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OZET
KORONER KALP HASTALARINDA NiEMANN-PiCK TYPEC1

(NPC1) GEN POLIMORFIZMI ANALIZI

Koroner kalp hastaligi diinyada morbidite ve mortalitenin 6nde gelen
nedenlerinden biridir.  Koroner kalp hastaligi damar duvarmin icinde hiicresel
anormallikler, genis bir molekiiler diziye yol acan risk faktorlerinin birikimi ve genetik
yatkinliga bagl olarak gelismektedir. Niemann- Pick Type C1 (NPC1) geninin koroner
kalp hastaliginin patogenezinde rolii olabilecegine dair kanitlar mevcuttur. Bu
calismada, Niemann-Pick Type C1 (NPCI1) geninin +644 A—G polimorfizmi ve
Koroner kalp hastalig1 arasinda bir iliski olup olmadiginin ortaya konulmasi amaclandi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi ydntemi
kullanilarak 100 Koroner kalp hastast ve 100 Koroner kalp hastast olmayan saglikli
kontrolde NPC1’in genotipleri ve allel varyantlarin siklig1 arastirildi. Veri sonuglarinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi, NPC1 geninin +644 A—G polimorfizmi ile
koroner kalp hastalar1 arasinda allel ve genotip frekans dagiliminda anlamli bir baglanti
oldugunu gosterdi (p= 0.0002, OR: 1.96, %95 CI. 2.14 (1.42-3.24)). Calisma
sonuclarimiz Tiirk toplumunda NPCI1 geninin +644 A—G polimorfizminin koronere

yatkinlikta rol alan pek ¢ok genetik faktorden biri olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelime: NPC1 geni, Genetik yatkinlik, Koroner Kalp Hastalig1, Polimorfizm



ABSTRACT
ANALYSIS OF NIEMANN-PICK TYPEC1 (NPC1) GENE
POLYMORPHISMS IN CORONARY HEART DiSEASE

Coronary heart disease is one of the leading causes of morbidity and mortality in
world. Coronary heart disease develops dependent of genetic predisposition and the
accumulation of risk factors that lead to a wide array of molecular and cellular
abnormalities within the vessel wall. There is evidence suggesting that Niemann- pick
Type C1 (NPC1) proteinin may be involved in the pathogenicity of Coronary heart
disease. In this study, we aimed to investigate that if there is any relation between
+644A—G polymorphism of gene and Niemann-pick Type C1 (NPC1) Coronary heart
disease. We studied the frequency of the NPC1 genotypes and allelic variants in 100
patients with Coronary heart disease and 100 healthy non- Coronary heart disease
controls using a Polymerase Chain Reaction and Restriction Fragment Length
Polymorphisms method. Statistical evaluation of the data results showed a significant
Association for allelic and genotypic frequency distribution between the NPC1 +644
A—G polymorphism and Coronary heart disease (p= 0.0002, OR: 1.96, %95 CI: 2.14
(1.42-3.24)). Our study results suggest that NPC1 gene +644 A—G polimorphism may
be one of the many genetic factors for coronary susceptibility in Turkish population.

Key Words: NPC1 gene, Genetic predisposition, Coronary heart disease, Polymorphism
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1.GIRIS ve AMAC

Koroner Arter Hastaligi (KAH), temelinde genellikle gocukluk ¢aginda baglayan
ilerleyici siire¢ “ateroskleroz” yer almaktadir (Koylan ve ark. 2000). Yirmi yil kadar
once aterosklerozun, ilerleyici lezyonlarda lipid ve nekrotik artiklarin birikimi nedeni ile
dejeneratif ve progresif bir siire¢ oldugu disiiniilmekte iken, son yillarda, etkilenen
arterin intimasinda diiz kas hiicre birikimi olan multifaktoriyel bir siire¢ oldugu ortaya

konmustur.

KAH, gelismis iilkelerde en sik gozlenen mortalite ve morbidite sebebidir
(Lloyd-Jones ve ark. 2010). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére, 2005 yilinda
17,5 milyon insanin kalp ve damar hastaliklar1 sebebiyle 61diigli ve bu rakamin kiiresel
oliimlerin %30’unu teskil ettigi tahmin edilmektedir. Eger uygun onlemler alinmazsa
2015 yilina kadar her y1l yaklasik 20 milyon insan daha kalp ve damar hastaliklarindan,

ozellikle de kalp krizleri ve inmelerden hayatini1 kaybedecektir.

Amerika Birlesik Devletleri ve gelismis toplumlarda standart kardiyovaskiiler
risk faktorleri (obezite, hipertansiyon, sigara, egzersiz yoksunlugu) yaygin olarak
gozlenmektedir. Hedeflendigi tlizere toplumun daha ideal bir kardiyovaskiiler sagliga
kavusmast icin Oncelikle giderek yayginlasan standart risk faktorleriyle miicadele
gerekmektedir. Bu baglamda onlimiizdeki on yilda kardiyovaskiiler risk belirleyici
olarak coklu tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP) kullanarak kisinin koroner arter
hastaligina yatkinligin1 degerlendiren genetik risk skorlama sistemlerinin de gegerliligi
sorgulanmaktadir. Bunun sebepleri yatkinlik genleri bulunan kisilerde ileride hastaligi
gelistirme riskinin ancak 1.1-1.7 kat artmasi (Casas ve ark. 2006), analiz edilen
genlerin bagka metabolik yolaklarda da rol almasi sonucu birden fazla hastaliga neden
olabilmesi, hastalifa yatkinlik genlerinin birbirleriyle ve ¢evresel faktorlerle
etkilesiminin analiz edilmesindeki zorluk sebebiyle ortaya ¢ikan ¢ok genis olgekli bir

verinin varligidir.



Koroner arter hastaliginda gevresel risk faktorleri, aile hikayesi ve genetik
faktorler hastaligin olusumuna her kisi i¢in degisen agirlikta katki saglarlar (Nordlie ve
ark. 2005). Hastaliga sebep olmasi muhtemel gen-gen, gen-protein iliskileri ve bu
iliskileri c¢evresel faktorlerle bir Oriintii halinde inceleyen c¢alismalar yapilmaktadir
(Agirbagh ve ark. 2011). Bu konuyla ilgili su ana kadar birgok aday gen bildirilmistir.
Koroner kalp hastaliklarinda yapilan genetik ¢alismalarin esas amaci, iyi bilinen klasik
klinik ve biyokimyasal risk faktorleri ile birlikte ortak bir risk ortaya g¢ikartmaktir.
Koroner kalp hastaliklar1 riskinde fonksiyonel gen polimorfizmlerinin oynadig: rolii
saptamak, sadece koroner kalp hastalarinda degil ayni zamanda hastalik ortaya
cikmadan anahtar metabolik yollarin ve fizyolojinin anlagilmasinda da 6énemli bir rol
almaktadir. Mendel kurallarina gore gegis gosteren bu genlerin kromozomal
lokalizasyonu ve koroner kalp hastaligi ile sonuclanan mutasyonlar1 tanimlanmistir.
Bunlardan bir tanesi de Niemann pick type gen (NPC1) ve bu genin iiriinii olan NPC1
proteinidir.

NPC1 geni 1.278 aminoasitlik proteini kodlayan, 47 kb biiytikligiinde 25 ekson
iceren bir gendir (Carstea ve ark.1994). NPC1 proteini ise Kolesteroliin g¢ikisini
kolaylagtirmaktadir. NPC1 geninde olusan bir mutasyon sterol diizenleyici proteinin
bozulmasina yol acar. Sonugta organlarin kolesterol muhtevasi ve plazma lipitleri artar.
Genetik heterojenite son zamanlarda ortaya konulmustur. Major genin haritas1 18q11-

q12 bolgesinde bulunmaktadir (Carstea ve ark.1994).

Calismamizda, Tiirk toplumunda, koroner arter hastaligi ile iliskisi oldugu
diistiniilen NPC1 genine ait 644 pozisyonundaki bir adet tek niikleotid polimorfizminin
PCR- RFLP (Polimerase Chain Reaction- Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
yontemi Kullanarak koroner arter hastaligi tanist almig hastalarda aragtirilmasi planlandi.
Bu sayede koroner arter hastaligm NPCI1 polimorfizm ya da mutasyonunun
bolgemizdeki Koroner Kalp hastalarinda ve saglikli kontrollerdeki oraninit bulup
polimorfizm mi mutasyon mu oldugunu tartismak ya da polimorfizm ise hastalia etkisi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Normal Koroner Arter

Arterler histolojik yapilarina gore elastik arterler, miiskiiler arterler ve arterioller
olmak tiizere li¢ gruba ayrilir. Koroner arterler miiskiiler arter yapisindadir. Miiskiiler
arterler tiim arterlerde oldugu gibi, i¢ten disa intima, media ve adventisya olmak iizere

{ic tabakadan olusan bir duvar yapisina sahiptir (Ozcan, 1997).

1. intima: En icteki tabaka olup, bazal laminaya bitisik olan endotel
hiicrelerinden olusmus tek sirali bir yap1 olarak tanimlansa da erigkin insan intimasi
gercekte cok daha kompleks heterojen bir yapiya sahiptir. Arteriyel intimanin
endotelyal hiicreleri kan ile ¢cok dnemli bir temas ylizeyi olusturur. Arteriyel endotelyal
hiicreler, arteriyel hastaliklarin patogenezi sirasinda ters giden olaylar1 diizenleme ve

vaskiiler homeostazi saglamada ¢ok énemli bir role sahiptir. Ornegin;
- Yapiskan ve trombojenik olmayan yiizeyi saglar,
- Yar1 gegirgen bariyer gorevi yapar,

- Vaskiiler tonusu saglayan kimyasal maddelerin, biiyiime faktorlerini ve sitokinlerin

sentezi ve salinimimi diizenler,
- Membran yapisin1 muhafaza eder,
-Lipoproteinlerin arteryal duvar i¢ine gegisini diizenler.

Yasla birlikte insan arterleri, arteriyel diiz kas hiicreleri ve interstisyel kollajenin fibriler
formlarin1 iceren daha karmasik intima gelistirirler. Diiz kas hiicreleri arteriyal

intimanin 6gelerinden olan ekstraselliiler matriksi iiretir (Ozcan, 1997).

Endotelyal hiicre heterojenitesi gelisim boyunca kazanilan hem ¢evresel uyarilar hem de

epigenetik 6zelliklere baglidir ( Nobel, 2006).

2. Media: Internal elastik lamina ile eksternal elastik lamina arasinda kalan

tabakadir. Bu laminalar degisik madde ve hiicrelerin her iki yonde gecisine imkan



saglayan biiyiiklilkte cok sayida agikliga sahip elastik lif tabakalarindan olusurlar.

Damar duvarinin en kalin tabakasini olusturan medianin esas fonksiyonu;

-Kan basincini ve akimini vasokontstriksiyon veya vasodilatasyon yoluyla diizenler,
- Bliylime faktorleri ve sitokinleri sentezler,

- Ekstraselliiler matriks proteinleri olan kollajen, elastin ve proteoglikanlar1 sentezler.

Miiskiiler arterlerin mediasinda birbirine tutunmus diiz kas hiicrelerinin olusturdugu
spiral tarzda tabakalar yer alir. Elastik arterler ise ¢ok sayida diiz kas hiicre lamellerine
sahiptir ( Iligin ve ark.2003).

3. Adventisya: Duvarin en disinda kalan tabakadir. Adventisya kollajen ve
elastik 1if demetleri ile fibroblastlar ve bir miktar diiz kas hiicresi ihtiva eden yogun
kollajen yapiya sahiptir. Vaskiiler bir dokudur, ¢ok sayida sinir lifi de igerir. Ayrica
media tabakasinin 2/3’ilinli besleyen kiiclik kan damarlar1 olan vasa vasorumlari da

icermektedir (Ozcan, 1997).
2.2. Koroner Arter Hastalig1 (Ateroskleroz)
2.2.1. Ateroskleroz Tarihcesi

19. yy ortalarindan itibaren bilim adamlarinin ¢aligmalar1 ve hipotezleri bizim
bugiinkii bilgilerimize ulasmamizda 6nemli rol oynamistir. 1845 yilinda patalog olan
Vogel ateromda kolesterolii tespit etmistir ( Gaw ve ark. 2000). 1858 yilinda bir Alman
patolog olan Virchow, aterosklerotik lezyonlarin, proliferatif bir siirecin sonucu
oldugunu savunmus, bir bagka Alman patolog olan Rokitansky ise lezyonlarin, arteriyel
duvara yapisan trombiisiin organizasyonunun neticesi oldugunu belirtmistir. 19.yy
sonlarinda Osler, ateromatdz plagin, dejeneratif siirecin kaginilmaz bir sonucu oldugunu
belirtmistir. 1913 yilinda Anitschkow ve Chalatow aterosklerotik plaklarda kolesterol
kristallerini saptayarak kolesteroliin aterosklerozu tetikleyebilecegi iddiasi ile deney
tavsanlarin1 besleyerek, insandakine benzeyen aterosklerotik lezyonlar olusturmustur.
Birka¢ yi1l sonra Starokodonsky ve Sobolew, aortanin maruz kaldigi mekanik
zedelenmelerin, ateroskleroza benzer intimal lezyonlara yol ac¢tigimi gosterdiler.

1950’lerde Florey, intimal zedelenme ve olusan endotel hasarinin intimal lipid ve



makrofaj birikimine yol actigimni gostermistir ( Crawford ve ark. 2001). 1976 yilinda
Ross, aterosklerozun inflamatuar bir siireg oldugunu ilk defa dile getirmis ve bununla
beraber, arteriyel zedelenmenin, arter duvarina yapismis trombosit ve diger hiicrelerden,
PDGF (platelet kaynakli biiyiime faktorii ) salimimina yol agtigini, bunun da
ateroskleroza yol acacak diiz kas hiicre proliferasyonunu baslattigim gostermistir. ilk
kez 1989’da Steinberg ve arkadaslarn tarafindan aterosklerozisin “oksidatif
modifikasyon hipotezi” ortaya atilmistir (Stocker ve ark. 2004). Giliniimiizde, oksidatif
stresin koroner ateroskleroz patogenezinde ve onun komplikasyonlarinda 6nemli bir

role sahip oldugu kanitlanmistir.
2.2.2. Aterosklerozun Tanimi

Dejeneratif, ilerleyici ve multifaktoriyel bir hastalik olan ateroskleroz cesitli
organlara kan akiminin bozulmasina yol acan bir hastalik siirecidir. Orta biiyiikliikte ve
daha biyiik arterlerin kalinlagmasi ve sertlesmesi sonucu damar liimeninin
aterosklerotik plaklarla daralmasi “ateroskleroz” olarak tanimlanmaktadir. Ateroskleroz
terimi Yunanca “athero” (bulamag) ve “sclerosis” (sertlesme) den koken alir (Koylan,
2009). Kalbin kendisini besleyen koroner arterlerin, besledigi bolgelere herhangi bir
nedenle, yeterli kan tasiyamamasi sonucu miyokarda olusan iskemi ve nekrozun
derecesine gore gelisen hastaliklar ve bu hastaliklarin komplikasyonlarinin tiimii

koroner kalp hastaliklar1 (KKH) baslig: altinda incelenmektedir.
2.2.3. Ateroskleroz Epidemiyolojisi

Kardiyovaskiiler hastaliklar genel populasyonda yaygin olarak goriiliir ve
ozellikle 60 yas tstii erigskinleri etkilemektedir. Gelismekte olan iilkelerde 6nde gelen
Oliim nedenidir. Son iki yiizy1l boyunca bu nedenle ABD’de 1 milyon kisi hayatini
kaybetmistir (Cooper ve ark. 2000). Yasam siiresi uzadikca kardiyovaskiiler hastaliklar,
koroner kalp hastaliklar1 ve strok nedeniyle 6liim orani artmaktadir. Toplumda, bu
zamansiz Oliimlerin c¢ogu, degistirilebilir, Onlenebilir risk faktorlerine bagli gelisen

hizlanmis ateroskleroza baglidir.

