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for public health. Patients are collected from seven regions of Turkey for investigating
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by TUBITAK supported project “213S147”. Inclusion criteria for these patients were
determined according to average LDL levels. DNA was isolated from peripheral blood
samples. Firstly, these DNAs of patients were amplified by PCR with the primers of the
LDLR gene. After analysis of LDLR gene sequence, 52 patients who had mutation were
selected to study. In 52 patients, APOB and PCSK9 genes were studied by the same
method and all gene sequence analyzes were provided. The result of these analyzes,
from the patients who had LDLR gene mutations, carrying both incidence of APOB
gene mutation was 5.76% and PCSK9 gene mutation was 1.92%.
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1. GIRIS

Ailesel hiperkolesterolemi (AH), diisiik yogunluklu (dansiteli) lipoprotein kolesterol
seviyesinde (LDL-Kolesterol) yiikselmeye sebep olan otozomal dominant kaltilmli
genetik bir metabolik hastaliktir (Coker 2014). Diisiik dansiteli kolesterol, halk arasinda
“koti kolesterol” olarak da bilinir. Ailesel hiperkolesterolemiden etkilenen hastalarda,
LDL reseptorlerinin islev kaybi sonucu, kolesterol kandan temizlenemez. Ailesel
hiperkolesteroleminin goriilme siklig1 yiiksek olsa da tan1 alma oran1 diistiktiir. Amerika
Birlesik Devletinde hastalarin yalnizca %10’unun tani aldigi tahmin edilmektedir
(Wand vd. 2019). Tani1 konulmayan AH olgularinda ilerleyen déonemde, ateroskleroza
bagl koroner kalp hastaligi ve kardiyak mortalite riski artmaktadir (Sag vd. 2016)
(Sekil 1.1). Prevalansin, heterozigot olgularda 1:200 ile 1:500 arasinda oldugu,
homozigotlarda 1:160,000 ile 1:1,000,000 arasnda oldugu disiiniilmektedir (Singh ve
Bittner 2015).

Hastalarin ¢ogu ilk kardiyovaskiiler olay gelisene kadar tan1 alamamaktadir (Sag 2016).
Ciinkii, tek gen hastaliklar1 ile multifaktoryel gecis gosterenler benzer kolesterol
diizeylerine sahiptir. Genellikle kesin tan1 koymada fiziksel bulgular ortaya ¢ikana kadar
beklenildigi i¢in ge¢ kalinmaktadir. Bu sebeple kesin tani i¢in genetik test dnemlidir
(Fouchier vd. 2011). Kardiyovaskiiler hastalik riski bu hastalarda 20 kat daha yiiksektir
(Sinan ve Sansoy 2014). Erken taninin konulmas: ve uygun tedavi ile AH hastalarinda
yasam beklentisi artmaktadir (Sag 2016).

Sekil 1.1 Aterosklerozun sematik gosterimi (https://www.endocrinologyadvisor.com
2019)



1.1 Hastalikta Tam ve Tedavi

Uygun tedavi yonetimi ve genetik danigsmanlik saglamak icin fenotipik olarak benzer
bozukluklar1 ayirt etmek 6nemlidir (Sag 2016). Etiyolojik olarak dislipidemiyi primer ve
sekonder lipid mekanizmasi1 bozukluklar1 olarak iki grupta incelemek miimkiindiir.
Primer dislipidemiler, lipid mekanizmasinda rolii olan genlerdeki bozukluklar sebebiyle
gortiliirken, sekonder dislipidemiler arka planda bulunan baska sebeplere dayali lipid
profili  bozukluklaridir (Bozkirli 2018). Primer hiperlipidemiler, Fredrickson
siniflandirmasi olarak bilinen, hastalardaki plazmanin lipoprotein seviyelerine gore 5
gruba ayrilirlar; tip 1, Ila, IIb, III, IV ve V (Cizelge 1.1). Ailesel hiperkolesterolemi tip
la ve tip 1lb dislipidmileri kapsar (Incecik vd. 2006).

Cizelge 1.1 Primer lipid bozukluklari i¢in Fredrickson Siniflamasi

Tip Diger isimleri Kusur Artan lipoprotein
Tip la Ailesel Silomikronemi LPL aktivitesinde
azalma
Tip Ib Ailesel Apoprotein ClI ApoClI bozuklugu
eksikligi Silomikronlar
Tip Ic Kanda LPL inhibit6rii
varligi
Tip lla Ailesel LDL Reseptor LDL
Hiperkolesterolemi eksikligi
Tip llb Ailesel Kombine Azalmis LDL LDL, VLDL
Dislipidemi reseptoril, artmig ApoB
Tip I Ailesel ApoE2 sentez kusuru IDL
Disbetalipoproteinemi
Tip IV Ailesel Artmus VLDL iiretimi VLDL
Hipertrigliseridemi ve azalmig yikimi
TipV Artmig VLDL tiretimi | VLDL, Silomikronlar
ve azalmig LPL
aktivitesi




Sekonder dislipideminin nedenleri; yanlis beslenme, alkol ve sigara tiiketimi, sedanter
yasam, hipotiroidi, tip 2 diyabet, kronik bobrek hastaliklari, siroz ve karaciger
hastaliklar1 ve bazi ilaglar gibi bir¢ok nedene bagl olabilir. Primer lipideminin nedeni
ise genetiktir ve bu nedenlerden bagimsizdir. Primer veya sekonder dislipideminin
teshisi, asil nedenin tespiti ve tedavisi acisindan Onemlidir. Hastalik tanisi almig
olgularin %80 kadar1 otozomal dominant kalitimli ailesel hiperkolesterolemi ile

iliskilendirilmis ii¢ gene ait patojenik varyant tasimaktadir (Singh ve Bittner 2015).

Ailesel hiperkolesterolemi hastalarina tani, ilk olarak; kandaki LDL-Kolesterol
diizeyindeki yiikselmeye bagli olarak konulabilir. Ailesel hiperkolesteroleminin tanisi
igcin gelistirilen bir ka¢ kriterleme sistemi mevcuttur. Dutch Lipid Clinic Network,
MEDPED, Simon-Broome skorlama sistemleri bunlardan birkagidir. Bu Kriterleme
sistemlerinden en yaygin olan1 Dutch Lipid Clinic Network “DLCN” sistemidir. Bu
sistemden ileriki basliklarda detayli olarak bahsedilecektir.

Uluslararas1 Kolesterol Egitim Programinca (NCEP) kan plazmasindaki lipoprotein
diizeyleri sinirlari, hiperkolesteroleminin tani ve tedavisinin kolaylagtirilmas: amaciyla
yaymlanmistir. LDL-Kolesterol i¢in normal diizey 129 mg/dl ve asagist olarak
belirlenmistir. 130-159 mg/dl LDL-Kolesterol siirda yiiksek, 160-189 mg/dl yiiksek,
190 mg/dl ve tlizeri LDL-Kolesterol ¢ok yiiksek sinirlar olarak belirlenmistir (American
Medical Association, 2001) (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2 NCEP LDL-Kolesterol diizeyleri (American Medical Association 2001)

LDL-Kolesterol diizeyi (mg/dl)
Optimal <100
Normal 100-129
Yiiksek 130-159
Smirda Yiiksek 160-189
Cok Yiiksek =190




Ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda LDL kolesterol diizeyinin ylikselmesine bagli
olarak damarlarda biriken yag ile ortaya ¢ikan sorunlar disinda, birtakim fiziksel
bulgular da ortaya ¢ikabilir (Sekil 1.2). AH sonucu ¢ogunlukla, lipit birikimi nedenli cilt
tizerinde ksantomlar ve g6z kapagi c¢evresinde ksantelezmalar olusur. Lipit birikimi,
korneada da erken baglangich “arkus kornea” olarak goriilebilir. Bu fizisel bulgular, AH
icin patognomoniktir (tan1 koydurucu bir bulgudur) ve kardiyovaskiiler hastalik riskini
ti¢ dort kez arttirmaktadir (Sinan ve Sansoy 2014)

Sekil 1.2 Ailesel hiperkolesterolemiye dair fiziksel bulgular (A. Ksantalesma, B.
ArkusKornea, C-G Ksantoma) (www.prezi.com. 2015)



Ailesel hiperkolesterolemi hastalarina dncelikle egzersiz ve diyet programlari uygulanir.
Bunlarin yeterli olmadg: hastalarda lipid disiiriicii ilaglar (statinler) ile LDL kolesterol
diizeyi normal diizeye indirimesi hedeflenir (Altay vd. 2018). Statinler plazmadaki
LDL-Kolesterol diizeyini %30-55 oraninda diisiirebilen lipit diisiiriicii ilaglardir.
Kolesterol sentezi yolaginda gorev alan HMG-KoA rediiktaz adli enzimini yarigmali
olarak engellerler (competitive inhibition).  Statinler sayesinde LDL-Kolesterol
seviyesinin hiicre i¢inde azalmasi ile karaciger hiicrelerinde LDL-Reseptor sentezi artar
(Anonim 2018). Statin ilk olarak 1980 yilinda lovastatinin kullanima ile hayatimiza
girmistir. Tk piyasaya siiriilen statin Aspergillus terreus’tan elde edilen Lovastatin’dir
(Sekil 1.3). Daha efektif olmasi i¢in molekiiliin degistirilmesi ile daha giiclii tiirevleri
ortaya ¢ikmustir. Lovastatin, simvastatin ve pravastatin dogal yollarla funguslardan elde
edilirken, fluvastatin, atorvastatin, serivastatin ve rosuvastatin sentetik yollarla elde
edilmektedir (Anonim 2018).

HO O

Sekil 1.3 Tlk pazarlanan statin olan Lovastatin molekiilii (https:/tr.wikipedia.org 2018)

Statin tedavisi ile kontrol altina alinamayan agir vakalarda aferez uygulamasi ile kan,
kolesterolden temizlenerek, hastanin kardiyo vaskiiler sagligi korunmus olunur (Anonim
2018). Plazmaferez yonteminin temel prensibi, dig ortama kanin vendz kaniil veya
arteriovenoz fistiil veya santral vendz kateter yolu ile alinmasi saglanarak, LDL-
Kolesterol ve Apo B igeren lipoproteinlerden temizlenmesidir (Sekil 1.4). Yaklasik 2-4
saat siiren aferez islemi hastanin plazma lipid diizeylerine gore sikligr belirlenerek

tekrarlanir (Coker 2014) .


https://tr.wikipedia.org/wiki/Hepatosit
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=LDL_resept%C3%B6r&action=edit&redlink=1
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Sekil 1.4 Plazmaferez yonteminin sematik gosterimi (Kardas vd. 2012)

1.2 Hastah@in Genetigi

Ailesel hiperkolesterolemiyi anlamak icin genetigini anlamak gereklidir. AH tam
penetrans 6zelligi gosteren bir hastaliktir. Hastaligin tam penetrans 6zelligi gdstermesi;
mutant gene sahip bireyin bu fenotipi kesinlikle gosterecegi anlamina gelmektedir.
Otozomal dominant kalitim gosteren AH, bu sekilde her kusakta kendini gosterir.
Heterezigot hasta bireyin ¢ocuklarinda ayni hastaligin ortaya ¢ikma riski %50°dir.
Hastalik eseye bagli degisdir, her iki cinsiyette de gortilebilir. Belli bir cinsiyette yigilma

goriilmesi s6z konusu degidir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Otozomal dominant kalitmli AH’ye 6rnek bir aile (www.labakademi.com
2019)

Hastaligin fenotipinin goriilmesi i¢in etkilenmis alelden bir tane tasimasi yani
heterozigot olmasi yeterlidir. Hastanin iki ayr1 alelde de hastaligi bulundurmasi halinde
homozigotluk s6z konusudur. Heterozigot ve homozigot ailesel hiperkolesterolemi
hastalari, ¢cogunlukla farkli siddette klinik gosterirler. Beklendigi tizere homozigot AH
hastalarinda, LDL Kolesterol diizeyi daha fazla artig gosterebilir. Birlesik
heterozigotlugun (compound heterozigot) oldugu durumlarda hastalarin homozigot
ailesel hipekolesterolemi hastalari ile benzer klinik gosterdigi raporlanmistir (Shirahama

vd. 2018).

