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OZET

Hepatik Lipaz Gen (HI) Polimorfizminin En Yaygin Varyantinin
Tiirk Populasyonunda Genel Dagiliminin Arastirilmasi

Didem Segah AKSUT
Cumhuriyet Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damsman

Prof. Dr. Naci DEGERLI

Hepatik lipaz geni (LIPC)nin promotor bolgesinde yaygin bir -5/4 C/T degisimi
ve bu varyantin sikliginda etnik farkliliklar tanimlanmistir. 7 alel varyantinin
ortalama frekansi1 % 15-35 arasinda degigsmekte olup, populasyonlar arasinda etnik
farklilik belirgindir. Bu tek niikleotid polimorfizmi enzim aktivitesindeki % 20-
30’luk degisimden sorumlu tutulmaktadir. C aleli yliksek enzim aktiviteli kii¢iik
ve yogun LDL pargaciklar1 ve diisik HDL, diizeyi, teorik olarak ise yiiksek bir
damar darlig riski ile iligkilidir. 7" alel varyantini tasiyan bireylerde ise tersine bir
iligki gozlenmektedir. 7" alel’i tasiyanlar, homozigot C alel tasiyicilarindan daha
yiiksek HDL,-kolesterol diizeyine sahiptirler. Enzim aktivite farklililar1 bazi
arastiricilar tarafindan yalniz erkek bireylerde, digerleri tarafindan kadinlarda
gozlenirken, bazilar1 arastiricilar ise genotipler arasinda bir fark gozlememistir.

Calismamizda 700 bireyi igeren Tiirk populasyonunda hepatik lipaz geni -514C/T
varyantinin sikligi PCR-RFLP metoduyla belirlenmistir. 543 bireyin CC (yabanil
tip) genotipi (% 81.90), 85 bireyin CT genotipi(heterozigot) (%12.10), 42 bireyin
ise TT genotipi (homozigot polimorfik) (% 6) tasidigr saptanmistir. C alel
frekansinin % 87.90, T alel frekansmnin ise %12.10 oldugu belirlenmistir. Yapilan
Hardy-Weinberg Denge analizinde beklenen ve goézlenen genotip frekanslari
benzer bulundugundan, populasyonun Hardy-Weinberg Dengesinde oldugu

saptanmustir (y°=0.739, p=0.396).
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Anahtar Kelimeler: Hepatik Lipaz Geni (LIPC), Polimorfizm, -514C/T Aleli,

Tiirk Populasyonu.
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SUMMARY

Investigation of General Distribution of the Most Common Allele Variant of
Hepatic Lipase Gene (HL) in the Turkish Population

Didem Segih AKSUT

Cumbhuriyet University Graduate School of Natural and
Applied Sciences Department of Biology
Supervisor

Prof. Dr. Naci DEGERLI

A common-5/4C _, T substitution in promoter region of hepatic lipase gene
(LIPC) and ethnic differences in the frequency of this variant have been
described. The average frequency of T allele variant is vary between 15-35 %, and
this etnical differences among populations are clearly observed. This single
nucleotide polymorphism (SNP) is responsible for 20-30 % of the variation in the
activity of the enzyme. The C allele is associated with a greater enzmatic activity,
with particles of LDL that are smaller and denser, with lower of HDL,; level and,
as such, with a higher theoritical atherogenic risk. The individuals that bearing the
T allele variant exhibits activities relationships inversely. The carriers of the T
allele have higher concentrations of HDL-cholesterol than the homozygous
carriers of the C allele. The enzyme activity difference has been observed by
some invastigators in males only, others only in women, but some investigarors
observe no significant between genotypes. Our study was based on the
polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) of the hepatic lipase gene promotor region consisting of 285 bp. A total of
700 individual representing of the general Turkish population were investigated
and of the 543 individuals bearing CC genotype, (% 81.90), of the 85 individials
having heterozygote CT genotype (12.10 %) and lastly , 42 individials with 7T

genotype (%6.00), have been determined. Allel frequencies were determined as

\Y%



87.90 % for C allele and, 12.10 % for T allele. After Hardy-Weinberg equilibrium
anaylsis, and since observed and expected genotpye frequencies of the tested
population was determeined similar, it was decided that population in on the

Hardy-Weinberg equilibrium (x°=0.739,;p=0.396).

Key Words: Hepatic lipase gene (LIPC), polymorphism, -5/4C/T allele, Turkish

population.
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SIMGELER DiZiNi

APO Apolipoprotein

CETP Kolesterol veya plazma lipit transfer proteini
EDTA Etilen diamin tetraasetik asit

EL Endotelyal lipaz

HDL Yiiksek Dansiteli Lipoprotein
VLDL Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein
LDL Diistik Dansiteli Lipoprotein
IDL Orta Dansiteli Lipoprotein

HL Hepatik Lipaz

Kb Kilobaz

KDa Kilo Dalton

LCAT Lesitin Kolesterol A¢il Transferaz
LIPC Hepatik Lipaz Geni

LPL Lipoprotein Lipaz

LRP Lipoprotein Reseptor Proteini
PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PL Pankreatik Lipaz

SNP Tek Niikleotid Polimorfizmi

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA tamponu

TG Trigliserit

Tris bazn Tris (hidroksimetil) metilamin
PNLIP Pankreatik lipaz geni

PS-PLA; Fosfatidilserin-Fosfolipaz A,



1.GiRiS

Lipidler, organik bilesiklerin heterojen bir grubudur. En Onemli karakteristik
ozellikleri suda smirli diizeyde, buna karsilik eter, kloroform gibi organik
coziiclilerde kolaylikla ¢oziinebilir olmalaridir. Lipidler polar ve nonpolar olarak
iki gruba ayrilir. Polar lipidler sinirlt da olsa suda ¢oziinebilme 6zelligi gosterirler.
Bu grup icerisinde kolesterol, yag asitleri, glikosfingolipidler, gliserofosfolipidler
yer alir. Non polar lipidler ise trigliseritler ve kolesterol esterleridir (Murray ve
Ark., 1990; Bhagavan, 1992; Burtis ve Ashwood,1996).

Hidrofobik 6zellikleri nedeni ile nonpolar lipidlerin plazmada tasmmalar:
lipoproteinler olarak adlandirilan 6zel yapilar sayesinde miimkiin olur. Tim
lipoproteinlerin temel yapist benzer olup, kolesterol esterleri ve trigliseritleri
iceren, notral lipidlerden olusan bir goévdeye ve daha polar yaglardan ve
apoproteinlerden olusan bir dis tabakaya sahiptirler. Icerdigi lipidlerle, hiicrelerin
tipik plazma membranina benzeyen ve Ortiicii bir yap1 olusturan dis tabaka, sivi
plazma ile icteki nonpolar lipid gévde arasindaki bir aratabaka olarak i goriir.
Boylece, bu polar yiizey, plazmadaki asir1 derecede coziinmez nitelikte olan
kolesterol esterleri ve trigliseritlerin bir yerden bagka bir yere tasinmasini olanakl
kilar. (Jakson ve Gotto. 1974; Zubay, 1993; Baynes ve Dominiczah 1999;
Davidson, 2002)

Karmagsik 6zelliklerin ¢oklu genler tarafindan diizenlendigi muhtemeldir. Bu
ylizden, bir grup genin es zamanl olarak sorgulanmasi, aday genlerin katkilarini
ortaya koymak amaciyla daha kapsamli bir bakis acgisi saglayabilir. Lipit
metabolizmast da ¢ok sayida enzim, lipit tasiyicilari, hiicresel reseptor ve
lipoproteinler vasitasiyla yonetilen degisik etkilesim aglariyla dengelenmektedir.
Lipit cesitliligini agiklamada, tersinir kolesterol tasinma yolunda tek genli bir
yaklagimdan ziyade ¢oklu genlerin birlesik etkilerinin g6z dniinde bulundurulmast,
cok daha iyi bir yaklasim kabul edilmektedir (Liao ve Ark., 2007). Bu yiizden lipaz
ailesi notral lipit ve lipit tiirevi subsratlarin hidrolizinde rol alan bir grup enzimden
olustugu iyi bilindiginden burada 6ncelikle lipit metabolizmasinda rol alan bir grup

enzim ve reseptorleri ile ve aktivite lizerinde etkili olan genetik varyasyonla ilgili



temel bilgiler verilmesi faydali olacaktir. Ancak biz daha ¢ok hidrolizde etkili olan
enzimler lizerinde duracagiz. Lipit hidrolizi ile ilgili enzimler lipaz ailesinin temel
iiyeleri olup sirasiyla bu grupta yer alan enzim adlar1 ve agiklamalar asagida yer
almaktadir. Bunlar kisaca pankreatik lipaz (PL), lipoprotein lipaz (LPL), hepatik
lipaz (HL) memeli lipaz gen ailesinin en iyi tanimlanmis ii¢ yaygin iiyesidir. Bu
ailede bunun disinda endotelyal lipaz (EL), fosfotidilserin fosfolipaz Al (PS-PLA,)
ve ¢ok yeni tanimlanmis olan lipaz H (LPH)da yer almaktadir. Bunlardan ilk {igii
baskin olarak lipit hidrolizini belirlediginden bu enzim adlar1 ve ¢alismaya konu

olan Hepatik lipaz enzim geni lizerinde detayli olarak durulacaktir.

