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OZET

BOLGEMizZ HIPERTRIGLISERIDEMi HASTALARINDA GENETIK POLIMORFizM
HASTALIK iLISKILERININ ARASTIRILARAK GENETIK YATKINLIK TARAMA
TESTLERININ BASLATILMASI

Emre TASKIN, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Aralik 2009

Giliniimiizde kan yaglar yiiksekligi ve bu duruma bagli hastalik ve Oliimler insan
hayatinda hem kalite diislikliigline neden olmakta hem de insan hayatin1 tehlikeye
atabilmektedir. Kan yaglar yiiksekliginin en sik yol actigi hastalik ateroskleroza bagl
koroner kalp hastaligidir.

Tiim kan yag tiplerinde oldugu gibi kan trigliserit seviyesinde insanlarda hem etnik
kiimeler hem de bireyler arasinda farkliliklar goriilebilmektedir. Bu farkliliklarin kaynagi
beslenme, fiziksel aligkanlik vb gibi bir¢ok genetik dis1 etkenlere bagli olabilecegi gibi bireyin

genetik Ozelliklerine de bagli olabilmektedir.

Bu ¢aligmada Orta Karadeniz Bolgesinde yasayan 140 yiiksek trigliserit seviyesine sahip
birey ve 182 normal trigliserit seviyesine sahip bireyde kan trigliserit seviyesini etkileyebilme
olasiligr bulunan polimorfizmler incelenmistir. APOAS geninde c.56C>G, -1131T>C ve
¢.553G>T, APOC3 geninde ise -482C>T ve Sstl olmak iizere toplam bes adet polimorfizm
CZT-KPUP yontemiyle ¢alisilarak bu polimorfizmlerle kan trigliserit seviyesi arasindaki
iligki veya iligkiler aragtirilmistir. Olas1 polimorfizm ve trigliserit seviyesi arasindaki iligkiler
tanimlandiktan sonra ise bu polimorfizmlerin rutin genetik yatkinlik tarama testi olarak

yiriirliige konulma ihtimali amag¢lanmustir.

Elde edilen sonuglara gére APOAS5S -1131T>C polimorfizmi, APOC3 -482C>T
polimorfizmi ve APOC3 Ss# polimorfizmi Orta Karadeniz Bolgesinde yasayan bireylerde
yiiksek kan trigliserit seviyesi ile sayitimsal olarak anlamli derecede iligkili bulunmustur. Bu

calismada iligkili bulunan polimorfizmler ile 6nceki caligmalarda iligkili bulunan diger



polimorfizmler birlestirilerek hipertrigliseridemiye yatkinlik tarama testlerinin uygulanmasi

olas1 goriinmektedir.



SUMMARY

INVESTIGATING THE RELATIONSHIP BETWEEN GENETIC POLYMORPHISM
AND DISEASE IN HYPERTRIGLYCERIDEMIA PATIENTS FROM OUR REGION
AND STARTING GENETIC SCREENING TESTS FOR SUSCEPTIBILITY

Emre TASKIN, PhD Thesis

Ondokuz Mayis University Samsun, December 2009

Excess blood lipid levels and disorders of dyslipidemia not only reduce the quality of life
but may also cause death . The most frequent condition which excess blood lipid levels cause

is atherosclerosis that leads to coronary hearth disease.

Like all blood lipid parameters, blood triglyceride levels may vary between human races
as well as between individuals. These variations in blood triglyceride levels could arise due to
environmental factors such as dietary habits or excercise, as much as due to the genetic

factors.

In this study, 140 hypertrigliceridemic and 182 normolipidemic individuals from Middle
Black Sea region were recruited for investigating the influence of polymorphisms that could
potentially affect the blood triglyceride leves. A total of 5 polymorphisms located in two
apoplipoprotein genes, ¢.56C>G, -1131T>C and ¢.553G>T polymorphisms in APOAS5 and -
482C>T and Sstl polymorphisms in APOC3 were investigated with PCR-RFLP method and
the relation or relations between these polymorphisms and blood triglyceride levels were
investigated. We aimed to use these polymorphisms in rutin genetic testing in case that these

polymorphic sites were correlated with high triglyceride levels.

The results obtained indicated that APOAS -1131T>C, APOC3 -482C>T and APOC3
Sstl polymorphisms were significantly associated with blood triglyceride levels in inividuals
from Middle Black Sea region. It seems that these polymorphisms as well as the other
polymorphisms found to be associated with high blood triglyceride levels in previous studies

could be used in screening tests for assessing the susceptibility to hypertriglyceridemia.
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1. GIRIS

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde koroner arter hastaliklarina bagli 6ltimler ilk sirada
gelmektedir (Forester ve ark., 2001; Malloy ve ark., 2001). Aterosklerozun iyi bilinen
nedenlerinden biri yiiksek kan kolesterol seviyesidir. Yiiksek kan trigliserit seviyesi ile
koroner arter hastalik (KOH) olusumu arasindaki iligski kolesterol ile olan iligski kadar giiclii
degildir ancak yiiksek kan trigliserit seviyesininde birkag farkli yoldan KOH’a yol agabilecegi
tahmin edilmektedir (Assman ve ark., 1996; Austin ve ark., 1998; Malloy ve ark., 2001;
Forester ve ark., 2001).

Kan trigliserit seviyesi hem beslenme tarzina bagli olarak hem de populasyonlar ve
bireyler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bu farkliligin nedenlerinden biri de bireyler
arasindaki genetik farkliliklardir. Ancak bireyler arasindaki trigliserit seviyesi farkliliklart

Mendeliyen kurallara gore dagilim gostermemektedir (Pennacchio ve ark., 2002).

APOAT1/C3/A4/AS5 gen ailesi ve bu ailedeki polimorfizmler, insanlarda kan yaglari
seviyelerini etkileyebilmektedir. APOC3 genindeki Sst/ polimorfizmi oldukga sik ¢aligilmistir
ve bircok etnik populasyonda yiiksek kan trigliserit seviyesi ile iligkili bulunmustur
(Pennacchio ve ark., 2002). Bu c¢alismada APOC3 geninde bulunan Sst/ ve -482C>T

polimorfizmleri ¢aligilmistir.

2001 yilinda Pennacchio ve arkadaslari tarafindan bulunan APOAS geninde ise bir¢ok
polimorfizm tanimlanmistir. APOAS knock-out ve transgenik sicanlarla yapilan ¢alismalarda
bu genin kan trigliserit seviyesini etkileyebilecegi gosterilmistir (Pennacchio ve ark., 2001).
Bu c¢alismada APOAS5 geninde ¢.56C>G, ¢.553G>T ve -1131T>C polimorfizmleri
calisilmustir.

Bu caligmanin amacit APOAS geninde iic adet, APOAC3 geninde ise iki adet olmak
iizere toplam bes adet polimorfizmin incelenen populasyonda kan trigliserit seviyesi ile olasi

iliskilerini arastirmaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. HIPERTRIGLIiSERIDEMIi

Yuan ve ark.’na gore hipertrigliseridemi tanis1 olan bireylerde kan trigliserit seviyesi
hipertrigliseridemi olmayan bireylere gbére yas ve cinsiyet goz Oniine alindiginda %95’in

tizerinde seyretmektedir (Yuan ve ark., 2007).

Trigliseritlerin ana kaynagi ekzojen olarak gida ile alinan yag, endojen olarak da
karacigerdir (Shiau ve ark., 1985). Gida ile alinan trigliserit silomikronlar ile, karacigerden
dolasima verilen trigliserit ise ¢ok diisik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ile taginir
(Schonfeld ve ark., 1971). VLDL’ler ve silomikronlar kas dokusundaki ve yag dokusundaki
kapiller damarlarda lipoprotein lipaz 6zgeni tarafindan serbest yag asitlerine hidrolize edilirler
(Nicoll ve ark., 1980). Ogiin sonras1 dolasimdaki trigliseritlerin %90’1 gida ile alman ve
bagirsaklardan dolasima verilen silomikronlar halinde bulunurken, a¢lik halinde dolagimdaki
trigliseritler biiylik oranda karacigerden salinan VLDL’lerin yapisinda bulunurlar (Karpe ve
ark., 1995). Trigliseritler asil olarak silomikron ve VLDL’lerde bulunurlar, ancak az miktarda
da olsa yiiksek yogunluklu lipoproteinlerde (HDL) ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerde de
(LDL) bulunurlar. Trigliseritten zengin lipoproteinlerin seviyesinin kanda artmasi
bagirsaklardan yada karacigerden dolasima verilmelerindeki artistan ya da lipoprotein lipaz
etkinliginin azalmasina bagl periferik olarak katabolize edilme oranlarmin diigmesinden

kaynaklanir (Yuan ve ark., 2007).
2.1.1. Hipertrgliseridemilerin Siniflandirilmasi

Fredrickson siniflandirmasi (Tablo 1) tiim dislipidemileri (kan lipid parametreleri ile ilgili
hastaliklar) icermektedir ve etiyolojik bir siiflandirma degildir. Bu nedenle dislipidemileri
birincil ve ikincil olarak siniflandirmaz. Ayrica Fredrickson siniflandirmasit HDL’leri igermez
(Fredrickson ve ark., 1965). Fredrickson siniflandirmasi Diinya Saglik Orgiitii’niin de kabul
ettigi siniflandirma olmasina ragmen bugiin bir¢cok hekim ve arastirmaci tarafindan terk

edilme egilimindedir.
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Tablo 1. Hipertrigliseridemilerde Fredrickson siiflandirmasi (Fredrickson ve ark., 1965)

Bir gece Artan Total
. Trigliserit
Tip bekletilmis parcacik Ilgili klinik hastahk | Kolesterol (TG)
serum tipi (TK)
Ust kismi krema LPL yetersizligi, Cok
I Silomikron o N
kivaminda APOC?2 yetersizligi yiiksek
Ailesel
hiperkolesterolemi,
oligenik
A et
IIa Berrak LDL hiperkolestrolemi, Normal
yiiksek
nefrozis, hipotirodizm,
ailesel kombine
hiperlipidemi
Ailesel kombine Cok
I1b Berrak LDL, VLDL Yiiksek
hiperlipidemi yiiksek
IDL
(Intermediate
Density
111 Bulanik Lipoprotein, | Disbetalipoproteinemi Yiiksek Yiiksek
Orta
Yogunluklu
Lipoprotein)
Ailesel
hipertrigliseridemi,
ailesel kombine Normal, Cok
v Bulanik VLDL o '
hiperlipidemi, sporadik | Yiiksek yiiksek
hipertrigliseridemi,
diyabet
Ust kisim krema o
Silomikron, Cok
A% kivaminda alt Diyabet Yiiksek
VLDL yiiksek

kisim bulanik
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Giiniimiizde daha c¢ok kabul goren smiflandirma ise Ulusal Kolesterol Egitimi
Programinda agiklanan Yetigskin Tedavi Paneli III (ATPIII) siniflandirmasidir [Third Report
of the National Cholesterol Education Program (NCEP), 2002]. ATPIII smiflandirmasinda
kiimeler kardiyovaskiiler hastalik risk derecesine gore belirlenmistir.

Tablo 2. ATPIII siniflandirmasina gore hipertrigliserideminin derecelendirilmesi.

_ ' ' Diistiniilmesi gereken ilk
Trigliserit seviyesi Derecelendirme
klinik durum
<150 mg/dl Normal
150 — 199 md/dl Sinirda yiiksek Metabolik sendrom
200 — 499 mg/dl Yiiksek Koroner arter hastalik
> 500 mg/dl Cok ytiiksek Pankreatitis

Yuan ve ark. ise hipertrigliseridemiyi birincil hipertrigliseridemi ve ikincil

hipertrigliseridemi olarak iki sinifa ayirmislardir (Yuan ve ark., 2007).
2.1.1.1. Birincil Hipertrigliseridemi

Birincil hipertrigliseridemi ailesel silomikronemi ve birincil kombine (karigik)
hiperlipidemide goriiliir. Ogiin sonras1 12-14. saatlerde kanda hala yiiksek seviyede
silomikronlar bulunmaktadir ve dgiin arasi trigliserit seviyesi 850 mg/dl’nin iizerindedir. Oysa
normalde 6giin sonrasi bagirsaklardan dolasima verilen silomikronlar kisa zamanda
APOC2’nin koenzimi (ko6zgeni) oldugu lipoprotein lipaz (LPL) tarafindan yikilirlar. Ailesel
silomikronemi ve birincil karigik hiperlipidemide gozlenen klinik belirtliler ise ksantoma,
lipemia retinalis, hepatosplenomegali, kismi norolojik belirtiler ve yiiksek pankreatitis riski ile

birlikte seyreden tekrarlayan epigastrik sancidir (Yuan ve ark., 2007).

Ailesel silomikronemi ve birincil karisik hiperlipidemi ayriminda yas énemlidir. Ailesel
silomikronemi ¢ocuklukta baslar, birincil karisik hiperlipidemi ise eriskinlerde goriiliir. LPL
genindeki ve APOCII genindeki mutasyonlara baghi LPL etkinligi yetersizligi ailesel
silomikronemide goriiliirken birincil karigik hiperlipidemide mutasyonlar daha seyrek goriiliir

ve LPL yetersizligi ¢cok daha diisiik seviyededir. Birincil karisik hiperlipidemide plazma
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kolesterol seviyesinde ailesel silomikronemiye gore daha ciddi bir yiikselme goriilmektedir

(Yuan ve ark., 2007).

Ailesel hipertrigliseridemi ise trigliserit igerigi silomikronlar kadar yiiksek olmayan
VLDL lerin artis1 ile tanimlanir. Ailesel hipertrigliseridemilerde tipik kan trigliserit seviyesi

260 - 850 mg/dl arasindadir (Yuan ve ark., 2007).

Ailesel kombine hiperlipoproteinemide ise birinci derece akrabalardan en az birinde
anormal lipoprotein ge¢misine ek olarak VLDL ve LDL seviyelerinde yilikselme, HDL
seviyesinde diisme gozlenir. Ailesel kombine hiperlipoproteinemide kalitim otozomal
dominant olmasina ragmen penetrans degiskendir. Etkilenen bireylerde genellikle LPL yada

APOC3 mutasyonlar1 goriiliir (Hegele RA., 2001).

Ailesel disbetalipoproteinemide ise en Onemli belirti B-VLDL ve orta yogunluklu
lipoprotein (IDL) olarak da bilinen trigliseritten zengin lipoproteinlerin kalintilarindaki
artistir. Bu artis total kolesterol ve trigliserit 6l¢limlerine esit oranda yansir (Walden ve ark.,
1994). Bu hastaligin etkiledigi bireyler APOE proteininin E, izoformu ile sonuglanan
homozigot mutasyon tasirlar. Homozigot mutasyon tastyan bu bireylerde APOE proteinin 112
ve 158. siralarinda normal kisilerde bulunan argininler sistein ile yer degistirmistir. Ancak
fenotipik ifadenin goriilmesi i¢in genellikle obezite, tip 2 diyabet veya hipotiroidizm gibi

ikincil etkenlerin bulunmasi gerekmektedir (Walden ve ark., 1994).
2.1.1.2 ikincil Hipertrigliseridemi

Bazi1 metabolik bozukluklar siklikla hipertrigliseridemiye yol acar, bunlardan en sik
goriileni obezitedir. Ancak iyi yonetilmeyen tip 2 diyabet ve yiiksek alkol tiiketimi de siklikla
hipertrigliseridemiye yol acar. Normalin {izerinde viseral yag dokusuna sahip bireylerde kan
trigliserit seviyesi genellikle yiiksek ve yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDLK)
seviyesi de diisiik seyreder. Bel ¢evresi 90 cm’nin lizerinde olan yada trigliserit seviyesi 170
mg/dl’nin lizerinde seyreden erkek bireylerde tipik olarak kardiyovaskiiler hastalik belirteci
olan t¢li goriliir. Bu tg¢lii hiperinsiilinemi, yiikksek APOB seviyesi, kii¢cliik ve yogun LDL
partikiilleridir. Bu ii¢li kardiyovaskiiler hastalik riskini 20 kata kadar yiikseltebilir (Lemieux
ve ark., 2000).
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Insiilinin glukozun dokulara gecisini saglayamamasi, ve insiilin duyarliliginin kompanse
edilememesi, tip 2 diyabetin altinda yatan nedenlerdir. Tip 2 diyabeti olmayan insiiline
direngli bireylerde olusan hiperinsiilinemi nedeniyle olusan bir dizi metabolik bozukluk
durumu metabolik sendrom olarak tanimlanir. Metabolik sendromla birlikte obezite, ileride
gelisecek olan tip 2 diyabetin giiclii habercileridir. Metabolik sendrom glukoz toleransinda
bozulma, 6zellikle trigliserit seviyesinin 150 mg/dI’nin {izerinde olmas1 ve HDLK un diisiik
seyrettigi dislipidemi ve hipertansiyon ile karakterizedir (ATPIII, 2001). Gerek metabolik
sendrom ve gerekse tip 2 diyabetde goriilen hipertrigliseridemi, silomikronemi ile birlikte
veya tek basina kanda artan VLDL miktari, yetersiz LPL etkinligi, artan kolesteril ester
transfer protein etkinligi ve serbest yag asitlerinin karacigere yogun girisi nedeniyle olusur
(Pollex ve ark., 2006). Yagh karacigere sahip bireylerde obezite ve insiilin direncinin eslik

ettigi durumlarda hipertrigliseridemi siklikla goriiliir (Yuan ve ark., 2007).

Asint alkol tiiketimine bagl hipertrigliseridemide de plazmada yiiksek miktarda VLDL
goriiliir. Ancak yiiksek oranda alkol tiiketen bazi hastalarda adaptasyon nedeniyle artan LPL

etkinligine bagl olarak hipertrigliseridemi gelismeyebilir (Yuan ve ark., 2007).

Hipertrigliseridemiye neden olan diger bir klinik durum ise nefrotik sendromdur. Her ne
kadar LDLK artis1 nefrotik sendromda ilk sirada gelirse de VLDL de dahil olmak {izere
APOB igeren lipoproteinlerde nefrotik sendromlu kisilerde artig gézlenir. Kaysen ve ark. renal
hastalik ve lipoprotein metabolizmasi arasindaki iliskiyi derinlemesine incelemislerdir
(Kaysen ve ark., 1999). Temel mekanizma muhtemelen lipoproteinlerin karaciger tarafindan
asir1 sentezlenmesine kosut olarak bobreklerden kaybedilen proteinin telafi edilmesi amaciyla
albiimin sentezinin artmasidir. Uremide de ayrica iiremik metabolitlerin toksik etkisiyle

lipolizin bozulmasina bagli olarak VLDL seviyesinde artis gozlenir (Yuan ve ark., 2007).

Asint alkol tiiketimine bagli olmayan karaciger yaglanmasi olan hastalarin tigte birinde
hepatosteatoz gelisebilmektedir (Clark ve ark., 2006; Farrell ve ark., 2006). Lipotoksisite,
oksidatif stres, sitokinler ve inflamasyon medyatorleri karacigerde steatoz durumundan
steatotik hepatit durumuna gecisi tetiklerler. Asir1i alkol tiikketimine bagli olmayan
dislipideminin ayiric1 tanisi yiikselen trigliserit seviyesi ve baskilanan HDLK seviyesi ile

kendini belli eder.
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Hipotiroidizm de her ne kadar kan LDL seviyesinin yiikselmesiyle iliskilendirilse de,
trigliserit seviyesinde de yiikselme goriilebilir. Lenfoma, lenfatik 16semi gibi
paraproteinemilerde ve sistemik lupus eritematozis gibi otoimmun hastaliklarda da
muhtemelen lipolizin immun aracili baskilanmasina bagl olarak hipertrigliseridemi geligebilir

(Yuan ve ark., 2007).

Hipertrigliserideminin Diger Nedenleri

Obezite

Metabolik sendrom hastalarinda trigliserit seviyesinin >150mg/dl olmasi

Enerji giris-¢ikis dengesinin pozitif olmasi, yliksek yaglh diyet aliskanligi, yiiksek glisemik
indeksli diyet aligkanligt

Yetersiz fiziksel etkinlik

Alkol tiiketimi

Diyabet, 6zellikle tip 2 olmas1

Bagta tiremi ve glomerulonefrit olmak iizere bobrek hastaliklar

Hipotiroidizm

Gebeligin 6zellikle 3. trimesterinde fizyolojik trigliserit miktarinin 2 katina ¢ikmasi
Paraproteinemi ve lupus eritematozis gibi otoimmun hastaliklar.

Kortikosteroid, Ostrojen, tamoksifen, antihipertansifler, izotretinoin, safra asiti baglayicilari,

siklofosfamid gibi ilaglarin kullanimu.

2.1.2. Hipertrigliseridemi ve Ateroskleroz

Orta seviyedeki hipertrigliserideminin kardiyovaskiiler hastalik i¢in bagimsiz bir risk
etkeni oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Criqui ve ark., 1993; Hokanson ve
ark., 1996). On yili agkin siire boyunca takip edilen ve binlerce bireyden olusan bir ¢ok
calisma populasyonunun verilerinin birlestirilmesinden olusan meta analiz sonuglari
gostermektedir ki, kan trigliserit seviyesindeki 88 mg/dl (1 mmol/L) miktarindaki artis HDLK
seviyelerinden bagimsiz olarak kardiyovaskiiler hastalik riskini erkeklerde %32, kadinlarda

ise %76 oraninda arttirmaktadir (Hokanson ve ark., 1996).
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Ateroskleroza yatkinlik olusturan metabolik ve biyokimyasal mekanizmalarin
karmagiklig1 trigliserit ve ateroskleroz arasindaki sebep sonug iliskisinin direk olarak
kurulmasint  zorlastirmaktadir. Ateroskleroza yatkinlik olusturan bu metabolik ve
biyokimyasal mekanizmalar obezite, tip 2 diyabet, kanda diisiik HDLK seviyesi, kanda
yliksek LDL seviyesi, kanda yiiksek serbest yag asidi seviyesi, hiperinsiilinemi, yiiksek
plazma vizkozitesi, inflamatuvar molekiillerin artmasi, protromboz vb. mekanizmalardir
(Hodis ve ark., 1999; Criqui ve ark., 1993; Hokanson ve ark., 1996). Bu mekanizmalar da

ayrica siklikla kan trigliserit seviyesinin artmasina neden olabilmektedirler.

Trigliseritten zengin lipoproteinler ve bunlarin kalintilari arter duvarlarindaki kopiik
hiicrelerin olusumuna direk katkida bulunabilirler. Silomikronlar direk olarak aterojenik
degillerdir, ancak hipersilomikronemili hastalarda ateroskleroz bildirilen ¢alisma
bulunmaktadir (Benlian ve ark., 1996). Silomikron kalintilari, VLDL ve IDL lipoproteinler
aterojeniktirler (Zilversmit, 1979). Yeni anlayisa gére 6giin sonrasi lipemi ateroskleroz igin
bagimsiz bir risk etkenidir ancak rutin 6rnek alma ve 6l¢lim yontemleri 6glin arasina gore
ayarlandig i¢in trigliserit seviyesinin postprandiyal ol¢iimii uygulamada yapilamamaktadir ve

tanim degeri yoktur.
2.1.3. Hipertrigliseridemi ve Pankreatit

Pankreatitlerin klinik olarak 6nemli ama kiig¢iik bir ylizdesinden sorumlu olan
hipertrigliseridemi pankreatit riskini yiikselten bir etkendir (Santamarina-Fojo, 1998; Toskes,
1990; Athyros, 2002; Yadav, 2003). Az miktardaki bazi hastalarda aglik kan trigliserit
seviyesi 440-880 mg/dl arasinda oldugunda pankreatit gelisse de silomikronlarin da
bulundugu 880 mg/dl sinirinin {izerindeki hastalar klinik olarak anlaml risk seviyesindedirler
(Santamarina-Fojo, 1998; Toskes, 1990; Athyros, 2002; Yadav, 2003). Pankreasin ekzokrin
olarak lipaz sentezleme kapasitesini agmasi hipertrigliseridemilerdeki pankreatit gelisimini

aciklayici bir ipucu olabilir.



19

2.1.4. Hipertrigliseridemide ila¢ Dis1 Tedavi

Hipertrigliseridemili bireylerde siklikla kardiyovaskiiler hastalik riskini arttiran
hastaliklardan olan obezite, insiilin direnci, hipertansiyon ve diyabetin eslik ettigi goriiliir.
Tedavide viicut agirliginin azaltilmasi, diyet ve egzersiz tavsiye edilir. Verilen diyette viicut
agirhgin diistirmeye yonelik diisiik enerjili, yag ve karbonhidrat igerigi az olan gidalar
secilmelidir. Alkol tiiketimi varsa azaltilmali yada tamamen bitirilmelidir. Siddetli
hipersilomikroneminin de eslik ettigi durumlarda gida ile yag alimi toplam alinan enerjinin
%10-15 seviyelerinde tutulmalidir (ATPIII, 2001). Amerikan Ulusal Kolesterol Egitimi
Programi giinliik diyetde karbonhidrat oranmmin %55 — 60, protein oraninin %15 — 20
olmasini, toplam yagin %30 ve doymus yag oraninin da %7’yi gegmemesini onermektedir
(ATPIII, 2001). Hastalardaki diyetle ve kilo kaybi ile birlikte kan trigliserit seviyesindeki

cevap olarak ortalama %25 oraninda bir diisiis izlenmektedir (Gerhard ve ark., 2004).

Akdeniz mutfaginin ve balik etinin bilesenlerinden olan omega-3 yag asidinin giinde 4 g
olarak tiiketilmesi gidadaki azaltilmis enerji ve doymus yag asidi ile birlestirildiginde plazma

trigliserit seviyesinde %20’ye kadar diisiis saglayabilmektedir (Hooper ve ark., 2006).
2.1.5. Hipertrigliseridemide ila¢ Tedavisi

Hipertrigliserideminin ilagla tedavisinde genel yaklasim diyete ek olarak tek bir ilacla
baslamaktir. Tek ilaca yanit vermeyen inatgir hipertrigliseridemilerde kombine tedaviye
gecilebilir ancak serum kreatin kinaz, transaminaz ve kreatininin sik sik kontrol edilmesi

tavsiye edilir (Yuan ve ark., 2007).
2.1.6.1. Fibratlar

Fenofibrat gibi fibratlar hipertrigliserideminin tedavisinde siklikla kullanilan ilag
kiimesidir (Barter ve ark., 2006). Fibratlar plazma trigliserit seviyesini %50 oraninda
diistirebilmekte ve plazma HDLK seviyesini %20’ye kadar yiikseltebilmektedir. Fenofibratlar
VLDL’lerin karacigerden dolasima verilme oranini azaltirlar ve plazma trigliseritlerinin
lipolizini arttirirlar (Rubins ve ark., 2002). Ayn1 zamanda LDL miktarinda diisme ve HDLK
miktarinda artig da saglarlar (Frick ve ark., 1987).