AH’ye yol acan mutasyonlarin gézlendigi baslica ii¢ gen LDLR, APOB ve PCSK9
genleridir. Bunlarin arasinda mutasyon goriilme siklig1 en yiiksek olan ise %70-90 oran

ile LDLR genidir (Sun vd. 2018, France vd. 2016) (Sekil 1.6).



|

= LDLR = PCSK9 = APOB

Sekil 1.6 Ailesel hiperkolesterolemiye neden olan baglica ii¢ genin goriilme siklig
oranlart (Sun vd. 2018)

LDLR genindeki bozukluk sonucu, LDL reseptorii etkilenir ve lipid metabolizmasi
bozulur (Sekil 1.7). Hepatosit yilizeyinde bulunan LDL-Reseptor, LDL partikiilleri
tizerinde yer alan APOB-100 proteinine baglanarak; LDL-ligandreseptér kompleksini
olusturan glikoproteindir. Bozukluk sonucu, LDL-R aktivitesi diiser ve kolesterol diizeyi

yiikselir (Soutar ve Noumova 2007).



NORMAL HETEROZIGOT AH HOMOZIGOT AH

Reseptor

Sekil 1.7 AH’den etkilenmemis, heterozigot etkilenmis ve homozigot etkilenmis
bireylerde LDL Reseptorii islevini gosteren sematik ¢izim (Goldstein ve
Brown 1975)

APOB mutasyonuna bagli hiperkolesterolemi, diger mutasyonlar arasinda siddeti en az
olanidir. Ailevi Defektif APOB olarak isimlendirilen, APOB mutasyonuna bagl
hiperkolesterolemide LDL-Reseptor, LDL partikiillerine baglanamaz ve plazmada LDL-
K diizeyleri yiikselir. PCSK9 geninde fonksiyon degisimine neden olan mutasyonlarda
ise hiicre i¢ine alinan LDL-Reseptoriin hiicre yilizeyine donmesi engellenir. Sonucunda

kandaki LDL-Kolesterol yiikselir (Kayik¢ioglu 2014).

Ailesel hiperolesterolemiye neden olan mutasyonlardan en yaygin olani yanlis anlaml
(missense) degisim olarak saptanmistir. Yanlis anlamli degisimlerde, DNA ig¢li
kodonunda bir baz degisimi ardindan, kodondan sentezlenen aminoasit degisir. LDLR
geninde bu degisimden sonra en sik goriilen mutasyon tiirii ¢ergeve kaymasi (frameshift)
degisimleridir. Cerceve kaymasi degisimleri bir veya farkli sayida niikleotidin eklenmesi
(insersiyon) ya da silinmesi (delesyon) ile tiglii kodlarin kaymasi1 sonucu olur. Bir diger
stk goriilen mutasyon ¢esiti de; diziye eklenen ve ya silinen baz sonucu zincirin erken
sonlanmasiyla, olmasi gerekenden daha kisa bir protein olusturan anlamsiz (nonsense)

degisimlerdir (Marduel vd 2010) (Nussbaum ve Mclnnes 2005).



Bu genler disinda son zamanda yapilan farkli ¢alismalarda ailesel hiperkolesterolemiye
sebep olarak; LDLRAP1, GHR, PPP1R17, ITIH4, LIPA ve APOA2 genlerindeki

mutasyonlarin varligi ortaya konmustur (Anonymous 2019).

AH goriilme sikliginin 1/200 oldugu gbz 6niine alindiginda hastaligin, en sik goriilen tek

gen hastaligi oldugu soylenebilir (Singh ve Bittner 2015).
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Diinyada Ailesel Hiperkolesterolemi

Ik olarak hastaligin genetiginden 1938’de Norvecli Doktor Carl Miiller bahsetmistir.
Hastaligin otozomal dominant gegis gosterdigini ortaya koymus ve fenotipik bulgulara

gore hastalig1 homozigot ve heterozigot olarak iki sinifa ayirmigtir (Muller 1938).

1976 yilinda kandaki LDL partikiillerinin hiicre igerisine, yilizeyde yer alan reseptorler
araciligiyla alindigr kesfedilmis ve bu reseptorlere LDL reseptorii (LDL-R) adi
verilmistir. LDL reseptorii genindeki mutasyon ile meydana gelen islevsel bozuklugun
hastaliga neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu kesif Brown ve Goldstein’a nobel 6diilii

kazandirmistir (Brown ve Goldstein 1975).

Bu gelismelerin ardindan diinya genelinde AH, tedavi edildigi takdirde inme, kalp krizi
ve ateroskleroza bagli dliimlere engel olunabilecegi i¢in dnem gormeye basladi. Bu
sebeple giinimiizde ¢ogu {lilkede tarama yapilarak hastalara ve aile iyelerine
ulasilmaktadir. Bu iilkelerin bazilari;; Hollanda, Norveg, izlanda, Isvicre, Ingiltere,

Avustralya, Cek Cumhuriyeti, Ispanya, Belcika, Fransa *dir (Tichy vd. 2017) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Ulkelere gore AH hastalarina tan1 koyma yiizdeleri (Tichy vd. 2017)
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Diinya ¢apinda 15 milyon AH hastasi oldugu, bunlardan yalnizca %10’una tan1 kondugu
ve %5’ inin tedavi aldig1 sanilmaktadir (Watts vd. 2014). Siiphesiz ki sistematik bigimde
en fazla hastaya ulasan Hollanda’dir. Hollanda’da her y1l 4.500—6.000 yeni vakaya tani
konuldugu bilinmektedir. Oyle ki, hastaligin tanisinda kullanilan en yaygin skorlama
sistemi Hollandali bilim adamlarinin olusturdugu Dutch Lipid Clinic Network
(DLCN)’dir. DLCN adi verilen ve tiim diinyaca en sik kullanilan bu skorlama
sisteminde; kisinin aile Oykiisii, klinik bulgulari, LDL kolesterol diizeyi ve mevcutsa
mutasyon analizi esas alimir. Kisi 8 puan ve Tlstii skor almissa, “kesin ailesel

hiperkolesterolemi” hastasi olarak yorum yapilir (Cizelge 2.1 - 2.2.).

Cizelge 2.1 Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) kriterlerine gore skorlama

Aile Oykiisii

Birinci derece akrabalarda prematiir kroner ve vaskiiler hastaligin
olmasi (erkeklerde 55 yas, kadinlarda 60 yas altinda olmasi) ya da
Birinci derece akrabalarda LDL kolesterol diizeyinin 95 1
persentilin {istiinde olmas1

Birinci derece akrabalarda tendon ksantoma ve/veya arkus kornea
bulunmasi ya da 18 yas alti cocuklarda LDL kolesterol diizeyinin
05 persentilin iizerinde olmasi (yas ve cinsiyete gore) 2

Klinik Oykisii
Kiside prematiire arter hastalik olmasi

Kiside prematiir serebral ya da vaskiiler hastalik olmasi

Fiziksel Muayene
Tendon Ksantoma

A O

Arkus Kornea (45 yas alt1 bireyde)

L DL-Kolesterol

L DL-K. diizeyi 328 mg/dl’den biiyiik

L DL-K. diizeyi 251-324 mg/dl arasinda
L DL-K. diizeyi 193-247 mg/dl arasinda
LDL-K diizeyi 193 mg/dl’den kiigiik
Genetik Tam

Mutasyon analizi- LDLR, ApoB, PCSK9 Geni 8

= Wl o1 o
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Cizelge 2.2 DLCN skoruna gore hastanin yorumlanmasi

Toplam Skor
Kesin AH >8
Muhtemel AH 6-7
Miimkiin AH 3-5
Olas1 olmayan AH <3

Ailesel hiperkolesterolemi hastalifinda tani ve teshisin énemi her gecen giin daha iyi
anlasilmaktadir. Avrupa Kardiyoloji Dernegi tarafindan yayinlanan bir arastirmada,
2017 yilina dair tilkelere gore AH tani oranlari ortaya konmustur (Sekil 2.2). 2017
yilinda, diinya genelinde 687.728 AH hastasina tani konuldugu kayitlara ge¢mistir.
1:250 oraninda olmasi beklenen AH hasta sayilar iilkelere gore haritalanmistir (Sekil
2.3). %86 tan1 orani ile Hollanda ag¢ik ara 6ndedir (Nordestgaard ve Benn. 2017, Sun vd.
2018). Elde edilen bu veriler de Hollanda’nin bir gelistirmis oldugu skorlama sisteminin

ve aile liyelerine ulagsmadaki bagarsinin bir kanit1 olarak goriilebilir.

A
Hollanda 2.284.000
58.000

Japonya
508.000

Latin Amerika
2.580.000

Avustralya
116.000

i d

-

Sekil 2.2 Ulkelere gore beklenen AH vaka haritas1 (Nordestgaard ve Benn 2017)
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Rusya, %1

Norveg, %1 Giiney Afrika, %1
Avrupa, %3 Avustralya,Yeni Zellanda, %1
Kanada, %3
Latin Amerika, %4 ‘ , Asya, %25
Afrika, %7 e
Ailesel
Cin, %8 Hiperkolesterolemi
tanisi alan olgular
687.728

Hollanda, %9
Japonya,
%19

A.B.D, %19

Sekil 2.3 Ulkelere gore AH hastalarina tam1 koyma oranlar1 (Nordestgaard ve Benn.
2017)

AH alaninda genetik arastirmalara 6nem veren bir ¢alisma Fransiz bilim insanlari
tarafindan 2010 yilinda yapilmigtir. 1358 hastada yapilan ¢alismada, mutasyonlarin
goriildiigii genlerin oranlari raporlanmistir. Olgularin; %73.9 oraninda LDLR geni, %18
oraninda PCSK9 geni ve %6.6 oraninda APOB geninde mutasyonu saptanmigtir. %0.7
gibi bir oranla hastalarin hangi gene ait mutasyonu tasidigi bulunamamistir. Aym
zamanda bu ¢alismada LDLR geninde tespit edilern mutasyonlarin tiirleri de tespit

edilmistir (Marduel vd 2010) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Fransa AH ¢alismas1 LDLR, APOB, PCSK9 genlerine gére mutasyon oranlari
(Marduel vd. 2010)

AH hastalarina tan1 koymada 6nde gelen iilkelerden Cekya’da, klinik bulgular1 ailesel
hiperkolesterolemi ile uyumlu 3914 vaka ile ¢alisilmistir. Bu hastalarin %33’{inde
(n=1296) mutasyon saptanmistir. Hastalarin %22’sinde LDLR mutasyonu, %11’inde
APOB mutasyonu saptanmistir. LDLR geninde degisimi bulunan 864 hastada toplam
182 farkli varyant bulunmustur. Bu ¢alismada APOB genine ait sadece bir varyant
saptanmugtir (Tichy vd. 2017).

