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Koroner Kalp Hastalarinda PCSK9 E670G ve N425S Gen
Varyasyonlarinin Etkisinin Tiirk Toplumunda

Degerlendirilmesi

Aysegiil Basak AKADAM TEKER", Erhan TEKER™,
Ozlem KURNAZ GOMLEKSIZ**, Hiilya YILMAZ AYDOGAN****

Oz

Amagc: Aterosklerozdan kaynaklanan Koroner Arter Hastalig1 (KAH) cesitli genetik ve cevresel
etmenlerin etkilesiminden kaynaklanan multifaktoriyel bir hastaliktir. Gelismis iilkelerde en
yiiksek mortalite ve morbidite nedenlerindendir. Proprotein subtilisin keksin tip-9 (PCSKo),
Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptorii (Low-density lipoprotein-Receptor / LDLR)'niin post-
transkripsiyonel degredasyonunu indiikleyerek kolesterol hemostazinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. PCSK9'un ilk kesfedildigi 2003 yilindan bu yana calismalar hiz kesmeden devam
etmis ve artik anti-PCSK9 monoklonal antikorlar1 ateroskleroz tedavisinde yeni bir hedef olarak
sunulmustur. Ancak Tiirk popiilasyonunda PCSK9'un genetik varyasyonlar1 ve LDL-kolesterol
(LDL-K) iizerindeki etkisi hakkinda cok az bilgi vardir. PCSK9 genindeki mutasyonlar sirasiyla
fonksiyon kaybi1 ve fonsiyon kazanimi1 mekanizmalar araciligi ile hem hipokolesterolemi hemde
hiperkolesterolemi ile iligkilidir. Calismamizda; PCSK9 fonksiyon kazanmimu ile iligkili N425S
(rs28362261) ve E670G (23968A>G) (rs 505151) gen polimorfizmlerinin serum lipoprotein

diizeyi ve KAH gelisimindeki etkilerinin belirlenmesi amaclanmstir.
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Yontem: 64 hasta ve 50 kontrol'iin PCSK9 E670G ve N425S varyantinin belirlenmesi i¢in PCR-
RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) yontemi
kullanilmistir.

Bulgular: Koroner arter hastalarinda PCSKg E670G mutant T alleli frekans1 kontrol grubuna
gore daha yiiksek gozlenmistir. Verilerimiz bu varyantin koroner kalp hastaligi gelisiminde
bagimsiz risk faktorii olabilecegini onermektedir. Koroner arter hastalarinda PCSKg E670G
normal A alleli yliksek serum total-kolesterol diizeyi ile iligkili bulunmustur. PCSK9 N425S
polimorfizmi dagilimlarinda hasta ve kontrol gruplarinda sadece NN normal homozigot genotipi
gbzlenmigtir.

Sonug: PCSK9 genindeki E670G varyantinin serum lipid profili iizerindeki olumsuz etkileriyle

koroner kalp hastalig: gelisiminde risk olusturabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Proprotein konvertaz subtilisin keksin tip-9 (PCSK9), koroner arter
hastalig, lipoprotein, LDL-K, hiperkolesterolemi.

Evaluation of PCSK9 E670G and N425S Gene Variations in Coronary Heart

Disease in Turkish Population

Abstract

Aim: Coronary artery disease (CAD) due to atherosclerosis is a multifactorial disease resulting
from the interaction of numerous genetic and environmental factors. In developed countries, it
is among the diseases with highest rates of mortality and morbidity. Proprotein convertase
subtilisin/kexin 9 (PCSK9), plays an important role for cholesterol homoeostasis via inducing
post-transcriptional degradation of Low-density lipoprotein-Receptor (LDLR). Since PCSK9’s
first discovery in 2003, studies focusing on PCSK9g continue without slowing down and now
PCSKg is a candidate as a new therapeutic target in atherosclerosis. However, little is known
about the genetic variants of PCSK9 and its influence on Low Density Lipoprotein — cholesterol
(LDL-C) in Turkish population. Mutations in the PCSK9 gene have been associated with both
hypocholesterolemia and hypercholesterolemia through ‘loss-of-function’ and ‘gain-of-function’
mechanisms, respectively. Our aim was to investigate PCSK9 N425S (rs28362261) and E670G
(23968A>G) (rs 505151) gene polymorphisms in regard to their effects on serum lipoprotein
level and development of CHD.