20

2.1.6.2 Statinler

Statinler o6zellikle yiiksek dozlarda kullanildiginda kan trigliserit seviyesinde ciddi
diisiisler saglayabilirler. Ancak kan trigliserit seviyesi 440 mg/dl iizerinde olan hastalarda ilk
tercih edilen ila¢ degillerdir. Statinlerin 6zellikle tip 2 diyabetli hastalarda koroner kalp
hastalig1 oranlarinda azalma sagladig1 bildirilmektedir (Gami ve ark., 2003; Topol ve ark.,

2004).
2.1.6.3 Niasin

Giinliik 3 grama kadar tiiketilen niasin (nikotinik asit) plasma trigliserit seviyesini %45’¢e
kadar diisiirebilir, HDLK seviyesini %25’e kadar arttirabilir ve LDLK seviyesini %20’ye
kadar diisiirebilir (Carlson, 2005). Ancak niasin siklikla bag donmesi, deride kizariklik ve
kasintiya sebep olabilmektedir. Bu yan etkiler tedaviye diisiikk dozla baslanarak ve beraberinde
hastaya asetilsalisilik asit verilerek veya Niaspan gibi uzun etkili preparatlar kullanarak

Onlenebilir (Carlson, 2004).
2.2. APOLIiPOPROTEIN A5 GENi VE PROTEINi

Insanlarda apolipoprotein A-V (APOAS, APOA-V, APOAV, RAP3) (MIM: 606368)
geni 11g23°te bulunmaktadir (Pennacchio ve ark., 2001). APOAS geni ilk kez 2001 yilinda
Pennacchio ve arkadaslarinin ¢alismasiyla tanimlanmistir. Pennacchio ve ark. sigan ve insan
genomlarimi karsilagtirma yontemiyle 11. kromozomun uzun kolunda daha dnceden iyi bilinen
APOAT1/C3/A4 gen ailesinine yakin konumda APOAS5 genini belirlemislerdir (Pennacchio ve
ark., 2001).

2.2.1 APOAS Geni Bilgileri

NCBI GenelD: 116519

HUGO Gene Nomenclature Committee ID: 17288
Konumu: 11923

GenBank: AF202889.1

Proteinin agirhigi: 41212 Da

Genin niikleotit sayisi: 4155 (NCBI, Entrez nucleotide)
Amino asit sayist: 366

Ekzon sayisi: 3
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Pennacchio ve arkadagslar1 2001 yilinda siganlardaki ortolog APOA1/C3/A4 gen ailesi
yakinindaki yaklagik 200 kilobazlik bir bdlgeyi evrimsel olarak korunmus ve fonksiyonel
potansiyeli olan genomik DNA’y1 ortaya ¢ikarmak i¢in dizilemislerdir (Pennacchio ve ark.,
2001). Tiirler arasinda korunmus ortak dizileri géz Oniine alarak APOA1/C3/A4 gen
ailesinden sentromere dogru olan 30 kilobazlik bir bdlgede apolipoprotein ailesinin yeni bir
liyesi olabilecegi (APOAS) tahmin edilen bir dizi tanimlanmistir. Bu dizi, sigan EST
(Expressed Sequence Tags) veri bankasi ile karsilastirildiginda ise eslesme oldugu goriilmiis
ve dizinin transkripsiyonu yapilan bir dizi olabilecegi tahmin edilmistir. Bu dizideki
EST’lerin iliskilendirme ¢alismalar1 1107 baz igeren 4 ekzonlu bir ORF (AOP, A¢ik Okuma
Penceresi) tanimlanmasini saglamistir. Bu DNA dizisine karsilik gelen 368 amino asitlik
proteinin diger apolipoproteinlere benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. En ¢ok da (%24 aynilik
ve %49 benzerlik) APOA4 proteinine benzerlik gostermistir. Bu benzerligi takiben ortolog
insan genomik dizisi ile yapilan karsilagtirmada sicandeki APOAS dizisine biiyiik oranda
benzer bir dizi oldugu gorilmiistiir ve 366 amino asitlik bir proteine karsilik gelen bir
AOP’nin varligr tespit edilmistir. Sonrasinda yapilan tahmini yapisal protein analizinde
(coziimleme) hem insan APOAS5 hemde sican APOAS proteinlerinde lipid baglayan
proteinlerin tipik 6zellikleri olan birka¢ amfipatik (hidrofobik) helikal (sarmal) bolge ve bir
amino-terminal sinyal peptiti Ongoriilmiistiir. Hem insan hem de sicanlardaki farkli
dokulardan elde edilen mRNA’lar ile yapilan northern blot sonuglarina bakilarak APOAS
geninin hem sicande hem de insanda karaciger dokusunda ifade edildigi goriilmiistiir
(Baroukh ve ark., 2004).

APOAS geninin fonksiyonunu belirleyebilmek amaciyla insan APOAS geni knock-out
ve insan APOAS5 geni transgenik sicanlar olusturulmustur. APOAS transgenik si¢anlarda
kontrollere gore kan trigliserit seviyelerinde iicte bir oraninda diisme, APOAS5 knock-out
siganlarda ise kontrollere gore kan trigliserit seviyesinde 4 kat artis gozlenmistir. Artis
gosteren lipoproteinlerin hizli protein sivi kromatografisi (FPLC) ve gradient jel elektroforezi
(GGE) ile yapilan c¢oziimlemelerinde VLDL miktarlarinda artis oldugu goézlenmistir.
Heterizogot knock-out siganlarda ise VLDL seviyesi homozigot knock-out ve kontrol
siganlarinkinin yaris1 oldugu goézlenmistir (Pennacchio ve ark., 2001; Pennacchio ve ark.,

2003).
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2.3. APOLIPOPROTEIN C-III GENi VE PROTEINI

NCBI GenelD: 345

HUGO Gene Nomenclature Committee ID: 610
Konumu: 11923

GenBank: NM_000040.1

Proteinin agirhigi: 10852 Da

Genin niikleotit sayisi: 10164 (NCBI, Entrez nucleotide)
Amino asit sayisi: 99

Ekzon sayisi: 4

Lipoprotein lipaz 6zgeni (LPL), gida ile alinan yaglarin bagirsaklardan dolasima verilen
bi¢imi olan silomikronlarin ve dolasimda bulunan lipoproteinlerin bilesimindeki trigliseritleri
hidrolize ederek serbest yag asitlerine pargalar. APOC3 proteininin ana etkinligi LPL’yi
baskilayarak trigliseritlerin hidroliz seviyesini azaltmasidir. LPL {izerinde en ¢ok baskilayici
etkisi olan molekiillerden birinin APOC3 oldugu gosterilmistir (Wang ve ark., 1985).
APOC3’iin LPL’yi baskilama etkisinden sorumlu olan bélgesinin molekiiliin N-terminal
ucunun oldugu sentetik polipeptitlerin kullanildig1 ¢aligmayla gosterilmistir (McConathy ve
ark., 1992). APOC3’iin ek olarak baska dzgenler iizerinde de etkileri vardir. Ornegin hepatik
lipaz Ozgenini de baskiladigi in vitro olarak gosterilmistir (Kinnunen ve ark., 1976).
APOC3™in APOE aracili LDL reseptorii lizerinde orta seviyede, APOB aracali LDL reseptorii
iizerinde ileri seviyede, hepatik lipaz reseptorii iizerinde ileri seviyede ve LPL iizerinde de
ileri seviyede baskilayici etkisi oldugu gosterilmistir (Havel ve ark., 1973; Landis ve ark.,
1987; Sehayek ve ar., 1991; Clavey ve ark., 1995).

APOCS3 proteini karaciger ve bagirsakta ifade edilmektedir. Plazmada en ¢ok bulunan C
serisi apolipoproteinlerdir. Yapisal ¢oziimleme ¢alismalart APOC3’iin lipoproteinlerin yiizey
fosfolipidlerine, proteinin C-terminal boélgesine yakin 50 ve 69. amino asitlerin olusturdugu
amfipatik heliks yapisi ile baglandigin1 gostermistir (Trieu ve ark., 1995). APOC3 proteini
insanlarda 6giinler arasinda en ¢ok HDL’lerin bilesiminde, 6giin sonralarinda ise silomikron
ve VLDL’lerin bilesiminde bulunurlar (Mahley ve ark., 1984). Ancak metabolize olan HDL
ve VLDL’lerin bilesiminde bulunan APOC3 miktarinin %30 ila %60’1 ayn1 kalmaktadir
(Bukberk ve ark., 1985; Tornoci ve ark., 1993).
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Kiiltiire edilen sican karaciger hiicrelerinde gosterilmistir ki, trigliseritten zengin
lipoproteinlerin APOE aracili olarak karaciger hiicrelerine alimi APOC3 tarafindan
baskilanmaktadir (Quarfordt ve ark., 1982).

iki ayr1 laboratuvar tarafindan yapilan insan APOC3 transgenik sican modelleri
calismalar1 yayinlanmistir (Ito ve ark., 1990; de Silva ve ark., 1994). Insan APOC3 transgenik
sicanlarda VLDL trigliserit seviyesinin ciddi miktarda artis gosterdigi gozlenmistir. Bu
sicanlarda VLDL’lerde bulunan trigliseritlerin serbest birakilmasi yiiksek miktardaki APOC3
nedeniyle gerceklesememektedir. VLDL metabolizmasinda normal bir asama olan
VLDL’lerdeki APOC’lerin yerine APOE gec¢mesi de yeterli etkinlikte gerceklesememektedir
(de Silva ve ark., 1994; Aalto-Seta’la” ve ark., 1992; Aalto-Seta’la” ve ark., 1996). insan
APOC3 transgenik sicanlar ile insan APOE transgenik siganlarin ¢aprazlanmasindan elde
edilen siganlarda ise trigliserit seviyesinin normal diizeylerde oldugu gozlenmis, bu sonug
APOC3 transgenik sicanlardaki VLDL’lerin parcalanmalarindaki seviyelerinin diisik
olmasinin bu siganlarda APOE/APOC3 oranmin diisiik olmasiyla agiklanmistir (de Silva ve
ark., 1994; Aalto-Seta-la ve ark., 1996). Ancak daha giincel ¢aligmalarda APOC3 transgenik
sicanlardaki hipertrigliserideminin  APOE/APOC3 oranindaki diistikliik nedeniyle degil
APOC3 miktarindaki artma nedeniyle olabilecegi gosterilmistir (Jong ve ark., 1999). APOE
knock-out siganlarda ¢ok yliksek miktarlarda plazma VLDL miktarlar tespit edilmistir (Jong
ve ark., 1997). APOE knock out sicanlar ile APOC transgenik si¢anlarin ¢aprazlanmasindan
elde dilen sicanlarda ise plazmada trigliseritten zengin VLDL ’lerin ¢ok yiliksek miktarlara
ciktig1 goriilerek olusan hipertrigliserideminin APOC3 miktarindaki yiikselme nedeniyle
oldugu diistiniilmiistiir (Ebara ve ark., 1997).

2.4. INSANLARDA LiPID METABOLIZMASI
Insanlarda lipid metabolizmasina katilan bilesenler trigliseritler, silomikronlar, kolesterol

ve lipoproteinlerdir.

2.4.1. Trigliseritler
Trigliseritler (TG, triagilgliserol) gliserol molekiiliiniin {i¢ adet OH grubunun her birine

birer adet serbest yag asiti baglanmasiyla olusur (Sekil 1 ve 2). Yag asitleri gliserol
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molekiiliine ester bagiyla baglanirlar. Trigliseritler lipoprotein lipaz 6zgeninin etkinligi ile bir

adet gliserol ve 3 adet serbest yag asidine parcalanirlar (Nelson ve ark., 2005).

Sekil 1. Trigliseritin diizlemsel yapisi

(http://www.fishoilandomega3.co.uk/images/triglyceride.gif)

Sekil 2. Trigliseridin konformasyonel yapisi
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(http://www.3dchem.com/imagesofmolecules/Triglyceride.jpg)

Trigliseritler insanlarin gida ile tiikettigi yaglar icerisindeki en biiyilik kiimeyi olusturur.
Gida ile alinan yaglarin emilimi duedonumdan yapilir. Ancak duedonumdan yapilan emilim
trigliseritlerin gida i¢inde bulunduklari molekiiler yapilar ile ger¢eklesemez. Duedonumdan
ancak monogliseritler, (bir adet gliserol ve bir adet serbest yag asidinin birlesmesiyle olusur)
bazi1 digliseritler ve serbest yag asitleri emilir (Ros E., 2000).

Trigliseritler silomikronlarin ve VLDL’lerin ana bilesenleridir. Enerji metabolizmasinda
ve gida ile almman yaglarin dokular arasi taginmasinda gorev yaparlar. Gida ile alinan
trigliseritler bagirsak igerisinde lipazlar ve safra araciligiyla monogliserit ve serbest yag
asitlerine pargalanarak bagirsak hiicreleri i¢ine alinirlar. Bu pargalanma islemine lipolizis adi
verilir. Bagirsak hiicreleri i¢ine alinan serbest yag asitleri ve gliserol molekiilleri bu hiicreler
icerisinde tekrar trigliserit yapisina doniistiiriiliirler. Yeniden olusturulan trigliseritler bagirsak
hiicreleri icerisinde kolesterol ve proteinlerle birleserek silomikronlar1 olustururlar.
Silomikronlar lenf dolasimi ile bagirsak hiicrelerinden ¢ikarak basta karaciger olmak {iizere
diger dokulara taginirlar. Bir¢ok doku silomikronlardan trigliseritleri ayristirarak bu
trigliseritleri enerji kaynagi olarak kullanir. Karaciger ve yag dokulart silomikronlardan
aynistirdiklar trigliseritleri depolayabilirler. Enerji kaynagi olarak trigliseritlere ihtiyag
duyuldugunda glukagon hormonu lipaz 6zgenini harekete gegirerek trigliseritlerden serbest
yag asitlerinin ayrigmasin1 saglar. Serbest yag asitleri kaslarda enerji kaynagi olarak
kullanilabilirler ancak beyin enerji kaynagi olarak glukozu kullandig1 igin, trigliseritlerin
parcalanmasiyla aci8a ¢ikan gliserol molekiilleri glukoneogenezis ile glukoza
donistiirtilebilirler. Trigliseritler kan dolagimindan hiicre icerisine direk olarak alinamazlar.
Kilcal damarlarin duvarlarinda bulunan hiicrelerdeki lipoprotein lipaz 6zgeni sayesinde
gliserol ve serbest yag asitlerine parcalanarak hiicre icerisine alinirlar (Nelson ve ark., 2005;

Vance ve ark., 2008).

2.4.2. Silomikronlar
Silomikronlar, VLDL, IDL, LDL ve HDL’ler ile birlikte gida ile aliman yaglarin
olusturdugu kiimenin bes iiyesinden biridir (Sekil 3). Silomikronlar yaglarin ve kolesteroliin

kan dolagimi vasitasiyla karaciger, yag dokusu, kalp kasi, ve iskelet kaslarina tasinmasini
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saglarlar. Bu dokulara tasinan trigliseritler lipoprotein lipaz 0Ozgeni aracilifiyla
silomikronlardan ayrisirlar (Nelson ve ark., 2005; Vance ve ark., 2008).

Bagirsak hiicrelerinde olusturulan silomikronlar ilkel silomikronlardir ve bu sekilleriyle
lenf sistemine verilirler. Lenf sistemine giren silomikronlar lenf sisteminin en biiylik damari
olan torasik kanal’dan sonra subklaviyal ven yoluyla kan dolasimina girerler. Ilkel
silomikronlar %85 oraninda trigliseritlerden az miktarda da kolesterol ve kolesteril
esterlerinden olusurlar. Ilkel silomikronlarin ana apolipoprotein bileseni APOB-48’dir
(Nelson ve ark., 2005; Vance ve ark., 2008).

Gerek lenf gerekse de kan dolasiminda silomikronlar yapitaglarini HDL’ler ile
degistirirler. HDL’ler yapilarinda bulunan APOC3 ve APOE’leri ilkel silomikronlara
aktararak olgun silomikronlar haline gelmelerini saglarlar. Silomikronlara aktarilan
APOC2’nin 6nemi lipoprotein lipaz etkinliginde kofaktor olarak gorev yapmasidir (Nelson ve
ark., 2005; Vance ve ark., 2008).

Silomikronlar trigliserit igeriklerini kaybettiklerinde APOC2’lerini HDL’lere verirler
ancak APOE’leri kendi yapilarinda kalir. Bu haliyle silomikron artik silomikron artigidir.
Silomikron artiklar1 karacigerde APOB-48 ve APOE bilesenleri ile taninarak yikilirlar. Ilkel
bir silomikron 75-1200 nanometre biiylkliiglinde iken silomikron artiklart 30-50 nm

biiyiikliigiindedir (Redgrave., 2003)
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ApoB ApoA

ApoC ApoB

Sekil 3. Silomikron.

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/d1/Chylomicron.svg/770px-
Chylomicron.svg.png)

2.4.3. Kolesterol
Kolesterol, ¢ekirdegini 4 halkanin olusturdugu 27 karbonlu bir molekiildiir ve steroid
yapisindaki molekiillerin sterol kiimesine dahildir. Plazmada tasimir ve hiicre zarlarinin ana
bilesenlerinden biridir. Hiicre zarma secici gegirgen yapisin1 veren molekiillerden biridir.
Kolesterol ayrica safra asitleri, steroid hormonlar ve yagda ¢6ziinen baz1 vitaminlerinde dnciil

molekiilleridir (Vance ve ark., 2008)
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HO

Sekil 4. Kolesterol molekiiliiniin 2 boyutlu yapisi.

(Kaynak = http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/87/Kolesterol.png)

Kolesterol dkaryot organizmalarda sentezlenebilmektedir. Kolesteroliin hidroksil grubu
membran fosfolipidlerinin ve sfingolipidlerin polar gruplariyla etkilesir. Kolesteroliin
halkalardan olusan steroid grubu ve hidrokarbon zinciri ise diger lipidlerin polar olmayan yag
asidi zincirleriyle kars1 karsiya gelecek sekilde hiicre membranina gémiilii durumdadirlar.
Hiicre zarindaki kolesterol ayni zamanda hiicre i¢i tasima, hiicre haberlesmesi ve sinirsel
iletimde de gorev yapar. Kolesterol Vitamin D ve kortizol, aldosteron, progesteron, dstrojen
ve testesteron gibi steroid hormonlar i¢in dnciil molekiil olarak da gérev yapar (Nelson ve
ark., 2005; Vance ve ark., 2008).

Kolesterol karacigerde, bagirsaklarda, adrenal bezlerde ve iireme organlarinda
sentezlenir. Organlar tarafindan yapilan bu sentez, gida ile alinan kolesteroliin miktarina goére
artirilarak yada azaltilarak sabit oranda tutulmaya calisilir (Nelson ve ark., 2005; Vance ve
ark., 2008).

Kolesterol suda ¢ok ¢ok az miktarda ¢ozlindiigii i¢in kanda lipoproteinlerle tasinir.

Lipoproteinler biiylik kiiresel molekiillerdir i¢ kisimlarinda yagda ¢oziinen trigliserit ve
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kolesterol tasirlar dis kisimlari ise suda ¢oziinebilen amfifilik yapidadir (Nelson ve ark., 2005;
Vance ve ark., 2008).

2.4.4. Lipoproteinler

Yogunluk artisina gore siralanirsa, silomikronlar, VLDL’ler, IDL’ler, LDL’ler,
HDL’lerdir. Lipoproteinler lipidlerden ve proteinlerden olusan molekiillerdir. Molekiil
icindeki lipid-protein bagi kovalent yada nonkovalent olabilmektedir. Bircok 6zgen, yapisal
protein ve antijenler lipoproteinlerdir. Lipoproteinlerin gorevi lipidleri ve kolesterolii kan
dolasimi i¢ginde tagimaktir (Nelson ve ark., 2005; Vance ve ark., 2008).

Silomikronlar trigliseritleri bagirsaklardan karacigere, kaslara ve yag dokularina tagirlar.
VLDL’ler yeni sentezlenen trigliseritleri karacigerden yag dokusuna tasir. LDL’ler
kolesterolii karacigerden viicuttaki diger hiicrelere tagir. HDL’ler ise kolesterolii viicuttaki
dokulardan alarak karacigere tasir (Nelson ve ark., 2005; Vance ve ark., 2008).

Lipoproteinlerin dis kisimlarinda fosfolipidlerden, kolesterolden ve apoproteinlerden
olusan hidrofilik gruplar bulunur. I¢ kisimda ise trigliseritler ve kolesterol esterleri bulunur.
Lipoproteinlerin yiizeylerinde bulunan proteinler lipoprotein molekiiliiniin  kandaki
Ozgenlerle, kendi aralarinda ve lipoproteinlerin bilesiminde bulunan trigliserit ve kolesteroliin
hiicre i¢ine alinip alinmayacagini belirleyen hiicre yiizey proteinleriyle etkilesmesini saglarlar

(Nelson ve ark., 2005; Vance ve ark., 2008).
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2.4.5. Lipoproteinlerin simflandirilmasi

Lipoproteinlerin siniflandirilmasi Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Lipoproteinlerin siniflandiriimasi

(http://biochemistryquestions.wordpress.com/2008/08/23/structure-and-classification-of-

lipoproteins/)
Trigliserit Fosfolipit Protein Ana
Lipoprotein | Biiyiiklik | Yogunluk | =~ L Kolesterol ) )
icerigi (% igergi (% (% apolipoprotein
tipi (nm) (g/ml) (% agrhik)
agirlik) agirhk) agirhk) igerigi
Al, A4, B4S,
Silomikron | 75-1200 0.94 80-95 3-6 3-7 1-2
C1,C3,E, AS
0.94- B100, E, C1,
VLDL 30-70 45-65 15-20 20-30 6-10
1.006 C2,C3
1.006-
IDL 25-50 27-35 17-19 18-26 9-11 E, B100, C3
1.019
1.019-
LDL 18-30 4-8 18-24 51-58 18-22 B100
1.063
1.063-
HDL 5-12 121 2-7 26-32 18-25 45-55 Al, A2, E

2.4.6. Lipoproteinlerin Metabolizmasi
Lipoprotein metabolizmasi ekzojen ve endojen lipoprotein metabolizmasi olarak ikiye

ayrilir.

2.4.6.1 Ekzojen Lipoprotein Metabolizmasi

Ekzojen lipoprotein metabolizmasi gida ile alinan yaglarin bagirsaklardan emilimi ile
baglar. Bagirsaklardan emilen kolesteroliin miktarini diizenleyen mekanizma heniliz tam
olarak bilinmemektedir. Bagirsak hiicrelerine alinan serbest yag asitleri gliserol ile birleserek
trigliseritleri  olustururlar, kolesterol ise agil-kolesterol agil transferaz tarafindan
esterlestirilerek kolesterol esterleri haline getirilir. Bu lipidler bagirsak hiicreleri icerisinde
silomikronlar olarak birlestirilirler. Silomikronlarin ana apolipoprotein bileseni B48’dir.
Ancak APOC2 ve APOE de silomikronlarin dolasima girebilmeleri i¢in gereklidir. APOB48

silomikron molekiiliine lipid baglanmasin1 saglar ancak silomikronun LDL reseptdriine
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baglanmasina izin vermez. Bu sayede silomikronlarin dolasimda gerekenden erken olarak
parcalanmasi engellenmis olur.

APOC2 ise LPL enziminin lipoprotein igindeki trigliseritleri serbest yag asitlerine
hidrolize ederek parcalamasi i¢in gereken kofaktordiir. Agiga ¢ikan serbest yag asitleri enerji
iretiminde kullanilabilir, dokularda tekrar trigliseride ¢evrilebilir yada yag dokusunda
depolanabilirler. Trigliserit icerigini kaybederek silomikron artigi haline gelen molekiilleri
tasidiklar1 APOE ile karaciger hiicreleri tarafindan alinirlar. Karacigerde silomikron artiklar

tasidiklar1 ylizey bilesenlerinden arindirilarak HDL haline getirilirler (Rosenson., 1995)

2.4.6.2. Endojen Lipoprotein Metabolizmasi

Endojen lipoprotein metabolizmas1 karacigerde VLDL’lerin sentezi ile baslar.
VLDL’lerin kiitle olarak %601 trigliserit %20°’si kolesterol esterlerinden olusur. Hiicre iginde
endoplazmik retikulumda bulunan trigliserit transfer proteini trigliseritlerin endoplazmik
retikuluma girisini saglar (Raabe ve ark., 1999). VLDL’lerde bulunan APOC2 LPL 6zgeni
icin kofaktor olarak gorev yapar, APOC3 LPL 6zgenini inhibe eder, ABPOB100 ve APOE ise
LDL’lerdeki APOB ve APOE almaglar i¢in ligand gorevi yapar (Rader ve ark., 1994).

Bilesimindeki trigliseritler LPL tarafindan pargalanan VLDL’ler artik IDL olarak
adlandirilirlar. Yiizeylerinde bulunan fosfolipit, esterlesmemis kolesterol, APOA, APOC ve
APOE proteinleri HDL’lere aktarilir. IDL’ler ayn1 zamanda hepatik trigliserit lipaz 6zgeni
vasitasiyla LDL’lere de doniistiiriilebilirler.

LDL’ler kolesterol esterleri az miktarda trigliserit ve APOB/E almaglari i¢in ligand olan
APOBI100 proteinlerince zenginlestirilirler. LDL’ler ¢esitli dokular tarafindan alinabilirler.
Karaciger hiicreleri tarafindan alman LDL’lerdeki kolesterol safra asitleri yapiminda
kullanilabilir. Karaciger disindaki dokular tarafindan alinan LDL’lerdeki kolesterol ise
hormon iiretiminde ve hiicre membrani1 yapiminda kullanilabilir yada esterlesmis halde depo
edilebilir.

Hiicrelerdeki kolesterol ihtiyacinin belirlenmesi LDL APOB/E almaglarinin negatif geri
beslemeleri ile kontrol edilir (Brown ve ark., 1986). Kolesterol fazlasi olan hiicreler APOB ve
APOE genleri ifadesini azaltarak hiicre igine kolesterol alim seviyesini diistiriirler.

