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KISALTMALAR
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Apo E
BMI
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Ilerlemis glikasyon son iiriinleri “Advanced Glycation End
Products”
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Viicut kitle indeksi “Body Mass Index”

Yiiksek yogunluklu lipoproteinler “High Density Lipoproteins”
Intraseliilar hiicre adezyon molekiilii-1 “Intracellular Cell
Adhesion Molecule-1”

Diisiik yogunluklu lipoproteinler “Low Density Lipoproteins™
Lizozomal integral zar protein II “Lysosomal Integral Membrane
Protein II”

Okside olmus diisiik yogunluklu lipoproteinler “Oxidized Low
Density Lipoproteins”

(Copeu reseptor-A “Scavenger Receptor-A”

Copeti reseptor siif B tip [ “Scavenger Receptor Class B Type 1
Degistirici biiylime faktorii beta “Transforming Growth Factor
Beta”

Vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1 “Vascular Cell Adhesion
Molecule-1”

Cok disiik yogunluklu lipoproteinler “Very Low Density

Lipoproteins”
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1. OZET

Ateroskleroz ve bu hastaligin miyokardiyal enfarktiis ve iskemik inme gibi baslica
komplikasyonlari, tiim diinyada hala en oOnemli saglik problemlerinden biridir.
Ateroskleroz, mononiikler lenfositlerin intima tabakasina infiltrasyonu, damar diiz kas
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve ekstraselliiler matriks birikimi ile karakterize edilen damar
duvarindaki hasara cevapla gelisen kronik inflamatuar bir hastaliktir. Artmis ve
degisiklige ugramis LDL, sigaranin neden oldugu serbest radikaller, hipertansiyon,
diyabet, genetik degisiklikler, artmis plazma homosistein diizeyleri, infeksiyona neden
olan mikroorganizmalar ve/veya diger faktorlerin etkilesimlerini igeren endotele bagl
fonksiyon bozuklugunu miimkiin kilan sebepler ateroskleroza yol ag¢maktadir.
Ateroskleroza yol acan mekanizmalar tamamiyle agik olarak bilinmemektedir. Ancak
aterosklerozun olusumunda kopiik hiicrelerin varligi ve CD36 ¢Opcii reseptorlerinin
onemi lizerinde durulmaktadir. CD36, damar duvarinda monositten olusan makrofajlar
tarafindan OxLDL’nin hiicre i¢ine alinmasinda rol almaktadir. CD36, yag asit ve lipit
metabolizmasinda fizyolojik bir role sahiptir. Bu molekiiliin ekspresyonunda veya
aktivitesinde genetik ¢esitlilik ateroskleroz riskinde bagimsiz etkiye sahiptir. CD36’da
olusabilen C478T tipi bir polimorfizm, CD36 ekspresyonunda direkt olarak anlamli
azalmalara yol agmaktadir. Bu nedenle ¢aligmada, erigkin kisilerde C478T (Pro90Ser)
polimorfizmi analiz edilmistir. Total kolesterol, LDL kolesterol, HDL kolesterol,
trigliseritler, glukoz diizeyleri, kan basinglar1 ve viicut kitle indeksi gibi aterosklerozla
iligkisi olan parametreler degerlendirilmistir. Calismamizda, 125 kisiden sadece birinde
heterozigot CD36 mutasyonu oldugu digerlerinde C478 homozigor (yaban tip) oldugu
tespit edilmistir. Sonug olarak, CD36 gen polimorfizmi ve ateroskleroza neden olan lipit
profili arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in genis bir hasta grubu ve ayn1 zamanda farkl

polimorfizmlerin ve CD36 ekspresyonunun incelenmesi planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, CD36, Copc¢ii Reseptor, Polimorfizm



2. SUMMARY
CD36 GENE POLYMORPHISM AND ITS ASSOCIATION WITH ATHEROGENIC

LIPID PROFILE
Atherosclerosis and its major complications such as myocardial infarction and ischemic
stroke are still a major health problem in the world. Atherosclerosis is now regarded as
a chronic inflammatory disease developing in response to injury in the vessel wall and
is characterized by the infiltration of mononuclear lymphocytes into the intima,
migration and proliferation of vascular smooth muscle cells, and accumulation of
extracellular matrix. Possible causes of endothelial dysfunction leading to
atherosclerosis include elevated and modified LDL, free radicals caused by cigarette
smoking, hypertension, and diabetes mellitus, genetic alterations, elevated plasma
homocysteine concentrations, infectious microorganisms, and combinations of these or
other factors. In atherosclerotic lesions, the nature of the inciting pathogen is not
entirely clear. However, researchers focused on foam cells formation and importance of
the CD36 scavenger receptors in the pathogenesis of atherosclerosis. CD36 is involved
in the uptake of OXLDL by monocyte derived macrophages in the vascular wall, a key
molecule of majority event for the initiation of atherosclerosis. CD36 has a
physiological role in fatty acid and lipid metabolism. The genetic variability in the
expression or activity of this molecule may have independent impact on the risk of
atherosclerosis. The C478T substitution on CD36 directly leads to the significant
reduction in CD36 expression. In this study, polymorphism C478T (Pro90Ser) were
analyzed. Among the parameters which is related to atherosclerosis, total cholesterol,
LDL cholesterol, HDL cholesterol, triglycerides, glucose concentrations, blood pressure
and body mass index (BMI) were also evaluated. In our study, we detected only one
heterozygous CD36 mutation, others displayed C478 homozygous (wild type) in 125
adults. In order to investigate relation CD36 gene polymorphism and atherogenic lipid
profile, we are planning to study a larger group and investigate different

polymorphisms, and expression of CD36.

Keywords: Atherosclerosis, CD36, Scavenger Receptor, Polymorphism



3. GIRIS ve AMAC

Ateroskleroz, biitiin iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de en basta gelen 6liim
nedenlerinden biridir. Ateroskleroz, endotel hiicre tabakasinda harabiyet, diiz kas
hiicrelerinin mediadan intimaya gocii, proliferasyonu ve kopiik hiicre olusumu ile
goriilen bir durumdur (75). Su ana kadar yapilan epidemiyolojik, klinik, genetik ve
hayvan ¢alismalarinda aterosklerozun patogenezinde pek ¢ok risk faktoriinden soz
edilmis, bunlarin basinda hiperkolesteroleminin  geldigi  bildirilmistir  (16).
Ateroskleroza yol acan lezyonlarda biriken okside olmus diisiik yogunluklu
lipoproteinler (“Oxidized Low Density Lipoproteins”, OxLDL), diiz kas hiicreleri veya
makrofajlarda bulunan ¢opcili reseptor olarak adlandirilan CD36 reseptorii, tarafindan
hiicre icine alinip kopiik hiicre olusumuna neden olmaktadir (87, 99). Yapilan
calismalarda, CD36-eksik farelerde OxLDL’lerin alinnminda % 60 bir azalma
gbzlenmistir. Yine ayni ¢alismada, ApoE/CD36-eksik farelerde OxLDL’in aliniminin
azaldig1 ve ateroskleroza yol acan lezyon gelisiminin engellendigi gozlenmistir (25).
Calismalarda CD36’nin insiilin, yag metabolizmasi ve lipit metabolizmasinda énemli
bir fizyolojik rolii oldugunun saptanmasi, CD 36 geninin 6nemini artirmistir.

Bu c¢alismada, CD36 gen polimorfizmi ve bunun ateroskleroz ile iligkisinin
aragtirtlmasii planladik. Bu nedenle calismamizda, CD36 geninin 478. niikleotit
noktasinda sitozinden (C) timine (T) degisimin sonucu, CD36 gen {irliniiniin 90.
kodonunda CCT (Prolin)’den TCT (Serin)’ye degisimini gerceklestiren tek niikleotit
polimorfizmini kullandik ve bu polimorfizmle kan lipit profillerini karsilagtirmay1

amagladik.



4. GENEL BIiLGILER

Ateroskleroz ve komplikasyonlar1 biitiin diinyada en basta gelen O6liim
nedenlerinden biridir. Genel olarak, aterosklerozun degisime ugramis lipoproteinler,
monosit-tlirevi makrofajlar, T hiicreleri ve damar duvarinin normal hiicresel elementleri
arasindaki etkilesimlerle sonuglanan kronik inflamasyonun bir sekli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu inflamatuar siire¢, eninde sonunda damar liimeninin i¢ine dogru
ilerleyen kompleks lezyonlarin veya plaklarin gelisimiyle sonuclanmaktadir. Plak
yirtilmast ile birlikte gergeklesen tromboz, miyokardiyal enfarktiis ve inmenin akut
klinik komplikasyonlari ile sonuglanir (75). Epidemiyoloji ¢aligmalari, pek ¢ok genetik
ve cevresel faktor arasinda artmis serum kolesterol diizeylerinin, diger bilinen risk
faktorlerinin yoklugunda bile ateroskleroz gelisimine tek basina yeterli oldugunu

gostermektedir (16).
4.1. Ateroskleroz

4.1.1. Aterosklerozun Patogenezi

Aterosklerozun patogenezi i¢in ¢ok sayida teori &ne siiriilmiistiir. One siiriilen
teorileri hasara cevap teorisi (74), degisime ugramis lipoprotein teorisi (85), diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (“Low Density Lipoproteins”, LDL) tutulmasi teorisi (95),
hemodinamik bozukluklar teorisi (40) ve ateroskleroz i¢in immiinolojik hipotez (94)
olarak siralayabiliriz. Ateroskleroz hakkinda giincel diisiince bircok baslatici ajanin
herhangi birine ve ¢ok etkenli patolojik mekanizmalara kars1 damar duvarinin cevabiyla
ateroskleroza yol agan plaklarin gelismesi olarak diisiiniilmektedir. 1973 yilinda Ross ve
Glomset (73), kronik hasara kars1 damar cevabinin aterosklerozla sonuglandigi teorisini
ortaya attilar. Daha sonra Ross ve digerleri (74), hasara ugramis endotel hiicrelerindeki
degisikliklerin, endotelin gec¢irgenlik karakteristiginde aksamaya neden oldugunu ve
bdylece bunun damar duvari ve kanin elementleri arasinda bir etkilesime izin verdigini
gostermislerdir. Endotel hiicre hasaridan sonra endotel hiicrelerindeki biyokimyasal
sinyaller, koruyucu mekanizmalar1 indirgeyecek sekilde regiile etmekte ve yeni olusan
plateletlerde, monositler ve lenfositlerdeki protein sentezini artiracak sekilde regiile

edip, bu durum da asir1 inflamatuar ve fibroproliferatif cevapla sonuglanmaktadir (14).



