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SEMBOLLER/KISALTMALAR LISTESI

ABC: ATP hinding cassette transporter

ACAT: Acil KoA kolesteril agil transferaz

Apo A: Apolipoprotein A

ApoB: Apolipoprotein B

ApoCll: Apolipoprotein Cll

BMI: Vicut kitle indeksi

BP : Baz cifti

CETP : Kolesteril ester transfer protein

DBP : Diastolik Kan Basinci

DLA: Sol atrium dilatasyonu

HDL : Yuksek yogunluklu lipoprotein

HL : Hepatik Lipaz

HMG-KO0A : B-hidroksi- - metil glutaril KoA

KAH: Koroner arter hastaligi

LCAT: Lesitin Kolesterol Acil Transferaz

LDL: Dustk yogunluklu lipoprotein

LPL: Lipoprotein lipaz

LVH: Sol ventrikdl hipertrofisi

MDR: Multi drug resistance, coklu ilag direnci

M1: Miyokard infarkttist

MVK: Mevalonat kinaz

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
RFLP: Restriksiyon Fragmanm Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

SBP: Sistolik Kan Basinci

SR-B1: Scavenger receptor class B type B1, COpcl reseptor klas B tip |
TAE:Tris-asetik asit-etilen diamin tetra asetat

TBE:Tris-borik asit-etilen diamin tetra asetat

VLDL: Cok distk yogunluklu lipoprotein



OZET

Ergen, HA. Hiperkolesterolemik Olgularda Mevalonat Kinaz V3771 Ve ABC1 Gen
Polimorfizmlerinin incelenmesi, istanbul Universites Saghk Bilimleri Engtitiisi,
Molekiler Tip ABD Doktora Tezi, istanbul, 2006.

Adenozin trifosfat baglayan kaset transporter (ABC) gen ailesinin bir tiyesi olan ABC1
(ABCA1) geni, periferal dokulardan kolesteroll toplayarak karacigere getiren HDL’nin
olgunlasmasinda ve hicre icindeki kolesterolin HDL’ye transferinde onemli rol
oynamaktadir. Mevalonat kinaz (MVK) geni, izoprenoid/kolesterol biyosentezinde yer
alan bir enzim olup kolesterolin biyosentezinde duzenleyici rol oynayabilecegi
bildirilmistir. Calismamizda ABCA1 C6730T, C2665T, T3212C, A(E,D)1833,1834,
C69T, G191C ve MVK V3771 gen polimorfizmlerinin miyokard infarktisi (MI) ve
diyabeti olan hiperkolesterolemili hastalarda ve Turk populasyonunda plazma lipid
dizeyleri Uzerindeki etkisini saptamayr amacladik. Caismamizda C69T CC genotipi
tasiyan hiperkolesterolemik hastalarda ve M1 grubunda CT genotipine gore VLDL ve
trigliserid dizeyleri, tim grupta ise CC genotipi tasiyanlarda CT genotipi tasiyanlara
gbre VLDL dizeyi anlamli yiksek olarak saptanmistir (p<0.05). Kontrol grubunda,
diyabetik grupla karsilastirildiginda G191C B aldi tasima oram istatistiksel olarak
yiksek bulunmustur (p<0.05). Diyabetik hastalarda G191C AA genotipi tasima riski
M1 (p:0,023) ve kontrol grubuna (p:0,001) gore anlamli olarak artmistir. TUm grupta
G191C AA genotipi tastyanlarda BB (p:0,017, p:0,036, p:0,004) ve AB (p:0,027,
p:0,034, p:0,007) genoctipi tasiyanlara gore total kolesterol, LDL ve VLDL duzeyleri
anlaml1 yuksek bulunmustur. Hiperkolesterolemili hastalarda ve tim ¢alisma grubunda
G191C B adldi tasima oranm erkeklerde kadinlara gore anlamli yuksek oldugu
g6zlenmistir (p:0,05). LVH’i bulunan M1 hastalarimin tamami G191C B alleli tasimakta
iken C69T aléleri bakimindan %75’i T, % 83’0 C allei tasimaktadir. DLA gorulen
MI hastalarinin ise tamami G191C B alleli ve C69T CT genotipi tasimaktadirliar. Ml
grubundaki dort hastada koroner anjiyografi 6lcimu yapilmistir. Bu hastalarin hepsi
G191C A ve C69T C aldi tasimaktadir. Calismamizda MVK V3771 genotipleri ile
plazma lipid dizeyleri arasinda bir iliski bulunmamis ve MVK V3771 genine ait bir
mutasyona rastlanmamistir. Sonug olarak populasyonumuzda ilk olarak yapilan bu
calismada, G191C ve C69T gen mutasyonlarimin hiperkolesterolemili hastalarda ve
Tark populasyonunda, MVK V3771 mutasyonu aksine, plazma lipid dizeyleri ile
iliskili olabilecegi izlenimi elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Lipoprotein, Hiperkolesterolemi, ABCA1, MVK, Polimorfizm

Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan T-
380/08032004 no’lu proje olarak desteklenmistir.



ABSTRACT

Ergen, HA. Investigation of Mevalonate Kinase V3771 and ABC1 Gene Polymorphisms
in Hypercholesterolemic Subjects, Istanbul University Institute of Health Sciences, PhD
Tesis of Department of Molecular Medicine, Istanbul, 2006.

One of the members of Adenosine Triphosphate Binding Cassette transporter
(ABC) genefamily, ABC1 (ABCAI) gene, has an important role on maturation of HDL,
which picks up the cholesterol from the periphera tissues and takes it to the Liver, by
transferring the cholesterol from the cell to the HDL. Mevalonate Kinase (MVK) is an
enzyme, which has an important role in isoprenoid/cholesterol biosynthesis
process and it has been indicated that it is also active in the regulation of cholesterol
biosynthesis process. In this study, we investigated the role of ABCA1 C6730T,
C2665T, T3212C, A(E.D)1833,1834, C69T, G191C and MVK V3771 gene
polymorphisms on the plasma lipid levels of patients with hypercholesterolemia,
who have MI and diabetes mellitus, and Turkish population. Plasma triglyceride and
VLDL levels were higher in patients with hypercholestreolemia and MI patients with
ABCAL1 C69T CC genotype compared to patients with CT genotype (P<0,05). Also in
the total group with CC genotype VLDL levels were found to be higher than the VLDL
levels of the subjects carrying the CT genotype (P<0,05). We observed that in
comparison to the control group the G191C B dlele had a significantly higher
prevalence in the group consisting of diabetic patients (P<0,05). In diabetic patients, the
risk of carrying G191C AA genotype was increased compared to patients with Ml
(P<0,023) and control (P<0,001)subjects. Our investigation on the total group showed
that individuals carrying G191C AA genotype had higher plasma total-cholesterol, LDL
and VLDL levels than the carries of BB (P:0,017, P:0,036, P.0,004) and AB (P:0,027,
P:0,034, P.0,007) genotypes. The frequencies of G191C B allele were found to be
higher in men compared to the women in both patients with hypercholesterolemia as
well asin the total group (p:0,05). All patients with LVH who had M1 were found to be
carriers of the G191C B alele and 75% of them had C69T T alele and %83 of them
had C69T C alele. Also al MI patients with DLA were found to be carriers of the
G191C B dlele and C69T CT genotype. Four of the patients in the M1 group have had
coronary angiography. All these patients carried G191C A and C69T C dleles. In our
study we neither found any relationship between MVK V3771 genotypes and plasma
lipoprotein levels, nor did we encounter any mutation of the V3771 gene in our study
groups. The results of our study, which is the first of its kind on the Turkish population
suggest that mutations of G191C and C69T genes may be associated with plasma
lipoprotein levels in hypercholesterolemic patiens and Turkish population in contrast to
the MVK V3771 mutation.

Key words: Lipoprotein, Hypercholesterolemia, ABCA1, MVK, Polymorphism

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no T-380/08032004.



GIRIS VE AMAC (BOLUM 1)

Kolesterol, hiicre zarinin ana Uyesi, steroid hormonlarin, safra asitlerinin ve D
vitaminin yapi tasicir. Kolesteroltin kandaki tasinmasinda duistk yogunluklu lipoprotein
(LDL) ve yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL)’in 6énemli rol oynadigi bilinmektedir.
LDL, kolesterolin dokulara dagitiminda, HDL ise kolesterolin ters transportunda
gorevlidir. HDL bu goreviyle dokularda biriken fazla kolesterolii karacigere gotirerek,
kandaki fazlaligi koroner arter hastalig1 ve ateroskleroz gibi 6dnemli hastaliklara neden
olan kolesterolii kandan uzaklastirmis olur. Bu gorevi HDLye antiaterojenik bir 6zellik
kazandirmaktadir. Y apilan ¢esitli ¢alismalarda dusik HDL dizeylerinin koroner arter
hastaligina neden oldugu gosterilmistir (1,2).

Daha oOnceki calismalardan da bilindigi Uzere Diabetes Méllitus’lu (DM)
hastalarda da lipoprotein anomalileri goruldigu rapor edilmistir (3,4). Artan plazma
trigliserid dizeyleri diyabetik hastalar icin koroner arter hastaligindan bagimsiz olarak
0ltme neden olan faktorlerden biridir. Aym zamanda diyabetik hastalarda koroner arter
hastaligina yakalanma oram ve bundan dolayr 6lUm riskinde artis stz konusudur.
Raman ve Nesto (5) 1996 yilinda 45-74 yas arasi diyabetik hastalarda yaptiklar: bir
calismada kardiyovaskiler hastaliklardan 6lGm riskinin Gg kat arttigini gostermislerdir.

Adenozin trifosfat baglayan kaset transporter (Adenosine triphosphate- binding
cassette transporter, ABC) slper ailesi, Adenozin trifosfat’t (ATP) enerji kaynag: olarak
kullanarak, metabolik Urlnler, lipidler, steroller ve ilaglarinda aralarinda bulundugu
cesitli molekullerin hiicre disina tasinmasinda rol oynayan bilinen en genis membran
transporter proteinleridir (6). Yedi at ale ve bunlara ait bilinen kirksekiz farkl
transporter protein bulunur. Bu ailenin tyelerinde gorilen genetik varyasyonlar Mendel
veya kompleks kaliim gosteren kistik fibrosis, noérolojik hastaliklar, retinal
dejenerasyon, kolesterol ve safra transport defektleri, ilag direnci ve anemi gibi
hastaliklarin olusmasindarol oynarlar.

Bu ailenin bir Uyes olan ABCA1(ABC1) siperailes oniki farkli transporter
icerir (7). ABCA1 geni ilk olarak 1994 yilinda Giovanna Chimini’nin laboratuvarinda
klonlanmustir (8). ABCA1 geni, 9931.1 bolgesinde yerlesmis olup kolesterolun ters
transportunda 6nemli rol oynamaktadir. ABCA1 transporterlart ozellikle karaciger,



makrofagjlar ve diger periferal dokularda yiksek dizeylerde bulunmaktadirlar (9). Bu
genin Urdnd  “kolesterol atilimim dizenleyici protein (cholesterol efflux regulatory
protein, CERP)” olup, plazma membramnda ve golgi cisimciginde yerlesmis oldugu

gosterilmistir (10).

ABCAL1 geni ileilgili asil bulgular, azalmis plazma kolesterol, LDL-kolesterol
ve HDL-kolesterol dizeyleri ile artrms trigliserid dizeyi ve cesitli doku ve
makrofajlarda kolesterol birikimi ile karakterize olan ve otozomal resesif kalitim
gbsteren Tangier Hastalig1 (Hipoalfalipoproteinemi) ile yapilan ¢alismalar sonucu elde
edilmistir (11, 12).

ABCAL1 geninin, HDL aracil1 kolesterol ters transportundaki roll cesitli hayvan
deneyleri ile de kamtlanmistir (9,13). McNeish ve ark (13) 2000 yilinda ABC-/- knock
out farelerde yaptiklari calismalarda bu hayvanlarda insan Tangier hastaligimin
belirtilerine benzer bulgular gostermislerdir. Brewer ve Santamarina-Fojo (9) 2003
yihinda ABCA1 transgenik farelerde yaptiklari calismalarda, ABCAL’in asin
ekspresyonu sonucu HDL-kolesterol — dizeyinin  arttigim ve azalan HDL
katabolizmasimin yavasladigini gbzlemlemislerdir.

Koroner arter hastaliginda plazma lipid profilleri ile ABCA1 genetik
degisimlerini gosteren cesitli calismalar yayimlanmistir (14, 15). Zwarts ve ark. (14)
2002 yilinda yaptiklari calismada ailesinde koroner arter hastaligi olan bireylerde
ABCA1 G191C varyantinin, bu hastaligin olusma riskini U¢ kat, C69T varyantinin ise
iki kat arttirchigint agiklamigladir.

Mevaonat Kinaz (MVK) (E.C.2.7.1.36), 12kromozomda yerlesik ve
izoprenoid/kolesterol biyosentezinde ATP kullanarak mevalonat’i 5’-fosfomeval onat
sekline donustirmekten sorumlu bir enzimdir. Mevalonat kinaz enzimi ile ilgili olarak
yapilan ilk ¢alismalarda sitozolik bir enzim oldugu belirtilmis iken daha sonra MVK ve
fosfomevalonat kinazin aymi zamanda peroksizomal enzimler olduklari gorisu ileri

surdlmastdr (16).

Mevalonat yolu ile ilgili olarak ati metabolik hastalik tammlanmstir. Sterol
biyosentezi ile ilgili olan hastaliklar; Smith-Lemli-Opitz sendromu, Desmosterolozis,
X’e bagli dominant kondrodiaplazi punktata, CHILD sendromudur. Diger iki hastalik
ise Mevalonik asidiri ve hiperimminglobinemi D olup mevalonat kinaz enziminin

aktivitesinin yetersizligi sonucu ortaya ¢iktiklari rapor edilmistir (17).



Mevalonat kinaz enziminin kolesteroliin biyosentezinde rol oynadigim gosteren
calismalar mevcuttur. Kolesterol ile beslenme plazma kolesterol dizeyini yaklasik %38
oraninda arttirmaktadir. Ancak %5 kolesterol ve %0,5 kolik asit iceren diyet sonucu
sicanlarda plazma kolesterol dizeylerinin yaklasik bes kat arttigi MVK aktivitesinin
%50 oraninda diustigl gosterilmistir (18).

Mitchell ve Avigan (19) yedi gin sire ile %1 kolesterol diyeti ile besedikleri
sicanlarin  karacigerinde mevalonat kinaz aktivitesinin %50 oraninda azaldigim

bildirmiglerdir.

Bugune kadar mevalonat kinaz V3771 gen polimorfizmi ile plazma kolesterol

duizeyleri arasindaki iliskiyi gosteren bir calismaya literatlirde rastlanmanustir.

Calismamizda, bu bilgilerin 151831 dtinda MVK ve ABC1 genine ait
polimorfizmlerin kolesterol sentezi ve kolesterolin ters transportundaki rolndn,
diyabet ve MI tamisi konulmus hiperkolesterolemili hastalarda belirlenmesi ve daha
once Turk populasyonunda calisiimamus bu polimorfizmlerin yayginligimin saptanmasi
hedeflenmistir.



GENEL BILGILER (BOLUM 2)

2.1. Kolesterol Metabolizmas:

Kolesterol basta karacigerde olmak Uizere viicudun hemen tim hiicrel erinde hem
sitozolde hem de endoplazmik retikulumda bulunan enzimler aracilig: ile sitozolde
sentezlenir. Hicre zarimn 6nemli bir bileseni olmasinin yani sira safra tuzlari, steroid

hormonlar ve D vitaminin de 6ncll maddesidir (20).

Kolesterol yapisindaki tim karbonlar asetat kaynaklidir. Sentez dort ana basamakta
incelenir (20).

1. Mevaonat Sentezi
2. Mevaonatin iki aktif izopren halkasina cevrilmesi
3. Skualen olusturmak Uizere alt1 izopren biriminin bir araya gelmesi

4. Skualenin steroid ¢ekirdegine gevrilmes

Memelilerde kolesterol sentezi hiicreici kolesterol diizeyini, glukagon ve insilin
hormonlar: etkis ile dizenlenir. Sentez asamasindaki hiz kisitlayici basamak B-
hidroksi- B- metil glutaril KoA (HMG-KoA)’nin mevalonata gevrildigi basamaktir.
Fosfatlanmis (inaktif) ve fosfatlanmamus (aktif) iki sekli bulunan HMG KoA Rediktaz
enzimi bu asamada gorevlidir. Enzim, glukagon tarafindan fosforillenerek inakiif,
instlin tarafindan ise defosforile edilerek aktif sekle donustirmektedir (20).

Kolesterol hiicre iginde yuksek diizeyde bulundugunda, Agil KoA kolesteril agil
transferaz (ACAT) enzimi tarafindan depolanma ve tasinma sekli olan kolesteril
esterleri haline cevrilerek depo edilir. Aym zamanda, kolesteroliin kandan hticre igine
ainmasinda etkin rol oynayan LDL reseptori sentezi baskilanarak hicre icine
kolesterol alim azaltilmaktadir (20).



2.2. Kolesteroliin Lipoproteinler Aracihg ile Kanda Tasinmasi

Kolesterol, kolesteril esterleri, fosfolipidler ve trigliseridler suda
¢cOzinemediklerinden ancak apoproteinler ismi verilen ¢6zel plazma proteinleri ile
biraraya gelerek kanda taginabilirler. Lipidler ve apoproteinlerin bir araya gelmesinden
olusan bu yapiya “Apolipoproteinler” ismi verilmektedir. Y apilarindaki farkli proteinler
ve lipidlerden dolay: farkli yogunlukta lipoproteinler bulunur. insan plazmasindaki
lipoproteinlerin yapisinda en az dokuz farkli apolipoprotein yer almaktadir. Bu protein
bilesenler lipoproteinlerin  6zgul dokulara goturdlmesinde veya lipoproteinlerin
yapisinda bulunan bazi enzimlerin aktiflesmesinde rol oynarlar. Tablo 2.1’de insan

plazmasindaki apolipoproteinler gosterilmistir (21).

