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OZET

KORONER ARTER HASTALIKLARINDA GENETIK RIiSK
FAKTORLERININ BELIRLENMESI

Koroner arter hastaligi, gelismis iilkelerde en yaygin 6liim sebeplerinden birini
olusturmaktadir. Koroner kalp hastahg, kalp kaslarma giden kan akismmn
azalmas1 nedeni ile olusan miyokard iskemisi, doku nekrozu ve miyokard
enfarktiisii ile sonuclanan bir hastalikltir.

Koroner arter hastaliklarinda sigara kullanim, hipertansiyon, diyabet, kotii
beslenme, obesite ve fiziksel olarak inaktif bir yasam gibi degistirilebilen ve yas,
cinsiyet ve genetik yatkinhk gibi degistirilemeyen risk faktorleri vardir. Kisilerin
yasam kalitesinin arttinlmasi agisindan, koroner arter hastahklarmma yatkihgmm
olup olmadigini erkenden dgrenebilmek ve ona gore onlem alabilmek icin koroner
arter hastahigi gibi mortalite ve morbidite oram yiiksek olan koroner arter
hastahiklarimin genetik alt yapisimn belirlenebilmesi icin yogun c¢ahsmalar
yapilmaktadir.

Mevcut bilgilerin 151§1 altinda ¢ahymamizda, bélgemizde koroner arter
hastaliklarinda genetik risk faktorleri oldugu diisiiniilen Apo E, Apo B,
Protrombin ve Faktor V mutasyonlart cahsilmistir. Ayrica liopoproteinler ile
iliskili olan mutasyonlardan Apo E gen polimorfizmleriyle serum lipid
lipoproteinler ve apolipoproteinler arasindaki korelasyon incelenmistir.

Apo E, Apo B, Faktér V ve Protrombin mutasyonlar1 real time PCR (Light
Cycler) cihazi kullamlarak, serum lipoprotein, trigliserit diizeyleri enzimatik
kolorimetrik yontem, Apo A-I ve Apo B diizeyleri ise immiinotiirbidimetrik
yontem kullamlarak Cobas integra cihazinda ¢ahsilmstir.

Calhiyma sonucunda Apo B100’iin kodon 3500 C9774T, G9775A olmak iizere iki
mutasyonu taranmis olup ne hasta ne de kontrol grubunda bu mutasyonlara
rastlanmamigtir. Apo E’nin bilinen E2,E3 ve E4 allellerinin sikhi hasta ve kontrol
grubunda smrasiyla %12,2;5,0, %73,9;80,7, %14,0;14,3 olarak bulunmustur.



Faktor V '™ mutasyonuna hasta grubunda %6,2, kontrol grubunda ise %9,8
oraminda rastlanmstir, Protrombin G20210A mutasyonuna Kkontrol grubunda hig
rastlanmamistir, hasta grubunda ise %4,6 siklikta rastlanmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore Apo B (3500) C9774T, G9775A mutasyonuna
hasta ve kontrol grubunda raslamlmamgtir, E2 allel sikhg kontrol grubuna
oranla hasta grubunda daha yiiksek bulunmustur (odds oram= 0.386 CI: 0.149-
0.998). Hasta grubunda Protrombin G20210A mutasyonu olmayanlarin
mutasyonu olanlarin yanist kadar risk altinda oldugu saptanmstir (p=0,021).
Faktor V"  mutasyonu hasta ve kontrol grubunda anlamh bir dagihm

gostermemistir (p=0,064).

Anahtar Sézciikler: Apo B100(3500), Faktor V ““", Protrombin G20210A, Apo

E gen Polimorfizmi ve Koroner Arter Hastahg:.
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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF GENETIC RISK FACTORS IN CORONARY ARTER
DISEASE

Coronary artery disease is the major cause of death in developed countries.
Coronary arter disease is a disease results with myocardial infarction, tissue
necrose and myocardial ischemia caused by decreased blood flow to coronary
myocytes.

There are preventible risk factors as cigarette consumption, hypertension,
diabetes, obesity, diet, physical inactivity and unpreventible risk factors such as
age, sex and genetic susceptibility. In order to increase the life span of people, the
genetic background of the coronary artery disease which have a high rate of
mortality and morbidity must be determined therefore necessary protections could
be taken. There are so many studies, which are going on, the genetics of coronary
artery disease in worldwide.

In this study we aimed to determine the mutations of the molecules Apo E, Apo
B, Prothrombin and Factor V which are considered as genetic risk factors of
coronary arter disease also we investigated the corrolation between Apo E gene
polymorphism and blood lipids, lipoproteins, and apolipoproteins.

In our results, there are no mutations of Apo B100 (C9774T and G9775A)
neither in patients nor in the control group. The distribution of E2,E3 and E4 the
common allels of apo E in patients and control group are %12,2;5,0, %73,9;80,7,
%14,0;14,3, respectively. The factor V ldden hutation is present in both group
(%6,2 in patients, %9,8 in control group) but the prothrombin G20210A mutation
is presents only in the patients group with the frequency of %4,6.

To our study there are no mutations of Apo B100 (3500) neither in patients nor
in the control group. Apo E2 allel frequency is more frequent in patient group but
it isn’t stasittically maeningful (odd’s ratio=0,386 CI: 0,149-0,9978). Healty

xiii



individuals are at half of risk of whose carring prothrombin G20210A mutation
(p=0,021). The distribution of factor ylelden mutation is not statistically maeningful

(p=0,064).

Key Words: Apo B100(3500), Factor V", Prothrombin G20210A, Apo E gene
Polymorphism and Cornary Artery Disease
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1.GIRIS ve AMAC

Koroner Kalp Hastaligi (KKH), giiniimiizde mortalite ve morbiditenin en 6dnemli
nedenlerinden biridir. Bu hastalifin tedavisindeki gelismelere karsin gorilme sxkllgx
artmaktadir. Koroner kalp hastalifi, kalp kaslarina giden kan akigimin azalmas:
nedeniyle olugsan miyokard iskemisi, doku nekrozu ve miyokard enfarktiisi (MI) ile
sonuclanan bir hastahiktir. Iskemi genellikle ateroskleroz, tromboz, spazm ya da emboli
gibi nedenlerle kamin kalbin bir bolimiine az wulasmasi ya da anemi,
karboksihemoglobinemi ya da hipotansiyon gibi nedenlerle kan akiminin azalmasiyla
gelisen ve doku hasariyla sonuglanan patolojik bir durumdur (1).

Koroner arter hastalifinin en énemli sebeplerinden biri olan ateroskleroz, damar
duvarlarinda kolesterol birikimi ile karakterize komplike bir hastaliktir. Erken yaslarda
gelismeye baslar. Cesitli gevresel ve genetik faktorler gelisimini hizlandirmaktadir.
Ateroskleroz igin 6nemli bir risk faktérii olan digiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
partikiilleri dolagimdan reseptér araciligiyla temizlenmektedir (2). Disik yoguniuklu
lipoprotein reseptoriine baglanmada gorev alan apolipoproteinlerde (Apo B-100, Apo E)
var olan herhangi bir mutasyon, serum LDL kolesterol dizeylerini arttirmakta ve bu
durum da ateroskleroz gelisimi i¢in uygun ortamin olugmasina yol agmaktadir (2).

Ateroskleroz fizyopatolojisi incelendiginde trombiis olusumunun siiregte onemli
bir yeri bulunmaktadir. Faktor v ve Protrombin G20210A  mutasyonlarinin
trombiis olusumunu arttirdifi g6zlenmistir (3,4). Plazma homosistein diizeylerindeki
artigin KKH ve venéz trombiis olugumunu hizlandirdig: bilinmektedir. Bu artigtan da
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimini kodlayan gendeki mutasyon
sorumlu tutulmaktadir (5). Endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS) gen polimorfizmi
KKH’larinda oldukga yiiksek oranda rastlanan bir mutasyon olup; vaskiiler tonusun
dizenlenmesinde bozukluga ve diz kas hiicre proliferasyonuna neden olarak
ateroskleroz gelisimini hizlandirmaktadir (6).

Kigilerin yagam kalitesinin arrtirilmas:  agisindan, koroner arter hastahklanna
yatkinliginin olup olmadigini erkenden 6grenebilmek ve ona gore 6nlem alabilmek i¢in
mortalite ve morbidite oram: yiitksek olan koroner arter hastaliklarinin genetik alt

yapisinin belirlenebilmesi igin yogun ¢aligmalar yapilmaktadir,



Bu bilgilerin 15181 altinda ¢aligmamizda, bolgemizde stabil anjina pektorisi olan
ve koroner anjiografi ile koroner arterlerinde %70 ve fazlasi darhg) saptanan 35°i kadin
ve 66’s1 erkek olmak iizere toplam 101 hasta (yas ortalamas1,60+10) ve 6zge¢miginde
diabet, hipertansiyon ve koroner arter hastalig1 oykiisii olmayan 30’u kadin ve 52’si
erkek olmak iizere toplam 82 saglikli kontrol grubunda (yas ortalamasi;58+8) Apo E
polimorfizmieri, Apo B100 (3500), Protrombin G20210A ve Faktor yleiden
mutasyonlarinin saptanmasi amaglanmigtir.

Ayrica lipoproteinler ile iligkili mutasyonlardan Apo E gen polimorflar ile lipid
diizeyleri arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla total kolesterol (T-KOL), yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL), gok digitk yogunlukiu lipoprbtein (VLDL), tngliserit,

apolipoprotein A ve B diizeylerinin ¢aligiimustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1.Koroner Kalp Hastalig:

Koroner kalp hastaligi, kalp kaslarina kan akiginin azalmasi nedeniyle olusan
miyokard iskemisi ile sonuclanan bir hastaliktir. Iskemi genellikle ateroskleroz,
tromboz, spazm ya da emboli gibi nedenlerle kanin kalbin bir béliimiine az ulagsmas: ya
da anemi, karboksihemoglobinemi ya da hipotansiyon gibi nedenlerle kan akiminin
azalmasiyla gelisen ve doku hasariyla sonuglanan patolojik bir durumdur. En sik
goriilen neden ise bir ya da daha fazla koroner arterin daralmasina neden olan

aterosklerozdur (1).

Kardiak iskemi sonucu ortaya ii¢ genel durum ¢ikar. Bunlar; kanin etkili bir gekilde
pompalanamamast ile gorillen konjestif kalp yetmezligi, yetersiz perfiizyon nedeni ile
gelisen ve gogis agnsiyla karakterize angina pektoris ve miyokarda kan akiminin
birden kesilmesi ile iskemi ve miyokardial doku nekrozu ile karakterize miyokardial

enfarktastir (1).

2.1.1.Ateroskleroz icin One Siiriilen Teoriler

Ateroskleroz (Athero: yagl, sclerosis: sertlesme) cesitlt organlara kan akiginin
bozulmasina yol agan bir hastalik siirecidir. Erken lezyonlar yagli ¢izgilerdir. Bunu
tamamen sigkin ateroskleroz lezyonu olan plak olusumu izler. Plak iki ana bilegenden
olugur. Yiizeyi fibroz basghga sahiptir ve baglica diiz kas hiicrelerinden olugur. Bunun
altinda hiicre kalintilari, kolesterol ve kopiik hiicrelerden olugmus nekrotik merkez
vardir. Komplike bir plak kalsifikasyon, iilserasyon, tromboz veya hemoraji olusumuna
neden olur (7,8). Sekil 2.1’de komplike lezyon gelismis koroner arter kesiti
goriilmektedir (9).



Sekil 2.1: Komplike lezyon gelismis koroner arter kesiti (9).
Son birka¢ yila kadar iki aterogenez teorisi mevcut olup bunlardan biri olan “lipid

infiltrasyon hipotezi”’nde agir1 kan lipidlerinin lipoprotein seklinde arter duvarina
infiltre oldugu ileri siirlilmektedir. Bu teori epidemiyolojik deliller ve aterojenik
lipoproteinlerin saptanmasiyla destek bulmustur (8).

Ikinci teori ise bazi yénlerden lipid infiltrasyonu hipotezine karsit goriigler ortaya
koyan “endotel hasar hipotezi”’dir. Bu teori, endotel yiizeyinde bir hasarin gerekli
oldugunu ve buradan hiicrelerin ayrilmasiyla olugan trombojenik yiizeye trombositlerin
yapistifim ileri siirmektedir. Trombositlerin yapigmasi, trombosit tlirevi biiyiime
faktoriintin (PDGF) salinmasiyla sonuglanarak, bunun erken lezyonun karakteristigi
olan diiz kas hiicre proliferasyonunu ve intimaya gog¢iinii uyardigy 6ne stirtilmiigtiir.
Endotelial riiptiir lipoproteinlerin damar duvarina girmesini 6nleyecek endotelial engeli
kaldirir (7,8).

Giintimiizdeki teori ise ateroskleroz geligimi i¢in her iki teorinin &zelliklerini
birlestirerek patogenezde tek bir hipotezle sonuglanmigtir ve endotelial hiicre kaybinin
aterosklerotik bir lezyonun gelisimi igin gerekli olmadigi ve aterojenik lipoproteinlerin
saglam endotele girebildikleri seklindedir (8).

2.1.1.1.Aterosklerotik Lezyon Olusumu ve Gelisimi

Ateroskleroz ile iligkili hiicre tipleri endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri, makrofajlar
ve lenfositlerdir. Lezyon olugumunda ilk olaylardan birisi dolagimdaki monositlerin
endotel yiizeyine fokal tutulumudur. Okside LDL (Ox-LDL) veya diger aterojenik
lipoproteinlerin baglatici faktér olmalan ileri siirlilmesine ragmen, monositlerin
yapigmasindan hangi faktdrlerin sorumlu oldugu agik degildir. Bununla beraber mikro
hasar alanlan da katkida bulunabilir. Monositler endotel yiizeyi degistirirler ve vaskiiler



hiicre adezyon molekili-1 (VCAM-1) gibi lokosit adezyon molekiillerinin sentezini
uyanirlar. Monositler bir kez yapiginca endotel hiicreler arasinda go¢ ederler,
subendotelial bosluga girerler ve makrofajlara donigiirler. Ek olarak, LDL ve diger
aterojenik lipoproteinler bu bosluga girebilir. Bir kez duvara girince, LDL matriks
iginde tutunabilir ve oksidasyona veya daha ileri kimyasal degisimlere ugrayabilir.
Makrofajlar oksitlenmis veya degisime ugramig LDL’yi alirlar ve lipid biriktikge kopitk
hiicreleri goriniimiine biriiniirler. Bu ilk olaylar bir takim biiyiime faktérleri (hiicre
proliferasyon ve kemotaksis mediatérleri) ve sitokinlerin salimmim saglayan olaylar
zincirini baglatirlar (8).

Endotel ve diiz kas hiicreleri tarafindan olusturulan monosit kemoattraktan protein
1’in lezyonlara monosit giriginde 6nemli bir rol oynadifi diisiiniiimektedir. Okside
LDL’nin varhg: da bu uyarnimda etkili olabilir. Diger biiyiime faktorleri, trombosit
biiyiime faktorii, fibroblast biyiime faktori, insiiline benzer biiyiime faktérii, interlokin-
1, timor nekroz faktori: ve transforman bityiime faktorit 3°dir. Tam bu faktorler diiz kas
hiicre proliferasyonunu uyarabilir ve normal arter duvarinda ortaya ¢ikmazken lezyon
geligen bolgelerde gortliirler. Ek olarak bu mitojenlerin bazilari endotel hiicreler, diiz
kas hiicreleri ve monosit/makrofajlar igin 6zgiil olan kemoattraktanlardir (8).