Endotel hiicre hasarinin nedenleri olarak, hipertansiyonla iligkisi olan
biyokimyasal ve mekaniksel giicler, diyabetle iliskili olan glikozillenmis proteinler,
OxLDL ve sigara kullanimi bildirilmistir. Endotel hasarina yol agan fiziksel
faktorlerden “shear stress” ve kan akim tiirblilansi, fibroproliferatif cevabi
uyarabilmekte ve ateroskleroz gelisimine neden olabilmektedir (14).

Endotel hiicre hasar1 sonucu endotel tabakasi, kan kaynakli elementlerin
dokularin iglerine girisini saglayabilen gecirgen bir bariyer gibi davranmaktadir.
Endotel bariyerindeki bu bozulma, iceriye kolesterolce zengin lipoproteinlerin girisine
de sebep olmaktadir. Aterosklerozda bir diger fonksiyon degisikligi, endotel
hiicrelerinin aktivasyonuyla sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin ekspresyonundaki
artis olarak gosterilmektedir. Bu sitokinler ve adezyon molekiilleri, l6kositlerin damar
duvarindan hiicrelerarasi alana girislerini diizenlemektedir (37).

Aterosklerozun ilk safhasindan itibaren, LDL endotel altinda bulunan matriks
icerisinde birikmeye baslar (53). Dogal LDL sirayla, oksidasyon, lipoliz, proteoliz ve
agregasyonu igeren degisikliklere maruz kalirlar ve biitiin bu olaylar kopilik hiicre
olusumuna gotiiren inflamasyona sebep olmaktadir. Erken lezyon olusumu i¢in ¢ok
onemli degisikliklerden birisi, damar hiicrelerinin oksidatif atiklarin etkisine maruz
kalmasinin bir sonucu olan lipit oksidasyonudur (31).

Deneysel calismalarda, ateroskleroza neden olan diyete baslanmasini takiben
151k mikroskobu altinda endotel tabakasina yapismis ve ayrica intima tabakasi ile
damarin daha i¢ tabakalarinda inflamatuar hiicrelerin bulundugu gosterilmistir (51).
Monositleri, makrofajlar1 ve lenfositleri (genellikle T hiicreleri) igeren inflamatuar
hiicreler, ateroskleroz gelisiminde kritik role sahiptir (75). Kemokinler, dolasimdaki
monositlerin ve lenfositlerin damarda endotel hasarin olustugu bdlgelere yapigmalarini
uyarir (55). E-selektin ve P-selektin, intraselliiler adezyon molekiilleri olan damar hiicre
adezyon molekiil-1 (“Vascular Cell Adhesion Molecule-1”, VCAM-1) ve intraselliiler
hiicre adezyon molekiil-1 (“Intracellular Cell Adhesion Molecule-1”, ICAM-1)’1 iceren
endoteliyal adezyon molekiilleri, inflamatuar hiicrelerin yuvarlanmasinda, adezyonunun
saglanmasinda ve bu hiicrelerin damar duvarinin iglerine girisinde 6zgiil bir role sahiptir
(82). Ilk olarak monositler damar endotel tabakasina yapisirlar, subendotel alana dogru

gb¢ ederler ve makrofaj olabilmek icin degisime ugrarlar (14).



Damarin intima tabakasina gegcen monositler, makrofajlarin morfolojik
Ozelliklerini kazandiktan sonra kopiik hiicre olusumuna neden olan bir seri degisiklige
maruz kalirlar (51). Gelismis makrofajlardaki kopiik hiicre olusumlar, yiiksek miktarda
kolesterol esterleri icerir ve ayn1 zamanda bu kdpiik hiicreler erken ve gec lezyonlarin
belirtecidir. Bu hiicrelerde kolesterol birikimi, esas olarak LDL’in degisime ugramis
formlarmi1 tutan ¢Opgii  reseptorler olarak adlandirilan reseptorler aracigiyla
gerceklestirilir (99). Apo E-eksik farelerde, ¢opgii reseptor-A (“Scavenger Receptor-A”,
SR-A) ve CD36’nin 6nemli bir role sahip oldugu gdosterilmistir. CD36/Apo E-eksik
farelerde kontrol grubuna gore daha az ateroskleroz gelisimi ve lezyon alaninda daha

bliyiik azalma oldugu belirtilmistir (Sekil 4.1) (25, 87).
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Sekil 4.1. Yagh cizgi lezyon gelisimindeki baslangi¢c olaylar (16 no’lu kaynaktan

alinmistir)

Basit yagh cizgiye gecis, digerlerine nazaran daha kompleks bir lezyondur.
Yagh ¢izgi, diiz kas hiicrelerinin sirasiyla medial tabakadan ve internal elastik
laminadan gegerek subendotelin icine gdcii olarak karakterize edilmektedir. intima
tabakasinda bulunan diiz kas hiicreleri ¢ogalabilir ve degisime ugramis lipoproteinleri
alabilir. Bunun sonucu olarak kopiik hiicre olusumu ve hiicrelerarast matriks

proteinlerinin sentezi fibroz sapka olusumuna neden olur (67, 75). Lezyon gelisiminin



bu sathasi, monositler/makrofajlar ve T hiicreleri arasindaki etkilesim sonucu olusan
hiicresel ve humoral cevaplarin c¢esitli tiirleri ve kronik inflamatuar durumun birgok

Ozelliklerininden etkilenmektedir (Sekil 4.2) (36).

Vaskiiler Endotelyal
limen hiicreler >

Sekil 4.2. Lezyon gelisimi (16 no’lu kaynaktan alinmistir)

Damar liimeninin daralmasinin sonucu olarak iskemik semptomlar ve plak
yirtilmasiyla olusan tromboz, miyokardiyal enfarktiis ve inme gibi akut kardiyovaskiiler

olaylara neden olabilmektedir (16).

4.1.2. Ateroskleroza Yol Acan Risk Faktorleri

Insanlarda aterosklerozun gelisimi onlarca yil almaktadir. Erken lezyon olusumu
adolosan donemde baglar (49). Eriskinlerde, adolosan donemdeki kisilerde ve geng
eriskinlerde muskiiler ve elastik damarlarda artmis lezyonlara ve yagli ¢izgilere sebep
olan birgok Onemli risk faktorleri saptanmistir (58, 59, 81). Lezyon olusum
oranlarindaki farkliliklar ateroskleroz etiyolojisinde bir¢ok etkenli kompleks bir hastalik
olmasi ve muhtemelen bu degisik faktorlere bireysel genetik yapilarin farkli cevap
vermesi ile agiklanmaktadir (13). Epidemiyolojik calismalardan elde edilen veriler
hiperkolesterolemi, sigara igilmesi, erkek cinsiyeti, hipertansiyon ve diyabet gibi bircok

risk faktoriinii geleneksel risk faktorlerinin arasinda saymaktadir. Bununla birlikte, ayni



oranda 6nemlilik gosteren geleneksel olmayan risk faktorleri de vardir. Bunlarin i¢inde,
kolesterolden bagska aterosklerozu ydnlendiren, baskin faktorlerden biri olan bagisiklik
sistemi goriilmektedir (34, 35, 38). Bu risk faktorlerinin bazilarinin degerlendirme
tablosunda yer alip almayacaklar1 hakkinda tartisma vardir. Ornegin, “U.S. National
Cholesterol Education Program” (NCEP)'min benimsedigi “Framingham” risk
degerlendirmesine gore, geleneksel risk faktorlerinden yas, cinsiyet, total kolesterol,
LDL kolesterol, yiiksek yogunluklu lipoprotein (“High Density Lipoprotein”, HDL)
kolesterol, sistolik kan basinci ve sigara igilmesi baz alinmaktadir (91). Buna karsilik
giiniimiizde, “Prospective Cardiovascular Miinster” (PROCAM) programi yas, LDL
kolesterol, sigara kullanimi, HDL kolesterol, sistolik kan basinci, erken miyokardiyal
enfarktiisiin aile ge¢misi, diabetes mellitus ve trigliseritler gibi 8 degiskenden olusan
basit risk degerlendirme tablosunu benimsemektedir (9).

Onceki c¢alismalar, kan lipit diizeylerinin ateroskleroza yol agan hastaliklar
lizerinde artmis kotii etkilerini gdstermistir. Ilk olarak, epidemiyolojik ve klinik
calismalar total kolesterol ve koroner kalp hastalik riskleri arasinda bir baglantinin
oldugunu gostermektedir (21). Hem LDL hem de trigliseritce zengin lipoproteinlerin
katabolik kalintilar1 olan silomikronlar ve ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (“Very
Low Density Lipoproteins”, VLDL) diizeylerindeki yiikselis aterosklerozun kanitidir.
Bu lipoproteinlerin diisitk plazma diizeyleri bu hastaligi indirgemektedir. Artmis
LDL’in koti etkisine karsilik HDL’lerin diizeyleri ateroskleroz gelisimi ile ters
baglantiya sahiptir. Hayvan c¢alismalari, HDL ateroskleroza yol agan bozukluklara kars1
koruyucu oldugunu agikg¢a gostermektedir (12).

Epidemiyolojik bulgular, yiiksek LDL kolesterol diizeylerinin ateroskleroza yol
acabilecegini gostermektedir (68, 97). “The Framingham Heart Study” (96), “Multiple
Risk Factor Intervention Trial (MRFIT)” (84), ve “Lipid Research Clinics” (LRC) (52)
programlari, LDL kolesterol diizeyleri ile kardiyovaskiiler kalp hastaligina sahip
olmayanlarda bu hastaligin yeni baslama oranlar1 arasinda dogrudan bir iliski oldugunu
gostermislerdir.

Ateroskleroz ilk olarak addlosan veya erken eriskinlik doneminde yapilan
muayenelerde saptanmaktadir (60). Aterosklerozun sonradan ortaya ¢ikma oranlari,
serum kolesterol diizeylerini de igeren cevresel risk faktorlerinin artis1 ile dogru

orantilidir. Ayrica, geng¢ eriskinlerdeki kolesterol diizeyi sonraki hayatlarinda



kardiyovaskiiler kalp hastalig1 gelisimi hakkinda bir seyler sdylemektedir. Uzun
donemde tamamlanan prospektif caligmalar, geng eriskinlerde kolesterol diizeylerinin
artmasi sonucu, orta yas donemlerine geldiklerinde artmis kardiyovaskiiler kalp
hastalig1 insidansiyla karsilastiklarimi gostermektedir (83). Artan LDL diizeylerinin
kardiyovaskiiler kalp hastaligi olugturma riski, hiperkolesterolemi’nin genetik formuna
sahip kisilerde ¢ok agik olarak gosterilmektedir. Bu kisilerde diger risk faktorlerin
tamamen yoklugunda bile ilerlemis koroner ateroskleroz ve erken gelisen
kardiyovaskiiler kalp hastaligt meydana gelmektedir. Bu bozukluk, LDL’in
ateroskleroza neden olan onemli bir lipoprotein oldugunun g¢ok giiclii bir kaniti
oldugunu gostermektedir (91).