Tablo 2.1: insan plazmasindaki apolipoproteinler (21).

Apolipoprotein Molekiler Agirhk Tlgili lipoprotein Fonksiyon

ApoA-I 28331 HDL LCAT aktivasyonu, ABC
Transporterlar ile
etkilesim

ApoA-II 17380 HDL

ApoA-IV 44000 Silomikron,HDL

ApoB-48 240000 Silomikron

ApoB-100 513000 VLDL, LDL LDL reseptorine baglanma

ApoC-I 7000 VLDL,HDL

ApoC-Il 8837 Silomikron,vVLDL,HDL LPL’1 aktive etme

ApoC-Il1 8751 Silomikron,VLDL,HDL LPL’1 inhibe etme

ApoD 32500 HDL

ApoE 34145 Silomikron,VLDL,HDL Silomikron ve VLDL

artiklarimn temizlenmesi

LPL:lipoprotein lipaz, LDL: dusuk yogunluklu lipoprotein, HDL: yiksek yogunluklu lipoprotein, VLDL: ¢ok dustk
yogunluklu lipoprotein, LCAT: Lesitin Kolesterol Acil Transferaz

Insan plazmasinda yer alan lipoproteinler bakilacak olunursa;

Silomikronlar, Diyetle alinan yaglarin sindirim drdnleri ince barsak epitel
hicrelerinin golgi kompleksinde glikolize olan apoB-48 ile birleserek silomikron ismi
verilen lipoproteinleri olustururlar. Lenf dolasimina gegen silomikronlar duktus
torasikus yoluyla kan dolasimina katilirlar. Silomikronlar, trigliserid icerigi en yuksek
ve yogunlugu en az olan lipoproteinlerdir. Yeni salgilanan veya olusmaya baslayan

silomikronlar HDL’lerden apolipoprotein CIl, ClIl ve E’yi bunyelerine airlar.



Silomikronlar apo Cl1’ye sahip olduktan sonra lipoprotein lipaz (LPL) ile etkileserek bu
enzimi aktive ederler. Bu sekilde silomikron ¢ekirdeginde yer alan trigliserid hidrolize
edilerek silomikron hacmi kagular ve silomikron kalintist meydana gelmektedir.
Silomikron kalintilart HDL’den almis olduklart apo CIlI ve ClII°G HDL ye geri vererek
apo-E yonunden zengin kalinti partikillerine donusirler. Daha sonra karaciger
hicrelerinde bulunan LDL veya apo E (silomikron kalintisi) reseptorleri tarafindan

tamnarak hicre icine alinir ve dolasimdan uzaklastirilirlar (21).

Cok Dustk Yogunluklu Lipoprotein (VLDL), karacigerde sentez edilen ve
trigliseridierin yamsira kolesterol ve kolesteril esterlerini de bunyelerinde tasiyan
lipoproteinlerdir. Yapilarinda ApoB-100, ApoC-ll, ApoC-lll ve ApoE icerirler.
Tasidiklart Apo C-ll aracihigiyla LPL’1 aktifleyerek iceriklerini hidroliz ederler ve
serbest yag asitlerini kas, meme ve adipoz dokulara tasimaktadirlar. VLDL icerigi
hidroliz olduktan sonra, geri kalan VLDL kalintilarinin bir kismu karacigere donerken
bir kismuda IDL ve LDL’ye donusur (21).

Orta yogunluklu lipoproteinler (IDL), blyuklik ve igerik bakinundan VLDL
ve LDL arasinda yer alirlar. Normal kosullarda plazmada c¢ok distuk duzeylerde
bulunduklar1 gosterilmistir. Plazmada kolesterol tasiyan lipoproteinler arasinda yer
almaktadir (21).

Dusuk Yogunluklu Lipoprotein (LDL), VLDLve IDL’nin lipazlarla
(lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz) etkilesiminin son OrGnuddr. LDL’nin % 75’
karaciger parankim hicreleri, diger bolumu ise viicudun diger dokular1 tarafindan ainir.
Plazmadaki toplam kolesterolin %70’i LDL’de bulunmaktadir. Y apilarinda ApoB-100
proteini tasirlar. LDL reseptérleri araciligi ile endositozla hiicre igine alinarak kolesterol
icerigini karaciger chs1 dokulara birakirlar. LDL, VLDL ile birlikte aterojenik
lipoprotein olarak tanimlanmaktadir (21). Sekil 2.1’de Dustk Yogunluklu Lipoprotein
(LDL)’nin yapisi gosterilmistir (22).



Sekil 2.1: Dusik yogunluklu lipoprotein (LDL)’in yapisi (22).

Yiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL), karacigerde, barsaklarda de novo
sentezlendigi gibi VLDL’nin ve silomikronlarin yizey maddesinden dretilir. Apo Al-
fosfolipid diskleri seklinde bulunan olgunlasmamis HDL hlcrelerden, ABCA1 ve Apo-
Al membran proteinleri araciligiyla ve diger lipoproteinlerden fizikokimyasal
kolesterol gradyanmyla kolesterol toplar. Lesitin Kolesterol Acil Transferaz (LCAT)
enzimi etkisiyle bunyelerine adiklar1 kolesterolli esterlestirerek HDL3’e donusUrler.
HDL 3 daha fazla kolesterol aldik¢a hacmi btyur ve HDL, olusur. HDL 2 nin apo E ile
birlesmesi sonucu HDL; meydana gelmektedir. Apo E iceren HDL lipoprotein
reseptorleriyle etkilesebilme yetenegine sahiptir. Bu sekli ile tasichgi kolesteroltn bir
kismini scavenger receptor class B type B1 (Copciu Reseptor Klas B Tip |, SR-B1)
plazma reseptor proteini aracihigi ile karaciger ve adrenal bezlere tasiyarak, “Ters
Kolesterol Transportu” olarak bilinen mekanizmada 6nemli rol oynamaktadir. Bunun
yam sira LDL’nin oksidatif modifikasyonunu ve endotel hicrelerde sitokin aracili
hiicresel adezyon molekillerinin ekspresyonunu da inhibe ederek kardiyovaskiler
hastaliklarin olusma riskini azaltir (9). Bu 6zelliklerinden dolayr HDL antiaterojenik bir
lipoprotein olarak kabul edilmektedir. Sekil 2.2°de Ters Kolesterol transportunun  6zeti
gorulmektedir (9).
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Sekil 2.2: Ters kolesterol Transportu (9).

CETP:Kolesteril ester transfer protein, LDLr: LDL reseptorii, ABCAL: ATP binding cassette transporter
Al, SR-BI: Scavenger (COpcl) reseptdr B1, FC: Serbest kolesterol,PL: Fosfolipid, ApoA-I: Apolipoprotein
Al, LCAT: Lesitin Kolesterol Acil Transferaz, Cholesterol Pool: Kolesterol Havuzu

Lipoprotein (a), yap: olarak LDL’ye benzer ancak ondan kicuktir. Y apisinda
apo B-100 ve apo (a) ad: verilen iki proteinigerir. Apo (&) proteini oldukca heterojendir.
Molekll buyukligt agisindan farkliliklar gosteren yirmiden fazla izoformu vardir.
Apo(a) izoproteinlerinin blyuklugl serum Lp(a) duzeyi ile ters iliskili oldugu
bilinmektedir (21).

2.3. Koroner Arter Hastahgi Ve Diabetes Méllitus'ta Lipid Metabolizmas

Bozukluklar

Koroner arter hastaligi (KAH) dinyada 6lim nedenlerinin en 6nemlilerinden
biridir (23). Sekil 2.3°de koroner kalp hastaliklarina neden olan patolojik faktorler
gosterilmistir. KAH, kalbi besleyen arteriyal damarlarda darama ile sonuclanan
kompleks bir olaydir. Bu daralma kan akimini kalp kasimin metabolik gereksinimlerini
karsilayamayacak kadar yetersiz biraktiginda "miyokard infarktisti (MI1)” olarak
ismlendirilen, miyokardiyal hticre hasar1 meydana gelir. KAH olusumunun temel



sebepleri; yiuksek kan kolesteroll, sigara icimi, hipertansiyon, dusik HDL duzeyi,
diyabet, obezite, cinsiyet ve ailesel yatkinlik olarak sayilabilir.

Akut koroner sendrom ve ani kalp 6lumlerine neden olan patol ojik durumlar

1 1

Koroner atersoskleroz veya Iskemik kalp veya
Miyokardiyal hasar turevli koroner ateroskleroz ile
Ateroskleroz olmadan beraber

Sadece miyokardiyal turevli Tikayici trombus Tikayici
Faktorler ile trombus olmadan

// / |

Yirilmaile Yirtilmaolmadan  Eski miyokardiyal  Eski

Hasar ile miyokardiyal
j 1 Hasar olmadan

<%70stenoz  >%70 stenoz Erozyon KaIsuflye noduil Digerleri

L T

Genisleyen Genisleyen

Y eniden yeniden Kritik stenoz ile Kritik stenoz
Sekillenme sekillenme Birlikte olmadan
olmadan

Sekil 2.3: Koroner kalp hastaliklarina neden olan patolojik faktorler (23).
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Kolesterolin sentezi ve lipoproteinler araciligi ile tasinmasi asamalarinda

meydana gelen bozukluklar KAH ve M1 olusumunda etkin rol oynamaktadirlar (24, 25).

HDL, dolasimdaki yUksek diizeyi ateroskleroza neden olan fazla kolesteroll

dokulardan karacigere tasiyarak kolesteroliin ters transportunda 6nemli bir etkinlige
sahiptir. Bu sebeple antiaterojenik bir lipoprotein olarak kabul edilmektedir. DUslk

HDL-kolesterol dizeyi kardiovaskiler risk faktorleri icinde 6nemli bir yere sahiptir

(26). HDL duzeylerini belirlemede cevresel faktorlerin yam sira genetik faktérlerde en

az %50 oranindarol oynamaktadir (27).

DusUk HDL dizeylerinden sorumlu oldugu distinulen 6nemli genler asagida

Ozetlenmistir;

Apolipoprotein Al (ApoA-1); HDL-kolesterol ile en yakin iliskili olan
proteindir. ApoA-l polimorfizmi ile Ml insidanst ve HDL dizeyleri arasinda

iliski bulunmustur (28).

Fosfolipid transfer protein (PLTP); Kolesteril Ester Transfer Protein (CETP)
ailes ile aym genin Grtnuddr. Diger lipoproteinlerden HDL’ye fosfolipidleri
transfer eder. Bu enzimin eksik oldugu farelerde HDL seviyelerinin dusik

oldugu gosterilmistir (29).

Lesitin Kolesterol Acil Transferaz (LCAT); fosfolipidlerdeki bir yag asidini
esterlesmemis kolesterole transfer eder ve kolesterol esterleri olusturur. LCAT
aktivasyonu sonucunda HDL partikllleri kolesterol esterinden zengin olgun
HDL sekline gelebilirler. insanda LCAT eksikligi, HDL eksikligi anlamina da
gelmektedir (30). LCAT delesyonu olan transgenik farelerde %90 oraminda
HDL kaybi gozlemlenmistir (31).

Kolesteril Ester Transfer Protein (CETP); HDL'deki kolesterol esterleri ile
apolipoprotein B iceren lipoproteinlerdeki (LDL ve VLDL'ye) trigliseridlerin
degis tokusunu saglar. CETP’nin genetik olarak eksikliginde artan HDL
seviyeleri gosterilmistir. CETP’nin  degisik polimorfizmleri ile KAH’nda
calisilmis olmakla beraber tam olarak KAH veya disik HDL seviyeleri ile
iliskisi netlesmemistir (32, 33).

Apolipoprotein B (ApoB); Tum ApoB iceren lipoproteinler aterojenik olup,
ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklari icin énemli bir belirtectir (34).
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e CoOpcl Reseptor Klas B Tip | (Scavenger receptor class B type |, SR-BI);
HDL’nin karaciger ve steroidojenik hiicreler tarafindan segici olarak alinmasini
saglayarak kolesteroliin ters transportunda 6nemli rol oynar. insanlarda SR-BI
eksikligi gosterilmemistir. Ancak knockout farelerde SR-BI, eksikliginde artan
HDL-kolesterol seviyeleri gosterilmistir (35).

e Hepatik Lipaz (HL); Lipoprotein lipaz ile ayni gen ailesinin trtnt olup VLDL
kalintilar, LDL ve HDL, deki trigliserid ve fosfolipidleri hidroliz ederek HDL 3
olusumunda rol oynarlar. Genetik HL eksikliginde HDL ekskligi daha az
gorilmektedir (36). HL’1n degisik polimorfik calismalarinda KAH ile HDL
seviyeleri arasinda iligkili oldugu bildirilmistir (37).

e Lipoprotein lipaz (LPL); kas ve adipoz dokudaki kapiler endotel yizeye
baglanarak silomikronlar ve VLDL icerisindeki trigliseridi hidroliz eder (36).
HDL ve LDL metabolizmasindaki roltinden dolayi, LPL aktivitesinin dizeyleri
KAH icin bir risk faktori olarak gordlmektedir. LPL eksikliginin
hipertrigliseridemi ve disik HDL seviyeleri ile de iliskili oldugu aciklamistir
(38).

e ABCAL; Hucre disi1 ortamda ApoA-I veya HDL kolesterol diizeyi arttiginda
esterlesmemis kolesterol ve fosfolipidierin hizla hiicre disina akisi1 baslar.
ABCA1, bu akisi duzenleyen en 6nemli membran proteinidir. ABCAL’in
genetik eksikligi kolesterol esterlerinin retikiloendotelyal hiicrelerde birikimi ve
dustk HDL duzeyleri ile karakterize edilen Tangier hastaligina sebep olmaktadir
(39).

Didlipidemi, diyabetik olsun veya olmasin ateroskleroz ve koroner arter
hastaligina neden olan en 6nemli faktorlerden biridir. Diyabetik hastalarda en 6nemli
dislipidemi gostergeleri disik HDL-kolesterol ve yuksek trigliserid seviyeleridir (40).
Adipoz dokudan serbest yag asitlerinin salinmasindaki artis ve serbest yag asitlerinin
instlin aracili olarak kas hicrelerine aimmindaki azalma hepatik serbest yag asidi
duzeyini arttirmaktadir. Bunun sonucunda karaciger VLDL-kolesterol Uretimini ve
kolesteril ester sentezini arttirir. Trigliserid bakimindan zengin VLDL sentezi

diyabetiklerdeki hipertrigliserideminin ana sebeplerinden biri olarak tanimlanmaktadir.
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Ayrica diyabetik hastalarda gliseminin iyi kontrol edilememes ve insilinin yetersizlik
dereceside hiperlipidemi ve makrovaskuler komplikasyonlar olusmasinda onemlidir
(41). 1yi kontrol edilmeyen kan glukozu sonucu glukozillenen LDL molekil (i arteriyal
duvarlarda birikim yaparak ateroskleroza sebebiyet verebilir. Yine insiline bagl olarak
aktivites artan LPL, instlin eksikligi sonucu aktivite kaybina ugrar ve bunun sonucu
olarakta kanda trigliserid bakimindan zengin lipoprotein dizeylerinde artis
gorilmektedir.

Diyabetiklerdeki bir diger lipid metabolizmasi bozuklugu olan dustk HDL-
kolesterol dizeyi, HDL’deki fonksiyonel bozukluklar sonucu olusabilir. Diyabetik
olmayan bireylerde LDL’nin oksidasyonunu onleyici roli olan HDL, aym etkinligi
diyabetik hastalarda gosteremez (42). Koroner arter hastaligi bulunan diyabetik
hastalarda artmis trigliserid ve azalmig HDL -kolesterol seviyeleri kombinasyonu, artmis
LDL-kolesterol ve total kolesterol seviyeleri kombinasyonundan daha sik olarak
gbzlenir (43). HDL reseptori ile ilgili olarak yapilan polimorfik calismalarda bu gene
ait baz1 varyasyonlarin HDL-kolesterol seviyelerini etkiledigini ve cinsiyete bagimli bir
faktor oldugunu gostermistir (44).

2.4. ABC Transporter Ailes

ABC transporter ailes, aralarinda lipid, sterol, metabolik triinler ve ilaglarin da
bulundugu cesitli molekilleri ATP kullanarak hicre membranindan tasinmasin
saglayan en genis transmembran protein alesidir. Bu aileye ait genlerde gorilen
mutasyonlar insanda Mendel veya daha kompleks kalitim gosteren kistik fibrozis,
kolesterol ve safra tasinma bozukluklari, anemi ve ilag direnci gibi hastaliklara neden

oldugu gosterilmistir (45).

ABC transporter ailesi yedi ana at gruptan ve bu gruplarin icinde yer aan
kirksekiz farkli transporter proteinden olusmaktadir. ABC genleri, Okaryotik
genomlardaki en genis yayilima sahip ve tirler arasinda okaryotik evrimin
baslangicindan itibaren yiksek oranda korunmus genlerdir. Bu genler at gruplarina
ayrilirken gen yapilari, domen yapilari ve domenlerinin dizi homolojileri dikkate
alinmistir. Tipik bir ABC proteini iki adet nikleotid baglayici kiviim ve iki adet
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transmembran bolgeden olusmaktadir. Bu yapidaki bir protein «“ Tam transporter (Full
Transporter)” olarak isimlendirilmekte iken yalnizca bir nikleotid baglayici kiviim ve
bir transmembran proteinden olusan “Yari transporter (Half Transporter)” lar da
bulunmaktadir. NUkleotid baglayici kiviimlar karakteristik olarak Walker A ve Walker
B adi verilen 90-120 aminoasitlik bolgeler icerir. Walker A ve Walker B bolgeleri
arasinda “ABC Imzasi veya C Motif” ach verilen korunmus U¢ dizi bulunmaktadir. Bu
bolgeler;[LIVMFY C]-[SA]-[SAPGLVFYKQH]-G-[ DENQMW]-[KRQASPCLIMFW]-
[KRNQSTAVM]-[KRACLVM]-[LIVMFY PAN]-F{ PHY}-[LIVMFW]-[SAGCLIVP|

{FYWHP}-{KRHP} [LIVMFYWSTA] seklindedir. Her bir harf IUPAC tarafindan
belirlenmis bir amino asidi temsil etmektedir (A:Alanin, R:Arginin, N:Asparagin,
D:Aspartat, C:Sistein, Q:Glutamin, E: Glutamat, G:Glisin, H:Histidin, 1:Izol6sin,
L:L6sin, K:Lizin, M:Metiyonin, F:Fenilalanin, P:Prolin, S:Serin, T:Threonin,
W:Triptofan, Y:Tirozin, V:Valin) (46).

