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OZET

Kindis, E. Ailesel Hiperkolesteroleminin Genetik Nedenlerinin Arastirilmasi,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali Uzmanhk
Tezi, Ankara, 2022. Ailesel hiperkolesterolemi plazma kolesterol diizeylerinde
yiikseklik ve erken donemde kardiyovaskiiler hastalik gelisimi ile karakterize genetik
bir hastaliktir. Bu ¢alisma, ailesel hiperkolesteroleminin genetik nedenlerini kapsamli
bir sekilde degerlendirmek, klinik ve genetik iliskisini incelemek amaci ile
planlanmistir. Bu amaglar dogrultusunda, Simon Broome Kriteri’ne gore ailesel
hiperkolesterolemi tanis1 alan 52 hasta calismaya alimustir. {lk asamada, LDLR geni
tim hastalarda Sanger yontemi ile dizilenmistir. Hastalik iligkili mutasyon
saptanmayanlara, sirasi ile 6nce APOB geni 26. ve 29. ekzonlar1 ve PCSK9 genine
yonelik DNA dizi analizi yapilmistir. Ug genin dizilenmesi sonucunda, toplamda 28
hastada LDLR geninde patojenik mutasyon saptanmistir. Bunlardan iki tanesi daha
once bildirilmemistir. Kalan 24 hastada oncelikle LDLR kopya sayist degisikliklerine
yonelik MLPA yapilmis ve bir hastada LDLR’de homozigot ekzon 11-12
duplikasyonu saptanmistir. Bu asamada mutasyon saptanmayan hastalarda NGS paneli
ile etiyolojide yer alan genler arastirilmig ve NGS paneli ile bir hastada, LDLRAP1
geninde ve iki hastada APOE geninde hastalik ile iligkili mutasyon saptanmistir. Bir
hastada ise LDLR geninde saptanan sinonim mutasyonun, RNA ¢aligsmasi ile splice
degisikligine neden oldugu tespit edilmistir ve bu mutasyon patojenik olarak
siniflandirilmistir. Toplamda 33 hastada monogenik bir neden saptanirken, 1 hastada
LDLR geninde 6nemi bilinmeyen degisiklik saptanmistir. 18 hastada ise monogenik

neden saptanmamustir.

Monogenik etiyolojiye yonelik olarak bu calismalar disinda, hastaligin
poligenik etiyolojisine yonelik degerlendirilmeler yapilmistir. Bu amacla, daha 6nce
literatiirde bildirilen, 12 SNP bolgesi genotiplenmistir. ilk basamakta mutasyon
saptanan 28 hasta Sanger yontemi ile genotipleme yapilirken, kalan 24 hastada
monogenik nedenleri belirlemek icin yapilan NGS paneli kullanilmigtir. Bu SNP’ler
kullanilarak, mutasyon saptanan/saptanmayan hasta gruplar1 ve bir kontrol
ornekleminde 12 ve 6 SNP (genotiplenen 12 SNP i¢inden secilen SNP’ler) igeren 2

farkli poligenik risk skoru hesaplanmistir. Hesaplanan skorlarin ortalamalar1 gruplar



Vi

arasinda karsilagtirtlmistir. Bu sekilde, Tiirk popiilasyonunda ilk defa, poligenik
etiyolojinin hastaliktaki rolii degerlendirilmistir. Sonug olarak, Tiirk popiilasyonunda
diger popiilasyonlara benzer sekilde mutasyon negatif hastalarin skor ortalamalar
kontrollere ve mutasyon pozitiflere gore yiiksek bulunmustur. Ayrica monogenik
hastaligin ortaya ¢ikisinda poligenik faktorlerin etkili olabilecegi de gosterilmistir.
Bulunan genetik degisikliklerin klinik ve biyokimyasal parametreler ile iliskileri de
arastirilmistir. Son olarak, hastalarda bulunan sonuglar dogrultusunda genetik danisma

verilmis, hastalar tedavi ve takipleri i¢in ilgili kliniklere yonlendirilmistir.
Anahtar Kelimeler: Ailesel hiperkolesterolemi, LDLR, Poligenik risk skoru

Destekleyen Kuruluslar: Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (THD-2021-19124).
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ABSTRACT

Kindis, E. Investigation of Genetic Causes of Familial Hypercholesterolemia,
Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics
Specialization Thesis, Ankara, 2022. Familial hypercholesterolemia is a genetic
disease characterized by high plasma cholesterol levels and early cardiovascular
disease development. Main objectives of the study were to evaluate the genetic causes
of familial hypercholesterolemia and to detect the relationship between genetic causes
and the clinical findings. For these purpouses, 52 patients diagnosed with familial
hypercholesterolemia according to the Simon Broome Criteria were included. At the
beginning, the LDLR gene of all patients was sequenced by Sanger method. After that,
Sanger sequencing was performed respectively, for exons 26 and 29 of APOB gene
and PCSKQ9 gene in the patients who did not have a causal LDLR mutations. As a result
of Sanger sequencing, pathogenic LDLR mutations of which two of them had not been
described before were detected in 28 patients. In the remaining 24 patients, MLPA was
performed to detect LDLR copy number changes and a homozygous duplication of
exon 11-12 of LDLR gene was found in a patient. In the patients without molecular
diagnosis, a NGS panel was performed to comprhensively evaluate the genes related
to the disease. Disease-related mutations were detected in the LDLRAP1 in a patient
and APOE in two patients. A synonymous mutation found in LDLR gene was identified
to cause splice site changes by RNA study and classified as pathogenic. While a
monogenic cause was detected in 33 patients, 1 patient had a variant of unknown

significance in the LDLR. There was no monogenic cause detected in 18 patients.

In addition to effort for detection of monogenic causes of the disease, studies
were also conducted to asses polygenic etiology. For this purpose, previously reported
12 SNP were genotyped. To genotype 28 patients that found to have a mutation in
LDLR gene at beginning of the study, Sanger sequencing was performed. For the
remaining patients, the NGS panel were used. After genotyiping, Two polygenic risk
scores (PRS) were calculated in the mutation positive/mutation negative patient groups
and the control group by using 12 SNP and 6 SNP (a subset of 12 SNP). The means of
the calculated PRS were compared between the groups. By this way, the role of

polygenic effects on the disease was evaluated for the first time in the Turkish



viii

population. As a result, similar to the different population studies, mutation negative
patients were found to have higher mean PRS than control group and mutation positive
patients in Turkish population. Besides, probable effects of the polygenic determinants
to occuarance of the monogenic disease were identifed. The effects of the genetic
etiology on the clinical and biochemical parameters were also investigated. Finally,
according to molecular findings, genetic counselling were provided and the patients

were directed to the related clinics for treatment and management of the disease.
Keywords: Familial hypercholesterolemia, LDLR, Polygenic risk score

Supporting Organizations: This study was supported by Hacettepe University
Scientific Research Projects Coordination Unit (THD-2021-19124).
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1. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya genelinde ve Tiirkiye’de mortalitenin en
yaygin sebebidir ve tim Olimlerin yaritya yakimindan sorumludur (1).
Kardiyovaskiiler hastaliga neden olan temel patofizyolojik mekanizma ateroskleroz
gelisimidir (2). Ateroskleroz gelisiminin merkezinde lipid metabolizmasinin
elemanlar1 olan lipoproteinler ve igerigindeki trigliserid, kolesterol gibi bilesenler yer
almaktadir. Damar duvarinda aterojenik lipoproteinlerin birikimi ve buna ikincil

olarak aktive olan makrofajlarin siirece katilmasi ile ateroskleroz baslar.

Kanda lipid diizeylerinin ateroskleroz olusumunu hizlandiracak sekilde
degismesi durumu ise dislipidemi olarak tanimlanir (3). Dislipidemiler; ilag kullanimu,
cesitli hastaliklar, diyet gibi ikincil faktorlerden kaynaklanabilir. Bununla birlikte,
birincil: Genetik nedenlerle de ortaya ¢ikabilirler. Genetik nedenli dislipidemiler,
lipoprotein metabolizmasinda yer alan proteinlerin islevlerinin bozulmasina neden
olan genetik degisikliklerden kaynaklanir (4, 5). Bu grupta yer alan hastaliklarin gogu
monogenik nedenli iken, bir kismimin poligenik nedenli oldugu ya da poligenik
etkilerin hastalik siddetinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (4).
Klinik olarak ksantoma, arkus kornealis benzeri muayene bulgulari, geng yasta ailede
ve hastada kardiyovaskiiler hastalik oykiisii genetik dislipidemilerin ¢ogunda ortak
olarak goriiliir. Bununla birlikte, laboratuvar bulgulari, kalitim tipleri, genetik
nedenleri, ek klinik bulgularin varligi bu hastaliklarin farkli gruplara ayrilmasinda
etkilidir.

Genetik dislipidemiler i¢inde siklikla karsilasilan hastaliklardan birisi ailesel
hiperkolesterolemidir. Ailesel hiperkolesteroleminin goriilme siklig1 ortalama 1/250
civarindadir (6). Hastalarda yiiksek LDL kolesterol ve total kolesterol degerleri
bulunmas: tipiktir. Muayenede, ksantoma, ksantalezma gibi lipid birikimine bagl cilt
bulgular1 gortilebilir. Tedavi edilmeyen hastalarda erken yasta kardiyovaskiiler
hastaliklar 6zellikle koroner kalp hastalig1 riski artmigtir. Ailesel hiperkolesterolemide
tan1 i¢in kullanilan farkli kriterler mevcuttur. Bu kriterler, kisinin ve aile bireylerinin
kolesterol diizeyleri, koroner hastalik 6ykiileri ve muayene bulgular1 gibi parametreler

kullanilarak olusturulmustur. Siklikla kullanilan kriterlerden olan Simon Broome ve



Dutch Lipid Network Criteria; LDLR, APOB ve PCSK9 genlerinde patojenik

mutasyon varligini tani i¢in bir parametre olarak kullanmaktadir (7).

Ailesel hiperkolesterolemi (OMIM 143890) siklikla LDLR geni heterozigot
mutasyonlarindan kaynaklidir. Daha az oranda APOB ve PCSK9 heterozigot
mutasyonlar1 hastalia neden olmaktadir (6). Bunlar disinda APOE geninin bazi
mutasyonlariin ailesel hiperkolesterolemiye neden oldugu ortaya c¢ikmistir (8).
STAP1 geninin hastalik ile iliskili oldugu diistiniilmiis, fakat son donemde yapilan
calismalar sonucunda ailesel hiperkolesterolemi ile iliskili olmadig1 goriilmiistiir (9).
Bunun disinda LDLRAP1 geni ailesel hiperkolesteroleminin resesif formuna neden
olmaktadir. LIPA, CYP7Al, ABCG5/8 gen mutasyonlar1 da ailesel
hiperkolesterolemiye benzer klinige neden olabilmektedir (4). Hastaligin daha agir bir
formu olan homozigot ailesel hiperkolesterolemi ise, daha nadir goriiliir ve LDLR,
APOB ve PCSK9 genlerinin homozigot veya bilesik heterozigot mutasyonlarindan
kaynaklanir. Genetik etiyolojinin ¢esitliligine ragmen ailesel hiperkolesterolemi tanisi
konulan hastalarin yaklasik %40-60‘inda mutasyon saptanmamaktadir (10). Yeni
monogenik nedenlerin kesfine yonelik aragtirmalar devam etmekle birlikte, bu grubun
¢ogunlugunda hastaligin poligenik nedenli oldugu goriisii mevcuttur (10-12). Yapilan
caligmalarda olusturulan poligenik risk skorlar1 ile bu goriis desteklenmistir ve
Mmutasyon saptanmayan hastalarda poligenik risk skorlari toplum ortalamasina gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (10, 13). Sonu¢ olarak, bu hastalarda
monogenik nedenlerin yani sira poligenik etkilerin de hastalik ile iliskisi ortaya
konulmustur. Bu iki hasta grubunda kardiyovaskiiler hastalik riski ve ailesel gegis
acisindan farkliliklarin meveut oldugu da calismalarda bildirilmistir. Bu nedenlerle
hastaligin genetik nedenlerini belirlemek hem aile taramasi agisindan hem de

kardiyovaskiiler hastalik riskinin belirlenmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

Bu tez galismasi kapsaminda hastaligin monogenik nedenlerinin ve poligenik
etkilerin Klinik ile birlikte degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, Simon
Broome kriterlerine gore ailesel hiperkolesterolemi ile uyumlu olan 52 hasta ¢alismaya
dahil edilmigtir. Bu hastalarda ayrintili klinik degerlendirme ile ailesel
hiperkolesteroleminin genetik nedenlerine yonelik kapsamli bir arastirma
planlanmistir. Hasta grubunda hastaligin monogenik nedenlerine yonelik olarak

LDLR, APOB ve PCSK9 genlerine yonelik Sanger yontemi ile DNA dizilemesi



yapilmis ve mutasyonlar degerlendirilmigtir. Mutasyon saptanmayan hastalarda,
LDLR geni kopya sayist degisiklikleri multipleks ligasyon bagimli prob
amplifikasyonu ile degerlendirilmis ve ardindan daha nadir monogenik etiyolojiye
yonelik ileri nesil dizileme paneli yapilmistir. Bu ¢alismalara ek olarak, daha 6nce
farkli g¢alismalarda kullanilmis olan 12 ve 6 tek niikleotid polimorfizmi ile
olusturulmus poligenik risk skorlari ile poligenik etkiler ilk defa Tiirk hasta
kohortunda degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, monogenik,

poligenik nedenler ve bunlarin klinik ile iligkisi tartisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipoproteinler ve Lipoprotein Metabolizmasi

Lipoproteinler, hidrofobik yag molekiillerinin hiicre disinda sivi bir ortamda
tasinmasina ve dokulara ulastirilmasina imkan saglayan araglardir (4). Sekil 2.1.de
lipoprotein yapis1 gosterilmistir. Besinlerden elde edilen yaglarin dokulara,
kolesteroliin dokulardan karacigere ve trigliseridlerin (TG) karacigerden diger organ
ve dokulara tasinmasinda rol alirlar. Lipoproteinler yapisal olarak TG ve serbest
kolesterol ya da kolesterol esterden (KE) meydana gelen hidrofobik ¢ekirdek ile
birlikte disarida ¢ekirdegi saran hidrofilik fosfolipid (FL) tabakadan meydana gelirler.
Ayrica, yapilarinda apolipoprotein adi verilen, lipoproteinlerin hiicre i¢inde olusumu,
bir araya getirilmesi, reseptorler ile etkilesimi ve enzimlerin aktive edilmesi gibi
gorevleri olan proteinler yer alirlar, apolipoproteinler ve islevleri Tablo 2.1.’de
Ozetlenmistir. Lipoproteinler yogunluklarina gore, silomikron (SL), ¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), ara yogunluklu
lipoprotein (IDL) ve yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) olarak bese ayrilirlar (4).
Ayrica, lipid elektroforezi ile de SL, VLDL, LDL ve HDL elektriksel negatif yiik
farklari nedeni ile ayr1 bantlar olarak goriiliirler (14). HDL bandi alfa, LDL bandi beta
ve VLDL bandi ise pre-beta olarak adlandirilir. Bantlara gore adlandirma,

lipoproteinlerle ilgili hastaliklarin siniflandirilmasinda kullanilmaktadir.



Hidrofilik dis tabaka

Apolipoprotein

Hidrofobik i¢ tabaka

Lipoprotein yapisi

Trigliseridler

Fosfolipid tabaka

Kolesterol esterler

Sekil 2.1. Lipoproteinlerin genel yapisi.

v

Apolipoprotein

Tablo 2.1. Lipoprotein Metabolizmasinda Onemli Yer Tutan Apolipoproteinler

HDL

Apolipoprotein Yer Aldig1 Liporotein | Gorevi

APOA-I HDL HDL biyosentezi
LCAT aktivasyonu

APOA-II HDL HDL yapisal proteini

APOA-IV HDL, SL, plazmada serbest Bazi lipoproteinlerin sentezi ve
maturasyonunda, LCAT igin
kofaktor olabilir

APOA-V VLDL, SL Lipoprotein lipaz aracih TG
sentezini artirir

APOB-48 SL SL olusumu ve islevi igin ana
yapisal protein

APOB-100 VLDL, IDL, LDL VLDL, IDL, LDL igin yapisal
protein, LDLR ile baglanir

APOC-I11 SL, VLDL Lipoprotein lipazin kofaktorii

APOC-I111 SL, VLDL, HDL TG igerigi yiiksek lipoproteinlerin
lipolizini azaltir.

APOE VLDL, SL kalitlari, IDL, | Kalitlarin dolagimdan

temizlenmesi, LDLR baglanma
bolgesi igerir

LCAT: Lecithin-ch

olesterol acyltransferase,

LDLR: LDL-Reseptorii

2.2. APOB i¢eren Lipoproteinler

Iceriginde Apolipoprein B (APOB) proteinini barmdiran lipoproteinler; SL,
VLDL, IDL ve LDL’dir (15). APOB proteini viicutta sentezlenen en biiyiik
proteinlerden biridir ve farkli lipoproteinler iizerinde farkli transkript {riinleri
bulunmasindan dolayir farkli sekillerde adlandirilir. Karacigerde sentezlenen tipi

VLDL, LDL ve IDL’de bulunur ve APOB-100’diir. Enterositlerde sentezlenen tipi ise



APOB-48’dir ve SL’de bulunur. Aralarindaki farklilik enterositlerde sentezlenen
APOB-48’in, karacigerde sentezlenen APOB-100 proteininin yiizde 48’i uzunlugunda
olmasindan kaynaklanir. Bu durum, ayn1 mRNA transkriptinin ince barsak
enterositlerinde ve karacigerdeki hepatositlerde farkli sekilde diizenlenmesinin
sonucudur ve iki noktada onemi vardir: Ilk olarak, daha kisa olan APOB-48’in
enterositlerde hacimce diger lipoproteinlerden daha biiyikk bir molekiil olan SL
sentezlenmesine olanak verdigi diisiiniilmektedir. ikinci olarak; APOB-48, LDL
reseptorii (LDLR) i¢in APOB-100’de bulunan baglanma bdlgesini igermez ve bu
nedenle SL kalitilar1 karacigerde metabolize edilirken farkli yolaklara bagh

kalmaktadirlar (4).
2.2.1. Silomikron Metabolizmasi

Ince bagirsakta bulunan enterositler, silomikronlarin sentezlendigi hiicrelerdir.
Ogiin sonras1 alinan ve barsak liimeninde bulunan yag asitleri ve kolesterol enterositler
tarafindan emilir. Hiicre i¢ine alinan yag asitleri farkli enzimatik stirecler sonrasi
esterifiye edilir ve lic yag asidi molekiilii bir tane gliserol molekiiliinden olusan
TG’lere doniistiiriiliir, kolesterol de bir yag asidi molekiilii ile esterifiye edilerek KE
meydana getirilir. Silomikron sentezi endoplazmik retikulumda gergeklestirilir.
Besinsel yag asitlerinden sentezlenmis olan TG’ler mikrozomal transfer protein (MTP)
araciligi ile endoplazmik retikulumda APOB48 proteini ile birlestirilir (15, 16). Es
zamanl olarak silomikronun hidrofilik dig tabakasini meydana getiren FL
silomikronun olusuma katilir ve sonugta Oncii silomikron elde edilmis olur. Bu
asamanin ardindan oncii silomikronlar golgi cisimcigine yonlendirilir, bunun igin
SAR1B ve COPII proteinleri gereklidir (17). Ayrica, yine APOA-IV proteininin de
endoplazmik retikulumda baslayan ve golgide devam eden maturasyon siirecinde
silomikrona TG yiiklenmesinde katkis1 oldugu distiniilmektedir (15). Golgi
cisimcigine ulagsan oncii silomikronlar burada lipidasyonu tamamlayarak olgun hale
gelir. Son halini alan silomikron ¢ok yiiksek oranda TG igerirken, olduk¢a diisiik
oranda da KE igerigine sahiptir. Silomikronlar, enterositlerin bazolateral
membranindan lenf dolasimina saliir ve duktus torasikus vasitasi ile sistemik
dolagima karisir. Bu sekilde karacigere ugramadan periferik dokularda lipolize
ugrarlar ve periferik dokular besinsel yag asitlerinden faydalanirlar (4). Sistemik



dolagima gecen silomikronlarin lipolizinden sorumlu olan ana protein lipoprotein
lipazdir (LPL). Bu protein 6zellikle kalp kasi, periferik kas ve yag dokusu gibi lipidleri
enerji kaynagi olarak kullanan ya da depo eden hiicrelerde fazladir. LPL hiicre iginde
sentezlendikten sonra dokuda yer alan kilcal damarlarin yilizeyine gonderilir ve damar
endoteline GPIHBP1 (glycosylphosphatidylinositol-anchored protein) isimli ¢ipa
islevi goren bir protein vasitast ile tutunur (18). Silomikronlar damar liimenine
girdikten sonra LPL’ye baglanir ve lipoliz baslar, bu asamada silomikronlarin tizerinde
bulunan apoprotein C-I1 (APOC-II) proteini de LPL igin kofaktoér gbrevi gorerek
lipolizin hizlandirilmasina yardimei olur. Bu proteinler silomikron metabolizmasi ile
dogrudan iligkili oldugu i¢in, bunlari kodlayan LPL, APOC-II ve GPIHBP1 genlerinde
goriilen fonksiyon kaybi mutasyonlari silomikron metabolizmasinin bozulmas: ile
karakterize ailesel hipersilomikronemi tablosuna neden olur. Bunlar disinda; APOA-
V, APOC-IIl, ANGPTL3 ve ANGPTL4 gibi proteinler de LPL aktivitesinin
diizenlenmesinde yer almakta ve SL metabolizmasini dolayli yoldan etkilemektedirler.
Bu proteinleri kodlayan genlerde saptanan mutasyonlarin plazma lipid (6zellikle TG)
seviyelerinde degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (19-21). Silomikronlarin
damar liimeninde lipolizi sonucunda igerdikleri trigliserid miktar1 azalir. Lipoliz
sonucu arta kalan pargaciklar SL kalitlaridir. Bu pargaciklar aterojenik etkiye sahiptir
ve dolasimdan kaldirilmalar gereklidir. Bu islem karacigerde gergeklesir ve bunun
icin SL kalitlar1 tizerinde bulunan APOE apolipoproteini gereklidir (4). APOE, aslinda
dolasimda HDL’ler iizerinde tasinmaktadir, dolayisiyla yeni sentezlenmis olan
silomikronlar iizerinde yoktur. Lipoliz sirasinda silomikronlar ile etkilesen HDL
parcaciklar1 sayesinde APOE, SL kalitlarinin yapisina katilir. Boylece SL kalitlar
karacigere geldiklerinde tasidiklari APOE araciligr ile LDLR, lipoprotein iligkili
reseptor-1 ve Syndecan-4 gibi reseptorlere tutunarak hepatositlere alinir ve igeriginde
kalan TG ve KE’ler bu hiicrelerde metabolize edilir. Silomikronlar beslenme sonrasi
elde edilen lipidlerin gerekli dokulara ulastirilmasi ve kullanilmasina yarar ve
plazmada beslenme sonrasi gortiliirler. Yaklagik 12 saatlik a¢ligin ardindan plazmada
silomikrona rastlanmasi normal durumlarda ¢ok olast degildir (4). Silomikron

metabolizmasi Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.
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Cizgili kas, yag dokusu vb.
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APOB-48 APOB 48
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Sekil 2.2. Silomikronun metabolizmasi.

Periferik

Kapiller

Enterositler

APOC-II

2.2.2. VLDL ve LDL Metabolizmasi

Bir diger APOB igeren lipoprotein olan VLDL, hem acglikta hem de toklukta
karacigerde sentezlenir (4). Aglik sirasinda, viicutta 6zellikle enerji kaynagi olarak yag
asidi kullanan dokularin ihtiyaglart karacigerde sentezlenen VLDL sayesinde
karsilanir, bunun disinda, tokluk durumunda da fazladan alinan karbonhidrat da
karacigerde yine TG’lere doniistiiriiliir ve bu sirada VLDL sentezi de artar. Hepatositte
VLDL sentezi ana olarak iki proteine baghdir (15). Bunlardan birisi APOB
(karacigerde APOB-100 formunda sentezlenmektedir.), digeri ise MTP’dir. VLDL
sentezi, APOB translansyonu ile birlikte baglar, APOB translasyonu sitozolde
basladiktan sonra endoplazmik retikulumda (ER) devam eder ve bu sirada TG zengin
lipid ¢ekirdek protein lizerinde yiiklenmeye baslanir. Yiikleme isleminde ana sorumlu
SL sentezinde oldugu gibi MTP’dir. VLDL olusumunun ilk asamasi bu sekilde
tamamlanir. Daha sonra olusan TG fakir VLDL iizerine TG ilavesi MTP onciiliigiinde
devam eder APOC-III, APOA-IV, APOA-V ve APOE gibi farkli apolipoproteinlerin
de bu siirecte katkis1 oldugu goriisii mevcuttur. Sonugta VLDL karacigerden dolasima
salinir ve periferik dolasimda, SL hidrolizine benzer sekilde LPL yardimu ile hidrolize
edilir. VLDL hidrolizi sonucu olusan pargacik IDL’dir. IDL, SL kalitlarina benzer

sekilde HDL ile etkilesim sayesinde yapisinda bulunmayan bir apolipoprotein olan



APOE’yi yapisina katar. APOE, SL kalitlarinin karacigerde temizlenmesine yardimci
oldugu gibi IDL’nin de karacigerde LDLR aracili temizlenmesine yardimeci olur.
IDL’nin bir kismi hepatositlere alinarak dolasimdan temizlenirken, bir kismi da
karacigerde LPL benzeri bir enzim olan hepatik lipaz (HL) ile daha ileri diizeyde TG
hidrolizine ugrar. IDL {izerinde bulunan APOB-100 harici diger proteinler de farkli
lipoproteinlere aktarilir. Bunun sonucunda KE’den zengin ve APOB-100 tasiyan bir

diger lipoprotein olan LDL meydana gelir (4).

LDL, VLDL metabolizmasinin bir yan {iriinli olarak ortaya ¢ikar ve APOB-
100 ile birlikte yiiksek KE igerigine sahiptir, plazmada kolesterol tasiyan ana
lipoproteindir ve tiim plazma kolesteroliiniin yarisindan fazlas1 LDL tarafindan taginir
(4). LDL, ozellikle kolesterol ihtiyaci bulunan adrenokortikal bez, over, testis gibi
dokularda ve asil olarak da karacigerde, hiicre yilizeyinde bulunan LDL-reseptorii
(LDLR) ile kendisi {izerinde bulunan APOB-100’lin baglanmasi sonucunda endositoz
ile hiicre icine alinarak metabolize edilir (4, 22). Sekil 2.3.te VLDL ve LDL

metabolizmasi 6zetlenmistir.

APOB-100

Karaciéer APOC-II
Periferik
_—

kapiller

TG Hidroliz

Dolagimdan temizlenme

Yag asitleri
LPL aracih L~  Periferik dokular
hidrolizi

Biiyiik oranda
karacigerde
alimir

Modifikasyon

/ \APOB—lOU

Kolesterol ihtiyaci olan dokular

Sekil 2.3. VLDL ve LDL metabolizmasi.
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2.3 HDL Metabolizmasi

APOB icermeyen bir lipoprotein olan HDL lipid ve kolesterol dongiisiinde
onemli bir elemandir. HDL’nin asil gorevi viicuttaki dokularda kullanilmayan
kolesteroliin karacigere tasinmasidir (4, 23). Ciinkii, Kolesterol periferik dokularca
yikilamaz ve karacigerden safra asitlerine doniistiiriilerek uzaklastirilmasi gerekir, bu
islem tersine kolesterol tasinimi (Reverse cholesterol transportation) olarak
adlandirilir. Bu gorevi disinda, HDL transfer edilebilen farkli apolipoproteinler igin
(APOC-I, 11, 1l ve APOE vb.) tasiyict ve depo gorevi goriir. Bu proteinler diger
lipoproteinlere transfer edilerek onlarin islevlerinin diizenlenmesine katki saglar (4,
23). HDL’de bulunan ana yapisal apolipoprotein APOA-I’dir. Bununla beraber, bir
kistm HDL molekiiliit APOA-I ile birlikte APOA-II de igermektedir (23). APOA-I
karacigerde hepatositlerden, daha az miktarda ince barsakta enterositlerden sentezlenir
ve dolagima salinir. Periferik dokularda, karacigerde ve makrofajlarda APOA-I’in
tizerine FL ve serbest kolesterol yiiklenir, bu islem hiicrelerin yiizeyinde gergeklesir.
FL kaynagi hiicre zaridir ve APOA-I’e FL akist ABCA1 (ATP Binding
Casette,Subfamily, Member 1) isimli bir yiizey proteini sayesinde saglanir. ABCA1
aktivitesi APOA-I ile baglanma sonrasi artar ve hiicre zarinda i¢ tabakadan dis
tabakaya FL ile es zamanl olarak serbest kolesterol taginir ve APOA-I’e aktarilir (23).
Olusan pargacik diskoidal HDL ya da kolesterol ve lipidden fakir HDL’dir. HDL
periferik dokulardan kolesterol aldik¢a biiyiir. Bu siirecte plazmada bulunan ve
APOA-I yardimu ile aktive olan LCAT (lecithin-cholesterol acyltransferase) enzimi
HDL’de bulunan serbest kolesteroliin FL kaynakl1 yag asitleri ile esterifiye olmasini
saglar (24). Bunun sonucunda olusan KE hidrofobik bir molekiildiir ve HDL’nin
¢ekirdegini yani plazmaya bakamayan i¢ kismini olusturur. Bu sayede HDL daha fazla
serbest kolesterol toplar ve diskoidal formdan yuvarlak forma gecer. HDL plazmada
farkli lipoproteinler, proteinler ve enzimler sayesinde yapisal degisime ugrar. CETP
(Cholesteryl Ester Transfer Protein) ve PLTP (Phospholipid Transfer Protein) adli transfer
proteinler araciligityla HDL, VLDL ve LDL arasinda, karsilikli FL, TG ve KE
aligverisi gergeklesir (4). Ayrica, HDL karacigerde hiicre yiizeyinde hepatik lipaz ve
periferik dokularda ayn1 aileden endotelyal lipaz ile iliskiye girerek icerigindeki TG,
KE ve FL’nin hidrolizi ile lipidden fakir formuna donebilir. Sonug olarak, bu

modifikasyonlar sayesinde lipidden fakir HDL ya da lipidden yoksun hale gelmis
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APOA-I periferik dokulardan kolesterol toplayabilir veya APOA-I bobreklerde yikima
ugrayabilir. HDL icerigindeki kolesterol; LDL, VLDL gibi lipoproteinlere aktarilir ve
bu lipoproteinlerin karacigere alinmasi ve metabolize olmasi sonucu kolesterol
periferden karacigere tasinmis olur. Bir ikinci yol ise dogrudan HDL nin karacigerde
SR-B1(Scavenger Receptor Class B, Type 1) reseptorlerine baglanarak igerigindeki
kolesterolii hepatositlere aktarmasidir (23). Bunun sonucunda da serbest kalan APOA.-
I bobrekte metabolize olur ya da periferik dokularda tekrar HDL’ye doniisiir. HDL

metabolizmasi Sekil 2.4.’te 6zetlenmistir.

Karaciger . APOA-I

Serbest .

Serbest Kol. ve FL

s

ASCG‘L‘

Serbest Kol.

Sekil 2.4. HDL metabolizmasi. Kol.: Kolesterol

2.4. Lipoprotein ve Lipidlerin Plazma Diizeylerinin Ol¢iimii ve Klinik

Onemleri

Kan total kolesterol, TG ve FL diizeyleri farkli biyokimyasal yontemler
kullanilarak direkt olarak olgiilebilir (14). Lipoproteinlerin ise direkt 6lgiimii kiitle
konsantrasyonlar1 (Her bir lipoproteinin ¢ozelti i¢inde litre basina diisen kiitlesi)
yardimi ile yapilabilir. Fakat rutinde bu yontem yerine, farkli lipoprotein siniflarinin
(VLDL, LDL, HDL) igerigindeki kolesterol miktar1, farkli bireyler arasinda benzerlik
gosterdigi i¢in Ornek olarak; LDL’nin gostergesi olarak LDL kolesterolii (LDL-K)
Olciilmektedir. Kolesterol igerigi 6l¢limii hem daha kolaydir hem de lipoproteinin

kandaki diizeyini dogrudan yansitmaktadir, Tablo 2.2.’de plazma lipid degerlerinin
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normal araliklar1 gosterilmistir. Bu 6l¢iimlerin klinik olarak 6zellikle kardiyovaskiiler
hastalik riski agisindan 6nemi biiyiiktiir. Arastirmalar kan total kolesterol (TK) ve
daha az oranda TG konsantrasyonlarinin kardiyovaskiiler hastalik (KVH) ile iligkisini
gostermektedir (4). Calismalarda total kolesterol diizeyleri ile KVH gegirme riski
arasinda dogru orantili iligki saptanmistir ve yine uzun donem takiplerde, koroner arter
hastalig1 geciren bireylerde total kolesterol diizeyleri yiiksek olanlarin 6liim riskinin
arttig1 tespit edilmistir (25, 26). Ayrica, LDL kolesterolii (LDL-K), HDL kolesterolii
(HDL-K) ve VLDL (VLDL-K) kolesterol diizeylerinin belirlenebilmesi sayesinde
hem bunlarin KVH {izerine etkileri hem de bunlarn etkileyen faktorlerle ilgili
calismalar yapilmistir(4). Arastirmalar sonucunda HDL-K ve KVH riski arasinda ters
orantili bir iliski oldugu, yani yiiksek HDL-K diizeylerinin daha diisiik KVH gelistirme
ile iligkili oldugu ortaya ¢ikmustir. Yiiksek LDL-K diizeyinin ise TK ile benzer sekilde
KVH gelisme riskini artirdign gosterilmistir. TG dogrudan KVH’nin nedeni olan
aterosklerozun gelismesinde rol oynamasa da, aterosklerozun gelisiminde rol oynayan
lipoprotein kalitlarinin (IDL ve SL kalitlari) igeriginin 6nemli bir parcgast oldugu igin,

KVH riskinin belirlenmesinde 6nemli bir biyobelirtegtir (27).

Bireylerde lipoproteinler ve lipid diizeylerinin kardiyovaskiiler hastalik riskini
artiracak sekilde normal degerler disina ¢ikarak lipid dengesinin bozulmasi durumu,
daha net bir sekilde tanimlanacak olursa: Artmis TK, artmis LDL-K, artmis TG,
azalmis HDL-K diizeyleri ya da bunlarin farkli kombinasyonlar: dislipidemi olarak

adlandirilmaktadir (3). Dislipidemiler kisilerde ateroskleroz gelisimini artirmaktadr.
2.4.1. Ateroskleroz Gelisimi

Ateroskleroz olusum siirecinde, ilk olarak dolasimda bulunan LDL, IDL, SL
kalitlari, VLDL gibi lipoprotein arterlerin intima tabakasinda birikir ve
lipoproteinlerin igerigindeki kolesteroliin oksidasyonu sonucu bolgeye makrofajlar
gelir (2). Makrofajlar lipoproteinleri hiicre i¢ine alip degisime olurlar ve kolesterol
esterden zengin kopiik hiicrelerini meydana getirirler. Zamanla kopiik hiicrelerinin
hiicre i¢i lipid metabolizmas1 bozulur ve bu durum hiicrelerin fonksiyonlarini
siirlayarak lezyon iginde kalici hale gelmelerine ve kronik inflamasyona neden olur.
Bu siirece vaskiiler diiz kas hiicreleri, diger immiin hiicreler de dahil olarak kompleks

bir yap1 olan aterom plagini meydana getirir. Sonug olarak olusan aterom plagi damar
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liimeninde daralmaya, eger plak riiptiire olursa tromboza ve ani tikanmalara neden
olabilir ve bu da besledigi organda hasara neden olur. Sekil 2.5.’te aterom plag1 yapisi
Ozetlenmigtir. Lipoprotein metabolizmasindaki bozulmalar ve sonucunda gelisen
dislipidemi, ateroskleroz gelisimini hizlandirarak kardiyovaskiiler hastalik riskini
artirir. Dislipidemiler, KVH riskini artirdiklari i¢in simiflandirilmalar: ve altta yatan
nedenlerin aydinlatilmasi 6nem tasimaktadir. Ciinkii, her dislipidemi tipinin KVH
riskini artirmadaki etkisi ayn1 degildir ve tedavi yaklasimlarinda da farkliliklar

goriilebilmektedir (14).

