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SIMGE VE KISALTMALAR

ACAT: Agil Kolesterol Agil Transferaz,

AH: Ailesel Hiperkolesterolemi

APOB: Apolipoprotein B,

AUG: Baslama Kodonu,

cDNA: Complementary DNA,

CRP: C Reaktif Protein,

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit,

EGF: Epidermal Growth Factor,

HDL.: Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein,

HMG-CoA: Hidroksi Metil Glutaril-Koenzim A,
IDL: Ara (orta) Yogunluklu Lipoprotein,

ISP: Ion Sphere Particles,

KAH: Koroner Arter Hastaligi,

KKH: Koroner Kalp Hastaligi,

KV: Kardiyovaskiiler,

LCAT: Lesitin Kolesterol Agil Transferaz,

LDL-K: Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Kolesterolii,
LDLR: Low Density Lipoprotein Receptor (Diisiik yogunluklu lipopretin almaci),
LP: Lipoprotein,

LPL: Lipoprotein Lipaz,

LRP: LDL reseptorii ile iliskili protein,

NGS: Next Generation Sequencing (Yeni Nesil Dizileme)
OFR: Open Reading Frames (Okuma Cergevesi),
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu,

PGM: Personel Genomic Machine

RNA: Ribo Niikleik Asit,

UTR: Untraslated Region (Proteine Donligmeyen Bolgeler)
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OZET

GAZIANTEP VE CEVRESINDE YASAYAN
AILESEL HIPERKOLESTEROLEMI HASTALARINDA LDLR VE APOB
GENLERININ MOLEKULER ANALIZi

Murat KORKMAZ

Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismani: Dog. Dr. Serdar OZTUZCU
Haziran 2016, 75 sayfa

Ailesel Hiperkolesterolemi (AH) diinyada en sik goriilen genetik hastaliklardan biridir.
Oyle ki, 500 kisiden biri bu hastaliktan etkilenmektedir. Bu hastalik, plazma diisiik
yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K) seviyelerinde artisa sebebiyet veren ve
hayatin erken donemlerinde erken koroner arter hastaligi ve diger kardiyovaskiiler
hastaliklarin riskini artiran, otozomal dominant gegis gdsteren bir genetik bozukluktur.
Hastalarin biiylik cogunlugunda diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoér (LDLR) geninde
mutasyon bulunmaktadir. Hastaligin ortaya ¢ikmasiin diger bir yaygin sebebi ise
apolipoprotein B proteinini  kodlayan = APOB  genindeki  mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. AH nin erken tanisi, hastaliktan uygun korunma ve erken tedavilere
olanak saglayarak erken koroner arter hastalig1 ve diger kardiyovaskiiler hastaliklardan
kaynakli erken 6liim risklerini azaltir. Hastaligin erken tanisinda molekiiler tan1 6nemli
gen olan LDLR ve APOB genlerinin, yeni nesil dizileme yontemi kullanarak tiim gen
dizilemesini yapilmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore, LDLR geninde, bir hastada
homozigot, bir hastada heterozigot literatiirde tanimli patojenik mutasyon saptanmistir.
Ayrica ayni aileden 4 bireyde ortak ekzonik bolgede literatiirde tanimli olmayan yeni bir
delesyon saptanmistir. APOB geninde ise, ii¢ hastada heterozigot, iki hastada homozigot
patojenik mutasyon saptanmustir. Ayrica bu gende hipertrigliseridemi ve diger
apolipoprotein B hasarlarina yol agan mutasyonlar saptanmistir. Ek olarak, iki gende de
hastaligin seyrini etkileyebilecek doniisiimler belirledik. Hiperkolesteroleminin erken
tan1 ve tedavisi olduk¢a dnemlidir ve yeni nesil dizileme yontemi ile bu hastalikla iliskili
genlerdeki mutasyonlarin tamaminin ortaya ¢ikarilmasi, kisiye 6zgii hastaligin tanisi ve
hastaligin seyrinin belirlenmesi agisindan biiyiik dneme sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Ailesel Hiperkolesterolemi, LDLR, APOB, Yeni Nesil Dizileme



ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF LDLR AND APOB GENES
IN PATIENTS WITH FAMILIAL HYPERCHOLESTEROLAEMIA IN
GAZIANTEP AND SURROUNDING AREAS

Murat KORKMAZ

Master of Science Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Serdar OZTUZCU
June 2016, 75 pages

Familial Hypercholesterolemia (FH) is one of the most common genetic disorders
worldwide. One in 500 people is affected by this disease. FH is an autosomal dominant
genetic disorder leads to elevation of plasma level of low-density lipoprotein-cholesterol
(LDL-C) and increment in the risk of early coronary artery disease and other
cardiovascular diseases in the early stages of life. The majority of FH patients have
mutations in their gene encoding low-density lipoprotein receptor (LDLR). The other
common cause of this disease is APOB gene mutation encoding mutant apolipoprotein B
(APOB). Early diagnosis of FH allows chance for early treatments and reduces the risk
of death by both coroner artery and other cardiovascular diseases. Molecular methods are
considered as a significant diagnostic approach for early diagnosis of the disease. In the
present study, we aimed to sequence of genes LDLR and APOB that are considered
significantly related with the disease by using Next Generation Sequencing method in 10
patient with FH. We found two pathogenic mutations in LDLR gene in two patients, one
homozygote and one heterozygote. We also detected a novel deletion in exon 4, common
of four family members. We found pathogenic mutations in APOB gene of five patients,
three heterozygote and two homozygote. We also detected mutations which cause
hypertriglyceridemia and other apolipoprotein B injuries in this gene. In addition to this,
we determined the alternations may affect the course of disease in two genes. Early
diagnosis and treatment of hypercholesterolemia are very important and revealing of all
mutation in disease-associated genes by Next Generation Sequencing method has great
importance for seity diagnosis and determining the course of disease.

Keywords: Familial Hypercholesterolemia, LDLR, APOB, Next Generation Sequencing



1. GIRIS ve AMAC

Ailesel hiperkolesterolemi muhtemelen en sik goriilen tek gen diizensizligidir. Hastalik,
yiiksek seyreden diislik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-K) diizeyleri, tendon
ksantomalar1 ve genellikle 45 yas Oncesi goriilen korneal arkuslarla karakterizedir.
Hastaligin otozomal dominant olarak goriilme siklig1 neredeyse 100% diir. Hastalik ilk

kez 1923 de ksantomalar ve kolesterol diizeylerinin iliskisi ile ortaya konmustur (1, 2).

Lipidlerin ve lipoproteinlerin plazmada birikimi, aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde
birincil anahtar siirectir. Bu lezyonlarin artmasiyla da damarlarin liimeni tikanmaya ve
ardindan normal kan akimi engellenmeye baslar. Ateroskleroz, diinyada éliimlerin en sik
sebebi olan koroner arter hastalig1 ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢gikmasina
neden olur. Ailesel Hiperkolesteroleminin erken tanisi, lipid miktarini diisiiriicii ajanlarla
uygun tedavilerin baslanarak, Ateroskleroza neden olan bu ciddi komplikasyonlarin
gelismesinden Once engellenmesi ve azaltilmasi yoniinde oldukga biiyiik 6neme sahiptir

(2, 3).

Ailesel Hiperkolesteroleminin tanisi genellikle; 45 yaslarindan once ortaya ¢ikan tendon
ksantomalar1 ya da korneal arkuslar gibi fiziksel belirtilerle, kandaki LDL-K diizeyi gibi
laboratuvar bulgulariyla ve hastanin yiiksek LDL-K diizeyi ile birlikte kardiyovaskiiler
hastalik ge¢misi degerlendirilerek konulabilir. Bu fiziksel belirtiler hastaligin teshisi igin
en azindan ii¢ yaklagim sunar. Ancak, bu fiziksel belirteglerin yoklugu hastaligin tanisini
g0z ard1 etmek anlamina gelmemektedir. Clinkii Heterozigot Ailesel Hiperkolesterolemi
hastalarinin yaklasik yarisinda bu fiziksel belirtiler gozlemlenmemektedir ve bunu
takiben Heterozigot Ailesel Hiperkolesterolemi hastalarinda genellikle erken koroner
arter hastaligina dair bulgular goriilmez. Ustelik baz1 monogenik hiperkolesterolemilerde,
lipid plazma diizeyleri normal araliklara yakin seviyede seyretmektedir. Bu gibi
nedenlerle, Ailesel Hiperkolesteroleminin tanisinin dogrulanmasinda DNA tabanlh

genetik testlerin gerekliligi ortadadir (2, 4).

Ailesel Hiperkolesterolemi hastalarinin biiyiik ¢ogunlugunda 19. Kromozomun kisa kolu
tizerinden bulunan diisiik yogunluklu lipoprotein reseptér (LDLR) geni hasar gormiis
durumdadir. Bu da diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) partikiillerinin hiicreler

tarafindan yetersiz alimimi ve plazmada LDL-K birikimi ile sonuglanir. Cok yiiksek
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plazma LDL-K diizeylerine sahip 55 yas Oncesi insanlarin yarisindan fazlasinda erken
koroner arter hastaligi riski oldukca yiiksektir. LDLR geninde saptanan yiizlerce

mutasyonun Ailesel Hiperkolesterolemiye yol agtig1 gosterilmistir (2, 5).

Fenotipik ozellikler olarak Ailesel Hiperkolesterolemi ile neredeyse ayni olan Ailesel
Defektif Apolipoprotein B, apolipoprotein B (APOB) genindeki mutasyonlar sonucu
meydana gelmektedir. Bu mutasyonlar APOB proteinin LDLR tarafindan taninmasini
engeller ve boylece LDL partikiilleri kusurlu APOB’a baglanir ve hiicre tarafindan
almimlart gergeklesemez. Yine bunlarin yaninda LDLR mutasyonlari hiicre tarafindan
tanimama, hiicre ylizeyine baglanma ama LDL baglayama, taginamama ve islev kayb1
gibi farkli mutasyon ¢esitlerine sahiptir. APOB genindeki ¢esitli mutasyonlar Ailesel
Defektif Apolipoprotein B ile iliskili olmakla birlikte en fazla p.(Arg3527GIn) ortak
olarak tespit edilmistir. Bu gendeki mutasyonlar agirlikli olarak 26. Ekzon iizerinde
yogun sekilde tespit edilmistir. Ailesel Hiperkolesterolemiye yol agan, bu en 6nemli iki
gen olan LDLR ve APOB genlerinde yerlesik olan diger bolgelerde var olabilecek
mutasyonlarin yeni nesil dizileme yontemi ile ortaya c¢ikarilmasi ve bunun klinikte

uygulanabilirliginin olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (2, 5, 6).

Bu tez calisgmasinda; Gaziantep ve c¢evresindeki illerde yasayan Ailesel
Hiperkolesterolemi hastalarinda, bu hastalik ile iligkili; LDLR ve APOB genlerinin yeni
nesil dizileme yontemi kullanilarak tiim gen dizilemesi, bu genlerdeki mutasyonlarin
tespiti, daha once bu genlerde tespit edilmemis yeni mutasyonlarin tespiti ve bu hastaligin

teshisinde genetik taninin 6neminin belirlenmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ateroskleroz

2.1.1. Epidemiyoloji

Ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler hastaliklar diinyadaki dliimlerin en biiyiik sebebidir.
Sadece 2008 yil1 igerisinde 17 milyondan fazla insan bu hastalik yiiziinden 6lmiistiir. Bu
Olimlerin 3 milyondan fazlasi 60 yas alti bireylerde meydana gelmesinin yaninda,
hastaligin 6zellikle bu bireylerde onlenebilir oldugu belirtilmistir (7). ABD 2004 yili
verilerine gore erkeklerin %65'1 ve kadinlarin %47'sinde aterosklerotik kardiyovaskiiler
hastaligin ilk belirtisi bir kalp krizi veya ilk belirtilerin bir saat sonrasinda ortaya ¢ikan
O0lim olarak belirtilen ani kardiyak o6lim seklinde olmustur (8). Kardiyovaskiiler
hastaliktan kaynakli erken Oliimlerin orani gelismis iilkelerde %4 ve diisiikk gelirli
tilkelerde %42 oraninda bir yiizdelik fark gostermektedir. Son on yil igerisinde
kardiyovaskiiler hastaliklara bagli dliimler yiiksek gelirli iilkelerde azalirken, diisiik ve

orta gelirli iilkelerde hizla artis gostermektedir (7).

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve ani kalp krizine bagli 6liimlerin oran1 en gelismis
iilkelerde 20. yiizyilin ortalarindan itibaren 6nemli bir azalis gostermektedir. Birlesik
Krallik’ta 1950 yilinda orta yaslarda (35-69) goriilen Sliimler 100000 erkek hastanin
700’tinde goriiliirken, y11 2010°u gosterdiginde bu oran 200 hastanin daha azina kadar
gerilemistir. Yine ayn1 standartlarda gergeklesen calismanin bu kez bayan niifusunda, say1
1950°de 450 iken 2010°da 100 hastanin altina kadar gerilemistir. Kadinlar ve erkekler
birlikte ele alinirsa, 35 yasindan itibaren 35 yil igerisindeki vaskiiler 6liim riski (69
yasindan onceki vaskiiler 6liim riski) 1980°de %16 iken, bu oran 2010°da %4 e kadar
gerilemistir. Veriler genel olarak degerlendirildiginde, kiiresel olarak ateroskleroze bagl

Oliimler yine birinci sirada olmaya devam etmektedir (9).

Ulkemizde de ateroskleroza bagli gelisen kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynakli
Oliimler birinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye'de Eriskinlerde Kalp Hastaligi ve Risk
Faktorleri Siklig1 Taramasi1 (TEKHARF) verileri incelendiginde iilkemizde koroner arter
hastalig1 (KAH) goriilme siklig1 45-54 yas grubunda %6 iken, 55-64 yas grubunda %17

civarina, 65 yas ve tizerindeki bireylerde ise %28 dolaylarina kadar yilikselmektedir. S6z



konusu goriilme sikliklart 1990 yilindakilere kiyasla 50 yas iistii kesimde %80 oraninda
artmistir. Ulkemizde yine TEKHARF calismasinin verilerine gore tiim dliimlerin %42’si
koroner kalp hastaligina, %10’u da serebrovaskiiler hastaliklara baglidir. Bu iki veri bir
araya getirildiginde ateroskleroza bagl 6liimler hemen hemen tiim 6liimlerin yarisindan

sorumlu gibi géziikmektedir (10) (Sekil 2.1.).
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Il Koroner Serebrovaskiiler Il Diger

Sekil 2.1. TEKHARF’de 6liim sebebi dagilimi (10).

2.1.2. Etiyoloji

Ateroskleroza sebep olabilen cesitli anatomik, fizyolojik, davranigsal ve genetik risk
faktorleri bildirilmektedir (8). Ateroskleroza bagl gelisen kardiyovaskiiler hastaliklarin
yaklasik %80’inin ortaya ¢ikmasi; sigara, yiiksek kan basinci, lipidlerin hasari, glukoz
metabolizmasi, yliksek oranda tuz alinimi, doymus yaglar ve rafine sekerlerinin alinimi
gibi sagliksiz beslenmeler ve fiziksel hareketliligin azlig1 gibi faktorlerle agiklanabilir.

Bunlarin yani sira yine birgok faktor de ateroskleroza neden olabilmektedir (7).

Ateroskleroza dair kanitlar, ergenlik donemindeki ve geng eriskinlerin otopsilerinde

ortaya ¢ikarilmistir. Bu klinik operasyonlarda, aterosklerozun olugsum siirecinde olusan



lezyonlar olan ateromlarin hayatin erken donemlerinde bile ortaya cikabilecegi goriiniir

olarak kanitlanmistir (7).

Kardiyovaskiiler hastaliklara yol agan ve biiylik 6neme sahip olan risk faktérleri su

sekilde detaylandirilabilir:

Sigara

Sigara kullanimi ve temel aterosklerotik hastalik mekanizmalar1 arasindaki iliski agikca
belirtilmistir. Sigaranin ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler hastalik riskini neredeyse iki

kat arttirdig1 ortaya konmustur (7).