LDL-kolesterol diizeyleril00 mg/dL’den diisiik kisiler, hayatlar1 boyunca c¢ok
diisiik kardiyovaskiiler kalp hastaligina yakalanma riskine sahiptirler, bu diizeyler bu
toplum i¢in optimal olarak adlandirilabilir. LDL-kolesterol diizeyleri optimal’e yakin
(100-129 mg/dL) oldugu zamanlarda bile ateroskleroz ortaya ¢ikabilir, bundan dolay1
bu diizeyler ayn1 zamanda optimalin yukarisi olarak da adlandirilabilir. 130-159 mg/dL
arasindaki degerlerde ateroskleroz gelisimi anlamli orana sahiptir, 160-189 mg/dL
degerleri arasinda ve ¢ok yiiksek (>190 mg/dL) degerlerde iken ateroskleroz olusumu
carpici sekilde bir ivme kazanmustir (91).

Aterosklerozdaki inflamasyon sinyalleri damar duvarinda lipit birikimine eslik
etmektedir (50). LDL oksidasyonu, endotel hasarina yol a¢an en 6énemli nedenlerdendir
ve endotel hiicrelerde proinflamatuar molekiillerin ekspresyonunu uyarir. Degisime
ugramig LDL’in ortadan kaldirilmasi, inflamatuar cevabin davranisi i¢in ¢ok dnemlidir
(7).

Prospektif epidemiyolojik ¢aligmalarinin birgogunda, serum trigliserit diizeyleri
ve kardiyovaskiiler kalp hastaliklar1 arasinda pozitif bir baglantinin oldugu rapor
edilmistir (11). Ayrica, artan serum trigliserit diizeyleriyle, total kolesterol, LDL
kolesterol ve HDL kolesterol diizeyleri arasinda anlamli bir baglantinin bulunmasi
oldukca sasirticidir. Ateroskleroza neden olan lipoprotein kalintilarinin  yiiksek
diizeylerde ve trigliserit diizeylerinin >200 mg/dL olmasi, kardiyovaskiiler kalp
hastaligina yakalanma oranlarinda bir artisa sebep olmaktadir (86).

Epidemiyolojik bulgular, diisiik serum HDL kolesterol diizeyleriyle artmis

kardiyovaskiiler kalp hastaligi mortalitesine ve morbiditesine isaret etmektedir (96).



Buna karsin, yliksek HDL-kolesterol diizeyleri riskleri azaltmaktadir. Epidemiyolojik
veriler, HDL-kolesterol diizeylerinde yiizde 1’lik bir azalisin kardiyovaskiiler kalp
hastaligina yakalanma riskinde yiizde 2-3’liik bir artisa neden oldugunu gostermektedir
(32). Bu c¢alismalar, diisiik HDL-kolesterol diizeylerinin kardiyovaskiiler kalp hastaligi
icin bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (10). Prospektif ¢alismalarda,
genellikle lipit risk faktorii olarak bulunan diisiik diizeylerdeki HDL ile kardiyovaskiiler
kalp hastalig1 olugsma riski arasinda ¢ok yiiksek bir baglant1 vardir. “Adult Treatment
Panel II” (ATP II), diisiik HDL-kolesterol (<35 mg/dL) diizeylerinin HDL’ nin 6nemli
risk faktdrlerinden biri olan LDL-kolesterolii tizerindeki iyilestirici etkisini hafiflettigini
belirtmektedir. Diisiik HDL-kolesterol diizeylerine sahip kadin ve erkeklerde ayni
etkiler olmaktadir. Genetik olarak degistirilmis hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda,
yiiksek HDL diizeylerinin ateroskleroza karsi koruyucu bir 6zellik oldugu gosterilmistir
(76, 90). In vitro modellerde HDL, ateroskleroza yol acan lezyonlardaki kopiik
hiicrelerden kolesteroliin geri akimini tesvik etmektedir (88). Son zamanlarda yapilan
calismalar, HDL’nin antiinflamatuar ve antioksidan Ozelliklerinin ateroskleroz
gelisimini engelledigini gdstermektedir (93).

“The Sixth Report of the Joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure” programi, >140 mmHg sistolik
veya >90 mmHg diyastolik kan basing¢larini, hipertansiyon olarak tanimlamislardir. Cok
sayida caligsmada, yiiksek kan basincinin kardiyovaskiiler kalp hastaliklar1 i¢in risk
oldugu belirtilmistir. Hipertansiyon ve yiiksek serum kolesterolii siklikla birlikte
bulunmaktadir (27, 92).

ABD’de tahmini 97 milyon kisi asir1 kiloya sahip veya obezdir. Obezite igin
viicut kitle indeksi >30 kg/m’ ve asir1 kilo i¢in 25-29.9 kg/m?® olarak saptanmustir. Asiri
kiloya sahip ve obez kisiler, dislipidemi (yiiksek LDL-kolesterol, diisiik HDL-
kolesterol, yiiksek VLDL ve yiiksek trigliseritler), tip 2 diyabet ve hipertansiyonu igeren
diger kardiyovaskiiler kalp hastalig risklerini tagimaktadir (64).

4.1.3. Ateroskleroz ve Genler

Genetik yatkinlhigin, ateroskleroz i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu oOne
stiriilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda, ateroskleroz ig¢in riskin %50’si genetik yatkinliga
baglanmaktadir (30). Bununla birlikte, bu ¢ok etkenli bir hastaliktir ve aslinda bir¢ok

gen cevreden etkilenmektedir. Ateroskleroza yatkinligi saglayan genleri saflagtirmamiz
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ve rollerini anlamamiz igin iki onemli deneysel yaklasim vardir. Ilk olarak, etkili
genomik ve proteomik teknolojiler kullanilir ve ateroskleroza yol agan siiregte genlerin
ekspresyonlarinin, fonksiyonlarinin ve etkilesimlerinin incelenmesinde kullanilir. Bu
teknolojilerin ilerlemesiyle yaklasik sayis1 30.000’1 bulan insan genlerinin tiimii ve bu
genleri kodlayan proteinlerin analizleri miimkiin olacaktir. Bu teknikleri hiicrelere,
hayvan modellerine ve insan doku orneklerine uygulanmasiyla, hastaligin baglamasi ve
gelisimi  sirasindaki molekiiler profilin saptanmasimma imkan saglayacaktir. Bu
yaklagimlar, damar duvarinin molekiiler yapisinin acgiklanmasina ve damar
hastaliklarinin  gelisimine eslik eden bazi degisikliklerin tanimlanmasina destek
olacaktir (22).

Ikinci &nemli yaklasim, insan popiilasyonlarindaki genetik varyasyonlarin
saptanmasidir (22). Bu teknikler genlerde meydana gelen varyasyonlarin (genellikle tek
niikleotit polimorfizmleri) analizini igermektedir. Tek niikleotit polimorfizmlerinin
genom boyunca taranmasi ve tek niikleotit polimorfizmlerinin haritalanmasi gibi
gelistirilmis  genotipleme teknikleri, insan genomundaki genel haplotiplerin
tanimlanmasi, tiim genomu kapsayan lokus iligki ¢aligmalarini kolaylastirir. Bu noktada,
yiiksek-islem hacimli genomik c¢alismalar kullanilarak miyokardiyal enfarktiisii,
prematiir koroner arter hastalig1 ve kalp hastaliklar1 i¢in 6zgiil aday genlerin bulunmasi
saglanabilir (63).

Bir tek niikleotit polimorfizminin, DNA’nin her 1000 baz c¢ifti (bg¢)’ nde
meydana geldigi disiiniilmektedir. Bu degisikliklerin bir¢ogunun total DNA’nin %
90’m1  kapsayan kodlanmamis bolgelerdeki DNA  dizilerinde bulunduklar
goriilmektedir. Bu nedenle, genlerin i¢inde ¢ok az sayida tek niikleotit polimorfizmi
bulunmaktadir. Eger genetik kod degismesi amino asit degisikligine neden oluyorsa,
kodlanan DNA dizilerindeki tek niikleotit polimorfizmleri belirli bir dneme sahip
olabilirler. Hem intronlardaki hem de diizenleyici dizilerdeki tek niikleotit
polimorfizmleri, transkripsiyonu etkileyebilir. Bazi tek niikleotit polimorfizmleri
traskripsiyon diizeylerini azaltirken, diger bazilari artirabilir (19). Polimorfizm baglanti
calismalari, kontrol popiilasyonundaki genel bir hastalik prevalansi ile birbirleriyle
baglantili olmayan genetik belirte¢ prevalansimi karsilastirir. Biyolojik yatkinlik
saptanmadig1 ve bilinmedigi zaman, kardiyovaskiiler hastalik hakkinda polimorfizm

baglanti caligmalar1 yoluyla yorum yapabiliriz (63).
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Yamada ve beraberindekiler (98), Japonya’da miyokardiyal enfarktislii
hastalarda ve kontrol hastalarda 71 aday gende 112 polimorfizmin prevalansini
inceleyerek miyokardiyal enfarktiisiin genetik varyantlarin1 saptamiglardir. Aday genler
tizerindeki g¢aligmalar, aterosklerozla ilgili Ozellikler ile bu aday genlerin arasinda
anlamli bir iliskinin oldugunu gostermektedir. Hipertansiyon, diyabet ve diger
aterosklerozla ilgili Ozellikler i¢in, aday genlerin bircogunda polimorfizmlerin
saptanmasi genis bir ¢ercevede devam etmektedir (53).