DAMAR LUMENI

Sitokin ve kemnokinler

intima

-

0 Y
LDL, IDL Fibroz Cﬁp

Oksidize olan LDL

Partikiillerinin
/ SO o Lipid Cekirdek EROM PLAGI

..Nekrotik deﬁds; S E |CER|G|
| K o8 =

Lipid birikimi ve kopiik
hiicresine dondsiim

Diiz kas Hiicresi

"\-..____

Sekil 2.5. Aterom plagr yapisi. Sekilde aterom plaginin igerigi genel olarak
ozetlenmistir. Ateroskleroz gelisiminde en 6nemli iki elemanlar: Intimada
biriken aterojenik lipid partikiilleri ve bunlara ikincil olarak kdopiik
hiicrelerine doniisen makrofajlardir.
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Tablo 2.2. Plazmada 6l¢iilen lipidlerin sinir degerleri

LDL-Kolesterol Trigliserid Total Kolesterol HDL-Kolesterol
130 mg/dl tzeri | 150 mg/dl {izeri | 200 mg/dl tizeri | 40 mg/dl alt1 diisiik
yiiksek yiiksek yiiksek

Tabloda verilen degerler biyokimyasal olglimlerde erigkinler i¢in kabul edilen siir degerlerdir.
Popiilasyonlar arasinda, farkli hastalik gruplarinda ve g¢ocuklarda kabul edilen degerler farklilik
gosterebilir. Ayrica, bu degerler lipid yiiksekliklerinde tedavi sonrasi hedef degerleri ile aym
olmayabilir.

2.5. Dislipidemiler ve Simiflandirilmalar:

Dislipidemileri birden farkli sekilde smiflandirmak miimkiindiir, fakat
giiniimiizde ideal bir siniflama sistemi bulunmamaktadir (14). Ilk olarak Frederickson
siiflamasi kullanilmistir (28). Bu siniflama sisteminde etiyolojiler belirtilmez, sadece
lipid profili ve lipid elektroforez sonuglarina gére siniflandirma yapilir. Frederickson
Siniflamas: dislipidemilerde belli bir diizeye kadar etiyolojinin ve kardiyovaskiiler risk
tahminine olanak saglar (14). Fakat, bu siniflamada HDL-K diisiikliigii bir parametre
olarak kullanilmamistir ve sadece hiperlipidemiler (hiperkolesterolemi ve/veya
hipertriglieseridemi) ile karsimiza ¢ikan durumlarin degerlendirilmesine imkan
vermektedir. Bu siniflama giiniimiizde artan genetik ve lipoprotein metabolizmasi
bilgisi ile degerlendirildiginde eksik kalmaktadir. Fakat yine de bu siniflamada
tanimlanmis olan adlandirma big¢imleri, dislipidemilerin tanimlanmasinda hala
kullanilmaktadir. Tablo 2.3.te Frederickson Smiflamasina gore tiplendirilmis
hiperlipidemilerin baz1 6zellikleri verilmistir. Bir diger siniflama bi¢imi de etiyolojiye
gore smiflama sistemidir (14, 29). Buna gore dislipidemiler, primer (ailesel)
dislipidemiler ve sekonder dislipidemiler olarak ayrilir. Birincil ya da ailesel
dislipidemiler; genetik nedenlere bagli, genelde ¢ocukluktan itibaren ortaya ¢ikar ve
daha agir klinik bulgularla seyreder. ikincil ya da edinilmis dislipidemiler, gesitli
hastaliklar, ilaglar gibi farkli nedenlere bagl ortaya cikar. Ikincil dislipidemilerin sik

goriilen nedenleri Tablo 2.4.’te verilmistir.
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Tablo 2.3. Frederickson Siniflamasi tiplerine gore hiperlipidemilerin 6zellikleri

Tipi Kolesterol Trigliserid | KVH riski | Ek ozellik

Tip | Normal ++++ Normal Karin agrisilari, pankreatit riski artmus, SL
metabolizmast iliskili

Tip A +++ Normal/+ +++ LDL metabolizmasi iliskili,
elektroforezde beta bandinda artig

Tip 1IB ++ ++ +++ LDL ve VLDL metabolizmasi ile iliskili,
aile bireylerinde yiiksek olan lipid tipi
degisebilir.

Tip 11 ++ +++ +++ Elektroforezde genis pre-beta bandi, IDL
metabolizmasi ile iliskili

Tip IV Normal/+ ++ + VLDL mtabolizmasi iligkili

TipV + ++++ Normal/+ SL ve VLDL metabolizmas: iliskili

Tablo, Frederickson Smiflamasi modifiye edilerek verilmistir. Smiflamaya gore tiplendirilen

hiperlipidemilerin bazi klinik ve patofizyolojik 6zellikleri ilave edilmistir.

Tablo 2.4. Sik goriilen ikincil dislipidemi nedenleri

izole TK ve LDL-K | izole TG | LDL-K, TK ve TG | izole HDL-K
Yiiksekligi Yiiksekligi Yiiksekligi Diisiikliigii
Hipotiroidi Kronik Bobrek | Nefrotik Sendrom Obezite

Yetmezligi
Kolestatik  Karaciger | Diabetes Melitus Diabetes Melitus Karbonhidrat zengin
Hastalig diyet
Obezite Obezite Obezite Beta blokerler
Steroidler Steroidler Yiiksek doz  steroid | Isotretinoin

kullanimi

Kolesterolden  zengin | Retinoidler Siklosporin Fiziksel inaktivite
diyet

Siklosporin HIV tedavisi

Beta blokerler

Antipsikotik (Olanzapin)

Sigara

Oral Kontraseptif

Hamilelik

Fiziksel Inaktivite

Karbonhidrat
diyet

zengin

2.6. Birincil (Ailesel) Dislipidemiler

Bu grupta yer alan dislipidemiler genel olarak ¢ocukluk ¢agindan baslayarak

klinik ve/veya laboratuvar bulgulari ile karsimiza ¢ikarlar. Genel olarak koroner arter

hastaligi/kardiyovaskiiler hastalik riski artmakla birlikte, hepsinde ayn1 diizeyde risk

artisi olmaz (4). Bu grupta yer alan hastaliklar Tablo 2.5.’te de goriildiigii gibi ¢esitli

genetik nedenlerden kaynaklanir. Ozellikle laboratuvar bulgulari, dykii ve muayenede

saptanan ayirt edici ozellikler, bu hastaliklara dogru tan1 konulmasinda yonlendirici

olur. Benzer laboratuvar ve klinik bulgulara sahip olanlarda ise genetik testler tanida

yardimeidir.
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Tablo 2.5. Birincil dislipidemiler ve genetik nedenleri

Dislipidemi Genetik Neden Kalitim Sekli

Yiiksek Kolesterol ve TG

Ailesel Kombine Hiperlipidemi Poligenik Kompleks (poligenik)
Disbetalipoproteinemi APOE E2 haplotipi Kompleks (fenotipte ¢evresel faktorler etkili)
Hepatik Lipaz Eksikligi HL Otozomal resesif

CYP7A1 mutasyonlari CYP7A1 Otozomal resesif

Izole Yiiksek LDL-K, TK

Ailesel Hiperkolesterolemi LDLR, APOB, PCSK9, | Otozomal semi-dominant, Kompleks
APOE, STAP1?, | (poligenik)
Poligenik

Sitosterolemi ABCG5, ABCG8 Otozomal resesif

Resesif Hiperkolesterolemi LDLRAP1 Otozomal resesif

LIPA Eksikligi LIPA Otozomal resesif

Izole Yiiksek TG

Ailesel Hipersilomikronemi

LPL, APOC-II, APOA-
V, LMF1, GPIHBP1

Otozomal resesif

Ailesel Hipertrigliseridemi Poligenik Kompleks, Otozomal dominant?
APOC-III Fonksiyon Kazammm | APOC-III Otozomal dominant

Izole Diisiik HDL-K

APOA-I Eksikligi APOA-I Otozomal Semi-dominant
ABCAL1 Eksikligi ABCA1l Otozomal Semi-dominant
LCAT Eksikligi LCAT Otozomal resesif

Balik Gizii Hastaligi LCAT Otozomal resesif

2.6.1. Yiiksek Kolesterol ve Trigliserid Birlikteligi ile Seyreden Birincil

Dislipidemiler

Yiiksek trigliserid diizeyleri ile birlikte yiikksek TK ve yiiksek LDL-K diizeyleri
karakterize olurlar (14). Ailesel kombine hiperlipidemi (Frederickson Tip2B) ve
disbetaliporoteinemi (Frederickson Tip3) bu gruba dahildir (4, 14). Ayrica, ailesel
olmasa da metabolik sendroma bagli ortaya ¢ikan dislipidemilerde de benzer bir lipid
profili tablosu mevcuttur. Ailesel kombine hiperlipidemi 6nceleri monogenik bir
hastalik olarak diisiiniiliirken, son donemde poligenik bir hastalik oldugu ve birden
fazla gen ile iliskili oldugu gosterilmistir (30). Siklig1 popiilasyonlar arasi degiskenlik
gosterse de 1/100 civarindadir. Ailesel kombine hiperlipidemide bireylerde ytliksek
kolesterol ve trigliserid yiiksekligi birlikte goriilebildigi gibi izole kolesterol
yiiksekligi veya izole trigliserid yiiksekligi de gozlenebilir (14). Karacigerde artmis
VLDL iiretimi sonucunda plazmada TG ve LDL diizeyleri artar, bunun yaninda APOB
diizeyleri de artmistir (4). Bu hastalarda erken donemde kardiyovaskiiler hastalik riski

artar.

Disbetalipoprteinemi, yaklastk 1/5000-10.000 bireyde goriilmektedir.

Hastalarda ksantomalar ve erken donem kardiyovaskiiler hastalik gorilmektedir (4).

Disbetalipoproteinemide, lipid elektroforezinde patognomonik bir bulgu olan
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normalden daha genis bir beta band1 goriiliir. Bu duruma neden olan mekanizma ise
plazmada VLDL ve SL kalitlarinin artis1 olup, APOE proteinin E2 izoformu sorumlu
tutulmaktadir. APOE geni E2, E3 ve E4 olarak ii¢ izoforma sahiptir. Izoformlar gende
yer alan iki adet polimorfizmin farkli kombinasyonlar1 ile olusturduklar1 haplotiplere
gore belirlenmektedir. E3 izoformu en yaygin izoform iken E2 izoformu da yaklasik
1/100 insanda homozigot olarak goriilmektedir. E2 izoformunun LDLR proteinine
afinitesi ¢cok daha diisiik oldugu i¢cin VLDL ve SL kalitlar1 karacigerde temizlenmesi
bu izoformu tasiyan bireylerde daha yavas olur. Fakat hastaligin frekansinin
homozigot E2 tasiyan bireylerin sikligindan ¢ok daha az olmasi fenotipin ortaya
¢ikmasinda bazi ikincil faktorlerin de rol oynamasi gerektigini diisiindiirmektedir.
Disbetalipoproteinemiye benzer sekilde lipid elektroforezinde genis beta bandi
goriilebilen bir baska hastalik da, HL (Hepatik lipaz) geninde saptanan mutasyonlara
bagli ve resesif kalitilan hepatik lipaz eksikligidir (31). Bu bireylerde tiim lipoprotein
cesitlerinde TG igerigi artmistir. HL nin birincil substrati olan IDL ve onun LDL’ye
doniistimii bozulur. Karacigerde HDL’de bulunan TG ve FL’ nin sindirimi azaldig1 i¢in
HDL partikiilleri daha biiyiiktiir. Hastalarda genel olarak TG ve TK diizeyleri artmus,
HDL diizeyi ise hafif artmis ya da normaldir. Erken donem kardiyovaskiiler hastalik
riski de bu hastalar da yine artmistir. Bunlar disinda, birkag hastada CYP7A1 genindeki
homozigot mutasyonlar sonucu bu genin iiriinii olan ve kolesteroliin karacigerde safra
asitlerine doniisimiinde rol oynayan bir enzim olan kolesterol 7-alfa hidroksilazin
aktivitesinin diistigii gozlemlenmistir (32). Bu bireylerde TK, LDL-K ve TG
yiiksekligi ile karakterize ve statin tedavisine direngli dislipidemi tablosu goriilmiis ve
bu durumun karaciger hiicrelerinde biriken ve safra asitlerine doniisiimii yavaslayan

kolesterol nedeni ile LDLR aktivitesinin azalmasi sonucu olustugu diistiniilmiistiir.
2.6.2. Trigliserid Yiiksekligi ile Seyreden Birincil Dislipidemiler

Izole trigliserid yiiksekligi ile giden durumlar VLDL ve silomikron
metabolizmasindaki bozukluklardan kaynaklanan; ailesel silomikronemi, ailesel
hipertrigliseridemi gibi hastaliklarda karsimiza c¢ikmaktadir (4, 14). Ailesel
hipertrigliseridemi (Frederickson, Tip-1V) hastalarinda VLDL sayis1 gorece daha
stabil kalmakla birlikte partikiiller i¢cindeki TG diizeyleri artmistir ve bu da VLDL

partikiillerinin hacimce daha biiyilk olmasina neden olarak LPL tarafindan
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sindirilmelerini zorlastirmaktadir (33). TG diizeylerinin orta diizeylerde arttig1 goriiliir
(200-700 mg). Kaliim paterninin otozomal dominant olabilecegi diisiiniilmekle
birlikte bugiine kadar monogenik bir nedeni bulunamamistir. Bu nedenle poligenik
nedenlerden kaynaklandigi distiniilmektedir (33, 34). Siklikla Tip 2 diyabet,
metabolik sendrom ile birlikte goriiliir (14). Artmis karbonhidrat ve alkol tiiketimi,
metabolik sendrom, Tip 2 diyabet gibi durumlarla birlikte daha siddetli trigliserid
yiiksekligi (>1000 mg) goriilebilir ve akut pankreatit riski artmistir (33). KVH riskinin

ise artip artmadigi tartigmalidir.

Ailesel hipersilomikronemiler, hipertrigliseridemiye neden olan bir diger
gruptur. Bunlarin poligenik oldugu diistiniilen formlar1 oldugu gibi (Frederickson, tip-
V) daha nadir olarak monogenik formlarla da karsimiza ¢ikar (34). Monogenik
hipersilomikronemiler siklikla LPL geni homozigot veya birlesik heterozigot
mutasyonlarina bagli olarak kargimiza ¢ikar (14). Hastalarda LPL proteinin fonksiyon
kaybina bagli olarak SL partikiillerinin sindirimi bozulmakta ve hipersilomikronemi
ortaya ¢ikmaktadir (Frederickson, tip I). Ozellikle yemek sonras1 plazma TG diizeyleri
10.000 mg/dl diizeylerine kadar ¢ikabilmektedir. KVH riski ise artmamaktadir.
Bununla birlikte, ksantomalar ile birlikte karin agrilari, akut pankreatit gibi bulgular
goriilebilir (5). LPL disinda daha az siklikta APOC-II, APOA-V, LMF1 ve GPIHBP1
genlerinin bialelik fonksiyon kayb1 mutasyonlari hipersilomikronemi ile iliskili olarak
bildirilmigtir. APOC-II, LPL’nin kofaktorii olarak gérev yapmaktadir. APOA-V SL
ve VLDL par¢aciklariin LPL ile etkilesiminde gorev almaktadir. LMF1 LPL’nin
dogru katlanmasinda ve GPIHBP1 de sentezlenen LPL’nin kapiller endotele ulagmasi
ve tutunmasinda gorev alir. Dolayisi ile klinikleri de benzerlikler gostermektedir.
[lave olarak, GBPIHBP1 ve LPL eksiklikleri daha erken yaslarda bu klinige neden
olurken, APOC-II ve APOA-V eksikliklerinde klinik bulgular daha ileri yaslarda
goriilebilmektedir (4). Son olarak APOC-I11 geninde saptanan bir missens mutasyonun
(GIn38Lys) fonksiyon kazanimi yaparak hipertrigliseridemiye neden oldugu
saptanmistir (35). APOC-III proteini LPL’nin lipoproteinler iizerindeki sindirim
fonksiyonunu azaltmakta, yine reseptor aracili olarak kalitlarin hiicre igine alimini
bozmaktadir. Bunlardan kaynakli olarak fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin da KVH’ya

kars1 koruyucu oldugu one siiriilmektedir.
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2.6.3. HDL-K Diisiikliigii ile Seyreden Birincil Dislipidemiler

HDL-K diistikliigi tersine kolesterol transportunu etkiledigi icin KVH
gelisiminde bir risk faktoriidiir. Daha ¢ok poligenik formda goriilmekle birlikte
APOA-I mutasyonlari, Tangier Hastaligi, LCAT eksikligi gibi monogenik nedenli
olarak da karsimiza ¢ikar (5). APOA-I bilindigi gibi HDL olusumunda gérevli ve HDL
iceriginde yer alan ana apolipoproteindir ve APOA-I geninde yer alan heterozigot
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 HDL-K disiikliigiine neden olmaktadir (4, 14).
Homozigot ya da bilesik heterozigot mutasyonlar daha agir seviyede seyretmekte ve
bu bireylerde ksantomalar goriillmektedir. Heterozigot mutasyonlarda ise daha hafif
diizeyde HDL-K diisiikligi goriilmektedir ve iki grup i¢in de erken donemde KVH
riski artmigtir. Bununla birlikte, bir istisna olarak ‘APOA-I milano’ varyanti olarak da
bilinen ‘Argl73Cys’ degisikligi diisiik HDL-K diizeylerine neden olmalarina ragmen
KVH riskini artirmamaktadir (36). ABCAI1 hiicre iginden APOA-I iizerine KE
tasinimasinda ve diskoidal HDL olusumunda gorevli proteindir ve ABCAL geninin
bialelik fonksiyon kaybi mutasyonlar1 Tangier hastaligina neden olmaktadir (4). Bu
hastalikta 6zellikle makrofajlarda biriken KE onlarin kopiik hiicrelere transforme
olmasina neden olur. Beta karotenden zengin KE tasiyan kopiik hiicreleri nedeni ile
turuncu tonsiller goriilebilir. Ayrica hastalarda splenomegali, hafif hepatomegali,
periferik noropati goriilebilir. KVH riski APOA-I kadar artmasa da bazi erigkinlerde
erken donemde KAH goriilir. LCAT enziminin eksikliginde ise iki farkli hastalik
goriilmektedir. Eger enzimin hem alfa hem beta aktivitesi kaybolmusgsa ailesel LCAT
eksikligi, sadece alfa aktivitesi kaybolmus fakat beta aktivitesi belirli bir diizeyde
korunuyorsa balik go6zii hastaligi (Fish-eye disease) ortaya ¢ikar (37). LCAT
karacigerden sentezlenen ve lipoproteinlerde kolesteroliin esterifikasyonundan
sorumlu enzimdir. Asil olarak HDL ile iliskilidir (alfa aktivite), daha az miktarda LDL
ve VLDL ile iliskili aktivitesi vardir (beta aktivite). Iki hastalik formu da LCAT geni
bialelik fonksiyon kaybi mutasyonlarindan kaynaklanir. Klinik farkin varyantlarin
neden oldugu fonksiyon kaybi derecesine gore ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Iki
hastalikta da esterifiye olmamis kolesteroliin birikimine bagli korneal opasifikasyonlar
goriilmesi tipiktir. Ailesel LCAT eksikliginde kronik bobrek hastaligi ve buna baglh
komplikasyonlarla 6liim goriiliirken, balik gozii hastaliginda bobrek tutulumu olmaz.

Bobrek tutulumunun esterifiye olmayan kolesterolden zengin anormal bir lipoprotein
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olan ‘Lipoprotein-X’ birikiminden kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Erken donem
KVH riski ise bu hastalarda artmamaktadir. Bunun tam fonksiyon kaybina bagli olarak
LDL-K miktarinin azalmasina bagli olabilecegi One siiriilmiistiir (5). Balik gozii
hastaliginda ise bobrek fonksiyonlar1 korunmustur bununla birlikte, erken donem

KVH bu hastalarda goriilmektedir.
2.6.4. Yiiksek LDL-K Diizeyleri ile Seyreden Birincil Dislipidemiler

Yiiksek LDL-K ve buna bagli olarak genelde yiiksek plazma TK diizeyleri ile
karakterize olan gruptur (14). LDL’nin lipid elektroforezinde olusturdugu beta
bandina ithafen hiperbetalipoproteinemiler olarak da adlandirilmaktadir (5, 14).
Frederickson siniflamasina gore ise ‘Tip2A” hiperlipidemilerdir. Bu grubu temsil eden
hastalik ailesel hiperkolesterolemidir. Ailesel hiperkolesteroleminin monogenik formu
siklikla LDLR geninin heterozigot mutasyonlari sonucu meydana gelir. Bunun disinda,
APOB geni ve PCSK9 genleri de bu hastaligin daha nadir monogenik nedenleri
arasinda yer almaktadir. Ayrica, APOE geninin baz1 mutasyonlarinin da hastalik ile
iliskili oldugu bilinmektedir (6). Ailesel hiperkolesteroleminin farkli dislipidemilerde
oldugu gibi poligenik bir formu da mevcuttur ve mutasyon saptanamayan bireylerin
bir kisminda, poligenik ve c¢evresel etkiler nedeni ile hastaligin ortaya ciktig
diistiniilmektedir. Ailesel hiperkolesterolemiye neden olan monogenik nedenlerin
homozigot formu daha nadir olarak goriiliir ve daha agir klinik sonuglara neden olur.
Bunun diginda, otozomoal resesif hiperkolesterolemi olarak da adlandirilan ve ailesel
hiperkolesterolemi ile ayni1 klinik ve laboratuvar bulgulari ile seyreden bir diger durum
daha mevcuttur ve LDLRAPL geninin bialelik mutasyonlarindan kaynaklanir (14).
Ailesel hiperkolesterolemi ve resesif hiperkolesterolemi hastalarinda erken yasta
artmis KVH riskinin yani sira viicudun gesitli yerlerinde biriken kolesterol kaynakli

ksantoma, ksantalezma, ve arkus kornealis gibi bulgular goriilebilir.

Sitosterolemi de LDL-K ve TK yiiksekligi ile giden ve ailesel
hiperkolesterolemi ile benzer bulgularin goriildiigii bir diger hastaliktir. ABCG5 veya
ABCGS8 genlerinin bialelik fonksiyon kaybi mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikar. Bu
genlerin triinleri olan ABCGS5 ve ABCGS proteinleri birlikte bir kanal kompleksini
meydana getirir. Bu kanal kompleksi diizgiin ¢alistiginda, enterositlerde emilmis olan

bitki kaynakli steroller olan fitosterollerin bagirsak liimenine tekrar pompalanarak
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viicuttan atilmasini saglar. Bunun diginda, Karacigerde de safra salgist bu kanal
kompleksi araciligi ile gergeklesir. Sonugta hem artan bitki kaynakli sterollerin
emilimi hem de karacigerde kolesteroliin birikimi LDLR aktivitesini ikincil olarak
bozar (4). Bir diger nadir goriilen hastalik da lizozomal asit lipaz eksikligine bagli
ortaya ¢ikan kolesterol ester depo hastaligidir. Bu durum lizozomal asit lipazi kodlayan
LIPA geninin bialelik fonksiyon kaybir mutasyonlari sonucu ortaya ¢ikar (38). Bu
enzim karacigerde kolesterol esterlerin lizozomda sindirilmesinde gorev alir ve
fonksiyon kaybi sonucu hiicre i¢in kolesterol ester sindirilemedigi igin serbest
kolesterol miktar1 azalir ve karacigerde kolesterol sentezi artar. Bununla birlikte,
LDLR aktivitesi artsa da net etki TK ve LDL-K yiiksekligidir. Ayrica, plazma
trigliseridlerinde bir miktar artis gorilebilir ve lipid profili ailesel kombine
hiperlipidemideye benzer seyredebilir. Hastalarda hepatomegali tipik bulgudur. Lipid
diizeylerinin yan1 sira karaciger enzimlerinde AST ve ALT yiiksekligi de goriiliir ve
KVH riski artmistir. Bu enzimin aktivitesinin tam kayboldugu mutasyonlar infantil
doénem de 6liim ile sonuglanan Wolman hastaligina neden olurken ¢ok az da olsa enzim

aktivitesinin korundugu durumlarda kolesterol ester depo hastaligi goriiliir.
2.7. Ailesel Hiperkolesterolemi Hakkinda Genel Bilgiler

Ailesel hiperkolesterolemi, diinya genelinde yaklasik olarak 1/250-500
sikliginda goriilen genetik bir hastaliktir (39). Ailesel hiperkolesterolemi en sik
karsilasilan dislipidemilerden biridir ve KVH iliskili olmasi nedeni ile yiiksek oranda
morbidite ve mortaliteye sebep olur. Hastaligin tanisinda kullanilan farkli tam
kriterleri mevcuttur. Bunlardan en sik kabul edilen ve diinya genelinde kullanilanlar:
Simon Broome Register, Dutch Lipid Network Criteria ve US MEDPED kriterleridir.
Ailesel hiperkolesterolemi, ge¢mis yillarda monogenik bir hastalik olarak
tanimlanirken, son donemlerde yapilan ¢alismalarda hastalarin bir kisiminda poligenik
etkenlerin rol oynayabilecegi belirtilmistir (10). Hastalarin % 40-60’1nda monogenik
bir neden saptanabilirken geri kalaninda bilinen genlerde mutasyon saptanmamaktadir.
Mutasyon saptanan hastalarda en sik LDLR geni heterozigot mutasyonlar1 (% 85-90)
saptanirken, bu mutasyonlarin biiyiik cogunlugu (%90-95) tek niikleotid degisikleridir.
Geri kalan kisim ise gen ici kopya sayis1 degisikliklerinden kaynaklanir (39). Ikinci en
stk neden APOB heterozigot mutasyonlaridir (%5). Bu gende 6zellikle ‘Arg3527GIn’
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mutasyonu siklikla goriillmektedir. Hastalarda fenotip LDLR mutasyonu saptananlara
gore bir miktar daha hafif seyretmektedir (6). Mutasyon saptanabilen hastalarin
yaklagik %1-3’liik kisminda ise etken PCSK9 heterozigot mutasyonlaridir. Bu gende
saptanan mutasyonlar diger ikisinin aksine fonksiyon kazanimi sonucunda hastaliga
neden olur. Klasik olarak ailesel hiperkolesterolemi tanimi bu {i¢ genin heterozigot
mutasyonlar1  i¢in  kullanilmaktadir.  Literatiirde, = Heterozigot  Ailesel
Hiperkolesterolemi (Heterozygote Familial Hypercholesterolemia) bu ii¢ gen
mutasyonuna bagli ortaya ¢ikan fenotip i¢in kullanilir ve ‘HeFH’ olarak da kisaltilir.
Yine bu ii¢ genin homozigot mutasyonlari da bigcimde ayn1 hastaligin daha agir fenotipi
ile iligkilidir ve Homozigot Ailesel Hiperkolesterolemi (Homozygous Familial
Hypercholesterolemia) olarak adlandirilir ve ‘HoFH’ olarak kisaltilmaktadir. Fakat,
son donemde ailesel hiperkolesteroleminin molekiiler temelinin, Kklasik olarak
literatiirde tanimlanandan daha genis ve kompleks oldugu ortaya ¢ikmistir (6). "HeFH’
disinda, nadir olarak birkag¢ ailede APOE heterozigot mutasyonlari fenotiple iliskili
olarak bildirilmistir. Ayrica, resesif LDLRAP1 geni mutasyonlar1 da ailesel
hiperkolesteroleminin resesif formuna neden olmaktadir ve hastalarda nadir
nedenlerden birisi de bu genin mutasyonlaridir. LIPA ve ABCG5/8 resesif
mutasyonlar1 da ailesel hiperkolesterolemi ile benzer fenotipler ile iliskilendirilmistir
ve ayiricl tanida yer almaktadirlar. Bunun disinda mutasyon saptanamayan bireylerde
yeni monogenik gen arayislari devam etmekle birlikte, bu grupta biiyiikk oranda
poligenik etkenlerin belirleyici oldugu goriisii 6n plana ¢ikmustir (11). Poligenik
formun hem aile iginde kaliim orani agisindan, hem de KVH riski bakimindan
monogenik forma gore farklilik gostermesi nedeni ile bu iki formun ayrilmasi genetik
danigma, hastaligin yonetimi ve aile bireylerine genetik test gerekliliginin belirlenmesi

acisindan 6nemlidir (10).
2.7.1. Ailesel Hiperkolesterolemide Bulgular, Tami ve Tedavi

Ailesel hiperkolesterolemi, yiiksek kolesterol diizeylerine ikincil olarak, erken
donem KVH riskinin artmasi sonucunda, yliksek morbidite ve mortalite ile seyreden
bir hastaliktir (7). Genelde, eriskinlerde LDL-K > 190 mg/dl, g¢ocuklarda ise LDL-K
diizeyleri >160 mg/dl iizerinde olan bireylerde, 6zellikle ailede ya da bireyde koroner

arter hastaligi Oykiisii var ise ailesel hiperkolesterolemiden siiphelenilmelidir (7).
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KVH grubu i¢inde 6zellikle koroner arter hastaligi riski artmistir. Koroner arter
hastalig1 asemptomatik seyredebildigi gibi klinikte siklikla karsimiza akut koroner
sendrom formunda (miyokard enfarktiisii veya unstabil anjina) ¢ikmaktadir (40). Akut
koroner sendrom, koroner damarlarda bulunan aterom plaklarinda yapisal bozulma ve
buna ikincil olarak gelisen trombiis sonucunda damarin tamamen ya da parsiyel olarak
titkanmasit sonucu meydana gelir (41). Hastalarda, gogiis sol tarafinda sol kola ve
¢eneye dogru yayilan lokalize edilemeyen agri, nefes darligi, bulanti-kusma gibi
bulgular, elektrokardiogramda ST segment elevasyonu veya depresyonu, T dalgasinda
inversiyon gibi iskemiye bagli bulgular ve kanda kardiyak enzim diizeylerinde
yiikselme goriilebilir. Akut koroner sendrom gelismeyen fakat iskemiden siiphelenilen
durumlarda egzersiz stres testi, ilagla stres testi, radyoniiklid miyokardiyal perfiizyon
goriintiilemesi gibi yaklasimlarla hastalara KAH teshisi konulabilmekte ve bu,
hastalarin tan1 ve revaskiilarizasyon i¢in yonlendirilmesine olanak saglamaktadir (42).
Anatomik olarak vaskiiler stenozun gosterilmesinde ve degerlendirilmesinde koroner
BT anjiyografi dnemli yer tutan noninvaziv bir yontemdir. Bu yontemin dezavantaji
stenozun fizyolojik 6neminin saptanamamisidir (43). Koroner arter hastaliginda tani

icin altin standart, invaziv bir yontem olan koroner anjiyografidir (44).

Ailesel hiperolesterolemide kolesterol diisiiriicii tedavi almayan hastalarda,
erkekler i¢in 50 yasindan once, kadinlar i¢in ise 60 yasindan once KAH’a bagh
kardiyak olay (Miyokard enfarktiisii) ge¢irme riski %30-50 arasindadir (39). LDL-K
diizeyleri >190 mg/dl olan ve heterozigot ailesel hiperkolesterolemi (LDLR, APOB,
PCSK9 mutasyonlarina bagli) saptanmasi durumunda saglikli gruba gore koroner arter
hastalig1 riskinin 22 kat arttigi, mutasyon saptanmayan bireylerde ise 6 kat arttig1
bildirilmigtir (7). 50 yas altinda miyokardial enfarkt (MI) geciren erkeklerde ve 60 yas
alti MI geciren kadinlarda yapilan molekiiler ¢aligmalarda %?2 kadarinda LDLR
mutasyonu saptanmistir. Bununla birlikte, 45 yas altinda MI geciren erkeklerin % 20
kadarmin ailesel hiperkolesterolemi olabilecegini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (45).
Ailesel hiperkolesterolemide iskemik inme riskinin artip artmadigi konusu ise
tartigmalidir. Literatiirde normal popiilasyona gore riskin artmadigina yonelik yayinlar

mevcuttur (46, 47). Perifer arter hastalig1 riskinde ise artis oldugu bildirilmistir (48).

Ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda, KAH disinda kolesterol ytiksekligi ile

iligkili ~ fizik  muayene  bulgularina  rastlanabilir.  Homozigot ailesel
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hiperkolestterolemide daha yiiksek oranda goriilmekle birlikte hastalarin bir kisminda
ksantomalar goriiliir. Ksantomalar, 6zellikle elin ekstansor yiizeyi, bilekler, dirsekler,
dizin tendon yapilarinda ve asil tendonunda karsimiza ¢ikan ve histolojik olarak lipid
yiiklii makrofajlarin (kopiik hiicreleri) birikimi ile meydana gelen yuvarlak, diizgiin
smirl, agrisiz ve yavas biiyliyen, sari-turuncu renkli kitlelerdir (49). Ksantalezma ise
g0z ¢evresinde goriilen ksantoma benzeri yapilara verilen addir. Fakat tendon
ksantomalarinin aksine bu bulgu, normolipidemik bireylerde de goriilebilir. Tarihsel
olarak ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda %30-50 oraninda ksantoma saptandigi
bildirilse de artan kolesterol diisiiriicii tedaviler sonucunda prevalansin diistiigi
bildirilmistir (50). Ksantomalar, tedavi olmayan ve yasi ileri hastalarda daha sik
goriiliir ve tendon ksantoma yayginlig: ile koroner ateroskleroz yayginligi arasinda
korelasyon mevcuttur (7). Korneal arkus, korneada goriilen halkasal sekilli gri-beyaz
renkte lipid depozitlerdir yasl bireylerde siklikla bulunur. Bu nedenle, 6zellikle 35 yas
altinda goriildiiyse veya 50 yas altinda tam halka formasyonu ortaya ¢iktiysa, ailesel

hiperkolesterolemiden siiphe edilmesi gereklidir (51).

Ailesel hiperkolesterolemi tanisi i¢in kullanilan birden fazla kriter mevcuttur
ve bu konuda bir konsensus yoktur (7). Genel anlamda tiim kriterler; LDL-K ya da TK
yiiksekligi ile birlikte aile oykiisii, KAH, ksantoma ve korneal arkus gibi muayene
bulgular1 ve ii¢ genden en az birinde (LDLR, APOB, PCSK9) mutasyon varlig1 gibi
parametrelerin kombinasyonlari ile olusturulmustur. Tanida kullanilan kriterler Tablo
2.6.’da ayrmtili sekilde gosterilmistir. Bunlar arasinda en ¢ok parametreyi kullanan
Dutch Lipid Network Criteria (DLCN) kriteridir. Simon Broome Kriteri patojenik
mutasyon varligini tek basina tani igin yeterli goren tek kriterdir. DLCN kriterinde ise,
patojenik mutasyon varliginda kesin tani igin ek bir bulgu da gereklidir. Bir ¢alismada,
ailesel hiperkolesterolemi siiphesi olan ¢ocuklarda mutasyon taramasi yapilmis ve
daha sonra DLCN, Simon Broome ve US MedPed kriterleri ile hastalara ne derece
dogru tan1 konulabildigi arastirtlmistir. Sonug olarak higbirinin optimal tanisal Kriter
olmadig1 goriilmiis, aralarinda en sensitif ve spesifik olanin Simon Broome Kiriterleri
oldugu saptanmistir (52). Tan1 kriterlerinin optimal olmamasina paralel olarak, ailesel
hiperkolesterolemili bireylerin bir ¢oguna tan1 konulamamaktadir. Buna bagl olarak,
hastaligin komplikasyonlari nedeni ile morbidite ve mortalite goriilmektedir (7).

Ozellikle mutasyon pozitif hastalarda, genel popiilasyona ve mutasyon negatif
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hastalara gore artmis KVH riski nedeni ile genetik tani, hastalarin takibi ve tedavisi
acisindan o6nemlidir. NICE (National Institute for Health and Care Excellence)
rehberine ve Simon Broome Kriteri'ne gore muhtemel ya da kesin ailesel
hiperkolesterolemi olan bireylerde veya DLCN kriterine gére >5 puan alan bireylerde
ailesel  hiperkolesterolemi  genetik  tanisina  yonelik  testlerin  yapilmasi

onerilmektedir(53).

