan obez cocuklarda denatire gradient jel elektroforez
yontemi ile apo B-100 EcoR} polimorfizmi ile LDL alt gruplarinin arstinimas!” baglikli tez caligmasi
Arastirma Fonundan desteklenmek sarti ile kurulumuzun 12.09.2007 tarihli, 08 say!l toplantisinda
onaylanmis olup, tutanaklar ekfe sunulmustur.

Rektorlik Kanali ile Universitemiz Deneysel Tip Aragtirma Enstitist Molekuler Tip Anabilim Dalt
Ogretim Uyesi Prof.Dr.Turgay iSRiR'e iletilebilmesi hususunda geregini saygilarimia arz ederim.

‘.‘\2’ ‘
ek
Prof.Dr~Zafer AR}

istanbul Tip Fakiiltesi
Etik Kurui Bagkani

Eki: Tutanak
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ISTANBUL TIP FAKULTES]
YEREL ETIK KURUL TUTANAG)

Toplant: Tarihi : 12/09/2007
Toplanti Yeri : Behget Kittiphanesi Etik Kurul Toplanti Salonu

Toplantr Sayisi : 8

Sorumlu arastiniciigini Universitemiz Deneysel Tip Arastirma Enstitist Molekiler Tip
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr. Turgay ISBIR'in istlendigi ve Tipta Uzmanlik Ogrencisi
Bio.Ozlem TIMIRCI'nin yurttecedi 2007/1717 protokol numarali "Hiperlipidemi olan cbez
cocuklarda denature gradient jel elektroforez yontemi ile apo B-100 EcoRl polimorfizmi ile 1.DL
alt gruplarinin arstinimasi” basiikii tez calismasi Aragtirma Fonundan destekienmek sarti ile
‘kurulumuzda incetendt etik yonden bir sakinca tagimadidi gorulda, uygutaimaya konulabilecegine
karar verildi. :

IR
- \
Prof.Dr. Zafer AR! 3

3

Etik Kurul Bagkani ( De Imeist)

Prof.Dr. A.Yagiz URESIN (Katiimad) Prof.Dr. Pinar SAIP

Farmakoloji ve KI.F. AD <~ 1.U. Onkoloji Enstittisi A

Prof.Dr. Ahmet GUL KQ'M"’”‘” ¢ -Prof.Dr. Umit TURKOGLU ;i !l i i ll

f¢c Hast. A.D, Romatoloji
Prof.Dr. Berrin UMMA

iim

dal P Biokimya A.D /‘U\v .v ] ,{/U
/ Prof.Dr. Cicek BAYINDIR (Katilmadi)
Kardiyoloji A.D. . Patoloji A.D., Néropatolojik B.D

Prof.Dr. Cahide GOKKUSU Prof.Dr. Yegim ERBIL (Katiimadi)

Biokimya A.D ’ Genel Cerrahi A.D.

Prof.Dr. Kamil PEMBECI (Katiimadi) Prof.Dr. Nese COLAK

Anesteziyoloji A.D. N i¢ Hast. A.D. End. Ve Metabolizma Hast. B.D..

Prof.Dr. Seving EMR Prof.Dr. Nurhan ENGINAR
Farmakoloji ve KIi.F. A.D P o
‘ ( géﬁ)’i?f’@b

Cocuk Sag. Ve Hast. A.D
Prof.Dr. Nuran YILDIRIM (Kafiithad:) Fatma Ceyda DONMEZER
Deontoloji ve Tip Tarini A.D. Sivil Toplum Orguitt Uyesi

Prof.Dr. Oguzhan COBAN Av. Dilek Temiz OZBEK
Néroloji'A.D.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 OZLEM Soyadi TIMIRCI
Dog.Yeri |ISTANBUL Dog.Tar. [30.10.1983
Uyrugu T.C. TC Kim No 21715115148
Email ozlemtim @ gmail.com Tel 0505903 63 00
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis.  |IST. TIP FAK. SAG. BiL. ENST. MOLEKULER TIP AD  |2008
Lisans .U FEN FAKULTESI BiYOLOJi BOLUMU 2005
Lise KURTULUS SUPER LISESI 2001

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y11)

1. Uzman I.U. DETAE MOLEKULER TIP AD [2006.-...

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu % % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
Ingilizce |lyi Iyi Iyi 65 (UDS)

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam 59,163 58,130 57,097
ALES Puam 77,501 76,674 75,265
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Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi

SPSS Iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalar/Odiilleri
Poster Sunumlar:

Niliifer Bozkurt, Biilent Yigit, Ozlem Timirci, Canan Cacina, Melih Kara,
Ibrahim Berber, Izzet Titiz, Turgay Isbir. Relationship between Sirolimus and
Taclorimus usage and MDR C3435T polymorphism on Graft Rejection in Renal
Transplant Patients. 2. Congress of Molecular Medicine. 24-26 March 2007, Istanbul

Uluslararasi Yayinlar:

1. H.Arzu Ergen, Fehmi Narter, Ozlem Timirci And Turgay isbir. Effects Of
Manganase Superoxide Dismutase Ala-9val Polymorphism On Prostate Cancer: A
Case-Control Study. Anticancer Research 27: 1227-1230, 2007

2. Atike Tekeli, Selim Isbir, Arzu Ergen, Uzay Gormiis, Niliifer Bozkurt, Ozlem
Timirci, Sinan Arsan ve Turgay Isbir. APEl1 and XRCC3 polymorphism and
Myocardial Infarction. In vivo 22: (2008)

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri): Fotografcilik