Transmembran bolgeler ise 6 transmembran heliksten olusmaktadir. Sekil 2.4’de

bir ABC proteinin yapisi gorulmektedir (39).

? 2 W 5 Y /\nﬂ

il

Sekil 2.4: ABC transmembran proteinin yapisi (39).

NBD1: Nikleotid baglayici bélge 1, NBD1: Nukleotid baglayici bolge 2, RD:Diizenleyici domen

ABC transporterlarinin buydk bir kismi, coklu ilag direnci (multidrug resistance,
MDR) gosteren proteinler gibi, ATP’nin hidrolizi ile agiga ¢ikan enerjiyi kullanirlar. Bu

mekanizmada iki ABC proteini arasinda olusan etkilesimler sonucunda olusan
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konformasyonal degisimler sonucu ATP hidrolizi ile agciga ¢ikan enerji kullanilarak
aktif transport gerceklesir. Bilinen ABC proteinler genellikle ATP’yi kullanarak
transport yapan aktif pompalar olarak bilinmekle beraber bu mekanizmamn disinda
calisan bazi Orneklerde vardir. Insan GCN20 homologu, transmembran bolgeleri
icermeyen bir ABC proteini olup yapisinda aminoagil t-RNA baglanma bolges igerir.
Kistik fibroz transmembran ileti dizenleyicisi (Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, CFTR), ise bir klorid kanalidir. Sllfaniltre reseptdrleri olan
SUR1 ve SUR2? ise potasyum kanal gecirgenligini duzenleyici bir hucre i¢ci ATP
sensOrleridir (46). Tablo 2.2’de Bugiine kadar tanimlanan insan ABC transporterlarinin

listesi gosterilmistir (7).



Tablo 2.2: Insan ABC transporterlar (7).

GEN LOKASYON FONKSIYON
(Bilinenler)

ABCA1l 9g31.1 Kolesterol transportu
ABCA2 9934 Ilag direnci
ABCA3 16p13.3
ABCA4 1p22-1p21 N-retiniliden-PE atilimi
ABCA5 17924
ABCA6 17924
ABCA7 19p13.3
ABCAS8 17924
ABCA9 17924
ABCA10 17924
ABCA12 2934
ABCA13 7pll-g11
ABCB1 7p21 Multidrug direnci
ABCB2 6p21 Peptid transportu
ABCB3 6p21 Peptid transportu
ABCB4 7921.1
ABCB5 7pl4
ABCB6 2036 Iyon transportu
ABCB7 Xqgl2-g13 Fe/S grup transportu
ABCB8 7936
ABCB9 12924
ABCB10 1g42
ABCB11 2024 Safratuzu transportu
ABCC1 16p13.1 Ilag direnci
ABCC2 10g24 Organik anyon akisi
ABCC3 17921.3 Ilag direnci
ABCC4 13932 Nkleozid transportu
ABCC5 3q27 Nikleozid transportu
ABCC6 16p13.1
CFTR 7931.2 Klorid iyon kanali
ABCC8 11p15.1 SulfanilUre reseptoru
ABCC9 12p12.1
ABCC10 6p21
ABCC11 16q11-g12
ABCC12 16qg11-g12
ABCD1 Xqg28 VLCFA transport dizenlenmesi
ABCD2 12g11-g12
ABCD3 1p22-1p21
ABCD4 14924.3
ABCE1 4931 Oligoadenilat baglayici protein
ABCF1 6p21.33
ABCF2 7936
ABCF3 3925
ABCG1 21g22.3 Kolesterol transportu
ABCG2 4q22 Toksin akist, ilag direnci
ABCG4 11923
ABCG5 2p21 Sterol transportu
ABCGS8 2p21 Sterol transportu

15
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2.5 ABC Transporterlari ileilgili Olarak Yapilan Cahismalar

ABC transporter ailesi Uizerinde hem cok genis bir aile olmasi hem de membran
transportu gibi 6nemli bir isleve sahip olmasi nedeni ile ¢ok sayida ¢calisma yapil mstir.
Bunlarin bazilarina asagidaki ¢alismalari 6rnek olarak verebiliriz.

Kajinami ve ark. (45) atorvastatin ile tedavi géren ABCG8 H19 varyantina sahip
hiperkol esterolemik hastalarda plazma LDL diizeyinin diger varyantlara gore daha fazla
dustiguni gozlemlemislerdir.

ABC gen ailesinin bir Gyesi olan MDR1 geni P-Glikoproteinini sentezler. Bu
protein siklosporinin de dahil oldugu bir ¢ok ksenobiyotigin membran transportunda
onemli rol oynar. Kotrych ve ark. (47) siklosporin tedavisi gdren allogenik bobrek
transplant hastalarinda MDR1 C3435T polimorfizmini ¢alisnus ancak bir iligki
bulamamuslardir.

SllfonilUre tarevi ilaglar tip2 diyabet hastalarinda instlin salinimini arttirmak
icin siklikla kullamilan ilaglardir. Bu ilag ABCC8 proteini (SURL) aracilig: ile etkisini
gosterir. Reisve ark. (48) tip2 diyabet ile SURL geni 31.ekzon varyant1 arasinda anlamli
bir iligki gostermislerdir.

Wada ve ark (49) bilirubinin karacigerden safra kesesine gecisinde meydana
gelen bir anomali sonucu karacigerde bilirubin birikimi ile kendini gosteren otozomal
resesif bir hastalik olan Dubin-Johnson hastalarinda ABCC2 geninde mutasyonlar

bulundugunu saptamusglardr.

Ailesel karacigerici kolestozis tip3 hastalarinda ABCB4 geninde meydana gelen
mutasyonlarin bu hastaligin etmeni olabilecegi belirtilmistir (50).

2.6. ABC1 (ABCAL) Transporter Geni

ABC gen ailesinin bir Gyes olan ABC1(ABCAL) geni ilk olarak farelerde
klonlanmistir (8) ve insan ABC1 geni de faredeki dizi dikkate alinarak tammlanmustir
(51). Insan ve fare ABC1 genleri %94 homoloji gostermektedirler. ABC1 geni 2261
aminoasit ve 50 ekzondan olusmaktadir (52). ABC1 alt grubu 12 tam transporter
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proteinden olusur. Bu grup kendi icinde de intron yapilar1 ve filogenetik analizlere
dayanilarak ikiye ayrilmistir. Birinci grupta; ABCA1l, ABCA2, ABCA3, ABCA4,
ABCA12, ABCA13, ikinci grupta; ABCA5, ABCA6, ABCA8, ABCA9 ve ABCA10
yer amaktachr (53). Ozellikle ABCA1 ve ABCA4 grubun en ¢ok (izerinde calisilms
genleridir. insan ABC1 geninin dokuya 6zgli ekspresyonu tammlandiginda en yuksek
ekspresyonun plasenta, karaciger, akciger, adrenal bezler ve bazi fetal dokularda oldugu
gorilmustar (46).

ABCA1 geninin ekspresyonunun kontrolinde cesitli faktorler rol oynar.
Langmann ve ark (51) asetillenmis LDL ile inkube edilen insan monositlerden
tirevlenmis makrofgjlarda ABCAL1 mRNA ve protein diizeylerinde artis saptanuglardr.
Baska bir calismada ise oksisterollerin ABCA1 ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir
(54). Lawn ve ak (55) 8-Br-cAMP ile inkibe edilmis fibroblastlarda ABCAL1
MRNA’sinda 10 katlik bir artis gosterdigini saptamislardir. Bu faktorlerin disinda
peroksizom prolifere aktive reseptdr (PPAR) ve PPAR agonistleri de ABCAL geninin
ekspresyonunu arttinci  yonde etki etmektedirler (56). Sitokinler ise ABCA1l
ekspresyonunu azaltici yonde etki etmektedirler (57).

2.7. ABC1 (ABCAL1) Transporter Geni, Lipid Metabolizmast Ve Koroner Arter
Hastalig

ABCAL geni ile ilgili ilk galismalar Tangier hastaligi (TH) ve Ailesel HDL-
kolesterol yetersizliginde (FHA) yapilmistir. Otozomal resesif bir hastalik olan Tangier
hastalig1 bu gine kadar sadece yaklasik 100 hastada saptanmustir. Hastaligin tipik
Ozellikleri son derece ileri diizeydeki plazma HDL-kolesterol eksikligi, makrofgj, dalak,
kemik iligi, karaciger, safra keses ve intestinal mukoza gibi organ ve bolgelerde
kolesteril esterlerinin birikmesidir. Bu hastalarda ayn zamanda plazma L DL-kolesterol
duizeyinde dustklUk ve trigliserid diizeyinde ise artis gérulmektedir (39). Ailesel HDL-
kolesterol yetersizliginde de (FHA) benzer klinik tablo gozlenmektedir. Ancak FHA da
gbzlenen, HDL yetersizligi hastamn kendi yas ve cinsyetindeki insanlardan %10

azalma gosteren otozomal kodominant bir hastalik olarak tanimlanmistir (58).
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ABCA1l geni gerek Tangier hastaligi ve gerekse ailesel HDL-kolesterol
yetersizliginde (FHA) 6nemli bir asamada rol oynamaktadir. Bu asama kolesterolin ters
transportunun ilk asamasidir. Ters kolesterol transportu periferal dokulardan alinan
kolesteroltin karacigere geri tasinmasidir. Transportun ilk asamasinda yer alan pre-§
HDL, karacigerde Uretilir veya trigliserid bakimindan zengin lipoproteinlerin hidrolizi
sonucu olusur. Pre-p HDL ilk olarak periferal dokulardan kolesteroll alarak kire
sekline donismekte sonra sirasiyla 6nce HDL3; ve sonrada HDL, olarak
isimlendirilmektedir. Yapsinda yiksek oranda esterlesmis kolesterol ve fosfolipidler
mevcut olup kolesterol icerigini SR-B1 reseptorleri araciligi ile karacigere birakir (59)
(Sekil 2.5). ABCA1 transporterlari, bu mekanizmanin Pre-p HDL’nin dokulardan
kolestrolu alis asamasinda rol oynamaktadir. Kolesteroliin ters transportunda ABCA1
disinda SR-B1, kaveolin, pasif difizyon ve sterol-27 hidroksilaz (CYP27A1) gibi
faktorlerin derol adiklar: belirlenmistir (59).

Huang ve ark (60) tangier hastasi iki kiz kardeste yaptiklari bir calismada
ABCAL genine ait birden fazla mutasyon saptamslardir. Pisciotta ve ark (61) diusik
HDL dizeylerine sahip ve yedi homozigot ABCA1 mutasyonu tasiyan bireylerde
yaptiklart calismada onyedi adet yeni ABCAL heterozigot mutasyonun varligim

tammlamglardir.

Perifaral Flocrelar
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Sekil 2.5: Tangier hastaliginda ABCA1 transporterlarinin rol i (59).

FC:serbest kolesterol, PL: fosfolipid
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Tangier hastalig1 ve FHA disinda da lipid metabolizmasi ve ABC transporterlar
arasindaki iliskiyi gosteren calismalarda yapilmistir (62-64).

Xiao ve ark (62) 680 inme gecirmis hasta ve 339 saglikl1 kontrolde Paraoksonaz
(PON) 192 ve ABC1l R219K polimorfizmleri ile serum lipid dizeyleri arasindaki
iliskiyi incelemis ve PON 192 BB ve ABCA1l R219K RR genotiplerini birlikte
tastyanlarda HDL-kolesterol dizeylerini diger genotiplere gore anlamli  disuk

bulmuslardir.

Bir baska calismada yaslar1 9 ile 15 arasinda degisen 327 ¢ocukta plazma lipid
duizeyleri ile bes adet ABCA1 geni mutasyonu arasindaki iliski arastirilmis ve R219K K
aleli ve V771IM M aldli tasiyan cocuklarda kolesterol akisimin hizlandigi ve bu iki

aldin antiaterojenik etki gosterdikleri savi ileri strdlmastir (63).

Hodoglugil ve ark (64) Turk populasyonunda 2300 bireyde ABCA1 genine ait
36 varyanti inceledikleri calismada C14T T varyantimn yuksek HDL-kolesterol
duzeyleri ve yamzca erkeklerde dusuk trigliserid duzeyleri ile iliskili oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica V771M VM varyantinin da yiksek HDL-kolesterol ve dusik
trigliserid dizeyleri ile iliskili oldugu ve bu iki varyantla beraber R219K ve 1833M
varyantlar arasindaki etkilesiminde plazma HDL-kolesterol dizeyleri Uzerinde etkili

olabilecegini gostermislerdir.

Plazma lipoprotein duizeylerinde meydana gelen degisiklikler aterosklerotik
kardiyovaskiler hastaliklarin olusumuna neden olmaktadirlar (65). Bu konudaki
calismalar 6zellikle kolesteroliin ters transportunda rol oynayan serum HDL-kolesterol
dizeyindeki degisimlere neden olabilecek bozukluklar Uzerinde yogunlasmustir.
ABCAL geni ile koroner arter hastalig1 gibi aterosklerotik hastaliklar arasindaki iliskiyi
arastiran calismalar literatirde mevcuttur (66- 70).

Koroner Arter hastaligi tamsi konulmus 410 Japon hastada I/M 823 ve R/K 219
varyantlarinin plazma lipid profilleri Uzerine etkisi incelenmis ve I/M 823 varyant: ile
HDL-kolesterol diizeyleri arasinda bir iligki olabilecegi gorisunu ileri slrmusglerdir
(66).

Tregouet ve ark (67) MI hastalarnda ABCA1 gen varyantlarinm incelemis ve M

riski ile R219K varyant: arasinda anlamli bir iliski gézlemlemislerdir.
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Cin, Malezyave Hint kokenli Singapur’lu koroner arter hastalarindabes ABCA1
polimorfizmi ile lipid profilleri arasindaki iliski arastinlmis ve Malezya kokenli
hastalarda V8251 ve M883l varyantlarinin koroner arter hastaligi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (68).

Liu L ve ark (69) koroner arter hastalarinda ABCA1l -191G/C varyantin
arastirms ve CC genotip ve C alélinin saglikli kontroller gére hastalarda daha yuksek
oranda goruldiguni belirtmislerdir. Diger taraftan akut koroner sendromu olan
hastalarda aym genotip ve allelin gorilme sikliginin anjina pektorisi olan hasta grubuna

gore dahafazla oldugunu saptamglardir.

Hong ve ark (70) ABCA1 G2265T varyanti ile distk plazma HDL dizeyleri
arasinda bir iliski bulmakla beraber gecmisinde prematire koroner arter hastaligi ve
dustk plazma HDL-kolesterol dizeyi hikayes olanlarda G2265T varyant: ile karotid
intima tabakasinda kalinlasma arasinda bir iliski olmadigini rapor etmislerdir.

2.8. ABCA1 Transporter Geni Ve Diabetes Mellitus

Diyabetik hastalarin diyabetik olmayanlara gore sahip olduklart en buyik risk
aterosklerotik hastaliklara yakalanma oranlarimn daha yiiksek olmasicir (71). Ozellikle
yuksek trigliserid duzeyleri diyabetiklerdeki koroner arter hastaligindan bagimsiz olarak
Olum riski tasimaktadir. Koroner arter hastaligina sahip bireylerin ise %14-50’si ayn
zamanda tip2 diyabet hastasi oldugu bildirilmistir (72).

ABC transporter genleri ile diabetes mellitus arasindaki iliskiyi gosteren az
sayida calisma mevcuttur. Yamada ve ark (73) 3085 koroner arter hastasi ve 1704 tip2
diyabet hastasinin katildigi bir calismada ABC Tapl geni calismis ancak diabetes
mellitus ve koroner arter hastaligi ile bir iliski bulamamuslardir.

Daimon ve ark (74) Japon tip2 diyabetik hastalarda bir dizi ABCAL1 gen
polimorfizmi calismiglar ve serum lipid diizeylerinden farkli olarak diabetes mellitus ve

ABCA1 geni 5’ ucundayer aan haplotipler arasinda anlamli bir iliski gbstermislerdir.

Bir diger calismada koroner arter hastaligi ve hipertansiyonu bulunmayan ancak
dustik plazma HDL dizeyine sahip bir tip2 diyabet hastasinda ABCAL genine ait
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R1615P adi verilen yeni bir mutasyonun heterozigot olarak bulundugu tammlannustir
(75).

2.9. ABC1 C6370T, C2665T, T3212C, A(E,D)1833,1834, C69T, G191C Gen

Polimorfizmleri

ABC1 C6370T 48. ekzonda yer alan, 2084. pozisyonda arginin amino asidi
yerine sonlanma kodonu olusmast ile meydana gelen  mutasyon olarak tarif
edilmektedir (76).

ABCl C2665T ise 18.ekzonda bulunan ve arginin aminoasidini sifreleyen
kodonun sonlanma kodonuna donismesi ile olusan bir mutasyon olarak
tammlanmaktadir (76).

ABC1 T3212C mutasyonu 22. ekzonda CERP’nin 1031. pozisyonundaki
metiyonin aminoasidinin treonine dénismesi ile ortaya ¢ikmaktadir. 1031. sirada yer
alan bu aminoasit insan, fare ve C.elegans’da korunmustur. Bu nedenle metiyonin

aminoasidinin fonksiyonel bir nemi oldugu dustnil mektedir (76).