Dolagimdaki LDL makrofajlara ve ¢opcii almaclar sayesinde diger dokulara da girebilir.
Kolesteroliin izledigi bu yol hiicre i¢inde asir1 kolesterol birikimine ve dolayisiyla yag hiicresi

olusumna sebep olur. Icinde ¢ok miktarda kolesterol bulunan yag hiicreleri ise ateromatdz
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plaklar olusturabilirler. Insanlarda LDL almaci genindeki mutasyonlar ailesel

hiperkolesterolemi hastaligina neden olurlar (Rosenson. 1996).

2.4.7 Lipid metabolizmasi

Karacigerden bagirsak bosluguna salgilanan fosfolipidler, safra asitleri gida ile
bagirsaklara gelen lipidleri emiilsiyon durumuna doniistiirerek mikroskopik miselleri
olustururlar. Pankreas tarafindan iiretilerek bagirsak bosluguna verilen lipaz 6zgeni ise gidada
bulunan yaglari bagirsak hiicreleri tarafindan emilebilir formlar olan serbest yag asitleri,
monoagilgliseritler ve esterlesmemis kolesterole doniistliriirler. Serbest yag asitleri ve
monoagilgliseritler pasif diflizyon ve tasiyr molekiiller araciligiyla bagirsak hiicrelerine
almirlar (Neeli ve ark., 2007). Bagirsak hiicreleri igerisinde bu bilesikler esterlestirilerek
silomikronlar haline getirilirler. Silomikronlarda yapisal olarak en c¢ok trigliseritler az
miktarda da hem esterlesmis hemde esterlesmemis kolesterol bulunur. Silomikronlar lenf
yoluyla kan dolagimina verilirler. Silomikronlar iki agsamali pargalanma gecirirler. Birinci
asamada silomikronlar kan dolagimi ile ¢evresel dokularin kapiller damarlarina ulastiklarinda
bir kismi yag asitleri olarak yag dokuda depo edilirken bir kism1 da enerji kaynagi olarak
kullanilmak tizere kas dokulara gider. Kas dokularda, silomikronlarin bir kisminin i¢indeki
trigliseritler endotel hiicreleri i¢inde LPL tarafindan pargalanarak serbest yag asitlerine
ayrisarak enerji kaynagi olarak kullamlabilir duruma gelirler. Ikinci asamada ise trigliserit
icerigini kaybeden silomikronlar kolesteril esterleri bakimindan zengin hale gelmis olurlar ve
silomikron kalintilar1 olarak adlandirilirlar ve kan dolasimina verilirler. Kan dolasimindaki bu
silomikron kalintilar1 ise karaciger hiicreleri tarafindan alinarak uzaklastirilirlar (Williams,
2008).

Bagirsak hiicrelerinde APOB bagimli yolakda endoplazmik retikulumda APOB-48
tagiyan lipoproteinler, trigliserit ve kolesterol igerikleri ile birlikte paketlenirler. Endoplazmik
retikulum igerisinde baslangicta kiigiik olan molekiil igerigi zenginlestikce biiyiir ve yiizeyinin
kararliligimi saglamak icin fosfolipit ve APOA4 ile kaplanir. Bu partikiiller daha sonra Golgi
aygitina aktarilarak lipidler bakimindan daha da zenginlestirilirler ve silomikron haline
gelirler. Bagirsak hiicrelerine giren kolesteroliin bir kism1 ve kolesterol olmayan sterollerin
tiimii viicuttan atilmak {izere bagirsak bosluguna geri verilirler. APOB bagimsiz yolakda ise
esterlesmemis kolesteroller hiicre igine almarak ABCA1 (kolesterol akisini kontrol eden

protein) tasiyict molekiilleri vasitasiyla hiicre membranindan disart gonderilerek hiicreler
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arasinda bulunan APOAI1 ile baglanmalar1 saglanir. Esterlesmemis kolesteroliin hiicreler
arasinda bulunan HDL partikiillerine de APOA1 ile birlikte baglanmalar1 saglanir. Buradaki
APOA1 hem bagirsakta sentezlenir hemde dolasim yolu ile gelebilir (Williams, 2008).
Silomikronlarda bulunan APOB organizmada iki formda var olabilir. Ilki karacigerde
sentezlenen yapisal olarak tam uzunluktaki APOB-100 formudur. Karacigerden dolagima
verilen VLDL ve LDL’lerde bu form vardir. APOB-100 proteininin C terminal ucunda LDL
almacinin tamdgi bir domain bulunmaktadir. ikinci form olan APOB-48 ise bagirsak
hiicrelerinde sentezlenir. APOB-48 proteininde bulunan C terminal u¢ ise APOB-100’tin C
terminal ucundan %52 daha kisadir (Pulai ve ark., 1997). Hem APOB-100 hemde APOB-48
proteinlerinin transkripsiyonu ayni genden yapilmaktadir. Ancak “APOB mRNA isleme
Ozgeni” isimli bir 6zgen tarafindan APOB-100 mRNA’sinin uzunlugunun yaklasik ortalarina
gelen bir bolgede sitozin-urasil degisimine yol agarak g¢erceve icinde erken bir dur kodonu

olusturur (Fisher ve ark., 2002).

Gerek bagirsak hiicrelerinde gerekse karaciger hiicrelerinde lipoproteinlere eklenecek
olan trigliseritler ve kolesterol esterleri diagilgliserol agiltransferaz ve acilkolesterol
aciltransferaz-2 0Ozgenleri vasitasi ile yapilir. Lipoprotein molekiillerinin endoplazmik
retikulumdaki olgunlagmalar1 ise mikrozomal trigliserit transfer proteini aracilifi ile olur.
Lipidlerin APOB ile baglanarak lipoprotein haline gelmesinde bagirsak hiicrelerinde
silomikronlar i¢in karaciger hiicrelerinde ise VLDL’ler i¢in ikinci bir adim daha
bulunmaktadir (Cartwright ve ark., 2001; Gusarova ve ark., 2003; Stillemark-Billton ve ark.,
2005). Karacigerde yeni olusan apolipoproteinlerin APOB ile baglanmalari i¢in hem APOB-
48’de hem de APOB-100’de bulunan bir motife ihtiyag duymaktadir, ancak bagirsak hiicreleri
icin boyle bir motifin gerekliligi heniliz bildirilmemistir. Tam olarak hazir hale gelen
silomikronlar (APOB-48’li lipoproteinler) bagirsak hiicrelerinin membranindan salgi

kesecikleri halinde ekzositozla lenf damarlarina verilirler (Wiliiams, 2008).

Bagirsak hiicrelerinde ayrica gelismekte olan lipoproteinlerin ylizeyine baglanmasi igin
hidrofobik bir protein olan APOB4 proteini de sentezlenmektedir. Silomikronlar kan
dolasimina ulastiklarinda yiizeylerinde bulunan APOA4 proteini ilerideki lipolizis asamasina
hazirlik icin APOC ve APOE’ler ile yer degistirirler (Hockey ve ark., 2001; Neeli ve ark.,
2007). Q360H gibi APOA4 proteinin lipoproteine olan ilgisini arttiran polimorfizmler APOC
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ve APOE ile olan yer degistirmeyi engelleyerek ya da geciktirerek hipertrigliseridemiye yol
acabilirler (Hockey ve ark., 2001).

Insanlarda APOB-100 sadece karacigerde APOB-48 ise sadece bagirsaklarda
sentezlendigi icin aterosklerozda goriilen APOB’nin tipine bakilarak kaynag tespit edilebilir
(Pulai ve ark., 1997). APOB tastyan lipoproteinlerin her biri sadece bir adet APOB molekiilii
tagirlar. Bu sayede APOB-48 veya APOB-100 kiitlesine bakilarak partikiil sayis1 tahmin
edilebilir. Bol yagh bir 6giinden sonra kan trigliserit yogunlugundaki yiikselmenin %80’inden
biiyiik boliimiinden silomikronlarda bulunan APOB-48 sorumlu iken partikiil sayisinin
yaklasik %80°1 APOB-100 lipoproteinlerinden olusur (Adiels ve ark., 2008). Bagirsaklardaki
bir insiilin direnci veya diyabet hastaliginin olmasi durumunda sentezlenen APOB-48

sayisinda artig goriilmektedir (Williams, 2008).
2.4.8. Silomikron Katabolizmasi

Yag dokusu ve ¢izgili kas dokusundaki kapiller endotele baglanan etkin durumdaki LPL
silomikronlardaki ve VLDL’lerdeki trigliseritleri hidrolize ederek yerel ve sistemik olarak
kullanilacak olan serbest yag asitlerinin olugsmasini saglar (Olivecrona ve ark., 1987; Wang ve
ark., 1992). LPL tarafindan hidrolize edilen silomikronlar daha kii¢iik kolesteril esterlerinden
zengin lipoprotein kalintilarina dontistirler ve tekrar dolasima verilirler. In vitro ¢aligsmalar
kiiltiire edilen endotel hiicrelerinin yiizeylerinde LPL’1 baglayict molekiiller olarak heparan
stilfat proteoglikanlarinin  bulundugunu goéstermektedir (Olivecrona ve ark., 1987).
Silomikronlarin hidrolizinde LPL’nin kofaktorii olarak APOC2 gorev yapar. LPL’in
baskilayicilart olan insanlardaki APOC3 ve APOA2’de olusabilen polimorfizmler 6giin
sonras1 lipoprotein metabolizmasinda bozukluklara yol acarlar (Lopez-Miranda ve ark.,
2006). Kapiller endotel hiicreleri LPL sentezlemezler, 6zgeni daha alt doku katmanindaki yag

dokusundan ve ¢izgili kas hiicrelerinden alirlar (Wang ve ark., 1992).

LPL’nin etkinliginin sinirli olmast nedeniyle silomikronlardan elde edilen firiinler yag
dokusunda depolanirlar yada enerji elde etmek iizere ¢izgili kas hiicrelerine gonderilirler.
Yapilan bir ¢alismada LPL’nin kas dokusunda asir1 ifade edildigi siganlarda silomikronlarin
lipolizinin yag dokudan c¢izgili kas dokuya kaymasi sonucu gida kaynakli obezitenin
engellendigi goriilmiistiir (Jensen ve ark., 1997). insanlarda da benzer bir fizyolojik durum

s6z konusudur. LPL etkinliginin ¢izgili kas ve yag dokuda farkli etkileri olmaktadir. Tok
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karnina ve dinlenme durumunda LPL etkinligi daha ¢ok yag dokuda, a¢ karnina ve caligma
durumunda ise daha ¢ok c¢izgili kas dokuda olmaktadir (Blanchette-Mackie ve ark., 1989;
Hamilton ve ark., 2007).

2001 yilinda kesfedilen apoliprotein AS ise kanda diger apoproteinlere gore ¢cok daha
diisiik oranda bulunmaktadir. Ornegin APOA1 seviyesinin %0.02’si oraninda bulunurlar. Bu
oran daha Onceki caligmalarda neden gozden kagtigini agiklamaktadir. Apoprotein AS

trigliseritlerin LPL aracili hidrolizinde gorev yapmaktadir (Pennacchio ve ark., 2001).

2.5. LIPOPROTEINLER VE ATEROSKLEROZ
Premature koroner hastalia maruz kalan bireylerin %70’inden fazlasinda dislipidemi

bulundugu tahmin edilmektedir (Genest ve ark., 1992).

2.5.1. LDL Kkolesterol ve Ateroskleroz

Lipoproteinlerin hiicre igine girisini saglayan birka¢ tip almag¢ bulunmaktadir.
Hayvanlarla yapilan bir ¢alismada, ¢opg¢ii, LDL ve VLDL alma¢ mRNA’larinin aterosklerotik
lezyonlarda yiiksek oranlarda bulundugu, ve bu oranin yiiksek olmasinin diiz kas
hiicrelerinden ve makrofajlardan olusan kopiik hiicrelerinin olusumunda etkili olabilecegi
gosterilmistir (Hiltunen ve ark., 1998).

Dolagimda bulunan ve APOB/E almaglar1 yoluyla dokulara girmeyen LDL’leri
makrofajlar ¢opcii reseptorleri yoluyla hiicre icine alabilirler (Brown ve ark., 1986; Steinberg
ve ark., 1989). Bu almaglardan en 6nemlisinin CD36 oldugu diisiiniilmektedir (Podrez ve ark.,
2000; Febbraio ve ark., 2000). LDL’lerin bu almagclar tarafindan hiicre i¢ine alinmasi i¢in
oksidasyonu da igeren biyokimyasal degisim gecirmeleri gerekmektedir. Oksidasyon arter
icindeki endotel hiicresinde, makrofajlarda, diiz kas hiicrelerinde ya da T-lenfositlerde
gerceklesebilir ve APOB’deki bir lizin amino asitini degistirir.

LDL’lerin oksidasyonu isoprostanlarin olusumuna neden olur. Isoprostanlar kimyasal
olarak kararli, prostaglandinlerin yapisal izomerleridir. Esansiyel yag asitlerinin 6zellikle de
arasidonik asitin serbest radikallerce katalizlenmis peroksidasyon {iriinleridir. izoprostanlar
lipid peroksidasyonunu yansitirlar ve hiperkolesterolemide ve aterosklerozisde oksidatif
stresin belirtecleridir. Aterosklerotik lezyonlarda isoprostanlarin miktar1 artmistir ve kopiik

hiicrelerinde ve hiicre dist matrikste bulunurlar (Pratico ve ark., 1997).
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LDL’lerin oksidasyonu antioksidan olan flavinoidler gibi fenolik bilesiklerce
baskilanabilir.
Okside olan LDL partikiilleri farkli etkileri nedeniyle aterosklerozise neden olabilirler

(Steinberg ve ark., 1989; Podrez ve ark., 2000). Bu etkiler asagidaki gibi siniflandirilabilir.

Okside olan LDL partikiilleri monositler i¢in kemotaksiktirler. Bu monositler daha sonra doku
makrofajlarina doniisiirler. Doku makrofajlart ise mobilitelerini kaybedip damar duvarinda
kalabilirler. Hiperkolesterolemili hastalarla yapilan aferez calismasinda, hiperkolesterolemili
hastalarda endoteliyal yapiskanlik seviyesini arttiran endoteliyal 16kosit adezyon molekiil-1 ve
hiicreleraras1 adezyon molekiil-1 seviyelerinin arttig1, aferezden sonra ise bu molekiillerin
seviyelerinin azaldig1 goriilmiistiir (Sampietro ve ark., 1997).

LDL kolesterol seviyesinin arttig1 tiim durumlarda makrofajlar icindeki modifiye LDL miktari
da artar (Brown ve ark., 1986). Kolesterolden zenginlesen bu hiicreler artik kopiik hiicreleridir
ve pargalandiklarinda, i¢lerinde bulunan okside olmus LDL’ler, hiicre i¢i 6zgenler ve serbest
oksijen radikalleri damar duvarina zarar verirler. Okside olmus LDL’ler CPPP32’ye benzer
proteaz O0zgenini etkinlestirerek damar duvarinda bulunan endotel hiicrelerini apoptoza sevk
ederler. Bu mekanizma da hasara yanit olarak ateroskleroza neden olur (Dimmeler ve ark.,
1997).

Okside olan LDL endotel fonksiyonlarini bozarak nitrik oksit salinim diizeyini disiiriir,
asetilkoline olan vazorelaksasyon seviyesini diislirir ve endotele bagli vazodilatasyon
seviyesini azaltir (Chin ve ark., 1992; Anderson ve ark., 1996; Mathew ve ark., 1997). Yiiksek
miktardaki kolesteroliin nitrik oksite baglanarak onu inaktive eden serbest oksijen
radikallerinin olusumunu artirdig1 gosterilmistir. (Andrews ve ark., 1987; Mangin ve ark.,
1993). Serbest oksijen radikalleri miktarindaki artis, hem okside olmus hemde okside
olmamig LDL’lerin sebep oldugu L-arginin (nitrik oksit onciiliidiir) miktarindaki azalma ile
tetiklenen nitrik oksit sentezindeki dengesizlik nedeniyle de olabilir (Vergnani ve ark., 2000).
Okside olan LDL platelet agregasyonu ve tromboksan salinimini da arttirarak
vazokonstriiksiyon ve damar i¢i trombus olusmunu saglar (Hassal ve ark., 1983). LDL ayrica
plateletlerdeki nitrik oksit sentez hizin1 da diislirerek platelet etkinligini ve agregasyonunu
hizlandirir (Pedrano ve ark., 1992; Chen ve ark., 1996). Endotel hiicrelerinin hasari

sonucunda platelet yapigsmasi ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu saglayan sitokin
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saliniminda artig olusur. Bdylece kopiik hiicresi, platelet formasyonu ve diiz kas hiicresi
proliferasyonu hepsi bir arada aterosklerotik plak olusmuna katilirlar (Ross., 1993).

Bir diger mekanizma da anjiyotensin 2 tip 1 almaci miktarindaki artistir (Nickenig G., 1997).
Bu almag¢ ise bir LDL almaci olan LOX-1 almacini uyararak hiicre igine LDL girisini
hizlandirir (Morawietz ve ark., 1999). Kolesterol diisiirlicii ila¢ grubu olan statinler

anjiotensin 2 tip 1 almaci etkinligini azaltarak etki eder.

2.5.2. IDL kolesterol ve Aterosklerozis

Her ne kadar ateroskleroz olusumunda ana etken LDL olsa da yapilan ¢alismalarda
kandaki IDL seviyesinin de diger etkenlerden bagimsiz olarak koroner kalp hastaligi riskini
arttirdign gozlenmistir (Krause ve ark., 1987; Kugiyama ve ark., 1999). IDL’de LDL gibi
makrofajlar tarafindan hiicre igine alinabilir ve kopiik hiicre formasyonu olusturarak koroner

damarlarin endotele bagli vazomotor fonksiyonlarini bozabilir (Kugiyama ve ark., 1998).

2.5.3. Hipertrigliseridemi, VLDL Kolesterol ve Ateroskleroz

Hipertrigliserideminin koroner hastalik riski ile olan iliskisi heniiz kesinlesmis degildir
(Garber ve ark., 1994). Hipertrigliserideminin HDL seviyesinin diismesi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle koroner hastalik riskinin artmasmin sorumlusu olarak HDL
seviyesinin distk olmasi diistintilebilir (Garber ve ark., 1994).
Ancak trigliseritlerin aterojenik oldugu durumlar da olabilir. Ornegin hipertrigliseridemili
hastalarda VLDL partikiilleri APOE bakimindan zengindirler. Bu hastalarda VLDL
partikiillerinde APOE seviyesinin yiiksek olmast VLDL’lerde konformasyonel degisimlere
yol acarak makrofajlardaki ¢Opcli almaglara baglanmalarini saglar ve okside olmus
LDL’lerdekine benzer bir etki ile makrofaj i¢ine asir1t VLDL girmesine neden olur (Gianturco
ve ark., 1990).

Hipertrigliseridemili hastalardaki bir diger mekanizma da asir1 APOB iiretilmesiyle
olusan mekanizmadir. Bu hastalarda trigliserit seviyesindeki normal bireylerde bulunan
LDL’lerden farkli olarak LDL’ler daha kii¢iik ve yogundurlar (DeJager ve ark., 1993). Kiigiik
ve yogun LDL partikiilleri LDL reseptoriine baglanmada daha isteksizdirler. Bu sayede de
kiiciik ve yogun LDL partikiillerinin yar1 omiirleri uzayarak dolasimda daha uzun siire
kalirlar. Bu ise oksidatif modifikasyona maruz kalma ve sonrasinda da makrofajlardaki ¢opcii

almaglarca alinma riskini arttirir (Nigon ve ark., 1991).
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Hipertrigliseridemi ayrica kan vizkozitesini ve  koagiilasyon riskini arttirarak

aterotromboza katki yapabilir (Rosenson ve ark., 1994).

2.5.4. HDL kolesterol ve Ateroskleroz

HDL’ler LDL ve VLDL nin aksine anti-aterojenik 6zellikler gosterirler. HDL’ler kirmizi
hiicrelerin sekil degistirmeleri iizerindeki segici etkileri ile ters kolesterol taginmasinda,
endotel hiicre fonksiyonlarinin siirdiiriilmesini, tromboza karsi korunmayir ve kan
vizkozitesinin diisiik seviyede tutulmasini saglarlar (Tall ve ark., 1990; Rosenson ve ark.,
1995; Rosenson ve ark., 1996; Duverger ve ark., 1996). Ters kolesterol tasinmasinda
hiicrelerdeki ve aterosklerotik plaklardaki fazla kolesterol uzaklastirilir. Burada apoprotein Al
etkin rol oynar. Sican modellerinde insan APOA1 somatik gen transferi yapilarak sicanlarin
aterosklerozdan korundugu, var olan aterosklerozislerin ise geriledigi goriilmiistiir (Benoit ve
ark., 1999; Tangirala ve ark., 1999).

HDL ve APOAI1 ayrica eritrositlerde hiicre membraninin kararliligim1 saglayarak
kalsiyum aracili prokoagiilant olusumunu baskilarlar (Rosenson ve ark., 1996). Membranin
kararliligimin saglanmasi protrombin aktivasyonu i¢in gerekli olan anyonik lipidlerin zar

iizerinden difiizyonunu engeller.

2.6. TRIGLISERITLER VE ATEROSKLEROZ

APOAS’in trigliserit seviyesini diisiirebilecegi lizerine birka¢ mekanizma Onerilmektedir.
Bu mekanizmalardan bir tanesi karaciger hiicrelerinde VLDL sentezlenmesi ve
salgilanmasina olan etki, digeri de trigliseritten zengin lipoproteinlerin artan katabolizmasidir.
LPL oOzgeni heparinle kapli bir yiizeye baglandigi zaman, APOAS varligt durumunda
trigliseritlerin hidrolizinin anlamli derece arttig1 gosterilmistir . APOAS’in heparine yiiksek
derecede ilgisi oldugu ve LPL’nin heparin kapl yiizeylere baglanma etkinligini arttirdigi
gosterilmistir. Bu nedenle, in vivo olarak APOAS5’in, trigliseritten zengin lipoproteinlerin
LDL aracili lipolizisin baglica yapildigt damar endotel hiicrelerinde heparin siilfat
proteoglikanlarina baglanmasini artirdigi ongoriilmektedir (Young ve ark., 2007). Heparin
silfat proteoglikanlari, hiicre membranlarinda bulunan ve pihtilagmada gorev yapan bir

molekil kiimesidir.
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Trigliseritden zengin lipoproteinler LDL almaglar1 araciligi ile karaciger hiicrelerine,
mozaik tip-1 (SorLA) almaglar1 aracilii ile de damarlardaki diiz kas hiicrelerine alinirlar
(Young ve ark., 2007). Nilsson ve ark. gerek serbest gerekse lipidlere bagli bulunan
APOAS5’in hem LDL almacina hemde mozaik tip-1 almacina kalsiyum aracili olarak
baglandigin1 gosterdiler (Nilsson ve ark., 2007). Onceden heparin ile muamele edilmesi
durumunda ise APOAS5’in hem LDL almacina hem de mozaik tip-1 almacina baglanma
oranini azalttig1 goriilmiistiir. Heparinin bu etkisi ise LDL almaci ve mozaik tip-1 almacina
baglanmada APOAS ile yarigs halinde oldugunu diisiindirmiistiir. Mutant APOAS
molekiillerin ise hem heparine hemde LDL almacina zayif baglanma gosterilmistir. Yine ayni
calismada APOAS ile baglanmig LDL almaci ve mozaik tip-1 almaci kapl algilayici ¢iplere
silomikron baglanmasinda artis oldugu gozlenmistir. Nilsson ve ark’nin yaptig1 bu ¢aligma

APOAS i¢in daha 6nceden 6ngoriilen etkinlik mekanizmasini desteklemektedir.

2.6.1. Dislipidemi hakkinda diger bilgiler

Insanlar yaslandik¢a, bilissel fonksiyonlarin korunmasi ile olumlu lipid ve glukoz
profilleri pozitif korelasyon gostermektedir (Atzmon ve ark., 2002; Barzilai , 2006; Atzmon
ve ark, 2006). Ornegin insanlarda 100 yas ve {istii bireylerde bilissel yeteneklerin
yiiksekliginin plazma HDL-K seviyesi ile pozitif korelasyon, plazma trigliserit seviyesi ile de
negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Atzmon ve ark., 2002).

2.7. INSANLARDA KAN YAGLARI SEVIYELERINi ETKILEYEN
LOKUSLARLA ILGIiLi TUM GENOM BAGLANTI CALISMALARI

Insanlarda kan yaglar1 seviyesini etkileyen lokuslarla ilgili tiim genom baglanti
calismalarinin sonuncusu 2009 Ocak ayinda yayinlanmistir. Bu ¢alismada total kolesterol,
LDL-kolesterol, HDL-kolesterol ve trigliserit seviyelerini etkileyen lokuslar 16 farklh
populasyonda arastirilmistir. Calismaya dahil edilen toplam birey sayist 22562°dir. Bu
bireyler 18-104 yas arasindaydilar ve Avrupa’min farkli cografik bdlgelerinde
yasamaktaydilar. Bu calismada kan yaglari seviyelerini etkileyen onceki caligmalarda
tamamlanan 16 lokusa ek olarak 6 ek lokus daha tanimlanmistir. Bu alt1 lokustan {i¢ tanesinde
kan yaglar1 seviyesine olan etki cinsiyetler arasinda farklilik gostermistir.

Aulchenko ve ark.’nin yaptigi bu calismada total kolesterol i¢in 11 bdlge iliskili
bulunmustur (p<5x10™) ve bunlardan sekizinin daha onceki tim genom baglanti

caligmalarinda LDL veya trigliserit seviyeleri ile iliskili oldugu bildirilmistir, {i¢ tanesi ise son
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yapilan bu ¢alismada bildirilmektedir. LDL igin, iliskili bulunan 8 lokustan {i¢ii dnceden
bilinmemekteydi. HDL icin 8 lokus iliskili bulundu ve bunlardan 2 tanesi ilk kez tanimlandi.
Trigliserit seviyesi i¢in ise bu g¢aligmada iligkili bulunan 7 lokusun timii daha oOnceki
calismalarda da iliskili bulunmustur. Yeni tanimlanan lokuslardan iki tanesinde sadece birer
adet tek niikleotit polimorfizmi (TNP) tiim genom bakimindan anlamli bulunmustur. Ancak
bu iki lokus i¢inde de diger TNP’ler igin belirlenen p<5x10™ degerine ulasilamasa da fikir
verici birgok TNP saptanmistir (Aulchenko ve ark., 2009).