Method: PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism)
method is used for determination of PCSKg variants.

Findings: In the patient group, frequency of PCSK9 E670G mutant T allele is higher than

controls. Our findings indicate that these variants might be an independent risk factors in
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development of CHD. In the patient group, we observed the PCSK9 E670G normal A allele is
associated with increased serum total-cholesterol level.
Conclusion: In conclusion we suggest that the PCSK9 gene variants might pose a risk in

susceptibility to CHD, since PCSK9 has detrimental effects on serum lipids.

Keywords: Proprotein convertase subtilisin/kexin-9 (PCSK9), coronary artery disease,
lipoprotein, LDL-C, hypercholesterolemia.

Giris

Aterosklerotik koroner arter hastaligi icin hiperlipidemi olduk¢a Onemli bir risk
faktortidiir. Hiperlipidemi LDL-kolesterol (LDL-K)'iin yiiksek konsantrasyonu ve HDL-
kolesterol (HDL-K)'lin diisiik konsantrasyonu ile karakterize edilmistir. Plazma
lipidleri ateroskleroz acisindan temel risk faktorii oldugu igin LDL-K'min klinik
yonetimi ve altinda yatan mekanizmalarin arastirilmasi yiliksek kardiyovaskiiler risk
altindaki hastalar acisindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Mevalonat yolunun hiz
sinirlayici basamagim katalizleyen 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA reduktaz enziminin
inhibitorleri olan statinler, aterosklerotik koroner arter hastalarinin tedavisinde
oldukca onem tasimaktadir. Klinik pratikte, statin tedavisi alan bireyler arasinda lipid
diisiiriicti etkiye verilen cevap arasinda bireysel farkliliklar bulunmaktadir. Bu bireysel
farkliliklarin genetik faktorlerden kaynaklandigi diistiniilmektedir ve bu hastalar icin
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi gerekliligi kacimilmaz bir gercek olarak

karsimiza ¢itkmaktadir.

Kexin benzeri prokonvertazlarin subtilisin ailesinin 9. iiyesi olan PCSK9 geninin
promotor bolgesi sterol regiilator element icerir ve transkripsiyonu intraselliiler

kolesterol seviyeleri tarafindan regiile edilir>.

Orijinal olarak noral apoptoz diizenleyici konvertaz-1 (NARC-1) olarak isimlendirilen
PCSKo, insanda baslhca lipoprotein metabolizmasmin iki anahtar bolgesi olan ince
barsak ve karacigerde eksprese edilir5. Endoplazmik retikulumda 72 kDa’luk prekiirsor
protein olarak sentezlenen PCSK9 oto-katalitik kesime ugrayarak 63 kDa’luk islenmis

proteaza doniislir. Kolesterol metabolizmasindaki rolii kesinlesmemesine ragmen

347
A.B. AKADAM TEKER, E. TEKER, 0. KURNAZ GOMLEKSIZ, H. YILMAZ AYDOGAN



IGUSABDER, 4 (2018): 345-360

PCSK9'un diyetsel ve hiicresel kolesterol tarafindan giiclii bir gsekilde asag:
diizenlendigi®, asag diizenlenmenin proteozom ve lizozomlardan bagimsiz oldugu ve
post-ER  kompleksinde LDLR degradasyonunu hizlandirdign bilinmektedir?.
Endoplazmik retikulumda molekiil i¢i otokatalitik kesime ugrayan PCSK9 ¢oziinebilir
bir zimojen olarak sentezlenir. PCSK9 geni LDLRnin post transkripsiyonel
regulasyonunu saglamaktadir. Karacigerde, PCSK9 LDLR'line baglanir ve bu baglanma
normal LDLR dongiisiinii bozarak LDLR'nin tekrar membrana donmesini engeller+89.
Bunun sonucunda karaciger hiicresinin hiicre membranindaki LDLR sayis1 azalir ve
boylece hiicre igine daha az LDL alindig: i¢in serum LDL-K diizeyinde artis meydana
gelir. PCSK9 genindeki fonksiyon kazandiran ve kaybettiren mutasyonlar sirasiyla
hiperkolesterolemi/ hipokolesterolemi ile iligkilidir>-13, PCSK9 heterozigot fonksiyon-
kayb1 mutasyonuna sahip saghkli bir bayanda LDL-K diizeyinin 14mg/dl oldugu
bildirilmistir4. Bu bulgu LDLR’yi ve plazma LDL-K diizeylerini modiile etmede
PCSK9’un 6nemli rolii olduguna ve insanlarda PCSK9 fonksiyon kaybinin kotiilestirici
etkilerle iliskili olmadigina kanit niteligindedir’s. Dallas kalp calismasinda ve daha pek
cok calismada statin kullanommmin PCSK9 mRNA ekspresyonunu arttirdig:
gosterilmistir®. Bu durum statin tedavisinde ila¢ dozunun arttirilmis olmasinin hastada
kolesterol diizeylerinde buna paralel bir diislisle sonuclanmayip %6 smirinda
kalmasinin, statin kaynakli artis gosteren LDLR'min PCSKg tarafindan degrade