Ulkemizde de ateroskleroz ve iligkili hastaliklar yayginlik acisindan diger
tilkeler ile benzerdir. Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaliklar1 ve Risk Faktorleri



(TEKHARF) c¢alismasinda; eriskin niifusta KAH nin % 3.8, hastaligin klinik ag¢idan
bulgu verdigi 60-69 yaslarinda ise %14’{in iizeri siklikta goriildiigii saptanmistir (Ongen
ve ark. 2004). Yine konu ile ilgili Tiirk Kardiyoloji Dernegi (TKD)’nin yayinladigi

verilere gore iilkemizde ateroskleroz tiim 6liimlerin %43 ilinii olusturmaktadir
2.2.4.Aterogenez Hipotezleri

Aterosklerozun ilgi uyandiran 6nemi, nedeninin kesfedilmesi i¢in, muazzam
cabalar sarf edilmesine neden olmus ve patogenezi i¢in pek c¢ok hipotez One

stirtilmistiir.
Hasara Cevap Hipotezi :

Aterosklerozun zedelenmeye yanit hipotezi bugiin i¢in genis veri birikimiyle
desteklenen en uygun yaklasim olarak kabul edilmektedir. Bu hipoteze gore, basta
aterojenik lipidler olmak iizere cesitli risk faktorlerinin etkisiyle intimal hasar baslar.
Aterosklerotik lezyonun ilk temeli endotelin bozulmasiyla atilir. Metabolik, mekanik,
toksik, immiinolojik olaylar ile enfeksiyonlar endotel disfonksiyonuna neden olurlar.
Sigara, hipertansiyon, diyabet, hiperkolesterolemi, okside LDL (Disiik Yogunluklu
Lipoprotein kolesterol) gibi bilinen risk faktorlerinin hepsi endotelde islevsel bozukluga
yol acgabilir. Endotel disfonksiyonu, tek hiicre sirasindan olusan bu tabakanin, kan ile
damar duvar1 arasinda bariyer olma 06zelligini, segici gecirgenligini ve antitrombotik
0zelligini bozar. Bunun sonucunda endotel hiicresindeki bazi genlerin uyarilmasiyla pek
cok biiylime ve adezyon molekiiliiniin sentezi artar. Endotelin lipid okside etme hizinin,
inflamatuvar yanit siddetinin genetik olarak belirlenildigi sanilmaktadir. Biitiin bu
bliylime faktorlerinin de etkisiyle, monositler ve T lenfositler endotele yapisarak
subendotelyal bolgeye dogru go¢ ederler. Subendotelyal bolgeye gelen monositler
makrofaja doniiserek i¢inde lipid depolayan kopiik hiicrelerini olustururlar. Endotel
hasar1 endotel fonksiyonunu degistirirken, 6nemli hiicresel etkilesimlere neden olmakta
ve aterosklerotik lezyon gelisimine yol agmaktadir. Bununla beraber diiz kas hiicreleri
kontraktil 6zelligini yitirerek sentez yapict 6zelliklerini kazanirlar ve elastin, kollajen,

proteoglikanlar sentezlerler (Ozcan, 1997).



Monoklonal Hipotez :

Endotel zedelenmesinin, damar duvarinin zedelenmeye yanitinda tetigi ¢eken
mekanizma olduguna iliskin varsayim ¢ekici ise de karsit bir 6neriye gore birincil olay
diiz kas ¢ogalmasidir. Bu hipoteze gore aterosklerotik lezyon i¢indeki biitiin hiicrelerin
kaynagi tek bir kas hiicresidir. Viriisler, kimyasal ajanlar ve diger mitojenlerin etkisi ile
geligen hiicre transformasyonundan olusan bening neoplaziler aterosklerotik lezyonu

olusturmaktadir (Ili¢in ve ark. 2003).
Lipid Hipotezi :

Kronik hiperkolesterolemi endotel hiicre membraninda kolesterol molekiillerinin
sayisint artirarak endotel hasarina neden olabilir. Endotelyal plazma membraninda
kolesterol / fosfolipid orani yiikseldigi zaman membran viskozitesi artar. Daha visk6z
ve daha rijit olan endotelial ylizey, akim degisikliklerinin neden oldugu strese karsi
koyamaz. Bu da endotel hiicrelerinin birbirinden ayrilmasina, retraksiyonlarina neden
olur. Hiperkolesterolemi ayrica monosit endotel adezyonunda da degisiklige yol agabilir
( Iligin ve ark. 2003). Monositler, kan dolasimindan hasara ugrayan endotelin oldugu
bolgelerde toplanir. LDL’yi alip makrofaj morfolojisini alacagi subintimal bdlgeye
endoteli gecerek girerler. Modifiye olmamis LDL, makrofajlar tarafindan ya ¢ok yavas
almir, ya da alinmazlar. Kopik hiicre olusumunu aktive etmeden Once, bazi
modifikasyonlara ugramalidir. Yakin zamanda ilgiyi ¢eken modifikasyon,
oksidasyondur (Biilent, 2001). Endotel hiicreleri ve onlara yapismis monositlerden
olusan mikrogevredeki LDL’nin, bu aktive hiicrelerce olusturulmus serbest radikallere
maruz kaldig1 varsayilmaktadir (Kumar, 2000). Serbest oksijen radikallerinin LDL’ nin
dis kismindaki fosfolipidlere etki etmesiyle lipid peroksidasyon iiriinleri olusur. Bunlar
reseptOr baglama ozelliklerini degistirecek sekilde LDL’ nin apoB’siyle reaksiyona girer
ve onlar1 bozar. Bu oksidatif olarak modifiye olmus LDL scavenger reseptorii (¢opgil
reseptor) denilen bir reseptor sinifi araciligiyla makrofajlar tarafindan alinir (Biilent,
2001). Copgii reseptor, dogal LDL reseptorii gibi regiile olmaz ve diizensiz alimin
devam etmesiyle hiicre lipidle dolu hale gelir ve kopiik hiicreleri olusur (Valentin ve
ark. 2002).



2.2.5.Ateroskleroz Patogenezi

Cevresel ve genetik faktorlerin etkisi ile olusan aterosklerozun gelisiminde, {i¢

evre vardir ve gelisen ii¢ plak tipi aterosklerozun degisik sathalarini yansitir:

1. Yagh Cizgi Gelisimi: Biitiin risk faktorlerinin ana etkilerini vaskiiler endotel
tizerine yaptiklar1 sanilmaktadir. En erken aterosklerotik lezyon olan yagh cizgiler,
kopiik hiicrelerinden zengin olup makroskopik olarak damar yilizeyinden kabarik
cizgilerdir. Ancak liimende obstriiksiyon olusturmazlar. Bu goriintii endotel altinda
birikmis olan, igleri yag damlaciklar1 ile dolu kopiik (foam) hiicrelerden kaynaklanir.
On yasindaki ¢ocuklarda bile goriilebilir. Kandaki LDL-kolesterol diizeyinin azaltilmasi
ile geriler ve yerinde nedbe dokusu kalir. Lezyona giren LDL artarsa lezyon ileri

evrelere gecer (Tokgdzoglu, 2002 ).

2. Fibroz (Stabil) Plak: Zaman i¢inde risk faktorlerinin devam etmesi ile
subendotelyal depolanma giderek artar. Makroskopik olarak beyaz renklidir, limene
dogru biiylir ve limeni daraltir. Bu lezyonda en dista endotel hiicreleri, altinda diiz kas
hiicreleri, makrofajlar ve T lenfositler bulunur. Bu evrede mediadan intimaya ¢ekilen
diiz kas hiicreleri bir fibroz baslik olusturmak {izere dizilirler. Fibr6z bashigin temel
islevi limendeki kan ile lezyonun merkezindeki aterojenik lipid ¢ekirdegini birbirinden
ayirmaktadir. Arter limeninin kismen tikanmasina ve klinik olarak semptomlarin
gelismesine yol acar. Ama asil klinik olaylar, bu aterosklerotik plagin riiptiire olmasiyla

ilgilidir (Ongen, 2004;Tokgdzogu, 2002 ).

3. Komplike Lezyon (Zedelenebilir Plak): Aterosklerotik plak distan mekanik
stres ve risk faktorlerinin devam etmesi ile yipranirken, bir taraftan da i¢ten yipranir.
Devam eden inflamatuvar siire¢ nedeni ile plak icindeki makrofajlar metalloproteinazlar
salarak plagin fibroz catisini yipratir. Fibroz yapida yapim ile yikim dengededir. Plagin
lipid ¢ekirdegi igerigi % 40’1 astiginda zedelenebilir plaktan bahsedilir. Plagin fissiire
veya riiptiire olmasi ile klinik kardiyovaskiiler olaylar ortaya ¢ikar. Plagin tstiindeki
endotel ayrilinca, subendotelyal doku kan ile temasa gecer. Subendotelyal doku, faktor
VII ve lipoprotein (a)’dan zengin olup trombojenik 6zelliktedir. Bu sekilde trombiis
geligir. Olusan trombiis damar duvarimi tam veya kismi olarak tikayarak akut

kardiyovaskiiler olaylara neden olur (Ongen, 2004;Tokgdzogu, 2002 ).



2.2.6.Aterogenezde Hiicresel Olaylar
Endotel Hiicreleri:

Endotel hiicreleri antikoagiilan ve antiinflamatuar 6zellikleri ile damar sagliginin
devam ettirilmesinde santral rol oynar. Bu 6zelliklerin ¢ogu nitrik oksit (NO) molekiilii
araciligi ile olur. NO, endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz enzimi (NOS) kontroliinde
sentezlenir ve c¢ok sayida anti-aterosklerotik oOzelliklere sahiptir. NO, endotel
hiicrelerinde giiclii platelet agregasyon inhibitorii olarak davranir. NO, interselliiler
adezyon molekiili-1 (ICAM- 1), vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1), P-
selektin ve monosit kemoataraktan protein-1 (MCP-1) gibi inflamasyonda rol alan
maddeleri kodlayan genlerin ekspresyonunu kaldirarak intimaya inflamatuvar hiicre
girisini azaltabilir. NO’nun intimaya lipid girisine azaltabilecegine dair bazi kanitlar
vardir. Aterosklerozun en erken saptanan belirtisi farmakolojik veya hemodinamik

uyariya cevaben NO saliniminin azalmasidir (Topol, 2008).
Damar Diiz Kas Hiicreleri:

Saglikli erigkin arterlerinde damar diiz kas hiicreleri ¢ogunlukla damar tonusunu
diizenledikleri medyada bulunur. Bu nedenle medyadaki diiz kas lifleri biiylik oranda
miyozin, a-aktin ve tropomiyozin gibi kontraktil proteinler igerir. Bu kontraktil
fenotipin devamli ekspresyonu diiz kas hiicre membranlarinda integrinler araciligi ile
etki yapan medyadaki ekstraseliiler proteinler ile devam ettirilir. Bununla beraber
aterosklerozda hiicreler aktive makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan iiretilen
sitokinler ile etkilenir. Bu etki altinda diiz kas hiicreleri intimaya go¢ eder ve kontraktil

proteinlerde azalma, sentetik organellerde belirgin artma olusur (Ozcan, 1997).
Makrofajlar:

Kanda dolasan monositlerden koken alirlar. Endotel altinda depolandiklarinda
kopiik hiicrelerini olustururlar. Bir araya gelen ¢ok sayida kopiik hiicreleri makroskopik

olarak yagl ¢izgi goriinlimiinii verir. Yagli ¢izgilenmenin esas hiicreleridir.

Aterosklerotik plaktaki makrofajlarda serbest ve esterefiye kolesterol igerikleri

fazladir. Pek c¢ok biiyiime faktorii salarlar. Biliylime faktorlerinin yani sira pek g¢ok
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biiylimeyi inhibe eden faktorleri de salarlar. Bu durumda makrofajlar bir yandan
lezyonun olusumunu baslatirken, bir yandan da biiylimesine katkida bulunmaktadir

(Ozcan, 1997).
Trombositler:

Her aterosklerotik lezyonda bulunmalari sart degildir. Ama aterosklerozun
onemli bir sonucu olan trombiis olusumunda rol alarak akut klinik olaylar1 baglatirlar.
Protein sentezi yapamazlar. Graniillerinde koagiilasyonda rol oynayan pek ¢ok faktoriin
yani sira biiyiime faktorii ve mitojenleri depolarlar. Trombosit aktive oldugunda bu
biiyiime faktorleri salmarak aterosklerotik lezyonun ilerlemesini hizlandirirlar (Ozcan,

1997).

2.2.7. Ateroskleroz Risk Faktorleri

Ateroskleroz genler ve g¢evre arasindaki ¢ok sayida ve karmasik etkilesim
sonucu olusur. Genetik faktorler nadiren tek basina semptomatik ateroskleroza neden
olurlar. Bireyin proaterojen faktorlere cevabini ve damar duvarinin aterojen uyariya
yatkinligini siklikla genetik yapi belirler. Ancak g¢evresel faktorler hastaligin ilerleme
hizim1 belirgin sekilde etkileyerek koroner arter hastaligin gelisip gelismeyecegini

belirler.

Insanlardaki risk faktorlerinin arastirilmasma iliskin sistematik calismalar,
yaklasik olarak yiizyilin ortalarinda baslamistir. Prospektif, halk tabanli ““Framingham
Kalp Calismalar’’’, hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve diger faktorlerin
kardiyovaskiiler riskle iliskili oldugunu destekleyen Onemli kanitlar saglamistir.
Asagida Tablo 2.1 de 2013 Hipertansiyon klavuzunda yayinlanan koroner Kkalp

hastalig1 risk faktorleri yer almaktadir.
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Tablo 2.1: 2013 Hipertansiyon klavuzunda yer alan koroner kalp hastaligi risk faktorleri

1. Yas (erkeklerde >55, kadinlarda >65 veya erken menopoz)

2. Aile oykiisii (birinci derece akrabalardan erkekte 55, kadinda 65 yasindan 6nce
koroner arter hastaligi bulunmast)

3. Sigara igiyor olmak

4. Hipertansiyon (kan basinc1 >140/90 mmHg )

5. Hiperkolesterolemi (total kolesterol >190 mg/dl, LDL-kolesterol >115 mg/dl, TG >150
mg/dl )

6. Diisiik HDL-kolesterol degeri (erkeklerde < 40 mg/dl, kadinlarda <46 mg/dl)
7. Diabetes mellitus ( aclik glikoz seviyesi 102-125mg/dl)

8.Abdominal Obezite( VKI > 30kg/m? Bel cevresi erkeklerde >102 cm, kadinlarda >88cm)

2.2.7.1.Yas ve Cinsiyet

Erkeklerde 55 yas, kadinlarda 65 yas tlizeri koroner kalp hastaligi icin gii¢lii bir
risk faktoriidiir. Kadinlarda kalp ve damar hastaliklar1 (KDH) erkeklere oranla on yil
daha geg¢ ortaya ¢ikmakta, buna bagl olarak miyokard enfarktiisii (ME) ve ani 6liim gibi
ciddi komplikasyonlar da erkeklere gére daha ge¢ goriilmektedir (Engberding ve ark.
2008). Son yillarda yapilan istatistiklerde gen¢ kadinlarda da KDH’a bagli morbidite ve
mortalitede artis oldugu ve her yastaki kadinlar i¢in en 6nemli 6liim nedeni olmaya

basladig1 goriilmektedir (Engberding ve ark. 2008 ; Ford ve ark. 2007).