2925 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada; 1707 farkli LDLR varyant1 saptanmis ve bu
degisimlerin tiirleri raporlanmistir. Calismaya gore 795 yanlis anlamli degisim, 337
gerceve kaymasi, 129 anlamsiz degisim, 181 intronik bolge degisimi, 118 genis bolge
degisimi bulunmaktadir (Leigh vd. 2016).

1996 yilindan 2015 yilina kadar 16751 hastaya ulasan diger bir ¢alismada ise toplam 97
homozigot hasta tespit edilmistir. Homozigot hastalarin 47’sinin ger¢ek homozigot,
45’inin LDLR geninde birlesik heterozigot degisim tasidigi saptanmistir. Birlesik
heterozigot degisime sahip hastalarin homozigot AH hastalarina gore daha siddetli

fenotip gosterdigi raporlanmistir. (Hernandez vd. 2016).
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2.2 Tiirkiye’de Ailesel Hiperkolesterolemi

Diinya’da oldugu kadar onem gormeyen ailesel hiperkolesterolemiye dair iilkemizde
genis Kkitleleri kapsayan genetik c¢alisma bulunmamaktadir. 1:200 ile 1:500 oram
arasinda goriilebilecek oldugunu diistindiigiimiiz AH, tilkemizde niifusa oranladigimizda
en iyi ihtimalle 156.000 kisiyi etkiledigi varsayilmaktadir. Akraba evliliklerinin ve
kapali topluluklarin fazla oldugu g6z 6niinde bulundurulursa homozigot formlu ailesel

hiperkolesterolemi hastalarinin sayica diger toplumlardan fazla olacagi diistiniilmektedir.

2004 yilinda 36 ¢ocuk hastanin LDLR genlerine bakilmis, hastalarin 14’{iniin
homozigot, 2’sinin birlesik heterozigot ve 6’sinin heterozigot oldugu saptanmistir. En

¢ok goriilen mutasyon W556R degisimi olarak rapor edilmistir (Sozen vd. 2004).

AH hastaligina etken bir diger gen olan PCSK9 geni ile 80 hastalik bir c¢aligma
yapilmistir. Hastalik yapici etkisi bilinen iki degisim (R496W ve D374Y) yoniinden
hastalar taranmis, 11 hastanin bu degisimlerden birini tasidig: tespit edilmistir (Kaya vd.
2017).

Haymana vd. (2017) gerceklestirdikleri bir calismada LDL kolesterol diizeyi 250 mg/dL
tizerinde olan 297 hastaya ulde asilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore Tiirkiye’de
hastalarin biiylik cogunlugunun yiiksek kolesterol diizeyine ragmen herhangi bir tedavi
almadig1 sonucuna varilmistir. Bu durum iilkemizde kolesterol yiiksekligi ve sonuglari
hakkinda bilgi azligini, bu konuda egitim ve taramanin eksikligini gozler Oniine

koymustur.

Ulkemizde heniiz genis hasta kitlesine ulasan bir calisma yoktur. 1000 hastaya
ulasilmas1 hedeflenen bir calisma icin Tirk Kardiyoloji Dernegi ve 30 klinik destek

vermekte ve ¢alisma halen devam etmektedir.
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2.3 Literatiirde Bulunan Benzeri Calismalar

Ailesel hiperkolesterolemi ile ilgili LDLR, APOB, PCSK9 genlerindeki mutasyonlarin
yasa, cinsiyete, mutasyon tiplerine gore istatistiklerine ulasabilecegimiz pek ¢ok yayin
mevcuttur. Fakat ailesel hiperkolesterolemiye etken baslica ii¢ gende, cifte

heterozigotluga dair yayin sayisi fazla degildir.

2018 yilinda yapilan bir yayinda LDLR ve APOB genlerinde ¢ifte heterozigot mutasyon

tastyan bir hastanin homozigot fenotipi gosterdigi raporlanmistir (Shirahama 2018).

2009’da Liibnan’da yapilan bir arastirmada yetiskin hastalar i¢in LDL Kolesterol diizeyi
220 mg/dl tstii, 20 yas alt1 hastalar iginse 200 mg/d| iistii kriteri sart kosulmustur. Buna
gore secilen 61 vaka ile ¢alisilmisve 51°inde LDLR mutasyonu saptanmistir. LDLR
geninde mutasyon saptanan hastalarin yakasik %30’ unda PCSK9 mutasyonu
goriilmiistiir. Bu calismada PCSK9 geninin AH hastalig1 i¢in diizenleyici (modifier) gen
olabilecegi lizerine durulmustur. (Abidafel vd. 2009). Diizenleyici (modifier) gen, farkli
bir genin fenotipik etkisini degistiren genlerdir (Ozkul 2007). PCSK9 genindeki bir
kisim degisimlerin islev kaybina sebep olurken (LOF varyant), bir kisim degisimle
sonucu iglev kazanci (GOF varyant) oldugu goriilmiistiir. PCK9 genindeki islev kaybi
degisimleri plazmadaki LDL-Kolesterol diizeyinin diismesi ile sonuglanir. (Abidafel vd.
2009).

Daha 6nce bahsedilen 16751 hastalik calismada (Hernandez vd 2016), 5 hastada cifte
heterozigotluk (iki farkli lokusun her birinde heterozigot mutasyon bulunmasi) séz
konusudur. 5 cifte heterozigot hastanin 3’ii LDLR ve PCSK9 genlerinde, 2’si LDLR ve
PCSKQ genlerinde heterozigot mutasyon tasimaktadir (Hernandez vd. 2016).

Homozigot fenotipine sahip 52 hasta ile Italya’da calisilmis, hastalarin birinde LDLR ve
PCSK9 genlerinde ¢ifte heterozigotluk saptanmistir (Bertoloini vd. 2013).
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Hiperkolesterolemi hakkinda en kapsamli arastirmalarin yapildigi Hollanda’da (Sjouke
vd. 2015, Sjouke vd. 2016, Hartgers vd. 2017) ¢ifte heterozigotluga dair arastirmalara
rastlamak miimkiindiir. LDLR geninde mutasyon bulunan 45 hastanin 28’inde ¢ifte

heterozigotluk durumu saptanmustir (Sjouke vd. 2016).

AH klinigi gosteren ve aralarinda kan bagi bulunmayan Arjantinli 33 hastada (Banares

vd. 2017) cifte heterozigotluga dair bulgular raporlanmistir.
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3. TEZIN AMACI VE ONEMIi

Onleyici tibbin 6nemi iilkemizde yeterince anlasilmamis olsa da, ileride aferez veya
ameliyat olmasi gereken ya da oOlim riski bulunan bireye erken yaslarda tani
koyabilmek, toplumu sosyockonomik agidan diisliniildigiinden fazla etkiler.
Dislipidemik bir hastaya kesin tan1 koymak i¢in genetik tani esastir. Sadece lipid profile
ve fiziksel bulgularla konulan tanida %18 yalanci negatif /pozitif ¢ikmasi yiiziinden
yanilma pay1 oldugundan genetik testin 6nemi biiyiiktiir. Fakat ne yazik ki iilkemizde
ailesel hiperkolesterolemi genetigine dair fazla calisma bulunmamaktadir. Bu durum,
yalnizca klinik olarak degil bilimsel olarak da Onem tagimaktadir. Ailesel
hiperkolesterolemi hastalarina ulasmak igin kademeli tarama yoOntemini gelistiren
Hollanda’da konu ile ilgili bir ¢ok bilimsel veriye ulasmak miimkiindiir. Kademeli
tarama yonteminde fiziksel, biyokimyasal bulgular ve aile dykiisiinden yola ¢ikilarak
indeks hastaya ulagmak, ardindan hastanin birinci dereceden akrabalarina ulagsmak ve
yeni hastalara tan1 koymak amaclanmaktadir. 2004-2009 yillar1 arasinda 44.000 kisiye
ulasilan Hollanda c¢alismasinda, ulasilanlarin %36’siin ailesel hiperkolesterolemi
hastas1 oldugu goriilmiistiir (Defesche 2010). Genetik test ile indeks bir hasta tespit

edildigi takdirde bu yontem ile yeni hastalara ulasmak da miimkiindiir.
Literatiirde konu ile ilgili derlenen bilgiler bulunmaktadir. Hastaliga sebep olan baslica

genlerde degisimlerin goriilme sikliklari, degisim cesitleri, ekzonlara goére degisim

goriilme siklig1 (Sekil 3.1 ) bunlardandir.
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Sekil 3.1 LDLR geninde goriilen degisimin ekzonlara gore sematik gosterimi (Jensen
vd. 1999)

Yurdumuzda bulunan kapali toplumlar, akraba evlilikleri ve farkli etnik kiltiirler
sebebiyle Diinya literatiiriinden farkli sonuglar bulunabilecegi varyant gesitliliginin ve

homozigot vakalarin sayica yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada bulunmasi amaglanan ¢ifte heterozigotluk durumuna dair tilkemizde de
diinya literatiiriinde de yeterli sayida bilimsel arastirma yoktur. Iki farkli heterozigot
degisime sahip hastanin homozigot AH benzeri klinik gosterdigi diisiiniiliince; iilkemiz
icin goriilme sikliginin ve bulunacak olan degisimlerin fikir olusturmasi agisindan

benzeri bir calismanin 6ncti olabilecegi son derece aciktir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Ornek Toplama

Tirkiye’nin farkli bolgelerinden, 18 yas iistii olgular icin LDL kolesterol diizeyi 200
mg/dl, 18 yas alt1 olgular i¢in 160 mg/dl ve iizeri degerlere sahip hastalara
hedeflenmistir. Bu degerler DLCN kriteleri ve Tiirkiye’ye ait LDL kolesterol seviyesi
istatistiklerine gore belirlenmistir. Hastalara, TUBITAK’in 213S147 numarali projesi
araciligiyla ulasilmistir. LDLR mutasyonu saptanmis olan hastalar aecasindan 52 hasta
secilmigtir. Hasta seciminde iilkemizin tiim bdlgelerinden olmasina 6zen gosetrilmistir.
Hastalarin dagilim, olabildigince niifus oranlari esas alinarak belirlenmistir. Yedi
cografik bolgeden Orneklem yapilan hastalar hem ¢ocuk hem de eriskin yas grubuna
aittir. Bunlaruin 26’s1 yetiskin, 26’s1 18 yas alt1 ¢ocuk hastalardir. Hastalardan alinan 2
ml periferik kan EDTA’l1 tiiplerde muhafaza edilmistir. Hastalarin kan aliminda
aclik/tokluk durumuna O6nem verilmemis, transport sirasinda soguk zincire gerek

duyulmamustir

Calismaya; Marmara Bolgesinden 7, Ege Bolgesinden 9, I¢ Anadolu Bolgesinden 12,
Akdeniz Bolgesinden 9, Dogu Anadolu Bolgesinden 6, Karadeniz Bolgesinden 5,
Gilineydogu Anadolu Bolgesinden 4 hasta alinmistir (Sekil 4.1).