Ayni  ¢alismada tim genom Olgeginde bir ag c¢oziimlemesi yapilarak lipit
metabolizmasindaki biyolojik yolaklarla olabilecek muhtemel iligkiler de arastirilmistir.
Buradaki tiim genom o0lgekli ag ¢oziimlemesinde amag arastirilan genleri Gene Ontology
(www.geneontology.org) temelinde yolaklart ile birlikte siraya koyarak lipit seviyeleri ile en
cok iligkili bulunan genlerin yolaklarini listelemektir. Coziimlemede kullanilan bu teknik, tim
genom Olgekli transkript verilerinden elde edilen sinyallerin yolaklarinin analizinde
kullanmasi1 ile aynmidir. Buradaki tiim genom o6lcekli network analizi total kolesterol ile
iligkilendirilen TNP’lerde uygulanmistir. Her bir gen i¢in en ¢ok iligkili bulunan TNP
degerlendirmeye alinmustir. Iki ana yolak total kolesterolle iliskili genleri kolesterol ve sterol
metabolizmastyla, lipit tasiyicilariyla ve bireylerin gidalara olan yanitlariyla iligskilendirmistir.

2009 yili Ocak aymda 19840 bireyin katildigi baska bir tim genom 0lc¢ekli ¢alisma
yaymlanmistir. Bu ¢aligmada 11 tanesi ilk kez olmak iizere lipoprotein seviyelerini etkileyen
30 tane lokus bildirildi (p<5x10®). 11 tane yeni lokusdan 4 tanesi LDL-kolesterol seviyesi ile,
6 tanesi HDL-kolesterol seviyesi ile ve 3 tanesi ise trigliserit seviyesi ile iligkili bulunmustur

(Kathiresan ve ark., 2009).

2.8 LITERATURDE APOA5 VE APOC3 GENLERI ILE KAN LIPIT
SEVIYELERiI ARASINDAKI OLASI iLISKILERI ARASTIRAN CALISMALARIN
OZETLERI
Delgado-Lista ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada APOA1/C3/A4/A5 gen kiimesindeki 9
adet polimorfizmin postprandiyal durumdaki bireylerde kandaki lipid seviyeleri {izerine
etkileri olup olmadigi arastirilmistir. Caligmanin sonuglarina gore APOA1 genindeki -
2803 A>G pozisyonundaki polimorfizmi (rs2727784) homozigot olarak bulunduran bireylerde
ve APOA4-APOAS genler arast bolgede bulunan T>C polimorfizminin en az bir alelini

tastyan bireylerde (rs1263177) postprandiyal lipeminin sinirlt derecede oldugu goriilmiistiir.
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APOA4 N147S (c.440G>A, 1s5104) ve APOA4 (c.87G>A, rs5092) alellerinin en az bir
tanesini tasiyan bireylerde ise portprandiyal olarak APOAI1 seviyelerinin anlamli derecede
diisiik oldugu goriilmiistiir (Delgao-Lista ve ark., 2009).

Yapilan bir calismada Tayvanda yasayan 667 kisilik Cinli bir populasyonun APOAS -
1131T>C polimorfizminin kan trigliserit seviyesi ve HDL-kolesterol seviyesi iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Calismanin sonuglarina gore -1131C alelini tasiyan bireylerde trigliserit
seviyesinin anlamli derece yiiksek (p<0.001), HDL-kolesterol seviyesinin ise anlamli derece
diisiik oldugu bildirilmistir (p<0.013). ¢.553G>T polimorfizminde ise ¢.553T alelini tagiyan
bireylerde GG genotipe sahip bireylere gore anlamli derecede yiiksek kan trigliserit seviyesi
saptanmistir (p=0.014). Haplotipler incelendiginde ise homozigot vahsi tip haplotipe sahip
bireylerin diger tiim haplotip ¢iftlerine gére anlamli derecede diisiik kan trigliserit seviyesi ve
anlamli derecede yiiksek HDL-kolesterol seviyesine sahip olduklari bildirilmistir (Hsua ve
ark., 2005).

Almanya’da 915 bireyle yapilan bir ¢aligmada, -1131T>C polimorfizminde C alelinin
sikliginin, trigliserit seviyesi ¢alisma populasyonunun %90’min iizerinde olan bireylerde,
populasyonun trigliserit seviyesinin %90’1n altinda olan bireylerine gore, VKI 25’den biiytik
olan bireyler ve APOE geninde bilinen bir tek niikleotit polimorfizminin polimorfik aleli olan
€4 alelini tasiyan bireylerde anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmanin
sonucuna gore APOAS genindeki -1131T>C polimorfizminin kan trigliserit seviyesi
iizerindeki yiikseltici etkisi ancak ek metabolik (VKI>25) yada genetik (e4) etkenlerin
varliiyla ortaya ¢ikabilmektedir (Evans ve ark., 2003).

Cin’de yapilan ve 234 bireyin katildigi bir calismada APOAS genindeki ¢.553G>T
polimorfizminin kan trigliserit seviyesi lizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada hasta
kiimesi koroner arter hastalik ge¢misi olan bireylerden, kontrol kiimesi ise koroner arter
hastalik gecmisi olmayan bireylerden olusturulmustur. Hem koroner hastaligi olan kiimede
(trigliserit seviyesi T alel tastyicilarinda 235 mg/dl — GG genotipli olanlarda 171 mg/dl,
p=0.021) hemde kontrol kiimesinde (trigliserit seviyesi T aleli tasiyicilarinda 203 mg/dl — GG
genotipli olanlarda 149 mg/dl, p=0.002) T aleli tasiyicilarinin GG genotipli bireylerden daha
yiiksek kan trigliserit seviyesine sahip olduklarini bildirmislerdir (Tang ve ark., 2005).

Cek Cumhuriyeti’'nde yapilan ve Cek Cumbhuriyeti populasyonunu temsilen 2559 kisinin
katildig1 ¢aligmada APOAS genindeki -1131T>C polimorfizmi ve S19W polimorfizminin kan

trigliserit seviyelerine olan etkisi arastirilmistir. Bireylerin kan trigliserit seviyeleri dl¢limleri
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1997 ve 2001 yillarinda olmak iizere iki kere yapilmistir. Sonuglara gore hem erkek hem de
kadin bireylerde -1131T>C polimorfizminin C aleli tasiycilar1 homozigot vahsi tip
genotipindeki bireylere gore kan trigliserit seviyelerinde anlamli derecede ylikselme
gostermislerdir (p<0.01). SI9W polimorfizminde de yine polimorfik alele sahip bireylerdeki
kan trigliserit seviyesi homozigot vahsi tip genotipli bireylere gére anlamli derece yiikselme
gostermistir (p<0.001) (Hubacek ve ark., 2003)

Cin’de yapilan ve 312 koroner arter hastalik ge¢irmis birey ve 317 hastalik ge¢cmisi olmayan
bireyin katildig1 bir arastirmada, hem hasta hem de kontrol kiimelerindeki hastalarda -1131C
aleli ve yiiksek trigliserit seviyesi arasinda anlamli bir iligki bildirmislerdir (sirasiyla p<0.001
ve p<0.001). Ancak bu calismada APOAS geni -1131T>C polimorfizmi ile total kolesterol,
LDL kolesterol ve HDL kolesterol seviyeleri arasinda bir iliski saptanmamistir (Bia ve ark.,
2004).

Hollanda’da yapilan, 119 hipertrigliseridemi hastasi ve 171 bireyden olusan tesadiifi kontrol
kiimesinin dahil edildigi bir calismada APOAS5 genindeki -1131T>C ve S19W
polimorfizmlerinin kan trigliserit seviyesi tiizerindeki etkisi arastirilmigtir. Arastirmanin
sonuglarina gore -1131C alelinin siklig1 kontrol kiimesinde %35.9 iken hipertrigliseridemi
hasta kiimesinde %23.5 olarak tespit edilmistir (p<0.05). SI9W polimorfizminde ise W alelini
tasiyan bireylerin siklig1 kontrol kiimesinde %4.4 iken hipertrigliseridemi kiimesinde %19.1
olarak tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglara gore her iki polimorfik alelin siklig1 da
hipertrigliseridemi hastalarindan olusan kiimede kontrol kiimesine gore anlamli derecede
yiiksektir. Hipertrigliseridemi kiimesinin kendi i¢inde ise hem -1131C aleli hemde 19W aleli
ile yiiksek trigliserit seviyesi arasinda iliski tespit edilmemistir (Hennemana ve ark., 2006).
Tayvanda yapilan ve APOAS ¢.553G>T polimorfizminin hipertrigliseridemi tlizerindeki olasi
etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada 290 bireyin dahil oldugu bir hipertrigliseridemi kiimesi
(kan trigliserit seviyesi > 400 mg/dl) ve 303 bireyin dahil oldugu kontrol kiimesi
olusturulmustur. Calismanin sonuglarina gore, T aleli siklig1 kontrol kiimesinde 0.042 ve
hipertrigliseridemi kiimesinde ise 0.27 olarak tespit tespit edilmistir (p<0.001). Kan trigliserit
seviyeleri ise kontrol kiimesindeki GG genotipli bireylerde ortalama 92.5 mg/dl, GT genotipli
bireylerde 106 mg/dl ve TT genotipli bireylerde de 183 mg/dl olarak kaydedilmistir
(»<0.014). Calismanin sonucuna gore T alel tasiyan bireylerde homozigot vahsi tip genotipli

bireylere gore anlamli derecede yiiksek hipertrigliseridemi riski saptanmistir (Olasilik Oram

(00) 11.73, GA %95 6.617-20.793, p<0.0001) (Kao ve ark., 2003).



43

9) Hindistanda 139 saglikli erkek birey ile yapilan bir ¢galismada APOC3 Ss¢#/ polimorfizminin
kan trigliserit seviyesi iizerine olan muhtemel etkisi calisilmistir. Calismada kan trigliserit
seviyesi 170 mg/dl ve lizerinde olan 34 birey yiiksek trigliserit kiimesi, kan trigliserit seviyesi
ise 170 mg/dI’nin altinda olan 105 birey ise normal trigliserit kiimesi olarak ayrilmistir.
Calismada Sstl polimorfizminde vahsi tip alel S1, polimorfik tip alel ise S2 alel olarak
adlandirilmigtir. Caligmanin sonucuna gore, yiiksek trigliserit kiimesinde S2 alel sikligi
normal trigliserit kiimesine gore iki kat daha fazla olarak kaydedilmistir (Chhabra ve ark.
2002).

10) Amerka Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢calismada saglikli erkek bireylerin katildigi 2808
bireyle olusturulan populasyonda APOAS genindeki -1131T>C ve S19W polimorfizmlerinin
kan trigliserit seviyeleri ilizerindeki etkisi aragtirilmistir. Arastirmanin sonuglarina gore -
1131CC genotipli bireylerin homozigot vahsi tip genotipli bireylere gore %40 daha yiiksek
kan trigliserit seviyesi gosterdikleri, I9WW genotipli bireylerin ise homozigot vahsi tipli
bireylere gore %352 daha yiiksek kan trigliserit seviyesi gosterdikleri tespit edilmistir
(»<0.003). Bu calismada trigliserit seviyesini en c¢ok etkileyen haplotiplerin belirlenmesi
amaciyla APOAS, APOC3 ve APOA4 genlerinde daha onceden kan trigliserit seviyesi ile
iliskilendirilen toplam 9 TNP’nin dahil edildigi haplotip ¢éziimlemesi yapilmistir. 9 adet
TNP’nin dahil edildigi haplotip ¢oziimlemesinde teorik olarak 512 farkli haplotip
bulunabilmektedir. Ancak g¢alisma populasyonunda bunlardan 62’sinin var oldugu
goriilmistiir. 62 haplotipten ise 10 ve daha fazla sayida bireyde goriilen 22 tanesi
coziimlemeye alinmistir. Coziimlemeye alinana bu bireyler populasyonun %95’inden fazlasini
olusturmaktadir. Coziimleme sonuclarina gore degerlendirmeye alinan tiim haplotiplerde kan
trigliserit seviyelerinde anlamli degisimler oldugu goriilmiistiir (p<0.0006). Populasyonda en
stk goriilen ve populasyonun %32.3’1i kapsayan ve tim 9 TNP’ninin de vahsi tip alelleri ni
tagityan haplotipteki ortalama trigliserit seviyesi 154 mg/dl olarak hesaplanmistir. En yiiksek
trigliserit seviyesi ile iliskilendirilen haplotip ise diger polimorfik bolgelerinde vahsi tip
alellere sahip W19 tasiyan haplotipte 190 mg/dl olarak hesaplanmistir. Sonraki {i¢ en yliksek
trigliserit seviyesi gosteren haplotiplerin iiclinde de ortak olan polimorfizmin ise APOC3 -
482C>T oldugu bildirilmistir. APOAS -1131C alelini tasiyan ve diger polimorfik bolgelerde
vahsi tip alel tasiyan haplotipte ise 167 mg/dl trigliserit seviyesi oldugu bildirilmistir (Talmud
ve ark., 2002).
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11) ABD’nde yapilan bir ¢alismada 3 farkli populasyonda APOAS S719W polimorfizminin kan
trigliserit seviyesi iizerine olan muhtemel etkisi arastirilmistir. 264 beyaz kadindan olusan
kiimede hem kadinlarda (p<0.001) hem de erkeklerde (p<0.005) polimorfik alel (19W) siklig1
trigliserit seviyesi populasyonun %90 iizerinde olan bireylerin olusturdugu yiizdelik dilimde
anlamli derecede daha sik oldugu tespit edilmistir. 419 bireyden olusan baska bir
populasyonda ise heterozigot bireylerdeki kan trigliserit seviyesinin normal diyet (p<0.0001),
asir1 yagh (p<0.0001) diyet ve asir1 karbonhidratli diyet (p=0.0004) tiiketen kisilerdeki
kisilere gore homozigot vahsi tip genotopindeki kisilerden anlamli derecede yiiksek seyrettigi
goriilmistiir. 419 kisilik bu populasyonda heterozigot bireylerdeki kan trigliserit seviyesinin
polimorfizmin etkisiyle yiikselme oram1 %36 olarak Olciilmiistiir. Yine ayni calismada
incelenen baska bir populasyonun bilesiminde 1392 Afrika kokenli Amerikali, 420 Ispanyol
kokenli Amerikali ve 848 beyaz bireyden olusan bir populasyonda S79W plimorfizminin kan
trigliserit seviyesi iizerine olan etkisi arastirilmistir. Bu populasyonda ise Afrika kokenli
Ameraklt hem kadinlarda (p=0.0023) erkeklerde (p=0.024) beyaz kadinlarda (p=0.012)
beyaz erkeklerde (p=0.0012) 19W alelinin kan trigliserit seviyesi iizerinde anlamli derecede
yiikseltici etkisi oldugu bildirilmistir (Pennacchio ve ark., 2002).

12) Japonyada yapilan bir ¢calismada 3794 ve 1419 bireyden olusan 2 populasyonda APOAS -
1131T>C ile ¢.553G>T polimorfizmlerinin kan trigliserit seviyesi lizerindeki olas1 etkileri
arastirilmistir. 3794 kisilik populasyon kiigiik sikayetlerle hastanenin kontrol klinigine
bagvuran hastalardan, 1419 kisilik diger populasyon ise tesadiifi saglikli bireylerden
olusmaktaydi. Bu ¢alismada yas ve cinsiyet eklenmis ¢ok degiskenli mantiksal regresyon
analizi sonuglarina gore birinci populasyonda -1131T>C polimorfizmi hipertrigliseridemi ile
anlamli derecede iliskili bulunmustur (TT genotipli 1640 bireyde ortalama trigliserit seviyesi
122 mg/dl, TC genotipli 1687 bireyde ortalama trigliserit seviyesi 151 mg/dl ve CC genotipli
459 bireyde ortalama trigliserit seviyesi 177 mg/dl) (»p<0.05). APOAS5 genindeki diger
polimorfizm olan ¢.553G>T polimorfizmi de yine yiiksek kan trigliserit seviyesi ile anlamli
derecede iliskili bulunmustur (GG genotipli bireylerde ortalama trigliserit seviyesi 136 mg/dl,
GT genotipli bireylerde ortalama trigliserit seviyesi 166 mg/dl ve TT genotipli bireylerde
ortalama trigliserit seviyesi 330 mg/dl) (»p<0.05). Sonuglan teyit etmek amaciyla calisilan
diger populasyonda ise 1419 kiside APOAS genindeki hem -1131T>C hem de ¢.553G>T
polimorfizmleri yiiksek kan trigliserit seviyesi ile iliskili bulunmustur (»p<0.005). Haplotip

coziimlemesinden elde edilen sonuglara gore ise APOAS genindeki hem -1131T>C
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polimorfizminin hem de ¢.553G>T polimorfizminin vahsi tip alellerini tasiyan haplotin
hipertrigliseridemi i¢in koruyu 6zellikde oldugu kaydedilmistir. Calisilan polimorfizmlerin
baglant1 esitsizliginin arastirilmasindan elde edilen sonugta APOAS genindeki -1131T>C
polimorfizmi ile ¢.553G>T polimorfizminin giliglii  baglant1 esitsizligi  gosterdigi
kaydedilmistir (Yamadaa ve ark., 2007).

13) Cek Cumhuriyetinde yapilan bir ¢aligmada 2500 bireyden (1168 erkek ve 1332 kadin) olusan
bir populasyonda APOA ile APOE polimorfizmlerinin ortak etkileri arastirilmistir. Caligmanin
sonuglarina gore sadece kadin bireylerde APOAS -1131C alelinden en az bir tane ve/veya
APOAS 19W alelindende en az bir tane tasiyan bireylerde APOE2 veya APOE3 alellerinden
birinin eslik etmesi durumunda trigliserit seviyelerinde anlamli yiikselme oldugu bildirilmistir
(»<0.01) (Hubacek ve ark., 2008).

14) ABD’de yapilan ve 300 Asya kokenli Amerikali ve 240 Asya kokenli olmayan Amerikali
bireyin katildig1 calismada APOAS ¢.553G>T polimorfizminin kan trigliserit seviyesi
tizerindeki olas1 etkileri arastirilmistir. Asya kokenli Amerikali bireylerden ve Asya kokenli
olmayan Amerikali bireylerden olusturulan her iki populasyonda da kan trigliserit seviyesi
150 mg/dI’den yiiksek olan yiiksek trigliseritli bireyler kiimesi ve kan trigliserit seviyesi 150
mg/dl’den diisiik olan diisiik trigliseritli bireyler kiimesi olusturulmustur. Calismanin
sonuclarina gore Cin kokenli populasyonda yiiksek trigliserit seviyesi gosteren kiimedeki
C.553T alelini tagiyan bireylerin sikliginin diisiik trigliserit seviyesi gosteren kiimeden 4 kat
daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (p<0.0001). Benzer sekilde Cin kokenli olmayan
Amerikal1 bireylerden olusan populasyonda da heterozigot birey sikliginin yiiksek trigliserit
seviyesi gosteren kiimede diislik trigliserit seviyesi gosteren kiimeye gore 2 kat daha fazla
oldugu kaydedilmistir (p<0.001) (Pullinger ve ark., 2008).

15) Cek Cumbhuriyeti’nde 83 akraba olmayan hipertrigliseridemi hastas1 ve 2559 akraba olmayan
kontrol populasyonun dahil edildigi calismada APOAS S19W polimorfizminin kan trigliserit
seviyesi tlizerindeki olas1 etkileri arastirilmistir. Hasta kiimesindeki bireylerin ortalama
trigliserit seviyesi 1795 mg/dl ve kontrol kiimesindeki bireyleri kan trigliserit seviyesininde
ortalama 176 mg/dl olarak belirtilmistir. Hasta kiimesindeki SW (%26.5) ile WW (%3.6)
genotip sikliklarinin kontrol kiimesindeki SW (%13.8) ve WW (%0.3) genotip sikliklarindan
anlaml derecede yiiksek oldugu kaydedilmistir (p<0.0001) (Vrablik ve ark., 2003).

16) ABD’de yapilan bir calismada 477 Ispanyol kokenli Karayipli bireyden olusturulan bir

populasyonda 17 tane lipit metabolizmasi ile iliskili gene ait 114 TNP’nin kan trigliserit



46

HDLK, LDLK ve toplam kolesterol seviyelerini etkileyip etkilemedikleri arastirilmistir.
Calismanin sonuclarina gore trigliserit seviyesi ile en yiiksek derecede iliskilendirilen
polimorfizm APOAS genindeki -1131T>C polimorfizmi olarak kaydedilmistir (p<0.00009)
(Liaoa ve ark., 2008).

17) Tayvan’da yapilan bir ¢alismada bir hastaneden 308 hipertrigliseridemi hastas1 ve 281 normal
trigliserit seviyesine sahip kontrol bireyinin olusturdugu populasyonda APOA1/C3/A5 gen
ailesindeki 12 TNP’nin olusturdugu 2 haplotipin hipertrigliseridemi ile olan iligkisi
arastirilmistir. Hipertrigliseridemi kiimesine dahil olma olgiitii olarak bireyin kan trigliserit
seviyesinin 400 mg/dl’nin iizerinde olmasi aranmigstir. Bildirilen sonuglara gore APOAS
genindeki -1131T>C polimorfizmin 1131C ve ¢.553G>T polimorfizminin ¢.553T alelini ve
APOA1 geninindeki -3013C>T ve -75G>A polimorfizmlerindeki polimorfik alelleri tagiyan
haplotipin siklig1 hipertrigliseridemi kiimesinde %11.3 iken kontrol kiimesinde %]1.1 olarak
hesaplanmistir (OO 12.83, %95 GA 1.37-3.29 p<0.001). Kontrol kiimesinde APOAS geninde
-1131CC ve c¢.553TT genotipli bireylerde diger genotipli bireylere gore kan trigliserit
seviyesinin %116 daha yiiksek oldugu kaydedilmistir (Chien ve ark., 2007).

18) Ispanyada yapilan bir calismada 96 hipertrigliseridemi hastasi (kan trigliserit seviyesi
herhangi bir zamanda 880 mg/dl’yi asan bireyler) ve 225 kontrol bireyinden (kan trigliserit
seviyesi herhangi bir zamanda 880 mg/dl’yi agsmamis bireyler) olusan bir populasyonda
APOAS genindeki -1131T>C polimorfizmi ile iki APOE polimorfizminin hasta ve kontrol
kiimelerindeki dagilimlar1 ile bu iki polimorfizmin hipertrigliseridemiye olabilecek olasi
katkilar1 arastirilmistir. Sonuglara gére APOAS genindeki -1131T>C polimorfizminin C
alelinin siklig1 hipertrigliseridemi kiimesinde kontrol kiimesine gore 2-3 kat daha fazla olarak
kaydedilmistir (p<0.001). Hipertrigliseridemi icin risk 4POA5 -1131T>C polimorfizminde
00=4.1, %95 GA 2.02-8.24 olarak hesaplanmistir. APOAS5 ve APOE ortak riskleri ise
APOA5S-1131C/APOE2, 00=4.2 (%95GA:4.92-415.5); APOAS5-1131C/APOE4, 00=6.4
(%95GA 2.28-18.1). Calismanin sonucglarina gore APOAS5 -1131T>C polimorfizmi
hipertrigliseridemi i¢in bir risk etkeni olmakla beraber bu etki APOE polimorfizmlerinin eslik
ettigi durumlarda daha da biiyilik olmaktadir (Sousa ve ark., 2008).

19) ingiltere’de yapilan ve 259 saglikli bireyin katildi bir calismada APOAS genindeki -1131T>C
ve S19W polimorfizmlerinin ve bu polimorfizmlerin olusturdugu haplotiplerin 6&iin sonrasi
ve Oglin aras1 kan trigliserit seviyesi lzerindeki etkileri arastirilmistir. Arastirmanin

sonuglarina gore, -1131TC heterozigot bireylerdeki kan trigliserit seviyesi vahsi tip
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homozigot bireylerin Olgiimleri ile karsilastirildiginda 6giin arasi Ol¢limlerde %15 daha
yiiksek (p=0.057), ve 0giin sonrast Olglimlerde de %21 (p=0.038) olarak kaydedilmistir
(Olano-Martin ve ark., 2008).

20) Tayvanda yapilan ve Cinli ailelerin dahil edildigi populasyonla yapilan g¢aligmada 165
hipertrigliseridemili ve 163 kontrol kiimesi bireyinde APOAS ¢.553G>T polimorfik
alellerinin ve haplotiplerin kan trigliserit seviyesi lizerindeki etkisi arastirilmistir. APOAS
genindeki ¢.553T polimorfik aleli tasiyan bireylerin orani hasta kiimesinde %?23.8, kontrol
kiimesinde ise %6.7 olarak kaydedilmistir (»<0.0004) (Chiena ve ark., 2007).

21) ABD’de populasyon temelli yapilan bir ¢alismada 1266 kadin ve 1219 erkek katilimcinin
dahil edildigi populasyonda kan lipid seviyeleri ile APOC3 genindeki Ss#/ polimorfizminin
olast iliskisi incelenmistir. Populasyondaki S2 alel (Ss#/ polimorfizminin polimorfik aleli)
siklig1 onceki beyaz insanlardan olusturulan populasyonlar ile benzer olarak 0.086 olarak
kaydedilmistir. Calismanin sonuglarina gore S2 aleli tasiyan erkek bireylerde istatistiksel
(sayitim) olarak anlamli derecede olmasa da (p=0.3) trigliserit seviyesinde yiikselme egilimi
oldug1 kaydedilmistir. Erkek bireylerde S2 alel diisiik HDL-kolesterol seviyesi ile anlaml
derecede iliskili olarak kaydedilmistir (»<0.04. Bu ¢aligmada Ss#/ polimorfizmi ile kan lipit
degerleri arasindaki anlamli bulunan iligkilere ragmen bu polimorfizm ile koroner kalp
hastalig1 arasinda herhangi bir iliskiye rastlanmamistir (Russoa ve ark., 2000).