edilmesiyle agiklanabilir.

Bu nedenle LDL-K diizeylerini diisiirmede farmakolojik hedef olarak PCSK9’un degerli
olabilecegi oOnerilmistir®. 2003 yilinda PCSKg9un LDL-K iizerindeki roliiniin
kesfedilmesinden bu yana calismalar hiz kesmeden devam etmis ve PCSKog
inhibisyonuna yonelik pek cok arastirma yapilmistir. Bugiine geldigimizde faz 3
calismasinda olan anti-PCSK9 monoklonal antikorlar1 mevcuttur (evolocumab (AMG
145) ve alirocumab (REGN727/SAR236553). Anti-PCSK9 monoklonal antikorlar:
heniiz aragtirma asamasinda olmalarina ragmen LDL-K seviyelerinde yapmis olduklari
yaklasik % 70'lik diisiis ozellikle ailesel hiperkolesterolemi gibi ¢ok yiiksek kolesterol
seviyeleriyle seyreden hastaliklarin tedavisinde yeni bir umut olarak karsimiza
cikmaktadir. iste tamda bu noktada PCSK9 varyantlarmmn tanimlanmas: bireysel

tedavilerin etkinligi acisindan biiyiik onem olusturmaktadir.
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Biz calismamizda Tiirk toplumunda PCSK9 N425S, E670G varyantlarinin dagilim ve

bunun lipid profilleri iizerine olan etkisini arastirmay1 hedefledik.
Gerec ve Yontem

Bu calismada iki ornek grubu kullanildi. Birinci grupta 50 kisiden olusan yiiksek
tansiyon, kalp rahatsizligi hikayesi olmayan, lipid anomalisi, metabolik rahatsizlik
(DM, bobrek yetersizligi, KC yetersizligi vs.), ailede bilinen erken yas iskemik kalp
hastaligy, lipid metabolizma bozuklugu olmayan saglikli bireyler kontrol grubuna alindi.
ikinci grup istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Boliimii tarafindan takip
edilen anjiografik olarak koroner arter hastalign tamis1 konmus 64 hastadan
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubundaki tiim bireylere proje ile ilgili bilgi verilmis ve
yazili izinleri ahmmuistir. Ayrica, KAH risk faktorleri ile ilgili olarak beden kiitle indeksi
(kg/m2), aile hikayesi, arteriyel hipertansiyon (=140 mmHg sistolik kan basinci, =90
mmHg diastolik kan basinci), hiperlipidemi (total kolesterol >240 mg/dl and trigliserid
>250 mg/dl) degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinda genotip ve allel
dagilimlar1 istatistiksel analizle incelendi ve hastalik gelisiminde risk olusturup
olusturmadiklar: tespit edilmeye calisildi. Calismamiz Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan alinan 2007/1722 sayih etik kurul
kararinca gerceklestirilmistir. Bu calisma protokolii, Istanbul Universitesi Yerel Etik
Komitesinin onay1 (2007/1722) ile istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi (IU BAP No:1707) tarafindan desteklenmistir.
DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen bireylerden Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)’l1 tiipe 2 ml
kan alindi. Klasik tuzda ¢oktiirme yontemi kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirildi
ve saflik tayinleri yapildi.