Franmingham Calismasina gore KDH nedeniyle 6len kadinlarin % 63’{inde olay

oncesinde bir semptom bulunmamaktadir (Engberding ve ark. 2008). Ayrica ani
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kardiyak 6lim sonucu 6len kadinlarda olay oncesinde yapisal kalp hastaligi dykiisii
olmasi, erkeklere oranla ¢ok daha azdir ( Chugh ve ark. 2009). Franmingham gibi
mevcut risk belirleme yontemleri daha ¢ok erkekler i¢in gecerli olup kadinlarda riski
oldugundan daha az gostermektedir (Shaw ve ark. 2009). Diger bir risk belirleme
sistemi olan Reynolds risk skoru ise kadinlar icin gelistirilmistir. Reynolds sistemi;
Framingham’a gore orta riskli kabul edilen kadinlarin %40’indan fazlasinda risk
grubunun artirilmasina yol agmistir (Shaw ve ark. 2009). Hem Framingham hem de
Reynolds skorlama sistemlerinin en 6nemli eksikliklerinden birisi de sadece 10 yillik
kardiyo vaskiiler (KV) riski belirlemeleridir. Oysa kisilerin 10 yil sonraki risklerini
degil, yasam boyu olan KV risklerini belirlemek ¢ok daha 6nemlidir. Bu baglamda
onlimiizdeki on yilda kardiyovaskiiler risk belirleyici olarak SNP kullanarak kisinin
koroner arter hastaligina yatkinligin1 degerlendiren genetik risk skorlama sistemlerinin

de gecerliligi sorgulanmaktadir.
2.2.7.2. Aile Oykiisii

Koroner arter hastaliginin, genetik incelemeleri diger kardiovaskiiler
hastaliklarin gerisinde kalmistir. Koroner genetik alanindaki sinirlanmanin asil nedenti;
pek cok genetik faktor, gevresel faktor ve bu faktorler arasindaki etkilesimlerin neden
olabildigine inanilan koroner arter hastaliinin kompleks bir hastalik olmasidir. Bu
faktorler arasinda aile hikayesi KAH i¢in en 6nemli bagimsiz risk faktorlerinden biridir
(Colditz ve ark. 1986; Schildkraut ve ark. 1989). Ayn1 zamanda ikiz ¢calismalar1 genetik
faktorlerin KAH’ 1 gelisimine katkida bulundugunu gostermistir (Marenberg ve ark.

1994).

Justin ve arkadaslar1 yaklagik 50 bin erkegin dahil oldugu bir ¢calismada koroner
arter ve aile hikayesi arasindaki iliskiyi incelemistir. Anjina, miyokardial infarktiis ve
50 yastan Once bir bypass ameliyat1 koroner arter hastaliginin prematiire aile hikayesi
olarak tanimlanmaktadir. Prematiire aile hikayesi olan bir kisinin koroner arter
hastaliginin bir aile hikayesi olmayan birisiyle karsilastirildiginda koroner arter
hastaligindan 6liimi % 50’ den fazla bir riskle iligkili oldugu gézlenmistir (Justin ve
ark. 2012).
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Aile calismalari, genetik caligmalar ve kan basincinin izlendigi calismalarda,
yiiksek riskli ailelerin ¢ocuklarinda da KAH gelisme riskinin yiiksek oldugu ispat

edilmistir.
2.2.7.3. Sigara Iciciligi

Her iki cinsiyet grubunda, genglerde ve yaslilarda ve tiim irk gruplarinda igilen

sigara miktar1 ile koroner kalp hastaligi arasinda giiglii bir iligki gdsterilmistir.

Sigara igme aliskanligi, iilkemizde erkeklerde azalma, kadinlarimizda ise artma
egilimindedir. Kadinlarimizda koroner kalp hastaligi mortalitesinin Avrupa iilkeleri
arasinda en yiiksek seviyede oldugu g6z Oniine alindiginda, kadinlarimizda sigara igme

egilimindeki bu artisin ciddiyeti daha da 6nem kazanmaktadir (Onat ve ark. 2001).

Sigara icme kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in tanimlanmis bir risk faktoriidiir ve
aterosklerozisin patogenezini etkilemistir. Ozellikle sigara icenlerde bulunan 2,3,7,8-
tetroklorodibenzop (TCDD) ve polisiklik arilhidrokarbonlar (PAH) aterosklerotik
plaklarda yag hiicrelerindeki makrofajlarin taginmasini tesvik ettigi kanitlanmistir.
TCDD ‘ye maruz kalan makrofajlarda hem mRNA hem de protein seviyelerinde NPC1

ifadesi azalmistir (Weiwei ve ark. 2010).

Kardiyovaskiiler sistem iizerinde tiitlin igmenin etkileri ¢okludur ve her biri
digerini etkilemektedir. Bu etkiler platalet aktivasyonu, endotel disfonksiyonu,
inflamasyon, lipid diizeyleri ve metebolizmasindaki degisimleri icerir. Bu etkiler
siklikla aktif veya pasif sigara kullanimiyla hizla dakikalar icerisinde goriiliir. Aktif ve
pasif sigara igme bazi mekanizmalar vasitasiyla kardiyovaskiiler sistemi etkiler.
Genelde pasif sigara igcmenin biyolojik etkileri aktif sigara igmenin etkileri ayni
seviyededir. Bu etkiler sinerjistikdir ve diger bilinen kardiyovaskiiler risk faktorleri ile

etkilesir.

Sigara igcmeyi birakma kalp hastaligina morbilite ve mortaliteyi azaltmada etkin
bir girisimdir. Shoji ve arkadaslarimin yaptigr bir calismada sigara kullanimi ve
sigaranin  birakilmast durumunda inflamator ve metabolik durumu degistirip
degistirmeyecegi buna ek olarak saglikli bir insanda subklinal aterosklerozisi etkileyip

etkilemeyecegi arastirilmistir. Sonug olarak subklinal aterosklerozun ilerlemesi devam
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eden sigara kullanimi1 ve LDL-C ile iligkili bulunmustur (Shoji ve ark. 2012). Gegmiste
sigara kullananlarda ise kismen inflamator aktivasyonunu geri doniisiimii ve erkeklerde

subklinal aterosklerozun ilerlemesinin engellendiginin bulunmasi ileri siiriilen bir diger

onemli faktordiir (Cire, 2012).
2.2.7.4. Hipertansiyon

Hipertansiyon kalp, beyin ve bobrek hastaliklar1 i¢in ¢ok yaygin fakat tedavi
edilebilir bir risk faktoriidiir. Mevcut bulgular kan basincinin diizenlenmesinde genetik
etkinin yaklasik %30-50’sine katkida bulundugunu ortaya koymustur (Marteau ve ark.
2005). Ancak hipertansiyon muhtemelen bir takim yatkinlik genlerinden kalitimindan
kaynaklanan ve g¢evresel faktorlere dahil olan multifaktoriyel bir bozukluktur. Olasi
aday genler renin-anjiotensin-aldosteron sistemi bilesenleri, addukin, -adrenoreseptor,

G protein altbirimleri ve G protein reseptdr kinazdir.

Anjiotensin  karaciger tarafindan iretilen ve a-globulinde bulunan
anjiotensinojen (ATG) denen oncii bir molekiilden olusur. ATG’ deki M235T, T174M
ve promotor bolgedeki bir mutasyon gibi molekiiler varyasyonlar hipertansiyonla pozitif

bir korelasyon oldugu rapor edilmistir (Li ve ark. 2004).

Endotel hucrelerinde hucre zaria bagli olarak bulunan anjiyotensin doniistiiren
enzim (ACE), anjiyotensin AI’in aniyotensin All’ye doniisiimiinii ve bradikininin
parcalanmasini saglayarak dolasimdaki homeostazda onemli rol oynar (Jalil ve ark.
2002). ACE geni insanda 17. kromozomun uzun kolunun 23. bélgesinde (17q23)
lokalizedir. Anjiotensin II kardiyovaskiiler sistemde kan basinci ve hacmini kontrol
eden onemli bir efektordiir. Anjiotensin II hiicre yiizey reseptorlerinin iki farkli tipi olan
tipl ve tipll ile etkilesir. Tip I reseptorleri anjiotensin II nin kardiovaskiiler etkilerine

tliml goriinmektedir.
2.2.7.5. Hiperkolesterolemi

Epidemiyolojik calismalarla, kardiyovaskiiler hastaliklar ile plazma kolesterol
diizeyi arasindaki direkt iliski agik olarak gosterilmistir. Yapilan biiyiik ¢alismalar, total
kolesterol, LDL, ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) plazma seviyelerindeki artigin

ateroskleroz ile iliskili oldugunu ve eger bu artmis seviyeler diisiiriiliirse aterosklerozun
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azaltildigint  gostermistir.  LDL  kolesterol yiiksekligi endotel hasar1 ve damar
duvarindaki inflamatuar yanitta artisla yakindan iligkilidir. LDL arteriyel endotele
infiltre olarak intima tabakasina geg¢mektedir. Burada oksidatif modifikasyona
ugrayarak makrofaj gociine ve kolesterol birikimine yol agmaktadir. Okside LDL’ yi
fagositoz ile alan makrofajlar kopiik hiicrelerine dontiserek siirecin devamina katkida
bulunmaktadir. Kiigiik yogun LDL partikiiller en aterojenik gruptur. Trigliseridden (TG)
zengin lipoproteinler de intima tabakasina ge¢mekte, inflamatuar siireci artirmakta ve
diiz kas hiicre proliferasyonununa ve ekstraselliiler matriks birikimine yol agmaktadir

(Ozcan, 1997).

Son bir genom boyu iliskilendirme (GWAS) meta analiz ¢aligmasi serum lipid
seviyeleri ile iliskili 95 bolge tanimlamistir (Teslovich ve ark. 2010). Genetik
polimorfizmler, degisen fonksiyon ya da bu genlerin ifadesi, MI ile iliskili bulunmustur.
Ormegin ailesel hiperkolesterolemi LDL reseptdr genindeki mutasyondan
kaynaklanmaktadir ve sonucta LDL seviyesi yiikselerek, MI riskini artirmaktadir
(Austin ve ark. 2004).

Esterlesmemis kolesterol pek ¢ok hiicre sitoplazmasinda yetersizdir. Bu ylizden
NPC hiicreleri incelenir. Ciinkii bu hiicreler kolesteroliin biiyiikk miktarlarini tasir.
Ozellikle de ge¢ endozomal ve lizozomal membranlardan kolesteroliin ¢ikisini

kolaylastirir (Coxey ve ark.1993; Bi ve ark. 2010).
2.2.7.6. Diisiik HDL-Kolesterol Degeri

HDL (Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein) kolesteroliin diisiik plazma seviyeleri
koroner hastaliginin gittikce artan bir riskle iliskilidir. HDL bir anti-aterojenik
lipoproteindir ve endotelyal ateroproktektif etkilere sahiptir. Biiylik 6l¢iide deneysel
incelemelere dayanilarak HDL nin birkag potansiyel anti-aterojenik 6zellikleri (HDL ya
da endotelyal inflamator etkiler ve anti oksidan etkiler tarafindan endotelyal nitrik oksit

tiretiminin dogrudan uyarimi gibi) ele alinmistir (Besler ve ark. 2012).

Deneysel incelemeler, makrofaj kolesterol ¢ikisinin tesviki ve HDL’nin direkt
endotelyal protektif etkileri ( endotelyal nitrik oksit {lirliniiniin uyarimi ve onarimi, anti-

inflammator ve anti-trombotik 6zellikleri) ele almistir.
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Ancak farelerde yapilan gen hedefli calismalarda artan HDL kolesterol plazma
seviyelerinin aterosklerozisi ya smirladigr ya da hizlandirdigi gosterilmistir. Bununla
beraber HDL ‘nin vaskiiler etkilerinin heterojen oldugu gozlenebilir. Ancak bu durum

KAH ve diabetli hastalarda degisebilir (Besler ve ark. 2012).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin prevalansini inceleyen birkag c¢alisma HDL
metabolizmasinin apoliprotein A-l (apoA-I) mutasyonlari, ATP baglayan kaset tasiyici
A-1(ABCAI) ya da lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) eksikligi gibi monogenik
bozukluklarla iligkili oldugunu gostermistir (Besler ve ark. 2012).

2.2.7.7. Diabetes Mellitus (DM)

Diabet, kronik hiperglisemi ile karakterize edilen komplex ve heterojen bir
hastaliktir. Diabetin kardiyovaskiiler hastalik riskini artirdig1 iyi bilinmektedir. Ozellikle
tip 2 diabet (T2D) ve koroner arter arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu ispatlayan
caligmalar mevcuttur. Ayn1 zamanda her iki hastalikta patofizyolojilerinde Ol¢iilebilir
bir genetik bilesene sahiptir. Gergekte T2D hastalarda yaklasik olarak 6liimlerin % 65’1
koroner arter hastaligi ya da inmeyle iliskilidir (Morrish ve ark. 2001). Diabet ve
ateroskleroz arasindaki iliski ispatlanmasina ragmen, bu iki hastaligi baglayan temel
mekanizma tam olarak anlasilmamistir (Milicevic ve ark. 2008). Gegmis yillarda
GWAS, T2D ile kardiyovaskiiler ozellik ilsikisini dogrulayan yaygin tek niikleotid
polimorfizmlerinin sayist ¢arpici bir sekilde artrmistir (Mohlke ve ark. 2008). Yapilan
caligmalar, NPC1 mutasyonlarmin ya da polimorfizmlerinin karaciger lipid
hemostasinin degisimine neden oldugunu ve nihayetinde insiilin direnci ve kilo alimima

yol ac¢tigin1 gostermistir.
2.2.7.8. Abdominal Obezite

Obezite, gelismis lilkeler de dahil tiim diinyada ciddi bir kamu saglig1 sorunudur
(Xi ve ark. 2012 ; Liang ve ark. 2012). Ozellikle ¢ocukluk obezitesi; hipertansiyon,
dislipidemi, metabolik sendrom ve T2D gibi pek ¢ok kardiovaskiiler risk faktoriiyle
iligkilidir (Freedman ve ark. 2009). Obezitenin altta yatan nedenleri karmasiktir ve
ozellikle asir1 kalori alimi, hareketsiz bir yasam bi¢imi ve genetik yatkinlik bu

nedenlerin temelini olusturmaktadir. Son bir genom ¢ap iliskili ¢aligma kaydi, NPCI
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geninin ¢ocukluk ve yetiskin obezitesiyle iliskili oldugunu gostermistir (Meyre ve ark.
2009). NPC1 geninin insan beyaz adipoz dokuda biiyiik 6l¢iide ifade edilmistir ( Kulyte
ve ark. 2011). Ancak insan genom cap iligkili ¢alismalar, NPC1 gen varyantlarinin kilo
almay1 nasil tesvik ettigini ele almamistir. Farelerde yapilan son bir ¢alisma, NPC1
geninin Oncelikli olarak enerji ve metabolik hemostasida bilinmeyen bir role sahip

oldugunu gostermistir (Jelinek ve ark. 2010; Jelinek ve ark.2011).
2.3. Kolesterol

Kolesterol, hayvan hiicrelerinin plazma membraninin temel bilesigi olup, burada
hiicreler ve ¢evre arasinda koruma fonksiyonunu devam ettirmektedir. Kolesterol i¢eren
membranlar daha genis sicaklik araliginda akiskanliklarii korurlar. Kolesterol
membranin akigkanligini diizenlemekte, Na+,K+-ATPaz’1in maksimum diizeyde aktivite
gostermesini ve diisiik Nat+ iyonu gecirimliligini saglamaktadir. Ayn1 zamanda tiim

steroid hormon ve safra asitlerinin Uiretiminin onci molekuliidiir.