1. 1.Lipit Hidrolizinde Etkli Lipaz Ailesinin U¢ Onemli Enzimi
1.1. Pankreatik Lipaz (PL)

Pankreatik Lipaz (EC 3.1.1.3) pankreasmn kanal hiicreleri tarafindan salgilanan,
trigliserit molekiillerini hidroliz eden, bir lipaz ailesi enzimdir. Kolipaz olarak
adlandilan polipeptidik yapmin safra tuzu varliginda triagilgliserollere baglandigi
ve enzimi substrat yilizeyine demirleyerek bir aktivator gibi calistigi, bu kofaktor
proteinle birlikte olusan iinitenin yiizey denatiirasyonuna daha dayanikli oldugu
belirtilmektedir (Momsen ve Brockman 1976). Hidroliz reaksiyonu sonucu
monoagilgliserol ve yag asitleri olusur. Trigliserit hidroliz iirlinleri ince bagirsak
tarafindan emilir, epitel hiicrelerinde baska enzimler tarafindan tekrar trigliserite
dontstiiriiliirler, sonra da viicuda dagitilmak iizere, silomikronlar i¢cinde lenf
sistemine salgilanirlar. Plazma lipoproteinleri siirekli bir degisim, yikim ve yapim
halindedirler. Metabolizmalarinin birgok noktasinda ©Onemli enzimler gorev
yapmaktadir. Pankreatik lipaz PNLIP geni tarafindan kodlanir. PNLIP, kromozom
10 iizerinde, 10g26.1 konumundadir. Genin 13 eksonu vardir, 20 kb
uzunlugundadir. (Davis ve Ark., 1991).

1. 2. Lipoprotein Lipaz (LPL)
Lipoprotein lipaz (EC 3.1.1.34) 449 aminoasitten olusan 50 kDa’luk bir proteindir.
Baslica parankimal hiicrelerde sentezlenir fakat sentezi yag dokusu hiicreleri ve

kalp kasi hiicrelerinde daha yogundur. LPL, makrofajlarda yapim ve yikimimni



yiiriitmektedir. LPL adiposit ve miyositlerden salindiktan sonra bu dokulardaki
kapiller endotelyal hiicrelerin yiizeyine tasmip hiicre yiizeyindeki heparansulfat
proteoglikanlara baglanmaktadir. Endotele baglanmis olan LPL, silomikron ve
VLDL yapisinda bulunan trigliseritlerin hidrolizini saglamaktadir. Kofaktor olarak
Apo C-II’ ye ihtiya¢ duymaktadir. (Murray ve Ark., 1993).

LPL plazmadaki silomikron ve ¢ok diisilk dansiteli lipoproteinlerin
ayristirilmasindan  sorumlu oldugundan, plazmadaki yiiksek LPL diizeyinin
ozellikle HDL, alt fraksiyonu basta olmak iizere artan HDL-kolesterol diizeyi
kadar, azalan plazma trigliserit diizeyi ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu lipit
hidroliz eden enzim aktivitesindeki genetik faktorlerin rolleri hakkindaki temel
bilgiler molekiiler esasli calismalardan gelmektedir. Ozellikle, bu enzimin
kodlayic1 bolgesindeki mutasyonlarin belirgin olarak lipoprotein formlarda
bozulmaya yol actig1 ve bazi arastirmalar ise LPL gen polimorfizmleri ile lipit ve
lipoprotein diizeyi arasinda dogrudan iliski oldugunu ortaya koymustur (Perusse ve

Ark., 1997).

1.3. Hepatik Lipaz (HL)

Hepatik lipaz (E.C.3.1.1.3) lipoprotein metabolizmasinda anahtar rolii olan lipolitik
bir enzimdir. Monogliserit, digliserit, trigliserit hidrolaz ve fosfolipaz A; aktivitesi
vardir.  Glikoprotein  yapisinda olup triacilgliserol, fosfotidil-kolin  ve
fosfotidiletanolamin hidrolizini katalizlemektedir (Connelly, 1999). Karacigerde
sentezlenir ve Disse araligma salgilanir. Heparansulfat proteoglikanlara baglanarak
hiicre ylizeyine tutunur (Conelly,1999; Ben-Zeev and Doolittle, 2004). Karaciger
disinda Hepatik lipaz aktivitesine sicanlarda ve diger memelilerin ovaryum ve
adrenallerinde de rastlanmigtir. Ama HL’nin ovaryum ve adrenallerdeki orijini
tartigmalidir (Bensadoun ve Berryman, 1996; Jones ve Ark., 2002). Asir1 sismanlik,
kalp damar hastaliklari, lipoprotein kaynakli hastaliklar1 ve damar tikanmalar1 dahil
HL islevindeki anormalliklerle dogrudan veya dolayli olarak baglantil
goziikmektedir. Kan basincinin diizenlenmesinde, lipit metabolizmasi ve arteriyel
duvar degisikliklerinde rol oynayan bir takim aday genler belirlenmistir. Bu

genlerdeki degisikliklerin  kardiyovaskiiler hastaliklarin  olusumu ve/veya



gelismesinde risk faktorii olabilecegi one stiriilmektedir. Bu aday gen tiriiniiniinden
biri olan LP lipolitik bir enzim olup trigliseritleri ve fosfolipidleri hidroliz
etmektedir (Chang ve Ark., 1997; Perret ve Ark., 2002).

Hepatik lipaz diistik dansiteli lipoprotein (LDL), yiiksek dansiteli lipoprotein
(HDL) ve bazi trigliseritce zengin lipoproteinler i¢in ligand olarak hareket eden ve
bunlarin karaciger tarafindan almmasini tesvik eden bir enzim olarak islev
gormektedir. Ayrica LDL ve HDL trigliserit ve fosfolipitlerini hidrolizler ve
partikiillerin daha kii¢iik ve daha yogun olmalarmi saglar (Steinmetz ve Ark.,
1992). Enzim daha ayrintili olarak mono-, di- ve trigliseritler ile acil- CoA tiyoester
ve fosfolipit hidrolizleri yapmaktadir. Ote yandan plazma HDL diizeyi ile HL
aktivitesi arasinda ters bir iliski oldugu gbéze c¢arpan bir durumdur. HL etkinligi
siiresince IDL ve HDL; hidrolize edilerek, LDL ve HDL; e donstiiriiliir. Fakat
yine de HL eksikligi iceren hastalar artan HDL diizeyine sahip olmakta veya
olmamaktadir. Bu yiizden HL aktivitesinin esey-steroid hormonlar1 dahil birkag
faktor tarafindan etkilendigi goziikmektedir (Despres ve Ark., 1989). HL nin temel
isleyis mekanizmasinin damar ici daralma onleyici olduguna inanilmaktadir. HDL
diizeyindeki bu gozlenen artisin (enzim diizeyine bagh olarak) %60’ i genetiksel
oldugu baska arastirmacilar tarafindan da desteklenmektedir (Steinmetz ve Ark.,
1992)..

Hepatik lipaz gen mutasyonu ender bir otozomal resesif bozukluktur. LIPC
genindeki bir mutasyon sonucu kandaki HDL diizeyleri yiiksek olur ayrica hem
HDL hem de LDL'deki trigliserit orani yiiksektir. Bununla ilgili olarak hastaligin
yonlendirilmis mutajenezle olusturulan transjenik hayvan modellerinde
ateroskleroz olugsmasmin ise geciktigi rapor edilmistir (Karackattu ve Ark., 2006).
LIPC geninde bulunan 9 polimorfizm iizerinde yapilan bir arastirmada belli
polimorfizmlerin diisik HDL ve yiliksek LDL diizeyleri ile iliskili oldugu
bulunmugstur. Olumsuz tek niikleotid polimorfizm alel tasiyan kisilerin
kardiyovaskiiler hastalik riski tagima olasiligmin daha yiiksek oldugu rapor

edilmistir (Kathiresan ve Ark.,2008).



