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ABSTRACT

AYHAN H. Investigation of HDL Subfractions and SCARB1 Gene Polymorphisms
in Coronary Artery Disease. Yeditepe University Health Sciences Institute,

Department of Molecular Medicine. Master Thesis. Istanbul, 2017.

Cardiovascular diseases are mostly takes place in developing countries causes
morbidity and mortality. In cardiovascular diseases, deaths commonly accurs by
coronary artery disease. Coronary artery disease a disease that caused by damage of
heart muscles and tissue. According to World Health Organisation, eath causes by
cardiovascular diseases will be 23.6 million people per year in 2030. Found that high
level of LDL and low level of HDL closely related with developing coronary artery
diseases. Epidemiologic studies reveal that coronary artery disease and HDL-
Cholesterol have opposite relations. HDL is a receiver in cellular cholesterol and is a
first step of pathway of reverse cholesterol transportation. HDL subfraction values
important in identification of cardiovascular risk instead of HDL cholesterol. Big and
intermediate HDL subfractions accepted as an antiatherogenic and small HDL
subfraction group accepted as an atherogenic profiles. SCARBL1 is a receptor has a role
in metabolism of HDL-C. It helps gaining of cholesterol esthers in HDI particles.

In our study, relations between HDL subfractions, 2 variations in SCARB1 gene
and coronary artery diseases has been studied. This study consist of 52 cases and 58
control groups. Polymerase chain reaction (PCR) has been used in identification of
SCARB1 C>G and SCARB1 G>A polymorphism and Lipoprint Quantimetrix System
has been used in identification of HDL subfractions. In this study, having higher level
of HDL then 45 mg/dl shows protective properties in each control and case groups
(p=0,03). Observation of both polymorphisms according to allelic discrimination in
both groups shows tahat AA genotype decreases risk two times (p=0,04), and GA
genotypes increases the risk two times (p=0,03). According to the HDL subfraction
analysis result, AA genotype has high level of HDL subfraction as a known
antiatherogenic (p=0,03).

We believe that, increasing the number of candidates in both groups will give us
better understanding of relations between understanding of relations between coronary
artery disease, HDL subfractions and SCARB1 gene polymorphisms.

Key Words: Atherosclerosis, HDL, HDL Subfractions, SCARB1, Polymorphism
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OZET

AYHAN H. Koroner Arter Hastahginda HDL Altfraksiyonlar1 ve SCARB1 Gen
Polimorfizmlerinin Arastirllmasi. Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Molekiiler Tip Anabilim Dah. Yiiksek LisansTezi Istanbul, 2017.

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelismis iilkelerde en basta gelen morbidite ve
mortalite nedenlerinin basinda gelmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklara bagl
Oliimlerin biiylik bir boliimiinii koroner arter hastaligina dayali 6liimler olusturmaktadir.
Koroner arter hastaligi, kalp kaslarinda kan akisinin azalmasi nedeni ile olusan ve
miyokard iskemisi ile sonuglanan bir hastaliktir. Diinya saglik Orgiitiiniin yaptigi
arastirmalara gore 2030 yilinda kardiyovaskiiler hastaliklarin neden oldugu oliim
sayisinin yilda 23.6 milyon kisiye ylikselecegi ongoriilmektedir. Koroner arter hastaligi
gelisimin yiiksek LDL (diisiik dansiteli lipoprotein) kolesterol ve diisik HDL (yliksek
dansiteli lipoprotein) kolesterol diizeyleri ile yakin iliskisi oldugu tespit edilmistir.
Epidemiyolojik ¢aligmalar koroner arter hastaligi ile HDL-Kolesterol arasinda ters bir
iliski bulmaktadir. HDL hiicresel kolesteroliin bir alicis1 olarak goérev yapar ve ters
kolesterol tasinimi adi verilen yolun ilk adimini olusturur. Kardiovaskiiler riski
belirlemede HDL alt grup degerlerinin, HDL-Kolesterolden daha fazla etkili oldugu
gozlenmektedir. Biiyiik ve ara HDL alt gruplar1 antiaterojenik, kiigiik HDL alt grubu ise
aterojenik  profile sahip alt grup olarak degerlendirilmektedir. HDL-K
metabolizmasinda 1§ goren bir reseptor olan SCARBI1, HDL partikiillerindeki kolesterol
esterlerinin segici bir sekilde alinimina aracilik etmektedir.

Calismamizda HDL altfraksiyonlarinin ve SCARB1 geninindeki 2 varyasyonun
koroner arter hastaligina etkisi arastirilmistir. Calisma gruplarimiz 52 koroner arter
hastas1 ile 58 saglikli bireyden olusmaktadir. SCARB1 C>G ve SCARB1 G>A
polimorfizmlerinin  tayininde Polimeraz  Zincir Reaksiyonu (PZR), HDL
altfraksiyonlarinin analizinde ise Quantimetrix Lipoprint System kullaniimistir.
Calismamizda hasta ve kontrol gruplari arasinda lipid degerleri karsilastirildiginda
HDL-Kolesterolin 45 mg/dl’ den yiiksek olmasinin koroner arter hastalifi igin
koruyucu ozellik gosterdigi tespit edilmistir (p=0,03). Her iki polimorfizm, hasta ve
kontrol grubu arasinda genotip ve allel dagilimlar1 agisindan incelendiginde; AA
genotipini tagimanin hastalik riskini 2 kat azalttig1 (p=0,04), GA genotipinin ise hastalik
riskini 2 kat arttirdigi gozlemlenmistir (p=0,03). Ayrica HDL altfraksiyon analizi
sonuclarina gore ise AA genotipinde anti-aterojenik 6zelligi ile bilinen biiyiilk HDL
altfraksiyon seviyesi daha yiiksek tespit edilmistir (p=0,03). Koroner arter hastaligi
tizerinde HDL altfraksiyonlarin ve SCARBI1 gen polimorfizmlerinin arasindaki iligkiyi
daha net ortaya koyabilmek i¢in hasta ve kontrol grubuna dahil edilen birey sayisini
arttirarak daha giivenilir sonuglar elde edebilecegimiz kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, HDL, HDL Altfraksiyonlari, SCARBI, Polimorfizm
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1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelisen iilkelerde en basta gelen morbidite ve
mortalite nedenlerindendir (1). Erkeklerde 70 yasina kadar goriilme riski %35, 90
yasina kadar goriilme riski ise %49’ dur. Kadinlarda koroner arter hastaliginin gelismesi
hormonal etkilerin rolii ile erkeklere gore 10—15 yil sonra ortaya ¢ikmaktadir. Koroner
arter hastaliginin prevalansi son zamanlarda geng bireylerde artis gostererek dnemli bir
halk saglig1 problemi olmustur. Diinya saglik orgiitiiniin yaptig1 arastirmalara gore 2030
yilinda kardiyovaskiiler hastaliklarin neden oldugu 6lim sayisinin yilda 23.6 milyon
kisiye yiikselecegi diistiniilmektedir (2). Kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6liimlerin
bliylik bir boliimiinii koroner arter hastaligina dayali Oliimler olusturmaktadir.
Ulkemizde ise koroner arter hastalign (KAH) %42°¢ lik bir oranla en dnemli &liim

nedenidir (3).

Miyokard infarktiis, inme gibi kardiovaskiiler hastaliklara neden olan en yaygin
patolojik olusum aterosklerozdur. Erken yaslarda goriilmeye baslayan ateroskleroz,
cevresel ve genetik faktorlerin katkisi ile ilerlemektedir. Ateroskleroz genellikle arter
duvarinin intima tabakasini etkiler ve ekstraseliiler lipidin birikimi ile karakterize edilir
(4). Aterosklerozda rol oynayan hiicreler; endotel hiicreler, makrofajlar, diiz kas
hiicreleri, T lenfositler ve trombositlerdir. Olusan aterosklerotik plaklar biiyiik ve orta
boyutta arterlerin intima ve media tabakalarina tutunarak kan akisinda azalmaya sebep
olmaktadir. Hiicrelere daha az besin ve oksijen ulagsmasinin miyokard infarktiise sebep

oldugu tespit edilmistir (5).

Yapilan aragtirmalarda koroner arter hastaligmin serum (plazma) lipitleri,
lipproteinleri ve apoproteinleri ile iliskili oldugu gbzlemlenmistir. Ateroskleroz
gelisimin yliksek LDL (diisiik dansiteli lipoprotein) kolesterol ve diisiik HDL (yliksek
dansiteli lipoprotein) kolesterol diizeyleri ile yakin iligkisi oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan ortaya konulmustur. HDL-Kolesterol (HDL-K) diizeylerinin koroner arter
hastaliginin gelisiminde bagimsiz bir risk faktorii oldugu, 35 mg/dl’ nin altindaki HDL—
K diizeylerinin KAH riskini arttirdigi, 60 mg/dl’ nin iizerindeki konsantrasyonun
koruyucu oldugu kabul edilmektedir (6). Insan iizerinde yapilan c¢aligmalar HDL
kolesterol diizeylerinde her %1’ lik diisiiste koroner arter hastaligi riskinin %2-3
arttigimi gostermektedir (7). HDL’ nin ateroskleroza kars1 koruyucu rolii; ters kolesterol

tasinim1 olarak adlandirilan ve fazla kolesterolii periferik dokulardan karacigere geri



tagityan bir transport olayinda yer almasindan ileri gelmektedir. Son yillarda yapilmis
olan HDL'nin vaskiiler inflamasyonu azalttig1, nitrik oksit tretimini destekledigi ve
trombozu Onledigini gésteren mekanizmalar aydinlatilmistir. Ayrica HDL’ nin oksidatif

strese kars1 koruyucu etkisi bulunmaktadir (8).

Kardiovaskiiler riski belirlemede HDL alt grup degerlerinin HDL kolesterolden
daha 6nemli oldugu disiiniilmektedir (9). HDL; yogunluguna gore biiyliik boyutlu
HDL2 ve kiiclik yogun HDL3 olarak, elektroforetik hareketliligine gore pre-p, a, pre-a
olarak, lipoprotein icerigine gére ApoA-I veya hem ApoA-1 hem ApoA-II iceren HDL
olarak ayrilabilir. Ayrica poliakrilamid jel elektroforezi ile biiyilk HDL, ara HDL,
kiigiik HDL olarak alt gruplara ayrilabilir. Biiyiik ve ara HDL alt gruplari antiaterojenik,
kiigiik HDL alt grubu ise aterojenik profile sahip alt grup olarak degerlendirilmektedir
(10,11).

Scavenger reseptor smif B tip 1 (SCARBI1), ters kolesterol taginmasi olarak
bilinen HDL-K metabolizmasinda is goren bir reseptordiir. SACRB1, HDL-K’ ya
baglanmada yiiksek afiniteye sahiptir ve steroidojenik dokularda bol miktarda gen
ifadesi olmaktadir. SCARB1 HDL partikiillerindeki kolesterol esterlerinin secici bir
sekilde alinimina aracilik etmektedir. Ayrica SCARB1, Apolipoprotein B (ApoB) igeren
lipoproteinlerin ~ metabolizmasinda da  etki  etmektedir. SCARB1  genindeki
polimorfizmin plazma lipid diizeyleri ve viicut kiitle indeksi ile iliski gostermesi,
SCARB1’ in insanlarda lipid metabolizmasinda etkili olabilecegini isaret etmektedir

(12).

Calismamizda SCARBI1 geninde olusan polimorfizmin ve HDL altfraksiyon
analizlerinin koroner arter hastaligi arasindaki iligskinin arastirilmasi hedeflenmistir.
SCARBI1 aracili lipitlerin tasinmasinin altinda yatan mekanizmanin tam olarak
aydinlatilamamas1 ve Tirk toplumunda goézlenen diisiik HDL seviyeleri goz Oniine

alindiginda ¢alismamizin literatiire faydali bilgileri kazandirmasi planlanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Koroner Arter Hastahgi

Koroner arter hastaligi, kalp kaslarinda kan akiginin azalmasi nedeni ile olusan
ve miyokard iskemisi ile sonuglanan bir hastaliktir. Iskemi cogunlukla ateroskloroz,
tromboz, spazm ya da emboli gibi nedenlerle kanin kalbin bir boliimiine az ulagsmas1 ya
da anemi, hipotansiyon gibi nedenlerle kan akiminin yavaslamasi ile gelisen ve doku
hasar1 ile sonuglanan patolojik bir durumdur (13). Diinya saglk oOrgiitiiniin yaptigi
arastirmalara gore 2030 yilinda kardiyovaskiiler hastaliklarin neden oldugu oliim
sayisinin yilda 23.6 milyon kisiye yiikselecegi diisiiniilmektedir. Kardiyovaskiiler
hastaliklara bagli Sliimlerin biiylik bir boliimiinii koroner arter hastaligina dayali
oliimler olusturmaktadir. Ulkemizde ise koroner arter hastaligi %42° lik bir oranla en

onemli 6liim nedenidir (3).
2.2. Ateroskleroz

Ateroskleroz gelismis iilkelerde en fazla mortalite ve mobidiliteye neden olan
multifaktoryel bir hastaliktir (14). Ateroskleroz gelisimi erkeklerde kadinlara gore daha
yiiksek olmasma ragmen, yeme aliskinliklari, sigara, mental stres gibi nedenlerden

dolayi ateroskleroz goriilme sikliginin kadinlarda yiikseldigi gozlenmektedir (15).

“’Atherosklerosis’® yunanca kelimelerinden tiremistir, ’athere’” lapa ve
’sklerosis’ ise sertlesme anlami tasir. Ateroskleroz; kolesterol birikmesi, makrofaj
infiltrasyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VSMC) ¢ogalmasi, bag doku bilesenlerinin
birikmesi ve pihtt olusumu ile karakterize edilen bir hastaliktir (16). Ateroskleroz
yasamin erken evresinde baglamaktadir ve bazi c¢aligmalar hamilelik sirasindaki
maternal hiperkolesteroleminin fetusta yagli c¢izgi olusumunda etkili oldugunu
gostermistir. Hastalik ilk dekadda aortta, yasamin ikinci dekadinda koroner arterlerde ve

ticiincii dekadda ise serebral arterlerde goriilmektedir (17,18).
2.2.1. Aterosklerozun Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Erken aterosklerotik lezyonlar genellikle 10 yasindan 6nce baslamasina ragmen

insan hayatindaki asil etkisi ileri yaslarda goriiliir (19).

Yaygin bir hastalik olan ateroskleroz 3 farkli sekilde kendini gosterir;

serebrovaskiiler rahatsizliklar, iskemik kalp rahatsizlifi ve miyokard infarktiisiin asil



sebebini olusturan periferal vaskiiler hastaliklar. Ateroskleroz risk faktorleri Tablo

2.2.1° de gosterilmistir.

Tablo 2.2.1.Ateroskleroz Risk Faktorleri (19)

KATEGORI NUMARA RiSK ACIKLAMA
Kan Kolesterolu ve | Total Kolesterol <5mmol/L
1 Lipoprotein Kolesterol/HDL orani: <4
Seviyeleri LDL Kolesterol< 3mmol/L
HDL kolesterol>1mmol/L
) Yiiksek Kan Kan Basincinin 140/90 mmHg’ den yiiksek
Basinct olmasi risk faktoriidiir.
Sigara kan damarlarina zarar verir,
3 Sigara kolesterol seviyelerini ve kan basincini
arttirir.
4 - - - L2 . . . -y
Insiilin Direnci Insiilin direnci diyabete neden olabilir.
. Viiciit yeterli insiilini yapamaz ve kan sekeri
5 Diyabet )
yiikselir.
Temel Faktérler 6 Obezite Koroner arter hastaliginda bagimsiz bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir.
o o Kan kolesterol seviylerini, yiiksek kan
Fiziksel Aktivite ) )
7 basincini, diyabet ve obezite olusumunu
Eksikligi .
etkiler.
Kolesterol, sodyum, doymus ve trans yag
8 Sagliksiz Beslenme | iceren besinler ateroskleroz igin énemli risk
faktoriidiir.
. Erkeklerde 45, kadinlarda ise 55 yagindan
9 Ileri Yas
sonra risk artmaktadir.
Erkek aile bireylerinde 55 yasindan dnce,
10 Aile Gegmisi kadin aile bireylerinde ise 65 yasindan 6nce
kalp hastalig1 tanis1 konulduysa riski arttirir.
Arteriyel i¢ duvarinda meydana gelen hasar
11 Inflamasyon inflamasyonu baslatir ve plak biiylimesine

katki saglar.




Erkeklerde 45, kadinlarda ise 55 yasinin iistiinde olmanin ateroskleroz i¢in risk
faktorii oldugu ve prevalansinin yasla birlikte artis gosterdigi belirlemistir (19).
Cinsiyetin aterosklerozda 6nemli rol oynadigi ve erkeklerin kadinlara gére daha fazla
yatkinlik gosterdigi saptanmaitir. 60 yasinin altinda erkeklerin, kardiyovaskiiler hastalik
insidansi1 kadinlara oranla 2 kat yiiksektir. Kadin hormonlarinin koruyucu roliiniin buna

neden oldugu diistiniilmektedir (20).

Yiiksek kolesterol seviyeleri aterosklerozun baslamasinda ve ilerlemesinde
onemli rol oynamaktadir. Total kolesterolde %1’ lik azalma koroner arter hastaliginin
insidansinda %2’ lik bir diisiise neden olur. Yiiksek LDL kolesterol seviyelerine sahip
bireyler ateroskleroza yatkinlik gosterirken, yiiksek HDL kolesterol seviyesinin ise
koroner arter hastaliginda koruyucu rol oynadigi belirlenmistir (21). Sigara kullanimi
endolteyuma bagli damar kasilmasina (vazomotor) yanitta azalmaya neden olarak
ateroskleroz gelisiminde temel risk faktorleri arasinda yer alir. Sigara igenlerde
ateroskleroz riski, igmeyenlere gore 4 kat daha fazla oldugu gozlemlenmistir (22,23)
Ayrica yapilan c¢alismalar pasif iciciliginde kalp hastaliklarinin gelisimini arttirdigini
gostermistir. Obezite koroner arter hastaliginda bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Obezite siklikla hiperkolesterolemi ve metabolik sendrom ile iliskili
olmasma ragmen, koroner kalp hastaliklari i¢in temel risk faktorlerindendir (24).
Hipertansiyon endotelyumda siirekli bir hasara yol agarak ateroskleroz igin yatkin bir
ortam hazirlamaktadir. ileri aterosklerozda ise plak biiyiimesine katkida bulunur.
Hipertansiyon normal tansiyona kiyasla inme insidansin1 2 kat, kalp krizini ise 3 kat

arttirdig tespit edilmistir (25).

Diyabetin herhangi bir tipi koroner kalp hastaliklari i¢in bagimsiz bir risk
faktoridiir. Tip 1 ve tip II” ye sahip bireyler kardiak anomalilere karsi fazla duyarlilik
gosterirler ve diyabet kadinlarda atesoskleroz riskini 3 kat arttirmaktadir. Insiilin
direncinin ise endotel disfonksiyonuna katki saglayarak ateroskleroz i¢in uygun bir
zemin hazirladigi belirlenmistir (26). Fiziksel aktivite kan basinicini, kiloyu ve nabiz
miktarin1 azaltarak HDI kolesterol seviyelerini ve insiilin hassasiyetini arttirarak
ateroskleroz icin risk faktorleri tizerinde olumlu etki yaptigi tespit edilmistir (27).
Ailede birinci dereceden kadin akrabanin 65, erkek akrabanin ise 65 yasindan once
miyokard infarktiis gecirmesi, bireylerde koroner arter hastaligi i¢in risk faktorii oldugu

belirlenmistir (28).



2.3. Normal Arter Yapisi

Intima: i¢ yiizeyinde endotelyum,dis yiizeyindeise internal elastik lamina ile
cevrilmistir.Normal arterler iy1 gelismis trilaminer yapiya sahiptir. En icteki tabaka olan
tunika intimanin erken yaslarda ince bir yapiya sahip oldugu gézlenirken, ileri yaslarda
daha kompleks ve heterojen bir yapr gostermektedir. Arteriyel intimanin endotel
hiicresi, ylizey ile kan arasinda kritik bir baglant1 olusturur. Arteriyel endotel hiicreleri
vaskiiler homeostasisde iyi diizenlenmis bir mekanizmaya sahiptir ve herhangi bir
arteriyel hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Yaslanma ile birlikte arterler,
kollajenl ve III’ den olusan fibriler formlari, diiz kas hiicreleri ve proteoglikanlar iceren
kompleks bir intima gelistirirler. Diiz kas hiicreleri ise arteriyel intimanin ekstraseliiler

matriks bilesenlerinin tiretirler (29).

Medya: Medya tabakasi, arter duvarinin orta ve en kalin tabakasidir. Kollajen,
elastik lifler ve glikozaminoglikanlardan olusan matriks i¢inde konsantrik olarak
dizilmis diiz kas hiicrelerinden olusur. Damar duvarinda bulunan diiz kas hiicrelerinin
tamamina yakini bu tabakada yer almaktadir. Damar diiz kas hiicreleri fibroblast benzeri
hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptir. Damar tonusu, salgilanan gesitli mediatorler

araciligiyla medya tabakasi tarafindan saglanir (29).

Adventisya: Adventisya tabakasi, en dis tabakadir. Gevsek bag dokusu
yapisindaki bu tabaka, kollajen liflerden, vasovazorumlardan ve sinir uglarindan
meydana gelmistir. Intima ve medya tabakasma gore seyrek hiicre dagilimi

bulunmaktadir (29).
2.4. Aterosklerotik Lezyonda Bulunan Hiicreler
2.4.1. Endotelyum

Endotel hiicreler kan damarlari i¢in sadece bir kilif gérevi gormez, farkli islevsel

gorevleri bulunmaktadir (30). Bu fonksiyonlar;

e Lokosit ve plateletler i¢in nonadherent yiizey saglamak,
e Plazma ve arter duvari arasinda besin ve sivi degisimini kontrol etmek,
e Nitrik oksit (NO) ve prostasiklin (PGI2) gibi vazodilatér molekiillerin salinimi

ile vaskiiler formun korunumunu saglamak,



e Biiyilimeyi diizenleyici molekiillerin ve sitokinlerin olusumu ve salgilanmasi,
e Bag doku matriksinin olusumu ve devamliligi

e Antikoagiilant ve prokoagulant aktivitelerin hazirlanmasi i¢in zemin saglamak.

