o - o0 2 Turkiye Gocuk Hastallklari Dergisi
Ozgun Arastirma  Original Article Turkish Journal of Pediatric Disease

Ailevi Hiperkolesterolemili Hastalarin Mutasyon Analiz Sonuglarinin
Simone-Broome Kriterleriyle Degerlendirilmesi
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OZET

Amag: Ailevi hiperkolesterolemi (AH), DUsUk dansiteli lipoprotein reseptér (LDLR) genindeki defektler sonucu bozulmus
kolesterol yikimi ve hiperkolesterolemi ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir. Kesin tanisi mutasyon analizi
ile konulur. Ancak rutin uygulamada mutasyon analizinin pratik olmamasi nedeniyle bazi tanisal kriterler gelistirimistir.
Bunlardan birisi de Simone-Broome tanisal kriterleridir. Calismada, AH’li hastalarin mutasyon analiz sonuglarinin Simone-
Broome kriterleriyle de@erlendiriimesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontemler: Hacettepe Universitesi Tip Faklltesi Metabolizma ve Beslenme Unitesinde izlenen primer hi-
perlipidemili hastalarinin dosyalari degerlendirildikten sonra tim hastalar Fredrickson siniflandirma sistemine goére sinif-
landirildi. Buna gore hiperlipoproteinemi tip lla grubuna giren hastalar AH tanisi agisindan Simone-Broome kriterleriyle
degerlendirildi. Tip lla hasta grubunda mutasyonlarin en sik gérlldigu 2 ekzonda (9 ve 12) denatire edici ylksek
performansli likit kromotografisi (DHPLC) ve DNA dizi analiz ydntemleri kullanilarak mutasyon analizi yapildi. Yeni ve eski
calismalara ait mutasyon analiz sonuclari tani uyumiulugu acgisindan Simone-Broome kriterleri sonuglariyla karsilastirildi.

Bulgular: Degerlendirmeye alinan 163 primer hiperlipidemi hastasindan 118’i Fredrickson siniflamasina goére tip lla
grubunda idi. Simone Broome kriterlerine gdre bu hastalarin %48’inin muhtemel AH, %26’sinin kesin AH grubunda
oldugu, %17’sinin AH kriterlerini karsilamadigi ve %9’unda bilgi yetersizligi nedeniyle siniflandirma yapilamadidr goruldu.
Calisma kapsaminda taranan Ekzon 9 ait PCR Urlnleri DHPLC cihazinda yUrGttldikten sonra farkli eltisyon grafigi elde
edilen hastalara DNA dizi analizi yapildi. Mutasyon analizi sonucuna goére 2 hastada heterozigot 1420N (C.1322 T>A)
mutasyonu, 2 hastada heterozigot ve homozigot W556R (C.1729 T>C) mutasyonu saptandi. Klinigimizde daha dnceki
galismalarda mutasyon taranan 29 hasta ile birlikte degerlendirildiginde; “kesin AH” grubunda mutasyon analizi yapilan
10 hastanin 10’unda (%100), “muhtemel AH” grubunda analiz yapilan 16 hastanin 12’sinde (%75), “AH yok” grubundaki
3 hastanin 1’inde (%33) mutasyon saptandigi gortldi.

Sonug: Simone-Broome kriterleri rutin mutasyon taramasinin mdmkiin olmadidi veya selektif tarama yapilacak sartlarda
olgularin tespitinde kullanilabilecek uygun bir ydntemdir. Ancak AH tanisini kesin ekarte etmeyecegdi akilda tutulmalidir.

Anahtar Soézciikler: Cocuk, Fredrickson siniflama sistemi, Genetik tarama, Hiperlipoproteinem Tip lla, LDL reseptdr,
Simone-Broome kriterleri

ABSTRACT

Objective: Familial hypercholesterolemia (FH) is an autosomal dominant disease characterised by defective cholesterol
removal from the circulation and hypercholesterolemia caused by mutations in the low density lipoprotein receptor gene
(LDLR). Although the definitive diagnosis is made by mutation analysis, some diagnostic criteria have been described
due to the impracticality of routine mutation analysis. This study aims to compare the mutation status of familial
hypercholesterolemia patients and their diagnosis according to the Simone-Broome criteria (SBC).

Material and Methods: All patients with primary hyperlipidemia followed at the Metabolism and Nutrition Unit of
Hacettepe University Faculty of Medicine were classified according to the Fredrickson classification system. Patients
with type lla hyperlipoproteinemia were assessed by SBC for the diagnosis of FH. Denaturing high-performance liquid
chromatography (DHPLC) and DNA sequencing were performed on the most frequently mutated exons (9 and 12).
Mutation analyses of this and previous cohorts were compared with SBC in terms of diagnostic compatibility.

Results: 118 of 163 patients with primary hyperlipidemia were type lla hyperlipoproteinemia according to Fredrickson
classification. According to the SBC, 48% of these patients were in the “probable FH”, 26% in the “definite FH”, and
17% in the “no FH” group, and 9% could not be classified due to lacking data. A heterozygous 1420N (C.1322T>A)
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mutation on exon 9 was detected in 2 patients and a W556R (C.1729T>C) mutation on exon 12 was detected as heterozygous in one
and homozygous in one patient. Evaluation of mutation analysis results of patients with a mutation analysis including the 29 patients
who were previously analysed revealed, a mutation in 10 out of 10 patients (100%) in the definite FH, 12 out of 16 (75%) patients in the

probable FH and in 1 out of 3 (33%) patients in the no FH group.