1.3.1. Hepatik Lipaz’ in Evrimi

Hepatik Lipaz memeli lipaz gen ailesinin daha Once belirtilen diger enzimlerle
birlikte (pankreatik lipaz, endotelyal lipaz, fosfotidilserin fosfolipaz Al ve Lipaz
H) bilinen iiyesidir (Chang ve Ark., 1997; Hill ve Ark.,1996; Hill ve Ark.,1998;
Dugi ve Ark.,1995; Ben-Zeev and Doolittle 2004; Wong ve Schotz, 2002) Diger
enzimlerin ekspresyonuna katilan genlerle ortak intron ve ekson baglantilarim
paylagsmalarmin yani sira yiiksek diizeyli dizi homolojisi 6zellikle ii¢ temel enzimi
(PL, LPL ve HL) ortak atadan geldiklerini gostermektedir (Dugi ve Ark., 1995;
Wong ve Schotz, 2002; Conelly,1999).

Filogenetik olarak karsilastirildiginda HL, LPL ve EL (endotelyal lipaz)’nin
birbirine PL’den daha yakin oldugu bildirilmistir (Hill ve Ark., 1996; Ben-Zeev ve
Doolittle 2004). PL, Fosfatidilserin-Fosfolipaz A1(PS-PLA;) ve Lipaz H nin
primordial olarak bildigimiz bir ilkin formdan 6nce ayrildig1 ve bu enzimlerin ortak
ata geninden dogup farkli evrimsel yollarda evrildigi yoniinde gorisler
bildirilmistir (Ben-Zeev ve Doolittle, 2004; Wong ve Schotz, 2002; Conelly, 1999).

Farkl tiirlerin saflastirilan LPL, HL ve PL enzimlerinin aminoasit dizileri
belirlenmis ve boylece ii¢ lipaz arasindaki iliski ortaya ¢ikarilmistir. Filogenetik
yeniden yapilanma Parsimony Metodu kullanilarak yeniden tasarlanmistir. Buna
gore son zamanlarda HL ve PLP’nin ortak atalar1 paylastig: ileri siiriilmektedir ve
PLnin LPL ve HL den daha 6nce kollara ayrilmis olabilecegi daha c¢ok kabul
gormektedir. Bu model Persson ve Ark., (1989) tarafindan ileri siiriilmiis olan (her
ii¢ lipaz arasindaki sonuglar1 Cys pozisyonlar1 disinda, N baglantili glikolizasyon
bolgelerini ve poli-anyon baglayict bolgelerini esas alan) goriislerin kabuliidiir.
Persson ve Ark., (1989) ¢aligmalarina ilave olarak, lipaz ailelerinin proteinleri
arasindaki iligki ile ilgili iki farkli analiz sunmustur. Datta ve Ark., (1988) uzaklik
bilgilerini ve karsilastirmali oranlar1 kullanarak insan ve sigcan HLsi, insan, fare ve
sigir LPLsi ve kopek ve domuz PL’s1 arasindaki iligskiyi belirlemek i¢in bir caligma
yapmiglardir.

Uzaklik bilgileri bagka yolla desteklense de, HL’nin PL ile LPL’ye gore daha
yakindan ilgili oldugu tahmin edilmektedir. PL’nin evrim oranmin HL’ ninkinden

iki kat ve LPL’nin evriminden de 7 kat daha biiyiik oldugu tahmin edilmektedir.



Gen iliskileri, karsilastirilabilecek dis grup eksikligine ragmen, farklilagan evrim
oranlar1 kullanilarak tahmin edilmistir. Yenilenen analizler ile olduk¢a ¢ok wveri
elde edilmistir (Sekil 1). Drosophilada W genleri gosterildiginden beri lipazlarla
onemli bir dizilis benzerligi bolgesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu dizilis
bilgileri basit oranlar ve bilinen ayrilma zamanlarindan ziyade Parsimony analizi
temeline dayali yapilarak daha inandiric1 filogenetik yeniden yapilanmaya referans

olusturmustur.

Human
Cow
Lipoprotein
Mouse Lipase
Guinea pig
Chicken
Human
. Hepatic
Rabbit Lipase
Rat
Human
: Pancreatic
Pig Lipase
Dog
Fly Yolk Proteins

Sekil 1. Lipaz siiper ailesinin filogenetik iliskisi ve evrimsel siirecte ayrilma
modelinin aga¢ tizerinde gdsterimi. Filogenetik dal iizerinde PL enziminin HL ve
LPLden daha once ayrildigi, HL ve LPLnin birbirine daha yakin durdugu

gozlenmektedir

1. 3.2. Hepatik Lipaz’in Yapisi ve Fonksiyonu

Kristal yapis1 bilinen HL ve LPL’nin PL ile homolojisi lipazlarin ortak protein
katlanma yapismi paylastigini gostermistir (Hill ve Ark., 1996; Ben-Zeev ve
Ark.,2004). X-15181 kristallagrofisi sonucu her iic enzimim kristal yapisinda

enzimin iki 6zel motif yapidan olustugunu, biiyilk N-terminal motif yapinin Asp-



His-Ser katalitik {iclisiinii  yaninda Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly besli peptidi
icermektedir. Bu besli amino asit motifin Serin amino asitini ¢eren asil katalitik
merkez oldugu, bununda daha kisa bir bolge olan kiigiik C-terminal bdlgeye bas-
kuyruk seklinde baglandigmi gostermistir. Heparin baglayan yiizeyinde bu her iki
motif bolge icerisinde olabilecegi, fakat heparin-sefaroz kromatografi analizleri
daha ziyade C-terminal bdlgede olabilecegini isaret etmektedir (Connelly,1999).
Kimerik protein caligmalar1 Sekil 2de tasarlanan ve ilmek motif olarak gosterilen
yapmin lipit baglama Ozelliginde olup trigliserit ile fosfolipit dengesinin
saglanmasimda 6nemli karakteristik unsur oldugunu ileri stirmektedir. Bu anlamda
ilmek motif yapinin saglikli isleyisi plazma kolesterol ve fosfolipit dengesinin
saglanmasinda onemlidir. Ayrica aminoasit dizi homolojisine dayanarak, disiilfiit
baglarmin korunmus olmasi ve benzer lipolitik fonksiyonlarmin da olmast HL ve

LPL’nin, PL ile benzer ii¢ boyutlu yapilarmin oldugu ileri siiriilmiistiir. Katalitik

N-Terminal motif yap1 C-Terminal motif yap1

Aktif yiizey

Tlmek motif

Aktif yiizey

Sekil 2. Hepatik lipaz islevi igin monomerik yapinin bas-kuyruk seklinde diizenlemesine

bagl dimerik yap1 olarak onerilen modeli

bolge, yiizey ilmik bolgesi, heparin afinitesi, lipit-reseptor baglanma o6zellikleri
lipolitik aktivite i¢in gerekli iki altiinitenin olmasini gerektirmektedir (Hill ve Ark.,

1998; Dugi ve Ark., 1995). Her ne kadar bu ii¢ enzim yapisal ve fonksiyonel




benzerlikler igerseler de, substrat 6zgiilliigii, kofaktor ihtiyaci, heparin afinitesi gibi
ozgil farkliliklar1 bulunmaktadir (Hill ve Ark.,1998).

HL aktivitesi ve salgilanmasi icin Asp>® pozisyonunda glikozilasyona ihtiyag
duyar (Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly). Heparin baglanma bolgesi, C-terminal bolgededir.
Bu bdlge, bashica lipoprotein baglama bolgeleri icerir. Insan HL’si monomerik
iinitelerin bas-kuyruk seklinde diizenlendigi bir dimer seklindedir (Sekil 2). Dugi
ve ark., (1995) kimerik enzimleri kullanarak varsayilan bir ilmik bdlgesinin HL nin
aktif bolgesini sardigimi gostermislerdir. Bu bolgenin de trigliserit mi yoksa
fosfolipitin mi hidroliz edilecegi konusunda bir denge kurdugunu gdstermislerdir

(Hill ve Ark., 1998; Dugi ve Ark.,1995).