PCSKo9 E670G gen bolgesi

PCSK9 E670G gen bolgesi icin ileri primer: 5 TACGCCGTAGACAACACGS’ Geri primer:

5 TCCCCAGACACCCATCCTGG3'. PCSK9 Geni E670G (23968 A>G) gen bolgesi PCR
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protokolii; 94°C’de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben; 94°C’de 45 saniye
denatiirasyon, 63°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de 45 saniye uzama olmak iizere 35
dongii ve son olarak 72°C’de 5 dakika olarak gerceklestirilmistir?. PCR ile ¢ogaltilan
bolge Mnll restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis ve daha sonra %4'liik nusive jel
elektroforezine tabi tutulmustur. DNA fragmanlar1 UV altinda goriintiilenip

genotipleme yapilmigtir.
PCSKo9 N425S gen bolgesi

PCSK9 N425S gen bolgesi icin;
fleri primer: 5 GCCATCACCATCACCATCTTTCACCATTCA-3’

Geri Primer: 5-AAGGGAGA GACTGTCAAGGTCACA-3’ PCSK9 N425S

Gen bolgenin PCR reaksiyonu; 95°C’de 2 dakika baslangi¢c denatiirasyonunu takiben;
95°C’de 45 saniye denatiirasyon, 61°C’de 45 saniye baglanma, 72°C’de 45 saniye uzama
olmak tizere 30 dongii ve son olarak 72°C’de 5 dakika olarak gerceklestirilmistir. PCR
ile cogaltilan bolge TspRI restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis ve daha sonra %2'lik

agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur:.
istatiksel Analiz

Bu calismanin istatiksel analizi SPSS 15,0 paket programi kullanilarak yapilmistir.
Istatiksel anlamhilik sinir1 p<0,05 olarak almmugtir.

Beden kiitle indekslerinin belirlenmesinde Student’s t-testi, genotip ve allellerin
goriilme sikliginin gruplar arasi farkliliklarinin degerlendirilmesinde Ki kare () testi
kullanilmistir. Klinik ve klinik olmayan parametrelerin allellerle karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis metodu, genotip acisindan incelenmesinde ise Student’s t-testi
kullanilmistir. Gruplar arasi risk etkeninin belirlenmesi icin Odds orani1 (OR) ve % 95
giiven aralhigl (% 95 CI) verilmistir. Allel frekansi hesapmalarinda gen sayma yontemi

kullanilmigtir.
Bulgular

Calismamiz Istanbul Universitesi Kardiyoloji Ana Bilim Dalinda takip edilen 64 erkek

koroner arter hastasi ve 50 erkek goniillii saglikli kontrolden olusan ¢alisma gruplar
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arasinda yapilmistir. Calismamizin gruplarina ait demografik bilgiler ve biyokimyasal

parametrelere ait bulgularimiz Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: Calisma gruplarinin karakteristik ozellikleri

KONTROL DM (-) KAH | P Degeri
Yas (y1l) 57.434+10.48 59.50+11.77 0.307
BKI (kg/m2) 25.51+£3.64 26.24+3.67 0.303
Sistolik Basin¢ (mmHg) 123.46+19.97 134.42+28.65 0.023
Diastolik Basin¢ (mmHg) 75.51+£14.76 83.18+17.08 0.012
Total-kolesterol (mg/dl) 190.72+70.56 211.03+52.50 0.099
Trigliserid (mg/dl) 139.25+66.26 145.78+101.27 0.727
LDL-kolesterol (mg/dl) 126.54+60.06 132.06+35.82 0.563
HDL-kolesterol (mg/dl) 42.37+18.53 44.24+13.33 0.559
VLDL-kolesterol (mg/dl) 27.77+12.96 30.12+24.47 0.620
Total-kolesterol/HDL-kolesterol 4.88+2.01 4.97+1.45
SVH (%) - 16 (%29.1)
Hipertansiyon (%) - 33 (%45.8)
Ailede KAH Hikayesi (%) %35.0 %33.8 0.92
Hiperkolesterolemi (%) - 48.0
Obezite (%) 6 (%12.8) 20 (%31.7) 0.02
Diyabet (%) - 20 (%24.4)
Sigara kullanimi (%) %48.0 %62.9 0.195

DM: Diabetes Mellitus, BKI: Beden Kiitle indeksi, n: kisi sayis1, KAH: Koroner arter hastahgi, SVH: sol
ventrikiil hipertrofisi, SAD: sol atriyum dilatasyonu.

e Tabloda X+SD olarak verilen degerlerin Gruplar arasindaki farkliik Anova ve
Student t testleri ile incelenmistir (X: Ortalama, SD: Standart sapma).
e Tablodaki % ve 6rnek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklihik

ki-kare (x2) ve ileri ki-kare (x2) testleri ile incelenmistir.