OxLDL’in CD36 araciligtyla alinmasi, makrofajlarda kopiik hiicre olusumunda
ve ateroskleroz baslangicinda anahtar bir role sahiptir. Bu bulgular, CD36’y1 diyabet ve
ateroskleroz i¢in 1yi bir aday gen yapmaktadir (45). Asya ve Afrika toplumlarinda CD36
eksikligine veya ekspresyon kaybina sebep olan genetik polimorfizmler saptanmaktadir.
Kashiwagi ve beraberindekiler (42), Tip II CD36-eksik bir Japon hastanin
plateletlerinde CD36 geninin 478. niikleoditinde C’den T’ye yani 90. kodonundaki gen
tirtinleride CCT (Prolin)’den TCT (Serin)’ye degisimi saptamislardir. Diger bir
calismada, Ser90 varyantina sahip hastalarin kontrol grubuna gore daha yiiksek serum
serbest yag asidi diizeylerine sahip oldugu gosterilmistir, ancak serum kolesterol, serum
trigliserit diizeylerinde veya insiilin duyarliliginda bir degisiklik gozlenmemistir (41).
Lepretre ve beraberindekiler (46), Fransiz beyaz irk popiilasyonunda, CD36 geninin 5
dizilerinin -178 A/C pozisyonundaki tek niikleotit polimorfizm siklig1 ile diyabetik
ailelerde adiponektin diizeyleri arasinda bir iliski saptamiglar ve insiilin duyarliliginda
zararl bir etkisi oldugunu 6ne siirmiiglerdir. CD36 tek niikleotit polimorfizminin, yalniz
obez diyabetik olmayan Orneklerde lipit profiline =zayif katkisi bulundugunu
saptamiglardir. Obez Orneklerde etkin insiilin direnci olmasina ragmen, plazma
trigliserit diizeylerinde polimorfizm ile anlamli bir etki saptamamuslardir (45, 46).

Aterosklerozla birlikte adi gecen aday genlerin erken donemde saptanmasi,
yakin gelecekte genetik olarak hassas kisilere erken miidahale edilerek daha iyi bir risk
kontrolii gerceklestirilmesine izin verecektir. Ila¢ tedavisi ile genler arasindaki
etkilesimler hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi gerekmektedir. Bdylece
farmakogenomik yaklagimlar daha 6zgiil ilaglarin gelistirilmesi i¢in yeni bir bakis agisi

sunmaktadir (71).
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4.2. CD36 Reseptorii

4.2.1. CD36 Reseptoriiniin Protein ve Gen Yapisi

CD36, tek bir polipeptit zincirinden olusan bir hiicre yiizey glikoproteinidir.
CD36 geni, insanlarda 7. kromozomun ql1.2 bdlgesinde, si¢anlarda 4. kromozom ve
farelerde 5. kromozomda lokalize olmustur. Bu genin niikleotit dizisinin biiyiik bir
kismi ekstraselliiler bolgede bulunan 471 amino asitlik bir transmembran proteini
kodlamaktadir. CD36, ¢opgii reseptdr sinif B tip I (“Scavenger Receptor Class B Type
I, SR-BI) ve lizozomal integral zar protein II (“Lysosomal Integral Membrane Protein

11, LIMP-II) reseptorleriyle, sinif B ¢opgii reseptor ailesini olusturmaktadir (24).

arg
lc la It Ible i

v vi vin_ X Xl XV

5-UTR 3-UTR
NH2-teminal sitoplazmik \
ve transmembran bdlgeler Ekstraselliler
bélgeler

COOH-terminal sitoplazmik
ve transmembran bdlgeler

Kodlanmayan ekson
% Kodlanan ekson

Sekil 4.3. CD36 geninin sematik gosterimi (18 no’lu kaynaktan alinmistir)

CD36’nin primer yapilar1 ve zar topografyalari son derece korunmustur, memeli
tiirleri arasinda dizi homolojileri birbirine ¢ok yakindir. CD36’nin, iki transmembran ve
iki sitoplazmik bdolgenin birlesmesi sonucu olusan bir ekstraseliiler bolgeden olusan
ditopik konfiglirasyona sahip bir protein oldugu diisiiniilmektedir. Tek zincirli olan
proteinin karboksil ucunun hemen yakininda 27 amino asitlik hidrofobik transmembran
bolge yer almaktadir. Calismalar iki transmembran bolge yapisi tarafinda amino- ve
karboksil-uclarinin her ikisinin de palmitoilatlanmis sistein kalintilar1 igerdigini

gostermistir (80).
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Izole edilmis CD36 klonlarinin analizleri, insanda 7. kromozomun ql1.2
bandinda bulunan CD36 geninin 15 ekson’dan olustugunu gdstermistir. intron’larin
biytikliikleri >5.9 kilobaz (kb) (intronlar III ve XIV)’dan 0.5 kb (intron II)’a
degismektedir (8). 15 eksondan olusan genin CD36 proteinini kodlayan bolgeleri, ekson
37ln bir parcasi, ekson 4’ten ekson 13’°¢ kadar olan eksonlar, ekson 14’{in bir parcasidir

(Sekil 4.3.) (18).

A
i T T 1
++ + + +H ++ -
Transmembran bélge ¥ Glikozilasyon bdlgesi
| Hidrofobik bélge + Sisteinler
Il Prolince zengin bélge Q@ DiGLEDL
Badlama bélgesi) | oot
(155-133 aa) 0 Herakselin
Apcptgtik
B P. Falciparum natrofiller

PfEMP-1 baglama bdélgesi
(146-164 veya 145-171 aa)

TSP-1
Top2
CLESH baflama bﬂlgesir”/_*

(93-120 aa)

ﬁwﬂ

N-terminal C-terminal
sitoplazmik kuyruk sitoplazmik kuyruk

Sekil 4.4. CD36 proteinin sematik olarak yapisi. (A) CD36 proteininin primer yapisi.

(B) CD36 reseptoriiniin hiicre zarindaki gosterimi. (18 no’lu kaynaktan alinmistir)

Ekstraselliiler bolge, N-bagli glikozilasyon bdlgelerince zengindir ve bir
hidrofobik bolge (184-204 amino asitleri arasinda lokalizedir) tagimaktadir. Ayrica
potansiyel olarak plazma zari, bir prolince zengin bolge (242-333 amino asitleri
arasinda lokalizedir) ve bazi fonksiyonel bdlgeler ile etkilesebilmektedir. 155-183
amino asitleri arasinda lokalize olan bir bolgeye, OXLDL, ilerlemis glikozilasyon son
tirtinleri (“Advanced Glycation End Products”, AGE) ve biiyliime hormonu salgilayici
peptitler olan heksarelin ve EP80317°nin baglandigr saptanmistir. CD36 {izerinde

bulunan diger OxLDL baglanma bolgeleri olarak, 23-93 arasindaki amino asitleri
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kapsayan bolge ve bu bolgenin yaninda 120-155 arasindaki amino asitleri igeren
bolgenin de olabilecegi rapor edilmistir (18). Leung ve beraberindekiler (47), 93-110
(ekson V tarafindan kodlanan) ve 139-155 (birgogu ekson VI tarafindan kodlanir)
amino asit bolgelerinin, trombospondin ile CD36 arasindaki etkilesimde iligkisi
oldugunu rapor etmislerdir. Diger taraftan, 97-110 (ekson V tarafindan kodlanir) amino
asitleri igeren bolge, CD36’nin P. falciparum-enfekte olmus eritrositlerle baglanmasini
desteklemektedir (Sekil 4.4) (8).

Sekil 4.4.°de goriildiigii gibi sistein kiimeleri, ekstreselliiler bolgenin karboksil-
terminal bdlgesinin bir kisminda lokalize olmustur ve ii¢ eksonda birbirini izleyen
dagilimlar gostererek paylagilmistir. Bunlar, Cys-243{in ekson VIII, Cys-272’nin ekson
IX ve Cys-311, Cys-313, Cys-322, ve Cys-333’lin ekson X dur (8).

4.2.2. CD36 Reseptoriiniin Onemi

CD36 reseptorii, baslangicta bir platelet zar proteini ve trombospondin (TSP-1)
reseptorii olarak tanimlanmistir (89). Daha sonra sirasiyla, OxLDL i¢in bir makrofaj
reseptorii (20) ve adipositlerde bir yag asit tasiyict olarak tanimlanmistir (1). CD36
reseptorii, monositler/makrofajlar, plateletler, mikrovaskiiler endotel hiicreler,
adipositler, keratinositler, kardiyak ve iskelet kasi hiicreleri, retikiilositler, mikroglia,
dendritik hiicreler, meme, bagirsak ve retinal pigment endotel hiicreleri gibi oldukca
fazla hiicre ve doku tarafindan sentez edilmektedir (Sekil 4.4) (18, 26). CD36, ¢opcii
reseptor fonksiyonlar1 (apoptotik hiicrelerin ve degisime ugramis LDL’nin tutulmast),
kardiyovaskiiler fonksiyon ve hastaliklar, kanser biyolojisi, parazitoloji, Alzheimer
hastalig1, inme, lipit metabolizmasi ve yag asit taginmasi, adezyon, anjiyogenez, platelet
biyolojisi, kas fonksiyonu ve metabolizmasi, inflamasyonun modiilasyonu, degistirici
bliytime faktorii-p (“Transforming Growth Factor Beta”, TGF-B)’nin aktivasyonu,
ateroskleroz, diyabet ve kardiyomiyopati, ayrica yiyecek se¢imi gibi degisik normal ve
patolojik siireclerde goze carpan dnemli bir rol oynamaktadir (18, 26, 80).

Endemann ve beraberindekiler (20), CD36 aktarilmis insan epiteliyal bobrek
hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismalarda, CD36’nin 06zgiil olarak OxLDL baglama
kapasitesini ortaya koyarak ilk defa CD36 nin bir okside lipoprotein reseptorii oldugunu
gostermislerdir. Japon hastalardan alinan 6rneklerde yapilan ¢alismada, bir CD36 gen
polimorfizminin CD36 ekspresyon eksikligi ile sonuglandigi gosterilmistir. Bu

hastalardan izole edilmis monositten tlirevlenen makrofajlarda OxLDL’nin
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baglanmasinin ve birikiminin kontrollerden tiirevlenen hiicrelere gore %40 oraninda
azaldig1 saptanmistir (43). OxLDL’nin baglanmas1 ve hiicre igine alinmasi
diizeylerindeki diisiisli, ayn1 zamanda bir 6zgiil monoklonal antikor olan OKMS5’in,
CD36 baglama bolgesine OxLDL’nin baglanmasin1 bloke ederek gerceklestirdigini
saptamiglar ve OxLDL’nin normal makrofajlara baglanmasini %50 oraninda azalttigini
gostermislerdir (65). Malaud ve beraberindekiler, CD36’nin C-terminal domayininin
OxLDL’ nin reseptore baglanmasinda ve hiicre i¢ine alinmasinda ¢ok dnemli oldugunu
gostermislerdir (57).

