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GiRIS

Talasemiler, hemoglobinin polipeptid zincirlerinden bir veya daha
fazlasinin sentezinde azalma ya da hi¢ yapilmamasi sonucunda ortaya ¢ikan
hematolojik bozukluklardir. Gunumuzde talasemiler; kusurlu sentezlenen
hemoglobin polipeptid zincirine gore alfa (o), beta (), delta beta (3p), delta

(6) ve gama delta beta (yop) talasemiler olarak siniflandinimaktadiriar (1).

Ulkemizde en sik goriilen talasemi tipi, beta talasemidir (2). Beta
talasemi major hastalarinda kesin tedavi kemik iligi transplantasyonudur.
Kemik iligi transplantasyonu igin dondru olmayan hastalarda guncel tedavi
yaklagimi kan transfuzyonlari ve kan transfuzyonlarinin komplikasyonu
olarak gelisen demir yUklenmesini ortadan kaldirmak igin desferrioksamin
selasyon tedavisidir. Hastalarin g¢ogunda, gerek yapilan kan
transflizyonlarina, gerekse gastrointestinal sistemden artmis demir emilimine
bagli olarak olugan kronik ve agiri demir birikimi nedeni ile dalak, kemik iligi,
karaciger, endokrin bezler, kalp gibi hemen hemen tum organlarda iglev
bozukluklari gelismektedir (3). Talasemi major hastalarinda, Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlari yolu ile plazmada transferrine bagli olmayan
demir, hidroksil (OH®) radikallerinin olusumu ile oldukga toksik bir etki
meydana getirmektedir (4-8). Kalpte, serbest radikaller ve antioksidan
mekanizma arasindaki dengesizlik mitokondri i¢ zarindaki elektron
tasinma zincirinde de bozulmaya neden olmakta, bu da klinik olarak
olimcul kardiyomiyopati olarak gézlenen anormal enerji metabolizmasi ile

sonuclanmaktadir (5, 9).

Talasemi major hastalarinda en sik o6lum nedeni kardiyak
komplikasyonlardir (10). Bu hastalarda erken dénemde diyastolik, geg¢
dénemde sistolik kalp yetmezligi gelismektedir (11, 12). Dizenli tedavi
edilemeyen olgular, ortalama ikinci on yilda kalp yetmezIigi, disritmiler,
miyokardit, perikardit gibi kalp kaynakli komplikasyonlar nedenleri ile
kaybedilmektedirler (13).



Talasemi major hastalarinda kardiyak komplikasyonlarin gelisimi,
bircok nedene bagli olmakla birlikte en Onemli neden sekonder
hemokromatozisdir. Selasyon tedavilerinden hastalarin gogu yarar goérse
de, tedaviye ragmen bazi hastalarda organ yetmezligi gelismekte ve

hastalar organ yetmezlikleri nedeniyle 6imektedirler (1).

ApoE izoformlarinin beta talasemili major hastalarinda sol kalp
yetmezligi gelisimi icin bir risk faktort olabilecedi goértsu one surdlmektedir
(14, 15). Tlrk toplumunda, talasemi major hastalarini, apoE polimorfizmi

agisindan deg@erlendiren bir galigsma tespit edilmemistir.

Bu calismadaki amacimiz; Denizli ilindeki beta talasemi major
hastalarinda apoE polimorfizm sikhdini saptayarak, bu hastalarda en sik
Oolim nedeni olan kardiyak fonksiyon bozuklugu ile apoE polimorfizmi

arasindaki muhtemel iligkiyi arastirmaktir.



GENEL BILGILER

1. LIPOPROTEINLER

Lipidler, organik bilegiklerin heterojen bir grubudur. Lipidler, polar
olan ve polar olmayan olmak tUzere iki gruba ayrilirlar. Polar lipidler, sinirl
da olsa suda ¢ozunebilme 6zelligi gosterirler. Bu grup icerisinde kolesterol,
yag asitleri, glikosfingolipidler, gliserofosfolipidler yer alir. Polar olmayan
lipidler ise, trigliseridler (triacgilgliserol) ve kolesterol esterleridir (16-18).
Hidrofobik &zellikleri nedeni ile polar olmayan lipidlerin plazmada
tasinmalari “lipoproteinler” olarak adlandirilan 6zel karmasik yapilar
sayesinde mumkun olur. Tum lipoproteinlerin temel yapisi benzer olup,
kolesterol esterleri ve trigliseridleri igeren, ndétral lipidlerden olusan bir
gbvdeye ve daha polar yaglardan (esterlesmemis Kkolesterol ve
fosfolipidler) ve apoproteinlerden olusan bir dis tabakaya sahiptirler.
icerdigi lipidler nedeni ile hiicrelerin plazma zarina benzeyen ve értiicii bir
yap! olusturan dis tabaka, sivi plazma ile i¢teki polar olmayan lipid gévde
arasinda, bir ara tabaka olarak is goérir. Bdylece, bu polar ylzey,
plazmadaki asiri derecede ¢dzinmez nitelikte olan kolesterol esterleri ve

trigliseridlerin bir yerden bagka bir yere taginmasini saglar (19-22) (Sekil
1).