Kikare istatistik analizi ile saglikli kontrol ve Koroner Arter hasta gruplar
karsilastirildiginda; koroner arter hastalarinda, sistolik (p=0.023) ve diastolik kan
basinclar1 (p=0.012) ve obezite oranmnin (%31.7, p=0.02) yiiksek oldugu tespit

edilmistir.
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Koroner arter hasta grubunda Student t testi ile yapilan istatistiksel analizde Beden
Kiitle indeksi (BKI), serum total-kolesterol, trigliserid, HDL-kolesterol (HDL-K), LDL-
kolesterol (LDL-K), VLDL-kolesterol diizeyleri ve sigara kullanmim orani kontrol
farklilik

grubuna gore yiiksek gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamh

bulunmamustir (p>0.05).

PCSKo9 E670G polimorfizmi allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplarindaki dagilimi
incelendiginde, kontrol grubunda E allel frekansi (%14.0 — %4.1) hasta grubunda ise G
allel frekans1 (%98.0 — %92.0) yiiksek gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamlh
farklilik saptanmamistir (p>0.05). PSCK9 N425S polimorfizmi dagilimlarinda hasta ve

kontrol gruplarinda sadece NN normal homozigot genotipi gozlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2: PCSK9 gen degisimlerine ait genotip ve allel frekanslarinin hasta ve kontrol

gruplarinda dagihmi

Calisma Gruplar Ki P degeri Goreli risk
kare (%95 CI)
PCSK9 E670G Genotipleri Kontrol (n=50) Hasta (n=64)
AA 4 (%8.0) 1(%1.6) >0.05
GG 43 (%86.0) 62 (%96.9) (FE) 0.041 | 5.047 (1.0-25.472)
AG 3 (%6.0) 1(%1.6) >0.05
Tablo Kikare: 4.588, P=0.101
PCSK9E670G Allelleri
A 11 (%11) 3(%2.3) >0.05
G 89 (%89) 125 (%97.6) >0.05

PCSK9 N425S Genotipleri

Kontrol (n=50)

Hasta (n=64)

NN 50 (%100) 64 (%100)
SS 0 (%0) 0 (%0)

NS 0 (%0) 0 %0)
PCSKo9 N425S Allelleri

N 100 (%100) 128 (%100)
S 0 (%0) 0 (%0)

Hasta ve kontrol grubunda PCSK9 varyantlarina goére BKi, kan basinclar1 ve serum
lipoprotein degerleri Tablo 3’de gosterilmistir. PCSK9 E670G mutant G allel tasiyan
kontrollerde de PCSK9 E670G normal AA genotipi tasiyan bireylere gore serum
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trigliserid ve VLDL-kolesterol konsantrasyonlari ileri derecede anlamli olarak yiiksek

bulunmustur.

Koroner arter hasta grubunda; PCSK9 E670G normal A alleline sahip hastalarda serum
total kolesterol diizeyi PCSK9 E670G mutant GG genotipi tasiyan hastalara gore
istatistiksel olarak ileri derecede anlaml olarak yiiksek bulunmustur (p<0.01). Serum
LDL-K konsantrasyonu; PCSKg9 E670G normal A alleli tasiyan bireylerde ise PCSKg
E670G mutant GG genotipi tasiyan hastalara gore ise anlaml derecede yliksek
saptanmigtir (p<0.05). PCSK9 E670G normal A alleli tasiyan hastalarda ayrica sistolik
kan basmci degeri mutant GG genotipli hastalara gore istatistiksel olarak cok ileri
derecede anlaml olarak yiiksek bulunmustur. Serum HDL-K, VLDL-K, VKI ve diastolik
kan basinci degerleri acisindan hasta grubunda PCSK9 gen varyantlarinin anlamli bir

etkisi gozlenmemistir.