Bununla birlikte degisik zaman periyotlar1 altinda yapilan calismalar,
ateroskleroza yol acan lezyonlarda CD36 nin roliiniin arastirilmasinda ApoE ve CD36
eksikligini  birlikte tasiyan sican modellerinin  oldukca 6nemli olduklarini
gostermektedir (26). CD36’dan yoksun yapilmig sigan peritonel makrofajlarinda,
OxLDL’nin baglanmasinda ve endositozunda bir zayiflama oldugu goézlenmistir. Son
yillarda yapilan c¢alismalarda, monosit/makrofajlar tarafindan eksprese edilmis
CD36’nin, OXLDL endositozunda 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Makrofajlar
tarafindan OxLDL’nin alinmasi, ateroskleroz’un baslangic1 ve gelisiminin énemli bir
basamagidir. CD36 reseptorii, makrofajlar tarafindan OxLDL’nin alinmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadir ve insanlarda ateroskleroza yol agan lezyonlarda kopiik hiicre
farklilagsmas1 makrofajlar tarafindan saglanmaktadir (65). Ateroskleroza neden olan
diyetle beslenen apo E-eksik hayvanlarda ilerlemis lezyon gelisimi gdzlenirken, hem
CD36 hem de apo E eksik hayvanlarda tim aorta boyunca lezyon alaninda %77
oraninda bir azalma gdzlenmistir. Normal besin ve bati tarz1 diyetle beslenen hem CD36
hem de apo E eksik erkek hayvanlarda, ayn1 zamanda anlamli olarak daha kiiciik aortik
lezyonlar gelismistir. Bu sican modellerinde, CD36’nin proaterojenik lipidler igin
onemli bir reseptor oldugu gosterilmistir (25).

Makrofaj/monositler tarafindan OxLDL’lerin biriktirilmesindeki roliine ek
olarak CD36, uzun zincirli yag asitleri i¢in bir zar reseptorii/tagiyicist fonksiyonuna
sahiptir. Yag asit tasinmasini kolaylastirici bir bilesenin varlig1 ve bu siirecte CD36’nin
onemli bir roliiniin oldugunu destekleyen gii¢lii kanitlar bulunmaktadir. Ornegin, CD36
ekspresyonu ile yag asitinin alinmas1 ve metabolizmasindaki hiicresel aktivite arasinda
giiclii bir kanit bulunmaktadir. Adipositlerin farklilasmasi sirasinda yag asitlerine maruz

kalmastyla, CD36 diizeylerinde ve yag asit taginmasinda artiglarin olustugu rapor
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edilmistir (23). Abumrad ve beraberindekiler (1), adipoz doku, iskelet ve kalp kas1 gibi
CD36’nin bol miktarda bulundugu periferik dokularda, CD36’nin yag asitlerinin
dokulara alinmasinda yiiksek afiniteye sahip oldugunu ve bdylece yag asit
metabolizmasinda aktif olduklarini gostermislerdir. Diger bir ¢alismada, CD36-eksik
(CD367") farelerin kalp ve adipoz dokusunda dnemli 6l¢iide yag asit alinimina zarar
verdigi gosterilmistir (17).

Diyabet ve insiilin direncinde CD36’nin regiilasyonu ve rolii bazi gruplar
tarafinda ortaya atilmaktadir, ama bu durum tartigmaya agik bir konudur. Mikrovaskiiler
ve makrovaskiiler hastaliklarin diyabetik hastalarda arttig1 aciktir. Aslinda tip-2
diyabetikler {li¢ kat daha fazla koroner arteriyel hastalik gelisim riskine sahiptirler (33).

Aitman ve beraberindekiler (5), CD36’y1 defektif hipertansif sican geni olarak
tanimlamiglardir. Ayrica bu ¢alismada, transgenik farelerde CD36’nin yliksek
ekspresyonunun kan trigliseritlerini ve yag asitlerini azalttigin1 gostermislerdir. Sonug
olarak, hipertansif si¢anlarda insiilin direncinin, defektif yag asit metabolizmasinin ve
hipertrigliserideminin altinda CD36 eksikliginin oldugunu o6ne siirmektedirler.
Hipertansif sicanlar, CD36 nin delesyonlu bir varyantina sahiptirler ve defektif yag asit
metabolizmasi, insiilin direnci ve hipertansiyonu sergilemektedirler. CD36’nin
transgenik olarak ekspresyonun saglandigr hipertensif siganlarda insiilin direnci
tyilestigi ve dislipidemi gelistigi ama hipertansiyona etkisi olmadig1 gdsterilmistir (69,
70). Hiperglisemi ge¢cmisine sahip hastalarda yapilan bir ¢alismada, CD36 mRNA
tranlasyon veriminin glukoz aracili artis1, makrofajlarda CD36 ekspresyonunu artirmis
oldugu rapor edilmistir. CD36’nin ekspresyonu, hiperglisemi ge¢misine sahip
hastalarda damar lezyonlarinida artirmistir (33). Sampson ve beraberindekiler (78) ayni
zamanda, tip 2 diyabetli hastalarin monositlerinde CD36 ekspresyonunun arttigini
gostermisledir. Monosit CD36 ekspresyon ortalamasinin, diyabetik hastalarda % 34
daha ytiksek oldugunu gozlemislerdir. Bununla birlikte, CD36 ekspresyonu ile plazma
glukoz diizeyleri arasinda bir iliski saptayamamuislardir. Liang ve beraberindekiler (48),
defektif insiilin sinyalinin bir sonucu olarak makrofajlarin CD36 proteininde bir artis
oldugunu gostermisler ve sigan makrofajlar veya monositlerinde CD36 ekspresyonunun
artisinin, glukozun direkt etkisi olduguna dayandirilamayacagini agiklamiglardir.

Boylece, glukozun CD36 ekspresyonuna etkisi konusunda farkli veriler bulunmaktadir.
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Koji Miyaoka ve beraberindekiler (62) tarafindan yapilan ¢alismalar, deney
hayvanlarindan elde edilmis bulgular desteklemis ve insanda insiilin etkisinde, lipit
metabolizmasinda ve hipertansiyonda CD36’nin bir role sahip oldugunu one
stirmiislerdir. Bu ¢alismada, CD36-eksikligi olan 26 kisinin yiliksek plazma trigliserit ve
glukoz diizeyleri, diisikk plazma HDL diizeyleri ve kontrollerden ¢ok daha yiiksek kan
basincina sahip olduklarini gdstermislerdir. Insiilin etkisi, CD36-eksik kisilerin besinde
bir glukoz tolerans testi ile Ol¢lim yapilarak gdosterilmistir. Bes kisinin tamaminda
insiilin direncine ve ayni zamanda bu bes kisiden dordiiniin azalmis glukoz toleransina
sahip olduklarin1 saptamiglardir. Bu bilgilerle, CD36-eksik fenotipteki kisilerle, genel
insiilin direnci bulunan metabolik ve kardiyovaskiiler anormallikler arasinda ¢ok siki bir
iliski oldugunu iddia etmislerdir (3, 39, 62).

Savill ve beraberindekiler (79), monositten-tiirevlenen makrofajlarda a,b;
integrini ile CD36 apoptotik 10kositlerin baglanmasini ve endositozu i¢in gerekli
oldugunu rapor ederek, CD36’nin ¢opcli fonksiyonunu ilk olarak gdstermislerdir.
Dentrik hiicrelerde integrin aybs ile birlikte CD36, bir fagositik fonksiyon
olusturmaktadir. Bu olayda apoptotik hiicreler tarafindan eksprese edilmis internalize
antijenler (viral proteinler) bazi islemlere maruz kalip T hiicrelerine sunulmaktadir (6).
Buna benzeyen bir sistem retinal pigment epitelyumunda da bulunmakta, buradan
eksprese edilen CD36 a,bs’la birlikte, fotoreseptdr dis segmentlerinin fagositozuna
katilmaktadir (77).

CD36 reseptorii, P. falciparum-enfekte olmus eritrositlere karsi sitoadezyon
reseptorii gibi davranmaktadir. Afrika popiilasyonunda CD36 gen mutasyon sikligi
yiiksek orandadir. Aitman ve beraberindekiler (4), CD36-eksikligi ve agir seyreden
malaria arasindaki baglantiy1 incelemislerdir. Bu ¢aligmada, CD36-eksikligi bulunan
hastalarin, daha agir seyreden malaria hastaligina sahip olduklarin1 bulmuslar ve
makrofajlardaki CD36 ekspresyonunun parazitli eritrositler ve enfeksiyonlarin
onlenmesinde 6nemli bir temizleme mekanizmasi oldugunu 6ne siirmiislerdir.

CD36 ayni zamanda, lipitge zengin besinlerin se¢iminde uzun zincirli yag
asitlerinin algilayicis1 gibi 6nemli bir rol oynamaktadir (2). Fukuwatari ve
beraberindekiler (28), tat tomurcuk hiicrelerinde CD36’nin apikal ekspresyonunu
bildirmislerdir. Daha sonra Laugerette ve beraberindekiler (44), CD36-eksik fareler

kullanarak yaptiklari c¢alismada, oral yag algilanmasiyla ve ndral mekanizmalarin
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tetiklenmesiyle safra salgilanmasinin nedeni olarak, CD36’nin ilgisi oldugu hakkinda
bir iddia ortaya atmislardir. CD36 nin ilgi ¢ekici 6zelligi diyetle alinan lipitlerin optimal
kullanimi i¢in de 6nemli olmasidir.

CD36 birgok fonksiyona sahip bir membran proteinidir. Bu ¢op¢ii reseptdriin,
OxLDL’leri toplamasi ateroskleroz siirecinde ve plak olusumunda 6nemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Ayni zamanda yag asit reseptorii olan CD36’nin, tip II
diyabet ve besin se¢imine bagli olarak gelistigi diisliniilen obezite ile de baglantili
oldugu diisiiniilmektedir. CD36 reseptoriiniin bu mekanizmalar {izerindeki etkisi tam
olarak aydinlatilamamis olup, reseptdriin yap1 fonksiyon 6zellikleri, ligant etkilesimleri,
sinyal yolaklar1 ve patolojik siireclerdeki etkileri {izerinde ¢alismalarin siirdiiriilmesi

gerekmektedir.
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5. GEREGCLER VE YONTEMLER
5.1. GERECLER

5.1.1 KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Kimyasallar, Calismada kullanilan tiim kimyasallar uygun kalitede ve saflikta
idi. Amonyum asetat (Sigma A-8920), potasyum bikarbonat, sodyum dodesil siilfat,
sodyum hidroksit, sodyum kloriir, Tris baz, proteinaz K, EDTA, metaphor agaroz
(CBM), borik asit, dNTP seti, EDTA, etanol (% 99), brom fenol mavisi, etidyum
bromiir, Taq DNA polimeraz (Promega-Go Taq Flexi), DNA belirteci (50 bp DNA size
marker), restriksiyon enzimi (Sau96l) (Bio Lab) (Kod no: R0165S), primer dizileri
(IDT-Integrated DNA Technologies):
CD36 C478T i¢in forward primer:

5’-GGCACAGAAGTTTACAGACAG-3’
revers primer:

5’-ATGGTCAAGGTAAGAGTGTC-3’

Cihazlar. Thermal cycler cihazi (TECHNE), mikrosantrifiij (Biofuge-Heraeus),
elektroforez i¢in gii¢c kaynag1 (EC Apparatus Corporation), elektroforez sistemi (EC 330
MIDICELL), otoklav, mikrosantrifiij, pH metre, pipet takimi, santrifiij,

spektrofotometre, su banyosu.