Endotelyumun bu fonksiyonlarindan bir veya birkac¢indaki degisiklikler
aterogenezin erken evreleri i¢in olduk¢a Onemlidir. Endotelyumda goriilen ilk
degisimlerden bir tanesi, artan lipoproteinlerin endotelyumdan tasinarak intimanin
subendotel bosluguna aktarilmasidir. Tasinma sirasinda bu lipoprotein partikillerinin
birgogu endotelyum vasitasiyla oksidasyona ugrayarak modifiye duruma gelir. Okside
(0XLDL) olusumunun endotelyum fizerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir. Ciinki
oXLDL, genlerin ifadesinde rol oynayarak kemotaktik molekiillerin sentezi i¢in endotel

hiicrelerini uyarir (31,32).
2.4.2. Diiz Kas

Diiz kas hiicreleri, normalde damar duvarinin medya tabakasinda yerlesim
gosterirler ve damar tonusunun korunmasinda goérev alirlar. Diiz kas hiicrelerinin
birbirinden farkli iki fenotipik 6zelligi mevcut olup bunlar sentetik ve kontraktil tiptir.
Medya tabakasinda bulunan diiz kas hiicreleri fazla miktarda kontraktil protein
icermektedir (33). Kontraktil tip, vazamotor degisikliklere kars1 etki ederken sentetik tip
ise ekstraseliiler molekiillerin fonksiyonu igin gerekli genlerin ifade edilmesine ve
ekstraseliiler matriks olusturma yetenegine sahiptirler. Sentetik tip, damarlarda
embriyolojik gelisim esnasinda ve balon hasar1 sonrasi neointimada gézlenebilmektedir
(34) Ateroskleroz siirecinde diiz kas hiicreleri medyadan intimaya gog¢ ederler ve
kontraktil protein igeriginde azalma ve sentetik organel miktarinda iseartts meydana
gelir. Intimaya goc¢ eden kas hiicreleri, kontraktil goriiniimiinden sentetik goriiniime
doniistirler ve ¢gogalmadarol alirlar. Diiz kas hiicrelerinin sentetik tipe doniisiimiinde ilk
gbzlenen durum, endotelyel ve makrofaj kaynakli kemotaktiklere yanit olarak internal
elastik laminadaki migrasyondur. Medyadaki diiz kas hiicreleri endotelin, ketokolamin,
anjiyotensin II gibi vazokonsiktorlere ve nitrik oksit ve PGI2 gibi vazodilatatorlere
yanitverirken, intimada yerlesim gosteren diiz kas hiicreleri ise platelet kaynakli
biiyiime faktorii (PDGF) gibi mitojenlere karsilik verir (35).Diiz kas hiicrelerindeki
cogalma PDGEF’ e cevap olarak meydana gelir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), temel
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve insiilin benzeri biiylime faktor-1 (IGF-1) diiz kas

hiicre proliferasyonunda gorev alir. (36).



2.4.3. Monosit Tiirevli Makrofajlar

Ateroskleroz lezyonlarinin tiim formlar1t monosit tiirevli makrofajlar1 ve ¢esitli
sayilardaki T lenfositleri igerirler. Normalde makrofajlar sadece ¢opcii hiicreler degil,
antijen sunan hiicreler olarak da gorev yapmaktadir. Makrofajlar lezyonlarda bulunan
kopiik hiicrelerinin birincil kaynagidir ve ¢opgii reseptorler aracailigi ile okside LDL’ yi
ve lipidleri endositoz ile hiicre i¢ine alirlar (37). Aterosklerotik lezyonlardaki okside
LDL, diger bilesenlerin alinimi, kemotaktik ajanlar, biiyiime agonistleri ve antagonistler
gibi biliylimeyi diizenleyici molekiiler ile sitonkinler icin gerekli genlerin ifade
edilmesini saglar (38). Aterosklerozun erken evrelerinde monositlerin arter duvarina
adezyonu, migrasyonu ve ardindan da makrofajlara doniisiimii 6nemlidir. Endotel
hiicrelerinde sentezlenen vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve interseliiler
adezyon molekiili-1(ICAM-1) araciligi ile monositlerin endotele adezyonunda artis
gozlenir (39). Damar duvarinda ifade olan monosit adezyon molekiilleri, ligantlarinin
monositlerindeki ifadesindeki artis1 yansitmaktadir. Subendotel bosluklara monosit
migrasyonu, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri veya makrofajlarla baglantili MCP-1
gibi  kemotaktik faktorler esliginde gerceklesmektedir. Intimada modifiye
lipoproteinlere, sitokinlere, kemotoktik ve biiyiime faktorlerine maruz kalan monositler
daha uzun siirede aktive olup doku makrofajlarina farklilagabilirler. Ateroskleroz
lezyonlarinda makrofajlar, sadece scavenger hiicre olarak gorev almazlar ayrica fokal
immun olayda etkili veya fibroproliferasyonda 6nemli ¢ok sayida biiyiime faktor tiretme

yetenekleri ile katki saglayabilmektedirler (40).
2.4.4. Plateletler

Aterosklerozda oOnemli rol oynarlar. Endotel biitiinliigliniin  bozuldugu
boliimlerdeki tersinmez adezyonda rol oynarlar. Bu adezyonda, birbirinden farkli 2 tip
platelet reseptorleri rol alir. Bu reseptorler, glikoprotein kompleksi Ib/IxV ve IIb/Illa ve
de polimerik plazma glikoproteini olan von-Willebrant faktér (vVWF)’ diir. Adezyondan
sonra aktiflesen plateletler PDGF, FGF, TGF-b ile platelet kaynakli ve endotel hiicre
bliylime faktorii (PD-ECGF) agiga cikarirlar. Bu faktorler aktif plateletlerin damar
duvarindaki profilerasyonu arttirmaya egilimi bulunmaktadir. Plateletler serotonin ve
tromboksan A2 gibi vozoaktif maddeleri salgilayarak aterosklerozda ve de yagh
cizgilerde lipid kaynagi olarak rol oynarlar (41). Endotelyel asinimi, yaralanmasi ve

lezyonlarin kopmasi sonucu aterosklerozun ileri lezyonlarinda pihti olusabilmektedir.



Miiral pihti, plateletlerin agregasyonu ile yayilim gosterirler ve platelet iceriginin
salinimindaki kaynagi olustururlar. Plateletlerin, postinfarktiis lezyonun ilerleme

stirecinde de rol oynadiklari tespit edilmistir (42).
2.5. Hasara Yanit Hipotezi

1973 yilinda aterogenez ile ilgili klinik ve deneysel gozlemleri agiklamak igin
ifade edilmistir (43). Bu hipotez gegtigimiz 30 yil boyunca birkag¢ kez diizenlenmistir.
En son hali ise Sekil 2.5° de gosterilmistir. Bu hipoteze gore yiiksek aterogenez ile
iligkili risk faktorleri veya cesitli kaynaklarin endotel disfonksiyonunu uyarabilecegi
yoniindedir (37). Endotelyumdaki disfonksiyonel degisiklikler permeabilitinin,
bliyiimeyi stimiile edici karakterlerin degisimi ile sonuglanabilmektedir. Bu
degisiklikler monosit-endotel etkilesimine, adheransa ve gé¢e neden olarak monositlerin
subendotele girmesine ve makrofaj olarak aktif olmasina neden olmaktadir. Pekgok
hastalik olusumunda eger hasar olusumu devam ediyorsa inflamatuar yanitin daha
yogun oldugu gozlemlenmistir ve bunun sonucunda dokuda hiperplastik lezyonlar tespit
edilmistir. Bu lezyon, hiicrelerin ve bag dokunun birikimi ile olusmakta ve arteriyel

limeni uyararak kan akigini etkilemektedir (43).

Sekil 2.5. Hasara Yanit Hipotezi (44)



2.6. Ateroskleroz Lezyonlar:
Yagl cizgi, fibroz plak ve komplike lezyonlar diye tice ayrilir

2.6.1. Yagh Cizgi Olusumu: Yagl ¢izgi olusumu aterosklerozun ilk belirtisi
olarak kabul edilmektedir. Arterlerin intima tabakasindaki lipoproteinlerin artmasi
sonucu baslangi¢ lezyonlar1 olusmaktadir (44). Lipoprotein partikiilleri proteinlerden,
fosfolipidlerden, kolesterol ve trigliserit gibi lipidlerden meydana gelmektedir.
Aterojenik lipoproteinlerin en 6nemlilerinden birtanesi olan kolesterolce zengin diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) endoteyuma yayilim yetisine sahip oldugundan dolay1
vaskiiler intimada birikmektedir. Lezyonlarin oldugu bolgede matriksin farkh
proteinleri arasinda kurulan dengenin bozuldugu goézlenmistir. (45). Yagh cizgiler lipid
ile dolu monosit tiirevli makrofajlar ve farkli sayilardaki T lenfositlerinden (CD4+ ve
CD+8 T hiicreleri) olusmaktadir (46,47). Lipit ile dolu makrofajlarin birikimi, lezyonun
biytikligiinii gosterir ve bu birikimin arteriyel intima tabakasindabulunan 5 veya 6

tabakanin 2’ sini isgal edebilecegi belirlenmistir (48).

Aterom olusumunun ilk basamaklarinda plaklar ¢cogunlukla damarin ters yonii
boyunca gelisir. Bir plak, damarin i¢ elastik tabakasinin %40’ indan fazlasin
kapladiginda arter kanali iggal edilir ve kan akisinda engel meydana gelir. Yagh

gizgilerin olusumunun 4 basamagi vardir (49,50);

e LDL-kolesterolii tutmak
e Endotel hiicrelerin aktivasyonu
e [okosit aktivasyonu

e Kopiik hiicre olusumu

LDL-Kolesteriiliinii tutmak: Aterogenezin ilk adimi lipoproteinleri lezyon
bolgesinde tutmaktir.LDL-kolesteroliiniin siki endotel baglantilar1 ge¢ememesine
ragmen, endositoz ile diizenli bir sekilde endotel hiicrelerine girebilmektedir. Normal
sartlarda plazma LDL ve arteriyel duvarin hiicre i¢i LDL konsantrasyonlar1 arasinda bir
denge vardir. Bu partikiillerin plazma lipidlerindeki bir artig ile birlikte LDL-
Kolesterolii intima igerisinde tutulmaktadir. LDL tutulumu, intimada LDL’ nin

konsantrasyonununartmasina neden olmaktadir (51).

Endotel Hiicrelerin Aktivasyonu: Sitokinler ve okside lipidler endotel

hiicrelerin  aktivasyonunda Onemli rol oynamaktadirlar. Aterosklerozun erken
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evrelerinde monosit ve T lenfositlerin vaskiiler intimaya yayildiklart gozlenmistir.
Monositlerin makrofaja farklilasmasi ile okside lipidler alim1 gerceklesir ve kopiik
hiicreler olusur. Bu siire¢ farkli sitokinlerin ve salgilanan enzimlerin tanzimi i¢in gerekli
reseptorlerin ifade edilmesine baglidir. oxLDL, T hiicrelerin aktivasyonunda rol alir ve

T hiicreleri i¢in bir antijen olarak gorev yapar (52).

Lokosit  Aktivasyonu:  Aterosklerozun baslangic  basamaklar1  sirasinda
mononiiklear 16kositler, monositler ve T hiicreleri vaskiiler duvar boyunca endoteyuma
ge¢mektedirler. Bu siire¢ kemokin adezyon molekiillerinin ve 16kositlerinin ifade
edilmesini gerektirir. Lokosit adezyon molekiilleri aterosklerozun ilk evrelerinde
bulunmaktadir. Adezyon molekiil reseptorleri spesifik 16kositlerde, diiz kas hiicrelerinde
ve vaskiilar endotel hiicrelerde ifade olmaktadirlar. Bu nedenle adezyon molekiilleri
kemokinlerin iiretimi ve saliniminda 6nemli gorev yapmaktadir. Kemokinler 8-10 KD
gibi disik molekiil agirlikli proteinlerdir ve 16kosit aktivasyonu ile lokosit

migrasyonunda oncii rol tistlenmektedirler (53).

Kopiik Hiicre Olusumu: Mononiiklear fagositler intimaya yerlestikten sonra
makrofaja farklilasmaktadirlar. Fagositler ekstraseliiler boslukta lipidlerin fagositozi ile
aterosklerozun Onlenmesine katki sagladiklart belirlenmistir. Biriken makrofajlar
arteriyel duvari terk ederek ¢Opcii reseptorleri ile oxLDL alimimini gergeklestirirler.
Sitokin ve okside lipidler vasitasiyla monositlerin makrofaja farklilasmasi sirasinda

scavenger reseptorlerinin ifadesinin artig1 gozlenmistir (54).

Erken Yagh Cizgi Gelisimi: Erken yagh ¢izgi gelisiminin ¢ocuklukta ve yirmili
yaslarda baslayabildigi gozlemlenmistir (55,56). LDL partikiilleri kandan ayrilip intima
tabakasina girdiklerinde ilk asama gercekleserek LDL seviyeleri artar ve birikim
gosterirler. Daha sonraki asamada enzimler ile modifiye edilirler ve proinflamatuar
partikiilleri okside olarak intimadaki dogal inflamasyon sisteminin reaksiyonuna sebep
olmaktadirlar. Arter duvarlarindaki bu ilk degisiklikler, arterin dallanma noktasinda

meydana gelmektedir.

Endotel hiicreleri aktifleserek adezyon molekiillerinin, diiz kas hiicreleri ise
kemokin ile kemoaktrantlar1 salgilayarak inflamasyonu baslatir. Monositler lipidleri
alarak makrofajlara doniisiirler ve kopiik hiicrelerini olustururlar. Lipid birikiminin bu

asamasi aterosklerozun erken evrede teshisi igin kritik role sahiptir (57).
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2.6.2. Fibroz Plak: Makroskopik olarak genellikle limene dogru ilerleyen
beyaz renkli lezyonlardir. Mikroskopik olarak lipit ¢ekirdek, ¢cok miktarda diiz kas
hiicreleri, makrofajlar, kopiik hiicreleri, T lenfositler ve ekstraselliiler matriksden

meydana gelmektedir.

Lezyonlar ilerledikge hiicre dis1 lipit birikiminin arttigi gézlenmistir. Hiicre disi
lipit havuzunun biiylik ¢ogunlugunu kopiik hiicrelerinin apaptosizi sonucu kdopiik
hiicrelerinde depo edilen kolesterol esterlerinin agiga ¢ikmasi olusturmaktadir. Cok az
kismini ise limenden gegen lipoproteinler meydana getirmektedir (58). Plakda lipit

cekirdek etrafinda metalloproteazlari lireten makrofajlar bulunmaktadir.

Olgunlasan aterom plaginda lipit ¢ekirdegin lizeri fibroz baslik ile cevrilidir.
Fibroz baslik medyadan intimaya gecen diiz kas hiicreleri ve onlarin irettigi bag
dokusundan meydana gelmektedir. Fibréz baslikta bir yandan diiz kas hiicreleri
tarafindan ekstraselliiler matriks yapimi gerceklesirken, diger taraftan makrofajlar

tarafindan tretilen proteinazlar aracilig ile bag dokusu yikimi olmaktadir (59).
2.6.3. Komplike Lezyonlar

Lipidler, inflamatuvar hiicreler ve fibr6z dokuya ilave olarak, hematom veya
kanama veya trombotik birikimler iceren plaklardir. Komplike lezyonlar ¢ogunlukla
fibroz plagin kopmast sonucunda ilerlemektedir. Diger muhtemel bir neden ise,
adventisyal vaza vazorumdan plaga giren kapillerde kanama olabilmesidir. Fibroz
baslik ve luminal yiizeyde fissiirler, erozyonlar ve {ilserasyonlar diger sik goriilen
Ozelliklerdir. Koroner ateroskleroza bagli morbidite ve mortalite, esas olarak bu
lezyonlara bagl olarak gergeklesir. Daha yash kisilerde bu lezyonlar c¢ogunlukla
kalsiyum depozitleri igerirler, kalsiyum depozitleri plaklar1 daha kirilgan ve gerilme

stresine yanit olarak yirtilmaya daha egilimli hale getirebilir (60).
2.7. Aterosklerotik Lezyonlarin Tipleri

Amerikan Kalp Birligi (American Heart Association, AHA) ateroskleroz
lezyonlarini 8 tipe ayirmistir (61).

Tip | lezyon, lipid igerigi az ve seyrek kopiik hiicreleri bulundurur. Tip Il
lezyonlarda, kopiik hiicreleri fazla sayida artmis olup, yagh cizgilenmeyi olustururlar.
Bu lezyonlarda az miktarda T lenfositleri, mast hiicreleri ve lipid igerigi fazla diiz kas

hiicreleri de mevcuttur. Tip III lezyon, patolojide aterosklerotik plak ya da aterom
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olarak kabul edilen ilk lezyon evresidir. Tip Il lezyondan en 6nemli farki, makrofajlarin
ve T hiicrelerinin altinda, lezyonun daha ilerikisimlarinda, az miktarda hiicre dis1 lipid
birikimlerinin baglamasidir. Tip I-III lezyonlar daha sonraki lezyonlarin Onciileri
olmasina karsilik Klinik semptoma neden olmazlar. Tip IV lezyonlarda, artan hiicre dist
lipidler kolesterol havuzunu meydana getirirler. Lipidler, parcalanan kopiik
hiicrelerinden olusabilirveya lipoproteinlerin dogrudan birikimleri s6z konusu olabilir.
Lipid ¢ekirdek, inflamatuar hiicreler ile kusatilir. Diiz kas hiicreleri ve bag dokusu, ince
bir tabaka olarak bu lipid ¢ekirdegi orter. Adventisyadaki vazo vazorumlardan
tiirevlenen kilcal damarlar, plagin daha ileri boliimlerine dogru ilerleme gosterir. Tip V
lezyonlarda, lipid ¢ekirdegi kusatan fibroz doku artmistir. Bu fibréz doku artisi, diiz kas
hiicrelerine baglidir. Diiz kas hiicreleri, ¢ogalirlar, kollajen ve proteoglikanlar gibi
ekstraseliiler matriks proteinlerini salgilarlar. Tip VI lezyonlar, trombiis ya da hemoraji
odaklarindan olusan komplikeplaklart meydana getirirler. Tip VI lezyon gelisiminin ana
nedeni, plak yirtilmasidir. Bu tip lezyonlarda endotel alt1 fibr6z dokunun fissiir, erozyon
ve lilserasyonlarma da sik gozlenir. Akut koroner sendromlar, ¢ogu zaman tip VI
lezyona baglidirlar. Tip VII ve tip VIII lezyonlar, lipid igermez veya ¢ok seyrek lipid
icerir. Tip VII lezyonlar kalsiyum bakimindan, tip VIII lezyonlar ise kollajen

bakimindan zengindir.
2.8. Ateroskleroz Siireci
Ateroskleroz siireci Sekil 2.8” de gosterilmistir.

2.8.1. Ateroma Olusumu: Komsu diiz kas hiicreleri ve endotel hiicreler,
sitokinler, biiyiime faktorleri gibi kiiciik peptidler salgilandiginda vaskiiler dokuya ciddi
hasar verilir. Bu faktorler diiz kas hiicrelerinin damar duvarin liiminal yiizeyine
gecmesine neden olurlar. Bu durumda diiz kas hiicrelerinin gogli ve sentezlenen
ekstraseliiler matriks fibroz basligi olusturmaktadir. Fibroz baslik, kollejence zengin lif
dokularindan, diiz kas hiicrelerinden, makrofaj ve T lenfositlerinden olusur. Bunlarin
hepsi olgun ateroskleroz plagi olusturur ve siskinlik meydana getirerek kan akisini

azaltir (60).

Makrofajlar ve T lenfositler gelisen plagin smirlarinda bulunmaktadir.
Makrofajlar meta proteinazlar salgilayarak ekstraseliiler matriksin lizizine katki
saglarken, T hiicreler ise TNF-alfa iireterek diiz kas hiicrelerinde kollajen sentezini

engeller. Bu siire¢ fibroz bash plag: giigsiizlestirebilir ve parcalayabilir. Fibroz basligin
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yikimi kollajenler ve lipidlere maruz kalarak plateletlerin adezyonuna ve birikimine
katki saglamaktadir. Boyle bir durumda ise kan pihtist olusarak kan akisinin aniden

durmasina neden olur (62,63).

2.8.2. Erken Fibroaterom: Erken fibroaterom, genglerde ve yirmili yaglarda
olugmaktadir. Pek ¢ok makrofaj kopiik hiicreleri, diger aktif inflamatuvar hiicreleri ve
arterlerin yapisinda bulunan hiicreler birikim gosterirler. Makrofajlar plak gelisimini
kontrol ederler fakat inflamasyon kontrolsiiz ve asir1 olabilmektedir. Diiz kas
hiicrelerinden salgilanan ekstraseliiler proteoglikanlar lipidlere baglanir ve zamanla
lipid baglama kapasitesinde artis gozlenir. Artan ekstraseliiler lipidlerin birikimi hiicre
nekrozuna neden olmaktadir. Intimanm normal mimari yapisi gitgide bozularak en
sonunda tamamen tahrip edilir. Bu genis birikinti lipid bakimindan zengin nekrotik
cekirdegi olusturur ve intimaninin merkezine baski yapar. Endotel altinda bulunan lipid
bakimindan zengin nekrotik ¢ekirdegin iizerine bir fibr6z bas olusturmak icin fibroz
doku eklenir. Bu yap1 fibr6z plak lezyonunu olusturarak baskin lezyon olmak icin

gelismektedir. Aterosklerozdaki bu evre 15-30 yaslar1 aras1 gozlenir (55,64).

2.8.3. Ileri Ateroma: Ince Bashkli fibroateroma ve kopmast: ileri ateroma 55
ve 55 yasindan biiyiik kisilerde gozlenmektedir. Plak gelisiminin bu evresinde, ince
basli fibroateroma (TCFA) ilerler ve kopabilir.

Proteolitik enzim aktivitesi kontrolsiiz bir sekilde devam ederek fibr6z dokuyu
hasarlamas1 sonucunda, birka¢c yerde fibréz bashigin ince ve gligsiiz oldugu
goriilmektedir. Bu ince bas kopmaya hassastir, trombojenik i¢ arter duvarina maruz
kalarak trombiisii iiretir ve arterin liimen i¢ine dogru ilerler. Bu lezyon kopma riski ve
hayat1 tehdit eden trombosis tasidigr icin genellikle hassas plak adini almaktadir. Bu
lezyonlar miyokard infarktiis ve inmenin en fazla rastlandigi 55-65 yaslari arasinda
gozlenmektedir (65,66).

2.8.4. Aterosklerotik Plak Olusumu: Aterosklerotik plak bilesenleri (67) ;

e Vaskular Epitelyum: Vaskiiler epitelyum plazmada protein transferinin
arttirmak i¢in kan bilesenleri ve makromolekiiller ile etkilesir.

e Arteriyel Diiz Kas: Vaskiiler tamirin ve lipid gibi kan {iriinlerinin
metabolizmasinin  siirdiiriilebilmesi, ¢esitli sitokinlerin salgilanmasi,

vaskiiler duvar tonusu i¢in temel bilesendir.