Tablo 2.6. Simon Broome, DLCN ve US MedPed Kriterleri

Simon Broome Kriteri

1). <16 yas> LDL seviyesi: >155mg/dl ya da
total kolesterol : >260mg/dl

>16 yas=> LDL seviyesi: >190mg/dl ya da Minimum 142 veya Tek bagina 3. kriteri
total kolesterol : >290mg/dl karsiltyor ise:

(Tedavi oncesi degerler ya da tedavi siiresince
en yiiksek deger) Kesin Ailesel Hiperkolesterolemi

2). Tendon ksantomalar1 (Hastada ya da 1. ya da
2.derece akrabada)

3). Patojenik LDLR ya da APOB ya da PCSK9
mutasyonu

4). Ailede MI &ykiisi (1.derece akraba <60 yas, | Minimum 1+4 veya 1+5. kriterleri
ya da 2.derece akraba <50 yas) )
karsiliyor ise;

5). Ailede 1. ya da 2. derece akrabada total
kolesterol yiiksekligi 6ykiisii: Muhtemel Ailesel Hiperkolesterolemi

<16 yas—> total kolesterol: >260mg/dl

>16 yas—> total kolesterol: >290mg/dl

DLCN Kriteri

Degerlendirilen Parametre Puan

Aile Oykiisii

Birinci derece akrabada prematiir KVH (Erkek<S55 yas, kadin<60 yas) YA DA, 1
birinci derece akrabada LDL-K diizeyi >95 persentil

Birinci derece akrabada tendon ksantomasi ve/veya arkus kornealis YA DA, LDL-K 2
Diizeyinin <18 yas ¢ocuklarda 95.persentilin ilizerinde olmasi

Kisisel Oykii

Hastanin kendisinde prematiir koroner arter hastalig1 (Erkek<55 yas, kadin<60 yas) 2

Hastanin kendisinde prematiir serebral ya da periferik vaskiiler hastalik (Erkek<55 1
yas, kadin<60 yas)
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Tablo 2.6. (Devami) Simon Broome, DLCN ve US MedPed Kriterleri

Klinik Muayene

Tendon ksantomasi

45 yastan O6nce arkus kornealis saptanmasi

LDL-K Diizeyi

LDL-K > 330 mg/dl

LDL-K, 250-329 mg/dl

LDL-K, 190-249 mg/dI

LDL-K, 155-189 mg/dI

| W 01|

LDLR, APOB veya PCSK9 patojenik mutasyon varligi

8

Toplam puan : >8 ise, KESIN / 6-8 ise MUHTEMEL / 3-5 ise OLASI / <3 ise OLASI DEGIL

US MedPed Kriteri

Yas Birinci  derece | Ikinci  derece | Uciincii derece | Genel

akrabada AH akrabada AH akrabada AH Popiilasyon
<20 TK sinir- 220 mg/dl | TK simr- 230 mg/dl | TK simur- 240 mg/dl | TK smur- 270 mg/dl
20-29 TK sinir- 240 mg/dl | TK sinir- 250 mg/dl | TK sinir- 260 mg/dl | TK sinir- 290 mg/dl
30-39 TK sinir- 270 mg/dl | TK sinir- 280 mg/dl | TK sinir- 290 mg/dl | TK sinir- 340 mg/dl
>40 TK sinir- 290 mg/dl | TK sinir- 300 mg/dl | TK sinir- 310 mg/dl | TK sinir- 360 mg/dl

Eger ailede Ailesel Hiperkolesterolemi (AH) tanis1 varsa, TK simir degerleri
yukaridaki gibidir. Hasta, yasina ve aile oykiisiine gore bu miktarin iizerinde
degerlere sahipse tam alir. Eger ailede AH yoksa genel popiilasyon sinir
diizeyini gecen degerleri varsa tam alir.

Klinik olarak ailesel hiperkolesterolemi tanisi alan hastalarin bir kismi da

aslinda benzer bulgulara sahip baska hastaliklar ile karsimiza ¢ikabilmektedir (39).

Ailesel hiperkolesterolemi ayirici tanisina giren hastaliklar ve 6zellikleri Tablo 2.7.’de

ayrintili sekilde verilmistir. Genel olarak bu hastaliklar laboratuvar bulgular1 ya da

klinik bulgular ile ailesel hiperkolesterolemi ile benzer olmakla birlikte, ayrici

ozellikleri de mevcuttur.
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Tablo 2.7. Ailesel Hiperkolesteroleminin Ayirici Tanisinda Yer Alan Durumlar

Tam Ayirt Edici Ozellik

ikincil Hiperkolesterolemiler (Hastalik, ila¢c | Duruma spesifik hikaye 6zellikleri
vb.)
Ailesel Kombine Hiperlipidemi Ailede farkli karisik hiperlipidemi 6ykiisii, izole
TG yiikseligi, izole LDL-K ya da ikisinin birlikte
oldugu bireyler, TG yiiksekligi daha baskin

olabilir

Disbetalipoproteinemi TG yiiksekligi baskin, elektroforezde genis pre-
beta bandi

Sitosterolemi Kalitim sekli resesiftir ve hastalarda bitki

kaynakli sterolden fakir diyetle kolesterol
diizeyleri diiser

Yiiksek Lipoprotein(a) (Lpa) Lpa yiksekligi MI ile iliskilidir. Kolesterol
miktar1 ailesel hiperkolesterolemi diizeyinde
olmayabilir.

Ailesel hiperkolesterolemi tedavi edilebilir bir hastaliktir ve tedavide asil amag
kolesterol diizeylerinin diisiiriilmesidir. Rehberlere goére mutasyon pozitif (HeFH ya
da HoFH) hastalarda tedavi hedefleri: Semptomatik koroner arter hastaligi olan ya da
Tip 2 Diyabet olan bireylerde LDL-K<70 mg/dl, semptomu bulunmayan eriskinlerde
LDL-K<100 mg/dl ve ¢ocuklarda LDL-K<135 mg/dl olarak belirtilmektedir (54, 55).

Bu amaglar dogrultusunda, bircok farkli tedavi segenegi mevcuttur ve halen
gelistrilmeye devam etmektedir. Gilinlimiizde geleneksel tedavilerin yaninda,
monoklonal antikorlar, anti-sense oligoniikleotid tedaviler ve potansiyel gen terapileri
lizerine ¢aligmalar yapilmaktadir (56, 57). Hastalarda ilk basamakta, hayat tarzi ve
beslenme degisiklikleri ile birlikte, farmakolojik olarak statinler ilk basamakta
kullanilmaktadir. Statinler Hiicre iginde kolesterol sentezini engelleyerek, LDLR
ekspresyonunun artmasina neden olurlar. Hastalara tolere edilebilen maksimum statin
tedavisi baslanmasi 6nerilmektedir (55). Buna ragmen birgok hastada hedeflenen
degerlere ulasilamaz. Statin yan etkileri gelisen kisilerde veya statin tedavisi ile
hedeflenen LDL-K diisiisii olmayan bireylerde, Ezetimib ilk basamakta kullanilan
tedavidir (56). Ezetimibin etki mekanizmasi, bagirsakta NPC1L1 (Niemann-Pick C1
like 1) inhibisyonu yaparak kolesteroliin emilimini azaltmaktir. Bu etkisi ile LDLR
ekspresyonunu artirir. Statin+ezetimib kombinasyonunun izole statin tedavisine gore
LDL-K diizeyini anlamli diizeyde azalttigi gdosterilmistir. Bu tedavilere ragmen
LDL-K hedeflerine ulasamayan hastalarda PCSK9 inhibitorleri (monoklonal
antikorlar) kullanilabilmektedir. Bu ajanlarin ana etki mekanizmas1 LDLR yikiminin

azaltilmasidir. Ozellikle klinigin daha siddetli seyrettizi homozigot ailesel
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hiperkolesterolemi (HoFH) tedavisinde hedeflere ulagsmada etkili olabilir. Fakat null
mutasyon tasiyan HoFH hastalarinda etkili degildirler. Bunlar disinda, bir diger tedavi
yontemi de APOB igeren lipoproteinlerin iiretimini azaltmaktir. APOB mRNA ile
baglanarak yikimini saglayan, antisens oligoniikleotid Mipomersen ve MTP inhibitorii
Lomitapid, LDLR bagimsiz bir mekanizma ile etki gosterdikleri igin 6zellikle diger
tedavilere yanit1 az HOFH grubunda kullanilabilen alternatif tedavilerdir. Ozellikle,
LDLR null mutasyona sahip HoFH grubunda medikal tedavilere yanitin az olmasi
nedeni ile yeni tedavi arayislar1 devam etmektedir. Vektor aracili gen tedavilerinin bu
tip hastalarda bir alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir ve bu konuda g¢aligmalar
devam etmektedir (58). Medikal tedavinin yeterli olmadig: bireylerde ise lipid aferezi

diger tedavilerle kombine olarak uygulanmaktadir (56).
2.8. Monogenik Ailesel Hiperkolesterolemiler
2.8.1. LDLR Proteininin Gérevi, Hiicre ici Dongiisii ve Diizenlenmesi

LDLR proteini hepatositler basta olmak tizere bir¢ok farkli hiicre yiizeyinde
bulunur. Fonksiyonel olarak APOB ve APOE igin ligand gorevi goren bu reseptor,
LDL pargaciklarinin da hiicre i¢ine alinmasi i¢in gereklidir (4). Hiicrenin LDLR
miktar1 temel olarak hiicre i¢indeki kolesterol seviyeleri ile diizenlenir. Hiicre icinde
kolesterol seviyeleri diistiiglinde SREBP2 (sterol regulatory element-binding protein-
2) ER’den Golgi cisimcigine gonderilir ve burada proteolitik islemler sonucunda
islevsel hale gelir. Daha sonra ¢ekirdege giderek LDLR ve bunun yaninda kolesterol
biyosentezinde gorevli bazi genlerin transkripsiyonunu artirir. LDLR reseptorleri
sentezlendikten sonra ER liimenine aktarilirlar ve ardindan Golgi cisimciginde N ve O
glikolizasyona ugrayarak olgun hale gelip, hiicre yiizeyine gonderilirler. LDL
parcaciklart APOB araciligr ile LDLR’ye baglanir ve LDL-LDLR kompleksi hiicre
icine endositoz yardimi ile alinir. Hiicre i¢ine alinan LDL-LDLR igeren endozomlarda
Ph distiikce LDLR ligand-reseptér kompleksinden ayrilir ve hiicre ylizeyine tekrar
donerek kullanima hazir hale gelir. LDLR yiizden fazla kez geri doniisiime ugrayarak
kullanilabilir (6). Endozom i¢inde kalan LDL pargaciklari ise lizozomal enzimler
yardimzt ile pargalanir ve ortaya ¢ikan serbest kolesterol miktarinin artmasi ile birlikte
LDLR nin yikimi da artar. Yikimin artmasi iki bigimde meydana gelir. Bunlardan ilki
LXR (Liver X Receptor) aracili yoldur. LXR bir niikleer sterol bagimli bir
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transkripsiyon faktoriidiir (59). Hiicre iginde artan serbest kolesterole ikincil olarak
bazi proteinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesini saglar. LXR araciligi ile ABCA1
ve ABCGI proteinlerinin ekspresyonunu artirarak hiicre disina kolesterol
pompalanmasini ve tersine kolesterol tasinmasi tesvik edilir. LDLR {izerine asil
etkisini ise IDOL aracil1 saglar. Bu protein sayesinde, LDLR ubikitinasyona ugrar ve
yikima gider. Bir diger yol ise PCSK9 aracili yoldur (60). PCSK9 hiicre yiizeyinde
LDLR ile kompleks olusturur. Bu kompleks hiicre i¢ine alinir ve endozomlar meydana
gelir. Fakat PCSK9 ile kompleks halinde olan LDLR geri doniislime ugrayamaz ve
lizozomlarda yikilir. Bunun nedeni tam net bilinmese de PCSK9’un LDLR ile
baglanmas1 sonucunda LDLR’de meydana gelen yapisal degisikliklerin, LDLR ’nin
kompleksi terk edip hiicre yiizeyine geri donmesini engelledigi yoniinde goriisler

mevcuttur. LDLR hiicre igi dongiisii ve diizenlenmesi Sekil 2.6.’da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.6. LDLR hiicre dongiisii ve diizenlenmesi.

2.8.2. LDLR Geni ve Mutasyonlarimin Etkileri

LDLR geni 19. kromozomun kisa kolunda yer alir, yaklasik 45 kilobaz
uzunlugunda ve sinyal peptidi ve 5 adet fonksiyonel protein bdlgesi (domain)
kodlayan, 18 ekzonu igeren bir gendir (4). Sekil 2.7.’de bélgeler ve genin yapisi
Ozetlenmistir. Bu bélgeler: Sinyal peptidi, Ligand baglanma bdolgesi, EGF-benzeri
bolge, O-bagl seker bolgesi, Transmembran bolgesi ve Sitoplazmik bolgedir. Sinyal

peptidi ilk ekzon tarafindan kodlanmaktadir. Bu bolge proteinin translasyon sirasinda
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ER liimenine yonlendirilmesinde rol oynar ve sentezlenen protein ER liimenine
aktarildiktan sonra bu bolge kesilir. LDLR mutasyonlarinin yaklasik %5°1 sinyal peptid
bolgesini kodlayan 1. ekzonu etkiler. Ligand baglanma bolgesi ise 2-6. ekzonlar
tarafindan kodlanir. Bu bolge, sisteinden zengin 40 aminoasitlik 7 adet siral1 tekrardan
meydana gelmektedir. APOB ve APOE proteinlerinin baglanmasi i¢in gereklidir.
Ailesel hiperkolesterolemiye neden olan LDLR mutasyonlariin yaklasik %40°1 bu
bolgeyi kodlayan ekzonlarda saptanmaktadir. Ekzon 7-14 ise EGF-benzeri bolgeyi
kodlamaktadir. Bu bolge EGF (Epidermal Growth Factor) geni ile dizi bakimindan
%33 benzerlik gosterdigi igin bu sekilde adlandirilmaktadir. ileride de bahsedilecegi
tizere PCSK9 proteini bu bolgeye baglanarak LDLR geri doniisiimiinii azaltacak
sekilde islev goriir. Bu bolge delesyona ugradiginda LDL, LDLR’ye baglanamazken,
APOE aracili olarak kalitlar (IDL, SL kalitlar1) reseptore baglanabilir, fakat endozom
icinde LDL-LDLR kompleksinin birbirinden ayrilmasi ve bu sekilde LDLR nin geri
donlisime ugramas1 ise gergeklesmez (61). Ailesel hiperkolesterlemi iliskili
mutasyonlarin yaklasik %50’den fazlasi bu bolgeden kaynaklanir (62). Ekzon 15
tarafindan kodlanan bolge ise serin ve treonin aminoasitleri bakimindan zengin ve
karbonhidrat zincirleri i¢in baglanma noktalar1 i¢ceren bolgedir. Bu bdlge tiirler arasi
korunmamis bir bolge olmasa da bazi ¢alismalar sonucunda karbonhidrat zincirlerinin
LDLR stabilizasyonu igin gerekli oldugu saptanmistir (63). Ekzon 16 ve ekzon 17’nin
5’ bolgesi 22 aminoasitlik bir bolge olan transmembran bolgesini kodlar ve bu bolge
reseptoriin hiicre zarina tutunmasi i¢in elzemdir (4). Ekzon 17’nin 3’ bolgesi ve ekzon
18’in 5° bolgesi ise sitoplazmik bolgeyi kodlar. Bu bolge LDLR ’nin hiicre yiizeyine
yonlendirilmesini ve klatrin kapli ¢ukurcuklarda lokalize olmasini saglayan sinyal
sekanslarini igerir (64). Ayrica, LDLR 5’ bolgesinde de ailesel hiperkolesterolemi
iligkili mutasyonlar bildirilmistir, bu bdlge LDLR transkripisyonunu diizenleyen

transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bolgesidir (65).

LDLR mutasyonlari, proteinin fonkiyonunu etkileme durumuna gore
smiflandirilmistir. Bu mutasyonlar 5 sinifta toplanmistir  (66). Siiflamalar Tablo

2.8.’de detaylandirilmistir.
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LDLR GEN VE PROTEINI

Sekil 2.7. LDLR geni ve protein bolgeleri. Ustte LDLR geni ekzonlar
numaralandirilmis ve kodladiklar1 bolgelere gore renklendirilmistir. Altta
protein bolgeleri temsili olarak gosterilmistir.

Tablo 2.8. LDLR Mutasyonlarinin Fonksiyonel Siniflari

Sinif-1 Mutasyonlar Protein yok

Simf-2 Mutasyonlar Protein var, 3 boyutlu yap1 bozuk hiicre iginde yikilir, yilizeye ¢ikamaz

Sinif-3 Mutasyonlar Protein hiicre ylizeyine ¢ikar, ligand ile baglanamasinda sorun var

Simif-4 Mutasyonlar Protein, ligand ile baglanir, hiicre i¢ine alimda sorun var

Sinif-5 Mutasyonlar Protein-ligand kompleksi hiicreye alinir, proteinin geri doniigiimiinde
sorun var

2.8.3. APOB Geni, Proteini ve Mutasyonlari

APOB geni 2. kromozomun kisa kolunda bulunan, 43 kilobazlik bir uzunlukta
ve 29 ekzonu bulunan bir gendir (67). APOB proteini daha 6nce de bahsedildigi gibi
karaciger ve bagirsakta iki farkli formda sentezlenir (APOB-100 ve APOB-48).
APOB’nin tam uzunluktaki formu 27 amino asitlik sinyal peptidi harig, 4536 amino
asitten olusmaktadir. APOB; LDL, VLDL ve VLDL kalitlarinda bulunmaktadir ve bu
partikiillerin hiicre i¢ine alinarak metabolize edilmesi i¢in LDLR’nin ligand1 olarak
gorev yapan proteindir. APOB’nin 6zellikle C-terminal ucu LDLR ile baglanti
kurmast i¢in 6nemlidir. Ozellikle ‘Site B> 3359-3369. aminoasitler bu baglanma i¢in
¢ok 6nemlidir ve tiirler arasinda oldukga korunmustur. Bu bélge, APOE proteininin
LDLR baglanma bolgesi ile benzerlik gosterir. Amino terminaline yakin olan fal
bolgesi APOB’nin sentezi ve lipoprotein olusumu igin gerekli bir protein olan
MTP’nin baglanma bolgesidir. APOB geninde 6zellikle proteinde erken terminasyona
neden olan mutasyonlar APOB igeren lipoprotein sentezini bozarak ailesel

hipobetalipoproteinemiye neden olmaktadirlar. Karboksi terminale yakin ve ligand
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baglanma bolgesini etkileyen mutasyonlar ise ailesel hiperkolesterolemiye neden
olurlar. Ozellikle bazi1 avrupa toplumlarinda APOB iliskili hiperkolesterolemi daha sik
goriilmektedir (4). Hastalikla iliskili en sik saptanan mutasyon ‘Arg3527GlIn’
degisikligidir. Bunun disinda yine ‘Arg3527Trp’ ve ‘Arg3558Cys’ mutasyonlarinin
da hastalikla iligkili oldugu ve LDL’nin LDLR ’ye baglanmasini bozdugu saptanmustir.
Fakat, fonksiyonel ¢aligmalarda ‘Arg3558Cys’ mutasyonunun LDLR’ye baglanmay1
normalin yaklasik %70’ine kadar diisiirdiigii ve tek basina hastalik yapamayacagi
diistiniilmektedir (68). Ailesel hiperkolesterolemi iliskili APOB mutasyonlar1 genel
olarak ligand baglanma bolgesi iginde saptandigi i¢in, dncelik olarak 26. ekzonun bir
kismina ve 29. ekzona yonelik testler yapilmaktadir (69). Son donemde ise bu
bolgelerin diginda da iliskili olabilecek mutasyonlar saptanmustir. Ornek olarak, 3.
ekzonda saptanan ve etkilenmis aile bireylerinde de saptanan ‘Arg50GIn’
degisikliginin ailesel hiperkolesterolemi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir (69).
Fakat, APOB fonksiyonunu nasil etkiledigi ve hangi mekanizma ile hastaliga neden

olabilecegi aydinlatilmamistir. APOB proteini bolgeleri Sekil 2.8.°de 6zetlenmistir.

APOB-48 Site B
| |

%48 %100

Sinyal
peptic Bal B1 a2 B2 a3

Sekil 2.8. APOB proteini bolgeleri. A: APOB proteininin iki formu APOB-48 ve
APOB-100. APOB-48, LDLR baglanma bolgesi olan Site B’yi
icermemektedir. B: APOB proteininin fonksiyonel bolgeleri.

2.8.4. PCSK9 Geni, Proteini ve Mutasyonlari

PCSK9 geni 1. kromozomun kisa kolunda yer alan ve 12 ekzon igeren bir
gendir. PCSK9 proteini, LDLR’nin EGF-benzeri bdlgesine baglanarak onun
endozomdan ayrilamamasia ve yikimina neden olmaktadir (4). PCSK9’un hiicre
icinde miktarca artmasina ya da fonksiyon kazanmasina neden olan mutasyonlar
ailesel hiperkolesterolemiye neden olmaktadir. EGF-benzeri bolge ile etkilesen
PCSK9 bolgesi Subtilisin-benzeri katalitik bolgedir ve ‘Asp374Tyr’ gibi bazi
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mutasyonlar bu bolgeyi etkileyerek dogrudan PCSK9’un EGF-benzeri bolgeye
baglanmasini artirir ve hastaliga neden olur (70). Subtilisin-benzeri katalitik bolgede
yer alan ‘Arg218Ser’ ve ‘Phe216Leu’ mutasyonlarinin ise PCSK9’un LDLR’ye
baglanmasi ile dogrudan iliskili olmasa da, LDLR’ye daha az baglanan bir forma
doniismesini engelledigi ve aktif PCSK9 saysini artirarak hastaliga neden olduklari
ileri stirilmistiir (71). Ailesel hiperkolesterolemi iliskili PCSK9 mutasyonlarin biiyiik
kismu ise (%60) Pro ve C terminal bolgelerinde goriiliir (70). Pro bolgesi N-terminale
yakin olan bolgedir ve bu bolgede yer alan 31-53 pozisyonlarinda bulunan amino
asitlerin silinmesinin PCSK9’un LDLR’ye baglanmasini on kat ve LDLR yikimini
dort kat artirdigi gozlemlenmistir. C-terminal bolgesinin LDLR ligand baglanma
bolgesi ile iligkili oldugu ve diisik Ph’ta LDLR ve PCSK9’un kompleksinin
ayrilmadan kalmasi ve lizozomal yikim i¢in gerekli oldugu goriilmiistiir. Bu bdlgenin
silinmesi durumunda LDLR-PCSK9 kompleksinin lizozomal yikiminin bozuldugu

bildirilmistir. Sekil 2.9.”da PCSK?9 proteininin islevsel bolgeleri gosterilmistir.

1-30aa 31-152aa 153-452 aa 453-692 aa
\ | |
Sinyal Peptidi Pro Bolgesi Subtilisin Benzeri Katalitik Bolge C-Terminal Bolgesi

Sekil 2.9. PCSK9 Bolgeleri. Proteinin bolgeleri amino asit pozisyonlar ile birlikte
verilmistir, aa: Amino asit.

2.8.5. Diger Monogenik Nedenler

APOE proteini de APOB’ye benzer sekilde lipoproteinlerin hiicre igine
alinarak metabolize edilmesinde onemli bir yere sahiptir. APOE ¢ogu lipoprotein
siniflarinda bulunur ve daha 6nce ailesel disbetalipoprteinemi ile iligkilendirilmistir
(4). Son donemde iki farkli grup ailesel hiperkolesterolemi fenotipine sahip iki ailede
APOE geninde ‘c.500_502delTCC/p.Leul67del’ mutasyonunu tanimlanmstir (8).

Ailesel hiperkolesterolemi ile iliskili oldugu diisiiniilen bir diger gen de STAP1
genidir. Bu genin mutasyonlarinin ilk defa 2014 yilinda ailesel hiperkolesterolemi ile
iligkili olabilecegi ve hastalarin fenotiplerinin klasik ailesel hiperkolesterolemilere

gore daha hafif oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, STAP1 proteinin biyolojik
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fonksiyonu ile hiperkolesterolemi iliskisi tam olarak aciklanamamustir (72). Ilerleyen
yillarda yapilan c¢alismalarda ise hiperkolesterolemili bireyler ile normal kolesterol
diizeylerine sahip bireyler arasinda, nadir STAP1 varyantlari agisindan anlamli bir fark
goriilmemistir (73). Ayrica, yine 2020 yilinda yayinlanan bir ¢alismaya gore ailesel
hiperkolesterolemili hastalarda STAP1 degisikligi tasiyan bireyler tasimayanlara gore
daha diisiik kolesterol diizeylerine sahip olarak bulunmus ve STAPI’in LDL-K
diizeylerini modifiye edici etkisi olmadigr ve ailesel hiperkolesterolemi genleri

arasinda sayilmamasi gerektigi belirtilmistir (9).
2.8.6. LDLRAP1 ve Resesif Hiperkolesterolemi

Ailesel hiperkolesteroleminin resesif formu LDLRAP1 gen mutasyonlari ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bu gen 1. kromozomun kisa kolunda yer alan 9 ekzonlu ve 308
amino aistlik LDLRAP1 proteinini kodlayan gendir (74). LDLRAP1 (Low Density
Lipoprotein Receptor Adaptor Protein 1) LDLR’nin hiicre iginde kalan kismi ile
baglantilidir ve LDL-LDLR kompleksinin hiicre i¢ine alinmast i¢in gereklidir. Bu
genin homozigot veya bilesik heterozigot mutasyonlari ailesel hiperkolesterlemi ile
iliskilendirilmistir. Heterozigot durumda ise, bireylerde koleterol yiiksekligine neden
olmamaktadir. Hastalarin klinik bulgulari, heterozigot (HeFH) hastalara gore siddetli
seyrederken, homozigot (HoFH) hastalarina gére daha hafiftir (4).

2.9. Poligenik Ailesel Hiperkolesterolemi
2.9.1. Poligenik Risk Skorlari, Hesaplanmalar1 ve Kullanimlar:

Kompleks hastaliklar bir¢cok farkli genetik ve cevresel etkinin etkilesimi ile
ortaya c¢ikar (75). Kompleks hastaliklarin ortaya ¢ikisinda, etkili genetik
mekanizmalardan birinin yaygin varyant yaygin hastalik hipotezi oldugu
diistiniilmektedir. Buna gore kiigiik etkili ve yaygin genetik varyantlar bir araya
gelerek kiimilatif etki ile feonotipin ortaya ¢ikmasina katki yapmaktadir (76). Bu
varyantlarin belirlenmesine yonelik olarak genom boyu iligskilendirme calismalari
(GWAS) yapilmistir. GWAS’lar sonucu elde edilen varyant bilgisinin, bireylerde
hastalik risk tahminine yonelik kullanilmasi, poligenik risk skorlarmin (PRS)

gelistirilmesi ile miimkiin olmustur (77). PRS, bir bireyin sahip oldugu hastalik ya da
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bir ozellik igin (kilo, boy, vb.) genetik yatkinliginin sayisal deger olarak
hesaplanmasidir. PRS hesaplanirken, GWAS verisinde saptanan risk alelinin etki
buyiikligi (effect size) gereklidir. Etki biiyiikligii, GWAS i¢in ilgili hastalik ile risk
aleli arasindaki iligkinin giicilinii gosteren sayisal degerdir. GWAS 0zet
istatistiklerinde Beta ya da odds ratio etki biiyiikliigiinii temsil eder (78). Uretilen
PRS’ler rastgele se¢ilmis ve tercthen GWAS yapilan popiilasyonu temsil eden bir
orneklem grubunda degerlendirilir ve ilgili hastaliga yonelik prediktif netligi ve degeri
saptanmis olur. PRS {iretiminde ilk asama GWAS verisinden SNP’lerin se¢ilmesidir.
Bu se¢im, PRS’de kullanilacak SNP setini belirler. Daha sonra PRS’nin uygulanacagi
tim bireylerde bu SNP seti genotiplenecektir. SNP setinin se¢imi PRS’lerin
etkinliklerini de belirleyecek ana faktdr oldugu i¢in 6nemlidir. Bu noktada PRS’nin
etkinligini ve prediktif degerini diislirebilecek bazi sorunlar ile karsilasilmaktadir.
(78). Bu sorunlardan birisi: GWAS’larin sinirli 6rneklem biyiikliigiine baglh olarak
tim popiilasyonu temsil etmemesi ve bu nedenle saptanan etki biiyiikliiklerinin
optimal olmamasidir. Bir digeri ise: GWAS’ta Linkage Disequilibrium’un (LD)
hesaba katilmamasi nedeni ile SNP’lerin bagimsiz etkileri dogru hesaplanmamasidir.
Bu nedenle, optimal SNP setinin se¢imi yapilirken yukarida siralanan sorunlarin
miimkiin oldugunca kaginilmaya calisilmaktadir. Optimal se¢im i¢in farkli metotlar
kullanilmaktadir (78). Klasik yontemde sadece GWAS’ta genom boyu istatistiksel
anlamli p degerine ulasan SNP seti PRS i¢in kullanilir. Bu sekilde LD sorunundan
miimkiin oldugunca kurtulunur ve genom boyu istatistiksel dnem sinirimi gecemeyen
SNP’lerin etki biyiikliileri (Beta veya Odds) hesaba katilmaz. Bunun disinda, p-
thresholding, LD clumping + p-threshoding gibi metodlar kullanilmaktadir. P-
thresholding, PRS igin segilecek optimal SNP setini belirlerken, GWAS verisinde
farkli p degerlerini sinir olarak kullanarak, o degerin altinda kalan SNP’lerin
secilmesidir. Ornek olarak, GWAS’ta énce p<0,01 degerine sahip bir SNP seti ile PRS
olusturulur. Daha sonra p sinir degeri <0,05 cekilerek ikinci bir PRS olusturulur.
Bunlardan hangisinin daha etkili oldugu oOrneklem grubunda karsilastirilir ve
aralarindan daha yiiksek etkinlige sahip PRS secilir. LD clumping ise, genotipleme
yapildiktan sonra LD pencereleri olusturularak, bu pencereler i¢inde en diisiik p
degerine sahip SNP’lerin skorda kullanilmak iizere se¢ilmesidir. LD bilgisinin de isin

icine katilmasini saglayan yontemdir. Ayrica, GWAS’ta saptanan etki biiytikliiklerinin
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LD’yi de hesaba katarak diizenlenmesini saglayan LDpred, Lassosum gibi
algoritmalarla da PRS’lerin prediktif degerleri artmaktadir (79, 80). PRS igin
kullanilacak SNP seti secildikten sonra, ilk olarak bir 6rneklemde tiim bireylerde bu
PRS hesaplanir. Hesaplama sonrasinda, ilgili hastalik veya 6zellik i¢in varyansin ne
kadarin agikladigi gibi sorular bu 6rneklem grubunda hesaplanir. Bu sekilde PRS’ler

hasta kohortlar1 i¢in kullanilabilir hale gelmis olur.

Kisisel diizeyde PRS hesaplanirken, ilk olarak PRS’de kullanilacak SNP seti
genotiplenir. Daha sonra ortaya ¢ikan genotiplerde GWAS’ta saptanan risk aleli var
ise o risk alelinin etki biiyiikliigii kadar skora ekleme yapilir. Ornek olarak: ilgili
pozisyonda risk aleli heterozigot durumda ise 1 X etki biiyiikliigii skora eklenirken,
risk aleli homozigot durumdaysa 2 X etki biyiikligii skora eklenir. Bu islem PRS’de
kullanilan her SNP igin yapilir ve ¢ikan sonuglar toplanarak PRS elde edilir. Sonugta
birey, risk aleli genotipine gore bir skor elde etmis olur. Sekil 2.10.’da genel olarak

PRS hesaplamas1 6zetlenmistir.

| [ Genotip | EBxRAS |
Saglkh Popiilasyon Hasta Popiilasyon SNP-1  A-G 1¥2=2
i ) ' SNP-2 C-C 2X1,2=2,4
PRS=2+2,4+0,3+0=4,7 +——
““‘ ““‘ SNP-3 AT 1X0,3=0,3
\ SNP-4  C-C 0X0,7=0

Kr. 10

i' r Ll SNP 1 SNP"‘
GWAS (SNP cip) [%_,
5NP2
l SNPE

Her SNP igin Etki Buyakldkleri, p Degerleri vb.

4SNP bireyde
dizilenir
Pruning, LD clumping vb. . ---
Yantemler ““‘
PRS igin segilen 4 SNP SNP-1 A G
T
Optimal SNP’ler secilir ve SNP-3 A T 0,3
optimal PRS belirlenir. SNP-4 G c 07

Sekil 2.10. PRS’nin iiretiminden hesaplanma asamasina kadar kisa oOzeti. Kr.:
Kromozom, GWAS: Genom boyu iliskilendirme c¢alismasi, PRS:
Poligenik risk skoru, SNP: Single Nucleotide Polymorphism, EB: Etki
buytikligl, RAS: Risk alel sayisi.

PRS’ler kanserler, KVH, diyabet gibi bircok yaygin hastalik i¢in iiretilmis ve
tiretilmeye devam edilmektedir. Rutinde tanida kullanilmamakla birlikte, potansiyel

olarak farkli kullanim alanlart mevcuttur (81). PRS’ler ya da PRS’ler ile bilinen risk
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faktorlerinin (biyobelirtegler, yas, cinsiyet vb.) birlestirilmesi ile olusturulabilecek
entegre risk modellerinin (intagrated risk model); hastalik risk tahminleri, hastaligin
tanisinin konulmasi ya da alt simiflandirmalarinin yapilmasi, hastaligin prognoz ve
tedaviye yanitinin tahmini gibi alanlarda kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Yapilan
calismalar klasik risk faktorleri ile PRS’ler kombine edildiginde risk tahminlerinin
gelistigini gostermektedir (77). Bunlar disinda, 6zellikle toplum taramalari yapilan
hastaliklarda  kullamlabilir:  Ornek olarak  kolorektal ~kanserlerde tarama
programlarinda bireyler PRS yiiksekligine gore oncelik sirasina konulabilir. BRCA1
mutasyonu olan hastalarda yliksek PRS’si olan bireylerde daha erken yaslarda
taramalar baglatilabilir. Bu potansiyellerin yaninda, giiniimiizde PRS’lerin
dezavantajli taraflari da mevcuttur. Giiniimiizde, kullanilan PRS’lerin bireysel
diizeyde prediktif degerleri kisithidir (77). Bunlardan bir tanesi PRS’lerin
heritabilitenin sadece kisitli bir diizeyi hakkinda bilgi vermesidir. Ayrica, PRS’in
prediktif degeri, bir hastaliga yonelik GWAS’n yapildigr ve PRS’in olusturuldugu
popiilasyonlar benzer ise artarken, diger popiilasyonlarda ayn1 PRS’in prediktif degeri
oldukga diisebilir (78). Hastaligin heritabilitesi de PRS etkinligi a¢isindan 6nemlidir.
Diisiik heritabiliteye sahip hastaliklarda etkinlik daha sinirlidir.

Sonug olarak, PRS’ler gelecekte, dogrudan tan1 amagh kullanilmaktan ¢ok,
toplum bazli olarak halk sagligi sisteminin bir pargasi olarak kullanilabilir. Bireylerin
genotipleri olusturularak PRS veri tabanlar1 kurulabilir ve birden fazla hastalikta risk
profilinin ¢ikarilmas: ve hastaliklarda tarama, tedavi planlanmasi gibi konularda

yardimet olmasi beklenebilir (77).
2.9.2 Ailesel Hiperkolesterolemide Poligenik Risk Skorlari

Ailesel hiperkolesterolemi tanisi alan hastalarin yaklagsik ortalama %40-
60’1nda bilinen genlerde patojenik mutasyon saptanmamaktadir (10). Bu grupta yeni
gen arayislar1 devam etmekle birlikte, hastalarin ¢ogunlugunda kiiciik etkili ve yaygin
varyantlarin birikerek kiimiilatif etki ile fenotipe yol agtig1 diistiniilmektedir (6, 10, 11,
13, 82). Bu durumu kanitlar nitelikte, kolesterol diizeylerini etkileyen SNP setleri
secilerek yapilan farkli PRS’lerde mutasyon saptanamayan grupta skor diizeyleri

kontrol 6rneklemlerine gore yiiksek bulunmaktadir. Bir ¢alismada, mutasyon negatif
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hastalarin = %80’inden fazlasinin, poligenik nedenlere bagli olarak ailesel

hiperkolesterolemi fenotipine sahip olabilecegi belirtilmistir (12).