Conclusion: The use of Simone-Broome criteria is a practical and reliable method in the diagnosis of familial hypercholesterolemia as routine
mutation screening is not a feasible choice and is usually performed in selected cases.

Key Words: Child, Fredricson classification system, Genetic Screening, Hyperlipoproteinemia Type lla, LDL Receptor, Simone-Broome

criteria
GiRiS

Hiperlipidemi, plazma lipoprotein konsantrasyonlarinin, etnik
kokene, yasa ve cinsiyete gbre belirlenmis sinir degerlerin
Uzerine glkmaslyla karakterize tablodur. Lipoproteinlerin bir veya
daha fazla grubunun Uretiminde veya dolasima saliniminda artis,
plazmadan uzaklastinimasinda azalma veya her iki mekanizma
sonucu olusabilmektedir. GUntmuzde hiperlipidemiler i¢in birgok
siniflandirma sistemi mevcuttur. Lipoproteinleri  elektroforetik
mobilitelerine gdre siniflandiran  Fredrickson  siniflandirmasi
bunlardan biridir (1). Fredrickson siniflamasina goére tip lla olarak
bilinen ailevi hiperkolesterolemi (AH), LDLR genindeki defektler
sonucu bozulmus kolesterol yikimi ve hiperkolesterolemi ile
karakterize otozomal dominant bir hastaliktir. Kesin tanisi
mutasyon analizi ile konulsa da, rutin mutasyon analizinin pratik
olmamasi nedeniyle bazi tanisal kriterler gelistirilmistir. Bunlardan
birisi de Simone-Broome tanisal kriterleridir (2).

Bu calismada, Fredrickson siniflandirma sistemine gére hiper-
lipoproteinemi tip lla grubuna giren gocuk hastalar, tani uyum-
lulugu acisindan Simone-Broome kriterleri (SBK) ve LDLR geni
mutasyon analiz sonuglaryla birlikte degerlendiriimigtir.

GEREC ve YONTEMLER

Calismada, Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Cocuk Saglig
ve Hastalklar Anabilim Dall, Beslenme ve Metabolizma
BolimUnde izlenen hastalardan kayitlarina ulasilabilen primer
hiperlipidemi hastalar incelemeye alnmistr. Bu proje (LUT
09/120) Hacettepe Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis, ayrica Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirma Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje no: 010 D02
101 001). Beslenme ve Metabolizma bdlimU indeks olgu
kartlar ve hasta kayit sistemi incelendikten sonra 240 primer
hiperlipidemili hastanin kaydina, bunlardan 163 hastanin
dosyasina ulagiimis ve galisma kapsamina alinmigtir. Mutasyon
analizi icin kan o6rnedi alnan hastalar ve/veya ebeveynleri
calisma hakkinda kapsamli olarak bilgilendirilmis ve aydinlatimig
onamlari alinmigtir.

Hasta dosyalar incelendikten sonra, izlemde elde edilen Klinik,
laboratuvar verilerinin yani sira tedavi ve komplikasyonlari da
icerecek sekilde hazirlanmig olan dijital veri formu her bir hasta
icin ayr ayrn dolduruldu. Form igerisinde Fredrickson ve AH
Siniflandirmasi (Simon-Broome kriterleri) igin gerekli olan bilgilere

yer verildi. Hastalarin tani anindaki viicut kitle indeksleri (VKI)
kilo ve boy dlgimleri kullanilarak hesaplandi. BolimimuUzde
izlenen ve daha &nceki yillarda yapilan analizlerle mutasyonlar
belirlenen hastalarin mutasyon sonugclari ¢calismamizda yapilan
mutasyon analizi sonuglaryla birlikte degerlendirimek Uzere
kaydedildi. Veri toplama isleminin ardindan hastalarn vicut
kitle indekslerinin (VKi) Z skorlan hesaplanarak kaydedildi (3,
4). Tim hastalarda hiperlipoproteinemi durumu lipoproteinlerin
elektroforetik mobilitesine gobre (Fredrickson siniflandirmasi)
siniflandirildi. ~ Siniflandirmada kullanilan Fredrickson sistemi,
laboratuvar bulgulart ve mekanizmayla birlikte Tablo I'de
dzetlenmistir (1).

Fredrickson siniflandirma sisteminde goére tip lla grubuna
giren hastalar Simone-Broome ailesel hiperkolesterolemi
tani kriterlerine gore tekrar degerlendirildi ve “muhtemel AH”,
“kesin AH” veya “AH yok” olarak siniflandirildi. Total ve dustk
yogunluklu lipoprotein (LDL) dUzeylerini gocuk ve erigkinler igin
ayr ayn kriterize ederek siniflandirma yapan Simone Broome
kriterleri Tablo II'de verilmistir (2).