22) ABD’de yapilan ve Cordoba iiniversitesindeki dgrencilerden olusturulan 88 erkek bireyin
katildig1 bir ¢alismada 6giin sonrast yanit ile APOAS genindeki -1131T>C ve S19W’nin de
dahil oldugu polimorfizmlerin olusturdugu haplotipler arasindaki olasi iliski arastirilmistir.
Calismanin sonuclarina gore bireylere asir1 yag ve VitA igerikli diyet tiiketimi verildikten
sonra, belirli araliklarla kan 6rnekleri alinarak kanda total kolesterol, trigliserit, apolipoprotein
B-100 ve apolipoprotein B-48 seviyeleri dl¢iilmiistiir. APOA™2 (-1131C ve 19S) ve APOA™3
(-1131T ve 19W) haplotipine sahip bireylerde APOA"1 haplotipine sahip bireylere gore
trigliserit seviyesinde (p=0.03) ve APOB-100 seviyesinde (p=0.04) anlamli artig
kaydedilmistir (Moreno-Luna ve ark., 2007).

23) Ingiltere’de yapilan bir calismada APOAS genindeki -1131T>C ve S19W polimorfizmlerinin
Hindistan’dan secilen 557 birey ve Ingiltere’den segilen 237 bireyden olusturulan
populasyonlardaki bireylerde kan lipit seviyelerine olas1 etkisi arastirilmistir. Arastirmanin
sonuglarma gére APOAS -1131C alel sikhig Hintli bireylerde %20 iken, Ingiliz bireylerde
%4 diir (p=0.00001) ve APOAS5 19W alel sikligi da Hintali bireylerde %3 iken ingiliz
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bireylerde %6’dir (p=0.0015). Hindistanl1 bireylerden olusan populasyonda -1131C aleli
trigliserit seviyesinde %19’luk, 19W aleli ise trigliserit seviyesinde %15°lik bir artis
gostermis ancak sadece -1131C aleli trigliserit seviyesinin yiiksekligi ile anlamli derecede
iligkili bulunmustur (p=0.0003). 175 kisilik Hindistanli bireyden olusturulan populasyonda ise
-1131T>C polimorfizminin Sstl polimorfizmi ile baglanti esitsizligi i¢inde olmadigi
kaydedilmistir (Chandak ve ark., 2006).

24) italya’da yapilan bir ¢calismada 930 anjiyo uygulanan bireyde (669 koroner arter hastasi ve
244 koroner arter hastasi olmayan birey) APOAS genindeki -1131T>C ve SI9W
polimorfizmlerinin kan trigliserit yiiksekligi ve koroner arter hastalik ile olasi iligkileri
arastirilmistir. Calismanin sonuglarina gore, -1131T>C polimorfizmi kan trigliserit seviyesi
yiiksekligi ile anlamli derecede iliskili olarak (p=0.01), SI9W polimorfizmide kan trigliserit
seviyesi ile anlamli derecede iliskili (»p=0.007) olarak kaydedilmistir. Ancak APOAS
genindeki bu polimorfizmlerin higbiri koroner arter hastalik ile anlamli derecede
iliskilendirilmemistir (Martinella ve ark., 2006).

25)Japonya’da yapilan 95 hipertrigliseridemili ve 119 normolipidemik bireyin katildig1 bir
calismada APOAS genindeki -1131T>C, S19W, IVS3+476G>A, ¢.553G>T ve ¢.1259T>C
polimorfizmleri ile hipertrigliseridemi arasindaki olas1 iliskiler arastirilmistir. Calismanin
sonuglarina gore, -1131C alel siklig1 hipertrigliseridemik bireylerde 0.511 iken
normolipidemiklerde 0.315 (p<0.01), ¢.553T alel siklig1 ise hipertrigliseridemiklerde 0.205
iken normolipidemiklerde 0.105 (p<0.02) olarak kaydedilmistir. SI9W polimorfizmi hig
gbzlenmemis, diger 4 polimorfizmin ise baglant: esitsizligi iginde oldugu kaydedilmistir. Bu
caligmada -1131C aleli ve c.553T aleli kan trigliserit seviyeleri yiiksekligi ile anlamh
derecede iliskili bulunmus ancak kan APOAS seviyeleri ile iliskili olarak kaydedilmemistir
(Matsunaga ve ark., 2007).

26) ABD’de yapilan ve 360 Afrika kokenli Amerikali birey ile 823 beyazdan olusan
populasyonda boylamsal ¢oziimleme ile APOAS ve APOC3 genlerindeki polimorfizm ile kan
trigliserit seviyesi arasindaki olasi iligkiler incelenmistir. Kan 6rnekler 1973 ile 1996 yillar
arasinda her bireyden 2-8 kez alinarak lipit Ol¢iimleri yapilmistir. Bireyler kan ornekleri
toplanmaya basladiginda 4-28 yas araligindaydilar, 6rnek toplama islemi sonlandirildiginda
ise 14-38 yas araligindaydilar. SstI polimorfizmindeki S2 polimorfik alel sikligi Afrika-
Amerikalilarda 0.168, beyazlarda 0.095 olarak kaydedilmistir (p<0.05). 19W alel siklig1 ise
Afrika kokenli Amerikalilarda 0.036, beyazlarda 0.052 olarak kaydedilmistir (p>0.05). -
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1131C alel sikhigr ise Afrika kokenli Amerikalilarda 0.103, beyazlarda 0.073 olarak
kaydedilmigtir. -1131T>C polimorfizmi ile Ss#/ polimorfizmi arasinda baglant1 esitsizligi
tespit edilmekle birlikte baglanti esitsizligi siddeti beyazlarda daha giicli olarak
kaydedilmistir. Tiim yas araliklarinda kan trigliserit seviyesi beyazlarda daha yiiksek seyretme
egiliminde olarak kaydedilmistir. APOAS5 genindeki hem -1131T>C hemde SI9W
polimorfizmleri kan trigliserit seviyesi yiiksekligi ile anlamli derecede iligkili bulunmustur
(»<0.02) (Hallmana ve ark., 2006).

27) Cek Cumhuriyeti’nde yapilan ve 285 bireyin (33-72 yas arasi) katildig1 bir calismada APOAS
genindeki -1131T>C ve S19W polimorfizmleri ile kandaki kalint1 lipoprotein-kolesterol ve
kalint1 lipoprotein-trigliserit seviyeleri arasinda olas1 iligkiler incelenmistir. Caligmanin
sonuglarina gére, APOAS genindeki bu iki polimorfizm ile kalint1 lipoprotein-kolesterol ve
kalint1 lipoprotein-trigliserit seviyeleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir (Hubacek ve
ark., 2004).

28) Kore’de yapilan, 49 saglikli erkek bireyin katildigi bir ¢alismada bireylere ¢ok diisiik yag
icerikli ve ¢ok yiiksek yag icerikli d6gtinler verilerek 6giin sonrasi kan yaglar1 seviyesi yanitlari
Ol¢iilmiistiir. Populasyon -1131T>C polimorfizm tasiyiciligi yiiksek olan ve giinliik diyet
aligkanliklar diisiik yaglh gidalardan olusan bireylerden secilmistir. Populasyondaki bireylere
tesadiifi olarak 7 giin boyunca yiiksek ya da diisiik yas igerikli dgiinler verilmistir. Ogiin
sonrasi 0, 2, 4 ve altinci saatlerde kan ornekleri alinarak total trigliserit, silomikron trigliserit
ve yag asiti dlglimleri yapilmistir. Populasyonda 23 birey TT, 18 birey TC ve 8 bireyde CC
genotipe sahipti. Yapilan olgiimlerde C alelini tasiyan bireylerdeki 6giin arasi kan trigliserit
seviyesinin homozigot vahsi tip genotipli bireylere gore anlamli derecede yiikselme gosterdigi
kaydedilmistir (p<0.05). Ancak TC genotipli bireyler ile CC genotipli bireyler arasinda 6giin
arasi kan trigliserit seviyesi bakimindan anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). APOAS geni
-1131T>C polimorfizminin ¢alisilan populasyonda kan total kolesterol, LDL-kolesterol ve
HDL-kolesterol seviyelerine etkisine rastlanmamustir. Ogiin sonrasi olciimlerde ise TT’li
bireyler ile C alel tasiyicilari arasinda trigliserit bakimindan anlamli bir fark bulunmamigtir
(Kim ve ark., 2006).

29) ABD’nde yapilan ve 3020 kisinin katildigi bir ¢alismada APOAS genindeki -1131T>C
polimorfizmi ve SI9W polimorfizmi ile kan trigliserit seviyesi arasindaki olas1 iligki
arastirilmistir.  Calismanin sonuglarma goére APOAS -1131T>C polimorfizmi ve S19W

polimorfizminin polimorfik alelleri kan trigliserit seviyesi yiiksekligi ile anlamli derecede
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iliski olarak kaydedilmistir (p<0.05). Calismada ayrica APOAS genindeki baska bir
polimorfizmin, -1464T>C polimorfizminin tek basma etkili olmadigi ancak -1131T>C
polimorfizmi i¢in bir belirte¢ oldugu kaydedilmistir (Hodoglugil ve ark., 2005).

30) Hindistan’da yapilan ve 1185 Hint asilli ve 175 Ingiliz asilli kisinin dahil edildigi ¢calismada
APOAS geni -1131T>C bolgesi i¢in kullanilan Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) yontemindeki onciil baglanma bolgesinde “alelik aykirilik”in etkisi arastirilmistir.
Orneklerdeki -1131T>C polimorfizmi alelleri ve genotiplerinin belirlenmesi igin dort énciillii
Amplification Refractory mutation System (ARMS-PCR) yontemi kullanilmistir. Genotip
belirleme islemleri tamamlandiktan sonra birey sayisinin %10’u i¢in tesadiifi 6rnekleme ile
RFLP yontemi kullanilarak tekrar genotipleme yapilmistir. Sonuglara gore iki ydntem
arasinda %?2.9 oraninda tutarsizlik gozlenmistir. -1131T>C polimorfizmi bdlgesini daha
yakindan incelemek amaciyla 25 Hint asilli ve 15 Ingiliz asilli birey i¢in -1131T>C bolgesi
yakininda 900 baz ciftlik bir bélge i¢in dizileme ¢alismasi yapilmistir. Dizileme sonucunda -
987C>T polimorfizminin de i¢inde oldugu bir dizi polimorfizm goézlenmistir. -987C>T
polimorfizmi RFLP i¢in kullanilan ileri onciilin 4 baz c¢ifti yukarisinda (3' ucunda)
bulunmaktadir ve -1131T>C polimorfizmi ile zayif baglanti esitsizligi icindedir. Eksi 984C>T
polimorfizmi bakimindan heterozigot olan 7 bireyin RFLP ile -1131T>C polimorfizmi i¢in
yedi kere genotiplemesi yapildiktan sonra iicte bir oraninda (49/7) tutarsiz sonuglarin oldugu
gozlenmistir. Calismanin sonuglarina gore, APOAS genindeki -1131T>C polimorfizminin
Msel 6zgeni kullanilarak RFLP ile yapilan genotiplemesinde alelik genotipleme hatasi
sonugclar etkileyebilir (Ward ve ark., 2006).

Literatiirde yapilan caligmalar incelendiginde APOAS ve APOC3 genindeki
polimorfizmlerin bir¢ok farkli etnik kokenli populasyonda incelendigi goriilmektedir.
Calismalarin sonuglarina gore ise farkli etnik kiimelerde polimorfik alel sikliklarinin oldukga
farkli olabilecegi anlasilmaktadir. Farkli etnik kokenli populasyonlarda kan yaglarinin
seviyelerinde anlamli farklar olabilmektedir. Ornegin Tiirk kdkenli insanlarda kanda HDLK
seviyesi diger etnik kokenli insanlara gore diisiik seyretmektedir (Mahley ve ark., 1995;
Mabhley ve ark., 2000). Etnik kokeni farkli olan populasyonlarda gerek polimorfik alel sikligi,
gerek polimorfizmlerin fenotipe yansima derecesinin farkli olabildigi yukarida 6zetlenen
caligmalarda goriildiikten sonra APOAS ve APOC3 genindeki polimorfizmlerin basta
trigliserit seviyesi olmak Tlizere kan yaglarina olan etkilerini, Orta Karadeniz Bdlgesi

populasyonunda incelemek iizere bu ¢aligma yapilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. CALISMA VE KONTROL KUMELERININ OLUSTURULMASI, KAN
ORNEKLERININ VE DEMOGRAFIK VERILERIN TOPLANMASI

Bu c¢alismaya katilan bireyler, Ondokuz Mayis Universitesi Dahiliye A.D., Tibbi
Biyoloji A.D. ve Unye 1 no.’lu Saglik Ocag tarafindan Ocak 2006 — Eyliil 2009 tarihleri
arasinda basvuran bireylerdir. Bu ¢alismaya hasta kiimesinde 140 birey kontrol kiimesinde ise
182 birey dahil edilmistir. Hasta ve kontrol kiimelerindeki tiim bireyler Karadeniz bdlgesinde
yasamaktaydilar. Kontrol kiimesi ile ¢caligma kiimesi birbirine benzer demografik 6zellikleri
olan bireylerden olusturulmustur. Hasta ve kontrol kiimelerindeki bireylerin biyokimya
sonuglari i¢in kan alinmadan bir glin 6nce bireylere a¢ karnina kan vermeleri yoniinde bilgi
verildi. Ve bireylere kan yagi diisiiriicii ila¢ kullanip kullanmadiklart soruldu. Kan yag:
digtirticti 1lag kullananlar ¢alisma disinda birakildi. Kan 6rnekleri alinmadan 6nce bireylere
var olan hastaliklar1 soruldu, diabetes mellitus ve harhangi bir endokrin hastaligi olan bireyler

calisma diginda birakildu.

Calismaya katilan bireylerde hasta kiimesine dahil olma sart1 olarak trigliserit seviyesinin
200 mg/dl ve iizerinde olma durumu arandi. Ondokuz Mayis Universitesi hastanesinde kan
trigliserit seviyesi 200 mg/dl ve {lizerindeki olan hastalar hipertrigliseridemik olarak
tanimlanmaktadir. Diyabet, bobrek hastali§i yada herhangi bir endokrin hastalik olmasi
durumunda bireyler calisma disinda birakildilar. Ciinkii diyabet, bobrek hastaligi yada
endokrin sistem rahatsizlig1 olan bireyler trigliserit ve diger kan yaglari olgiimleri bu
hastaliklar nedeniyle normal sinirlar disinda sonug¢ verebilmektedir. Calismada hem hasta

kiimesine hemde kontrol kiimesine dahil edilen bireylerde akraba olmama sart1 arandi.

Tez ile ilgili yapilan planlamanin ardindan Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurul Baskanligi’ndan yazili onay alind1 ve calismalara baglanildi. Caligmay1 olusturulan
hasta ve kontrol kiimelerine katilan tiim bireyler tarafindan, ¢aligmanin igerigi ve yontemi
bakimindan hem s6zlii hemde yazili olarak bilgilendirildikten sonra, kendileri yada yasal
vasileri tarafindan Ek-A’da yer alan “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” imzalandi.
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu imzalanmas: ile birlikte, bireylerle ilgili ¢aligmada veri

olarak kullanilacak Ek-B’de yer alan “Hasta Bilgi Formu” i¢inde yazili olan bilgiler alindi.
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Eksik olan bilgiler bireyler telefonla aranak tamamlanmaya c¢alisildi. Hasta Bilgi Formu ile

birlikte bireylerden 5’er ml vendz kan alindi.

Toplanan kanlardan DNA’lar elde edildi. Kandan DNA elde edilmesinde yeterli
miktarda kan oldugu durumlarda ‘tuzla ¢oktiirme’ yontemi (Miller ve ark., 1988), bu yontem
icin yeterli miktarda kan alimamayan durumlarda ise kit yontemi kullanildi. Bu yontemler

ileriki boliimlerde agiklanacaktir.
3.2. CALISMADA KULLANILAN CiHAZLAR VE KIMYASAL MADDELER
Cihazlar;

Is1 dongiileyici cihaz (Techne, Ingiltere)

Yatay elektroforez cihazi (Scie-Plas, Ingiltere)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Waaltec, Tayvan)

UV goriintiileyici (Vilber Laurmat, Fransa)

Bilgisayarli UV gbriintii ¢dziimleme diizeni (Biolab, Ingiltere)
Su Banyosu (Niive, Tiirkiye)

Hassas Terazi (Mettler AJ 100, Almanya)

Etiiv (Dedeoglu, Tiirkiye)

Otomatik pipet takimi (Eppendorf, Almanya; Socorex, Isvicre; Capp, Danimarka)
Sogutmal1 Santrifiij (Jouan, Fransa)

pH Metre (Hanna, Almanya)

Burgag Karistirict (Biosan, Litvanya)

Otoklav cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

Distile Su Cihaz1 (Niive, Tiirkiye)

Kimyasal Maddeler;

Coguz Zincir Tepkimesi (CZT, PCR) onciilleri (primer) (Iontek, Tiirkiye)
Tag DNA Coguz Ozgeni (Bioron ve Fermentas)

Proteniaz-K (Sigma)

Triton X-100 (Sigma)

NaCl (Merck)
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Borik Asit (Sigma)

Etidyum bromiir (Sigma)

Sodyum hidroksit (Merck)

Magnezyum kloriir (Merck)

SDS, Sodyumdodesilsiilfat (Sigma)

Etil alkol (Sigma)

10X CZT tamponu (Bioron ve Fermentas)
Tris (Merck)

Stikroz (Merck)

Agaroz (Amresco ve Prona)

EDTA, sodyum tuzu (Merck)

Kesim Ozgenleri (Bioron, Sib Enzyme, Fermentas, Promega)
Deoksiriboniikleozit trifosfatlar (Larova)

Onciiller (Iontek ve varsa baska marka)

3.3. DNA ELDESI
DNA eldesinde kullanilan ¢ozeltiler agagidaki gibidir.
TEN c¢ozeltisi (tampon) :
2 mM EDTA (Merck)
10 mM tris (Merck) pH 8
400 mM NaCl (Merck)

%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (Sigma):
100 ml distile su i¢inde 10 gr SDS ¢oziilerek elde edilmistir.

Proteinaz K (Sigma) Soliisyonu :
Firmadan hazir olarak gelen proteinaz K sisesi i¢inde toz halinde 100 mg proteinaz K bulunur.
Bu siseye, 10 ml 500 mM yogunlukta pH 8 olan Tris ve 100 mM’lik CaCl,’den 100 pl

dogrudan eklendi. Boylece 10 mg/ml yogunlukta proteinaz K ¢ozeltisi hazirlandi.
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Lizis Tamponu :

10 mM Tris (Merck)

4 mM MgCl, (Merck)
320 mM Siikroz (Merck)
%1 Triton X 100 (Merck)

Bu kimyasallar 1000 ml distile su ile tamamlanarak otoklavlanarak kullanildi.

%99.9 Etil Alkol :
Firmadan gelen %99’1uk etil alkol dogrudan kullanilmstir.

%70 Etil Alkol :
Firmadan gelen %99.9’luk etil alkol distile su ile seyreltilerek -20 °C’de muhafaza edilerek

kullanilmistir.

Doymus 6M’lik NaCl ¢ozeltisi :
35 gr. Toz NaCl tartilarak distile su ile 100 ml hacme tamamlanarak otoklavlandiktan sonra

kullanilmistir.

TE cozeltisi :

1 mM EDTA

10 mM pH 7.5 Tris

pH 7.5 ve 500 mM Tris ¢ozeltisinden 1 ml, 100 mM EDTA ¢o6zeltisinden 0.5 ml alinarak

distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak kullanildi.

DNA eldesinde kullanilan yontem asagidaki gibidir (Miller ve ark, 1988)

50 ml.’lik polipropilen tiipler lizerlerine birey isim ya da numaralar1 yazilarak hazirlandi.
EDTA’l1 olarak laboratuvara gelen kanlardan 5’er ml’lik hacim 50 mlI’lik polipropilen tiiplere
bosaltildi.

Kan 6rneklerinin iizerine kanlarin 3 kat1 hacimde 15 ml lizis ¢ozeltisinden eklenerek tiipler alt
iist edilerek karigmasi saglandi.

Tiipler dakikada 2200 devirde 15 dk. 4°C’lik sogutmali cihazda dondiiriildii.

Yiizen kisim atildi.
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Bir kez daha lizis ¢ozeltisi eklenerek dondiiriildii ve yiizen kisim atildi.

Lizis ¢ozeltisi eklenerek dondiirme islemi bir kez daha yapilarak tiiplin dibinde temiz pelet
elde edildi. Temiz pelet elde edilemedigi durumlarda Izisi ile muamele islemi bir kez daha
yapildu.

Temiz pelet iizerine 3 ml TEN, 200 pul SDS ve 50 pl 6nceden hazirlanan proteinaz K
eklenerek vortex ile karistirildi.

Tiipler bir gece bekletilmek iizere 37°C’de ¢alkalamali etiive kaldirildu.

Ertesi giin etiivden ¢ikarilan tiiplere 1’er ml doymus 6 M tuz ¢ozeltisinden eklenerek vortex
ile karigtirildu.

Tiipler 2700 devirde 4°C’lik sogutmali cihazda 15 dk dondiirtildii.

Ustteki yiizen kistm 15 ml’lik tiiplere aktarilds.

15 mI’lik tiipler 30 dk 3300 devirde dondiiriilerek kalan tuzun da ¢okmesi saglandi.

Yiizen kisim yeni 15 ml’lik tiiplere aktarildi.

Her bir tiipe i¢indeki hacmin 2 kat1 kadar saf etil alkol ilave edilerek DNA ¢otiiriildii.

Her bir 6rnek i¢in i¢inde 1 ml % 70’lik etil alkol bulunan ependorf tiipleri hazirlandi.

15 ml’lik tiiplerdeki 6rnekler ependorf tiiplerine aktarildi.

Icinde DNA bulunan tiipler 13000 devirde 10 dk dondiiriilerek DNA’nin ¢dkmesi saglandi.
Dondiirmenin ardindan tiiplerin i¢indeki alkol pipet ile alinarak atildi.

Daha sonra tiipler kapaklar1 agik sekilde 37°C’lik etiive konarak 20 dakika bekletildi ve
alkolleri uguruldu.

Alkolleri ugurulan tiiplerin i¢ine 150 ml TE ¢ozeltisi eklenerek 2-3 saat 37°C’lik etiivde

¢Oziinmeleri saglandi.

3.4. DNA KONSANTRASYONUN HESAPLANMASI

Ornekler icin ependorf tiipleri hazirlanarak {izerlerine ilgili numaralar yazildi. Ependorf
tiiplerine 990’ar pl distile su kondu. Ilgili tiiplere 10’ar pl DNA eklenerek karistirildi.
Oncelikle spektrofotometrenin kalibrasyonu igin, kalibrasyonda kullanilan kuartz kiivete 1 ml
saf su konarak cihaz kalibre edildi. Ol¢iim icin her bir DNA tiipiiniin i¢erigi 1 ml hacimlik
ol¢tim i¢in kullanilan kuartz kiivetlere aktarildi ve 260 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Elde

edilen bu 6l¢iim degeri asagidaki formiilde yerine konarak DNA yogunluk degerine ulasildi.
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DNA konsantrasyonu = (OD)xs0 x 50 (¢ift zincirli DNA i¢in standart) x 100

(Sulandirma katsayist).

Elde edilen 151nsal yogunluk degeri 1.8 — 2.0 arasinda ise bu DNA’nin CZT yontemine

uygun olduguna karar verilerek gerekli seyreltme islemi yapildi.

3.5. KULLANILAN COZELTIiLERIN HAZIRLANMASI

10X TBE Cozeltisi :

0.9 M 108 g Tris.

0.9 M 55 g borik asit.

pH 8.0 olan EDTA’dan 40 ml (0.5 M).

Tris ve borik asit 700 ml distile su iginde ¢oziindii.
EDTA eklendi.

Distile su ile toplam hacim 1000 ml olacak sekilde tamamlandi.

Doymus NaCl cozeltisi :
7 g NaCl tartildi.
20 ml distile su i¢inde ¢oziildii.

Otoklavlanarak kullanildi.
IMTrispH7.5:

12.11 g Tris tartildi.

80 ml su i¢inde ¢ozeltisi hazirlandi.

Hidroklorik asit (HCL) ile pH 7.5’e ayarlandi.

Toplam hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

0.5 M, pH 8.0 EDTA:
18.61 g disodyum EDTA tartildi.
80 ml distile suda ¢oziildii.



57

Cozelti icine 2 g NaOH tableti atilarak eritildi.
pH 8’e ayarlanarak distile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Otoklavda steril edildi.

3.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZININ HAZIRLANMASI

Standart %2’lik jel hazirlamak i¢in 2 g standart agaroz tartildi. Tampon siv1 olarak 1X
TBE kullanildi. 100 ml. TBE hazirlanarak tartilan 2 g. agaroz erlen mayer’e kondu ve lizerine
hazirlanan 100 ml. TBE konarak karistirildi. Erlen mayer mikrodalga firina konarak 2 dakika
kaynatildi ve tamamen ¢oziilmesi saglandi. Ilgili cihaza ait jel setinin kiiveti ve taraklari
hazirlanarak, onceden su terazisi ile dengesi saglanmis yiizeye kondu. Mikrodalga firinda
kaynatilan jel, 75°C’ye kadar sogumasi i¢in beklemeye alindi. Bu sicaklia gelen jelin
icerisine dnceden hazirlanan etidyum bromit’den 100 ul eklenerek erlen mayerin sallanarak
tamamen karigmasi saglandi. Etidyum bromiti jel kiivete dokiilerek ic¢inde olusan hava
balonlarmin giderilmesi saglandi. Oda sicakliginda 1-2 saat bekletildikten sonra donan jelin
icinden taraklar dikkatlice ¢ikartilarak kuyularin saglam olup olmadigi kontrol edildi. Saglam
olan jel kullanilincaya kadar +4°C’ye kaldirild1.

Tiim yiiriitme islemlerinde tampon ¢ozelti olarak 1x TBE kullanildi. Yiiriitilecek 6rnek
sayis1 kadar 6x ylikleme boyasi parafilm {izerinde hazirlandi. Boya ile CZT iiriinii karisiminda
5 kistm boya 1 kisim CZT iiriinii kullanildi. Ornek DNA’lar1 yiiriitiilmeden &nce +4°C’den
alimarak jel setine konan jel kuyularmin igine, belirlenen miktar kadar DNA 6x boya ile

karistirilarak pipet ile konuldu. Ornekler 120 Volt’da 30-40 dakika siire ile yiiriitiildii.