1. 3.3. Hepatik Lipaz (LIPC) Geni

LIPC olarak adlandirilan HL geni; biiyiikliigii 35 kb olup, insanda kromozom 15g-
q21°’de yerlesiktir. 8 intronu ve 9 eksondan olusan ve 1.5 bk’lik bir mRNA’y1
kodlanmasindan sorumludur. Bu mRNA ise 476 aminoasitten olusan ve molekiil
kiitlesi yaklagik 53. 431 Da olan bir protein kodlamaktadir. HL enzimi aktivite ve
salinim i¢in 56 siradaki aspajin amino asiti iizerinde bir glikolizasyona maruz
kalmaktadir (Perret ve Ark., 2002; Chang ve Ark., 1997; Zambon ve Ark.,2003;
Connelly,1999; Ameis ve Ark., 1990).

Intron ve eksonlarin organizasyonu, LPL geni ile olduk¢a benzerdir.
Translasyon baglama kodonunun 43. veya 77. niikleotid yukarisinda iki tane
transkripsiyon baslama bdlgesi bulunmustur (Sekil 3). HL nin 5 gen bolgesi, -1550
ve +129 niikleotid bolgesine karsilk gelmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
promotor bolgesinde (-281 ve +129 niikleotitleri arasi) 8 tane zon oldugu
gosterilmistir. A zonunun (-28 ve -78 niikleotitleri arasi), karacigerden ifadelenen
genlerde sik bulunan AGGTTAATTATTAAT motifini icerdigi ve pozitif
transkripsiyonel faktor HNF1’e baglandig1 gosterilmistir (Perret ve Ark., 2002;
Chang ve Ark., 1997; Ameis ve Ark., 1990). HNF1 e ek olarak HNF3, HNF4 veya
C/EBP de transkripsiyon faktorleri olarak rol oynamaktadir (Chang ve Ark., 1997;
Ameis ve Ark., 1990) (Sekil 3).
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Sekil 3. Hepatik Lipaz geni’nin yapisal diizeni

Buna karsilik, E2, E3 ve E4 bolgeleri 1. eksonda yer alip negatif diizenleyici
element igermektedir (Sekil 3). Ek olarak, 5’ protein kodlamayan bélge dizilerinin
de diizenleyici cevap elementlerine uydugu bildirilmistir (Perret ve Ark., 2002;
Ameis ve Ark.,1990). 5 protein kodlamayan bdlgede ve ekson 1°de (-281 ile +129
aras1) negatif diizenleyici element’in HL gen ifadelenmesinin karacigerle sinirl
olmasina katkida bulundugu bildirilmistir. Bu kisimi hedef alan bir ¢alismada -222
pozisyonda gozlenen polymorfizmin HL aktivitesinde azalisa yol actigi
gozlendiginden, karacigere 6zgii HL ifadelenmesinde protein kodlamayan bdlgenin
potansiyel bir fonksiyonu oldugu bildirilmistir (Chang ve Ark.,1997).

Iki yiiz yirmi iki ile +27 niikleotidleri arasinin HL promotor aktivitesi igin bir
temel olusturdugu gosterilmistir. Ilging olarak, bu par¢cadan TATA kutusu ve
transkripsiyon baslangi¢ noktasini iceren bolgede herhangi bir 3/ delesyonun
promotor aktivitesini tamamen ortadan kaldirdigi saptanmistir. Kraciger hiicre
hatlar1 olan hepatoblastoma ve hepatoma ile yapilan fonksiyonel analizler, -222 ile
+27 arasinda olusturulan degisik mutasyonlarin gen ifadesi ve buna bagli HL

aktivitesi degistirmedigi, oysa -281. pozisyonda yukar1 bolge diizenleyicisi olarak




buluna niikleotid dizisinin birincil hepatositlerde kiiltiirlerinde pozitif diizenleyici
element olarak davrandigi bildirilmistir (Chang ve Ark., 1997).

Ug Alu tekrar dizilerine bagli olarak gdzlenen alelik dizi varyasyonu, bir
cok transkripsiyon baslangi¢ noktasi, basit hepatosit-spesifik insan HL promotor
aktivitesini diizenleyen pozitif ve negatif dizi elementlerinin yaygin olarak
tanimlandigini gozlemekteyiz. Bir A/u tekrar dizisinin -905. pozisyonda, diger iki
tanesinin daha yukarida bulunmasi ilging bulunmustur. A/u tekrarlar1 genellikle
DNA yeniden diizenlenmelerinin sonunda primat evrimi sirasinda goriilmektedir.
Atasal genden, gen duplikasyonu ile ayrildig1 diistiniilmektedir. A/u tekrarlar1 HL
geninin 5" ucuna yakindir. Hem sigan hem de insan HL geninde transkripsiyon
baslangi¢ noktasi ¢ok korunmus dizilerdir. ik A/u tekrar dizisinin -905. pozisyonda
olmasi 5’ diizenleyici dizilerin burada yerlesik oldugunu gostermektedir (Chang ve
Ark., 1997; Ameis ve Ark.,1990).

Dort yliz doksan dokuz amino asit igeren insan HL proteini, 22 amino asitten
olusan bir lider peptit icermektedir. Islenen protein salgilandiginda 477 aminoasit
icermektedir (Perret ve Ark.,2002; Ameis ve Ark.,1990). Aminoasit dizisi bir¢ok
fonksiyonel bolge igerir. Lipitlerle, 10 aminoasit igeren iki hidrofobik parga

267y ‘igerir. Insanlarda Ser'*, Ser-

etkilesir. Bir parca, Serin birimi (Ser'*® ve Ser
Asp-X-Ser-Gly dizisinin ortasinda yer alir. Bu da; EL, LPL, PL ve diger
esterazlarda bulunan klasik Ser-Asp-His ii¢liisiiniin bir parcasidir. Insan HL’si,
BBBXXB veya BBXB gibi 4 varsayilan heparin-baglanma bolgesi igerir. B temel
birim olup hiicre yiizey heparan siilfatlara baglanmada oldugu gibidir. Bu tarz
diziler; apoB-100, apoE endotelyal lipaz ve LPL gibi lipoprotein

metabolizmasindaki diger proteinlerde de bulunmustur (Perret ve Ark.,2002).

1. 3.4. Polimorfizm

LIPC promotorunda birbiriyle tamamen bagli hareket eden 4 polimorfizm -
514 C/T, -763A4/T, -710T/C, ve -250G/A iki haplotip olarak tanimlanmistir (Guerra
ve ark.,1997). Beyaz wk kokenlilerde -574 T alelinin siklig1 0.15-0.21 arasinda
iken, Afrika kokenli Amerikalilarda bu siklik 0.45-0.53, Japon kokenli
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Amerikalilarda 0.47 olarak bildirilmistir (Jansen ve ark.,1997; Zambon ve
ark.,1998). -514T alelinin erkeklerde, premenopozal kadinlara gore post-heparin
plazma HL aktivitesini %30-40 azalttig1 bildirilmistir. - 5/4 C/T degisiminin iki
potansiyel USF-1 (upstream stimulatory factor-1) baglama bdlgesinden birini
ortadan kaldirdigi, -5/4 T alelinin varligimda USF1 baglanmasinda %50 azalma
oldugu saptanmistir (Zambon ve ark.,2003).

Bugiine kadar kapsamli olarak arastirilmis olan -5/4C/T promotor
polimorfizmi ile LIPC geni veya yakin genlerin diger polimorfizmler ile baglantil
dengesizligi lipit diizeyini dalgalandirabilmektedir. Farkli populasyonlar arasindaki
-250G/A promotor alel frekans farkliligi etnik gruplardaki HDL varyasyonuna
kismi olarak aciklama getirmektedir. Ama yine de plazma lipit diizeyi ile LIPC
polimorfizmi arasindaki mutlak iliskiyi kanitlamak i¢in, LIPC alelinin daha kesin
biyokimyasal mekanizmalarinin agiklanmasina gerek duyulmaktadir (Song ve Ark.,
2000).

Lipoprotein lipaz geninde gozlenen gene 6zgii polimorfizmlerin lipit alt
fraksiyonlar1 ve buna bagli gozlenen koroner arter hastaliklari ile iliskilendirildigi
gozlenmektedir. Bu enzimi kodlayan gen kromozom 8q22 {izerinde oldugu
belirtilmesine karsin, lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz geninin baglant1 dengesi
veya dengesizligi gdzlenen fenotipik etkilerin ortaya ¢ikmasindaki etkinliginin tam
olarak ortaya konulmasi siiregelen ¢aligmalarin konusudur (Holmer ve Ark., 2000).