Ik makroskobik goriilebilir lezyon yagh gizgilerdir. Makrofajlar, subintimal boslukta
fazla miktarda birikirler ve kopitk hiicrelerine doniisiirler ki bu olay Ox-LDL veya
kalint1 lipoproteinlerin alimi ile gergeklesir. Monositlerin toplanmasi devam eder ve diiz
kas hiicreleri intimaya go¢ ederler. Arter duvarindaki lokal uyariya gore yagli ¢izgiler
olusur ve yok olur (8).

Etkilesim dongilisii devam ederken plak, yagl cizgi lezyonundan proliferatif veya
fibroz bir lezyona degisir, bu lezyon kabarik olup damar duvarinda limen boyunca
uzanir. Lezyon komplike devreye ilerledikge biriken lipidin sitotoksisitesinin etkisi ile
kopiik hiicrelerinin nekrozu gelismeye baglar; siklikla kolesterol kristalleri olugsur
(kopulk hiicre sliimii, kollajen sentezi ile diiz kas hiicre gog¢ii ve proliferasyonunun eglik
ettii ekstraseliler lipid birikimi ile sonuglanir). Aterogenezi olusturan faktorlerin
devami halinde plak komplikasyonlu evreye dogru gelismeye devam eder. Endotel
hiicreleri kaybolup subendotelyal bosluk agiga ¢ikinca komplike lezyonlarnin yiizeyi
trombojenik olabilmektedir. Trombositler bu agifa ¢ikan yiizeye yapisarak trombiis
olusumunu kolaylagtirir (Sekil 2.2) (8).



Sekil 2.2: Aterosklerozda trombozun yeri (10). Solda %60, 70 daralmig koroner arter kesiti ve sajda
tromboz nedeni ile tikanmig ve sadece Ui kfiglik limeni kalmig koroner arter kesiti yer almaktadir

Komplike lezyonlarin ge¢ doneminde T lenfositler lezyona infiltre olur ve
adventisyaya lenfosit infiltrasyonu ile karakterize otoimmiin bir cevap ortaya gikar.
Kalsifikasyon da ge¢ lezyonlarin bir &zelligidir. Ilerlemis lezyonlar arter duvarmn
esneklik ve biitiinliigiinii bozarak damarda bir anevrizma potansiyeli olustururlar (8).

2.1.1.2.0kside LDL Oluyumu

Diigiik yogunluklu lipoproteinlerin endotel veya diiz kas hiicre kiiltiiriiyle inkiibe
edildiginde okside olarak modifiye oldugu ve bu halde ¢ok daha izl sekilde
makrofajlar tarafindan alindifi yapilan ¢aligmalarda gdsterilmigtir (11,12). Hiicre
kiiltird ortaminda LDL’de lipid peroksidasyonunun nasil bagladifn tam olarak
bilinmemekte, ancak bazi mekanizmalar ileri siiriilmektedir (11,12). Bunlar arasinda;

- Hiicrelerden siiperoksit anyonunun salinimi

- Hiicre membraninda olusan lipid peroksitlerinin LDL’ye transferi

- Metal iyonlarin katalizledigi lipid peroksidasyonu

- Membrana bagh enzimlerin LDL’ye direkt etkisi sayilabilir.

Intimaya giren LDL oksidan etkiye maruz kalinca oksidatif modifikasyonunun ilk
basamaklarimt gegirir ve gesitli tirlinler olugur. Ancak olugan bu form tam olarak
modifiye olmamigtir; normal reseptorler tarafindan alimr, fakat ¢Opgii reseptdrler
tarafindan henilz taminmaz. Buna minimal modifiye LDL (MM-LDL) denir. MM-LDL
in vitro olarak plazmanin uzun siire depolanmasiyla veya demirle inkiibasyonla da

olugabilir (13).



Minimal modifeye-LDL aterosklerozda énemli role sahiptir, giinkii arter hiicrelerinde
gen ckspresyonunu etkileyen iriinlerin (makrofaj koloni uyarici faktor: M-CSF,
graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor: GM-CSF, graniilosit koloni uyaric: faktér: G-
CSF) salimmina yol agar. Farelere in vivo olarak MM-LDL enjekte edildiginde serum
M-CSF diizeyinin 7-26 kat arttifi bulunmugtur. Ayrica MM-LDL nin aort, endotel ve
diiz kas hiicre kiiltiirlerinde ‘monosit-kemotaktik protein (MCP-1) sekresyonuna yol
agtigy gosterilmistir (14). Farelere enjekte edilen MM-LDL’nin mRNA ekspresyonunu
artirdift bulunmustur. MM-LDL, endotel hiicrelerinin yiizeyindeki monosit spesifik
adezyon molekiillerini de uyarir ve bdylece monosit kemotaksisi i¢in ek bir mekanizma
daha ise kangir. Bu molekiiller vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri (VCAMs) ve
endotelyal 16kosit adezyon molekiilleridir (ELAMSs) (13).

Makrofaj koloni uyarici faktor etkisiyle monositlerin makrofajlara doniigiimi uyanlir
ve olusan makrofajlar MM-LDL’nin Ox-LDL’ye déniisiimiinii hizlandirirlar. Ox-LDL
¢Opeli reseptorler aracihifiyla down regiilasyona ugramaksizin makrofajlarca alinabilir
ve boylece kopiik hiicreleri olugur. Ox-LDL, MM-LDL gibi MCP-1 salinimima yol
agarak monositler i¢in kemotaktik etki gosterir. Yagh ¢izgilerde bulunan hiicrelerin
yaklagtk %20°si T lenfositlerdir. Ox-LDL T-lenfositler igin de kemotaktiktir.
Makrofajlarin migrasyonu Ox-LDL tarafindan inhibe edilir ve bdylece bu hiicrelerin
arter duvarindan ¢ikigi 6nlenir. Sonugta arter duvarinda patolojik boyutta kolesterol
birikimi olur. Ox-LDL ¢esitli hiicrelere karsi sitotoksik etkiye sahiptir. Etkilenen
hiicrelerin kan elemanlari ile temast biyiime faktorlerinin olaya kartgmasina yol agar ve
bu da diiz kas hiicrelerinin migrasyonuna ve proliferasyonuna neden olur ve boylece
yagh ¢izgiler daha kompleks lezyonlara doner.

Okside-LDL makrofajlardan interlokin-1 salimmunt uyarir. Interlokin-1 diiz kas
hiicre proliferasyonuna ve l6kositlerin endotele adezyonuna yol agar. Okside-LDL doku
faktoérii ve plazminojen aktivator inhibitér-1 sentezini uyararak pihtilagma sistemini
etkiler. Aynica Ox-LDL iiriinleri tiimor nekroz faktér ve trombositten tiireyen biiyitme
faktori gibi indiiklenebilir genlerin ekspresyonunu bozabilir. Minimal modifiye-LDL
yagl gizgilerin olusumuyla ilgili iken Ox-LDL ise aterogenezin ilerlemesinde etkin gibi
gorunmektedir (Sekil 2.3) (13).
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Sekil 2.3: Okside LDL’nin aterogenezdeki rolli. MCP-I:monosit kemotaktik protein, M-CSF:
monosit koloni uyarici faktsr, Ox-LDL: okside diiitk yogunluklu lipoprotein

2.2. Koroner Arter Hastaliklar: ile iliskili Risk Faktorleri
A) Degistirilebilir Risk Faktorleri

1- Sigara

2- Hipertansiyon

3- Diyabet

4- Diyet

5- Obesite

6- Fiziksel olarak linaktif yagam

B) Degistirilemeyen Risk Faktorleri

1- Yas
2- Cinsiyet
3- Genetik yatkinlik

olmak iizere iki ana baghk altinda toplayabiliriz (15).




2.2.1.Koroner Arter Hastahig fle iliskili Mutasyonlar
Koroner arter hastalign ile iligkili mutasyonlar1 ¢ ana baslik altinda toplamak
mitmkandiir (16);

1. Koagilasyon ile iligkili mutasyonlar

2. Lipoproteinier ile iligkili mutasyonlar

3. Kan basincinin regiilasyonu ile iligkili mutasyonlar

2.2.1.1.Koagiilasyon ile Iligkili Mutasyonlar

-Glikoprotein IIb/IlIa

-PI*? mutasyonu

Faktsr V leiden

-Protrombin G20210A

-Metilentetrahidrofolat reditktaz (MTHFR) yer almaktadir (16).

2.2.1.2.Lipoproteinler ile iligkili Mutasyonlar

-Apo Al

-Apo AIV

-CETP (kolesterol ester transfer protein)

-LPL (lipoprotein lipaz)

-Apo B-100

-Apo CII

-Apo E

-LDLR (low density lipoprotein reseptor) gen polimorfizmleridir (16).

2.2.1.3.Kan Basincinin Regiilasyonu ile ligkili Mutasyonlar

-Angiotensin converting enzim (ACE)

-Angiotensin II tip I reseptor (AT1R)

-Endotelyal nitrik oksit sentaz (¢eNOS) da rastlanan gen polimorfizmleridir (16).



2.3.Lipoproteinier ve Apolipoproteinler

2.3.1.Lipoproteinler

Hidrofobik yapilarindan dolay:r lipitler, plazmada lipoproteinler adi verilen
makromolekiiler kompleksler olugturarak dolagirlar. Lipoproteinler merkezlerinde
nonpolar lipitler (trigliseritler ve kolesterol esterleri) ve yiizeyinde ise polar lipitleri
tagtyan kuresel (lenfatik ve beyin omurilik sivisinda olanlar gibi diskoid yapidaki damar
dis1 lipoproteinler ve yeni sentez edilen HDL hari¢) molekiillerdir. Yapilarinda
apolipoprotein adt verilen ve yiizeysel yerlesimli 6zel proteinler bulundururlar.
Merkezde yer alan lipitlerle, fosfolipit ve proteinler birbirlerine van der Waals
kuvvetleri ve hidrojen baglar: ile nonkovalent olarak baglanirlar. Bu lipitlerle proteinler
arasindaki baglar lipitlerin lipoproteinler ile hiicre membram ve lipoproteinler arasinda

degigiminin kolay olmas: agisindan bir avantajdir (17,18,19).

2.3.2.Apolipoproteinler

Apolipoproteinler, lipoproteinlerin protein bilesenleridir. Plazmada mikromolar
araliklarda bulunurlar ve bulunduklari lipoproteinin akibetine ugrarlar. Her bir
lipoprotein simifinin karakteristik igerikleri ve apolipoprotein dagilimlar: vardir. Sabit
yapisal komponentler gibi davranan apo B-100 ve B-48 hari¢ diger apolipoproteinler,
lipoproteinler arasinda degis tokus edilirler. Bununla birlikte birbirlerine esit olarak
¢evrilmezler (19). Bunun yerine apolipoproteinler belirli partkiillere artmus ilgi ile
baglanirlar, bu da, kavis ve yiizey fosfolipit paketlerini etkileyen partikiil yarigapi, veya
belki de diger apolipoproteinlerin varlifi gibi yuzey lipitlerindeki degigiklikleri

kapsayan tam anlagilamamig verilerin bir sonucudur (18-20).

Apolipoproteinler;

Yapisal lipid baglama bilesenleri (apoA-I, apo A-IL, apo B-100, apo B-48)

Lipoprotein reseptorleri igin ligand (apo A-I, apo B-100 ve apo E)

Lipoprotein-reseptor etkilesiminin inhibitorleri (apo C-I ve apo C-IIT)

Lipoprotein metabolizmasinda yer alan enzimlerin modiilatérleri ( apo A ailesi, apo
C ailesi)

Lipoproteinler arasi lipid transferinde kofaktorler olarak gorev alirlar (17).

L]
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Bunlara ek olarak minér apolipoproteinler de tanimlanmigtir; apo D, apo F, apo G,

apo H (az-glikoprotein), apo 1 (serum amiloid A) ve apo J (clusterin)’dir (17).

2.3.2.1.Apoelipoprotein Genleri

Yedi major ¢oziiniir apolipoproteinin genomik yapist birbirine benzerken apo B
bunlardan ekzon sayisi bakimindan farklidir. Sekil 2.4’de apolipoproteinlerin ekzon ve
intronlari, niikleotid sayilar, ¢evirimi yapilmayan ve olgun proteini kodlayan bolgeleri

ve sinyal peptidleri gorilmektedir (21).

76 63 157 858
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Sekil 2.4: Apolipoprotein gen ailesine ait apolipoproteinlerin ekzon ve intron yerlesimleri. Ince
cizgiler intronlar, dikdortgenler ise ekzonlar1 gostermektedir. Transkripsiyon soldan saga dogru
gergeklesir. Igi bos dikdértgenler 3’ ve 5’ uglardaki gevirimi yapﬂ{nayan ekzon bolgelerini, ¢izgili
dikdortgenler sinyal peptidlerini kodlayan ekzon bolgelerini, igi dolu dikddrtgenler ise olgun proteini
kodlayan ekzon bélgelerini gostermektedir. Rakamlar ise ekzonlardaki niikleotid sayisini
gostermektedir (21).
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Apolipoprotein A IV geni hari¢ hepsi 4 ekzon ve 3 introndan olusur. Hepsinde de
intronlar gok benzer yerlerde yerlegsmislerdir. Intron I genlerin 5° gevirimi yapilmayan
bolgesini ayirir, intron II sinyal peptidaz baglanma bélgesine yakin olan kodlayan
bolgesini ayirir ve intron 3 de olgun proteini kodlayan bolgeyi ayirir. Apo A IV’in
digerlerinden farki ilk intronun olmamasidir. Diger iki intronun lokalizasyonu digerleri
ile aymidir. ik iig ekzonun uzunluklar birbirlerine yakindir. En biiyiik fark ekzon 4’te
ortaya ¢tkmaktadir. Bu bilgilerin 15181inda birbirlerine benzeyen bu apolipoproteinlerin
tek bir ortak genden kok aldig: diigiiniilmektedir (21).

Apolipoprotein D geninin organizasyonu diger ¢ozinlr apolipoproteinlerden ¢ok
farklidir. 5° gevirimi yapilmayan ucunda en az bir intron bulunur. Burada yer alan intron
sayist transkripsiyon baglangi¢ bolgesinin heniiz tanimlanamamis olmasindan dolayi
belli degildir. Sinyal peptidi kodlayan bolge intron icermez. Olgun proteini kodlayan
bolgede ise Gi¢ intron daha yerlesmistir. Bu farkli organizasyondan dolayi apo D’nin
diger ¢oziinir apolipoproteinlerden farkli bir ata genden kok aldig: disiiniilmektedir

(21).