Hiicre igerisindeki kompartmanlarin membranlarindaki kolesteroliin dagilimi
biiylik oranda farklilik gdstermektedir. Kolesteroliin konsantrasyonu sentezlendigi yer
olan endoplazmik retikulumda ¢ok diisiik olmakla beraber Golgi aygitindan trans-golgi
agma ve plazma membranina dogru gidildik¢e kolesteroliin diizeyi artmaktadir (Schulze

ve ark. 2009).

Kolesterol biyosentezi, mevcut kolesterol seviyesine baglhidir, ancak bunu
saglayan homeostatik mekanizma heniiz bilinmemektedir. Besin yoluyla gelen
kolesterol miktarindaki artis, dahili iiretimin azalmasina yol agar, besinden gelen
miktarin azalmasi da karsit sonucu dogurur. En 6nemli diizenleme mekanizmasi, hiicre
i¢inde endoplazmik retikulumdaki kolesterol miktarinin SREBP1 ve 2 (ingilizce Sterol
Regulatory Element Binding Protein, sterol diizenleme elemanina baglanan protein 1 ve
2) tarafindan algilanmasi ile gerceklesir. Hiicre i¢i kolesterol arttifi durumlarda,
SREBP1 proteini diger iki proteine baglanir: SCAP (SCAP- sterol cleavage activating
Protein) ve Insig 1. Kolesterol seviyesi azaldigt zaman Insigl, SREBP-SCAP
kompleksinden ayrisir, bu kompleks Golgi aygitina geger ve orada S1P ve S2P
(Ingilizce Site 1 Protease ve Site 2 Protease) tarafindan kesilir (bu iki proteaz enzimleri

kolesterol seviyesi diistligii zaman SCAP tarafindan aktive olurlar). Kisalip bir
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transkripsiyon faktoriine doniisen SREBP hiicre c¢ekirdegine girer ve orada bir takim
genlerin Oniinde yer alan SRE'ye (Sterol Regulatory Element) baglanarak bu genlerin
transkripsiyonunu artirir. Bu genler arasinda 3-hidroksi-3-metil-glutaril CoA rediiktaz
(HMG-CoA rediiktaz) ve LDL reseptorii genleri vardir. HMG-CoA rediiktaz hiicre igi
kolesterol iiretiminin artmasina neden olur, LDL reseptorii ise kanda dolasan LDL'in
hiicrelere baglanip tasimakta oldugu kolesterolii hiicrelere vermesini saglar ( Mabrouk

ve ark. 1994; Engstrom ve ark. 2004).

Insanlarin ve diger omurgalilarin kan dolasiminda kolesterol lipoprotein
pargaciklar1 halinde taginir. Memeli hiicreleri tarafindan kolesteroliin alimi, reseptor
aracilikli endosiozun molekiiler diizeyde anlasilmasinda anahtar model olmustur.
Kolesterol, kan dolasiminda lipoprotein patikiilleri seklinde taginma yollarindan biri
diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) reseptore bagl endositozdur (Cooper ve ark.
2006).

LDL kolesterol ve trigliseritlerin olusturdugu hidrofobik bir ¢ekirdek etrafinda
tek tabakali fosfolipid tabakasi ve apoB-100 igerir (Wang ve ark. 2005). Bu LDL
partikiilleri bir¢ok hiicre i¢in 6nemli bir kolesterol kaynagidir. LDL’nin reseptdre bagh
endositozda LDL partikiillerini taniyan LDL reseptdrleri, zar1 gecen tek bir segmente
sahip (-) yiikli glikoprotein molekiilleridir (Onat ve ark. 2002). Kandaki LDL seviyesini
hiicrelerin ylizeyinde bulunan LDL reseptorleri belirler. Bu reseptorler, plazma
zarindaki klatrin kapli ¢ukurlar denilen 6zel bolgelerde toplanirlar. LDL reseptorleri
LDL partikiillerinin fosfolipid dis tabakasinda gomiilii olan apoB proteinine baglanirlar

ve boylece reseptorler hiicrelerarasi sividan LDL pargaciklarini baglarlar.

Reseptorlere baglanan LDL partikiilleri bu ¢ukurcuklarin {lizerinde gruplasmis
olarak goriiliirler. Diger ligand reseptor sistemlerinde oldugu gibi LDL partikiillerinin
de yiizey reseptorlerine baglanip, reseptdr iceren vezikiiliin hiicre i¢ine alinig evresinde
enerjiye ihtiyag duyulur. Vezikiilin hiicre i¢ine girisi, partikiiliin reseptore
baglanmasindan 2-5 dakika sonra meydana gelir. Hiicreye girdikten sonra bu kilifli
vezikiiller 6nce klatrin kiliflarini kaybederler. Kiliflari1 kaybetmis, diizgiin yiizeyli bu
vezikiillere endozom adi wverilir. Kiliflarin1 kaybetmis olan vezikiiller erken
endozomlarla kaynasirlar ve erken endozomlarin sahip oldugu diisiik pH, LDL’nin

reseptoriinden ayrilmasint saglar. Yeni olusan bu iri vezikiilin i¢indeki LDL
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partikiiliinden ayrilmis olan reseptorler, bir tomurcuk olusturarak vezikiilden atilir ve
hiicre zarma geri donerler (Cooper ve ark. 2006; Schulze ve ark. 2009; Lodish ve ark.
2011). Asagida Sekil 2.1’de LDL’nin endositozu gdsterilmistir (Liu ve ark. 2007).
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Sekil 2.1. LDL’nin endositozu (Liu ve ark. 2007)
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Hiicre lizozomlarindaki hidrolitik enzimlerle apoB aminoasitlere ayrilir ve sitozole
verilir. Ge¢ endozomlarda ve lizozomlarda LDL partikiiliinde yer alan ester kolesteroliin
lizozomal kolesterol esteraz gibi asit lipazlar tarafindan hidrolizi sonucu serbest
kolesterol olusmaktadir. Olusan serbest kolesterol, LDL reseptor sentezini azaltarak
hiicre icerisine fazla kolesterol alinmasini, HMG-CoA rediiktaz ekspresyon aktivitesini
artirarak serbest kolesteroliin ester seklinde hiicre icerisinde kalmasini diizenlemektedir
(Onat ve ark. 2002; Lodish ve ark. 2011). Lizozomlarda yikilamayan LDL kaynakli
olan kolesteroliin tam olarak a¢iklanamamis bir mekanizma ile plazma membranina
veya tekrar esterlesme iglemininin gergeklestirildigi endoplazmik retikulume tasindigi
bildirilmektedir. Bu mekanizmada NPCI1/NPC2 tagima sisteminin rol oynadig:
bildirilmektedir (Schulze ve ark. 2009).

2.3.1. Kolesterol ve Lipid Baglayici Proteinler

Kolesteroliin yikim1 ve taginmasi i¢in golgiden bagimsiz vezikiiler taginma, zara
gomiilii proteinlerin aracilik ettigi zarlarin birbirine dogrudan temasi ile tasinma ya da
kiigiik, ¢oziinebilir lipit tastyici proteinlerin aracilik ettigi tasinma olmak tizere 3 farkl
mekanizma Onerilmektedir (Lodish ve ark. 2011). Membranaktif proteinler lipid
molekiillerine baglanabilir, lipidleri proteinlere veya hedef mambranlara tasiyabilir ve
lipid tabakalarim1 sec¢ilimli olarak yikabilirler. Bunlar baglanma ozellikleri, hiicrede
bulunduklar1 bolge (sitoplazma, sitoplazma dis1 ve hiicre i¢1 6zellikleri), fonksiyonlari
acisindan farklilik gosterirler. ABCA1, NPC1, NPC2 gibi kolesterol baglayici proteinler
lipid baglayici proteinlerdendir.

ATP-Baglayict Kaset Tasiyict Protein (ABCAI)

ABCALl, yapt bakimindan birbirinin benzeri olan iki boliimde toplam 2261
amino asitten olusan bir integral membran proteinidir. Her bir boliim ATP’yi enerji
kaynagi olarak kullanan 1 niikleotid baglanma bolgesi ve 6 tane transmembran heliksi
icerir. Membranlarin veya lipoproteinlerin endozomal/lizozomal yikimi sonucu
kolesterol agiga c¢ikmaktadir. Bu aciga cikan kolesterol daha sonra endoplazmik
retikulumlarda bulunan asetil CoA kolesterol agiltransferazlar (ACAT) tarafindan

esterlestirilirler. ABCA1 nin esterlesmis olan bu kolesteroliin hiicre disina tasinmasinda



21

gorev aldigr diistiniilmektedir ( Oram, 2002). Yapilan birgok caligma tiim aterojenik
lipoproteinlerin etkili ACAT aktivatorii oldugunu ispatlamistir.

Niemann-Pick C1 Proteini (NPC1)

NPC1 geni 1278 aminoasit kodlayan, 47 kb biiyiikliigiinde 25 ekson igeren bir
gendir (Carstea ve ark.1994). Membrani bir bastan bir basa kat eden 6ncelikli olarak 13
transmemembran bolge, ge¢ endozomlarin membranlarinda bulunan ti¢ biiyiik hidrofilik
lop ve bir de kiigiik sitoplazmik kuyruk igeren, biiyiik transmembran glikoproteindir
(Subramanian ve Balch, 2008; Ioannou, 2005 ). Bu 13 boélgeden 5’1 sterol tanima
bolgesini olusturur. NPC1’in igerdigi sterol tanima bolgesinin sterol metabolizmasinda
gorev alan SCAP (Sterol Diizenleyici Element Baglayici Protein (SREBP)) ayirici-
aktive edici protein) ve 3-hidroksi-3-metil-glutaril CoA rediiktaz ( HMG-CoA rediiktaz
)’1n sterol tanima bolgesi ile yapt bakimidan benzer oldugu belirlenmistir ( Vance ve

ark., 2005 ). Sekil 2.2’de NPC1’in yapis1 ve membrandaki konumu gosterilmistir.

N-terminal

— .
Lisin Fermuar limen

.....

sitozol

Sterol tanima bidlgesi .
C-terminal

Lizozomu
hedefleven
bilge

Sekil 2.2: NPC1’in yapis1 ( Vance, 2006 )
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Membran lipid kolesterolii endositik membran yoluyla endozomlara ulasabilir.
Kolesterol ve kolesterol esterleri reseptdr aracili endositoz yoluyla farkli hiicre tiplerine
LDL ya da HDL olarak girebilir. Lipoproteinler ge¢ endozomlara dagitilmaktadir ve
burada kolesterol esterler hidroliz edilmektedir. Serbest kalan kolesterol NPC2
tarafindan baglanmakta ve endozomal sistemden c¢ikmasi i¢in NPC1’in kolesterol
baglayan bir yerine transfer edilmektedir (Cheruku ve ark. 2006; Babalola ve ark. 2007
;Infante ve ark. 2008).

NPC1 protein ge¢ endozomlarda bulunan bir membran proteini olup
hiicreleraras1 kolesterol trafigini diizenler. NPC1 geninde olusan bir mutasyon sterol
diizenleyici proteinin bozulmasina yol acar. Sonugta organlarin kolesterol muhtevasi ve
plazma lipitleri artar. Genetik heterojenite son zamanlarda ortaya konulmustur. Major
genin haritas1 18q11-q12 bolgesinde bulunmaktadir (Carstea ve ark.1994). Sekil 2.3°de

kromozom 18’in polimorfik noktalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Kromozom 18.

Koroner kalp hastaligi, genetik yatkinliga bagli ve damar duvari i¢inde hiicresel
anomalilerle bir dizi molekiiliin yol ac¢tig1 risk faktorlerin birikimiyle gelisir. Yag
hiicrelerinin ya da aterosklerotik plaklarin olusumu koroner kalp hastaliklarina yol agan
ayirt edici bir kanit oldugu belirlenmistir. Aterosklerotik lezyonlarda yag hiicreleri,
makrofajlardan ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden (VSMC) kaynaklanir (Guyton ve ark.
1996). Endositik yoldan gelen serbest kolesteroliin dagitimi plazma membran1 ve
endoplazmik retikulumun ge¢ endozomal Niemann-Pick tip C1 protein (NPC1)
kordineli hareketlerini gerektirir. ABCA1’de meydana gelen mutasyon, NPC1 proteinin
inaktivasyonu ile ge¢ endozom ve lizozomlarda lipid birikimiyle sonuglanmaktadir
(Wang ve ark 2007).
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NPC1’in biyolojik fonksiyonuna bakildiginda, NPC1’in plazma membran1 gibi
hedef membranlarla ve endoplazmik retikulumle birlesme yetenegine sahip olan
kolesterolce zengin vezikiillerin olusumunu saglamak icin ge¢ endozomlarda yer alan
kolesterolii topladigr ve lizozomlardan disar1 tasidigi disiiniilmektedir (Sayre ve
Liscum, 2007; Ioannou, 2000). Davies ve arkadaslarinin yaptiklari calismalar NPC1’in
permeaz aktivitesine sahip bir transmembran akis pompasi oldugunu ortaya koymustur

(Davies ve ark., 2000).

Bugiline kadar farkli toplumlarda NPC1 geni ve koroner arasinda baglanti
calismalar1 yapilmigtir. Weiwei ve arkadaslari Cin’de yasayan bir toplumda (873
koroner hastasi ve 864 saglikli birey) NPC1 geninin +644 A—G polimorfizminin
genotip ve allelik siklik dagilimlarini incelemislerdir. +644 A—G polimorfizminin
genotip ve allel siklig1 bakimindan koroner ile baglantili oldugu gosterilmektedir. Bu
calisma +644A>G, NPC1’in yaygin bir varyanti oldugunu ve koroner arter hastalarinda
azalan bir riskle iliskili oldugunu gostermektedir. Sigara icenlerde NPC1 GG tastyanlar,
AA ve AG tasiyanlarla karsilastirildiginda koroner kalp hastaliginin azalan bir riskine
sahiptir (Weiwei ve ark. 2010). +644 A—G, NPC1 proteininde bulunan 215. kodonda
histidin aminoasitin arjinin aminoasitine doniisiimiiyle yanlis anlamli bir mutasyona

neden olmaktadir.
Niemann-Pick C2 Proteini (NPC2)

NPC2, NPC2 geni tarafindan kodlanan ¢oziinebilir lizozomal bir glikoproteindir.
Calismalar bu kiiclik c¢oziinebilir proteinin lizozom liimeninde bulundugunu
kanitlamistir.  Ilk olarak insan epididimislerinde ©nemli bir protein oldugu
tanimlanmistir. Ayrica islevinin belirsiz oldugu ekstraselliiler sivilarda da bulunmustur (
Dixit ve ark. 2007 ). Dixit ve arkadaslarinin yaptiklari in vitro ¢alismalarda NPC2’nin
sadece kolesterole degil bunun yaninda oteki sterollere de baglanabildigini ve
kolesterolii fosfolipid membranlara tasiyabildigini ortaya koymustur. Mutant farelerin
genetik ve fenotipik incelemeleri ayni yolun farkli asamalarina katilan NPC1/NPC2’nin
ya bir ya da her ikisinin eksikligini ortaya koymustur. NPC2’nin kolesterolii limen
icerisinde yer alan membranlardan veya agregatlardan NPC1’e dogrudan ya da
lizozomal membranlarin sayesinde transfer ettigi ve NPCI1’in kolesterolil

endozomal/lizozomal sistemden disariya tagidigi diistiniilmektedir ( Dixit ve ark. 2007 ).
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2.4. Ateroskleroz Genetigi

Sadece birlesik devletlerde her yil 300 binden fazla insan kardiyak bir sebepten
ani bir sekilde olmektedir. KAH, ani kardiyak oliimiin en Onemli sebebini temsil

etmektedir (Zipes ve ark. 1998).