Ailesel hiperkolesterolemide poligenik etiyolojinin roliiniin gosterilmesi igin,
ilk olarak 12 adet SNP igeren bir PRS olusturulmustur (10). 12 SNP, GWAS’ta p
degeri 5x107® altinda olan genom boyu 6neme sahip SNP’ler arasindan segilmistir. Bu
calismada kontrol orneklemi olarak UK Whitehall 11 Study grubundan bireyler
kullanilmistir. Buna karsilik hasta grubu olarak Ingiltere ve Belgika’dan ailesel
hiperkolesterolemi hastalar1 toplanmistir. Yapilan analizlerde bu skorun, kontrol grubu
icindeki bireylerde LDL-K konsantrasyonundaki degisimin %]11’ini agikladig1
goriilmistiir. Ayrica, mutasyon negatif hasta grubunun skor ortalamasinin, mutasyon
pozitiflere ve kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
bulgular sonucunda arastirmacilar, mutasyon negatif ailesel hiperkolesterolemi
grubunda hastaligin 6zellikle, skoru 0.73 degerinin iizerindeki bireyler i¢in poligenik
kaynakli oldugunu diistinmiislerdir. Bu degerin altindaki bireyler i¢in ise altta yatan
monogenik bir neden olabileceginden bahsedilmistir. Bu arastirmada ayrica mutasyon
pozitif bireylerin PRS ortalamasi da kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bu sonuca gore, monogenik hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve degisken
ekspresyonda, poligenik etiyolojide rol oynayan SNP’lerin etkisinin olabilecigi
diistiniilmiistiir. Mutasyon pozitif ailelerde, ayn1 mutasyonu tasiyan aile bireyleri
arasinda  ekspresyon  farkliliklar1  gOriilmesinin,  poligenik  etkilerden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda, calismanin devami
niteliginde daha cesitli popiilasyonlardan hasta gruplarini i¢eren bir arastirma daha
yapilmistir (13). Yeni calismada; italya, Hollanda, Kanada, Yunanistan, Israil,
Polonya’den farkli yas gruplarinda ailesel hiperkolesterolemi hastalar1 secilmistir. Bu
calismada amag, ilk calismay1 farkli popiilasyonlarda tekrarlamak ve kullanilan
PRS’nin etkinligini artirmak olarak belirtilmistir. Bu amacla, ilk asama segilen SNP
sayist artirilmis ve 33 SNP secilerek skor yenilendiginde, 12 SNP skoruna gore
mutasyon negatif ve kontrol arasindaki ayiricilik giiciiniin artmadigi goriilmiistiir.
Daha sonra orijinal 12 SNP icinden 6 SNP segilerek iiretilen yeni skorun da 12 SNP
skoru ile benzer etkinlik gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢calismada da yapilan istatistiksel
analiz sonucunda mutasyon negatif hastalarin %88’inde hastaligin poligenik

etiyolojiye bagli oldugu hesaplanmistir. Bahsi gecen PRS’ler disinda, ailesel
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hiperkolesterolemi igin farkli skorlar iiretilmis ve farkli etkinlikler gosterdikleri
bildirilmistir (83, 84).

Bu asamada, genel anlamda skorlarin gelecek donemlerde tanida bir arag
olarak kullanilabilecegi {izerine bir konsensus yoktur. Bununla birlikte, mutasyon
negatif hastalarin bir boliimiinde PRS diizeylerinin kontrol grubuna goére dnemli
derecede yiiksek saptanmasi, hastalikta poligenik etiyolojiyi genel olarak
desteklemektedir (83). Hasta grubunda, monogenik ve poligenik etiyolojiye sahip
hastalarin tespiti ve gruplandirilmasi onemlidir. Ilk olarak: Poligenik -etiyoloji
diisiiniilen hastalarda, aile bireylerinde kalitim daha diisiiktiir ve aile taramasina gerek
yoktur. Ikinci olarak: Poligenik etiyolojiye sahip hastalar, monogenik etiyolojiye sahip
olan hastalara gore KVH gelistirme agisindan daha diisiik riske sahiptir. Son olarak:
Monogenik ailesel hiperkolesterolemide, daha farkli tedavi hedefleri bulunmakta ve

bu hastalara, daha yogun lipid diisiiriicti tedavilerin verilmesi 6nerilmektedir. (10, 13,
83).
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3. BIREYLER VE YONTEM

3.1. Hastalarin Secilmesi ve Degerlendirilmesi

Calismanin baslangicinda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 06/10/2020 tarihli GO 20/784 kayit
numarali karar ile onay alinmustir. Calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje no: THD-2021-19124). Etik
onay belgesi EK-1’de sunulmustur. Calismada yer alan ailesel hiperkolesterolemi
siiphesi bulunan ve 18 yasindan biiyiik bireyler Hacettepe Universitesi Kardiyoloji
Ana Bilim Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali ve Cocuk
Metabolizma Bilim Dali tarafindan  yonlendirilmistir.  Hastalarin ~ klinik
degerlendirilmesi Simon Broome Kriterleri ¢ergevesinde yapildi. Buna gore
biyokimyasal degerlendirme i¢in hastanin; TK, LDL-K, TG, HDL-K, VLDL-K
degerleri ile birinci veya ikinci derece akrabalarinin TK degerleri medikal kayitlardan
elde edilmistir. Simon Broome Kriteri’nde belirlenen sinir degerlerin tizerindeki
degerler yiiksek olarak kabul edilmistir. Hasta kolesterol diisiiriicii tedavi aliyorsa
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi degerleri ayri sekilde kaydedilmistir. Klinik
degerlendirme i¢in, hastanin, birinci ve ikinci derece akrabalarinin KAH 6ykiisii ve
hastaligin ilk saptandig1 yas sorgulanmis ve kaydedilmistir. Buna ek olarak, baska bir
hastalik oykiisii var ise kaydedilmistir. Muayenede ksantoma/ksantalezma bulgulart
degerlendirilmistir. Sonug olarak, Simon Broome Kriterleri’ne gére muhtemel veya
kesin ailesel hiperkolesterolemi tanisi alan 52 birey aydinlatilmis onamlari alindiktan
sonra ¢alismaya alinmigtir. Sekil 3.1.°de Simon Broome Kriterleri’nin
Tiirkgelestirilmis sekli olan ve hastalar1 segerken kullanilan form verilmistir. Hasta
secilirken, MI gecirmis akrabasi olmasi kriteri genisletilerek, koroner arter hastalig
Oykiisii olan akrabalar da bu kategoride kabul edilmistir. Ayrica, ksantoma bulgusu ile
birlikte ksantalezmasi olan hastalar da ayni kategoride degerlendirilmistir. Tim

hastalarda pedigri ¢izimi ve analizi yapilmustir.
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Simon Broome Registry Ailesel Hipekolesterolemi
Tam Kriteri (Tiirkge)

Kesin Ailesel Hiperkolesterolemi Evet Havir
1) <16 yas—> LDL seviyesi: >155mg/dl ya da total kolesterol : >260mg/dl

>16 yas—=> LDL sevivesi: >190mg/dl ya da total kolesterol : >290mg/dl
(Tedavi éncesi degerler ya da tedavi siiresince en yiiksek degerler)

2) Tendon ksantomalari(Hastadaya da 1. ya da 2.derece akrabada)

3) Patojenik LDLR ya da APOB va da PCSK9 mutasyonu

Asgari olarak 1 ve 2 birlikte ya da 3 tek basina saglamyor ise kesin ailesel hiperkolesterolemi kabul edilir.

Muhtemel Ailesel Hiperkolesterolemi Evet Havir
1) <16 yas—> LDL seviyesi: >155mg/dl ya da total kolesterol : =260mg/dl

=16 yas—=> LDL seviyesi: >=190mg/dl ya da total kolesterol : =290mg/dl
(Tedavi 6ncesi degerler va da tedavi siiresince en yiiksek degerler)

2) Ailede MI 6ykiisti(1.derece akraba <60 yas, ya da 2.derece akraba <50 yas)

3) Ailede 1. ya da 2. derece akrabada total kolesterol yiiksekligi dykiisii:
<16 yas—> total kolesterol: =260mg/dl
>16 yas—> total kolesterol: =290mg/dl

Asgari olarak 1 ile birlikte 2 ya da 3’ten herhangi biri birlikte saglamivor ise muhtemel ailesel hiperkolesterolemi
olarak kabul edilir.

Sekil 3.1. Simon Broome Kriteri’nin Tiirk¢elestirilmis formu.

Hasta kohortunda monogenik ve poligenik nedenlerin belilenmesine yonelik
olarak; ilk asamada tiim hastalara LDLR genine yo6nelik, mutasyon saptanmayan
hastalara sirasi ile APOB ve PCSK9 genlerine yonelik Sanger dizileme yapilmasi
planlanmuistir. Bu testlerde mutasyon saptanmayan hastalarda ise sirasi ile LDLR kopya
sayist degisiklikliklerinin saptanmasi i¢in multipleks ligasyon bagimli prob
amplifikasyonu (MLPA) ve son olarak, mutasyon saptanmayan hastalarda yeni nesil
dizileme (NGS) panelinin yapilmasi planlanmistir. Ayrica, poligenik risk skorlarinin
hesaplanmas1 amaci ile Sanger dizi analizinde mutasyon saptanan bireylerde,
poligenik faktdrlerin monogenik hastaliga olasi etkisini belirlemek amaci ile 12 SNP
bolgesine yonelik Sanger dizileme yapilmasi, mutasyon saptanmayan bireylerde ise
bu bolgelerin verilerinin NGS panelinden elde edilmesi planlanmistir. Bu testlerin
yapilmasi amaci ile tiim hastlarda periferik kandan EDTA’l1 tiipe 10 ml kan alinarak

DNA izolasyonuna gecilmistir.
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3.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu ve Kantitasyonu

EDTA’ tiiplere periferik kan alindiktan sonra amonyum asetat ile ¢oktiirme
yontemi kullanilmistir. Oncelikle, 50 ml’lik Falcon tiiplere bosaltilan 10 ml’lik kan
ornegi 40 ml steril distile su karistirilarak kuvvetlice ¢alkaland1 ve ardindan karisim
588 g’de 20 dakika santifriij edilmistir. Bu islemin ardinda siipernatan uzaklastirilmisg
ve kalan ¢okelti lizerinde ayni islem tekrarlanarak 694 g’de 20 dakika santiftriij
edilmistir. Stipernatan atildiktan sonra her bir tiipteki ¢okelti tizerine 3 ml niikleer lizis
tampon (10 mM Tris, 400 mM NacCl, 200 uM, pH 8,2), 150 pl 10 mg/ml proteinaz K
ve 200 ul %10’luk sodyum dodesil siilfat soliisyonu eklenmistir. Tiipler karistirilmig
ve bir gece boyunca 37 °C sicaklikta etiivde bekletilmistir. Etiivden alinan her bir tiipe
3 ml 148 g/100 ml amonyum asetat eklenerek ¢alkalanmig, sonra 3076 g de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Supernatant pastor pipeti ile dipteki ¢okeltiye dokunmadan baska

bir temiz tlipe alinarak tizerine etil alkol eklenmistir.

Tiipler hafifce calkalandiktan sonra goriiniir hale gelen DNA pipet ucu
yardimiyla toplanarak 400 pl Tris-EDTA tamponu igeren tiipler igerisine

yerlestirilmistir.

DNA konsantrasyonu 6l¢timii Nanodrop ND-1000 UV-VIS spektrofotometre
cihazinda ND-1000 software versiyon 3.8.1. yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
DNA’nin konsantrasyonu ile birlikte, safligi ve kalitesi i¢cin A260/A280 orani ve
260/230 orani degerlendirilmis ve DNA’larin yeterli konsantrasyonlar ve kalitede

oldugu degerlendirildikten sonra molekiiler testlere gecilmistir.
3.3. LDLR, APOB ve PCSK9 Genlerine Yonelik DNA Dizi Analizi

Hasta grubunda ilk asamada etken oldugu bilinen ii¢ gene yonelik Sanger
yontemi ile dizi analizi yapilmasi planlandi. Biitiin hastalarda LDLR geninin tiim
ekzonlar1 dizilenmis, LDLR mutasyonu saptanmayan hastalarda ise APOB ve PCSK9
genlerine yonelik dizileme yapilmistir. APOB geninin 26. Ekzonunun bir kismina ve
29. Ekzonuna yonelik dizileme yapilmistir. Bunun nedeni, genin biiyiik olmasi ve
bilinen mutasyonlarin bu iki bélgede yogunlasmis olmasidir. Literatiirde de ilk olarak
degerlendirilen bolgelerin bu iki bélge oldugu bilgisi mevcuttur (69). PCSK9 geninin

ise tiim ekzonlar1 dizilenmistir.
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LDLR, APOB ve PCSK9 genleri i¢in Ensembl Genome Browser veri tabaninda
siras1 ile ENST00000558518.6, ENST00000233242.5 ve ENST00000302118.5

numarali transkriptlere gére primer tasarimi yapilmistir. Primer tasarlarken Perl

Primer programi ile tasarima baglanmistir. Bu program ile sicaklik degerleri ve birbiri

ile dimer olusturmayacak primer ¢iftleri se¢ilmis ve UCSC Genome Browser In Silico

PCR yardimi ile primer ¢iftinin dogru bdlgeyi cogaltma durumu, sicaklik degerleri ve

amplikonun uzunlugu gibi parametreler degerlendirilmistir. Son olarak Primer Blast

programi yardimi ile primer ciftinin diger bolgelerden olusturabilecegi olasi

amplikonlar degerlendirilmistir.

degerleri Tablo 3.1.’de verilmistir.

Primer c¢iftleri ve PCR icin kullanilan sicaklik

Tablo 3.1. Primer ¢iftleri ve PCR reaksiyonundaki primer baglanma sicakliklari

LDLR Forward Primer- Reverse Primer TPn?‘F’{C
EKZON1 CAGTGAGGTGAAGACATTTG-AGGGATGGAGTGATTATTTG 54
EKZON2 CAGGAAATAGACACAGGAAAC-ATACATCAAAATCCACTGGC 54
EKZON3 AAAGTGGGATTGACATTCTCTTC CTTTGTAATGCCTCCTGGTCA 62
EKZON4 AGAGGGCAGTGGTTCAGAGT-CACCTAAATCACTGCATGTCC 58
EKZON5 TTCAGCCTCTCAAGCAGTTGG-CACAGCTGGTGCAGAGCTGAC 64
EKZON6 TGAGTGCCAAGCAAACTGAG-TGGAGTTCCCAAAACCCTAC 58

EKZON7-8 GAGGTGGAGGTTGTAATGAG-GCAAAGTTCAGAGGATGAAAC 58
EKZON9-10 GGATGGGGAGGCACTCTTGG-AGCTCCTTCCTGCTCCCTCC 64
EKZON11-12 TCCCAGCAGGACTATTTCCC-TCTGCGTTCATCTTGGCTTG 61
EKZON13-14 TGGAGAGAGGGTGGCCTGTG-CAGGAGGGGGCAGTTGGAG 64

EKZON15 TCATTAGGCGCACACCTATGAG-AAGGTCAGCAAGGGAGTGAGG 61

EKZON16 GAGATGTGCCAGGCGCTTTC-GGCTGTTCCCTGTCCAGGAG 62

EKZON17 GGCTGGAGTACAGTGGCTCAAC-ACACCACCAAGGCCATTGTC 62

EKZON18 TGACTGAATCCGGTACTCAC-GAAATGGAGGTGTCATCCTG 54

APOB
EKZON26 ACCAGTCAGATATTGTTGCTCATC-AAGGTCAGGGAAATCATGGAAG 61
EKZON29 CAAGCATCTGATTGACTCAC-TTTTCTGTGCTATGTGAAAG 53
PCSK9
EKZON1 CTTCAGCTCCTGCACAGTCC-CGACCTGCACTCCACTTCC 61
EKZON2 AATTTGTAAGTAGGGGTGAG-GCTCAATACATACTTGCTGTC o1
EKZON3 TTTGATCAGGTAAGGCCAG-AAGTGGAAACCACCAGCAG 56

EKZON4-5 AACTATAAGGTTGACTTTATGC-TTCTTGGTTAGGAGACATTAG 51
EKZON6 CCAAACATCAGGCCACAAAG-CAGGAACGTGCCACAAGAAG 61
EKZON7 GGACCCAAACAGGTGTATAGCAG-ACAGACCCTGACTGCCAAAG 61

EKZON8-9 ACCTCACTGAGTAAGGACTG-TAAGCTTACAGAAGAGCTGG 51
EKZON10 TGATGAGGGTGCTTGAGTTGAT-TCATGGATCACACTTGTGAGGA 61
EKZON11 TCTTGCCTCAGACCTTAAAG-CACAAACTGACACAGAAAAG 51
EKZON12 CAGAAGGATGTCGGAGGGAG-CCCAGAGTGAGTGAGTTCCAG 59
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3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), iic gen i¢in de malzemeler ayni oranda
kullanilarak yapilmistir. PCR Oncesi, primer ana stoklarindan 10ul alinarak 90ul
dH20 ile karigtirllmis ve ara stoklar elde edilmistir. Yine DNA’lar da 50 ng/ul
konsantrasyonda olacak sekilde diliie edilerek ara stok elde edilmis PCR
reaksiyonunda bu ara stoklar kullanilmistir. PCR reaksiyonu her {i¢ gen i¢in; 10ul
Promega 2x Master mix, 8ul dH20, 1 ul DNA ve 1’er pl ilgili primer ¢ifti eklenerek
toplamda 21ul reaksiyonda gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu i¢in Applied
Biosystems Veriti 96 Well Fast Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. Her ii¢ gen igin
de Tablo 3.2.’de PCR i¢in optimal thermal cycler kosullar1 verilmistir.

Tablo 3.2. PCR kosullar1

LDLR-Sicaklik °C LDLR-Siire Dongii Sayisi
95 1 dakika 1

95 30 saniye 35

54-64 30 saniye 35

72 45 saniye 35

72 7 dakika 1
APOB-Sicaklik °C APOB-Siire Dongii Sayisi
95 1 dakika 1

95 30 saniye 35

53-61 30 saniye 35

72 1.20 dakika 1

72 7 dakika 1
PCSK9-Sicaklik °C PCSK9-Siire Dongii Sayisi
95 1 dakika 1

95 30 saniye 35

51-61 30 saniye 35

72 45 saniye 1

72 7 dakika 1

3.3.3. PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

PCR reaksiyonu sonrasi {iriin olusumunun gdzlenmesi, olusan iiriinlerin
istenen uzunlukta olup olmadigmin anlasilmasi ve spesifik olmayan bantlarin
saptanmasi i¢in jel elektroforezi yapilmistir. Bu islem i¢in oncelikle agaroz jel
dokiilmiistiir. Agaraoz jel i¢in, 200 ml 1X TBE (Tris-Borat-EDTA) buffer ile 4 gram
agaroz ile karistirilarak  %2’lik bir karisim olusturuldu ve bu karisim mikrodalga

firinda 2 dakika boyunca 600 W’ta 1sitilmigtir. Agaroz tamamen ¢dziindiikten sonra
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bu ¢ozelti igine 12 ul etidyum bromiir eklendi ve hafifce ¢alkalayarak karistirildiktan
sonra jel dokiilmustiir. Jel hazir hale geldikten sonra, ilk kuyucuga 5 pl 1500 baz ¢iftlik
ladder ve diger kuyucuklarin her birine 3 pl iriin ile 3 pl Orange G karistirilarak
yiiklenmis ve elektroforezde 130 V’da 30 dakika boyunca yiiriitilmistiir. Gli¢ kaynagi
olarak BIO-RAD PowerPacTM HC High-Current cihazi kullanilmistir. Bu islem
sonrasinda bant goriintiilemesi Biospectrum sistemi ve Vision WorksLS programi

yardimi ile yapilmastir.
3.3.4. PCR Uriin Piirifikasyonu

Elektroforezde istenen uzunlukta bant saptanan olan iriinler igin piirifikasyon
asamasina ge¢ilmistir. Piirifikasyon i¢in Geneall Expin PCR SV kitleri kullanilmistir.
[k asamada, 100 pl PB soliisyonu ile PCR iiriinii pipetaj yapilarak karistirilmis ve
karisim minikolonlara yiiklenmistir. Minikolonlar 13000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Daha sonra minikolonlar tizerine 500 pul NW soliisyonu eklenmis
ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra santrifiij islemi yine
tekrarlanmigtir. Minikolonlar temiz 1,5 mI’lik ependorf tiiplere aktarilmis ve santrifiij
sonrasi kolon altindaki tiiplerde biriken sivi atik oldugu igin atilmistir. Minikolonlara
30 ul EB soliisyonu eklenmis ve 13000 rpm’de 45 saniye boyunca santrifiij yapilmistir.
Bu sekilde temiz iriinler elde edilmis ve Sanger dizilemede kullanilmak {izere hazir

hale gelmistir.
3.3.5. Sanger Dizileme ile Hedef Genlerin Dizilenmesi

Piirifiye edilen PCR f{irlinleri “BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing”
Kit kullanilarak dizilenmistir. Bu islem igin, 4 ul dH20, kit igeriginde bulunan 2 ul
5X sekans buffer ve 1 pl Big Dye Terminator, 1 ul PCR iiriinti, 1 pl forward ya da
reverse primer karistirilarak thermal cycler cihazina yiiklenmistir. Dizileme
reaksiyonu i¢in, 96°C’de 1 dakika, sonra 25 dongii boyunca sirasiyla 96°C’da 10
saniye, 50°C’de 5 saniye, 60°C’de 4 dakika devam ettikten sonra sona eren Standart
bir protokol kullanilmistir. Sanger dizileme sonrasi firiinlerin piirifikasyonuna

gecilmistir.
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3.3.6. DNA Dizileme Sonrasi Uriinlerin Piirifikasyonu

Uriinlerin  piirifikasyonu icin “ZR DNA Sequencing Clean-up Kit”
kullanilmistir.  Uriinler 100 pl sekans baglama soliisyonu ile karistirilarak
minikolonlara eklenmis, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
minikolonlara 200 pl yikama soliisyonu eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapilmigtir. Son olarak minikolonlar 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmis ve
minikolonlara 25 pl dH20 eklenerek 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilerek
purifiye tirtinler kapiller elektroforez cihazinda yiiriitiilecek hale getirilmistir. Piirifiye
rtinler, 96 well plate araciligi ile ABI Prism 3500 Genetic Analyzer cihazina

yiiklenmis ve kapiller elektroforez gerceklestirilmistir.
3.3.7. DNA Dizi Analizinin Yapilmasi

Kapiller elektroforez sonrasi elde edilen elektroferogram goriintiileri Finch TV
programi kullanilarak goriintiilenmis ve analizlerde, Ensembl
(http://www.ensembl.org/), MutationTaster (www.mutationtaster.org), EXAC
(exac.broadinstitute.org), ve gnomAD  (gnomad.broadinstitute.org) gibi veri
tabanlarindan yararlanilmis ve bulunan degisikliklerin patojenitesi ACMG 2015
kriterlerine gore degerlendirilmistir. Bu amagla Varsome (Varsome.com) ve Franklin

(Franklin.genoox.com) gibi programlardan da faydalanilmistir.
3.4. LDLR Geni Kopya Sayis1 Degisikligi Analizi
3.4.1. Multipleks Ligaz Bagimh Prob Amplifikasyonu (MLPA)

LDLR genine yonelik olarak kopya sayis1 degisikliklerini (CNV) saptamak
amactyla MLPA yontemi kullanildi. Bu yontemin ¢alisma mekanizmasi Sekil 3.2.°de
gosterilmistir. MLPA i¢in MRC Holland firmasmin LDLR genine yonelik iiretmis
oldugu SALSA® MLPA® Probemix P062-D2 LDLR kiti kullanildi. Bu yontem,
Sanger yontemi ile LDLR, APOB ve PCSK9 genlerinde patojenik degisiklik
saptanmayan 24 hasta i¢in uygulandi. 24 hasta i¢in, 3 adet LDL-K yiiksekligi olmadigi
bilinen birey de kontrol 6rnegi olarak kullanildi ayrica bir tane de DNA igermeyen

negatif kontrol 6rnegi hazirlandi.
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Sekil 3.2. MLPA testinin asamalar1. Stuffer dizileri fragmanlarin uzunlugunu belirler.
Her prob i¢in primer dizisi aynidir. Kapiller elektroforez sonrasi ortaya
cikan her pik (fragmanlar) bir probu temsil eder. Piklerin altinda kalan alan
hesaplanarak kontrol 6rnegi ve hasta 6rnegi arasinda fark olup olmadig
tespit edilir ve kopya sayis1 degisikligi bu prensibe gore belirlenir.

3.4.2. DNA Denatiirasyonu ve Prob Hibridizasyonu

Ik asamada her bir reaksiyon i¢in 0,2 ml’lik PCR tiiplerine 100 ng, 5 pl DNA
eklenmistir. Daha sonra, Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 Thermal
Cycler cihazinda 98°C’de 5 dakika boyunca DNA denatiire edildikten sonra 25°C’ye
diistiriilmiistiir. Bu asamada, her bir reaksiyon i¢in 1,5 ul MLPA buffer ve 1,5 ul
Probemix (28 ornek igin 28x3 pl=84 ul) karistirilarak 6nceden hazirlanmis olan
hibridizasyon master miksi, denatiire DNA’larin bulundugu tiiplere aktarilmis ve
tiipler hibridizasyonun gerceklesmesi i¢in 95°C’de 1 dakika ve ardindan 60°C’de 16

saat kosullar1 ile Thermal Cycler cihazina yiiklenmistir.
3.4.3. Prob Ligasyonu

Bu asamada oncelikle Ligaz 65 master miksi hazirlanmistir. Bu mikste her bir

reaksiyon i¢in 25 pul dH20 3 pl Ligaz A, 3 pl Ligaz B, 1 pl Ligaz-65 enzimi
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karistirtlmistir (28 reaksiyon i¢in 28 x 32 pl). Bu karisgim, PCR tiipleri iizerinde
54°C’ye getirildikten sonra tiipler Thermal Cycler cihazi {izerindeyken hafifce pipetaj
yapilarak tiiplere eklenmis ve Thermal Cycler 54°C’de 15 dakika, 98°C’de 5 dakika
ve ardindan 20°C’de duracak seklinde ayarlanarak ligasyon reaksiyona devam

edilmistir.
3.4.4. PCR Reaksiyonu

Ligasyon sonrasi problarin amplifikasyonu igin PCR reaksiyonu ile devam
edilmistir. Bu asamada her bir reaksiyon i¢in PCR master miks hazirlanmigtir. Her bir
reaksiyon i¢in 7,5 pl dH20, 2 ul SALSA PCR primer miks ve 0,5 pl SALSA polimeraz
eklenerek PCR master miks elde edilmistir (28 reaksiyon i¢in 28x10 pl). Daha sonra
Thermal Cycler cihazinda bulunan PCR tiiplerine oda sicakliginda PCR master
miksleri eklenmistir. PCR reaksiyonu i¢in Thermal Cycler; 35 dongii boyunca 95°C’de
30 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 60 saniye ve 35 dongii sonunda 72°C’de 20
dakika devam ettikten sonra ve son olarak 15°C’de duracak sekilde programlanmis ve
reaksiyon gerceklestirilmistir. Kapiller elektroforezde yiiriitiilmeden once; 0,7 ul PCR
trtinti, 0,3 ul ROX-500 size standart ve 9 pl deionize formamid karistirilmis ve
ardindan plate ABI 3130 Genetic Analyzer cihazina yerlestirilerek, {riinler

yirtitilmistir.
3.4.5. Kopya Sayis1 Degisikliklerinin Degerlendirilmesi

MLPA analizi, hasta drnekleri ve kontrol o6rnekleri arasinda, problari temsil
eden her fragmanin (pikin) altinda kalan alanin kiyaslanmasi prensibine
dayanmaktadir ve CNV’ler bu sekilde anlasilmaktadir. MLPA sonuglarinin
degerlendirilmesinde ilk asamada GeneMapper programi yardimi ile fragman analizi
gerceklestirilmistir.  Fragmanlar, deney kaynakli olusabilecek artefaktlar CNV
durumunu etkileyebilecegi igin manuel olarak degerlendirilmistir. Daha sonra,
Coffalyser. Net programi yardimiyla 6rneklerin kalite kontrolii yapildiktan sonra,
kontrol o6rnekleri ve hasta Ornekleri karsilagtirilarak CNV’lerin saptanmasina
calistimistir. MRC Holland Firmasi tarafindan onerilen sinir final ratio degerlerine

gore CNV’ler yorumlanmistir. Bu degerler Tablo 3.3.’te verilmistir. Hastalarda LDLR
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problarina yonelik degerlendirme yapilmistir. MLPA’da kullanilan kitin prob igerigi
de Tablo 3.4.’te verilmistir.

Tablo 3.3. CNV degerlendirmesi i¢in sinir Final Ratio (FR) degerleri

CNV

Final ratio (FR)

Normal

0.80<FR<1.20

Homozigot delesyon

FR=0

Heterozigot delesyon

0.40<FR <0.65

Heterozigot duplikasyon

1.30<FR<1.65

Heterozigot triplikasyon/homozigot duplikasyon

1.75<FR <215

Belirsiz CNV

Diger degerler

Tablo 3.4. Prob kodlar1 ve pozisyonlari

Kromozomal Pozisyon (hg18)?
Uzunluk (nt) SALSA MLPA prob
Referans LDLR
64-105 Kontrol fragmanlari
136 Referans prob 09824-1.10234 10q
142 — SMARCAA4 prob 02488-1.13996 Upstream
148 LDLR prob 02309-L01800 Ekzon 1
154 Referans prob 14813-L.16521 1p
160 LDLR prob 02310-L01801 Ekzon 2
166 LDLR prob 19517-L26011 Ekzon 18
184 K + + LDLR prob 19518-SP0828-L.26012 Ekzon 3
193 + LDLR prob 02313-L01804 Ekzon 12
202 Referans prob 01116-L.00620 8q
212 LDLR prob 02314-L01805 Ekzon 4
218 + LDLR prob 19333-L12635 Ekzon 14
229 Referans prob 04360-L03780 p
238 + LDLR prob 19519-L.26013 Ekzon 5
247 + LDLR prob 19520-L26014 Ekzon 15
256 Referans prob 06007-L05432 2q
265 LDLR prob 19521-L.26015 Ekzon 7
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283 Referans prob 14477-L16197 4q
290 A LDLR prob 19523-L.26017 Ekzon 6
310 Reference prob 15380-L17211 3p
319 KA LDLR prob 19522-SP0893-L28967 Ekzon 17
328 + LDLR prob 19526-L.26020 Ekzon 11
335K LDLR prob 19524-SP0864-L.26573 Ekzon 16
352K LDLR prob 19525-SP0892-L.26886 Ekzon 8
364 LDLR prob 02324-1.26888 Ekzon 9
372 Reference prob 15433-L17263 5p
390 LDLR prob 19640-L26021 Ekzon 10
400 XK + LDLR prob 19528-SP0829-L.26022 Ekzon 13
415 Referans prob 18255-1.22981 12q
427 + LDLR prob 10781-L.11396 Ekzon 15
445 Referans prob 16634-1.19164 17q
460 Referans prob 16287-L25505 20q
472 K+ LDLR prob 06281-SP0876-L.26683 Ekzon 1
490 Referans prob 12461-1.21828 22q

+ SNP rs559091708, prob sinyalini etkiler. Delesyon durumunda, bu prob tarafindan hedeflenen
bolgenin dizilenmesi 6nerilir. A Daha degisken. Bu prob belirli deneysel varyasyonlara duyarl olabilir.
Anormal sonuglara dikkatle yaklagilmalidir. 2K Bu prob ii¢ par¢adan olusur ve iki ligasyon bolgesine
sahiptir. Bu probun diisiik sinyali, numune DNA'sinin depurinasyonundan kaynaklanabilir, 6rn. yetersiz
tamponlama kapasitesi veya uzun bir denatiirasyon siiresi nedeniyle. Bu, referans numunelerde
meydana geldiginde, test numunelerinde artan bir sinyal gibi goriinebilir. — Flank bolgeye denk gelen
prob. Bir delesyon ya da duplikasyonun genisligini belirlemeye yardimci olmak igin dahil edilmistir.
Sadece flank veya referans problarda kopya sayisi degisikliklerinin saptanmasinin, test edilen kosulla
ilgili olmasi olasi degildir. + Ligasyon bolgesi ekzonik dizinin diginda yer alir. Bir probun hedef
dizisinde bulunan tek niikleotid degisiklikleri, prob hibridizasyonunu ve/veya prob ligasyonunu
etkileyebilir. Liitfen dikkat: Bilinen tim tek niikleotid degisiklikleri yukaridaki tablolarda
belirtilmemigstir. Tek probda saptanan degisiklikler baska bir yontemle onaylanmalidir.
(mrcholland.com) sitesinden alinarak tiirkgelestirilmistir.

3.6. Yeni Nesil Dizileme

Sanger dizileme sonucu mutasyon saptanamayan 24 bireyde ailesel
hiperkolesterolemiye yonelik nadir genetik nedenleri arastirmak amaciyla yeni nesil
dizileme (NGS) paneli kullanilmasi planlanmistir. Bu amagla Devyser FH v2 24
hastalik NGS kiti segilmistir. Bu kitin igerigindeki malzemelere Tablo 3.5.’de genler
kapsadig1 genomik bolgeler Tablo 3.6. ve 3.7.’de verilmistir. Kitin segilme nedenleri

hastalikla iligkili oldugu bilinen 6 adet geni igermesinin yani sira ¢alismada
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kullanacagimiz PRS icin gerekli 12 SNP’yi de kapsiyor olmasidir. Bu sekilde,

mutasyon negatif hastalarda hem monogenik nedenler daha kapsamli degerlendirilmis

hem de 12 SNP’li poligenik risk skoru hesaplanmustir.

Tablo 3.5. Devyser FH v2 Kit igeriginde yer alan malzemeler

I¢erik Katalog No. | Sayv/Kkit Kapak Rengi
FH mix 4-A293 1 Mavi
Start, 24 test 4-A280 1 Mor
Dilution buffer 4-A245 3 Beyaz
Indexmix2, 24 test 4-A279 1 Kirmizi
Indexstrip A2 - 1 -
Index buffer 4-A258 3 Yesil
Sealer S - 1 -
Clean 4-A255 1 Turuncu
Wash 4-A256 1 Sari
Dilution buffer 4-A245 1 Beyaz

Tablo i¢in Devyser FH v2 Handbook katalogundan faydalanilmstir.

Tablo 3.6. NGS panelinin kapsadig1 genler

Ekzon/intron

Genler Ekzonlar [Promoter Bolgeler simirlarinda Minimum
Sekanslanan Baz Sayisi

LDLR (LRG_274t1) 1-18 c.1’den 236 baz uzakta -10/+10

APOB 2-29 Hayir -10/+10

PCSK9 (LRG_275t1) 1-12 c.1’den 439 baz uzakta -10/+10

LDLRAP1 (LRG_276t1) 1-9 Hayir -10/+10

APOE 2-3, 4* Hayir -10/+10

STAP1 1-9 Hayir -10/+10

* APOE ekzon 4’te ¢.387-529 aras1 sekanslanmaktadir. Tablo i¢in

katalogundan faydalanilmustir.