Mutasyon Analizi

Mutasyon analizi Fredrickson siniflandirmasina gore tip lla
grubundaki hastalara uygulandi. Daha 6nce bdolimimuUzde
yapilan galismalarla heterozigot veya homozigot mutasyon
saptanan hastalara tekrar mutasyon analizi yapilmadi. Mutasyon
analizi yapilan hastalardan EDTA'll tUplere yaklagik 10 ml kan
alindi. Bu kandan Tibbi Biyoloji B&IUmMU laboratuvarlarinda izole
edilen DNA 6rnekleri galisiimak Uzere Beslenme ve Metabolizma
BoOlimU  laboratuvarina alindi. Mutasyon analiz galismasi;
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), agaroz jel elektroforezinde
kontrol islemi, DHPLC (denattre edici yiksek performansli sivi
kromatografisi), PCR UrUnlerinin purifikasyonu ve otomatik DNA
dizi analizi agsamalariyla gergeklestirildi.

Calismamizin ilk asamasinda elde edilen genomik DNA'da LDLR
geninin mutasyonlarin en sk goruldigu 4, 9 ve 12. ekzonlar
PCR metoduyla ¢ogaltildi. Bu U¢ ekzona ait PCR UrUnleri
%1.5’lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. 4. ekzona ait
primer ile uygun reaksiyon elde edilemedigdi icin ¢calismanin diger
asamalarina 9 ve 12. Ekzonlarin analizi ile devam edildi.

DHPLC asamasinda, homozigot klinikteki hastalarda hetero-
dupleks olusturmak amaciyla bu hastalara ait PCR Urindyle
kontrol bireye ait PCR UrdnU 1:1 oraninda kanstirildi, heterozigot
klinige sahip olan hastalarda ise PCR Urlnleriyle normal bireye

Turkiye Cocuk Hast Derg/Turkish J Pediatr Dis / 2015; 3: 176-183



178 Aykan HH ve ark.

ait PCR UrUnleri kanstinimadan direkt DHPLC ile analiz edildi.
LDLR geninin 9. ve 12. ekzonlarina 6zgul metotlar Navigator
Software© (Transgenomic, Inc) programi ile tasarlandi. Metot
olusturulacak ekzon dizisi Navigator Software© (Transgenomic,
Inc) programina girildi, uygun bir gradiyent profili ve érnegin yu-
rUtllecegi sicaklik segcildi. YUrime sonrasi farkl eliisyon grafigi
gosteren hastalar icin ¢alisilan ekzonlar DNA dizi analizi igin ay-
rid.

Dizi analizi yapilacak PCR Urlnleri ortamdaki kullanimamig
dNTP’lerden ve primerlerden temizlenmesi igin MinElute 96 UF
Plate (Qiagen) kullanilarak prifiye edildi. Ornekler 96 kuyucuklu
oOrnek kabina ylklenerek 10 dakika vakum pompasinda (KnFLab)
800 mbar’da vakumlandi. Sire sonunda 30 pl dH20 ilave
edilerek tekrar 10 dakika 800 mbar’da vakumlandi. Orneklerin
Uzerine 30 pl su ilave edilerek, PCR UrUnlerinin ¢ézUnmesi icin
10 dakika yavasca ¢alkalandiktan sonra drnekler toplandi.

DHPLC sonuglarina gére farkll eliisyon grafigi sergileyen ve
nikleotit degisikligi oldugu dustndlen ekzonlar, purifikasyon
islemi sonrasinda ABI 3130 sekans cihazinda DNA dizi analizi
ile nUkleotit dizeyinde okunarak mutasyonlar agisindan kontrol
ornekleriyle karsilastiridi.

istatistiksel Analiz

Hasta verileri ve mutasyon analizi sonrasi elde edilen veriler
“Statistical Package for Social Science (SPSS) 16.0 for Windows”
paket programina girildi. Sonuclarn  degerlendirimesinde
tanimlayici istatistiksel ydntemler kullanildi. Normal dagilimin
belirlenmesi igin  “One-Sample Kolmogorov-Smirnov”  testi
kullanildi. Normal dagiim gdsteren parametreler ortalama =+
standart sapma, normal dagilim gostermeyen parametreler
ortanca (aralik) olarak verildi.

Tablo I: Lipoproteinlerin elektroforetik mobilitesine gore hiperlipidemi siniflamasi (Fredrickson siniflamasi).

Tip Elektroforez Laboratuvar Bulgulari Mekanizma
| Silomikron artigi Yiksek TG, Dusik HDL LPL veya Apo ClI eksikligi/yoklugu
. Azalmig LDL katabolizmasi
lla Pre-Beta artigi Yiksek LDL Reseptor defekti, poligenik
b  Pre-Betave Beta artisi Yiiksek LDL ve VLDL IS VCDIS il

11 Genis Beta bandi

Yiksek VLDL

I | PR ESEA Siklikla dtistik HDL

v Silomikron ve Pre-Beta artisi

YUlksek Kolesterol ve TG

YUksek TG ve VLDL, Dustik HDL

Bozulms LDL katabolizmasi

Anormal ApoE
Bozulmus IDL katabolizmasi

Bozulms VLDL katabolizmasi
Diyetle agin alm

Azalmig LPL aktivitesi
VLDL asiri Uretimi

TG; triglserit, HDL; ylksek yodunluklu lipoprotein, LPL; lipoprotein lipaz, LDL; dusik yodunluklu lipoprotein, VLDL; ¢ok disik yogunluklu

lipoprotein, IDL; ara yogunluklu lipoprotein.