Tablo 3: Koroner Arter Hasta ve Kontrol grubunda PCSK9 E670G varyantina gore

beden kiitle indeksi, kan basinglari ve serum lipoprotein degerleri

TC TG HDL-K LDL-K VLDL-K BKI SKB DKB
PCSKo9 244.50 169.50 53.50 157.00 34.00 209.00 150.00 95.00
E670G A +6.36%* +78.48 +13.43 +8.48*% +15.55 +0.0 +0.00%** 17.07
‘E allel
E PCSKo9 210.87 139.27 45.91 129.02 28.69 26.06 132.71 81.84
E670G G +58.28 +113.85 +12.87 +36.56 +29.42 +3.60 +30.72 +17.77
allel
PCSKo9 189.17 111.17 49.40 151.20 24.20 24.36 132.85 80.00
E670G A +94.84 +62.61 +7.30 +73.95 +13.16 +1.53 +26.90 1+10.00
E allel
E PCSKo9 189.35 144.58 40.42 121.52 28.44 25.59 122.38 75.00
. E670G G +63.48 +67.69** +18.15 +55.03 +13.36** +3.76 +18.48 $15.38
allel

TC: Total kolesterol, TG: Trigliserid, HDL-K: Yiiksek yogunluklu kolesterol, LDL-K:
Diisiik yogunluklu kolesterol, VLDL-K: Cok diisiik yogunluklu kolesterol, BKi: Beden
kiitle indeksi, SKB: Sistolik kan basinci, DKB: Diastolik kan basinci, *: p<0.05, **:

p<0.01, **¥*: p<0.001.
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Tartisma

Koroner kalp hastaliklar1 gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki oliim nedenlerinin
basinda yer almaktadir. Hastaligin en onemli nedenlerinden biri olan hiperlipidemi
tedavisi icin kullanilan ilaglar (statin)'e verilen cevaplar bireyler aras1 farkliliklar
gostermektedir. Bu farkliliklarin nedeni genetik faktorlerdir. PCSK9'un normal
fonksiyonu LDLR'yi degrade etmektir. Bu nedenle PCSKg fonksiyon kaybi
mutasyonlar1 diisiik kolesterol seviyelerine ve artmis statin cevabina neden olurken,
PCSK9 fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 otozomal dominant hiperkolesterolemi ve

armig kalp hastaliklar1 hasarina yol agmaktadir.

Yapilan calismalarda fare karacigerinde WT veya mutant PCSK9un fazla
ekspresyonunun, mRNA diizeylerinde herhangi bir diisiis olmaksizin LDLR'liniin
protein seviyelerinde belirgin bir diisiise neden oldugunun gosterilmesinden sonra

PCSK9 KAH tedavisinde biiyiik bir hedef olarak tanimlanmistir47.

PCSK9 N425S mutasyonu, adipokin resistin ile homoloji gosteren ve protein-protein
etkilesimlerine aracilik ettigi diistiniillen PCSK9 proteininin C-terminal alanindadir®.
Bu bolge, LDLR'nin epidermal biiytime faktorii benzeri tekrarlamasi-A (EGF-A)'sina
dogrudan baglanmaya dahil olmamis gibi goriinse de bu alandaki mutasyonlar,
salgilanmig PCSK9'un LDLR iizerindeki etkinligini etkileyebilir. LDLR'liniin EGFA

alanm1 ve PCSK9'un katalitik alan1 arasinda dogrudan bir etkilesim vardirz.

Fasano ve arkadaslarn yaptiklar1 ¢calismada, PCSK9 N425S mutantlarinin WT PCSK9'a
kiyasla, LDLR'yi azaltma kapasitelerinde kiiciik fakat 6nemli bir artis oldugu sonucuna

varmiglardir2'.