3.7. HASTA VE KONROL KUMELERINDEKI BIREYLERIN
GENOTIPLERININ BELIRLENMESI

APOAS genindeki S19W polimorfizminde bireylerin genotiplerinin belirlenmesi:

11923 bolgesinde bulunan APOAS genindeki ¢.56C>G (S19W) polimorfizminin
(dbTNP numarasi = rs3135506) varliginin ya da yoklugunun tespit edilmesi i¢in Coguz Zincir
Tepkimesi — Kesim Parcast Uzunluk Polimorfizmi (CZT-KPUP) yontemi kullanildi (Hubacek
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ve ark., 2003). ileri 6nciil dizisi “5'-TGC TCA CCT GGG CTC TGG CTC TTC-3", geri
onciil dizisi ise “5'-CCA GAA GCC TTT CCG TGC CTG GGC GGC-3"olarak secildi.
APOAS geninin 19. kodonunun ilk niikleotiti olan ¢.56 pozisyonunda bulunan S19W
polimorfizmi bolgesinden 178 bg¢’lik bir parca CZT yontemi ile ¢ogaltildi. Tepkime karigimi
CZT tiipti basina 25 pl olacak sekilde hazirlandi ve dagitildi. 25 pl’lik bu hacim igerisinde 1x
tepkime 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, ileri ve geri onciillerden 0.8’er uM, 200 ng genomik
DNA ve 1.5 birim Taq ¢oguz ozgeni (Fermentas UAB, Vilnius — Litvanya) kullanildi.

CZT’de kullanilan geri Onciildeki 24. niikleotit yanlis eslesmeli niikleotit olarak
kullanildi. Bu sayede Eco 521 6zgeni i¢in kesim bolgesinin olusmasi saglandi.

Is1 dongiileme cihazi kosullari ise, baslangi¢ eritmesi 96°C’de 3 dakika, eritme 94°C’de
15 saniye, baglanma 62.5°C’de 30 saniye ve uzama 72°C’de 30 saniye olarak belirlendi. CZT
toplam dongii sayisi ise 32 dongii olarak belirlendi.

CZT sonucunda c¢ogalan ve KPUP’ye alinacak olan orneklerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agaroz jelde yiiriitme ve UV 1sikta bilgisayarli (Biolab, ingiltere ) goriintiileme
yapildi. Jel olarak standart %2’lik agaroz kullanildu.

Kesim iglemi i¢in 12.5 pl CZT iirilinii tizerine 10U Eco 521 (Fermentas UAB, Vilnius —
Litvanya) sirketin belirttigi sartlarda ilave edilerek 37°C’lik etiivde 1 gece sallamali olarak
bekletildi.

Kesim sonucunda olugan bantlarin goriintiilenmesi ve genotiplerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agaroz jelde yiirlitme yapildi. %2’lik nu mikropor veya %3’liikk standart agaroz jel
kullanildi. Tim yiiritme islemlerinin sonuglart UV 151k altinda goriintiilendi ve fotograflari
(1s1k¢izgi) goriintii analiz sistemine kaydedildi.

Kesim islemi sonucunda homozigot yabanil tip (CC) 6rneklerde 178 bg’lik tek bant,
heterozigot (CG) oOrneklerde 178 ve 151 bg’lik iki bant, homozigot polimorfik (GG)
bireylerde ise 151 bg’lik tek bant gozlendi.

APOAS genindeki -1131T>C polimorfizminde bireylerin genotiplerinin
belirlenmesi:

APOAS -1131T>C polimorfizmi (rs662799) 11g23 bolgesinde, genin promotor dizisinin
icinde bulunmaktadir (Hsu ve ark., 2006). Bu bodlgede yer alan 154 bg’lik polimorfik
niikleotiti iceren parca CZT ydntemi ile ¢ogaltildi (Talmud ve ark., 2002). ileri énciil dizisi
“5'-GGAGCTTGTGAACGTGTGTATGAGT-3', geri onciil dizisi ise “5'-
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CCCCAGGAACTGGAGCGAAATT-3' olarak secildi. Tepkime karisim1 CZT tiipli bagina 25
ul olacak sekilde hazirlandi ve dagitildi. 25 pl’lik bu hacim igerisinde 1x tepkime tamponu, 2
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, ileri ve geri onciillerden 0.8’er uM, 200 ng genomik DNA ve 1.5
birim Taq ¢oguz ozgeni (Fermentas UAB, Vilnius — Litvanya) kullanildi.

CZT’de kullanilan geri 6nciildeki 21. sirada bulunan niikleotit yanlis eslesmeli olarak
DNA’da C>A (6nciilde T) dontisiimii olusturacak sekilde se¢ildi. Bu sayede 7ru9I 6zgeni icin
kesim bolgesi olusmasi saglandi.

Is1 dongiileme cihaz1 kosullart ise, baglangic eritmesi 96°C’de 5 dakika, eritme 96°C’de
30 saniye, baglanma 60°C’de 30 saniye ve uzama 72°C’de 30 saniye olarak belirlendi. CZT
toplam dongii sayisi ise 30 dongii olarak belirlendi.

CZT sonucunda ¢ogalan ve KPUP’ye alinacak olan Orneklerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agaroz jelde yiirlitme ve UV isikta goriintiileme yapildi. Jel olarak standart %2’lik
agaroz kullanild.

Kesim islemi i¢in 12.5 pl veya 20 pl CZT iirlini tizerine 10U Tru9l (Bioron,
Ludwigshafen, Almanya ve SibEnzyme, Novosibirsk, Rusya) sirketin belirttigi sartlarda ilave
edilerek 65°C’lik etiivde 7 saat bekletildi.

Kesim sonucunda olusan bantlarin goriintiillenmesi ve genotiplerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agaroz jelde yiirlitme yapildi. %2’lik nu mikropor veya %3’liikk standart agaroz jel
kullanildi. Tiim yiiriitme islemlerinin sonuglar1 UV 1s1k altinda goriintiilendi ve 1sik¢izgileri
goriintii analiz sistemine kaydedildi.

Kesim islemi sonucunda homozigot vahsi tip (TT) oOrneklerde 154 bg’lik tek bant,
heterozigot (CG) orneklerde 154 ve 133 bg’lik iki bant, homozigot polimorfik (GG)
bireylerde ise 133 be¢’lik tek bant gozlendi.

APOAS genindeki ¢.553G>T polimorfizminde bireylerin genotiplerinin
belirlenmesi:

APOAS ¢.553G>T polimorfizmi (rs2075291) 11g23 bdlgesinde, genin 553. niikleotiti
noktasinda bulunmaktadir (Tang ve ark., 2006). Bu bolgede yer alan 138 b¢’lik polimorfik
niikleotiti iceren parca CZT ydntemi ile cogaltild1 (Tang ve ark., 2006). Ileri 6nciil dizisi “5'-
AGACACCAAGGCCCAGTTGCTGGG-3', geri onciil dizisi ise “5'-
ATGCCGCTCACCAGGCTCTCGGCG-5' olarak se¢ildi. Tepkime karigimi1 CZT tiipli bagina
25 ul olacak sekilde hazirland1 ve dagitildi. 25 pl’lik bu hacim igerisinde 1x tepkime
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tamponu, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, ileri ve geri onciillerden 0.8’er uM, 200 ng genomik
DNA ve 1.5 birim Taq ¢oguz 6zgeni (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya) kullanildu.

Is1 dongiileme cihazi kosullar ise, baslangi¢ eritmesi 96°C’de 5 dakika, eritme 96°C’de
30 saniye, baglanma 58°C’de 30 saniye ve uzama 72°C’de 30 saniye olarak belirlendi. CZT
toplam dongii sayisi ise 35 dongii olarak belirlendi.

CZT sonucunda ¢ogalan ve KPUP’ye alinacak olan o6rneklerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agazor jelde yiiriitme ve UV 1s1kta goriintiileme yapildi. %2’lik agaroz jel kullanildu.

Kesim iglemi i¢in 12.5 pl CZT iiriini tizerine 10U Tru9l (Promega, Madison, WI)
sirketin belirttigi sartlarda ilave edilerek 37°C’lik etiivde 16 saat sallamali olarak bekletildi.

Kesim sonucunda olusan bantlarin goriintiillenmesi ve genotiplerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’lii agaroz jelde yiirlitme yapildi. Jel olarak %2’lik nu mikropor veya %3’liik standart
agaroz kullanildi. Tim yiriitme islemlerinin sonuglar1 UV 11k altinda goriintiilendi ve
1s1k¢izgileri goriintii analiz sistemine kaydedildi.

Kesim islemi sonucunda homozigot vahsi tip (GG) drneklerde 51 ve 76 bg’lik iki bant,
heterozigot (GT) orneklerde 51, 76 ve 127 b¢’lik {ic bant, homozigot polimorfik (TT)
bireylerde ise 127 bg’lik tek bant gozlendi.

APOC3 genindeki -482C>T polimorfizminde bireylerin genotiplerinin belirlenmesi:

APOC3 -482C>T polimorfizmi (rs2854117) 11923 bolgesinde, genin promotor dizisinde
bulunmaktadir (Li ve ark., 2006). Bu bolgede yer alan 227 bg¢’lik polimorfik niikleotiti igeren
parca CZT yontemi ile cogaltildi (Li ve ark., 2006). ileri onciil dizisi olarak 5'-
GGATTGAAACCCAGAGATGGAGGTG-3' geri onciil dizisi ise “5'-
TCACACTGGAATTTCAGGCC-3' olarak secildi. Tepkime karisimi CZT tiipii basina 25 pl
olacak sekilde hazirland1 ve dagitildi. 25 pl’lik bu hacim igerisinde 1x tepkime tamponu, 2
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, ileri ve geri onciillerden 0.8’er uM, 200 ng genomik DNA ve 1.5
birim 7Taq ¢oguz 6zgeni (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya) kullanildu.

Is1 dongiileme cihazi kosullart ise, baslangi¢ eritmesi 94°C’de 3 dakika, eritme 94°C’de
15 saniye, baglanma 62°C’de 20 saniye ve uzama 72°C’de 20 saniye olarak belirlendi. CZT
toplam dongii sayisi ise 30 dongii olarak belirlendi.

CZT sonucunda cogalan ve RFLP’ye alinacak olan orneklerin belirlenmesi amaciyla

EtBr’li agaroz jelde yiiriitme ve UV 1g1kta goriintiileme yapildi. %2’lik agaroz jel kullanildu.
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Kesim islemi i¢in 12.5 pl CZT iirlni iizerine 10U Mspl (Bioron, Ludwigshafen,
Almanya) sirketin belirttigi sartlarda ilave edilerek 37°C’lik etiivde 16 saat sallamali olarak
bekletildi.

Kesim sonucunda olugan bantlarin goriintiilenmesi ve genotiplerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agaroz jelde yiiriitme yapildi. Jel olarak %?2’lik nu mikropor veya %?3’liikk standart
agaroz kullanildi. Tiim yiriitme islemlerinin sonuglar1 UV 11k altinda goriintiilendi ve
1s1kcizgileri bilgisayara kaydedildi.

Kesim islemi sonucunda homozigot vahsi tip (CC) 6rneklerde 145 bg’lik tek bant,
heterozigot (CT) 6rneklerde 145 ve 166 bg’lik iki bant, homozigot polimorfik (TT) bireylerde
ise 166 be’lik tek bant gozlendi.

APOC3 genindeki Sstl polimorfizminde bireylerin genotiplerinin belirlenmesi:

APOC3 Sst polimorfizmi (rs5128) 11923 bolgesinde, genin dordiincii ekzonunun 3'
transle edilmeyen dizisinde bulunmaktadir (Chhabra ve ark., 2002). Bu bolgede yer alan 428
be’lik polimorfik niikleotiti igeren parga CZT yontemi ile cogaltildi. Ileri onciil dizisi olarak
“5-CATGGTTGCCTACAGGAGTTC-3'" ve geri Onciil dizisi olarak da “5'-
TGTCGAAACACGCCTTCCAGT-3' olarak secildi. Tepkime karisimi CZT tiipii basina 25 pl
olacak sekilde hazirlandi ve dagitildi. 25 pl’lik bu hacim igerisinde 1x tepkime tamponu 2
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, ileri ve geri onciillerden 0.8’er uM, 200 ng genomik DNA ve 1.5
birim Taq ¢oguz 6zgeni (Fermentas UAB, Vilnius, Litvanya) kullanildi.

Is1 dongiileme cihazi kosullari ise, baslangi¢ eritmesi 95°C’de 5 dakika, eritme 95°C’de
50 saniye, baglanma 58°C’de 45 saniye ve uzama 72°C’de 60 saniye olarak belirlendi. CZT
toplam dongii sayisi ise 30 dongii olarak belirlendi.

CZT sonucunda ¢oagalan ve RFLP’ye alinacak olan 6rneklerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agazor jelde yiiriitme ve UV 1s1kta goriintiileme yapildi. %2’°lik agaroz jel kullanildu.

Kesim islemi i¢in 12.5 pl CZT iiriini lizerine 10U Sst/ (Fermentas UAB, Vilnius,
Litvanya) sirketin belirttigi sartlarda ilave edilerek 37°C’lik etiivde 16 saat sallamali olarak
bekletildi.

Kesim sonucunda olusan bantlarin goriintiillenmesi ve genotiplerin belirlenmesi amaciyla
EtBr’li agaroz jelde yiiriitme yapildi. Jel olarak %2’lik nu mikropor veya %3’liikk standart
agaroz kullanildi. Tim yiriitme islemlerinin sonuglar1 UV 11k altinda goriintiilendi ve

1s1k¢izgileri bilgisayara kaydedildi.
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Kesim islemi sonucunda homozigot yabanil tip (CC) orneklerde 428 tek bant,
heterozigot (CG) orneklerde 428, 159 ve 269 bg’lik ii¢ bant, homozigot polimorfik (GG)
bireylerde ise 159 ve 269 b¢’lik iki bant gézlendi.

3.8. SAYITIMSAL DEGERLENDIRME

Sayitimsal degerlendirmede SPSS 16 yazilimi kullanildi. Hasta ve kontrol kiimelerinde
cinsiyet, yas, TK, HDLK, LDLK ve VKI ortalamalarinin eklemeli etkisinin arastirilmasi
amaciyla ¢oklu lojistik regresyon ¢oziimlemesi kullanildi. Lojistik regresyon ¢oziimlemesinde
bagimli degisken olarak populasyon (hasta populasyonu yada kontrol populasyonu) degiskeni
secildi. Bagimsiz degiskenler olarak ise cinsiyet, yas, toplam kolesterol, HDLK, LDLK ve
VKI segildi, boylece belirtilen degiskenlerin bireyin hasta veya kontrol kiimesine girmesini
hangi oranda etkileyebilecegi arastirildi. Hasta ve kontrol kiimeleri arasinda HDLK seviyeleri
karsilastirmast i¢in Ki-kare testi kullanildi. Genotipler arasindaki VKI ortalamasi farkini
karsilastirmak i¢in Ki-kare testi kullanildi. APOAS ve APOC3 polimorfik alel tasiyicilarinda
TK, HDLK ve LDLK ortalamalarinin karsilastirilmasi risk hesaplamali Ki-kare testi ile
yapildi. Hasta ve kontrol kiimelerindeki APOAS ve APOC3 polimorfizmlerine ait genotipler
karsilastirilirken Ki-kare testi, polimorfik alel tasiyicilart ile homozigot normal bireyler
karsilastirilirken ise risk hesaplamali (olasilik orani) Ki-kare testi kullanildi. P degerlerine ait
olasilik oranlar1 ve %95 giliven araligi degerleri hesaplamaya dahil edilerek ilgili yerlerde
verildi. P degerinin anlamlilik sinir1 0.05 olarak belirlendi. Verilen tiim olasilik oranlar1 %95

giiven araligina gore hesaplandi.
3.8.1 Kullanilan yontemin kontrolii
Polimorfizmlerin CZT-KPUP yontemi ile hasta ve kontrol kiimesinde tanimlanmasi

stirecinde Onceden ¢alisilan hastalar korlemesine secilerek tekrar ¢alisilmistir. Bu sayede
laboratuvar ¢alismasinin dogru yapilip yapilmadigi kontrol edilmeye c¢alisiimistir.
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4. BULGULAR

41. CALISMA VE KONTROL KUMELERINDEKiI BIREYLERE AiT
DEMOGRAFIK VERILERIN DEGERLENDIRMESI

Calismaya dahil edilen hasta kiimesindeki bireylerin %50’si kadin, %50’si ise erkek
bireylerden olusmaktaydi. Kontrol kiimesindeki bireyler ise %60 kadinlardan %40
erkeklerden olugmaktaydi. Hasta kiimesindeki bireylerin yas ortalamasi1 46 olmakla birlikte en
kiigiik yastaki birey 23, en biiyiik yastaki birey ise 78 yasindaydi. Kontrol kiimesinde ise yas
ortalamas1 40 olmakla birlikte en kiiciik bireyin yast 19, en biiyiik bireyin yasi ise 77’ ydi
(Tablo 4).

Calismaya dahil edilen polimorfizmlerde hasta ve kontrol kiimelerinde genotiplerin
Hardy-Weinberg dengesinin saglanip saglanmadigi kontrol edilmistir. Hardy-Weinberg
dengesi -482C>T polimorfizminin kontrol kiimesinde, ¢.56C>G polimorfizminin ise hem

kontrol hem de hasta kiimesinde saglandig1 gézlenmistir.
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Tablo 4. Caligmaya katilan hasta ve kontrol kiimelerindeki bireylerin 6zellikleri.

TG TK HDLK | LDLK | VKI
Populasyon Veri Yas
mg/dl mg/dl | mg/dl | mg/dl | mg/dl
Say1 140 140 140 129 125 140
Ortalama 46,46 | 330,48 | 214,83 | 39,46 | 112,06 | 29,15
En kiiciik 23 202 142 16 38 19
Hasta En biiyiik 78 1135 338 76 231 42
Standart sapma | +11,741 |£122,479| £43,675 [ +£10,177 | +41,077 | +4,498
Toplamda yiizde
43,5% | 43,5% | 43,6% | 41,9% | 42,1% | 43,8%
(kayd1 bulunan)
Say1 182 182 181 179 172 180
Ortalama 39,88 111,83 | 173,53 | 46,92 | 101,97 | 25,88
En kiigiik 19 33 54 21 35 17
Kontrol En biiyiik 77 202 752 99 251 44
Standart sapma | +12,809 | +44,714 | £59,867 | +14,334 | 33,897 | +4,565
Toplamda yiizde
56,5% | 56,5% | 56,4% | 58,1% | 57,9% | 56,2%
(kayd1 bulunan)

Tablo 5’de genotipler dikkate alinmadan calisilan hasta ve kontrol kiimelerinde cinsiyet,

yas, TK, HDLK, LDLK ve VKI degiskenlerine gore yapilan lojistik regresyon sonuglari

verilmektedir. Bu sonuclara gore tiim degiskenler birlikte dikkate alindiginda bireyin hasta

veya kontrol kiimesine girmesini TK, HDLK ve VKI degerleri sayitimsal olarak anlamli

derecede

etkileyebilmektedir

(sirastyla

00=9.026

%95GA=

4.508-18.069 p<0.001,

00=3.509 %95GA=1.801-6.840 p<0.001, O0=3.745 %95GA=2.024-6.929 p<0.001). Ancak

bireyin cinsiyeti, yagi ve LDLK degeri lojistik regresyon ¢dziimlemesi sonucuna gore bireyin

hasta veya kontrol kiimesine girmesini sayitimsal olarak anlamli derecede etkilememektedir.
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Tablo S. Hasta ve kontrol kiimelerinde cinsiyet, yas, TK, HDLK, LDLK ve VKI degerlerine

gore lojistik regresyon ¢oziimlemesi ve risk hesaplamasi sonuglari.

Kontrol Hasta
kiimesi say1 | kiimesi say1
ve ve P 00 (%95 GA)
ortalamalar1 | ortalamalari
(%) (%)
Erkek =72 Erkek =70
Cinsiyet 0.114 0.630 0.355-1.118
Kadin=110 | Kadin=70
Yas 39.88 46.46 0.493 1.008 0.985-1.032
TK 173.53 214.83 <0.001 9.026 4.508-18.069
HDLK 46.92 39.46 <0.001 3.509 1.801-6.840
LDLK 101.97 112.06 0.659 1.270 0.438-3.681
VKI 25.88 29.15 <0.001 3.745 2.024-6.929

Tablo 6’da hasta ve kontrol kiimelerinde HDLK ortalamalar1 verilerek bu ortalama
degerleri Ki-kare testi ile karsilastirildi. Bu karsilagtirma sonucunda hasta ve kontrol
kiimelerindeki HDLK seviyesi ortalamalarinin anlamli derece farkli oldugu goriildi
(O0=1.753 %95GA=1.066-2.882 p=0.036). Ancak TK ve LDLK degerlerinin aksine HDLK
seviyesi hasta kiimesinde kontrol kiimesine gore daha diisiik bulundu. HDLK seviyesi
ortalamasinin hasta ve kontrol kiimelerinde anlamli derecede farkli olup olmadig: Ki-kare ile
ayrica desteklenmek istendi ¢linkii diger trigliserit ve kolesterol seviyelerinin tersine HDLK
kolesterol seviyesinin kanda yiiksek olmas1 (Ondokuz Mayis Universitesi Arastirma Hastanesi

Merkez Laboratuvari sinir degerleri 35-75 mg/dl’dir.) istenmektedir.




Tablo 6. Hasta ve kontrol kiimelerinde HDLK seviyeleri ortalamalarinin karsilastirilmasi ve

risk hesaplamasi.
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HDLK
Kiime Standart sapma P 00 % 95 GA
ortalamasi mg/dl
Hasta 39.46 10.2
0.036 | 1.753 1.066-2.882
Kontrol 46.92 14

APOAS5 ve APOC3 genlerindeki ¢alisilan polimorfizmleri VKI katmanlarina gore
degerlendirmek amaciyla Tablo 7°de verilen Ki-kare ¢ozliimlemesi tapildi. Yapilan Ki-kare
cozlimlemesinde tiim polimorfizmler i¢in homozigot normal bireylerin ortalamas: ile
polimorfik alel tagiyan bireylerdeki ortalama karsilastirilmistir. VKI smur1 olarak 25 kg/m’
alinmigtir. Literatiirde farkli VKI smir degerlerine gore 5 ve daha fazla kiimeye
ayrilabilmektedir, ancak normal VKI smmri 25 kg/m® olarak kabul edilir. 25 kg/m®*nin
istiindeki degerler ise fazla kilolu olarak degerlendirilmektedir. Calismamizda 25 kg/mz’nin
iistli ve alti olmak iizere iki kiime belirlenmesinin amaci sayitimsal olarak daha giivenilir
sonu¢ elde edebilmektir. Elde edilen sonuglara gore VKI ile polimorfik alel tasiyiciligi

arasinda higbir polimorfizmde iliski bulunmadi.
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Tablo 7. APOAS ve APOC3 genotiplerinde polimorfik alel tasiyicilarinin VKI katmanlarina

gore dagiliminin sayitim sonuglari.

VKI<25 | VKI>25
Polimorfizm | Genotip 5 5 P 00 %95 GA
kg/m” say1 | kg/m” say1
APOAS5 cC 100 161 0.800 —
0.256 1.532
¢56C>G GGG 5 3 2.934
APOAS - TT 73 144 0.488 —
0.553 0.824
APOAS5 GG 113 199 0.995 —
1.000 1.005
¢553G>T [~ GTaTT 5 : 1.015
APOC3 -482 cC 33 88 0.676 —
0.862 1.071
C>T CT+TT 63 112 1.696
CC 70 114 0763
APOC3 Sstl 0.452 1.244
CG+GG 38 77 2.030

Tablo 8’de APOAS ve APOC3 geni polimorfik alel tasiyicilarinda total kolesterol, HDL
kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerinin ortalamalarinin Ki-kare testi ile karsilastirma
sonuglar1 yer almaktadir. Sonuglara gére APOAS geni -1131T>C polimorfizminde C aleli ile
kan total kolesterol seviyesi sayitimsal olarak anlamli derecede iliskilidir ve C alel
tastyicilarinda kan total kolesterol seviyesi homozigot normal bireylere gore daha yiiksektir
(0O0=1.675 %95GA=1.003-2.796 p=0.048). APOC3 geninde calismaya dahil edilen iki
polimorfizm olan APOC3 -482C>T ve APOC3 Sstl polimorfizmlerinin T ve G alel
tasicilar1 ile kan total kolesterol seviyesi arasinda da sayitimsal olarak anlamli bir iliski

bulunmustur  (sirastyla  O0O=1.984 %95GA=1.237-3.182 p=0.004 ve 0O0=2.169
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%95GA=1.340-3.513 p=0.002). Her iki polimorfik alel tastyicilarinda da kan total kolesterol

seviyesi homozigot normal bireylere gbére daha yiiksektir. Calisilan bes polimorfizmde

polimorfik alel tasiyicilar1 ile kan HDL kolesterol ve LDL kolesterol seviyeleri arasinda

sayitimsal olarak anlamli derecede iliski bulunmamistir. Ancak APOC3 geni

Sstl

polimorfizminde polimorfik alel tasiyicilari ile LDL kolesterol seviyesi arasindaki iligki

sayitimsal olarak anlamli olmasada, 0.05 olan sinir degere yakindir (p=0.074).

Tablo 8. APOAS5 ve APOC3 polimorfik alel tasiyicilarinda TK, HDLK ve LDLK

ortalamalarinin karsilagtirilmasi ve risk hesaplamalari.

Genotip
TK HDLK LDLK
(say1)
P =081 P =0.832 P =0.939
CC (263)
APOAS 00=0.523 00=0.873 00=0.786
¢.56C>G ) ) ) ) ) )
CGHGG (52) | %695 GA=0.266 — | %95 GA=0.438- | %95 GA=0.223-
1.027 1.741 2.768
T P =0.048 P =0.093 P=02
APOAS 00-=1.675 00-0.628 00=1.790
ABITC reioe (34) | %95 GA=1.003 — | %95 GA=0.364 — | %95 GA=0.702 -
2.796 1.082 4.564
GG 614 P =045 P=0.116 P =0.785
APOAS 00=0.636 00-0.287 00-0.931
¢.553G>T
GTTT (1) | %95 GA=0.585 — | %95 GA=0.240 — | %95 GA=0.902 -
0.691 0.343 0.961
APOC3 CC (142) P =0.004 P =0.779 P=0.1
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482C>T 00=1.984 00=0.931 00=2216
CT+TT
(175) %95 GA=1.237 — | %95 GA=0.566 — | %95 GA=0.842 —
3.182 1.531 5.836
P =0.002 P =0.976 P =0.074
CC (185)
00=2.169 00=0.992 00=2.236
APOC3 Sstl
CG+tGG | 24,95 GA=1.340 — | %95 GA=0.587 — | %95 GA=0.909 —
(115) 3.513 1.677 5.502

Hasta ve kontrol kiimelerindeki VKI ortalamalar1 Ki-kare testi ile karsilastirildi. Tablo

9’daki sonuglara gore hasta ve kontrol kiimelerindeki VKI ortalamalar1 arasindaki fark

sayitimsal olarak anlamlidir (00=4.48 %95 GA=2.675-7.515 p<0.001).