Tablo II: Ailevi Hiperkolesterolemi tanisinda Simone-Broome Kiriterleri.

Simone-Broome Kriterleri

Kesin Tani

a) 16 yasindan kicUklerde total kolesterolin > 260 mg/dL veya LDL kolesterolin > 155 mg/dL olmasi veya 16 yasindan buytklerde
total kolesteroliin > 290 mg/dL veya LDL kolesteroltin > 190 mg/dL olmasi EK OLARAK

b) Kendisinde, birinci (ebeveyn, kardes, cocuk) veya ikinci (blyUkbaba-anne, amca, dayl, teyze, hala) derece akrabalarinda tendon

ksantoma Gykust
VEYA

c) DNA bazinda, LDLR geni, Ailesel defektif Apo-B100 veya PCSK9 gen mutasyonunun gdsterilmesi

Muhtemel Tani

a) Maddesine ek olarak d) veya e)’den birinin olmasi

d) 60 yas alti 1. derece akrabalarda, 50 yas alti 2. derece akrabalarda miyokardiyal enfarkttis dyktsinin olmasi

e) Ailede kolesterol yliksekligi 6ykusU;

» Birinci veya ikinci derece yetiskin akrabalarda > 290 mg/dL veya

* 16 yas alti cocuk veya kardeste > 260 mg/dL olmasi
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BULGULAR

Hastalarin Genel Ozellikleri

Calismaya alinan 163 hastanin genel &zellikleri Tablo llI'te ve-
rilmistir. Hastalarin hiperlipidemilerinin saptandigi saghk kuru-
lusuna bagvuru nedenleri degerlendirildiginde %49’unda rast-
lantisal veya rutin kontroller sirasinda hiperlipidemi saptandigi,
%25’inde ailesinde hiperlipidemi dykisl olmasi nedeniyle ya-
pilan tarama sirasinda, %26'sinda ise hiperlipidemiye ait klinik
bulgular nedeniyle incelenirken hiperlipidemi saptandigr gorul-
du. Rastlantisal veya rutin tarama sirasinda hiperlipidemi sap-
tanan 80 hastanin, 45’inin (%56) ebeveynlerinde hiperlipidemi,
14’0nde (%17) ailede erken yasta koroner kalp hastaligi (KKH)
OykUsU mevcuttu. Tum tip lla hastalarnin - 54’4Gnun (%45), tip
I, IV ve V hastalarinin  24’'ndn (%66) ise rastlantisal saptandigi
goruldu. Tip | ve V grubundaki hastalarinin tani yaslarinin diger
gruplara gore belirgin erken oldugu (siraslyla ortanca 4 ve 8 ay),
tip lla grubunda ortalama tani yasinin ortalama 89+50 ay oldugu
saptandi.

Klinik bir yakinma veya tani ile basvurup hiperlipidemi tanisi
alan hastalarin ayrintilan Tablo V'te Ozetlenmistir. Ksantoma
nedeniyle basvuran hastalardan birinde ksantelezma birinde
de arkus korneanin ksantomaya eslik ettigi gorildd. Tum
hastalarin %40’inda tani strecinde tiroid fonksiyon testlerinin
de degerlendirildigi yapildig géraldi.

Tablo llI: Hastalarin genel ozellikleri.

Parametre Sayi (%)
Cinsiyet
Erkek 91 (56)
Kiz 72 (44)
Tani Yasi

Ortalama+SS, ay, aralik 79.4+56.5, (1-192)

Viicut kitle indeksi

Ortalama Z-skoru, aralik 0.33+1.22, ((-2.4)-2.71)

Basvuru nedeni

Rastlantisal-Rutin tarama 80 (49)
Alle dykiisi 41 (25)
Klinik Bulgu 42 (26)

Tablo IV: Hiperlipidemili hastalarda, basvuru yakinma ve tanilari.

Basvuru Yakinmasi veya

0,
Tanisi S
Ksantoma 21 (50)
Obezite 12 (29)
Pankreatit 5(12)
Organomegali 2 (5)
Hipertransaminezemi 1)
Hipotiroidi 12
Toplam 42 (100)
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Calisma kapsaminda hiperlipidemi tanisi ile izlenen hastalarin
tanilan Fredrickson siniflandirma sistemine gére degerlendirildi-
ginde tani dagiimlarinin 11 (%7) hastada tip I, 118 (%72) hasta-
da tip lla, 8 (%5) hastada tip llb, 1 (%0,6) hastada tip lll, 6 (%4)
hastada tip IV ve 19 (%12) hastada tip V oldugu goéraldu.

Hastalann VKI Z skorlan degerlendirildiginde hastalarin
%23’Un0Un kilolu (Z-skoru 1-2 arasi), %11’inin basvuru aninda
obez (Z-skoru > 2) oldugu ve %13’Undn hafif-orta malnGtrisyonu
oldugu gériildii. Hastalarin %53’inin VKI-Z skorlari normal
sinirlar (-1 ile 1 arasl) icindeydi.