Serbest Kolesteral &

Trigfizerid
Fo=folipid " rigliser|

Apolipoprotein .- g @ Holesterol ester

Sekil 1: Lipoproteinlerin yapisi.



Lipoproteinler, dansite gradyent ultrasantrifigasyon yontemi ile ayirt

edilerek siniflandiriimiglardir. Baglica bes sinifa ayrilirlar (16-18):

1. Silomikronlar

2. Cok dusuk yogunluklu lipoproteinler (VLDL)

3. DUsuk yogunluklu lipoproteinler (LDL)

4. Ara yogunluklu lipoproteinler (IDL)

5. Yuksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)

2. APOLIPOPROTEINLER

Lipoproteinlerin yapisinda yer alan proteinlere

“apolipoprotein”

denmektedir. Apolipoproteinlerin onemli iglevleri arasinda; polar olmayan

lipidlerin ¢6zinmesine yardimci olmak, lipoprotein metabolizmasindaki

onemli

enzimlerin aktivasyonuna katilmak, hucre yuzeyindeki 6zgul

reseptorlere baglanarak lipoproteinlerin alinimini ve yikihmini saglamak

sayllabilir (23). Apolipoprotein c¢esitleri ve temel islevleri Tablo I'de

verilmigtir:

Tablo I: Temel insan plazma apolipoproteinlerinin siniflandiriimasi

(24).

Apolipoprotein

Tasindiklari
Lipoprotein(ler)

Uretim yeri

Temel iglev

ince bagirsak,

Yapisal protein, lesitin

A-l Silomikron, HDL Karacider kolesterol aciltransferaz
_ 9 (LCAT) kofaktoril.
Adl HDL '”‘;f bagirsak, | g mivor.
_ Karaciger
ALV Silomikron, HDL Ince bag Lrsak, Llpppr(_)_tgln lipaz ve LCAT
Karaciger aktivatoru.
B48 Silomikron ince bagirsak Bagirsaktan trigliserid salinimi.
B100 VLDL, IDL, LDL, Karaciger Karacigerden trigliserid
salinimi, LDL reseptoéru ligand..
cl s"om'kLOSLVLDL’ Karaciger LCAT aktivasyonu (?).
CAHl Sllomlk;'ogl,_VLDL, Karaciger Lipoprotein lipaz kofaktorQ.
. Silomikron, VLDL, . Apo C-Il inhibisyonu;
CHl HDL Karaciger lipoprotein lipaz aktivasyonu.
E Silomikron, VLDL, Karaciger ve gevresel | Silomikron kalintilari ve IDL
IDL, HDL dokular alimini kolaylastirma.
Apo (a) Lp(a) Karaciger Bilinmiyor.




3. APOLIPOPROTEIN E

Apolipoprotein E (ApoE), 1970li yillarin basglarinda trigliseridden
zengin lipoproteinlerin (silomikron, IDL ve VLDL) vyapisinda bulunan bir
protein parcasi olarak kesfedilmis, kisa bir sure sonra da apoE’nin

kolesterol metabolizmasinda énemli bir yeri oldugu ortaya konmustur (25).

ApoE molekller agirhigi ~34 kilodalton olan 299 amino asitten
olusan bir glikoproteindir. Baglica; karaciger, beyin, deri ve doku
makrofajlar tarafindan sentez edilen apoE’nin E2, E3 ve E4 olmak Uzere 3
izoformu vardir. Bu u¢ izoformu kodlayan gen, insanlarda 19.
kromozomun uzun kolunda (19q13.2) bulunmaktadir (26) (Sekil 2).

Sekil 2: Apolipoprotein E izoformlarini kodlayan genin 19. kromozom
Uzerinde gosterilmesi (26).