Devyser FH v2 Handbook
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SNP cDNA pozisyonu Gen lokasyonu
rs629301 €.1635T>G CELSR2
rs1564348 €.1599-688T>C SLC22A1
rs1800562 c.845G>A HFE
rs2479409 c.-861A>G PCSK9
rs3757354 c.-2147C>T MYLIP
rs4299376 €.166-718T>G ABCGS8
rs6511720 €.67+2015G>T LDLR
rs8017377 €.2932G>A NYNRIN
rs11220462 €.-61+18215G>A ST3GAL4
rs1367117 €.293C>T APOB
rs429358 €.388T>C APOE
rs7412 €.526C>T APOE

Tablo i¢in Devyser FH v2 Handbook katalogundan faydalanilmstir.
3.6.1. DNA Konsantrasyonlarmn Ol¢iimii

DNA konsatrasyonlarinin 6l¢iimii igin ilk olarak Nanodrop ND-1000 UV-VIS
spektrofotometre kullanilmistir. DNA konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde diliie
edildikten sonra, daha net Olgiimler yapilmasi i¢in Qubit™ 4 Fluorometer cihazi
kullanilmigtir. Her hasta i¢in 199 ul Qubit Buffer ve 1 pl Qubit Reagent karisimi
hazirlanmustir. Once standartlarin 8lgiimii i¢in (S1 ve S2) 10 ul S1 ve 10 pl S2 ayr
tiiplere konularak tizerlerine 190 pl karisimdan eklenmis ve 6l¢tim yapilmistir. Daha
sonra, her bir hasta icin 198 pl karisim ile 2 pl hasta DNA’s1 karistirilmis ve dlgiim
yapilmistir. DNA konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, her hasta igin DNA

kansantrasyonu diliisyon soliisyonu kullanilarak 2 ng/ ul olacak sekilde ayarlanmaistir.
3.6.2. Hedef Bolgelerin Cogaltilmasi

Ilk asamada, Start, 24 Test soliisyonu ve FH Mix soliisyonu eritilmis ve
vortekslenmistir. 150 pl Start, 24 Test soliisyonu alinarak FH Mix soliisyonu tiipiine
aktarilmig, bu sekilde aktif FH Mix elde edilmistir. Daha sonra, PCR tiiplerine her
hasta i¢in 10 ul aktif FH Mix ve daha 6nceden 2 ng/ul olacak sekilde diliie edilmis 5
ul DNA eklenmistir. Sonug hacim 15 pl olacak sekilde PCR reaksiyonu baslatilmistir.
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PCR reaksiyon kosullari; 95°C’de 15 dakika, 22 dongii boyunca sirasiyla 97°C’de 1
dakika, 62°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1dakika, dongii bitiminde de 72°C’de 15 dakika

devam edip bitecek sekilde ayarlanmistir.
3.6.3. Uriinlerin Barkodlanmasi ve Cogaltilmasi

Bu asamada, Index strip dikkatlice acilmig ve Index mix 2, 24 test
soliisyonundan 20’ser ul pipetaj yapilarak strip igerigindeki 24 kuyucuga dagitilmistir.
Daha sonra, her hasta i¢in,198 ul Index Buffer ile 2 pl PCR iiriinii karistirilmis ve bu
karisimdan, 5’er ul alinip, kuyucuklarda bulunan Index mix 2, 24 test soliisyonu ile
homojen hale gelene kadar pipetajla karistirilarak eklenmistir. Son hacim, Index strip
igindeki her kuyucukta 25 pl oldu. Index strip seal ile hava almayacak sekilde
kapatilarak vortekslenmis ve kisa siire santrifiij edilmistir. PCR reaksiyon kosullari;
95°C’de 15 dakika, 2 dongii boyunca sirasiyla 97°C’de 30 saniye, 55°C’de 1 dakika
ve 72°C’de 1dakika, dongii bitiminde 22 dongii boyunca sirastyla 97°C’de 30 saniye,
68°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1dakika ve dongii bitiminde 72°C’de 15 dakika devam
edip bitecek sekilde ayarlanmustir.

3.6.4. Kiitiiphanelerin Havuzlanmasi, Piirifikasyonu ve Diliisyonu

PCR sonrasi elde edilen her 8 Kkiitliphane i¢in 1 adet 1,5 ml’lik tip
hazirlanmistir. 8 kiitiiphaneden 5’er pl alinarak toplamda 40 pl olacak sekilde 1,5
ml’lik tiipe eklenmistir. 24 hasta i¢in toplamda 3 adet tiip hazirlanmistir. Bu islem
havuzlama (poolinng) olarak adlandirilir. Bu sekilde kiitiiphaneler havuzlanmstir.
Daha sonra Clean soliisyonundan 3 tiipe de 40’ar pl aktarilmigtir. Tipler
vortekslenmis ve spin down yapildiktan sonra manyetik raka yerlestirilmistir. Ug
dakika beklendikten pellete dokunulmadan iistteki silipernatan pipetle cekilerek
atilmistir.  Daha sonra 1500 pl etanol eklenerek hazir hale getirilmis yikama
soliisyonundan, manyetik raktaki 3 adet tiipe 150’ser pl eklenmis ve tiipler raktan
¢ikarilmadan hafifge ileri geri yapilarak karistirilmistir. Manyetik beadler toplandiktan
sonra lstteki siipernatan pellete dokunulmadan pipetle ¢ekilerek atilmistir. Tiipler agzi
acik sekilde 5 dakika etanoliin tamamen kurumas i¢in bekletilmistir. Daha sonra
tiipler mantetik raktan alinarak 3 tlipe de 40’ar ul diliisyon soliisyonu eklenmistir.

Tiipler vorteks ve spin down yapildiktan sonra manyetik raka tekrar dizilmistir. Bu
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sefer tiiplerdeki siipernatan alinarak temiz tiiplere aktarilmistir. Bu islem sonrasi
pirifiye ve diliie edilmis her 3 tiipteki kiitiiphanenin konsantrasyon ol¢limii Qubit™ 4
Fluorometer cihazi ile yapilmistir. Bunun i¢in yine 199 pl Qubit Buffer ve 1 ul Qubit
Reagent karistirilmistir. Bu karisimla, 6nce standartlar (S1 ve S2) daha 6nce anlatildig:
oranda karistirilarak Ol¢lilmiistiir. Standartlarin 6l¢imiinden sonra ayni karisimdan
(Qubit Buffer ve 1 ul Qubit Reagent) 3 adet temiz 0,5 mI’lik tiipe 190°ar ul aktarilmig
ve lizerine 3 farkli tiipte bulunan diliie edilmis iirtinlerden 10’ar pl aktarilmastir.
Toplamda 3 tiip igin 200 ul’lik karisim elde edilmistir. Son olarak konsantrasyonlar

Qubit cihazi ile ol¢lilmiistiir.
3.6.5. Cihaza Yiikleme ve Sekanslama

Cihaza ylikleme agamasindan 6nce Qubit ile Slgiimii yapilmis diliie edilmis ve
havuzlanmis kiitliphaneler tekrar diliie edilmistir. Bu asamada piirifiye ve diliie
edilmis 3 adet havuzlanmis kiitiiphane bulunmaktadir. Bu kiitiiphaneler, her birinin
konsantrasyonu 0,44 ng/ul olacak sekilde dilisyon soliisyonu kullanilarak diliie
edilmistir. Daha sonra diliie edilen kiitiiphanelerden 15’er pl alinarak tek bir PCR

tiiptinde birlestirilmistir.

Bu asamadan sonra farkli kitlerden farkli hasta gruplarindan gelen,
kiitiphaneler cihaza birlikte yiiklenebilir. Bizim grubumuz i¢in de bu durum soz
konusu olmustur. 24 hastalik piirifiye ve diliie edilmis kiitiiphanemizle birlikte, yine
Devyser firmasmin kitlerinin kullanildigr iki ayr1 24 kisilik hasta grubuna ait
kiitliphaneler mevcuttu ve cihaza 72 hasta 6rneginin birlikte yiiklenmesi gerekmistir.
Bu nedenle de tiim hasta kiitiiphanelerinin tek bir havuzda toplanmasi i¢in son bir
havuzlama islemi yapilmistir. Bu amaca yonelik olarak, calculator.devyser.com
sitesinden hangi kiitiiphaneden, ne kadar hacim alinarak havuzlama yapilmasi
gerektigi hesaplanmig ve bu miktarlara gore son kiitiiphane havuzu olusturulmustur.
Sonra bu havuzdan 20 ul’lik hacim 20 pl diliisyon soliisyonu ile karistirilmistir. Cihaza
yiklemeden once, kiitiiphane havuzundan 5 pl ile 5 ul 0,1 nm’lik NaOH
karistirtlmistir. Bu iglem denatiirasyon amagli yapilmistir. Bes dakika sonra bu
karisima 5 pl Tris-HCL eklenerek denatiirasyon islemi sona erdirilmistir. Elde edilen
15 pl karisim 985 pl HT1 soliisyonu ile karistirilmistir. Bu karisimdan 180 pl alinarak
tizerine 320 ul HT1 soliisyonu eklendi toplam 500 pl karisim elde edilmistir. Bu
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karisima 5 pl Phix kontrol eklenmis ve elde edilen karisim cihaza yiiklenecek hale
gelmigtir. Tim hacim alinarak kartuja yiiklenmis ve Kartuj cihaza yiiklenmistir.
Platform olarak Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali’nda yer alan Illumina firmasinin Miniseq Platfromu

kullanilmistir. Kiitiiphaneler ¢ift yonlii (paired-end, 2x151 bp) sekilde sekanslanmustir.
3.6.6. Varyantlarin Cagirilmasi ve Anote Edilmesi

Veriler, Genome Analysis Toolkit best practices pipeline semasina gore
islenerek varyant tablolar1 olusturulmustur (85). FastQC (versiyon: v0.11.9) ile ham
verinin (fastq), kiitiiphane hazirlama asamasi veya sekanslama sirasinda olusmus
olmas1 muhtemel hatalar1 agisindan verinin Kalitesine dair rapor elde edilmistir (86).
Fastq dosyalar1 (R1 ve R2) GRCh37’ye (genom versiyon: human G1Kv37) gére BWA
(Burrows-Wheeler Aligner) versiyon 0.7.17-r1188 ile hizalanmistir (87). Samtools
(versiyon: 1.9) hizalanan okumalar .bam formatina doniistiiriilmiis ve kromozomal
pozisyonlara gore siralanip indekslenmistir (88). Picard Tools’un (versiyon: 2.25.5)
MarkDuplicates islemi ile amplifikasyon bazli kiitliphane hazirlama islemi nedeni ile,
duplike okumalarin varyant ¢agirma asamasinda atilmamasi igin isaretlenmesi iglemi
yapilmistir. Sonrasinda okuma gruplari yeniden adlandirilmistir. Ornegin platform:
[Mlumina ve her birey i¢in verilen DNA numarasti.

https://broadinstitute.github.io/picard/ GATK BaseRecalibrator ile referans genom ve

bilinen bir varyant veri tabanindan yararlanilarak, sekanslamadan kaynaklanabilecek
yanlis okumalar giderilmeye ¢alisilmistir. Bu asamada baz bagina okumalarin kalitesi
yeniden skorlanmis ve giivenilir veritabani olarak 1000 Genom Projesi Faz 3 ve 4
(SNP ve indeller birlikte yer almaktadir) kullanmilmistir. GATK HaplotypeCaller ile
varyant cagirma islemi gergeklestirilmistir. Bu asamada verimiz spesifik genler
acisindan hedeflenmis ekzom verisi oldugu icin sekanslamanin yapildig1 firma
tarafindan olusturulmus .bed dosyasi varyantlarin ¢agrilacagi sahalarin belirlenmesi
icin kullanilmistir. Bed dosyasi i¢cinde sekanslamanin hedeflendigi bolgeleri igeren
kromozom, pozisyon baslangi¢ ve bitis ve hedeflenen genler yer almaktadir. Ayrica
bu asamada dogru okuma sayilarini elde edebilmek icin daha once isaretledigimiz
duplike okumalar filtrelenmemistir. Genotip bilgisi igermeyen ham vcf (.gvef) dosyasi

.vef dosyasina dontistiiriilmiistiir. GATK nin “best practices ” uygulamalari iginde yer


https://broadinstitute.github.io/picard/
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alan VQSR (Variant Quality Recalibration) asamasi1 gen panelleri veya kiigiik veriler
icin uygulanmadigindan, bu asamada hi¢ varyant filtrelemesi yapilmamistir. VQSR
disinda oOnerilen filtreleme yontemleri uygulanmistir. Burada amag¢ okuma kalitesi,
okuma derinligi, hizalanma kalitesi, okumalarin pozisyonu gibi ¢esitli istatistiklerden
gecemeyen ve dolayisiyla gercek olduguna gilivenilmeyen varyantlarin analizden
elenmesini saglamaktir. Bu asama i¢in “bcftools (versiyon: 1.13)” ile GATK’nin
SNP ve Indeller i¢in 6nerdigi filtrelemeler uygulanmistir. Buna gére SNP i¢in; MQ <
40.0, QD < 2.0, MQRankSum < -12.5, ReadPosRankSum < -8.0, Indel i¢in; QD < 2.0,
ReadPosRankSum < -20.0 olarak uygulanmistir. Son filtreleme basamagi olarak
“vcftools (versiyon: 0.1.13)” ile okuma derinligi (DP) < 5 olan varyantlar vcf
dosyasindan filtrelenmis ve sadece tiim filtrelemelerden gegebilen varyantlar
anotasyon i¢in kaydedilmistir. Annovar (versiyon: 20200608) kullanilarak vcf
anotasyonu gergeklestirilmistir. Splice region +- 8 alindi ve ExXAC, GnomAD (ekzom
ve genom), 1000G vb istenen veri tabanlar1 eklenmistir (89).

3.6.7. Varyantlarin Analizi

Analizde, okuma derinligi 10’un altinda olan varyantlar ve varyant alel frekansi
(VAF) %20’nin altinda kalan varyantlar degerlendirilmeye alinmamistir. Bunun
disinda kalan varyantlar degerlendirilirken ilk 6nce minimum alel frekansi (MAF)
0,002’nin altinda olan varyantlar filtrelenmistir. Bu MAF degeri, hastaligin toplumda
goriilme sikligi (ortalama 1/250) gz oniinde bulunduruldugunda, Hardy-Weinberg
dengesinde hastaliga neden olabilecek bir varyantin, toplumda maksimum goriilme
sikligidir. Hesaplamada, “p? + 2pq + g°=1" esitligi kullanilarak “q” degeri 0.002 olarak
bulunmustur. Filtrelemede gnomAD, 1000 Genom, ESP ve ExAC popiilasyon veri
tabanlar1 kullanilmistir. Bu asamadan sonra kalan varyantlar Integrative Genomics
Viewer (IGV) programi kullanilarak degerlendirilmistir. Homopolimer veya tekrar
bolgelerine denk gelen veya IGV gorintiilemesinde saptanmayan varyantlar
degerlendirmeye alinmamuistir. Degerlendirmeye alinmayan varyantlardan bazilarinin
ormek IGV goriintileri EK-2’de verilmistir. Varyantlarin degerlenidrilmesinde;
Clinvar, LOVD (Leiden Open Variation Database) veri tabanlari ile Mutation Taster,
Polyphen, SIFT in silico algoritmalarindan ve literatiirden faydalanilmistir.

Varyantlarin patojenik siniflalamasinin yapilmasi igin ise ACMG (American College
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of Medical Genetics) 2015 kriterlerinden faydalanilmistir. Varsome.com ve
Franklin.genoox.com web siteleri ACMG 2015 siniflandirilmasina yardimei olmasi

amaci ile kullanilmastir. Sekil 3.3.’te filtreleme basamaklar1 6zetlenmistir.

MAF < 0,002

IGV

Degerlendirmesi

Patojenik
Siniflama

Sekil 3.3. NGS sonucu degerlendirme semasi

3.7. Poligenik Risk Skorlarinin Hesaplanmasi

Calismada poligenik risk skorlarmin mutasyon negatif hastalarda mutasyon
pozitif hastalara gore ve kontrol grubuna gore yiiksek olup olmadigr da
degerlendirilmistir. Bunun i¢in farkli popiilasyon gruplarinda daha 6nce denenmis
olan 12 ve 6 SNP kullanarak hesaplanan PRS kullanilmasi planlanmustir (10, 13). Bu
PRS’ler ile ilgili ayritili bilgi Tablo 3.8’de verilmistir. Bu amagla oncelikle, Tiirk
popiilasyonunda bu skorlarin kullanilabilirligini test etmek amaci ile Tiirkiye Genom
Projesi yayminda bahsi gegen ulasabildigimiz 16 saglikli bireyin genom verisi
indirilmistir (90). Bu veri iizerinden PRS’de kullanilan 12 SNP bolgesi gozden
gecirilerek her bir birey i¢in bu bdlgelerin genotipleri ¢ikarilmistir. Okuma derinligi
5’in altinda kalan bolge varsa genotiplemeye dahil edilmemistir. Bu nedenle,
SRR839600 kayit numarali birey gerekli tim SNP bolgelerinde 5 okuma derinligi
sartin1 saglayamadigi i¢in skorlamasi yapilmamstir. Kalan 15 birey igin 12 ve 6 SNP
kullanan PRS hesaplanmistir. Cikarilan bireyin yerine ise kurumumuzda genom verisi
bulunan ve 2678 kayit numarasi ile kaydedilmis olan bir bireyin 12 ve 6 SNP skoru

hesaplanmistir. Bu bireylerin higbirinin kolesterol diizeyi bilinmemektedir.
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Bunun yant sira, 52 hastanin tamaminda poligenik risk skoru hesaplanmistir.
Bunlardan 28’inde Sanger dizileme ile mutasyon saptanan hastalar oldugu i¢in 12 SNP
bolgesine de Sanger yontemi ile bakilmistir. Bu yOntemin tiim basamaklar1 ve
kullanilan malzemeler anlatildig: sekli ile yapilmis olup, Tablo 3.9. ve 3.10.’da siras1
ile 12 SNP i¢in hazirlanmis primer dizileri ve sicaklik degerleri ile Thermal Cycler
PCR kosullar1 verilmistir. 24 hastada ise NGS yapildigi ve 12 SNP bolgesi de NGS
tarafindan kapsandigi i¢in genotip verileri NGS sonucundan elde edilmistir. NGS
sonucundan 12 SNP bolgesi ve ilgili genotipler Amplicon Suite programi yardimiyla
filtrelenerek dogrudan Excel tablosuna doniistiiriilmiistiir. Daha sonra tiim hastalarda

12 ve 6 SNP kullanilarak elde edile PRS hesaplanmustir.
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Tablo 3.8. Ailesel hiperkolesterolemi i¢in gelistirilen 12 ve 6 SNP PRS’de kullanilan

polimorfizmler ve etki biiyiklikleri

dbSNP 1D Gen Etkisiz Alel Risk Aleli Etki Biiytkligii
rs2479409 PCSK9 A G 0.052
rs629301 CELSR2 G T 0.15
rs1367117 APOB G A 0.10
rs4299376 ABCGS8 T G 0.071
rs1564348 SLC22A1 C T 0.014
rs1800562 HFE A G 0.057
rs3757354 MYLIP T C 0.037
rs11220462 ST3GAL4 G A 0.050
rs8017377 NYNRIN G A 0.029
rs6511720 LDLR T G 0.18

APOE Haplotipi (rs429358 ve rs7412) Kombinasyonuna Gore Eklenecek Etki Biiytikliikleri

rs429458 polimorfizmi rs7412 polimorfizmi Her iki aleldeki haplotip | Etki Biiyiikliigii
genotipi genotipi (rs429458+rs7412)

T-T C-C E3-E3 0

T-T T-T E2-E2 -0.9

Cc-C C-C E4-E4 0.2

T-T T-C E2-E3 -04

T-C T-C E2-E4 0.2

T-C C-C E3-E4 0.1

Tablodaki ilk 10 SNP’ye gore hesaplanan skora, kiside buluna APOE haplotipine gore, ilgili haplotipin
etki biiytkliigi eklenerek yapilarak 12 SNP risk skoru elde edilmektedir. Mavi ile boyali kutucuklarda
yer alan SNP ve yine APOE haplotipleri 6 SNP risk skoru igin kullanilmaktadir. (lk 10 SNP igin skor
hesaplanirken her SNP icin risk aleli x etki biiyiikliigii kadar skora eklenir. Ornek:rs2479409 bireyde
a-g genotipinde ise skora 0.052 eklenirken, g-g ise 0.104 eklenir, a-a ise 0 eklenir. APOE haplotipine
karsilik gelen etki biiyiikliikleri de son olarak eklenir.).



Tablo 3.9. 12 SNP boélgesine yonelik Primerler ve sicakliklari
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TNP Forward Primer- Reverse Primer Sicakhik
Bolgesi °C
rs2479407 | ACTGGATGCTTGTCCAGTTGAT-CTTTATGCACCCTGCACACTG 60
rs629301 AGCAATTCCTGCAAAGGGTTA-TTCCAGAGACCAGACCTTCCT 60
rs1367117 | GTTGATAAGGCATGTGGTGTTG-GATCCACGATGGATACGGAATA 60
rs4299376 | GATTCAAGGATCCATATTCCCA-TCATGTGCAATAGTGGTACAGAA 58
rs1564348 | TTTCATTGTCTGTCTTCTCTGCT-AGGTTGATCATGTTCCTGGCTA 58
rs1800562 | AGAGTCCAATCTTAGGACACAAA-AGATCCTCATCTCACTGCCATA 57
rs3757354 | ATGTGAGAGTGCACCTGTTCC GGAAGCGCAGCAAAGATAATAA 60
rs11220462 | GCTATCCGATGAACAGATCCATTT-TTTGTCCAGCTCTTACTCAGCTTC 61
rs8017377 | CAGCCTCAGGACACTTTGGAAT-GGCACTCCACCCTGAACACT 62
rs6511720 | ATGAAATACGGATGATTGTTCTTT-CTTTGTAAAGGAAATGGACAAGA 57
rs4724913258- CCTACAAATCGGAACTGGAGGAA-TGCTCCTTCACCTCGTCCA *60
rs

*: Bolgede GC igerigi yiiksek oldugu igin her PCR reaksiyonuna 2 pl daha az dH20O eklenerek onun
yerine 2 pl Betain eklenmistir.

Tablo 3.10. 12 SNP bolgesi igin Thermal Cycler kosullari

Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
95 1 dakika 1

95 30 saniye 35

57-62 30 saniye 35

72 45 saniye 35

72 7 dakika 1

3.8. LDLR cDNA Sanger Dizileme

3.8.1. RNA Izolasyonu

Hasta grubu iginden 50 numarali bireyde, LDLR geninde c.2319A>G

(p.Thr713=) sinonim mutasyonu saptanmistir. Mutasyon 14. ekzonun son bazindan bir

onceki bazda saptanmasi nedeni ile splice bolgesinde bulunmaktadir. Bu mutasyon

gnomAD veri tabaninda bildirilmemistir ve in silico algoritmalar splice bolgesini

degistirebilecegi yoniinde tahminlerde bulunmustur. APOB ve PCSK9 dizi

analizlerinde, MLPA ve NGS analiz sonuglarinda etken olarak baska bir neden

saptamamistir. Bu nedenle, Oncelikle hastanin anne ve babasinda bu mutasyona

yonelik degerlendirme yapilmis ve hiperkolesterolemi nedeni ile etkilenmis annede
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ayni mutasyon saptanirken, babada saptanmamistir. Bu nedenle, splice bolgesinin

etkilenmesini gostermek amaci ile hastadan RNA caligmasi planlanmastir.

Bu islem i¢in oncelikle hastadan mor kapakl: tiipte 10 ml kan alinmistir. Kan
bekletilmeden RNA izolasyonuna baslanmistir. Izolasyonda QiaAmp RNA Blood
Mini Kit kullanilmistir. ilk asamada 1 ml kan 15 ml’lik Falcon tiipe aktarilmis ve
tizerine 5 ml EL soliisyonu eklenmistir. 15 dakika bekledikten sonra karisim
vortekslenmis ve 10 dakika boyunca 400 g’de 4 °C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi siipernatan dokiilmiistiir. Kalan ¢okeltinin tizerine 2 ml EL soliisyonu eklenmis
ve vortekslenerek ¢okelti ile homojen bir sekilde karigmasi saglanmistir. Karigim, 10
dakika buzda bekletilmis ve ardindan 400 g’de 4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatan dokiilmiis ve cokelti gozlemlenmistir.
Cokeltiye dokunmadan tiipte kalan sivi damlaciklar kurutulmustur. Bu asamanin
ardindan, 600 pl RLT soliisyonu ve 6 pl 6-Merkapto etanol karigimi hazirlanmig ve
bu karigim ¢okelti ile homojen hale gelen kadar pipetaj ile karistirtlmistir. Bu karigim
mor kapakli mini kolonlara aktarilmis ve 16000g’de 2 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Kolon atildiktan sonra altta koleksiyon tiiptindeki karisima %70’lik 600 pl
etanol eklenmistir. Toplam 1200 pl’lik karisimin 600 pl’si alinarak beyaz mini
kolonlara eklenmis ve 10000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Altta kalan sivi
dokiilmiis ve kalan 600 pl karisim da ayni kolona eklenrek santrifiij tekrarlanmistir.
Bunun ardindan koleksiyon tiipleri atilarak, mini kolon yeni koleksiyon tiipleri tizerine
yerlestirilmis ve kolona 700 pul RW1 soliisyonu mini kolona eklenmistir. 30 saniye
10000g’de santrifiij edilmistir. Koleskiyon tiipii yenilenmis, mini kolona 500 ul RPE
sollisyonu eklenmistir. 10000°de 30 saniye santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipii
yenilenmis, 500 pul RPE eklenmis ve bu sefer 16000 g’de 4 dakika santrifiij edilmistir.
Koleksiyon tiipii yenilenerek bos mini kolon 16000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Son olarak mini kolon 1,5 mI’lik ependorf tiipe aktarilmis ve tizerine 40 pl
RNA’ase free H20 eklenrek 10000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu sekilde RNA

izolasyonu tamamlanmustir.
3.8.2. RNA Repiirifikasyonu

Elde edilen RNA’nin kalitesini artirmak amaci ile repiirifikasyon protokolii

uygulanmistir. 40 pl olan RNA ¢o6zeltisine 440 ul distile H20 eklendi iizerin 3 molar
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(PH:5,5) sodyum asetat eklenmistir. Son olarak 500 ul izopropranol eklenmis ve bu
karisim 4 °C’de 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatan dokiilmiistiir.
Cokeltinin tizerine 500 ul etanol eklenerek homojen sekilde karigtirilmistir. Daha
sonra 16000 g’de 3 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatan atilarak islem
tekrarlanmigtir. Daha sonra tiipler 10-15 dakika boyunca kurumaya birakilmigtir. Son

olarak tizerine 20 pl distile H20 eklenerek repiirifiye RNA elde edilmistir.
3.8.3. cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezlemek amaciyla Ipsogen RT kit kullanilmustir. Ilk
asamada 10 ul RNA 65°C’de 5 dakika boyunca denatiire edilmistir. Daha sonra 5 pl
3X RT buffer, 2 ul ANTP, 5,25 ul Random Primer, 0,5 ul RNA ‘ase inhibitor, 1 pl
reverse transkriptaz, 1,25 ul DTT ve 10 ul denatiire RNA ile toplamda 25 ul’lik
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Thermal Cycler cihazinda 25°C’de 10 dakika,
50°C’de 60 dakika, 85°C’de 5 dakika ve 4°C’de duracak sekilde reaksiyon

gerceklestirilmistir. Sonugta CDNA sentezi tamamlanmuistir.
3.8.4. cDNA ile PCR Yapilmasi

cDNA sentezlendikten sonra cDNA’ya yonelik iki adet primer ile bir adet
kontrol ile birlikte hastaya ait 6rnekte PCR yapilmistir. Daha sonra elde edilen tiriinler
yiriitilerek, goriintileme yapilmistir. Goriintiilleme sonrast kontrol ve hastanin
triinleri arasinda bazi farklliliklar saptanmasi lizerine jelden izolasyon yapilmasina

karar verilmistir. PCR sartlar1 ve primerler Tablo 3.11.’de verilmistir.

Tablo 3.11. cDNA PCR sartlar1 ve primerler

Sicaklik °C Siire Dongii Sayisi
95 1 dakika 1

95 30 saniye 40

60 30 saniye 40

72 1 dakika 40

72 7 dakika 1

F Primer GCATCACCCTAGATCTCCTCAG

R Primer TACTGGGCTTCTTCTCATTTCCT
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3.8.5. Jelden Uriin izolasyonu ve Uriinlerin Cogaltilmasi

Kontrol ve hastadan jelden izolasyon amaci ile aym sartlarda tekrar PCR
yapilmistir. Her iki 6rnekten de dorder adet PCR reaksiyonu konulmustur. PCR sonrasi
bu iriinler kendi aralarinda (hasta ve kontrol kendi i¢inde) birlestirilmis ve sonug
olarak, hasta ve kontrolden 80’cr ul iirin elde edilmistir. Daha sonra vakum
konsantrator kullanilarak triinler 40 ul olacak sekilde konsantre edilmistir. Bu tiriin
300 ml %3’liik agaroz jelde 50 baz ciftlik ladder ile yiikklenmis ve 3 saat boyunca 140
V’de vyiiriitilmiistlir. Yapilan goriintiileme sonrasi hastada kontrolde bulunmayan 3
adet farkli band goriilmiistiir. Hasta ve konrolde tiim bandlar UV 1s1k aldinda bistiiri

ile kesilmis ve elde edilen jel pargalar1 1,5 ul tiiplere konulmustur.

Izolasyon basamaginda Geneall PCR piirifikasyon kiti kullanilmistir. Jelden
izolasyonun ilk basamaginda, 1,5 ml’lik tiip i¢inde bulunan jel pargalarinin
agiliklarinin ti¢ kat1 voliimde GB soliisyonu tiipe eklenmistir. Daha sonrasinda tiipler
sicak su banyosunda 50 °C’de yarim saat kadar bekletilmistir. Jel pargalarinin
tamamen ¢6ziindiigii gézlendikten sonra, tiipler icindeki s1vi mini kolonlara aktarilmis
ve 16000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra koleksiyon tiiplerindeki sivi
dokiilerek mini kolonlara 700 ul NW soliisyonu eklenmis ve yine 16000g’de 1 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde biriken sivi dokiildiikten sonra 1
dakika 16000g’de bos santrifiij gergeklestirilmistir. Sonrasinda koleksiyon tiipleri
atilarak mini kolonlar 1,5 pl’lik tiiplere yelestirilmis, tizerlerine 30 pl EB soliisyonu
eklenmis ve 1 dakika boyunca 13000 rpm’de santrifiij edilmistir. Jelden driinler elde
edilmistir. Daha sonra elde edilen {iriinlere Tablo 3.12.’deki kosullara gore tekrar PCR

yapilmigtir. Elde edile tiriinler piirifiye edilmis ve Sanger yontemi ile sekanslanmustir.

Elde edilen sekans goriintiilerinde kanonik transkript ile birlikte hastada,
kontrolde olmayan baska bir transkriptin birliktelik gosterdigi anlagilmistir. Anormal
transkriptte, intronik bolgeden 81 bazlik bir kisminin ekzon 14’e¢ katildig
anlagilmistir. Bunun iizerine, hem degisiklik saptanan alelin normal transkript tiretip
tiretmedigini anlamak hem de anormal transkriptlerin daha izole bir sekilde
cogaltilarak, yeni splice noktalarinin daha net bir sekilde gosterilmesi amaci ile alel
spesifik PCR yapilmasina karar verilmistir. Bu amagla 3’ ucu hastada saptanan A>G

degisikligini igerecek sekilde 5’-ATGAGGAGCTGCCTCACG-3’ forward primer
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dizisi tasarlanmistir ve bu primer ile reverse 5’>-TACTGGGCTTCTTCTCATTTCCT-
3’ dizisi kullanilarak Tablo 3.12.’deki kosullarda hem hastada hem kontrolde PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Sonrasinda ise elde edilen {iriinler Sanger yontemi ile

dizilenmistir.
3.9. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel degerlendirmesi Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) for Windows siirim 20.0 kullanilarak yapilmistir. Kategorik
degiskenler icin tanimlayici istatistikler, say1 ve ylizdeler olarak, sayisal degiskenler
icin ise ortalama + standart sapma degerleri olarak sunulmustur. Sayisal verilerin
analizinde normal dagilima uygunluk “Shapiro-Wilk” testi ile incelenmis olup, normal
dagilim ozelligi gosteren sayisal degiskenlerin analizinde parametrik yontemler,
normal dagilim 6zelligi gostermeyen sayisal degiskenlerin analizinde ise parametrik
olmayan yontemler kullanilmistir. Normal dagilim 6zelligi gosteren sayisal veriler i¢in
bagimsiz iki grup arasindaki ortalama farki “Independent Samples t” testi ile, normal
dagilim 6zelligi géstermeyen sayisal veriler i¢in bagimsiz iki grup arasindaki medyan
farki “Mann-Whitney U” testi ile incelenmistir. Kategorik degiskenlerin kendi
aralarindaki analizleri “Chi-Square” kosulu saglandig1 durumlarda “Chi Square” test
istatistigi, saglanmadigr durumlarda ise “Fisher’s Exact Test” istatistigi kullanilarak
gerceklestirilmigtir.  Veriler %95 giiven diizeyinde incelenerek p degeri 0,05’ten

kiiciik ise testler anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular ve Laboratuvar Bulgulari

Hastalar Simon Broome Kritleri’ne gore degerlendirilirken gerekli laboratuvar
parametreleri, klinik ykii ve bulgular1 ayrintili sekilde kaydedilmistir. Tablo 4.3.’te
bu bilgiler her hasta i¢in ayrintili sekilde verilmistir. Bu bilgiler, tanimlayici
istatistiklerin yani sira genetik etiyoloji ile klinik ve biyokimyasal parametrelerin

iliskisini degerlendirmek amaci1 ile kullanilmistir.

Hasta grubu toplamda 52 bireyden olusmaktadir. 52 bireyin 30 tanesi (% 57.7)
Simon Broome Kriter’ine gore kesin ailesel hiperkolesterolemi, 22 tanesi (% 42.3) ise
muhtemel ailesel hiperkolesterolemi tanimina uymaktadir. Hastalarin 29 tanesi
(%55.8)  kadin, 23 tanesi (%44.2) erkekti. KAH oykiisii 10 (%19.2) hastada
mevcutken, 42 (%80.8) hastada yoktu. Ek hastaliklara bakildiginda, hipertansiyon
Oykiisti 6 hastada (%11.5) varken, 46 hastada (%88.5) yoktu. Diyabet 6ykiisii ise 3
hastada (%5.8) varken, 49 hastada (%94.2) yoktu. Muayenede, 8 hastada (%15.4)
ksantmoma/ksantalezma saptanirken, 44 hastada (%84.6) saptanmadi. Aile
bireylerindee KAH o6ykiisiine bakildiginda ise, 1. derece akrabasinda KAH oykiisii
olan 27 (%51.9) hasta, olmayan 25 (%48.1) hasta mevcuttu. 2. derece akrabalara
bakildiginda ise 23 (%44.2) hastanin 2. derece akrabasinda KAH &ykiisii varken, 29
(%55.8) hastanin boyle bir Oykiisii yoktu. Aile bireylerinde (1. ve 2. derece
akrabalarinda ) TK yiiksekligi oykiisti bulunan 39 hasta (%75), bulunmayan 13 hasta
(%25) mevcuttu. Son olarak hastalarin 34 tanesinde (%65.4) mutasyon saptanirken
bunlardan 33 tanesi muhtemel patojenik/patojenik (MP/P), 1 tanesi (18 numarali hasta)

onemi bilinmeyen degisiklik (OBD) olarak degerlendirildi.

Hasta grubunun klinik ve laboratuvar bulgularma yonelik tanimlayict
istatistikler ve gruplandirilmis veriler igin Tablo 4.1.de, sayisal sayisal veriler igin ise

Tablo 4.2.’te 6zetlenmistir.
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Tablo 4.1. Hastalarin tanimlayici istatistiksel verileri (Gruplandirilmis)

| Say | Yiizde (%) | Sayi | Yiizde (%)
Simon Broome Akrabada TK Yiiksekligi
Kesin 32 61.5 Var 39 75
Muhtemel 20 38.5 Yok 13 25
Cinsiyet Hastada KAH OyKkiisii
Kadin 29 55.8 Var 10 19.2
Erkek 23 44.2 Yok 42 80.8
Birinci Derece Akrabada KAH Oykiisii ikinci Derece Akrabada KAH Oykiisii
Var 27 48.1 Var 23 44.2
Yok 25 51.9 Yok 29 55.8
Hipertansiyon Diyabetes Mellitus
Var 6 115 Var 3 5.8
Yok 46 88.5 Yok 49 94.2
Ksantoma/Ksantalezma Mutasyon Varhg (MP/P)
Var 8 154 Var 33 65.4
Yok 44 84.6 Yok 18 34.6
Kolesterol Diisiiriicii Tedavi
Kullaniyor 23 44.2
Kullanmiyor 29 55.8

MP/P: Muhtemel Patojenik/Patojenik, KAH: Koroner arter hastaligi

Tablo 4.2. Hastalarin tanimlayici istatistiksel verileri (Sayisal)

Say1 Minimum Maksimum Ortalama Standart Sapma
Yas 52 18 59 38.1 11.787
LDL-K (Tedavi Oncesi) 49 193mg/dl 723mg/dI 276.2mg/dl 97.495
LDL-K (Tedavi Sonrasi) 22 62mg/dl 440mg/dI 169.1mg/dI 81.884
TG (Tedavi Oncesi) 46 57mg/dI 477mg/dI 174.4mg/dI 91.056
TG (Tedavi Sonrasi) 22 34mg/di 315mg/dI 124mg/dl 75.395
TK (Tedavi Oncesi) 48 252mg/dl 799mg/dl 368.8mg/dl 109.252
TK (Tedavi Sonrasi) 21 106mg/dl 564mg/d| 246.4mg/d| 100.426
HDL-K 51 27mg/dl 101mg/dl 58.3mg/dI 16.786
Akrabada Yiiksek TK 34 276mg/dl 630mg/dl 340.9mg/dl 80.842
M. Het. LDL-K 18 201mg/dl 723mg/dl 284.64mg/dl 121.558
D. Het. LDL-K 7 238mg/dl 386mg/dl 293.71mg/dl 49.888

Tabloda ilgili 6zelligi bilinen birey sayisidir. Akarabada yiliksek TK: Simon Broome Kriteri’'ne gére
hastanin TK >290 mg/dl’ye sahip olan 1. veya 2. dereceli akrabalar1 ve onlarin TK degerlerini ifade
eder. Diger biyokimyasal degerler ise hastaya ait degerlerdir. Bazi hastalarin hem tedavili hem tedavisiz
degerleri 6grenilebilmistir. Baz1 hastalar i¢in ise bu durum gegerli degildir. Bu nedenle sayilar arasinda
farkliliklar mevcuttur. M.: Missens, Het.:Heterozigot, D.:Diger, Son iki satirda heterozigot LDLR
mutasyonu tastyan bireyler ve LDL-K diizeyleri mutasyon tiplerine gore (missens ve diger) ayrilmistir.