Ailevi Hiperkolesterolemi Simone-Broome Siniflandirmasi

Fredrickson siniflandirmasina gore tip lla tanisi alan 118 hasta
Simone-Broome  kriterlerine  gdre ailevi hiperkolesterolemi
agisindan tekrar gruplandinidiginda  hastalarin = %48’inin
muhtemel AH, %26’sinin kesin AH grubunda oldugu, %17’sinin
kriterleri karsilamadigi (AH yok) ve %9’unda bilgi yetersizligi
nedeniyle siniflandirma yapilamadigr gérdlda (Sekil 1). Kesin
AH grubuna alinan 31 hastanin; 27’sinin kendisinde, 4’UnUn ise
birinci veya ikinci derece akrabalarinda ksantoma éykusu vardi.

Mutasyon Analizi Sonuclan

Calisma kapsaminda yapilan mutasyon analizlerinde 2 hastada
9. ekzonda, 1420N (C.1322 T>A) heterozigot, 12. ekzonda
W556R (C.1729 T>C) bir hastada heterozigot ve bir hastada ise
homozigot olarak saptandi. Saptanan mutasyonlar literatirde
daha 6nceden tanimlanmis olan mutasyonlardi.

Klinigimizde daha o6nceki c¢alismalarda mutasyon analizi
yapilan 29 hasta ile birlikte bizim ¢alismamizda mutasyonunu
gbsterdigimiz 4 hastanin mutasyon verileri bu hastalarin SBK’ye
gore aldiklari tanilar ile birlikte degerlendirilerek fenotip genotip
iliskisi irdelenmistir. Bu verilere gbére “kesin AH” grubunda
mutasyon analizi yapilan 10 hastanin 10’unda (% 100) mutasyon
saptandidi ve bu mutasyonlarin %90’inin (9 hasta) homozigot
oldugu, “muhtemel AH” grubunda analiz yapilan 16 hastanin
12’sinde (%75) mutasyon saptandigi ve bu mutasyonlarin
%83’Unun (10 hasta) heterozigot oldugu, “AH yok” grubundaki
3 hastanin 1’inde (%33) heterozigot mutasyon saptandid
gorlldu. Ayrica yetersiz veri nedeniyle SBK siniflandirmasi
yapllamayan 4 hastanin 3’Unde (%75) mutasyon saptandigi
ve bu mutasyonlarin tamaminin heterozigot oldugu gdéraldu.
Mutasyon analizi yapilan hastalarin SBK’ye gdre dagilimi Tablo
V’'de 6zetlenmistir. Calismanin 6zeti niteliginde akis cizelgesi
Sekil 2°de verilmistir.

Tedavi ve Komplikasyon

Degerlendirmeye alinan 163 hastanin 75’i sadece diyet tedavisi
ile izlenirken, 88'nin tekli, ikili veya U¢lu antihiperlipidemik tedavi
ile izlendigi goruldd. Ayrica tip lla grubundan 6 hastanin, ilag
tedavilerine ek olarak lipit aferezi programina alindigi géraldu.
Tedavide kullanilan antihiperlipidemik ilag gruplarina bakildiginda
monoterapi veya kombine halde tim tedavi protokollerinin
%47’sinde statinlerin oldugu goéruldd.
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Tablo V: L DLR geninde mutasyon analizi yapiimis olan hastalarin Simone-Broome kriterlerine gére dagilimlari.

Kesin AH Muhtemel AH AH yok Veri yetersiz Toplam
Mutasyon yok 0 4 2 1 7
Heterozigot 1 10 1 3 14
Homozigot 9 2 0 0 12
Toplam 10 16 3 4 33

AH; Ailevi hiperkolesterolemi.

B AH yok(20)

H Kesin AH{31)

Sekil 1: Hiperlipoproteinemi
tip lla hastalarinin Simone-
Broome kriterlerine gore
gruplandinimasi AH;

ailevi hiperkolesterolemi.
Parantez icinde hasta sayilar
verilmistir.

i Muhtemel AH(56)

B Veri eksik{11)

Hasta dosyalan komplikasyonlar agisindan degerlendirildigin-
de, tUm hastalarn %88’inde saptanmis ve kayitlara gecmis
bir komplikasyona rastlanmadi. Ancak bu hastalarin izlem du-
rumlari incelendiginde, 26 (komplikasyonsuz olanlarin %18’inin)
hastanin takipsiz oldugu goruldu. Hiperlipidemi komplikasyonu
olarak kayitlara ge¢cmis 20 olgu saptandi. Bunlardan 15’inde
koroner arter hastaligi, 4’inde pankreatit gelistigi, 1 hastada
hipertrigliseridemiye sekonder hepatosteatoz oldugu bilgisine
ulagildi. Koroner arter hastaligi olan 15 olgunun 4’Untn koroner
by-pass operasyonu gegirdigi, 3’4nun miyokart enfarktlst son-
rasi kaybediimis oldugu goéruldu.