KAH gibi kompleks insan hastaliklartyla iligkilendirilen genleri; hastaliga neden
olan genler, yatkinlik genleri ve hastalik baglantili genler olarak ii¢ biiyiik kategoride

siniflandirabiliriz.

Hastaliga neden olan genler; mutasyon oldugunda hastaligin patogenezinden
dogrudan sorumlu olan genlerdir. Bu durumda mutasyonlar agik¢a belirlenebilir ya da
hastaligin asil nedeni olarak tahmin edilir. ilk hastaliga neden olan gen (miyosit artirici
faktor 2A) MEF2A’nin tamimlanmas1t KAH ve MI’ nin patogenezinde yeni bir sinyal
yolunu ortaya ¢ikarmistir ve hastaligin erken bir tetikleyicisi olarak endotelyumun
gelismesini  ya da anormal fonksiyonunu kapsamaktadir. Plazma lipid
konsantrasyonlari, 6zellikle LDL‘nin koroner hastaligina katkida bulundugu uzun
zaman Once belirlenmistir. Bir takim monogenik ya da mendeliyen lipid bozukluklar
bireylerde ve ailelerde karakterize edilmistir. Lipoprotein metabolizmasinin 6nemli
diizenleyicileri olarak ortaya cikan genlerde nadir varyasyonlarla baglantihidir. Bu
genlerden bir tanesi de NPC1’dir. Pek ¢ok hiicrenin sitoplazmasinda esterlesmemis
kolesterol sinirhidir. Niemann pick C hiicreleri kolesteroliin biiyiik ¢ogunlugunu tasir ve
ge¢ endozom/lizozom (LE/L)’ lardan cikisim1 saglar (Coxey ve ark. 1993; Bi ve
ark.2010). NPC1 bilinmeyen bir mekanizmayla LE/L’ nin sinirli membranlarindan
gelen kolesteroliin ¢ikisim1 kolaylastiran kolesterol baglayan bir membran proteinidir

(Infante ve ark. 2008; Kwon ve ark.2009; Prinz,2010; Vance ve ark. 2011).

Niemann Pick tip C hastaligi (NP-C), ilk olarak 1914 yilinda Albert Niemann
tarafindan cocuklarda sinir hiicrelerinin (néron) bozunmasina neden olan bir hastalik
olarak belirlenmistir. Progresif mental ve motor retardasyonu olan 18 aylik bir kiz
cocukta tanimlanmig, Pick ise hastaligin karisan diger antitelerden ayirdedilmesini

saglamistir (Swaiman ve ark.1999). Crocker ve Farber 1958 yilinda heterojen bulgular
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gosteren bu hastaligir dort sinifa ayirmislardir (Pentchev ve ark. 1995). Niemann-Pick
Tip A ve B'de sfingomyelinaz eksikligi gosterilirken, Niemann-Pick Tip C ve Tip D'de
ise sfingomyelinaz degerleri normal veya normale yakin smirlardadir. NP-C bebekleri,
cocuklart ve 50 yasa kadar ve hatta iistiindeki yetiskinleri etkileyebilen asir1 nadir bir
hastaliktir. Mevcut tahminlere gére NP-C tiim diinyada yaklasik ayn1 oranda olmak

tizere her 150,000 canli dogumda bir goriilmektedir.

NP-C hastaliginda, hiicre i¢i yaglarin (lipidler) normal hareketliligi
kisitlanmaktadir. Tiim hiicrelerin yap1 ve fonksiyonlarinda ¢ok 6énemli roller oynayan bu
yaglar (0zellikle kolesterol ve glikosfingolipidler), geri doniistiiriilmek ya da yeniden
kullanilmak yerine beyin, karaciger ve dalak gibi viicudun c¢esitli yerlerinde
birikmektedir (Ory, 2000 ). Beyincikteki purkinje hiicrelerinin kaybi ve siskinlesmis
aksonlar NPC’nin Kkarekteristik histolojik bir belirtisidir (Vance, 2006). Erken
cocuklukta ge¢ endozom ve lizomlarda biyokimyasal olarak esterlesmemis kolesteroliin

birikimiyle karakterize edilen nérodejeneratif bir hastaliktir (Vanier, 2010).

NP-C, otozomal resesif bir hastaliktir. Bir kromozomunda mutasyona ugramis
bir gen ve digerinde normal bir gene sahip bir kisi NP-C hastas1 olmayacak ancak NP-C
tasiyicisi olacaktir. Bu nedenle, kendileri ¢ok saglikli olsalar da hastaligi ¢ocuklarina
gecirebilirler. Mutasyona ugramis genin, biri anneden ve digeri de babadan alinmis iki
kopyasi, bir ¢cocugun kalitimsal olarak NP-C hastas1 olabilmesi anlamina gelmektedir.
NPC1 olarak adlandirilan genetik lokiisiin 18. Kromozomda yerlestigi ve NPC
olgularinin %95'inden sorumlu oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Carstea ve
ark.1997). % 5’inde ise NPC2 proteinini kodlayan gende (14q24.3) mutasyon oldugu
gosterilmistir (Demir ve ark., 2005). NPC1 mutasyonel profili son derece heterojen
olmasima ragmen, NPCI1 allellerin neredeyse % 70’1 NPC1 geninin kodlanan bolgesi
boyunca yayillan nokta mutasyonlardan kaynaklanir. Kodon yer degistirmeleri
sonucunda proteinin dogru katlanmasi etkilenebilir (Runz ve ark. 2008). NPC1 proteini,
endozomal sistemden kolesteroliin taginmasi i¢in temel olan transmembran bir

proteindir (Carstea ve ark.1997; Park ve ark. 2003).

Hastaligin heniiz kesin bir tedavisi olmamakla birlikte cesitli tedavi yontemleri
denenmektedir. Hastaligin tedavisinin gelecekte genetik defektin diizeltilmesi ile

sonuglanacak gen terapisi ile saglanacagi umut edilmektedir (Unay ve ark., 2003).
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NP-C hastaliginda oldugu gibi Ailesel hiperkolesterolemi ve Tangier
hastaliginda da hastaliga neden olan genler tanimlanmigtir. Bu hastaliklarin her ikisi de
KAH ve prematiire aterosklerozisin riskini artirir. LDL reseptor gen (LDLR)’deki
mutasyonlardan dolay1 ailesel hiperkolesterolemi (FH) prototipik 6rnektir. Hastalik asil
olarak otozomal dominant hiperkolesterolemi ve premature koroner arter hastalikli
bireylerde karakterize edilmistir (Goldstein ve ark. 2009). Homozigot FH’ 11 bireyler
cocuklukta ya da erken yetiskinlikte LDL-C’nin asir1 yiiksek seviyeleri ve gelisen
semptomatik koroner hastaliga sahiptir. Ailesel hiperkolesterolemi, LDL reseptor geni
mutasyonundan kaynaklanan otozomal dominant gecisli bir hastaliktir (Goldstein ve
ark. 2009). Otozomal dominant hiperkolesterolemili diger ailelerde yapilan baglanti
caligmalar1 APOB ve (Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin 9) PCSK9 gibi genlerde
nedensel mutasyonlar1 agiga c¢ikarmistir. Birkag mendeliyen randomizasyon calismast,
LDL-C ve koroner hastalik arasindaki nedensel iliskiyi dogrulamistir. PCSK9 geninde
meydana gelen nonsense mutasyonlar plazma LDL konsantrasyonunu onemli sekilde
azaltir. Afrika Amerikan toplumunda koroner kalp hastalifinin azalan insidansiyla
iligkili oldugu gézlenmistir (Cohen ve ark. 2005; Cohen ve ark. 2006). Benzer sekilde
Avrupa amerikalilarda PCSK9 genindeki yaygin bir missense mutasyon, LDL-C’nin
daha disiik seviyeleriyle iliskili oldugu gosterilmistir (Cohen ve ark. 2006 ; Kathiresan
ve ark. 2008). Daha fazla sistematik GWAS ¢alismasinda, 11 bolgede bulunan SNP’ler
LDL-C seviyeleriyle ilskilidir ve ayn1 zamanda koroner arterlerle iliskili oldugu rapor

edilmistir (Willer ve ark. 2008).

Tangier hastaligi, rediculoendotelyal sistemde kolesterol esterlerinin
depolanmasi ve plazmadan gelen HDL kolesteroliin yokluguyla karakterize edilen nadir

bir hastaliktir. Tangier hastaligini olusturan gen ABCAI1 olarak tanimlanmistir

(Bodzioch ve ark. 2009; Brooks-Wilson ve ark. 1999).

Ailelerde hastaligin  ailesel kiimelenmesi tanimlanmustir.  Ikizler, bu
kiimelenmenin nedenini arastirmak i¢in ¢ok 6zel bir kaynag: temsil eder. Monozigotik
ikizler, ayni ¢evre ve yas1 paylasir neredeyse onlarin tiim genleri aynidir. Dizigotik
ikizler ise parcalanan genlerin ortalama % 50’sini paylasir. Onlar ayn1 zamanda gen ve
cevre etkilesimlerinin 6nemini aragtirmak i¢in miikemmel bir kaynaktir. Yapilan ikiz

arastirmalarinda goreceli tehlike tahminleri, monozigotik ikizlerde dizogotik ikizlerin
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yaklasik iki katidir. Yaklagik 174.000 ikizi igeren genis bir toplum temelli ikiz
calismasi, lipid iligkili yollardaki genetik varyantlari ve KAH riski analiz etmistir.
Sonuglarda ABCA1’in bir varyantinin KAH riskiyle zayif iligkili oldugu rapor
edilmistir. Sonuglar ¢elisebilir fakat son mendeliyen randomizasyon c¢alismalar1 plazma
HDL kolesterol seviyelerinin KAH i¢in nedensel bir faktér olmadigini géstermistir
(Voight ve ark. 2012; Haase ve ark. 2012).

Yatkinlik genleri ise hastaligin gelisme riskini artirir ya da azaltir. Diger genetik
ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle hastalifa neden olabilir ya da olmayabilir. Bireyler i¢in
yatkinlik genleri hastaligin gelismesinde ve prognozisinde daha az tahmini degere
sahiptir. Koroner arter hataliginda yatkinlik genleri tanimlamak igin siklikla kullanilan
metot aday gen hasta-kontrol iliskili ¢alismalar olmustur. Tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) bir grup hasta ve kontrollerin gen ve genotipinde belirlenmistir. SNP allel ya da
genotiplerin frekanslari daha sonra analiz edilmistir. Eger hastalifin meydana gelisi

hastalarda 6nemli sekilde farkliysa kontrollerden allel ya da genotip hastalikla iliskilidir.

KAH, yatkinlik genlerini tanimlamak icin sayisiz durum kontrol ¢alismalari
yuritiilmiistiir (Shen ve ark. 2004 ; Wang ve ark. 2000). Ailesel kombine hiperlipidemi
(FCHL), KAH’ I1 hastalarin yaklasik % 20’sini temsil eder ve serum total kolesteroliin
ya da trigliseridin yiikselen seviyesiyle karakterize edilir. Fin populasyonunda FCHL
yatkin bolge kromozom 1q21-23’de haritalanmistir (Pajukanta ve ark 1998).
Transkripsiyonel faktor gen (USF1), bir transkripsiyonel faktorii kodlar ve ABCAI,
apoliproteinler CIII, All, E’yi de igeren glikoz ve lipid metabolizmasma dahil olan

genleri diizenler (Pajukanta ve ark. 2004).

Hastalik baglantili genler, hastaligin molekiiler biyolojisi, mikro dizisi ya da
proteomik analizlerle baglantili olan genlerdir. Baz1 hastalik baglantili genler hastalik
biyomarkerlar1 olarak hizmet edebilir. Koroner arter hastaligi ile baglantili olan genlerin

ifadesini tanimlamak i¢in yeni genomik ve proteomik yaklasimlar baglatilmistir.

KAH ile ilgili olan ilk genetik risk varyantt 2007°de 9p21 bdlgesinde
tanimlanmistir. Bagimsiz ve es zamanh bir sekilde yapilan arastirmalar KAH’1 artiran
bir risk ile iligkili olabilecegini belirlemistir ( McPherson ve ark. 2007 ; Helgadottir ve
ark. 2007). Kisa bir siirede tiim diinyada birka¢ grup tarafindan 9p21° in KAH ig¢in bir
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risk varyanti oldugu teyit edilmistir ve KAH i¢in 11 diger genetik risk varyanti
haritalamayla takip edilmistir (Dandona ve ark.2010). Dahasi bdlgedeki SNP’ler
koroner hastalikla iligkili fakat herhangi bir geleneksel kardiovaskiiler risk faktorleriyle

iliskili degidir.

Oniimiizdeki on yil icinde genis ailelerle yapilan baglant1 analizlerinde koroner
arter hastalifina neden olan yeni genlerin tanimlanmasina taniklik edilecegi
ongoriilmektedir. Ylzlerce kiigiik cekirdek ailelerle yapilan genom-cap iliskili
caligmalar ve baglant1 analizleri aterosklerozda yeni yatkin genlerin tanimlanmasina

katkida bulunacaktir.