3.6 kilobazlik apoE geninin, U¢ intronu ve dort ekzonu bulunmaktadir

ve 317 amino asitten olusan 6ncu proteini kodlamaktadir (25, 27) (Sekil 3).

e —  —————

44 780 66 1092 13 L B&D
Ekzon 1 Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4

irtron 1 Intron 2 Intron 3

Sekil 3: insan apoE geninin yapisi (28).

Onci proteinin yapisinda bulunan ve salinim sinyali veren 18 amino
asitlik prepropeptid, translasyon esnasinda yapidan ayriimakta ve 299

amino asitlik apoE yapisi olusmaktadir (25, 27, 28) (Sekil 4).

H2N -Lys-Val-Glu-GIn-Ala-Val-Glu — Thr — Glu — Pro — Glu — Pro — Glu — Leu — Arg —=GIn —GIn -Thr
—Glu - Trp — GIn — Ser — Gly — GIn — Arg — Trp — Glu — Leu — Ala — Leu — Gly — Arg — Phe — Trp —
Asp — Tyr — Leu Arg —Trp —Val —GIn —Leu —Ser —Glu —GIn —Val -GIn -Glu —Glu —Leu -Leu —Ser-
Ser-GIn —Val —Thr —GIn —Glu —Leu —Arg —Ala —Leu —Met —Asp —Glu —Thr —Met —Lys —Glu —Leu —
Lys —Ala -Tyr —-Lys —Ser —Glu —Leu —-Glu —Glu —-GIn -Leu —Thr —Pro —Val —Ala —Glu —-Glu -Thr —
Arg —Ala —Arg —Leu —Ser -Lys —Glu —Leu —GIn —Ala —Ala —GIn —Ala —Arg —Leu —-Gly —Ala —Asp —
Met —Glu —Asp —Val —Cys (112. aa) —Gly —Arg —Leu —Val —GIn —Tyr —Arg —Gly —Glu —Val —GIn -Ala
—Met —-Leu — Gly —GIn —Ser —Thr —Glu —Glu —Leu —Arg —Val —Arg —Leu —Ala —Ser —His —Leu —Arg —
Lys —Leu —Arg —Lys —Arg —Leu —Leu —Arg —Asp —Ala —Asp —Asp —Leu —GIn —Lys —Arg (158. aa) —
Leu —Ala —Val —Tyr —GIn —Ala —Gly —Ala —Arg —Glu —Gly —Ala —-Glu —Arg —Gly —Leu —Ser —Ala —lle
—Arg —Glu —Arg —Leu —Gly —Pro -Leu —Val -Glu —GIn —Gly —Arg —Val —Arg —Ala —Ala —Val —Gly —
Ser —Leu —Ala —Gly —GIn —Pro —Leu —GIn —-Glu —Arg —Ala -GIn —Ala —Trp —Gly —Glu —Arg —Leu —
Arg —Ala —Arg —Met —Glu —Glu —Met —Gly —Ser —Arg —Thr —Arg —Asp —Arg —Leu —Asp —-Glu —Val —
Lys —Glu —GIn —Val —Ala —Glu —Val —Arg —Ala —Lys —Leu —Glu —Glu —GIn —-Ala —GIn —-GIn —lle —Arg
—Leu —-GIn —Ala —Glu —Ala —Phe —-GIn —Ala —Arg —Leu —Lys —Ser —Trp —Phe —Glu —Pro —Leu —Val —
Glu —Ash —Met —GIn —Arg —GIn —Trp —Ala —Gly —Leu —Val —Glu -Lys —Val —-GIn —Ala —Ala —Val —
Gly —Thr —Ser —Ala —Ala —Pro —Val —Pro —Ser —Asp —Asn —His -COOH

Sekil 4: ApoE3’Un amino asit dizesi (28).



3.1 APOLIPOPROTEIN E’NiN YAPISI

ApoE’nin birincil yapisinin belirlenmesi, iglevleri hakkinda birgok
degisik gorusun o6ne surulmesini saglamistir. Proteinin 6zgul bir bodlgesi
olan 136-150. amino asit dizeleri, 6zellikle bazik amino asitlerden zengindir.
136-150. amino asit dizelerinin reseptdre ve heparine baglanma bdlgesi
oldugu gosterilmistir. ApoE amino asit dizesinin karboksil ucunda, amfipatik
a-heliksler olugturan bolgeler bulunmaktadir. Amfipatik a-heliksler apoE’nin

lipoproteinlere baglanma bdlgesini kapsamaktadir (25, 27, 29, 30) (Sekil 5).