HL geninin bu alel formlarinin serum lipoprotein yogunlugu ve koroner kalp
hastaligi ile ilgili arastrmalar populasyon diizeyinde siirmekte olup, Tirk
populasyonunun genelini temsil eden ornekleme ile ilgili caligmalar ise yok
denecek kadar azdir. Bunun yaninda, ayni ailenin diger bir {iyesi olan lipoprotein
lipaz S447X varyantinin metabolik sendrom ve lipid diizey iliskileri kapsamli bir
populasyon calismasi ile arastirilmis ve olast diger dissal faktorler ile
degerlendirilmistir. Sonugta X 447 alel tasiyiciliginin kadmlarda metabolik
sendrom ve erkeklerde de KKH i¢in koruyucu oldugu saptandi. X 447 alelinin
serum HDL-K ve apo Al seviyelerinin artisinda, gevresel faktorlerin de etkisi
dikkate almarak onemli bir genetik faktor oldugu belirlendi ( Komiircii-Bayrak ve

Ark, 2007).
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Sonug olarak LIPC geninde gozlenen polimorfizme bagl olarak ortaya ¢ikan
alelik varyantlar ile HL enzim aktivitesi arasindaki iligki farkli populasyonlarda
yogun olarak calisilirken, Tiirk populasyonunda da bu alanda yapilmis olan birkag
calismaya rastlamaktayiz. Diinya genelinde L/PC geninin en yaygin alelik varyanti
olan ve -574C/T degisimine bagl ortaya c¢ikan T alel varyantin aktivite iizerinde
degisime yol agan en etkin varyant oldugu ve bunun genel etkisinin ise temelde
aktivitede bir azalisa yol actig1 ifade edilmektedir. Buna bagli olarak koroner
damar hastaliklarinda bir azalmanin goézlendigi celigkili de olsa belirtilmektedir.
Tirk populasyonunda LIPC geni -514 C/T polimorfizmi daha ¢ok kan kolesterol ve
lipit alt smif diizeyleri arasinda ilskiyi ortaya koymay1 amaglayan klinik esasl
calismalara rastlamaktayiz. Fakat bu alelin tiim Tirkiyeyi kapsayan varyasyon
diizeyini ortaya koyacak olan “ortalama heterozigotluk diizeyi” veya “polimorfik
lokus yiizdesi’ni agiklayan bir caligma taramalarda gézlenmemektedir. Bu amagla
Tiirkiyenin yedi cografik bolgesini kapsayan ve her bolgede belirli sehirlerden
rastgele secilen 700 bireylik bir 6rneklem grubundan elde edilen ve saflastirilan
DNA o6rnekleri PZR-RFLP uygulamasi ile caligilarak “ortalama heterozigotluk
diizeyinin” saptanmasi amag¢lanmistir. Bu ¢aligmalarin uzantisii olusturacak enzim
aktivitesini amaglayan diger ¢alismalar belirlenen alelik varyant diizeyi ile enzim
aktivitesinin genel olarak ortaya konulan sonuglarala Ortiisiip, ortiismedigi analiz
edilecektir. Zira mevcut literatiir verileri alelik varyasyon ile aktivite arasinda giiclii

bir korelasyon ortaya koymamaktadir.

1. 3.5. Hepatik Lipaz’ in Lipoprotein Metabolizmasindaki Rolii

HL, IDL’nin LDL’ye son doniisiimiinii tamamlar. HDL, den trigliserit ve fosfolipit
kaybi1 sonucu biiyiik, daha az yogun HDL, nin kiigiik, yogun HDL;’e doniisiimiine
istirak eder. VLDL kalintilarinin LDL’ye ¢evrilmesinde de katkida bulunur ve artik
lipoproteinlerin alimin1 hizlandirr (Chang ve Ark., 1997; Ben-Zeev, 2004;
Bensadoun and Berryman,1996; Santamarina-Fojo vd.,1998).

HL genindeki alelik degisimler plazma kolesteroliindeki degisikligin %25’
ini agiklamaktadir. HL, lipoproteinlere katalitik olmayan sekli ile baglanarak islev

yapar ve hepatik reseptorler tarafindan kolesterol esterlerini veya tiim partikiil
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almimini kolaylastirir (Jones ve Ark.,2002). Katalitik aktivitesi VLDL artiklarinin,
LDL ve HDL’nin yeniden sekillendirilmesine katilir. Yiizey proteoglikanlar1 ve
LDL reseptor benzeri protein ile birlikte lipoproteinlerin hepatik aliniminda bir
ligand gibi davranrr. Hem katalitik hem de ligand aktivitest HDL kolesteril
esterlerin ¢Opgii-reseptor B1 aracili alininminda onemli bir rol oynamaktadir

(Zambon ve Ark., 2003).

1. 3.6. Hepatik Lipaz’in HDL Metabolizmasindaki Rolii

Insan HDL, fosfolipit ve trigliseritleri, HL i¢in tercih edilen substratlardir. Hem
kolesterol veya plazma lipit transfer proteini (CETP) hem de HL, HDL
partikiillerinin yeniden sekillenmesinde birlikte ¢alisir. CETP; HDL deki kolesterol
esterlerinin trigliseritce zengin lipoproteinlerdeki trigliseritlerle yer degistirmesini
saglar. Aktarilan HDL trigliseritleri, HL icin 1iyi bir substrattr. HL, HDL
trigliseritlerini hidrolize eder. HL; ApoA-I ile etkilesir ve HDL biiyiikliiglinde
azalma olur.

Plazmada, lipoliz sirasinda lipit icermeyen apoA-I’ in hiicre membranindan
salman fosfolipitler ve kolesterol ile etkilestigi diisiiniilmektedir. ApoA-I’e lipit
eklenmesi, plazmada ApoA-I fosfolipit komplekslerinin olustugunu ve tersinir
kolesterol tasinmasina katildigi ileri siiriilmektedir (Jones ve Ark., 2002; Zambon

ve Ark., 2003; Bensadoun ve Berryman,1996).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Populasyon Calismasi ve Ornekleme:

(Calismada kullanilan bireyler Tiirkiye’ nin farkl cografik bdlgelerinden se¢ilmistir.
Bu amagla daha 6nce Biyoloji ABD’inda Dog. Dr. Naci Degerli danismanliginda
yiriitilmekte olan Doktora Tez c¢aligmasi kapsaminda Ars. Gor. Sevgi Durna
tarafindan toplanan ve Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu (07/ 04/
2009 tarihli, 2009-04/17 No’lu Etik kurulu karari ile) ve Tiirkiyenin degisik
bolgelerindeki Hastene Etik Kurulu Oluru alinmis derin dondurucuda sakli tutulan

saflastirilmis DNA 6rnekleri kullanilmistir.

2.2. DNA izolasyonu:

Hasta grubundan alinan periferik kandan lokosit DNA’s1 asagida ayrintilar1 verilen
Lizis c¢ozeltisi ile serbestlendirilerek, izopropanol ¢oktiirme yontemiyle izole

edilmistir.
2.2.1. Tam Kandan DNA izolasyonu

Protokol
1. 3 ml EDTA’l1 kan falkon tiipiine aktarilir. Uzerine 12 ml (kan hacminin 3 kat1
olacak sekilde) Red Cell Lysis tamponu konulur ve alt-iist edilir. Oda
sicakliginda 20 dakika bekletilir.
Red Cell Lysis Tamponu Soliisyon Bileseni:
155 mM Amonyum Kloriir (NH4CI)
10 mM Potasyum hidrojen karbonat (KHCOs3)
I mM Etilen diamin Asetik Asit (EDTA)
% 2’lik sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
2. Daha sonra 5000 g’de 12dk. santrifiijlenir. Ust siv1 atilir.
3. Dipte kalan lokosit pelleti 1yice karistirilir ve tizerine 1 hacim Cell lysis

Soliisyonu eklenir. Yeniden karistirildiktan sonra 37°C’de homojenize olana
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kadar bekletilir (6rnekler homojenize olduktan sonra oda sicakliginda 18 ay
kalabilir).
Cell Lysis soliisyonu tamponu ~10ml kadar eklenir ve homojenize olmasi
icin 1 gece 37°C’de etiivde bekletilir (Cell Lysis Tamponu; 25 mM EDTA-
%?2 SDS).