2.3.2.2. Apolipoproteinlerin Yapisal Ozellikleri

Apolipoproteinler, 57 aminoasitten (Apo C-I) 4356 aminoasite (Apo B-100)
kadar degisik buytkliktedir ve Apo B-100 dolagimdaki bilinen en biyik
polipeptidlerden biridir. Apo B-48, B-100, D, E ve C-III sialik asit ile biten
karbonhidrat zincirleri ile degisik gekillerde glikolize olurlar. Bir gok apolipoprotein
amino asit diziliglerinin bir veya iki pozisyonundaki farkliliklara bagli olarak iki veya
daha fazla izoform igerir. Biitiin apolipoproteinlerin temel yapisal gorevi lipid
transportudur. Apolipoproteinlerin lipitlerle temasa gegen amfipatik helikal bolgeler
igerdikleri gosterilmistir (21). Amfipatik helikal yapilarin en 6nemli 6zelligi iki farkls
yuzunun bulunmasidir. Bunlardan biri fosfolipit molekiillerinin yag asidi zincirleri
arasina giren hidrofobik yiizii diferi ise fosfolipitlerin hidrofilik bag gruplari ve sulu
fazla temasta bulunan hidrofilik yiiziidir. Diger bir 6zellifi ise polar yiizdeki yiiklii
amino asitlerin dagilimlar ile ilgilidir. Negatif yiikli amino asitler glutamik asit ve
aspartik asit polar yiizeyin ortalarinda yer alirken pozitif yiiklii amino asitler lizin ve
arjinin polar yiiziin kenarlarinda yerlesmislerdir (gekil 2.5) (19-21).
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Sekil 2.5: Apolipoproteinlerde rastlamlan polar ve apolar heliks yapilar ve lipoproteinlerde
verlegimleri (21)

a) Apolipoprotein A

Apolipoprotein A-I (Apo A-I) ve apolipoprotein A-II (Apo A-II), HDL proteininin
yaklagtk %90’1int olusturur. Apo A-I'in A-II’ye oramt ise yaklagik olarak 3:1°dir.
HDL’in o6nemli yapisal bileseni olmasinin yamsira apo A-I Lesitin: Kolesteril asil
transferaz’in (LCAT) da kofaktorii olarak gorev yapmaktadir. Bazi bulgular apo A-
I’'nin LCAT’i inhibe ettigi ve hepatik trigliserit lipaz1 aktive ettigini desteklemektedir.
Apo A-IV yeni salinmig silomikronlarin bir bilesenidir, silomikron kalintilarinn,
VLDL, LDL ve HDL’nin 6nemli bir bilegeni degildir. Apo A-IV’iin birincil islevi
heniiz bilinmemektedir, fakat in vifro olarak LCAT’i aktive ettigi gésterilmis, ayrica
baz1 bilgiler periferal dokulardan karacigere kolesterol transportunda rol oynadigim
desteklemektedir (7,19).

b) Apolipoprotein B

Apolipoprotein B (Apo B) iki formda bulunur: Apo B-100 ve Apo B-48. Her iki
protein de bir yapisal genin translasyon triiniidiir. Apo B-100 tek bir polipeptid olarak
apo B geninin tam olarak translasyonundan olusmaktadir. Apo B-48 ise bu gende 2153.
reziditye denk gelen kodonda tek baz degisimi ile olusan stop kodonu nedeni ile tam

olarak translasyonu yapilamamug bir polipeptid triiniidiir (7).
i) Apolipoprotein B-100

Apolipoprotein B-100 (apo B-100), diigik yogunluklu lipoproteinin, LDL

reseptoriine baglanmasina aracilik eden apolipoproteindir. 43 kb uzunlufundaki genin
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translasyonu sonucu olusan 4536 amino asitlik bir proteindir. Ekzonlarin tiimiiniin
gendeki oram 1/3’tir ve ekzon uzunluklart birbirinden oldukca farkhidir. 26. ve 29.

ekzonlar ¢ok uzun iki ekzondur (Sekil 2.6) (21).

(T ITTT T 1N J
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) 1000 2000 3000 4000 4539
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Sekil 2.6: Apo B-100 gen yafnsl ve fonksiyonel bolgeleri (Apo B-100 ekzonlari, yapisal bolgeleri, lipid
ve heparin baglayan bolgeleri, mutasyonlarinin konumiari, glikolizasyon bolgeleri, sisteinlerin yerlesimi
ve ilk 500 amino asitlik b8igedeki distilfitlerin yerlesimi) (21).
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Apolipoprotein B 100, 4536 amino asitlik dizisi igerisinde 12’si N-terminalde olmak
uzere toplam 25 sistein kaliti vardir. Apo E reseptér baglama bolgesi ile homoloji
gosteren iki LDL reseptorii baglayan bolgesi tespit edilmigtir. Proteinde ¢ok sayida
tekrar eden birimlerin bulundugu bildirilmigtir. Tekrar eden bu birimler iki ana grup
altinda toplanabilir. Bunlar amfipatik helikal bolgeler ve hidrofobik prolinden zengin
bolgelerdir. Diger apolipoproteinlerde de bulunan amfipatik helikal bolgelerin bir
yaninda polar amino asitler yer alirken diger yaninda hidrofobik amino asitler yer alir.
Bu yapilanin ozellikle fosfolipitler olmak tizere lipid baglama ile iligkili oldugu
digtnilmektedir (7,17,19,21).

Prolinden zengin tekrarlar sadece apo B100’e 6zgiidiir ve hidrofobik amino asitlerin
cogunlukta olmast ile karakterizedir. Baskin olarak B-tabakali yapt ve f-kirilmalara
sahiptir. Amfipatik helikal yapilara gore lipitlere daha kuvvetli baglanmay: sagladig
disiniilmektedir (21).

ii) Apolipoprotein B-48

Apolipoprotein B-48 (Apo B-48), apo B-100 mRNA’simin dokuya spesifik
posttranskripsiyonel modifikasyonu ile olugsmus bir polipeptid {iriindiir. Insan ince
barsaklarinda 6666. pozisyondaki sitozinin deaminasyona ugramasiyla olusur (7). Bu
spesifik deaminasyonu katalizleyen enzim bir multikomponent sitidin deaminazdir.
Deaminasyon sonucu olugan urasil, kodonun stop kodonuna dénmesine neden olur,
2153. amino asiti kodlayan kodonda meydana gelen tek baz yer degisimi ile stop
kodonu olugsmug ve Apo B-100"in yaklagik %48’inin g¢evirimi yapilabilmigtir (17,18).
Bu posttranskripsiyonel modifikasyonla apo B-100’iin reseptor baglanma bolgesinin
kesilmesine ve olugan apo B-48’in daha farkli bir metabolik gorev iistlenmesine neden
olur. Apo B-48 barsaklarda sentezi yapilan silomikronlarin majér protein bilegeni olarak
yer alir. Apo B-48 silomikronlarin stabilitesinden sorumludur ve silomikronlarin

olusumu i¢in mutlaka bulunmasi gereken apolipoproteindir (7,18-21).
¢) Apolipoprotein C

Apolipoprotein C-I, C-II ve C-III (Apo C-I, C-II ve C-IIT) LDL diginda biitiin
lipoproteinlerle iligkilidir. En kiigiik apolipoprotein olan Apo C-I’in in vitro olarak

15



LCAT’i aktive ettiSi gosterilmistir. Apolipoprotein C-II trigliseritten zengin
lipoproteinlerin (VLDL ve silomikronlar) metabolizmasinda trigliseritleri hidrolize eden
bir enzim olan lipoprotein lipazi (LPL) aktive eder. Sialik asit icerigindeki
farkliliklardan dolay: apo C-III en az ii¢ polimorfik forma sahiptir. Hipertrigliseridemik
kigilerde plazma apo C-III duzeyleri artmig bulunmusgtur. Ayrica transgenik farelerde
artan apo C-III diizeylerinin apo E’lerin VLDL’den ayrilmasina neden oldugu
gosterilmigtir. Apo C-IIl'iin gercek metabolik gérevi bilinmemekte fakat in vitro
¢aligmalar LPL’nin ihibisyonunda yer aldiini gostermigtir. Lesitin:kolesterol asil

transferazi aktive ettigi de disiiniilmektedir (19,21,22).

d) Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (apo E), 299 amino asitlik polimorfik bir proteindir.
Apolipoprotein E geni 19 no’lu kromozomda yerlesmistir ve apo CI ve apo CI’nin
iginde yer aldig gen kiimesinin bir boliimiinii olusturur. 3,6 kb uzunlugundadir ve 1163
nitkleotidden olugan mesajct RNA’y1 (mRNA) olugturur (21). Birincil olarak VL.DL’de
olmak iizere gilomikronlarda ve bazs HDL alt gruplarinda da bulunmaktadir. Ozellikle
lipoprotein kalintilarinin plazmadan temizlenmesinde goérev alir (23). LDL reseptori
baglanma bolgesi igerir. LDL reseptorii baglanma bolgesi 130-150. amino asitler
arasinda yer alir ve baslica bazik amino asitlerden olusur. Baglanma bolgesinin diginda
170-183. reziduler arasinda yer alan aminoasitlerin de reseptore baglanma aktivitesini
etkiledigini gosteren literatiir bilgileri de vardir. Bu bolgede de o6zellikle arg'’*nin
baglanma igin 6nemli oldugu gosterilmistir (24). Bunun yanisira LDL reseptérii benzeri
protein (LRP) baglanma bolgesi heniiz bilinmemektedir (21).

C-terminal bolge, amfipatik ve polar ile nonpolar rezidiilerden olugan helikal yapilar
igerir. Bu bolge molekiiliin major lipid baglama bolgesidir. Ek olarak heparin baglayan
bolgeler igeren apo E molekiiliiniin bu bolgeleri 142-147 rezidiileri arasinda yerlesiktir
(21,24). 22 kDa molekiiler agirlikli N-terminal ug 4 antiparalel helikal yap: gosterir ve
bunlar 24-42, 54-81, 87-122 ve 130-164’lincii rezidiiler arasinda yer alir. 1 ve 4 ile 2 ve
3’tincli yapilar arasinda stabilizasyonu saglayan tuz kdprileri ve hidrofobik etkilesimler
vardir (21,25). Apolipoprotein E’nin genetik olarak saptanan baglica ii¢ sekli vardir.
Bunlar apo E2, apo E3 ve apo E4’tiir ve €2, €3 ve €4 adi verilen ve gesitli toplumlarda
sirastyla %8, %77 ve %15 sikhikla gorilen ¢ gen ¢iftinden kaynaklanir. Bu gen
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ciftlerinden herhangi ikisinin olmast sonucu ii¢ homozigot (E2/2, E3/3 ve E4/4) ve ¢
heterozigot (E3/2, E4/2 ve E4/3) genotip meydana gelir. Apolipoprotein E2 ile E3
arasindaki fark normalde var olan arginin yerine sisteinin gectigi kodon 158°dir.
Apoliporptein E4 ile E3 arasindaki fark normalde var olan sistein yerine argininin
gectigi kodon 112°dir (14,21,26).

2.3.3.Lipoprotein Metabolizmasinda Yer Alan Apolipoprotein Disi Proteinler
Lipoprotein metabolizmasinda yer alan apolipoproteinler diginda enzim, reseptér ve
transfer protein olarak yer alan gesitli protein yapida makromolekiil vardir.
2.3.3.1. Enzimler
Plazma lipoproteinleri siirekli bir degisim, yikim ve yapim halindedirler.
Lipoproteinlerin major yapim yerleri karaciger ve ince barsaktir. Sentezleri graniillii ve
diiz endoplazmik retikulum igerisinde gergeklesmektedir. Metabolizmalarinin bir ¢ok
noktasinda dort 6nemli enzim gorev almaktadir. Bunlar; lipoprotein lipaz (LPL),
hepatik lipaz (HL), lesitin:kolesterol asil transferaz (LCAT) ve asil-CoA:asiltransferaz
(ACAT)Ytir (7).

a) Lipoprotein Lipaz

Lipoprotein lipaz (LPL), hepatik lipaz ve pankreatik lipazi da igine alan serin esteraz
ailesine ait glikoprotein yapida bir enzimdir. Lipoprotein lipaz baglica parankimal
hiicrelerde sentezlenir, fakat sentezi kas ve adipoz dokuda olduk¢a yogun olarak
bulunmaktadir. Lipoprotein lipaz plazma trigliseritlerinin serbest yag asitlerine ve
monogliseritlere hidrolizinden sorumludur. Tercih ettigi substratlar VLDL ve
silomikronlardir. Kofaktér olarak APO C-II'ye ihtiyag duyar. Lipoprotein lipaz
proteoglikanlar araciliiyla karaciger harici endotel ylzeylere baglanir. Enzim 449
amino asitten olugmaktadir. Lipoprotein lipazin sadece bir dimer olarak fonksiyon
gordagi diigiiniilmektedir. Enzimin amino terminal bolimii (1-335) katalitik bolge ile
heparin baglayict bolge igerir. Karboksiterminal boliimii ise (336-445) lipoproteinler,
heparin, LRP ve LDL reseptérlerini baglamak igin farkli bolgeler icerir. Boylece LPL
ahgilmadik bir gekilde bir enzim ve reseptor ligandt ozelliklerine birarada sahiptir
(7,8,17,21).
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b) Hepatik Lipaz

Hepatik lipaz (HL), karaciger parankima hiicrelerinde sentezlenir ve heparan siilfata
bagl olarak hepatik kan damari endotellerinin membran ylzeyinde yerlesiktir. Ayrica
gonad ve adrenallerin kan damart endotellerinde de bulunmaktadir. Lipoprotein lipaz
gibi LRP’ye baglanir. Bununla birlikte LPL’den farkl: olarak HL bir aktivatore ihtiyag
gostermez. Hepatik lipaz, fosfolipitleri ve trigliseritleri hidrolize eder ve HDL, nin daha
kigitk olan HDL3’e doniigiimiine katilmig olur. Hepatik lipaz ayrica kahntilarin normal
metabolizmas: ve temizlenmesine de yardimct olur, insanlarda enzim eksikliginin

plazmada lipoprotein kalintilarinin birikimi ile iligkili oldugu gosterilmistir (7,8,18).

¢) Lesitin:Kolesterol Asil Tansferaz

Lesitin:kolesterol asil tansferaz (LCAT), karacigerde sentezlenen glikoprotein yapida
bir enzimdir ve dolastmda HDL, LDL, apo D ve kolesteril ester transfer protein (CETP)
ile birlikte dolasir. Apolipoprotein A-I tarafindan aktive edilir. Lesitin:kolesterol asil
tansferaz fosfolipitlerden uzun zincirli yag asitlerini alarak kolesterole aktarir. Serbest
kolesteroliin kolesterol esterlerine doniigiimiinii saglayarak kolesteroliin hiicre
zarlarindan HDL’ye yayilim igini gerekli kimyasal gradientin strdiiriilmesinde rol
oynar. Olgun protein hidrofobik amino asitlerin gesitli dizilimini kapsayan 416 amino
aside sahiptir. Pankreatik lipazin yiizeyler arasi baglayict kismina es olan alt: amino
asitlik diziye sahiptir. Bu bolimiin enzimin aktif bolgesine yakin olan lipid
substratlarinin baglanmasina yardimer oldugu diisiiniilmektedir. Lesitin:kolesterol asil
tansferaz aym: zamanda apo E’nin karboksiterminal ucunda bulunan lipid baglayict
bolgeye benzeyen bir amfipatik heliks igermektedir. Normal plazmada, LCAT’in goZu
HDL ile iligkilidir (7,8,19-21).

d) Asil-CoA:Kolesterol Asiltransferaz

Asil-CoA:kolesterol asiltransferaz (ACAT), endoplazmik retikuluma bagl: hiicre igi
bir enzimdir. Bu enzim 65 kDa agirhiginda ve 550 amino asitten olusan bir polipeptitdir.
Serbest kolesterole yag asitlerini ester bag: ile baglar. Asil-CoA:kolesterol asiltransferaz
kolesteroliin karaciger parankima hiicrelerinde oldugu gibi depo edilebilir forma
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donisturiilmesini saglayan intraseliiler bir enzimdir. Bu enzimin aktivitesi hiicre igi
kolesteroliin artmas: halinde artar. Hiicre igine fazla kolesteroliin girmesini sinirlamak
amaci ile LDL reseptéor geninin transkripsiyonunu azaltarak yeni LDL reseptor

proteininin sentezini azaltir (7,8,18).