Koroner arter hastaligi ile baglantili oldugu diisiiniilen bazi polimorfizmler Tablo

2.2 ’de verilmektedir.
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Tablo 2.2. Koroner arter hastaligi kolesterol metabolizmasi ile ilgili oldugu

diistiniilen baz1 genler ve polimorfizmleri

Polimorfizm

Apoliprotein B (ApoB) gen mutasyonlar1

Kathiresan ve ark. 2008

PCSKO9 geni

Cohen, 2005; Cohen ve ark. 2006,

LDL reseptor gen mutasyonlari

Austin ve ark. 2004. Goldstein ve ark.
2009

Nieaman pick C1 NPC1 geni

Meyre ve ark. 2009, Kulyte ve ark. 2011
Jelinek ve ark. 2011, Weiwei ve ark.
2010

Nieaman pick C1-like 1 (NPC1L1) geni

Eliana ve ark. 2010

Nieaman pick C2-like NPC2 geni

Vanier ve Millat, 2004

apoA-1, LCAT

Besler ve ark. 2012

ABCAI ABCGI1 gen mutasyonlari

Wang ve ark 2007, Bodzioch ve ark.
2009, Besler ve ark. 2012

Transkripsiyonel faktor gen (USF1)

Pajukanta ve ark. 2004

SREBP

Vance ve ark. 2005, Elizabeth ve ark.
2005

HMGCoA rediiktaz geni

Brown,1999 ; Gil,1985
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Gaziosmanpasa Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kardiyoloji
Anabilim Dalinda Temmuz 2011 - Nisan 2012 tarihleri arasinda arasinda gogiis agrisi
yakinmasi ile bagvuran ve koroner anjiyografi yapilmas: planlanan hastalar alindi.
Koroner Arter Hastalig1 (KAH) tanis1 konan 100 hasta (77 erkek, 23 kadin) ve kontrol
grubu olarak saglikli 100 birey (64 erkek, 36 kadin) ¢calisma grubunu olusturmustur.
Hasta ve kontrol grubundaki bireylerden ¢alismamiza dahil edildiklerine dair izinleri
alindi. Koroner arter hastalar1 ve kontrol grubundaki bireylerin ¢alismaya dahil edilip
edilmeme kriterleri Tablo 3.1.°de verilmistir. Bu c¢alisma i¢in, Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Komisyonun’dan
01.09.2011 tarihinde 11-BADK-087 kayit numarasi ile onay alinmis ve Bilimsel
Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 2011/01-38 proje numarasi ile
desteklenmistir. Calismanm tamami Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Biyoloji ve

Genetik Laboratuvari’nda yapildi.
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Tablo 3.1. Hastalarin ve kontrol grubundaki kisilerin arastirmaya dahil edilme ve

edilmeme kriterleri

Dahil Edilme Kriterleri

Arastirmanin hasta grubu icin dahil etme olciitleri;
1. Koroner tanis1 konmus hastalar,
2.Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi,

3. 18 yasindan biiyiik olmasi,

Arastirmanin kontrol grubu icin dahil etme o6lgiitleri;
1. Koroner tanis1 almamis olmak,
2.Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamis olmasi,

3. 18 yasindan biiyiik olmasi,

Dahil Edilmeme
Kriterleri

Arastirmanin hasta grubu i¢in dahil etmeme ol¢iitleri;
1. Koroner tanist almamis olmak,
2.Yazil bilgilendirilmis olur formunu imzalamamis olmasi,

3. 18 yasindan kii¢iik olmasi,

Arastirmanin kontrol grubu i¢cin dahil etmeme
olgiitleri;

1.Yazil1 bilgilendirilmis olur formunu imzalamamig
olmas1

2. 18 yasindan kii¢iik koroner tanisi1 almig olmak
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3.2. Calismada Kullanilan Arag¢ Ve Geregler
3.2.1. Aletler ve Cihazlar

1. PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)
2. Elektroforez Tanki1 (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
3. Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific, EC 300 x L)
4. Jel Goriintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
5. Bilgisayar (Exper, Intelcore2)
6. Manyetik Karistiric1 (Velp Scientifica,F20520162)
7. Mikrodalga Firin (Argelik Intellowave, MD 554 )
8. Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)
9. Mikrosantrifiij (Mikro120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)
10. Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)
11. Mikropipet Seti (Thermo Scientific )
12. Etiiv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )
13. Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)
14. Buzdolab1 (Vestel, BZP-L3302W)

15. pH metre (IHANNA, 507702)



3.2.2. Kimyasal Maddeler
1.Proteinaz K (Fermantas, 10t:00084676)
2.Lizis soliisyon( Fermantas, 10t:00084606)
3.Wash Buffer I (Fermantas, lot:00097676)
4. Wash Buffer 1l (Fermantas, lot:00084624
5.Elution Buffer (Fermantas, 1ot:00084630)
6. Taq polimeraz (Fermentas, Lot:00099921 )
7. Nco | (Restriksiyon Enzimi) (Fermentas, Lot: 00083925)
8. Primerler 644 A/G (1205291909-1)

644 A/G ( 1205291909-2)

9. Agaroz (Biomax, Lot: 104514R)
10. Nusieve (Prona (Gamma Micropor) Lot: 12505PR)
11. pUC mix marker (Fermentas, Lot: SM 0303 )
12. Loading dye (Vivantis, Lot: 4011)
13. 100 mM dNTP set (Fermentas, Lot: 00070408)
14. Trisma Base (Amresco, Lot: 1621726)
15. Borik Asit (Amresco, Lot: 111110 625)
16. EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)
17. Ethidium Bromide (Serva, 090107)

18. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel-de Haen, Lot:70440 UN 1823)

33
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3.2.3. Cozeltiler
EDTA Soliisyonu (0,5 M)Hazirlanisi

18,16 Na;EDTAX2H,0 80 ml distile su igerisinde manyetik karistirict ile
karistirildi. Coziilmenin olusabilmesi i¢in 2,0 g NaOH karisma eklendi (pH: 8,0 olacak).
pH ayarlamasi HCI ile yapildi ve 100ml’ye tamamlandi (distile su ile). Hazirlanan

EDTA soliisyonu, otoklavlanip oda sicakliginda saklandi.
5XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

54 ¢ Trisma Base, 27,5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile su igersinde
manyetik karistirici ile karistirildi. Homojen olunca 1 litreye distile su ile tamamlanarak

¢oOziildii. Cozelti oda 1s1sinda saklandi.
Etidyum Bromid Soliisyonu (10mg/ml)

0,1 g Etidyum Bromid 10ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik
karistiricida karistirildi. Kullanilacak tiipler aliiminyum folyo ile kaplandi. Hazirlanan

soliisyon +4°C’de saklandi.
Elektroforez Yiiriitme Tamponu
5X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1X TBE hazirlandi.
%2’lik Agaroz Jel (100ml)

2 g agaroz, 100 ml 1XTBE erlenmayer igerisinde karistirilip mikrodalga firinda
1,5 dakika 1sitildi. Hafif sogumasi beklenerek (yaklasik 60-70°C) 3ul Etidyum bromid
(10mg/ml) eklenip hizli bir sekilde iyice karistirildi ve yiikleme yapilacak taraklari

hazirlanmis olan kasete dokiildii.



3.3. Yontem
3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu
Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi

1. Genomic DNA Purification Kit (Fermantas) (iirtin no:00098151)
2. Filtreli tiipler
3. Receiver tiipleri
4. Epphendorf tiipleri
5. Proteinaz K
6. Lysis solution
7. Ethanol (96-100%)
8. Wash buffer |
9. Wash buffer Il
10. Elution buffer
11. Otomatik pipetler (10-100 pul ve 100—1000 pl)
12. Steril sar1 ve beyaz pipet uglari
13. 1.5 mI’lik Eppendorf tiipleri
14. Vorteks (Heidolph Reaks Top)
15. Santrifiij (Sigma 1-15)
16. Su banyosu (Niive BM 302)

17. Steril eldiven
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EDTA’lW tiipe aliman periferik kan lenfositlerinden DNA izole edilmistir.
izolasyon Fermentas Genomic DNA Purification Kit ile gergeklestirildi. EDTAT1
tiiplerden 200 pl kan eppendorf tiiplere aktarildi. Uzerine 20 ul proteinaz K ve 400 ul
Lysis buffer A eklenerek 7-8 saniye vortekslendi. 56 °C su banyosunda 10 dakika
inkiibe edildi. Spin filtreler, Recevier tiiplerine yerlestirildi. Daha sonra iizerine 200 pl
ethanol (% 96-% 100) eklendi, 7-8 saniye vortekslendi ve filtreli tiiplere aktarildi. Daha
sonra iizerine 500 ul Wash Buffer I eklendi. Bu filtreli tiipler 8000 rpm de 1 dakika
santrifiij islemi gerceklestirildi. Santrifiij islemi bitiminde filtreler Recevier tiiplerinden
c¢ikarildi ve recevier tiipleri bosaltildi. Filtreler tekrar Recevier tiiplerine yerlestirildi ve
filtrelerin lizerine 500 pl Wash buffer II eklenerek tekrar santrifiije yerlestirildi.12000
rmp de 3 dakika santrifiij islemi uygulandi ve tekrar Recevier tiipleri bosaltildi. Santrifiij
islemi bitiminde Recevier tilipleri bosaltilarak filtreler Epphendorf tiiplerine alindi. Bu
islem bitimi sonucunda Elution buffer her 6rnek i¢in 200 pl olmak iizere filtrelerin
tizerine birakilarak 8000 rpm de 1 dakika santrifiij yapilarak DNA izolasyon asamasi
bitirildi.

3.3.2. DNA’nin Kalitatif Tayini

1,2 g agaroz, 60ml 1XTEB igerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii, 60°C’ ye kadar
sogutulduktan sonra 1,8ul EtBr (10mg/ml) eklendi. Sivi haldeki jel, taraklar
yerlestirilmis olan agaroz jel elektroforez kabina dokiilerek donmaya birakildi. 1-2ul
DNA, toplam hacim 4pl olacak sekilde 10X yiikleme tamponu ile karistirilarak jele
yiiklendi. Ornekler 1XTEB tamponu igerisinde, 120 voltta(v) 20 dakika yiiriitiildiikten

sonra jel, UV altinda incelendi ve genomik DNA’nin kalitesi analiz edildi.

3.3.3. DNA’min Kantitatif Tayini

Cift zincirli DNA preparasyonlarmin yaklasik safligt 260/280 nm’deki

absorbanslarin oraniyla (Azgo/Azg0) belirlemek miimkiindiir. Saf ¢ift zincirli DNA igin
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AgsolAzgy =1,8dir. Saf RNA’ninki 2 civarinda, proteininkide 1’den kiigiiktiir.
DNA’larin derisimleri, 260nm dalga boyunda okunan OD degerinin, sulandirma

katsayisi ve DNA katsayisi ile ¢arpilmasi sonucu pg/ml cinsinden belirlendi.

DNA (pg/ml) = A260 X Sulandirma oran1 X 50 (katsay1)

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Pzr) Teknigi

PZR, DNA iizerindeki spesifik bolgeleri cogaltmak amaci ile kullanilan ve
cogunlukla 10 kb’a kadar DNA parcalarinin ¢ogaltilmasini saglayan in vitro bir
yontemdir ( Ozalpan ve Unsal, 2008).

PZR, hedef DNA veya RNA dizisinin ¢ogaltilarak gdsterilmesi esasina dayanir.
Teknik olarak bir PCR déngiisii; denatiirasyon (94 °C‘de 30-90 sn.), primerin
baglanmasi ( 55°C’de 30-120 sn) ve uzama (72°Cde 60-180 sn) basamaklarinin tekrar
eden dongiilerinden olusur. Bu islem ortalama 30 dongii devam eder. 30 siklus 230
kopya iiretir (Ergin, 2004). Boylece her PCR dongiisii DNA molekiilii tizerindeki ilgili

istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir (Temizkan ve Arda, 2008).

PZR karigimi i¢in kullanilan malzemeler sunlardir; Kalip DNA, dH,O, “buffer”,
MgCl,, dNTP’ler(serbest niikleotidler), primerler ve Taq polimeraz’dir (Ergin, 2004).
Kalip DNA; PZR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1, ¢esitli genler ve hatta
herhangi bir DNA parcas1 kalip olarak kullanilabilir (Temizkan ve Arda, 2008).

3.5. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (Rflp) Analizi:

Organizmadan aliman doku Orneklerinin toplam DNA'larinin izole edilip bu
iriinlin niikleik asit siralanigini taniyan restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve olusan
DNA pargaciklarinin elektroforezde ayrildiktan sonra yorumlanmasi, restriksiyon

fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) olarak bilinir.
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PZR bazli olup olmamasina gore iki sekilde yapilir. Kromozomal DNA'nin
direkt restriksiyon enzimi ile kesimi ancak temiz ve fazla miktarda DNA varliginda iyi
sonu¢ verir. YoOntemin glivenilirligini artirmak amaciyla eklenen yeni metotlarda
zamani ve maliyeti arttirmaktadir. Bu nedenle PZR bazli RFLP c¢ogunlukla tercih
edilmektedir (Yagci, 2006).

PZR-RFLP molekiiler biyolojide en ¢ok analizi ile tiir ve orijin belirlenmesi
tizerine kullanilan metotlardan birisidir. RFLP metodu ayrica Okaryot ve prokaryot
hiicre genomik DNA analizinde, bakteriyel ve viral suslardaki mutasyonlari
tanimlamada, epidemiyolojik caligmalarda, genetik kaynaklarin kontrol altinda
tutulmasi ve korunmasi ve daha pek ¢ok genetik hastaliklarin tanisinda kullanilmistir.
RFLP yontemi uygulamasi kolay fazla zaman gerektirmeyen bir yontemdir. Dezavantaji
cok sayidaki sik bantlarin se¢imi bazen miimkiin olmayabilir. Bu nedenle enzim

secimine dikkat etmek gerekir (Yagci, 2006; Eroglu, 2011).

3.6. Elektroforez Teknigi

Sulu bir ¢ozelti i¢inde, suspansiye ya da ¢oziinmiis kiiciik elektrik yiikli
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile go¢ etmesi siirecine elektroforez
denir (Kaya, 2002). Agaroz, kirmizi bir alg tiirlinden izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agoroz sicak suda ¢oziiniir ve sogutuldugunda kati bir jel olusturur.
Agaroz konsantrasyonu % 0.5-3 arasinda degistirilerek jelin por c¢api ayarlanabilir.
Boylece kiigiik DNA fragmentleri i¢in yiiksek, bliyiik DNA fragmentleri icin diisiik
agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en uygun sekilde yiirlimesi

saglanabilir (Temizkan ve Arda, 2008).
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3.7. Npcl Gen Polimorfizminin Analizi
3.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun (PZR) Analizi

NPC1 geninin +644 A—G polimorfizminin belirlenmesi i¢gin Weiwei Ma ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 PZR-RFLP yontemi asagida belirtildigi sekilde
modifiye edilerek uygulanmistir (Weiwei ve ark. 2010).

Bu polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan primerler, PZR karisimlart ve

amplikasyon sicakliklar1 asagida verilmistir.
NPC1 geni +644 A—G Polimorfizmi;

NPC1 geninin +644 A—G bolgesindeki polimorfizmi belirlemek icin yapilan
PZR’larda, hedef gen bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan primerler, PZR karigimlart ve

cogalma sicaklar sirastyla Tablo 3.2, Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 ‘te gosterilmektedir.

Tablo 3.2. NPC1 geni +644 A—G Polimorfizminin analizinde kullanilan primerler

Bolge Primerler

NPC1 geni +644 A—G polimorfizmi | Forward primer;
5S'GGGTTGCCTTGGTATGTG-3’

Reverse primer;

5'- ATCGTCCAGGGAGCAG-3’
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Tablo 3.3. NPC1 geni +644 A—G bdlgesindeki polimorfizminin belirlenmesinde

kullanilan PZR karigima.

PZR bilesenleri ml /TUP

1. Steril bidistile Su 17 wl

2. PZR buffer 2,5 ul

3. MgCI2 (25mM) 1.5l

4. dNTP Mix (12,5mM) 0.3 ul

5. Forward primer 644 A/G (10pmol/ ul) | 0.8 ul

6. Reverse primer 644 A/G (10pmol/ pl) 0.8 ul

7. Taq Polimeraz (5 u/pl) 0.1l

8. Genomik DNA 2ul
Toplam 25 ul

Tablo 3.4. NPC1 geni +644 A—G bdlgesindeki polimorfizminin belirlenmesinde

kullanilan optimum PZR programi

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C | Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95 5 dk. 1
Denatiirasyon 94 20 sn.

Primer baglanmasi (Annealing) 60 30 sn. 34

Zincir uzamasi (Extension) 72 35 sn.