Serum Lipidleri

Serum lipidleri ve aterom olusumlar1 arasindaki iligki yaklasik yiiz yil once yapilan
caligmalarda ilk kez ortaya konmakla birlikte bircok ¢alismada serum lipidlerinin anormal
diizey farkliliklarimin ateroskleroz meydana gelmesinde ¢ok Onemli bir risk faktorii
oldugu vurgulanmistir. Ozellikle HMG-CoA baskilayici olan statinler gibi lipid diisiiriicii
ajanlarla gerceklestirilen tedaviler sonucu ortaya ¢ikan veriler bu risk faktoriiniin

hastaliga direk etkili olabildigini gostermistir (7).

Kan Basinci

Yiiksek kan basincinin kotii ve siddetli kardiyovaskiiler sonuglariyla baglantili oldugu
cok sayida deneysel ve gozlemsel ¢alismayla ortaya konmustur ve bu baglantilar hem

metabolik hem de fonksiyonel diizeyde karakterize edilmislerdir (7).

Diastolik kan basincinin (DKB), kardiyovaskiiler hastaliklarda bagimsiz ve dnemli bir
belirte¢ oldugu prospektif kohort ¢calismalar1 ve karma klinik ¢alismalarla birlikte kabul
edilmistir. Ancak daha sonra yapilan ¢aligmalarda sistolik kan basinci (SKB) iizerinde

durulmus ve hastalik riskiyle ¢ok daha giiclii bir iliskiye sahip oldugu gosterilmistir (7).

Kronik stres, fiziksel aktivite ve viicut agirligi gibi cesitli faktorler kan basinci diizeylerini
belirlemede etkilidir. Ancak en biiyliik rolii beslenme ve Ozellikle de tuz alinimi

oynamaktadir. Bulgularin biiyiikk ¢ogunlugu tuz tiiketiminin kan basici seviyeleri



tizerinde muhtemelen tek basina en biiyiik faktor oldugunu gostermistir. Hayvanlar
tizerinde yapilan caligmalar dogrultusunda kesfedilen biyolojik mekanizmalar,
INTERSALT yada INTERMAP gibi ekolojik calismalar sonucu elde edilen
epidemiyolojik bulgular ve bir prospektif kohort ¢aligmasi olan EPIC-Norfolk’tan elde
edilen veriler bu bilgileri dogrular niteliktedir. Bu bilgiler 15181nda; bircok toplumda
niifusun tamaminda tuz tiketiminin azaltilmasina yonelik girisimler, kan basinci

seviyelerinin diigiiriilmesinde en 6nemli etkenlerden biri olmustur (7).

Obezite

Obezlik ve asirt kilolu olmanin enerji aliminin ve harcanmasinin dengesizligi ile
baglantis1 oldugu bildirilmistir. Giiniimiizdeki fiziksel, kiiltiirel ve tiiketime yonelik
ortamlar obezitenin 20. Yiizyilin sonlari ve 21. Yiizyilin baslarinda bildirilen goriilme

sikliginin giderek artmasinin giiglii birer gostergesidir (7).

Adipoz (yag) dokusu metabolik olarak aktiftir ve viicut agirligi dengesini ve insiilin
direncini kontrol eden mediatorlerin (aracilarin) salinmasinda gorev alir. En 6nemlisi,
endotelyal disfonksiyonu ve ateroskleroza sebep olan trombotik yolaklar1 ve
inflamasyonu etkiler. Sasirtict1 olmayan bir sekilde, obezite ile diyabetin ve artmis
kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerinin giiglii bir baglantis1 vardir ve bu bagmtilar da

artan 0liim oranlar1 ve gesitli kanser tiirleri ile iliskilendirilebilmektedir (7).

Ancak yine de obezitenin tek basina etkisinin muhtemelen az oldugu belirtilmistir.
Etkisinin en ¢ok, daha gii¢lii risk faktorleri olan; SKB, artmis kolesterol ve diyabet gibi
risk faktorleri ile birlikte goriildiiglinde arttig1 gdzlemlenmistir (7).

Diyabet

Diyabet, koroner arter hastaligt (KAH) riskini kadinlarda yaklasik olarak 5.1 kat,
erkeklerde ise 2.4 kat artiran onemli bir risk faktoriidiir. Ayrica, geng yasta aterom
olusumlarint  hizlandirir.  Anormal glukoz metabolizmasinin  tiim  seviyeleri
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskilidir ve arteryal makrovaskiiler ateroskleroz esas

olarak diyabetin tetiklemesi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir (7).



Insanlarda diyabetle gelisen aterosklerozun gelisimini hizlandiran mekanizma
karmagiktir ve muhtemelen endotelyal disfonksiyonunu, inflamatuar aracilari,

hipertansiyonu ve bobrek yetmezligini i¢ine alir (7).

Sasirtict olmayan sekilde diyabetli erigkinlerde meydana gelen 6liimlerin temel sebebi
kardiyovaskiiler olaylara baglanmaktadir ve bu hastalarin %80’inde kardiyovaskiiler

hastaliklar gozlemlenmektedir (7).

Fiziksel Hareketsizlik

Fiziksel hareketliligin azlig1 1950°1lerden beri kardiyovaskiiler hastaliklar ve genel 6liim
oranlar1 ile iligkilendirilmektedir. Calismalardan elde edilen bulgularin biiyiik bir kisma,
siirdiiriilen hareketli yasam tarzinin, kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 6liim oranlarini
%?20-35 civarlarinda azalttigin1 géstermistir. Bunlara ek olarak fiziksel hareketliligin,
zihinsel saglik, diyabet, bazi1 kanser tiirleri ve osteroporoz gibi hastaliklar1 kademeli

sekilde azalttig1 bildirilmistir (7).

Fiziksek olarak hareketliligin arttirilmasi; artan HDL seviyeleri, azalan kan basinci,
insiilin direncinin gelismesi, glukoz toleransi ve Tip 2 Diyabet riskinin azaltilmas1 gibi
diger kardiyovaskiiler hastalik risk faktorlerini azaltict durumlarin azaltilmasini da katki
saglar. Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalar ¢ok az hareketliligin bile, siirekli televizyon
izlenimi, bilgisayar kullanimi gibi nedenlerle aktivitesi azalan Lipoprotein Lipaz (LPL)
sisteminin aktif hale getirilmesini sagladigini gostermistir. LPL sistemi, plazma trigliserit
katabolizmas1, HDL kolesterolii ve diger metabolik risk faktorlerinin kontroliinde dneme

sahiptir (7).

Diyet Sekilleri ve Diger Beslenme Faktorleri

Kalbi koruyucu besinlerin bigimleri ve diyet sekillerinin faydalar1 yedi iilkeyi iceren bir
calismada degerlendirilmistir. Meyve sebzelerin alinimi, cevizler, tam tahill iirlinler ve
baligin olumlu etkilerinin yamn sira, trans yag iceren iriinlerin, glisemik indeksi ytliksek
olan igeceklerin ve islenmis etlerin dogurabilecegi olumsuz etkilere yer verilmistir.
Dahasi, Akdeniz tipi beslenme ¢esidinin farkli kontrollerle dogrulanarak faydalari ortaya
konmustur. Sonug olarak, yararl diyet sekillerinin kardiyovaskiiler koruyucu besinlerin

alinimui ile saglanabilecegi belirtilmistir (7).



Ozetlenecek olursa, uygun diyet sekillerinin kardiyometabolik faydalari ortadadir. Bu
besinler; lif iceren besinler, saglikli yag asitleri, vitaminler, antioksidanlar, potasyum,
diger mineraller ve fitokimyasallar olarak siniflandirilirken, rafine karbonhidratlarin,
sekerlerin, tuzun, doymus yag asitlerinin ve trans yaglarin alinimin azaltilmasinin

faydalar1 kaynaklarda belirtilmistir (7).

Alkol

Alkol tiiketiminin artmasi ile kalp krizinden kaynakli 6liimlerinin seviyelerinin artmasi

arasindaki iliski arasinda biiyiik bir netlik oldugu bildirilmistir(7).

Bir¢ok {lilkede yapilan caligmalarda yiiksek oranda alkol tiiketiminin kardiyovaskiiler

hastalik riskini artirirken, az aliminin veya azaltilmasinin riski azalttig1 gésterilmistir(7).

Bu gibi sebeplerden 6tiirii alkol tiiketimi, ingiliz Kalp Vakfi, Ulusal Kalp Forumu ve

Amerikan Kalp Dernegi tarafindan tavsiye edilmemektedir(7).

Diger Risk Faktorleri

Diger tiim risk faktorlerine ek olarak; sosyoekonomik cevreler, yasam alanlari, hayat
standartlari, sosyal ve gevresel etkiler de kardiyovaskiiler hastaliklar tizerinde 6nemli rol
alabilmektedir. Bahsi gegen bu faktdrlerden etkilenen cocuklarda erken yasta koroner
arter hastalig1 riski artabilmektedir. Yine yasanilan bolgedeki geleneksel beslenme
ogiinleri ve giindelik yasamin, stres, hareket azligi gibi getirebilecegi sonuclarla
nitelendirilebilecek bu dis etkenler de 6nemli birer risk faktoriine dontisebilmektedirler

(7).

Genetik Faktorler

Ateskleroza bagl gelisen koroner kalp hastaliklarinin gelisim siirecinde genetik faktorler
de onemli bir yere sahiptir. Tiim genom {izerine yapilan son calismalarla birlikte
aterojenezin diizenlenmesinde gorev alan 50’nin tizerinde gen tanimlanmistir. Belirlenen
gen bolgelerinin %40°11ik kismi aterojeneze sebep olan risk faktorlerini diizenledigi tespit

edilmesine ragmen, geriye kalan %60’likk kismin islevi halen tam olarak
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bilinememektedir. Bu bilgiden de yola c¢ikilarak aterojenezin patofizyolojisine dair
verilerin hala tamamlanmis olmadigi ve tanimlanmaya ihtiya¢c olan bir¢ok genetik

bolgenin ve bunlarin islevlerinin tespit edilmesi gerektigi sonucu ¢ikarilabilmektedir (7).

Karmasik genetik hastaliklar ¢cok sayida genden kaynaklanmaktadir ve bu durumuyla
Mendel tipi kalittimdan farkli seyretmektedir. Ateroskleroz igin biiylik risk faktori
sayilan, hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve diyabet gibi hastaliklarin karmasik genetik
diizensizliklerinin tanimlanmasi olduk¢a Onemlidir. Bu genetik risk faktorlerinin
bahsedilen iligkili hastaliklarla iliskisi genom ¢apl isbirligi ¢alismalart (GWAS) adi
altinda calisilarak yeni mutasyonlar tanimlanmis ve hastaliklarla genetik etkiler arasinda

iligkiler ortaya konmustur (7) (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Aterosklerozun kalitsal tahminleri, risk faktorleri ve genetik ¢esitlilik
yiizdeleri (7).

GWAS tarafindan GWAS tarafindan

Risk faktorii Kalitim
tamimlanan bolge aciklanan genetik
sayisi cesitlilik yiizdesi
Koroner Arter
Hastahgi/Miyokard  40.50% 46 6%
Enfarktiis
~30% 28 0.9%
Kan Basinct
Diyabet
26% 63 ~10%
LDL
Kolesterolii 45-60% 36 ~25-30%
HDL 47-62
Kolesterolii 7-62% 47 ~25-30%
Lp(a) 65-94% 4 ~20%
Sigara Bagimliligi ~50% 5 1%

GWAS, genome-wide association studies (genom ¢apli isbirligi caligmalart); LDL, low-density

lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein; Lp(a), lipoprotein(a).
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2.1.3. Aterosklerozun Biyolojik ve Genetik Yapisi

Viicutta normal bir arter {i¢ tabakadan meydana gelmektedir. En i¢te bulunan ve intima
kilifi olarak adlandirilan tabaka; kanin tizerini Orten en alt katman zar1 olusturan endotel
hiicrelerinden olusmaktadir. Ateroskleroz deneylerinde kullanilan birgok hayvan tiiriiniin
aksine, insandaki intima kilifi igerisinde kusursuz kas hiicreleri (SMC) olarak adlandirilan
hiicreler yerlesik halde gozlemlenmistir. Medya kilifi adi verilen orta tabakada ise
SMC’ler karmasik bir hiicre dist matrisi i¢ine gomiilii vaziyette bulunmaktadir.
Ateroskleroz deneylerinde ¢alisilan arterler genellikle elastik yapidaki arterlerdir. Bunun
sebebi ise, medya kilifinda sinirlar1 agikga belli olan SMC’lerin tabakalar1 arasindaki
yalanci elastin katmanlar1 sayesinde, bu arterlerin goriiniir hale gelmesidir. Arterin en
disinda bulunan ve adventisya adi verilen tabaka ise, mast hiicrelerini, sinir uglarini ve

mikro damarlar1 icermektedir (11).

Aterosklerozun baslama agsamalari; 16kositlerin aktive edilmis endotel tabakaya
yapigmasi, baglanmis 16kositlerin intima kilifina dogru yonlendirilmis go¢ii, monositlerin
makrofajlara olgunlasmasi (¢ok sayida l6kositin toplanmasiyla gerceklesmektedir) ve

koptik hiicrelerin olusmasi basamaklarini icermektedir (11).

Lezyon gelisimi, SMC’lerin medya kilifindan intimaya gocti, intima kilifinda yer alan ve
medya kilifindan tiireyen SMC’lerin ¢ogalmasi ve kollajen, elastin ve proteoglikanlar gibi

hiicre dis1 matris makromolekiillerinin artan sentezi ile ger¢eklesmektedir (11).

Plaklasmis makrofajlar ve SMC’ler ilerleyen lezyonlarda dlebildikleri gibi bazilar1 da
apoptoz ile dliirler. Olmiis ve 6lmekte olan hiicrelerden tiireyen hiicre dist yag bir plagin
merkez bolgesinde toplanabilir ve bunlar genellikle lipit veya nekrotik c¢ekirdek olarak
adlandirilmaktadir. Ilerleyen plaklar ayrica kolesterol kristalleri ve mikro damarlari da

igerebilirler (11).

Aterosklerozun en son komplikasyonu olan tromboz, siklikla aterosklerotik plagin
fiziksel olarak parcalanmasini zorlagtirmaktadir. Etkin kan pihtilasma bilesenlerinin,
plagin i¢ kismindaki doku faktorlerine gelerek etkilesime gectigi fibroz kapagindaki bir
kirik, trombozun damar liimenine kadar uzanmasimi tetikleyerek, kan akisinin

engellenmesine yol agmaktadir (11) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Aterosklerotik lezyonlarin gelisim evreleri (11).

LDL'nin damar intima kilifinda oksitlenmesi (oxLDL) ateromlarin meydana gelmesinin
ilk basamagidir. oxLDL tarafindan uyarilan endotel hiicreleri, kandaki monositlerin
damar duvarina dogru hareket etmesine neden olur. Monositlerin makrofajlara dontistimii
ve kiimelenmis oxLDL'nin aver almaglar tarafindan bu hiicrelerin i¢ine dogru alinmasi
sonucu kopiik hiicreler ad1 verilen hiicreler olusur. Damar diiz kas hiicrelerinin uyarilmasi
bu hiicrelerin harekete ge¢mesine ve ¢ogalmasina neden olur. Doku Faktorii (Tissue
Factor, TF), diiz kas hiicreleri ve makrofajlarin yiizeyinde belirginlesir ve birikmis

fibrinin, fibrinojene doniismesine neden olmaktadir (8) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. LDL’nin damar intima kilifinda oksitlenmesi ve aterom olusumu (11).
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2.2. Ailesel Hiperkolesterolemi
2.2.1. Epidemiyoloji

Ailsel Hiperkolesterolemi (AH) en sik gdzlenen kalitsal hastaliklardan biridir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde yaklasik 620.000 kisinin bu hastaliktan etkilendigi gosterilmistir
(2,12, 13). 1920’lerden itibaren siiregelen kolesterol hastaliklar1 ve iliskilendirilmelerinin
akabinde, 1964’ te AH’nin otozomal dominant (OD) kalittmli bir hastalik oldugu
tanimlanmis ve hastalik, fenotipik ciddiyetine gore hafif form (heterozigot) ve siddetli
form (homozigot) olarak siniflandirilmistir (2, 14). Brown ve Goldstein, kandaki LDL
partikiillerinin hiicre yiizeyinde bulunan almaglar araciligiyla hiicre icine alindigini
kesfetmislerdir ve kesfettikleri bu almaglara LDL reseptorii (almaci) (LDL-R) adim
vermiglerdir (2, 15). Bu iki bilim adami 1986’da OD hiperkolesterolemiye neden olan
molekiiler hasarin LDL-R kodlayan gende islevsel mutasyon sonucu meydana geldigini

ortaya ¢ikarmislar ve bu kesif sayesinde Nobel Odiilii’nii kazanmuslardir (2, 16).