Bu calisma Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon

Baskanlig1 SAG-YLS-290506-0090 no’lu projesi ile desteklenmistir.

5.1.2 COZELTILER
5.1.2.1 DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

0,5 M Disodyumetilendiamintetraasetat (EDTA)

55,83 g etilendiamintetraasetat tartilarak beher i¢ine alindi ve 200 ml ddH,O
eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiirtiildii. pH’s1 sodyum hidroksit
ile 8,0’e ayarlandi ve bir balon jojeye alinan ¢ozelti ddH,O ile 300 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti otoklavlanarak sterilize edildi.

4 M Sodyum Kloriir (NaCl)
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58,40 g sodyum kloriir tartilarak balon jojeye alindi. Uzerine 100 ml ddH,O
ilave edildikten sonra manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢6zdiiriildii ve ddH,O ile 250
ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti otoklavlanarak sterilize edildi.

1M Tris Tamponu

30,28 g Tris baz tartilarak bir balon jojeye alindi. 250 ml ddH,O de
¢cOziindiiriildii ve pH’s1 8,0’a ayarlandi. Hazirlanan c¢ozelti otoklavlanarak sterilize
edildi.

9,5 M Amonyum Asetat

73,22 g amonyum asetat tartilarak bir balon joje i¢ine alindi. Uzerine 80 ml
ddH,O eklenerek ¢oziildi ve ¢ozelti ddH,O ile 100 ml’ye tamamlandi. 0,22 mikronluk
filtreden gecirilerek sterilize edildi ve +4°C’de saklandi.

%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

10 g sodyum dodesil stilfat tartildi. Bir beherde 80 ml ddH,O eklenerek
¢cOziindiiriildiic ve pH’s1 7,2’ye ayarlandi. Toplam hacim 100ml tamamlandi. 0,22
mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda sicakliginda saklandi.

Proteinaz K

20 mg proteinaz K tartilarak steril bir gode i¢inde steril ddH,O ile 1 ml’ye
tamamlandi ve -20°C’ de sakland.

Eritrosit Parcalama Tamponu (x10)

43,7 g amonyum klortir, 5 g potasyum bikarbonat, 1 ml 0,5 M etilen diamin tetra
asetat (EDTA)’ 1n tartimlar yapilarak erlenin i¢ine aktarildi. 400 ml ddH»O eklendi ve
pH’s1 1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 7,4’e¢ ayarlandi. Daha sonra balon jojeje
aliarak 500 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti otoklavlanarak sterilize edildi.

Lokosit Parcalama Tamponu (x3)

37,5 ml 4 M sodyum kloriir ve 75 ml 0,5 M etilen diamin tetra asetat (EDTA)
balon jojeye alindi ve ddH,O ile 500 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti
otoklavlanarak sterilize edildi.

Tris-EDTA Tamponu

1,21 ml daha 6nce hazirladigimiz tris tamponundan alindi ve tizerine 0,5 ml daha
once hazirlamis oldugumuz 0.5 M EDTA ilave edildi ve ddH,O ile 250 ml’ye
tamamlandi.

5.1.2.2 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler
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5x Tris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu (x10)

30,25 g Tris baz, 15,42 g borik asit ve 1,85 g etilen diamin tetra asetat (EDTA)
balon jojeye alindi. 500 ml ddH,O eklendi ve ¢ozelti pH 8,3’e ayarlandi.

%4’liikk Agaroz Jelin Hazirlanmasi

3,2 g metaphor Agaroz tartilarak erlene alindi. Uzerine 80 g 1X TBE c¢ozeltisi
eklenerek, manyetik karistiric1 yardimiyla karistirilarak kaynatildi. Daha sonra 4 pl
etidyum bromiir eklenerek karistirildi ve kiivete dokiildii. Tarak yerlestirildi ve jel

sogumaya birakildi.

5.2. YONTEMLER

5.2.1. Deney Plam
Bu c¢alismada, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Vakif Hastanesi Academic

Hospital’in Biyokimya Laboratuvari’na gelen lipit profili ve kan glukozu tetkiki yapilan
ziyaretcilerden onaylar ile kan alindi. Bu orneklerden iki deney grubu olusturuldu.
Birinci gruba, kan kolesterol diizeyleri 200 mg/dL’den yiiksek 27-85 yas aras1 27 erkek
ve 32 kadin toplam 59 denek katildi. Ikinci gruba, kan kolesterol diizeyleri 200
mg/dL’nin altinda olan 27-85 yas aras1 32 erkek ve 34 kadin toplam 66 denek katild1.
Kisiler kan alinmadan 6nce arastirma konusu hakkinda bilgi formuyla kisaca
bilgilendirildi ve bu calismaya goniilli olarak katildigina dair imzali onay1 alindi
(Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu Mar-YC-2006-0056 no’lu
onay ile). Ayrica Tablo 5.1.°deki sorulacak sorularin ve yapilacak tetkiklerin

sonuglarinin yazilacagi bilgi formu hazirlandi.

Tablo 5.1. Bilgi Formu

Sorulan Sorular Uygulanan Tetkikler
Ad1 Soyadi Total-kolesterol
Cinsiyet LDL-kolesterol
Dogum Tarihi HDL-kolesterol

Kilo VLDL-kolesterol

Boy Trigliseritler
Kullandig Ilaglar Kan Glukoz Diizeyi
Sigara Kullanim Durumu Sistolik Basing

Alkol Kullanimi Diyastolik Basing
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Bu kisilerin kanlar1 3mI’lik EDTA’l tiiplerde toplandi ve bunlardan ayrilan
periferik kan I0kositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinde CD36 C478T gen
polimorfizmi incelendi.

Kuru tiiplere alinan diger kan o&rneklerinde serum total kolesterol, LDL-
kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, trigliseritler, serum kan sekeri tayini
COMBAS INTEGRA analizor ile ol¢iildii.

5.2.2. Viicut Kitle indeksinin Hesaplanmasi

Kisilerden elde edilen kilo ve boy bilgileri asagidaki formiile konarak viicut kitle
indeksleri (“Body Mass Index”, BMI) hesaplandi.
Viicut Kitle indeksi = Kilo(kg) / [Boy (m)]*

5.2.3. Kan Tetkiklerinin Prensipleri

Kan lipit profillerinin ve glukoz diizeylerinin saptanmasi Cobas INTEGRA
(Roche Diagnostics) analizorle yapilmistir.
5.2.3.1. Serum Total Kolesterol Diizeylerinin Olciilmesi

Bu yontemde, kolesterol esteraz kolesterol esterlerini serbest kolesterol ve yag
asitlerine hidroliz eder. Daha sonra kolesterol oksidaz kolesteroliin oksidazyonunu
katalizleyerek kolest-4-ene-3-one ve H,O, olusturur. Peroksidaz varliginda, olusan
H,0, fenol ve 4-aminoantipirin ile oksidatif bir etkilesim saglayarak kirmizi renkli
kinonemin bilesiklerini olusturur. Bu kinonemin bilesiklerinin absorbanslar1 520 nm’de
Olciilerek total kolesterol miktarlar: belirlenmektedir.

Kullanilan reaktifler: sodyum kolat, fenol, 4-aminoantipirin, kolesterol esteraz,

koesterol oksidaz, peroksidaz.
5.2.3.2. Serum HDL-Kolesterol Diizeylerinin Olciilmesi

Bu yontemde, polianyonlarin ve deterjanin etkisiyle sadece HDL’deki kolesterol
¢Oziindii. Bu ¢ozeltide LDL, VLDL ve silomikronlardaki kolesterol ¢oziinmemistir.
Coziinmiis kolesterol, kolesterol esteraz ve kolesterol oksidazin katalizledigi bir dizi
enzimatik reaksiyon sonucu okside edilir. Hidrojen peroksit peroksidaz varliginda N,N-
bis(4-sulfubutil)-m-tolidin ve 4-aminoantipirin ile reksiyona girerek kirmizi renkli
kinonemin bilesiklerini olusturur. Bu kinonemin bilesiklerinin absorbanslart 520 nm’de

Olgiilerek total kolesterol miktar belirlenmektedir.
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Kullanilan _ reaktifler: 4-aminoantipirin, magnezyum klorit, deterjan,

polianiyonlar, N,N-bis(4-sulfubutil)-m-tolidin, kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz,
peroksidaz, 2-(N-morfolino)etanasulfonic asit.
5.2.3.3. Serum VLDL-Kolesterol Diizeylerinin Ol¢iilmesi
VLDL kolesterol diizeylerini hesaplayabilmek i¢in asagidaki formiil
kullanilmustir.
VLDL-kolesterol = Trigliserit / 5
5.2.3.4. Serum LDL-Kolesterol Diizeylerinin Olciilmesi
LDL-kolesterol diizeylerini hesaplayabilmek i¢in asgidaki formiil kullanilmistir.
LDL-kolesterol = Total kolesterol — [(trigliserit / 5) + HDL-kolesterol]
5.2.3.5. Serum Trigliserit Diizeylerinin Ol¢iilmesi
Bu yontemde, lipoprotein lipazin trigliseritleri gliserole tamamen hidroliz
etmesini takiben olusan gliserolle okside olur, dihidroksiasetonfosfat ve H,O, olusur.
Daha sonra hidrojen peroksit, peroksidaz varliginda 4-aminofenazon ve 4-klorofenol ile
reaksiyona girerek kirmizi renkli bilesik olusturur. Bu kirmizi renkli bilesigin
spektrofotometrik olarak dl¢iilmesiyle trigliseritlerin miktar1 belirlenmektedir.