Calismaya Tiirkiye’de yasayan yabanci uyruklular dahil edilmemistir. Calismaya dahil

edilen hastalar arasinda akrabalik yoktur.
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Karadeniz
5 Hasta (%10)

Sekil 4.1 Calismaya dahil edilen hastalarin cografi bolgelere gore dagilimi

4.2 DNA lzolasyonu

Toplanilan periferik kanlardan total niikleik asit izolasyonu, manyetik boncuk metodunu
kullanan 16 orneklik otomatik DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) izolasyon cihazi
(Magnesia MagCore HF16) ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.2). 200 mikrolitre (ul) kanin
ve 50 mikrolitre Proteinaz-K enziminin ilave edilmesi ardindan ayni firmanin “Genomic
DNA extra pure whole blood (kod:102)” kiti kullanilmisir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). 45
dakikalik prosediir ardindan 150 pl DNA ¢ozeltisi elde edilmistir. Kitin iceriginde
hiicreleri lizisi etmek ve protein degradasyonu i¢in kaotropik tuz bulunmaktadir. DNA
baglanmasi, selliiloz kapli manyetik boncuklar ile ger¢eklesmektedir. Kontaminantlarin
yikanmasinin ardindan disiik tuzlu eliisyon buffer yardimi ile polimeraz zincir
reaksiyona (PZR) uygun 25-30 kilobaz (kb) uzunlugunda DNA ¢ozeltisi elde
edilmektedir.
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Sekil 4.3 Total niikleik asit izolasyonunda kullanilan Magnesia markasinin ticari kiti
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Sekil 4.4 Magnesia markasinin niikleik asit izolayonu i¢in kullanilan 102 kodlu Kitinin
gorunimu

4.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Izole edilen DNA &rneklerinde 6ncelikle LDLR geni ¢alisilmistir. Calismada Polimeraz

Zincir Reaksiyon (PZR) teknigi uygulanmistir.

Thermo Fisher Scientific sirketinin Phire Hot Start Il DNA Polimeraz karisimi ve
amplikon uzunluklart belirtilen primerler kullanilmistir (Cizelge 4.1). Her bir amplikon
icin, 21 pl polimeraz enzim karigimi, 2’°ser pl 10 pikomolluk (pmol) ileri ve geri primer,
2 ul hastaya ait DNA ¢ozeltisi eklenmistir. Ileri ve geri primerlerin baz dizilemleri

cizelgede gosterilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1 LDLR geni i¢in PZR’de kullanilan primerlerin amplikon biiyiikliikleri

Primer Ekzon bp
LDLR_1F

LDLR_IR 1 398
oo K
LR R s | s
LDLR 4F

LDLR 4R 4 739
LDLR 5F

LDLR 5R > 325
o B
LDLR _7F

[DLR &R 7-8 1635
::B::Ej)gR 9-10 1114
coLe_ir TP
LDLR_13F

(DR LR 13-14 689
LDLR _15F

LDLR_15R 15 383
OLR i6R 6 | e
LDLR _17F

LDLR_17R 17 387
o N
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Cizelge 4.2 LDLR geni ileri ve geri primerlerin baz dizilimleri

Primer ileri sekans Primer Geri Sekans

Ekzon 1 F ACATCGGCCGTTCGAAACT Ekzon 1R GTGCCATTACCCCACAAGTC
Ekzon 2 F CTCCACTGAATTTTGGGGTTCAT Ekzon 2 R GCCATCATCAAAAAGGGGTTAAG
Ekzon 3 F CGCCACCACACCCAACTAAT Ekzon 3 R AAGAGGTAGCACCATCCCCA
Ekzon 4 F CAGCTTTACACCTATTAGCGCA Ekzon 4 R GGAATACTTTCTTGGCATGTTGTTG
Ekzon5F TTTTCTCTGGTTGTCTCTTCTTGAG | Ekzon5R GTGAGGCTCTGAGAAGTCAAGT
Ekzon 6 F CCATTTGCATGCGTTCTTATGTG Ekzon 6 R CCCAAAACCCTACAGCACTCA
Ekzon 7-8 F ATTTCACTGAGCCAAGTGCG Ekzon 7-8 R | AAGCCCAAGTCCTAACAGGG
Ekzon 9-10 F | GCAGGATGACACAAGGGGAT Ekzon 9-10 R| CTCACGTGCTTAGGTAGCAGA
Ekzon 11-12| GGGTTCCCAGCAGGACTATT Ekzon 11-12 | CTAAGACCTCCTCCTAGTCACA

F R

Ekzon 13-14| CCTGTGTCTCATCCCAGTGT Ekzon 13-14| TGATGCCTGGTTTCCTCTTTC

F R

Ekzon 15 F TTCGTCATTAGGCGCACACC Ekzon 15 R ACACGGCCCAAGTGAGAGAA
Ekzon 16 F TCACAAATAAGCCCGTGTGGC Ekzon 16 R TGGGGGTGATAAAGGACACCA
Ekzon 17 F TTATGGTACGATGCCCGTG Ekzon 17 R CGCACAGAAGCATTCACCTA
Ekzon 18 F AATCCGGTACTCACCGTCTC Ekzon 18 R ACCCACCTCGAAAGACACTG
Ekzon 1 F ACATCGGCCGTTCGAAACT Ekzon 1 R GTGCCATTACCCCACAAGTC
Ekzon 2 F CTCCACTGAATTTTGGGGTTCAT Ekzon 2 R GCCATCATCAAAAAGGGGTTAAG
Ekzon 3 F CGCCACCACACCCAACTAAT Ekzon 3R AAGAGGTAGCACCATCCCCA
Ekzon 4 F CAGCTTTACACCTATTAGCGCA Ekzon 4 R GGAATACTTTCTTGGCATGTTGTTG
Ekzon5F TTTTCTCTGGTTGTCTCTTCTTGAG | Ekzon5R GTGAGGCTCTGAGAAGTCAAGT
Ekzon 6 F CCATTTGCATGCGTTCTTATGTG Ekzon 6 R CCCAAAACCCTACAGCACTCA
Ekzon 7-8 F ATTTCACTGAGCCAAGTGCG Ekzon 7-8 R | AAGCCCAAGTCCTAACAGGG
Ekzon 9-10 F | GCAGGATGACACAAGGGGAT Ekzon 9-10 R| CTCACGTGCTTAGGTAGCAGA
Ekzon 11-12| GGGTTCCCAGCAGGACTATT Ekzon 11-12| CTAAGACCTCCTCCTAGTCACA

F R

Ekzon 13-14| CCTGTGTCTCATCCCAGTGT Ekzon 13-14| TGATGCCTGGTTTCCTCTTTC

F R

Ekzon 15 F TTCGTCATTAGGCGCACACC Ekzon 15 R ACACGGCCCAAGTGAGAGAA

Hazirlanan reaksiyonlarla Thermal Cycler (BIORAD T100) cihazinda belirtilen protokol
sayesinde (Cizelge 4.3) DNA’nin istenilen bolgeleri cogaltilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinin yapildigi Thermal Cycler cihazi

Cizelge 4.3 LDLR geni i¢in tiim ekzonlarda uygulanan PZR protokolii

Sicakhik Siire Dongii
95°C 1dk

95°C (Denatiirasyon) 10 sn

60°C (Baglanma) 10'sn 45
72°C (Uzama) 10 sn

72°C 1dk

12°C 5dk

Bitis

45 dakika siiren protokol ardindan, kurulan reaksiyonlarin kontrolu jel elektroforez
goriintiileme teknigi ile saglanmistir. PZR amplikonlari; 300 mililitre (ml) %10
seyreltilmis Tris-Borat-Edta (TBE) ¢6zeltisi ve 6 gram (gr) agaroz ile hazirlanan 15 pl
%0.5’1ik etidyum bromiir (EtBr) ilaveli %2’lik agaroz jele, Thermo Fisher Scientific

firmasinin bromofenil mavisi ve ksilen siyenol FF iceren yiikleme boyasi kullanilarak
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yiiklenmistir. BIORAD Power-Pac elektroforez seti (Sekil 4.6) ile 175 Volt akimda 20
dakika kadar yiiriitiilmiistiir. BIORAD gériintiileme cihazinda (Sekil 4.7) UV 151k altinda
cekilen goriintiiler kaydedilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.6 Jel Elektroforez seti
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Sekil 4.7 Jel goriintiileme sistemi (https://www.indiamart.com 2019)

Her hastaya ait PZR amplikonlar1 uygun oranlarda bir tiip igerisinde birlestirilmistir. Bu
oranlar jel goriintlisiine gore belirlenmektedir. Reaksiyonun iyi ¢alistigi amplikonlardan
3 ul, jel goriintiisii silik goriinen amplikonlardan 6-9 pl alinarak her hastanin LDLR geni
tek bir tiipte toplanmistir. Tiim gen dizi analizi sonucu degisim saptanan hastalardan 52
hasta secilmis ve bu hastalar PCSK9 ve APOB genleri calismasi i¢in gruplara

boliinmuistiir.

— ™ : ~
- e - — —— —

exl ex2 ex3 ex4 ex5 exb ex7-8 ex9-10 1 d Ld ex11 13 ex15ex16 ex17 ex18
-12 -14

Sekil 4.8 LDLR gen bolgesine ait jel goriintiisii

Secilen 52 hasta; rastgele 6 gruba boliinmiis ve uygun miktarlarda (10-20 pl arasi)

birlestirilerek poollar olusturulmustur. Her hastadan havuza ilave edilecek uygun miktar,
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hastaya ait niikleik asit ¢ozeltisinin yogunlugunun, spektrofotomere yardimiyla 6lgiimii

sonrast belirlenmistir.

52 hastanin 6’1-10’lu gruplar halinde birlestirildigi 6 havuz igin, APOB ve PCSK9
genleri polimeraz zincir reaksiyona sokulmustur. Bu yontemi segmedeki amag, her hasta
icin iki genin tim gen caligmalar1 yerine, tezin amact olan PCSK9 ve APOB

genlerindeki degisim varligini en pratik yolla ve en az maliyetle bulmaktir.

ApoB ve PCSK9 genleri i¢in tasarlanan primerlerin amplikon uzunluklart ile ileri ve geri

primerlerin baz dizilimleri asagida verilmistir (Cizelge 4.4 - 4.7).

Cizelge 4.4 PCSK9 geni i¢in PZR’de kullanilan primerlerin amplikon biiyiikliikleri

Primer Ekzon bp
PCSK9_1F 4 A
PCSK9 1R

PCSK9 2F 5 P
PCSK9 2R

PCSK9_3F 3 575
PCSK9_3R

PCSK9_4-5F s 206
PCSK9 4-5R

PCSK9_6F 6 446
PCSK9_6R

PCSK9_7F ) e
PCSK9 7R

PCSK9_8F g 347
PCSK9_8R

PCSK9_9F 9 378
PCSK9 9R

PCSK9_10F 10 376
PCSK9 _10R

PCSK9_11F 1 282
PCSK9 11R

PCSK9 12F 1 493
PCSK9 12R
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Cizelge 4.5 APOB geni i¢in PZR’de kullanilan primerlerin amplikon biiytikliikleri

Primer Ekzon bp

ﬁﬁgg:%g 1-2 707
2:382:222 3 228
ﬁﬁggjg 4 333
ﬁﬁggfg:gg 5-6 1429
ﬁﬁggfﬁgg 7-8 1271
ﬁiggzg:igg 9-10 1360
e Rl
APOB L1k
APOB 157 15 cos
APOB_ 167 16 538
AboB I7agR | U8 | s
AbOB IogoR | 1920 | 1257
APOB 2IR 21
QESS;%E 2223 690
AP 24 24 135
ApoR 75 25 a1
AbOB SR | parsa) 2121
AbOB sepRg (el 268
ﬁﬁggﬁggg-z 26 (3.parca) 2115
ﬁﬁggﬁgjg 26 (4.parga) 2052
AFOB 297
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Cizelge 4.6 PCSK9geni ileri ve geri primerlerin baz dizilimleri