14



e Lenfositler: Immiin reaksiyonlara katilabilirler. Plak ¢ekirdegi, hiicre
lezyonlarindan,  kopik  hiicrelerden,  kalsiyum ve  kolesterol
esterlerindenolusmaktadir.  Lipid ¢ekirdek karotenoid pigmentler

nedeniyle soluk sar1 renktedir.

| Ateroskleroz Siireci
Normal Arter

Q Endotelyum
S Y o Normal saghkh endotelyum limeni kaplar
o Aktive olmaya diiz kas hiicreleri medyada
bulunur

“Medya
Adventisya

Erken ateroskleroz

Makrofaj’

Yagh Cizgi ® Endotel djsfonksivonu ve aktivasyonu makrofaj adezyonuna
olanak saglar.
Q Q o Okside Lipid birikimi yagh cizgi olusumu ile sonuclanir
Plak Olusumu
Lipid gekirde l_ Fibréz bashk
2 L Kopiik hiicreler ve lipid cekirdekteki nekrotik materyaller
Q % o Diiz kas hiicreleri ve ekstraseliiler matriks fibréz bashg: olusturur
SO ® %

Plak Kopmasi
* Aktif makrofajlar matriksi ytkimi ugratan enzimler salgilar
* ince fibréz bashk kopar.

e platelet adezyonu ve tromboz olusur

Sekil 2.8. Ateroskleroz Siireci (67)

2.9. Plazma Lipoproteinleri
2.9.1. Silomikronlar

Silomikronlar en biiyiik lipoproteinlerdir. Apolipoproteinleri A-1,A-11 ve B-48’
dir. ApoB-48 ince barsakta bulunan epitelyum hiicreleri tarafindan yapilan tek apoB’
dir. ApoA-1 ve apoA-II HDL’ de bulunan C ve E apoproteinleri ile degisime ugrar.
ApoC-II tarafindan aktiflestirilen ekstraseliiler Lipoprotein lipaz (LPL) enziminin

silomikron ve VLDL’ deki trigliseridlerin hidrolizi sonucu serbest yag asitleri ortaya

15



cikar. Dolasimda bulunan silomikronlar LPL etkisiyle trigliseridden fakir, kolesterolden
zengin silomikron artiklarina doniisiirler. Serbest yag asitleri trigliserid olarak muhafaza
edilmek, enerji kaynagi olarak oksitlenmek ve tekrardan trigliserid olusumunda
kullanilmak iginfarkli dokular tarafindan alinirlar. Diyetle alinan yiiksek miktarda yag
alimi silomikron yapimini hizlandirir ve yaklasik 12 saat aglikta silomikron dolagimda
bulunmaz. Yiiksek karbonhidrat ve az miktarda yag alimi silomikronlarin yapimin
azaltir (68).

2.9.2. Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL)

Yag asidi hepatositlere ulastiginda karacigerde VLDL iiretimi uyarilir. VLDL
biyosentezinde rol olan trigliserid ve fosfolipidlerin yapimi kaba ve diiz endoplazmik
retikulumda meydana gelir. VLDL plazmada HDL’ den apoC-I, apoC-Il, apoCI-1ll ve
apoE proteinlerini alir. VLDL trigliseridleri LPL ve daha az miktarda ki hepatik lipaz
(HL) araciligr ile hidrolize edilir. VLDL, trigliserid kaybi1 ve apoC’ nin HDL’ ye
transferinin ardindan giderek kiiciilen partikiillere doniisiir ve kolesterol bakimindan bol

IDL’ yi olusturur (69).
2.9.3. Orta Yogunluklu Lipoproteinler (IDL)

Plazmada ¢ok diisiik miktarlarda mevcuttur ve biiyiikliik ile igerik agisindan
VLDL ve LDL arasinda bulunur. Baslica apolipoproteinleri apoB-100 ve E’ dir.
VLDL’nin katabolizma {irtinii, LDL’ nin 6nciiliinii meydana getirir. LDL reseptorii

araciligi ile dolasimdan uzaklastirhirlar (69).
2.9.4. Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler

Plazma kolesteroliiniin yaklasik %70-80° ni tasirlar (70). LDL yaklasik %75
lipid ve %25 proteinden meydana gelir. Az miktardaki apoE ve apoC disinda ¢ok
miktarda apoB-100 igerirler. Plazmada bulunan apo-B100’ iin %90-95” i LDL yapisinda
bulunmaktadir. VLDL’ nin ilk olarak IDL’ ye sonra LDL’ ye doniismesiyle plazmada
bulunma siiresi 2.5 giine kadar ¢ikmaktadir. LDL’ nin uzun omiirlii yapisi, dokular igin
kolesterol kaynagi olarak gorev yapmasmi saglar. LDL subendotelyel bolgeye
ilerleyerek okside olabilir ve kopiik hiicre olusumunu uyarabilir. LDL’ nin plazmadan
arinmast  apoB-100" e o0zgli LDL resesptorleri araciligiyla gerceklesir. LDL,
glikozilasyon ve oksidasyon gibi farklidegisikliklere ugrayabilirler ve bu lipoproteinler

ateroskleroz patogenezinde énemli rol oynarlar (71).
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2.10. YiiksekYogunluklu Lipoprotein

1951 yilinda yapilan galismalarin sonucu olarak yiiksek dansiteli lipoprotein
kolesteroliiniin (HDL-K) plazma seviyelerinin koroner arter hastaligina sahip bireylerde
diisiik seviyelerde oldugu gozlemlenmistir (72). 1977 yilinda Framingham ¢aligmasinda
edinilen bulgulara gére HDL-C’nin koroner kalp hastalig1 i¢in bagimsiz bir risk faktori
oldugu tespit edildi ve bu tarihten sonra HDL-K {izerinde yapilan ¢alismalar diinya

capinda artmustir (73).
2.10.1. HDL Yapisi

HDL, yogunluk araligi 1.063-1.21 mg/mL de olan lipoproteinlerin plazma
fraksiyonu olarak ifade edilmektedir (74). Normal bir HDL ayrica Paroxonasel
(PON1), lesitin-kolesterol agiltransferaz (LCAT) gibi antioksidan molekiilleri
icermektedir. HDL partikiilleri yaklasik olarak %30 fosfolipidlerden, %25 kolesterolden
ve %S5 trigliseridden olusur. Daha biiylik sferik yapidaki HDL partikiilleri kolesterol
ester (CE) ve trigliseridin hidrofobik ¢ekirdegini igerirken, disk seklindeki HDL
partikiilleri ise apolipoproteinA-l (apoA-l), fosfolipid ve serbest kolesterolden olusur.

ApoB ise sadece LDL ile iliskili apolipoproteindir (75).
2.10.1.1. Ters Kolesterol Tasinimi

HDL hiicresel kolesteroliin bir alicist olarak gdrev yapar ve ters kolesterol
tasinimi adi verilen yolun ilk adimimi olusturur. Lipid tasiyict molekiilleri olan ATP
baglayici kaset tasiyict Al ve G1 (ABCA1 ve ABCG1), scavenger reseptor siif b tip [
(SCARBI) aracilig1 ile perifer hiicrelerden alinimini, sonrasinda karacigere iletimi ve
son olarak sterol ya da safra tuzlar1 seklinde diski ile atilimi ters kolesterol tasinimi
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.10.1.1) (76) .
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Sekil 2.10.1.1. Ters Kolesterol Taginimi (76)

2.10.1.2. ApoA-I

HDL’ nin protein kisminmnin ¢ogunlugunu olusturan apoA-l barsak ile
karacigerde sentezlenir ve HDL olusum siirecinde Oncii role sahiptir. ApoA-I pek ¢ok
HDL partikiiliinde bulunur ve protein igeriginin %70’ ini olusturmaktadir. HDL’ nin
%20’ lik kismint olusturan diger protein ise apoA-II’ dir. ApoA-I HDL’ nin asil
tastyicisidir ve hiicrelerden kolesterol aliniminda alict olarak gorev yapmaktadir (77).
ApoA1’in monomerik formu plazmada bulunmaktadir velipid igerigi bakimindan fakir
apoA-1 ve prefl HDL olarak adlandirilir. Olgunlasmamis HDL partikiillerini
olusturmak icin lipitler ile esterlesebilirler. Apoa I’'in esterlesmesi ABCAIl ile
gerceklesir ve olgun HDL gibi olgunlasmamis HDL de heterojen bir biiyiikliik ve lipid

icerigine sahiptir. Her yeni partikiil 2, 3 veya 4 tane apoA-l molekiilii igerir ve disk
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sekline sahiptir. Yalnizca apoA-I varliginda ABCAT1 hepatositlerde kolesterol akisinda
etkili bir sekilde rol oynamaktadir (78).

2.10.1.3. ATP Baglayic1 Kaset Tasiyic1 Al

ABCAI1 hiicre membraninda yer alir, simetrik yapili transmembran domainine
sahiptir ve bu domain rastgele tekrar sekanslarindan olusmaktadir. ABCA1’ in
niikleotid baglama domaini, transmembran transportu igin gerekli enerjiyi saglar.
ABCAI1 ayrica N terminal ve 2 tanede biiyiik ekstraseliiler kisim igerir. N terminal
bolgenin yaklasik 40 aminoasitlik kismi yiiksek derecede korunmugtur (79). ABCA1’ in
asil gorevi hiicre i¢i serbest kolesterolii ve fosfolipidleri lipitce fakir apoA-I’ e

transferine aracilik ederek olgunlasmamig HDL olusumunu saglamaktir (80).
2.10.1.4. ATP Baglayic1 Kaset Tasiyicr1 G1

ABCG1’ de ABC siiper ailesinin bir iiyesidir. ABCG1 yalniz basina serbest
kolesterolii apoA-I’ ya transfer edemez ancak fosfolipid (PL) iceren reseptorler
varhiginda gergeklestirmektedir (81). Perifer dokularda ve hiicrelerde ABCG1, ABCA1
ile etkileserek ters kolesterol transportunu tamamlar. Su ana kadar elde edilen bilgilere
gore ABCG1”’ in rolii; hiicrelerden serbest kolesterol akisini uyarmak, makrofajlardaki
ve hepatositlerdeki fazla lipid birikimini engellemektir. Ayrica ABCG1 asetillenmis
LDL’ nin monositlere taginimini ve monositlerin makrofaja farklilagsmasin1 engelledigi

belirlenmistir (82).
2.10.1.5. Lesitin Kolesterol Agil Transferaz

LCAT lipoprotein metabolizmasindaki anahtar enzimdir ve agiltransferaz ile
fosfolipaz A2 aktivitesine sahiptir. Kolesterol dengesinin ve taginiminin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. LCAT c¢ogunlukla karaciger tarafindan sentezlenir
ve kana salgilanir. Dolasimda LCAT serbest bir molekiil veya lipoproteinler ile birlesik
olarak gozlenmektedir. Plazmada LCAT kolaylikla HDL’ e baglanabilir ve HDL’ nin
apoA-I’ i ile aktive olabilir. LCAT, HDL kolesteroliinii ve lesitini kolesterol esterine
acil transferaz ile doniistiiriir. Esas olarak 2 gorevi vardir; 1) Kolesterol esterifikasyonu;
bu yiizden plazmadaki kolesterol esterinin asil kaynagidir. 2) HDL olgunlasmasi; disk
seklinde olgunlagsmamis beta HDL’ yi sferik alfa HDL’ ye cevirir. LCAT’ da olusan bir
hata, HDL-CE olusumunun eksikligine neden olarak olgun HDL’ nin meydana

gelmesini engellemektedir (83).
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2.10.1.6. Kolesterol Ester Transfer Protein

CETP karaciger ve yag doku tarafindan iiretilir. Asil fonksiyonu HDL’ deki
notral lipidlerin yerini almaktir (84). Lipid degis-tokusu asamasinda CETP’ nin N
terminal domaini HDL igersine niifuz eder ve C- terminal LDL veya VLDL’ ye girerek
3’ 1t kompleksi olusturur (HDL-CETP-VLDL veya HDL-CETP-LDL). CE hidrofobik
kanallar boyunca N-terminalden C-terminale hareket eder ve trigliserid ile degis tokus
yapar (85). Trigliserid igerigi bakimmdan zengin HDL, hepatik lipaz (HL) i¢in dogal

substrattir ve kanda HDL arinimina onciiliik etmektedir (86).
2.10.2. HDL’ nin Ozellikleri
2.10.2.1. HDL’ nin Antioksidan Ozelligi

Oksidatif stres ve serbest radikal olusumu inflamasyona ve aterosklerotik plak
baglangicina ve ilerlemesine katki saglar. LDL okside oldugu zaman, makrofaj
scavenger reseptor SR-A ve CD36 tarafindan diizenli olarak alinimi gergeklesir. LDL
partikiillerinin ileri oksidasyonu makrofajlardaki okside haldeki serbest radikallar
tarafindanarttirilarak LDL’nin hiicre i¢inde birikmesine ve kopiik hiicre olusmasina
neden olur. Okside LDL monositler i¢in kemoatraktant gibi rol oynayarak makrofajlari

kopiik hiicresine doniistiiriir ve endotelyumdaki sitotoksik etkileri arttirir (87).

HDL ise LDL’ nin oksidatif modifikasyonunu engeller. Antioksidatif apoA-I’ e
ek olarak HDL glutatyon, paraoksonoz 1 gibi ¢ok sayida antioksidatif i¢ererek lipid
pereoksidazlar1 ve diger okside LDL lipid bilesenlerini inaktif ettigi belirlenmistir.

Ayrica HDL okside LDL’ nin damar duvarina yayilimini engeller (88).
2.10.2.2. Anti-inflamatuar Etkisi

Ateroskleroz endotel hiicrelerin aktivasyonunu, T lenfositlerin ve makrofajlarin
arteriyel intimasinda birikmesiyle kronik inflamasyona neden olan bir hastaliktir (89).
Ateroskleroz endotel hiicrelerin aktivasyonunu, T lenfositlerin ve makrofajlarin arteriyel
intimasinda birikmesiyle kronik inflamasyona neden olan bir hastaliktir (89). HDL
tanecikleri arteriyel duvardaki kronik inflamatuar yaniti baskilayarak anti-inflamatuar
durumlarda rol oynamaktadir. HDL adezyon molekiillerinin gen ifadesini azaltmaktadir
ve bunun sonucunda endotelyuma monosit adezyonunu engelledigi gozlenmektedir.
HDL tanecikleri T hiicrelerinin uyarimmi ve uyarilan T hiicreler araciligr ile

monositlerin aktivasyonunu engelleyerek, proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin
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tiretimini Onledigi gozlenmektedir (90). Yapilan arastirmalar HDL’ nin endotel hiicre

apoptozisini 6nleyerek endotel fonksiyonu korudugunu ortaya ¢ikarmistir (91).
2.10.2.3. HDL’ nin Vazoreaktivite Uzerinde Etkisi

Hiperkolesterolemili hastalarda diisiik nitrik oksit (NO) aracili koroner
vazodilatasyon endotel disfonksiyonuna sebep olarak aterom olusumuna katki
saglamaktadir. Yapilan c¢alismalar bu slirecin  HDL  yonetimi ile terse
dondiiriilebilecegini gostermistir (92). HDL endotel nitrik oksit sentazi aktive ederek
aterogeneze karsi korumaktadir. HDL prostasiklinin endotel sentezini uyarabilir ve
plazma yar siiresini uzatabilir. HDL ayrica potensiyel vazokonstriktor olan endotelin 1’

in Giretimini inhibe eder (93).
2.10.2.4. HDL’ nin Antikoagiilant Ozellikleri

HDL, vaskiiler koruyucu etkileri arttirir, endotel nitrik oksit sentaz gen ifadesini
diizenleyerek tromboza karsi koymak i¢in kan akisini arttirir ve platelet aktivasyonunu
inhibe edebilmektedir. HDL platelet yiizeyindeki HDL reseptorlerine baglanarak
endotel hiicrelerde trombin olusumunu azaltmak i¢in trombomodulin ve APC proteinin

seviyesini diisiirebilmektedir (94).
2.11. HDL Altfraksiyonlar: ve Analiz Yontemleri

Insan plazma HDL’ leri, yiiksek miktarda heterojen lipoproteinlerin bir ailesidir
ve yogunluk, boyut sekil, lipid ve protein kompozisyonuna gore farkli smiflara
ayrilmaktadir. HDL altfraksiyonlar1 ve ayirma teknikleri Tablo.2.11° de gosterilmistir.
HDL altsimif dagilimindaki farkliliklar, analitik ultrasantrifugasyon kullanilarak
Gofman ve arkadaslar tarafindan 1950’ lerin basinda tanimlanmistir (95). Az yogun
(1,063-1,125 g/ml) ve lipid igerigi agisindan zengin form olan HDL2, daha yogun
(1.125-1,21) olan ve protein agisindan zengin form HDL3 olmak {izere 2’ ye ayrilmistir.
Ultrasantrifugasyon metodlar1 hassas ve kesindir ancak maliyeti yliksek, uzun siiren ve
teknik olarak uygulanmasi zor yontemlerdir. HDL2 ve HDL3 ileri fraksiyonlanarak,
denatiire olmayan poliakrilamid gradiyent jeli elektroforezi ile farkli elektroforetik
hareketlilige sahip siniflara ayrilmaktadir (96). iki tane HDL2 ve 3 tane HDL3 altsinifi
ve tanecik boyutlari bu metod ile tanimlanmigtir; HDL 3¢ (7,2-7,8 nm), HDL 3b (7,8-
8,2 nm), HDL3a (8,2-8,8 nm), HDL2a (8.8-9.7 nm) ve HDL2b (9.7-12.00 nm). HDL 2b

ile koroner arter hastalig1 arasinda ters iliski oldugu saptanmistir. Ayrica HDL 3b’ nin
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yiiksek konsantrasyonunun aterojenik lipoprotein fenotipi gosterdigi ve diisiik HDL-2b

ile baglantili oldugu gozlemlenmistir (97).

Agaroz jel elektroforezi ylizey yiikii ve sekline gére HDL’ nin analitik ayrimina
olanak saglamistir. Bu yonteme gore alfa- go¢ tanecikleri dolasimdaki HDL’ nin
cogunlugunu ifade ederken, prebeta-gog¢ tanecikleri ise olgunlagsmamis disk seklindeki
lipitge fakir HDL’ yi igerir. Agaroz jelde elektroimmiinodifiizyon teknikle HDL protein
igerigine gore apoAl igeren (LpA-1, LpA-Il) ve apoA-II icermeyen (LpA-I) tanecikler
olarak ayrilmaktadir (98).

HDL heterojenitesini ¢calismak i¢in ileri elektroforetik yaklagimlar yiik ve boyuta
bagli olarak 10’ dan fazla HDL alttiirii belirlenmistir. Bu alt tiirler pre-beta (kiiciik
prebetal; apoA-I ve fosfolipid iceren, biiyiik prebeta2 ve prebeta3), alfa ¢ok kiiglik
diskoid alfa4; apoA-I1, fosfolipid ve serbest kolesterol igerir, kiigiik sferik alfa3; apoA-
I,apoA-II, fosfolipid, serbest kolesterol, kolesterol esterleri ve trigliserid igerir, orta
boyutlu sferil alfa2; alfa3 ile ayn1 bilesenleri igerir, biiylik sferik alfal; alfa3 ve alfa 2
HDI ile aym1 bilesenleri icerir), prealfa (prealfal, prealfa2, prealfa3) tanecikleri olarak
ayrilir. Prealfa tanecikleri, alfa tanecikleri ile benzer boyuttadir fakat daha diisiik

miktarda bulunur ve apoA-II igermezler (99).

Tablo 2.11. HDL Altgruplar1 ve Ayirma Teknikleri (96)

Ayirma Teknigi HDL Altgruplar:
Yogunluk HDL2 ( Yogunluk araligi 1.063-1.125 g/ml)
HDL3 ( Yogunluk araligi 1.125-1.210 g/ml)
Elektroforetik mobilite Alfa HDL

Prebeta HDL

HDL-2b (9.7-12nm)
HDL-2a (8.8-9.7nm)
Elektroforetik mobilite ve yogunluk HDL-3a (8.2-8.8nm)
HDL-3b (7.8-8.2nm)
HDL-3c (7.2-7.8nm)

2D Jel Elektroforezi Alfal, 2,3,4
Prebetal HDL
LpAl
Apolipoprotein icerigi LpAlL:All
Biiyiik HDL (9.4-14nm)
NMR ve boyut aralig1 Orta HDL (8.2-9.4 nm)
Kiigiik HDL (7.3-8.2 nm)
Iyon mobilite ve boyut aralig HDL-2b (10.5-14.5nm)
HDL-2a+3 (7.65-10.5nm)
Lipoprint Sistem Biiyiik (1-3), Ara (4-7), Kiigiik (8-10)
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Serum veya plazma lipidlerin elektroforezine dayali %3 linear poliakrilamid jel
tip elektroforez metodu, ABD’ deki FDA tarafindan onaylanmistir (100). Bu metod
kullanilarak 10 HDL altsinifi 3 kategoriye ayrilir; biiyiik HDL (1-3), ara HDL (4-7) ve
kiicik HDL (101). Elde edilen verilere gore kiiciik HDL altfraksiyonlarinin biiytik
konsantrasyonlar1 aterojenik lipid profili ile iligkilidir. Biiyik HDL altfraksiyonu
arterler i¢in en koruyucu 6zellige sahiptir. Ara HDL altfraksiyonuda HDL spektrumun
koruyucu kisminda bulunur. HDL’ nin miktarmi belirlemede en eski yontem olarak
kulanilan ultrasentrifugasyonda HDL, HDL2 ve HDL3 olmak iizere 2 altfraksiyona
ayrilir. Erkeklerde HDL3 seviyelerinin kadinlara oranla biraz daha fazla oldugu
gozlenmistir. HDL3 seviyelerinin HDL2b seviyeleri ile ters iliskilidir ve HDL2b’ nin
total HDL seviyelerinin yiikselmesinde iliskili oldugu gézlemlenmistir (102).

2.12. Copgcii Reseptor Simif B Tip |

Insan SCARBI1 geni 12. Kromozomda bulunmaktadir (12q24) ve 82 kDA
molekiil agirlikli 509 aminoasitten olusan bir proteini kodlar (103). Yapilan arastirmalar
SCARBI genindeki varyasyonlar ve serum lipid profili arasinda bir iliski oldugunu
ortaya ¢ikarmustir (104, 105). Copcii reseptor siif B ailesinin bir iiyesi olan SCARB1
oncelikler karaciger ve steroidojenik dokularda, az miktarda ise diger hiicre tiplerinde
ifade edilmektedir. Cok ligandli bir reseptor olan SCARBI1, mikrovilli kanallar1 adi
verilen plazma membraninin bir boliimiinde yer alir. Ligantlar1 arasinda; LDL,
oksideLDL, asetile LDL, HDL, VLDL, ileri glikasyon son iiriinleri, okside HDL,

anyonik fosfolipidlerden fosfoditilserin ve fosfoditilinositol bulunmaktadir (106).

SCARBI hiicrelerde serbest kolesteroliin taginimini diizenlemektedir. SCARB1
aracilif ile gergeklesen bu tagima kolesteroliin gradiyent yoniine bagl olarak ¢ift yonlii
olarak gergeklesir. Ayrica SCARBI1 fosfolipid, trigliserid, kolesterol esteri gibi
lipoprotein-lipidlerin se¢ici aliniminada aracilik eder. Hepatositlerde ve steroidojenik
hiicrelerde, SCARBI kolesterol esterinin segici alimini kolaylastiran HDL reseptoriidiir.
Karaciger 6zgii SCARB1’ in fazla ifade olmasi plazma HDL-kolesteroliin azalmasina
ve apoA-I konsantrasyonunda diismeye neden olur. Kolesterol esterinin SCARBI
aracilt segici alimi 2 adimda gergeklesmektedir; 1) HDL’ nin SCARBI ile birlesmesi 2)
Kolesterol ester molekiillerinin plazma membranina difiizyonu. Bu islem kolesterol
esterinin membrana taginimi i¢in SCARB1’ in HDL’ ye yiiksek afiniteye sahip olmasini

gerektirir (107).
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SCARBL1 kolesterol esterini membranda bulundugu bolgeye tasir (Sekil 2.12) ve
kolesterol ester hidrolaz kolesterol esterini serbest kolesterole dontistiiriir (77).
SCARBI endositoz ve HDL taneciklerin salinimini uyarir. Segici bir sekilde kolesterol
esterinin hiicrelere tasinimi haricinde, SCARBI1 hepatositlerde ve steroidojenik
hiicrelerde HDL taneciklerinin endositozuna aracilik eder. HDL taneciklerinden izole
edilen kolesterol esteri ise hiicrede hidroliz olur ve HDL taneciginden kalan kisim
dolasima tekrardan salinir. SCARBI1 ayrica LDL’ den kolesterol ester alinimina yardim

edebilir ve apoB iceren lipoproteinlerin metabolizmasini etkileyebilmektedir (108).