Kullanilan reaktifler: PIPES tampon [piperazin-N,N’-bis(2-etanosulfonik asit)],

sodyum kolat, 4-aminofenazon, 4-klorofenol, potasyum heksasiyanoferrat, yagli alkol
poliglikol eter, lipoprotein lipaz, gliserol fosfat oksidaz, peroksidaz.
5.2.3.6. Serum Glukoz Diizeylerinin Olciilmesi

Bu yontemde, hekzokinaz glukozu ATP ile fosforile ederek glukoz-6-fosfat ve
ADP olusturur. Bu reaksiyonu takiben glukoz-6-fosfat dehidrogenaz glukoz-6-fosfatin
NAD" tarfindan oksidasyonunu katalizleyerek NADH olusturur. Olusan NADH’mn
absorbansinin 340 nm’de 6l¢iilmesiyle glukoz miktar1 belirlenmektedir.

Kullanilan reaktifler: Tris-baz, NAD, Mg, hekzokinaz, glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz, sodyum azit.

5.2.4. Periferik Kandan DNA izolasyonu

EDTA’ll tiiplerden alinan 3 ml’lik kan O6rnekleri, falkon tiiplere aktarildi.
Uzerlerine 1:3 (9 ml) oraninda eritrosit pargalama tamponu eklenerek +4°C’de 15 dk
bekletildi. Daha sonra, 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatan atilarak pellet
tamamen siispansiyon haline getirildi. Uzerine tekrar 6 ml eritrosit par¢alama tamponu

eklendi ve drnekler +4°C’de 15 dk bekletildi. Daha sonra 1500 rpm’de 10 dk santrifiij
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edildi. Siipernatan atildi ve siispansiyon haline getirilmis karistmin iizerine, 150 pL
sodyum dodesil siilfat (SDS), 23 uL Proteinaz K, 3 ml Lokosit pargalama tamponu
eklendi ve 56 °C’de su banyosunda, bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra 1,110 ml amonyum asetat eklendi ve karistirildi. Daha sonra 3000 rpm’de 25 dk
santrifiij edilerek proteinlerin ¢okertilmesi saglandi. Siipernatan kismi temiz bir falkon
tiipiine aktarildi ve iizerine 1:2 oraninda % 99 alkol eklendi ve DNA’nin ¢dkmesi
saglandi. Yogunlasan DNA’nin alkol yiizeyine ¢ikmasi beklendi. DNA mikropipet
ucuyla alinarak iginde 500ul % 70’lik alkol bulunan ependorfun igine alindi ve
DNA’nin yikanmasi saglandi. Alkol DNA’nin bulundugu ortamdan uzaklastirildi ve
lizerine 150-200 ul Tris-EDTA (TE) tamponu eklendi. Ornekler +4 °C’de saklandi (61).

5.2.5. DNA Saflik Tayini
DNA ornekleri Tris-EDTA tamponu igerisinde 1/100 oraninda sulandirildi. 260

nm’de DNA’nin vermis oldugu ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu
absorbsiyon spektrofotometrede 6l¢iildii. 260 nm’de okunan absorbsiyon ile 280 nm’de
okunan absorbsiyon orani ile DNA’nin safligin1 tespit ettik. Ayeo/Asgo orani 1,7-1,8

olarak okunan DNA ’lar saf olarak kabul edildi.

5.2.6. DNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Elde ettigimiz DNA’nin konsantrasyonunu asagidaki formiil ile hesapladik. Cift
iplikli DNA’nin 50 pg/ml’sinin 260 nm’de vermis oldugu absorbans 1°dir. Buna gore:
DNA konsantrasyonu (pg/ml) = sulandirma katsayist x Ajg x 50

5.2.7. CD36 C478T Gen Polimorfizminin Gosterilmesi

Her bir 6rnek i¢in 50 mM buffer, 5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 1,25 U
Taq polimeraz, 14,2 pl dH,O, 2 ul DNA, 1 pl forward primerden ve 1 pl reverse
primerden toplam hacmi 25,2 pl olan karisim hazirlandi. Ornekler, 94 °C’de 5 dakika,
ardindan 40 dongii 94 °C’de 30 saniye, 55 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye
ayarlanmis “Thermal Cycler” cihazina konuldu. Dongiiler tamamlandiktan sonra 72
°C’de 7 dakika tutulduktan sonra igslem tamamlandi. PCR amplifikasyonu sonucu olusan
trtinlerden 10 pl, 2,7 ul dH,O, 1,5 pl tampon ve 0,8 U Sau96l restriksiyon enzimi
eklenerek 37,5°C’de 16 saat boyunca kesim yapildi. Restriksiyon enzimiyle kesilmis

ornekler % 4’liik metaphor agaroz jelde yiiriitiilerek analiz edildi (41).
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5.2.8. Kullanilan istatiksel Yontemler

Bu c¢aligmanin istatistiksel analizleri GraphPad yazilimi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alinmustir. Degerler =+ standart hata olarak
gosterilmistir.

BM]I, sistolik ve diyastolik kan basinglar1 serum total kolesterol, LDL-kolesterol,
HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, trigliseritler, serum kan sekeri diizeyleri agisindan

gruplar arasi farkliliklarin degerlendirmesinde Student t-test kullanilmustir.
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6. BULGULAR

Bu calisma i¢in toplanan 6rneklerden 59°u hiperkolesterolemi grubunu ve 66’s1
da kontrol grubunu olusturmustur. Hiperkolesterolemi grubunda 27 erkek ve 32 kadin,
kontrol grubunda ise 32 erkek ve 34 kadin bulunmaktadir. Gruplar hakkindaki genel
bilgiler agagidaki Tablo 6.1.’de verilmistir.

Tablo 6.1. Gruplarin genel profilleri

Kontrol Hiperkolesterolemi

grubu grubu
Parametreler (n: 66) (n: 59)
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 32/34 27/32
Alkol kullanimi (Evet/Hayir) 16/50 17/42
Sigara kullanimi (Evet/Hayir) 21/45 24/35
Yas 4720+ 1.5 4851+ 1.3
BMI (kg/m?) 27.90 + 0.6 26.19+£0.5
Total kolesterol (mg/dl) 168.3£2.5 225.9+2.7
HDL-kolesterol (mg/dl) 5239+1.9 56.36+2.2
LDL-kolesterol (mg/dl) 93.58+2.8 139.4+£2.9
VLDL-kolesterol (mg/dl) 21.11+1.5 2825+1.5
Trigliseritler (mg/dl) 108.5+7.6 153.0+£11.1
Kan glukoz (mg/dl) 97.95+£2.7 97.02+29
Sistolik kan basinci (mmHg) 122.0+2.0 123.5+2.6
Diyastolik kan basinc1 (mmHg) 77.73+1.2 80.07 1.4

(Degerler + standart hata olarak gdsterilmistir)

Tablo 6.2.’de incelenen parametrelerin gruplar arasi karsilagtirilmasi ve t-testi
degerleri verilmigtir. Hiperkolesterolemi grubunda total kolesterol ve LDL kolesterol
diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirldiginda ileri diizeyde anlamli bir fark gézlenmistir
(P<0.0001). Ayrica hiperkolesterolemi grubunun VLDL-kolesterol BMI, ve trigliserit
diizeyleri, kontrol grubundan istatistiksel olarak farkli oldugu bulunmustur (p<0,05). Iki
grup arasinda, sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci, HDL-kolesterol, kan glukoz
diizeyleri agisindan bir farklilik bulunamamaistir (p>0,05).

Tablo 6.2. Incelenen parametrelerin gruplar arasi karsilastirilmasi
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Kontrol Hiperkolesterolemi t-testinin

grubu grubu p-Degerleri
Parametreler (n: 66 (n: 59)

BMI (kg/m?) 27.90 + 0.6 26.19+£0.5 P <0.05

Total kolesterol (mg/dl) 168.3+£2.5 225.9+2.7 P<0.0001
HDL-kolesterol (mg/dl) 5239+ 1.9 56.36+2.2 P>0.05

LDL-kolesterol (mg/dl) 93.58£2.8 1394+£29 P<0.0001
VLDL-kolesterol (mg/dl) 21.11£1.5 2825+1.5 P <0.05

Trigliseritler (mg/dl) 108.5+7.6 153.0£11.1 P <0.05

Kan glukoz (mg/dl) 97.95+2.7 97.02+2.9 P>0.05

Sistolik kan basinc1 (mmHg) 122.0+2.0 123.5+2.6 P>0.05

Diyastolik kan basinct (mmHg) 77.73+ 1.2 80.07+1.4 P>0.05

(Degerler + standart hata olarak gosterilmistir)

Resim 6.1 de Sau96l restriksiyon enzimiyle kesilmis ve % 4’liik DNA agaroz
jelde yiiriitiilmiis fragmentler gosterilmektedir. 153 b¢’lik PCR iirtinlerinin Sau96I ile
kesimiyle Resim 6.1 de iki ornek goriilmektedir: 94- ve 59- bg¢’lik {irtinler, C478
homozigot genotipi gostermektedir, 153-, 94- ve 59- b¢’lik iiriinler, C478T heterozigot

genotipi gostermektedir.

Belirteg C478 C478T
- [E—

ﬁ

! Bl ™ '

— =

S50 b 153 bg

Resim 6.1. CD36 C478T gen polimorfizmine ait % 4’liikk agaroz jel goriintiisii.
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CD36 C478T degisimine ait genetik ¢esitlilik profilleri Tablo 6.3. de verilmistir.
Bu ¢alismada, 125 kisinin 124’linde C478 homozigot genotipine (yaban tip), yalnizca 1
kiside ise mutant genotip olan C478T heterozigot genotipine rastlandi. Cinsiyet
acisindan bakildiginda, 59 kadin ve 65 erkekte normal genotip olan C478 genotipine, 1
kadinda ise, C478T heterozigot genotipi bulundu. Bu C478T heterozigot, kontrol
grubuna gore daha yiliksek BMI, total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, kan

glukoz diizeylerine ve diisiik trigliserit diizeylerine sahipti.