Primer ileri sekans Primer Geri sekans

Ekzon 1 F AGTCCGGGGGTTCCGT | Ekzon1 R | CACTTCCTCTCTTACATGGGGG
TAAT

Ekzon 2 F AAGTACACCTAGGGTT | Ekzon2 R | CCTTCTGATTTTCAGCAATGGG
TGCTGG C

Ekzon 3 F TGGGATGTGGGGACA | Ekzon3R | GGATTCAGCTCAGATGGGGT
GGTTT

Ekzon 4-5F | GTGCTCTGTAGTTTCT | Ekzon4-5 | TGCCACAGCATTCTTGGTTAG
GTGTGT R

Ekzon 6 F TCTCCCCAAGGGGTGA | Ekzon6 R | GCGATGATGGAGGTTTCGAGC
CCTT

Ekzon 7 F GTATAGCAGTTGTCCA | Ekzon 7R | GAAGGCACCATCAGGCCTACT
GCCCA T

Ekzon 8 F CATCACCATCTTTCAC | Ekzon8 R | CAGAGCCCCATTCTCATTTAAT
CATTCACC CcC

Ekzon 9 F TTAAGCCCTCCTCTCT | Ekzon9R | TTACAGAAGAGCTGGAGTCTG
CCTACCA GAG

Ekzon 10 F | TCCTGTCTAGTCCCTTT | Ekzon 10 R | AGTATGGAACTGCAAGTCAGG
CTGTG C

Ekzon 11 F TTCTAGGTTTCCTAGC | Ekzon 11 R | TGGTGGTGGCACAAACTGAC
TCTTGCC

Ekzon 12F | TTTGGTCAGCCATGGT | Ekzon 12 R | GAGAGAGGGACAAGTCGGAAC
GCAG
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Cizelge 4.7 APOB geni ileri ve geri primerlerin baz dizilimleri

Primer ileri sekans Primer Geri sekans

Ekzon 1-2F | GGCTTCCTATAAATGGGG | Ekzon 1-2 R | ACACCACGATGCCATCTCAG
TGCG

Ekzon 3 F GCCCAGAATTGGCTGTCC | Ekzon 3R GAAAGCTGTGGGCTCTAGGT
TT

Ekzon 4 F GCCACCTCTCATTCTTGA | Ekzon4 R CAGTAATTCCCTGATCCACG
TAGAC ATG

Ekzon 5-6 F | AAAAGAAACTTCAGTGC | Ekzon5-6 R | ATCCATCCCCGGAACCTTCT
CACCC

Ekzon 7-8 F | AGGACTCCTGCTCCCTTC | Ekzon 7-8 R | ATCACAGGATGGGTGATGTC
TA AG

Ekzon 9-10 F | CCCTGTGCTGATACTCCA | Ekzon 9-10 | TGAAAGTGGAAGGAGGGGT
CAA R TC

Ekzon 11-12 | ACTGGGGTTACCAAGTC | Ekzon 11-12 | GCATGTTGACATAGCAGCAA

F CTGA R AG

Ekzon 13-14 | AGTGCTCTAGGAAACAC | Ekzon 13-14 | AGTTTTCCTCTGGGTAGCTC

F TGGC R CT

Ekzon 15 F TGTCCTATCTGAACCTTA | Ekzon15R | TGAGTCTGGTTTCTGGGCAC
GCTGC

Ekzon 16 F AATAGGGACCCCTCCTCT | Ekzon 16 R | TAAGGGAGTCTGGGCGATCT
CA

Ekzon 17-18 | TCCTGATTCACTGAAAAC | Ekzon 17-18 | GGCAAAATTCTGCAGGTACA

F GGT R T

Ekzon 19-20 | GTGTGGACTGAGGGAAG | Ekzon 19-20 | AACTTCCATGAAGGCAGAGA

F ACA R CT

Ekzon 21 F GCTTCTTACCACACATCT | Ekzon21 R | CTCTGCCACTCTGATTGTAG
CTTG AC

Ekzon 22-23 | CTGTGGCTGTTTCTCTGA | Ekzon 22-23 | TTTGGAAACCTTCCTGCACC

F ACC R T

Ekzon 24 F TCTTTGCCTAGTGGTATC | Ekzon24 R | CATGGTTCAAGAAGCCTTGC
AAAGGA

Ekzon 25 F CCATGGAGACATCAACA | Ekzon25R | AGCCAAAGTCCTTTCCTCCC
AATGAGAA T

Ekzon 26.1 F | AGTCTATTGCACAATTGG | Ekzon 26.1 AATGGGAGGTTAATGGAGTG
CCC R AACA

Ekzon 26.2 F | ACTTTTACTCAGTGAGCC | Ekzon 26.2 | TTGTGTGTGAGATGTGGGGA
CATCA R

Ekzon 26.3 F | GCAGTGGCCCGTTCCAG | Ekzon26.3 | CTTGTCAATCTTGTGGTGCC
ATA R C
ATCTCAAGCTTTCTCTTC AGCTGTTTGTCTTGAATGAC

Ekzon 26.4 F | CAGAT Ekzon 26.4 | ACT

R
Ekzon 27-29 | ACTCTCCCGTGTATAATG | Ekzon 27-29 | AATGCCCTCGTTTCACTGTCT
F CCAC R
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6 havuz igin, 12 ekzonluk PCSK9 ve 29 ekzonluk APOB genleri i¢cin PZR’ler
kurulmustur. APOB 27-29. ekzonlar hari¢ BIOLINE firmasinin MyTaq DNA polimerazi
kullanilmistir. Her amplikon i¢in 21 ul MyTag DNA polimeraz karisimi, 2’ser pl 10
pmol ileri ve geri primerler kullanilmis, tizerine 2 pl havuz DNAsindan eklenmistir.
BIORAD T100 Thermal Cycler cihazinda asagidaki protokol izlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 PCSK9 geni tiim ekzonlari, APOB geni 27-29. ekzonlar hari¢ tiim ekzonlar
icin kullanilan PZR protokolii

Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dk

95°C (Denatiirasyon) 45 sn

60°C (Baglanma) 45 sn 45
72°C (Uzama) 45 sn

72°C 10 dk

12°C 5 dk

Bitig

APOB geni 27-29. ekzonlar primer tasarimi geregi farkli bir protokol ile ¢aligilmistir.
3820 bazgifti (bp) olan 27-29. ekzonlar1 i¢eren bu reaksiyon i¢in Thermo Fisher
Scientific firmasinin Long DNA polimeraz enzimi ile BIORAD T100 Thermal Cycler
cihazinda asagidaki protokol kullanilmistir. (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9 APOB geni 27-29. Ekzonlar igin kullanilan PZR protokolii

Sicakhik Siire Dongii
95°C 1 dk

95°C (Denatiirasyon) 10 sn

60°C (Baglanma) 1 dk 45

72°C (Uzama) 2 dk

72°C 5dk

12°C 5dk

Bitis
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PZR sonunda amplikonlar, 300 ml %10 seyreltilmis TBE ¢ozeltisi ve 6 gr agaroz ile
hazirlanan 15 pl %0.5°1ik 15 pl EtBr ilaveli %2’lik agaroz jele, Thermo Fisher Scientific
firmasinin bromofenil mavisi ve ksilen siyenol FF igeren yiikleme boyas: kullanilarak
yiiklenmistir. BIORAD Power-Pac elektroforez seti ile 175 V akimda 20 dk kadar
yiiriitilmiistiir. BIORAD gbriintiileme cihazinda UV 1sik altinda ¢ekilen goriintiiler
kaydedilmistir (Sekil 4.9 - 4.10).

s —
=N

Ld Ex1 Ex2 Ex3 Ex4-5 Ex6 Ex7 Ex8 Ex9 Ex10 Ex11 Ex12

Sekil 4.9 PCSK9 geni bolgesine ait jel goriintiisii

—

—
-

o

ld Ex1-2Ex3 Ex4 Ex Ex Ex Ex Ex ld Ex15 Ex16 Ex Ex Ex21 Ex Ex24 Ex25 Ld ld B&x B E& K ld E
56 7-8 9-10 11-12 13-14 17118 1920 22-33 261 261 26.1 26.1 21-9

Sekil 4.10 APOB geni bolgesine ait jel goriintiisii

Goriintiileme sonrasi jeldeki goriintiiden yola ¢ikilarak PCSK9 ve APOB genlerinin
dizilenme igin uygun miktarlar belirlenmis ve her havuz tek bir tiipte birlestirilmistir.
Reaksiyonun iyi ¢alistigi amplikonlardan 3 pl, jel goriintiisii silik olan amplikonlardan

6-9 ul alinacak sekilde bu miktarlar belirlenmistir.

4.4 Yeni Nesil Sekans icin Ornek Hazirlama

NucleoFast 96 PZR kiti (MACHAREY-NAGEL GmbH Kkiti) yardimiyla ornekler
saflagtirnlmistir. Pirifiye edilen ornegin kantitasyonu spektrofotometre ile yapilmistir.

DNA miktar1 0.2 ng/ul olarak standartize edilmistir. Standardize edilen drnek, [llumina
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firmasinin Nextera XT 6rnek hazirlama kiti kullanilarak yeni nesil sekansa hazir hale

getirilmistir.

Yeni nesil sekansa alinan 6rneklerin kiitiiphane hazirligi uzun bir protokolii igerir.
Ornekler sirasiyla tagmentasyon, indeksleme, nétralizasyon, piirifikasyon islemlerinden

gegrilerek Illumina firmasinin Miseq cihazina yliklenmek {izere hazirlanir.

(2]

Welcome to MiSeq Control Software

Sekil 4.11 Tim gen dizi analizinin gerceklestigi Illumina firmasinin Miseq cihazi
(https://emea.illumina.com.2020)

Miseq cihaz1 teknolojisi bir Yeni Nesil Sekanslama (Next Generation Sequencing)
yontemidir. Ilk olarak tagmantesyon asamasinda; transpozomlar ile simiiltane olarak
DNA fragmante edilir, adaptor ve barkodlar eklenir. Bu adaptérler kullanilan ¢ip
(flowcell) igerisindeki seritlerde bulunan iki ¢esit oligonun komplementeridir (Sekil
4.12). Fragmentteki adaptor bolgesi ile flowcelldeki serit¢iklerin yiizeyindeki oligonun

eslesmesi sonrasi, polimeraz yardimi ile fragmentin komplementeri hybridize edilir
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(Sekil 4.13) Ardindan iki iplikli yapt denature edilip, orijinal iplik yikanarak
uzaklastirilir (Sekil 4.14).

Sekil 4.12 Flowcell iizerindeki seritlerin gériiniimii (www.enseqlopedia.com 2020)

RER

Sekil 4.13 Fragmentteki adaptor bolgesi ile flowcell yiizeyindeki oligonun eslesmesi
(www.emea.illumina.com 2016)
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| L E

Sekil 4.14 iki iplikli yapinin denatiirasyonu (Www.emea.illumina.com 2016)

Tek kalan iplik klonal olarak koprii seklinde amplifiye olur. Bu siiregte iplik katlanir ve
ikinci tip oligo ile adaptor bolgesi hibridize olur (Sekil 4.15) Polimeraz yardimi ile
komplementer iplik olusturulur (Sekil 4.16).

©00¢C

o

Sekil 4.15 Tekli ipligin koprii amplifikasyonu (www.emea.illumina.com 2016)
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Sekil 4.16 Koprii amplifikasyonunda komplementer iplik olusumu (www.emea.illumina.com
2016)
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Cift halindeki iplik tekrar denature edilir, boylelikle iki tekli iplik olusur (Sekil 4.17).
Koprii amplifikasyonu tekrarlanir (Sekil 4.18). Fragmentlerin simultane olarak

milyonlarca bu sekilde klonal amplifikasyonu olusur (Sekil 4.19).

iLERI iPLIK GERI iPLIK

RN

Sekil 4.17 Ciftli ipligin denatiirasyonu (www.emea.illumina.com 2016)

[}

Sekil 4.18 Tekrarlanan koprii amplifikasyonu (www.emea.illumina.com 2016)

Sekil 4.19 Simiiltane tekrar eden koprii amplikasyonlari (www.emea.illumina.com 2016)
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Koprii amplifikasyonundan sonra ciftli yapilar denature edilipi geri iplikler temizlenip

uzaklastirilir. Geriye ileri iplikler kalir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21).