A Secici Kolesterol b kolesterol Atlim
Alinimi

6

r
CholE Plazma
membran
]
ey
Metabolizma \ Depolama Sentez

Sekil 2.12. SCARBI Aracili Segici Kolesterol Alinimi ve Atilimi (77)

SCARBI antiaterojenik 06zelligini ¢esitli mekanizmalarla gosterir. HDL ile
hiicreler arasindaki kolesterol akigsina ve HDL kolesteroliiniin karacigerden alinimina ve
safraya atilimina aracilik eder. Bu sayede iseSCARBI ters yonde kolesterol taginimini

etkilemektedir (109).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Ornek Secimi ve Tanim

Calisma kapsaminda kontrol grubu (n=58) ve Koroner Arter Hastalig1 tanisi
konmus (n=52) hasta grubu ile ¢alisildi. Hasta grubuna ait kan ornekleri Calismaya
Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahisi
Anabilim Dali’na basvuran hastalar, saglikli kontroller ise check-up kontrolii i¢in yine
ayni klinige bagvuran saglikli bireyler dahil edildi. Calisma grubunda yer alan hasta ve
kontrol grubu bireyleri, klinik belirtiler, fiziksel ve laboratuar deney sonuglar1 esas
alinarak sec¢ilmistir. Calisma kapsaminda kullanilacak hasta ve kontrol grubuna ait kan
ornekleri i¢in YeditepeUniversitesi Yerel Etik Kurulundan onay almmistir (Etik Kurul
Karar No: 646).

Koroner Arter Hastah@ Hasta Grubu: Hastalar muayene ile tanimlanmis
koroner arter hastalig1 tanis1 konularak kardiyoloji klinigi tarafindan koroner anjiyografi
yapilan ve kurul karari ile koroner arter baypas greft (KABG) ameliyati olmasi

planlanan hastalar dahil edilmistir.

Kontrol Grubu: Yapilan klinik inceleme sonucunda miyokard enfarktiis riski
ve ailesinde erken yasta Koroner Arter Hastalifina rastlanmamis kisiler secilerek

kontrol grubana dahil edilmistir.
3.2. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
3.2.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

DNA izolasyonunda Kullanilan Malzemeler:

Izolasyon karistmi pH 8,8 olan 10,5mM Tris-Cl, 10,5mM NaCli, 10,5nM
EDTA, 8M Guanidiniumhydrochloride, 1,12mg/ml Proteinaz K’dan olusmaktadir.

DNA Izolasyon sistemi (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc)
HDL Altgrup Analizinde Kullanilan Malzemeler:

Polyakrilamid jel igceren hazir jel kolonlarin igerisinde akrilamid, bisakrilamid,
gliserol, pH 8,8 Tris tamponu, amonyum persiilfad ve Tetramethylethylenediamine
(TEMED), %1’ lik Sudan Black (etilen glikol iginde), Lipoprint HDL Analiz kiti

(Quantimetrix)
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3.2.2. Kullanilan Cihazlar

DNA Izolasyon Robotu (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc), NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), Ger¢ek Zamanli PZR (Fast Real
Time 7500, Applied Biosystems), Lipoprint Dikey Elektroforez Tanki (Quantimetrix
Model 1500), 7,6cm boyunda ve 0,5cm ¢apinda hazir cam kolonlar, Elektroforez giic
kaynagr (EC 100 XL, Thermo Fisher Scientific Inc), Densinometre (Artiscan M1
Microtek), Lipoprint LDL- HDL Altgrup Analiz Programi (V1.82 ImageSXM,
Quantimetrix), Bilgisayar Apple), Santrifiij (Centrifuge 22R, Beckman Coulter), +4 C°
Buzdolab: (Haier), —20 C° Buzdolab: (Haier), Ultra saf su cihazi (Purelab option Q,
Elga), Vorteks (V.I. Plus Biosan), Pipet Takimi (Thermo Fisher Scientific Inc).

3.3. Yontemler
3.3.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan 5 cc’ lik EDTA’I tiiplere aliman vendz kan
ornekleri DNA izolasyonu yapilana kadar +4C° de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Orneklerden DNA izolasyonu, iPrep DNA ekstraksiyon robotu (Invitrogen) ile iPrep
kandan genomik DNA izolasyon kiti (iPrep gDNA Blood kit, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc) kullanilarak elde edilmistir. Bu sistem bir ¢alismada 13 6rnekten DNA
izolasyonu etme kapasitesine sahiptir. Ortamdaki tamponun pH’1 ilizerinden yiizey
yiikiine bagli manyetik boncuk tabanli teknoloji olarak adlandirilan robotik sistemde her
bir drnek i¢in 350ul periferik kan kullanilarak DNA izole edilmistir. Disiik pH’ larda
pozitif yiikli CST® (ChargeSwitchTechnology™) negatif yiiklii niikleik asit iskeletine
baglananir. Bu nedenle proteinler ve diger kontaminantlar baglanamaz ve sivi yikama
tamponu ile yikanirlar. Niikleik asitleri temizlemek i¢in; boncuk yilizeyinin yiikii, pH’ 1
diisiik tuzlu yikama (elution) tamponu kullanilarak pH 8,5 e yiikseltilerek nétralize
edilir. Izole edilmis niikleik asit zaman kaybetmeden yikama tamponuna gecer ve
calismalarda kullamlmak iizere hazir hale gelmis olur. Izole edilen DNA 6rnekleri

uygun tiiplere alindiktan sonra +4C° buzdolabinda saklanmustir (110).
3.3.2. DNA Saflik Olciimii

50ng/ul (ng/ml) c¢ift iplikli DNA igeriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik
dansite (OD) verdigi tespit edilmigtir. DNA 6rneklerin safligi Nanodrop2000 cihazi ile
Ol¢iildii. DNA orneklerinin safligi ODg0/OD2gg orani analiz edilerek gergeklestirildi.
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Genotipleme i¢in uygun saflikta kabul edilen DNA’ nin OD5gp/OD5go degeri 1,7-1,9
arasinda tespit edilen 6rnekler temiz olarak kabul edildi (111).

Spektrofotometre (NanoDrop 2000, Thermo Scientific Inc) cihazinda;

1) Nanodropun bagli oldugu bilgisayar agilir ve spektrofotometre programi
baslatilir.

2) Program agildiginda 6rnekteki DNA’ nin 6l¢iilmesi i¢in ekrandaki tablodan
DNA analiz kismai segilir.

3) Rutin dalga boyu dogrulama testi yapilir ve islem bittikten sonra Nanodrop
sensoriinde herhangi bir kirletici madde olmadigindan emin olunur.

4) Nanodrop kolu agilir ve sensor temizlenir. Islem bittikten sonra kol yavasca
kapatilir.

5) Orneklerin konsantrasyonlar1 dlgiilmeden &nce blank aliir. Bunun igin
Nanodrop kolu kaldirilir ve 1,5 ul blank soliisyonu Nanodrop sensoriine
birakilir.

6) Blank soliisyonu yiiklendikten sonra kol indirilir ve bilgisayar programinin
sol {istiindeki blank kismai segilir.

7) Islem tamamlandiktan sonra Nanodrop sensorii temizlenir ve 1,5 pl drnek
Nanodrop sensoriine eklenir ve kol kapatilir.

8) Bilgisayar programinin sol iist kisminda bulunan 6l¢ sekmesi secilerek DNA
konsantrasyonu analiz edilir.

9) Programi kapatmadan 6nce blank alinir ve sensor iyice temizlenir.

3.4. Es Zamanh PZR Yontemi ile Genotipleme Analizi

Genotipleme analizi Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (EZ-PZR)
yontemiyle 7500 Fast- Real Time PCR (Applied Biosystems) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, PZR reaksiyonun her
dongiisii  sirasinda amplifikasyon iriinlerinin  liretimini  izlemek i¢in floresans
molekiillerini kullanir. Bu sistem DNA ¢ogalmasi ve saptanmasi adimlarini tek bir
assayda birlestirir ve amplifikasyon iiriinlerinin saptamak i¢in jel elektroforezine gerek
duymaz. Amplifikasyon sirasinda floresans sinyalleri hedef sekansin miktar ile iliskili
olarak ulasir. Es zamanli PZR i¢in kullanilan floresans problarda yabanil allel ve mutant

allel i¢in 2 farkli sekans ve 2 farkli dalga boyunda boya mevcuttur (112).
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Genotipleme yapilan gen bolgeleri; SCARB1 geni icin rs10846744 (C>G) ve
aynit gen SCARBI geni i¢in rs5888 (G>A) dir ve bu bolgelere spesfik primer ve prob
setleri olarak “TagMan Genotyping Assays” kullanilmistir, rs numaralarina ait

polimorfik bolge dizileri ve problarin floresans boyalar1 asagida verilmistir;

1) SCARBL1 rs 10846744 (VIC/FAM);

TAATTAGCTTATCAGGTTTATTGCT[C/G]TCCATCTGTATCACCTGCCT
GGCCA (FWD)

2) SCARB1 rs5888 (VIC/FAM);

TCACCGCTTCTGCCAGAACCGGGTC[A/G]GCGTTGAGGAAGTGAGGA
TGGGAGA (REW)

3.4.1. Es Zamanh PZR Protokolii

Reaksion Karisimi: Total reaksiyon karisimi kuyucuk basma 20ul olacak
sekilde hazirlanmistir (Tablo 3.4.1-1).

Tablo 3.4.1-1. Es Zamanh PZR i¢in Reaksiyon Karisim

Reaksiyon i¢in Kullamilan Malzeme Miktar
Master Mix 10
DNAse, RNAse igermeyen su 8,5 ul
Template DNA 1l
TagMan Assay 0,5 ul

Es zamanli PZR kosullari: 95 C’ de 10 dakika bekleme ve her bir dongii i¢in 92
C’ de 15 saniye denatiirasyon, 6(0° C’ de ise 1 dakika Baglanma/Uzama asamas1 Tablo

3.4.1.2° de verilmistir.
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40 Dongii

Tablo3.4.1-2. Es Zamanh PZR Kosullar: —
Bekleme Denatiirasyon Baglanma/Uzama
Sicakhik 95C 92C 60C
Siire 10 dakika 15 saniye 1 dakika

3.5. HDL Altfraksiyon Analizleri

Yiiksek yogunluklu lipoprotein altfraksiyon analizleri Lipoprotein Sistemi HDL

Altfraksiyon Kiti (Quantimetrix Lipoprint HDL System) kullanilarak yapilmustir. insan

aclik serum veya plazmasinda poliakrilamid jel elektroforez yontemiyle HDL

altgruplarmin ayrimini ve 6l¢iimiinii saglamaktadir.

Lipofilik boyalar, herbir lipoproteindeki kolesterol orani ile dogru orantili olarak

baglanmaktadir. Boyanan lipoproteinlere elektroforez uygulanir. Elektroforezin ilk

evresinde lipoprotein partikiilleri yiikleme ve yigma jeli vasitasiyla tek bir bantta

yogunlagirlar. Lipoprotein partikiilleri ayrilan jel matriksi boyunca go¢ ederler ve

partikiil boyutlarina gére ¢oziiniirler. Sekil 3.5 de goriildiigli iizere albumin en uzaga

g6¢ eder, ardindan sirasiyla HDL altfraksiyonlari, LDL/VDL yer almaktadir (113).

LDL/~AVDL

HDL Alt
fralcsivonlarn

Sekil 3.5. Lipoprint HDL Jel Tiip (113)
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HDL Altfraksiyon analizi icin;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

1200ml distile suyun iginde 1 sise tampon tuzu ¢oziilerek elektrolit tampon
hazirlanir.

Jel tiipleri kutudan cikarilarak, raka yerlestirilir ve jel tiiplerinin ug
kisimlarina temas etmemeye 6zen gosterilir.

Her tiipe 25ul 6rnek eklenir.

Her tiipe Lipoprint HDL yiikleme jelinden 300 pl ilave edilir.

Jel tiipleri ve hazir rak arasina parafim kesiti yerlestirilerek birka¢ kere
tersyiiz edilir.

Floresan 1518 karsisina jel tiiplerinin bulundugu rak yerlestirilerek
fotopolimerizasyon i¢in 30 dakika beklenir.

Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jel tiiplerinin herbiri raktan cikartilir
ve tankin silikon yuvasina takilir.

1000 ml elektrolit tampon soliisyonu tankin alt kismina, 200 ml ise tankin {ist
kismina koyulur.

Elektroforez kablolar: tanka yerlestirilir ve kapagi kapatilir. Herbir jel tiipiine
3 mA gidecek sekilde gii¢ kaynag: ayarlanir.

10) Elektroforez zamani  yaklasitk olarak 50 dakikadir. Elektroforez

tamamlandiginda gii¢ kaynag1 kapatilarak tank kapagi acilir ve tankin st

kismindaki elektrolit tampon uzaklagtirilir.

11) Jel tiipleri tarayiciya gotiiriilmek tizere raka yerlestirilir. Jel tiipleri en az 30

dakika bekletildikten sonra analiz yapilir.

3.5.1. istatistiksel Analiz

Genotipleme c¢alismasi ile elde ettigimiz verilerin istatistiksel analizi SPSS

23.0programi ile Student T Testi, Ki Kare ve Fisher’s Exact Testleri kullanilarak

yapilmis ve anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edilmistir. Ki-kare analizi sonrasi

degerler say1 ve yiizde olarak gdsterilmistir ve allel frekanslar1 gen sayma metoduna

gore elde edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Istatistiksel Analiz Sonrasinda Elde Edilen Bulgular

Tez ¢alismamiza katilan koroner arter hastasindan olusan olusan hasta grubu (n=52) ve

saglikli kontrollere (n=58) ait demofrafik veriler karsilagtirmali olarak Tablo 4.1’ de

Ozetlenmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Demografik Veriler

Gru Kontrol Hasta Grubu dederi
P (n=58) (n=52) b deg
I n=33 (%56,9) n=37 (% 71,7)
Gigahet (1 n=25(%43,1) | n=15 (% 28.3) 0,10
Yas(Yil) 57,07£10,75 59,96+6,816 0,09
Viicut Yiizey Alam
(VYA) (m?) 1,87+0,18 1,90+£0,18 0,54
Viicut Kitle indeksi
(VKI) (kg/m?) 28,24+5,10 28,73+6,18 0,65
Kullanan n=21 (%36,2) n= 27 (%52,8)
Sigara 0,07
Kullanmayan n= 37 (%63,8) n= 24 (%47,2)
Var n=12 (%20,7) n=17 (%34,0)
Aile Hikayesi 0,11
Yok n=46 (%79,3) n=35 (%66,0)
Var n=11 (%19) n= 18 (%35,8)
Diyabet 0,04*
Yok n= 47 (%81) n= 34 (%64.2)
= 0, — 0,
Hipertansiyon Tanisi var n=16 (%27.6) =24 (%41.2)
>140 sistolik 0,03*
>90 diastolik Yok n=42 (%724) | n=28 (%52.8)

n=0rnek sayisi, X + SD (Ortalama + Standart Sapma), E/K =Erkek/Kadin.* Tabloda koyu renk
ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05). Gruplararasi

farklilik ileri ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.
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fleri kikare ve student-t testi analizi ile hasta ve kontrol gruplari demografik
ozellikler agisindan karsilastirildiginda; cinsiyet dagilimlart arasinda anlamli fark
gozlenmemistir.  (p=0,10). Hasta grubunun viicut yiizey alan1 ortalamasi
1,90+0,18m?iken, kontrol grubunun viicut ylizey alani ortalamasi daha diisiik olarak
saptanilmigtir  (1,87£0,18 m?)fakat gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir.Hasta grubunda sigara kullananlar (n=27), kontrol grubunda kullananlara
(n=21) gore daha fazla olsada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir
(p=0,07). Hasta grubunun %35,8” inde (n=18) diyabet tanis1 gbzlenmekte iken, kontrol
grubunun %19’unda (n=11) diyabet tanis1 saptanmistir ve elde edilen analiz sonuglarina
gore diyabet tamisinin koroner arter hastahi@m 2 kat arttirdign gozlemlenmistir (X%
4,003, p=0,04, OR:2,38, %95 CI 1,007-5,664). Hasta grubunda hastaliga dair aile
hikayesi (n=17) kontrol grubuna (n=12) kiyasla daha yiiksek miktarda g6zlenmesine
ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik tespit edilmemistir (p=0,11).
Ayrica kontrol ve hasta gruplar karsilastirildiginda hipertansiyon varliginin hastalik
riskini arttirdig1 saptanmistir (X2: 4,560, p=0,03, OR: 2,34, %95 CI 1,065-5,159).

4.2. Es Zamanh PZR Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Allelik diskriminasyon, problarda var olan boyalarin agiga ¢ikardiklar1 floresans
isimalarin 7500 Fast- Real Time PCR cihazinin yazilimi araciligr ile otomatik olarak
saptanip  degerlendirilmesi  seklinde gerceklesmistir.  Ancak  diskriminasyonu
yapilamayan bazi 6rnekler, 1s1ma egrileri analiz edilerek “manuel” diskrimine edilmistir

(Sekil 4.2-1).
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Allelic Discrimination Plot
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Sekil 4.2-1.Allelik Diskriminasyon Analizi

Alleller; es zamanli pzr cihazinin yazilimi ya da manuel olarak belirlenirken,
orneklerin her bir dongii bagina yaptigusima miktarina bagl olarak ¢izilen grafikler ve
bu grafikler arasindaki degisiklilikler dikkate alinarak belirlenmistir (Sekil 4.2-2, Sekil
4.2-3, Sekil 4.2-4).
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4.3. Calisma Gruplarma Ait Lipid Analizi

Hasta ve kontrol gruplarmin lipid degerleri Tablo 4.3” de karsilastirmali olarak
verilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarina ait lipid degerleri karsilatirildiginda istatistiksel

olarak bir anlamlilik gozlemlenmemistir. Hasta grubunda kolesterol diizeyi ortalamasi
180,88+47,94 mg/dl, kontrol grubunda ise 193,31+41,09 mg/dl olarak saptanmistir fakat
gruplar arasinda anlamli bir fark gozlemlenmemistir (p=0,14). Tablo 4.3-1° de
goriildiigli lizere hasta grubunda TG degeri ortalamasi 145,424+53,43 mg/dl, kontrol
grubunda ise 157,83+91,45 mg/dl olarak belirlenmistir ancak anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0,39).
LDL degerlerinin ortalamas1 hasta grubunda 114,10+40,26 mg/dl, kontrol grubunda ise
124,31£39,06 mg/dl olarak hesaplanmistir fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
anlam tespit edilmemistir (p=0,18). Hasta grubunun VDL diizeyi ortalamasi 28,63+9,67
mg/dl, kontrol grubunun ise 31,78+17,83 mg/dl olarak gézlemlenmistir fakat anlaml1 bir
fark saptanmamistir (p=0,26).
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HDL degerleri ortalamasi hasta grubunda 38,924+9,84 mg/dl, kontrol grubunda
ise 42,52+11,51 mg/dl olarak gézlemlenmistir ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak

anmli bir fark saptanmamaistir (p=0,08).

Tablo 4.3.Hasta ve Kontrol Gruplarinin Lipit Analizi

Hasta Kontrol p Degeri
Kolesterol 180,88+47,94 193,314+41,09 0,14
TG 145,42+53,43 157,83+91,45 0,39
LDL 114,10+40,26 124,31+39,06 0,18
VDL 28,63+9,67 31,78+17,83 0,26
HDL 38,92+9,84 42,52+11,51 0,08

X + SD (Ortalama £ Standart Sapma) Tablodaki degerler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararasi
farklilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz drneklem student t-testi ile incelenmistir.* Tabloda koyu
renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05)

4.4. Calisma Gruplarina Ait Kolesterol ve HDL Degerlerinin Karsilastirilmasi

Hasta ve Kontrol gruplarinin ait kolesterol ve HDL degerleri, belirlenen sinir
degerinin altinda ve iistiinde yer alan bireylerin sayis1 ve ylizdesi karsilastirmali olarak
Tablo 4.4’ de verilmistir.

Tablo 4.4’ de goriildiigi tizere hasta grubunun %61.5° inin kolesterolii %200’
den az, %21.2’ sinin kolesterolii 200 ile 239 arasinda, %11.5” inin ise kolesterolii 240
dan fazla gozlenmektedir. Kontrol grubunun ise %355.2” sinin kolesterolii 200° den az,
%32.8 inin 200 ile 239 arasinda, %12.1° nin ise 240’ dan fazla oldugu tepit edilmistir.
Kolesterol degerleri hasta ve kontrol gruplar arasinda karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir.

HDL degerleri analiz edildiginde ise hasta grubunun %32.7° sinin
kolesteroliiniin 35’ den az oldugu, %51.9° unun HDL degerinin 35 ile 44 arasinda
oldugu ve %15.4° iiniin ise HDL degerinin 45’ den biiyiik oldugu belirlenmistir. Ayni
parametreler Konrol grubunda analiz edildiginde ise kontrol grubunun %20.7° sinin
HDL degerinin 35 den az oldugu, %46.6’ sinin HDL degerinin 35 ile 44 arasinda
oldugu ve %32’ sinin HDL degerinin 45” den fazla oldugu saptanmistir. HDL degerinin
45’ den fazla olmasinin hastalik riskini azalttig1 tespit edilmistir (XZ: 4,469, p=0,03, OR:
0,363 %95 CI1 0,147-0,948).
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Tablo 4.4. Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Kolesterol ve HDL Degerleri

Hasta Kontrol p Degeri

Kolesterol<200 mg/dl n=32 (%61,5) n=32 (%55,2) 0,499
Kolesterol n=11 (%21,2) n=19 (%32,8) 0,172
200 — 239 mg/dl

Kolesterol >240mg/dl n=6 (%11,5) n=7 (%12,1) 0,931
HDL<35 mg/dl n=17 (%32,7) n=12 (%20,7) 0,15
HDL n=27 (%51,9) n=27 (%46,6) 0,57
35-44 mg/dl

HDL>45 mg/dl n=8 (%15,4) n=19 (%32,8) 0,03*

n=6rnek says1, (p<0,05). Gruplararasi farklilik ki-kare testi (x°) ile incelenmistir. Tablodaki degerler say1
ve ylizde olarak verilmistir. p degeri pearson chi-square test ve fischer’s exact test’e gore alinmigtir. *
Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05)

4.5. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait HDL Altfraksiyonlar:

HDL altfraksiyon analizi verilerine gore biiyiik boyutlu HDL ortalamasi kontrol
grubunda 12,75+5,68 mg/dl, hasta grubunda ise 11,70+6,74 mg/dl olarak tespit
edilmistir (p=0,39). Orta boyutlu HDL ortalamasi ise kontrol grubunda 21,25+4,79
mg/dl iken, hasta grubunda 21,30+4,99 mg/dl olarak gézlemlenmistir. Kontrol grubunda
kiigiik boyutlu HDL ortalamast 8,50+4,002 mg/dl, hasta grubunda ise 6,74+3,10 mg/dl
olarak saptanmistir ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir

(p=0,01) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5.Hasta ve Kontrol Grubuna Ait HDL Altfraksiyon Analiz Sonuglari

Kontrol Grubu Hasta Grubu p Degeri
Biiyiik Boyutlu HDL  (mg/dl) 12.75+5.68 11705674 036
Orta Boyutlu HDL ~ (mg/dl) 01951479 ’13054.99 -
Kiiciik Boyutlu HDL  (mg/dl) 8.50:44.00 6.7453.10 Sorr

(X £ SD) (Ortalama + Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak
anlamlilik gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz 6rneklem
student t-testi ile incelenmistir.
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4.6. Cahsma Orneklerine Ait SCARB1 (C>G) Polimorfizminin Genotip ve Allel
Analizleri

SCARBI1 genindeki C>G degisiminin genotip ve allel dagilimlar1 Tablo 4.6” da
karsilastirmali1 olarak verilmistir.