Pisciotta ve arkadaslar ailesel hiperkolesterolemili hastada PCSK9 N425S ve Y419X
yanlis anlamli mutasyonlar1 inceledikleri calismalarinda bu varyantlarin LDLR
mutasyonu varligi ile birlikte daha yiiksek plazma LDL-K seviyelerine katkida
bulunduklarini ve bu nadir yanhs anlamli mutasyonlarm LDLR mutasyonu tasiyan
hastalarda klinik fenotipi kotiilestirebileceklerini 6ne siirmiislerdir®. PSCK9 N425S
polimorfizmi dagilimlarinda hasta ve kontrol gruplarinda sadece NN normal homozigot
genotipi gozlenmistir. Bu nedenle PCSK9 N425S yanlis anlamli mutasyonunun serum

lipid profili iizerindeki etkisini degerlendiremedik. Pisciotta ve ark N425S
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mutasyonunun ailesel hiperkolesterolemili hastalarda 425S varyantinmin LDLR
mutasyonu varligi ile birlikte daha yiiksek plazma LDL-K'iine katkida bulundugunu
bildirmislerdir'. Daha biiyiik ornek sayisindan olusan calisma gruplar1 olusturarak
varyant alleli gozlemlemeyi ve varyantin bizim toplumumuzda lipid profiline etkisini

belirlemeyi hedefliyoruz.

Evans ve ark. Alman toplumunda 506 kiside yaptig1 taramada PCSK9 geninde E670G
polimorfizmini incelemislerdir. Calismalarinda AA, AG ve GG genotiplerinin frekansini
sirasiyla 458,45 ve 3 olarak, varyant G allel frekansini ise 0.05 olarak bulmuslardir. G
allel frekansim1 erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek gozlemlemislerdir. E670G G
allelinin erkeklerde daha yiiksek LDL-K diizeyleri ile iliskili oldugunu (p=0.01), ancak
kadinlarda iliskili olmadigin1 ve sonu¢ olarak PCSKg9 E670G SNP’nin Avrupali
erkeklerde  poligenik  hiperkolesteroleminin  etkenlerinden  biri  oldugunu
bildirmislerdir”. Chen ve ark. 2005 yilinda %90 beyaz, %10 beyaz olmayan 310 kadin,
62 erkek toplam 372 bireyden olusan Lipoprotein Koroner Ateroskleroz Calismasi
(LCAS)nda PCSK9 geninde 6 polimorfizm ile koroner aterosklerozun biyokimyasal,
anjiyografik fenotipleri arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Calismalarinda LCAS
grubunu biraz daha yaslh (p=0.065), %341 kadin olan ve %79 u beyaz irka mensup 319
kisiden olusan TexGen calisma grubuyla karsilastirmislardir. Haplotip yapi analizi
sonras1 E670G’nin belirleyici varyant olarak doz etkisi gosterdigini (GG>EG>EE) ve
plazma LDL-K degisiminin %3.5’'undan sorumlu oldugunu bildirmislerdir (p<0.001).
LCAS popiilasyonunda E670G SNP AA, AG ve GG genotiplerinin dagilimin sirasiyla
324, 41 ve 7 olarak, TexGen grubunda ise 291,28 ve 0 olarak bildirmislerdir. Varyant G
allel frekansi LCAS grubunda 0.074, TexGen grubunda ise 0.044’tir. Plazma total
kolesterol, apolipoprotein B ve lipoprotein (a) diizeyleri de E670G varyant: ile iliskili
bulunmustur. Yas, cinsiyet, etnik koken, agirlik, boy, beden kiitle indeksi, sistolik ve
diastolik kan basinglari, diyabet hikayesi ve sigara tiiketiminin yer aldig1 demografik
degiskenler ve PCSK9 SNP’ler arasinda ise anlaml iliski gozlememislerdir. Tedavi-
genotip etkilesimi gozlenmezken, E670G varyantinin plazma LDL-K diizeylerinin ve

koroner ateroskleroz ciddiyetinin bagimsiz belirleyicisi oldugunu tanimlamislardir22.

PCSKg proteini bir sinyal peptid, (1-30 aa), pro-segment (31-147 aa), katalitik (148-425
aa) ve sisteinden-zengin C-terminal (526-691 aa) domenden olusur. insan PCSKo9

enzimi bir zimojen olarak sentezlenir ve endoplazmik retikulumdan disar1 ¢ikabilmesi
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icin gerekli bir asama olan otokatalitik intramolekiiler islenmeye ugrar. E670G SNP
otokatalitik islenmenin regiilasyonunda gorevli sisteinden zengin C-terminal domende
lokalize oldugundan bu domenin delesyonu islenmis PCSK9’un birikimine neden olur.