2.3.3.2.Reseptorier

a) LDL Reseptor Ailesi

LDL reseptor geni 19. kromozomda 45 kb’lik bir yer kaplar, 18 ekzonu vardir ve 5,3
kb’lik bir mRNA olusturur. Ekzon 1 kisa bir ¢evirimi yapilmayan (untranslated) bolge
ve 21 amino asitlik sinyal peptidi kodlayan bolgeyi igerir. Bu kisim proteinin
endoplazmik retikulum translokasyonu sirasinda kesilir. Geri kalan ekzonlar bes farkls
domain igeren 839 amino asitlik proteini kodlar. LDL reseptér proteininin difer
proteinlerle kargilagtirilmas: ve bazt bolgelerinin belirgin homolojiler gdstermesi biiyiik
bir gen ailesinin tiyesi oldugunu gostermektedir (2,18,21).

LDL reseptér ailesinin LDLR, LRP-1, glikoprotein330 (gp330) ve VLDL reseptorii
olmak iizere bilinen dort iiyesi vardir (7). Ayrica sadece LDL reseptérleri LDL ve apo E
iceren lipoproteinlerin endositozunda énemli bir role sahiptir. Ilging olarak LRP, doku
tipi plazminojen aktivatorii (tPA), iirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA) ve bunlarin
inhibitorii olan plazminojen aktivatdr inhibitér-1 (PAI-1) gibi fibrinolitik enzimleri
kapsayan ve lipoprotein metabolizmas: ile iliskisi olmayan bir ¢ok proteini de
baglamaktadir (18).

LDL reseptor ailesinin diger tyeleri gp330 ve VLDL reseptorleridir. VLDL
reseptorleri bugiine kadar kesfedilmiy LDL reseptorleri ile en yakindan iligkili
proteindir. LDL reseptorleri ve LRP’den farkli olarak, bu reseptorler karacigerde gok
fazla degildir ve bdylece plazma LDL veya kalinti temizlenmesinde 6nemli bir rol
oynamazlar. VLDL reseptérleri ise en fazla iskelet ve kalp kasi, adipositler ve beyinde
bulunur. Glikoprotein 330 proksimal tiibiiler epitel hiicreleri, tip II pnomositler ve
gelismekte olan embriyonun beyin bolgesinde bulunur ve 600 kDa’luk bir proteindir.
Apolipoprotein E iceren lipoproteinleri ve LDL’yi baglamasina ragmen lipid

metabolizmasindaki rolii heniiz bilinmemektedir (8,18,21).
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L2

LDL reseptor ailesinin iiyeleri, sisteinden zengin yapisal motiflerin iki tipini veya
yaklagtk 40 aminoasitin tekrarlanmasi seklinde bir yap: sergiler. Tekrarlarin
birimlerinden biri, ligantlarin baglanmasindan sorumludur ve C9 kompleman
faktorlerindeki tekrarlara benzerdir. Epidermal biiyiime faktoriinin (EGF) onciisiindeki
tekrarlar ile homoloji gosteren digerinin ise bir fonksiyonu yoktur ancak, bu silindigi
zaman, reseptorlerin lizozomlardan hiicre yiizeyine donusiniin ortadan kalkmasina
neden olmaktadir. LDL, LDL reseptoriiniin 7 ligand baglayici tekrarim igeren amino
terminal bolgesine baglanir. Bu o6ncelikle EGF o6ncii proteine homoloji gosteren
bolgeye, sonra da O-bagh glikozilasyonun meydana geldigi membrana yakin hiicre disi
bolgeye baglanir. Transmembran boélgesi 27 amino asit uzunlufundadir. Reseptdriin
sitoplazmik ucu, 50 amino asittir ve bir ¢ok iligkisiz reseptoriin klatrin kaph gukurlar ile
birlestirilmesi igin NPXY (N;arjinin, P; prolin, X: herhangi bir amino asit ve Y; tirozin)
motifi igerir. Bu yapisal motifler ¢esitli sayilarda tim reseptor ailesi Uyelerinde
bulunmaktadir. Ornegin LRP 31 ligand baglayici tekrar ve 2 NPXY motifi igerir. LRP
sentezden sonra 515 ve 85 kDa’luk parcalara aynlir. Bu ayrilmanin nedeni
bilinmemektedir (sekil 2.7)(18).

f 1= —Kompleman benzeri tekrar b8lgeleri
O« —Distlfitten zengin bllylime faktoril
ileiliski bslgeler

NH,

—Ligand baglama
bolgesi

—EGF-8ncil benzeri
bélge

—Glikolizasyon bdlgesi

LRP .
LDLR —>Membran gegen bolige

i - Internalizasyon
sinyal bsigesi COOH

COOH

VLDL
Resentiirii

Sekil 2.7: LDL reseptdr ailesin (LDL:dtistik yogunluklu lipoprotein, LRP:LDL resept6r benzeri
protein, LDLR:LDL reseptorit) (21).

20




b)HDL Reseptorleri

HDL reseptorlerinin tanimlanmasi, lipoprotein metabolizmasindaki tartigmali pek
¢ok problemin g¢6zimiini saglamigtir. HDL reseptérlerinin iki farkli fonksiyonu
bulunmaktadir. Birincisi, HDL’den hiicrelere kolesterol esterlerinin dagitimini kapsar.
Son zamanlarda, bu fonksiyona aracilik eden Klas B yakalayict reseptorlerden biri (B1)
gosterilmistir. Apolipoprotein B-100 veya Apo E igeren lipoproteinlerin LDL-reseptér
aracith alimindan farkh olarak, HDL kolesterol esterlerinin B1 reseptorii araciliiyla
hiicrelere dagitimina, HDL nin apolipoprotein bileseninin yikilimu eglik etmektedir. Bu
gostermektedir ki; kolesterol ester alimi i¢in, LDL reseptor ailesinin tiyeleri araciligiyla
lipoproteinlerin alimini takiben meydana gelmesi gibi, tim partikiiliin lizozomal
yikilimdan bagka bazi mekanizmalar da mevcuttur. Yakalayici reseptor B1’in
ekspresyonu adrenal bez gibi kolesteroliiniin ¢ogu HDL’den tireyen bir dokuda
Ozellikle yiksektir. HDL reseptorlerinin ikinci fonksiyonu, hiicrelerden kolesteroliin

uzaklastirtlmasina aracilik etmesidir (2,7).

¢) Copcii Reseptorier

Copeti  reseptorler lipoproteinlerin  veya diger proteinlerin in  vivo olarak
metabolizmalar1 sirasinda kimyasal degismelerle olusan ¢ok ¢esitli polianyonik
molekiilleri baglar. LDL arter duvarinda uzun bir sire boyunca kaldiginda, LDL
oksidasyon ve diger kimyasal degigsmelere ugramaktadir. Tamamen iligkili iki klas A
yakalayici reseptorunii de kapsayan, bir ¢ok yapisal olarak iliskisiz protein yakalayici
reseptor aktivitesine sahiptir (CD36). Klas A yakalayici reseptorler gok kapsamli olarak
¢aligilmigtir ve kan monositlerinin makrofajlara degigimini izleyen diizenlemede artiga
ugradig: bilinmektedir (7,8).

2.3.3.3.Lipoproteinler fle iligkili Transfer Proteinleri

a) Kolesterol Ester Transfer Protein

Kolesterol Ester Transfer Protein (CETP), oldukea hidrofobik, 1siya dayanikly 70
kDa agirhginda bir glikoproteindir. Karaciger, incebarsak, dalak ve adrenal bezlerde
olmak iizere bir ¢ok dokuda sentezlenmektedir. Kolesterol Ester Transfer Protein,
HDL’deki kolesterol esterlerinin VLDL, IDL ve LDL’deki trigliseritlerle degis
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tokusunu katalizler. Ayrica CETP, HDL alt simflarinin partikil buyuklaging de
degistirir. LDL’deki kolesterol esterlerinin ¢ogu CETP aktivitesinin sonucudur ve
Kolesterol ester transfer protein, 476 amino asit ile kolesterol esterleri, trigliseritler ve
fosfolipitler igin baglayici bolgeler igeren bir glikoproteindir. Insan CETP eksikligi agtri
derecede yiiksek kolesterol ve disik LDL dizeyleri ile iligkilidir (7,27-29).

b) ATP-Binding Cassette Transporter

ATP-Binding cassette transporter (ABC1-transporter), kolesteroliin aktif transport ile
hiicrelerden uzaklastiriimasinda goérev alan bir proteindir. Hiicrelerden HDL’ye
kolesterol akiginda 6énemli bir rolii vardir ve gesitli substratlarin hiicre membranlarindan
enerji bagiml transprotunu saglayan bir stuperaileye aittir. Protein kinazlar tarafindan
fosforilasyonla aktive edilir. Otozomal resesif bir hastalik olan ABCI1-transporter
proteinini kodlayan gende mutasyonla olusan tangier hastaliinda kolestero! esterleri
dokularda birikir ve plazma HDL’inin tam olarak yoklugu s6z konusudur. ABCI1-

transporter heterozigot hasar1 koroner arter hastaligi ile iligkilidir (7,30).

¢) Diger Transfer Proteinler

Lipoprotein metabolizmasinda yer alan diger transfer proteinlerden birisi fosfolipit
transfer protein (PLTP)’dir. Trigliseritten zengin lipoproteinlerin merkezindeki notral
lipit kaynagmm tikenmesi ile yiizeydeki fosfolipit tabaka HDL olusumunda
kullanilabilecek hale gelir. Bu noktada PLTP devreye girerek bu fosfolipitlerin HDL
olusumunda kullanmlabilmesini saglar. Fosfolipid transfer protein hasarli farelerin %60-
70 oraninda HDL’den yoksun olduklar gésterilmistir. Digeri ise mikrozomal trigliserit
transfer protein (MTP)’dir, silomikron ve VLDL’nin olusumunda gorev alr.

Endoplazmik retikulumda etkindir ve trigliseritlerin transferinden sorumludur (7,18,31).

2.3.4.Lipoproteinler ile iligkili Mutasyonlar
2.3.4.1.HDL fle Tligkili Mutasyonlar

a) Apolipoprotein Al
Transkripsiyonun bagladifi yerden 75 baz ¢ifti uzaklikta adenin yerine guanin
transisyonu (baz1 ¢aligmalara gore bu polimorfik u¢ degisgen olarak —75.bp, -76bp ve —
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78.bp de olabilir) Mspl (restriksiyon enzimi) igin bir yer olusturur. Bagka bir Mspl Apo
Al polimorfizmi ilk intron iginde timin yerine sitozin transisyonu (+83bp) ve/veya bir
adenin yerine guanin transisyonu (+84bp) ile olusur. Bunlardan birisi (+83.bp ya da
+84) beyaz irkin %4’tinde goriliir ve HDL seviyesinin diigmesine ve koroner arter
hastalif1 riskinin artmasina yol agar, digeri (-75.bp) beyaz irkin %20 ve sart irkin
%45’inde gorilur (32).

b) Apolipoprotein AIV

Apolipoprotein A-IV (Apo A-IV) 360. amino asit pozisyonunda glutamin yerine
histidin gegmesi (apo A IV-2 olarak da bilinir) ve 347. amino asit pozisyonunda treonin
yerine serin gegmesi ile olusan iki polimorfizmi vardir. Her iki mutasyon koroner arter
hastaligi riskini azaltan etkiye sahiptir. Apolipoprotein A IV-2 polimorfizmi HDL
diizeyinin artmasina ve trigliserit diizeyinin azalmasina neden olur. Diinyanin her
yerinde gozlenen bu polimorfizmin bat: iilkelerinde goériitme sikligi %7-9 arasinda yer
alir. Asyali hintlilerde %12, beyazlarda ise %21 siklikta gozlenen diger polimorfizmde
LDL ve trigliserit seviyelerini azaltmak yolu ile koroner arter hastalifi riskini azaltir
(33,34).

¢) Kolesterol Ester Transfer Protein Taql B

Kolesterol ester transfer protein (CETP) geni HDL’deki kolesterol esterlerinin
LDL’ye aktarmak yolu ile ters kolesterol transportunun 6nemli noktasinda gérev alir ve
16.kromozomda bulunur ve CETP geninin 1. Intronunda Taql B diye adlandirilan bir
restriksiyon polimorfizmid vardir (CETP Tagl B). Polimorfizmin varligi B1 yoklugu ise
B2 olarak ifade edilir. Bu genin varyantlar1 HDL yikiminda azalma ve dolayisiyla HDL
seviyesinin artmasina neden olur. Koroner arter hastahigi riskini azalttigs

gosterilememigtir. Bu varyantlar iizerinde yapilan ¢aligmalar devam etmektedir (27,29).

d) Lipoprotein Lipaz
Trigliseritlerin hidrolizinde gérev alan LPL geninde 40 farkli yapisal mutasyon tespit
edilmistir. Bu mutasyonlann varlifinda enzim ya hig iiretilememis ya da katalitik olarak

188

hasarh tretilmigtir. Bunlardan Gly ™~ —Glu mutasyonu iskemik kalp hastali1 ile 4,9 kat

iligkili bulunmugtur. Genel populasyonda %0,06 siklikla gérilen bu mutasyon artmig
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trigliserit ve azalmig HDL-kolesterol ile iligkilidir (34). Asp’—Asn mutasyonu ise

koroner arterin hastaliginin ilerlemesi ile iligkili bulunmustur (35,36).
2.3.4.2.LDL ile Mliskili Mutasyonlar

a) Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (Apo E) geni 19 no’lu kromozomda yerlesiktir ve apo CI ve apo
CIl’nin ic¢inde yer aldifi gen kiimesinin bir boliimini olusturur. Gen 3,6 kb
uzunlugundadir, 1163 niikleotidden olusan mRNA’y1 olusturur ve 18 aminoasitlik
sinyal peptidi igeren 317 amino asitten olusan bir proteindir. Genetik olarak saptanan
polimorflara (Cizelge 2.1) ek olarak var olan ikinci bir polimorf tipi posttranslasyonel
glikolizasyondur. Treonin 194’e karbohidrat baglanmasi ve multiple sialik asit
kalintilari, minor asidik izoformlar meydana getirirler (21).

Apolipoprotein E’nin genetik olarak saptanan baglca tg¢ sekli vardir. Bunlar apo E2,
apo E3 ve apo E4 olup €2, €3 ve g4 ad: verilen ve ¢esitli toplumlarda sirasiyla %8, %77
ve %15 siklikla gorilen (¢ gen ¢iftinden kaynaklanir. Bu ¢iftlerden herhangi ikisinin
olmasi sonucu ii¢ homozigot (E2/2,E3/3 ve E4/4) ve iig heterozigot (E3/2, E4/2 ve E4/3)
genotipleri meydana gelir. Apolipoprotein E2 ile E3 arasindaki fark normalde var olan
arginin yerine sisteinin gegtigi kodon 158’dir. Apolipoprotein E4 ile E3 arasindaki fark
normalde var olan sistein yerine argininin gegtigi kodon 112°dir. Apolipoprotein E3 ve
E4 LDL reseptorii ile reaksiyona girme agisindan esit yetenektedir. Apolipoprotein
E4’{in hiicre yiizeyi heparan siilfat proteoglikanlarina baglanmada kusurlu oldugu ve bu
nedenle plazma lipoprotein kalintilarinin seviyesinin yiksekligi ile iligkilidir (23).
Apolipoprotein E4 alleli koroner arter hastalig: riski ile iligkilidir (8,20,23,37).
Apolipoprotein E2 ise LDL reseptoriine baglanmada bir bozukluk igerir. Bu nedenle
apo E2/E2 homozigot gen giftine sahip kigilerin teorik olarak plazma LDL seviyelerinin
yitksek olmasi beklenir fakat E2 alleli plazma kolesterol diizeylerinde %10-15 arasinda
bir disisle iligkilidir (24). Bununla beraber E2 alleline homozigot olan bireylerin
%]1’inde hipertrigliseridemi geligebilir (8,14,23,24).
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Cizelge 2.1: Apolipoprotein E gen polimorflan, mutasyon sonucu olugan aminoasit yerdegisimi ve relatif
LDLR baglama aktiviteleri (E3’e gdre % olarak belirtilmistir, bos olan yerlerde aktivite bildirilmemistir)

1.