ABC1 A(E,D)1833,1834 mutasyonunda ise 5618-5623. aminositler arasinda alti
bp’lik bir bdlgenin delesyonu sbz konusudur. Bunun sonucunda 41. ekzonda 1833.
pozisyondaki glutamat ile 1834. pozisyondaki aspartat delesyona ugramistir. Bu
pozisyonlarda yer alan her iki aminoasitte insan, fare ve C.elegans’ta korunmus

oldugundan bunlarinda fonksiyonel bir 6nemi oldugu ileri stirilmektedir (76).

Bu dort mutasyon Marcil ve ark. (76) ailesel HDL yetersizligi olan dort ailede
yaptiklart ¢alismalar sonucu bulunmus ve disik plazma HDL seviyeleri ile iliskili
olduklar bildirilmistir.

ABC1 C69T mutasyonu genin 5’ translasyona ugramayan bdlgesinde (5’UTR)
yer amakta, G191C mutasyonu ise promotor bdlgede bulunmaktadir. Her iki
mutasyonda Pullinger ve ark. (77) tarafindan 2000 yilinda yaptiklar: bir calismada
tammlanmigtir.  Bu iki mutasyonla ilgili olarak yapilan az sayida calisma
bulunmaktadhr.



22

Stefkova ve ark. (78) miyokard infarktiisti gecirmis hastalarda C69T ve G191C
polimorfizmlerinin lipid profilleri Gzerine etkisini arastirmistir. Calismada her iki
polimorfizmle lipid profilleri arasinda anlamli bir iliski bulunmarms ancak C69T T

varyantim kadinlarda erkeklere gore daha dusik oranda bulundugunu rapor etmislerdir.

Bir baska calismada ise koroner arter hastalarinda her iki polimorfizmde lipid
profilleri ile bir iligskisi gézlemlenmemis ancak ABC1 G191C BB ve C69T CT+TT
varyanti tagtyanlarda koroner arter hastaligina yakalanma riskinin arttigi gosterilmistir
(14).

Sheidina ve ark (79) 45 yasindan 6nce miyokard infarktlsii gecgirmis erkek
hastalarda ABC1 C69T ve G191C polimorfizmleri ile lipid dizeyleri arasinda bir iliski
olmadigini ancak Rus populasyonunda C69T T aleli ve G191C C aléeinin gorilme

sikligimin Hollanda populasyonuna gore 2 kat arttigini rapor etmislerdir.

2.10. Mevalonat Kinaz (MVK) Gen Polimor fizmi

Mevalonat Kinaz (MVK) (E.C.2.7.1.36), geni 12.kromozomda yer alan ve
izoprenoid/kolesterol biyosentezinde yer alan mevalonat’t 5’-fosfomevalonat sekline
dénustiiren 6nemli bir enzimdir. Enzim bu doéniisiim sirasinda ATP, Mg*™ veya Mn*?
iyonlarina gereksinim duymaktadir. Kolesterol biyosentezinde énemli bir ara enzim
olarak tamimlanmasi ilk olarak 1956 yilinda olmustur. Biyolojik olarak sadece bir
izoformu (R-enantiomer) aktiftir. Mevalonat kinaz aktivites bakteri, mantar, bitki ve
memelilerde tammlanmustir. Insan, bitki, maya ve hayvanlarda mevalonat kinaz amino
asid dizileri karsilastirnildiginda dort korunmus bdlge bulunmustur. Bu korunmus
bolgelerin mevalonat kinaz’1 peroksizomlara yonlendiren bir sinyal bdlge oldugu, ATP
baglanmasinda rol oynadiklari, enzimin Gglnci ve dordunci  yapisinin
stabilizasyonunda gérev adiklari, enzime mevalonat baglanmasinda rol oynadiklar:
dusUntlmektedir (17).

Mevalonat kinaz ilk olarak domuz ve sigan karacigerinde sitozolik bir enzim
olarak saflastirilmistir (80,18). Daha sonra yapilan calismalarda mevalonat kinazin
peroksizomlarda da lokalize oldugu gosterilmistir (81). Bu kolesterol biyosentezinin bir

bolumUnin peroksizomlarda yapildigi izlenimine sebep olmustur. Peroksizomlar
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immin blotlama ile izole edildikten sonra sitozolik ve peroksizomal mevalonat kinaz
icin ayri immun reaktifler bulunmustur. Ayrica bazi calismalarda peroksizomal bir
hastalik olan Zellweger sendromuna sahip hastalarda disik MVK aktivites ve normal
populasyona gore nispeten disik plazma kolesterol seviyesine rastlanmustir. Bunun
nedeni olarak Zellweger hastalarinin hiicrelerinde gorilen peroksizom kaybi sonucu
peroksizomal enzimlerin sitozole yanlis lokalizasyonu ve bu enzimlerin inaktive olmasi
veya parcalamasi gosterilmis ve MVK’in peroksizomlarda da yer aldigi gorusu ileri
surdlmustar (82, 83). Ancak Hogenboom ve ark.(84) 2004 yilinda Zellweger
sendromuna sahip hastalarin deri fibroblast ve karaciger hicrelerinde yaptiklar: bir
calismada “immuingold” isaretleme yontemi ile MVK’1in sadece hlicrenin sitozoltinde
yer adigim gostermisglerdir. Bu sonug ile peroksizomlarin izoprenoid/kolesterol

sentezinde merkezi rol oynamadiklar: savin ileri stirmuslerdir.

Bugiine kadar mevalonat yolu ile ilgili ati metabolik hastalik tammlanmustir.
Bunlardan dordi olan Smith-Lemli-Opitz sendromu (85), desmosterolozis (86), X’e
bagli dominant kondrodisplazi punktata (87) ve CHILD sendromu (88) sterol
biyosentezini etkilerken, diger ikis mevalonik asit aktivitesindeki yetersizliklerden
kaynaklanan mevalonik asidiri ve (HIDS) hastaliklaridir. Mevaonat kinaz enzimi ile
yapilan calismalar daha cok Mevalonik asidiri ve periyodik ates sendromu Uzerinde
olmustur (89, 90). Sekil 2.6°da mevalonat kinaz geni Uzerinde yer alan bazi

mutasyonlarin yerleri ve isimleri gorulmektedir (7).

14

del exon 2

Sekil 2.6: Mevalonat kinaz geni Uzerinde yer alan bazi mutasyonlar (17).

Mevalonat kinaz geni Uzerinde saptanan mutasyonlardan biri V3771 (1129G>A)
mutasyonudur. Bu mutasyon mevalonat kinaz geninin 11. ekzonun C- terminal ucunda
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yer almaktadir ve 377. pozisyonda valin izolésin aminoasit yer degisimi sonucu ortaya
cikmaktadir.

Frenkel ve ark. (91) tekrarlayan ates ve yuksek serum imminglobin D
seviyesine sahip onbes cocuktan onbir’inde, dokuz tanesi V3771 olmak lzere MVK
genine ait bir mutasyona rastlamislardir.

Mevaonat kinaz kolesterol biyosentezinde dizenleyici olarak ta gorev
almaktadir. Sican karacigerinde yapilan ¢calismalarda MVK aktivites koordineli olarak
kolesterol sentezinde gbrev alan HMG-CoA sentaz, asetoasetil-K0A tiolaz, mevalonat-
5-fosfokinaz ve mevalonat-5-pirofosfat dekarboksilaz gibi enzimler tarafindan
duizenlenebilmektedir. Bu sebepten 6tlrl kolesterol dusUrict ilaglar veya diyet ile
MVK aktivitesinin azaltilmas: veya arttirnlmasinda kolesterol biyosentezinde yer alan
enzimlerin gen dizeyinde regulasyonuda etkin rol oynamaktadir. Yapilan hayvan
calismalarinda %5 kolesterol iceren diyetle beslenen sicanlarda MVK  aktivitesinde
yaklasik %50’lik bir azalma olurken HMG-CoA rediktaz aktivites ise yaklasik %93
oraninda azal maktadhr (18).

Kolesterol diyeti uygulanan sigalarda plazma kolesterol diizeyini yaklasik %38
oraninda arttirmaktadir. Ancak %5 kolesterol ve %0,5 kolik asit iceren diyet sonucu
gorulen yaklasik bes kat dizeyindeki plazma kolesterol artisi sonucunda MVK
aktivitesinin %50 oraminda dustigi gosterilmistir (18).

Bugine kadar MVK geni ile lipid metabolizmasi ve aterosklerotik koroner arter
hastaliklari ileilgili olarak yayinlanmus bir calismaya literatiirde rastlanmamustir.
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GEREC VE YONTEM (BOLUM 3)

3.1. Secilen Orneklerin Tanmm

Bu calismada iki 0Ornek grubu kullamlmstir. Birinci grupta Marmara
Universitess Tip Fakiltess Kalp Damar Cerrahiss ABD tarafindan takip edilen
hiperkolesterolemi tamsi konulmus 17-76 yas arasi 52 kadin 58 erkek toplam 110 hasta
calismaya dahil edilmistir. Bu hastalardan 33’0 diyabetli, 77°si ise miyokard infarktisi
gecirmis hastalardir.

Ikinci grupta kontrol olarak kullamlimak Uzere kendisinde ve 1. derece
akrabalarinda hiperkolesterolemi, diyabet ve koroner arter hastaligi olmayan 17 kadin
ve 33 erkek toplam 50 saglikli birey normal populasyondan rastgele secilerek ornek
olarak kullanilmistir.

Secilen vakalardan 10ml.lik kan ornekleri EDTA’li ve kuru tlplere
toplanmustir. EDTA’I tlUplerdeki periferik kan |6kositlerinden elde edilen DNA
orneklerinde ABC1 C6370T, C2665T, T3212C ve A(E,D)1833,1834, G191C, C69T ve
MVK V3771 gen polimorfizmlerini saptamak icin Polimeraz zincirleme reaksiyonu
(PCR), Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP) ve agaroz jel elektroforezi
teknikleri kullanmlmstir. Kuru tUplere alinan kan érneklerinden santrifjleme ile serum
elde edilmis ve ayrilan serumlardan aclik kan sekeri, kolesterol, trigliserid, HDL-
kolesterol, LDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol tayinleri yapilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum klordr
(Sigma A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768), dNTP
seti (MBI Fermentas), EDTA (dihidrat)(Merck K-90602121), Etanol (%99), Brom
fenol mavisi (Sigma B-6896), Etidyum bromir (Sigma E-8751), Mineral yag (Sigma
M-5904), Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyum dodesil (lauril) sulfat
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(Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Ksilen siyanol (Sigma X-4126),
Potasyumdihidrojenfosfat (Merck A-741071), Sodyum Klortr (Carlo Erba 368257), Tris
baz (Sigma T-1503), Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas), Metaphor agaroz (FMC
50182), DNA marker (50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas), Proteinaz K
(Sigma), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), restriksiyon enzimleri (BsmAl, Rsal,
Ddel, Nlalll, Hgal), primer dizileri (MBI Fermentas);

MVK V3771;

forward primer: 5’ tgt aaa acg acg gcc agt gtc tcG AAG TGG AGG CCA CGA AGC
AG-3’, reversprimer: 5> CCA GCA CAG AGT CGA ACT GCA G 3,

ABC1 C6370T,

forward primer: 5> GGG TTC CCA GGG TTC AGT AT-3,

revers primer: 5 GAT CAG GAA TTCAAG CACCAA 3,

ABC1 C2665T,

forward primer: 5> CTG CAT GGA GGA GGA ACC CAC CCA CTT GA-3’,
revers primer: 5> GGG ATCAGCATGGTT TCCTA 3,

ABC1 T3212C;

forward primer: 5> CCA GTG CTT ACC CCT GCT AA-3,

revers primer: 5> AAC AGA GCA GGG AGA TGG TG 3,

ABC1 A(E,D)1833,1834;

forward primer: 5> CCT GTA AAT GCA AAG CTA TCT CCT CT 3,
reversprimer: 5 CGT CAA CTCCTT GATTTCTAA GATGT 3
ABC1 G191C;

forward primer: 5> CAG CGC TTC CCG CGC GTC TTA 3,
reversprimer: 5 CCA CTC ACT CTC GTC CGC AAT TAC 3,
ABC1 C69T,

forward primer: 5> CAG CGC TTC CCG CGC GTC TTA 3,

reversprimer: 5 CCA CTC ACT CTC GTC CGC AAT TAC 3
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3.3. Kullanilan Gerecler

Therma Cycler cihazi (Gold Plate), Otoklav, Etlv, Hot plate, Dijital
Goruntileme sistemi, Elektroforez icin guc kaynagi (E-C Apparatus Corporation),
Hassas terazi (Mettler), Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), Isiticili
manyetik karistirici (Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantriftj (TDX), pH
metre (Hanna), Pipet takimi (Eppendorf), Falkon santrifdij (Hettich), Spektrofotometre
(Biochrom-S2100 diode array spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV
transilluminator (Stratagene UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-
C 350 MIDICELL).

3.4. Cozdtiler

3.4.1.DNA izolasyonunda kullamlan ¢ozeltiler

1-Eritrosit Par calama Tamponu

8,74 gram amonyum klorlr, 1 gram potasyum bikarbonat, 200ul 0,5 molarlik
etilen diamin tetra asetat (EDTA)’nin tartimlart yapilarak erlen icine aliir. 900ml
ddH,O eklenir ve c¢ozdtinin pH’st bir normal sodyum hidroksit cozeltisi ile 7.4°e
ayarlanir. Daha sonra balon joje icine alinarak bir litreye tamamlanmir. Cozelti 1siya
dayanikli cam siseye alinarak 120°C’ye alinarak 15 dakika otoklavda steril edildikten

sonra +4°C’de saklanir.

2- 0.5 M Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0)

186.1 gram etilen diamin tetra asetat tartilarak beher icine alimir ve 800ml
ddH-0 eklendikten sonra manyetik karistirici yardimyla ¢ozindurtl Ur ve pH’st sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak ddH,0 ile 1It’ye tamamlanir. Cozelti 120°C’de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.



28

3- 4 Molar Sodyum Klortir(NaCl)

233.6 gram sodyum Klorir tartilarak erlene alimir. Uzerine 800ml ddH.0O ilave
edildikten sonra manyetik karistirict yardimyla iyice ¢ozundardlir. Balon jojeye
aktarilarak 1lt’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.

4- L 6kosit Parcalama Tamponu (WBL)

25ml 4M sodyum Klordr ve 50ml 0.5M etilen diamin tetra asetat (EDTA) direkt
balon jojeye aktarilarak 1lt’ye tamamlamr. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklanir.

5- 1 Molar Tris Tamponu (stok)

121.1gram Tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 42ul hidroklorik asit ile
yaklasik 800ml ddH,O eklenerek manyetik karistirict yardimyla iyice ¢ozindurdldr.
Daha sonra balon jojeye aktarilir ve 1lt’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

6- 9.5 Molar Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher icine alinir. Uzerine 80ml ddH,O
eklenerek manyetik karistiricida ¢ozundurdlur. Balon jojeye aktarilir ve ddH,O ile
100ml’ye tamamlanir. 0.22mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilir ve +4°C’de
saklanir.
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7- %10’luk Sodyum Dodesil Silfat (SDS)

10gr sodyum dodesil silfat tartilir. SDS tozlarim kaldirmamaya dikkat ederek
beher icine alimir ve lzerine 80ml ddH,O eklenir. Manyetik karistirict yardim ile
¢Ozundurdlir ve pH’st 7.2’ye ayarlanmir. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize

edilir ve oda1sisinda saklanir.

8- Proteinaz K (20mg/ml)

20mg proteinaz K tartilarak steril bir gode icinde steril ddH,O ile 1ml’ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir.

3.4.2.Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

1-Etidyum Bromdur (10mg/dl)

10 gram etidyum bromdir tartilarak steril ddH,O ile 10ml’ye tamamlanir.

2-Agaroz Je Yiukleme Tamponu (5x)

20gram Ficoll 400, 1gram SDS, 1.2ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat,
Iml Imolarlhik Tris (pH 8.0), 200mg Bromo fenol mavisi, 200mg Ksilen siyanol
tartilarak steril ddH,O ile 100ml’ye tamamlanir. Oda1sisinda saklanir.
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3- 5xTris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu

54 gram tris baz ve 27.5 gram borik asit tartilarak bir behere alinir. Uzerine
20ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH-O ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢ozindurtlUr. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlamr. Hazirlanan
¢cozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda1sisinda saklanir.

4-%3’luk Agaroz Jelin Hazirlanmasi

3 gram agaroz tartilarak behere alimir. Uzerine 100ml 1X TBE ¢ozeltis
eklenerek mikrodalga firinda kaynatilir. Daha sonra tzerine 2ul 10mg/mi’lik etidyum
bromir eklenerek karistirilir. Yaklasik 70°C’ye sogutularak kivete dokdllr. Tarak
yerlestirilir ve jel sogumaya birakilir.

3.5 .Kullanmilan Yodntemler

3.5.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

EDTA’l tuplerle ainan 10ml.lik kan 6rnekleri calisma icin falkon tlplerine
aktarilir. Uzerilerine 1:3 oraminda lysis eklenerek +4°C’de 15dk. bekletilir. Daha sonra
1500rpm'de 10dk. santriftj edilir ve stpernatant kisimlar: atilarak pelletler tamamen
slispansiyon durumuna getirilir ve tizerlerine tekrar 15-20ml. lysis eklenir. Ornekler
+4°C’de 15dk. bekledikten sonra 10dk.1500rpm’de santriftj edilir. SUpernatant
kisimlar: atilir ve stispanse olan pellet Gzerine 500 pl %10’luk SDS, 75ul proteinaz K
ve |0kosit parcalama ¢Ozeltisi eklenerek 56°C’de su banyosunda bir gece inklbe edilir.
Inkiibasyondan sonra 1ml. Ornek basina 0.37ml. 9.5M’lik amonyum asetat gozeltisi
eklendikten sonra karistirilir ve 3000rpm’de 25dk santrif(j edilerek proteinler
cokturdlur. Santrif(j sonrasi slpernatant kismi temiz bir falkona aktarilir ve tzerine 1:2
oraninda %99’luk absol i akol eklenir ve DNA’nin presipitasyonu saglanir. Y ogunlasan
DNA’nin alkol yilzeyine ¢ikmast beklenir ve DNA mikropipet ucuyla alimr. DNA
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%70’lik akolde yikamir ve korunmak Uzere TrissEDTA c¢ozeltisinde ¢ozindurulerek
+4°C’de saklanir (92).