Tablo 4.3. Hastalarin biyokimyasal, klinik bulgular1 ve aile 6ykiileri

Cinsiyet Yas SIMON Tedavili Tedavisiz Tedavisiz Tedavili Tedavisiz Tedavili HDL- VLDL- 1veya?2. Akarabanin KAH 1. derece 2.derece 1.derece 2. derece Hipertansiyon DM Tlag Gen Ksantoma
Hasta Broome LDL-K LDL-K TG TK TK K K Derecede TK seviyesi Oykiisii akrabada akrabada akrabanin akrabanmn veya
Numarasi Kriteri TK KAH KAH KAH yas1 KAH yas1 Ksantalezma
yiiksekligi
(>290)
1 K 22 kesin 119 292 ? 61 ? 172 46 12 var 321 yok yok Var 31 yok yok | rosuvastatin LDLR yok
40mg
2 E 32 muhtemel 255 ? ? 124 ? 343 51,7 29 var 305 var yok Var 53 yok yok rosuvastatin yok
20mg
3 K 26 muhtemel 140 253 98 114 374 227 65 23 ? ? yok var Var 49 yok yok | rosuvastatin yok
4 K 46 muhtemel | ? 229 168 ? 337 ? 58 34 var 310 yok yok Yok yok yok | kullanmiyor yok
5 E 46 muhtemel 145 249 244 72 317 216 51 14 var 335 var var Yok 44 yok yok atorvastatin APOE yok
20mg
6 35 kesin ? 251 128 ? 317 ? 43 17 var 379 yok var Yok 58 yok yok kullanmiyor LDLR yok
7 28 muhtemel ? 215 109 ? 328 ? 90 22 var 293 yok yok Yok yok yok kullanmiyor yok
8 18 kesin 283 458 96 55 505 378 55 11 var 383 yok yok Var ? yok yok rosuvastatin LDLR var
20mg
9 K 37 kesin ? 265 ? ? 310 ? ? ? var 308 yok var Yok ? yok yok kullanmiyor LDLR yok
10 E 18 kesin 215 ? ? 85 293 215 62 17 var 388 yok yok Var yok yok kolestiramin LDLR yok
11 E 31 kesin 222.4 ? ? 254 ? 334 51,2 50,8 var 331 yok var Var 45 yok yok atorvastatin LDLR yok
80mg-
Ezetimib 10mg
12 34 kesin ? 227 85 ? 326 ? 81 17 var 298 yok var Var 60 yok yok kullanmiyor LDLR yok
13 33 kesin 153 249 57 56 ? 218 50 11 ? ? yok var Var 45 yok yok atorvastatin LDLR yok
10mg
14 E 27 kesin 166 326 477 315 540 232 71 95,3 ? ? yok yok Yok yok yok rosuvastatin 40 LDLR var
mg, aferez
15 E 40 kesin ? 312 328 ? 405 ? 27 ? var 323 yok yok Yok yok yok kullanmiyor LDLR yok
16 E 39 kesin ? 282 229 ? 393 ? 50 46 var 281 yok yok Yok yok yok | kullanmiyor LDLR yok
17 E 51 kesin ? 203 153 ? 276 ? 40 24 var 254 yok yok Yok yok yok kullanmiyor LDLR yok
18 K 41 muhtemel | ? 215 162 ? 306 ? 54 32 var 311 yok yok Yok yok yok | kullanmiyor LDLR yok
19 K 21 kesin 121 433 103 52 543 144 88 20 var 329 yok yok Var 52 yok yok rosuvastatin 40 LDLR var
mg, aferez
20 E 23 kesin ? 263 149 ? 372 ? 63 30 var 508 yok yok Yok yok yok | kullanmiyor LDLR yok
21 K 30 kesin ? 386 310 ? 586 ? 96 62 var 302 yok yok Yok yok yok [ kullanmiyor LDLR yok
22 K 18 muhtemel ? 193 59 ? 282 ? 66 10 var 367 yok yok Yok yok yok kullanmiyor LDLR yok
23 E 36 kesin ? 294 190 ? 393 ? 61 ? var 266 yok yok Yok yok yok | kullanmiyor LDLR var
24 K 46 muhtemel ? 195 168 ? 292 ? 75 34 ? ? yok var Yok 45 yok yok kullanmiyor yok
25 K 57 kesin 440 723 239 80 799 564 74 16 var 630 var var Yok 37 var yok rosuvastatin 40 LDLR yok
mg
26 K 24 kesin ? 296 139 ? 394 ? 69 ? ? ? yok yok Var 45 yok yok kullanmiyor LDLR yok
27 K 49 kesin ? 230 ? ? 293 ? 54 ? var 282 yok yok Yok yok yok | kullanmiyor LDLR yok

L9




Tablo 4.3. (Devam) Hastalarin biyokimyasal, klinik bulgular1 ve aile dykiileri

28 E 40 kesin ? 213 183 ? 298 ? 45 37 var 276 yok var Var 38 50 yok yok [ kullanmiyor LDLR yok

29 E 26 kesin 245 529 181 103 647 295 101 36 ? ? yok yok yok yok yok rosuvastatin LDLRAP1 var
40mg, aferez

30 K 55 muhtemel 142 250 100 99 334 216 70 ? ? ? yok var yok 40 yok yok ? yok

31 K 56 kesin 129 204 179 177 283 187 35 35 ? ? var var var 61 40 var yok | atorvastatin var
40mg

32 K 47 muhtemel ? 211 110 ? 304 ? 68 22 ? ? yok var yok 42 yok yok kullanmiyor yok

33 K 44 kesin ? 217 147 ? 310 ? 54 29 var 262 yok yok yok yok yok [ kullanmiyor LDLR yok

34 K 50 muhtemel | ? 254 204 ? 352 ? 66 41 var 305 yok var yok 75 yok yok [ kullanmiyor yok

35 E 42 kesin ? 238 196 ? 323 ? 39 39 var 560 yok var var 54 yok yok kullanmiyor LDLR var

36 K 51 muhtemel ? 210 99 ? 278 ? 63 20 ? ? yok var var 46 55 var var kullanmiyor yok

37 K 56 muhtemel 168 314 113 103 421 258 69 21 var 393 yok var yok 57 var var atorvastatin yok
40mg

38 E 31 muhtemel ? 214 104 ? 303 ? 65 21 var 320 yok yok yok yok yok kullanmiyor yok

39 E 44 muhtemel ? 230 135 ? 322 ? 62 27 var 362 yok yok var 57 yok yok kullanmiyor yok

40 E 46 muhtemel 109 217 206 158 320 181 52 41 ? ? var var var 52 ? yok yok atorvastatin yok
80mg

41 K 59 kesin ? 201 200 ? 294 ? 85 ? var 333 yok var var 47 ? yok yok rosuvastatin LDLR yok
10mg

42 E 36 kesin ? 353 215 ? 426 ? 35 43 ? ? yok var var 25 60 yok yok kullanmiyor LDLR yok

43 K 31 kesin 110 383 119 34 531 144 51 23 ? ? var var yok 40 yok yok Atorvastatin LDLR var
80mg/Ezetimib
10mg

44 E 36 muhtemel 138 214 136 238 311 211 58 27 ? ? yok var var 52 ? yok yok rosuvastatin yok
10mg

45 E 53 muhtemel 109 224 422 234 342 234 62 ? ? ? var var var 43 42 var var rosuvastatin yok
20mg

46 E 43 kesin ? 293 399 ? 441 ? 62 80 var 284 yok yok yok yok yok kullanmiyor LDLR yok

47 E 44 muhtemel | ? 207 203 ? 274 ? 34 ? ? ? var var var 43 42 yok yok rosuvastatin yok
20mg

48 E 47 kesin 140 274 168 121 353 ? 29 ? var 288 var var yok 42 42 yok yok rosuvastatin LDLR yok
80mg

49 E 39 kesin 62 203 124 120 252 106 28 30 ? ? var var yok 41 var yok | atorvastatin LDLR yok
80mg/Ezetimib
10mg

50 K 20 kesin 110 315 95 74 315 175 48 15 var 362 yok yok yok yok yok atorvastatin LDLR yok
20mg

51 K 58 muhtemel | ? 211 208 ? 298 ? 54 42 ? ? yok var var 47 ? yok yok | kullanmiyor yok

52 K 23 kesin ? 315 86 ? 390 ? 58 ? var 320 yok yok var ? yok yok kullanmiyor LDLR yok

89
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4.2. Mutasyon Bulgusu ile Klinik ve Laboratuvar Bulgularinn Iliskisi

Hasta grubunda MP/P mutasyon saptanan bireyler ile mutasyon saptanmayan
bireylerin klinik ve laboratuvar parametreleri agisindan farkliliklarini saptamak ve
genetik bulgularin, klinik ve laboratuvar bulgular ile iliskisi degerlendirmek amaci ile

istatistiksel analizler yapilmistir.

Mutasyon saptanan ve saptanmayan bireyler arasinda, cinsiyet agisindan
anlamli bir fark yoktu. Erkeklerin % 69,6’sinda mutasyon var iken, kadinlarin %
60,6’sinda  mutasyon vardi. Hastada KAH 0Oykiisii ile mutasyon iligkisi
degerlendirildiginde, KAH oykiisii bulunanlarin % 50’sinde mutasyon varken %
50’sinde yoktu. KAH 06ykiisli bulunmayanlarin ise % 68.3’linde mutasyon varken, %
31,7’sinde mutasyon saptanmamistir. Bu degerlere gére KAH &ykiisii ile mutasyon
varhig arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir. Hastalarda ksantoma/ksantalezma
bulunmasi ile mutasyon varlig: iliskisi degerlendirildiginde, ksantoma/ksantalezma
saptanan hastalarin % 87,5’inde, ksantoma/ksantalezmasi olmayanlarin % 60,5’ inde
mutasyon saptanmustir. Bu iki parametre arasinda istatistiksel anlamli bir iliski
bulunmamustir. Fakat, homozigot LDLR mutasyonu olan bireyler ile heterozigot
mutasyona sahip bireyler bu bulgu agisindan Kkarsilastirildiginda, aradaki fark
homozigot mutasyon tagiyanlar lehine anlamli bulunmustur (p=0.0001). Birinci derece
akrabasinda, KAH o6ykiisii ile hastalarda mutasyon saptanma durumu arasinda iliski
incelendiginde, birinci derece akrabalarinda KAH bulunmayan hastalarin %
79,2’sinde mutasyon mevcutken, birinci derece akrabasinda KAH 6ykiisii olanlarin %
51,9’unda mutasyon saptanmistir. Buna gére mutasyon pozitifligi ile birinci derece
akrabada KAH Oykiisii bulunmamasi arasinda anlamli bir iligki bulunmustur
(p=0,042). Ikinci derece akrabada KAH &ykiisii ile hastada mutasyon saptanmasi
arasinda ise anlamli bir fark bulunmamistir. Akrabalarinda TK yiiksekligi dykiisii
bulunan hastalarin %78,9’unda mutasyon saptanir iken, %?21,1’inde mutasyon
saptanmamistir. Akrabalarinda TK yiiksekligi bulunan hastalar ile bu hastalarda

mutasyon saptanmasi arasindaki iligki anlamli bulunmustur (p=0.001).

Kategorik degiskenlerin, mutasyon ile iliskisinin istatistiksel degerlendirmesi
disinda, sayisal degiskenlerin (yas, TK, LDL-K, TG) de mutasyon ile iliskisi

degerlendirilmistir. Buna goére, mutasyon saptananlarin yas ortalamasi, mutasyon
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saptanmayanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur
(p=0.003). Tedavisiz LDL-K degerleri mutasyon saptanan bireylerde,
saptanmayanlara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0.002). Kolesterol
diistiriici  tedavi alan bireylerde TG degerleri mutasyon saptananlarda,
saptanmayanlara gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0.026). Sayisal
degiskenlerin mutasyon ile iligkisinin degerlendirilmesi Tablo 4.4.’te 6zetlenmistir.
Bunlar disinda, yanlis anlamli mutasyonlarin, diger mutasyon ¢esitlerine gore (Spice,
anlamsiz, ¢er¢eve kaymasi) LDL-K diizeyini etkileme durumu degerlendirilmistir.
Buna gore, LDL-K diizeyi, yanlis anlaml1 heterozigot LDLR mutasyonu tastyanlar ile
diger tiplerde (siplice, anlamsiz, ¢er¢eve kaymasi) heterozigot LDLR mutasyonu
tagiyanlar arasinda karsilastirllmis ve fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur

(p=0.24).

Tablo 4.4. Sayisal degiskenlerin mutasyon ile iligkisi

Degiskenler Ortalama (SS) p Degeri
Mutasyon yok Mutasyon var
Yas 44.72 (10.12) 34.52 (11.35) 0.003
LDL-K (Tedavi Sonrast) 148.75 (46.98) 180.81 (96.13) 0.432
LDL-K (Tedavi Oncesi) 226.95 (28.35) 305.35 (111.27) 0.002
TG (Tedavi Oncesi) 162.47 (79.08) 182.11 (99.78) 0.623
TG (Tedavi Sonrast) 155.88 (56.19) 105.86 (80.64) 0.026
TK (Tedavi Oncesi) 321.94 (37.30) 397.47 (127.69) 0.058
TK (Tedavi Sonrast) 232.13 (51.20) 245.63 (123.31) 0.638
HDL-K 61.00 (13.12) 57.28 (18.82) 0.182
Akrabada Yiiksek TK 326.86 (36.61) 344.27 (97.94) 0.982

SS: Standart sapma, p degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir
4.3. LDLR, APOB ve PCSK9 Genlerinin Sanger Dizi Analizi Sonuclar:

Muhtemel veya kesin ailesel hiperkolesterolemi saptanan hastalarda ilk
asamada LDLR, APOB ve PCSK9 genlerine yonelik yapilan dizi analizi sonucunda,
toplamda 30 hastada LDLR geninde patojenik/muhtemel patojenik veya Onemi
bilinmeyen degisiklik (VUS) olarak siniflandirilan, 21 farkli degisiklik saptanmustir.
Diger iki gende ise hastalik iliskili bir degisikklik saptanmamuistir. 28 hastada saptanan
degisiklikler patojenik/muhtemel patojenik degisiklik olarak simiflandirilmistir. Bu
hastalarin 20 tanesinde 14 farkli yanlis anlamli (missens) mutasyon saptanirken, 8
bireyde 2 tanesi tek niikleotid degisikligi ve 3 tane ¢er¢eve kaymasi mutasyonu olmak
tizere 5 farkli anlamsiz (nonsens)/splice bolgesi degisikligi saptanmistir. VUS

degisiklige sahip 2 kiside ise bir tane intronik ve bir tane splice bolgesinde yer alan es
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anlamli (sinonim) degisiklik saptanmistir. 30 hastanin 3 tanesinde saptanan
mutasyonlar homozigotken, 27 tanesinde heterozigot oldugu goriilmiistiir. Hastalarin
mutasyon bilgileri ve mutasyonlar Tablo 4.5’te toplu sekilde gosterilmistir. Ayrica,
saptanan tiim mutasyonlar ve gen {izerindeki konumlar1 Sekil 4.1.’de temsili olarak

gosterilmistir.

Tablo 4.5. LDLR geninde dizi analizinde saptanan Kklinik iliskili olabilecek

degisiklikler
Hasta No | Patojenite | Zigosite | Tipi Gen Pozisyon | LDLR Mutasyonu Protein
1 LP/P Het. M LDLR | E-9 c.1322T>A p.lle441Asn
6 LP/P Het. M LDLR | E-4 ¢.504C>A p.Asp168Glu
8 LP/P Hom. M LDLR | E-11 ¢.1601C>A p.Thr534Asn
9 LP/P Het. M LDLR | E-12 €.1729T>C p.Trp577Arg
10 LP/P Het. M LDLR | E-11 c.1678A>T p.1le560Phe
11 LP/P Het. N LDLR | E-4 c.372delG p.GIn125SerfsTer81
12 LP/P Het. M LDLR | E-9 €.13247>C p.Tyr442His
13 LP/P Het. N LDLR | E-4 C.666C>A p.Cys222Ter
14 LP/P Hom. SB LDLR |I-15 €.2312-3C>A
15 LP/P Het. N LDLR | E-17 €.2477_2493del
16 LP/P Het. N LDLR | E-10 €.1478_1479del p.Ser493CysfsTer42
17 LP/P Het. M LDLR | E-12 c.1775G>A p.Gly592Glu
18 VUS Het. IN/SB? | LDLR | -7 €.1060+10G>A
20 LP/P Het. M LDLR | E-11 c.1678A>T p.1le560Phe
21 LP/P Het. N LDLR | E-4 c.372delG p.GIn125SerfsTer81
23 LP/P Het. M LDLR | E-12 €.1729T>C p.Trp577Arg
25 LP/P Het. M LDLR | E-4 €.664T>C p.Cys222Arg
26 LP/P Het. M LDLR | E-7 €.1054T>C p.Cys352Arg
27 LP/P Het. M LDLR | E-10 €.1567G>A p.Val523Met
28 LP/P Het. M LDLR | E-11 c.1618G>A p.Ala540Thr
33 LP/P Het. M LDLR | E-3 €.251C>G p.Pro84Arg
35 LP/P Het. N LDLR | E-4 .372delG p.GIn125SerfsTer81
41 LP/P Het. M LDLR | E-2 c.81C>G p.Cys27Trp
42 LP/P Het. M LDLR | E-4 ¢.504C>A p.Asp168Glu
43 LP/P Hom. M LDLR |E-4 €.682G>A p.Glu228Lys
46 LP/P Het. M LDLR | E-12 ¢.1729T>C p.Trp577Arg
48 LP/P Het. N LDLR | E-17 €.2477_2493del
49 LP/P Het. M LDLR |E-2 c.81C>G p.Cys27Trp
50 VUS Het. SN/SB | LDLR | E-14 €.2139A>G p.Thr713=
52 LP/P Het. M LDLR | E-4 €.664T>C p.Cys222Arg

Tabloda Benign/Muhtemel Benign degisikliklere yer verilmemistir. LP/P:Patojenik/Muhtemel
Patojenik, VUS: Onemi bilinmeyen degisiklik, Het.: Heterozigot, Hom.: Homozigot, M:Missens,
N:Nonsens, SB:Splice Bélgesi, IN:Intronik, SN:Sinonim, E:Ekzon, I:intron



72

w372delGaz 7207003

CBICXGKZ calaceR C.167BA-TxZ £.2477_2403del

02516561 CEB2GAXL CAOSAT>0 GA322TAKD C1478_1479delx] C.A618GoAx1 C2135A:Gxl

€.2312-3C=Ax1

C1060+1063AxL
CEEEC>AxL 132475001 1567GAx1 C1601CxAx1 CAT75G2AR1

C.6EAT:Cn2

Sekil 4.1. LDLR ekzonlarinin temsili goriinlimii ve mutasyonlarin yerleri.

Saptanan mutasyonlardan 2 tanesi daha 6nce literatiirde bildirilmemistir. Bu
iki mutasyon toplamda 5 hastamizda goriilmiistiir. Ayn1 mutasyonu tasiyan hastalar
arasinda yapilan pedigri analizine gore 2. derece veya daha yakin akarabalik olmadig:
disiiniilmistiir. Bu hastalarin mutasyonlarinin elektroferogram goriintiileri ve
pedigrileri Sekil 4.2. ve 4.3.”de goriilmektedir. Ayrica, yeni saptanan mutasyonlardan
olan 17 bazlik ¢.2477 2493del mutasyonunun g¢erceve kaymasina neden olarak erken

dur (stop) kodonu olusturdugu goriilmiis ve bu da sekil 4.4.’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.2. LDLR: ¢.372delG mutasyonu tasiyan {i¢ hasta.
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15 Numarali Hasta

o2

AN N «A 'AATY

VIV R

<.2477_2493del

D inme?

n ( [ Paternal Kéken: Ayas/Bayat
ft A ,’\ I I} \ [\ R Maternal Kéken: Ayas/Bayat
A
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0 6]00 6

Paternal Koken:
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b

€.2477_2493del

. Hiperkolesterolemi

F D Koroner Arter Hastalii

Sekil 4.3. LDLR: ¢.2477_2493del mutasyonu tasiyan iki hasta.
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LDLR Ekzon 17

TGCTCCTCGTCTTCC GCCTGGGGGTCTTCCTTCTATGGAAGAACTGGCGGCTTAAGA
ACATCAACAGCATCAAC GACAACCCCGTCIATCAG ARGACCACAGAGGATGAGGTCC
ACATTTGCCACAACCAGGACGGCTACAGCTACCCCTCG

Delesyon

TGCTCCTCGTCTTCC GCCTGGGGGTCTTCCTTCTATGGAAGAACTGGCGGCTTAAGA
ACATCAACAGCATCAAC GACAACCCCGTCTATCAGAAGACC TGAGGTCC
ACATTTGCCACAACCAGGACGGCTACAGCTACCCCTCG \

Delesyon sonucu gergceve kaymasi ve
erken stop kodon olusumu

Sekil 4.4. Ekzon 17°de yer alan delesyon (c.2477 2493del) ve erken stop kodonu.
Delesyonun iki ucunda yer alan mikrohomoloji gosteren diziler acik mavi
ve yesil ile isaretlenmistir. Delesyon bu iki diziden biri ile birlikte kirmizi
ile isaretlenmis diziyi de igeren 17 bazdan olusmakta ve gerceve kaymasina
neden olmaktadir. Delesyon sonucunda olusan yeni kodonlar (farkli
renklerle isaretli) ve son olarak erken dur kodonu sekilde goriilmektedir.

Bu bes hasta disinda LDLR geninde mutasyon saptanan diger hastalarin iki
kusak pedigri ve elektroferogramlar1 EK-3’de verilmistir. Mutasyon saptanan fakat,
aile bireylerinin mutasyon verisi olmayan bireylerin ise elektroferogram goriintiileri

EK-4’te verilmistir.
4.4, LDLR Geni MLPA Analizi Sonuglari

Hasta grubunda 3 gene yonelik Sanger dizileme sonucunda hastalik iliskili
mutasyon saptanamayan ya da 6nemi bilinmeyen mutasyon saptanan 24 hastaya LDLR
geni kopya sayist degisikliklerini degerlendirmek amaciyla MLPA yapilmistir. Bu
analiz sonucunda bir hastada ekzon 11 ve 12 problarini i¢eren bir kopya sayisi artist
saptanmistir. Bu artig, Final Ratio degerlerinin ekzon 11 i¢in 1,82, ekzon 12 i¢in ise
1,92 olmasi nedeni ile homozigot duplikasyon veya triplikasyon olarak
degerlendirilmistir. Daha sonra, hastanin anne ve babasinda akarabalik dykiisii olmasi
ve yiiksek kolesterol degerleri olmasi nedeni ile anne ve babadan da LDLR MLPA
yapilmistir. Sonug olarak, hem anne hem de baba da 11 ve 12. ekzonlarda duplikasyon

tespit edilmistir. Annenin Final ratio degerleri ekzon 11 ve 12 i¢in sirasi ile 1,41 ve
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1,42 iken, babanin ayni bolgeler icin degerlerinin, sirasiyla 1,45 ve 1,35 olarak
saptanmast nedeni ile duplikasyon heterozigot olarak degerlendirilmistir. Yapilan
degerlendirme sonucunda bu iki ekzonun toplam niikleotid sayisinin 259 baz oldugu
ve lcilin katt olmamasi nedeni ile ¢ergeve kaymasina neden oldugu anlasilmistir.

Hastanin, anne ve babasinin fragman analizleri ve pedigrileri sekil 4.5.’te

gosterimistir.
T é‘“‘L‘ 19 Numarali Hasta
"3 % 5 Proband

Bljttedddhggy erplh ,—‘-___._q,.g.véuﬂ_._uwg
Ekzon 11 ve ‘ X
12 Problan 3 — L, e X
ve Final LT TS Tt e Lt 11 Lo e 1 Baba
Ratiolari m

Ekzon 11-12 dupllkasyonu

" - - b & e Anne
T g N BRI R PUch T e, Rl

|:| Koroner arter hastaligi

Sekil 4.5. Ailenin Pedigrisi ve MLPA sonucu.

4.5. NGS Paneli Sonuclar1 ve Saptanan Nadir Degisiklikler

NGS paneli iki farkli amag¢ i¢in kullamilmigtir. Bunlardan birincisi ailesel
hiperkolesterolemi ile iliskilendirilmis diger genlerin mutasyon ¢ikmayan hastalarda
degerlendirilmesidir. Ikincisi ise 12 SNP’nin bu hastalarda degerlendirilerek PRS
hesaplanmas1 ve digeri hastalik iligkili olabilecek nadir degisikliklere yonelik
degerlendirme yapmaktir. Panelde iceriginde, APOE, LDLRAP1 ve STAP1 genlerinin
yani sira, LDLR, APOB ve PCSK9 genleri de mevcuttu. Bu genler Sanger dizileme ile
degerlendirilmis olmasina ragmen LDLR ve PCSK9 un promoter bolgeleri Sanger ile
degerlendirilmemisti. APOB 'nin ise sadece 26. ekzonun bir kism1 ve 29. Ekzonlarinda
yer alan hotspot bolgelere yonelik dizileme yapilmisti. Bu nedenle ilk basamakta
Sanger ve MLPA sonucunda mutasyon saptanamayan 23 hasta ile MLPA’da kopya

sayist degisikligi saptanan bir hasta panele alinmistir. MLPA sonucu pozitif olan
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hastanin penele dahil edilmesinin nedeni panelin 8 hasta ve katlar1 ¢alisilacak sekilde
dizayn edilmis olmasi ve bu nedenle 23 hastaya ek olarak bir kisiye daha ihtiyag
duyulmasiydi, ayrica bu sekilde hastanin 12 SNP skoru da hesaplanmustir.

Sonug olarak, 24 hastanin degerlendirilmesinde 2 hastada APOE geninde daha
once hastalik ile iligskilendirilmis ¢.500_502del p.(Leul67del) mutasyonu
saptanmistir. Bir hastada ise LDLRAP1 geninde durma kodonuna yol agan homozigot
€.406C>T p.(GIn136Ter) degisikligi saptanmustir. Saptanan mutasyonlarin IGV
gorintiileri Sekil 4.6.’da yer almaktadir. Bunlar disinda, diger bireylerde hastalik

iligkili bir mutasyon saptanmamustir.

22 Numarah Hasta
APOE s e
¢.500_502del p.(Leul67del) —

5 Numarali Hasta
APOE
¢.500_502del p.(Leul67del) T

29 Numarali Hasta
LDLRAPI
c.406C>T p.{GIn136Ter) c

P e e e e P P

-
T
—
r
=|"TTocATACATCGC CCCAGAGTCTCA AT GEA ATCAARCTCA AGAGT CTCTTCEGA

Sekil 4.6. NGS sonucu hastalik iligkili saptanan mutasyonlarin IGV goriintiileri.

4.6. LDLR cDNA PCR ve Dizileme Sonuclar1

Hasta grubu i¢inden 50 numarali bireyde, LDLR geninde c.2319A>G

(p.Thr713=) sinonim mutasyonu saptandi. Mutasyon 14. ekzonun son bazindan bir
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onceki bazda saptanmasi nedeni ile splice bolgesinde bulunuyordu. Bu mutasyon
gnomAD veri tabaninda bildirilmemisti ve in silico algoritmalar splice bolgesini
degistirebilecegi yoniinde tahminlerde bulunmusti. APOB ve PCSK9 dizi
analizlerinde, MLPA ve NGS analiz sonuglarinda etken olarak baska bir neden
saptanmadi. Bu nedenle, dncelikle hastanin anne ve babasinda bu mutasyona yonelik
segregasyon analizi yapildi ve hiperkolesterolemi nedeni ile etkilenmis annesinde ayni
mutasyon saptanirken babada saptanmadi. Mutasyonun elektroferogram goriintiileri

pedigri ile birlikte Sekil 4.7.’te verilmistir.

Baba

50 Numarali Hasta ) " 470

[::] Proband

I ‘ /\"f\/\/\ /\ NN

'"/\A /\M /\ ﬂ\ /\T/\m

c.2139A>G (p.Thr713=)

Sekil 4.7. 50 numaral1 hastanin elektroferogram ve pedigrisi.

Bu sonu¢ dogrultusunda degisikligin splice bolgesini degistirme durumunu
anlamak amaci ile, hastadan RNA izolasyonu yapilmis ve RNA, cDNA’ya
doniistliriilmiistiir. Olusturulan cDNA {izerinden ekzon 16 ve ekzon 11-12 sinirindan
tasarlanan primerler ile bir kontrol ile birlikte hastaya PCR yapilmigtir. Normal PCR
sonucunda, 663 baz kanonik transkript ve 510 baz uzunlugunda iki farkli uzunlukta
transkript driinlerinin olusmasi1 beklenmekteydi. PCR sonucunda hastada beklenen

transkriptler disinda, beklenmeyen uzunlukta bandlar saptandi (Sekil 4.8.).
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Kontrol Hasta

Anormal transkript

Kanonikal transkript

Bilinen farkh
transkript varyanti

Sekil 4.8. Hasta ve kontorol 6érneginden cDNA PCR sonucu jel goriintiisii ve saptanan
LDLR transkriptlerinin band goriintiileri.

Bunun iizerine saptanan bandlar jelden izole edildi, tekrar PCR ile ¢ogaltildi ve
Sanger yontemi ile dizilendi. Fakat, izolasyon sirasinda kanonik transkriptten tam
olarak ayrigtirilamadig igin elektroferogramda iki farkli transkriptin pikleri birlikte
kirli bir goriintii olusturuyordu. Bununla birlikte, ayrintili olarak incelendiginde
anormal transkriptin intron 14’ten 81 bazlik intron retansiyonuna yol agtigi ve bu
bolgenin iginde dur kodonu oldugu saptandi (Sekil 4.9.). Bunun iizerine, anormal
transkripti daha iyi gostermek i¢in ekzon 14’ten mutant alele yonelik yapilan F primer
ile yapilan PCR sonucunda kontrolde band saptanmadi. Hastada ise kanonik
transkriptin uzunluguna denk gelen band goriilmedi. Bununla birlikte, ilk PCR sonucu
saptanan anormal band ile daha silik ve uzun bir band goriildii (Sekil 4.10.). Bu firiin
sekanslandiginda introndan 81 bazlik kisim igeren anormal transkript ve degisen splice
bolgesi net bir sekilde gozlemlendi ve ayrica, elektroferogramda pikleri kiigiik olmakla
birlikte daha farkli anormal transkriptler olabilecegi anlasildi. Bunlardan bir tanesinde

intron 14’ten 217 bazin ekzon 14’e eklenmis olabilecegi goriildii (Sekil 4.11.).
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EKZON-14
GAGTGAACTGGTGTGAGAGGACCACCCTGAGCAATGGCGGCTGCCAGTATCTGTGCCTCCCTGCCCCGCAGAT
CAACCCCCACTCGCCCAAGTTTACCTGCGCCTGCCCGGACGGCATGCTGCTGGCCAGGGACATGAGGAGCTGC
CTCACAG
INTRON-14 (Bir kismi1)
gtgtggcacacgecttgtttctgegtectgtgtectecaactgeccect cc-gcctct ctctgctcatctgtcaaatggetacctcaaggtegttgt
aaggactcatgagtcgggataaccatacttttcttggatggacacatcagcaccgggcettgacatttacccagtteccctttgatgectggtttectc
tttcccggeccectgaagaggtgatctgattictgacaggagecctgagggaggaaatggtecectttgttgact tttetttttetttatitttttetttt
gagatttgctgtcacccagectggaatgeagtggtgecatcttggetcactgetacctetcccactgggttcaageaattctectgectcagectecc
aagtagctgggattacaagcatgegecaccatgectggetaagttttgtatttttagtacagacagggtttctecatggtggec
EKZON-15
AGGCTGAGGCTGCAGTGGCCACCCAGGAGACATCCACCGTCAGGCTAAAGGTCAGCTCCACAGCCGTAAGGA
CACAGCACACAACCACCCGACCTGTTCCCGACACCTCCCGGCTGCCTGGGGCCACCCCTGGGCTCACCACGGT
GGAGATAGTGACAATGTCTCACCAAG

G s T M A T G A G W IC A R M W G A CA A C cC

510 520

WAV

Sekil 4.9. Ik jel piirifikasyonu sonucu Sanger dizi analizinde kanonik ve anormal
transkripti igeren elektroferogram ve DNA dizisi. Sekilde, mavi ve sari ile
isaretli diziler elektroferogramda bir arada goriilmektedir. Mavi isaretli dizi
anormal transkripti gosterirken, sar1 dizi kanonik transkripti gdstermektedir.
Gorildiigi gibi kanonik transkript ekzon14’ten 15’e normal sekilde splice
gerceklesmistir.  Anormal olanda ise intronik dizi goriilmektedir.
Elektroferogram forward yoniindedir.

Kontrol

| Anormal Transkript-2 ? |

| Anormal Transkript-1 ‘

Sekil 4.10. Hasta ve kontrol 6rneginden alel spesifik PCR jel goriintiisii.
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EKZON-14

GAGTGAACTGGTGTGAGAGGACCACCCTGAGCAATGGCGGCTGCCAGTATCTGTGCCTCCCTGCCCCGCAGAT

CAACCCCCACTCGCCCAAGTTTACCTGCGCCTGCCCGEACGGCATGCTGCTGGCCAGGGACATGAGGAGCTGC

CTCACAG

iNTRON-14 (Bir kismu)

gtgtggcaca cgccttgtttctgcgtcctgtgtcctccaactgccccctcc-gcctct_gtacctcaag gtcgttgt

aaggactcatgagtcgggataaccatactiticttggatggacacatcagcaccgggcttgacatttacccagttccoctttgatgoctggtttocte
gatctgatttctgacaggagccctgage gaggaaatggtcccctitgttgactitictitttctttattttt ottt

gagatttgctgtcacccagoctggaatgoagtiggtgocatctiggcticactgotaccictococactgggttcaagecaattctocctgoctcagoctococ

aagtagctgggattacaagcatgegoccaccatgocctggctaagtittgtatttttagtacagacagggtttctoccatggtg gcc

EKZOM-15

AGGETEAGECTGCAGTGGCCACCCAGGAGACATCCACCGTCAGGCT AAAGGTCAGCTCCACAGCCGTAAGGA

CACAGCACACAACCACCCGACCTGTICCCGACACCTCCCGGCTGCCTGOGGCCACCCCTGGGCTCACCACGGT

GGAGATAGTGACAATGTCTCACCAAG

14. intronun 81. bazindan
15. Ekzona gecis noktasi

T C A A AT G

Sekil 4.11. Hastanin alel spesifik iiriiniinden Sanger ve anormal transkriptlerin yeni
splice bolgeleri. Sekilde alel spesifik Sanger sonucunda iistte F, altta R
yoniinden elektroferogremlar goriilmektedir. Ustteki elektroferogramda,
dizide yesil ile isaretlenmis kisim okunmaktadir. Alttan gelen pikler ise
goriildiigl gibi 81 baz sonunda yani, ilk anormal transkritptin ekzon 15°e
splice’t sonras1 goriilmektedir. Yiiksek pikler, intron 14’ten 81 bazin
ekzona eklendigi transkripte aittir. R’de alttan gelen kiiciik pikler
incelendiginde diger transkriptlerden birinin muhtemel splice bolgesinin
pembe ile isararetli dizi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat muhtemelen
bunun diginda farkli transkript iiriinleri de mevcuttur. Kirmizi ile isaretli
kisim ise yeni transkriptler icindeki dur kodonudur.