Fenotip Aminoasit yerdegisimi Relatif LDLR baglama
aktivitesi (%, normal E3)

Ercain(tajima ve ark,1988) | Gluyes—Lys, Glu—Lys

Espapan(Tajima ve Glu;—>Lys

ark.,1989)

ESKanada(Mﬂilly ve Glu 13——>Lys

ark.,1991)

E4(Genel) Cysi12—Arg 100

E;3(Genel)

E3(McLean ve ark.,1984) | Alago-—>Thr

Es(Rall ve ark.,1989) Argi4—Cys

Espcigen(Wardell ve 121-127 aminoasitlerinin |25

ark.,1989) dublikasyonu

E2(Genel) Arg;sg—>Cys <2

E(Rall ve ark.,1982) Arg145—Cys 45

Ex(Rall ve ark.,1983) Lysi46—Gln 40

E;(Weisgraber ve Glyi27—>Asp

ark.,1984)

E1Betmseda(Gregg ve ?

ark.,1983)

ElHarrisburg(Mann ve LyS 146—>Glu

ark.,1989)

E1punedin{ Wardell ve Argag—>Ser

ark.,1989)

ElChristcl'n.n'ch(vva»r dell ve Ar gm—‘fSer 40

ark.,1989)

E hasarli (Claradas ve Intron 3’te kesim hatast

ark.,1987)

Es(Wardell ve ark.,1991) | Gluz—Lys 180

Es(Wardell ve ark.,1991) | Progs—Arg

Eaphitedetphia(LOhse ve Gly;3—Lys, Argiass—Cys |0

ark.,1991

b) Apolipoprotein B

Apolipoprotein B LDL’nin LDL reseptoriine baglanmasina aracilik eden
apolipoproteindir. Birgok polimorfizmi rapor edilmigtir. Apo B100 (Argssee-Gln)
mutasyonu familial defektif apo B100’ e neden olan primer mutasyondur (21,38,39).
Bu mutasyon 3500. amino asitte arginin yerine glutaminin kodlanmasi ile olugmustur.
Bu durum LDL’nin reseptoriine baglanmasinda soruna yol agar ve LDL-kolesterol

diizeyinin yitkselmesine neden olur. Normal populasyonda goriilme stkhigi %0,1°dir. Bu
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mutasyon Japonya, Israil ve Finlandiya’da gorilmemistir (21). Argsse-Gln
mutasyonunun diginda ligand defektif bir mutasyon daha belirlenmigtir, bu mutasyon

Argssy;-Cys mutasyonudur (21).

¢) Apolipoprotein CIII(Sst I allel)

Apolipoprotein CIII geninin 3” gevirimi yapilmayan bolgesinde guanin yerine sitozin
gegmesinin neden oldugu restriksiyon lengt fragment polimorfizm (RLFP) Sst I
polimorfizmidir. Apolipoprotein E aractli reseptér baglanmasini antagonize eden
apolipoproteindir. Apo CIII S2 alleli tagiyan kigiler, lipoprotein reseptdre baglanmada
kusurlar igerir ve apo CIII yiiklii lipoproteinler kanda birikir. Bu polimorfizm genel

populasyonun %5-10’unda gézlenir ve hipertrigliseridemi riskini 5 kat artirir (22).

d) Diisiik yogunluklu Lipoprotein Reseptirii (LDL-R)

LDL’nin dokular tarafindan alinabilmesi i¢in gerekli bir proteindir. Bu proteini
kodlayan gen 19. kromozomda yer alir ve 350’ye yakin varyant: tanimlanmistir. Her beg
yiiz kisiden biri zayif olarak fonksiyon goren bir LDL-R varyantina sahiptir. Bu
kisilerde LDL seviyeleri yiiksektir ve erken yagta koroner arter hastalif1 gelistirme riski
fazladir (40,41,42).

2.4. Hemostaz ve Koagiilasyon Sistemi Elemanlari

2.4.1. Hemostaz
Hemostazis vaskiiler biitinligiin bozulmasinin ardindan kanamanin durmasidir.
Kanin pihtilagmastm1 kapsar, hem pihtilasma hem de pithtinin ¢ézilmesine neden olan

kan damarlari, trombositler ve plazma proteinleri ile iligkilidir (43).

2.4.1.1.Primer Hemostaz

Kanin kapiller, kiigiik arteriel ve veniillerden damar digina gikmasimin 6nler.
Damar zedelendiginde kan subendotelial dokulara temas edince trombositler
subendotelial kolfajene yapigarak, trombosit tikacini olugturur. Meydana gelen
trombosit tikaci, kanamanin durmasini saglar. Primer hemostaz saniyeler igerisinde

gelisir ve sonuglanir (43).
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Primer hemostazda tg¢ safha vardir;
Adezyon
Graniil salinim
Trombosit agregasyonu (43).
a) Adezyon

Trombositler damar zedelenmesini takip eden birka¢ saniye iginde subendotelial
kollajen liflerine glikoprotein Ia ve Ila ile yapisirlar. Von willebrand faktérii bu
birlesmeyi trombositlerdeki glikoprotein Ib (gp Ib) ile kollajen lifleri arasinda koprii
olusturarak stabilize eder (43).
b) Trombosit Aktivasyonu ve Graniil Salmim

Kollajen, epinefrin veya trombinle uyarilan trombositler aktive olurlar. Aktive
trombositlerin membranlarinda bulunan fosfolipaz Cve fosfolipaz A; enzimleri aktiflesir
ve aragidonik asit salinimina neden olur. Baglangi¢ta olusan az miktarda tromboksan
Az’de fosfolipaz C yi aktive eder. Sonug olarak fosfatidil inositol 4-5 bifosfat
diasilgliserol (DAG) ve inositol trifosfata déniisiir. Inositol trifosfat kalsiyumun hiicreye
girigini kolaylagtirir ve miyozin hafif zincirinin fosforilasyonunu saglar. Miyozin de
aktinle birleserek trombositlerin gekil degisikligine neden olur (43).

Bu reaksiyon esnasinda olusan DAG protein kinaz C’yi aktive ederek 47000 Da
agirliginda olan plekstrin denilen proteini fosforile ederek granul sekresyonunu saglar.
Bu graniillerden agagidaki maddeler salgilanir (43).

1. Lizozomlardan, endoglikozidaz ve heparin pargalayic1 enzim

2. Yogun graniillerden, kalsiyum, serotonin ve ADP

3. Alfa graniillerden, von willebrand faktori, fibronektin, trombospondin, heparin
ndtralize edici faktr, trombosit biiyiime faktori salgilanir (43).

Trombositlerden salgilanan adenozin difosfat (ADP) molekiilii trombosit ylizeyinde
modifikasyon yapmaktadir. Béylece modifikasyona ugrayan gp Ila/IIIb fibrinojen ile
birlesmektedir. Trombositlerin arasina giren fibrinojen trombositlerin agregasyonuna
neden olmaktadir, Boylece trombosit tikact meydana gelerek primer hemostaz
tamamlanmaktadir (43).
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2.4.1.2.Sekonder Hemostaz
Sekonder hemostaz esnasinda fibrinojen fibrine doéniiserek pihti meydana

gelmektedir. Pihtilagma mekanizmas: sirasinda adi gecgen faktorler ve fonksiyonlar:

asagidaki tablo 1 ve 2°de verilmigtir. Pihtilagma olayini ii¢ kisimda inceleyebiliriz (43).

1. Fakt6r X'un aktivasyonu

2. Protrombinden trombinin yapimi

3. Trombinin fibrinojene etkisi sonucu fibrin olugumu

Pihtilagma olay: iki yoldan olabilmektedir (43).

1. Intrensik pihtilasma mekanizmasi, intrensik pihtilasma mekanizmasindan once
kontak faz vardir. Faktor XII, yitksek molekiiler agirlikli kininojen (HMWK) ve
prekallikrein (PK) subendotelial dokuya yapigarak bir kompleks meydana getirir.

Bu fazda asagidaki reaksiyonlar olur.

HMWK faktor XII ile birleserek faktor XIT'yi aktif proteaz haline sokar (faktor XI1,).

Diger taraftan meydana gelen faktor XII,, PK’ ya etki ederek kallikrein meydana getirir.

Meydana gelen kallikrein de inaktif faktor XII” yi aktiflestirebilir. Diger taratan faktor

X1, faktor XT'e etki ederek onu aktiflestirir. Meydana gelen faktor X1, da faktor IX’a

etki ederek onu aktiflestirir. Faktor IX, da faktor X’ u aktiflestirir (43).

2. Ekstrinsik yolda ise doku faktéru ve faktor VII rol oynar, Doku faktérii (TF), faktor
VI ile Ca™ varliginda birlesir ve faktor VII® yi aktif hale getirir (faktor VIL,).

Faktor X’ un aktiflesmesi agagidaki gekilde olur:

a) Intrinsik yoldan faktér X’ un aktiflesmesi: intrinsik yolda rol oynayan ve aktif hale
geemis bulunan faktor IX, faktor VIII, ve Ca’" ile beraber faktor X’ u aktif hale
getirir.

b) Ekstrinsik yoldan faktor X’ un aktiflesmesi: Faktor X faktor VI, ve doku
faktoriniin varhiginda faktor X aktive olur.

Boylece meydana gelen faktor X,, faktor V, ve Ca'™ ile beraber protrombine etki
ederek trombin meydana getirir. Olusan trombin, fibrinojeni fibrine gevirir. Trombinin
diger faktorlere de etkisi vardir (faktor V, faktér VIII' i aktive eder). Aymt zamanda

trombosit agregasyon ve sekresyonunu stimiile etmektedir.
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Trombinin fibrinojene etkisi sonucunda fibrino peptid A ve B pargalar aynlir,

boylece fibrin monomerlerini meydana getirir. Bunlar birleserek fibrin polimerleri

olugur. Fibrin polimerleri faktor XIII, mn etkisi ile stabilize olur (18,43).

Cizelge 2.2’de koagllasyon sisteminde gorev alan faktorlerin adlari ve gorevleri

verilmistir. Cizelge 2.3’de ise koagiilasyon yolunda yer alan diger pihtilagma faktorleri

verilmigtir.

Cizelge 2.2: Kan koagiilasyonunda gorev alan faktédrler ve fonksiyonlari (18)

faktori

Faktor |Ad: Fonksiyonu

I Fibrinojen Fibrine doniigim

11 Protrombin Trombine déniigiim

III(TF) |Doku faktori Faktor X’un  aktivasyonu,
kofaktor

1% Kalsiyum iyonu Bir ¢ok reaksiyon i¢in kofaktor

\ Proakkelerin Trombin olusumu (enzim degil)

VII Prokonvertin Faktor X aktivasyonu

VIII Antihemofilik globiilin Faktor X aktivasyonu, kofaktor

IX Plazma tromboplastin 6nciisii veya christmas | Faktor VIII’in olugumu

X Stuart-Power faktorii Trombin olugumu

X1 Plazma tromboplastin dnciisii Faktor IX aktivasyonu
X1 Hageman faktor Kontak aktivasyonu
X1 Fibrin stabilize edici faktor (fibrinoligaz)

Fibrinin ¢apraz baglanmalar

Cizelge 2.3: Diger koagiilasyon sistemi elemanlar: (18)

Perkallikrein

Yiiksek molekiiler agirlikli kininojen (HMWK)

Protein C

Protein S

Antitrombin IIT

Heparin faktor I1

Von Willebrand Faktor (vVWF)

Trombositler

2.4.2 Koagiilasyon Ile iligkili Mutasyonlar
a) Faktsr V " Mutasyonu
Faktér V %" mutasyonu faktsr Vi kodlayan genin 1691. niikleotidinde guanin

yerine adenin ge¢mesinin neden oldufu 506. pozisyondaki arginin amino asidi yerine

glutaminin kodlanmasi ile olusur. Aktive plateletler {izerinde faktér Xa, Va’ya
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baglanarak protrombinin trombine doniigiimiinde rol alir. Olusan trombin fibrinojenin
fibrin’e doniigimini saglar. Aktive protein C ise faktér VIIIa ve Va’y: inaktive etmek
yolu ile bir antikoagiilan gibi davranir. Faktsr V ' mutasyonu aktive protein C’nin bu
inaktivasyon etkisine daha dayamkh bir faktér V mutasyonudur. Faktor V 90
mutasyonu daha ¢ok vendz trombozda caligilmug, arteriel trombozdaki etkisi heniiz

netlegsmemistir (3,4).

b) Protrombin G20210A Mutasyonu

Protrombin geninin 3’ gevirimi yapilmayan boélgesinde 20210.’uncu pozisyonunda
guanin yerine adenin yerdegisimi ile olusan bir polimorfizmdir. Bu polimorfizm genel
populasyonun %2-5’inde bulunur. Genellikle vendz tromboz igin bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir. Komplike faktorler ile birlikte MI ile iligkili olduguna dair

caligmalar mevcuttur (3,4,5).

c) Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Mutasyonu

Pozisyon 223’te valin yerine alanin gegmesi ile olusan bir polimorfizmdir.
Metilentetrahidrofolat rediiktaz’t (MTHFR) kodlayan gendeki bu polimorfizm genel
populasyonun %5’inde bulunur ve homosistein artigi ile iligkilidir. Koroner arter

hastalik riskini (i kat artirdig: belirtilmistir (5,44).
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3.MATERYAL ve METOD

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kimyasal Maddeler
Fosfotungstik asit (Sigma)
Mutlak etil alkol (Reidel-Haen)
2-propandiol (Merck)

3.1.2. Aletler

Santrifiij (Niive NF 800, Sigma Ultra santrifiij)

Etiiv (Niive EN 500)

Hassas terazi (Shimadzu AX 120)

Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu)

Sogutucu (Bosch)

Eppendorf tiipii (Isolab 1,5 mi’lik)

5 ml’lik EDTA’li cam tiip (%7,5’lik)

Otomatik pipet (Gilson)

Cobas integra 700 (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany),
Light Cycler Real Time PCR (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)

3.1.3. Kullamilan Kitler

Total Kolesterol: CHOLL (Cat. No. 2055643, Roche Diagnostics GmbH Mannheim,
Germany)

HDL kolesterol: HDL (Cat.No. 2055937, Roche Diagnostics GmbH Mannheim,
Germany)

Trigliserit: TRIG (Cat.No. 2144620, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)
Apo A-I: APOA (Cat.No. 3032566, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)
Apo B: APOB (Cat.No. 2053098 Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)

High Pure PCR Template Kit (Catalog no. 1 796 828, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Germany)
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Light Cycler-Apo E mutation Detection Kit (codon 112 and 158) (Cat. No. 3 004 716
Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)

Light Cycler-Apo B Mutation Detection Kit (codon 3500) (Cat. No. 3 004 708 Roche
Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)

Light Cycler-Prothrombin (G20210A) Mutation Detection Kit (Cat. No. 2 236 842,
Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)

Light Cycler-factor V Leiden Mutation Detection Kit (Cat. No. 2 212 161, Roche
Diagnostics GmbH Mannheim, Germany)

3.1.4. Ayiraclarin Hazirlanmas)

a) HDL Coktiirmesinde Kullanilan Ayiraglar
0,14 M Fosfotungstik asit hazirlanmasi;

41,3 gram fosfotungstik asit tartirtlir ve bir litreye distile su ile tamamlanr.

b) DNA izolasyonunda Kullanilan Ayiraglarin Hazirlanmas:
DNA izolasyonu igin high pure PCR temlate kiti kullanilmistir (Catalog no. 1 796 828

Roche Diagnostics Mannheim, Germany). Kit igerigi ¢izelge 3.1°de verilmigtir.