3.5.2. DNA Safhik Tayini

DNA ornekleri TrissEDTA igerisinde 1/100 oraminda sulandirilir. 260nm’de
DNA’nin ve 280nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans Tris-EDTA ile
spektrofotometre sifirlanarak olculir. 260nm’de okunan absorbans/280nm’de okunan
absorbans oramindan DNA safligi saptanir. O.D.260/0.D.280 oram 1,7-1,8 olarak
okunan DNA’lar saf olarak kabul edilir.

3.5.3. DNA Duzeylerinin Hesaplanmasi

Calismanin PCR asamasinda iyi sonu¢ elde edebilmek amaci ile elde edilen
DNA 06rneklerinin dizeyleri hesaplamir. Calismaicin ideal olan diizey 50ul’lik bir PCR
icin 0,5-1 ug DNA’dir. Bu hesaplamada asagidaki formulden yararlanilir.

Cift iplikli DNA’nin 260nm’de vermis oldugu absorbans 50p g/ml’dir. Buna

gore:

DNA konsantrasyonu (ng/ul): sulandirma katsayisi(100)x A260x 50

3.5.4. Mevalonat Kinaz V3771 Gen Polimorfizminin Gosterilmes

10mM Tris-HCI, 50mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.2mM dNTP, 1.5U Taq
polimeraz, %0.01 w/v BSA ve mevaonat kinaz bblgesine 6zgl her bir primerden
0.4uM igeren 15ul’lik PCR karisimi hazirlanir.  PCR amplifikasyonu sonucu olusan
Uriin 8.5U BsmALl restriksiyon enzimi ve 1.5ul NE Tampon eklenerek 55°C’de gece
boyu bekletilerek kesim yapilir. Restriksiyon parcalart %2’lik agaroz jelde yuritilerek
andliz edilir (93).
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3.5.4.1. Mevalonat Kinaz V3771 Gen bdlges icin kullanilan amplifikasyon kosulu

96°C’de 2 dakika; 5 dongl 96°C’de 30 saniye, 62°C’de 30 saniye, 72°C’de 30
saniye, 25 dongl 94°C’de 30 saniye, 62°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye; 72°C’de 15
dakika olmak Uzere gerceklestirildi (93).

3.5.5. ABC1 C6370T Gen Polimorfizminin Gosterilmesi

10X PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, her bir dNTP’den 220umol/L, 1.5U Taq
polimeraz, ve C6370T Gen bolgesine 6zgl her bir primerden 0.5uM iceren 50ul’lik
PCR karisimi hazirlamir. PCR amplifikasyonu sonucu olusan truniin 15ul°’si 5U Rsal
restriksiyon enzimi ile 37°C’de 2 saat inkube edilir. Restriksiyon parcalart %1.5’lik
agaroz jelde yuritulerek analiz edilir (75).

3.5.6. ABC1 C2665T Gen Polimorfizminin Gosterilmesi

10X PCR tamponu, 1.5 mM MgCl5, her bir dNTP’den 220umol/L, 1.5U Taq
polimeraz, ve C2665T Gen bolgesine 6zgu her bir primerden 0.5uM iceren 50ul’lik
PCR karisimu hazirlanir. PCR amplifikasyonu sonucu olusan Urinin 15ul’si 5U Ddel
restriksiyon enzimi ile 37°C’de 2 saat inkibe edilir. Restriksiyon parcalar %2’lik
agaroz jelde yuritulerek analiz edilir (76).

3.5.7. ABC1 T3212C Gen Polimorfizminin Gosterilmesi

10X PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, her bir dNTP’den 220umol/L, 1.5U Taq
polimeraz, ve T3212C Gen bolgesine 6zgl her bir primerden 0.5uM iceren 50ul’lik
PCR karisimi hazirlamr. PCR amplifikasyonu sonucu olusan triintin 20ul’si 5U Nlalll
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restriksiyon enzimi ile 37°C’de 2 saat inkube edilir. Restriksiyon pargalar %2’lik
agaroz jelde yurutilerek analiz edilir (76).

3.5.8. ABC1 A(E,D)1833,1834 Gen Polimor fizminin Gosterilmesi

10X PCR tamponu, 1.5 mM MgCly,, her bir dNTP’den 220umol/L, 1.5U Taq
polimeraz, ve T3212C Gen bolgesine 6zgu her bir primerden 0.5uM igeren 50ul’lik
PCR karisimi hazirlamr. PCR amplifikasyonu sonucu olusan drin %4’10k metaphor

agaroz jelde yuritulerek analiz edilir (76).

3.5.8.1. ABC1 C6370T, C2665T, T3212C ve A(E,D)1833,1834, Gen Bdlgeleri icin
Kullamlan Amplifikasyon K osulu

95°C’de 12 dakika denatirasyon, 10 dongu 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30
saniye, 72°C’de 45 saniye; 25 dongu 89°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye, 72°C’de
45 saniye; 72°C’de 10 dakika olmak Uzere gerceklestirildi (76).

3.5.9. ABC1 G191C Gen Polimorfizminin Gosterilmes

10X PCR tamponu, 1.5 mM MgCly,, her bir dNTP’den 220umol/L, 1.5U Taq
polimeraz, ve G191C Gen bdlgesine 6zgi her bir primerden 0.5uM iceren 50ul’lik PCR
karisimi  hazirlamr.  PCR  amplifikasyonu sonucu olusan drdndn  15ul’si Hgal
restriksiyon enzimi ile 37°C’de gece boyu inkibe edilir. Restriksiyon parcalari %2’lik
agaroz jelde yuritulerek analiz edilir (14).

3.5.9.1. ABC1 G191C Gen Boélgesi icin Kullanilan Amplifikasyon K osulu

96°C’de 5 dakika; 33 dongil 96°C’de 30 saniye, 62°C’de 30 saniye, 72°C’de 1
dakika; 72°C’de 10 dakika olmak Uzere gerceklestirildi (14).



3.5.10. ABC1 C69T Gen Polimor fizminin Gdsterilmesi

10X PCR tamponu, 1.5 mM MgCl,, her bir dNTP’den 100umol/L, 1.5U Taq
polimeraz, ve C69T Gen bolgesine 6zgu her bir primerden 0.5uM iceren 50ul’lik PCR
karisimi  hazirlamr. PCR amplifikasyonu sonucu olusan Urdnin 15ul’s BsmAl
restriksiyon enzimi ile 37°C’de 2 saat inkibe edilir. Restriksiyon parcalarn %2’lik
agaroz jelde yuritulerek analiz edilir (14).

3.5.10.1. ABC1 C69T Gen bdlges icin kullanilan amplifikasyon kosulu

95°C’de 3 dakika; 33 dongu 94°C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 1
dakika; 72°C’de 10 dakika olmak Uzere gergeklestirildi (14).

3.6. Biyokimyasal Profillerin Tayini

Calisma gruplarimiza ait biyokimyasal degerler Marmara Universitess Tip
Fakiltess Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dalindan temin edilmistir.

3.7.Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatiksel Y 6ntemler

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 7.5 paket programi kullanilarak
yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik simiri p<0.05 olarak alimustir.

Sistolik ve diastolik kan basinclari, total kolesterol, trigliserid, HDL-kolesterol,
LDL- kolesterol, VLDL- kolesterol, aclik kan sekeri dizeyleri acisindan gruplararasi

farkliliklarin degerlendirilmesinde student t testi kullanilmistir.

ABCl GI191C ve C69T adléelerinin goérilme sikhigimn gruplararasi
degerlendirilmesinde Ki kare (X?) testi kullamlmistir. Ki kare testinde herhangi bir
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gbzdeki beklenen deger 5’den kiiclk oldugunda Fisher tam Ki kare testi uygulanarak p
degeri verilmistir. Gruplar arasi risk etkeninin belirlenmes icin Odds oram (OR) ve
%95 guven sinirlar (%95CI) verilmistir. Allel hesaplamalarinda gen sayma metodu

kullanmlmigtir.

ABC1l G191C ve C69T dldlerinin, sistolik ve diastolik kan basinglari, total
kolesterol, trigliserid, HDL-kolesterol, LDL- kolesterol, VLDL- kolesterol, aglik kan
sekeri, vicut kitle endeksi diizeylerine olan etkilerinin degerlendirilmesinde student t

testi kullanmilmugtir.

ABC1 G191C ve C69T genotiplerinin grup ici biyokimyasal parametreler ile
karsilastirilmalarinda One-Way ANOVA testi kullamlmustir.

Bu calisma I.U. Tip Fakiiltest Dekanlig1 Yerel Etik Kurulunun 06.07.2005 tarih
ve 7 no.lu toplantisinda onaylanmistir. Dosya No: 2005/515
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BULGULAR (BOLUM 4)
Calisma gruplarimiza ait demografik bilgiler Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Calismamiza 77’s miyokard infarktiisil gecirmis ve 33’0 diyabet hastasi (tipl ve tip2)
olmak Uzere toplam 110 hiperkolesterolemili hasta ve 50 saglikl1 kontrol katilmistir.

Tablo 4.1: Calismagruplarina ait demografik bilgiler

Ml DIYABET HIPERKOLES KONTROL TUM GRUP
GRUP (N=77) (N=33) TEROLEMILI (N=50) (N:160)
HASTA GRUBU
(N:110)
Cinsiyet
(Kadin/erkek) 28/49 24/9 52/58 17/33 69/91
Yas (yil) 54,56+10,15 58,52+11,24 56,31+10,89 53,90+14,94 55,09+12,14
Vicut Kitle
indeksi (kg/m?) 27,01£3,4 27,28+3,73 27,09+3,561%* 25,19+3,83 26,50+3,70
Sigara icimi
(evet/hayir) % 61/39 6/94 45/55* 24/76 38/62
Hipertansiyon % 34* 33* 34* 14 28
Trigliserid
(mg/dl) 195,4+105,1 227,3t69,5 204,9+96,6** 109,6+34,7 175,1493,5
Total kolesterol 252,1+42,6 260,0+44,5 254,5+53,1%* 152,4+27,6 222,6+61,4
(mg/dl)
HDL-kolestreol 44,1+12,1 37,2+9,4% 42,0+11,8 38,1+14,0 40,8+12,6
(mg/d)
LDL-kolesterol 157,8+37,4 175,3+48,8 163,0+41,7** 95,3+26,1 141,8+48,9
(mg/dl)
VLDL-kolesterol 39,7+25,2 455+139 41,5+22,8** 22,0+£7,0 35,4+21,1
(mg/dl)
Achik kan sekeri 165,0+120,0 178,8+55,3 172,5+90,7** 95,2+25,4 157,7487,2
(mg/dl)
Total kolesterol/ 6,0+1,5 7,4+2,3* 6,4+1,9* 4,2+1,4 5,7+2,0
HDL -kolesterol
SBP (mmHg) 127,7+23,3 137,9+22,9* 130,8+23,5 123,8+19,5 128,6+22,5
DBP (mmHg) 80,0+14,3 84,7+12,5 81,4+13,9** 74,9131 79,3+13,9

n: birey sayisi, MI: Miyokard infarktiislti hasta grubu, Tim grup: Hasta gruplar: ve kontrol grubu. SBP: sistolik kan
basinci, DBP:Diastolik kan basinci, Gruplararas: farklilik ki-kare ve Student t testi ile incelenmistir. * p<0,01, **
p<0,05

Yapilan igatistiksel incelemede calisma gruplart arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir yas farki bulunmamistir (p>0,05). Hiperkolesterolemili hasta grubunda
vicut kitle indeks kontrol grubu ile karsilastirildiginda ileri derecede anlamli fark
gbzlenmistir (p<0,01). Ayrica hiperkolesterolemili hasta grubunda kontrol grubuna gore
sigara icme orani anlaml: yiiksek bulunmustur (p:0,013, ¥* 6,151, OR:0,393, %95Cl:
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0,186-0,832). Miyokard infarktlidlUl, diyabetik ve hiperkolesterolemili hasta grubunda
hipertansiyon gorilme oram kontrol grubuna gére anlamli  yiUksek olarak
g6zlemlenmistir (MI’da p:0,013, ¥%6,158, OR:3,13, %95Cl: 1,238-7,921; diyabette
p:0,036, y*4,37, OR:3,07, %95Cl: 1,045-9,026; hiperkolesterolemi’de p:0,010, x*6,64,
OR:3,32, %95Cl: 0,132-0,783).

Hiperkolesterolemili hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore total
kolesterol, trigliserid, LDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, aclik kan sekeri, DBP
duzeyleri (p<0,05) ve total kolesterol/HDL-kolesterol oran: istatistiksel olarak anlamil:
yiksek bulunmustur (p<0,001). HDL-kolesterol dizeyinde ise bir farklilik
g6zlenmemistir (p>0,05).

Diyabetik grupta, MI’a goére HDL-kolesterol dizeyleri istatistiksel olarak
anlamli derecede dustk (p:0,002), SBP dizeyi (p<0,01) ve Total kolesterol/HDL-
kolesterol oram ise anlamlt yiksek olarak saptanmustir (p<0,001).

Tablo 4.2°de calisma gruplarina ait lipid profillerinin yizde olarak dagilimlar:
gosterilmistir. LDL-kolesterol diizeylerinin 130 mg/di’den (p<0,001, %*67,67,
OR:6,742, %95CI: 3,166-14,361) ve total kolesterol/HDL-kolesterol 3,5 mg/di’den
yuksek olarak gorilme oram hiperkolesterolemili hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamli yiksek bulunmustur (p<0,001, ¥*23,12, OR:1,351, %95Cl: 1,133-1,610).
Diyabetik hastalarin tamanminda total kolesterol/HDL-kolesterol oram 3,5 mg/dl’den

yUksek olarak gozlemlenmistir.

Tablo 4.2: Calismagruplarinaait lipid profillerinin ytizde olarak dagilimlari

KOLESTEROL

GRUP KOLESTEROL TRIGLIiSERID HDL LDL /HDL

<200  >200 <200 >200 <35 >35 <130 >130 <35 >35
MI - %100 %67 %33 %23 %77 %22 %78 %4 %96
DIYABET - %100 %33 %67 %58 %42 %12 %88 - %100
HIPERKOLESTEROLEM - %100 %57 %43 %34 %66 %19  %81*  %2.7 997.3*
iLI HASTA GRUBU
KONTROL %100 - %100 - %36 %64 %88 %12 %28 %72
TUM GRUP %31 %69 %70 %30 %34 %66 %41 %60 %11 %89

MI: Miyokard Infarktiidlii hasta grubu, Tim grup: Hasta gruplari ve kontrol grubu, *:p<0.001. Gruplararast
istatistiksel degerlendirmelerde ki-kare testi kullanidmustr.
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ABC1 C69T genotip ve alédlerinin calisma gruplarindaki dagilimlari tablo
4.3’te gosterilmistir. Calisma gruplar1 arasinda C69T genotip ve allelerinin dagilimlar
acisindan anlamii bir fark bulunamamistir (p>0,05). TUm ¢alisma grubunda C69T CC
genotipi %41,3, TT genotipi %19,4, CT genotipi %39,3, C dlei %60,9 ve T dldi
%39,1 olarak bulunmustur.

Tablo 4.3: Calismagruplarinda ABC1 C69T genotip ve alel dagilimlar:

C69T MI DIiYABET HIPERKOLESTERO TUM GRUP KONTROL
(N:77) (N:33) LEMILI HASTA (N:160) (N:50)
GRUBU (N:110)
Genotip
cc 32(%41,5) 11(%33,3) 43 (%39,1) 66(%41,3) 23 (%46)
TT 18(%23,4) 6(%18,2) 24 (%21,8) 31 (%19,4) 7 (%14)
CT 27(%35,1) 16(%648,5) 43 (%39,1) 63 (%39,3) 20 (%640)
Allel
C 91(%63,1) 38 (%57,5) 129 (%58,6) 195 (%60,9) 66 (%666)
T 63 (%36,9) 28 (%42,5) 91(%41,3) 125 (39,1) 34 (%34)

n: birey sayis;, MI: Miyokard Infarktlisli hasta grubu, TUm grup: Hasta gruplan ve kontrol grubu. Grup igi
karsilastirmalar X2 testi ile yapilmustir.

ABC1 C69T gen polimorfizmine ait sonuclarin %2’lik agaroz jeldeki gorintisi
sekil 4.1°de gosterilmistir.

CC CT cCc Cctr Cr TT CT CT CC CT Maker

Sekil 4.1: ABC1 C69T gen polimorfizmine ait %2’lik agaroz jel goruntusu.

CC genotipi 345bp, CT genotipi 345+310bp, TT genotip 310bp’de goriilmektedir.
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ABC1 G191C polimorfizmine ait genotip ve adldlerin dagilimlar tablo 4.4’de
verilmistir. Calismamizda kontrol grubunda G191C AA genotipine ait sonuca
rastlanmamustir. Hiperkolesterolemili hasta grubunda AA genotipi tasima orant kontrol
grubuna gore 0,89 kat artmustir (5> 5,897, p:0,019, OR: 0,891 %95ClI: 0,835-0,951).

Kontrol grubunda G191C BB genotipi (1,89 kat) ve B aleli (0,900 kat) tasima
riski hiperkolesterolemili hasta grubunda artmis olmakla beraber istatistiksel olarak bir
anlamlilik bulunamamustir (p>0.05). Ayrica kontrol grubunda diyabetik gruba gore B
alleli tasima oranin istatistiksel acidan yiiksek oldugu saptanmustir (x% 9,799, p:0,003,
OR: 0,222, %95Cl: 1,041-1,435).

Diyabetik hastalarda G191C AA genotipi tasima riski M1 (x* 5,194, p:0,023,
OR: 0,258, %95Cl: 0,075-0,884) ve kontrol grubuna (x> 11,583, p:0,001, OR: 1,269
%95Cl: 1,063-1,515) gore anlaml1 olarak arttigi gozlemlenmistir.