AH, Fredrickson smiflamasina gore genellikle tip 2a hiperlipidemi hastalarim
icermektedir fakat tip 2b hatta tip 3 hiperlipidemi hastalar1 da bu grupta yer alabilmektedir
(2, 17, 18). Heterozigot AH (HeAH) hastalarina tedavi uygulanmazsa erkeklerde 4. on
yilda, kadinlarda ise 5. on yilda kardiyovaskiiler hastaliklara (KV) ait klinik bulgular
goriilmeye baslanir. Bunun yaninda, homozigot AH (HoAH) hastalarinda ciddi KV
bulgular ortalama yirmili yaslarda, hatta erken cocukluk doneminde ortaya ¢ikmaya
baslar (2, 19). 60 yasinda altindaki miyokart enfarktiisii (ME) ge¢irmis hastalarin yaklasik
%35°1, 45 yas alti ME hastalarinin neredeyse %20’si AH nedeniyle meydana geldigi
gosterilmistir (2, 20, 21).

HoAH, nadir goriilen ve goriilme siklig1 milyonda bir olan bir hastalik tiirii olmasinin
yani sira heterozigot tiirlinde goriilme siklig1 bes yiiz de bir olan orana gore daha erken
ve siddetli KV hastalik ile iliskilidir (2, 19). Ulkemizde de HoAH ile ilgili ¢ok az sayida
caligma bulunmakla birlikte, toplumumuzdaki goriilme sikligi, bu hastalarda erken tani,
yaklasim, tedavinin etkinligi, sag kalim diizeyi gibi durumlar detayli sekilde
bilinmemektedir. Ancak, gerek akraba evliliklerinin fazlaligi, gerekse geleneksel
beslenme aligkanliklarindan da yola ¢ikilarak bu oranin tahminlerden fazla olmasi
beklenmektedir (22, 23). HoAH, kendi i¢cinde LDLR aktivitesine gore almag-negatif
(LDL-R aktivitesi normalin < %2’si) ve almag-hasarli (LDL-R aktivitesi normalin %?2-

25°1) olmak iizere ikiye ayrilir. Anne ve babasi heterozigot AH tasiyicisi olan bir gocukta
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%25 olasilikla hasarli iki gen de aktarilir ve homozigot AH (anne ve babadan aktarilan
hasarli genler ayn1 ise) veya birlesik (compound) heterozigot AH (anne ve babadan
aktarilan hasarli genler farkli ise) meydana gelmektedir (2). HoAH hastalarinda total
kolesterol (TK) ve LDL-K diizeyleri sirasiyla 650-1000 mg/dl arasinda ve >600 mg/dl
olarak seyretmektedir (2, 24). Ayrica bu hastalarda azalmis yiliksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) ve normal trigliserid seviyelerine rastlanilmaktadir. Plazma

lipoprotein(a) diizeyleri de genellikle yiiksek halde seyretmektedir (2).

HeAH, en sik goriilen kalitimsal hastaliklardan biridir. Bati toplumlarinda goriilme sikligi
300 de 1 veya 500 de 1 arasinda degiskenlik gostermektedir. Yine iilkemizde oldukca
ciddi bir yayginlik gostermektedir (2, 19). Liibnanli Hristiyanlar, Fransiz asilli
Kanadalilar, Hollandali Afrikalilar, Askanezi Yahudileri, Asyali Hintliler ve Giiney
Afrika topluluklar1 gibi bazi1 toplumlarda 50-100°de 1 gibi yiiksek goriilme sikliginda
hasarli gen tasiyiciligi, yapilan ¢alismalar sonucunda gézlemlenmistir (2) (25). HeAH
hastalarinda TK ve LDL-K diizeyleri sirasiyla 350-550 mg/dl ve 200-400 mg/dl arasinda
degiskenlik gostermektedir (2, 12, 24).

2.2.2. Etiyoloji

AH’nin etiyolojisinde basta LDL reseptorii (almaci) olmak tizere, apolipoprotein B (Apo
B) veya proprotein konvertaz subtilisin/keksin 9 (PCSK9) ve bir¢ok genin mutasyonu rol
oynayabilir (26-28). AH hastalarmin yaklasik %85’inde hastaliktan sorumlu olan
mutasyon LDL reseptorii geninde bulunmaktadir. LDL reseptorii geni 19. kromozomda
klonlanip haritalanmis olup bugiine kadar AH’ye yol acan 1700’{in {izerinde mutasyon

gosterilmistir (26, 29-31).

Serum lipidlerindeki diizey farkliliklari; aterom plaklarin olusmasinda biiyiik bir risk
faktoriidiir. Serum kolesterol seviyesi %300 mg/dl’nin {izerinde bulunan bireylerde
hiperkolesterolemiye bagli olarak koroner aterosklerotik kalp hastaliklar1 gelisimi
tehlikesi, serum kolesterol seviyesi %200 mg/d]l’nin altindaki bireylerden 4 kat daha fazla
oldugu gosterilmistir (32, 33).

Ailede erken KKH hikayesi (1.derece erkek akrabalarda <55, 1.derece kadin akrabalarda
<65 yas, ME veya ani kalp 6liimii bulunmasi), diisiik HDL — kolesterol (<40 mg/dL)’dir.
HDL-kolesterol koroner arter hastaligina karsi koruyucudur ve >60 mg/dL diizeylerinde

risk faktorlerini 6nemli derecede azalttig1 belirtilmistir (32, 34).
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2.2.3. Biyolojisi ve Genetik Yapisi

LDLR geninde ortaya ¢ikan mutasyonlarin sonucunda ortaya ¢ikan agir1 artmis serum
LDL-K gibi lipoprotein partikiillerinin plazma seviyeleri; vaskiiler endotel hasari,
monositlerin makrofaj ve ardindan kopiik hiicrelerine doniisiimii, aterosklerotik
lezyonlarin gelisimi, erken ortaya ¢ikan koroner arter hastaligi, periferik arter hastalig1 ve
aort darlig1 gibi kapak hastaliklarinin meydana gelmesinde en 6nemli etkenlerdendir (2,

35-37).

AH, LDL-K diizeylerini belirleyen LDL-R, apolipoprotein B (APOB), pro-protein
konvertaz subtilisin/keksin 9 (PCSK9) veya daha az siklikla LDLR adaptor protein 1
(LDLRAP 1) proteinlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar sonucu gelisir (2, 13).
Fransa’da yiiriitiilen bir ¢alismadaki hasta grubuna goére her genin AH’ye etki ettigi
oranlar; LDLR geni %73.9, APOB geni %6.6 ve PCSK9 geni i¢in de %0,7 olarak tespit
edilmistir. Bu g¢alismadaki olgularin %18’inde ise herhangi bir genetik mutasyon
saptanmamistir. Buradan da bu hastalikla ilgili heniiz ortaya cikarilmayan genetik

mutasyonlar ve iliskili olabilecek yeni genlerin olabilecegine isaret edilmistir (2, 38).

LDLR, hepatositlerin yiizey kisimlarinda bulunan glikoprotein yapida bir almactir. LDL
taneciklerinin yiizeyindeki ApoB’a baglanarak almac-ligand karmasimi olusturmaktadir.
LDL tanecikleri LDL almacma baglanirlar, bu almaglar klatrin kapli cukurlara
taginmaktadirlar (1, 2). Bu ¢ukur tomurcuklanip hiicre igine, klatrin kapl bir vezikiil
olarak alinir. Vezikiiliin tizerindeki klatrinler tekrar hiicre yiizeyine geri giderler, vezikiil
ise bir ge¢ endozom adi verilen bir karmasim ile kaynasir. Buradaki asidik ortamdan
dolay1r LDL, almacindan ayrisir, almag bir geri doniigiim vezikiilii ile hiicrenin yiizeyine
dogru tekrar hareket eder. LDL lizozomda pargalanir, i¢indeki kolesterol onun zarina
dahil olur, ardindan protein boliimiinii olusturan aminoasitler ise sitoplazmaya gegerler

(39) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. LDLR yolag1 ve taginimi (40).
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2.2.4. Ailesel Hiperkolesterolemi Tanis1

AH o6zellikle ¢ocuk yaslarda tanisi ortaya konmayan ve yeterli bir sekilde uygun tedavi
stireci izlenemeyen bir hastaliktir. Hastalarin yaklasik olarak %20’sine tan1 konulabilir
(2,24). AH olgularinda, erken donemlerde goriilen KV hastaliklarin ortaya ¢ikma riskinin
normal niifusa oranla 20 kat arttif1 gosterilmistir (24). Hastaligin erken tanisin, uygun
korunma ve tedaviye imkan taniyarak KV hastaliklardan kaynakli 6liim oranlarini
azalttigr bildirilmistir. Klinik bulgular hastaligin tanisinin koyulmasinda oncelikli bir
yaklasim sunmaktadir. AH tanisinda; tendon ksantomalar1 ve genellikle 45 yas Oncesi
goriilen korneal arkuslar gibi klinik bulgular, aile dykiisii ve yiiksek kolesterol diizeyi gibi

etkenlerin bir arada degerlendirilmesinden yararlanilmaktadir (2) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. Ailesel Hiperkolesterolemi’nin farkli klinik bulgular1 (41).

A) Korneal arkus ve ksantelezma, B) Ekstansor tendon ksantomlari, C) ve D) Asil tendon ksantomalari
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Tendon ksantomlari, en fazla asil tendonunda goriilirken daha az siklikta el
parmaklarinin ekstansor kaslarinda daha az siklikla goriilebilmektedir. Diz kapaklarinda
da daha nadir de olsa goriilebilmektedirler (2). Tendon ksantomlar1 geng olgularda daha
az gorilmektedir. Asil tendonundaki ksantomlar tendonlarda meydana gelen
iltihaplanmalardan dolay1 ortaya ¢ikmaktadirlar. AH’de normal niifusa kiyasla gore 6 kat
fazla gozlemlenmektedir (2, 42). Bazi HeAH olgularinda trigliserit kalintilarinin
birikmesi sonucu nadiren tiiber6z ksantomlar1 meydana gelebilmektedir. HoAH
olgularinda ise kalint1 birikmesi oldukca fazladir ve haliyle tiiber6z ksantomlar daha fazla

goriilmektedirler (2, 25).

Korneal arkuslar eger 45 yasindan once ortaya ¢ikarsa AH tanisinda dnemli bir belirte¢
haline gelmektedir. Tiiber6z ksantomlar veya ksatelazmalar AH i¢in 6zgiin degildir ancak
erken yastaki olgularda gozlemlenirse AH tanis1 goz oniinde bulundurulmalidir. Yine de
tim bu klinik bulgularin yoklugu, AH’nin tamisint goz ardi etmek anlamina

gelmemektedir (2).

AH’nin klinik tanisinda kullanilan uluslararast kabul edilmis bir tant kriteri
bulunmamaktadir. Farkli iilkelerde farkli sekillerde hazirlanilmis ve kullanilmakta olan
kriterler bulunmaktadir (2). En yaygin olarak basvurulan ve kabul goren tani kriteri
dizileri; Amerika Birlesik Devletlerinde, MEDPED (Make Early Diagnosis to Prevent
Early Death - Erken Oliimden Korunmak Igin Erken Teshis Koy) (43), Birlesik
Krallik’taki UK Simon Broome (44) ve Hollanda’daki Dutch Lipid Clinic (29)
kriterleridir (1, 2, 19) (Tablo 2.2). Bu kriterler Hollandali ve Ingiliz bilim adamlari
tarafindan gelistirilmis olup; aile Oykiileri, 6zge¢mis, fiziksel bulgular ve genetik
mutasyonlara ek olarak kolesterol diizeylerini kapsamaktadir. Bu kriterlere gore hastalar
kesin, muhtemel ve olas1 AH siniflarina ayrilmislardir. MEDPED kriterlerindeki farklilik,

tani1 kriteri olarak sadece kolesterol seviyelerinden yararlanmasidir (2, 29, 44).
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Tablo 2.2. Ailesel hiperkolesteroleminin klinik tanisi i¢in kullanilan kriterler (2)

ABD: MEDPED Kkriterleri

Total kolesterol (ve LDL-K) diizeyleri, mg/dl

Yas (yil) Birinci derece ikinci derece Ugiincii derece  Normal

akraba akraba akraba popiilasyon Risk
<18 220 (155) 230 (165) 240 (170) 270 (200)
20 240 (170) 250 (180) 260 (185) 290 (220) %98 dzgiilliik
30 270 (190) 280 (200) 290 (210) 340 (240) %87 duyarlilik
40+ 290 (205) 300 (215) 310 (225) 360 (260)

Birlesik Krallik: “Simon Broome Registry” Kriterleri

Total Kolesterol Ozellik Risk
diizeyleri

Eriskin:  >290  (190) DNA mutasyonu Kesin AH
mg/dl

Cocuk: >260 (155) L )
mg/dl Hastada veya birinci/ikinci derece akrabasinda tendon ksantomlart Kesin AH

Ikinci derece akrabada <50 yas veya birinci derece akrabada <60 yas

ME igin aile dykiisii veya eriskin birinci veya ikinci derece akrabada

>290 mg/dl TK veya ¢ocuk ya da < 16 yas 260 (155) mg/dl TK i¢in 31,5, AH
aile oykiisii

Hollanda: “Dutch Lipid Clinic” Kriterleri

Puan Ozellik Risk

1 puan Birinci derece akrabada erken baslangigli KVH veya >95.persantilde

LDL-K diizeyi veya erken baglangicli PAH veya SVH veya 155-189
mg/dl LDL-K diizeyi

2 puan
Birinci derece akrabada tendindz ksantom veya korneal arkus veya
<18 yas birinci derece akrabada >95. persantilde LDL-K diizeyi
veya KAH oykiisii
3 puan L Olas1 AH
190-249 mg/dl arasinda LDL/K diizeyi
(3-5 puan)
4 puan <45 yas alt1 hastada korneal arkus
5 puan 250-329 mg/dl arasinda LDL-K diizeyi
6 puan Tendon ksantomu Muhtemel AH
>330 mg/dl LDL-K diizeyi veya LDLR geninde fonksiyonel (6'7, puan)
8 puan Kesin AH

mutasyon

(>8 puan)

AH: Ailevi hiperkolesterolemi, LDL-K: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol, TK: Total kolesterol,
KVH: Kardiyovaskiiler hastalik, PAH: Periferik arter hastaligi, SVH: Serebrovaskiiler hastalik, KAH:
Koroner arter hastaligi, ME: Miyokart enfarktiisii, LDLR: LDL almaci.
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2.2.5. Ailesel Hiperkolesterolemi Tedavisi

AH’de basta statin olmak {izere bir¢ok antilipit ajanlarla tedavi saglanabilmektedir.
AH’de hastaligin siddeti LDLR yogunluguna baglidir. Bu nedenle HoAH’de statin gibi
antilipit ajanlar vasitasiyla istenilen LDL-K seviyelerini elde etmek oldukca zor hatta
imkansiza yakindir. Dolasimdaki aterojenik ApoB igeren lipoproteinlerin mekanik olarak
temizlenmesi temeline dayayan aferez tedavisi, halen HoAH’de en etkili tedavi
yontemidir. Elbette hiperkolesteroleminin doymus yaglar1 icermeyen, kolesterolil
olduke¢a az iceren diyet programlari bu hastalar i¢in de uygulanmalidir. Ancak, LDL-K
diizeylerine bu diyetin etkisi ¢ok sinirlidir. Diyetle birlikte tiim risk faktorlerine yonelik
yasam tarzi degisiklikleri her yastaki HoAH olgusuna uygulanmalidir. Hastalara fiziksel
hareketlilik programlar1 6nerilirken koroner lezyonlar ve aort darligmin siddetinin gz

Oniine alinmasi gerektigi bildirilmistir (22, 45).