Tablo 4.6. C>G Polimorfizminin Genotip ve Allel Dagilimlar

Genotip Hasta Kontrol p Degeri
cc n= 3 (%5,8) n= 4 (%6,9) 0,80
CG n= 18 (%34,6) n= 21 (%36,2) 0,86
GG n= 31 (%59,6) n= 33 (%56,9) 0,77

Allel Dagilimi
0 0,
C 24 (n/:()2211,81) 29 $1/:()2265;36) 0,77
0, 0,
- 80 % /207520,72) 87 g /20755209) 0.80

n=6rnek says1, (p<0,05). Gruplararas: farklilik ki-kare testi (x°) ile incelenmistir. Tablodaki degerler say1
ve yiizde olarak verilmistir. p degeri pearson chi-square test ve fischer’s exact test’ e gore alinmistir.
* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05)

SCARBI1 genindeki C>G polimorfizmi genotip frekanslari kontrol ve hasta
gruplarinda karsilagtirildiginda; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir. Hasta grubunda yer alanlarin %5,8” 1 (n=3) CC genotipine, %34,6° s1
(n=18) CG genotipine, %59,6” s1 (n=31) ise GG genotipine sahipken, kontrol grubunun
%6,9” u (n=4) CC genotipine, %36,2’si (n=21) CG genotipine, %56,9’ u (n=33) ise GG
genotipine sahiptir (Tablo 4.6). SCARB1 C>G polimorfizmi toplum frekansi agisindan
degerlendirildiginde; 7 bireyin GG, 39 bireyin CG, 64 bireyin ise GG genotipine sahip
odugu saptanmaistir.

C alleli tastyanlarin orani hasta grubunda %21,81, kontrol grubunda ise %26, 36
olarak tespit edilmistir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmemistir. Mutant tip G alleli tasiyanlarin orani hasta grubunda %72, 72, kontrol

grubunda %79,9 olarak saptanmistir fakat anlamli bir fark gézlemlenmemistir.

4.7. Cahsma Orneklerine Ait SCARB1 (G>A) Polimorfizminin Genotip ve Allel
Analizleri
SCARBL genindeki G>A degisiminin genotip ve allel dagilimlar1 Tablo 4.7°de

karsilagtirmali olarak verilmistir.
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SCARBL1 genindeki G>A polimorfizmi genotip oranlari kontrol ve hasta
gruplarinda karsilagtirildiginda; hasta grubunda yer alanlarin %17,30° u (n=9) AA
genotipine, %57,7° si (n=30) GA genotipine , %25’ i (n=13) GG genotipine sahip
oldugu, kontrol grubunda yer alanlarin ise %34,5’ inin (n=20) AA genotipine, %37,9’
unun (n=22) GA genotipine, %27,6’ sinin ise AA genotpine sahip oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubunda AA genotipini tagiyan bireylerin oraninin hasta grubuna gore daha
yiiksek oldugu ve AA genotipini tagimanin hastalik riskini 2 kat azaltti§i saptanmistir
(X2: 4,16, p=0,04, OR: 0,398, %95 CI 0,162-0,978). Ayrica hasta grubunda GA
genotipine sahip bireylerin sayisinin kontrol grubundakinlere kiyasla daha fazla oldugu
ve GA genotipi tasimamin hastalik riskini 2 kat arttrdig tespit edilmistir (X% 4,296,
p=0,03, OR: 2,23, %95 CI 1,039-4,791).

Hasta grubunun %@43,63° iiniin A alleline, %50,90° mmin G alleline, kontrol
grubunun ise %56,36’ sinin A alleline, %49,09’ unun G alleline sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica G alleli tasimanin hastahik riskini arttirdigi gozlemlenmistir (X%

4,166, p=0,04, OR: 2,515, %95 CI 1,023-6,183).

Tablo 4.7. G>A Polimorfizminin Genotip ve Allel Dagilimlari

Hasta Kontrol p Degeri
AA n=19 (%17,3) n=20 (%34,5) 0,04*
GA n= 30 (%57,7) n= 22 (%37,9) 0,03*
GG n= 13 (%25,0) n= 16 (%27,6) 0,75

Allel Dagilimm

0, 0,
A 48 (n/:ol‘%63) 62 (n/:oE;GZ,BG) 0,75

0, 0
G 56 (n/:o540éQO) 54 (n/:og%OQ) 0,04*

n=6rnek says1, (p<0,05). Gruplararas: farkhilik ki-kare testi (x°) ile incelenmistir. Tablodaki degerler say1
ve yiizde olarak verilmistir. p degeri pearson chi-square test ve fischer’s exact test’e gore alinmistir. *
Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05)

4.8. Cahsma orneklerinde SCARB1 (C>G) Degisiminde Genotip ve Lipid
Seviyelerindeki Tliski

SCARB1 (C>G) degisiminde genotip ve lipit seviyelerindeki iligki
karsilastirmali olarak Tablo 4.8’ de verilmistir.
SCARBI1 (C>G) degisiminde genotipe bagli lipid seviyeleri karsilastirildiginda gruplar

arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmamistir. CC genotipi i¢in kolesterol
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degeri ortalamasi 170,57+46,317 mg/dl, TG degeri ortalamas1 142,71+42,39 mg/dl,
LDL degeri ortalamas1 111,86+37,70 mg/dl, VDL degeri ortalamasi 111,86+37,70
mg/dl, HDL degeri ortalamas1 37,43+9.21 mg/dl olarak tespit edilmistir. CG
genotipinde ise kolesterol degeri ortalamasi 191,33+48,59 mg/dl, TG degeri ortalamasi
146,03+61,07 mg/dl, LDL degeri ortalamasi 118,69+40.40 mg/dl, VDL degeri
ortalamast 29,21+11,65 mgdl, HDL degeri ortalamasi1 42,15+11,31 mg/dl olarak
belirlenmistir. GG genotipi i¢in kolesterol degeri ortalamasi 186,91+42,26 mg/dl, TG
degeri ortalamasi 156,59+86,43 mg/dl, LDL degeri ortalamas:1 120,80+40,12 mg/dl,
VDL degeri ortalamasi1 31,02+16,70 mg/dl ve HDL degeri ortalamasi ise 40,38+10,77

mg/dl olarak saptanmuistir.

Tablo 4.8. C>G Degisiminde Genotipe Bagli Lipit Analizi

CcC CG GG p Degeri
Kolesterol 170,57+46,317 191,334+48,59 186,91+42,26 0,520
TG 142,71+42,39 146,03+61,07 156,59+86,43 0,75
LDL 111,86+37,70 118,69+40,40 120,80+40,12 0,84
VDL 111,86+37,70 29,21+11,65 31,02+16,70 0,82
HDL 37,43+9,21 42,15+11,31 40,38+10,77 0,50

(X + SD) (Ortalama + Standart Sapma) Tablodaki degerler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararast
farkhilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.

4.9. Cahsma orneklerinde SCARB1 (G>A) Degisiminde Genotip ve Lipid
Seviyelerindeki Iliski

SCARB1 (G>A) Degisiminde Genotip ve lipid seviyelerindeki iliski
karsilastirmali olarak Tablo 4.9” da verilmistir.
SCARBL1 (G>A) degisiminde genotipe bagl lipid seviyeleri karsilastirildiginda gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmamistir. GG genotipi i¢in kolesterol
degeri ortalamasi 181,72+46,74 mg/dl, TG degeri ortalamas1 159,03+65,73 mg/dl, LDL
degeri ortalamasi 114,52+40,04 mg/dl, VDL degeri ortalamasi 32,45+12,77 mg/dl,
HDL degeri ortalamas1 38,76+11,52 mg/dl olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.9. SCARB1 (G>A) Genotipe Bagl Lipit Analizi

GG GA AA p Degeri
Kolesterol 181,724+46,74 182,67+43,72 201,69+42,70 0,13
TG 159,03+65,73 144,29+82,31 158,66+74,19 0,60
LDL 114,524+40,04 116,25+38,25 130,24+41,55 0,23
VDL 32,45+12,77 28,15+15,54 31,97+14,41 0,34
HDL 38,76+11,52 40,48+9,53 43,48+12,19 0,24

(X = SD) (Ortalama + Standart Sapma)Tablodaki degerler say: ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararasi
farklihik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.

Ayni parametreler GA ve AA genotipinde analiz edildiginde ise GA genotipinde
kolesterol degeri ortalamas1 182,67+43,72 mg/dl, TG degeri ortalamas1 144,29+82,31
mg/dl, LDL degeri ortalamas1 116,25+38,25 mg/dl, VDL degeri ortalamas1 28,15+15,54
mg/dl, HDL degeri ortalamasi 40,48+9,53 mg/dl, AA genotipinde ise kolesterol degeri
ortalamas1 201,69+42,70 mg, TG degeri ortalamas1 158,66+74,19 mg/dl, LDL degeri
ortalamast 130,24+41,55 mg/dl, VDL degeri ortalamasi 31,97+14,41 mg/dl, HDL
degeri ortalamas1 43,48+12,19 mg/dl olarak saptanmuistir.

4.10. SCARB1 G>A Polimorfizminde HDL Altfraksiyonlarin Genotipe Bagh

Dagilim

SCARB1 G>A polimorfizminde HDL altfraksiyonlarin genotipe bagl dagilimi
Tablo 4.10° da karsilagtirmali olarak verilmistir.

Tablo 4.10. G>A Polimorfizminde HDL altfraksiyonlarin Dagilimi

AA GA GG p Degeri
Biiyiik Boyutlu
HDL 14,48+9,01 11,94+5,01 10,30+3,58 0,03*
Orta Boyutlu
HDL 10,30+3,58 21,46+4,10 20,26+5,18 0,40
Kiiciik Boyutlu
HDL 8,31+4,54 7,2343,25 7,37+£3,28 0,43

(X + SD) (Ortalama + Standart Sapma)Tablodaki degerler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararasi
farkhilik ileri ki-kare testi (X?), ikili bagimsiz érneklem student t-testi ile incelenmistir. *Tabloda koyu
renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05)

Biiytik boyutlu HDL ortalamasi AA genotipinde 14,48+9,01 mg/dl, GA
genotipinde 11,94+5,01 mg/dl, GG genotipinde 10,30+3,58 mg/dl olarak gozleniyorken,
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Orta boyutlu HDL AA genotipinde 10,30+3,58 mg/dl, GA genotipinde 21,46+4,10
mg/dl, GG genotipinde 20,26+5,18 mg/dl ve Kii¢iik boyutlu HDL ise AA genotipinde
8,31+4,54 mg/dl, GA genotipinde 7,23£3,25 mg/dl, GG genotipinde 7,37+3,28 mg/dl

olarak tespit edilmistir.

4.11. G>A Polimorfizminde HDL Altfraksiyonlarin AA Genotipini Tasiyan ve

Tasimayanlarda Dagilimi

SCARB1 G>A Polimorfizminde HDL Altfraksiyonlarin AA genotipine bagh
dagilimi Tablo 4.11.” de karsilastirmali olarak verilmistir

AA genotipini tagtyanlarda biiyiik boyutlu HDL degeri ortalamasi 14,48+9,01
mg/dl, orta boyutlu HDL degeri ortalamasi 21,97+5,77 mg/dl, kiigiik boyutlu HDL
degeri ortalamas1 8,31+4,54 mg/dl, AA genotipini tasimayanlarda ise biiyiikk boyutlu
HDL degeri ortalamasi 11,35+4,59, orta boyutlu HDL degeri ortalamast 21,03+4,52
mg/dl, kiigiik boyutlu HDL degeri ortalamasi ise 7,28+3,54 mg/dl olarak tespit
edilmistir. AA genotipi tasiyanlarda biiyiik boyutlu hdl seviyesi, GA ve GG genotipi
tagtyanlardaki biiylik boyutlu HDL seviyesinden daha fazla oldugu gézlemlenmektedir
(p=0.021)

Tablo 4.11. G>A Polimorfizminde HDL Altfraksiyonlarin AA Genotinde Dagilimi

AA genotipini AA genotipini p Degeri
tasiyanlar tasimayanlar
Biiyiik Boyutlu HDL 14,48+9,01 11,35+4,59 0,021*
Orta Boyutlu HDL 21,97+5,77 21,03+4,52 0,38
Kiiciik Boyutlu HDL 8314454 7284354 0,19

(X + SD) (Ortalama + Standart Sapma)Tablodaki degerler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararasi
farklilik ileri ki-kare testi (X2), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir. *Tabloda koyu
renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05)

4.12. SCARB1 C>G Degisiminde HDL Altfraksiyonlarin Genotipe Bagh Dagilin

SCARB1 C>G degisiminde HDL altfraksiyonlarin genotipe bagl olarak
dagilimi1 Tablo 4.12° de karsilagtirmali1 olarak verilmistir.

C>G degisiminde HDL altfraksiyonlarin 3 farkli genotipte dagilimlari arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik gdézlemlenmemistir. Biiyliik boyutlu HDL degeri
ortalamast GG genotipinde 12,65+6,80 mg/dl, GC genotipinde 12,03£5,75 mg/dl, CC
genotipinde 9,17+1,83, orta boyutlu HDL degeri ortalamast1 GG genotipinde
21,55+4,64, CG genotipinde 20,82+5,10 mg/dl, CC genotipinde 21,67+£6,53 mg/dl,
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kiiglik boyutlu HDL degeri ortalamasi ise GG genotipinde 7,754+3,78 mg/dl, GC

genotipinde 7,00+£2,90 mg/dl, CC genotipinde ise 9,33+6,15 mg/dl olarak tespit

edilmistir.

Tablo 4.12. C>G Degisiminde HDL Altfraksiyonlarin Genotipe Bagli Dagilimi

GG GC cC p Degeri
Eiié)yiik Boyutlu 12,656,580 12034575 I a2
Orta Boyutlu HDL 21,55+4.64 20,82+5.10 21.6746.53 075
IH(ch:'ik Boyutlu 7754378 7.0042.90 0.3356.15 029

(X + SD) (Ortalama + Standart Sapma) Tablodaki degerler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararasi
farklilik ileri ki-kare testi (X2), ikili bagimsiz drneklem student t-testi ile incelenmistir.*Tabloda koyu
renk ile isaretlenmis degerler istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05)
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5. TARTISMAVE SONUC

Kardiyovaskiiler hastaliklar gelismis {ilkelerde en basta gelen morbidite ve
mortalite nedenlerinin basinda gelmektedir (5). Diinya saghk orgiitiiniin yaptigi
arastirmalara gore 2030 yilinda kardiyovaskiiler hastaliklarin neden oldugu o6liim
sayisinin yilda 23.6 milyon kisiye ylikselecegi Ongdriilmektedir (6). Koroner arter
hastaligina dayali oliimler, kardiyovaskiiler hastaliklara bagli oliimlerin biiyiik bir
kismmi meydana getirmektedir. KVH’dan 6liimlerin %20 kadar1 serebrovaskiiler
nedenliyken %50° si koroner arter hastaligindan (KAH) kaynaklanmaktadir.
Ulkemizdeki tiim oliimlerin %45 i KVH’dan, %32’ si KAH olmak iizere %36’ sinin
kalp hastaliklar1 sebebiyle olustugu belirlenmistir (114). TEKHARF caligsmasi verilerine
gore Tiirkiye’de yaklasik 2 milyon kiside KAH bulundugu tahmin edilmektedir. KAH’
nin neden oldugu mortalite oran1 erkeklerde %51, kadinlarda ise %33’ tiir (115). KAH
gelisiminde yiiksek serum kolesterol ve LDL diizeyleri, hipertansiyon, diyabet ve
genetik faktorler biiyiik oranda rol oynamaktadir. Serum HDL kolesterol diizeyi ve
KAH arasindaki iliski uzun zamandir incelenmektedir. Yapilan ¢alismalarda da HDL
diizeyinde 1 mg/dl’ lik artisin, KAH riskini %2-4 azalttig1 bildirilmistir (11). Tiirk
popiilasyonunda serum HDL-K diizeyinin, diger popiilasyonlara gore, daha diislik
oldugu tespit edilmistir (erkekde ortalama ~36, kadinda ortalama ~42 mg/dl) (116).
Tiirk Kalp Calismasinda HDL-K diizeyleri, yastan bagimsiz olarak, 2119 erkekde 38
mg/dl ve 527 kadinlarda 45,5 mg/dl olarak rapor edilmistir (117)

Bu calismamizda KAH tanis1 almis hasta grubu ve saglikli bireylerden olusan
kontrol grubunda HDL alt gruplari ve SCARBI gen varyasyonlari arastirilmistir.
Calismamizda hasta ve kontrol grubunun demografik verileri karsilastirilarak 2 gurubun
ozellikleri tanimlanmistir. Demografik veriler incelendiginde calismamiza katilan
kontrol grubunda yas ortalamast 57,07+10,75, hasta grubunda ise 59,96+6,816 olarak
belirlenmistir ve aralarinda anlamli bir fark olmadigi goézlenmistir (p=0,09). Daiva
Stanislovaitiene ve arkadaslar1 (2013) 1976 saglik bireyden olusan kontrol grubu ve 463
koroner arter hastasindan olusan hasta grubu {izerine yaptig1 ¢aligmada; SCARB1 C>T
degisiminin koroner arter hastalifina etkisini ve lipid seviyelerinin yasa bagli degisimini
arastirmiglardir. Yaptiklar1 analiz sonuglarina gore yaslar1 25-74 arasinda degisen TT
genotipi tasiyan bireylerin, CT ve CC genotipli bireylere kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonda total kolesterole sahip olduklarini tespit etmislerdir. Ayrica yaglar1 65-

74 arasinda degisen TT genotipi tasiyan bireylerin, CT genotipi tagiyanlara oranla daha
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yiiksek HDL-kolesterole sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Kontrol grubunun %36,2’
sinde, hasta grubunun ise %40’ inda T allelinin bulundugunu tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 ¢calismada SCARB1 C>T varyasyonunun etkisinin yasa ve cinsiyete bagl
oldugunu belirtmislerdir. Buna gore TT genotipi tasiyanlar, C alleli tasiyanlara kiyasla
daha yiiksek LDL-Kolesterol seviyelerine sahiptir. 65-74 yas araligindaki erkeklerde TT
genotipine sahip olmanin HDL-Kolesterole olumlu etkisinin oldugu saptanmistir (118).
Caroline ve arkadaslar1 (2007) amis toplumundan sectigi 919 gen¢ kadin {izerinde
SCARB1 C>T degisiminin lipid profiline etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri
sonuglara gore 50 yasindan gen¢ olan kadinlarda HDL-Kolesterol seviyesinin kayda
deger derecede yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (119). Yapilan bu ¢alismalar kisilerin
sahip oldugu genotipin etkinliginin yasa bagimli olarak degisebilecegi verisini ortaya

koymustur.

(Calismamizda hasta grubunun viicut kitle indeksi ortalamasi 28,24+5,10 kg/m?,
kontrol grubunun ise 28,73+6,18 kg/m? olarak saptanmistir fakat istatistiksel olarak
anlamli bir fark belirlenememistir (p=0,65). Rui-Xing Yin ve arkadaglarimin (2013)
1.728 bireyi dahil ettikleri arastirmaya gore ise C/T varyasyonunda CC genotipinin
yiiksek viicut kitle indeksini etkileyerek apoB seviyesini diisiirdiigii gozlemlenmistir
(120).

Hasta grubunun % 35,8’ inde (n=18) diyabet tanis1 gozlenmekte iken, kontrol
grubunun %19’unda (n=11) diyabet tanis1 saptanmistir ve elde edilen analiz sonuglarina
gore diyabet tamisnin koroner arter hastaligii 2 kat arttirdigi gozlemlenmistir (X :
4,003, p=0,04, OR: 2,38, %95 CI 1,007-5,664) Ayrica kontrol ve hasta gruplar
karsilagtirildiginda hipertansiyon varliginin hastalik riskini arttirdigi saptanmistir (<
4,560, p=0,03, OR: 2,34, %95 CI 1,065-5,159). Hamidreza ve arkadaslar1 (2016) 505
hasta ve 546 saglikli kontrolii dahil ettikleri calismada C>T degisimi ile prematiire
koroner arter hastaligi arasindaki iliskiyi aragtirmislardir. Calismamizda elde etigimiz
bulgular ile uyumluluk gosteren sonuclara ulagilmistir. Yaptiklart arastirmadaki
demografik verilerden aile hikayesinin kadin ve erkekler arasinda anlamli bir fark
belirtmedigini, diyabet, hiperlipidemi ve hipertansiyonun ise koroner arter hastaligini
arttirdigin1 gozlemlemislerdir. Ayrica yas, cinsiyet ve viicut kitle indeksleri arasinda
anlaml bir fark bulunmamistir. Allelik dagilima bakildiginda ise T allelinin C alleline
kiyasla toplam populasyonda ve kadinlarda hastalik riskini 1.3 kat arttirdigini tespit

etmiglerdir. Toplam populasyonda TT genotipli olmanin ise hastalik riskini 1,7 kat
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arttirdigt bulunmustur. TT genotipi kadin ve erkekler arasinda kiyaslandiginda,
kadinlarda riski arttirdifi gozlemlenmistir. Hasta lipid profili ile gen polimorfizmi

arasinda bir iligki olmadig belirtilmistir (121).

SCARB1 genindeki G>A polimorfizminin genotip oranlari kontrol ve hasta
gruplarinda karsilastirildiginda, kontrol grubunda AA genotipini tasiyan bireylerin
oraninin hasta grubuna gore daha yiliksek oldugu ve AA genotipini tasimanin hastalik
riskini 2 kat azalttig1 saptanmistir (p=0,04). Ayrica hasta grubunda GA genotipine sahip
bireylerin sayisinin kontrol grubundakinlere kiyasla daha fazla oldugu ve GA genotipi
tasimanin hastalik riskini 2 kat arttrdigr tespit edilmistir (p=0,03). Ayrica G alleli

tasimanin hastalik riskini arttirdig1 gézlemlenmistir (p=0,04).