Reseptdre
hadlanma

- heliks 1
P

heliks 3
s C
heliks 2

Aming-ug kisim Karboksi-ug kizim

Sekil 5: ApoE’nin yapisi (31).

ApoE’nin  ikincil yapisi, Dbirbirinden bagmsiz iki kisimdan
olusmaktadir. Amino-ug kisim (1-191 aminoasitleri), reseptore ve heparine
baglanma bdlgelerini icerir. Karboksil-ug¢ kisim (225-229 amino asitleri) ise,

lipoproteinlere baglanma bolgesini iceren ayri bir kisimdir (32, 33).

ApoE’nin UgUncul yapisinda, amino-u¢ kisim dort heliks demeti
seklinde gorulmektedir: Heliks 1; 24-42. amino asit dizelerini, heliks 2; 54-
81. amino asit dizelerini, heliks 3; 87-122. amino asit dizelerini, heliks 4;
130-164. amino asit dizelerini icermektedir (34). Ek bir kisa heliks (44-53.
amino asit dizeleri) birinci ve ikinci heliksi baglar. Dort heliks antiparalel
olacak sekilde duzenlenmistir. Reseptdre ve heparine baglanma bdlgeleri
4. helikste yer almaktadir (34-37) (Sekil 6) .


http://www.bmsf.unsw.edu.au/research/projects/apoE.html
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Sekil 6: ApoE’nin amino-ug kisminin 3 boyutlu yapisi (38).

Uc apoE izoformunun yapisi énemli degiskenlik gostermektedir.
ApoE3’de 158. amino asit olan arjinin’in apoE2’de sistein ile yer degistirmesi,
3. ve 4. heliksler arasindaki tuz koprulerini belirgin olarak degistirir ve 140-
150. amino asit dizelerindeki reseptor baglayan bodlgelerin pozitif iyon
potansiyelini buylk dl¢lide azaltir (35, 37). ApoE3’'de 112. amino asit olan
sistein’in apoE4’de arjinin ile yer degistirmesi 6zgul rezidulerin yan
zincirdeki konumunda belirgin kaymalara ve birkag tuz koprasundn
yeniden duzenlenmesine sebep olur. ApoE4’de 112. konumda arjinin
amino asidinin bulunmasi, 3. heliksteki 109. amino asit olan glutamik asit
ile 112. amino asit olan arjinin arasinda yeni bir tuz koprusunun olugsmasina
yol acar ve 2. helikste 61. amino asit olan arjinin yan zincirinin 2. helikse
dogru yonelerek farkli bir konum almasina neden olur (36) (Tablo I, Sekil
7).



Tablo Il. ApoE izoformlarinin polimorfik bolgedeki kodon ve karsilik

gelen amino asitleri (39) .

Izoform 112. Aminoasit 158. Aminoasit
E2 Cys (TGC) Cys (TGC)
E3 Cys (TGC) Arg (CGC)
E4 Arg (CGCQC) Arg (CGC)

ApoE4

Helix 2

—un
A

Jﬂ)’ Glu-109

Helix 4 Helix 3 4 Helix 3

Sekil 7: ApoE’de izoform farkliliklarini belirleyen bdlgelerin ¢ boyutlu

yapisi (40).



3.2 APOLIPOPROTEIN E’NiN iSLEVLERI

ApoE’nin temel iglevlerinden birincisi olan reseptore baglanma islevi,
izoform 6zgullugu gostermektedir. Deneysel calismalar, apoE3 ve apoE4’Un
kultdr hucrelerinde LDL’ye benzer ilgi ile baglandigini; apoE2’nin ise,
LDL’ye baglanma yeteneginin daha az oldugunu ortaya koymustur (41, 42).
ApoE2’'deki 140-150. amino asit dizesindeki dusik pozitif iyon
potansiyellerinin LDL'ye zayif baglanma aktivitesinin ana sebebi oldugu
dusundlmektedir (43).

ApoE’nin temel iglevleirnden ikincisi olan hlcre yuzeyindeki heparin ve
heparan sulfat proteoglikanlara (HSPG) baglanma islevi, karacigerdeki
kalinti lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. ApoE2'nin,
apoE3 ve apoE4’den daha az HSPG’ye baglandigi bildiriimektedir (44).