I

Sekil 4.20 Cift ipliklerin denatiirasyonu (www.emea.illumina.com 2016)

Sekil 4.21 Geri ipliklerin uzaklastiriimasi: (www.emea.illumina.com 2016)

Sekans primerinin uzamasi ile ilk okuma baslar (Sekil 4.22). Zincire eklenen her dogru
baz ile karakteristk floresan sinyal saglanir (Sekil 4.23). Buna sentez ile sekanslama

teknolojisi denir. ilk okuma sonras1 okuma iiriinii yikanarak uzaklastirilir.
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Flow cell

Sekil 4.23 Dogru bazin eslesmesi ile sinyal olusmasi (www.emea.illumina.com 2016)

Birinci okuma iriinii yikanarak uzaklastirildiktan sonra iplik ile hibridize olan birinci
indeks dizisi icin benzer okuma tekrarlanir. indeks dizileri barkod olarak kullanilmakta
ve gen havuzlarini ayirt etmede rol oynamakta olan kisa dizilerdir. Birinci indeks okuma
iriinii de yikama ile uzaklastirildiktan sonra, iplik ikinci oligo ile esleserek koprii
olusturur (Sekil 4.24). ikinci indeks okumasinin ardindan yapilan yikama sonrasi ikinci
indeks primeri de uzaklastirilir. Polimeraz ile ikinci oligonun uzamasi saglanarak ¢ift

iplikli koprii ampflifikasyonu gerceklestirilir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.24 Ikinci indeks okumast icin kdprii (www.emea.illumina.com 2016)
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Sekil 4.25 Cift iplikli kopri amplifikasyonu olusumu (www.emea.illumina.com 2016)

Iki iplikli DNA agcilip, ileri iplik uzaklastirilir ve ikinci okuma tekrar sekans primeri ile
baslar (Sekil 4.26). Bu sekilde ardarda okumalar ile veriler elde edilmis olur (Sekil
4.27).

;

Sekil 4.26 Iki iplikli yapmin denature edilip, ileri ipligin uzaklastirilmasi
(www.emea.illumina.com 2016)
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Sekil 4.27 Tekrarlanan okuma sonrasi verilerin elde edilmesi (www.emea.illumina.com
2016)

4.5 DNA Dizi Analizi

Illumina firmasinin Miseq cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Hazirlanan kiitiiphane
cihaza yiiklendikten yaklasik bir bucuk giin sonra okuma tamamlanmis, datalar bam.
dosyasi olarak cevrilmistir. Dizi analizi, Broad Institute tarafinca gelistirilen IGV 2.3
yazilimi kullanilmigtir. Bu yazilim bam. ve bam.bai dosyalarini kullanir (Sekil 4.28,

Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31).

Saptanan degisimler protein ve CDNA pozisyonlar1 ile VARSOME ve ClinVar
veritabanlarina gore degerlendirilmistir (Sekil 4.32 ve Sekil 4.33). Bulunan degisimlerin

hasarlayici etki siniflandirmast ACMG kilavuzunca yapilmistir (Cizelge 4.10).
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Sekil 4.29 LDLR genindeki W577R mutasyonunin IGV goriintiisii
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Sekil 4.30 W577R mutasyonunun VARSOME veritabaninda aratilmasi
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Cll nva I Genomic variation as it relates to human health

Advanced search
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& Print & Download

NM_000527.4(LDLR):c.1729T>C (p.Trp577Arg) Cite this record
Interpretation: Pathogenic/Likely pathogenic
Review status: 17 ¥ criteria provided, multiple submitters, no conflicts
Submissions: 7 (Most recent: Mar 28, 2019)
Last evaluated: Aug 20,2018
é Accession: VCV000252001.2
a Variation ID: 252001
pre Description: single nucleotide variant
Variant details [7]

NM_000527.4(LDLR):c.1729T>C (p.Trp577Arg)

Cenditions Allele ID: 246301
Variant type: single nucleotide variant
Cenes) Variant length: 1bp
Cytogenetic location: 19p13.2
Genomic location: 19:11116882 (GRCh38) GRCh38 UCSC

Sekil 4.31 W577R mutasyonunun ClinVar veritabaninda aratilmasi
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Sekil 4.32 PCSK9 geninin IGV goriintiisii
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Sekil 4.33 APOB geninin IGV goriintiisii
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Cizelge 4.10 ACMG varyant smiflandirmasi

Simif | Hasarlayici Etki Patojenite | A¢iklama
Olasihig

1 Patojenik >%99 Hastalik yapici etkisi yeterli verilerle
gosterilmis degisiklikler.

2 Olasi patojenik %99-95 Hastalik  yapici  etkisinin  oldugu
yoniinde giiclii  veriler bulunan
degisiklikler.

3 Hasarlayici  etkisi  bilinmeyen | %5-95 Hastalik yapici etkisi tartigmali olan

varyant degisiklikler.

4 Olast  hastalik  yapici  etkisi| %1-5 Hastalik yapic1 etkisinin olmadigi

bulunmayan (Olasi benin) yoniinde giicli  veriler bulunan
degisiklikler.

5 Hastalik yapici etkisi bulunmayan| <%1 Hastalik yapici etkisinin olmadig

(Benin) yeterli verilerle gosterilmis
degisiklikler.

Saptanan degisimlerin ekzonlara dagilimima, hasarlayicit etkilerine ve mutasyon

birliteligi bulunan hastalarin bulunmayan hastalara gore oranina bakilmastir.

Caligmalar,

laboratuvarinda  gerceklestirilmistir.

INTERGEN Genetik Hastaliklar Tani
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Demografik bulgular

213S147 numarali TUBITAK projesince ¢alismaya katilan hastalardan yetiskin ve ¢ocuk
olgularin esitligi gozetlenerek, tim cografi bolgelere ait 52 tane LDLR geni degisimi
tagityan hastanin 6rnegi tez kapsaminda c¢aligilmistir. Herhangi bir yas araligi ve cinsiyet
kriteri olmaksizin LDL kolesteroli yiiksekligi sikayeti bulunan hastalardan elde edilen
orneklerde, LDL kolesterol diizeyi eriskin hastalar i¢cin 200mg/dl ve istii ,18 yas alti
hastalar i¢cin LDL kolesterol diizeyi 160 mg/dl ve {istli olmasi sart aranmistir. Tiirkiye’de

yasayan yabanc1 uyruklu vatandaglar ¢calismaya dahil edilmemistir.

Cizelge 5.1 Caligmaya dahil edilen hastalarin yas, cinsiyet, niifusa kayitl olduklari il ve
LDL-Kolesterol seviyeleri

LDL-K
Diizeyi
Hasta No | Yas Cinsiyet | Niifusa Kayit (mg/dl)
1 61 E Corum 278
2 43 E Sivas 290
3 58 K Canakkale 286
4 13 E Artvin 165
5 12 K Kastamonu 276
6 13 E Kastamonu 191
7 8 E Kars 227
8 8 K Siirt 180
9 6 K istanbul 205
10 52 E Kayseri 368
11 65 E Batman 290
12 44 E Kahramanmaras 243
13 46 K Adana 290
14 54 E Adana 290
15 17 K Mugla 215
16 52 K Adana 200
17 39 E Kayseri 329
18 12 K Adana 264
19 4 E Hatay 579
20 45 E Bursa 290
21 37 E Aydin 298
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Cizelge 5.1 Calismaya dahil edilen hastalarin yas, cinsiyet, niifusa kayitli olduklar il ve
LDL-Kolesterol seviyeleri (devam)

LDL-K
Diizeyi
Hasta No |Yas Cinsiyet | Nifusa Kayit (mg/dl)
22 25 K Karaman 551
23 36 E Balikesir 290
24 31 K Bursa 290
25 42 E Konya 269
26 34 K Konya 433
27 47 E Konya 321
28 10 K Yozgat 274
29 8 E Ankara 245
30 19 K Yozgat 202
31 8 K izmir 284
32 16 K izmir 297
33 10 K Yozgat 273
34 10 E Manisa 291
35 3 E Mugla 680
36 9 K Ankara 232
37 16 E izmir 196
38 57 E Balikesir 265
39 7 E izmir 391
40 12 K Bitlis 205
41 16 K Manisa 497
42 9 K Ankara 153
43 16 E Ardahan 232
44 18 K Manisa 259
45 14 K Balikesir 214
46 31 K Van 229
47 38 E Bitlis 238
48 44 E icel 277
49 17 E Gaziantep 361
50 4 E izmir 315
51 40 K Urfa 308
52 49 E Van 330
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52 hastanin cinsiyet dagilimi; 28 (%54) kadin, 24 (%46) erkek hasta seklindendir.

Calisilan erkek hastalarin yas ortalamasi 31.1 iken, kadin hastalarn yas ortalamasi
21.4°tir (Sekil 5.1).

= KADIN
= ERKEK

Sekil 5.1 Calismaya dahil edilen hastalarin cinsiyet oranlari

Eriskin ve cocuk hasta sayis1 (n=26) esit olup, calisilan hastalarin yas ortalamasi yas

ortalamalas1 26,6’dir. 16 yetiskin erkek, 10 yetiskin kadin ve 12 erkek cocuk,14 kiz
cocuk hasta calisilmistir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2 Cinsiyetine gore hastalarin yas gruplamasi

52 HASTA Erkek Kadin
Yetiskin 16 10
Cocuk 12 14
Yas Ortalamasi 31.1 21.4

Erigkin hastalar i¢in LDL kolesterol diizeyinde ortalama 304,4 mg/dl, ¢ocuklar i¢in
286.2 mg/dl olarak bulunmustur. Erkek erigskin hastalarda LDL Kolesterol ortalamasi
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295,9 mg/dl, ¢ocuklarda 322,7 mg/dl olarak; kadin eriskin hastalarda ortalama 318,1,
cocuklarda 254,9 olarak hesaplanmustir.