TUm grupta ise populasyondaki genel G191C polimorfizmi dagilimi AA, BB,
AB genotip ve A ve B dlderi icin sirasiyla %7,5, %61,9, %30,6, %22,8 ve %77,2
olarak saptanmustir.

Tablo 4.4: Calisma gruplarinda ABC1 G191C genotip ve allel dagilimlari

G191C MI DiYABET HIPERK OLESTEROL TUM GRUP KONTROL
(N:77) (N:33) EMILI HASTA (N:160) (N:50)
GRUBU (N:110)
Genotip
AA 5(%6,5) 7(%21,2) 12 (%10) 12 (%7,5)
BB 44(%57,1) 19(%57,6) 63 (%57,2) 99 (%61,9) 36 (%72)
AB 28(%036,4) 7(%21,2) 35 (%31,8) 49 (%30,6) 14 (%28)
Allel
A 38 (%26,4) 21(%31,8) 59 (%26,8) 73 (%22,8) 14 (%14)
B 116(%73,6) 45(%68,2) 161(%73,2) 247 (%77,2) 86 (%36)

n: birey sayisi , MI: Miyokard infarktiislii hasta grubu, Grup ici  karsilastirmalar X? ve Fisher’s Exact testi ile
yapilmistir.

ABCl G191C gen polimorfizmine ait sonuglarin %2’lik agaroz jeldeki
gorunttsi sekil 4.2°de gosterilmistir.



BB AB Marker BB AB

Sekil 4.2: ABC1 G191C gen polimorfizmine ait %2’lik agaroz jel goruntsu.

BB genotipi 342 bp, AB genotipi 342+287 +55 bp’de goriilmektedir.

Miyokard infarkttisii gecirmis hastalarimizin onikisinde sol ventrikdl hipertrofisi
(LVH) ve bes tanesinde ise sol atrium dilatasyonu (DLA) bulunmaktadir. LVH’1
bulunan hastalarin tamanm G191C B alleli tasimakta iken C69T alleleleri bakimindan
%75’ T, % 83l C aleli tasimaktadir. DLA gorilen bes hastanin ise tamanm G191C B

aleli ve C69T CT genotipi tasimaktadirlar. Hasta sayilar yeterli olmadigindan bu
konuda istatistiksel analiz yapilamamustir.

Tablo 4.5te caisma gruplaninda ABCl1l C6370T, C2665T, T3212C,
A(E,D)1833,1834 ve MVK V3771 genotip dagilimlar: gosterilmis olup yapilan deneysel

caismalar sonucunda c¢alisma gruplarinda bu polimorfizmlere ait bir mutasyona
rastlanamamustir.
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Tablo 4.5: Calismagruplarinda ABC1 C6370T, C2665T, T3212C, A(E,D)1833,1834 ve
MVK V3771 Genotip Dagilimlar:

GRUPLAR C6370T C2665T T3212C A(E,D)1833,1834 MVK V377
M1 (n:77) NM NM NM NM NM
DIYABET (n:33) NM NM NM NM NM
HIPERKOLESTEROL NM NM NM NM NM

EMILT HASTA

GRUBU (n:110)

KONTROL (n:50) NM NM NM NM NM

n:Birey sayisi, MI: Miyokard infarktiislii hasta grubu, NM: Non-mutant(mutasyon yok)

ABCl1l A(E,D)1833,1834, T3212C, C6370T, C2665T, ve MVK V377l
polimorfizmlerine ait agaroz jel ornekleri sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir.

NM NM NM NM NM NM NM NM NM NM Marker

—— e—

Sekil 4.3: ABC1 A(E,D)1833,1834 gen polimorfizmine ait %4’lUk agaroz jel

gorunttst gordlmektedir.

143+80bp’lik bantlar mutasyon olmadigin gostermektedir. NM:Non-mutant(mutasyon yok)



42

Marker NM NM NM NM NM NM NM NM

Sekil 4.4: ABC1 T3212C gen polimorfizmine ait %2’1Uk agaroz jel goruntusl
gorilmektedir.

230+134+46+28bp’lik bantlar mutasyon olmadigini géstermektedir. NM:Non-mutant(mutasyon yok)

NM  NM NM NM NM NM NM Maker NM NM NM NM NM

Sekil 4.5: ABC1 C6370T gen polimorfizmine ait %2’lUk agaroz jel gorintisi
gorulmektedir.

332+104 bp’lik bantlar mutasyon olmadigim gostermektedir. NM:Non-mutant(mutasyon yok)



Marker NM NM NM NM NM NM NM NM

Sekil 4.6: ABC1 C2665T gen polimorfizmine ait %2’IUk agaroz jel géruntisi
gorilmektedir.

242+21 bp’lik bantlar mutasyon olmadigin géstermektedir. NM:Non-mutant(mutasyon yok)

NM NM  NM NM NM NM Kontrol Marker NM

Sekil 4.7: MVK V3771 gen polimorfizmine ait %2’1Uk agaroz jel gorintist

gorulmektedir.

143+80 bp’lik bantlar mutasyon olmadiginm gostermektedir. NM:Non-mutant (mutasyon yok)

Hasta gruplarinda cinsiyete gére G191C ve C69T polimorfizmlerinin dagilimlar
incelendiginde tim calisma grubunda G191C B aleli tasima oram erkeklerde kadinlara



gore istatistiksel acidan anlaml: derecede yiiksek bulunmustur (x* 4,220, p:0,05, OR:
3,84, %95Cl: 0,98-15,08).

Diger gruplarda cinsiyetler arasi genotip ve allel dagilimlarinda anlamli bir
farklilik bulunmamustir. Tablo 4.6’de hasta gruplarinda cinsiyete gére ABC1 G191C ve
C69T genotip ve alel dagilimlar: verilmistir.



Tablo 4.6: Hasta gruplarinda cinsiyete gore ABC1 G191C ve C69T polimorfizmlerinin dagilimlar:

GRUPLAR HIPERKOLESTEROLEMILIHA TUM GRUP MI DIYABET
STA GRUBU (N:110) (N:160) (N:77) (N:33)
Genotipler Kadin Erkek Kadin Erkek Kadin Erkek Kadin Erkek
(n:52) (n:58) (n:69) (n:91) (n:28) (n:49) (n:24) (n:9)

G191C
AA 8 (%15,4) 4 (%6,9) 8 (%11,6) 4(%4,4) 3(%10,7) 2 (%4,1) 5 (%620,8) 2 (%22,2)
BB 28 (%53,8) 35 (60,3) 42 (%60,9) 57 (%62,6) 15 (%53,6) 29 (%59,2) 13 (%54,2) 6 (%66,7
AB 16 (%30,8) 19 (%32,8) 19 (%27,5) 30 (%33) 10 (%35,7) 18 (%36,7) 6 (%25) 1(%11,1)
A 32 (%30,7) 27 (%23,3) 35 (%25,4) 38 (%20,9) 26 (%39,3) 22 (%22,4) 16 (%33,4) 5 (%27,8)
B 72 (%69,3) 89 (%76,7) 103 (%74,6) 144 (%79,1) 40 (%60,4) 76 (%77,6) 32 (%66,6) 13 (%72,2)
C69T
CcC 20 (%38,5) 23 (%39,7) 28 (%40,6) 38(41,8) 12 (%42,8) 20 (%40,8) 8 (%33,3) 3 (%33,3)
TT 12 (%23) 12 (%20,6) 14 (%20,3) 17 (%18,7) 8(%628,6) 10 (%20,4) 4 (%16,7) 2 (%22,2)
CT 20 (%38,5) 23(%39,7) 27 (%39,1) 36 (%39,5) 8 (%28,6) 19 (%38,8) 12 (%50) 4 (%44,5)
C 60 (%48,3) 69 (%59,4) 83 (%60,1) 112 (%61,5) 32 (%48,4) 59 (%60,2) 28 (%58,3) 10 (%55,5)
T 64(%51,7) 47 (%40,6) 55 (%39,9) 70 (%38,5) 24 (%51,6) 39 (%39,8) 20 (%41,4) 8 (%44,5)

MI: Miyokard Infarktiislii hasta grubu, n: Birey sayisi, Tim grup: Hasta gruplar: ve kontrol grubu. Gruplararas: karsilastirmalarda ki-kare ve Fischer’s exact testi kullanildi.
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Tablo 4.77de ABC1 C69T polimorfizminin biyokimyasal parametreler tzerindeki
etkis gosterilmistir. C69T CC genotipi tasiyan hiperkolesterolemili hasta grubunda CT
genotipine gore VLDL-kolesterol ve trigliserid dizeylerinin anlamli yiksek oldugu
belirlenmistir (p<0,05, Trigliserid i¢cin %95Cl: 8,85-89,9, VLDL-kolesterol icin %95ClI:
4,06-22,83).

Miyokard infarktlisl i hasta grubunda C69T CC genotipi tastyanlarda CT genotipi
tasiyanlara goére VLDL-kolesterol (p<0,01, %95CI: 7,16-32,23), trigliserid (p<0,01,
%95Cl: 21,6-127,8) ve DBP (p<0,05, %95Cl: 0,47-15,17) dluzeyleri istatistiksel acidan

anlaml1 diizeyde yuksek bulunmustur.

Kontrol grubunda C69T CC ve CT genotipi tasiyanlara gore TT genotipi
tasiyanlarda aglik kan sekeri diizeyi anlamli olarak artmistir (p<0,05, %95Cl: 4,51-79,9
ve %95Cl: 4,51-86,99).

Diyabetik hastalarda ise C69T genctipleri ile biyokimyasal parametreler arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmanmustir (p>0,05).

TUm grupta ise C69T CC genotipi tasiyanlarda CT genotipi tasiyanlara gore
VLDL dizeyi anlamli derecede yuksek olarak saptanmustir (p: 0,044, %95CI: 0,20-
14,81).

Tablo 4.8°da ABC1 G191C polimorfizminin biyokimyasal degerler Uzerindeki
etkis gosterilmistir. Diyabetik hastalarda G191C BB genotipi tasiyanlarda AB genotipi
tasiyanlara oranla aclik kan sekeri daha yuksek bulunmustur (p<0,05, %95Cl: 1,55-
103,5).

Miyokard infarktlsl Ui hasta grubunda ise G191C AA genotipi tastyanlarda VLDL-
kolesterol dizeyi BB ve AB genotipi tasiyanlara gore anlamli yuksek olarak
g6zlenmistir(p<0,05, %95CI: 3,82-50,19 ve %95CI: 4,68-52,38).

TUm gruba bakildiginda G191C AA genotipi tasiyanlarda BB ve AB genotipi
tasiyanlara gore total kolesterol (BB icin; p:0,017, %95Cl:7,96-81,2, AB i¢in; p:0,027,
%95Cl:5,12-82,2), LDL kolesterol (BB icin; p:0,036, %95Cl:2,01-60,6, AB icin;
p:0,034, %95Cl:2,54-64,3) ve VLDL kolesterol (BB i¢in; p:0,004, %95CI:5,86-30,8,
AB icin; p:0,07, %95Cl:4,92-31,2) duzeyleri istatistiksel acidan anlamli1 derecede
yuksek bulunmustur.



Tablo 4.7: Calisma gruplarinda ABC1 C69T genotiplerinin biyokimyasal parametrelere gore dagilimm
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GRUP Ml DiYABET HIPERKOLESTEROLEMILI TUM GRUP KONTROL
HASTA GRUBU
C69T GENOTIPI CcC TT CT CcC TT CT CcC TT CT CcC TT CT CcC TT CT
N:32 N:18 N:27 N:11 N:6 N:16 N:43 N:24 N:43 N:66 N:31 N:63  N:23 N:7 N:20

TRIGLISERID 229,9 193.7 155.6 238,2 204,5 228,3 232,0 196,4 182,6 187,1 177,2 161,6 103,1 111,7 116,4
(mg/dl) +1364 +76.1 £56.7 £720 £371 £780 +1224 +67,9 + 73,7 +1174 4732 £70.8 +£29,1 +514 +345
TOTAL 256,2 243,2 253,2 253,7 263,0 263,2 255.6 248,1 256,9 220,8 229,1 221,2 1559 163,8 1443
KOLESTEROL +50,5 +30,5 £39,7 433 £50,1 +458 +483 + 36,2 +41,8 +63,3 496 651 +248 +290 +29,3
(mg/dl)
HDL-KOLESTEROL 45,2 41,9 443 394 353 36,4 43,7 40,2 41,3 42,6 40,5 391 404 41,4 343
(mg/dl) +153 183 +100 +11,8 158 +8,8 + 14,6 +82 +102 +139 +11,1 +11,7 4126 +190 136
VLDL- 49,0 38,9 29,3 48,0 40,8 455 48,8 39,4 35,3 39,0 35,5 315 208 22,1 234
KOLESTEROL +337 151 £119 +144 73 +157 298 +134 +154 1276 146 144 +6,0 +102 +6,8
(mg/dl)
LDL-KOLESTEROL 152,3 160,7 162,3 167,5 186,3 176,5 156,2 167,1 167,6 136,2 152 142,7 99,0 100,1 89,4
(mg/dl) +326 308 46,3 £37,7 £50,9 1564 +34,2 +37,3 +50,1 419 #451 56,8 +27,1 1282 1245
ACLIK KAN 1547 2115 139,0 190,2 202,2 163,7 168,7 207,2 158,8 151,2 195,7 146,7 90,2 132,5 86,7
SEKERI (mg/dl) +1199 #1519 4628 +£704 £695 £347 +1033 +116,1 +40,9 +96,9 +1099 473 174 1233 28,7
SISTOLIK KAN 134,0 1247 122,2 135,2 132,5 141,8 134,3 126,6 129,5 130,8 126,7 1272 1241 127,1 122,2
BASINCI (mmHg) +250 213 +£21,3 +£208 21,8 +£252 +238 +21,2 +245 +234 +224 £218 +217 +281 1136
DIASTOLIK KAN 837 79,4 75,9 82,2 82, 87,1 83,3 80,2 80,1 80,9 78,0 783 765 70,7 74,5
BASINCI (mmHg) +150 158 +116 938 575 +£154 +£137 +141 +14,1 +150 +132 £131 +166 +6,0 +10,1
TOTAL 6,143 5970 5915 6952 7,703 7,643 6,350 6,403 6,558 5,56 5,95 588 4,088 4432 4,438
KOLESTEROL/HDL- +1,889 +1,172 +1,304 #2573 2,299 +2,309 +2,083 + 1,659 +1916 208 +1,79 +2,13 +1,058 +£1,440 +1,869
KOLESTEROL
(mg/dl)

MI: Miyokard Infarktiislii hasta grubu ,n: birey sayisi, Tim grup: Hasta gruplar: ve kontrol grubu. Tablodaki degerler X + SD olarak verilmistir. Grupici karsilastirmal arda one-way

ANOVA testi kullanilmigtir.



48

Tablo 4.8: Calisma gruplarinda ABC1 G191C genotiplerinin biyokimyasal parametrelere gore dagilim

GRUP M DiYABET HiPERK OLESTEROLEMILI TUM GRUP KONTROL
HASTA GRUBU

G191C GENOTIPi AA BB AB AA BB AB AA BB AB AA BB AB BB AB
N:5 N:44 N:28 N:7 N:19 N:7 N:12 N:63 N:35 N:12 N:99 N:49 N:36 N=14

TRIGLISERID 211,6 197,0 189,9 2234 216,3 260,8 2185 202,8 204,1 218,5 170,6 173,7 114,2 97,8
(mg/dl) +1456 +1224 +634 53,0 +75,0 +66,1 + 96,3 +110,0 + 69,2 +96,3 +100,0 +76,6 +379 +218
TOTAL 271, 255,6 2432 258,0 261,8 257,0 263,5 257,5 245,9 263,5 219,0 219,8 1515 154,6
KOLESTEROL 44410 +36,3 1509 +41,3 +50,4 +35,2 +39,9 +40,7 +48,0 +39,9 +62,8 +59,9 +27,7 1284

(mg/dl)

HDL-KOLESTEROL 51,6 45,3 40,8 34,2 36,6 41,8 415 42,7 41,0 415 40,8 40,6 375 39,6
(mg/dl) +17,7 +12,7 193 +4,8 +8,8 +13,4 +14,3 +12,3 +10,0 +14,3 +13,2 +11,3 +143  +139

VLDL-KOLESTEROL 65,6 38,5 37,0 42,8 44,0 52,1 52,3 40,2 40,0 52,3 339 34,4 23,0 19,6

(mg/dl) +36,7 1283 +136 121 +14,7 +13,3 + 26,6 +25,0 +14,7 +26,6 +22,0 +15,7 +74 +5,0

LDL-KOLESTEROL 154,6 162,0 151,7 183,5 176,7 163,0 171,5 166,4 154,0 1715 140,1 138,0 94,1 98,2
(mg/dl) +26,3 1443 +£254  +40,6 +57,0 +32,6 + 37,0 +48,5 + 26,8 +37,0 +54,2 +37,2 +252 +£29,0

ACLIK KAN SEKERI 1310 151,0 189,0 175,1 1925 140,0 165,3 1749 171,7 165,3 158,3 153,5 97,4 91,4
(mg/dl) +12,7 +£123,6 +128,2 +60,2 +55,4 +31,4 +55,8 +91,5 +105,7 +55,8 +87,5 +99,5 +22,0 332
SISTOLIK KAN 132,0 123,1 134,1 144,2 135,9 137,1 139,1 127,0 134,7 139,1 125,4 132,3 122,7 126,4
BASINCI (mmHg) +258 +205 +£26,1 +19.8 1225 + 28,7 +22,3 +21,8 + 26,2 +22,3 +21,2 +24,3 +20,2 +18,2

DIASTOLIK KAN 86,0 77,0 83,5 80,0 85,7 86,4 82,5 79,6 84,1 82,5 77,3 82,6 73,3 78,9

BASINCI (mmHg) +119 +£135 +152 457 +14,3 +124 +8,9 +14,2 + 14,6 +8,9 +14,4 +134 +140 194
TOTAL 5,594 5,983 6,162 7,728 7,615 6,598 6,839 6,475 6,249 6,83 5,68 5,66 4300 4,217

KOLESTEROL/HDL-  +1,408
KOLESTEROL (mg/dl)

+1,602 +1,480 +2,124 £2562 £2,038 +2,095 + 2,063 +1,582 +2,09 2,15 £1,76  £1523 £1,349

MI: Miyokard Infarktiisl(i hasta grubu ,n: birey sayisi, Tim grup: Hasta gruplar: ve kontrol grubu. Tablodaki degerler X + SD olarak verilmistir. Grup ici  karsilastirmalarda one-way

ANOVA testi kullanilmigtir.
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Mevalonat kinaz V3771 gen polimorfizmine ait genotiplerin hiperkolesterolemili
hasta grubunda ve kontrol grubunda lipid profillerine gore dagilimn tablo 4.9’da
gosterilmistir. Calismamizda bu hasta grubunda MVK V3771 gen polimorfizmine ait
herhangi bir mutasyon saptanmadigindan bu mutasyonun lipid profili tzerine etkili

olmadigi gorulmustdr.