4. Homojenize olduktan sonra iizerine 1/3 hacim protein presipitasyon soliisyonu
(3ml, 10 M Amonyum Asetat) eklenir. Iyice vortekslenir ve 10.000 g’de 20dk.
Santrifiij edilir.

5. Siipernatant kismi temiz bir tiipteki 1 hacim izopropanol iizerine alnir. (8 ml
izopropil alkol iizerine siipernatan eklenir ve alt iist edilir. Bu agsamada DNA
iplik¢igi gozlenir.

6. 12.000 g’de 8 dk. kisa bir santrifiijleme yapilir. DNA ¢oktiiriiliirken siipernatant
kismi atilir. Alttaki DNA pelleti %70’lik Etanolle yikanur.

7. 12.000 g’de 8 dk. santrifiij edilir, slipernatant atilir. Kapag1 agik bir sekilde 1
giin oda sicakliginda bekletilir.

8. DNA Ornegi kuruduktan sonra iizerine 200ul 10 mM TE (Tris EDTA) tamponu

veya distile su eklenir ve 6rnek eppendorf tiipe alinir.

2.3. DNA Derisiminin Belirlenmesi

Bu amacgla DNA’nin 260, proteinlerin 280 nm sogurumlar1 alinarak, Olgiilen
degerin belirtilen indeks sinirinm iistiinde olmasina 6zen gosterilmstir. indeksin 1.8
katsayisina yakin olmasma 6zen gosterilerek DNA saflig1r yani kalitesi kontrol
edildi. Ayrica PZR ortaminda esit DNA miktar1 saglamak ic¢in, derisimi yiiksek

olan DNA 6rneklerinin gerekli oranda seyreltilmesi saglanmastir.

2.4.1. PZR Kosullan ve PZR Karisim

Calismamizda LIPC geni -514C/T varyantini kapsayan 285 b¢’lik kismi Couture ve
Ark., (2000) ve Lahoz ve Ark., (2005) primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltildi.

= Primer 514F : 5'-TCT AGG ATC ACC TCT CAA TGG GTC A- 3’

= Primer 514R : 5-GGT GGC TTC CAC GTG GCT GCC TAA G- 3/
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2.4.2. PZR karisiminin hazirlamsi:

PZR karigimini hazirlamak igin;

Konsantrasyon Hacim
* 0.2 mM dNPTs 3ul
= 1.5mM MgCl, 3ul
= | xTaq DNA polimeraz ve tampon Sul
= 1.25 U Taq DNA polimeraz 0.25 pul
= 200 nmol Forward primer 2.5l
= 200 nmol Revers primer 2.5l
= 10 ngkalip DNA 0Ornegi 4 ul
= distile su 29.75 ul

toplam deneysel hacim yukardaki degerlere karsilik gelecek sekilde 50

pl’lik karigim olarak hazirlandu.

Karisim 0.2 ml’lik eppendorf tiiplere dagitildi ve PZR cihazina konuldu.
PZR Kosullar1

= Denatiirasyon 95°C “de 1 dk.
= Primer Baglanmasi 63°C’ de 30 sn.
= Uzama 72°C’de 30 sn.
* Final Uzama 72°C’de 2 dk.

Toplam 35 Dongii

2.5. Agaroz Jel Elektroforezi Uygulamasi

% 0.8’lik agaroz jelde DNA’nin ¢ogalip ¢cogalmadigi ve safligr ve son olarak %
2.5lik agorozda ise kesim iiriinleri kontrol edilmistir. Bu amagla her PZR dongiisti
sonrast 10 pl 6rnek tarak jellerine yerlestirilerek 50 kb molekiiler DNA belirteg
varliginda 80 Volt’ta 20-30 dk yliriitiilmiistiir.
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2.6. Endoniikleaz Enzimi ile Kesim islemi

Bunun i¢in ampfiliye edilen 6rnekler Nlalll restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
yiritiilerek 7 ve C alel sikliklari, homozigot ve heterozigot band profilleri
belirlendi.
Kosullart :

= PCRirtini: 10 pl

= Distilesu : 16.5pul

= 10xBuffer G: 3 pul

* Enzim : 1,5ul

Karigim hazirlandi ve 37°C’ de 16 saat inkiibe edildi. Band goriintiileri, UV

15181 altinda tespit edildi ve resim goriintiileri elde edildi.
2.7. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler PopGene Version 1.31 (Yeh ve Ark., 1999) kullanilark
yapilmistir. Elde edilmis olan alel ve genotip frekanslar1 Ki-kare (XZ) testi

kullanilarak Hardy-Weinberg Denge analizi agisindan karsilastirilmis ve farkliliklar

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

Tiik populasyonunda Hepatik Lipaz Geni (LIPC ) -514 C/T alelinin sikligin1 ve
genel dagilimini belirlemek ic¢in Tiirkiye’nin 7 cografik bdlgesinin her birini
temsilen 100’er 0rnek olmak lizere toplam 700 rasgele secilmis bireyde analiz
yapilmustir. Oncelikle kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak, yeterli
kalitede DNA saflastirilmistir (Sekil 4). Daha sonra Polimeraz Zincir
Reaksiyonundan (PZR) yararlanilarak Hepatik lipaz gen bolgesi cogaltilmis ve

Nlalll restriksiyon enzimiyle kesim islemi yapilarak alel modelleri bulunmaya

Sekil 4. Saflastirilmuis DNA 6rneklerinin % 0.8’lik agaroz jel goriintileri ve DNA
kalitesinin genel goriiniimii (a-h: Saflagtirilmis bazi ham DNA goriintiileri, i: Lambda/Hind

111 Molekiiler Markir, j: 50 bp’lik DNA ladder).

calisilmistir. Genel olarak DNA oOrneklerinin kalite ve derisimi oldukca 1iyi
durumda oldugu gozlenmistir. Sekil 4’teki jel 6rneklerinde goriildigi iizere, izole
edilen kalip DNA ornekleri ¢ok net, belirgin ve herhangi bir smear goriintiisi
sergilememektedir. Bu durumda hem DNA kontaminasyon riski, hem de
olusabilecek DNA kirikliklarinin olduk¢a asgari diizeyde oldugu sdylenebilir.
Biitiin DNA goriintiilerinin kalitesi benzer sekilde % 0.8’lik jelde gbzlenmis olup
bu sayede tiim PZR amplifikasyonunun daha basarili ¢ogaltimina olanak
saglanmigtir.

PZR c¢ogaltimi sonucunda sec¢ilen DNA derisimine bagli olarak hemen hemen

tim driinler basarili sekilde ¢ogaltilmistir. Bu sonuglara bakilarak yapilan DNA
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izolasyon uygulamasmin olduk¢a verimli oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Sonrasinda 285 bp’lik olan bu kisa parca Nlalll enzimiile 5 GAT G 3
3 cgrAacs

bolgesinden kesime ugratilmis ve Sekil 5°deki goriilen goriintiiler elde edilmistir.
Belirtilen kesim enzimi ile homozigot CC aleli tasiyan birey Ornekleri kesime
ugramadigindan 285 bp’lik iriin halinde kalirken, homozigot 77 bireyleri 215
bp’lik biiyiik parga ve 70 bp’lik iki liriin seklinde gdzlenmistir. Heterozigot CT aleli
tastyan bireyler ise 285 bp,’lik kesim igermeyen C alel iirliniine ilaveten, 215 bp’lik
ve 70 bp’lik {iriinlerin olusumunda sorumlu 7 alel kesim friinlerini birlikte
sergilemistir.

Yapilan ¢alisma sonucunda 85 bireyin heterozigot durumda LIPC -514CT
genotipine sahip oldugu, 42 bireyin homozigot -5/47TT genotipine sahip oldugu ve
573 bireyinde homozigot -5/4 CC genotipine sahip oldugu vyiiriitiilen jel

tizerindeki kesim tiriinlerine bakilarak tespit edilmistir (Sekil 5).

11
| 1031bp
==
——
W
285bp Suoca
210bp - —
——
bl
70bp = 50 bp

Sekil 5. Restriksiyon kesimi sonucunda olusan bant profillerinin goriiniimleri: 1 ve 2; 285
bp, 210 bp ve 70 bp’lik heterozigot (CT) genotipi. 3, 4, 5, 6, 7, 9 ve 10: kesime ugramamis
285 bp’lik homozigot yabanil (CC) genotipi 8: 210 ve 70 bp’lik polimorfik homozigot
(TT) genotipini yansitan band goriintileri. 11: lik 50-1031 bp’lik dagilima sahip 50 bp’lik
DNA molekiiler belirteci.
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Genel anlamda 7 alel varyantim1 igeren homozigot bireylerin bdlgesel
dagiliminin oldukg¢a heterojen oldugu, heterozigot bireylerin az da olsa dengeli
dagildig1 ilk géze carpan veri olarak goriilmektedir.