Cizelge 3.1: DNA Izolasyonunda kullanilan high pure PCR templat kit igerigi

Kimyasal Miktar: Icerigi
Binding (Baglayici) tampon 20ml | 6M guanidin HCI, 10mM iire, 10 mM Tris-
HCI, %20 Triton X-100 (v/v), pH:4,4
Proteinaz K 90 mg |Liyofilize proteinaz K
Inhibitor uzaklagtirici tampon 53 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI pH:6,6
Yikama tamponu 20ml |20 mMNaCl, 2 mM Tris-HCl, pH:7,5
Eliisyon tamponu 40 10 mMTris,pH:8,5

Yukarida kit igerigi verilen DNA izolasyon setinde bulunan Proteinaz K, Inhibitér
uzaklagtirict tampon, ytkama tamponu DNA izolasyon kitinin prospektiisiinde verilen

bilgiler dogrultusunda asagida verilen gekilde islemlere tabi tutulmustur.

Proteinaz K: Liyofilize proteinaz K’ya 4,5 ml steril bidistile su eklenir ve galisma
giiniine kadar 500’er pl’lik porsiyonlara ayrilarak -20°C’de saklanmgtir.
Inhibitér Uzaklastinc Tampon: 33 ml tampona 20 ml mutlak etil alkol eklenmistir.

Yikama Tamponu: 20 ml yrtkama tamponuna 80 ml mutlak etil alkol eklenmigtir.

IR LTI
' N i
s AN UL AAESAES!
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3.1.3.Calisma Grubu ve Ornek Ahmu

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji ve Gogiis-Kalp Damar
Carrahisi polikliniklerine stabil anjina pektorisi olan ve koroner anjiyografi ile koroner
arterlerinde %70 ve fazlasi darlif1 olan 35’1 kadin, 66’s1 erkek olmak tzere topla 101
hasta (yas ortalamas1;60+10) ¢alisma grubumuza dahil edilmistir. Hastalara verilen bilgi
formundan, hastalarin %90°1 statin grubu kolesterol duasiriicii ilag kullandifns ve
kolesterolden fakir diyet ile beslendigi ve %20’unun sigara kullandifi saptanmgtir.
Ozgegmisinde sigara hikayesi olanlarin ise sigara igmeyi son kag yildir biraktiklari
farklilik gostermekte olup 1-20 yil arasinda degismektedir.

Kontrol grubu olarak da dzgegmisinde diabet, hipertansiyon ve koroner arter
hastaligi 6ykiisii olmayan 30’u kadin ve 52’si erkek olmak tizere toplam 82 saglikli kisi
(yas ortalamasi;58+8) segilmistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait total kolesterol, HDL, LDL, VLDL, trigliserit,
apolipoprotein A-I ve B analizleri igin biyokimya tliplerine, apolipoprotein E gen
polimorfizmi, apolipoprotein B, Faktér V ve Protrombin mutasyonlari igin
etilendiaminotetraasetikasit (EDTA) igeren tiiplere kan ornekleri alinmigtir. Kan
Ornekleri 12 saatlik agliktan sonra alimmugtir. Lipid parametreleri igin alinan kan
O6rmekleri 15 dakika sonra 4000 rpm’de santrifij edilerek serumlan ayrilmistir ve takip
eden 1 saat igerisinde de lipid parametreleri galigilmigtir. EDTA’ls kanlar +4°C’de

saklanmigtir ve takip eden 1 ay icerisinde DNA izolasyonlar yapilmistir.
3.2.Yontemler
3.2.1. Serum Lipid ve Lipoprotein Olgiimleri

3.2.1.1.Total Kolesterol Olgiimii

Total kolesterol diizeyleri enzimatik kolorimetrik metod (CHOD/PAP) ile
¢aligiimigtir, Yontemde prensib, kolesterol esterlerinin kolesterol esteraz (CE) enzimi ile
agifa ¢ikan serbest kolesteroliin, kolesterol oksidaz (CHOD) varlifinda H;Os‘ye
oksidasyonu ve olusan H,O,‘in ise peroksidaz (POD) ile fenol ve 4-aminoantiprin (4-
APP) varhiginda, kinonimine doniigimii ve olusan kinonimin 520 nm de ol¢iilmesine
dayanmaktadir (Esitlik 3.1).

33



Esitlik 3.1: Total kolesteroliin 6lgiimiinde yeralan reaksiyonlarin denklemi

CE

Kolesterol esterleri + H;0 ——— kolesterol + yag asitleri
CHOD

Kolesterol + O —— kolest-4-en-3-on  + H,0,
POD

2H,0, + 4-AAP + fenol ——— kinonimin + 4H,O0

3.2.1.2.HDL-Kolesterol Ol¢iimii

HDL kolesterol diizeyleri enzimatik kolorimetrik (CHOD/PAP) metod
kullamilarak fosfotungustik asit ile ¢oktirme yontemi ile g¢aligtlmigtir. Yontem,
kolesterol esterlerinin CE enzimi ile agiga ¢ikan serbest kolesteroliin, CHOD varliginda
H,0,’e oksidasyonunu ve olusan H,0;’in ise POD varliginda fenol ve 4-
aminoantiprinin (4-APP) ile oksidatif olarak birleserek kinonimin olusturmasi
prensibine dayanir. Olugan kinonimin 520 nm’de verdigi absorbans HDL-kolesterol ile

dogru orantili olarak iligkilidir. (Esitlik 3.2)

Esitlik 3.2: HDL-kolesteroliin Slglimiinde yer alan reaksiyonlarnn denklemleri

CE

Kolesterol esterleri + H,0 ——— kolesterol + yag asitleri
CHOD

Kolesterol + O, ——> kolest-4-en-3-on + HO,
POD

2H,0, + 4-AAP + fenol —— kinonimin + 4H,0

3.2.1.3.Trigliserit Ol¢iimii

Trigliserit diizeyleri enzimatik-kolorimetrik (gliserolfosfat oksidaz-peroksidaz)
yontem ile Slgiilmiistiir, Yontem, trigliseritlerin lipoprotein lipaz tarafindan serbest yag
asitleri ve gliserole hidrolizini, gliserolin gliserokinaz (GPA) ile gliserol-3-fosfata
katalizini, gliserol-3-fosfatin da gliserol fosfat oksidaz (GPO) tarafindan dihidroksi
aseton fosfata (DHAP) ve H,0,’e oksidasyonunu ve olugan H,O,’in POD ile fenol ve 4-
aminofenazon (4-AP) oksidatif olarak birleserek kinonimin olusturmas: prensibine
dayanmaktadir. Olusan kinonimin 520 nm de verdigi absorbans HDL-kolesterol ile
dogru orantih olarak iligkilidir (Esitlik 3.3).

34



Esitlik 3.3: Trigliserit 6lglimiinde yer alan reaksiyon denklemleri

LPL.

TG +3H,0 ——— gliserol + 3 yag asiti
GK

Gliserol + ATP —— gliserol-3-P + ADP
GPO

Gliserl-3-P +02 —> DHAP +H202

POD
H,0, + 4-AP + 4-klorfenol —— 4-benzogqinonmonoiminofenazon + 2H;O

3.2.1.4.LDL ve VLDL Ol¢iimii
LDL ve VLDL dizeyleri oransal olarak Friedewald esitligine gore
hesaplanmugtir (esitlik 3.4) (19).

Esitlik 3.4: LDL ve VLDL nin hesaplanmasi i¢in Friedewald egitligi.

VLDL=Trigliserit/5
LDL~= total kolesterol-(HDL+VLDL)
3.2.1.5.Apolipoprotein A-I Ol¢iimii
Apolipoprotein A-I diizeyleri immiinoturbidimetrik yontem ile olgulmiistir.
Yontem insan apolipoprotein A-I’ine karst spesifik antiserum (koyun) kullanilarak

¢Okmesi ve ¢okeltinin 340nm’deki tiirbidimetrik 6lgtimiine dayanmaktadir.

3.2.1.6. Apolipoprotein B Olciimii
Apolipoprotein B diizeyleri imminoturbidimetrik yOntem ile Ol¢iilmugtir.
Yontem insan apolipoprotein B’sine kargi spesifik antiserum (tavsan) kullanilarak

¢okmesi ve ¢okeltinin 340nm’deki tiirbidimetrik 6l¢iimiine dayanmaktadir.
3.2.2. Apo E, Apo B100, Faktdr V ve Protrombin Mutasyonlarimin Saptanmasi
3.2.2.1.DNA izolasyonu
3.2.2.1.1.Prensip
Hiicreler, tiim nitkleazlari hemen inhibe eden bir koatropik tuz (guanidin-HCI)

varhifinda proteinaz K ile kisa bir inkiibasyon sonunda pargalanir. Hiicresel niikleik

asitler ¢ok saf piirifikasyon filtre tiiplerinde bulunan 6zel fiber glas yapiya segici olarak
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baglamir. Bagl niikleik asitler kontamine edici hiicresel elemanlardan hizli yikama ve
gevirme iglemleri ile arindinlir. Ozel bir inhibitor temizleyici tampon ile bu iglem
gerceklestirilir. Son olarak disiik yogunluklu tuz eliisyonu ile niikleik asitlerin fiber

glastan ayrilmasini saglanir.

3.2.2.1.2.Protokol

Steril bir ependorf tipiine 200 pl tam kan alinir ve lzerine sirast ile 200 pl
binding tamponu ve 40 pl proteinaz K eklenir (proteinaz K pipetlenir pipetlenmez
ependorf tipiiniin agzi kapatilir ve kangtirilir). 10 dakika 72 °C’de inkiibe edilir.
Inkiibasyonun ardindan tispe 100 ul izopropanol eklenir iyice karistirilir ve karigim filtre
tiipiine aktanlir. 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilir. Toplama tiipii degigtirilir. 500 pl
inhibitor uzaklastirici tampon alinir ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiyj edilir. Toplama
tiipii degistirilir ve 500 pl yikama tamponu alinir, 1 dakika 8000 rpm’de santrifty edilir.
Toplama tiipi degistirilir. Bu iglem tekrar edilir. Toplama tiiptniin igerigi bosaltilir ve
10 saniye 8000 rpm’de santrifiij edilir. Filtre tiipii yeni bir ependorf tipiine alinir,
tizerine 200 ul 70 °C’de inkibe edilmis eliisyon tamponu ilave edilir. 1 dakika 8000
rpm’de santrifiij edilir. Filtre tipa atilir ve pirifiye templat DNA elde edilir.

3.2.2.2.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Mutasyon Goriintiileme

Insan genomik DNA’sindan elde edilen spesifik primerlerle hedef gen (Apo
B100, Apo E, Faktor V%" ve Protrombin) bolgesinden uygun baz ¢ifti uzunlugunda
gen fragmani amplifiye edilir. Amplikon 6zel bir ¢ift hibridizasyon probu aracilig: ile
isaretlenir. Hibridizasyon problar iki farkli oligonikleotidden olugan ve polimeraz
zincir reaksiyonu PCR’1n annealing faz: esnasinda amplifiye fragmamn i¢ sekanslarina
baglanan iki probdan olusur. Problardan biri 5° ucundan Light Cycler-Red 640
tarafindan igaretlenmis ve 3’ ucundan fosforile edilmigtir. Digeri ise 3’ ucundan
fluorescein tarafindan igaretlenmigtir. Templat DNA’ya hibridize olduktan sonra iki
prob birbirine iyice yaklagir ve iki fluorophore arasinda fluorescence resonance energy
transferi (FRET) gergekiesir ve FRET esnasinda donér fluorophore fluorescein Light
Cycler cihazinin 151k kaynag: tarafindan ekside edilir. Eksidasyon enerjisinin bir kism
akseptér fluorophore olan Light Cycler-Red 640’a transfer olur. Light Cycler-Red 640

tarafindan emilen floresans Light Cycler cihazi taraﬁﬁdan Slguliir.
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Melting Curve Analizi ile Genotip Belirlenmesi:

Hibridizasyon problarn kullanilarak yapilan bir islemdir. Light Cycler-Red 640
isaretli hibridizasyon probu (¢apa probu) mutasyona ugramamis hedef sekansa
baglanir. Diger hibridizasyon probu (fluorescein isaretli prob) ise mutasyonlu kisma
baglanir. Fluorescein isaretli prob ¢apa probundan daha disiik bir erime 1sisina sahiptir.
Boylece melting curve analizi esnasinda erken olugan floresan mutasyon probuna aittir.
Erime 1si1s1 (Tv) sadece amplikonun uzunluguna ve G+C igerigine bagl degildir,
ozellikle mutasyon probu ile templat DNA arasindaki homoloji derecesine baghdir.

Bir mutasyon varliginda mutasyon probunun hedefle olan uyumsuzlugu hibridin
destabilizasyonuna neden olur. Bir normal genotipte uyumsuzluk olmaz ve hibridin
daha yiiksek Tt olur. Ist yavagga artar (0,1 s/°C) ve mutasyon probu eriyince ve her
iki fluorescent boya birbirinden uzaklasacak ve fluorescent azalacaktir. Mutasyonlu
genotipte bu olay daha diisiik 1s1larda olacaktir. $ekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4’de sirast ile, Apo
E, Apo B100 (kodon 3500), Protrombin ve Faktor V™ igin melting curve analizlerine

ait grafikler verilmigtir.

3.2.2.2.2. Apolipoprotein E, B, Faktor V" ve Protrombin G20210A i¢in PCR

Protokolleri

a) Apolipoprotein E Polimorfizmi i¢in PCR Protokolii

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve mutasyon goruntiilemeleri igin Light Cycler-Apo
E Mutation Detection Kit’i (codon 112 and 158) (Cat. No. 3 004 716) kullandmugtir
(Cizelge 3.2). Amplifiye edilen bélge 265 bg uzunlugundadir.

Cizelge 3.2: Light Cycler-Apo E mutation detection kit (codon 112 and 158) igerigi ve drek basina
kullanilan miktarlan

Kangimlar Icerikleri Bir ornek icin harcanan
miktar (ul)

LC-Apo E Isaretsiz primer, mutasyon probu I(kodon 4

mutasyon 112), mutasyon probu 2 (kodon 158), ¢apa

belirleme probu 1 (kodon 112), capa probu 2 (kodon

karigim 158) _

LC-Apo E Taq polimeraz, reaksiyon tamponu, dNTP 2

reaksiyon karigitmu (dTTP yerine dUTP)

karisimi .

Kontrol templat |Heterozigot plazmit DNA’st 2

Steril su PCR grade sterile dH,0 12
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PCR Protokolii

Denaturasyon 95°C’de 0 saniye
Anealing 60°C’de 10 saniye
Extension 72°C’de 10 saniye

b) Apolipoprotein B Mutasyonu Icin PCR Protokolii

PCR ve mutasyon goriintillemeleri i¢in Light Cycler-Apo B Mutation Detection
Kit’i (codon 3500) (Cat. No. 3 004 708) kullaniimustir (Cizelge 3.3). Amplifiye edilen
bolge 207 b¢ uzunlugundadir.