4.7. Hasta ve Kontrol Gruplarindan Hesaplanan Poligenik Risk Skorlar:

Hasta ve kontrol grubunda, daha 6nce baska ¢aligmalarda da kullanilan, 12
SNP ve 6 SNP iceren PRS anlatildigi sekilde hesaplanmustir (Bkz. Tablo 3.8.). LDLR,
APOB ve PCSK9 dizi analizi sonucunda ailesel hiperkolesterolemi ile iliskili
mutasyon saptanan 28 bireyin PRS hesaplamasi Sanger yontemi ile 12 SNP’ye yonelik
dizileme yapilmasi ile hesaplanirken, kalan 24 birey NGS panele alinmis ve bu panelin
12 SNP’yi kapsamasi sayesinde, bu bireylerin PRS’leri de hesaplanabilmistir. EK-5

ve 6’da sirasi ile iki yontemle 12 SNP genotipi saptanmis olan iki farkli hastaya ait
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ornekler verilmistir. Bu gruplarin PRS’leri hem birbirleri ile hem de Tablo 4.6.’da
kontrol grubu olarak kullanilan Tiirk 6rneklemi ile karsilastirilmistir. Tablo 4.7. ve
4.8.°de siras1 ile Mutasyon negatif ve mutasyon pozitif hastalarin genotipleri ve

skorlama sonuglar1 yer almaktadir.

Hasta grubu ve kontrol oOrnekleminde hesaplanmis olan PRS’ler kendi
aralarinda karsilastirildiktan  sonra, PRS’lerin iretildigi yayinlardaki diger
popiilasyonlarin skor ortalamalar ile de karsilastirilmistir. Bu sayede ilk asamada
Tirk mutasyon negatif, pozitif ve kontrol gruplarinda PRS ortalamalar1 arasinda
farklar olup olmadig1 degerlendirilmistir. Ikinci asamada ise diger popiilasyonlarda
saptanan skor ortalamalari ile Tiirk popiilasyonunda saptanan ortalamalarinin birbiri
ile uyumu degerlendirilmistir. Bahsi gegen yayinlarda da skor ortalamalari; mutasyon

pozitif, negatif hasta gruplar ile kontrol olmak iizere {i¢ ana grupta hesaplanmustir.



Tablo 4.6. Kontrol 6rnekleminin genotipleri ve 12 ve 6 SNP PRS sonuglari

Hasta No rs24794 rs6293 rs13671 rs42993 | rs15643 rs18005 rs37573 rs112204 rs80173 rs65117 rs429358 rs7412 10 SNP 4 SNP APOE 12 SNP 6 SNP
09 01 17 76 | 48 62 54 62 77 20 Genotipi Genotipi Genotipi Skoru Skoru
SRR8397 1 0 1 1 2 2 2 0 0 2 TT cC 0.799 0.531 0 0.799 0.531
04
SRR8397 1 1 0 0 2 2 2 1 1 2 T cc 0.857 0.51 0 0.857 0.51
22R8401 2 2 0 2 2 2 2 1 1 2 TT cC 1.201 0.802 0 1.201 0.802
4
(S)RR8469 1 2 0 1 1 2 2 0 2 1 T cc 0.863 0.551 0 0.863 0.551
81
SRR8469 0 2 0 0 2 2 1 0 1 2 TC cC 0.868 0.66 0.1 0.968 0.76
82
SRR8469 1 2 0 0 2 2 2 0 0 2 T cc 0.928 0.66 0 0.928 0.66
83
SRR8474 1 1 0 1 2 2 2 0 2 2 T cC 0.907 0.581 0 0.907 0.581
90
SRR8474 1 1 0 1 2 2 2 0 1 2 T TC 0.878 0.581 -0.4 0.478 0.181
91
SRR8480 1 2 1 0 2 2 1 0 1 1 T cC 0.84 0.58 0 0.84 0.58
69
SRR8489 2 1 0 0 2 2 1 0 0 2 TT cc 0.793 0.51 0 0.793 0.51
:(R)R8494 1 0 0 1 2 2 1 0 2 2 TT cc 0.72 0.431 0 0.72 0.431
97
SRR8494 1 2 1 0 2 2 2 0 1 2 TT cc 1.057 0.76 0 1.057 0.76
g:R8494 1 1 2 2 2 2 2 0 1 2 TT cc 1.149 0.852 0 1.149 0.852
95
SRR8494 0 2 0 0 2 2 1 1 0 2 T cC 0.889 0.66 0 0.889 0.66
4
gRR8494 1 2 0 0 2 2 1 1 1 2 TT cC 0.97 0.66 0 0.97 0.66
93
2678 0 2 0 2 2 2 2 1 1 1 TC cC 0.917 0.622 0.1 1.017 0.722

Microsoft Excel’de formiiller yardimu ile hesaplanmistir. Formiiller tablo X teki etki biiyiikliiklerine ve anlatilan hesaplama metoduna gore yazilmistir. 0,1,2 rakamlari risk
alellerinin bireylerdeki bulunma durumunu ifade etmektedir;0: Risk aleli bireyde yok, 1: Risk aleli bireyde heterozigot, 2: Risk aleli bireyde homozigot durumda. Sar1 isaretli
SNP’ler ayn1 zamanda 6 SNP skorunda kullanilan SNP’lerdir

€8



Tablo 4.7. Mutasyon negatif hastalarda genotipler, 12 ve 6 SNP skorlar

Hasta No

rs2479409

rs629301

rs1367117

rs4299376

rs1564348

rs1800562

rs3757354

rs1120462

rs8017377

rs6511720

rs429358

rs7412

10 SNP

4 SNP

APOE Haplotipi

12 SNP Skoru

6 SNP Skoru

40 0 2 0 1 2 2 2 0 1 2 1T CC 10976 |0.731 |0 0.976 0.731
3 1 1 1 1 1 2 2 0 1 2 TC CC [0.964 |0.681 |0.1 1.064 0.781
2 0 2 0 0 2 2 2 0 1 2 TT CC ]0.905 |0.66 |0 0.905 0.66

4 0 1 0 2 2 2 2 1 2 2 TC CC [0.976 |0.652 |0.1 1.076 0.752
7 1 2 0 2 1 2 1 1 1 2 TT CC ]1.098 |0.802 |0 1.098 0.802
24 0 2 0 2 2 2 2 1 0 2 1T CC |1.068 |0.802 |0 1.068 0.802
31 1 2 0 1 2 2 1 0 1 2 TC CC 10991 |0.731 |0.1 1.091 0.831
32 1 2 1 1 2 2 2 0 2 2 TC CC [1.157 |0.831 |01 1.257 0.931
34 1 2 0 1 1 2 2 0 0 2 TT CC 10985 |0.731 |0 0.985 0.731
36 1 2 1 0 2 2 2 0 1 2 1T CC |1.057 |0.76 |0 1.057 0.76

37 1 2 2 2 1 2 2 0 1 1 TT CC |1.105 |0.822 |0 1.105 0.822
39 0 2 1 0 2 2 2 0 1 2 1T CC |1.005 |0.76 |0 1.005 0.76

38 0 1 0 2 2 2 2 0 2 2 TC CC ]0.926 |0.652 |0.1 1.026 0.752
44 0 2 0 1 2 2 1 0 0 1 1T CC |0.73 |0551 |0 0.73 0.551
45 1 2 0 1 1 2 1 1 2 2 TT CC ]1.056 |0.731 |0 1.056 0.731
51 1 2 1 0 1 2 2 0 1 2 TC CC [1.043 |0.76 |01 1.143 0.86

47 1 2 0 1 2 2 2 0 0 2 TT CC ]0.999 |0.731 |0 0.999 0.731
30 1 2 1 2 1 2 1 1 0 2 TC CC [1.169 |0.902 |0.1 1.269 1.002
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Tablo 4.8. Mutasyon pozitif hastalarda genotipler,12 ve 6 SNP skorlari

APOE 12 SNP | 6 SNP
Hasta No | rs2479409 | rs629301 | rs1367117 | rs4299376 | rs1564348 | rs1800562 | rs3757354 | rs11220462 | rs8017377 | rs6511720 | rs429358 | rs7412 10 SNP 4 SNP | haplotip Skoru Skoru
6 0 2 1 0 2 0 1 0 2 TT CcC 0.924 076 |0 0924 |0.76
1 1 1 0 1 2 2 2 0 1 2 TT CC 0.878 0581 |0 0.878 | 0.581
8 1 2 0 0 2 2 2 0 0 2 TT CcC 0.928 066 |0 0.928 |0.66
11 0 2 0 0 0 2 2 0 1 2 TT CC 0.877 066 |0 0.877 | 0.66
9 2 2 0 1 2 2 2 0 0 2 TC CC 1.051 0.731 |01 1.151 |0.831
10 1 2 0 1 0 2 2 0 1 2 TT CC 1 0.731 |0 1 0.731
12 1 1 0 1 2 2 2 0 1 2 1T CC 0.878 0581 |0 0.878 | 0.581
13 0 2 1 2 2 2 2 0 1 1 TT CC 0.967 0.722 |0 0.967 |0.722
16 0 1 0 1 1 2 2 0 2 2 1T CC 0.841 0581 |0 0.841 | 0.581
15 1 2 0 0 0 2 2 0 1 2 TT CC 0.929 066 |0 0.929 |0.66
21 0 2 0 1 1 2 2 1 0 2 1T CC 0.983 0.731 |0 0.983 |0.731
14 1 2 0 1 2 2 1 0 2 2 TT CC 1.02 0.731 |0 1.02 0.731
20 0 2 0 1 2 2 2 0 1 2 1T CC 0.976 0731 |0 0976 |0.731
17 0 2 0 0 2 2 2 0 1 2 TC TC 0.905 066 0.2 1.105 |0.86
26 1 2 0 1 2 2 2 0 1 2 1T CC 1.028 0731 |0 1.028 |0.731
25 1 2 0 0 2 2 1 1 2 2 TC CC 0.999 066 0.1 1.099 |0.76
27 1 2 0 1 2 1 2 0 2 2 1T CC 1 0731 |0 1 0.731
23 1 1 0 1 1 2 2 0 2 2 T CC 0.893 0581 |0 0.893 | 0.581
28 0 1 2 0 1 2 2 0 0 2 1T CC 0.912 071 |0 0912 |0.71
33 1 2 2 1 1 2 1 0 1 2 T CC 1.177 0931 |0 1.177 10.931
19 1 2 2 0 1 2 1 0 1 2 1T TC 1.106 086 |-04 0.706 | 0.46
29 0 2 0 1 2 2 2 0 0 0 TT CC 0.587 0371 |0 0.587 |0.371
41 0 2 1 2 2 2 2 0 1 2 1T ce 1.147 0902 |0 1.147 ]0.902

G8




Tablo 4.7. (Devami) Mutasyon pozitif hastalarda genotipler,12 ve 6 SNP skorlar1

43 1 2 2 2 2 2 2 0 1 2 1T CC 1.299 1.002 |0 1.299 ]1.002
42 1 2 0 0 2 2 2 0 1 2 1T CC 0.957 066 |0 0.957 | 0.66
35 0 2 2 1 2 2 2 0 2 2 1T CC 1.205 0931 |0 1.205 ]0.931
52 1 2 1 0 1 2 2 0 1 2 1T CC 1.043 076 |0 1.043 | 0.76
49 0 1 0 0 2 2 1 0 1 2 1T CC 0.718 051 |0 0.718 |0.51
48 1 2 0 1 2 2 2 0 1 2 1T CcC 1.028 0.731 |0 1.028 ]0.731
46 1 1 1 1 2 2 2 0 1 2 1T CC 0.978 0.681 [0 0.978 |0.681
5 2 2 0 1 2 2 0 2 2 2 1T CcC 1.135 0.731 |0 1.135 ]0.731
18 2 2 2 0 1 2 2 0 1 2 1T CC 1.195 086 [0 1.195 ]0.86
22 1 2 1 1 2 2 2 0 1 2 1T CcC 1.128 0.831 |0 1.128 ]0.831
50 0 2 0 1 2 1 2 1 0 1 1T CC 0.76 0.551 |0 0.76 0.551

Sari ile igsaretli SNP’ler hem 6 hem 12 SNP PRS’de kullanilan SNP’lerdir.
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4.7.1. Poligenik Risk Skorlarinin Istatistiksel Analizi

Tirk popiilasyon o6rneklemi, MP/P mutasyon saptanan mutasyon pozitif
hastalar ve mutasyon negatif hastalarin 12 ve 6 SNP kullanilarak elde edilen
skorlarinin ortalama degerlerleri karsilastirilmistir. Buna gore, 12 SNP skoru igin,
Tiirk popiilasyon 6rnekleminin ortalamasi: 0.902 (SS: 0.171), mutasyon pozitif grubun
ortalamast: 0.977 (SS: 0.153) ve mutasyon negatif grubun ortalamasi: 1.051
(SS:0.120) olarak saptanmistir. 6 SNP skoru igin ise, Tiirk popiilasyon drnekleminin
ortalamasi: 0.609 (SS: 0.165), mutasyon pozitif grubun ortalamasi: 0.709 (SS: 0.138)
ve mutasyon negatif grubun ortalamasi: 0.777 (SS: 0.098) olarak bulunmustur.
Poligenik risk skor ortalamalarin kendi aralarinda istatistikel olarak karsilastirilmistir.
Sonug olarak, 12 SNP skoru i¢in, mutasyon negatif grup ile kontrol (Tiirk popiilasyon
orneklemi) arasinda anlamli bir fark saptanmistir (p=0.006). Mutasyon negatif grup ile
mutasyon pozitif grup ve mutasyon pozitif grup ile kontrol arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmumamistir. 6 SNP skoru igin yapilan karsilastirmalar
sonucunda ise tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Poligenik risk skorlarina ait ortalama degerleri ve gruplar arasinda yapilan

karsilagtirmalarin sonuglar1 Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.9. Tiirk popiilasyon 6rnekleminde poligenik risk skorlart ve gruplar arasi
karsilastirma sonuglari

Grup Ad1 Ortalama ve Standart Sapma

12 SNP Skoru 6 SNP Skoru
Mutasyon Negatif 1.051 (0.120) 0.777 (0.098)
Mutasyon Pozitif 0.977 (0.153) 0.709 (0.138)
Kontrol 0.900 (0.176) 0.609 (0.169)
Karsilastirmalar p Degeri

12 SNP Skoru 6 SNP Skoru
Negatif-Pozitif 0.087 0.029
Negatif-Kontrol 0.006 0.002
Pozitif-Kontrol 0.128 0.044

p degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.7.2. Poligenik Risk Skorlarmmn Farklhh Poiiplasyonlar Arasinda

Karsilastirilmasi

Tiirk hasta ve 6rneklem grubunun poligenik risk skorlama ortalamalari, kendi

aralarinda karsilagtirildiktan sonra, bu skorun kullanildig1 diger popiilasyonlarin

ortalamalar1 ile Tiirk hasta ve orneklem grubunun skorlar1 karsilastirilmistir. Bu

sayede, popiilasyonlar arasinda hasta gruplar1 ve kontrol grubunun skor ortalamalari

acisindan anlamli fark olup olmadigi degerlendirilmistir. Karsilastirmalarda p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli olarak degerlendirilmistir.

Diger popiilasyonlarin 6 SNP ve 12 SNP skor ortalama ve standart sapmalari

literatiirden elde edilmistir (10, 13). Tablo 4.10.’da diger popiilasyonlarin mutasyon

pozitif ve negatif hastalarinda 6 ve 12 SNP skorlarinin ortalamalari ve bunlarin

istatistiksel karsilagtirilmalar1 gdsterilmistir.

Tablo 4.10. Diger popiilasyonlarin mutasyon durumuna gére PRS ortalamalart ve

karsilastirilmasi
Ulkeler Mutasyon Durumu Ortalamais-is(:}arn;:rt Sapma p
i +|
e S10s8 | oo
. | +
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Buna gore Ingiltere ve Belgika drnekleminde mutasyon pozitif ve negatif

hastalar arasinda, 12 SNP skoru ortalamalar1 anlamli derecede farkli iken, 6 SNP

skoru acisindan sadece Yunanistan ¢ocuk Ornekleminde mutasyon pozitif ve negatif
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hastalar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur. Daha sonra, Tiirk popiilasyonu
verileri diger popiilasyon verileri ile her alt grup kendi arasinda olacak sekilde

karsilastirilmistir.

Bu sekilde popiilasyonlar arasinda kontrol grubu, mutasyon negatif ve
mutasyon pozitif hasta gruplarinin kendi iglerinde farklilik gosterip gdstermedigi
incelenmistir. 6 SNP skoru karsilastirma sonuglart mutasyon negatif hasta grubu igin

Tablo 4.11.’de ve mutasyon pozitif hasta grubu igin Tablo 4.12.’de verilmistir.

Tablo 4.10. Mutasyon negatif hasta gruplarinin 6 SNP skor ortalamalarinin birbirleri
ile karsilastirilmasi

Karsgilagtirmalar p Karsilagtirmalar 1]
Turkiye-Hollanda 0.100 | Yunanistan Cocuk-Hollanda Cocuk | 0.149
Turkiye-Yunanistan Cocuk 0.097 Yunanistan Cocuk-italya 0.122
Turkiye-Kanada 0.088 Yunanistan Cocuk-Polonya 0.213
Tiirkiye-Hollanda Cocuk 0.765 Yunanistan Cocuk-israil 0.088
Tiirkiye-italya 0.025 Kanada-Hollanda Cocuk 0.132
Turkiye-Polonya 0.060 Kanada-italya 0675
Tiirkiye-israil 0.003 Kanada-Polonya 0.621
Hollanda-Yunanistan Cocuk 0439 Kanada-israil 0.688
Hollanda-Kanada 0.677 Hollanda Cocuk-italya 0.025
Hollanda-Hollanda Cocuk 0.061 Hollanda Cocuk-Polonya 010
Hollanda-italya 0.268 Hollanda Cocuk-israil 0.015
Hollanda-Polonya 0.459 italya-Polonya 0.913
Hollanda-israil 0.268 italya-israil 0.891
Yunanistan Cocuk-Kanada 0.410 Polonya-israil 0.743

Tablo 4.12. Mutasyon pozitif hasta gruplarinin 6 SNP skor ortalamalarinin birbirleri
ile karsilagtirilmasi

Kargllagtirmalar p Karsgillagtirmalar p
Turkiye-Hollanda 0.136 Yunanistan Cocuk-Kanada 0.426
Turkiye-Yunanistan Cocuk 0.192 Yunanistan Cocuk-italya 0.945
Turkiye-Kanada 0.069 Yunanistan Cocuk-Polonya 0.388
Tarkiye-italya 0.182 Yunanistan Cocuk-israil 0.640
Turkiye-Polonya 0.107 Kanada-Italya 0.340
Tirkiye-israil 0.091 Kanada-Polonya 0.856
Hollanda-Yunanistan Cocuk 0.527 Kanada-Israil 0.823
Hollanda-Kanada 0.853 italya-Polonya 0.372
Hollanda-Italya 0.415 italya-israil 0.577
Hollanda-Polonya 0.980 Polonya-israil 0.522
Hollanda-israil 0.736

Bu sonuglara gére mutasyon negatif hasta grubunda Tiirkiye-Israil ve Tiirkiye-

Italya arasinda skor ortalamalari agisindan anlamli bir fark vardir. Hollanda gocuk
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hasta grubu ile de bu ayni iki popiilasyon arasinda anlamli farklar mevcuttur.
Mutasyon pozitif hastalara baktigimizda ise hicbir grup arasinda anlamli bir

istatistiksel fark bulunmamastir.

Aym  kiyaslama 12 SNP skoru agisindan, Ingiltere ve Belgika

popiilasyonlarmin verisi elde edilebildigi i¢in bu iki popiilasyon yapilmistir. Bu
karsilastirmalar mutasyon negatif hasta grubu ve mutasyon pozitif hasta grubu icin

sirast ile Tablo 4.13. ve Tablo 4.14.’te verilmistir.

Tablo 4.13. Mutasyon negatif hasta gruplarinin ortalamalarinin karsilastiriimasi

Karsilastirmalar P

Tiirkiye-Ingiltere 0.313
Tiirkiye-Belcika 0.055
Ingiltere-Belcika 0.499

Tablo 4.14. Mutasyon pozitif hasta gruplarinin ortalamalarinin karsilagtirilmasi

Karsilastirmalar P

Tiirkiye-Ingiltere 0.348
Tiirkiye-Belcika 0.056
Ingiltere-Belcika 0.070

Bu sonuglara gore popiilasyonlar arasinda 12 SNP skoru acisindan anlamli bir
fark bulunmamistir. Ayrica kontrol grubu olarak kullanilan Tiirk popiilasyon
orneklemi ve bahsi gegen ¢alismlarda kullanilmis olan kontrol grubunun (WHII) hem
12 hem 6 SNP skor ortalamalar1 ve standart sapmalari ile istatistiksel karsilastirma

sonuglart da Tablo 4.15.’te yer almaktadir.

Tablo 4.15. Kontrol gruplarmin skor ortalamalari, standart sapma degerleri ve
istatistiksel olarak karsilastirilmalari
Orneklem 6 SNP ortalama ve SS Karsilastirma (p)
Tiirk 6rneklemi 0.609 (0.165) 0.682
WHII 6rneklemi 0.632 (0.22)
Orneklem 12 SNP ortalama ve SS Karsilastirma (p)
Tiirk 6rneklemi 0.902 (0.171) 0.969
WHII 6rneklemi 0.900 (0.23)

WHII: Whitehall Il ¢alismasindaki bireyler kontrol grubu kontrol olarak kullanilmigtir.

Sonug olarak kontrol gruplari arasinda da her iki skor agisindan istatistiksel anlamli

bir fark saptanmamasti
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5. TARTISMA

Bu calisma ailesel hiperkolesteroleminin genetik nedenlerini kapsamli bir
sekilde degerlendirmek, klinik ve genetik iligkisini incelemek amaci ile panlanmistir.
Bu amaglar dogrultusunda, Simon Broome Kriteri’'ne gore degerlendirilerek ailesel
hiperkolesterolemi tanisi alan toplam 52 hasta ¢alismaya alinmistir. Bu hastalarda
bilinen monogenik etiyolojinin disinda poligenik etkiler de degerlendirilmistir.
Monogenik etiyolojinin degerlendirilmesi amaci ile tiim hastalara LDLR dizi analizi
yapilmis, hastaliga neden olan bir mutasyon saptanmayan hastalara ise, sirasi ile dnce
APOB ve PCSKO9 dizi analizi yapilmistir. Bu asama sonunda, 28 hastada patojenik
mutasyon saptanmistir. Kalan 24 hastada dncelikle LDLR kopya sayis1 degisikliklerine
yonelik MLPA yapilmig ve ardindan NGS ile diger nadir genler ve bilinen genlerin
Sanger ile degerlendirilmemis bolgelerine bakilmistir. Sonugta 1 hastada LDLR 'de
homozigot kopya sayisi degisikligi, 1 hastada LDLRAP1 geninde erken stop kodonuna
neden olan bir mutasyon ve 2 hastada APOE geninde inframe delesyon saptanmustir.
Bir hastada LDLR geninde saptanan mutasyonun, RNA c¢alismasi ile splice
degisikligine neden oldugu tespit edilmistir ve bu mutasyon da patojenik olarak
siniflandirilmistir. Toplamda 33 hasta monogenik bir neden saptanirken 18 hastada
monogenik neden saptanmamus, 1 hastada LDLR geninde 6nemi bilinmeyen degisiklik
saptanmistir. Poligenik etkilerin degerlendirilmesi i¢in, ilk asamada patojenik
mutasyon saptanan 28 hastadan Sanger yontemi ile, mutasyon saptanmayan 24
hastadan ise NGS ile PRS hesaplamasi igin gerekli 12 SNP bolgesi genotiplenmis ve
poligenik risk skorlar1 her bir hasta i¢in hesaplanmistir. Bu sekilde ilk defa ailesel
hiperkolesterolemide kullanilmis olan PRS Tiirk hasta grubunda hesaplanmis ve
poligenik etkiler degerlendirilmistir. Ayrica, bulunan genetik degisikliklerin klinige ve
biyokimyasal parametrelerle iliskileri de arastirilmistir.

Hasta grubu iginde patojenik mutasyon 33 (%63,4) kiside mevcuttu. Sadece
klasik olarak bilinen ve tani kriterlerinde yer alan 3 gendeki (LDLR, APOB ve PCSK9)
mutasyonlar dikkate alindiginda ise 30 (%57,6) hastada mutasyon saptanmustir.

Literatiirde, mutasyon saptanma oranlar1 arasinda farkliliklar goriilmekle birlikte,
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oranlar %40-80 arasinda genis bir aralikta degismektedir (10, 39). Hasta grubunda

mutasyon saptanma orani literatiir ile uyumludur.

Hastalarda tan1 yas1 ve mutasyon saptanma durumu iligkisi
degerlendirildiginde, mutasyon saptanan hastalarin yas ortalamalarinin, mutasyon
saptanmayan hastalara gore anlamli dercede diisiik oldugu goriilmiistiir (p=0.003).
Literatiirde benzer sekilde tani yas1 ve mutasyon saptanma iligkisinden bahsedilmistir
(91). Buna gore 40 yas altinda ailesel hiperkolesterolemi tanisi alan bireylerde, 40 yas
iistiinde tan1 alan bireylere gore mutasyon saptanma orani yaklasik iki kat yiiksektir.
Bu durumun, genetik test yapilacak olan hastalarin dncelik siralamasinda 6nemli
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ozellikle tan1 kriterlerinin optimal olmadig1 ve birden
fazla tani kriterinin bulundugu gz Oniine alinirsa, yas parametresi tani kriterlerinin

0zgil olmasini saglamakta kullanilabilir.

Ailesel hiperkolesterolemide, hastada mutasyon saptanmasit hem tedavi
hedefleri, hem hastanin takibi acisindan énem tasimaktadir (6, 10). Ciinkii yapilan
calismalarda, ortalama LDL-K diizeylerinin hem tedavi 6ncesi hem tedavi sonrasi
dénemde mutasyon pozitif bireylerde daha yiiksek seyrettigi bildirilmistir (92). LDL-
K diizeylerinin mutasyon pozitiflerde anlamli derece yiiksek olmasinin yani sira,
mutasyon tipi ve mutasyon saptanan genin de, LDL-K diizeyleri ve tedavi etkinligine
etkisi vardir (92, 93). Hasta grubunda literatiir ile benzer sekilde, kolesterol diisiiriicii
tedavi almayan hastalarda kolesterol diizeyleri, mutasyon pozitif grupta, negatif gruba
gore anlamli derecede yiiksek olarak saptanmistir (p=0.002). Mutasyon tipinin LDL-
K diizeyine etkisini degerlendirmek amaci ile heterozigot LDLR mutasyonu tagiyan
bireyler kendi aralarinda yanlis anlamli ve diger tiplerde (splice, anlamsiz, ¢ergeve
kaymas1) mutasyon tasiyanlar olarak iki gruba ayrilmustir. Iki grup arasmda LDL-K
diizeyleri agisindan ise anlamli bir fark saptanmamigtir. Bu durum literatiir ile uyumlu
degildir (92). Fakat, ayn1 mutasyonu tasiyan bireyler arasinda bile, LDL-K
diizeylerinin farklilik gosterebilecegi ve bunun diger genetik ve ¢evresel faktorler ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir (94). Bu faktorlerin  etkisi sonucunda, iki grup
arasinda anlamli bir fark saptanmiyor olabilir. Istatistiksel olarak anlamsiz olsa da
splice/anlamsiz/ger¢eve kaymasi mutasyonu tasiyan bireylerin tedavisiz LDL-K

diizeyleri ortalama olarak missens mutasyon tasiyanlara gore yiiksektir. Bu nedenle,
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orneklemdeki birey sayisinin diisilk olmasi da istatistiksel anlamsizhiga katkida

bulunmus olabilir.

LDL-K disinda yer alan diger biyokimyasal parametrelerin (TK, TG, HDL-
K), mutasyon ile iliskisine bakildiginda, tedavi altinda TG degerleri haricinde,
mutasyon pozitif ile negatifler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Fakat genel olarak bakildiginda tedavisiz TK ve tedavili TK degerleri
mutasyon pozitiflerde ortalama olarak daha yiiksek bulunmustur. Literatiirde TK
seviyelerinin de, LDL-K’ya benzer sekilde mutasyon pozitif hastalarda daha yiiksek
bulundugu bildirilmistir (95). LDL pargaciklari plazma kolesteroliiniin % 50’den
fazlasini tagidigt icin LDL-K diizeyleri ile TK nin dogrudan iliskili olmas1 normaldir
(4). Tedavisiz TG degerleri de mutasyon pozitif hasta grubunda negatif gruba gore
yiiksektir. Ailesel hiperkolesterolemisi olan hastalarda TG yiiksekligi genel olarak
beklenen bir durum degildir. Bununla birlikte, aglik TG diizeylerinin, hem LDLR’de
islev kayb1 neden ile IDL gibi TG igerigi zengin lipoproteinlerin hiicre i¢ine aliminin
bozulmasi, hem de VLDL sentezinin artmasi ile bir miktar arttigi gozlenmistir (96).
Hasta kohortuna baktigimizda TG ortalamasi (174.4 mg/dl) sinirda yiiksek (borderline
high) bulunmustur (150-199 mg/dl) (97). Mutasyon pozitif hasta grubunda diizeyler
daha yiiksek iken mutasyon negatif hastalarda daha diisiik diizeyler gézlenmistir.
Bununla birlikte, tedavi altindaki degerlerde mutasyon pozitif hastalarin mutasyon
negatiflere gore anlamli derecede Yyiiksek olarak bulunmustur (p=0.026). Bu durum
mutasyon pozitif hastalarin daha yiiksek LDL-K diizeylerine sahip olmalari nedeniyle
daha yiiksek doz statin tedavisi almalarindan kaynakli olabilir. Ailesel
hiperkolesterolemide, ana tedavi segeneklerinden olan statinlerin, TG diizeyini yiiksek
dozlarda kullanildiginda, daha etkili sekilde azaltabildigi literatiirde bildirilmistir (98).

Hastalarda KAH Oykiisii ve ksantoma/ksantalezma bulgusu ile mutasyon
saptanma durumunun iligkisi degerlendirildiginde, mutasyon pozitif ve negatif grup
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Kardiyovaskiiler hastalik riskinin mutasyon
pozitif bireylerde daha yiiksek oldugu bilinmektedir (7). Hasta grubunda ise, iki hasta
grubu KAH &ykiisii agisindan karsilagtirildiginda, mutasyon negatif hastalarda oransal
olarak KAH 0ykiisii daha yiiksektir. Bu durum mutasyon pozitif hastalarda yas
ortalamasinin diistikligi ile iliskili olabilir. Bu sayede daha erken tedavi ile KAH

gelisiminin Oniine gegilmis olabilir. Buna karsin, mutasyon negatif hastalarda, ileri
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tan1 yasi hastaligin ilk olarak KAH gelisimi sonrasinda saptanmasi ile iligkili olabilir.
Ksantoma/ksantalezma bulgusu agsindan mutasyon pozitif ve negatif grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, mutasyon pozitifler iginde
homozigotlar ile heterozigotlar arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0.0001).
Ksanotma/ksantalezma bulgusu daha uzun siireli ve daha yiiksek miktarda kolesterol
maruziyeti ile iliskilidir ve homozigot bireylerde daha fazla goriildiigi bildirilmistir
(7). Bu durum, iki grup arasindaki farklilig1 agiklamaktadir.

Hastalarin aile oykiileri ve mutasyon iligkisi, aile bireylerinde TK yiiksekligi
ve KAH oOykiisii kullanilarak degerlendirilmistir. Aile bireylerinde (1. ve 2. derece
akrabalarda) TK yiiksekligi (>290mg/dl) olan hastalarda, mutasyon saptanma orant,
olmayanlara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0.001). Bu durumun
nedeni mutasyon pozitif hastalarda hastalik etkeni olan mutasyonun mendelyan
kalittm1 nedeni ile aile bireylerinde de fenotipin goriilme ihtimalinin daha yiiksek
olmasi olabilir. Literatiirde, mutasyon pozitif hastalarin bile etkilenmis akraba
oraninin hesaplanandan daha diisiik oldugu (%30) ve poligenik etiyolojiye bagh
hastaligin, aile bireylerinde goriilme ihtimalinin ise daha az oldugu bildirilmistir (10,
99). Hastalarda, mutasyon ile aile bireylerinde KAH 6ykiisii bulunmasi iliskisi
incelendiginde ise, mutasyon negatif hastalarin 1. derece akrabalarinda KAH saptanma
orani, mutasyon pozitiflere gére anlamli derecede yiiksek bulunmustur (0.042). Bu
durum, kullanilan tani kriteri ile iligkili olabilir. Simon Broome Kriterleri’ne gore
kiside LDL-K ytiiksekligi ile birlikte, akrabada TK yiiksekligi ya da akrabada KAH
Oykiisii olmast durumunda, kisi ailesel hiperkolesterolemi tanisi alir. Mutasyon pozitif
bireylerde kalitimin aile iginde daha yiiksek oranda oldugu disiiniiliirse, bu grupta
daha ¢ok sayida TK yiiksekligi olan akraba bulunmasi ve hastalarin daha ytiksek
oranda bu parametre ile tan1 almasi normaldir. Mutasyon negatif grupta ise tani
konulmasi i¢in aile bireylerinde TK yiiksekliginden ¢ok, KAH 0Oykiisii olanlarin
secilmis olmas1 muhtemeldir. Ciinkii daha 6nce de bahsedildigi gibi aile i¢i kalitim
daha diistik beklenmektedir. KAH kompleks kalitim gosteren yaygin bir hastaliktir ve
kolesterol disinda bir¢ok yolak ile ¢evresel faktdr gelisimine katki sunar (100). Bu
nedenle, aile bireylerinde KAH o6ykiisii olan, fakat TK yiiksekligi (>290mg/dl)

olmayan hastalar daha tarafli segiliyor olabilir. Boyle bir durum var ise, 6zellikle
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Ozgiilliigh artirmak i¢in, tan1 kriterinde bulunan ilgili parametrelerin (aile bireylerinde

KAH veya TK vyiiksekligi 6ykiisii) modifiye edilmesi diisiiniilmelidir.

Hasta grubunda genetik etiyoloji ayrintili olarak incelenmis ve mutasyon
pozitif-negatif ayrimi bu inceleme sonucunda gergeklestirilmistir. Mutasyon pozitif
grup incelendiginde genetik heterojenite ve farkli kalittm modelleri ile karsimiza
kompleks bir grup ¢cikmaktadir. Hasta grubunda dikkat ¢ekici 6zelliklerden bir tanesi,
4 adet homozigot ailesel hiperkolesterolemi (LDLR mutasyonu iligkili) ve 1 adet
resesif  hiperkolesterolemi  (LDLRAP1) saptanmasidir. Homozigot ailesel
hiperkolesterolemisi olan bireylerin, tiim hasta grubuna oran1 1/13’tiir. Bu oran tim
hasta grubu literatiir bilgisi ile karsilastirildiginda yiiksektir. Literatiirde homozigot
ailesel hiperkolesteroleminin heterozigot forma gore oldukga diisiik siklikta (yaklasik-
1/300.000) goriildiigii bilinmektedir (6). Ulkemizde akraba evliliginin yiiksekligi goz
Ontine alindiginda homozigot hastaligin yiikksek oranda saptanmasi bununla iliskili
olabilir (101). Bunu destekleyecek bicimde homozigot LDLR mutasyonu saptanan

hastalarin tiimiinde, ebeveynler arasinda akrabalik mevcuttur.