350 318,1 322,7
286,2 ’
300 »
254,9
250
200
150
100
50
0
YASA GORE KADIN ERKEK

mERISKIN = COCUK

Sekil 5.2 Hastalarin yasa ve cinsiyete gore mg/dl cinsinden LDL-Kolesterol diizeyi
ortalamalari

5.2 Genetik Bulgular

5.2.1 LDLR sonuglar

LDLR tiim gen dizi analizi yapilan ve degisim saptanan 52 hastada, 41 farkli varyant
saptanmigtir.  5(%9,6) hastada 577nci kodonda degisim saptanmistir. Bunlardan
2(%5,77) olgu W577R, 1 olgu W577G, 1 olgu W577C varyantlaridir. 3(%5,77) hastada
V429M, 3(%5,77) hastada c¢.1476_1477delCT, 3(5,77) hastada [VS11-10G>A
varyantlart saptanmistir. G20R, C63G, D139N, D354G, I506F, IVS14+5G>A, Q739X,
IVS16+5G>T varyantarindan 2 ser (%3,8) hastada belirlenmistir (Cizelge 5.3).
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Cizelge 5.3 LDLR geninde tespit edilen varyantlarin adi, degisim tiirii, hasarlayici
etkisi ve bulundugu bolgeler

Degisim Degisim tiirii Hasarlayic1 EtKi Bolge
c.40dupT Cergeve kaymasi Patojenik Ekzon 1

Belirsiz 6neme sahi
G20R Yanlis anlamli varyant b Ekzon 1
C63G Yanlis anlamli Olas1 patojenik Ekzon 2
C222R Yanlis anlamli Patojenik Ekzon 4
S177P Yanlis anlamli Olas1 patojenik Ekzon 4
E140K Yanlis anlamhi Olas1 patojenik Ekzon 4
E179K Yanlig anlaml Olasi patojenik Ekzon 4
.502delG Cerceve kaymast Olas1 patojenik Ekzon 4
D139N Yanlis anlamli Olas1 patojenik Ekzon 4
€.725delC Cerceve kaymast Olas1 patojenik Ekzon 4
C167R Yanlis anlamlt Belirsiz 6neme sahip

varyant Ekzon 4
Q254P Yanlig anlamli Olas1 patojenik Ekzon 5
R257W Yanlis anlamlt Belirsiz 6neme sahip

varyant Ekzon 5
F282L Yanlis anlamli Olas1 patojenik Ekzon 6
D354G Yanlig anlamli Olas1 patojenik Ekzon 8
R416W Yanlig anlamli Patojenik Ekzon 9
V429M Yanlig anlamli Olasi patojenik Ekzon 9
F403L Yanlig anlamli Olas1 patojenik Ekzon 9
Y442H Yanlig anlamli Olas1 patojenik Ekzon 9
D492N Yanlis anlamlt Patojenik Ekzon 10
1488T Yanlis anlamlt Patojenik Ekzon 10
€.1476-1477delCT Cergeve kaymasi Patojenik Ekzon 10
G549D Yanlig anlamli Patojenik Ekzon 11
1560F Yanlis anlamlt Patojenik Ekzon 11
T534N Yanlig anlaml Olas1 patojenik Ekzon 11
W577R Yanlis anlamlt Patojenik Ekzon 12
W577C Yanlis anlamlt Patojenik Ekzon 12
K603X Anlamsiz Patojenik Ekzon 12
W577G Yanlig anlamli Olas1 patojenik Ekzon 12
p.579 582dupDSKL Cergeve kaymasi Olasi patojenik Ekzon 12
D622Y Yanlis anlamlt Belirsiz 6neme sahip

varyant Ekzon 13

Yanlis anlamli Belirsiz 6neme sahip

P649L varyant Ekzon 13
€.2119_2140+2del24bp Splice bdlgesi kayb1 Patojenik Ekzon 14
Q739X Anlamsiz Olas1 patojenik Ekzon 15
1796S Yanlis anlamli Olas1 patojenik Ekzon 16
€.2416dupG Cergeve kaymasi Patojenik Ekzon 17
IVS5-1G>A Intronik Olas! patojenik Intron 4

Belirsiz dneme sahip
IVS11-10C>A Intronik varyant Intron 10

Belirsiz dneme sahip
IVS15-3C>A Intronik varyant Intron 14

Olast hastalik yapici
IVS14+5G>A Intronik etkisi bulunmayan Intron 14

Olast hastalik yapici
IVS16+5G>T Intronik etkisi bulunmayan Intron 16
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4. ekzonda 8 degisim saptanarak en fazla mutasyon goriilen ekzon olmustur. 3, 7 ve 18.
ekzonda mutasyon varligi tespit edilmemistir. 12. ekzonda 5, 9. ekzonda 4, 10. ve 11.
ekzonda 3,1.,5., ve 13. ekzonlarda 2 ,6,8,14,15,16,17. ekzonlarda 1 farkli varyant tespit
edilmistir (Sekil 5.3).

N W R U1 N 0

[ERN

5
4
3 3
2 2 2
I1 I11II 101 1 1
. ] H BN []

mEX1 mEX2 EX3 EX4 W EX5 mEX6 mEX7
WEXS W EX9 HEX10 WEX11 W EX12 EX13 EX14
EX15 EX16 mEX17 EX18 B INTRONIK

Sekil 5.3 LDLR geninde bulunan varyantlarin bulundugu bolgelere gore dagilimi

Hastalardan 39°’u heterozigot, 8’i homozigot, 5’i birlesik heterozigot (compound

heterozigot) mutasyon tasimaktadir.

Birlesik heterozigot olan 5 hastadan, 4iiniin mutasyonlarindan biri intronik mutasyondur.
Bunlardan 2si 1VS14+5G>A,2si 1VS11-10G>A degisimidir. 1 hastanin her iKi
mutasyoni da ekzon bolgesindedir (Cizelge 5.4).
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Cizelge 5.4 LDLR geninde birlesik heterozigot olan hastalarin degisimleri

1. Heterozigot Degisim

2. Heterozigot Degisim

D622Y IVS14+5G>A
V429M IVS11-10G>A
€.2119_2140+2del24bp IVS11-10G>A
C167R IVS14+5G>A

G20R p.579_582dupDSKL

41 degisimin 32’si ACMG kilavuzu degerlerndirmesine gore hastalik yapici etkiye sahip
(Smif 1 ve 2) iken, 7 ‘si hasarlayici etkisi heniiz bilinmeyen sinifa dahil olan (Sinif 3),

kalan 2’ si hasarlayici olmayan degisimlerdir (Cizelge 5.3).

41 varyantin %66 ‘st (n=27) yanlis anlamli (missense) degisim , %14,6’s1 (n=6) ¢erceve
kaymasi degisimi, %12,2’si (n=5) intronik, %4,9’u (n=2) anlamsiz (nonsense) degisim,

%2,4’1 (n=1) splice bolgesinin kaybina neden olan degisimdir (Sekil 5.4).

Degisim turi

2,40%

12,20%

® Yanhs anlamli = Anlamsiz = Cergeve kaymasi intronik = Splice bdlgesi kaybi

Sekil 5.4 LDLR geninde bulunan 41 farkli varyantin degisim tiirii oranlar1
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Missense degisimlerin 8’1 patojenik, 14’ iiolas1 patojenik, 5i hasarlayici etkisi heniiz
bilinmeyen degisimdir. Frameshift degisimlerin 3ii patojenik, 3ii olas1 patojenik olarak
siniflandirilmistir. 2 nonsense de@isimin biri patojen, biri olasi patojendir. Intronik
degisimlerden yalnizca biri olasi patojenik iken, 2si etkisi heniiz bilinmeyen, 2’ si olasi
benin olarak smiflandirilmigtir. Splice bolgesinde kayba sebep olan mutasyon ise
patojeniktir. Hastalia sebep olma olasiligi yiiksek degisimlerin en ¢ok gorildiigi
ekzonla 9-12 ekzon araligidir. Patojenitesi en diisiik degisimler ise intronik bolgedeki
degisimlerdir (Sekil 5.5)

P Bl

. B
6 0

5 -+ @) v FAY
4 e Qo [ [ A
B o emoeo®e Ay
2+ 0O © O ©O @ @ @ O A
1+ @ O @ O O ce e o 0@ v oMl A

Ex1 Ex2 Ex3 Exd4 Exb Ex6 Ex7 Ex8 Ex8 Ex10 Ex11 Ex12 Ex13 Ex14 Ex15 Ex16 Ex17 Ex18 Int

2 Intronik B  Patojenik

() Missense [ Olasi Patojenik

] Frameshift [] Hastalik Yapici Etkisi Bilinmeyen
AV Nonsense |:| Olasi Benin

D Splice Balgesi Kayk

Sekil 5.5 LDLR geninde tespit edilen degisimlerin bulundugu ekzonlar, degisim
tiirlerini ve patojenitelerine dair sematik gésterim
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5.2.2 APOB sonuclari

LDLR geninde degisim tespit edilen bu 52 hastanin 3’ {inde, ayn1 zamanda APOB
degisimi goriilmistiir. Bu degisimlerin ¢t de farkli degisimler olup; 2’si ekzonda, 1’i
intronik bolgededir. R3527Q ve V4265A degisimleri anlis anlamli degisim, 1VS14-
5T>A degisimi intronik degisimdir. Yalnizca R3527Q degisiminn patojenik etkisi
bilinmektedir (Cizelge 5.5). Bu degisimin frekans1 3634 alelde 1’dir. Hastalik yapici
etkisi belirsiz olan intronik degisimin frekansi veri tabanlarinda 1389:1 olarak yer

almaktayken, V6265A degisimin frekansi 195:1°dir. (Cizelge 5.5).

Cizelge 5.5 LDLR geninde mutasyon tasiyan hastalarda bulunan APOB degisimlerinin
adi, bolgesi, degisim tiirii ve hasarlayici etkisi

Degisim Bolge Zigozite Degisim Tiirii Hasarlayic1 Etki
p.V4265A Ekzon 29 Heterozigot Yanlig anlamli Olasi hastalk
yapicl etkisi
bulunmayan
IVS14-5T>A Intron13 Heterozigot Intronik Belirsiz  dneme
sahip varyant
p.R3527Q Ekzon 25 Heterozigot Yanlis anlamli Patojenik

5.2.3 PCSKO9 sonuclar

LDLR geninde degisim tespit edilen 52 hastanin yalnizca birinde PCSK9 degisimi
saptanmistir. Bu degisim ekzon 10°da yer alan p.A522T degisimidir ve hastalik yapici
etkisi disiik, smif 4 olarak siniflandirilmistir. Veri tabanlarma gore alel frekansinin

33310:1° olmas1 goriilme sikliginin diistikliiglini géstermektedir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Ailesel hiperkolesterolemi hastaligi otozomal dominant gegisli tek gen hastaligidir.
Olgularin %85°’t LDLR genindeki degisim sonucu meydana gelmektedir. Ailesel
hiperkolesterolemiye neden olan baslica diger genler APOB ve PCSK9 genleridir.
Ailesel hiperkolesteroleminin, homozigot ve heterozigot olmak iizere iki formu vardir.
Alellerden ikisinin de etkilenmis oldugu homozigot formu, heterozigot formuna sahip
olgulara gore daha siddetli klinik gostermektedir. Tez ¢calismasindaki ama¢ mutasyonun
en yaygmn goriildigii gen olan LDLR genindeki degisimlere; PCSK9 ve APOB
genlerinde herhangi bir degisimin eslik durumunun arastirilmasidir. Bu duruma gifte

(double) heterozigot ad1 verilmektedir.

Daha once literatiide yer alan bir arastirmada (France vd 2016), hastalarin %91 inin
LDLR, %8’ inin APOB, %1’ inin PCSK9 geninde bulunan degisiklik sonucu AH hastas1
oldugu raporlanmistir. Bu verilerden yola ¢ikilarak homozigot ,birlesik heterozigot ve
double heterozigot degisimlerin frekanst hakkinda sayisal tahminler; %90 LDLR
geninde birlesik heterozigot ve homozigot, %8 APOB ve LDLR genlerinde cifte
heterzigot , %1 LDLR ve PCSK9 genlerinde cifte heterozigot, %1 APOB ve PCSK9
genlerinde cifte heterozigot, %0,7 APOB geninde homozigot ve %0,01 PCSK9 geninde

homozigot mutasyon bulundugu yoniindedir.

Tez calismasinin benzeri bir calisma Hollanda’da 45 hasta ile yapilmistir. LDLR
geninde mutasyonu bulunan 45 hastadan, 23’ {iniin APOB, 5’inin PCSK9 geninde olmak
tizere toplam 28 hastanin cifte heterozigot mutasyon tasidigi raporlanmistir. Bu
arastirmada hastalar aile liyeleridir. Bu sebeple tez calismasina dair veriler ile arasinda

farklilik bulunmaktadir (Sjouke vd 2016).