Cizelge 3.3: Light Cycler-Apo B mutation detection kit (codon 3500) igerigi ve 6rek bagina kullamlan
miktariarn

Kangimlar Icerikleri Bir 6rnek icin harcanan
miktar (ul)

LC-Apo B Isaretsiz primer, mutasyon probu, Capa 2

mutasyon belirleme | probu

karigim

LC-Apo B Taq polimeraz, reaksiyon tamponu, 2

reaksiyon karisinm | ANTP karigimu (dTTP yerine dUTP)

Kontrol templat A |Heterozigot plazmit DNA’st (wt/mut 2
C9774T)

Kontrol templat B | Heterozigot plazmit DNA’st (wt/mut 2
G9775A)

Steril su PCR grade sterile dH,O 14

PCR Protokolii

Denaturasyon 95°C’de 0 saniye

Anealing 58°C’de 5 saniye

Extension 72°C’de 5 saniye

¢) Protrombin G20210A i¢in PCR Protokolii

PCR ve mutasyon goériintillemeleri igin Light Cycler-Prothrombin (G20210A)
mutation Detection Kit’i (Cat. No. 2 236 842) kullanilmigtir (Cizelge 3.4). Amplifiye
edilen bolge 165 bg uzunlugundadir.
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Cizelge 3.4:Light Cycler-Prothrombin (G20210A) mutation detection kit

icerigi ve Omek bagina

kullamlan miktarlan
Karnsmmlar Icerikleri Bir drnek i¢in harcanan
miktar (ul)

LC- Prothrombin (G20210A)|Isaretsiz primer, mutasyon 4
mutasyon belirleme karigimi | probu, ¢apa probu
LC- Prothrombin (G20210A)|Taq polimeraz, reaksiyon 2
reaksiyon karigimi tamponu, dNTP  karigimi

(dTTP yerine dUTP)
Kontrol templat Heterozigot plazmit DNA’s1 2
Steril su PCR grade sterile dH,0 12
PCR Protokolii
Denaturasyon 95°C’de 0 saniye
Anealing 55°C’de 10 saniye
Extension 72°C’de 5 saniye

d) Faktor V'*" mutasyonu icin PCR Protokolii

PCR ve mutasyon goriintillemeleri i¢in Light Cycler-factor V Leiden Mutation
Detection Kit (Cat. No. 2 212 161) kullanildt (Cizelge 3.5). Amplifiye edilen bolge 222

b¢ uzunlugundadir,

Cizelge 3.5: Light Cycler-factor V Leiden mutation detection kit igerigi ve 6rnek bagina kullamilan

miktarlan

Karisimlar Icerikleri Bir ornek icin harcanan
miktar (ul)

LC- Prothrombin |Isaretsiz primer, mutasyon probu, ¢apa 4

(G20210A) probu

mutasyon

belirleme

karisim

LC- Prothrombin | Taq polimeraz, reaksiyon tamponu, dNTP 2

(G20210A) karigim (dTTP yerine dUTP)

reaksiyon

karisimi

Kontrol templat | Heterozigot plazmit DNA’s1 2

Steril su PCR grade sterile dH,O 12

PCR Protokolii

Denaturasyon 95°C’de 0 saniye

Anealing 55°C’de 10 saniye

Extension 72°C’de 10 saniye
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3.3.Istatistiksel Yontemler:

Istatistiksel analizler SPSS 9,05 paket istatistik programi kullanilarak yapitmugtir,
Mutasyonlarin gruplar arasindaki dagiliminin degerlendirilmesi X° testi kullanilarak
yapilmugtir. Lipid parametreleri degerlendirilirken ortalama, standart sapma, maksimum
ve minimum degerleri gibi tamimlayict istatistik analizleri kullanilmigtir. Lipid
pareametreleri ile mutasyonlar arasindaki iligki ise Bagimsiz T-Testi ve Odd’s orani
kullanilarak aragtirilmistir. Protrombin mutasyonu ile hastalik arasindaki iligki relatif
risk olarak degerlendirilmistir, Anlamlilik degeri (p:significance) igin cut-off 0,05

olarak kabul edilmigtir.
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4.BULGULAR:

4.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Apo E Gen Polimorfizmi ve Lipid Diizeyleri ile
Olan Mliskisi

Hasta ve kontrol grubuna ait apo E’nin bilinen E2, E3 ve E4 allellerinin sikl1f1 gekil
4.1°de; apo E allellerine goére lipoproteinlerin ve apolipoprotein A-I ve B diizeylerinin
dagilimi ¢izelge 4.1’de; apo E genotiplerinin gorilme siklii ise ¢izelge 4.2°de
verilmigtir.

Elde edilen sonuglara gére E2 Allel siklifi hasta grubunda (%12,0) kontrol
grubuna (%5,0) oranla daha yiiksek bulunmustur, fakat istatistiksel olarak anlamli
olarak saptanmamigstir (odds orani=0,386 CI: 0,149-0,998).

Apolipoprotein E2 allelinin E3 alleline gore;

e Total kolesterol seviyelerinde yaklagik %13,8’lik

o HDL-K diizeylerinde %15,0’lik

e LDL-K dizeylerinde %16,6’hik

e Apo A-l diizeylerinde %15,0’hik ve

e Apo B diizeylerinde %6,0’lik bir azalma oldugu saptanmigtir

Apolipoprotein E4 allelinin ise, E3 alleline gore;

¢ Total kolesterol diizeylerinde %9,8’lik,

o HDL-K diizeylerinde %3,8’lik,

e LDL-K diizeylerinde %17,6’lik ve

e Apo B dizeylerinde %12,0’Iik bir artiy oldugu gozlenirken, trigliserit, apo A-I ve
VLDL-K diizeylerine etkisi gbzlemlenmemistir. Cahgyma grubumuzdaki hastalar
statin grubu ilaglar kullandiklarindan degerlendirilmeye alimmamigtir ve yukarida
verilen degerler kontrol ait degerlerdir.

Her iki E2/E2 ve E4/E4 genotipine sahip hasta ve kontrollerin sayilarin az olmast
nedeni ile istatiksel olarak degerlendirmeye alinmamigtir ancak apolipoprotein E
genotiplerinin gorilme sikhiga sirasiyla sayr ve yiizde olarak incelendiginde E2/E2
genotipi kontrol grubunda (1;%]1,6) hasta grubuna (1;,%1,0) oranla daha yiiksek oldugu
saptanirken E4/E4 genotipi ise kontrol grubunda (2;%3,0) hasta grubuna (5;%5,0)
oranla daha diigiik olarak bulunmusgtur.
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Sekil 4.1: Apolipoprotein E allel Dagiluni

Cizelge 4.1: Apolipoprotein E geni allelerine gore lipoproteinlerin ve apolipoprotein A-I ve B

diizeylerinin dagilimu (hasta grubu igin n:101, kontrol grubu igin n:82)

Lipid E2 E3
Parametreleri  Hasta Kontrol ~ Hasta Kontrol
TXKolesterol  1694+55,6 174,2430,5 189,0447,7 2063445
HDL-K 349+11,9 43,7148 39,8495 51,6%12,8
LDL-K 98,1+40,3 106,5+£12,6 122,3£378 127,6237,8

VLDL-K 37,8%274  24,2+15,5 29,8+4219 28,7232

Trigliserit ~ 188,6+137,0 119,8+77,0 13574686 135,0+105,4

Apo A-I 108,2+137  129,8+392 115,8+192  152,1425,6
ApoB 85,5426,2  108,8t142 104,6+27,5 11324295

Cizelge 4.2: Apo E genotiplerinin goriilme sikligs.

Cizeiéé&éki degerier X (ortalamaj :i:SD (standart sapma) olarak venlmlstlr nomckkaym

E4
Hasta Kontrol
201,5438,3  230,5443,3
42,1493 53,61+16,7
125,0£37,0  150,1143,7
34,4+19,3 26,8+12,5
171,9496,6  133,7+63,4
118,5+194  149,3431,6
112,64£29,0 127+£30,1

E2/E2  E2/E3 E2/E4 E3/E3  E3/E4  E4/E4
Hasta grubu %10 %140  %3,0 %63,0 %13,0 %35,0
n: 101
Kontrol Grubu %1,6 %6,0 %1,6 %66,0 %20,0 %3,0

n; 82




4.2, Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Apo B100(3500) Mutasyon sonugclari
Apolipoprotein B-100 (kodon 3500) C9774T, Apo B-100 (kodon 3500) G9775A

mutasyonlarina ne hasta grubunda ne de kontrol grubunda rastlanmadigindan ¢aligma

grubu sayisi 185 hiperlipidemik, 272 kontrol ve 179 aterosklrotik hastaya gikarilmugtir

ve toplam 636 kigi taranmig fakat mutasyona rastlaniimamugtir (gizelge 4.3).

Cizelge 4.3: Apo B-100 (C9774T ve G9775A) mutasyonlarinin hasta ve kontrol grubundaki dagihmu.

Apo B-100 (C9774T)
A Homozigot » Heterozigot
Hiperlipidemi grubu %0 %0
n: 185
Atroskleroz grubu %0 %0
n:179
Kontrol grubu %0 %0

n: 272

4.3. Hasta ve Kontrol Grubunda FV'“*"; Faktér V leiden mutasyonuna hasta
grubunda %6,2 kontrol grubunda %9,8 oraninda rastlanmigtir fakat istatistiksel olarak

anlamli bir dagilima sahip degildir (p=0,064) (cizelge 4.4).
Cizelge 4.4: Faktsr V2" mutasyonunun hasta ve kontrol grubundaki dagihm

Faktor Vi<iden
o A Homozigot ' Heterozigot -
Hasta grubu %0 %6,2
n: 101
Kontrol grubu %0 %9,8
n: 82

4.5. Hasta ve Kontrol Grubunda Protrombin G20210A: Protrombin de 20210.

pozisyonda goriilen G—A yer degisimi ile olusan bu mutasyon kontrol grubunda

rastlamllmamugtir, hasta grubunda sikhifi yaklagik olarak %4,6 olarak saptanmugtir

(p=0,022) (gizelge 4.5). .
co eLaRORRETER BORBY
S 4 MEBReL

AR oY
.‘,.;L\.u““‘)&@i@
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_Cizelge 4.5: Protrombin G202 10A mutasyonunun hasta ve kontrol grundaki dagilimi

Protrombin G20210A
' Homozigot Heterozigot
Hasta grubu %0 %4,6
n: 101
Kontrol grubu %0 %0

n: 82
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S.TARTISMA

Yirminci ylzyilin baglarinda 6lim olaylarinin birincil nedenini enfeksiyon kokenli
hastabiklar olusturmaktaydi. Bilim ve teknolojideki gelismeler bu gidigin seyrini
degistirmis yirmibirinci yiizyilin baglarinda bulundugumuz su yillarda meydana gelen
olim olaylarinin birincil nedenini, geri kalmus iilkelerde savag ve aglik iken geligmis
tilkelerde koroner kalp hastalif: ve kanser gibi kompleks hastaliklar olusturmaktadir.

Koroner kalp hastalifi, kalp kaslarina kan akiginin azalmasi nedeniyle olugan
miyokard iskemisi ile sonuglanan bir hastaliktir. Iskemi genellikle ateroskleroz,
tromboz, spazm ya da emboli gibi nedenlerle kanin kalbin bir béliimiine az ulagmasi ya
da anemi, karboksihemoglobinemi veya hipotansiyon gibi nedenlerle kan akiminin
azalmastyla gelisen ve doku hasariyla sonuglanan patolojik bir durumdur. En sik
gorillen neden ise bir ya da daha fazla koroner arterin daralmasina neden olan
aterosklerozdur. Subklinik formu gok defa erken yaglarda baglayip, orta ve ileri yaslarda
klinik forma doniisen koroner arter hastaliindan korunmada erken teghisin 6énemli bir
yeri vardir (1).

Koroner arter hastalig: ile iligkili birgok risk faktérii belirlenmistir. Sigara kullanimi,
hipertansiyon, obesite gibi degistirilebilir risk faktérlerinin yam sira yas, cinsiyet ve
genetik alt yapi gibi degistirilemeyen risk faktorleri vardir (15).

Koroner arter hastalifi ile iligkili genetik risk faktorleri deyince hastaligin
biyokimyasal temelleri iizerinde yer alan proteinlerde fonksiyonel ve yapisal bir takim
degisikliklere yol agan mutasyonlar akla gelir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda
birgok genin koroner arter hastalif ile iligkili oldugu ileri siirilmiigtiir, fakat bunlarda
kesin bir netlik bulunmamaktadir. Faktor V 144" mutasyonu daha ¢ok venéz trombozda
caligtimug ve arteriel trombozla iligkisi konusunda ¢ok az ¢alisma mevcut olup, arteriel
trombozdaki yeri heniiz netlik kazanmamgtir. Aym gekilde Protrombin G20210A
mutasyonu da ¢ogunlukla venéz trombozda ¢alisilmig olup, vendz tromboz igin bir risk
faktorii olarak degerlendirilmekte fakat MI ve ateroskleroz i¢in risk faktérii olarak
degerlendirilebilecegi konusunda bir netlik mevcut degildir. Bu konuda ¢ahigmalar
biitiin iz ile stirmektedir (3,4,21,45- 48).
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Koroner arter hastalif ile iligkili mutasyonlari lipoproteinlerle iligkili
mutasyonlar, koagiilasyon ile iligkili mutasyonlar, kan basincinin regiilasyonu ile
iligkili mutasyonlar olmak uizere ii¢ ana baslik altinda toplayabiliriz (16).

Bolgemizde, ¢aligma grubumuzu olusturan stabil anjina pektorisi olan ve koroner
anjiyografi ile koroner arterlerinde %70 ve fazlas: darlif1 saptanan 35’i kadin ve 66°st
erkek olmak tzere 101 hasta (yas ortalamasi;60+10) ve Ozgegmiginde diabet,
hipertansiyon ve koroner arter hastaligi dykiisii olmayan 30’u kadin ve 52’si erkek
olmak iizere toplam 82 saghkli kontrol grubunda (yas ortalamasi;58+8) lipoproteinlerle
iliskili mutasyonlardan apo B100 (3500) mutasyonu ve apo E gen polimorflari,
koagiilasyonla iligkili olarak Protrombin G20210A mutasyonu ve Faktor V leiden
mutasyonu ¢ahigiimugtir. Aynica lipoproteinlerle iligkili mutasyonlardan apo E gen
polimorflar: ile lipid diizeyleri arasindaki korelasyonu belirlemek amaciyla total
kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, trigliserit,
apolipoprotein A-I ve B diizeyleri ¢alistimigtir.

Karaciger kaynakli apo B100 proteini VLDL, IDL ve LDL’nin yapisinda yer alan
birincil  apolipoproteindir. Ozellikle apo B100, LDL’nin LDL reseptoriine
baglanmasinda aracilik etmesi nedeni ile aterogenezde LDL’nin plazmadan
uzaklagtinimasinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (7,19).

Apo B100’e ait bircok mutasyon belirtilmistir. Bunlardan ozellikle ailesel defektif
Apo B100 hastaliinin nedeni olan Apo B100 Arg3500GIn (G9775A) mutasyonu,
LDL’nin reseptériine baglanmasinda problemlere sebep olmaktadir. Apo B100 3500
mutasyonu, 3500’iincii amino asitte bir nokta mutasyonu sonucu yer degistirme ile
sonuglanan bir mutasyondur. Bunun diginda ailesel defektif Apo B100’¢ neden olan
3500%incl pozisyonda Arg3500Trp (C9774T) ve 3531’inci pozisyonda Arg3531Cys
(C9867T) nokta mutasyonlart da bildirilmistir. Bunlardan ilk bulunam ve en sik
rastlanilam Apo B100 Arg3500GIin mutasyonudur.