Tablo 9. Hasta ve kontrol kiimelerinde VKI ortalama degerlerinin karsilagtirilmasi.

VKI <25 VKI > 25
Kiime kg/m” say1 kg/m” say1 00 %95 GA
(o) (%)
Hasta 26 (22.7) 114 (56.2)
<0.001 4.483 2.675-7.515
Kontrol 91 (77.8) 89 (43.8)
Toplam 117 (100) 203 (100)

Hem APOAS genindeki ii¢ adet polimorfizmde hem de APOC3 genindeki iki adet

polimorifizmde kan trigliserit seviyesi ile olan iliski hem tiim genotiplerde hemde polimorfik

alel tasiyicilarinda sayitimsal olarak arastirilmistir. Tablo 10°da degerleri verilen APOAS geni

-1131T>C polimorfizminde genotipler arasindaki kan trigliserit seviyesi farki sayitimsal

olarak anlamlidir ve TC bireyler ile CC bireyler TT bireylerden ayr1 ayri olmak {izere daha

yiiksek kan trigliserit seviyesine sahiptirler (p=0.005).
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Tablo 10. APOAS geni -1131T>C polimorfizminde c¢alisilan hasta ve kontrol kiimesi

genotiplerinin karsilastirilmasi.

Genotip | Hasta kiimesindeki birey sayis1 (%) | Kontrol kiimesindeki birey sayis1 (%) P
TT 85 (63.4) 133 (79.2)
TC 15(11.2) 15 (8.9) 0.005
CcC 34 (25.4) 20 (11.9)

Toplam 134 (100) 168 (100)

Tablo 11°de ise yine ayn1 polimorfizmde heterozigot bireyler ile homozigot polimorfik

bireyler birlestirilerek yapilan c¢oziimlemede polimorfik alel tasiyicilart ile yiiksek kan

trigliserit seviyesi arasindaki iligki daha da giiclii bulunmustur (OO0=2.191 %95 GA 1.313—
3.656 p=0.004).

Tablo 11. APOAS5 geni -1131T>C polimorfizminde ¢alisilan hasta ve kontrol kiimesinde

polimorfik C alel tasiyicilar1 ile homozigot normal bireylerin karsilastiriimasi.

Hasta kiimesindeki birey

Kontrol kiimesindeki birey

Genotip P 00 | %95 GA
sayist (%) sayist (%)
TT 85 (63.4) 133 (79.2) 1313
0.004 | 2.191
TC+CC 49 (36.6) 35 (20.8) 3.656
Toplam 134 (100) 168 (100)
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Tablo 12’de sonuglar1 verilen APOC3 geni -482C>T polimorfizminde CT ve TT
genotipleri ayr1 ayr1 olarak homozigot normal bireylerden kan trigliserit seviyesi olarak
anlamli derece yiiksek sonuglar gdsterdiler (p=0.003). Tablo 13’de degerleri verilen ve ayni
polimorfizmdeki polimorfik alel tasiyicilar1 ile homozigot normal bireylerin degerleri ise
homozigot normal bireylerden sayitimsal olarak daha yiiksek derecede anlamli kan trigliserit

seviyesi gosterdiler (O0O=2.190 %95GA=1.385-3.463 p=0.001).

Tablo 12. APOC3 geni -482C>T polimorfizminde c¢alisgilan hasta ve kontrol kiimesi

genotiplerinin karsilastiriimasi

Genotip | Hasta kiimesindeki birey sayis1 (%) | Kontrol kiimesindeki birey sayis1 (%) | P
CcC 47 (34.1) 95 (53.1)
CT 77 (55.8) 71 (39.7) 0.003
TT 14 (10.1) 13 (7.3)

Toplam 138 179

Tablo 13. APOC3 geni -482C>T polimorfizminde ¢alisilan hasta ve kontrol kiimesinde

polimorfik T alel tasiyicilar ile homozigot normal bireylerin karsilastirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey Kontrol kiimesindeki
Genotip P 00 | %95 GA
sayist (%) birey sayist (%)
CcC 47 (34.1) 95 (53.1) 1.385—
0.001 | 2.190
CT+TT 91 (65.9 84 (46.9) 3.463
Toplam 138 (100) 179 (100)

Tablo 14°de gosterilen sayitim sonuglarinda ise APOC3 geni Sstl polimorfizminde

genotipler arasinda kan trigliserit seviyesi bakimindan anlamli derecede iliski vardir
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(»=0.006). CG ve GG genotipleri ayr1 ayr1 olarak homozigot normal bireylerden sayitimsal

olarak anlamli derecede yiiksek kan trigliserit seviyesi gostermektedirler.

Tablo 14. APOC3 geni Sstl polimorfizminde c¢aligilan hasta ve kontrol kiimesi genotiplerinin

karsilastirilmasi.

Genotip | Hasta kiimesindeki birey sayis1 (%) | Kontrol kiimesindeki birey sayis1 (%) | P
CcC 71 (52.6) 114 (69.1)
CG 62 (45.9) 51(30.9) 0.006
GG 2(1.5) -

Toplam 135 (100) 165 (100)

Yine ayni polimorfizmde Tablo 15°de verilen sonuglara gére polimorfik G alelini tasiyan

bireyler homozigot normal bireylere gore sayitimsal olarak anlamli derecede yiiksek kan

trigliserit seviyesi gosterdiler (OO=2.015 %95GA=1.256-3.232 p=0.005).

Tablo 15. APOC3 geni Sst/ polimorfizminde ¢alisilan hasta ve kontrol kiimesinde polimorfik

G alel tastyicilart ile homozigot normal bireylerin kargilagtiriimasi.

Hasta kiimesindeki birey

Kontrol kiimesindeki

Genotip P 00 | %95 GA
sayist (%) birey sayist (%)
CcC 71 (52.6) 114 (69.1) 1.256—
0.005 | 2.015
CG+GG 64 (47.4) 51 (30.9) 3.232
Toplam 135 (100) 165 (100)
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Tablo 16 ve 17°de verilen sonuglara gére APOAS geni ¢.56C>G polimorfizmi ile kan

trigliserit seviyesi arasinda sayitimsal yonden anlamli bir iligki bulunmamustir.

Tablo 16. APOAS geni ¢.56C>G polimorfizminde calisilan hasta ve kontrol kiimesi

genotiplerinin karsilastirilmasi.

Genotip | Hasta kiimesindeki birey sayis1 (%) | Kontrol kiimesindeki birey sayist (%) | P
CC 107 (79.3) 156 (86.7)
CG 26 (19.3) 23 (12.8) 0.194
GG 2(1.4) 1(0.5)

Toplam 135 (100) 180 (100)

Tablo 17. APOAS5 geni ¢.56C>G polimorfizminde calisilan hasta ve kontrol kiimesinde

polimorfik G alel tastyicilari ile homozigot normal bireylerin karsilagtirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey | Kontrol kiimesindeki birey
Genotip P 00 | %95 GA
sayis1 (%) sayist (%)
CcC 107 (79.3) 156 (86.7) > 0.935 —
1.701
CG+GG 28 (20.7) 24 (13.4) 0.05 3.094
Toplam 135 (100) 180 (100)

Tablo 18 ve 19’da verilen sonuglara géore APOAS geni ¢.553G>T polimorfizminde hasta

kiimesinde heterozigot bir adet birey bulunmasi ve homozigot polimorfik birey bulunmamasi

nedeniyle sayitimsal olarak hesaplama yapilamamustir.
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Tablo 18. APOAS5 geni ¢.553G>T polimorfizminde calisilan hasta ve kontrol kiimesi

genotiplerinin karsilastirilmasi.

Genotip | Hasta kiimesindeki birey sayis1 (%) | Kontrol kiimesindeki birey sayis1 (%) | P
GG 136 (99.3) 178 (100)
GT 1(0.7) - -
TT - -
Toplam 137 (100) 178 (100)

Tablo 19. APOAS geni ¢.553G>T polimorfizminde ¢alisilan hasta ve kontrol kiimesinde

polimorfik T alel tastyicilar1 ile homozigot normal bireylerin karsilastirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey Kontrol kiimesindeki birey %95
Genotip P | OO
sayist (%) say1st (%) GA
GG 136 (99.3) 178 (100)
GT+TT 1(0.7) -
Toplam 137 (100) 178 (100)

Tablo 20. APOAS geni ¢.56C>G polimorfizminde hasta ve kontrol kiimelerinde homozigot

polimorfik bireyler ile homozigot normal ve heterozigot bireylerin karsilagtirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey | Kontrol kiimesindeki birey
00 | %95 GA

Genotip
sayist (%) sayist (%)
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CC+CG 107 (80) 156 (87) N 0329
0.607
GG 26 (20) 23 (13) 0.05 1.120
Toplam 133 (100) 179 (100)

Tablo 21. APOAS geni -1131T>C polimorfizminde hasta ve kontrol kiimelerinde homozigot

polimorfik bireyler ile homozigot normal ve heterozigot bireylerin karsilagtirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey | Kontrol kiimesindeki birey
Genotip P | OO0 | %95 GA
sayist (%) sayist (%)
TT+TC 100 (75) 148 (88) 1.121 —
0.02 | 1.6
CC 34 (25) 20 (12) 2.315
Toplam 134 (100) 168 (100)

Tablo 22. APOAS geni ¢.553G>T polimorfizminde hasta ve kontrol kiimelerinde homozigot

polimorfik bireyler ile homozigot normal ve heterozigot bireylerin karsilagtirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey

Kontrol kiimesindeki birey

Genotip P 00 | %95 GA
sayist (%) sayist (%)
GG+GT 136 (99) 178 (100) 0382 —
>0.05 | 0.433
Toplam 137 (100) 178 (100)

Tablo 23. APOC3 geni -482C>T polimorfizminde hasta ve kontrol kiimelerinde homozigot

polimorfik bireyler ile homozigot normal ve heterozigot bireylerin karsilastirilmasi.

Genotip

Hasta kiimesindeki birey

Kontrol kiimesindeki birey

P

00

%95 GA
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sayist (%) sayist (%)
CC+CT 124 (90) 166 (93) .
>(0.05| 1.189
TT 14 (10) 13 (7) 1.780
Toplam 138 (100) 179 (100)

Tablo 24. APOC3 geni Sst/ polimorfizminde hasta ve kontrol kiimelerinde homozigot

polimorfik bireyler ile homozigot normal ve heterozigot bireylerin karsilagtirilmasi.

Hasta kiimesindeki birey | Kontrol kiimesindeki birey
Genotip 00 | %95 GA
sayist (%) sayist (%)
CC+CG 133 (99) 165 (100) 0.393 —
>0.05 | 0.446
Toplam 135 (100) 165 (100)

Tablo 25. APOAS geni c.56C>G polimorfizmi hasta ve kontrol kiimelerinde alel sikliklarinin

karsilastirilmasi.
Hasta kiimesindeki alel Kontrol kiimesindeki birey %95
Genotip P 0]0)
say1st (%) sayist (%) GA
C 240 (90) 335(93)
>0.05| - -
G 28 (10) 24.(7)
Toplam 268 (100) 359 (100)
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Tablo 26. APOAS5 geni -1131T>C polimorfizmi hasta ve kontrol kiimelerinde alel

sikliklarinin karsilagtirilmasi.

Hasta kiimesindeki alel | Kontrol kiimesindeki birey
Genotip P 00 | %95 GA
sayist (%) say1st (%)
T 185 (69) 281 (84) 1.555-
<0.001 | 2.29
C 83 31) 55 (16) 3.378
Toplam 268 (100) 336 (100)

Tablo 27. APOAS geni ¢.553G>T polimorfizmi hasta ve kontrol kiimelerinde alel

sikliklarinin karsilastirilmast.

Hasta kiimesindeki alel Kontrol kiimesindeki birey %95
Genotip P | OO
sayist (%) sayist (%) GA
G 273 (99.6) 356 (100)
T 1(0.4) 0(0)
Toplam 274 (100) 356 (100)

Tablo 28. APOC3 geni -482C>T polimorfizmi hasta ve kontrol kiimelerinde alel sikliklarinin

karsilastirilmasi.
Hasta kiimesindeki alel | Kontrol kiimesindeki birey
Genotip P 00 | %95 GA
sayist (%) sayist (%)
C 171 (83) 261 (73) 0.357-
<0.05 | 0.55
T 35 (17) 97 (27) 0.848
Toplam 206 (100) 358 (100)
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Tablo 29. APOC3 geni SstI polimorfizmi hasta ve kontrol kiimelerinde alel sikliklarinin

karsilastirilmasi.
Hasta kiimesindeki alel Kontrol kiimesindeki birey %95
Genotip P 0]0)
sayist (%) say1s1 (%) GA
C 202 (75) 279 (85)
<0.05| 1.88 | 2.68
G 66 (25) 51(15)
Toplam 268 (100) 330 (100)

APOAS geni ¢.56C>G polimorfizmi ile ilgili bulgular

APO5 geni ¢.56C>G polimorfizmini tanimlayabilmek amaciyla ilgili bolge
cogaltildiktan sonra Eco521 dzgeni ile kesildi. Kesim sonrasi olusan bantlar ve polimorfizmi

tanimlamak i¢in bakilan bant uzunluklar1 Sekil 5’de gosterilmistir.

Sekil 5. APOAS geni ¢.56C>G polimorfizmi jel goriintiisii.

Fotograftaki (1s1kgizgi) yiirlitme goriintiisiinde 9 adet 6rnegin ¢.56C>G polimorfizmi
yanimlamasina iligkin bant goriintiileri yer almaktadir. ¢.56C>G polimorfizminde normal
alellerde kesim olusmakta ve 151 bg¢’lik bant goriilmektedir. Polimorfik alellerde ise kesim
olusmamakta ve 178 bg¢’lik bant goriilmektedir. 1 ve 5. kuyulardaki ornekler heterozigot
bireyleri, 2, 3, 4, 6, 8, ve 10. kuyulardaki 6rnek ise homozigot normal bireyleri

gostermektedir. B kuyusunda kullanilan belirteg pUC19/Mspl belirtecidir. Bu belirtecde
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kuyuda goriinen parcalar yukaridan asagiya dogru 501+489 bg, 404 bg, 331 bg, 242 bg, 190
bg, 147 bg, 111+110 bg uzunlugunda DNA pargalaridir.

APOAS geni -1131T>C polimorfizmi ile ilgili bulgular

APOS geni -1131T>C pomirfizmini tanimlayabilmek amaciyla ilgili bolge ¢ogaltildiktan
sonra Tru9l 6zgeni ile kesildi. Kesim sonrasi olusan bantlar ve polimorfizmi tanimlamak i¢in

bakilan bant uzunluklar1 Sekil 6’da gosterilmistir.

Sekil 6. APOAS geni -1131T>C polimorfizmi jel goriintiisii.

Isik¢izgideki yiirlitme goriintiistinde 12 adet 6rnegin -1131T>C polimorfizmi tanimlamasina
iliskin bant goriintiileri yer almaktadir. -1131T>C polimorfizminde normal alellerde kesim
olugmakta ve 133 b¢’lik bant goriilmektedir. Polimorfik alellerde ise kesim olusmamakta ve
154 be¢’lik bant goriilmektedir. 1. kuyudaki 6rnek heterozigot bir bireyi, 2, 5, 7, 8, 10, 11 ve
12. kuyulardaki ornekler homozigot normal bir bireyi, 4. kuyudaki 6rnek ise homozigot
polimorfik bir bireyi gostermektedir. B kuyularinda kullanilan belirteg pUC19/Mspl
belirtecidir. Bu belirte¢cde kuyuda goriinen pargalar yukaridan asagiya dogru 501+489 bg, 404
bg, 331 bg, 242 be, 190 bg, 147 bg, 111+110 bg uzunlugunda DNA pargalaridir.

APOAS geni ¢.553G>T polimorfizmi ile ilgili bulgular

APOS5 geni ¢.553G>T polimorfizmini tanimlayabilmek amaciyla ilgili bolge
cogaltildiktan sonra Haelll 6zgeni ile kesildi. Kesim sonrasi olugan bantlar ve polimorfizmi

tanimlamak i¢in bakilan bant uzunluklar1 Sekil 7°de gosterilmistir.
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Sekil 7. APOAS geni ¢.553G>T polimorfizmi jel goriintiisti

Isikgizgideki yiiriitme goriintiisinde 11 adet Ornegin ¢.553G>T polimorfizmi
tanimlamasina iligkin bant goriintiileri yer almaktadir. ¢.553G>T polimorfizminde normal
alellerde kesim olusmakta, 51 ve 76 bg¢’lik iki bant goriilmektedir. Polimorfik alellerde ise
kesim olugsmamakta ve 127 b¢’lik bant goriilmektedir. 1. kuyudaki 6rnek heterozigot bir
bireyi, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11. kuyulardaki 6rnekler ise homozigot normal bireyleri
gostermektedir. B kuyusunda kullanilan belirteg pUC19/Mspl belirtecidir. Bu belirtecde
kuyuda goriinen parcalar yukaridan asagiya dogru 501+489 bg, 404 b¢ ve 331 bg’lik bantlar
ayrilmamis halde, 242 bg, 190 bg, 147 bg, 111+110, 67 ve 34 b¢’lik bantlar ayrilmig halde

goriinmektedir.
APOC3 geni -482C>T polimorfizmi ile ilgili bulgular

APOC3 geni -482C>T polimorfizmini tanimlayabilmek amaciyla ilgili bolge
cogaltildiktan sonra Mspl 6zgeni ile kesildi. Kesim sonrast olusan bantlar ve polimorfizmi

tanimlamak i¢in bakilan bant uzunluklar Sekil 8’de gosterilmistir.

N : 53 4.5 BEWmS8 9 10 11
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Sekil 8. APOC3 geni -482C>T polimorfizmi jel goriintiisii.

Isik¢izgideki yliriitme goriintiisiinde 11 adet 6rnegin -482C>T polimorfizmi yanimlamasina
iliskin bant goriintiileri yer almaktadir. -482C>T polimorfizminde normal alellerde kesim
olusmakta,145 bg¢’lik bant goriilmektedir. Polimorfik alellerde ise kesim olusmamakta ve 166
be¢’lik bant goriilmektedir. 1, 3 ve 7. kuyulardaki 6rnekler heterozigot bireyleri, 2, 4, 9, 10 ve
11. kuyulardaki ornekler ise homozigot normal bireyleri, 5 ve 8. kuyulardaki ornekler ise
homozigot polimorfik bireyleri gostermektedir. B kuyusunda kullanilan belirtegc pUC19/Mspl
belirtecidir. Bu belirtegde kuyuda goriinen pargalar yukaridan asagiya dogru 501+489 bg, 404
bg ve 331 bg, 242 bg, 190 bg, 147 bg, 111+110 b¢’lik DNA’lar1 géstermektedir.

APOCS3 geni Sstl polimorfizmi ile ilgili bulgular

APOC3 geni Sstl polimorfizmini tanimlayabilmek amaciyla ilgili bolge ¢ogaltildiktan
sonra Sacl 6zgeni ile kesildi. Kesim sonrasi olugan bantlar ve polimorfizmi tanimlamak i¢in

bakilan bant uzunluklar1 Sekil 9°da gosterilmistir.
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Sekil 9. APOC3 geni Sstl polimorfizmi jel goriintiisii
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Isik¢izgideki yiiriitme gorlintlisinde 8 adet 6rnegin APOC3 geni Sst/ polimorfizmi
yanimlamasina iligkin bant goriintiileri yer almaktadir. Ss#/ polimorfizminde normal alellerde
kesim olugmamakta ve 428 bg¢’lik tek bant goriilmektedir. Polimorfik alellerde ise kesim
olugmakta, 159 ve 269 bg¢’lik iki bant goriilmektedir. 1, 6 ve 8. kuyulardaki o6rnekler
heterozigot bireyleri, 2 ve 3. kuyulardaki Ornekler ise homozigot normal bir bireyi, 4.
kuyudaki 6rnek ise homozigot polimorfik bir bireyi gostermektedir. B kuyusunnda kullanilan
belirte¢ pUC19/Mspl belirtecidir. Bu belirte¢de kuyuda goriinen parcalar yukaridan asagiya
dogru 501+489 bg, 404 bg ve 331 bg, 242 bg, 190 bg, 147 bg, 111+110 bg’lik DNA’lar1
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada APOAS ve APOC3 genlerindeki toplam 5 adet polimorfizmin insanlarda
kan trigliserit seviyesi ilizerindeki olasi etkileri arastirildi. Hasta ve kontrol kiimesini olusturan
bireylere kan yaglar1 6l¢iimii amaciyla kan vermeye gelmeden once bir gece a¢ kalmalari
soylendi. Caligmaya katilan bireyler Orta Karadeniz Bolgesi ile sinirhi tutuldu ve Samsun
Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi ile Unye 1 Nolu Saglik Ocagina bagvuran bireylerin
katilimi saglandi. Kan yaglart ile ilgili ilag kulanan, ateroskleroz hastalik geg¢misi olan,

diyabet gecmisi olan ve herhangi bir endokrin hastalik ge¢cmisi olan bireyler ¢alisma disinda

birakaldi.

Hasta ve kontrol kiimelerinde kan trigliserit seviyesi siir degeri olarak 200 mg/dl
belirlendi. Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi merkez laboratuvari sonug
rapor belgesinde kan trigliserit seviyesi iist sinir1 olarak 200 mg/dl belirtilmektedir. Kandaki
lipid seviyeleri ile genetik polimorfizm arasindaki iligkileri arastiran ¢alismalarda hasta ve
kontrol kiimesi olusturma sartlar1 yiiksek 6nem gostermektedir. Ciinkii sonucu belirleyecek
olan sayitim hesaplamalar1 bu sinirlar iizerinden yapilacaktir ve bu smirlardaki degisiklik
sonucu direk olarak etkileyecektir. Bradley ve ark.’min ABD’de yaptigi calismada da
hiperlipidemik kiime olusturulurken kan trigliserit seviyesi Ust sinir1 olarak 200 mg/dl
belirlenmistir (Aouizerat ve ark., 2003). Henneman ve ark. yaptiklari calismada
hipertrigliseridemik kiimeye dahil ettikleri bireylerde kan trigliserit seviyesinin 330 mg/dl’nin
iizerinde olma sartt aramiglardir (Henneman ve ark., 2006). Japonya’da Japon
populasyonunda hipertrigliseridemi ile APOAS geni -1131T>C ve ¢.553G>T polimorfizmleri
arasindaki olasi iliskiyi arastiran bir ¢alismada Matsunaga ve ark. hasta ve kontrol kiimeleri
olusturmus ve hasta kiimesinde olma sart1 olarak kan trigliserit seviyesinin 200 mg/dl’nin
iizerinde olma aranmistir (Matsunaga ve ark., 2007). Kore’de Choi ve ark.’nin yaptigi
caligmada ise hasta kiimesinde olma sart1 olarak kan trigliserit seviyesinin 150 mg/dl’den
biiyiik olmas1 aranmustir. Vrablik ve ark.’nin Cek Cumhuriyeti’nde yaptiklari ¢aligmada hasta
kiimesindeki ortalama kan trigliserit seviyesi 1795 mg/dl olarak hesaplanmistir ve 83 bireyden
olusturulmustur (Vrablik ve ark., 2003). ABD’nde Pullinger ve ark.’larmin yaptiklart bir
caligmada hasta kiimesindeki bireylerin kan trigliserit seviyelerinin 150 mg/dl’nin {izerinde

olmas1 saglanmistir. Literatlirde apolipoprotein genleri ile kan trigliserit seviyesi arasindaki
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olas1 iligkileri arastiran yaklasik %30 oraninda hasta-kontrol ¢alismasinin yaninda
caligmalarin yaklasik %70’inde tek bir populasyon olusturularak bireylerin genotipleri
belirlendikten sonra genotiplerdeki trigliserit seviyeleri ortalamalar1 sayitim yontemleriyle

karsilastirilmistir.

Bu calismanin devam ettigi sirada Tiirkiye populasyonunda bu ¢alismada da yer alan
APOAS geni -1131T>C polimorfizmi ve APOAS S19W polimorfizmi Hodoglugil ve ark.
tarafindan calisilmistir (Hodoglugil ve ark., 2006). Ancak gerek Orta Karadeniz bdlgesi
populasyonunda olmak {izere ve gerek 3 adet APOA geni ve 2 adet APOC geninde olmak
lizere kan trigliserit seviyesini etkileyebilecek toplam 5 polimorfizm ayni ¢aligsma igerisinde

ilk kez yer almaktadir.

Calismada Hardy-Weinberg dengesi -482C>T polimorfizmi kontrol kiimesinin ve
c.56C>G polimorfizmi hem hasta hem de kontrol kiimesinin genotip dagilimlarinda
saglanmis, diger polimorfizmlerin genotip dagilimlarinda saglanmadigi gbzlenmistir. Bunun
nedeni gerek hasta gerek kontrol kiimelerinde bireylerin se¢iminin sadece kan trigliserit

seviyesi goz Online alinarak yapilmasi olabilir.