Dong-Feng Wu ve arkadaslarinin (2013) 601 koroner arter hastasi, 582 iskemik
inme hastast ve 582 saglikli kontrol iizerine yaptigi c¢aligmada; SCARB1 C>T
varyasyonunun etkisini arastirmayir amaglamiglardir. Bizim elde ettigimiz sonuglarin
aksine, yapilan ¢aligmalar sonucunda TT genotipinin koroner arter hastalarinda daha
fazla oldugu ve koroner arter hastalik riskini arttirdig: tespit edilmistir. Elde edilen diger
bir sonug ise TT genotipini tasiyanlarda HDL-Kolesterol seviyeleri, CC ve CT
genotiplerine sahip olanlar ile kiyaslandiginda daha diisiikk oldugu goézlemlenmistir

(122).

Jihene ve arkadagslari (2012) Tunus populasyonunda C/T desiminin koroner
stenoz iizerindekini etkisini arastirdigi ¢alismada kontrol grubunda TT genotipini
tasiyan bireylerin daha yliksek HDL-Kolesterole sahip olduklarin1 ve T alleli tasiyan

bireylerin koroner stendz riskinin %41 daha az oldugunu tespit etmislerdir (123)

Hasta ve kontrol gruplarina ait kolesterol ve HDL-Kolesterol degerleri
incelendiginde ise HDL degerinin 45 mg/dl’ den yliksek olmasinin hastalik riskini
azalttig1 tespit edilmistir (p=0,03).

Dong-Feng Wu ve arkadaslart (2012) Cin’in Yao ve Han adli 2 etnik toplumu
tizerinde SCARB1 C>T degisiminin HDL-K seviyelerine etkisini karsilastirmislardir.
Yao toplumunda C alleli %78,3, T alleli %21,7 olarak gozlenirken, Han toplumunda bu
allellerin goriilme yiizdesi sirasiyla %73,7 ve %26,3’ diir. CC genotipinin ise 2 etnik
toplumda da diger genotiplere oranla daha fazla bulundugu ispat edilmistir. Bu

calismaya gore Yao toplumundaki TT genotipli erkeklerin, CC veya CT genotipli
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erkeklere kiyasla daha az seviyede HDL-Kolesterol ve apoA-I’ ya sahip oldugu
gbzlemlenmistir. Yao toplumunda T alleli tasiyan kadinlarda total kolesteroliin, LDL-
Kolesteroliin ve apoB seviyelerinin T alleli tasimayanlara oranla daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Ayrica CC genotipi ve C allel frekanst Yao toplumunda daha fazla
gozlemlenmistir. Han toplumunda ise TT genotipli erkeklerin diisiik HDL-Kolesterole
ve apoA-I seviyelerine sahip oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli bir sonug ifade

etmedigi tespit edilmistir (124).

Dong-Feng Wu ve arkadaglari (2012) Mulao ve Han etnik gruplar1 arasinda
SCARB1 C>T degisimi ve buna bagli lipid seviyelerini arastirmislardir. Mulao
toplumunda C allel frekansinin %71, T allel frekansinin %29 oldugunu, Han
toplumunda ise C allel frekansinin %73,9, T allel frekansinin ise %26,1 oldugu
gozlemlenmistir. TT genotipini tasiyan Mulao kadinlarinda HDL-Kolesterol
seviyelerinin, CT ve TT genotipini tagiyanlara oranla daha diisiik oldugunu bulmustur.
Han erkeklerinde ise T alleli tasiyanlarin HDL-Kolesterol seviyelerinin, T alleli
tasimayanlara oranla daha diislik oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica TT genotiplilerde
trigliserid seviyeleri, CC ve CT genotiplilere oranla daha yiiksek oldugu saptanmistir
(125).

SCARBI1 genindeki C>G degisimi genotip dagilimlar1 kontrol ve hasta
gruplarinda karsilastirildiginda; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir. Hasta grubunda yer alanlarin %5,8” 1 CC, %34,6 ¢ s1 CG, %59,6’ s1 ise
GG genotipine sahipken, kontrol grubunun %6,9’ u CC, %36,2” si CG, %56,9’ unun ise
GG genotipine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica Mutant tip G alleli tasiyanlarin orani
hasta grubunda %72,72, kontrol grubunda %79,9 olarak saptanmistir fakat anlaml bir
fark gozlemlenmemistir. Aterosklerotik hastaligin erken donemindeki en Onemli
degisikliklerden bir tanesi tiim arteryel yataktaki intima-media kalinligindaki artistir.
Intima- media kalinlig1 erken aterosklerotik degisikliklerin iyi bir gdstergeci
oldugundan aterosklerotik plaklarin varliginin saptanmasinda kullanilmaktadir. Adam
ve arkadaslarinin (2010) Afroamerikan, Cinliler, Avrupali Amerikanlar ve Hispanik
bireyler ile olusturdugu 4 grup tlizerinde yaptig1 ¢aligmada intron 1 deki C/G degisimi ile
ateroskleroz iligkisini aragtirmiglardir. Bizim elde etigimiz bulgularin aksine 4 etnik
gruptada C/G degisiminde C allelinin subklinikal ateroskleroz ve ileri karotis arter
intima media kalinlig ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Bu C/G degisiminin karotis arter

intima-media kalinligi ile iliskisi kadinlarda daha fazla goriilmiistir. Ayrica C/G

47



degisiminin karotis arter intima media kalinlig1 ile olan baglantisinin, miyokard
infarktiis ve inmeylede iliskili olabilecegi yapilan arastirmada belirtilmigtir (126).
Ayrica Ani ve arkadaslarinin (2012) 7936 kisi tizerinde yaptig1 calismada C/G degisimi
ile karotis arter intima media kalinlig1 arasinda kuvvetli bir baglant1 oldugu sonucuna

ulagtlmistir (127).

Son yillarda yapilan calismalarda plazma lipid seviyelerinin koroner arter
hastalig1 i¢in belirleyici bir faktdr olmadigi ve lipoprotein alt siniflarinin da incelenmesi
gerektigi bilim diinyasinda taraftar bulan bir goriis olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Koroner arter hastaligi olan bireylerin yariya yakininda kolesterol diizeyinin normal
siirlar icinde oldugu, dolayisiyla lipidlerin kantitatif 6zelliklerinden ziyade HDL
partikiil boyutu gibi kalitatif 6zelliklerinin 6nem kazanmasi gerektigi diisiiniilmektedir

(13).

Poliakrilamid jel elektroforezi esasina dayali Lipoprint Sistemi kullanilarak
HDL altfraksiyonlar1 biiyiik HDL, ara HDL ve kiiclik HDL olmak iizere siniflandirilir.
Biiyilk HDL ve ara HDL’ nin koruyucu 6zellige sahip oldugu, kiiciik HDL’ nin ise
aterojenik Ozellige sahip oldugu tespit edilmistir. Calismamizda HDL altfraksiyon
analizi verilerine gore biiyilkk boyutlu HDL ortalamasi kontrol grubunda 12,75+5,68
mg/dl, hasta grubunda ise 11,70+6,74 mg/dl olarak tespit edilmistir (p=0.39). Orta
boyutlu HDL ortalamas: ise kontrol grubunda 21,25+4,79 mg/dl iken, hasta grubunda
21,30+4,99 mg/dl olarak gozlemlenmistir. Kontrol grubunda kiiciik boyutlu HDL
ortalamasi 8,50+4,002 mg/dl, hasta grubunda ise 6,74+3,10 mg/dl olarak saptanmistir
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir (p=0,01).
Ayrica G>A polimorfizminin HDL altfraksiyonlarinda dagilimi incelendiginde ise
bliyiik boyutlu HDL ortalamasi AA genotipinde 14,48+9,01 mg/dl oldugu
gbzlemlenmistir (p=0,03).

Diinya Saglik Orgiitiiniin belirledigi kriterlere gore sistolik kan basincinin
140mmHg, diyastolik kan basincinin da 90 mmHg veya {izerinde bulunmasi
hipertansiyon olarak belirtilmistir. Hipertansiyon, endotelyumda siirekli bir hasara yol
acarak ateroskleroz igin yatkin bir ortam hazrlar. Ileri aterosklerozda ise plak
bliylimesine katkida bulunur. Hipertansiyonun normal tansiyona kiyasla inme riskini 2
kat, kalp krizini ise 3 kat arttirdig1 gézlemlenmistir. Yan ve arkadaslarinin (2015) 953

hipertansiyon hastasini dahil ettigi calismada hipertansiyon ve HDL altfraksiyonlarinin
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arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Elde ettikleri analiz sonuglarina gore, hipertensif
hastalarin biiylik boyutlu HDL altfraksiyon diizeyinin diisiik oldugu gozlenirken, ayni
hastalarin kiigiik boyutlu HDL altfraksiyonlarinin ytliksek oldugu belirlenmistir. Biiyiik
HDL altfraksiyonu diisiik hipertansiyon riskine neden olurken, kiicik HDL
altfraksiyonunun yiiksek hipertansiyon riskini arttirdigi saptanmistir. Biiyllk HDL
seviyeleri, hipertansiyonlu hastalarda koroner arter hastaligina yatkinlik ile
iliskilendirilmemistir. Ayrica kan basinci basarili bir sekilde kontrol altinda tutulan

hastalarda kii¢iik HDL altfraksiyonlar1 daha diisiik gézlemlenmistir (128).

Rui-Xia ve arkadaslarinin (2015) 283 koroner arter hastasindan olusan hasta
grubu ve 99 saglikli kontrolii dahil ettigi ¢alismasinda HDL altfraksiyonlarinin koroner
arter hastaligina etkisini arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada HDL-Kolesterol ve biiyiik
HDL-Kolesterol seviyesi ile biiylik HDL yiizdesinin koroner arter hasta grubunda daha
diisik oldugu gozlemlenmistir. Calismamizdaki bulgulara gore ise, Kiiciik HDL-
Kolesterol ve kiiciik HDL yiizdesi ise koroner arter hasta grubunda daha yiiksek oldugu
saptanirken, ara HDL-Kolesterol seviyelerinin 2 grup arasinda da istatistiksel olarak
anlamlilik gostermedigi bulunmustur. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda viicut kitle
indeksi ile diyabetin koroner arter hastaligin siddeti arasinda baglanti oldugu
diistiniilmektedir. Biiyiik HDL altfraksiyon seviyesinin koroner arter hastalii ile ters
iligkili oldugu, kiiciik HDL altfraksiyon seviyesinin ise koroner arter hastaligi riskini
arttirdig1 saptanmistir. Kiiciik HDL altfraksiyonun yiiksek oranlarina sahip hastalarda,

koroner arter hastaligi yatkinliginin ¢ok daha fazla oldugu gézlemlenmistir. (129)

Georg ve arkadaglarmin (2011) yaptig1 arastirmada 40 yasindan daha geng
yaslarda koroner arter hastaligina bagli miyokard infarktiis ge¢irme riskinin biiyiik HDL
seviyeleri ile ters iliskili oldugunu, ara ve kiiciik HDL seviyelerinin ise miyokard

infarktiis riskinindogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir (130).

Rui-Xia ve arkadaslarinin (2015) Cin populasyonunda yapmis oldugu ¢alismaya
293 koroner hastas1 ve 120 kontrol grubu dahil edilmis, ¢alismaya katilanlarin HDL
altfraksiyon analizleri degerlendirilmistir. Lipoprotein tanecikleri statin, niacin,
fenobibrate gibi lipid azaltict ilaglardan etkilendigi icin 3 ay igerisinde lipid disiiriicii
ilag kullanan hastalar ¢calismaya dahil edilmemistir. Arastirma grubunun koroner arter
hastalar1 iizerinde yaptig1 calismada diisiik seviyede biiylik HDL-Kolesterolii ve biiylik
HDL-kolesterol yiizdesi gozlenirken, yiiksek seviyede kiiciik HDL-Kolesterol seviyesi
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ve kiiciik HDL-Kolesterol yiizdesi bulunmustur. Kiiciik HDL seviyesi ve kiiciik HDL
yiizdesi koroner arter hastaligi ile iliskili oldugu gozlemlenmistir. Kiigiik HDL
konsantrasyonunun yiiksek oldugu hastalarda koroner arter hastaligina yatkinligin daha
fazla oldugu tespit edilmistir (131). Jian-Jun ve arkadaslarmin (2016) biiyiik HDL-
Kolesteroliiniin kardiyovaskiiler hastaliklardaki etkisi {izerine yaptig1 ¢aligmada ise
biiyiik HDL seviyelerinin kardiyovaskiiler risk ile ters iliskili oldugu gézlemlenmistir
(132).

Rui-Xia ve arkadaglarinin (2015) yaptig1 baska bir ¢alismada ise biiyiik ve ara
HDL-Kolesterol seviyelerinin koroner arter hastasi bireylerde, saglikli bireylere gore
daha diisiik oldugunu gozlemlemislerdir. Trigliserid, ara HDL kolesterol yiizdesi ve
kiigiik HDL yiizdesinin ise koroner arter hastaligi ic¢in risk faktorii oldugu tespit
edilmistir (133).

Kronik bobrek hastaligi yiliksek seviyede kardiyovaskiiler risk ile baglantili
yaygin bir hastaliktir. Diyaliz sonrasinda koroner arter hastaligi goriilme sikligi %38,
miyokard infarktiis goriilme siklig1 ise %14 olarak tespit edilmistir. Bu sebeplerden
dolayr Anna ve arkadaslar1 (2016) ateroskleroz ve kronik bobrek hastaligina sahip
bireylerde HDL altfraksiyonlarint incelemislerdir. Hasta grubunda biiyiik HDL
altfraksiyonlar1 kontrol grubuna oranla daha yiiksektir. Hasta grubunda ara HDL
altfraksiyonu kontrol grubundan farkli seviyelerde gézlemlenmezken, kiigilk HDL ise

kontrol grubunda daha yiiksek gézlemlenmistir (134).

Stanislav ve arkadaslar1 (2011) tedavisi yeni tamamlanmis ve ilag terapisi
almayan 72 hipertansiyon hastasi, 96 koroner arter hastasi, 110 hiperkolesterolemi
hastasindan olusan hasta grubu ile 103 kisiden olusan kontrol grubunda HDL
altfraksiyonlarin1 incelemislerdir. Yeni tedavi edilen koroner arter hastalar1 ve
hipertansiyon hastalarinda kiiciik HDL seviyeleri kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha
yiiksek bulunmustur. Kii¢iik HDL seviyelerinin ise kardiyovaskiiler hastaliklarda risk

faktorii olabilecegi 6n goriilmistiir (135).
Sonug¢ Olarak Diyebiliriz ki;

Yapmis oldugumuz analizlerde diyabet ve hipertansiyon tanisinin koroner arter
hastalik riskini arttirdigi, HDL-Kolesteroliin ise 45 mg/dl’ den yiiksek olmasinin

hastalik riskini azalttig1 ve koruyucu etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.
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SCARBL1 genindeki G>A varyasyonu hasta ve kontrol grubunda incelendiginde
iIse AA genotipini tagimanin hastalik riskini 2 kat azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica G

alleli tastmanin ise hastalik riskini arttirdig1 gézlemlenmistir.

HDL altfraksiyon analizi sonuglarima gore ise, koroner arter hastalifi ile ters
iliskisi bulunan biiyiikk boyutlu HDL altfraksiyon seviyesinin kontrol grubunda daha
yiksek  seviyede oldugu tespit edilmistir. G>A  polimorfizminin HDL
altfraksiyonlarinda dagilimi incelendiginde ise, biiylik boyutlu HDL-Kolesterol seviyesi
ortalamas1 AA genotipinde daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Koroner arter hastaligi
ile dogrudan iliskisi bulunan kiiciik boyutlu HDL-Kolesterol seviyesinin ise kontrol

grubunda daha yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

Hasta ve kontrol gruplarindaki birey sayisimn arttirilmasi daha giivenilir
sonuglar elde edilmesine yardimci olabilir. ileride yapilacak detayli gen varyasyon
aragtirmalar;, HDL altfraksiyon analizinin klinikte kullanimimin artmasina ve

kardiyovaskiiler hastaliklarin erken evrede belirlenebilmesine olanak saglayabilir.
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tanim * Genotip_rs10846744

HAM VERILER

Crosstab
Genolip_rs10846744
CC CG GG Total
tamm  kontrol  Count 4 21 33 58
Expected Count 3.7 206 33,7 58,0
% within tanim 69% | 362% | 569% | 100,0%
% within
Genotip_rs10846744 57.1% 53.8% 51,6% 52,7%
hasta Count 3 18 31 a2
Expected Count 3.3 18,4 30,3 52,0
% within tanim 5,8% 34.6% 59,6% 100,0%
% within
Genotip_rs10846744 42 9% 46.2% 48 4% 47, 3%
Total Count 7 39 64 110
Expected Count 7.0 39.0 64,0 110,0
% within tanim 6.4% 35.5% 58,2% 100,0%
% within
Genotip_rs10846744 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 1097 2 947
Likelinood Ratio J109 2 947
Linear-by-Linear
Associafion 107 ! 144
McNemar-Bowker Test ) b
N of Valid Cases 110

a. 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The minimum expecte

b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than 1.
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tanim * rs10846744 _CC

Crosstab
rs10846744_CC
Yok Var Total
tamim  kontrol  Count 54 4 58
Expected Count 543 a7 58,0
% within tanim 93,1% 6,9% 100,0%
% within rs10846744 CC 52 4% 57.1% 52, 7%
hasta Count 49 3 52
Expected Count 48,7 33 52,0
% within tanim 94,2% 5,8% 100,0%
% within rs10846744_CC 47 6% 42 9% 47 3%
Total Count 103 7 110
Expected Count 103,0 7.0 110,0
% within tanim 93,6% 6,4% 100,0%
% within rs10846744_CC 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0587 1 809
Continuity Correction” 000 1 1,000
Likelihood Ratio 059 1 ,809
Fisher's Exact Test 1,000 561
— R
McNemar Test ,oon°®
N of Valid Cases 110

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 3. The minimum expected count is 3,31.

b. Computed only for a 2x2 table
c. Binomial distribution used.

Risk Estimate

05% Confidence Interval
Value Lower Upper

Odds Ratio for tamim
(kontrol / hasta) 827 176 3,873
ED[ cohort rs10846744 CC 988 897 1.089
=Yok
For cohort rs10846744 CC
Y - 1,195 281 5,093
= var
N of Valid Cases 110
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tanim * rs10846744 CG

Crosstab
rs10846744 CG
Yok wvar Total
tanim  kontrol  Count 37 21 58
Expected Count 374 206 58,0
% within tanim 63,8% 36,2% 100,0%
%% within rs10846744_CG 52.1% 53,8% 52, 7%
hasta Count 34 18 52
Expected Count 33,6 18,4 52,0
%% within tamim 63.4% 34,6% 100,0%
% within rs10846744_CG 47 9% 46,2% 47 3%
Total Count 71 39 110
Expected Count 71,0 390 110,0
% within tanim 64,5% 35,5% 100,0%
% within rs10846744 CG 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| ExactSig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0ap® 1 862
Continuity Correction® 000 1 1,000
Likelihood Ratio 030 1 862
Fisher's Exact Test 1,000 A1
Linear-by-Linear
Association 030 1 862
McNemar Test .105°
M of Valid Cases 110

a. 0 cells (D,0%) have expected count less than 3. The minimum expected count is 18,44,

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate

95% Confidence Interval
value Lower Upper

Odds Ratio for tamm
(kontrol / hasta) 933 426 2,041
For cohort rs10846744 CG
_ - 976 740 1,287
= Yok
For cohort rs10846744 CG
= - 1,046 J630 1,735
=Var
M of Yalid Cases 110
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tanim * rs10846744_GG

Crosstab
rs10846744 GG
Yok var Total

tanim  KkKontrol  Count 25 33 58

Expected Count 24.3 33,7 58,0

% within tamm 43.1% 56.9% 100,0%

% within rs10846744 GG 54, 3% 51,6% 52,7%

hasta Count 21 3 52

Expected Count 21,7 30,3 22,0

% within tarm 40,4% 59,6% 100,0%

% within rs10846744 GG 45.7% 48.4% 47,3%
Total Count 46 64 110

Expected Count 46,0 64.0 110,0

% within tarmm 41,8% 58,2% 100,0%

% within rs10846744 GG 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square oa3? 1 T73
Continuity Correction” 009 1 924
Likelihood Ratio 083 1 JT73
Fisher's Exact Test 847 462
i o |
McNemar Test 134
M of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 3. The minimum expected count is 21,735

b. Computed only for a 2x2 table

. Binomial distribution used.
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper
ﬁgﬂf’mﬁ:ﬁzg;ﬁ”' m 1.118 523 2390
E?;:Ehort rs10846744 GG 1,067 685 1663
E'?:, cohort rs 10846744 GG 954 695 1310
=Var
N of Valid Cases 110
tanim * rs10846744_C
Crosstab
rs10846744 C
Yok var Total
tammm  kontrol  Count 33 25 58
Expected Count 33,7 243 58,0
% within tanim 56.9% 43, 1% 100,0%
% within rs10846744 C 51,6% 54.3% 52, 7%
hasta Count | 21 52
Expected Count 30,3 21,7 220
% within tarim 59.6% 40.4% 100,0%
% within rs10846744 C 48.4% 45 7% 47,3%
Total Count 64 46 110
Expected Count 64,0 46,0 110,0
% within tanim 58.2% 41 8% 100,0%
% within rs10846744 C 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0a3® T73
Continuity Correction” 009 924
Likelihood Ratio 083 773
Fisher's Exact Test 847 A62
P
McNemar Test 504°
N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 21,75.

b. Computed only for a 2x2 table

c. Binomial distribution used.
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper

Odds Ratio for tanim
(kontrol / hasta) 894 418 1.911
For cohort rs10846744_C = 54 o5 1310
Yok
Enr conort rs10846744 C=| | s © 663

dr
N of Valid Cases 110

tanim * rs10846744_G

Crosstab
510846744 G

Yok \ar Total
tamm  Kontrol  Count 4 54 58
Expected Count 3.7 543 58,0
% within tarmm 6,9% 93, 1% 100,0%
% within rs10846744 G 57.1% 52 4% 52 7%
hasta Count 3 49 52
Expected Count 3.3 48,7 220
% within tarmm 5,8% 94, 2% 100,0%
% within rs10846744 G 42.9% 47 E% 47,3%
Total Count 7 103 110
Expected Count 7.0 103,0 110,0
% within tanim 6.4% 93.6% 100,0%
% within rs10846744 G 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0587 1 ,809
Continuity Correction® 000 1 1.000
Likelinood Ratio J059 1 ,809
Fisher's Exact Test 1,000 561
Linear-by-Linear
Association 058 1 810
McNemar Test ,0o0°¢
N of Valid Cases 110

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,31.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper
{Dkgﬂ?mﬁt:%;?;m m 1210 258 5,678
For cohort rs10846744 G =
Yok - 1,195 281 5,093
For cohort rs10846744 G =
var 988 897 1,089
M of Valid Cases 110
tanim * Genotip_rs5888
Crosstab
Genotip_rs5888
GG GA AA Total
tamm  kontrol  Count 16 22 20 58
Expected Count 15,3 274 13,3 58,0
% within tanim 27 6% 37.9% 34.5% 100,0%
% within Genotip_rs5688 55,2% 42 3% 69,0% 52 7%
hasta Count 13 30 9 52
Expected Count 13,7 246 13,7 52,0
% within tanim 25.0% 57, 7% 17,3% 100,0%
% within Genotip_rs5868 44 8% 57,7% 31,0% 47 3%
Total Count 29 52 29 110
Expected Count 290 52,0 290 110,0
% within tanim 26.4% 47,3% 26,4% 100,0%
% within Genotip_rs5888 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

71




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 54022 2 067
Likelihood Ratio 5,498 2 064
e oot |
McNemar-Bowker Test b
N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,71.

b. Computed only for a PxP table, where P must be greater than 1.

tanim * rs5888_GG

Crosstab
rshaas GG
Yok War Total

tanim  Kontrol  Count 42 16 o8
Expected Count 427 15,3 58,0

% within tanim 72.4% 27.6% 100,0%

% within rs5888 GG 51.9% 55.2% 52.7%

hasta Count 39 13 o2
Expected Count 383 13,7 52,0

% within tanm 75,0% 25.0% 100,0%

% within rs5888 GG 48,1% 44 8% 47 3%

Total Count 81 29 110
Expected Count 81,0 290 110,0

% within tanm 73.6% 26 4% 100,0%

% within rs5888 GG 100,0% 100,0% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0947 759
Continuity Correction” ,ons 928
Likelihood Ratio 095 758
Fisher's Exact Test 830 465
P s
McMNemar Test .oo3®
M of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,71.

b. Computed only for a 2x2 table

. Binomial distribution used.