Antilipit tedavi (statinler), AH hastalarinda taninin ardindan uygulanmaya baglayan
onemli bir ilag¢ tedavisi yontemidir. HOAH olgularinda LDL-K diizeylerini istenilen
degerlere ¢ekmese de KV durumlarin ortaya ¢ikmasini engellemesi veya oOtelemeleri
sebebiyle tan1 ilk kondugu anda hastaya uygun kabul edilebilir en yiiksek dozla tedaviye
baslanilmalidir. Statinler, almag¢ negatif HoAH’de de tedavi siirecinin 6nemli bir
parcasidir (22, 46). Hastanin genetik durumuna gore statinlere yanit degisebilmektedir.
Olgularin biiyltik bir ¢ogunlugunda LDL-K diisiisii en fazla %10-25 dolaylarinda
saglanabilmistir (22, 47). ila¢ tedavisinde ikinci asama statin tedavisinin devaminda
hastaya, kolesterol emilim inhibitorii olan ezetimibe verilmesidir (22, 45, 48). Bu
tedavinin baslamasiyla da LDL-K diizeylerinde ek olarak %15 oraninda bir diisiis
saglanabilmektedir. Bu olgularda asemptomatik olsalar da antilipit tedavi disinda, asetil
salisilik asitin verilmesi, olusabilecek KV durumlari 6nlemede ek olarak tavsiye

edilebilmektedir (22, 45).

[k olarak 1975 yilinda uygulanmaya baslanan lipitlerin kandan ayrigtirilmasi metodu,
gelistirilen aferez teknikleri ile AH’de, 6zellikle de HoAH’de gilinlimiiz temel tedavi
yontemi olarak kullanilmaktadir. Gelistirilen aferez metodlarin secicilik olduk¢a 1yi
seviyededir. En yiiksek aterojenik riski bulunduran, Apo B-100 ihtiva eden lipoproteinler,
HDL-kolesterolii ~ ve  diger plazma  proteinleri  etkilenmeden  kandan
ayristirilabilmektedirler (22, 49). Tam kan araciligi ile plazmadan LDL ayristirilmasi, son

yillarda 1yi sekilde gelistirilmis oldugu ve hala en etkili metod olarak kullanildigi
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belirtilmektedir (22, 49, 50). LDL aferezi metodunun basarili kabul edilebilmesi i¢in akut
donemde LDL-K seviyesinde yaklasitk olarak %60 azalma yakalanabilmesi
gerekmektedir (22). Diizenli lipit aferezine giren olgularin %25’inde KV hastalik
siddetinde artis ya da yeniden ortaya ¢ikma gibi durumlar literatiirde bildirilmektedir (22,
51). Bu durum temel kolesterol degerlerine kiyasla aferez yontemiyle %45-60 azalma
yakalanmasina ragmen ortaya c¢ikmaktadir. Bu veriler, aferezle saglanan lipit

seviyesindeki azalmanin, siirekli olmamasi ile yorumlanmaktadir (22).

AH tedavisinde lipit aferezi onemli derecede hayat kurtarict olmasina karsin, giindelik
hayatta uyum saglanabilir ve kolay bir tedavi yontemi degildir. Bu ylizden de daha etkin
lipit seviyesini azaltict ve kolay uygulanip, takibi saglanabilen yeni gelistirilmis
tekniklere ihtiyag oldugu belirtilmistir (22). Ozellikle de Apo B seviyelerinde azalma
saglayan yeni ajanlar AH tedavisinde umut vaat etmektedir. Bu amagla ii¢ yeni grup ilag,
son donemde klinik olarak da kullanilmaya baslanmistir. Bu ilaglar; LDL-R yikimini
onleyen PCSK9 inhibitorleri, Apo B sentezini engelleyen ve mipomersen adi verilen
antisense oligoniikleotidler ve de lomitapide adi verilen, Apo-B’nin ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein ve silomikronlara aktarilmasini engelleyen mikrozomal trigliserid

transfer protein (MTTP) baskilayicilaridir (22).

Lomitapide tedavisinin, karaciger ve bagirsakta, MTTP’yi baskilayarak trigliserid ve
fosfolipitlerin, silomikron ve lipoproteinlere (VLDL) aktarilmasina engel oldugu

belirtilmistir (22, 52).

Mipomersen, ikinci nesil “Antisense oligoniikleotid” olup haftada bir derialtina
enjeksiyon yontemi ile uygulanmaktadir. Mipomersen, Apo B’yi sentezleten mesajci

RNA’ya baglanarak ribozomal Apo B sentezine engel olmaktadir (22, 53).

PCSKO9 baskilayicilari, LDLR nin yikimini engelleyerek hiperlipidemiye karsi olumlu
etkiler ortaya koymaktadirlar. HeAH olgularinda en umut verici ajan grubu olarak
gosterilmektedirler. PCSK9’u hedefleyen monoklonal antikor yontemiyle yapilan
PCSKD9 baskilamasi ile normal tedavi uygulanan heterozigot olgularda, plazma LDL-K
seviyelerinde ek olarak %65 azalma elde edilmistir (22, 54, 55).
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2.3. Lipoproteinler

Lipoproteinler; yaglar (trigliseridler, kolesterol ve fosfolipidler) ve proteinlerin bir araya

gelerek olusturdugu yapilar olarak ifade edilmektedir (32, 56) (Sekil 2.6).

Serbest yag asitleri disindaki tiim lipidler plazmada lipoprotein olarak makromolekiiller
halinde tasmirlar. Tiim lipoproteinlerin temel yapisi benzer olup kolesterol esterleri ve
trigliseridleri i¢eren bir gdvdeye, daha polar yaglardan ve apolipoproteinlerden olusan bir
dis tabakaya sahiptirler. Lipidlerin bir doku veya organdan bir baskasina taginmasi
lipoproteinlerin esas gorevi olarak belirtilmektedir. Igerdigi lipitlerle hiicrelerin tipik
plazma zarma benzeyen ve Ortiicli bir yap1 olusturan dis tabaka, sivi plazma ile igteki
polar olmayan lipid govde arasindaki bir ara tabaka olarak is goriirler. Bdylece bu polar
olmayan yiizey plazmadaki asir1 derecede ¢oziinmez olan kolesterol esterlerin ve
trigliseridlerin bir yerden bagka bir yere tasinmasina imkan saglar. Lipoprotein partikiilii

tanimlanan bu temel yapisi ile lipid taginiminda gorev yapan bir elemandir (57).

Serbest Kolesterol

Apolipoprotein C

Apolipoprotein B-100

Apolipoprotein E
Cekirdek Trigliseritler
ve Kolesterol Esterler

Sekil 2.6. Bir lipoproteinin yapisi (58).
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Plazma lipoproteinleri yogunluk, biiylikliik ve elektroforetik &zelliklerine gore
ayristirilmaktadir.  Ultrasantrifiij yontemi ile lipoproteinler yogunluklarina gore;
silomikron, VLDL-K, LDL-K, IDL-K, HDL-K olarak ayrilirlar. Lipoprotein
elektroforezi ile lipoproteinler, elektroforetik tasinabilirliklerinin farkliligina gore;
silomikronlar, beta- lipoproteinler (LDL), pre-beta-lipoproteinler (VLDL) ve alfa-
lipoproteinler (HDL) olarak siniflandirilmaktadirlar (32) (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Lipoproteinlerin 6zellikleri (59).

) Apolipoproteinler )
Lipoprotein®  Yogunluk  Boyut Elektroforetik Diger
gr/ml nm ¢ Hareket ¢ Ana Digerleri icerikleri
Silomikronlar 0.93 75-1200  Orijin Apo-B48 A1 AV, CI, CI1,Retinil esterler
(CM) CIII
Silomikron 0,93-1,006  30-80 Yavas pre- B Apo-B48  E,AL ALV, CL,  Retinil esterler
artiklari CIlI, CIII
VLDL 0,93-1,006  30-80 Pre- B Apo-B100 E.AL AIL AV, Vitamin E
CI, CII, CIII
IDL 1,006-1,019 25-35 Yavas pre- B Apo-B100 E,CI, CII, CIII  Vitamin E
LDL 1,019-1,063 18-25 B Apo-B100 Vitamin E
HDL 1,063-1,210 5-12 o Apo-Al All, AIV, E, CIi1 LCAT, CETP
paroksonaz
Lp-(a) 1,050-1,120 25 Pre- B Apo-B100  Apo-(a) -

Tim lipoprotein siniflari, degisen oranlarda fosfolipidler, esterlesmis ve esterlesmemis kolesterol ve
trigliserid igerirler.

b Partikiil yogunlugu, ultrasantrifiij ile belirlenir.
¢ Partikiil boyutu, jel elektroforezi kullanilarak 6lgiiliir.

4 Partikiiliin agaroz jel elektroforezindeki hareketi, biiyiikliigiinii ve yiizey elektriksel yiikiinii yansitir;
LDL’nin pozisyonu 3, HDL’ nin pozisyonu a olarak adlandirilir.
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2.3.1. Silomikronlar

Silomikronlar, plazmanin ultrasantrifiij yontemi ile ayrigtirilmasiyla En biiytik lipoprotein
olarak kolayca ayrisabilmektedirler. Birinci gorevleri, disaridan alinmis olan kolesterol
ve trigliseridleri, metabolizmaya girecekleri veya depolanacaklar1 dokulara tasimalaridir.
Bagirsak liimeninden emilerek epitel hiicrelerinde TG’ lere ve kolesterol esterlerine
dondiistiirilen diyetteki lipitler, apo B-48, apo A-I ve apo A-IV ile bir araya gelerek
silomikron parcaciklarini meydana getirmektedir. Emilen silomikronlar, dolasim
sistemine lenfatikler vasitastyla ulasmaktadir. Silomikronlara, yemek sonrasi plazmada
rastlanilmaktadir. 12 saatlik acliktan sonra normalde kanda silomikron bulunmaz.
Silomikron kalintilari, karaciger tarafindan plazmadan temizlenir. Silomikronlarin
kandan temizlenmesi lipoprotein lipaz (LPL) adi verilen enzimler araciligiyla
diizenlenmektedir. Silomikron kalintilarinin damar endoteline zarar vererek aterojeneze
yol agabildigi diisiiniilmektedir. Bu sebepten o&tiirii kandan temizlenmelerinin uzun
stirmemesi beklenmektedir. LPL ve apo C-II’ nin kalitsal olarak noksanligi,
silomikronlarin temizlenmelerinin uzun siirmesine sebep olabilmektedir. Bu durumda
olgularin klinik olarak aterojenez riskiyle karsilagsmasi anlamina gelindigine isaret

edilmistir (59-62).

2.3.2. VLDL

Cok diistik yogunluklu lipoproteinler yap1 ve igerik olarak silomikronlara benzerse de,
TG igeriginin daha az, kolesterol, fosfolipid ve protein iceriginin daha fazla, sentez yeri
ve tasidiklar1 TG’in tiirliniin fakli olmasi ile silomikronlardan ayrilir. VLDL en fazla
karacigerde sentezlenmektedir ve endojen TG’yi tasimaktan sorumludur. Bazi
VLDL lerin ince bagirsakta da sentezlendigi belirtilmektedir. Asir1 karbonhidrat alimima
bagli olarak karacigere serbest yag asitlerinin akiminin arttigit durumlarda VLDL
sentezinde de artis gozlenmektedir. Lipoliz sonucunda VLDL pargaciklar1 daha da
kiictilir ve “VLDL kalintilar1” ya da “IDL (orta yogunluklu lipoprotein)” olarak
adlandirilir. Orta (ara) yogunluklu lipoprotein tanimi1 VLDL nin LDL’ye dontisiirken ara
iriin olmasindan dolayidir. Karbonhidrat tabanli hipertrigliseridemilerde VLDL
parcaciklarinin hem sayis1 hem de biiyiikliigii artar ve buna bagli olarak da LDL

kolesteroliinde bir azalis s6z konusu olur (59, 63-65).
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2.3.3. IDL

AH’de IDL birikiminin goriilmesi, bu lipoproteinin normalde LDL almaglarinca
temizlendigini belirtmektedir. Bu baglanmada, IDL yiizeyinde yerlesmis olan apo E aktif

rol oynar.

2.34. LDL

Insanlardaki kolesteroliin % 60-75’i dolasimdaki kolesteroliin ana kaynagi olan LDL
vasitastyla tasinmaktadir. LDL pargaciklar1 boyut, yogunluk ve kimyasal yap1 acisindan
degiskenlik gosterebilmektedirler. LDL yapilan calismalarda, tip A (biiytik: caplari>25,5
nm ve az yogun) ve tip B (kiigiik: ¢aplari<25.5 nm ve yogun) olmak iizere iki ana sinifta
toplanmistir. B fenotipinin artmis KV riskiyle baglantili oldugu bildirilmistir. Kii¢iik
yogun LDL oksidasyona biiyiige gore daha yatkindir ve biiyiige gore dolasimdan
temizlenmesi daha uzun siirmektedir. LDL’nin 2/3’i karaciger ve LDL almaglar
vasitastyla tanmip almirken, 1/3’ii periferik hiicreler tarafindan alinmaktadirlar. Insanda
plazma LDL diizeyi ve karaciger LDL almaci sayis1 arasinda ters bir orantt oldugu
belirtilmistir. LDL almaci plazma kolesterol seviyelerin sorumlu olan temel etmendir.
Buna ilaveten, VLDL almaci, VLDL sentezinin hizi, LPL ve diger lipazlarin aktiviteleri,
ve diger metabolik olaylar LDL seviyelerini belirlemektedir. LDL almaci sayisi,
kolesterol ve doymus yag igeren bir diyette azalirken, aymi diyette kandaki LDL
kolesterol seviyelerinin arttig bildirilmistir (59, 66).

2.3.5. HDL

Yapist ile islevi arasinda siki bir iliski bulunan HDL, lipoproteinler igerisinde en
heterojen olanidir bulunmaktadir. Yap1 farkliligr sekil, boyut, yogunluk ve yiizey yiik
farkliliklarina neden oldugundan heterojeniteden sorumludur. Ultrasantrifiij yontemiyle,
yogunluklaria gore HDL> (1.063- 1.125 gr/ml) ve HDL3 (1,125- 1,21 gr/ml) olarak iki
kisma ayristirildigi belirtilmistir. HDL>’ nin plazmadaki yogunlugu ve igerdigi protein,
HDL3’tekinden daha azdir. Yapilan son ¢aligsmalarla birlikte HDL nin bu belirtilenlerden
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daha fazla alt gruplar1 oldugu bildirilmistir. Yaklasik 14 alt HDL grubu Modifiye PAGGE
(poliakrilamid gradient gel elektroforezi) yontemi ile elde edilebilmektedir (59).

HDL’nin ilk olusmaya baslayan yapisi iki tabakali diskler halinde elektron
mikroskobunda  goriilebilmektedir. Bunlar ince bagirsak ve  karacigerde
sentezlenmektedir. Bu olusmaya baslayan parcaciklar, baslica fosfolipid, apo E, apo C ve
serbest kolesterol yapilarindan meydana gelmektedir. Ilerleyen safhalarda, apo E’ lerin
yerini apo Al’ler alir ve serbest kolesterol LCAT vasitasiyla kanda esterlesme meydana
geldikce pargacik kiiresellesmeye baglamaktadir. Apo C ve apo E, genellikle karacigerde
sentezlenmesine karsin, apo Al hem karaciger hem de ince bagirsaklarda ayn1 miktarlarda

sentezlenmektedirler(59).