TARTISMA

Hiperlipidemilerin, ¢agimizin en dnemli morbidite ve mortalite
nedeni olmasi dolayisiyla olgu tespiti, tani ve tedavinin dnemi
her gecen gun biraz daha artmaktadir. Cocukluk yas grubun-
da ciddi bir mortalite nedeni olmamasina ragmen, mortalite ve
morbiditeye zemin hazirlayan morfolojik degisikliklerin erken
c¢ocukluk ddneminde basladiginin gdsterilmesiyle, dzellikle ko-
roner kalp hastaligina neden oldugu bilinen yUksek kolesterol
dUzeyine sahip olgularin tespiti ve koruyucu onlemler adina ¢o-
cukluk yas grubu icin kilavuzlar olusturulmustur. Ailesinde erken
yasta kardiyovaskuler hastalik 6ykUsu veya aile bireylerinden en
az birinde kolesterol yuksekligi mevcut olan ¢ocuk ve addlesan-
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larin, ylUksek kolesterol diizeyine sahip olma ve erigkin dénem-
de KKH risklerinin artmig olmasi nedeniyle, Amerikan Pediatri
Akademisi ve NCEP (National Cholesterol Education Program)
bu hastalarda, rutin saglik kontrolleri sirasinda 2 yasindan sonra
secici tarama yapiimasini 6nermektedir (5-7). Halen Ulkemizde
riskli hastalarda tarama yapilmasi ile ilgili ulusal bir politika yok-
tur. Galismamizda, primer hiperlipidemi tanisiyla izlenen hastala-
rin yarisinin, risk faktéra gdzetilmeden yapilmis olan rutin kontrol
sirasinda saptanmasi, bu hastalarin yarisindan fazlasinin ebe-
veynlerinde de hiperlipidemi 6ykusunin bulunmasi Glkemizde
de riskli grupta tarama yapmanin dnemini ve gerekliligini ortaya
koymustur.

Calismamizda, tip lla olgularinin %45’i rastlantisal olarak
saptanirken, trigliserit (TG) yUksekligi ile giden tip I, IV ve V
olgularinin %66’s1, tip | olgularinin %730 rastlantisal olarak
saptanmigti. Bu U¢ gruptan (tip I, IV ve V) sadece 4 (%11)
hasta aile 6ykUst nedeniyle basvurmustur. TG yUksekligi ile
giden tiplerin aile dykulerinde belirgin morbidite veya mortalite
olmamasina ragmen daha erken yaslarda ve yUksek oranda
rastlantisal olarak saptanmis olmalarinin nedeni, dosyalarda
basvurularinin “rastlantisal” diye kaydedilmesine ragmen daha
erken yaglarda ortaya c¢ikabilen bazi ydnlendirici bulgularin
varligina bagl olabilecedi dustndlmustir. Bu bulgular arasinda
TG yUksekligi ile giden tiplerde ¢ocukluk ¢aginda gorulebilen,
organomegali, kilo alamama, tekrarlayan karin agrilar ve rutin
tetkiklerde serumun lipemik oldugunun fark edilmesi sayilabilir.



Ozellikle heterozigot AH olgularinin cocukluk caginda fizik
muayene veya Klinik bulgularinin  genellikle olmamasi bu
hastalarin segici tarama programlar diginda saptanmasini ve
tedavisini zorlagtirmaktadir.

Hiperlipidemi olgularinin tani, tedavi ve izlem surecinde sekon-
der hiperlipidemi nedenlerinin tespiti ve sagaltimi dnemili rol oy-
namaktadir. Ozellikle aile dykiisii olmadan hiperlipidemisi olan,
primer hiperkolesterolemi hastasi olup lipit profilinde beklen-
medik bozulma gorulen, tedaviye direncli hiperlipidemidisi olan
veya hafif hiperlipideminin hayati tehdit eden boyuta donustu-
U hastalarda sekonder nedenlerin diglanmasi ve tedavisi kritik
Oneme sahiptir. Calismamiz hastalarinin tani ve rutin izlemle-
rinde; hemogram, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, ila¢
kullanimi ve obezite agisindan duzenli olarak izlendigi goruldu.
Bu izlemler sekonder nedenlerin blyUk bolimund kapsamak-
la birlikte hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemiye yol agarak
tip Il veya IV benzeri tablo olusturabilen hipotiroidinin, hastala-
rn sadece %40’Inda ekarte edilmis oldugu géruldu (1, 8). Bu
konuda yapilan calismalar, goériinUste saglikli olan hiperkoleste-
rolemi hastalarinin %4-6’sinda hipotiroidi, %9’unda subklinik hi-
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potiroidi saptandigini gdstermistir (9). Subklinik hipotiroidi dahil
olmak Uzere bu hastalarin tiroit hormon replasman tedavisiyle
kolesterol ve apo B duzeylerinde belirgin dusus saglanmig ol-
masl da hiperlipidemi hastalarinin tiroit fonksiyon testleri agisin-
dan degerlendirimesinin dnemini ortaya koymustur (10).