Risk Estimate
95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for tamim
(kontrol / hasta) 875 373 2,051
For cohort rs5888_GG =
Yok 966 772 1,207
For cohort rs5888 GG =
var - 1,103 088 2,070
M of Valid Cases 110

73




tanim * rs5888_GA

Crosstab
rso888 GA
Yok war Total
tanim  kontrol  Count 36 22 58
Expected Count 30,6 274 58,0
% within tamm 62.1% 37.9% 100,0%
% within rs58838 GA 62,1% 42,3% 52,7%
hasta Count 22 30 52
Expected Count 27 4 246 520
% within tanim 42,3% 57,.7% 100,0%
% within rs5888_GA 37.9% 57.7% 47 3%
Total Count o8 o2 110
Expected Count 58,0 52,0 10,0
%% within tanim 52,7% 47.3% 100,0%
% within rs5868_GA 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 42963 ,038
Continuity Correction” 3,539 ,060
Likelihood Ratio 4,321 038
Fisher's Exact Test 055 030
———
McNemar Test 1,000°
M of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 24,58.

b. Computed only for a 2x2 table

. Binomial distribution used.
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for tanim
(kontrol / hasta) 2,231 1,039 4. 791
For cohort rs58588 GA = 1 467 1.008 2136
Yok
Eor cohort rs5888 GA = 657 439 984
ar
M of Valid Cases 110
tanim * rs5888_AA
Crosstab
rsH888_AAN
Yok war Total
tanim  kontrol  Count 38 20 o8
Expected Count 427 15,3 58,0
%% within tamm 65,5% 34,5% 100.0%
% within rs5888 AA 46,9% 59,0% 52.7%
hasta Count 43 9 52
Expected Count 3583 13,7 22,0
2% within tamm 82,7% 17,3% 100,0%
% within rs5888_AA 53,1% 31,0% 47 3%
Total Count 81 29 110
Expected Count 81,0 29,0 110,0
% within tamm 73,6% 26,4% 100.0%
% within rs5868_AA 100,0% 100,0% 100.0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-| ExactSig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 4,166 1 ,041

Continuity Correction® 3,328 1 068

Likelihood Ratio 4 260 1 ,039

Fisher's Exact Test 052 033

ey vm | 1| e

McMemar Test ,oos°®

N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,71.

b. Computed only for a 2x2 table

c. Binomial distribution used.

Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper

Odds Ratio for tamim
(kontrol / hasta) 398 162 978
For cohort rso888_AA = 792 633 992
Yok
For cohort rs2888_AA =Var 1.992 997 3,980
N of Valid Cases 110
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tanim * rs5888_G

Crosstab
rs5888 G
Yok war Total
tamm  kontrol  Count 20 38 58
Expected Count 15,3 427 58,0
% within tamim 34,5% 63,5% 100,0%
% within rs5888 G 69 0% 46,9% 092, 7%
hasta Count 9 43 52
Expected Count 13,7 38,3 220
% within tamm 17.,3% 82.7% 100.0%
% within rs5888 G 31,0% 53,1% A7 3%
Total Count 29 81 110
Expected Count 29,0 81.0 110,0
% within tamim 26, 4% 73,6% 100,0%
% within rs2888 G 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Walue df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 41657 1 ,041
Continuity Correction® 3,328 1 068
Likelihood Ratio 4,260 1 039
Fisher's Exact Test 052 033
Linear-by-Linear
Association 4.128 L 042
McNemar Test ,000¢
N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,71.

b. Computed only for a 2x2 table

Rizk Estimate
95% Confidence Interval
Value Lower Upper

Odds Ratio for tamm
(kontrol / hasta) 2,519 1,023 6.183
For cohort rs5888 G = Yok 1.992 997 3.980
For cohort rs5888 G =Var 792 633 992
N of Valid Cases 110
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tanim * rs5888_A

Crosstab
rsoéés A
Yok Var Total
tanim  Kontrol  Count 16 42 o8
Expected Count 15,3 427 58,0
% within tarim 27.6% 72 4% 100,0%
% within rs5888 A 55,2% 51,9% 52,7%
hasta Count 13 39 02
Expected Count 13,7 38,3 52,0
% within tanim 25,0% 75,0% 100,0%
% within rs5888 A 44 8% 48.1% 47 3%
Total Count 29 81 110
Expected Count 29.0 81.0 110,0
% within tanim 26,4% 73.6% 100,0%
% within rs5888_A 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 0947 759
Continuity Correction® 008 928
Likelihood Ratio 095 758
Fisher's Exact Test 830 AB5
e
McNemar Test oot
N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,71.

b. Computed only for a 2x2 table

c. Binomial distribution used.
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for tamim _
(kontrol / hasta) 1.143 488 2,679
For cohort rs5888 A = Yok 1103 588 2070
For cohort rsa888_A = Var 966 772 1.207
N of Valid Cases 110
Descriptives
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Eror | Lower Bound Upper Bound
Large_HDL GG 27 10,30 3,582 689 8,88 1,71
GA 48 11,94 5012 723 10,48 13,39
AA 29 14,48 9,014 1,674 11,05 17,91
Total 104 12,22 6,264 614 11,00 13,44
Int_HDL GG 27 20,26 5,186 ,998 18,21 22,31
GA 48 21,46 4,100 592 20,27 22,65
AA 29 21,97 5779 1,073 19,77 24,16
Total 104 21,29 4,894 480 20,34 22,24
Small HOL GG 27 7,37 3.283 632 6,07 8,67
GA 48 7,23 3,257 470 6,28 8,17
AA 29 8,31 4,544 844 6,58 10,04
Total 104 7,57 3,660 ,359 6,86 8,28
Group Statistics
rs5888_AA N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Large_HDL Yok 75 11,35 4,593 ,530
Var 29 14,48 9,014 1,674
Int_HDL Yok 75 21,03 4,523 522
Var 29 21,97 5779 1,073
Small_HDL Yok 75 7,28 3,245 375
Var 29 8,31 4,544 ,844
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Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of

t-test for Equality of

Variances Means
F Sig. t df
L HDL Equal vari d
arge_| qual variances assume 11.849 001 2339 102
Equal variances not
assumed -1,786 33,774
Int_HDL Equal vari d
nt_ qual variances assume 3322 o071 _876 102
Equal variances not
assumed -, 787 41,947
Small_HDL Equal vari d
mall_| qual variances assume 3.974 049 1.292 102
Equal variances not
assumed -1,116 39,547
Descriptives
95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Emor | Lower Bound Upper Bound
Large HDL CC 6 917 1,835 749 7,24 11,09
CG 38 12,03 5,754 933 10,14 13,92
GG &0 12,69 6,804 878 10,89 14,41
Total 104 12,22 6,264 614 11,00 13,44
Int_HDL CC 6 21,67 6,532 2,667 14,81 28,52
CG 38 20,82 5,109 829 19,14 22 50
GG B0 21,55 4548 600 20,35 2275
Total 104 21,29 4,894 A80 20,34 22 24
Small_HDL cCc 6 9,33 6,154 2512 2,88 15,79
CG 38 7,00 2904 AT 6,05 7,95
GG 60 7,75 3,785 489 6,77 8,73
Total 104 7,87 3,660 359 6,86 8,28
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tanim * HDL_35az

Crosstab
HDOL_ 35az
AZ FAZLA Total
tanim  kontrol  Count 12 46 58
Expected Count 153 427 58,0
o5 within tamm 20,7% 79.3% 100,0%
% within HDL_35az 41,4% 56,8% 52, 7%
hasta Count 17 35 a2
Expected Count 13,7 383 52,0
% within tamim 32 7% 67,3% 100,0%
% within HDL_35az 58,6% 43,2% 47, 3%
Total Count 29 81 110
Expected Count 29.0 81,0 110,0
% within tamim 26,4% 73,6% 100,0%
% within HDL_35az 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Walue df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 2,035% 154
Continuity Correction” 1463 226
Likelihood Ratio 2,037 153
Fisher's Exact Test L1945 13
i
McMNemar Test ,ooo®
N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13, 71.

b. Computed only for a 2x2 table

. Binomial distribution used.
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for tamm
(kontrol / hasta) 237 227 1,269
For cohort HDL 35az7 = AZ
- B33 335 1,197
For cohort HDL_35az =
FAZLA 1,178 936 1,484
N of Valid Cases 110
tanim * HDL_35_44arasi
Crosstab
HDL 35 44arasi
ARASI DEGIL| ARASI Total
tanim  kontrol Count 3 27 58
Expected Count 295 28,5 58,0
o5 within tamm 53,4% 46 6% 100,0%
o
Yo within HDL_35_ 44arasi 55.4% 50.0% 52 7%
hasta Count 25 27 52
Expected Count 26,5 29,5 22,0
% within tamm 48.1% 51,9% 100,0%
oL within HDL 35 44arasi
? - = 44 6% 50,0% 47 3%
Total Count 1] a4 110
Expected Count 56,0 54,0 110.,0
% within tarnim 50,9% 49 1% 100,0%
o e
Yo within HOL_35_44arasi 100,0% 100.0% 100,0%

82




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Yalue df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square a7 574

Continuity Correction” 138 710

Likelihood Ratio K 74

Fisher's Exact Test 703 355

ey

McNemar Test ,890°

N of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 25,53.

b. Computed only for a 2x2 table

. Binomial distribution used.

Risk Estimate

95% Confidence Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for tanim
(kontrol / hasta) 1.240 286 2,624
For cohort HDL_35_44arasi
= ARASI DEGIL 1,112 67 1,611
For cohort HDL_35_ 44arasi
= ARASI Bar 613 1,311
N of Valid Cases 110
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tanim * HDL_45fazla

Crosstab
HDL_45fazla
AL FAZLA Total

tamim  kontrol  Count 39 19 o8

Expected Count 438 14,2 58,0

% within tanim 67.2% 32,8% 100,0%

% within HDL_45fazla AT 0% 70.4% 52 7%

hasta Count 44 8 52

Expected Count 39,2 12,8 52,0

2% within tamm 84.6% 15,4% 100,0%

% within HDL_45fazla 53,0% 29,6% 47.3%
Total Count 83 27 110

Expected Count 83,0 27,0 110.0

% within tanim 75,5% 24 5% 100,0%

% within HDL_45fazla 100,0% 100,0% 100,0%

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2-| Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 4 469° 1 035
Continuity Correction” 3,580 1 058
Likelihood Ratio 4 588 1 032
Fisher's Exact Test 046 028
ooy e s |
McNemar Test ,002°
M of Valid Cases 110

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 12,76.

b. Computed only for a 2x2 table

c. Binomial distribution used.
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Risk Estimate

95% Confidence Interval
Value Lower Upper

Odds Ratio for tanim
(kontrol / hasta) 373 147 348
For cohort HDL_45fazla =
0z — 795 642 984
For cohort HDL_45fazla =
CAZLA 2129 1,020 4.447
N of Valid Cases 110
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FORMLAR

Asgari Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu

Saymm Hastamiz,

o Bu belge bilgilendirilme ve aydinlatilmug onam haklarmizdan yararlanabilmenizi amaclamaltadir,

e Size gerceklestirilebilecek klinik aragtirmalar amagh girigimler konusunda, tiim segenekler ile bu
girisimlerin yarar ve muhtemel zararlan konusunda anlayabileceginiz sekilde bilgi alma haklamz
ve bir kopyasini isteme hakkimiz vardir, .

e Yasal ve tibbi zorunluluk tagtyan durumlar diginda bilgilendirm"eyi reddedebilirsiniz‘.Yazm.,
bildirmek kogulu ile bilgi almama veya yerinize giivendifiniz bir kimsenin bilgilendirilmesini -talep
etme haldkina sahipsiniz. ' »

e klinik aragtrmalara katilun konusunda bilgilendirildikten sonra bunu kabul edebilirsiniz. Ya da
karar verebilmek igin uygun zaman talep edebilirsiniz.

¢ Hayatiniz veya hayati organlarimiz tehlikede olmadig: siirece onammzi (yazih talep etme kogulu
ile) dilediginiz zaman geri alabilir ya da 6nceden kabul etinediginiz herhangi bir tani/tedavi amagh
girigimi tekrar talep edebilirsiniz.

o Hastanemizde verilen hizmetleri Hastane Tanttim Brosiiriipdeﬁ edinebilirsiniz. Ayrica Hastane
personeli hakkinda http://www.yeditepehastanesi.com.tr/ ve http:/Wwww.marmaraeah.gov.tr/ web
sayfalarindan daha detayl bilgilere ulagabilirsiniz.

o  Burada belirtilenlerden baska sorulariniz varsa bunlari yanitlamak gorevimizdir,

TANIMLAMA

1.  Arastermanin Adi: Konu: Koroner Arter Hastaliginda HDL altfraksiyonlari ve SCARB1 gen
polimorfizmlerinin arasgtinimasi

Aragtirmaya Kanrlimcr Sayisi: 200

Bu aragtirmanin Amace: Koroner Arter Hastaligi koroner arterlerin duvarinda aterosklerotikplak
olusumu ve ileri safhalarda arterin daralarak tikanmasi seklinde gézlemlenen multifaktryel bir
hastaliktir. Plak olusumu endotelden LDL gegisi, Arter duvarinda kolesterol akimilasyonu ve
inflamatuvar cevap sonucu ile meydana gelir.

HDL ters kolesterol taginiminda gérev alan bir lipoproteindir. Saghkl bireylé‘rde total plazma
kolestroliiniin %20 ~ 30 unu tasir. HDL kolesteroliin kardiovaskiler hastaliklara karsi koruyucu rolii’
oldugu bilinmektedir.

Yiksek yogunluklu lipoprotein ( HDL ) 10 altfraksiyona ayrilmaktadir. HDL 1-3 biiyiik HDL ile
ilskilendirilmistir ve en fazla koruyucuga sahiptir. HDL 4 — 7 orta HDL altsinifina ve HDL 8 -10 ise kiigik
- HDL altsinifna dahil edilmekle birlikte yiiksek chd riski gosterir.
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SCARB1 geni HDL reseptdril olarak karaktarize edilen, sca;enger reseptor sinif b tip 2 proteinini kodlar
vemolekiiler olarak tarumlanan ilk hicre yizey reseptoridir. SCARB1 ters kolesterel taginiminda
anahtar role sahiptir ve yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesteroliine yiiksek affiniteyle baglani.

HDL metabolizmas) gbz oninde bulunduruldugunda SCARB1L gen polimorfizmlerinin koroner arter
hastaligi gelisiminde rolii olabilecegi diisiintilmektedir

Siiresi: 1 ¥il
Tzlenecek Yonteny'Yintemler:

DNA ELDESI :

Karoner Arter hastasi oldugu tespit edilen hastalardan S5ml EDTA ' h tiiplere yaklagik 350 ml * lik )

periferik kan alinacaktir. DNA izolasyonu igin iPrep DNA ( iPrep Pure link , invitrogen ) izolasyon

robotu kullanilacaktir. Elde edilen DNA * lann konsatrasyonlari nanodrop ( Thermoscientific ) cihazi ile

belirlenecektir. Saflik 8lcimleri igin Nano Drop cihazi ile spekirofotometrik olarak dlgiim yapilacaktir.
DNA ‘ lar calisma guniine kadar -+4°C * de bekletilecektir.

HDL ALTFRAKSIYON ANALIZI :

% 3 poliakrilamid iceren jel tiipleri raka yerlestirilerek, her tibe 25pl 6rnek koyulur. Ardindan
fotoaktif jel ve boya kansimi iceren 300 p lipoprotein HDL yikleme jeli herbir tiipe ilave edilir.
Kontaminasyondan korunmak amaciyla tiplerin tzeri bir parafilm ile Grtilir ve rak birkac kere ters
diiz edilir. Ardindan yiikleme jelinin polimerizasyonu igin tipler 35 dakika beyaz 151k karsinda
polimerizasyona birakilir. 35 dakika dolduktan sonra tiipler raktan gikanlir ve poliakrilamid jel tankina
yerlestirilir. Dikey elektroforez tankinin alt kismina 100ml , st kisrmina ise 200ml elektrolit tampon
sollisyonu koyularak 50 dakikada 250 watta ve tup bagina 3 miliamperde elektroforez yapilir. Daha '
sonra tipler tarayicida taranarak bulanikliga gére bilgisayar ortaminda analiz edilir,

GENOTIP ANALIZI

SCARB1 genotiplemesi Applied bioscience 7500 Fast Real Time cihazi kullanilarak Real Time PCR (
polimeraz zinicr reaksiyonu ) ile yapilacak ve hedef varyasyonlarindaki olasi mutasyonlarin
belirlenebilmesi igin dzel primer dizileri kullamlacaktir,

Calhismanin istatiki analizi igin SPSS 21.0 sirimi kullanilacak. Hasta grubu ve kontrol grubu
katihmeilann karsilastinimalarinda allel fraksiyonlaninin ve genotiplerin kargilagtinimasi igin ki kare
testi kullanilacaktir. Hasta ve kontrol grubu anlamiilik élgomi igin student * s t test kullanilacaktir,
Anlamlilk seviyesi p < 0.05 kabul edilecelktir

Aragtirma Sonunda Beldenen Fayda

Koroner Arter Hastalif koroner arterlerin duvarninda aterosklerotikplak olusumu ve ileri sathalarda
arterin daralarak tikanmasi seklinde gozlemlenen multifaktoryel bir hastaliktir. Plak olugumu
endotelden LDL gegisi, Arter duvarinda kolesterol akiimilasyonu ve inflamatuvar cevap sonucu ile
meydana gelir.
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HDL ters kolesterol tasiniminda gdrev alan bir lipoproteindir. Saghkli bireylerde total plazm
kolestroliiniin %20 — 30 unu tagir. HDL kolesteroliin kardiovaskiiler hastaliklara karst koruyucu rol
oldugu bilinmektedir.

Yiiksek yogunluklu lipoprotein ( HDL ) 10 altfraksiyona ayrilmaktadir. HDL 1-3 biyik HDL il
ilskilendirilmigtir ve en fazla koruyucuga sahiptir. HDL 4 — 7 orta HDL altsinifina ve HDL 8 -10 ise kiigii
HDL altsinifna dahil edilmekle birlikte yiiksek chd riski gosterir.

SCARB1 geni HDL reseptorii olarak karaktarize edilen, scavenger reseptor sinif b tip 2 prdteinini kodla
vemnolekiiler olarak tammlanan ilk hiicre ylizey reseptorudiir. SCARBL ters kolesterol tagimmind
anahtar role sahiptir ve yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesteroliine yiiksek affiniteyle baglanir.

HDL metabolizmasi goz oniunde bulunduruldugunda SCARB1 gen pohmorflzmlermln koroner arte
hastaligi gelisiminde rolii olabilecegi diisiinilmektedir

Bu Cahsmada Herhangi Bir Alternatif Tedavi yada Girigimde Bulunulmayacaktir.

Bu Aragtirma Géniilliiler icin Hicbir Risk Teskil Etmemekte ve I-Ilqblr Rahatsuhga Sebey
olmamaltadir.

ONAM (RIZA)

Bilgilendirilmig Goniillii Olur Formundaki titm agiklamalar: okudum. Bana, yukarida konusu ve amac
belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapild
Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istediim zaman gerekeeli veya gerekeesiz olarak aragtirmadar
aynlabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastumaci tarafindan arastima dis
birakilabilecegimi biliyorum. Bu durumda hastanenin ¢ahsma diizeni ve hastalara verilen bakimd:
aksaklik olmayacag konusunda bilgilendirildim. Bu arastirmaya katilirken zorlama, maddi ¢ikar ve as
uist iligkisine dayali herhangi bir bask: olmaksizin bu ¢alismaya katildigimi beyan ederim. Bu bilimse
calismanin devami esnasindaki siiregle ilgili olarak ayrica eklenen ;ah§r(.(a protokolii ile
bilgilendirildim. Tarafimdan alinan kan ve doku 6reklerinin daha sonra bagka aragtirma ¢aligmalarindz
kullanibmasinda herhangi bir sakinca yoktur.

Soz konusu aragtirmaya, higbir bask: ve zorlama olmaksizin kendi nzamla katilmay: kabul ediyorum.

Goniilliiniin:

Adi Soyad:
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Imzasy:

Tarih:l

Agiklamalare Yapan Kisinin:

Adi Soyadi:

Imzasi:

Tarih:

Gerekiyorsa Olur Islemine Tamk Qlan Kiginin:
Adi Soyadi:

Imzasi:

Tarih:

Gerekiyorsa Yusal Temsilcinin : -~
Adi Soyad: |
mzas::

Tarih:

Klinik Arastirma Proje Koordinatirii fletisim Bilgileri:

Adi Soyadi:
Uzmanlik alan:
Kurumu:
E-posta adresi:

Telefon numarasi:
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KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK BIYOLOJIK MATERYAL
TRANSFER ANLASMASI

Aragtirmenin Agik Adi; Koronar Arter Hastalginda HOL Alt Franksiyonler ve SCARBY Gen
Polimorfizmlerinin Arastinimasi
Protofol Numarasi

Aragtimentn Gzt

Koroner Arter Hestah§ikoroner ‘arterlerin duvannde  aterosklerotikplak olusumu ve iler
sahalarda arterin daralarak tikanmast seklinde gbzlemlznen multifakidryel bir hastaliktir. Plak
olusumu encotelden LOL gegisi, Arter duvarinda kolesterol akimilesyonu ve Inflamatuvar
cevap sonucu ile meydana gelir.

HOL ters kolesterol taginiminda gorev alan bir lipoproteindir. Sadliklr bireylerde total plazma
kolestrolintn %20 - 30 unu tagr. HOL kolesterolin karciovaskiler hastaliklara kargi koruyucu
rolt oldugu bilinmektedir.