Final Extension 72 5 dk. 1
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NPC1 geni +644 A—G bolgesindeki polimorfizmleri restriksiyon enzim analizi
yontemi ile belirlemek amaciyla Tablo 3.3’te verilen +644 A—G bolgesinin
cogaltiminda kullanilan PZR karisimina gore; her bir PZR tiipiinde bulunan 23’er pl
‘lik karisimin igerisine 2 pul DNA ilave edilerek toplam hacim 25 pl yapildi. Tablo 3.4
‘teki NPC1 geni +644 A—G bolgesinin polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan

PZR programina gore ¢ogaltilmasi saglandi.
3.7.2. Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi:

Bu caligmada, NPC1 geninin polimorfizmi i¢in PZR programi ile ¢ogaltilmis
polimorfik noktasini igeren PZR iriinleri restriksiyon enzimi ile asagida verilen
NPC1 geninin niikleotit dizisinin bir kism1 (600-720) {izerinde bulunan +644 A—G

noktasinda kesilmektedir.

!
GCACCTTTTACCATCACTCCTGTGTTTTCAG|ATTTTCCAGTCC/\TGGGATGGAGCCCATG

AACAATGCCACCAAAGGCTGTGACGAGTCTGTGGATGAGGTCACAGCACCATGTAGCTGC

NPC1 genin +644 A—G polimorfizmini belirlemek i¢in Tablo 3.5.” de belirtilen
oranda restriksiyon enzim karigimi hazirland1 ve Ncol restriksiyon enzimi ile 37

°C’de etiivde 25 dakika kesime birakildi.



42

Tablo 3.5. NPC1 geni +644 A—G bolgesindeki polimorfizmin belirlenmesinde

kullanilan enzim kesimi kosullari

Buffer 2,0 ul

Nco I enzimi (10u/pl) Il
5.ClC AT G G.3

3..G G TA CtC.%5

dH20 17 wl
PZR iiriinii 10 pl
Toplam 30ul

3.8. Istatistiksel Yontemler

Verilerin istatistiksel analizi, SPSS 13.0 ve OpenEpi Info 2.2 programlari
kullanilarak yapildi. Sonuglar standart sapma ortalamasina gore verildi. NPCI
polimorfizmi ile klinik ve demografik 6zellikler arasi iliski ki-kare testi kullanilarak
analiz edildi. Giiven araligi %95’e gore iki ucluydu ve p degeri 0.005’ten diisiik

olanlar 6nemli kabul edildi.
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Bu calismada; NPC1 gen polimorfizminin analizi PZR-RFLP yontemiyle

gerceklestirildi. Her iki grup yas ve cinsiyet dagilimina gore degerlendirildiginde hasta

grubunda yas 39 - 78 arasi iken (ortalama yas 62,12) kontrol grubunda ise 35- 80

arasinda (ortalama yas 59,30) bulunmustur. Hasta grubu 77 erkek ve 23 kadin olmak

tizere toplam 100 hastadan olusurken kontrol grubunu 64 erkek, 36 kadin

olusturmaktaydi. Calismaya dahil edilen koroner hastalar1 ve kontrol grubunu olusturan

bireylerin yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 4.1.’de verildi.

Tablo 4.1. Calismaya alinan koroner hastalarinin ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet

dagilimi
Koroner grubu Kontrol grubu P degeri
(n=100) (n=100)
Kadin 23( % 23) 36 (%36)
Erkek 77 (%77) 64 (%64) 0.044
Yas Ortalamasi 62,12 59,30

Karakteristik 6zellikler agisindan degerlendirildiginde hasta ve kontroller

arasinda; aile hikayesi, diabet ve Sigara kullanimi yonlerinden fark yoktu (p>0,005).

Hipertansiyonda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir

(p<0,005). Populasyonun klinik karakteristik 6zellikleri Tablo 4.2° de goriilmektedir.




Tablo 4.2: Hasta ve kontrollerin klinik karakteristik ozellikleri
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Karakteristik Koroner grubu | Kontrol grubu | p
Ozellikler (n=100) (n=100)

Aile hikayesi 36 31 0.275
Sigara kullanim | 15 28 0.019
Hipertansiyon 73 49 0.001
Diyabet 28 52 0.314

Hasta ve kontrol grubu serum lipid diizeyleri acisindan karsilastirildiginda hasta

grubunda LDL diizeyi agisindan ortalama diizeyleri anlamli yiiksektir (p<0,005). HDL

varligima gore ise populasyon arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir (p>0,005). Hasta ve kontrol grubu serum lipid diizeyleri tablo 4. 3’ de

goriilmektedir.

Tablo 4.3: Hasta ve kontrol grubunun serum lipid diizeyleri acisindan degerlendirilmesi

Serum Lipid Seviyeleri (mg/dl)

Hasta Grubu | Kontrol Grubu p degeri
n=100
n=100
LDL 113.94 132.67 0,001
HDL 44.69 45.12 0,801
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Tablo 4.4.°de NPC1 gen polimorfizmi ile koroner arter hastalarinda goézlenen klinik

karakteristik 6zellikler arasinda degerlendirme yapilmistir. NPC1 gen polimofizmi ile

koroner risk faktorleri arasinda herhangi bir baglant1 bulunmamistir (p>0,005).

Tablo 4.4.°de NPC1 gen polimorfizmi ile koroner arter hastalarinda goézlenen klinik

karakteristik ozellikler

NPC1 GENI
Klinik Karakteristik Ozellikler P Degeri

Cinsiyet 0.586
Yas 0.395
Aile hikayesi 0.534
Sigara kullanimi 0.417
Hipertansiyon 0.051
Diabet 0.889
HDL 0.819
LDL 0.290
TG 0.454

4.1. Dna’nmin Kalitatif Tayini

Genomik DNA’lar %2 (w/v)’lik agaroz jel elektroforezinde her bir bolge i¢in

analiz edildi. Genomik DNA’lara ait bantlar ultraviyole (UV) 151k altinda gozlendi.

4.2. Dna’nin Kantitatif Tayini

Genomik DNA’nin kantitatif tayini, spektrofotometrik Ol¢timler ile yapildi.

DNA’larin safligt OD260 ve OD280 degerlerinin birbirlerine olan orani alinarak

hesaplandiginda, 6rneklerin safliginin 1.52- 1.79 degerlerinde oldugu belirlendi.
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4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Pzr) Analizleri
NPC1 geni +644 A—G Polimorfizmi;

NPC1 geninin restriksiyon enzim kesim analizi yapilacak olan +644A—G
Polimorfik noktasini i¢eren 412 bg¢’lik bolgesi Tablo 3.3’de verilen PZR karisimina ve
Tablo 3.4°de belirtilen PZR programina gore ¢ogaltilarak %2’lik agaroz jel elektroforezi
ile incelendi (Sekil 4.2).

50

40 412

l

Sekil 4.2. NPC1 geninin +644 A—G polimorfik noktalarini iceren 412 bg¢’lik
PZR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriiniimii. M: pUC mix Marker
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4.4. Restriksiyon Parca Uzunlik Polimorfizmi (Rflp) Analizleri

NPC1 geni +644 A—G Polimorfizmi kromozom 18’de bulunan polimorfik
noktalar1 iceren 412 bg¢’lik bolgesi NPC1 Gen Polimorfizminin Analizi Bolimii’nde
belirtilen PZR yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra Ncol restriksiyon enzimi ile 37 °C’de
yaklasik 30 dakika kesime birakildi. NPC1 geninin +644 A—G polimorfizmini
goriintliilemek i¢in 6nceden hazirlanmis 100ml IxTBE tamponu igerisinde ¢oziinmiis %
2’lik (1,4 gr agaroz ve 0,6 gr nusieve) olarak hazirlanmis jele yliklenen kesim {iriinleri
elektroforezde 120 V’da 30 dakika yiiriitiildii ve ultraviyole 1sikta incelendi. NPC1
geninin +644 A—G polimorfizminin incelendigi, Ncol restriksiyon enzimi ile kesimi
sonucu PZR {irlinl, enzim tanima bolgesindeki degisime bagli olarak beklendigi gibi,
homozigot A/A bireylerde 269 ve 143 b¢’lik DNA parcalar seklinde, heterozigot A/G
bireylerde 412, 269, 143 b¢’lik DNA pargalar seklinde, homozigot G/G bireylerde 412
b¢’lik DNA parcalar seklinde gozlendi (Sekil 4.3).

M 1 2 3 4 5

i

412

s |
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269

|
f

143
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Sekil 4.3. NPCIl geninin +644 A—G polimorfizminin incelendigi Ncol
restriksiyon enzimi ile kesimi gergeklestirilmis PZR {irtinlerinin % 2’liik (1,4 gr agaroz
ve 0,6 gr nusieve) jel goriinlimii (AA:269,143 bg; AG:412,269,143 b¢ GG: 412 bg). M:
pUC mix marker (2 ve 5 no’lu 6rnekler AA; 1 ve 4 no’lu 6rnekler AG; 3 no’lu 6rnek

GG).
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4.5, Istatistiksel Analiz Bulgulari

Koroner hastalar1 ve kontrol grubunda NPCI1 geninin (+644A/G)

polimorfizminin istatistiksel analizi Tablo 4.5’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. NPC1 geninin (+644 A—G) polimorfizminin istatistiksel analizi

Polimorfizm Hastalar Kontroller p OR (CI1 95%)
n=100 n=100
Genotipler
AA 35 52 0.003
AG 33 35
GG 32 13
AA+AG : GG 68 : 32 87:13 0.001  3.13(154-6.61)
AA : AG+GG 35:65 52 :48 0.015  2.01(1.14-3.56)
Alleles
A 103 139 0.0002  2.14 (1.42-3.24)
G 97 61

NPCI1 gen polimorfizmi allel ve genotip sikliklar1 ile koroner arter hastaligi arasinda

ileri diizeyde anlamlilik tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Modern toplumda ¢ok yaygin olan ateroskleroz, multifaktoriyel bir hastaliktir.
Fenotipik etkilesim, ¢evresel, sosyoekonomik ve genetik faktorler hastaligin gelisimi ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Aterosklerozun baglamasi ve ilerlemesi ile
ilgili bircok konu ¢dziilecek kalmistir. Ozellikle endotel disfonksiyonu dncesinde midir

yoksa lipid depolama sonrasinda mi1 olusur konularinda tartismalar mevcuttur ( Topol ve

ark. 2008).

Damar hastaliklarinda yeni molekiiler hedefleri ortaya koymak igin gen
arastirma teknolojileri ve yeni tedavi molekiillerini tasarlamak igin proteomikler gibi
yeni teknolojiler kullanilmaktadir. insan gen dizisinin bir sonucu olarak yeni tedaviler
icin ¢ok sayida reseptdr tanimlanmistir. Niikleer genomun sayisiz polimorfizmi
aterosklerozun klinik disa vurumlarinin sadece birkac yiizdesini agiklamaya yardim
etmektedir. Genomdaki yeni sekans varyasyonlarinin bilgisi, insanlarda yeni biyolojik
yollar1 aydinlatma potansiyeline sahiptir ve bdylece teshis ve tedavi daha c¢abuk
gelismektedir. Ailelerde yapilan genom-¢ap baglanti analizleri ve populasyonlardaki
iligkili galismalar, koroner arter hastalifiyla iligkili bir diizineden daha c¢ok genetik
bolge tanmimlanmigtir. Yeri belirlenen nedensel genler ve varyantlari haritalanan
bolgeden tasimak ve bu genlerin koroner hastaligmma nasil yol ag¢tiginin molekiiler

anlayisini gelistirmek simdi 6nemli bir sorundur ( Nobel ve ark. 2006).

Lipit hipotezine goére kan plazmasinda bulunan LDL endotelin igine sizip
yiikseltgendigi (oksitlendigi) zaman kalp hastaligt i¢in risk olusturur. LDL
oksidasyonuna etki eden karmasik biyokimyasal reaksiyonlar zinciri vardir ve bunlar en
cok endotelde bulunan serbest radikallerden kaynaklanir. Ateromdaki kolesteroliin
kaynag1 LDL'dir. Dokulardaki kolesterolii karacigere geri tastyan HDL miktar1 az ise bu
LDL birikiminin baslattig1 stire¢ daha da hizlanir. K6piik hiicreleri 6liince iclerindeki
kolesterol ve diger lipitler ateromda birikmeye baslar. Insanlarin aksine hayvan
modellerinde yapilan pek ¢ok c¢aligmada hayvan tiirlerinin aterosklerotik lezyon
olusumuna dnemli bir sekilde direncli oldugu trombotik komplikasyonlar géstermedigi

bulunmustur ( Onat ve ark. 2002).
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Son bir GWAS meta analiz ¢aligmast serum lipid seviyeleri ile iligkili 95 bolge
tanimlamis ve genetik polimorfizmler bu genlerin ifadesiyle ya da modifiye edilen
fonksiyonuyla MI’nin iligkili olabilecegini ortaya koymustur (Teslovich ve ark. 2010).
Ailesel hiperkolesterolemi gibi birkag mendeliyen hastalik bu hipotezi desteklemistir
(Austin ve ark. 2004).

Son zamanlarda LDL reseptoriiniin yapis1 ve biyosentezi ile ayrintili caligmalar
yiritilmistiir. Bu reseptoriin gorevi, hiicre igine kolesterol tasiyan lipoproteinleri
tasimaktir. Reseptorler, golgi kompleksi yoluyla lipoproteinleri endoplazmik retikulum
membranlarinda sentez yerine tasimaktadir. Daha sonra da endozom yoluyla hiicre
yiizeyine geri dondiirmektedir. LDL reseptoriinde dogal olarak meydana gelen

mutasyonlar bu tasima yolaklarinin birkacini bozabilmektedir.

Lizozom i¢inde LDL’den iiretilen kolesterolin HMGCoA rediiktaz enzimini
baskilamadan sorumlu ajan oldugu kanitlanmistir. LDL’den {iretien kolesterol, sterol
diizenleyici element baglayan protein yolu sayesinde HMGCoA rediiktaz geninin
transkripsiyononun baskilanmasinda ve enzim proteininin bozulmasini hizlandirmada
rol oynar (Brown,1999 ; Gil,1985). LDL’den iiretilen kolesterol hiicrenin kolesterol
icerigini sabit tutarken ayni zamanda diger siireclerin koordineli hareketini de diizenler.
SREBP yolaginin inhibe edilmesiyle LDL reseptor geninin transkripsiyonu baskilanir.
Daha sonra hiicreler metabolik ihtiyac icin gerekli olan kolesterolii saglamak ve iiretilen
kolesteroliin asir1 birikimi olmadan LDL reseptdr sayisim1 ayarlamaya izin verir. Bu
diizenleme mekanizmalari yoluyla hiicreler membranlarinda 6nemli bir sekilde
esterlesmemis kolesterol seviyesini sabit tutar. NPC1’in sterol baglayan bolgesinin rolii
hakkinda bilgi kazanmak i¢in LDL’den iiretilen kolesterol ve sfingolipidler
tasinmasinda NPC1’de sterol baglayan bolgelerde nokta mutasyonlarinin etkileri

tizerinde ¢aligmalar yapilmistir (Elizabeth ve ark. 2005).