ApoE’nin temel Uglncu islevi olan lipoproteinlere baglanma islevi de
izoform 6zgulligu gostermektedir. Karboksil ugtaki lipoprotein baglayan
bolge, 244 ve 272. amino asit dizeleri arasindaki amfipatik helikslerde
bulunmaktadir ve bu bolge 06zellikle trigliseridden zengin lipoproteinlere
(silomikron, VLDL, IDL) baglanmada 6énemli rol oynamaktadir. ApoE3 ve
apoE2 genellikle daha kugluk, fosfolipidden daha zengin HDL'ye
baglanirken; apoE4 genellikle daha buyuk, trigliseridden zengin VLDL'ye
baglanir. izoformlar arasindaki lipoproteinlere baglanmadaki bu farkhligin,
amino-uclar ve karboksil-uglar arasindaki etkilesim farkliliklarindan
kaynaklandigi dusunulmektedir. Karboksil-u¢ kismin lipoprotein baglanma
bolgesi iginde, glutamik asit 255 yan zinciri, apoE4’Un arjinin 61 yan zinciri
ile tuz koprusu olustururken, apoE3 ve apoE2'de arjinin 61 yan
zincirlerindeki  yénelim  farkhihdindan dolayr ayni  tuz  koprasi
olusmamaktadir. “Alan etkilesimi” de denilen olay bir sekilde apoE4’'u

VLDL’ye baglanmaya yonlendirmektedir (36).
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3.3 APOE’NiN LiPOPROTEIN METABOLiZMASINDAKi ROLU

ApoE, lipoproteinlerin reseptorlerine baglanmasinda ligand gorevi
yaparak lipoprotein metabolizmasinda énemli bir rol oynamaktadir. ApoE,
karacigerden VLDL’nin bir pargasi olarak sentezlenir. Daha sonra, plazmada
silomikronlarin yapisina tasinir. Silomikronlar; kapillerde dolasirken apoE’den
zengin hale gelir, kapiller endotel hucrelerin ylzeyinde bulunan lipoprotein
lipaz’'in etkisiyle de trigliserid igeriginin cogunu kaybederler ve daha kuguk
¢apli silomikron kalintilarina doénusurler. Bu yolla apoE; hem endojen
trigliseridlerin ve VLDL Kkolesterolin hem de besinsel trigliserid ve
silomikronlarin metabolizmasinda rol alir. Bu yapilarin, VLDL ve kalintilari
aracihgi ile ekstrahepatik hucrelere veya silomikron kalintilari araciligi ile
karacigere dagitimasinda rol alir. Bu dokularda, besinsel yag asitleri
metabolize olur veya VLDL ile birlikte trigliserid olarak tekrar salinir. Bu
durumda apoE “endokrin-benzeri’ iglev gosterir. Lipidleri tekrar dokulara
dagitabilmesi nedeniyle de lipid tasinmasi ve dagitiminda “parakrin-
benzeri” iglevi de vardir (25, 28, 44, 45).

ApoE; lipid taginmasi ve dagitimi iglevini, baslica iki reseptor araciligi
ile gergeklestirir. Birinci reseptor yolu, hem hepatik hem de ekstrahepatik
hicrelerdeki LDL reseptor yoludur. LDL reseptor iliskili protein (LRP), LDL
reseptor gen ailesi icinde ¢ok buyuk bir proteindir, apoE dahil bir¢ok ligandi
baglar (46, 47). ApoE bu reseptor araciligi ile, sadece yapilarinda
bulundugu VLDL, VLDL kalintilar (IDL) ve silomikron kalintilari duzeylerini
degil, yapisinda bulunmadidi LDL duzeylerini de dizenlemektedir (44, 48).
ikinci reseptér yolu ise, heparan siilfat proteoglikan / LDL reseptér iligkili
protein (HSPG/LRP) yoludur. HSPG/LRP vyolu, karacigerde kalinti
lipoprotein metabolizmasinda islev gorur (Sekil 8) (44, 49).
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Sekil 8: ApoE aracili plazma lipoprotein metabolizmasi (38).

Karacigerde lipoproteinler ¢ok basamakli bir surecgle metabolize
olurlar. ilk olarak lipoproteinler, apoE araciligi ile HSPG’den zengin disse
bosluklarinda tutulurlar (baglanma basamagi). Daha sonra, lipoprotein bagli
lipaz ile son lipolitik strece girerler (isleme basamagi). Son olarak ya LDL
reseptorl ile yada HSPG/LRP kompleksinin bir pargasi olarak hucrelere

alinirlar (alinim basamagi) (44).