Ailesel hiperkolesterolemi ilk kez 1970’lerde, 500 kisiden birinde
gorulen, erken KKH ile seyreden genetik bir bozukluk olarak
tanimlanmistir (11). AH patogenezini anlamaya yonelik ilk blylk
adim, 1974’te Brown ve Goldstein tarafindan, LDL resept6rinitn
kesfi ile olmustur (12, 13). Bu kesiften sonra LDL geninin
tanimlanmasi 1985 yilinda ikiliye Nobel 6dulint getirmigtir
(14). LDL reseptdri (LDLR), glikoprotein yapisinda olup,
basta karaciger olmak Uzere hicrelerin bluyUlk gogunlugunun
ylzeyinde bulunur. Baglica fonksiyonlari; Uzerlerinde tasidiklari
apo B ve apo E araciidiyla LDL, silomikron kalintilar, VLDL,
VLDL kalintilar, IDL ve HDL gibi lipoproteinlerin hicre igine
alinmasidir (15, 16). LDL reseptérini kodlayan LDLR geni, 19.
kromozom Uzerinde yer alir. Gen yaklasik 45 kilobaz uzunlukta
olup ve 18 ekzondan olusur. 18 ekzondan 13’0, bagka

163 primer hiperlipidemi hastasi Frederickson
siniflama sistemine gore siniflandirildi

TipI- 11 hasta

=

Tip lla - 118 hasta
Tip llb - 8 hasta
Tip lll - 1 hasta

Tip IV - 6 hasta

siniflandirildi

118 hasta Fredericksona gore Tip lla sinifina alindi
ve Simone-Broome AH tani kriterlerine gore tekrar

Tip V - 19 hasta

l l

l l

Kesin AH Muhtemel AH AH yok Bilgi yetersiz
31 Hasta 56 Hasta 20 Hasta 11 Hasta
LDLR mutasyonu gosterilen hasta sayilari (g6sterilen/calisilan)
10/10 12/16 1/3 3/4

Sekil 2: Calismanin 6zet akis cizelgesi.
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proteinlerle homoloji gdsteren aminoasit dizilerine sahiptir (14).
Dunya genelinde yapilan galismalar degerlendirildiginde, LDLR
geninin her tirll mutasyon tipini icerdigi gdrdlmusttr. Son veriler
IsIginda ve genis mutasyon spektrumu icinde 1600’den fazla
tanimli mutasyon oldugu bilinmektedir (17).

AH, otozomal dominant kalitilan, LDLR geninde fonksiyon
defektine yol agan mutasyonlar sonucu olusan, monogenik
primer hiperlipidemi tipidir. LDL kolesterol yuksekligi, erken KKH
ve ksantomalarla karakterize tablonun klinik olarak apo B ve
PCSK9 gen defektlerine bagl Klinik tablodan ayrimi mimkan
degildir. Hastaligin tartismasiz kesin tanisi mutasyon analizi ile
mimkdnddr. 2005 yilinda ingiliz Kalp Birliginin yaptigi calismada
1707 AH hastasinin LDLR mutasyonlari incelendiginde, 4. ve
9. ekzonlarda mutasyon saptanma oranlarinin daha yuUksek
oldugu gdrulmutsttr (18). Bu calismada sirasiyla mutasyonlarin
%19.2 ve %8.2'sini igceren 2 ekzon disindaki ekzonlarda
mutasyon saptanma oranlari ortalama %4.5 (aralik; %0.2-%7.3)
olarak saptanmistir (18). Balimimuzde 2004 yilinda yapilan bir
calismadaki 37 hastanin mutasyon analizleri degerlendirildiginde
ise mutasyonlarin %21.4 oraniyla 12. ekzonda yogunlastig
gorllmustdr (19). Calismamizin mutasyon tarama asamasinda
dunya genelinde ve TUrkiye’de yapilan ¢aligmalarda LDLR geni
mutasyonlarinin en yogun goruldiga 3 ekzonun (ekzon 4, 9 ve
12) DHPLC y6ntemi ile taranmasi ve heterodupleks saptanan
hastalarda DNA dizi analizi yapilmasi planlanmisti. Ancak 4.
ekzona ait primer ile yapilan PCR ¢alismalarinda nonspesifik
UrUnler elde edilmesi nedeniyle 4. ekzon c¢alismaya alinamadi.
Dolayisiyla DHPLC yéntemi ile n eleme yapildiktan sonra sinirli
saylida hastaya dizi analiz yapilabilmistir. Sadece galismamiz
verileri dikkate alinarak mutasyon saptanma oranlarn ile ilgili
yorum yaplimasi uygun degildir.

Ailesel hiperkolesterolemi hastalarinda yapilan calismalarda
mutasyon saptama orani, daima %100’Un altinda olmustur. Bir
veya birkag mutasyonun yogun olarak gbzlendigi toplumlarda
molekduler tani ydntemlerinin kullanimi gérece daha kolay olmak-
la birlikte, LDL mutasyonlarinin diinya ¢apinda ve ayni toplum
bireylerinde yUksek derecede heterojenite gdsterdigi bilinmek-
tedir. Bu nedenle klinik olarak AH tanisi alan hastalarda yapilan
mutasyon tarama calismalar genel olarak basarisiz olmakta ve
mutasyon saptama oranlari %30-70’larda kalmaktadir (19-22).
Ornegin, Birlesik Krallk’ta SSCP (tek zincir konformasyon poli-
morfizmi), Southern blot, DNA dizi analizi ve RNA analizi kulla-
nilarak yapilan bir caligmada, hastalarin yalniz %66’sinin mutas-
yonu saptanabilmistir (22). SSCP analizinin mutasyon saptama-
daki duyarliiginin %75-85 arasi oldugu gbz énine alindiginda
hastalardan %15-25’inin mutasyonlarinin teknik nedenlerden
dolayi belirlenememis olabilecedi dngdrilmektedir (23).