Tablo 4.9: Hiperkolesterolemili hasta grubu ve kontrol grubunda MVK V3771 gen
polimorfizminin lipid profillerine gore dagilimi

HIPERKOLESTEROLEMILTHASTA GRUBUNDA

Lipid Profilleri MVK V3771 GENOTIPLERI
Homozigot M utant Heter ozigot mutant Non-mutant
(n:0) (n:0) (n:110)
Trigliserid (mg/dl) - - 204,9+ 96,6
Total kolesterol - - 254,5+ 53,1
(mg/d)
HDL -kolesterol - - 42,0+11,8
(mg/dl)
LDL-kolesterol - - 163,0+ 41,7
(mg/dl)
VLDL-kolesteral - - 41,5+ 22,8
(mg/d)
Total kolesterol/HDL- - - 6,4+ 19
kolesterol (mg/dl)
KONTROL GRUBUNDA
Lipid Profilleri MVK V3771 GENOTIPLERI
Homozigot M utant Heter ozigot mutant Non-mutant
(n:0) (n:0) (n:50)
Trigliserid (mg/dl) - - 109,6+34,7
Total kolesterol - - 152,4+27,6
(mg/dl)
HDL -kolesterol - - 38,1+14,0
(mg/dl)
LDL-kolesterol - - 95,3+26,1
(mg/d)
VLDL-kolesteral - - 22,0+7,0
(mg/dl)
Total kolesterol/HDL- - - 4,2+1.4

kolesterol (mg/dl)

Nonmutant: Mutasyon yok, n:birey sayisi
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TARTISMA (BOLUM 5)

Hucresel kolesterol dengesi insan fizyolojisinde kritik bir rol oynamakta olup bu
dengede meydana gel ebilecek bozukluklar kardiyovaskiiler hastaliklarin da dahil oldugu
bir dizi patolojik olaya sebebiyet vermektedir (94). Lipid metabolizmasi bozukluklar: ve
ozellikle bununla iliskili olan aterosklerotik koroner kalp hastaliklari ve diabetes
mellitus’lailgili olarak yapilmis bir cok calisma bulunmaktadir (26, 40, 41-43, 95-97).

Aterosklerotik koroner kalp hastaliklari kompleks multifaktoriyel hastaliklar
olup c¢esitli genetik ve cevresel faktorlerle etkilesim halindedirler. Dinya Saglik
Orgiitiiniin 1998 verilerine gore 6lumlerin yaklasik %13,7°sinin nedeni olarak koroner
kalp hastaliklar gosterilmektedir. Bu hastaliklar icin gosterilen en 6nemli risk faktorleri
sigara, artmis kan basinci, diabetes mellitus, obezite, yaslanma, artrms plazma LDL-
kolesterol ve azalmis plazma HDL-kolesterol diizeyleri olarak gosterilebilir (98).

Tip2 diyabetik hastalarda MI gecirme veya bu neden ile 6lme riski %20 iken
diyabetik olmayanlarda bu oramn %3,5 oldugu bildirilmistir (99).

Tark populasyonunun lipid profilleri Gzerine yapilmis ¢ok sayida yayin
bulunmaktadir. Mahley ve ark. (100) 1995 yilinda koroner kalp hastaliklar: icin risk
faktorlerini arastirdigi calismasinda TUrk populasyonun distk total kolesterol, LDL-
kolesterol ve daha da onemlis disuk plazma HDL-kolesterol dizeylerine sahip
oldugunu belirtmigtir. Turklerin sahip olduklari disuk LDL-kolesterol seviyelerine
karsin koroner arter hastaliklarina yakalanma oranit Amerika ve Bati Avrupa toplumuna
gbre daha yuksektir (101, 102). Dusuk HDL-kolesterol dizeyleri ise koroner arter
hastal1g1 i¢in bagimsiz bir risk faktori olarak tanimlanmaktadir (100).

Turkiye’de yasayan Turkler ile yurtdisinda yasayan Turklerin plazma disik
HDL-kolesterol dizeylerinin benzer oldugu gozlemlenmistir. Luttmann ve ark. (103)
kuzeybat1 Almanya’da yasayan Turk erkek ve kadinlarda HDL-kolesterol diizeylerini
38+10 mg/dl ve 46+12 mg/dl olarak bulmuslardir. Benzer bir calisma San Fransisco’da
yapilmis ve Turk erkek ve kadinlarda HDL-kolesterol diizeyleri 37 mg/dl ve 46 mg/dl
olarak gosterilmistir (104).



51

Bazi  populasyonlarda  disik  plazma  HDL-kolesterol dizeyleri
hipertrigliseridemi ile iliskili olarak gosterilmis olmasina karsin Tlrk toplumunda
hipertrigliseridemi cok yaygin degildir. Ayrica Turklerde plazma trigliserid dizeyleri
50-300 mg/dl arasinda degisen toplumlara gore plazma HDL-kolesterol diizeylerinin
daha dustk oldugu Bersot ve ark (104) tarafindan rapor edilmistir.

Bununla beraber HDL-kolesterol diizeyleri tizerine lipoprotein lipaz ve hepatik
trigliserid lipaz varyasyonlarimin da etkili oldugu belirtilmistir. Bireyler arasindaki
HDL-kolesterol varyantlarimin  yarisindan hepatik trigliserid lipaz ve apo-Al
varyantlarinin sorumlu olabilecegi agiklanmistir (105, 106).

Bunun yani sirailging bir bulgu olarak Tirk populasyonunda ¢ocuklarda plazma
HDL-kolesterol dizeyleri Duinya’da ki diger populasyonlar ile benzerlik
gostermektedir. Ancak Turkler’de yetiskinlik donemi ile beraber sosyo-ekonomik
sartlara bagli olarak plazma HDL-kolesterol diizeylerinde azalma gozlenmektedir. Y eni
dogan Turk cocuklarinda plazma HDL-kolesterol diizeyi bati toplumuna paralel olarak
yaklasik 30mg/dl seviyesindedir. Y etiskinlik doneminin baslangici ile baraber 6zellikle
sosyo-ekonomik durumu yiksek olan ve Avrupa toplumuna benzer diyetle beslenen
cocuklarda plazma HDL-kolesterol diizeyi hemen hemen yetiskinler yakin bir dizeye
gelecek sekilde azalma gostermektedir. Bu azalma erkek cocuklar: icin plazma HDL-
kolesterol dizeyinde yaklasik 20mg/dl, kiz cocuklar: icin ise 13mg/dI’lik bir disise
karsilik gelmektedir. Bu azalmaya androjen/6strojen dengesindeki degisimler ve sosyo-
ekonomik stattide ki farkliliklarin neden olabilecegi disunilmektedir (107).

Tark populasyonunda yukarida bahsettigimiz lipid profilleri disinda total
kolesterol/HDL-kolesterol oram da koroner arter hastaliklari icin énemli bir risk teskil
etmektedir. Normalde bu oranin erkeklerde 5,5 mg/dl’den kadinlarda ise 5 mg/dl’den
yuksek olmasi koroner arter hastaligi igin yiksek risk olusturmaktadir (108).
Calismamizda Total kolesterol/HDL-kolesterol orant M1 hastalarinda 6,0+1,5 mg/dl,
diyabet hastalarinda 7,4+2,3 mg/dl, hiperkolesterolemili hasta grubunda 6,4+1,9 mg/dl
ve tum grupta 5,7+2,0 mg/dl olarak saptanmistir. Bulgularimiz cinsiyete gore
incelendiginde kadinlarda M1 grubunda 5,7+1,6 mg/dl, diyabet hastalarinda 7,6+2,5
mg/dl, hiperkolesterolemili hasta grubunda 6,6+2,2 mg/dl ve tim grupta 5,9+2,4 mg/dl
olarak gozlemlenmistir. Erkeklerde ise MI hastalarinda 6,1+1,4 mg/dl, diyabet
hastalarinda 6,8+1,6 mg/dl, hiperkolesterolemili hasta grubunda 6,2+1,5 mg/dl ve tim
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grupta 5,5+1,7 mg/dl olarak saptanmustir. Bu bilgiler dogrultusunda gerek hasta
gruplarimizda gerekse tim grupta total kolesterol/HDL-kolesterol oram koroner arter

hastaliklar icin dngortlen risk degerlerinin tzerinde yer aldig1 saptanmustir.

Turk toplumunda HDL-kolesterol dizeylerinin diizenlenmesinde rol oynadig:
dustnulen hepatik lipaz (104), ABCAL1 transporter geni (64) ve CETP (33) genlerine ait
polimorfizm ve plazma diizeyleri arasindaki iliski arastirilmigtir. Trk toplumunda 173
koroner arter hastasi ve 111 saglikli bireyde CETP TaglB gen polimorfizmi
incelendiginde her iki calisma grubunda da TaglB polimorfizminin disik plazma
HDL-kolesterol diizeylerine neden olabilecegi bildirilmistir (33). Bersot ve ark (104)
Istanbul’da yasayan obez olmayan Turkler ile San Fransisco’lu obez olmayan bireylerin
hepatik lipaz aktivitelerini karsilastirdiklarinda Tark kadinlarda %31, erkeklerde ise
%21 oraminda artis gostermislerdir. Bu artisin en dnemli sebebinin Turklerin sahip

olduklar: genetik yapi olabilecegi gorist ileri strilmustdr.

Calismamizda Turk toplumunda daha 6nce arastirilmamis olan ABC1 C6370T,
C2665T, T3212C, A(E,D)1833,1834, C69T, G191C ve (MVK)V3771 gen
polimorfizmlerinin hiperkolesterolemik hastalarda ve populasyondaki dagilimlart ve

lipid profilleri Gzerindeki etkilerini incelemeyi amacladik.

ABC trangporter ailesi, aralarinda lipid, sterol, metabolik Urinler ve ilaclarin da
bulundugu cesitli molekilleri ATP kullanarak hicre membranindan tasinmasin
saglayan en genis transmembran protein ailes olup 7 ana alt gruptan ve bu gruplarin
icinde yer alan 48 farkli transporter proteinden olusmaktadir (46). Bu ailenin Uyeleri
vicutta ¢ok cesitli dokularda sentez edilmektedirler. Vicuttaki bu yaygin dagilimlar
nedeni ile ¢esitli hastaliklarda bu genlere ait calismalar yapilmistir (47-51, 109, 110).

ABCG5/G8(-) olan farelerde kolesterolin biyosentezinde gérev alan onlg
enzimin  MRNA dizeylerinde azalma goéruldigl, vicuttaki kolesterol dengesini

saglamak icin karacigerde kolesterol dis1 sterollerin biriktigi gosterilmistir (110).

Kainami ve ark. (110) Atorvastatin tedavisi gdren hiperkolesterolemili
hastalarda ABCG5 ve ABCGS8 varyantlari ile tedavi 6ncesi ve sonrasi hastalarin plazma
lipid dizeyleri arasindaki iliskiyi incelemistir. Calismada ABCG5 varyant: ile lipid
duzeyleri arasinda bir iliski bulunmaz iken ABCG8 D19H varyantina sahip hastalarda
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tedavi sonrasi plazma LDL-kolesterol dizeylerinde anlamli derecede azalmanin

varoldugunu gostermislerdir.

Allikmets ve ark. (111) ABC7 geninde meydana gelen mutasyonlarin X’e bagl

steroblastik anemi ve ataksi’nin olusumundarol oynadigim belirtmislerdir.

ABC transporter ailesinin bir Gyesi olan ABCA1 geni kolesteroliin periferik
dokulardan karacigere HDL aracili olarak tasinmasinda rol oynamaktadir. ABCA1
aracil1 kolesteroliin hiicre disina tasinmasi olmadiginda basta makrofajlar olmak Uzere
bir cok dokuda hiicre ici kolesteril esterleri birikimi gortlmektedir. ileri derecede
plazma HDL-kolesterol eksikligi, makrofajlarda ve diger retikiloendotelya hiicrelerde
kolesteril esterlerinin birikimi ve premature kalp hastalig1 ile karakterize otozomal
resesif bir hastalik olan Tangier Hastaligi olarak isimlendirilmektedir. Plazma HDL-
kolesterol duizeylerindeki azalmanin daha az goruldugi baska bir hastalik olan ailesel
hipoalfalipoproteinemilerde ABCA1 gen ailesine iliskin ilk yapilan calismalara
literatUrde rastlanmaktadir (60, 61, 112, 113).

ABCAL1 gen ailesine ait degisik polimorfizmlerin lipid profilleri Gzerine olan

etkisini gosteren calismalar arastirmacilarin ilgisini gekmektedir (62-64, 114).

Hodoglugil ve ark (64) Turk populasyonunda ABCA1l C14T T varyantimn
yiksek HDL-kolesterol diizeyleri ve yalmzca erkeklerde dusuk trigliserid duzeyleri ile
iliskili oldugunu, ABCA1 V771M VM varyantimin da yiksek HDL-kolesterol ve disik
trigliserid dizeyleri ile iliskili oldugu ve bu iki varyantla beraber R219K ve 1833M
varyantlar arasindaki etkilesiminde plazma HDL-kolesterol dizeyleri Uzerinde etkili

olabilecegini rapor etmislerdir.

Calisma gruplarimiza ait plazma HDL-kolesterol dizeyleri MI, diyabet,
hiperkolesterolemili hastalar ve kontrol grubu icin sirasi ile 44,1+12,1 mg/dl, 37,2+9,4
mg/dl, 42,0+11,8 mg/dl, 38,1+14,0 mg/dl seklinde olup Mahley ve ark.larimin Tark
populasyonunun HDL-kolesterol  duzeyleri icin  verdigi degerlere  benzerlik
gostermektedir. Mahley ve ark. (100) Turkiye’nin ati farkli bélgesinden 9000 kiside
yaptigi calismada Turklerde ortalama plazma HDL-kolesterol diizeylerini erkeklerde
36mg/dl ve kadinlarda 42mg/dl olarak Amerikan ve Bat1 Avrupa toplumundan yaklasik
%10-15 daha dusuk oranda gozlemlemistir. Bu degerlere gore Turk erkeklerinin %75’



ve kadinlarin %50’sinin plazma HDL-kolesterol dizeyleri 35mg/dl’nin altinda oldugu

gorist kuvvet kazanmaktadir.

Caismamizda ABC1 C6370T, C2665T, T3212C, A(E,D)1833,1834
polimorfizmlerine iliskin genotip dagiliminda herhangi bir mutasyona rastlanmanmustir.
Bu polimorfizmlere iliskin olarak bugline kadar yapilan tek calismada Marcil ve ark
(76) ailesel hipoalfalipoproteinemisi bulunan dort ailede bu genlere ait heterozigot
mutasyonlar saptamiglardir. Bu sonuglar, ABC1 C6370T, C2665T, T3212C,
A(E,D)1833,1834 gen polimorfizmlerinin Tangier Hastaligi veya Ailese
hipoalfalipoproteinemisi bulunan hastalar disinda Tirk populasyonu gibi disik plazma
HDL-kolesterol dizeylerine sahip bir toplumda kolesterolin hiicre disina tasinmasinda
bir rol oynamadiklarinadair bir izlenim elde etmemize neden ol mustur.

Calismamizda Turk populasyonunda ilk olarak ABCl1 C69T ve G191C
polimorfizmlerine ait genotip ve allel dagilimlar: gésterilmistir. Buna gére ABC1 C69T
icin CC genotipi %41,3, TT genotipi %19,4, CT genotipi %39,4, C aleli %60,9ve T
aleli %39,1 olarak bulunmustur. ABC1 G191C icin ise genotip ve allel dagilimlar
sirastyla AA genotipi %7,5, BB genotipi %61,9, AB genotipi %30,9, A alleli %22,8 ve
B aleli %77,2 olarak saptanmustir.

ABC1 C69T genotipine ait gruplararasi genotip dagiliminda istatistiksel olarak
bir anlamlilik gozlenmemistir. Ancak C69T polimorfizminin lipid profilleri Uzerine
etkis incelendiginde CC genotipi tastyan hiperkolesterolemili hastalarda CT genotipine
gbre VLDL-kolesterol ve trigliserid duzeyleri anlamli derecede yuUksek olarak
saptanmustir (p<0,05, trigliserid icin %95CI: 8,85-89,9, VLDL-kolesterol icin %95Cl:
4.06-22,83). Miyokard infarktlsi gegirmis grupta ise CC genotipi tasiyanlarda CT
genotipi tastyanlara gore VLDL-kolesterol (p<0,01, %95CI: 7,16-32,23) ve trigliserid
(p<0,01, %95Cl: 21,6-127,8) dizeyleri anlamli olarak artis gostermistir. Calismamizda
diyabetik grupta ve hiperkolesterolemili hastalarda plazma trigliserid duzeyleri
200mg/dI’den yiUksek olarak bulunmaktadir. Hipertrigliseridemi, trigliserid bakimindan
zengin lipoproteinlerin etkisi ile arteriyal duvarda endotel fonksiyon bozulmalarina ve
lipid birikimine neden olarak ateroskleroz olusumunda énemli rol oynar (115). Diyabet
metabolizmasinda da goérilen en o6nemli lipoprotein metabolizmasi  bozuklugu
hipertrigliseridemi olarak tammlanmistir (40,41). Bu bilgiler 1siginda ABC1 C69T
polimorfizminin diyabetik hastalarda lipid profilleri Uzerine etkisi oldugunu sbylemek
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mumkin olmamakla beraber, MI ve hiperkolesterolemili hasta grubunda C69T CC
genotipinin plazma trigliserid ve VLDL-kolesterol tzerine etkisi oldugu gorusund ileri
surebiliriz.