Hiicresel kolesterol metabolizmasint  anlamamizda biiyiik bir bosluk
yatmaktadir. Bir organelden bir digerine taginan kolesterol yolaklar1 hakkinda bilgimiz
simirhdir.  Son zamanlarda NP-C denilen bir genetik hastaligin incelenmesiyle bu
konuda bazi gelismeler kaydedilmistir. Bu resesif hastalik icin homozigotlar, viicudun
tamaminda Ozellikle karaciger hiicrelerinde ve merkezi sinir ndronlarindaki hiicre

lizozomlarinda kolesterol birikimi gostermektedir (Pentchev ve ark.1995). Noronlarda
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NPC1 fonksiyon kaybi asil olarak merkezi sinir sistemi (MSS) patogenezinden
sorumludur. NPC1 hastalikli bir fare modelinde noéron hedefli gen kurtarma c¢aligmasi
MSS koleterol birikiminin yeterli kalitede diizeltilebilecegini gostermistir. Fare
modelleriyle yapilan c¢alismada NPC1’in norodejenersyonu Onleyebilecegini, glia
aktivitesini azaltacagini ve hayvan sagligini onemli bir sekilde iyilestirebilecegini
gostermistir (Manuel ve ark. 2013). Sekonder enzim defektlerini diizeltmek i¢in enzimi
yerine koyma gibi tedaviler ve gelecekte NPC1 hastasi hastalarin noéronlarinda

hedeflenen genetik miidaheleler uygun tedaviyi gerceklestirecektir (Devlin ve ark.

2010).

Infante ve arkadaslarinin yaptigi biyokimyasal ¢aligmalarda aritilan NPC1
oksisteroliin yani sira kolesterol, 25-hidroksikolesterol ve 27-hidroksikolesterolii de
baglayabilmektedir (Infante ve ark.2008). Birka¢ ¢alismada NPC1 ve ateroskleroz
arasindaki baglant1 tahmin edilmistir. NPC1 delesyonu kolesterol ¢ikigin1 bozmaktadir
ve hiicresel oksidatif stres tesvik ederek aterosklerozisi tetiklemektedir (Weiwei ve ark.
2010). Zhang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligma, farelerin Ldlr makrofajlarinda NPC1 ‘in
bozulan ifadesi ve NPCI1 ifadesinin yoklugu proaterojenik oldugunu gostermistir

(Zhang ve ark. 2008).

Nieaman pick Cl-like 1 (NPCI1L1) bagirsak kolesterol emiliminde 6nemli rol
oynayan bir proteindir. NPCIL1, insan NPCI1 proteinin homolojisine dayali olarak
tanimlanmistir (Davies ve ark. 2000). Eliana ve arkadaslarinin yaptifi ¢alismada
NPCIL1 geninde meydana gelen mutasyonlarin koroner arter hastaliginin insidansi,

prevalansi ve lipid seviyelerini etkiledigi gosterilmistir ( Eliana ve ark.2010).

Bugiine kadar farkli toplumlarda NPC1 geni ve varyantlar1 arasinda baglanti
caligmalar1 yapilmistir. Asagidaki tabloda NPC1’de bulunan bazi gen polimorfizmleri

ve iligkilendirilen hastaliklar yer almaktadir.
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Tablo 4.6. NPC1 gen polimorfizmleri ve iliskilendirilen hastaliklar

NPC1 GENI Hastalik P degeri

ekson 21 [1061T (T—C) Niemann pick anlamli
hastalig

SDD lle642Met T2D 0.0137
Obezite 0.01

ekson 6 His215Arg Koroner 0.039
Hipertansiyon 0.035

Bati Avrupa toplumunda niemann pick hastasi olan bireylerle yapilan bir
calismada klasik jiivenil formla iligkili bir mutasyon tanimlanmigtir. 11061T NPCI
geninin ekson 21 bolgesinde bulunan T—C ye doniisiimiinde kaynaklanan transisyonel
bir mutasyondur. Tahminen NPCI’in transmembran 10 bdlgesini etkilemektedir.
[1061T sik bir NPC1 mutasyonu olarak goriildiiglinden dolayr genotip fenotip
korelasyonlarini incelemisglerdir. 11061T’de meydana gelen bir mutasyon hiicresel LDL

kolesterol islenmesinde ciddi bir bozukluga yol agmaktadir (Millat ve ark.1999).

Al-Daghri ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismalarda 6 varyant tanimlanmgstir fakat
onlardan sadece ikisi sterol hemostasinin etkilendigi alanlarda bulunmaktadir.
Bunlardan bir tanesi olan rs1805081 (His215Arg), lopl de bulunmaktadir. Digeri ise
sterole duyarli bolge (SDD) olan rs1788799 (Ile642Met) bulunmaktadir. Memeli NPC1
analizlerinde kodon 215 nispeten ¢esitlidir oysa 642 konumu tiim tiirlerde korunmustur.
Suudi Arabistan’da yaklasik 1500 bireyden ( 820 obez ve 648 obez olmayan kontrol)
olusan bir populasyonun toplanmasiyla bu iki SNP’lerin obezite ve kilo alinimi
yatkinliktaki rolii analiz edilmistir. Sonuglar bu SNP’lerin obeziteyle higbir iligkisi

olmadigin1 gostermistir. Benzer sekilde belirlenen NPC1 varyantlart ve viicut kitle
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indeksi arasinda higbir iligki yoktur. Daha sonra T2D i¢in rs1805081 ve rs1788799
yatkinlik  rolii  degerlendirilmistir.  rs1805081°in  T2D  iizerine  yatkinligi
gozlenmemisken, rs1788799 ve T2D iizeride onemli bir iliski belirlenmistir ( Minor
allel 642Met, P = 0.0137, ihtimal oran1 (OR) = 1.24). Daha sonra NPC1 haplotiplerinin
diabete yatkinliktaki etkisi analiz edilmistir. Yas, cinsiyet ve VKI diizeltildikten sonra
iki haplotipin kars1 bir etkiyle T2D ile iliskili olabilecegi bulunmustur. Ozellikle, AC
haplotipinin hastalig1 korudugu AG haplotipinini ise hastaliga yatkinligi (rs1805081-
rs1788799, 215His-642lle ve 215His- 642Met) gozlenmistir. Son olarak, yaklasik 1500
bireyin acglik plazma lipid seviyeleri {izerinde NPC1 haplotiplerinin rolii
degerlendirilmistir. NPC1 haplotiplerinin LDL kolesterol iizerine belirlenen higbir etkisi
bulunmamistir. Ancak, farklt NPC1 haplotiplerinin hem erkek hem de bayanlarda HDL
kolesterol ve trigliserid seviyeleri iliskili bulunmustur ( Al-Daghri ve ark. 2012).

Avrupa populasyonunda obesiteyle iligkili olan polimorfizmlerden biri de NPC1
ekson 6°da bulunan 1805081 dir. Yaklasik 1700 meksikali ¢ocuklar tizerinde yapilan bir
calismada NPC1 rs1805081 ve aglik serum insiilin seviyeleri arasinda dnemli bir iliski
bulunmustur (A risk alleli; P = 0.01). Ancak populasyon c¢alismalarinda NPC1
rs2815752 obezite ve VKI iizerinde ¢eliskili sonuglar oldugundan dolay: tartismalar

mevcuttur (Mejia-Benitez ve ark. 2013).

Bugiine kadar farkli toplumlarda NPC1 geni ve koroner arasinda baglanti
caligmalar1 da yapilmigtir. NPC1 geninin kromozom 18’de bulunan +644 A—G tek
niikleotid polimorfizmi plazma kolesterol diizeyi ve KAH’de NPC1 proteinin diizeyi ile
iliskili oldugu disiiniilmektedir (Weiwei ve ark. 2010). Weiwei ve arkadaglar1 Cin’de
yasayan bir toplumda (873 koroner hastas1 ve 864 saglikli birey) NPC1 geninin +644
A—G polimorfizminin genotip ve allelik siklik dagilimlarini incelemislerdir. +644
A—G polimorfizminin genotip ve allel siklig1 bakimindan koroner ile baglantili oldugu
gosterilmektedir. Cin popiilasyonunda +644 bolgesindeki G allelini ( resesif model GG
vs. AG+AA: [OR] , 95% CI 0.647 (0.428-0.980), P = 0.039 katki modeli GG vs. AG
vs. AA: OR , 95% CI 0.847(0.718-0.998), P = 0.0471 olarak bulmuslardir. Weiwei ve
arkadaslarinin ¢alisma sonuglarina gore, +644 A—G polimorfizmin ¢alisma
populasyonunda koroner ile baglantili oldugu gosterilmistir. Bu c¢alisma +644A>G,

NPC1’in yaygin bir varyanti oldugunu ve koroner arter hastalarinda azalan bir riskle



54

iligkili oldugunu gostermektedir. Sigara icenlerde NPC1 GG tasiyanlar AA ve AG
tasiyanlarla karsilastirildiginda koroner kalp hastaliginin azalan bir riskine sahiptir

(Weiwei ve ark. 2010).

Bu ¢alismada koroner patogenezinde rolii oldugu diisiiniilen NPC1 genin +644
A—G polimorfizminin Tiirk toplumunda koroner hastalig: ile olas1 baglantisinin 6nemi

arastirildi. Caligmaya 100 koroner hastasi 100 koroner hastasi tanisi almayan kontrol
grubu dahil edildi.

Calisma sonuglarimiz, NPC1 geni +644 A—G polimorfizmi ile koroner arasinda
allel ve genotip siklik dagilimi bakimindan anlamli bir baglanti oldugunu gosterdi.
NPC1 geni +644A—G polimorfizmi ile ilgili AA, AG ve GG genotiplerinin sikliklari
strastyla hastalarda % 35, % 33, % 32 ve kontrol grubunda % 52, % 35, % 13 olarak
bulundu. Allel sikliklar1 hastalarda A alleli i¢in % 51,5, G alleli i¢in % 48,5 ve kontrol
grubunda A alleli igin % 69.5, G alleli igin % 30.5 bulundu (p= 0.0002, OR: 1.96, %95
Cl: 2.14 (1.42-3.24).

Calisma sonuclarimizi diger toplumlarda yapilan calismalarla
karsilastirdigimizda, Cin’de yasayan bir toplumda yapilan ¢alismada bizim
bulgularimiza benzer sekilde +644 A—G polimorfizmi ile koroner arasinda baglantinin
oldugu gosterilmektedir. Weiwei ve arkadaslarinin yaptiklar1 calisma sonuglart ile
karsilastirildiginda ise NPC1 geninin +644 A—G polimorfizmi ile koroner arasinda

birbiriyle baglantili bulgular bulunmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢aligmada, Tiirk koroner hastalar1 icin NPC1 geninin +644 A—G
polimorfizmi ile koroner arasinda anlamli bir baglanti bulundu. NPC1 geninin +644
bolgesinde A niikleotidinin G niikleotidine doniigsmesi ile homozigot GG genotipli hasta
bireylerin, kontrol grubundaki homozigot GG genotipli bireylerle karsilastirildiginda bu
polimorfizmin koruyucu oldugunu diisiindiirmektedir (p= 0.003). Ayrica Tiirkiye
popiilasyonunda +644 bolgesindeki G allelinin (resesif model GG vs. AG+AA: [OR],
95% CI 3.13 (154-6.61), P = 0.001 katk1 modeli GG vs. AG vs. AA: OR , 95% CI
2.01 (1.14-3.56), P = 0.015) koruyucu oldugu kanitlanmstir.
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Hiperkolesterolemi koroner arter hastalifinin geleneksel risk faktorlerinden
biridir. Ancak bu calismada koroner arter hastalar1 kolesterol seviyelerini kontrol etmek
icin  kolesterol diisiiren ilaglar almiglardir. Bu yiizden LDL kontrollerle
karsilastirildiginda 6nemli derecede diisiik (p= 0.001), HDL ise ¢ok daha yiiksektir (p=
0.801).

B Xi ve arkdaglarun hipertansiyonlu ¢in ¢ocuklari {izerine yaptigi bir ¢alismada
NPC1 rs 1805081: p= 0.0351 diastolik kan basinciyla 6nemli bir sekilde baglantili
bulmuglardir (B Xi ve ark. 2013). Calisma sonuclarimiz, NPC1 geni +644A/G
polimorfizmi ile hipertansiyonlu koroner arter hastalarinda bir baglantili olmadigi
gosterilmistir (P=0.056).

Weiwei ve arkadaslar1 koroner aterosklerozda sigara ile NPC1 etkilesimi {izerine
yaptig1 calismada sigara kullanan ve kullanmayan koroner arter hastasi iki grubun +644
A/G iligkisini analiz etmislerdir. Koroner arter hastalarinda sigara igenler arasinda G
allelinin homozigot ve heterozigot frekanslart hem resesif modelde hem de katki
modelinde ¢ok daha diisiik bulunmustur. Sonug olarak +644 A/G polimorfizmin NPC1
G alleli tastyanlar A allel tasiyanlara gore koroner arter hastaliginda daha koruyucudur
(Weiwei ve ark. 2010). Bizim yaptigimiz ¢alismada 644 A/G ile sigara kullanma
arasinda koroner arter hastaligi arasinda benzer bir sekilde iliskili olmadig

gosterilmistir.

Son zamanlarda Avrupa popiilasyonunda yapilan bir caligmada, insan NPC1 gen
polimorfizmi ciddi ve erken baglangigli obeziteyle iligkilidir (Meyre ve ark. 2009).
Avrupalilarla yapilan bir bagka calisma rs 1805081°in obeziteyle ve artan viicut kitle
indeksiyle (VKI) yatkin rol oynadigi dogrulanmistir. Fakat varyant, tip 2 diabet ve
plazma lipid seviyeleri arasinda iliski bulunmamistir ( Sandholt ve ark. 2011). Asya
populasyonlarinda yapilan ¢alismalarda ise NPC1, SNP’lerin yiiksek VKI ve obezite
riski lizerine etkisi hala tartismahidir ( Xi ve ark. 2011; Wu ve ark. 2010). Bo ve
arkadaslarinin Cinli ¢ocuklar iizerine yaptig1 son bir calismada GWAS’ da santral
obeziteyle ilgili 11 VKI iliskili bolge tanimlanmistir. Ancak bunlardan 4 genin
baglantili bulunurken NPC1 rs 1805081’in santal obeziteyle iligkili bulunmamstir ( Bo
ve ark. 2013).
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NPC1’deki mutasyonlar ya da polimorfizmlerdeki bu gozlemler karaciger lipid
hemostasinin degisimiyle sonuglanir ve bunu kilo kazanma ve insiilin direnci takip
etmektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada koroner arter hastalarinda 644 A/G ile VKI

arasinda arasinda benzer bir sekilde iliskili olmadig1 gosterilmistir (P= 0.461).

Bu caligmalarin bizi getirdigi nokta koroner fenotiplerinin daha dikkatle
ayrilmast gerektigidir. Bu genlerin etkisinin kanitlanmasi i¢in daha genis calisma
gruplarinin toplanmasi1 ve daha spesifik yontemlerin kullanilmasi 6nemlidir. Ayrica
polimorfizm sikliklarimin 1rklar ve etnik gruplar arasinda farklilik gosterdigi
bilinmektedir. Bunlara ek olarak toplumlararast sosyoekonomik farkliligin calisma

sonuclarindaki celiskiye sebep olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug¢ olarak; bu calisma literatiirii taradigimiz kadariyla Tiirk toplumunda
koroner ile NPC1 gen polimorfzmleri arasindaki baglantiyr arastiran ilk ¢alismadir. Bu
nedenle toplumumuzdaki gelecek ¢alismalar NPC1 geninin diger polimorfizmlerinin de
koroner ile baglantilar1 analiz edilmelidir. Bu tiir calismalar ateroskleroz patogenezinde
NPC1 geninin roliiniin anlasilmasina katkida bulunmanin yam sira, ileri dénemde
bireylerin genotipleri ile tedaviye verdikleri cevaplar arasindaki baglantinin ortaya
konulmasinda ve yeni farmakolojik hedeflerin tespit edilerek etkinligi daha yiiksek

ilaglarin gelistirilmesine de yardimci olacaktir.
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