2.3.6. LDL Almaci

Goldstein ve Brown bu almaci tanimladiklari calismadan dolay1; 1985 yili Nobel ddiiliinii
kazanmuslardir. Bu almag glikoprotein yapida olup, molekiil agirlig1 160 000 Kd’dur, ilk
kez, hiicre kiiltiirii deneylerinde insan fibroblast hiicrelerinde gosterilmistir. Basta
karaciger hiicreleri olmak tlizere viicuttaki bir¢ok hiicrede bulunmaktadir. LDL almaci apo
B-100 ve apo E ihtiva eden lipoproteinleri baglar. Bundan dolayr LDL-K, VLDL-K,
VLDL-K kalintilari, silomikron kalintilari, IDL-K ve apo E iceren HDL-K’iin hiicre i¢ine
dogru alinmasinda gorev almaktadir. Almac-lipoprotein karmasiminin, hiicre yiizeyinde
ortiilii ukur olarak adlandirilan 6zel bir bolgeye tasinmastyla lipoproteinlerin endositozu
saglanir. Lizozomal enzimlerin etkisiyle hiicre i¢inde esterlesmemis kolesterol serbest
hale gelir. HMG- CoA rediiktaz enziminin aktivitesinin baskilanmasiyla ve LDL almag
ylizey ifadelerinin azaltilmasiyla hiicre ic¢i kolesterol birikmesinin geribildirimi
saglanmaktadir. Buna ilaveten, hiicre igindeki ACAT (agil kolesterol acil tansferaz)
enzim aktivitesinin artirilmasi ile kolesteroliin esterlesmesi ve bdylece depolanmasi
saglanmaktadir. LDL pargaciklarinin %70’1 LDL almaci vasitasiyla hiicre i¢ine alinarak
plazmadan LDL temizlenmesi saglanmaktadir. Herhangi bir almacin hasarinda ise

siddetli AH bulgulariyla karsilagilabilmektedir (59, 67, 68).
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2.3.7. LDLR Geni

LDLR, AH fenotipinin ortaya ¢ikmasinda en etkili olan gendir. 19. Kromozomun kisa
kolu {izerinde bulunan gende, 1700’lin iizerinde mutasyon tanimlanmigtir. LDL

reseptoriinii kodlamaktadir (6) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. LDLR geni (6).

a) Kromozom pozisyonu, b) Numaralandirilmis kisimlar ekzonlar1 belirtmektedir ve okla isaret edilmis
kisimlar proteinindeki denk gelen kisimlar1 gostermektedir, ¢) Ekzonik bolgelerdeki tanimlanmis 1741
mutasyonun dagilimini gosteren grafik.

2.4. Apolipoproteinler

Apopoproteinler olarak da adlandirilan proteinler hem suda (hidrofilik) hem de yagda
(hidrofobik) ¢o6ziinebilirler. Lipitlerin taginiminda ¢ok 6nemli bir yere sahiptirler ve
lipitlerle beraber lipoproteinleri meydana getirirler. Apoproteinlerin yalnizca yapisal
degil, ek olarak metabolik gorevleri de vardir. Apo B 100 ve apo E lipoproteinlerin

hiicrelerdeki almaglara baglanabilmesinden sorumlu lipoproteinlerdir (59, 69, 70).
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2.4.1. Apo B-100

Molekiil agirligr 540 kD olup 4563 aminoasitten olusmaktadir. Esas olarak karacigerde
sentezlenmektedir. VLDL’deki proteinlerin  %30’u, IDL’dekilerin  %60’1 ve
LDL’dekilerin %95°1 apo B-100’diir. Her VLDL ve LDL pargacig1 bir adet apo B-100
molekiiliinii igermektedir. Ozellikle LDL’nin ve daha az olmakla beraber diger
lipoproteinlerin hiicreler tarafindan taninmasi ve alimmasi i¢in rol oynar. Ayrica,

karacigerin VLDL sentezi ve ayrilmasi i¢in apo B-100 icermesi gerekmektedir (59).

2.4.2. Apo B-48

Apo B-100’iin amino u¢ kismindaki 1’den 2512’ye kadar olan aminoasitlerden (yani apo
B-100’1lin %48°1) meydana gelmektedir. Bu sebepten 6tiirii de LDL almacina baglanamaz.
Apo B- 48 sadece silomikron ve silomikron kalintilarinda goriilmektedir. Apo B-48
iceren biiyiik lipoprotein parcaciklart monosit, makrofaj ve endotel hiicresi yiizeylerinde
bulunan apo B-48 almacina baglanarak bu hiicrelerin kopiik hiicrelere doniismesine neden

olabilmektedir (59).

2.4.3. Apo C-1, apo C-1I, apo C-111

Bu apolipoproteinler genellikle birlikte ele alinmaktadirlar. Tamami karacigerde
sentezlenmektedir ve apo C-I silomikronlar, VLDL, IDL ve HDL nin kiigiik bir 6gesidir.
Silomikronlarin ve VLDL’nin LDL almacina ve LDL almaci ile iligkili protein (LRP)’e
baglanmasinda baskilayici bir rol oynamaktadirlar. Apo C-II silomikronlar, VLDL, IDL
ve HDL’de bulunmaktadir. LPL enziminin harekete ge¢cmesi icin gereklidir. Apo C-III
VLDL’nin biiyiik protein 6gesidir ve %40’ 1 olusturmaktadir. Silomikronlar, IDL ve
HDL’de de bulunur. Apo C-III hem lipoprotein lipaz enzimini aktivitesini baskilar hem
de silomikron ve VLDL artiklarmin karaciger tarafindan alinmasii engeller.
Hipertrigliseridemisi olan apo C-III’iin ve apo C-1II/apo C-II oraninin artig1 goriilebilir

(59).
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2.44. Apo E

Karacigerde sentezlenmektedir ve LDL hari¢ tiim lipoproteinlerde bulunur. Silomikron
ve VLDL’nin protein yapitasidir. Apo E bu lipoproteinlere HDL’den saglanmaktadir.
Plazmadaki apo E’nin yaklasik yarisini tasiyan HDL ayni zamanda apo E’nin 6nemli
fonksiyonlarindan biri olan lipitlerin ihtiya¢ fazlasi oldugu yerlerden ihtiya¢ duyulan
hiicrelere tasinmasini da saglar. Apo E karacigerde LDL reseptoriine ve “LDL reseptorii
ile iliskili protein” (LRP)’ye baglanma 6zelligi gosterir. Ayrica, son yillarda tanimlanan
VLDL reseptoriine de baglanir. Apo E2, E3 ve E4 izoformlar1 mevcuttur. LDL
reseptoriine baglanma giicline zayif olan apo E2 i¢in homozigot olanlarda VLDL birikimi

ile karakterize ciddi hiperlipidemi (tip III) gelisir (59).

2.4.5. Apo A-1

Karaciger ve bagirsakta sentezlenir. Apo A-I tersine kolesterol tasinmasinda (reverse
kolesterol transport) dnemli rol tistlenir. HDL’deki proteinin %80’ini teskil eden apo A-
I silomikronlar dahil cesitli lipoproteinlerde bulunur. Apo A-I, VLDL ve
silomikronlardaki kiiciik apolipo proteindir. HDL’deki proteinin %10’u apo A-1I"dir. Apo
A-II ve Apo A-IV’iin fonksiyonlari tam olarak aydinlatilmamistir (59).

2.4.6. Apo (a)

LDL’nin Apo B 100’ ile distilfid bag1 olan apo (a), lipoprotein (a)’nin komponentidir.
Fizyolojik rolii bilinmemektedir. Ateroskleroz patogenezindeki rolii plazminojen ile

gosterdigi homoloji ile izah edilmeye calisilmistir (59).
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Tablo 2.4 Baslica Apolipoproteinler (59).

. . Mliskili —
Apolipoprotein Kaynak Lipoprotein Islevi
Bagirsak, HDL’ nin yapisal proteini. LCAT’ i

Apo A-1 karaciger HDL, CM aktive eder.
Apo A-II Karaciger HDL, CM HDL’ nin yapisal proteini
Apo A-IV Bagirsak HDL, CM Bilinmiyor
Apo A-V Karaciger VLDL Bilinmiyor
Apo B-48 Bagirsak M Silomikronun yapisal proteini

VLDL. IDL. LDL VLDL, LDL, IDL ve Lp(a)’nin yapisal
Apo B-100 Karaciger ’ ’ ’ proteini

Lp(a)

LDL reseptor ligandi

Apo C-1 Karaciger CM, VLDL, HDL Bilinmiyor
Apo C-1I Karaciger CM, VLDL, HDL LPL’1mn kofaktorii

CM, VLDL, HDL Lipoproteinlerin almaglara baglanmasini
Apo C-111 Karaciger baskailar.

Dalak, beyin, testis, e

Apo D adrenaller HDL Bilinmiyor
Apo E Karaciger CM artiklar, IDL, LDL reseptor ligandi

HDL

CM, VLDL, LDL, Fosfatidil serine baglanmada yiiksek
Apo H Karaciger HDL egilimli
ApoJ Karaciger HDL Bilinmiyor
Apo L Bilinmiyor HDL Bilinmiyor
Apo (a) Karaciger Lp (a) Bilinmiyor
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2.5. APOB Geni

Apolipopretin B’yi kodlayan ve 2. Kromozoun kisa kolu iizerinde yerlesmis olan APOB

geni AH’de LDLR geninden sonra en sorumlu gendir. Bu gendeki mutasyonlar agirlikli

olarak 26. ekzon iizerinde bulunmaktadir. Ayn1 zamanda fenotipik 6zellikler olarak AH

ile neredeyse ayni olan Ailesel Defektif Apolipoprotein B, apolipoprotein B (APOB)

genindeki mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir (6).
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Sekil 2.8. APOB geni (6).

a) Genin 2. Kromozomun kisa kolu {izerindeki yerleskesi, b) Numaralandirilmis kisimlar ekzonlar1
belirtmektedir, c) Tanimlanmis mutasyonlari dagilimini gosteren grafik
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calismada kullanilan Ornekler Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi, Endokrinoloji ve Metabolizma Bilim Dalina Ailesel
Hiperkolesterolemi teshisi ile gelen ve LDL-K seviyeleri 300 mg/dL iizerinde olan,
hastalardan EDTA’11 tliplere 50 cc kan alinmustir.

Bu ¢alisma, Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 16.05.2016

tarihli ve 2016/160 numarali etik kurul kararlariyla uygun bulunmustur.

3.2. DNA Eldesi

Calisma yiiksek kalitede RNA icermeyen DNA gerektirir. Giren DNA’nin sonuglanan
kiitliphane {lizerinde 6nemli etkisi vardir. Yiiksek molekiiler agirlikta RNA igermeyen
gDNA izole etmek i¢in ticari olarak satilan kitler uygundur. Hastalardan alinan kanlardan
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastrma ve Uygulama Hastanesi
Molekiiler Genetik Tan1 Laboratuvarinda PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Thermo
Scientific, Waltham, USA) ile DNA eldesi islemi ger¢eklestirildi. Bu asamada asagidaki

protokol izlendi:

1. 200 pl kan 1.5 mI’lik eppendorf tiiplere eklendi.

2. Kan Orneklerinin tizerine 20 ul Proteinaz K eklendi.

3. Ardindan tizerine 20 pl RNase A eklendi.

4. Ornekler kisaca vortekslenmesinin ardindan 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

5. Ardindan 200 pl Lysis Binding Buffer eklendi.

6. Sonra 55 °C 10 dakika inkiibasyona birakildi.

7. Inkiibasyonun ardindan &rnekler iizerine 200 pl saf ethanol eklendi ve 5 saniye
vortekslendi.

8. Ardindan 6rnekler filtreli kolonlara tek seferde alindi.

9. Filtreli kolonlara alinan 6rnekler 1 dakika 10.000 xg’de santrifiij edildi.
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10. Santrifiijiin ardindan alt kisimlar atilarak filtreli kisim yeni kolonlara dizildi.

11. Filtreli kismin tizerine 500 pl Wash Buffer I eklendi.

12. Filtreli kolonlar 1 dakika 10.000 xg’de santrifiij edildi.

13. Santrifiijiin ardindan alt kisimlar atilarak filtreli kistm yeni kolonlara dizildi.

14. Filtreli kismin tizerine 500 pl Wash Buffer II eklendi.

15. Filtreli kolonlar 3 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

16. Santriflijiin ardindan alt kisimlar atilarak filtreli kisim yeni 1.5 ml’lik eppendorf
tiiplere dizildi.

17. Daha sonra filtreli kismin tizerine 100 ul Eloution Buffer eklendi ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

18. Tiipler maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi ve filtrelerden gecen DNA
tiiplere alind.

19. Elde edilen DNA’lar -20 °C’ de muhafaza edildi.

3.3. DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlart Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific,
Waltham, USA) cihaz ile tespit edilerek, ¢ikan sonuglar {izerinden hesap yapilarak DNA
yogunluklar1 2 ng/pl olacak sekilde diliie edildi. DNA yogunlugunu diliie edilecegi

miktar, Ampliseq Designer sistemi (https://www.ampliseq.com/) tizerinden tasarlanan

panel sonuglart tlizerinden karar verilir. Bu deger farkli tasarimlarda degiskenlik

gosterebilir.

3.4. Primer Havuzlarinin Tasarimi

Ailesel Hiperkolesterolemi ile iliskili bulunan en 6nemli iki gen olan LDLR ve APOB
genlerine 6zgii tiim ekzonlari, ekzon - ekzon baglanti noktalarini, bu bolgelerde 6nemli
olabilecek intronlar1 ve 5° ve 3 ug bolgelerini de kapsayan primer panel tasarimlari;

IonAmpliseq Designer sistemi (https://www.ampliseq.com/) ve UCSC veri tabani

“Genome Browser” ara yiizii (https://genome.ucsc.edu/) kullanilarak olusturuldu.
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3.5. Kiitiiphane Hazirlanmasi

Olusturulan primer havuzlar ve diliie edilen hasta DNA’larin1 da igeren karisim, Ion
AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Scientific, Waltham, USA) kullanilarak, Veriti™
Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) 1s1 dongiileyici
cihazinda PCR yontemi ile farkli kromozom bdlgelerinde bulunan ve istenilen gen
bolgeleri ¢ogaltilarak kiitiiphane hazirlama islemi asagida takip eden asamalar izlenerek

gerceklestirildi.

1. 2X primer havuzu kullanimmma bagli olarak her bir DNA/Primer havuz
kombinasyonu i¢in izleyen icerenler MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate’ine (Thermo Scientific, Waltham, USA) eklendi. Coklu reaksiyonlar i¢in bir
karisim hazirlandi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hedef Gen Bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli reaksiyon karigiminin
igerikleri.

. Sample ID Panel Sample ID Panel ile
Icerenler
disindaki hacim hacim
5X Ion AmpliSeq™ HiFi Mix 4 uL 4L
2X Ton AmpliSeq™ Primer Pool 10 uL 10 uL
Opsiyonel: 20X Ion AmpliSeq™ il
Sample ID Panel !
Kalip DNA <é6uL <5uL
RNaz icermeyen su to 20 uL to 20 uL

2X Primer Havuzu (Cat. 4477685,4477686 ve siparis lizerine hazirlanmis ve community panel)

2. MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermo Scientific, Waltham, USA) ile plate
kapatildi, tamamen vortekslendi ve kisaca santrifiij edildi.

3. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
cihazina uygun program girilerek calistirildi (Tablo 3.2, 3.3).
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Tablo 3.2. Hedef Gen Bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in gerekli 1s1 dongiileyici ayarlari.

Etap Adim Sicakhk Zaman
Tutma  Enzimi aktiflestirmek i¢in 99C 2dk
Denatiirasyon 99T 15sn
Dongii
Sogutma ve Uzatma 60°C 4dk/8dk/16dk*
Tutma  — 10C Tutma

*Her primer havuzu i¢in primer ¢ifti sayis1 <1536 ise 4 dakika; 1,537-6,144 ise 8 dakika; 6,145-24,576 ise
16 dakika

Tablo 3.3. Hedef Gen Bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin gerekli dongii sayis1 belirleme
secenekleri.