Bednarska ve ark. Polonya’da 525 hiperkolesterolemik kigide yapmis olduklarn
¢alismada Arg3500GIn mutasyonu sikhgim %3,7 olarak bulmuglar ve bu sikhi: diger
beyaz irk populasyonlar: siklii ile benzerlik iginde oldufunu belirtmisler. Bu
mutasyona ayrica genel Polonya populasyonunda 1/250 siklikla rastlamiglardir (49).

Apolipoprotein B100 kodon 3500°de en sik rastlanilan Arg3500Gln mutasyonuna

Israil ve japonyada rastlanilmamistir (45).
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Defesche ve ark. aymt mutasyonu Bati Avrupada sik goriilmesi nedeniyle Bati
Avrupa kokenli olabilecegini belirtmigtir (50).

Myant ve ark. Apo B100 (Arg3500Gin) mutasyonunun 6750 yil énce avrupada
yasayan bir atadan kokenlenebilecegini ileri stirmiigtiir (51).

Tybjerg-Hansen ve ark. Danimarkada 9250 kadin ve erkekte Apo B100
(Arg3500Gin) mutasyonunu taramiglar ve yaklagik olarak 1/1000 siklikta goriildigiinii,
ciddi hiperkolesterolemi ve iskemik kalp hastahigi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir
(38). Yine Tybjeerg-Hansen ve Humpries’in 1992’de yaptigt bir ¢alismaya gére Kuzey
Amerika ve Avrupada beyaz irkta bu mutasyonun gorilme sikhginin 1/500-1/700
arasinda oldugunu belirtmislerdir (52).

Hamaildinen ve ark. Apo B100 (Arg3500Gin) mutasyonun Finlandiya’da
rastlanmadigint bildirmigtir (53).

1995 yilinda Mahley ve ark. Istanbul, Adana, Trabzon, Kayseri, Aydin ve Ayvalik
olmak tizere yedi ayn bolgede Apo B100 (Arg3500GIn) mutasyonunu 2450 kigide
taramuglar, fakat mutasyona rasttamamiglardir (54).

Bizim galigmamizda ise, Mersin bolgesinde Apo B100 Arg3500Trp (C9774T),
Apo B100 Arg3500Gln (G9775A) mutasyonlarinin her ikisi de 101 hasta ve 82 kontrol
grubunda g¢aligmistir. Hasta ve kontrol grubunda her iki mutasyona da rastlanmamasi
nedeni ile 6rnek sayisi artinidlmig ve 185 hiperlipidemik, 179 aterosklerotik ve 272
saglikli kontrol olmak iizere toplam 636 kigide ¢aligilmugtir, fakat ne hasta grubunda ne
de kontrol grubunda Apo B100 Arg3500Gin (G9775A) ve Apo B100 Arg3500Trp
(C9774T) mutasyonlarinin her ikisine de rastlamimamisgtir.

Koroner arter hastaligi ile iligkili mutasyonlardan lipoproteinlerle ilgili olan
cahstigimiz diger bir genetik faktor ise, ozellikle kalinti lipoproteinlerinin karaciger
aractlh plazmadan uzaklagtinimasinda gorev alan Apo E de rastlamlan
polimorfizmlerdir.

Apolipoprotein E’nin ii¢ genel polimorfu vardir. Bunlar E2, E3 ve E4
polimorflanidir. Bunlar €2, €3 ve €4 ad1 verilen ve gesitli toplumlarda farkl1 sikliklarda
goriilen ti¢ gen ¢iftinden kaynaklanir. Apolipoprotein E2 ile E3 arasindaki fark 158.
kodonda arjinin yerine sisteinin gegmesiyle olusmugtur (21). Apolipoprotein E4 ile E3
arasindaki fark ise 112. pozisyonda yer alan sistein amino asiti yerine arjinin amino

asitinin gegmesiyle olusmustur. Apolipoprotein E2, LDL reseptér proteinine
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baglanmada kusurlu bir yapiya sahiptir. Apolipoprotein E4 ise, kalint: lipoproteinlerin
karacigerden uzaklastirilmasinda gorev alan dort reseptor aracili yoldan tigiinde gorev
alan heparan siilfat baglama bolgesi hasarlidir (23). Her iki LDLR ve heparan siilfat
baglama bolgeleri de 130-150. amino asitler arasinda yer almaktadir. Bunlarin diginda
bilinen birgok polimorfu vardir (26).

Kamboh ve ark. Nijeryada 176 kiside yapmis olduklan ¢aligmada E2, E3 ve E4
allel sikhiini sirastyla %2,8, %66,6 ve %3 1,0 olarak bulmuglardir (55).

Schaffer ve ark. Massachussetts’te beyaz irktan 1123 erkek ve 1135 kadinda E2,
E3, E4 allel sikligini sirasiyla %7,7, %78,9 ve %13,3 olarak saptamiglardir (56).

Evans ve Ark. Cinde 141 erkekte yaptiklan galigmada E2, E3, E4 allel sikliini
sirastyla %7,4, %84,4 ve %8,2 olarak saptamusglardir (57).

Assman ve ark. Bati Almanya da yirittikleri calismada 1557 erkek ve kadin
taranmug, E2, E3, E4 allel sikligin1 %8,2, %78,2 ve %13,6 bulmuslardir (58).

Malle ve ark. Almanya’da yasayan 240 I¢ anadolu ve bati anadolu kékenli Tiirkte
E3, E2 ve E4 allel siklifini sirasiyla %88, %4,8 ve % 6,67 olarak bulmuslardir (59).

ABD, Almanya, Finlandiya ve Japonya’da E3 alleli sirasiyla %76, %77,3, %69,5
ve %84,6 oldugu yapilan galismalarda mevcuttur (54).

Mabhley ve ark. 1995 yilinda Istanbul, Adana, Trabzon, Kayseri, Aydm ve Ayvalik
olmak lizere yedi ayr1 bolgedetoplam 8366 katilimcida Apo E genotiplerini belirlemisler
ve en yaygin olarak %86 siklikla E3 allelini saptamiglardir. Apolipoprotein E4 ve E2
allel sitiini ise sirastyla %7,9 ve %6,1 olarak bulmuslardir (54).

Yaptifimiz galigmada hasta ve kontrol grubuna ait E2, E3 ve E4 allel sikhif
sirasiyla %9,1, 76,8 ve 14,1 olarak bulunmugstur (cizelge 2.3). Sonuglarimizin Mahley
ve ark.’nin (54) Tirkiye’de yaptig1 ¢alisma ile farklilik gosterirken, Assman ve ark. (58)
Batt Almanya’da yurittiikleri caligma ile benzerlik géstelmgktedir.

Calismamizda ayrica apolipoprotein E alleleri ile total kolesterol, HDL, LDL,
VLDL, trigliserit, apolipoprotein A-I ve B diizeyleri arasindaki iligki
degerlendirilmigtir.

Larson ve ark. ¢aligmalarinda E2 allelinin %5 kolesterol azalmasi ve E4 allelinin
% 10 kolesterol artmas: ile iligkili oldugunu gostermislerdir (60).
Hanon ve ark. total kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerinin E4 alleline sahip

kigilerde yiiksek ve E2 alleline sahip kisilerde ise diigiik oldugunu belirtmislerdir (61).
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Atilla ve ark. ise Apo E allelleri ile lipid diizeyleri arasinda herhangi bir iligki
saptamamiglardir (62).

Calismamizda ise apo E3 alleline gore E2 alleline total kolesterol seviyelerinde
yaklasik %13,8’lik, HDL-K seviyelerinde %15,0’lik, LDL-K seviyelerine %16,6’lik,
Apo A-I seviyelerinde %15,0’likk ve Apo B seviyelerinde %6’lik bir diisiigiin eslik ettigi
gozlenilmistir. Apo E3’e gore E4 alleline kolesterol diizeylerinde %9,8’lik, HDL-K
diizeylerine %3,8’lik, LDL-K diizeylerine %17,6’hik ve Apo B duzeylerine %12,0’lik
bir arti eslik ederken trigliserit, apo A-I ve VLDL-K dizeylerine etkisi
gozlenilmemigtir. Cahigma grubumuzdaki hastalar hidroksimetil koenzim A rediiktaz
(HMGCoA rediiktaz) inhibitdrleri (statin grubu ilaglar) kullandiklarindan apo E alleleri
ile lipid, lipoprotein ve apolipoproteinler arasindaki iligki kontrol grubuna ait verilerdir.

Humpries ve ark. (63), Yamamura ve ark (37) ve Eichner ve ark.’nin (64) yapmis
oldugu ¢aligmalara gére Apo E4 alleli koroner arter hastaligt ile iligkili iken bizim
¢aligmamizda herhangi bir iligki saptanamamistir (p=0,121).

Eichner ve ark. E2 allelinin artmig koroner kalp hastaligs ile iligkili oldugunu
gostermiglerdir (64). Caliymamizda Apo E4 alleli her iki grupta da benzer oranlarda
dagilim géstermigtir. Apolipoprotein E2 allelinin hasta grubunda daha sik rastlanmasina
kargin bu siklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (odds oram=0,386 CI: 0,149-
0,998).

Her iki E2/E2 ve E4/E4 genotipine sahip hasta ve kontrollerin sayilarin az olmasi
nedeni ile istatiksel olarak degerlendirmeye almmamustir ancak apolipoprotein E
genotiplerinin gorilme siklig: sirastyla, say1 ve yiizde olarak incelendifinde E2/E2
genotipi kontrol grubunda (1;%]1,6) hasta grubuna (1;%1,0) oranla daha yiiksek oldugu
saptanirken, E4/E4 genotipi ise kontrol grubunda (2;%3;0) hasta grubuna (5;%5,0)
oranla daha diisiik olarak bulunmugtur.

Cahiymamizda kogilasyon ile ilgili galistifimiz mutasyonlardan biri olan faktor
vieden mutasyonu, aktive protein C’nin inaktivasyon etkisine daha dayaniklh faktor V
sentezlenmesine yol agmaktadir. Antikoagiilan yolda yetersizlife neden olan bu
mutasyon daha ¢ok vendz trombozda galigtlmigtir ve vendz tromboz riskini 8 kez
artirdify saptanmugtir. Bazi gahigmalarda Faktor viiden mutasyonu tagtyan kadinlarin
oral kontraseptif kullanmaktan kaginmalan gerektidini 6nermektedir. Ancak koroner

arter hastali1 ile iligkisi kesinlik kazanmamigtir (45-48).
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Faktor V%" mutasyonu genel populasyonda %2-5 siklikta saptanmstir. Bu
mutasyonun sigara kullanimi, hipertansiyon, diabetes ve obesite gibi risk faktérieri ile
birlikte varligi MI ile 3-6 kat iligkili bulunmustur (45).

Lucotte ve Mercier, Faktor V ¥ sikligint %12 siklikla enfazla kibrista oldugunu
ve genel Avrupa’da populasyonunda ise % 2.7 oldugunu belirtmislerdir (48).

Gilirgey ve Mesci’nin, Turkiye’de yaptiklari ¢aliymada genel populasyonda
heterozigot Faktor V" mutasyonu sikligim %7,1 olarak saptarmslardir(65).

Doggen ve ark. Faktor V'*" mutasyonu ile MI arasinda iligki bir iliski oldugunu ve
bu mutasyonun Protrombin G20210A mutasyonu varliginda MI riskinin 2.3 kat arttigini
gostermigtir (3).

Ridker ve ark. 374 MI'lt ve 14916 saghkli erkekte yaptiklari ¢aligmaya gore Ml ve
faktor V" mutasyonu arasinda bir iliski saptamamustir (66).

Ayrica Price ve ark.’min 1997’de yapti31 galismada, Faktor V' ve MI arasinda bir
iligki s6z konusu olmadig: bildirilmistir (4).

Calismamizda ise Faktor V*en mutasyonu taramasi sonucu mutasyona hasta
grubunda %6,2 ve kontrol grubunda %9,8 siklikta heterozigot formda rastlanmstir,
fakat bu mutasyon hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
dagilim gostermemistir (p=0,064).

Koagiilasyon iligkili diger bir mutasyon olan Protrombin G20210A mutasyonu olup,
bu mutasyonun varligi artmus protrombin seviyeleri ile iliskilidir. Ozellikle venoz
trombozda ¢aligilmig olan bu mutasyon Ml ile iligkili bulunmustur (3).

Doggen ve ark. yaptifi caligma Protrombin G20210A mutasyonun varliginda MI
riskinin 2,8 kat arttifim ileri stirmektedir (3).

Yine Arruda ve ark.’ma gore MI'lt hastalarda mutasyonun sikhifi %3’tiir ve
Protrombin G20210A’nin mutasyonunun MI i¢in bir risk faktorii olabilecegini ileri
stirmaglerdir (67).

Poort ve ark.. Protrombin G20210A mutasyonunu venodz trombozda ¢alismiglar ve
mutasyonun varh@im saghkli kontrol grubunda %1, hasta grubunda ise %18 olarak
saptamuglardir. Vendz tromboz igin 3 kat riskle iligkili bulmuslardir (68).

Hillarp ve ark. Protrombin G20210A mutasyonunun vendz tromboz i¢in 6nemli bir
risk faktorii oldugunu bildirmiglerdir. Mutasyonun hasta grubunda goriilme sikligim
%7,1, kontrol grubunda ise %1,2 olarak bulmuslardir (69).
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Gerdes ve ark. Protrombin G20210A mutasyonunu arter duvan kalinlagmas, iskemik
olaylar ve ateroskleroz ile iligkili bulmuslardir (70).

Caligmamizda kontrol grubunda mutasyona rastlanmazken hasta grubunda %4,6
sikhikta rastlanmigtir. Elde ettiimiz bulgulara gore protrombin mutasyonu olmayanlar
mutasyonu olanlarin yarisi kadar risk altindadir (p=0,022). Bu nedenle toplumumuzda
koroner arter hastalif1 i¢in Protrombin G20210A mutasyonunun bir risk faktorii olarak

degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir.

53



6. SONUCLAR

Calismamiz sonucunda;

Ne hasta ne de kontrol grubunda Apo B100 Arg3500Gin (G9775A) ve

Arg3500Trp (C9774T) mutasyonlarinin her ikisine de rastlamlmamugtir.

° Apolipoprotein E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4, E4/E4 genotipleri hasta
ve kontrol grubunda sirasi ile %1,0;1,6, %14,0;6,0, %3,0;1,6, %63,0;66,0,
%13,0;20,0, %5,0;3,0 siklikta belirlenrhistir.

. Apolipoprotein E2, E3 ve E4 allelerinin dagilimi hasta ve kontrol grubunda
sirastyla %12,1;5,0, %73,9;80,7, %14,0;14,3 olarak bulunmustur.

. Faktor V4" mutasyonu hasta grubunda %6,2 ve kontrol grubunda ise %9,8

oraninda bulunmustur.

Protrombin G20210A mutasyonunakontrol grubunda rastlaniimamis, hasta

grubunda ise %4,6 siklikta bulunmustur.

Yukarida siraladigimiz  sonuglar dogrultusunda Apo B100 Arg3500GIn ve
Arg3500Trp mutasyonu bolgemizde rastlanilmayan mutasyonlardir. Bu nedenle
toplumumuzda koroner arter hastalift igin genetik risk faktorii olarak
degerlendirilmemesi gerektigi, Protrombin G20210A mutasyonunun ise bir risk faktori

olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmstir.
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