Bu sekilde plazma LDL-K diizeylerinde artisa neden oldugu onerilmektedir22.

Abboud ve ark. Belcikali biiylik-damar aterosklerozlu ve kiigiik-damar okliizyonlu 237
iskemik inme hastasinda PCSKg9 E670 SNP’yi incelemislerdir. Nadir G allel frekansin
iskemik inme hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek frekansta
gozlemislerdir (%8.15%4.3). Ozellikle biiyiik-damar aterosklerozlu hastalarda G allel
frekans1 daha yiiksektir (%10.3). E670G G allelinin kiiclik-damar okliizyonu

gelisiminde ise risk olusturmadigini bildirmislerdir2s.

Calismamizda, ileri kikare analizi ile yapilan istatistiksel incelemede PCSK9 E670G G
allel frekansimin, hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda istatistiksel

anlamliliga yakin seviyede yliksek oldugu gozlenmistir.

PCSK9 E670G polimorfizmi ile koroner arter hastaligi gelisim riskini gosteren
bulgularimiz ise Chen ve ark.’nin?> Abboud ve ark.nin?3 ve Evans ve ark.nin' verileriyle
uyumludur. Calismamizda PCSK9 E670G mutant G allel tasiyan kontrollerde de E670G
normal AA genotipi tasiyan bireylere gore serum trigliserid ve VLDL-K
konsantrasyonlar1 yiiksek bulunmustur. PCSK9 E670G normal A alleline sahip
hastalarda serum total kolesterol diizeyi mutant GG genotipi tasiyan hastalara gore
yiiksektir. PCSK9 E670G normal A alleli tasiyan hastalarda ayrica sistolik kan basinci
degeri mutant GG genotipli hastalara gore onemli derecede yiiksek bulunmustur.
Serum HDL-K, VLDL-K, BKi ve diastolik kan basmci degerleri acisindan hasta
grubunda PCSK9 gen varyantlarinin anlamh bir etkisi gozlenmemistir. Demografik ve
cevresel etmenler ile PCSKg9 E670G polimorfizminin iligkisini degerlendiren
bulgularimiz Chen ve ark.nin?? verileriyle uyumlu iken Evans ve ark.nin?7 bulgulariyla
uyumlu degildir. Bulgularimizin diger arastirma bulgularindan farklihiginin calisma
gruplarmin etnik ve sayisal farkhligindan kaynaklandigini diistinmekteyiz. Koroner
arter hastalarinda erkek cinsiyetinde olanlarda PCSK9 E670G A allel frekans1 kontrol
grubundaki erkek hastalara daha yiliksek gozlenmistir. Bulgumuz erkek cinsiyetinde
olan ve PCSK9 E670G A alleli tasiyan bireylerde koroner arter hastaligi gelisim riskinin
arttigim gostermektedir. Koroner arter hastalarinda sigara kullanimi1 ve PCSK9 E670G
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polimorfizminin bireysel ve birlikte KAH gelisim goreli riski tizerine etkileri

incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir sonuc elde edilememistir.

Sonuc

Sonug olarak, calismamiz Tiirk toplumunda PCSK9 gen varyantlariin incelendigi ilk
aragtirmadir. Koroner kalp hastalarinda PCSK9 E670G normal A alleli yiiksek serum
total-kolesterol diizeyi yiiksek hiperkolesterolemi sikligi ile iligkili bulunmustur. PCSK9
varyantlarinin serum lipoprotein parametreleri iizerinde etkisi gozlenmistir. PCSK9
gen varyantlar1 ile hipertansiyon iligkisinin daha kapsamli olarak arastirilmaya
gereksinimi vardir. Koroner kalp hastalig1 gelisiminde gozlenen etkinin de daha biiyiik
ornek gruplu bir arastirmada incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Erkek
cinsiyetinin PCSK9 varyantlarmmin koroner kalp hastaligi riski iizerindeki etkilerini
modifiye edebilecegi izlenimi elde edilmistir. Sonuc¢ olarak, PCSK9 varyantlarmin

KAH’da lipoprotein metabolizmasini olumsuz yonde etkiledigi gozlenmistir.
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