Tablo 5 incelendiginde hasta ve kontrol kiimeleri arasinda kan total kolesterol seviyesi
bakimindan sayitimsal olarak anlamli bir fark vardir (00=9.026 %95GA 4.508-18.069
p<0.001). Hasta kiimesi kan trigliserit seviyesi 200 mg/dI’nin {izerinde olan bireylerden
olusturuldugu goz Oniine alininca total kolesterol seviyesi yiiksekliginin kan trigliserit
seviyesi yiiksekligine bizim c¢alismamizi yaptigimiz populasyonda eslik ettigi sdylenebilir.
Choi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada olusturduklar: hasta kiimesine kan trigliserit seviyesi 150
mg/dl’nin iizerinde olan bireyleri dahil etmislerdir ve hasta (say1=100) ile kontrol kiimeleri
(say1=243) arasindaki total kolesterol seviyesi farki sayitimsal olarak anlamli bulunmustur
(strastyla 210 mg/dl, 196 mg/dl, p= 0.001) (Choi ve ark., 2007). Matsunaga ve arkadaslarinin
119 normal trigliserit seviyesine sahip Japon birey (ortalama 82 mg/dl) ve 95 yiksek
trigliseritli Japon (ortalama 343 mg/dl) populasyonu ile yaptiklar1 calismada hasta ve kontrol
kiimeleri arasindaki total kolesterol seviyesi farkinin sayitimsal olarak anlamli diizeyde
oldugu belirtilmistir (srastyla 219 mg/dl, 171 mg/dl, p<0.001) (Matsunaga ve ar., 2007).
Hindistanda Chhabra ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada hasta kiimesi ile (say1=34, ortalama
trigliserit seviyesi 244 mg/dl) kontrol kiimesi (say1=105, ortalama trigliserit seviyesi 107

mg/dl) arasindaki total kolesterol seviyeleri arasinda sayitimsal olarak anlamli fark
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bulunmustur (sirasiyla 120 mg/dl, 190 mg/dl, p=0.001) (Chhabra ve ar., 2002). Tayvan’da
Kao ve ark.’nin (2003) yaptiklari, 290 hipertrigliseridemik hasta (ortalama trigliserit seviyesi
660 mg/dl) ve 303 normolipidemik kontrol bireyinden (ortalama trigliserit seviyesi 94 mg/dl)
katildig1 ¢alismada hasta ve kontrol kiimeleri arasinda total kolesterol seviyesi bakimindan
anlaml fark bulunmustur (sirasiyla 253 mg/dl, 174 mg/dl, p<0.001). Bizim ¢alismamiz ve
diger etnik populasyonlarla yapilan ¢alismalar birlikte g6z 6niine alindiginda insanlarda kanda

trigliserit seviyesinde artigla kolesterol seviyesindeki artisin birlikte seyrettigi sOylenebilir.

Ayni tabloda (Tablo 5) HDLK ve LDKL seviyelerinin de bireyin hasta ve kontrol
kiimesine girmesinde etkili oldugu goriilmektedir (sirasiyla, O0=3.509 %95 GA=1.801-6.840
p<0.001, , O0=3.745 %95 GA=2.024-6.929 p<0.001). Kao ve arkadaslarinin yaptig
calismada HDLK seviyesinin kiimeler arasinda sayitimsal olarak anlamli derecede fark
gosterdigi ancak LDLK seviyesinin anlamli derecede fark gostermedigi belirtilmistir (sirasiyla
p<0.00. ve p=0.219) (Kao ve ark., 2003). Chhabra ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada ise hem
HDLK hem de LDL kolesterol seviyeleri hasta ve kontrol kiimelerinde anlamli derece fark
olusturmamistir (p>0.05) (Chhabra ve ark., 2002). Aouziret ve ark.’nin yaptiklar1 ¢calismada
hasta ve kontrol kiimelerinde HDLK ve LDL kolesterol seviyeleri farki sayitimsal olarak
anlamli bulunmugstur (p<0.05) (Aouzirat ve ark., 2003). Matsunaga ve ark.’nin yaptiklar
calismada HDLK seviyeleri iki kiime arasinda anlamli olarak farkli seviyelerde bulunmustur
(»<0.001) (Matsunaga ve ark., 2007). Choi ve ark’nin yaptiklar1 calismada hasta ve kontrol
kiimelerinde HDLK seviyesi sayitimsal olarak anlamli derecede farkli bulunmus, ancak
LDLK seviyelerinde boyle bir fark bulunmamistir (sirastyla p<0.001, p=0.079) (Choi ve ark.,
2007). Bu paragrafta belirtilen tiim calismalarda hasta ve kontrol kiimeleri kan trigliserit
seviyesi farkina gore olusturulmustur. Total kolesterolden farkli olarak hasta ve kontrol
kiimelerindeki HDLK ve LDLK seviyelerindeki farklar degisik etnik kokene sahip
populasyonlarda sayitimsal olarak her zaman anlamli gériinmemektedir. Buraya kadar bakilan
ve verilen sayitim sonuglarinin genotiplere bakilmadan verildigi ve ¢alismalara dahil edilen
birey sayilarinin oldukga farkli oldugu g6z 6niine alinirsa sonuglardaki farklarin ¢caligmalarin

materyal metot farkliliklarindan kaynaklandig diistiniilebilir.

Ayni tabloda (Tablo 5) VKI'ninde bireyin hasta veya kontrol kiimesine girmesini
sayitimsal olarak anlamli seviyede etkiledigi goriilmektedir (OO=3.745 %95 GA=2.024-6.929
p=0.018). Choi ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada hasta ve kontrol kiimelerinde VKI ortalama
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degerleri bakimindan sayitimsal olarak anlamli derecede farkli bulmuslardir (sirasiyla 25.4
kg/m® 22.9 25.4 kg/m®, p<0.001). Aouizerat ve ark. yaptiklar1 galismada hasta ve kontrol
kiimelerinde VKI degerlerinin anlamli derecede farkli olduklarini bildirmislerdir (sirastyla 27
kg/m® ve 24 kg/m®, p<0.05) (Aouizerat ve ark., 2003). Kao ve ark.’nin yaptigi ¢alismada
hipertrigliseridemili hasta kiimesi ile normolipidemik kontrol kiimesi arasinda VKI degerleri
bakimindan yine anlaml bir fark oldugu belirtilmistir (sirasiyla 26.1 kg/m? ve 23.2 kg/m?,
p<0.001) (Kao ve ark., 2003). Farkl1 etnik popiilasyonlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglarin benzer nitelikte olmasi1 bireylerde VKI yiikseliginin kan trigliserit degerinin

ylikselmesini destekledigi yoniinde fikir olusturmaktadir.

Tablo 6’da hasta ve kontrol kiimelerindeki HDLK seviyesi ortalamasinin farklar
goriilmektedir. Bir dnceki tabloda (Tablo 5) lojistik regresyon ¢oziimlemesi sonuglarina gére
bireyin hasta ve kontrol kiimesine dahil olmasi lizerinde HDLK seviyesi anlamli derece etkili
olarak hesaplanmisti. Burada ise Ki-kare testi ile hasta ve kontrol kiimeleri arasindaki HDLK
seviyesi farkin tek basina da anlamli derecede farkli oldugu goriinmektedir. Burada Ki-kare
testi ile bu farkin teyit edilmesinin nedeni diger kan yagi tiplerine gére HDLK seviyesinin
insanlarda yiiksek olmasinin istenmesidir. Tablo 6’daki sonuglara gore hasta ve kontrol
kiimelerinde HDLK seviyesi anlamli derecede farklidir ve hasta kiimesinde anlamli derecede
diisiik, kontrol kiimesinde ise anlamli derecede yiiksektir (OO=1.753 %95GA1.066-2.882
p<0.001). Tiirklerde HDLK seviyesi genellikle diisiik seyretmektedir (Mahley ve ark., 1995;
Mahley ve ark., 2000). Kan trigliserit seviyesi ile HDLK seviyesi arasinda ise ters bir iligki
vardir (Assman ve ark., 1992; Burchfiel ve ark., 1993). Bu iki nedenle bu ¢alismada hasta ve
kontrol kiimeleri arasindaki HDLK seviyesi farkinin sayitimsal olarak anlamli olmasi

caligmanin saglamasinin da dogru yondeki bir gostergesi olarak degerlendirilmelidir.

Tablo 7°de APOAS5S ve APOC3 genlerinde bu calismada etkileri arastirilan
polimorfizmlerde polimorfik alel tastyicilar1 ile homozigot normal bireyler arasindaki VKI
degerlerinin karsilastirilmast bulunmaktadir. Bu karsilastirma hasta ve kontrol kiimeleri
birlestirilerek yapilmistir. Sayitim sonuglarina gore g¢alisilan hicbir polimorfizmde hasta ve
kontrol kiimeleri birlestirildiginde VKI bakimindan polimorfik alel tasiyicilar1 ile homozigot

normal bireyler arasinda sayitimsal olarak anlamli derecede bir fark yoktur (p>0.05).

Tablo 8’de ise yine hasta ve kontrol kiimeleri birlestirilerek elde edilen, polimorfik alel

tastyicillarinda TK, HDLK ve LDLK seviyeleri farklari yer almaktadir. APOAS geni -
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1131T>C polimorfizminde polimorfik alel tasiyicilarindaki kan total kolesterol seviyesi
homozigot normal bireylere gore sayitimsal olarak anlamli derece yiiksektir (OO=1.675
%95GA=1.003-2.796  p=0.048). Literatirde @ APOAS ve APOC3 genlerindeki
polimorfizmlerin kan yaglara olast etkileri iizerine yapilan c¢aligmalarda iki ana yontem
kullanilmistir. Birincisi hasta ve kontrol kiimeleri olusturulmadan genotipler belirlenmis ve bu
genotiplerdeki kan yaglar1 seviyelerinin ortalama farkinin sayitimsal olarak anlamli olup
olmadig1r incelenmistir, Tablo 8’de bu tip bir sayitimsal c¢oziimlemenin sonuglari
verilmektedir. ITkincisi ise bu ¢alismada da izlenen yontem olan hasta ve kontrol kiimeleri
arasinda kan yaglar1 seviyeleri bakimindan sayitimsal olarak anlamh fark olup olmadiginin
arastirildigr yontemdir. Moreno ve ark.’nin yaptiklart ¢aligmada APOAS geni -1131TC
polimorfizminde polimorfik alel tasiyicilar ile homozigot polimorfik bireyler arasinda kan
total kolesterol seviyesi bakimindan anlamli derecede fark bulunmamistir (Moreno ve ark.,
2006) (p=0.15). Yine Martinelli ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada APOAS geni -1131C alel
tasiyicilart ile polimorfik alel tasimayanlar arasinda kan total kolesterol seviyesi bakimindan
sayitimsal olarak anlamli fark bulunmamistir (Martinelli ve ark., 2006 p=0.451). HDLK ve
polimorfizm arasindaki iligki trigliserit ve total kolesterol gibi kan yaglarinin ana bilesenleri
olan lipidlere gore farkli etnik populasyonlarda daha fazla degisken sonuglar gostermektedir.
Kolesterol gida ile alinmakla birlikte wviicut icinde de farkli organlar tarafindan
sentezlenebilmektedir. Kan dolasiminda bulunan lipoproteinlerin bilesiminde trigliserit en
yiiksek miktarda bulunan bilesendir. En yiiksek trigliserit icerigi silomikronlarda %80-95
oraninda, en yiliksek miktarda kolesterol igerigi ise %S51-58 oraninda LDL’lerde
bulunmaktadir (Tablo 1). HDL’lerdeki kolesterol icerigi %18-25"dir. Farkli etnik
populasyonlardaki polimorfizm ile kan kolesterol seviyesinin farkli derecelerde iliskili
bulunmas1 kolesteroliin trigliseride gore lipoproteinlerdeki oraninin daha diisiik olmasi
nedeniyle agiklanabilir. Hodoglugil ve ark. olusturduklar1 bir Tiirk populasyonunda yaptiklar
calismada APOAS geni ¢.56C>G ve -1131T>C polimorfizmleri ile total kolesterol, HDL ve
LDL arasinda anlamli bir iligki bulmamistir (Hodoglugil ve ark., 2005).

APOC3 geninde ise -482C>T polimorfizmi ile Sst/ polimorfizmi polimorfik alel
tagiyicilart ile homozigot normal bireyler arasindaki kan total kolesterol seviyeleri farki
sayitimsal olarak anlamli derecede farkli bulunmustur (sirasiyla OO=1.984 %95 GA=1.237—-
3.182 p=0.0004, O0=2.169 %95GA=1.340-3.513 p=0.002). Chhabra ve ark.’nin yaptiklar

calismada Sst/ polimorfizmi ile kan total kolesterol seviyeleri arasindaki iliski sayitimsal
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olarak anlamli bulunmamistir (p=0.572) (Chhabra ve ark., 2002). Corella ve ark.’nin
Akdenizli Ispanyol bireylerden olusan populasyonla yaptiklari galismada  Sstl
polimorfizminde polimorfik alel tasiyicilart ile normal homozigot bireyler arasinda kan total
kolesterol seviyeleri bakimindan anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) (Corella ve ark. 2002).
Bizim ¢alismamizda APOC3 genindeki her iki polimorfizm ile kan kolesterol seviyesi
arasindaki anlaml iliski bolgemizdeki populasyonun diger ¢alismalardakinden farkli olmasi
ile yorumlanabilir. Daha ayrintili sebep sonug iliskisi ve lipid metabolizmasina iliskin
ayrintilar ¢alismanin da birincil amact olan kan trigliserit seviyesi ile APOAS ve APOC3

genlerindeki polimorfizmlerin olasi iligkilerinin incelendigi boliimde tartisilacaktir.

Tablo 9°da tek degiskenli olarak VKI indeksi ile yiiksek trigliserit seviyesi arasindaki
olast iligki arastirilmistir ve hasta ve kontrol kiimeleri arasindaki VKI fark: sayitimsal olarak
anlamli bulunmustur (00=4.483 %95GA=2.675-7.515 p<0.001). VKI degeri 25 kg/m*’nin
iizerinde oldugunda kisi fazla kilolu olarak degerlendirilmektedir. Choi ve ark.’nin yaptiklari
calismada da hasta ve kontrol kiimeleri arasindaki VKI farkinin sayitimsal olarak anlaml
derecede yiiksek oldugu bildirilmistir (p=0.001) (Choi ve ark. 2007). Aouizerat ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alismada da hasta ve kontrol kiimeleri arasindaki VKI ortalamasi farki sayitimsal
olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Aouizerat ve ark., 2003). Bizim
calismamuizla birlikte hasta ve kontrol kiimeleri olusturularak yapilan diger calismalarda hasta
ve kontrol kiimelerinde VKI ortalamalarinin anlamli derecede farkli olmasi beklenebilen bir
sonug olarak degerlendirilmelidir. Cilinkii olusturulan hasta kiimesinde trigliserit seviyesi 200

mg/dl’nin tizerindedir.

Onuncudan ondokuzuncuya kadar olan tablolar, ¢alismanin birincil amacini olusturan,
calisgilan populasyonda APOAS5 ve APOC3 genleri polimorfizmleri ile hipertrigliseridemi

arasindaki olas iligki yada iligkileri karsilagtiran sonuglari igeren tablolardan olugmaktadir.

Bizim ¢alismamaizla birlikte birgok ¢alismada APOAS genindeki -1131T>C polimorfizmi
yiiksek kan trigliserit seviyesi ile bagimsiz olarak iliskili bulunmustur. Hodoglugil ve ark.’nin
calistiklar1 Tirkiye populasyonunda da -1131T>C polimorfizmi ile yiiksek kan trigliserit
seviyesi iliskili bulunmustur (p<0.05). Ancak apolipoprotein gen ailesinin 11q23 bolgesinde
APOAA1/C3/A4/A5 gen ailesi olarak oldukea sikisik bir dizilistedir ve bu nedenle yiiksek
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trigliserit seviyesinin iligkili bulunan polimorfizmlerden degil de, gercekte baska alelik

varyasyonlar tarafindan olusturulabilecegi g6z ardi edilmemelidir.

Tablo 12 ve 13’de verildigi iizere bu ¢aligmada APOC3 geni -482C>T polimorfizminde
ise hem genotipler arasinda hemde polimorfik alel tastyicilart ile homozigot normal bireyler
arasinda trigliserit seviyesi bakimindan sayitimsal olarak anlamli derecede fark oldugu
goriilmiistiir (Tablo 12°de genotipler aras1 p=0.003, Tablo 13’de polimorfik alel tasiyicilar ile
homozigot normal bireyler aras1 p=0.001 00=2.190 %95GA=1.385-3.463). -482C>T
polimorfizmi APOAC3 geninin promotoru ic¢indeki insiiline duyarli dizi ig¢inde (Insulin
Responsive Element, IRE) yer alir. Polimorfik alel insiiline yanit vermez ve insiiline yanit
veren normal alele gore APOC3 geni ifadesini %40 ila %50 arasinda arttirir (Li ve ark.,
1995). Bu nedenle polimorfizmde goriilen kan trigliserit seviyesi artisindan kanda yiiksek

miktarda bulunan APOC3 seviyesi sorumlu tutulabilir.

Tablo 14 ve 15°de hasta ve kontrol kiimelerindeki APOC3 Ss#I polimorfizmine ait
genotip sayilart ve sayitim sonuglari verilmektedir. Ssz/ polimorfizminde hem genotipler
hemde polimorfik alel tasiyicilart hasta ve kontrol kiimeleri arasinda sayitimsal olarak anlamli
derecede farkli sikliktadir (sirasiyla p=0.006, p=0.005 OO=2.015 %95GA= 1.256-3.232).
Japonyada, iskogyada, Tayvanda, Arabistanda, Cinde ve Avusturalyada yapilan ¢aligmalarda
APOAC3 SstI polimorfizmi ile kan trigliserit seviyesi arasinda anlamli bir iliski
bulunmamistir (Bai ve ark., 1994; Rees ve ark., 1985; Price ve ark., 1986; Wu ve ark., 2000;
Johansen ve ark., 2009; Buzza ve ark., 2001). Farkli populasyonlarda yapilan bir ¢ok
calismada ise APOC3 geni Ss#/ polimorfizmi ile kan trigliserit seviyesi arasinda anlamlr iligki
bulunmugtur. (Dammerman ve ark., 1993; Hoffer ve ark., 1998; Zeng ve ark., 1994; Seung ve
ark., 1997; Tas ve ark., 1989). Apoprotein C3, bulundugu apolipoprotein moleliikii iizerinde
giiclii bir eksi yiik olusturmaktadir. Bu sayede hiicre ylizeylerine nonspesifik baglanmasi
onlenmis olur ve sadece hedef yiizeyler olan lipoprotein lipaz ve spesifik hiicre ylizey
almaglarina baglanir. APOC3 yemek sonrasi trigliseritlerin uzaklastirilmasini diizenler ve
VLDL’lerin karacigere girisini dnler. APOC3 transgenik siganlarda yapilan bir ¢alismada
trigliseritten zengin partikiillerin uzaklastirilmasinda azalma oldugu goézlenmistir (Aalto ve

ark., 1992).

Pennacchio ve arkadaslar1 2003 yilinda sigan ve insanlarda karsilastirmali genom

tarama c¢aligmasi ile APOAS geninin varligini agiga ¢ikarmislardir (Pennacchio ve ark., 2003).
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Arkasindan hemen tek niikleotit pomiorfizmi ¢alismalarina baslamis ve -1131T>C
polimorfizmini yaymlamigslardir. Pennacchio ve arkadaslart APOAS transgenik siganlarda kan
trigliserit seviyesinde %66 azalma, APOAS knock-out siganlarda ise kan trigliserit
seviyesinde 4 kat artis gozlemislerdir. -1131T>C polimorfizmindeki polimorfik alel siklig1
populasyonlar arasinda olduk¢a degiskendir. Asyalilarda %27-37 arasinda, Ispanyol
kokenlilerde %13-16 arasinda, Afrika kokenli Amerikalilarda ve Avrupalilarda %6-9 arasinda
ve Hodoglugil ve ark.’larmin g¢alistig1 tesadiifi 6rneklemden olusan Tiirk populasyonunda
%12.8 olarak bildirilmistir (Aouizerat ve ark., 2003; Austin ve ark., 2004; Baum ve ark.,
2003; Lai ve ark., 2003; Nabika ve ark., 2002; Pennacchio ve ark., 2002; Talmud ve ark.,
2002 Hodoglugil ve ark., 2005). Bu c¢alismalar genel bilgiler kisminda verilmistir. Bu
calismadaki Orta Karadeniz populasyonunda ise %?22.8’dir. -1131T>C polimorfizmi bir¢ok
calismada kan trigliserit seviyesi ile iliskili bulunmustur. Bu ¢alismada APOAS -1131T>C
polimorfizminde C alel tasiyicilarinin homozigot normal bireylere gore sayitimsal olarak
anlamli derecede yiiksek trigliserit seviyesine sahip oldugu gosterilmistir (O0=2.191
%95GA=1.313-3.656 p=0.004). -1131T>C polimorfizmi genin promotor bdlgesinde
bulundugu icin APOAS geninin ifade ediligini etkiliyor olabilir. APOAS geni apoproteini
hidrofobik yiizeylere zayif ilgi gosterir (Weinberg ve ark., 2003). VLDL’ler viicutta
karacigerde sentezlenir Bu nedenle karacigerde trigliseritten zengin partikiil olusum oranini
diistirerek VLDL sentezini azaltiyor olabilir. Yapilan bir ¢aligmada siganlarda hepatik
APOAS5’in adenoviriis aracilt olarak asir1 ifade edilmesi sonucunda doza da bagli olarak,
VLDL miktarinda azalma olmadan VLDL trigliserit sentezi ve dolayisiyla VLDL trigliserit
icerigi oraninda azalma gozlenmistir (Schaap ve ark., 2004). Buradan tahminle APOAS5’in

karacigerde VLDL sentezi sirasinda VLDL nin lipidasyonunu etkiledigi tahmin edilebilir.
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6. SONUG VE ONERILER

Hipertrigliseridemi koroner arter hastalik (KAH) i¢in bagimsiz bir etkendir. Kanda
trigliserit miktarindaki her bir 88.5 mg/dl’lik artis HDLK ve diger etkenlerde eklenerek
yapilan hesaplamada KAH riskini erkeklerde %14, kadinlarda ise %37 oraninda arttirmaktadir
(Austin ve ark., 1998).

Sanayilesmis iilkelerde ve gelismekte olan iilkelerde 6liim nedenlerinin basinda koroner
arter hastalik gelmektedir. Koroner arter hastaligin (ateroskleroz) en sik sorumlu tutuldugu

etken yliksek kolesterol seviyesidir.

2001 yilinda APOAS geninin kesfedilmesi ile birlikte apoprotein A5 ve kan trigliserit
seviyesi lizerine artan bir ilgi vardir. Genetik polimorfizmler ile kan trigliserit seviyesi
arasindaki iligkinin arastirilmasina ek olarak bu polimorfizmler ile ateroskleroz arasindaki

iliskilerde sik sik arastirilmustir.

Bu ¢aligmaninin ana amact olan Orta Karadeniz Bolgesi populasyonunda APOAS ve
APOC3 genlerindeki toplam 5 polimorfizm ile kan trigliserit seviyesi arasindaki iliskinin
aragtirmasinda APOAS geninde -1131T>C ve APOC3 geninde -482C>T ile Sst/
polimorfizmleri yiiksek kan trigliserit seviyesi ile iligskili bulunmustur. Bu iliski diinya

populasyonlarinin birgogunda da tespit edilmistir.

Calismanin ikincil amaci olan, iligkili bulunan polimorfizmlerin rutin testlere
donistiiriilmesi, bu genlerde yapilan diger polimorfizm c¢alismalar1i ile birlikte
degerlendirildiginde olas1 goriinmektedir. Cocukluk cagindan itibaren bir yada birden fazla
polimorfizm tasiyan bireylerde kan trigliserit seviyesinin yiiksek seyretmesi, bu yiikseklik
fark edilene kadar ateroskleroz baslangicinin temellerini olusturuyor olabilir. Bireyler
hissedilir rahatsizliklar1 olusmadan hastaneye basvurmadiklari i¢in kan biyokimyasal
Olctimleri yapilmamakta ve polimorfik olan bireylerdeki triglisrit yiiksekligi fark

edilmemektedir.

Bu ¢alismada incelenen toplam bes adet polimorfizmin daha genis populasyonlarda
calisilmas1 yararli olabilir. Yiiksek trigliserit seviyesi nedeniyle ateroskleroza olan yatkinlik

bireyde tarama testleri ile erken donemde farkedilip uygun diyet onerilirse, ileride olusacak



92

olan ateroskleroz geciktirilebilir yada onlenebilir. Bu sekildeki bir koruyucu tedavi anlayisi

giiniimiizde 6n plana ¢ikan koruyucu hekimlik anlayisina uygundur.
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8. EKLER

Ek-1

TIBBIi BIYOLOJi A.B.D. MOLEKULER GENETIK TB-404 NOLU PROJE HASTA
BiLGi FORMU

Hastanin Adi, Soyadi

Dosya No:

Meslegi

Adres

Tel

Yasi1 ve cinsiyeti

Dogum yeri ve yili

Sevk edildigi departman

Boyu ve kilosu

Hastaligin aileselligi

APOE

APOB

Lpa

VKI

Obezite Indeksi

Hipertansiyon

VLDL

LDL-Kolesterol
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HDL-Kolesterol

Total kolesterol

Trigliserit

[lag¢ kullaninm

Alkol kullanimi

Sigara kullanimi(paket/giin)

Diabetes mellitus
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Ek-2
GONULLULERIN BiLGILENDIRiILME METNIi

Kan yaglar1 ve hiperlipidemi ile iligkili oldugu diisiiniilen APOAS ve APOC3 genlerinin
arastirilacagi bir ¢alisma i¢in kaniniz kullanilacaktir. Bu arastirmanin amaci, insanlardaki
APOAS ve APOC3 genleri ile kan yaglar1 arasindaki iligkileri aragtirmaktir. Arastirmaya
katilip katilmama hakkina sahipsiniz. Arastirma basladiktan sonra istediginiz taktirde
arastirmadan ayrilabilirsiniz. Arastirmanin gidisine gore rizaniza bakilmaksizin arastirma
disinda birakilabilirsiniz.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hicbir 6deme yapilmayacaktir (yapilacaksa
0deme miktar1 yazilmalidir); ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler
ve tibbi bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan
higbir {icret istenmeyecektir. Bu arastirma Ondokuz Mayis Universitesi Arastirma Fonu
(kurum/kurulus) tarafindan desteklenmektedir. Bu arastirmada yer almak tamamen sizin
isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada
aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlarma engel
duruma yol agmayacaktir.. Arastirici bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan
tedavi semasmin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini aksatmaniz veya
tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle arastirmadan ¢ikarabilir. Aragtirmanin sonuglari
bilimsel amagla kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya da arastirmaci tarafindan
cikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla
kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir. Ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Sizde istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.

Ben, (goniilliiniin ad1) .................o yukaridaki metni okudum ve katilmam
istenen c¢aligmanin  kapsamini ve amacini, goniillii olarak iizerime diisen sorumluluklari
tamamen anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin edici
yanitlar aldim. Bana, ¢alismanin muhtemel riskleri ve faydalar1 agiklandi. Bu g¢alismay1
istedigim zaman ve herhangi bir neden belirtmek zorunda kalmadan birakabilecegimi ve
biraktigim zaman tedavimi stlenenlerin herhangi bir ters tutumu ile karsilagmayacagimi
anladim.

Ad Soyad: Imza:
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