Vilksek yogunluklu lipopretein { HOL ) 10 altiraksiyona aynimaktadr. HOL 1.3 bilylk HOL fle
ilskilendirilmistir v en fazla keruyucuga sahiptir, HDL 4 ~7 orla HDL altsinifina ve HDL 8 -10ise
kiigllk ROL altsinifna dahil edilmekde birlikte ylksek chd riski gdsterlr

SCARB1 genl HOL reseptdrll olarak karaktarize edilen, scavenger reseptdr sinif btip 2 proteinini
kodlar vemolekUler clzrat temmiznan ilk hicre yilzey resentdridir. SCARBY ters kolesteral
taginiminda anghter role szhiptir ve yiksek vogunlukly lipoprotein kolesteroline yilksek
affiniteyle baglanir,

HDL matabolizmasi g6z oniinde bulunduruldugunda SCARBT gen polimarfizmierinin koroner
arter hastalii getisiminde roll olabilecedi dislniimektedic

Isbu anlagma le biyolojik materyali gonderen aragtimact ve kurum ™ Koroner Arter
Hastaliginda HOL alt franksiyonlan ve SCARB1 gen polimorfizmlerinin Arastirimas! "
isimi arastirmada kulleniimek zere gdnderilecek " § ml ve aragtirma” amaci le kullaniimasi
lzere 26 Agustos Yerleskes! Yeditepe Universites! Keyigdagi | ISTANBUL adresindeid
Yeditepe Universitesl Molekiler Tip Anabilm Dal * ndaki merkezine
gbndermeden once  GONDERICI ve ALICIdanasagdeli kogullan Kabul ~etmesi
istenmektedir:

1. Gonderlen iyolojik materyaller yvanizea yukanda yazihi ameg cin kullanilabilr. ALICI biyolojik
materyallarin alinma amacindan diginda fkincl ameg icin kulanima isteklerini GONDERICIye
yazil olarak bildirecekir.

2. Biyolojik materyeller ALICIya génderimeden once biyolojlk meteryalin sadlandigi gondllilere af
Titkiye llag ve Tibbi Cihaz Kurumu v Etk Kurulun onayladid tim kullanim amaclanna yonelik
olarak duzenlenmi bilgilendilmis gondli olur fomunun her bir goniliiden abmmig olmast
gerefmekledr,

3. ALICI biyolojke materyali GONDERICImin yazh izni olmadan Uglngl Kisikurumlara
vermeyecekir,

4. Biyoloji materyeler GONDERIC! tarafindan bireyin kimik ve tenimlayict bilgler olmaksizm
ALICI'ya gBindedlecektir

5. ALICI biyolojlk materyalleri Biresmis Mileller Insen Genomu ve Insan Heklan Evrensel
Beyannamesine uygun olarak kullanacaktir.

Biyolojik Materyal Transfer Formu !
(Biclogical Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0

AGREEMENT FOR TRANSFER OF BIOLOGICAL MATERIAL TO BE USED IN
CLINICAL TRIALS

Full name of the clinical trial:
Protocol code

Summary cf the clinical trial:

By this agreement, the investigator and the institution who send the biclogical mateal
rEqmres the CONSIGNEF and CONSIGNORIo agrae on the below terms before sending

i v, which shell be used for - to be dispatched to
the address of

1. Delivered biological materizls shall e used only forthe above-mentioned purpases. CONSIGNEE
shall use those materials only for secondary purposes, which are infially approved by (he
CONSIGNOR in written

2. Prior to the dispatch of the binlogical materizls to the CONSIGNEE, Turish Medicines and
Medical Devices Agency and Ethics Commitiea approved infarmec consent forms, whicf belong
o the persons for whom the biological material s proviced, Sheuld be obteined, This consent form
should explzin all the purposes of use of the biological samples,

3. CONSIGNEE cannot provide the biological meterial to the third paties without prior written
approval of the CONSIGNOR.

4. Biological materials shall be dispatched by the CONSIGNOR to the CONSIGNEE without the
idantity or any descriptive information of the individuals,

5, CONSIGNEE shall use the biological materials in accordance with as the United Nations Humen
Genome and Universal Declaretion of Human Rights.

8. CONSIGNEE acknowledges and agrees that the biological materials (o be dispatehed under this
agreement shall be uliized for research purposes and have some risks associzted with their
usage. Appropriate preventive actions should be taken for those risks.

7. CONSIGNOR and CONSIGNEE shall mutually agree that the biclogical materials cannot be used
as a source for any commercial profit and the rights relating to a joint publication or a patent riht
that may arise may be the only exception for that. CONSIGNOR and CONSIGNEE shall mutually
agree on those rights prior to trial iniiation,

8, CONSIGNEE agrees to retum or dispose of all materials and to evidence such acts accordingly
in the event of termination of the agreement or withdrawal of writen consent of the voluntegr
refermed in ltem 2,

9, This agreemant shall be terminated in the event of, termination of the trial violation on the tems
of related regulations or noncompliance vith agreement clauses of either of the partes.

10. CONSIGNEE and CONSIGNOR shall be responsibl from he execution of this Agreement and
performancas hereunder, In case of canflict, both countries of the parties' courts are authorized

7
177, #
7
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6. Bu znlesma ile gonderilecek diyolojik materyalin eragtirma iin kullamilacak oldugu ve biyolojik
materyal kullaniming zit risklerin var oidugu ALIC! terafindan kabul ediimektedir. S6z konusu
risklere karsi uygun dnlemierin alinmas: gerekmektedir.

7. GONDERICI ve ALICI génderilen biyolojik materyalin herhangi bir sekilde ticari kezang kaynadi
olarak kullanilamayacadi ancek elde edilebilecek fikri milkiyet ve patent haklannin bu durumdan
istisna oldugu kabul etmextediz. GONDERICI ve ALICI sbz konusu hakianmi aragirma
baglangicinda kergilikli olarak belideyecektir.

8. ALIC! bu anlagmanin sonlanmas! veya biyolojik materyalin salandji géndlidlere 2t anlagmanin
2. maddsinde belirtien olurun geri gexiimes’ halinde bitin materyalleri geri vermeyi veya ortacan
kaldirmayi ve bunu belgelemeyi kabul eder.

9. Bu anlagma, aragtirmanin sonianmas, igili mevzuat hikimlerine uyuimamas: veya ilgiiterafiann

anlagma hikimlerine uymamasi durumlannda son bulacaktir

Bu anlagmanin yiritdimesinde ALICI ve GONDERICI yetkifleri sorumludur, Anlasmazlik halinde

intilafin ¢6zum icin her ixi Ulke mahkemeleri de yetkilidir,

i,
o

BIYOLOJIK MATERYALI GONDEREN ARASTIRMACI BILGIS!

Adi Soyadi ve Unvani
Uzmanlik Alan!

 Muzaffer Degertekin . Prof.Dr
: Kardivoloji

Kurumy < Veditepe Universites

Adresi : Yeditepe Universitesi Hastenesi Kerdiyoloji Anabilim
Dali Igerenksy Mehalles: Hestane Yolu Sokak 10:102-104
Atasenir-istanoul

Telefon : 02165784000

Faks i

E-posta : mdegertekin@yediteoe edu.tr

BiYOLOJIK MATERYAL] ALAN ALICI BILGISi

Adi Soyadi ve Unvani
Uzmanlik Alani
Kurumu

Adresi

Telefon

Faks

E-posta

Bu anlagmada belirtilen kosullan okudum ve anladim. Gonderilen materyalde bu
anlagmada belirtilen kogullara uyacagimi taahhiit ederim.

| GONDERICI ALICI
Gonderen | Gonderen | Egitim Kurum Amii | Alici Kurum
Araglimacl Goreviisi/ |/ Yetkilisi

Biyolojik Materyal Transfer Formu 2
(Biological Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0

INFORMATION REGARDING THE INVESTIGATOR SENDING THE BIOLOGICAL MATERIAL

Name Surname and Title
Specialization
Institution

Address

Telephone

Fax

E-mail

INFORMATION REGARDING THE CONSIGNEE RECEIVING THE BIOLOGICAL MATERIAL

Nzme Surname and Title
Specialization
Institution

Address

Telephone

Fax

E-mail

| read and understood the terms under this agreement. | hereby agree and undertake

that | will act in accordance with the terms of this agreement with respect to the

dispatched materials.

CONSIGNOR CONSIGNEE
Consignor | Consignor | Chieff Chief Officer | Consignee
Investigator | Sponsor Head of the | of the Institution Official
Company Department | Institution/
Official Rector or
or Assigned
Legal Person
R ative
Name
Surmame
and Title
in
Hangwriting
Date
Signature

Note: Instead of the signature of the consignee representative, @ signed “end use certficate” including
clauses similar to this agreement’s to be issued by the consignee institution may 2iso be accepted.
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Biyolojik Materyal Transfer Formu 3
(Biological Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0

Destekleyici | Ana Bilim Rektdr

Fima Dali Bagkani | veya
Yetkilis! veya | Yetdlendirdigi
Yasal Makam
Temsilcisi

FlYazsi

ile

Adi

Soyadi

Unvan

Tarih

Imza

|

Not: Bu anlagmada yer alan alici kurum yetkiisinin imzas: yerine aliel kurum tarafindan verllecek olan
ve igerlk olarak bu anlzsmadeki hukUmlere benzer hilkUmler iceren imzah ‘end use certificate” “son
kullamm sertifikas!" de kabul edilebilir
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KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK BIYOLOUIK MATERVAL
TRANSFER ANLASMAS!

Aragtrmanin AGik Adi; Koroner Arter Hastaliginda HOL Alt Franksiyonlan ve SCARB! Gen
Polimorfizmierinin Aragtirimasi
Protokol Numarasi

Aragtirmanin Ozgt

Koroner Arter Hastalidkoroner arerlerin duvarinda ~ aterosklerotikplak. olugumu ve fler
sahalarca arterin daralarak tkanmas) geKlinde gézlemlenen multtaktoryel bir hastalikir, Plak
Olugumy endotelden LDL gegisi, Arter duvarinda kolesterol akimilasyonu ve inflamatuvar
cevap sonucu ile meydana gelr,

HOL ters kolesterol taginmina gdrev alan bir lipoproteindir, Saghi bireylerde total plazma
Kolestrolinin %20 = 30 unu tegir. HOL Kolesterolin Karclovskiler hastalidara karst koruyuc
rold oldugu bilinmektedir,

Yiksek yogunluklu lipoprotein ( HOL ) 10 altfraksiyona zynimaktadir. HOL 13 bilyik HOL ile
skitendirimistir ve en fazla koruyucuga sahiptir. HOL 4 =7 orta HOL altsiifina ve HOL 8-10 se
ik HOL altsimfna dahil ediimekle birikte yUksek ch riski gosterir.

SCARBI geni HOL reseptor olarak karakarize edilen, scavenger reseptér simf btip 2 proteinini
Kodlar vemolekiler olarak tammianan ilk hicre yizey reseptoriidir. SCARB ters kolesterol
laginiminda anahtar role sahiptir ve yiksek yofunluklu lipoprotein Kolesteroltne yGksek
ffiniteyle bhaglani.

HDL metabolizmas! gz ninde bulunduruldugunda SCARBY gen polimorfizmlerinin koroner
arter hastalidr gelisiminde roll olabilecegi distndimeltedi

Isbu anlagma biyolojk meteryali qénderen aragimac: ve kurum * Koromer Arter
Hastalijinda HDL alt franksiyonlart ve SCARB gen polimorfizmlerinin Aragtinimasi
i rastmada kullanimak Gzere genderilecek ' § mi ve aragtima’ amaci il kulanimasi
lizere 26 Agustos Yerleskesi Yeditepe Universitesi Kayisda | ISTANBUL adresindeki
Yeditepe Universitesi Molekiler Tip Anabilim Dali * ndaki merkezine
gondermeden once GONDERICI ve ALICIGanasagideki kosulan kebul elmesi
Islenmektedir

1. Gancerlen biyolfk materyallr yanaca yukarida yazih amag igh kulaniabr ALICI biyolojk
Meteryalrin alnma amacindan dignda iincl ama ign kullnima isekernl GONDERICH e
yazih ofarak bildireceiir

2. Biyoljk materyaller ALICYya génderimeden énoe biyolok meterylin salandgr gonillere it

Triye g v Tiobi Chaz Kurumu ve Etk Kur'un onaylad tm kullanim amaglanina yonellk
Olarak dizenlenmig bighendirinis gondI3 olur formunun her bir gonUliden ahmis omasi
Qerekmekiedr,

- ALICI biyokc materyai GONOERICIn yazih 2o omaden Ugined Kisikurumlera

vermeyeceklir,

4. Biyljik mateyaler GONDERICI traindan bireyin Kinlk ve tanmiayc bigher omakszn
ALICI'va gdnderilecektr,

o>

§. ALICI biyolojke materyalert Biregmis Milelr Insan Genomu ve Tnsan Heklan Eviensel .

Beyannamesine uygun olatak kullanacakir,

Biyolojik Materyal Transfer Formy 1
(Biological Materia Transfer Form)
01092016 Verson 10

AGREEMENT FOR TRANSFER OF BIOLOGICAL MATERIAL T0 BE USED N
CLINICAL TRIALS

Full name of the clinical tral:
Protocol code

Summery of the clinical tial:

By this agreement, the investigetor and the insiuion who send the biologcal malerial
fequires the CONSIGNEE and CONSIGNORty agree on the below terms before sending
Sy ologieal it and annl which shall be used for—to be dispatched to
theaddess  of

1, Delvered bological materials shall be used anly for the above-mentioned purposes. CONSIGNEE
shall use those materials only for secondary purposes, which are infially approved by the
CONSIGNOR in writien

2. Prior to the dispatch of the biological materals to the CONSIGNEE, Turkish Medigines and
Medical Devicss Ageney and Ethies Committee approved informed consent forms, which belong
{othe persons for whom the biological meterial s provided, should b obtaine, This consent form
should explain al the puroses of use of he biological samples,

3. CONSIGNEE czmot provide the bioogical materal to the third partes wihou! prior writen
approval of the CONSIGNOR,

4. Bilogieal materials shall be dispached by the CONSIGNOR to the CONSIGNEE withaut the
identty or any descripive information of the individuals.

6. CONSIGNEE shel use the biological materials n accordance wilh as the United Nations Human
Genome and Universal Declaration of Human Rights.

6. CONSIGNEE acknowiedges and agrees halth biclogcal maleras o be dspatched under this
agreement shall be utized for research purposes and have some risks associated with their
Usage. Appropriate preventive actions should b taken for thase riks,

1. CONSIGNOR and CONSIGNEE shallmutually agree tha the biological materals cannot be used
45 a saur fo any commercal poft and the igtsrelaling t 2 join publicaton or a paent right
{hét may arise may be the only exception or thet. CONSIGNOR and CONSIGNEE shall mutually
agree on those rights prior to trialnitaton.

8. CONSIGNEE agrees to retum or ispose of all materals and o evidence such acts accardingly
in the event of temination of the agreement or withdrawal of witen consent of th volunteer
referred in hem 2

§. This agreement shall be teminated n th event of, tefmination of the ria, vioktion on the s
oftelate equiatons o nencampliance with agreement clauses ofethr of the partes

10. CONSIGNEE and CONSIGNOR shallbe responsiole from the executon of tis Agreement and
peformances hereunder. In case of confict, both counres of the parties'cours are authorzed.
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6. Bu anlagma ile ganderiiecek biyolajik materyalin arashima icin kulaniacak oldudu ve biyolojik
meteryal Kulanimina ait iskledn var oldugu ALICI tarafindan kabul edimektedlr. Soz konusy

Biyolojik Materyal Transfer Formu 2
(Biological Material Transfer Form)
01,09.2015 Versiyon 1,0

INFORMATION REGARDING THE INVESTIGATOR SENDING THE BIOLOGICAL MATERIAL

fskiere karg! uyaun nlemledn alinmas) gerekmekedr, Name Sumame and Titl
7. GONDERICI ve ALICI ginderlen by maleryain hehangi i sekide car kazang kaynagy ~ Specialzation
Ol ullanlmayacag) ancek ede ediedleosk i milkyet ve patent hadarnn bu durumdan. - NStution
g oldubu kabul etmektedi, GONDERICI ve ALIC! stz onusu hadann aegtrma Address
baslangicind kargii ki olarek belidyeceki. Telephong
8, ALIC bu anlagmanin sonlanmas! veya biyolojik materyalin saglandigi gonillilere el anlagmanin Ea" 'I
-mai

2. maddesinde belrtlen olurun geri cekimesi halinde bitdn materyalleri geri vermeyi veya ortadan
Kaldimayt ve bunu beloelemeyi kabul eder.

9, Buanlagma, aragimanin sonlanmas! lgili mevzuat hikimigrine uyulmamasi veya ilgiitaraflann
anlagma hikimlerine uymamas| durumlarinda son bulacaktrr,

10, Bu anlagmanin yiritlimesinde ALIC ve GONDERICI yetkiller sorumludur. Anlagmaziik halinde
inflafin ¢szdm Icin her ki Glke mahkemeleri de yetkiii,

BIYOLOUIK MATERYALI GONDEREN ARASTIRMACI BILGISi

Adi Soyadi ve Unvani—: Selim ISBIR , Prof Dr

INFORMATION REGARDING THE CONSIGNEE RECEIVING THE BIOLOGICAL MATERIAL

Name Surname and Title
Specialization
Institution

Address

Telephone

Fax

E-mail

Uzmanlik Alani : Kalp - Damar cerahisi A
Kt + Marmiare Oriversitesi Hastanesi | read and understood the terms under this agreement, | hereby agree and undertake
Adresi +Fevz Galmak Meh, Muhsi Yazioode Cad, No: 10 Ut that | will act in accordance with the terms of this agreement with respect to the
Kaynarca | Pendk | ISTANBLL dispatched materils.
Telefon 1 0216625445 CONSIGNOR CONSIGNEE
Faks : Consignor | Consignor | Chieff Chief Officer | Consignee
E-posta + isbir@yahoo.com Investigator | Sponsor | Head of the | of the Insttution Offcial
Company | Department | Instiution
Official Rector or
BIYOLOJIK MATERYALI ALAN ALICI BILGISI or Assigned
Legal Person
Ad Soyadi ve Unvan e ogresetae
Uzmanhk Alani Sirare
Kurumu and Title
Adres! n
Telefon Handwrling
Faks : Date
E-posta Signature

Bu anlagmada belirtilen kogullan okudum ve anladim, Gonderilen materyalde bu
anlagmada belirtilen kogullara uyacagimi taahhiit ederim,

Note: Intead of the signature of the consignes representative, a signed "end use certficate" including

CONDERCT Al clauses similar to this agreement's to be issued by the consignee insttution may also be accepted.
Gonderen | Gonderen | Egitim Kurum Ami | Alle Kurum i
Avagtirmact | Destekleyici | Gérevlsi/ | [ Yetkisi ' [
Fima Ana Biim | Rektér ‘
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Yetkilisi veya
Yasal
Temsilcisi

Dali Bagkani

veya
Yetkilendirdigt
Makam

El Yazisi
ile

Al
Soyad
Unvani

Tarh

imza

Net: Bu anlagmada yer alan alici kurum yetkilisinin imzas: yerine alici kurum tarafindan verilecek olan
ve igerik olarak bu anlagmadaki hikimlere benzer hukUmler iceren imzal ‘end use certificate” *son

kullanim sertifikas)” de kabul edilebilir,

Biyolojik Materyal Transfer Formu 3
(Biological Material Transfer Form)
01.09.2015 Versiyon 1.0
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YEDITEPE UNIVERSITESI
OLGU RAPOR FORMU

GCALISMANI ADI:

CALISMAYA / ARASTIRMAYA DAHIL EDILME KRITERLERI

Deney Gruplan Igin ;
e Goniillii Olma
e Koroner Arter Hastasi olma
e 18 — 85 yas araliginda olma
* Yukanda belirtilenler haricinde bir hastaliga sahip olmama
Kontrol Grubu igin ;
s (Goniillii olma
e Saflikh olma (yukanda belirtilenlerde dahil olmak iizere higbir hastaliga sahip olmama)
¢ 18 — 85 yag aralifinda olma

CALISMAYA /ARASTIRMAYA DAHIL EDILMEME KRITERLERI

Goniilli olmama
18- 85 yag arahgi disinda olma

Belirtilenler diginda bir hastaliga sahip olma

Sorumlu Arastirmaci
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ETiK KURUL KARARI

T.C. YEDITEPE UNIVERSITES]

Sayr : 37068608-6100-15-1249 30/06/2016
Konu: Klinik Aragtirmalar
Etik kurul Bagvurusu hk,

Ilgili Makama (Hiiseyin Ayhan)

Yeditepe Universitesi Molekiiler Tip Anabilim Dali Prof. Dr. Turgay isbir'in sorumlu oldugu
“Koroner Arter Hastahginda HDL Altfraksiyonlari ve SCARB1 Gen Polimorfizmlerinin
Aragtirilmasi” isimli aragtirma projesine ait Klinik Arastumalar Etik Kurulu (KAEK) Bagvuru
Dosyast ( 1242 kayit Numarall ' KAEK Bagvura Dosyas: ), Yeditepe Universitesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu tarafindan 29.06.2016 tarihli toplantida incelenmistir.

Kurul tarafindan yapilan inceleme sonucu, yukaridaki isimi belirtilen galigmanin yapilmasimin
etik ve bilimsel agidan uygun olduguna karar verilmistir ( KAEK Karar No: 646 ).

J\<‘W ok
Prof. Dr. Turgay GCELIK

Yeditepe Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurutu Bagkani .

Yeditepe Universitesi 26 Agustos Yerlegimi, Indnt Mahallesi Kayisdag Caddesi 34755 Atagehir / Istanbul
T.0216 5678 00 00 www.yeditepe.edu.tr F.0216 578 0299
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Ozgecmis

Kisisel Bilgiler

Adi Hiiseyin Soyadi AYHAN

Dogum Yeri Sanliurfa Dogum Tarihi 18.06.1989

Uyrugu T.C TC Kimlik No 25864480850

E-mail huseynn17@hotmail.com Tel 05547801501
Ogrenim Durumu

Derece Alan Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih

Doktora

Yiiksek Lisans Molekiiler Tip Yeditepe Universitesi 2017

. Biyoloji-Molekiiler Biyoloji .

Lisans ve Genetik Ege Universitesi 2015
Lise Fen / Sayisal Ibrahim Bodur Anadolu Lisesi 2007

Bildigi Yabanci Dilleri

Yabana Dil Sinav Notu (#)

Ingilizce

56.25

#*Basarilmus birden fazla smav varsa(KPDS, UDS, TOEFL; EELTS vs), tiim sonuglar yazilmalidir

is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi

1. Kurum

Siire (Y1l - Yil)

Bilgisayar Bilgisi

Program

Office Programlari

Kullanma becerisi
Iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Bilimsel Calismalar:

SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yaymlanan makaleler

Diger dergilerde yaymlanan makaleler

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda (Proceedings) basilan bildiriler

Turgay Isbir

4-7 May 2016, istanbul-Tiirkiye / 24th Biennial International Congress on Thrombosis An Antiplatelet
Agent, Cilostazol, Attenutates Myocardial Damage Induced By Abdominal Aorta Ischemia /
Reperfusion In A Rat Model
Atike Tekeli Kunt, Orhan Findik, Seda Gulec Yilmaz, Ahmet Tugrul Eruyar,Hakan Parlar, Ozgur Baris,
Canan Balci, Emre Murat Altinkilic, Selda Turkmen, Altay Burak Dalan , Huseyin Ayhan, Selim Isbir,

Hakemli konferans/sempozyumlarin bildiri kitaplarinda yer alan yayinlar
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Diger (Gorev Aldig1 Projeler/Sertifikalary/Odiilleri)
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