Dongiu Sayisi
Standard DNA/RNA  FFPE DNA/RNA

Her Havuz i¢in Primer Ciftleri

Gen kaynasimi 27 30
12-24 21 24
25-48 20 23
49-96 19 22
97-192 18 21
193-384 17 20
385-768 16 19
769-1,536 15 18
1,537-3,072 14 17
3,073-6,144 13 16
6,145-12,288 12 15
12,289-24,576 11 14
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3.5.1. Primer Dizinlerini Kismi Olarak Kesme

Bu islem Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Scientific, Waltham, USA) kitin
icerisinden ¢ikan FuPa Reagent ile gerceklestirildi.

FuPa Reagent amplikonlari keser ve fosforiller, onlar1 ligaz enzimi i¢in uygun {iriin haline

getirir. Bu basamak olmadan, amplikonlar adaptorlere baglanamaz.

1. Plate iizerindeki seal dikkatlice agild1, her bir ¢ogaltilan 6rnege 2 uL. FuPa reaktifi
eklendi. Toplam hacim 22 pL oldu.
2. MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermo Scientific, Waltham, USA) ile plate

kapatildi, tamamen vortekslendi ve kisaca santrifiij edildi.

3. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
cihazina uygun program girilerek calistirildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Primer dizinlerini kismi olarak kesme islemi i¢in gerekli 1s1 dongiileyici
ayarlari

Sicakhik Zaman

50C 10dk

55T 10dk

60T 20dk

10C 1 saate kadar cihazda bekleyebilir

3.5.2. Amplikonlara Adaptorleri Baglama ve Saflastirma

Olusturulan gen paneli iki primer havuzuna sahip oldugundan, ayni Ornege tiim
reaksiyonlar i¢in ayni barkod adaptorler kullanildi. Tek bir ¢ip ile ¢oklu kiitiiphane
calisildigindan, her bir kiitiiphane i¢in farkli barkod adaptorler kullanildi. Ion Xpress™
Barcode Adapters (Thermo Scientific, Waltham, USA) kitin igerisinden ¢ikan ayr1 ayri
barkod adaptorler sirasiyla kullanildi. Barkod adaptorler diliie edilerek kullanildi (Tablo
3.5).
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Tablo 3.5. Barkod adaptdrlerin diliisyonu i¢in gerekli i¢erenler

icerenler Hacim
Ion P1 Adapter 2 uL
Ion XpressTM Barcode X" 2 ulL
Niikleaz icermeyen su 4 uL
Toplam 8 uL

*X=se¢ilen barkod

3.5.3. Baglanma Reaksiyonu

1. Dikkatli bir bicimde plate seal’1 agild1 ve primerleri kismi olarak kesilmis 6rnegi

iceren her kuyucuk i¢in gereken soliisyonlar eklendi (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Baglanma reaksiyonu i¢in gereken icerenler

Icerenler Hacim

Switch Solution 4 uL
Dilue edilmis barkod adaptor karigimi (barkodlanmis kiituphaneler i¢in)* ya da2 .

w
Ton AmpliSeq™ Adapters (barkodlanmamus kiitiiphaneler igin)

Toplam hacim (22uL’si FuPa reagent eklenmis amplikon) 28 uL

*Kullanilan

2. Her bir kuyucuga 2 uL. DNA Ligase eklendi ( toplam hacim 30 pL).

3. MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermo Scientific, Waltham, USA) ile plate
kapatildi, tamamen vortekslendi ve kisaca santrifiij edildi.

4. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
cihazina uygun program girilerek ¢alistirildi (Tablo 3.7).
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Tablo 3.7. Baglanma reaksiyonu i¢in gerekli 1s1 dongiileyici ayarlari.

Sicakhik Zaman

22T 30dk

72T 10dk

10C 1 saate kadar cihazda bekleyebilir

3.6. Amplifiye Edilmemis Kiitiiphanenin Saflastiriimasi

Barkod adaptor baglanan kiitiiphaneler, Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA) reaktifi ile saflagtirildi.

A
{, Agencourt

AMPure XP {, Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer Transfer
.9 g °9°8 E - - §9
pe %-os s 3830563 3822043 E3

v A, ov AL > e < .

B, 5 pe oy &>y - - " > %’§ 9

Cata 7 & 75 R & s

’ > - >4

Magnet Magnet Magnet
I 2 3 4 5 6

Sekil 3.1. Kiitiiphane saflagtirma basamaklari.

3.6.1. Saflastirma Basamaklari

1. Plate lizerindeki seal acild1 ve her bir kiitiiphane i¢in 45 pL. (0rnek hacminin 1.5
kat1) Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
eklendi ve DNA ile beadler 5 kez pipetaj yapildi.

2. Karigim oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

3. Plate, DynaMagTM-96 Side Magnet (Thermo Scientific, Waltham, USA)
magnetik tlipligiiniin izerine alind1 ve soliisyon tamamen seffaflasana kadar

inktibe edildi. Dikkatli bir sekilde stipernatan pelletten ayrildi ve atildi.
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4. Taze hazirlanan 150 pL, 70%’lik etanol plate”eki beadlerin iizerine eklendi, plate
magnet iizerinde sag ve sola taraflara kaydirilarak beadler yikandi, sonrasinda
stipernatan alindi ve atildi.

5. 4. asama tekrar edildi.

6. Tum etanol damlaciklar1 toplandi ve alindi. Magnete alinan plate 5 dk oda
sicakliginda beadlerin kurumasi i¢in bekletildi. Asir1 kurutma yapilmadi. Kalan
etanol damlalar1 kiitiphanenin ¢ogalmasini baskilayacagindan, havayla
kurutmadan evvel plate spin attirilarak kalan etanol pelletten uzaklastirildi.

Bu asamadan sonra kiitiiphane normalizasyonu, ¢ogalmis kiitiiphanelerin Qubit® 2.0
Fluorometer (Thermo Scientific, Waltham, USA) cihazi ile 6lgiimlerinin yapilarak,

konsantrasyonlarinin esitlenmesi ile saglandi.

3.7. Cogalms kiitiiphaneleri Qubit® 2.0 Fluorometer Cihaz ile
Ol¢me

Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Scientific, Waltham, USA) icerisinde bulunan
Platinum® PCR SuperMix High Fidelity kullanilarak kiitliphane ¢ogaltild1 ve sonrasinda
saflagtirildi. Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific, Waltham, USA) cihazi
kullanilarak kiitiiphaneler dl¢iildii. Ol¢iimden sonra, Template reaksiyonu hazirlarken Ion
Template kit kullanim1 i¢in uygun nihai konsantrasyonu ~100 pM (veya Qubit® 2.0

Fluorometer ~15-22 ng/mL) olan sulandirma faktort belirlendi.

3.7.1. Kiitiiphaneyi Cogaltma

1. Ton AmpliSeq™ kiitiiphanesi igeren plate magnetten alind1 ve 50 pL Platinum®
PCR SuperMix High Fidelity ve 2 puL. Library Amplification Primer Mix tiim bead
pelletlerine eklendi. SuperMix ve Primer Mix eklenmeden once birlestrildi.

2. MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermo Scientific, Waltham, USA) ile plate
kapatildi, tamamen vortekslendi ve kisaca santrifiij edildi.

3. Plate 2 dk magnet lizerine alindi, sonra pelletten ayrilan ~50 pL siipernatan temiz
bir plate’in ayr1 ayr1 kuyularina alindi.

4. Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)
cithazina uygun program girilerek calistirildi (Tablo 3.8).
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Tablo 3.8. Kiitiiphaneyi ¢ogaltma icin gerekli 1s1 dongiileyici ayarlari.

Evre Sicakhk Zaman
Tutma 98°C 2 dk
98C 15 sn
5 Dongu
64°C 1dk
Tutma 10C Tutma

3.7.2. Cogalms Kiitiiphaneyi Saflastirma

Saflagtirma basamagi, Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman Coulter, Brea, CA,

USA) ile iki asamada ilerledi.

e ilk asama, 6rnek hacim bead orani 0.5X: Amplikon ve primerler soliisyonda

kalirken ytiksek molekiiler agirliktaki DNA bead’lere baglandi. Siipernatan saklandi.

e Ikinci asama, orijinal 6rnek hacim bead oran1 1.2X: Amplikonlar beadlere bagland:

ve primerler soliisyonda kaldi. Beadler saklandi ve amplikonlar beadlerden

¢Oktirildii.
Ilk Asama Saflastirmasi

1. 25 pL (0.5X ornek hacmi) Agencourt® AMPure® XP Reagent (Beckman

Coulter, Brea, CA, USA) ~50 puL o6rnek iceren plate kuyularia eklendi. 5 kez

dikkatlice pipet al ver yapilarak DNA ile bead siispansiyonu saglandi ve
MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermo Scientific, Waltham, USA) ile

kapatildu.

2. Karigim oda sicakliginda 5dk inkiibe edildi.

3. Plate en az 5 dk. veya soliisyon tamamen berraklasana kadar DynaMagTM-96

Side Magnet (Thermo Scientific, Waltham, USA) magnet {izerine alindi.

Stipernatan dikkatli bir sekilde pelletten ayrilarak her bir kuyudan yeni bir plate’in

tek bir kuyusuna tagindi.

4. Siipernatan istenen amplikonlari i¢erdi.

Ikinci Asama Saflastirmasi

1. Ilk asama saflastirmasi sonucu elde edilen, istenen amplikonlar1 igeren

siipernatan’a 60 pL (1.2X orijinal 6rnek hacmi) Agencourt® AMPure® XP

Reagent (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) eklendi. 5 kez dikkatlice pipetaj
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yapilarak DNA ile bead silispansiyonu saglandi ve MicroAmp® Clear Adhesive
Film (Thermo Scientific, Waltham, USA) ile plate kapatildi.

2. Karisim oda sicakliginda 5dk inkiibe edildi.

3. Plate sollisyon tamamen berraklasana kadar magnet iizerine alindi. Siipernatan
dikkatli bir sekilde pelletten ayrildi ve atildi. Bu asamada amplikonlar beadlere
baglandilar. Bead’den olusan pellet saklandi.

4. Yeni olarak hazirlanmig 150 pLL 70% etanol her bir kuyuya eklendi ve plate
beadleri yikamak i¢in kenardan kenara magnet tiizerinde hareket ettirildi.
Stipernatan  dikkatli ~ bir  sekilde  pelletten ayrildt  ve  atildi.
Ikinci kez yikamak icin 4. asama tekrar edildi.

5. Tiim etanol damlalarinin kuyulardan ayrilmasi saglandi. Oda sicakliginda beadler
5 dk. magnet lizerinde hava kurutmasina birakildi. Asir1 kurutma yapilmadi.

6. Plate magnetten alind1 ve Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo Scientific,
Waltham, USA) igerisinde bulunan Low TE 50 pL olacak sekilde pelletteki
beadleri yayarak eklendi. Pipet ayarlar1 40 uL’ye ayarlandi ve plate kapatilmadan
once en az 5 kez pipetaj yapild1 ve MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermo
Scientific, Waltham, USA) ile plate kapatildi.

7. Siipernatan istenen amplikonlar igerdi.

8. En az 2dk plate magnet lizerine alind1 ve porsiyonlara ayrilmig bir siipernatan su
sekilde tanimlanabilir:

e “Qubit® 2.0 Fluorometer: kiitiiphaneyi dl¢er ve sulandirma faktoriinti hesaplar”

3.8. Qubit® 2.0 Fluorometer: Kiitiiphaneyi Ol¢me ve Sulandirma

Faktorunu Hesaplama

Cogalmis her kiitliphanenin 10 pL’si Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific,
Waltham, USA) ve Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, USA)
kullanilarak analiz edildi. Cogalmig, kiitliphane genellikle 300-1500 ng/mL
konsantrasyonda idi. Cogaltilmis kiitliphane konsantrasyonunu belirlemek i¢in:
1. a) Qubit® dsDNA HS, Qubit® dsDNA HS Buffer kullanilarak 1:200 oraninda
caligma sulandirmasi yapildi.
2. b) 10 pL cogaltilmig Ion AmpliSeqTM kiitliphanesi 190 pL boyali reaktif ile

tyice karigtirildi ve en az 2 dk. inkiibe edilir.
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3. ¢) Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific, Waltham, USA) cihazinda
konsantrasyonlar 6l¢iildii.

4. d) 20 ile ¢arpilarak sulandirilmamais kiitiiphanelerin konsantrasyonu hesaplandi.

Bu otomatik olarak “Calculate Stock Concentration” butonu kullanilarak ve 6rnek hacmi
10 uL olarak girilerek hesaplandi.

2. Hesaplanmis kiitiiphane konsantrasyonuna gore ~100 pM olarak ayarlanan
sulandirma belirlendi (15 ng/ml i¢in 225b¢ amplikona kadar, 22 ng/ml 275bp
amplikona kadar). Ornegin; 125-175 bg uzunlugunda tasarimda;

¢ Kiitiiphane konsantrasyonu 450 ng/mL’dir.
e 450 ng/mL olan sulandirma faktérii 15 ng/mL ile boliindii, 450 ng/mL/15
ng/mL = 30
e Boylece kiitiiphanenin 10 pL’si 290 pL Low TE (1:30 dilution) ile karistirildi
ve iirlin yaklasik olarak 15 ng/mL (~100 pM) oldu.

Sulandirilan kiitiiphane ~100 pM gibi belirlendi ve kiitiiphaneleri birlestirmeye ve

Template hazirlama islemine gegildi.

3.9. Template Hazirlama

Konsantrasyonlari esitlenmis olan kiitiiphanelere lon PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit (Thermo
Scientific, Waltham, USA) ile emiilsiyon bazli PCR islemi uygulandi. Her bir amplikona
bir bead baglanmasi ve yag kiirecigi icerisinde bunlarin klonal olarak milyonlarca kopya

yapmasi saglandi.
Konsantrasyonlar1 esitlenmis ve tek bir tiipte birlestirilmis olan kiitiiphaneler Tablo

3.9’da belirtilmis olan oranlara gore diliie edildi. Diliie edilen kiitiiphaneler buz iizerinde

bekletildi.
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Tablo 3.9. Template reaksiyonunda kullanilan diliie kiitiiphane oranlart.

Ion AmpliSeq™ DNA

Miktarlar

Library
Library konsantrasyonu 100 pM
Library hacmi 2 uL
Niikleaz igermeyen su hacmi 23 uL
Amplifikasyon soliisyonuna eklenecek toplam dilue 55 L

u

kiitiiphane hacmi

Reaksiyona girecek amplifikasyon soliisyonu Tablo 3.10’daki siraya ve miktarlara gore

bir 1.5 mI’lik eppendorf tiipe eklendi. Reaktifler tiipe eklenmeden dnce iyice karistirildi.

Tablo 3.10. Template reaksiyonu i¢in gereken reaktifler ve yiikleme siralari.

Sira  Reaktifler Hacim
1 Niikleaz icermeyen su 25 uL

2 Ton PGMTM Hi-Q™ Enzyme Mix 50 uL

3 Diliie kiitiiphane 25 ul

4 Ton PGMTM Hi.Q™ [sps 100 puL
— Toplam 1000 pL

Amplifikasyon sollisyonu hazirlandiktan sonra 5 sn. vortekslendi ve c¢ok kisa
santrifiijlendi. Reaksiyon filtresine aktarildi. Uzerine Ion PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit
(Thermo Scientific, Waltham, USA) icerisinde bulunan Reaction Oil iki kez 850 ul olacak
sekilde eklendi.

Reaksiyon filtresi Ion Torrent™ Ion OneTouch™ 2 cihazina yerlestirilerek lon PGM™

Hi-Q™ OT?2 Kit — 400 protokolii secildi ve emiilsiyon PCR reaksiyonu baslatildi.
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| 1 i 1 1
Barkod- adaptor lon Sphere Emiilsiyon icerisindeki Clonal olarak amplifiye
bagh library Particles Library ve ISP'ler olmus library+ISP'ler

Sekil 3.2. Template reaksiyonu asamalarinin sematize edilmis hali.