AH olgularinin ve ailedeki etkilenmis bireylerin erken saptanmasi
ve tedavileri KKH’'nin dnlenmesi agisindan uygulanabilecek en
temel yaklagimdir. Rutin mutasyon analizinin mumkudn olmamasi
nedeniyle, AH olgularinin tanimlanmasina yonelik degisik tanisal
kriterler gelistirilmistir. Bunlardan biri de bizim ¢alismamizda da
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kullandigimiz Simone-Broome tanisal kriterleridir (2). Bu kriter-
lerde anahtar noktay! hastanin kendisinde veya 1. ve 2. derece
akrabalarindaki ksantom 6ykUsU olusturmaktadir. Ailede erken
yasta koroner arter hastaliginin olmasi veya dislipidemi OykuU-
stndn olmasi, mevcut bir monogenik dislipidemiyi dogrulama-
yacagl, aile 6éykusunin spesifitesinin toplumda KKH prevalan-
sina bagh olarak degisecedi de unutulmamalidir. Ornegin, aile
OykUsU; KKH prevalansinin distik oldugu Akdeniz Ulkelerinde
yUksek spesifiteye sahipken, kuzey Avrupa gibi KKH prevalan-
sinin yuksek oldugu bolgelerde dustk spesifiteye sahiptir. Ayri-
ca kadin akrabalardaki, prematir KKH 6ykusU, erkek akraba-
larindakinden daha guglu bir belirleyicidir (24). Calismamizdaki
hastalara bakildiginda 31 hastanin ksantom &ykust nedeniyle
“kesin AH” grubuna alindigi gérilmektedir. Oysaki dzellikle he-
terozigot hastalarda tendon ksantomalarin 3-4. dekattan 6énce
gorulmemesi, akrabalardaki ksantom varliginin sorgulanmasini
daha 6nemli kilmaktadir. Ailesinde tendon ksantoma bulunan
bir hasta “muhtemel AH” grubundan “kesin AH” grubuna geg-
mekte ve AH olma olasiligl 3 kat kadar artmaktadir (20).

Calismaya alinan 118 AH hastasindan 29’unda daha 6nce
yapilan ¢alismalarda LDLR geninin tim ekzonlarinin tarandidi ve
22'sinde gesitli mutasyonlar saptandigi géruldt. Bu mutasyonlar
ve calismamizda saptanan 4 mutasyon, hastalarin SBK'ye
gore gruplandirimis halleriyle degerlendirildiginde; “kesin AH”,
“muhtemel AH” ve “AH yok” gruplarindaki mutasyon saptama
oranlar sirasiyla %100, %75 ve %33 olarak bulunmustur.
Genel olarak SBK'yi karsilayan hastalarin %84’inde mutasyon
saptanmigtir. Olgu sayisi az olmakla birlikte bu veriler SBK’nin
AH olgularinin klinik olarak tanimlanmasinda kullanilabilirligini
gostermistir. Ote yandan AH kriterlerinin kargilamadigi halde
heterozigot mutasyon saptanan 1 hastanin olmasi “AH yok”
grubundaki mutasyon saptama oranini %33 olarak belirlemistir.
Bu durum 2 6nemli hususa dikkat ¢ekmektedir, bunlardan
birincisi SBK’nin AH olgularini kesin ekarte etmeyecedi, kriterlerini
karsilamayan hastalarda da mutasyon saptanabileceginin akilda
tutuimasidir. ikinci husus ise, fenotipin her zaman genotiple
korele olmayabilecegidir.

Erigkinlerde ve c¢ocuklarda LDL Kkolesterol yUksekliginin en
onemli nedenlerinden birisi  poligenik hiperkolesterolemidir.
Birden ¢ok genin cevresel faktorlerin etkisiyle olusturdugu
hiperkolesterolemi tipidir. Esas neden genetik yatkinlik zemininde
yUksek yagl diyet ve obezitedir (25). Mutasyon taramalarindaki
mevcut dusik saptama oranlari; kullanilan yéntemin hassasiyet
eksikligine veya LDLR, apoB ve PCSK9 genlerinin tamaminin
taranmamis olmasinin yani sira bazi olgularin poligenik &zellikte
olmasi ile agiklanabilmektedir. Poligenik hiperkolesterolemi
olgularinda tendon ksantoma beklenen bir bulgu degildir.
Simone-Broome Kriterlerine gére ksantomun eglik ettigi “kesin
AH” grubunda, “muhtemel AH” grubuna gdre 3 kat daha fazla
mutasyon saptama oranlarinin olmasi bunun géstergesidir (20).

Sonug olarak galismamiz verileri dikkate alindiginda Simone-
Broome kriterlerinin, klinik hasta takibinde, mutasyon analizinin
muUmkun olmadigr durumlarda veya selektif mutasyon taramasi



planlanan ¢aligmalarda, olgu saptama ve tanimi igin kullanimi-
nin uygun olacagr ancak AH varligini ekarte etmeyecegi gorul-
mustdr. Daha saglikli veriler elde edebilmek igin tim DNA dizi
analizlerinin yapilacagi genis ¢apli caligmalara gereksinim vardir.
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