Bunun disinda, genel olarak bakildiginda toplamda 34 hastada 3 farkli gende
(LDLR, LDLRAP1, APOE) 24 adet farkli mutasyon saptanmustir. 23 farkli mutasyon
hastalik ile iligkili (patojenik/muhtemel patojenik) olarak smiflandirilmistir. Hasta
kohortunda, 3 kiside goriilen LDLR c.1729T>C (p.Trp577Arg) degisikligi, daha dnce
Tiirk ailesel hiperkolesterolemi kohortunda LDLR mutasyon spektrumunun konu
edildigi bir ¢alismada 55 mutasyon pozitif hastanin 9 tanesinde saptanmustir (102).
Benzer sekilde iki farklh Tiirk ¢alismasinda kohortumuzla ayn1 mutasyonlar1 tagiyan
bireyler mevcttur. Tablo 5.1.°de iki farkli Tirk kohortunda ve ayni zamanda
kohortumuzda  saptanan LDLR mutasyonlari gosterilmistir. Saptanan bazi
mutasyonlar diinyada da sik gériilen ve ¢alismalarda bildirilen mutasyonlardir. Ornek
olarak: c.682G>A (p.Glu228Lys), c.1618G>A (p.Ala540Thr) degisikliklerinin Latin
Amerika’da en sik gorilen degisikliklerden olduklar1 bildirilmistir  (103).
Kohortumuzda saptanan c.1775G>A (p.Gly592Glu) degisikligi ise Cekya’da en sik
goriilen degisikliklerden birisi olarak bulunmustur (104). Bunlarla birlikte Tablo
5.1.’de gorildiigi tizere, farkli Tiirk popiilasyon ¢alismalarinda benzer degisiklikler
one cikmugtir. Ozellikle, ¢.1729T>C mutasyonu Tiirk popiilasyonunda ailesel

hiperkolesteroleminin en sik etkeni olmaya aday goziikmektedir.



96

Tablo 5.1. Farkli Tiirk ailesel hiperkolesterlemi galismalarinda ortak olarak saptanan
LDLR degisiklikleri

Mutasyon Saptanan Kisi sayis1 | Saptanan Kisi sayis1 | Saptanan Kkisi sayisi
(Kaynak: (102)) (Kaynak:(105)) (Bu ¢alisma)

€.1322T>A (p.lle441Asn) Var (say1 verilmemis) 0 1
€.1601C>A (p.Thr534Asn) Var (say1 verilmemis) 0 1

¢.1729T>C (p.Trp577Arg) 9 7 3
¢.1678A>T (p.1le560Phe) Var (say1 verilmemis) 2 2

€.1324T>C (p.Tyrd42His) Var (say1 verilmemis) 0 1
c.1478_1479del 6 1 1
p.(Ser493CysfsTer42)

€.664T>C p.(Cys222Arg) Var (say1 verilmemis) 1 2
€.1567G>A p.(Val523Met) Var (say1 verilmemis) 0 1
¢.1618G>A p.(Ala540Thr) Var (say1 verilmemis) 2 1

¢.81C>G p.(Cys27Trp) 0 1 2

€.682G>A p.(Glu228Lys) 0 1 1

Bilinen mutasyonlar disinda, daha 6nce literatiirde bildirilmemis olan, iki adet
LDLR mutasyonu birden fazla kiside saptanmistir. Bunlardan ilki ¢.372delG
p.(GIn125SerfsTer81) mutasyonudur. Bu mutasyonu tagiyan bireylerin ortak kokenleri
Ankara/Beypazar1 bolgesi olarak goriinmektedir. Hastalarin pedigrileri incelendiginde
iki hastanin ayni koyden, bir hastanin ise yakin kdyden oldugu bilgisi mevcuttur, fakat
yakin dereceli bir akrabalik durumu pedigrilere gére anlagilamamaktadir (Bkz. Sekil
4.2.). Bu hastalarin ortak ataya sahip olmasi muhtemeldir. Ikinci mutasyon ise
€.2477_2493del mutasyonudur. Bu mutasyona sahip iki bireyin kdkenleri de yine
Ankara’nin farkli ilgelerine dayanmaktadir ve pedigri incelemesinde akrabalik
bilgisine ulagilamamistir. Bu 17 bazlik ekzonik delesyonun iki ucunda, ayni 3 bazlik
dizinin (5’-acc-3’) yer almasi nedeni ile (Bkz. Sekil 4.4.) olusum mekanizmasinin
DNA c¢ift zincir kirik tamir mekanizmalarindan, mikrohomoloji aracili ug birlestirme
(microhomology mediated end joining) olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu mutasyon
sonrasi 17. Ekzon iginde erken stop kodonu olusmaktadir. Bu sekilde LDLR proteinin
hiicre 1i¢inde kalan C-terminal bolgesinin biiyiik oranda kodlanamadigi
anlasilmaktadir. Sonug olarak, LDLR mutasyon spektrumuna giren 2 adet yeni P/MP

mutasyon tanimlanmaistir.

LDLR nokta mutasyonu saptanan hastalar diginda bir hastada MLPA ile ekzon
11 ve 12’yi1 igeren bir homozigot duplikasyon saptanmistir. Bugiine kadar, ¢ok farkli
LDLR gen i¢i
iligskilendirilmistir (106). Ekzon 11-12 duplikasyonu ise ailesel hiperkolesterolemi ile
iliskili LDLR kopya
hiperkolesterolemi kohortunda bildirilmistir (107). Bu duplikasyonun, ekzon 11 ve

kopya sayist degisiklikleri, ailesel hiperkolesterolemi ile

sayist degisikliklerinin incelendigi biiyiik bir ailesel
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12’nin igerdigi toplam baz sayisinin (259 baz) iiciin kat1 olmamasi nedeni ile ¢ergeve
kaymasina neden oldugu diisiiniilmistiir. Bu duruma iki ekzon etrafindaki Alu
dizilerinin yol agmis olmasi olasidir. Sekil 5.1.°de UCSC Genom Browser veri
tabanindan elde edilen goriintiide LDLR geni ekzon 11-12 ve etrafinda yer alan alu

dizileri goriilmektedir.

GENCODE V39 (2 items filtered out)

LOLR A ANmnm-
LOLR ¢ I ANNI-
LOLR ¢ AT AU -
LOLR ¢t AT AMNTITnT-
g G { NI AU
LOLR ¢ A g A
NCBI RefSeq genes, curated subset (NM_x, NR_x, NP_x or YP_¥) - Annotation Release NCBI Homo sapiens 169,20211119 (2021-11-23)
LOLR/NM_001195799.2 Al AR
LDLR/N4_091135869,2 4 I UGN
LDLR/NM_091195863,2 QTS g TS
LOLR/NH_001195798.,2 4 I (NIRRT
LOLR/N1_006527.,5 £ U R
UCSC annotations of RefSeq RNAS (NM_x and NR_®)
LOLR/NM_001195798 < I MR
LOLR/NM_091195799 LT A
LOLR/NM_806527 4 I TTRTTRTINE
LOLR/NM_001195863 A AT
LOLR/NM_001195569 £ I MR
Repeat ing Elements by RepeatMasker
SINE | I ] ———— /7

Sekil 5.1. UCSC Genom Browser veri tabanindan elde edilen LDLR transcriptleri ve
tekrar dizileri. Sekilde RefsSeq ve Gencode transkriptlerinin 11 ve 12.
ekzonlar1 (Kalin koyu mavi kisimlar) ve altta siyah-gri kutucuklar seklinde
RepeatMasker veri tabanina gore iki ekzonun etrafindaki intronik bolgede
yer alan tekrar elementleri (Alu) goriillmektedir.

Hastalardan bir tanesinde ve kolesterol yiikseligi saptanan iki aile bireyinde
LDLR geninde heterozigot ¢.1060+10G>A mutasyonu bulunmustur. Bu mutasyon
gnomAD veri tabaninda ¢ok az sayida kiside bildirilmistir. Bu 6zellikleri ile patojenik
olmaya aday olsa da intronik bir varyant olmasi ve fonksiyonel olarak splice
aktivitesini etkileme durumunun bilinmemesi, aynm1 noktada polimorfik G>C
degisikliginin olmasi ve literatiirde yeterli bilgi olmamasi nedeni ile nemi bilinmeyen
degisiklik olarak degerlendirilmistir. Tiirkiye’den bildirilen bir yayinda homozigot
ailesel hiperkolesterolemi olduklari bildirilen monozigotik ikizlerde 1060+10G>A
mutasyonunun homozigot olarak bulundugu bildirilmis ve bu degisikligin hastalik ile
iligkili oldugu belirtilmistir (108). Fakat yayin incelendiginde, hastalarda tedavi dncesi
LDL-K diizeylerinin heterozigot hastalik diizeyinde oldugu belirtilmis ve ayrica
babalarinda da benzer diizeylerde LDL-K yiiksekligi oldugu goriilmiistiir. Ayrica, iki
hastada da heterozigot olarak taginan bir missens mutasyon (c.542C>T) oldugu
goriilmistiir.  Bu durum c¢.1060+10G>A degisikliginin patojenik olma ihtimalini
diislirmektedir. Kohortumuzdaki hasta yayinda bildirilen, ¢.542C>T mutasyonu
acisinda tekrar degerlendirilmis ve bu mutasyon hastada saptanmamistir. Bu 6rnekten
de yola cikarak, bu mutasyonun kendi basina hastalik yapmaktan ote, hastaliga yol

acabilecek baska nadir bir varyant ile birliktelik gosterebilecegi ya da diger
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varyantlarin etkisini modifiye edici Ozellikleri olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sonug
olarak, bu degisiklik 6nemi bilinmeyen degisiklik olarak degerlendirilmis ve bu hasta;
mutasyon fenotip iliskisi, PRS’lerin hasta gruplar1 arasinda karsilagtirilmasi gibi

istatistiksel analizlere dahil edilmemistir.

Dizi analizi sonrasi ilk asamada Onemi bilinmeyen degisiklik olarak
siiflandirilan bir diger LDLR mutasyonu; es anlamli ¢.2139A>G  degisikligiydi.
14.ekzonun sondan ikinci bazinda yer almasi nedeniyle splice bolgesinde yer alan ve
veri tabanlarinda saptanmayan bu mutasyon, daha 6nce bir Tiirk hastada homozigot
olarak bildirilmistir (102). Yayinda hastanin kolesterol degerleri homozigot ailesel
hiperkolesterolemi ile uyumlu olarak bulunmus ve akrabalari arasinda etkilenen
bireylerde ayni degisiklik saptanmistir. Varyantin splice degisikligine etkisi
fonksiyonel olarak gosterilemedigi ve olas1 diger genetik etkenler ekarte edilemedigi
icin varyantin 6nemi bilinmeyen degisiklik olarak siniflandirildig: bildirilmistir.
Kohortumuzda bu varyanti tagiyan 50 numarali hastada yapilan RNA ¢alismalarinda
birden fazla anormal transkript tespit edilmis ve bunlardan bir tanesi net sekilde Sanger
dizi analizinde gosterilebilmistir (Bkz. Sekil 4.11.). Bir diger transkriptinde olas1
splice bolgesinin yine 14. intron iginde yer aldgi anlagilmaktadir. Sonug¢ olarak iki
transkript de iginde erken stop kodonu igeredigi icin aralarinda fonksiyon kaybi
acisindan bir fark olmadig diistiniilebilir. Hastada ilk PCR sonrasi jel goriintiisiinde
kanonik transkriptin, anormal transkriptlere gore ¢ok daha koyu olarak goriilmesi
anormal transkriptlerin erken donemde yikiliyor olabileceginin gostergesidir. Mutant
alele gore tasarlanan primer ile alel spesifik PCR yapildiginda sadece anormal
transkriptlerin ¢ogalmasi ve kontrol 6rneginde herhangi bir band goériilememesi de
mutant alelin normal transkript varyanti iiretemedigini bize gostermektedir (Bkz. Sekil
4.10.). Sonug olarak bu degisiklik, erken stop kodonuna sahip ve potansiyel olarak
anlamsiz mutasyon aracili RNA yikimina (nonsense mediated RNA decay) gidebilecek
transkriptler tiretmekte ve normal trnakript {irlinii olugturamamaktadir ve bu nedenle
hastaliga neden olacak diizeyde fonksiyon kaybina neden olacag: diisiiniilmiistiir. Bu
mutasyonun patojenitesinin saptanmasinin bir diger dnemi, mutasyon negatif olarak
diisiiniilen hastalarin bir kisminda, yanlis negatifligin olabilecegini géstermesidir. Bu
tip sinonim mutasyonlar yanlis sekilde siniflandirmaya aciktir ve mutasyon negatif

olarak smiflandirilan hastalarda, muhtemel benign, benign veya VUS olarak
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degerlendirilen buna benzer varyantlar bulunuyor olabilir. Bu nedenle saptanan
mutasyonun degerlendirmesi ve siniflandirilmasi yapilirken dikkatli olunmali ve bu
kisiler yanlishikla mutasyon negatif olarak disiiniilmemelidir. Ciinkii mutasyon
durumu daha oOnce de bashedildigi iizere kisinin tedavi ve takibini dogrudan

etkilemektedir.

Literatiirde, LDLR diginda en sik iki monogenik etken olarak APOB ve PCSK9
gen mutasyonlar1 6ne ¢ikmustir (6). Kohortumuzda bu iki gende hastalik ile iliskili
mutasyon saptanmamuistir. Bununla birlikte, ailesel hiperkolesterolemi fenotipi iliskili
olarak, 3 kiside 2 farkli gende iki mutasyon saptanmistir. Bunlardan biri APOE
geninde 2 kiside saptanan, ailesel hiperkolesterolemi fenotipi ile iliskili ¢.500_502del
(p.Leul67del) mutasyonudur. Bu mutasyon son donemde tanimlanmis ve daha sonra
yapilan fonksiyonel calismalarda mutasyonun, LDLR ’nin ekspresyonunun azalmasina
neden oldugu ortaya c¢ikarilmistir (8, 109). Literatiire gére APOB mutasyonlari
mutasyon pozitif hastalarin ortalama %?5-10’unu olustururken, PCSK9 mutasyonlari
yaklasik %1’ini olugturmaktadir (6). APOE ise daha az miktarda gériilmektedir. Bu
bilgilere ve hasta grubunun verisine gore, mutasyon pozitif hastalarin genetik etkenler
ve bunlarin goriilme siklig1 bakimindan, Tiirk popiilasyonu ve diger popiilasyonlar
arasinda belirgin bazi farkliliklar olabilecegi goriilmektedir. Bununla birlikte, bu
hipotezin degerlendirilmesi ancak daha biiyiik hasta gruplar1 ve kapsamli bir arastirma
ile miimkiin olabilir. Ikincisi ise, LDLRAP1 geninde bir hastada saptanan homozigot
€.406C>T (p.GIn136Ter) mutasyonudur. Bu mutasyon daha once hastalik ile iligkili
olarak Tiirk ve Liibnan’l1 ailelerde bildirilmistir (110). Ulkemizde akraba evliliginin
sikligt goz Oniine alindiginda, resesif formun goriilme ihtimalinin artacagi
diistintilebilir. LDLRAP1 mutasyonlar1, 6zellikle bati toplumlarindan farkli olarak
daha sik hastalik etkeni olabilir. Bu durumun mutasyon saptanmayan hasta grubunda

ozellikle g6z onilinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Literatiirde bildirildigi tizere ailesel hiperkolesterolemide mutasyon
bulunamayan bireylerde, poligenik etiyolojinin iizerinde durulmustur (11, 12).
Calisgmamiz kapsaminda da analizler sonrasi nedensel mutasyon saptanamayan
mutasyon negatif bir hasta grubu mevcuttu. Literatiire dayanarak, poligenik etkilerin
popiilasyonumuzdaki roliinii degerlendirmek amaci hem mutasyon saptanamayan

hastalara hem de onlarla karsilastirilmak tizere mutasyon pozitif ve Tiirk popiilasyon
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ornekleminde PRS hesaplanmistir. Farkli popiilasyonlarda denenmis olan PRS’ler, ilk
defa Tiirk ailesel hiperkolesterolemi kohortunda degerlendirilmistir. Calismamizda da
gorildiigii gibi monogenik etiyolojiler agisindan diger iilkelere 6zellikle bat1 iilkelerine
kiyasla farkliliklar goriilmektedir. Bu nedenle bati iilkelerinde olusturulmus PRS’lerin
Tirk toplumundaki kullanilabilirligi 6nemli bir soru isaretidir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda 12 SNP ve 6 SNP skor ortalamasi kontrol érnekleminde
en disik seviyede bulunmustur (12-(0.902, SS:0.171); 6-(0.609, SS:0.165)).
Mutasyon pozitif hasta grubunun skor ortalamasi kontrol grubuna gore yiiksek,
mutasyon negatiflere gore distiktir (12-(0.977 SS:0.153); 6-(0.709, SS:0.138))
Mutasyon negatif hasta grubunun ise PRS ortalamasi diger iki gruba gore yiiksek
bulunmustur (12-(1.051, SS:0.120); 6-(0.777, SS:0.098)). Bu durum literatiirdeki diger
popiilasyon verileri ile karsilagtirildiginda genel anlamda uyumlu gériinmektedir (10,
13). Ayrica, farkli popiilasyonlarin mutasyon negatif, pozitif ve kontrol gruplarinin
skor ortalamalar1 da kendi iglerinde karsilastirildiginda genel olarak anlamli farklar
bulunmadig goriilmiistiir. Tiirk popiilasyonunda kii¢iik bir 6rneklem grubu olmasina
ragmen diger popiilasyonlar ile benzer bir 6riintliniin kasimiza ¢ikmasi, farkli agilardan
onem tagimaktadir. Bunlardan ilki, bu PRS’lerde kullanilan SNP’lerin genel anlamda
bizim popiilasyonumuz i¢in de avrupa popiilasyonlarma benzer frekans ve etki
bliytikliiklerine sahip oldugunun gosterilmis olmasidir. Ciinkii literatiirde bildirildigi
tizere, bir popiilasyon ya da etnik grup iginde kolesterol diizeyine etki eden varyantlar
ya da gen bolgeleri, diger popiilasyonda etkisiz olabilmektedir (111). Sonug olarak,
iki PRS agisindan 6n bir veri elde edilmistir. Bu veri literatiir ile genel anlamda uyumlu
oldugundan, bu skorlarin Tiirk popiilasyonunda hastaligin eksik kalitabilirliginin ne
kadarini agiklayabildigi gibi daha biiyiik 6rneklemler ile arastirilmasi gereken sorulara
yonelik ileri calismalar yapilabilir. Ikinci olarak, bu skorlarda kullanilan SNP’lerin
elde edildigi GWAS meta- analiz ¢alismasindan, farkli SNP alt gruplar secilerek yeni
skorlar, farkli yontemler kullanilarak olusturulabilir (112). Bu sekilde, kolesterol
diizeyleri ile ilgili olarak Tiirk toplumuna 6zgii bir GWAS caligmasi1 yapilmasi gerekli
olmadan yeni PRS calismalar1 yapilabilir. Son olarak ise, monogenik etiyolojide
farkliliklar goriilmekle birlikte, Tiirk popiilasyonunda da PRS’lerin diger
popiilasyonlarla benzer olmasi, poligenik etkinin monogenik etiyolojiden bagimsiz

olarak hastaligin olusmasina katki yapabilecegini gostermektedir.
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Hasta gruplarinin iki PRS ac¢isindan farkliliklar1 incelendiginde, mutasyon
pozitif hasta grubunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bir skora sahip oldugu
goriilmektedir (10, 13). Bizim ¢alismamiz agisindan bakildiginda 6 SNP skorunun
ortalama degeri mutasyon pozitif hasta grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksektir. 12 SNP skoru da yiiksek bulunmasina ragmen bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu sonugclar, literatiirde monogenik hastaligin
ekspresyonuna poligenik etkilerin oldugu seklinde yorumlanmistir (10). Bu
durumumun dogrulugu kanith degildir. Bununla birlikte, ayn1 mutasyonu tasiyan
bireylerde bile kolesterol diizeyleri arasinda biiyiik farklar olabilecegi g6z Oniine
alindiginda dogru bir 6nerme olabilir (93). Normal sartlarda monogenik hastalik i¢in,
etken mutasyonun tek basina fenotipi ortaya ¢ikarmasi beklenmektedir. Bu durumda
mutasyon pozitif hastalarda poligenik etkiler ¢cok 6nemli olmayacag: igin, kontrol
grubu ile mutasyon pozitif hasta grubunun ortalama olarak benzer skorlara sahip
olmasi gerekmektedir. Durumun bu sekilde olmamasi, monogenik hastaligin da
aslhinda sadece monogenik olmadigi ve tam ekspresyon igin poligenik etiyolojinin de
rolii olabilecegini diigiindiirmektedir. Buna gore Ozellikle daha disiik etkili
mutasyonlar tasiyan hastalar i¢in (yanlis anlamli vb.), hastada LDL-K diizeylerinin
ailesel hiperkolesterolemi diizeyine gelebilmesi ve fenotipi tam olarak ortaya
cikarabilmesi i¢in mutasyon tek basina yeterli olmayabilir. Bu tip bir durumda LDL-
K diizeyleri 190mg/dl smir degerlerinin altinda kalabilir ve bu nedenle aslinda
mutasyon pozitif bir birey tani kriterlerini karsilamadigi i¢in takip ve tedaviye
alinamayabilir. Bu da bize toplumda beklenenden daha fazla sayida mutasyon pozitif
ailesel hiperkolesterolemi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bu
varsayimlarin tamami su anda hipotetik diizeydedir ve bunlara yonelik ileri ¢aligmalar

yapilmasi gereklidir.

Mutasyon negatif hasta grubunun skor ortalamasi, bazi popiilasyonlarda
istatistiksel anlamli, digerlerinde istatistiksel anlamsiz olsa da mutasyon pozitif
hastalara gore yiiksek bulunmustur. Tiirk popiilasyonunda da benzer bir fark ortaya
cikmistir. 6 SNP skorunda gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark mevcut iken, 12
SNP skorunda anlamli fark bulunmamustir. Bu iki grup arasindaki fark, poligenik
hastaligin ortaya ¢ikmasi icin monogenik forma gore daha yiiksek diizeyde, kiiciik
etkili SNP’nin kiside birikmesi gerektigini gosteriyor olabilir. Bazi popiilasyonlarda
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IKi grup arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamistir. Bu durum, 6rneklemlerin
kiictikligii ile iligkili olabilecegi gibi yanliglikla poligenik olarak degerlendirilmis ve
PRS diizeyi diisiik olan hastalardan kaynaklanabilir. Literatiirde yapilan PRS
caligmalarinda sadece LDLR, APOB ve PCSK9’a yonelik degerlendirme yapilmis ve
bu ili¢ gende ailesel hiperkolesterolemi ile iliskili mutasyonlar, mutasyon pozitif olarak
degerlendirilmistir (10, 13). Calismamizda da ilk asamada bu ¢ gen
degerlendirildiginde 29 hastada etken monogenik neden olarak saptanirken, 21 hastada
etken bir degisiklik bulunamamsti. Diger genetik nedenler degerlendirilmese, 2 adet
APOE, bir adet LDLRAP1 mutasyonu saptanan toplam 3 hasta negatif grupta yer
alacakti. Ayrica, LDLR sinonim mutasyonu saptanan bir hastada RNA analizi
yapilmasaydi, bu mutasyon énemi bilinmeyen degisiklik olarak degerlendirilecek ve
hasta degerlendirmeye alinmayacakti. Bu durumda poligenik skorlarinda nasil

degisiklikler olacagi Tablo 5.2.”de verilmistir.

Tablo 5.2. NGS ve RNA analizi yapilmadigi durumda PRS ve gruplar arasi

degerlendirme
12 TNP Skoru Ortalama ve Stnadart Sapma | Gruplar arasi p degeri
Mutasyon Pozitif (29 kisi) 0.987 (0.134) 0.24
Mutasyon Negatif (21 kisi) 1.036 (0.153)
6 TNP Skoru Ortalama ve Standart Sapma | Gruplar arasi p degeri
Mutasyon Pozitif (29 kisi) 0.721 (0.126) 0.076
Mutasyon Negatif (21 kisi) 0.758 (0.128)

Tabloda da goriildigii tizere p degerleri daha yiiksek ve iki grubun ortalamalar
birbirine daha yakin olacakti. Buna gore, PRS’lerin daha etkin olarak kullanilabilmesi
icin monogenik nedenlerin iyi analiz edilmesi gereklidir. Bu sekilde PRS’lerin iki
grup arasinda ayiricilii artirilabilir. Ayrica, PRS diizeyleri i¢in smir degerleri
belirlenerek, sinir degerlerin altinda kalan bireylerde monogenik etiyoloji aranmasina
devam edilmesi gerekebilir. Bu tip sinir degerleri literatiirde belirlenmistir (10, 13).
Fakat, Tiirk popiilasyonu i¢in bu degerler gecerli olmayabilir. Bu degerin
hesaplanabilmesi i¢in Oncelikle, Tirk popiilasyonunu temsil eden kontrol
ornekleminin LDL-K degerlerini bilinmesi ve o6rneklemin daha biiyiikk olmasi
gerekmektedir. Literatiirde kontrol grubu (popiilasyon érneklemi) verileri ile bayes
istatistigi kullanilarak bu tip sinir degerleri belirlenmis ve poligenik hastalik olasilig1

belirtilmistir (13).
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12 ve 6 SNP PRS’lerinin mutasyon negatif ve kontrol gruplari arasinda
karsilagtirildiginda  ¢alisma yapilan popiilasyonlarin ¢ogunda istatistiksel olarak
anlaml fark oldugu saptanmustir (10, 13). Bu durum ¢alismamizda da benzer sekilde
bulunmustur. Bu da PRS’lerin poligenik hastalig1 belirli diizeyde tiim popiilasyonlarda
benzer sekilde ayirt edebildigini gostermektedir.

Calismamizda 6 SNP skor ortalamasi i¢in tiim gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli olarak bulunmustur. 12 SNP skoru i¢in ise mutasyon
negatif ve kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamli fark bulunurken, diger gruplar
arasindaki fark anlamli degildir. Bu durumun, iki skorun etkinligi agisindan anlam
ifade edip etmedigi ise net degildir. Bunun i¢in bahsedildigi iizere, bir kontrol
ornekleminde bu iki skorun LDL-K diizeyindeki varyansin ne kadar agikladiklar ve
bunlar arasinda istatistiksel fark bulunup bulunmadiginin arastirilmas1 gerekmektedir.

Literatiirde ise iki skor arasinda etkinlik bakimindan fark olmadigindan bahsedilmistir
(13).

Bireysel diizeyde degerlendirildiginde PRS’lerin poligenik hastaligi belirleme
ve tan1 koyma noktasinda eksiklikleri mevcuttur. Alman hasta grubunda 6 SNP skoru
kullanilarak yapilan bir ¢alismada benzer sekilde mutasyon negatif, pozitif ve kontrol
grubu arasinda skor ortalamalar istatistiksel anlamli derecede farkli bulunmustur
(113). Bununla birlikte, skorun LDL-K varyansinin sadece %3’inii agikladigi ve
hiperkolesterolemi hastalarmni siniflamak igin giivenilir bir arag olmadigindan
bahsedilmistir. Farkli bir ¢alismada ise PRS’lerin ailesel hiperkolesterolemiye tani
koymada yetersiz oldugu ve bireysel diizeyde tanmisal bir ara¢ olamayacagindan
bahsedilmistir (94). Bu agilardan bakildiginda, 6 ve 12 SNP skorunun bireysel tanida
kullanilmasimin ¢ok anlamli olmayacagi ve goriilmektedir. Fakat, bu skorlarin
kullanilabilirligi mutasyon negatif hastalarin dogru sekilde belirlenmesi ile bizim
calismamizda da goriildiigi gibi artirilabilir. Bununula birlikte, skorlarin etkinligi,
skor iiretilirken kullanilan yontemden kaynakli olarak diisiik olabilir. Son donemlerde
gelistirilen algoritmalar ve linkage bilgisinin hesaba katilmasi ile daha etkin PRS’lerin
tiretilebilecegi bildirilmistir (78). Farkli yontemler ile iiretilen yeni skorlarin ailesel
hiperkolesterolemi igin gelistirilmesi, poligenik/monogenik hastalik ayrimimin daha
dogru yapilmasinda ve bu sekilde hastaligin takip ve tedavi hedeflerine ulasilmasinda

yardimci olabilir.
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Sonug olarak, ailsel hiperkolesterolemi genetik agidan bakildiginda yiiksek
oranda heterojen bir etiyolojiye sahip, monogenik ve poligenik nedenlerin hastaligin
ortaya ¢ikmasina ortak sekilde katki sagladigi bir hastaliktir. Fakat, mutasyon pozitif
ve negatif hasta gruplarinin; KAH riskleri, takipleri ve tedavi hedefleri ve segenekleri
acisindan farkliliklari oldugu i¢in, klinik bakimdan bu hastalar1 iki farkli grup olarak
degerlendirmek gereklidir. Ayrica, mutasyon pozitif grup icinde de tedavi secenekleri
mutasyon tipine gore farklilik gosterebilmekte ve son donemde gelistirilen antisens
oligonikleotidler, PCSK9 inhibitorleri gibi tedaviler klasik tedavilere alternatif
olusturmaktadir. Bu nedenlerden dolayi, hastaligin genetik nedenlerinin ve gelisim
mekanizmasinin dogru sekilde belirlenmesi klinik agidan biiyiikk 6nem tasimaktadir.
Bu calismada da hem monogenik nedenlere, hem de poligenik nedenlere yonelik
kapsamli bir arastirma yiiriitilmiis ve bu amacla Sanger dizileme, MLPA, NGS ve
RNA c¢aligmasi gibi farkli yontemler kullanilmigtir. Bu sekilde, hastalarda genis
Olcekte monogenik nedenler aydinlatilmig, 2 yeni mutasyon tanimlanmig, 1 gen igi
homozigot duplikasyon saptanmig, 6nemi bilinmeyen degisikligin aslinda patojenik
oldugu goriilmiistiir. Bulunan degisiklikler dogrultusunda hastalara genetik danisma
verilmig takip ve tedavi agisindan gerekli yonlendirmeler yapilmistir. Ayrica, Bu
calisma ile ilk defa Tiirk popiilasyonunda ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda,
PRS’ler denenmis ve ortalama skor diizeyleri diger popiilasyonlar ile benzer sekilde
bulunmustur. Bununla birlikte, ¢alismanin; hasta kohortunun kii¢iik olmasi, kontrol
grubunun kiigiikligii ve kontrol grubunda kolesterol degerlerinin bilinmemesi,
mutasyon negatif hastalarda ayirici tantya giren bazt monogenik dislipidemi genlerinin
degerlendirilememesi gibi eksik yanlar1 mevcuttur. Bu nedenle PRS’lerin LDL-K
diizeylerindeki varyansi ne derece agikladig gibi etkinligin degerlendirilmesinde ve
eksik kalitilabilirligi aciklamada kullanilan parametreler hesaplanamamistir. Bu
sonuglara ek olarak, calismanin sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda ailesel
hiperkolesterolemiye genetik agidan yaklasim ile ilgili bir algoritma 6nerilmis ve Sekil

5.2.de sunulmustur.
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Ailesel Hiperkolesterolemide Genetik
Yaklasim

Hasta da tam kriteri igin gerekli
klinik/biyokimyasal parametrelerde

eksiklik varsa tamamlamir,

Fvet Hasta tam kriterlerine gbre

ailesel hiperkolesterolemi mi? > Ayrica tamlar

Hayir
Pedigri analizleri

Kommpleks

Resesif ile

Dominant/Semidomiant
kalitm kalitim kaltim
Genetik Testler Poligenik etivoloji
Mutasyon saptanmadi icin PRS

(Sonraki
basamaklar ayni)

Sanger ile LDLR

dizi analizi NGS Etken mutasvon saptandi
(Promoter Panel
bolgeler dahil)

Mutasyon saptanmadi Etken mutasyon saptand:
LDLR MLPA ) N
Genetik damgma verilir.
Mutasyon saptanmads Etken mutasyon saptandi

Etken mutasyon saptandi

Mutasyon saptanmads

PRS
deferleri

ueirea gagdnd samaloge

belirli olmalr)
PRS disiik (Suur
degerin altinda)
Monogenik 7

Kuvveth Monogenik sliphesi

Etken mutasyon saptand:

Sekil 5.2. Ailesel hiperkolesterolemide genetik yaklagim algoritmasi.
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6. SONUC VE ONERILER

1. LDLR geninde iki yeni mutasyon saptanmis ve bir sinonim mutasyonun splice

bolgesini degistirdigi bulunarak literatiire katkida bulunulmustur.

2. Mutasyon pozitif ve negatif hasta gruplari arasinda, klinik ve biyokimyasal
parametreler agisindan farkliliklar oldugu gosterilmistir. Bu nedenle genetik testler
yardimi ile hastalarin gruplara ayrilmasi dogru takip ve tedavi hedeflerinin

gerceklesmesine katki saglayacaktir.

3. Mutasyon pozitif ve negatif hasta grubunun dogru sekilde ayriminda sadece klasik
genetik nedenlerin (LDLR, APOB, PCSK9) taramasi yetersizdir. Bu nedenle farkli
teknikler kullanarak ileri genetik tetkikler yapilmasi gereklidir. Bu sekilde tanisal

verim ve duyarlilik artirilabilir.

4. Bu calismada, ilk defa Tiirk ailesel hiperkolesterolemi grubunda poligenik
faktorlerin rolii degerlendirilmistir. Mutasyon negatif PRS diger gruplara gore yiiksek

bulunmus ve bu grup hastada ana nedensel etken olabilecegi diisliniilmiistiir.

5. Mutasyon saptanan ve monogenik hastaliga sahip olan bireylerde hastaligin ortaya

cikisinda poligenik faktorlerin etkisi olabilecegi goriilmiistiir.

6. Mutasyon pozitif ve negatif hasta ayriminin dogru yapilmasinin, poligenik risk

skorlarinin kullanilabilirligine de etki edebilecegi goriilmiistiir.

7. Kullanilan 12 ve 6 SNP iceren poligenik risk skorlart; toplumumuzda, Avrupa
toplumlari ile genel anlamda benzer ortalamalara sahiptir. Bu sonuglar, ileri ¢aligsmalar
icin temel niteligindedir. Popililasyonumuzda daha biiyiik kohortlarda, bu skorlarin

kullanilabilirligi ve etkinlikleri degerlendirilebilir.

8. Hastalara molekiiler tan1 dogrultusunda genetik danisma verilmesi, tedavi ve izlem
acisindan gerekli yonlendirmelerin yapilmasina olanak saglamakta ve bu sekilde
hastaligin olas1 sonuglarindan kaynakli morbidite ve mortalitenin oniine gecilmesine

katk1 saglamaktadir.
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8. EKLER

EK-1. IGV degerlendirmesinde elenen degisiklik 6rnekleri
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Sequence =] cAAGoGACAAMATCTGACGA AT GG GAARAMATCTGCGGTATGGGC GG G

Seauence. =| TG ACTGTACCECCECTECECTTECGT TGT®6TGTETGTETGETET ST

Bu poizsyonda A>G degisikligi goriinmekteydi. IGV’de degisiklik olmadig goriildii
(19. Kromozom) Delesyon olan bir bolge IGV’de tekrar bolgesine geldigi goriiliiyor.

Delesyon goziikkmiiyor. (1.kromozom)
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Bu poizsyonda G>C degisikligi goriinmekteydi. IGV’de degisiklik olmadig: goriildi (1.
Kromozom)
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EK-2. Akrabalarinda mutasyon saptanan hastalar ve iki kusak pedigri ve elektroferogram goriintiileri
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EK-3. Aile bireylerinin mutasyon bilgisi bulunmayan hastalarin elektroferogram goriintiileri
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EK-4. 1 numrali hastanin PRS i¢in kullanilan 12 SNP elektroferogramlari

1 Numaral Hastarmin PRS hesaplamasi icin dizilenen 12 TNP bolgesi
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EK-5. 2 numaral hastanin Amplicon Suite programindan elde edilen 12 SNP bilgisini iceren tablo 6rnegi

Polygenic markers and risk alleles associated with FH

Marker Gene location Common allele Minor allele Risk allele/genotype Called genotype
rs629301 CELSR2 T G T TIT

rs1564348 SLC22A1 T C T TIT

rs1800562 HFE G A G GIG

rs2479409 PCSK9 A G G AIA

rs3757354 MYLIP C T C c/C

rs4299376 ABCGS8 T G G TIT

rs6511720 LDLR G T G GIG

rs8017377 NYNRIN G A A G/A

rs11220462 ST3GAL4 G A A G/IG

rs1367117 APOB C T T G/IG

rs429358 APOE T C e4 >e3 >e2 TIT €3/e3
rs7412 APOE C T e4 >e3 >e2 C/iC €3/e3
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