3.10. Template-Pozitif lon PGM™ Hi-Q™ ISP’lerin Enrichment
Sistemiyle Eldesi

Ion Torrent™ Ion OneTouch™ 2 sistemindeki ¢alisma bittikten sonra elde edilen tiriiniin

stipernatani uzaklastirildi. lon PGM™ Hi-Q™ OT?2 Kit (Thermo Scientific, Waltham,

USA) igerisinde bulunan ¢esitli reaktifler hazirlanarak 8-kuyucuklu plate’e eklendi ve

reaksiyon Ion Torrent™ OneTouch ES™ (Thermo Scientific, Waltham, USA) cihazinda
baglatildi (Tablo 3.11, 3.12).

1. Melt-off Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tablo 3.11. Melt-off soliisyonu icin gereken bilesenler.

Sira Bilesen Hacim
1 Tween® Solution 280 uL
2 1 M NaOH 40 uL

— Toplam 320 uL

Melt-Off Solution son konsantrasyonu 125 mM NaOH ve 0.1% Tween® 20 deterjanidir.
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2. Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1 Bead’lerin Yikanmasi ve Karistirilmasi

i. Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1 Bead’ler oda sicakligina
getirildikten sonra vortekslendi ve pipet yardimiyla iyice karistirildi.

il. 13 ul bead bir tiipiin i¢ine aktarildi ve DynaMagTM-96 Side Magnet
(Thermo Scientific, Waltham, USA) tiiplilk magnete yerlestirildi. Soliisyon seffaflasana
kadar beklendi ve slipernatan uzaklastirildi.

iii. Bead pelletin iizerine 130 ul MyOne™ Beads Wash Solution eklendi ve

vortekslendi, bead soliisyonu elde edildi.

3. 8-kuyucuk strip plate’in yiiklenmesi
8-kuyucuk strip plate asagidaki siraya gore yliklendi:

Tablo 3.12. Zenginlestirme (Enrichment) Asamasi i¢in gerekli reaktifler.

Kuyu
Kuyuya aktarilacak reaktif
numarasi
Kuyu 1 Template-positive ISP 6rneginin tamami (100 pL prosediir)
Kuv 2 130 pL MyOneTM Beads Wash Solution igerisinde ¢ozdiiriilen
uyu
Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1 Beads
Kuyu 3 300 pL Ton OneTouch ™ Wash Solution
Kuyu 4 300 pL. Ton OneTouchT™ Wash Solution
Kuyu 5 300 pL Ion OneTouch ™ Wash Solution
Kuyu 6 Bos
Kuyu 7 300 pL taze hazirlanmis Melt-off soliisyonu
Kuyu 8 Bos

Enrichment reaksiyonu sonrasinda elde etti§imiz iiriin ¢ipe yiiklenecek 6rnegimiz oldu.
Kullanilacak hacim Ion Torrent™ Ion 316™ Chip Kit v2 (Thermo Scientific, Waltham,

USA) cip kapasitesine gore belirlendi.
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3.11. Yeni Nesil Dizileme

Dizileme asamasinda kalip DNA dizisindeki her bir baz eslesmesinde seker-fosfat bagi
koparak ortama bir H* iyonu salinir. Bu da pH’nin diiserek cihazda okuma sinyali
almasini saglar. Bazlar ortama tek tek salinir ve her eslesmede bu sinyal degisimi
algilanir. Eslesmeyen baz olmasi durumunda higbir pH degisimi dolayisiyla sinyal
degisimi olmaz. Hazirlanan ornekler bir ¢ipe yiiklenir ve cihaz okumalari bu ¢ipteki iiriin

lizerinden yapar.

Dizileme reaksiyonu 4 asamada gerceklesti.
1- Calisma planinin lon Torrent Server {izerinde hazirlanmasi: Plan ¢alismada hangi
kitler kullanildi, hangi 6rnege hangi barkod baglandi, hangi ek programlarla analiz

edilmek isteniyor gibi bilgileri icerdi.

2- Ion PGM cihazinin temizligi: Ion Torrent™ Ion PGM™ (Thermo Scientific,
Waltham, USA) Yeni Nesil Dizileme cihazinin kanallarinin tikanmasini engellemek
amaciyla calisma baslamadan once klorid ve saf su yikamasi yapildi.

Klorid yikamasi; Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit (Thermo Scientific, Waltham,
USA) icerisinde yer alan klorid tablet 1 litre Direct-Q® 3 UV (Merck, Darmstadt,
Germany) cihazindan alinan 18.2MQ-cm ultra saf su igerisine atilarak ¢ozdiiriildii.
Ardindan 1 ml NaOH soliisyonun iizerine koyularak yikama soliisyonu hazirlandi.
Hazirlanan soliisyon 250 ml olacak sekilde; 50 ml’lik siringa (Hayat Siringa, Istanbul,
Tiirkiye) yardimiyla Minisart® NML Syringe Filters (Goettingen, Germany) filtre
kullanilarak W1 klorid yikama sisesine aktarildi ve Ion TorrentTM Ion PGM™ (Thermo
Scientific, Waltham, USA) Yeni Nesil Dizileme cihazinin “Clean” protokolii iizerinden
yapildi.

Saf su yikamasi; Direct-Q® 3 UV (Merck, Darmstadt, Germany) cihazindan alinan
18.2MQ-cm ultra saf su 250 ml olarak W1 yikama sisesine eklendi ve Ion Torrent™ Ion
PGM™ (Thermo Scientific, Waltham, USA) Yeni Nesil Dizileme cihazinin “Clean”

protokolii tizerinden yapildi.

3- Ion PGM cihazinin pH’sinin otomatik olarak ayarlanmasi: lon PGM™ Hi-Q™
Sequencing Kit (Thermo Scientific, Waltham, USA) icerisinde yer alan soliisyonlar

kullanildi.
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Wash 1 soliisyonu olarak 350 ul 100 mM NaOH eklendi.

Wash 2 soliisyonu olarak 18.2MQ-cm ultra saf su igerisine kitten ¢ikan hazir soliisyon ve
70 ul 100 mM NaOH eklendi.

Wash 3 soliisyonu ise 50 ml kitten hazir olarak kullanildi ve cihazin pH’sinin
kalibrasyonunu sagladi.

Wash 2’nin pH’nin 7.49-7.60 civarlarina ulagsmas1 sagland1 ve cihaz bunu otomatik olarak
Olgerek belirledi.

Tiim bu soliisyonlar hazirlandiktan sonra Ion TorrentTM Ion PGM™ (Thermo Scientific,
Waltham, USA) Yeni Nesil Dizileme cihazinda ilgili yerlere siselerin yerlestirilmesinin

ardindan, cihazin “Initialize” protokolii izlenerek pH ayarlama islemi baglatildi.

4- Cipin yiiklenmesi ve dizileme: Ion Torrent™ Ion PGM™ (Thermo Scientific,
Waltham, USA) Yeni Nesil Dizileme cihazinda okunacak 6rnegin kapasitesine ve
alinmak istenen okuma oranlarina gore segilebilecek 3 ¢esit ¢ip vardir.

TIon Torrent™ Ton 314™ Chip Kit v2 (Thermo Scientific, Waltham, USA) ortalama 80
milyon okuma kapasitesinde, Ion Torrent™ Ion 316™ Chip Kit v2 (Thermo Scientific,
Waltham, USA) ortalama 600 milyon okuma kapasitesinde ve Ion Torrent™ Ion 318™
Chip Kit v2 (Thermo Scientific, Waltham, USA) Imilyar 200 milyon okuma
kapasitesindedir. Bu oranlar ¢calismanin kalitesine ve ¢ipe yiiklenmesine gore degisir.
Bu ¢alismada, drnek sayilar1 ve panel biiyiikliigiinden yola ¢ikilarak, Ion Torrent™ Ion
316™ Chip Kit v2 (Thermo Scientific, Waltham, USA) cip kullanilmistir.
Zenginlestirme asamasindan (Enrichment) gecirilen ve template pozitif ISP i¢eren 6rnege
Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit Reagents (Thermo Scientific, Waltham, USA)
igerisinden bulunan Control Ion Sphere Particle 5 ul eklendi. Control Ion Sphere Particle
cihazin dogru okuma yapip yapmadigini gdsteren soliisyondur.

Ornek 15.500xg’de 3 dk santrifiij edildi.

Geriye 15 ul kalacak sekilde siipernatan dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

Pelletin iizerine lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit Reagents (Thermo Scientific,
Waltham, USA) icerisinden bulunan Sequencing Primer 12 ul eklendi ve 95C’de 2 dk
37C’de 2 dk inkiibe edildi.

Bu esnada Ion Torrent™ Ion 318™ Chip Kit v2 (Thermo Scientific, Waltham, USA) ¢ip,
yiiklemeye hazirlanmak igin Ion Torrent™ Ion PGM™ (Thermo Scientific, Waltham,
USA) cihaz1 {lizerinde “Chip Check” protokiilii iizerinden kontrolden gecirildi.

Inkiibasyon sonrasi 6rnege Ion PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit Reagents (Thermo
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Scientific, Waltham, USA) icerisinden bulunan Sequencing Polymerase 3 ul eklenerek
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

Bu arada kontrolden gegen c¢ipteki fazla sivi pipet yardimiyla ¢ekilerek uzaklastirildi.
Okuma alinacak ornek ¢ipe yiiklendi. 30’ar sn. santrifiij edilerek 6rnegin ¢ipin her yerine,
tiim kuyucuklarina yayilmasi saglandi.

Islemin en sonunda ¢ipteki siv1 uzaklastirildi ve ¢ip Ion Torrent™ Ion PGM™ (Thermo
Scientific, Waltham, USA) Yeni Nesil Dizileme cihazina yiiklenerek, cihazin “Run”
protokolii izlenerek dizileme reaksiyonu baslatildi.

Calismanin gidisat1 ve sonucu lon Torrent Server Browser’dan ¢evrimigi olarak takip

edildi.

3.12. Verilerin Analizi

Yeni nesil dizileme ile tamamlanan tiim gen dizileme asamasinin ardindan
sunucularimizda toplanan ham veriler; Ion Reporter web tabanli analiz sistemi

(https://ionreporter.thermofisher.com/ir/), IGV  (Interactive Genomics Viewer)

(https://www.broadinstitute.org/software/igv/home)  programi  ve c¢esitli  genom

veritabanlari kullanilarak analiz edildi. Mutasyonlarin klinige etkilerinin tespiti HGMD

(The Human Gene Mutation Database) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/) veri tabam

tizerinden tespit edildi. Mutasyonlar, toplumsal varyantlar, varsa yeni mutasyonlarin
tespiti ve bunlarin klinige etkilerinin olup olmadigina bagh olarak degerlendirildi. LDLR
ve APOB genlerine ait olan tiim ekzonlar, ekzon - ekzon baglant1 noktalari, bu bolgelerde

onemli olan intronlar ve 5° ve 3’ u¢ bolgelerinin tamamu tarand.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmanin amacina uygun 10 hasta yiiksek LDL-K seviyeleri ve aile dykiileri de goz
Oniine alinarak ¢alismaya dahil edildi. Yeni Nesil Dizileme asamasinin ardindan yiiksek
baz okumalar1 elde edildi (ortalama 1000x coverage). Az okunan veya polimerazyon
hatas1 gibi diisiik seviyeli veriler caligmaya dahil edilmedi. Neticede 10 hastada Ailesel
Hiperkolesterolemi ile iliskili olan LDLR ve APOB genlerinde klinige etkisi bulunan
onemli mutasyonlar tespit edildi. Bunlarin yaninda diger metabolizma hastaliklariyla
iliskilendirilmis mutasyonlar da Yeni Nesil Dizileme yontemiyle ayni1 islemler igerisinde
tespit edilmis oldu. Caligsma neticesinde elde edilen bulgularimiza gore; 6 hastada LDLR
ve APOB genlerinde Hiperkolesterolemi ile direk iligki mutasyonlar tespit edildi. 10
hastanin tamaminda ise bu genlerde ¢esitli ekzonik ve intronik doniisiimler ve farkli
hastaliklara  sebebiyet veren mutasyonlar gozlemlendi. (Tablo 4.5, 4.6)
Hiperkolesterolemiye yol agan p.Val426Met (71) doniisiimii 1 hastada heterozigot olarak,
p.-TrpS77Arg (72) doniisimii 1 hastada homozigot olarak tespit edildi. APOB geninde
Hiperkolesterolemi ile iliskili, p.Pro2739Leu (73) doniisiimii 2 hastada homozigot, 2
hastada heterozigot; p.Ser3279Gly (74) doniistimii 2 hastada heterozigot olarak
saptanmistir. Bunlara ek olarak; Degisken APOB diizeylerinin meydana gelmesine yol
acan p.Ala618Val (75) doniisiimii 1 hastada heterozigot olarak; Hipobetalipoproteinemi
ile iligkilendirilmis olan p.Argl128His (76) doniisiimii 1 hastada heterozigot olarak;
Hipertrigliseridemiye yol acabilen p.Thr4484Met (74) doniisiimii 2 hastada heterozigot
olarak; yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) Kolesterol metabolizmasiyla
iliskilendirilmis olan p.Ala4481Thr (77) doniisiimii ise 1 hastada heterozigot seklinde
tespit edilmistir. Literatiirde tanimli ve ¢esitli metabolik bozukluklarla iligskilendirilmis
bu dontisiimlerin yani sira; ayni aileye mensup 4 hastada; daha once literatiirde taniml
olmadigini belirledigimiz; LDLR geni, Ekzon 15, 766. Aminoasit {izerinde homozigot bir
bazlik delesyon saptanmistir. Bunun yani sira, Hiperkolesterolemi klinigine etkisi bilinen
LDLR genine ait heterozigot bir mutasyon tasidigini tespit etti§imiz bir hastada, yine

LDLR geni, bu kez Ekzon 10 tizerinde iki bazlik heterozigot bir delesyon tespit edilmistir.

51



4.1. Cip Yiikleme Goriintiisii

Yaklasik 800 Milyon baz okuma kapasitesine sahip Ion Torrent™ Ion 316™ Chip Kit v2
(Thermo Scientific, Waltham, USA) c¢ip kullanilmistir. 538 Milyon baz okumasi elde
edilmistir. Anahtar uyarist (Key Signal); alt limit %30 olarak belirlenmis ve %67 olarak
elde edilmistir. Renkler ve yiizdelerin artis1 yiikleme yogunlugunun yiiksek oldugunu

gostermektedir.
538 M 67
Toplam Baz (Anahtar Uyar)
100 %
Yikleme Yogunlugu
0,
Ortalama %64 90 %
600 —
500 N0 %
4
3 400 | —
>
< 450 %
300
Q
—
~ 200 140 %
100 30 %

20 %

600
3392 Kuyucuk

10 %

0%

Sekil 4.1. Yeni Nesil Dizileme agamasina ait ¢ip goriintiisii.
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4.2. Cip Yiikleme Ozeti

Sunucularimiza ait verileri goriintiiledigimiz Ion Torrent sunucu veritabanindan elde
edilen, cip yliklemesi gergeklestirilen ¢alismanin temel 4 asamasina dair bilgiler Sekil
4.2.°deki gibidir. %76 klonal, kullanilan DNA Kkalitesinin 1yi seviyede oldugunu
belirtmektedir. Son kiitliphane asamasinda %77 oraninda yiiksek bir Kkalite,
zenginlestirme asamasinda %99 oraninda ve ¢ip yiikleme agamasinda da %64 oraninda

sonuglar elde edilmistir.