Tablo 6.3. Genetik profillerin karsilagtiriimasi

C478
homozigot C478 homozigot C478T

kontrol hiperkolesterolemi  heterozigot

grubu grubu (mutant)
Parametreler (n: 66) (n: 58) (n: 1)
Cinsiyet (Erkek/Kadin) 32/34 27/31 0/1
Yas 4720=+1.5 484 +104 56
BMI (kg/m?) 27.90 +0.6 26.01 +3.69 35,81
Total kolesterol (mg/dl) 1683 £2.5 226.03 £20.9 216
HDL-kolesterol (mg/dl) 5239+1.9 56.15+17.2 68
LDL-kolesterol (mg/dl) 93.58£2.8 139.5£22.16 131
VLDL-kolesterol (mg/dl) 21.11+1.5 28.5+11.97 16
Trigliseritler (mg/dl) 108.5+ 7.6 153.3+85.2 81
Kan glukoz (mg/dl) 97.95+2.7 96.4+22.8 130
Sistolik kan basinc1 (mmHg) 122.0+2.0 123.5 £20.5 120
Diastolik kan basinci1 (mmHg) 77.73 £ 1.2 80.06 £11.4 80

(Degerler + standart hata olarak gdsterilmistir)
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7. TARTISMA

Ateroskleroz, bir¢ok genetik ve cevresel faktorlerin etkisi ile gelisen karmasik
bir etiyolojiye sahip bir hastaliktir (54). Inflamasyon, endotel fonksiyon, koagiilasyon,
lipit, amino asit ve karbonhidrat metabolizmas1 gibi ateroskleroza bagli siirecleri
diizenleyen 400’den fazla gen oldugu tahmin edilmektedir. Cevresel etkiler ve bireyin
genetik yapilar1 arasindaki etkilesimin sonucu olarak ateroskleroz gelismektedir (29).
Genetik olarak birtakim risk faktorleri saptanmis olmasina ragmen, bunlardan
hangilerinin ateroskleroza yolac¢tig1 tam olarak bilinmemektedir. Bu mekanizmalarin
aciklanabilmesindeki zorlugun nedeni, toplumlardaki genetik heterojenite ve birden
fazla genin rol aldig1 cok etkenli hastalik olmasina baglanabilir. Hem insanlarda hem de
in vivo deneylerinden elde edilen bulgular, genetik varyasyonlarin aterosklerozu tesvik
edebilecegi veya ilerletebilecegi hakkinda genis bir agiklama getirmemizi saglamaktadir
(71).

Epidemiyolojik caligmalar, total kolesterol diizeyleri ile kardiyovaskiiler kalp
hastaligindan 6liim orami arasinda pozitif bir iligki gostermektedir. Artmis serum
kolesterol diizeylerinin diger bilinen risk faktdrlerinin yoklugunda bile ateroskleroz
gelisiminde tek basina yeterli oldugu bilinmektedir (16).

Ateroskleroz gelisimi i¢in onemli risk faktorii olan hiperkolesterolemi, genetik
veya cevresel faktorlerin bir nedeni olabilir (15). “The Oslo Study” programinda,
otopsisi yapilmis 150 erkekte, koroner ve serebral damarlarda artmis lezyon oranlari ile
total kolesterol arasinda dogru oranti olarak ve HDL-kolesterol arasinda ters orantili
olarak bir iligki gozlemlenmistir (72). “The Turkish Heart Study” pograminda,
Tiirkiye’nin alt1 bolgesinde plazma lipitleri, lipoproteinleri ve apolipoproteinleri
karakterize edilmistir. Bu ¢calismada, refah i¢inde yasayanlarda ve egitim diizeyi yiiksek
kisilerde artmis plazma kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyleri gdzlenmistir. Mahley ve
beraberindekiler (56) ¢ok genis sayida Tirk katilimcinin kolesterol profillerini
incelemislerdir. Tirk toplumunun diisiik total kolesterol, LDL-kolesterol ve diisiik
HDL-kolesterol diizeylerine sahip olduklarini gézlemislerdir. Bununla birlikte, diisiik
lipit profiline sahip olmasina ragmen, korener arter hastaligina yakalanma orani bati
toplumuna gore daha fazla olarak bulunmustur.

Son yapilan ¢alismalarda, CD36’nin okside olmus LDL ve yag asitler i¢in bir

reseptor oldugu gosterilmis ve ayni zamanda aterogenez ve lipit metabolizmasinin bir
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béliimiinde de rolii olabilecegi dne siiriilmiistiir. Insan CD36-eksikligi Japon, Tayvan ve
Afrikadaki popiilasyonlarda % 2-4 oraninda bulunmaktadir. CD36 eksikligi, tip-1 ve tip-
II olarak iki grupta toplanir. Kashiwagi ve beraberindekiler (42), tip-II CD36-eksik
Japon hastalarda 478. niikleotit noktasinda C’den T’ye degisimin sonucu, CD36 gen
tiriiniiniin 90. kodonunda CCT (Prolin)’den TCT (Serin)’ye degisimini saptamislardir.
Buna ilaveten, C478T degisimi CD36’nin posttranslasyonal degisiklikleri sirasinda
olgunlasma eksikligine neden olarak, CD36 ekspresyonunda direkt olarak anlamli
azalmalara yol agtigin1 ve bu degisimin CD36-eksikliginin altinda yatan 6nemli bir
eksiklik oldugunu gdstermislerdir (43).

Ekspresyon analizi, CD36’nin 81 kD prekiirsér formunun varligini ve bu 81 kD
prekiirsor formunun, CD36’nin 88 kD olgun formuna doniisiimiiniin proteindeki amino
asit degisimi tarafindan bozuldugunu ve CD36 yiizey ekspresyonunda géze ¢arpan bir
azalmaya sebep oldugunu gostermektedir (43). CD36, % 26 oraninda karbonhidrat
iceren yiiksek derecede glukozillenmis bir proteindir ve CD36 cDNA dizisi on
potansiyal N-glukozilasyon bolgesi gostermektedir (89). N-glukozilasyon bdolgesine
komgu amino asitler dizisinin (AsnXSer/Thr), glikasyonun boyutunda ve oraninda
anlamli etkiye sahip olabilecegi bilinmektedir. Prolin90, varsayilan birinci N-
glukozilasyon bolgesi (Asn79) ve ikinci N- glukozilasyon bolgesi (Asn102) arasinda
lokalizedir. 90. pozisyondaki prolinden serine degisimden kaynaklanan konformasyonal
degisiklik, oligosakkariltransferaz enziminin komsu glukozilasyon bolgesine
erisilebilirligini bozabilmektedir. Eger degisim, prekiirsor CD36’da biiyiik sekil
degisikliklerine neden olursa, bu degisimden ayni zamanda Asn79 veya Asnl02’den
baska glikasyon bolgelerinin etkilenmesi de miimkiindiir (66).

Kajihara ve beraberindekilerin (41) yaptig1 calismada, Ser90 varyanti olan
hastalarda normal kontrollere gore yiiksek serum serbest yag asidi diizeyleri
gozlenmistir ama serum kolesterol diizeylerinde veya serum trigliserit diizeylerinde
veya inslilin hassasiyetinde anlamli bir farklilik gézlenmemistir.

Biz bu caligmada, 125 kisiden sadece 1’inde CD36 geninin 478. noktasinda
C’den T’ye degisimini ve bu degisimin heterozigot formda oldugunu tespit ettik. Bu
kisinin total kolesterol, LDL-kolesterol, HDL-kolesterol, kan glukoz diizeylerinin ve
BMTI’nin C478 homozigot kontrol grubundan yiiksek oldugu, ayrica trigliserit diizeyinin

C478 homozigot grubuna gore diisiik oldugu saptanmistir. Ancak ¢aligmamizda, sadece
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bir kiside polimorfizm saptadigimiz i¢in CD36 C478T polimorfizmi ile lipit profili
arasinda istatistiksel olarak bir iliski arastiramadik.

Bu c¢alismamizin devaminda, O6rnek sayisini arttirarak, aterogenez ve lipit
metabolizmasinda oOnemi oldugunu diisiindiigiimiz CD36 genine ait diger
polimorfizmleri ilave edip, CD36 ekspresyonunu da degerlendirerek CD36 ve

aterosklereoz arasindaki iliskiyi daha detayli incelemeyi planliyoruz.
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8. EKLER
Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu Mar-YC-2006-0056

no’lu onay1 ile calismaya katilan kisiler Ek-I’deki form ile calisma hakkinda
bilgilendirildi. Ek-II’deki form ile onaylari alindi. Sonuglar Ek-III’deki tabloya
kaydedildi.
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Ek-I
HASTA BILGILENDIRME FORMU

Projenin adi: CD36 Gen Polimorfizmi ve Ateroskleroz Arasindaki Iliskinin Incelenmesi

Arastiricilar: Prof. Dr. Nesrin Kartal-Ozer, Faruk Tamtiirk, Dr. Nesrin Ercelen

Ateroskleroz biitiin tlilkelerde oldugu gibi ililkemizde de en basta gelen Gliim
nedenlerinden biridir. Su ana kadar yapilan pek cok calismada farkl risk faktorlerinden
s0z edilmis bunlarin basinda hiperkolesteroleminin geldigi bildirilmistir. Aterosklerotik
lezyonlarda biriken okside olmus LDL, diiz kas hiicreleri veya makrofajlarda bulunan
“scavenger receptor” olarak adlandirilan reseptorlerden, CD36 reseptorii, tarafindan
hiicre icine almip kopilik hiicre olusumuna neden olmaktadir. Yapilan calismalarda
CD36 “knockout” farelerde okside LDL’lerin alinmasinin azaldigi ve aterosiklerotik
lezyon gelisiminin engellendigi gozlenmistir. CD36’nin yag metabolizmast ve lipid
metabolizmasinda énemli bir fizyolojik rolii oldugu saptanmasi ve bunun ateroskleroz
ile iligkisinin saptanmas1 planlanmaktadir.

Sizden alinan kan 6rneginde bu arasgtirmanin yapilmasini1 kabul etmeniz bilime

biiyiik bir katki saglayacaktir.
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Ek-I1
HASTA ONAY FORMU

Projenin adi: CD36 Gen Polimorfizmi ve Ateroskleroz Arasindaki Iliskinin Incelenmesi

Arastiricilar: Prof. Dr. Nesrin Kartal-Ozer, Faruk Tamtiirk, Dr. Nesrin Ercelen

Yukaridaki ¢alisama ile ilgili bilgileri okuduktan ve sozel olarak tarafima aciklama

yapildiktan sonra ilgili aragtirmaya katilamay1 kabul ediyorum.

Cahsmavya Katilanin

Adi Soyadi:
Tarih:

Imza:

Proje Yiiriiciisiiniin
Adi1 Soyadi:
Tarih:

Imza:
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Ek-III

Tarih:

BIiLGi FORMU

Ad1 Soyadi

Cinsiyet

Dogum Tarihi

Kilo (kg)

Boy (m)

BMI

Kullandig ilaclar......

Sigara Kullanim Durumu
(paket veya adet/giinde)

Alkol Kullanim
(kadeh/giinde)

Sistolik Basing (mmHg)

Diastolik Basin¢ (mmHg)

LiPiD PROFILI

Total-kolesterol (mg/dl)

HDL-kolesterol (mg/dl)

LDL-klesterol (mg/dl)

VLDL-kolesterol (mg/dl)

Trigliserit (mg/dl)

Kan Glukoz Diizeyi (mg/dl)
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