Populasyon hem genel olarak, hem de bdlgelere gore ayrilarak genotip ve
alel sikliklar1 hesaplanmistir (Tablo 1 ve 2). Buna gore tiim homozigot 77
bireylere yani, genotipi LIPC -514TT olan bireylere Marmara bolgesinden ve I¢
Anadolu Boélgesinden alinan orneklerde rastlanirken, diger bolgelerde homozigot
TT genotipli bireyler tespit edilmemistir. Yine Marmara Bolgesi 6rneklerinden 10
birey heterozigot iken, 79 birey homozigot CC alellerine sahiptir. Karadeniz
Bolgesi icin 7 birey heterozigot genotipteyken, 93 birey homozigot CC alellerine
sahip bulunmustur. Akdeniz Boélgesi orneklerinden 10 birey heterozigotken, 90
birey homozigot CC alellerine sahiptir. Glineydogu Anadolu Bolgesi 6rneklerinden
12 birey heterozigotken, 88 birey homozigot CC alellerine sahiptir. Dogu Anadolu
Bolgesi orneklerinden 33 birey heterozigotken, 67 birey homozigot CC alellerine
sahiptir. Ege Bolgesi 6rneklerinden 12 birey heterozigotken, 88 birey homozigot
CC alellerine sahiptir. I¢ Anadolu Bolgesi drneklerinden 31 birey homozigot 7T
alellerine sahipken 1 birey heterozigot ve 68 birey homozigot CC alellerine sahiptir
(Tablo 1).

Tablo 1’de sunulan verilere bakildiginda 77 genotipli birey dagilimi
acisindan bir diizensizlik gozlenmektedir. Her ne kadar ¢alisilan 6rnek sayisi ¢cok
sinirl olsa da, sadece 100 bireyi kapsayan bu goriintii olduke¢a ilging durmaktadir.
Bunun yapilan 6rneklem se¢iminin bir sonucu mu, yoksa dogrudan bu durumu
yansitan genel bir hal olup olmadigi su an i¢in tartismalidir. Artirilan 6rneklem
sayilar1 ile bu durumun aydmlatilmasina ihtiya¢ vardir. I¢ Anadolu, Ankara ve
Sivas birey genotipleri 77 genotipi i¢in en yiiksek iken (31 birey), heterozigot
sayisi (1 birey) ise en diisiik degerde bulunmustur. Homozigot 77 genotipli birey
sayist Marmara Bolgesinde en yiiksek (10 birey), heterozigotlarin sayisi ise
ortalama degerde yer almistir (10 birey).

Elde edilen veriler 1s1ginda 7 alelinin Tiirk populasyonu agisindan Hardy-
Weinberg dengesinde olup olmadig: test edilmistir. Buna gore populasyondaki

LIPC -514T/T genotipine sahip formlarm sikhigt % 6 (42/700) olarak
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hesaplanirken, LIPC -514C/C genotipine sahip formlarin siklig1 %81,90 (573/700)
hesaplanmis ve heterozigot -5/4C/T genotipine sahip formlarn siklig1 da %12,10
(85/700) olarak tespit edilmistir. Calisilan populasyondaki C alelinin siklig1
%87.90 (1231/1400) iken, T alelinin siklig1 ise %12.10 (169/1400) olarak tespit
edilmistir. (Tablo 3). Hardy Weinberg denge analiz sonucunda Khi kare (y°) testi
icin bulunan deger 0.736 iken, p:0.376 olarak godzlenmis olmasi, bu alelin
sikliginda bir degisme olmadigini belirtmektedir. Ayrica Tablo 4’deki verilere
bakildiginda populasyonun gozlenen genotip frekansmin, beklenen genotip
frekansma yakim olmasi, populasyonun bu alel agisindan dengede oldugunun bir
baska kanitidir. Varyasyonun bir ifadesi olan Ortalama Heterozigotluk degerine
(0.1298) bakildiginda ise bu alelin polimorfik bir olusum olarak populasyonda
temsil edildigini ifade etmektedir (Tablo 4).
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Tablo 1. Bolgelere gore 700 bireyin genotip dagilimlari.

Orneklerin Alindig1 Bolge ve i1 Adlar -514 C/C -514T/T -514 C/T Toplam

I¢ Anadolu Bolgesi (Sivas-Ankara) 68 31 1 100
Marmara Bolgesi (Istanbul) 79 11 10 100
Akdeniz Bolgesi (Mersin-Hatay) 90 0 10 100
Karadeniz Bolgesi (Trabzon) 93 0 7 100
Ege Bolgesi (Izmir-Manisa-Kiitahya) 88 0 12 100
Giliney Dogu Anadolu Bolgesi (Urfa-Diyarbakir) 88 0 12 100
Dogu Anadolu Bélgesi (Van-Kars) 67 0 33 100
Toplam 573 42 85 700
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Tablo 2. Genotip sikliklarinin genel dagilimi: 700 bireyden olusan ve farkli cografik bolgelerden elde edilen DNA

verilerine gore LIPC geninin -514C/T promotor varyasyonunu kapsayan bireylerin homozigot yabanil (CC), heterozigot (C/T)

ve homozigot varyant (7/7) genotip degerlerinin sayisal ve % dagilim verileri.

Genotip N %
cc 573 81,90 (573/700)
T 42 6,0 (42/700)
CT 85 12,10 (85/700)
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Tablo 3. LIPC geninin -5/4 C/T promotor varyasyonuna bagli ortaya ¢ikan alelik varyasyon ve bu alel sikliklarinin genel
dagilimi: Tablo 2°de elde edilen genotip degerlerine bagl olarak elde edilen C ve T aleli tagiyan birey sayis1 ve ylizdelik

degerler dagilimu.

Alel N % Dagilim
C 1231 87,90 (1231/1400)
T 169 12,10 (169/1400)
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Tablo 4. Orneklemle yapilan istatiksel analiz sonuglar1: Segilen populasyon biiyiikliigiine bagl olarak gozlenen ve beklenen

homozigot/ heterozigot degerlerinin ayni olmasi, populasyonun Hardy-Weinberg Denge analizi agisindan dengede oldugunu ortaya koymaktadir.

Ortalama heterozigot degerine bakildiginda tek baz degisimine bagli ortaya ¢gikan varyasyon diizeyinin 0.1298 olarak tespit edeildigi

goriilmektedir.

lokus Orn biiyiikliigii Goz. Hom. G0z het. Bek. Hom.” Bek. Het. Nei Ort. Het.
LIPC 1400 0.8665 0.1335 0.8698 0.1302 0.1298 0.1298
Ort. 1400 0.8665 0.1335 0.8698 0.1302 0.1298 0.1298
Std. Sap. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Orn.Biiyiikliigii: Orneklem biiyiikliigii, G6z. Hom.: Gézlenen Homozigot Degeri, Goz. Het. : Gézlenen Heterozigot Degeri
Bek. Hom.:Beklenen Homozigot Degeri, Bek. Het: Beklenen Heterozigot Degeri, St.Sap.: Standart Sapma

* Beklenen Homozigot ve Heterozigot verileri Levene(1949) kullanilarak elde edilmistir.

** Nei’nin (1973) beklenen heterozigot degeri.

Ki-kare (i’): 0736, p degeri: 0.396
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4. TARTISMA

Calismanin temel amac1 miimkiin oldugu 6l¢iide ¢ok sayida birey kullanarak
Tirk populasyonunda L/PC geninin promotor bdlgesindeki polimorfizme bagh
olarak ortaya cikan ve T aleli olarak adlandirilan bu varyant’in rasgele sikligimin
ne diizeyde oldugunu saptamaktir. Ayrica diger populasyonlarla bir kiyaslama
yapmak ve en azindan bazi lipit metabolizma bozukluklar1 ile gdzlenen dagilimin
ilgisinin olup olamayacagi ile ilgili bilgiler elde etmek amag¢lanmistir. Dagilim
bilgileri yaninda verilerine paralel olarak bireylerle ilgili sinirli sayida bir anket
veya anemnez bilgisi alinarak gozlenen varyasyon ile bu veriler 1s1ginda bazi kaba
degerlendirmeler yapilmasi istenmis, bu konuda o6rnek almaya yardimci olan
bireylerin gerekli destegi saglamamasi nedeniyle, bu hususun yeterince iizerinde
durulamamustir.