64% EREER:EE 36%

Bos Kuyucuk

Yikleme

99% EXUFATIE] 1%

Zenginlestirme

Template Yok

76% [EQELIEYY 24%

Klonal

Poliklonal

%4 Test Fragmenti
77% [RIEEEAE %4 Adaptor Dimeri
%15 Diisiik Kalite

Son Kiitiiphane

Sekil 4.2. Yeni Nesil Dizileme asamasina ait ¢ip yiikleme 6zeti.
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4.3. Cip Iyon Kiire Parcaciklar1 (ISP) Ozeti

Yeni Nesil Dizileme asamasi sonrasi ¢ipe Yyiiklenen ve kullanilabilir iyon kiire

parcaciklarina (ISP) ait bilgiler Tablo 4.1 deki gibidir.

Tablo 4.1. Yeni Nesil Dizileme asamasina ait ¢ip ISP Ozeti.

Cip kuyucuk detaylar

Adreslenebilir (Hedef) Kuyu 6,337,389

ISP igeren 4,046,876
Canli 4,007,503
Test Kismi 127,971

Kiitliphane 3,879,532

Kiitiiphane ISP Detaylar:

63.9%

99.0%

03.2%

96.8%

Kiitiiphane ISP’leri 3,879,532
Filtrelenmis: Poliklonal 971,131
Filtrelenmis: Diistik Kalite 444,645
Filtrelenmis: Adaptor Dimeri 130,699

Son Kiitiiphane ISP’leri 2,333,057

25.0%

11.5%

03.4%

60.1%

ISP: Ton Sphere Particles (Iyon Kiire Parcaciklari)
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4.4. Okuma Uzunlugu Detaylan

Yeni Nesil Dizileme asamasi sonrast okunan amplikonlarin uzunluk grafigi Sekil 4.3’teki
gibidir. Olusturulan gen paneli 400 b¢ amplikonluk panel oldugundan dolay1 panelin

ulasacagi ideal okumalar elde edilmistir.

50000 T T T T T

40000

30000

Sayi

20000

10000

0 100 200 300 400 500 600
Okuma Uzunlugu

Sekil 4.3. Yeni Nesil Dizileme asamasinda kullanilan ve okunmus olan amplikonlarin
uzunluk detay grafigi.
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4.5. Okuma Eslesme Oranlan

Yeni Nesil Dizileme asamasinda kullanilan referans diziyle gerceklestirilen sekans
asamasindaki dizilerin dogru eslesmesi gerekir. Eslesme oranlarinin yiiksek olmasi analiz
asamasinda gerekecek olan dogruluk i¢in oldukc¢a 6nemlidir. Barkod adaptorler ve 3’ ug

dizileri hari¢ tutuldugun 523 Milyon toplam baz eslesmesi saglanmistir.

2,283,368 %99
Eslesmis Baz

%1
Eslesmemis

Okuma

0 100 200 300 400 500 600

Okumadaki Pozisyon

Sekil 4.4. Yeni Nesil Dizileme sonras1 gerceklestirilen okumalarin eslesme grafigi.

Tablo 4.2. Yeni Nesil Dizileme sonrasi ger¢eklestirilen okumalarin eglesme say1 ve
oranlar1

Okuma Say1 /)
Toplam Okuma 2,283,368 —
Eslesmis Okuma 2,275,827 99.7%
Eslesmemis Okuma 7,541 0.3%
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4.6. Ham Veri Dogrulugu

Yeni Nesil Dizileme asamasinin ardindan elde edilen ham verilerin dogrulugu

filtrelenmemis sekilde belirtilmistir. Ortalama ham veri dogrulugu okumada her b

pozisyonu tek tek degerlenerek belirlenmistir. Bu deger %99.4 olarak tespit edilmistir.

100 - -

[y ey

98 - -

96 -

- Dogruluk

94 - :
92 - -

g[} [ I I I [} ] |
0 100 200 300 400 500 600
Pozisyon

Sekil 4.5. Yeni Nesil Dizileme sonrasi elde edilen ham veri dogruluk detay grafigi.

az
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4.7. Okuma Eslesme Kalitesi

Yeni Nesil Dizileme asamasi sonrasi elde edilen okuma sayilar1 ve referans dizi ile

eslesme kalitesi sayilar1 Tablo 4.3’teki gibidir. AQ17; %2 ve daha az bir hata oranini

temsil etmektedir. AQ20; %1 ve daha az bir hata oranini temsil etmektedir. En 1yi olarak

belirtilen kisimda ise, en iyi ve en uzun eslenmis olan parcalar ifade edilmektedir.

Ortalama kapsam derinliginde ise, ortalama olarak kapsayan okumanin (coverage) kalite

seviyeleri belirtilmistir.

Tablo 4.3. Yeni Nesil Dizileme sonrasi elde edilen eslesme kalitesi tablosu.

512 M
AQ17 Toplam Baz
Eslesme Kalitesi

AQ17 AQ20 En lIyi
Toplam Baz Sayis1 [bg] 512M 480 M 345 M
Ortalama Uzunluk [bg] 230 222 166
En uzun Eslesme [bg] 485 485 485
Ortalama Kapsam Derinligi [x] 0.2 0.2 0.1

AQ: Aligment Quality (Eslesme Kalitesi)
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4.8. Ortalama Okuma (Coverage) Degerleri

Yeni Nesil Dizileme asamasi sonrasi elde edilen bazlar ortalama okuma degerleri Tablo

4.4’teki gibidir. Yeni Nesil Dizileme yonteminde ortalama okuma (coverage) oldukca

onemlidir. Bu ifade, her bir bazin bir dizileme agamasi1 boyunca kag kere tekrar edilerek

okundugunu belirtmektedir. Bu degerler, her bir calisilan 6rnek igin ayr1 ayri

degerlendirilerek hesaplanir. Degerler yiikseldikc¢e bazlarin da o kadar kez tekrar edildigi

anlasilir ve bu da elde edilen verilerin dogrulugu hakkinda énemli bir ayrint1 sunmaktadir.

Tablo 4.4. Yeni Nesil Dizileme asamasi sonrasi elde edilen ortalama okuma (coverage)

degerleri.

Barkod Ornek Eslenmis Okuma Hedef 010))) Istikrar
Numarasi

IonXpress_001 LDLR1 69,661 98.30%  273.1 92.44%
IonXpress_002 LDLR2 132,3 99.01%  504.2 92.69%
IonXpress_003 LDLR3 232,552 99.08%  892.7 92.54%
IonXpress_004 LDLR4 281,688 98.73% 1,09 92.72%
IonXpress_005 LDLRS5 350,139 98.69% 1,3 91.93%
IonXpress_006 LDLR6 235,616 98.53%  902.3 92.41%
IonXpress_007 LDLR7 326,827 95.23% 1,186 92.05%
IonXpress_008 LDLRS 200,078 98.19%  787.5 92.36%
IonXpress_009 LDLR9 242,78 97.99%  942.6 92.51%
IonXpress_010 LDLR10 204,186 95.86%  767.3 92.40%

OOD: Ortalama Okuma Derinligi (Mean Depth)
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4.9. LDLR Mutasyonlari

Tablo 4.5. LDLR genine ait tespit ettigimiz ekzonik mutasyonlar.

Hasta Sayisi

AA Baz rs
Heterozigot Homozigot Doniisiimii Doniisiimii Numaras1 Klinik Etki

1 p.(Cys27=) c.81C>T rs2228671 Etki bulunamadi

1 p.(Val429Met) c.1285G>A 1528942078 Hiperkolesterolemi
p-(Trp577Arg) Hiperkolesterolemi

3 6 p.(Argd71=)  c.1413A>G 155930 Muhtemel benign alel

2 p-(Pro539=) c.1617C>T 1s5929 Etki bulunamadi

3 5 p.(Asn591=)  ¢.1773C>T 1s688 Etki bulunamadi

3 5 p-(Val653=) c.1959T>C 185925 Etki bulunamadi

1 8 p.(Arg744=)  c.2232A>G 155927 Etki bulunamadi

LDLR: Low Density Lipoprotein Receptor — AA: Aminoasit
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4.10. APOB Mutasyonlari

Tablo 4.6. APOB genine ait tespit ettigimiz ekzonik mutasyonlar.

Hasta Sayis1

Heterozigot Homozigot AA Doniisiimii

Baz
Donisiimii

rs
Numarasi

Klinik Etki

1
1
1

N = N W =N

2

2

@)

p-(Ala618Val)
p-(Argl128His)
p.(Leul609=)

p.(Pro2739Leu)
p-(Ser4338Asn)
p-(Thr2515=)
p-(Thr98lle)
p-(Ala4481Thr)

c.1853C>T
c.3383G>A
c.4825T>C

c.8216C>T
c.13013G>A
c.7545C>T
c.293C>T
c.13441G>A

p.(Thr4484Met) c.13451C>T

p-(Ser3279Gly)

c.9835A>G

rs679899
rs12713843
rs72653083

1s676210
rs1042034
rs693
rs1367117
rs1801695
rs12713450

rs12720854

Degisken APOB
diizeyleri
Hipobetalipoproteinemi
Etki bulunamadi
Hiperkolesterolemi,
iliskili

Muhtemel benign alel
Etki bulunamadi

Etki bulunamadi

HDL Kolesterol, iliskili
Hipertrigliseridemi ?
Hipertrigliseridemi,
Hiperkolesterolemi

APOB: Apolipoprotein B — AA: Aminoasit — HDL: High Density Lipoprotein
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4.11. LDLR Geninde Yeni Mutasyonlar

Aymni Aile Bireylerinde Yeni Homozigot Delesyon

4.11.1.

2

irledigimiz

bel

-

gin1

daha oOnce literatirde tanimli olmadi

b

Ayni aileye mensup 4 hastada

LDLR geni, Ekzon 15,

bazlik delesyon

1r

b

de homozigot

uzerin

766. Aminoasit

saptanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. LDLR Geninde tespit ettigim

homozigot delesyon.
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Bir Hastada Yeni Iki Bazlik Heterozigot Delesyon

4.11.2.

bir mutasyon

it heterozigot

ne ait

ilinen LDLR gen

P

Hiperkolesterolemi klinigine etkisi

tagidigini tespit ettigimiz bir hastada, yine LDLR geni, bu kez Ekzon 10 {izerinde iki

bazlik heterozigot bir delesyon tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. LDLR Geninde tespit ettigimiz bir hastadak

delesyon.
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5. TARTISMA

Ailesel Hiperkolesterolemi diinyada goriilme siklig1 en yiiksek seviyede olan genetik
hastaliklardan biridir (78). Ailesel Hiperkolesterolemi hastaligimin tanisinda DNA
sekanslama tabanli gen dizileme yontemi birincil énemli sayilabilecek bir yere sahiptir
(4). Son yillarda artan imkanlarla; Yeni Nesil Dizileme tabanli teknolojilerin gelismesi,
yayginlagsmasi ve genetik tani i¢in uygun hale getiriliyor olmas1 da bu durumu daha

O6nemli bir hale getirmis durumdadir (4).

Lipidlerin ve lipoproteinlerin plazmada birikimi, aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde
birincil anahtar siirectir (79). Bu lezyonlarin artmasiyla da damarlarin liimeni tikanmaya
ve ardindan normal kan akimi engellenmeye baslar. Ateroskleroz, diinyada 6liimlerin en
stk sebebi olan koroner arter hastaligi ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya
¢tkmasina neden olur (80). Ozellikle Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde de yiiksek
kolesterol  olgular1 oldukca genis bir yayginlik gostermektedir.  Ailesel
Hiperkolesteroleminin erken tanisi, lipid miktarini diisiiriicii ajanlarla uygun tedavilerin
baslanarak, Ateroskleroza neden olan bu ciddi komplikasyonlarin gelismesinden once

engellenmesi ve azaltilmasi yoniinde oldukea biiyiik 6neme sahiptir (4).

Ailesel Hiperkolesteroleminin tanisi genellikle; 45 yaslarindan once ortaya ¢ikan tendon
ksantomalar1 ya da korneal arkuslar gibi fiziksel belirtilerle, kandaki LDL-K diizeyi gibi
laboratuvar bulgulariyla ve hastanin yiiksek LDL-K diizeyi ile birlikte kardiyovaskiiler
hastalik gecmisi degerlendirilerek konulabilir (81). Ancak bu fiziksel belirteclerin
yoklugu hastaligin tanisin1 g6z ardi etmek anlamma gelmemektedir (4). Cilinki
Heterozigot Ailesel Hiperkolesterolemi hastalariin yaklasik yarisinda bu fiziksel
belirtiler gozlemlenmemektedir ve bunu takiben Heterozigot Ailesel Hiperkolesterolemi
hastalarinda genellikle erken koroner arter hastaligina dair bulgular gériilmez (4). Ustelik
baz1 monogenik hiperkolesterolemilerde, lipid plazma diizeyleri normal araliklara yakin
seviyede seyretmektedir. Bu gibi nedenlerle, Ailesel Hiperkolesteroleminin tanisinin

dogrulanmasinda DNA tabanli genetik testlerin gerekliligi ortadadir (4).

Biz de bu c¢alismamizda Gaziantep ve c¢evresindeki illerde yasayan Ailesel
Hiperkolesterolemi hastalarinda, bu hastalik ile iligkili; LDLR ve APOB genlerinin Yeni
Nesil Dizileme yontemi kullanilarak tiim gen dizilemesi, bu genlerdeki mutasyonlarin

tespiti, daha dnce bu genlerde tespit edilmemis yeni mutasyonlarin tespiti ve bu hastaligin
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teshisinde Yeni Nesil Dizileme tabanli genetik taninin O6neminin belirlenmesini
amagladik. LDL-K seviyesi yiiksek seyreden (300mg/dl ve lizeri) 10 hasta ¢aligmaya
dahil edildi. Yeni Nesil Dizileme yontemi kullanilarak gerceklestirilen tiim gen
dizilemesi sonucu her iki gende de 6nemli mutasyonlar tespit edilmistir (Tablo 4.5, 4.6).
Hiperkolesterolemi klinigi ile iligkili 4 farkli mutasyonu 6 hastada saptandi. LDLR
genindeki p.(Val429Met) ve p.(Trp577Arg) mutasyonlarint heterozigot olarak tespit
ettik. Ozellikle APOB genindeki p.(Pro2739Leu) déniisiimiinii iki heterozigot, iki
homozigot olgusu olmak Tlizere 4 hastada tespit edilmistir. Bunlarin yani sira,
Apolipoprotein B hasar1 sonucu ortaya ¢ikan ve Hipobetalipoproteinemi’ye yol agan
p-(Argl128His) mutasyonunu; Hipertrigliseridemi’ye yol agan p.(Thr4484Met) ve
p.(Ser3279Gly) mutasyonlarini ikiser hastada heterozigot seklinde gézlemlenmistir. Tiim
bunlarin yam sira, literatiirde tanimli olmayan ve klinige etkisi bilinmeyen iki tane
oldukca 6nemli olabilecegini diisiindiigiimiiz ekzonik bolge delesyonlari tespit edilmistir.
Bu yeni delesyonlar iizerinde, gerekli konfirmasyon ve validasyon caligmalarimizi

gerceklestirdikten sonra, bu yeni olgularin literatiire kazandirilmasini saglayacagiz.

Bu son verilerimizden de yola ¢ikarak, Ailesel Hiperkolesterolemi tanisinda Yeni Nesil
Dizileme yontemi tabanli molekiiler genetik taninin klinige uyarlanabilirliginin hastaligin
erken tanis1 ve tedavisi, ayni zamanda erken koroner kalp hastalifi ve diger
kardiyovaskiiler hastaliklarin onceden tespiti, tedavisi ve kisiye 6zgii tedavi seyrinin
belirlenmesi agisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Aym1 zamanda bu hastalikla
iligkili olabilecek diger genlerin Yeni Nesil Dizileme yontemi ile yeni paneller
olusturularak ayn1 anda, ayn1 maliyetle birden fazla gen mutasyon taramasinin yapilmasi
saglanabilir. Ayrica ortaya konacak bu yeni panel ve bu yolaklardaki aydinlatilacak yeni
gen mutasyonlariyla, erken koroner arter hastalig1 ve diger kardiyovaskiiler hastaliklarin
erken teshisine bagli olarak bu hastaliklarin hasta i¢in zorluklarmin azaltilmasinin ve

tedavi maliyetlerinin de diisiiriilmesi saglanabilir.
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