AH klinigi gosteren ve aralarinda kan bagi bulunmayan 33 hasta ile yapilan benzeri
calismada; bir hastada ¢ifte heterozigotluk saptanmigtir. Hastalarda 20 farkli LDLR
varyanti, bir APOB varyantinin (R3527Q) bulundugu gozlenmistir (Banares vd 2017).
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Tiirkiye’nin yedi cografik bolgesinden ulasilan ve akrabalik baglari bulunmayan ve
LDLR geninde mutasyon tasiyan 52 hastadan; 39’unun (%75) heterozigot AH, 8’inin
(%15,4) homozigot AH, 5’inin (%9,6) birlesik heterozigot (compound heterozigot) AH
hastas1 oldugu saptanmistir. 52 hastadan 4’i (%7,7) ¢ifte heterozigottur. Hastalarin 3’1
(%5,7) LDLR ve APOB geninde, biri (%1,9) LDLR ve PCSK9 geninde cifte
hereozigottur (Cizelge 6.1).

Cizelge 6.1 Benzeri galismalar ile gifte heterozigotluk oranlarinin karsilastiriimasi

LDLR

ve

Genlerinde
Heterozigotluk

APOB
Cifte

LDLR ve
Genlerinde

PCSK9
Cifte

Heterozigotluk

Istatistiklere ~dayal1 tahmini oranlar %8 %1
(France vd 2017)

LDLR geninde mutasyon tasiyan 33 %3 0
indeks hastalik ¢aligmaya ait oranlar

(Banares vd 2017)

LDLR geninde mutasyon tasiyan 45 aile %51 %11
tyesini kapsayan ¢aligmaya ait oranlar

(Sjouke vd 2016)

LDLR geninde mutasyon tasiyan 52 %5,7 %1,9

indeks hastalik ¢aligmaya ait sonuglar

Hiperkolesterolemi ile ilgili genetik ¢alismalara 6nem veren Hollandalt bilim insanlari,
104 682 hasta taramig, 24 homozigot (20 LDLR, 4 APOB geninde), 25 LDLR geninde
birlesik heterozigot, 25 LDLR ve APOB genlerinde mutasyon tasiyan ¢ifte heterozigot
vaka saptanmistir (Sjouke vd 2015). Hollanda’da 1191 hasta grubu ile yapilan bir diger
calismada, 7 hastada cifte heterozigotluk saptanmistir. Bu hastalarin 6’s1 LDLR ve
APOB geninde, 1’'i LDLR ve PCSK9 geninde ¢ift heterozigot mutasyona sahiptir
(Hartgers vd 2018).

Ispanya hiperkolesterolemi ¢alismalara 6nem veren bir diger iilkedir. 1996 yilindan

2015 yilina kadar toplam 16 751 hastanin dahil edildigi bir calismada; 5 ¢ifte heterozigot

58



(3 hastada LDLR ve PCSK9 genlerinde, 2 hastada LDLR ve APOB genlerinde) hastaya
ulagsmistir (Hernandez vd 2016).

Calismaya dail edilen 52 hasta LDLR geninde mutasyon oldugu bilinen hastalar
arasindan secildigi i¢in verileri, mutasyon varligi bilinmeyen hastalar ile kiyaslamak
yaniltict olabilir. Bu durum goz o6niinde bulundurularak diistinildigi takdirde, ¢ifte

heterozigotluk oraninin diger ¢aligmalara oranla ytliksek oldugu gozlenmistir.

Calismadan elde edilen bir diger veri de LDLR genine ait degisimlerin tiirleri, ekzonlar1
ve variant sayisidir. Literatiirde yer alan 6nceki ¢alismalardan; LDLR geninde mutasyon
tiirlerini arastiran bir ¢alismada; 2925 vakada, 1707 farkli varyant saptanmistir. Bunlarin
129’u (%7,5) anlamsiz degisim, 337’si (%19,7) ger¢eve kaymasi, 118’1 (%6,9) biiyiik
bolge degisimi, 181’1 (%10,6) intronik ve 795’inin (%46) yanlis anlamli degisim oldugu
raporlanmistir (Leigh vd 2016).

1018 hastalik konuyla ilgili bir diger ¢alisma sonucunda LDLR geninde 237 varyant
tepit edilmistir. Bunlarin %50°si yanlis anlamli degisim, %11,4’ti anlamsiz degisim,
%17,3’1 cergeve kaymasi, %11’ intronik degisim, %10,5’1 biiyiik bolge degisimleridir
(Bertoloini vd 2013).

Bu calismadan elde edilen veriler onceden literatiirde yer alan verilerle benzerlik
gostermektedir (Cizelge 6.2.). LDLR geninde degisim bulunan 52 hastada,41 farkli
varyan tespit edilmistir. Varyantlarin 27’si (%66) yanlis anlamli degisim, 6’s1 (%14,6)
gergeve kaymasi, 5’1 (%12,2) intronik degisim , 2’si (%4,9) anlamsiz degisim, 1’
(%2,4) splice bdlgesinin kaybina neden olan degisimdir.
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Cizelge 6.2 LDLR geninde tespit edilen varyantlarin karsilastirilmast

Varyant | Yanhs Anlamsiz | Cerceve | Biiyiik Intronik
Hasta Sayis1 | Sayisi anlamh Degisim | Kaymasi | Bolge Degisimler
Degisim Degisimleri
2925 Hasta 1707 %46 %7,5 %19,5 %6,7 %10,6
(Leigh vd 2016)
1018 Hasta 237 %50 %11,4 %17,3 %10,5 %11
(Bertoloini vd.
2013)
52 Hasta 41 %66 %4,9 %14,6 %2,4 %12,2

Ispanya’da LDLR genindeki mutasyonlarin ekzonlara dagilimini ele alan 5430 hastalik
bir ¢aligmada, hastalarin %16’ya yakininin intronik mutasyon tagidigi saptanmistir. En
¢ok mutasyon goriilen ekzonlar, ekzon 4 (%12) ve ekzon 9’dur (%10,6). 18nci ekzonda
hi¢ mutasyon saptanmamistir (Palacios vd 2011). LDLR genine ait mutasyon dagilimina
baktigimizda benzer sonuglari gormekteyiz. 4ncii ekzonun, 8 degisimin saptandigi en
fazla mutasyon goriilen ekzon oldugu tespit edilmistr. 18nci ekzon yam sira, 3 ve 7nci

ekzonda mutasyon varlig1 tespit edilmemistir (Sekil 6.1).

25
19,5
20 ’
15,8
15
12, 12,2 2,2
10,6
9,8
10 ,8
73 7.3
51
4’r9 19 46
4 ’
> 35 24 24 Ba
1824 2,4 ! !

I | | | AL e
0 - |

N > ™ > g o A NS

N @0 S '»00 '»00 '»00 '»00 '»00 oo\’ & oo\’ N oo\’ & &S

L A AP I R R R R R R

Hispanya, 2011 ™ Tiikiye,2019

Sekil 6.1 LDLR geninde goriilen degisimlerin ekzonlara dagiliminin yilizde cinsinden
karsilastirilmasi (Palacios vd 2011)

60



Intronik degisimlerin patojenitesi en az degisimler oldugu tespit edilmistir. Patojenitesi
en yiiksek olan mutasyonlarin 9 ile 12. Ekzonlar arasinda bulundugu saptanmistir (Sekil

5.5).

Hastalardan yalnizca birinde saptanan PCSK9 degisimi p.A522T degisimidir. Hastalik
yapicr etkisi diislik, sinif 4 olarak siniflandirilmistir. Veri tabanlarina goére goriillme
sikliginin disiiktiir. Bu varyantin bir islev kaybina sebep (LOF) varyant olabilecegi
diistiniilmektedir. PCSK9 geninin diizenleyici etkisi diisiintildiiglinde, LDLR mutasyonu
bulunan hastadaki LDL-Kolesterol diizeyinin ayni zamanda bu degisimi tasimasi

sayesinde azalmasi miimkiindiir.

6.1 Oneriler

Hiperkolesterolemi tedavisinde, altta yatan nedenden bagimsiz olarak benzer tedavi
yontemlerinin uygulanmasi sebebiyle genetik tanimnin {izerine gidilmemektedir.
Hastaligin fiziksel bulgular1 ortaya ¢ikmadan 6nlem almak adina genetik tan1 6nemlidir.
Farkli formlarin, farkli mutasyonlarin ve mutasyon birlikteliklerinin hastaligin fenotipini
etkiledigi bilinmektedir. Bu sebeple genetik tani iizerine gidilmeli, gerekirse aile

taramasi yapilmalidir.

LDLR geninde mutasyon tastyan olgularin, APOB ve/ve ya PCSK9 genlerinde de ayni
zamanda degisim bulundurup bulundurmadigi amaciyla yapilan bu ¢alismada, bir ileriki
adim olarak degisim birlikteligi ile fenotipik iliski kurulmas1 miimkiin olabilir. Degisim
birlikteliklerinin LDL-Kolesterol diizeyine etkileri klinik olarak faydali bir ¢aligma

olacaktir.

52 olguluk ¢aligmada hastalar, her ne kadar iilkenin tiim cografik bolgelerinden se¢ilmis
olsa da, llkeye dair kesin ve acik olarak mutasyon spektrumunun olusturulmasi
acisindan yetersizdir. Calisma ne kadar genis capta yapilirsa giivenilirlik o kadar

artacaktir.
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Her toplumun LDL-Kolesterol diizeyinde farkliliklar bulundurabilecegi diisiiniiliirse,
Tiirk toplumu icin farkli toplumlarin skorlama sistemleri yerine kendimize 6zgii bir
skorlama sistmi gelistirmek gereklidir. Bunun i¢in de toplum LDL-Kolesterole dair
istatistiki calismalar yapilabilir. Siiphesiz ki daha evvel bahsedilmis olan kademeli
tarama yontemi, toplumda hiperkolesterolemi stratejisi olarak belirlenmelidir. Kademeli
tarama yontemi ile ulasilan hasta bireyin saglikli yakinlari kontrol grubu olarak

diisiintiltirse, hastalikla iligkili olan ve olmayan klinik bulgular gézden gegcirilebilir.

PCSK9 geninin diizenleyici (modifier) gen etkisinin daha acik anlasilabilmesi icin de,
LDLR geni ile PCSK9 geninde ¢ifte heterozigotluk durumunun daha gesitli varyantlari

ve LDL-Kolesterol diizey bilgilerini kapsayarak arastirilmasi miimkiindiir.
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caligmasi olan arastirma dosyasi degerlendirildi.

Arastirma dosyasinin amag, yontem ve yaklasim bakimindan etik ilkelere UYGUN olduguna karar

verildi.
BASKAN OYE OYE

| Nlon 7 / ¢ /
Y.Meric TUNCA Ayhan KUBAR M:y/ GULEC Cengnz BASOGL
Prof.Dis Tbp.Alb. Prof.Tbp.Alb. Prof. Tbp.Alb. Prof Tbp.Alb.

UYE UYE UYE

TOPLANTIYA KATILMADI / 2 , 4l I

Cemil YILDIZ mih GO Ergun TOZKOPARAN / Muharrem UQAR
Prof. Tbp.Alb. P f pr Alb. Prof. Tbp.Alb. Do¢.Tbp.Alb.

UYE UYE UYE

@QMM — Harun TUGC

Dog¢.Dr.Hv.Sag.Alb. Do¢.Tbp.A

Pk
CengizjHan ACIKEL
Dog¢. Tbp’Alb.
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