Cinsyetlere gore bulgularimiz incelendiginde ABC1 C69T genotip ve dld
dagiliminda bir anlamlilik bulunmamistir (p>0,05). Bizim bulgularimizin aksine
Stefkova ve ark M1 gecirmis kadinlarda C69T TT genotipini erkeklere gére daha disik

oldugunu gozlemlemislerdir (78).

Calismamiz M1 grubunda ABC1 C69T genotip ve allel dagiliminda bir farklilik
gorilmemesi agisindan Stefkova ve ark. (78) ve Sheidina ve ark. (79) ile uyum
gOstermektedir.

Miyokard infarktist gegirmis hasta grubumuzda oniki kiside LVH gorilmekte
olup ABC1l C69T alleleleri bakimindan bu kisilerin %75°i T, % 83’0 C dldi
tagimaktadir. DLA gorulen bes MI hastasimin tamami ise CT genotipine sahiptir. Ancak
bu konudaki hasta sayisi yetersizligi nedeni ile idtatistiksel bir degerlendirme

yapilamamstir.

Calisma gruplarint ABC1 G191C gen polimorfizmi agisindan inceledigimizde
kontrol grubunda G191C BB genotipi (1,89 kat) ve B dlei (0,9 kat) frekansimn
hiperkolesterolemili hasta grubunda gore yiksek oldugu gozlenmis, ancak istatistiksel
olarak bir anlamlilik saptanmamustir (p>0,05).

Ayrica kontrol grubunda diyabetik gruba gore ABC1 G191C B dleli tasima
orani istatistiksel olarak ileri diizeyde yiksek bulunmustur (y* 9,799, p:0,003, OR:
0,222, %95CI: 1,041-1,435). Ancak MI hastalarinda G191C genotip dagilimi agisindan

bir farklilik gozlenmemistir.

Bulgularimiz incelendiginde M1 grubunda ABC1 G191C polimorfizmi allel ve
genotip dagilim agisindan bir anlamlilik bulunmamasi Stefkova ve ark. (78) calismasi
ile benzerlik gostermektedir. Ancak Liu ve ark (69) koroner arter hastalarinda G191C
BB genotipi ve B aldinin tasinma sikliginin saglikli kontrole gore daha yiksek
oldugunu rapor etmiglerdir.

Diyabetik hastalarda ABC1 G191C AA genotipi frekanst M1 (y* 5,194, p:0,023,
OR: 0,258, %95Cl: 0,075-0,884) ve kontrol grubu ile karsilastirldiginda (x* 11,583,
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p:0,001, OR: 1,269 %95Cl: 1,063-1,515) istatistiksel olarak ileri diizeyde yuksek olarak
saptanmustir.

Diyabetik hastalarda gerek ABC1 C69T ve gerekse G191C polimorfizmleri
bugline kadar calisilmadigindan bulgularimiz bu mutasyonlar bakimindan bir ilk teskil
etmektedir. Ancak diyabetik hastalarda ABCA1 genine ait farkli mutasyonlar ile ilgili
yapilmis calismalar dayer almaktadir (73-75).

ABCl G191C polimorfizminin plazma lipid dizeyleri Uzerindeki etkis
incelendiginde tUm grupta AA genotipi tasiyanlarda BB ve AB genotipi tasiyanlara
oranla total kolesterol (BB icin; p:0,017, %95Cl:7,96-81,2, AB icin; p:0,027,
%95Cl:5,12-82,2), LDL-kolesterol (BB icin; p:0,036, %95Cl:2,01-60,6, AB icin;
p:0,034, %95Cl:2,54-64,3) ve VLDL-kolesterol (BB i¢in; p:0,004, %95Cl:5,86-30,8,
AB icin; p:0,07, %95Cl: 4,92-31,2) duzeyleri anlamli derecede yuksek olarak
saptanmustir.

Miyokard infarktiisl gegirmis hasta grubunda ABC1 G191C AA genotipi tasiyan
hastalarda VLDL-kolesterol diizeyi BB ve AB genotipi tasiyanlara goére istatistiksel
acidan anlamli derecede yuksek oldugu gozlenmistir (p<0,05, %95CI: 3,82-50,19 ve
%95Cl: 4,68-52,38). Bu bulgularimizin aksine Sheidina ve ark. (79), Liu ve ark. (69),
Stefkova ve ark. (78) ve Zwarts ve ark. (14) koroner arter hastalarinda G191C

polimorfizmi ile lipid profilleri arasinda bir baglanti bulamadiklarini rapor etmislerdir.

Cinsiyet dagilimina gére ABC1 G191C genotip ve ale dagilimlari incelendiginde
ise tim ¢alisma grubunda G191C B aleli tasima oran erkeklerde kadinlara gore anlamli
seviyede yiiksek bulunmustur (x* 4,220, p:0,05, OR: 3,84, %95CI: 0,98-15,08).

Sol ventrikll hipertrofisi ve sol atriyum dilatasyonu bulunan M1 hastalarimizin
hepsi ABC1 G191C B alleli tasimaktadir. Bu iki hastaliklailgili olarak G191C ve C69T
polimorfizmlerine ait yayinlanmus baska bir calisma bulunmamaktadir. Benzer bir
calisma olarak Liu ve ark (69) koroner arter hastalarim akut koroner sendromu olanlar
ve stabil anjina pektoris’i bulunanlar olarak G191C polimorfizminin dagilimi agisindan
incelemistir. Calismada G191C BB genotipinin akut koroner sendromu olan hastalarda
stabil anjina pektoris’i olanlara gore daha yuksek oranda bulundugunu géstermislerdir.

Sigara icimi TUrk populasyonunda en yaygin rastlanan kardiyovaskiler risk
faktorlerinden biridir. Yetiskinlerde kadinlarin %22’s ve erkeklerin % 58’inin sigara
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ictigi rapor edilmistir (102). Calismamizda hiperkolesterolemili hastalarin %45’i ve tim
grubumuzun ise %38’i sigaraicmekte olup ABC1 ve MVK genine ait polimorfizmlerle

sigaraicimi arasinda bir iliski saptanmanustir.

ABCAL1 genine ait diger bazi polimorfizmlerde koroner kalp hastaarinda
calisilmistir (116-118).

Evans ve Bell (116) koroner kalp hastalarinda ABCA1 R219K K aldinin
saglikli bireylere gore daha distk olarak gozlemlemis ancak R219K varyanti ile lipid

profilleri arasinda bir iliski saptamamisglardir.

ABCA1 R219K polimorfizmi ile ilgili olarak yapilan baska bir ¢calismada Cin
populasyonunda RK+KK genctiplerinden birini tasiyan koroner arter hastalarimin RR
genotipi tasiyanlara gore koroner kalp hastaliklar igin daha yiksek risk tasidig:
gosterilmistir. Aym zamanda saglikli grupta K alei tasiyanlarda plazma HDL-
kolesterol dizeyleri tasimayanlara gore daha yiksek oranda saptanmustir (117).

Lutucuta ve ark. (118) lipoprotein ve koroner ateroskleroz calisma grubunda
ABCAL -477CIT, -419A/C ve -320G/C gen polimorfizmleri ile koroner ateroskleroz

arasinda bir iligki saptamarmislardir.

Calismamiz M1 grubunda bulunan dort hastamizda preoperatif donemde koroner
anjiyografi uygulanmistir. Hastalarin lezyonlari  “‘qualifying’’ lezyon (kalp damar
capinda %30-%75 oramnda stenoz bulunmas)) ve total okllzyon olarak
siniflandirilmigtir (118). Bu simiflamaya gére bu dort hastada birden fazla “‘qualifying’’
lezyon oldugu ve hastalarin bir tanesinde de bir koroner arterde total oklizyon oldugu
gbzlemlenmistir. Bu dort hastanin genotiplemesine bakildiginda ABC1 G191C genotipi
bakimindan tim hastalannmiz A alleli ve C69T genotipi bakimindan C aldli
tasimaktadirlar. Koroner anjiyografi yapilan hasta sayimizin az olmasi bu verinin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigim gdstermemekle birlikte ¢alismamizin

literatOr ile uyumlulugunu kamtlamaktadir.

Diger bir calismada ailesel hiperkolesterolemisi olan hastalarda ABCA1 R219K
varyant: ile plazma HDL-kolesterol diizeyleri arasinda bir iliski gdzlenmemis ancak
prematire koroner arter hastaligi bulunanlarda R219K K allelinin daha yuksek oranda
bulundugunu belirtilmistir. Bu sonuclar ile ABCA1 R219K varyantimn ailesel

hiperkolesterolemisi olanlarda ateroskleroz gelisiminde ve ilerlemesinde etkin
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olabilecegini ileri surtimostdr (119). Calismamizda hiperkolesterolemili hastalarda
ABCl C69T ve GI191C vayantlarimn dagilimlarn  agisindan  bir  farklilik

gbzlemlenmedigi gibi plazma HDL-kolesterol diizeyleri ile de bir iliski bulunmarmstir.

Mevaonat Kinaz (MVK), geni izoprenoid/kolesterol biyosentezinde yer alan
mevalonat’1 fosforilleyerek 5-fosfomevalonat olusumunu katalizleyen bir enzimdir.
Enzim bu islevini ATP kullanarak gerceklestirir. Mevalonat kinaz ilk olarak domuz ve
sican karacigerinde sitozolik bir enzim olarak saflastirilmustir (80,18). Kolesterol
sentezini diizenleyen mekanizmalar icerisinde en ¢ok calismalara konu olan HMG-CoA
reduktaz enzimidir. Ancak Mevalonat kinaz enziminin de yapilan gesitli ¢alismalar
dikkate alinarak kolesterol biyosentezinde diizenleyici rol oynadigi distnulmektedir.
Kolesterol dustrtcl ilaclar veya diyetle tedavi edilen sicanlarda mevalonat kinaz
protein ve aktivite duzeyleri incelendiginde bulgular sican karacigerinde mevalonat
kinaz enzim aktivitesinin, enzimin sentez ve degradasyonunun oran ile dizenlendigi
gosterilmistir. Diyetlerinde yalmz kolesterilamin veya kolesterilamin ile beraber
lovastatin veya kolesterilamin gibi kolesterol dusirict ajanlarla beslenen sicanlarda
hepatik mevalonat kinaz aktivitesinin yaklasik 3-6 kat arttig1 belirtilmistir (18).

Mitchell ve ark. yedi giin siire ile %1 kolesterol diyeti ile besledikleri siganlarin
karacigerinde mevalonat kinaz aktivitesinin %50 oraminda azaldigi belirtilmistir (19).
Ayni arastirmaciya ait bir diger yayinda ise ondért gin sire ile %1 kolesterol iceren
diyetle bedenen hindilerde karaciger mevalonat kinaz aktivitesinin azaldig:
gosterilmistir (18).

Ayrica yapilan hayvan deneylerinde sicanlarda aclik etkisi ile mevalonat kinaz
aktivitesinde anlamli bir degisikligin olusmadig: belirtilmistir (120).

ilk olarak sitozolik bir enzim olarak bulunan mevalonat kinazin daha sonralar:
peroksizomal bir enzim olabilecesi ileri surilmistir (81). Ozellikle peroksizomal
metabolik hastaliga sahip bireylerde distk plazma kolesterol diizeylerine rastlanmasi bu
savi destekleyen en onemli faktér olmustur (16, 82, 83, 121). Ayrica Zellweger
sendromlu hastalarin baz: fibroblast ve karaciger hiicrelerinde mevalonat kinaz enzim
aktivitesinde ise kayda deger bir dusts rapor edilmistir. Zellweger hiicrelerinde gorilen
peroksizom kayiplar1 nedeni ile peroksizomal enzimlerin sitozole yanlis lokalize olmasi
ve bunu takiben inaktive olmalari sonucu mevalonat kinaz enziminde bu aktivite

kaybinin olustugu gorust bildirilmistir (16, 121, 122).
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Bu calismamizda Mevalonat Kinaz genine ait V3771 gen polimorfizmine ait
mutasyon incelemesi  yamlmuistir. Bu mutasyon bugine kadar 06zellikle
hiperimminglobin D, Ailesd ates sendromu, mevalonik asidiri gibi hastaliklarda
calisilmis ve bu hastaliklarlailgili oldugu gosterilmistir (89-91).

Calismamizda MVK V3771 gen polimorfizmine ait bir mutasyona
rasttanmamistir. Bu sonug ile kolesterol biyosentezinde gérev aan bu enzimin
hiperkolesterolemik hastalarda mevcut olan lipid metabolizmas bozukluklar: ile

herhangi bir iliskisinin olmadig1 yoninde bir gorus edinmemize neden olmustur.

Sonug olarak diyebiliriz ki;

Calisma gruplari arasinda ABC1 C69T genotip ve alélerinin dagilimlar:
acisindan anlamli bir fark bulunamamustir.

ABC1 C69T CC genotipi tasiyan hiperkolesterolemili hastalarda CT genotipine
gbre VLDL-kolesterol ve Trigliserid dizeyleri anlamli derecede yiksek olarak

bulunmustur.

Miyokard infarkttsi gecirmis grupta ABC1 C69T CC genoctipi tasiyanlarda CT
genotipi tasiyanlara gore VLDL-kolesterol, Trigliserid ve diastolik kan basinci

duizeyleri anlaml1 derecede yiksek oldugu gozlenmistir.

TUm grupta ABC1 C69T CC genotipi tasiyanlarda CT genotipi tasiyanlara gore
VLDL-kolesterol diizeyi anlamli derecede yUksek olarak saptanmustir.

Bu sonuglar dikkate alindiginda ABC1 C69T CC genotipinin ¢6zellikle plazma
trigliserid ve VLDL-kolesterol dizeyleri Uzerinde rol oynayabilecegi gorist elde
edilmistir.

Kontrol grubunda ABC1 G191C BB genotipi (1,89 kat) ve B aldi (0,9 kat)
tasima riski hiperkolesterolemili hasta grubuna gore artmis olmakla beraber istatistiksel

olarak bir anlamlilik bulunamamustir.

Kontrol grubunda diyabetik gruba gére ABC1 G191C B all€li tasima oran
istatistiksel olarak yuksek oldugu saptanmustir.

Diyabetik hastalarda ABC1 G191C AA genotipi tasima riski M1 ( p:0,023) ve

kontrol grubuna ( p:0,001)gore anlamli olarak artmustir.
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Diyabetik hastalarda ABC1 G191C BB genctipi tasiyanlarda AB genotipi
tasiyanlara gore aclik kan sekeri daha yiksek bulunmustur.

Miyokard infarktlsl gecirmis grupta ABC1 G191C AA genotipi tasiyanlarda
VLDL-kolesterol diizeyi BB ve AB genoctipi tasiyanlara gére anlamli derecede yuksek
olarak gozlenmistir.

Tuim grupta ABC1 G191C AA genctipi tasiyanlarda BB ve AB genotipi
tasiyanlara gore total kolesterol, LDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol diizeyleri anlamli
derecede yuksek olarak bulunmustur. Bu sonug, G191C mutasyonunun Tirk
populasyonunun lipid profilleri Uzerinde bir etkis oldugu yonunde izlenim edinmemize

neden olmustur.

Hiperkolesterolemili hastalarda ve tim ¢alisma grubunda cinsiyete gére ABC1
G191C ve C69T polimorfizmlerinin dagilimlar: incelendiginde G191C B aeli tasima
oran erkeklerde kadinlara gore anlaml1 derecede yiiksek oldugu saptanmustir.

Sol ventrikdl hipertrofisi (LVH) bulunan M1 hastalarinin tamami ABC1 G191C
B dldi tasimakta iken C69T alleleleri bakimindan %75°i T, % 83’0 C dldi
tasimaktadir. DLA gorulen MI hastalarinin ise tamami G191C B alleli ve C69T CT
genotipi tasimaktadirlar. Bu konuda istatistiksel sonug verebilecek hasta sayimiz
olmamasina karsin LVH ve DLA icin G191C B allelinin bir risk faktorii olabilecegi

Ongorusi elde edilmistir.

Calismamizda ilk olarak Turk populasyonunda ABC1l G191C ve C69T gen

polimorfizmlerinin dagilimlar1 gosterilmistir.

Calisma gruplarinda ABC1 C6370T, C2665T, T3212C, A(E,D)1833,1834 ve
(MVK)V377I polimorfizmlerine ait bir mutasyona rastlanmarmustir.

MVK V3771 gen polimorfizmine ait bir mutasyona rastlamamis olmamiz nedeni
ile kolesterol biyosentezinde gorev alan bu enzimin hiperkolesterolemili hastalarda
mevcut olan lipid metabolizmas: bozukluklar: ile herhangi bir iliskisinin olmadig:

yoninde bir goris edinmemize neden ol mustur.

Calismamiz Turk populasyonunda bugine kadar yayinlanmarmis olan ABC1
transporter gen ailesine ait C69T ve G191C polimorfizmlerinin plazma lipid dizeyleri
Uzerinde etkili rol oynayabilecegi yoninde izlenim edinmemize neden olurken MVK
V3771 genine at herhangi bir mutasyona rastlamamis olmamiz bu mutasyonun
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kolesterol biyosentezinde populasyonumuzda etkin rol oynamadigi yontinde bir sonuca

varmamizi saglamstir.

Koroner anjiyografi uygulannus dort MI hastamuzin hepss ABC1 G191C
polimorfizmi icin A alleli ve C69T polimorfizmi icin C alleli tasimaktadirlar. Koroner
anjiyografi yapilan hasta sayimizin az olmasi bu verinin istatistiksel olarak anlaml1 olup
olmadigint gostermemekle birlikte ileriki calismalarimiz icin 6énemli bir bulgu
niteligindedir.
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