Tiirk Populasyonunun genelini amaglayan bu ¢alisma ile hepatik lipaz geni
promotor bolge -57/4 C/T tek niikleotit polimorfizme ait varyant formunun genel
daglimi belirlenmeye calisilmistir. Hatta rasgele se¢ilen bazi bolge illerden alinan
ornekler ile bu varyant alelin frekansi bazi sehirler lizerinden tespit edilmistir.
Literatiir bilgileri esas alinarak kesim {iriinii igermeyen yaygin bulunan temel
birey gruplarmin CC genotipli bireyler oldugu ve bu genotipi tasiyan bireylerin
diger populasyonlarda oldugu gibi yiiksek siklikta oldugu saptanmustir. LIPC
geni’nin, promotor bolgesindeki -5/4 C/T degisimine bagl olarak ortaya ¢ikan ve
T aleli olarak adlandirdigimiz varyantin sikligi ise gerek heterozigot gerekse
homozigot genotipli bireylerden elde edilen toplam degere bagl bulunus oran1 %
12.1 olarak tespit edilmistir. Bu oran 7 aleli agisindan diger populasyonlar i¢in 6n
goriilen % 15- 30 arasindaki degerden diisik goézikmektedir (Lahoz et al
2005;Gomez et al. 2005). Genel olarak CC genotipli olma veya C aleli tasiyor
olmak lipaz ativitesinde 7 alelini tasiyan bireylere gore % 20-30 daha yiiksek
enzim aktiviteli olmakla iliskilendirildigi bir olgu olarak sunulmus ve bu genel
bilgilerde belirtilmis bulunmaktadir. Yiiksek enzim aktiviteli genotipe sahip
olmak, yiiksek LDL ve diisiik HDL, diizeyi ile iliskilendirildiginden ve bununda

koroner arter hastaligina yol agiyor olmasi nedeniyle, Tiirk populasyonunun bu
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anlamda bu tiir kalp hastaliklarina daha a¢ik oldugunu 6n gérmek miimkiindiir.
Ancak hastaligim coklu gen iiriinleri tarafindan yonlendiriliyor olmas1 nedeniyle
bunun tek basma bu sonuca yol actigmi sdylemek su an i¢cin mimkiin
goziikmemektedir.

Misrlioglu (2004) tarafindan koroner hasta grubunda Hepatik Lipaz Geninin
farkli varyant formalar1 ve koroner hastalik ile ilgili yapilan iliskilendirme amagh
calismalar dizi analizi esasli olmasi nedeniyle, bu ¢alisma dikkate alindiginda
izlenilen yaklasima bagl olarak elde edilen sonuglar dogru goziikmektedir. Buna
gore yaptigimiz caligma ile Tablo 2’de belirtildigi gibi, 700 bireylik genel
populasyonu temsilen rasgele secilen populasyon grubunda 573 bireyin CC
genotipli oldugu (% 81.90), 85 bireyin CT heterozigot genotipli (% 12,10) oldugu
ve 42 bireyin ise 77 genotipli varyant bireyler (% 6) oldugu saptanmustir. Alelik
daglmin ise C aleli i¢in % 87.90, T aleli i¢in ise % 12. 10 olarak saptanmistir.
Alel sikliklarinin sayisal dagilimi ise Tablo 3’te gosterilmistir.

Bu veriler 1s1¢imda populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadigini saptamak amaciyla yapilan analizlerde bir sapma gozlenmemektedir.
Gozlenen ve beklenen heterozigot frekanslar1 benzer bulundugu i¢in,
populasyonun —5/4 C/T promotor bolgesinin 285’lik b¢ acisindan H-W
dengesinde oldugu ve gozlenmektedir (Tablo 4).

Azalmig plazma HDL-C konsantrasyonlari, abdominal obezite v.b. gibi
degiskenlerle de agikca ilgilidir. Yasam tarzi, sigara icmek ve kalitsal faktorler de
azalmig HDL-C konsantrasyonunda 6nemli rol oynar. Aslinda, aile ve tek yumurta
ikizleri ile yapilan caligmalar yiiksek plazma HDL konsantrasyonunun bu tiir
bireyler arasinda degisiminin %60 kadar oldugunu gostermistir.( Pe’russe ve
Ark.,1997; Heller ve Ark.,1994; Cohen ve Ark.,1994).

Son calismalar hepatik lipaz genindeki polimorfizmlerin apolipoprotein
Al/CIII/ALV, 11 ve Kolesteril Ester Protein lokuslarinin genetik olarak belirlenen
HDL plazma yogunluk varyasyonlarmin énemli bir nedeni oldugunu gostermistir
(Pe’russe ve Ark.,1997).

Diisiik HDL’ye yol agan bir¢ok genetik neden tanimlanmistir. Bunlardan
dogrudan HDL’yi etkileyenler apoA-I ve ApoA-ICII mutasyonlari, ABCAI gen
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mutasyonlar, HL ve LPL enzimlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar
siralanabilir. HDL metabolizmasinda HL’nin enzim diizeyleri ile yapilan
calismalarda, baz1 Tiirk populasyonlarinda Bati iilkelerine gore HL diizeyinin
%25-30 daha yiiksek oldugu bulunmustur (Bersot ve Ark.,1999; Bersot ve
Ark.,2002; Mahley ve Ark., 2000).

Hepatik lipaz geninde suana kadar birka¢ polimorfizm tanimlanmistir. Bu
polimorfizmler seyrek Hepatik lipaz yetmezligi ile iliskili degisik sayida
varyasyonlar1 igermektedir (Hegele ve Ark.,1992; Hegele ve Ark.,1993; Brand ve
Ark.,1996; Knudsen ve Ark.,1996). Ayrica Hepatik lipaz gen promotor
varyasyonlar1 ve Hepatik Lipaz aktivitesi arasindaki iliskiyi rapor eden birkag
calisma vardir. Bu ¢alismalardan biri Hepatik lipaz geninin promotorundaki
-480 C/T polimorfizmin seyrek bir alelinin yiiksek LDL fenotipiyle baglantili
oldugunu gostermistir. Boylelikle L/PC gen promotor polimorfizmi ve HL
aktivitesi ve plazma lipoprotein konsantrasyonlar1 arasinda bir iliskinin olduguna
dair kaydadeger kanitlar elde edilmistir. (Jansen ve Ark.,1997; Vega ve
Ark.,1998; Zambon ve Ark.,1998).

Carr ve ve Ark (2004), Japon ve Siyahi populasyonda L/PC promoter
polimofizminin ytiksek alel frekansi plazma HDL-C diizeyindeki etnik farkliligin,
HL aktivitesiyle agiklanabilecegini bildirmislerdir. Siyah erkek bireylerde ayni
yastaki beyaz erkeklere gore plazma HDL-C diizeyinin yaklasik % 20 daha
yiiksek oldugunu ama nedeninin tam agiklanamadigina dikkat ¢ekilmistir (Carr ve
Ark.,2004).

Populasyon diizeyinde, LIPC promotor polimorfizmlerinin sik oldugunu,
-514C/T polimorfizmi 7 alel sikliginin yaklasik olarak Beyaz Irk’mn bazi
populasyonlarmni kapsayan ¢alismalarda %20, Kore, Cin, Cek ve Ispanyollarda
%35, Afrika Populasyonunda ve Japonlarda %350, Kanada populasyonunu
olusturan akraba topluluklarda %21 ila %38 arasinda degistigi bildirilmistir
(Hegele Ark.,1999; Park ve Ark.,2003; Carr ve Ark.,2004). Bu durumda Tiirk
Populasyonunun geneline yonelik bu ¢alisma ile 7 alelilin genel sikligimin Beyaz
Itk icin (% 20 -21) belirtilen degerin altinda oldugu (% 12.10) goriilmektedir.

Fakat literatiirde yer alan bilgiler daha ¢ok hastalik grubu yani koroner arter

28



hastaligin1 kapsayan bireyler olmasi, bizim 6rneklerin ise hastanelere bagvuran ve
koroner hastaligi dikkate alinmayan rasgele se¢ilmis bireyler olmasi nedeniyle

ortaya ¢iktigini 6n gormekteyiz.
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