ApoE; lipoprotein metabolizmasini, reseptdre baglanma o6zelligi ile
iliskisiz yollarla da etkiler. Lipoproteinlerin ylzeyindeki apoE birikimi,
lipoproteinlerdeki trigliseridlerin lipazlar tarafindan yikilmasini belirgin
olarak yavaslatir (50-53). Tum apoE izoformlari trigliseridlerin hidrolize
olmasini inhibe edebilse de, lipoproteinlerde bulunan apoE miktarina bagh
izoforma 6zgu farkliliklar goérulir. Karacigerde artan apoE sentezi ve
salinimi veya plazmada apoE birikimi, artan VLDL sentezi ve salinimi ile
iliskili oldugundan; apoE, plazma trigliserid ve VLDL seviyelerini dogrudan
da etkileyebilmektedir (51, 54, 55).

ApoE, HDL alt siniflarinin bir parcasi olarak da, hulcrelerden
kolesterol ¢ikisi ve girigini etkilemektedir (ters kolesterol taginmasi). Ters
kolesterol tasinmasinda, hucrelerdeki fazla kolesterol atihm igin
karacigere tasinir. ApoE, HDL alt siniflarinin yapisina katildiktan sonra

karacigere kolesterol taginmasi igin ligand gorevi gorur. HDL'deki fazla
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kolesterol, kolesterol ester transfer proteini ile trigliseridden zengin

lipoproteinler ve LDL’ye tasinarak karacigere tasinir (48, 56).

4. APOLIPOPROTEIN E GEN POLIMORFizMi
1970’li yillarin ortalarinda Utermann ve ark. apoE’nin polimorfik
Ozellikte oldugunu ve izoelektrik fokuslama ile saptanabilen birgok

izoformlarinin bulundugunu ortaya koymuslardir (57).

ApoE izoformlarinin  analizi, genetik olarak belirlenen ve
belirlenemeyen iki ¢esit apoE gen polimorfizmini ortaya koymaktadir.
Genetik olarak belirlenen polimorfizm, €2, €3 ve 4 allelleri ile olugsmaktadir
ve apoE2, apoE3 ve apoE4 olarak U¢ apoE izoformu belirlenmistir. Genetik
olarak belirlenen izoformlarin yapilart 112. ve 158. amino asitlerde
degiskenlik gostermektedir. ApoE3’'de 112. amino asit sistein ve 158. amino
asit arjinin iken, apoE4’de her iki konumda arjinin, apoE2'de ise, her iki
konumda sistein yer almaktadir. Arjinin-sistein degisiklikleri, izoformlarda
yuk dedisikliklerine neden olmaktadir (58). ApoE4 en katyonik olan
izoformdur ve apoE3’ten bir ylk, apoE2’den 2 yuk farkhlik géstermektedir.
insanlarda iic homozigot (E2/2, E3/3, ve E4/4) ve li¢ heterozigot (E2/3,
E2/4, ve E3/4) olmak Uzere 6 apoE genotip ¢esiti bulunmaktadir (59).

Genetik olarak belirlenemeyen ikinci apoE gen polimorfizmi ise,
apoE’nin posttranslasyonel siyalizasyonu sonucu olusmaktadir. Siyalik asit
baglanmis  izoformlar, plazma apoE’sinin yaklasik  %10-20’sini

olusturmaktadir (60).
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4.1 APOE ALLEL SIKLIGI

ApoE izoformlarinin normal toplumda lipid parametreleri Gzerine olan
etkisini gosteren toplum calismalari ile dinyadaki birgok cografi ve etnik
gruplarin apoE allel sikliklari hakkinda bilgi edinilmistir. Tim toplumlarda
en sik gorulen allel, %50-90 siklikla €3 allelidir. €4 allel sikhgr %5-35
arasinda iken; &2 allel sikligi %1-15 arasindadir. Cogu c¢alismada &4 allel
sikhigi, €2 allel sikhgindan daha yuksek bulunmustur. Alti apoE genotipinin
sikliklari yaklasik olarak; E2/3 igin %15, E3/3 igin %55, E3/4 igin %25'dir.
E2/2, E2/4 ve E4/4 genotiplerinin her biri ise, %1-2 siklikta gérulmektedir
(61, 62).

4.2 APOE iZOFORMLARININ LiPiD SEVIYELERINE OLAN ETKiSi

ApoE’nin plazma lipidleri Uzerindeki rolini esas alan toplum
calismalari, izoformlara 6zgt énemli etkileri ortaya ¢ikarmistir. Bu galismalar,
apoE3’Un serum lipid seviyelerindeki degiskenliklere c¢ok az katkida
bulundugunu ortaya koymustur. Buna karsilik apoE2 ve apoE4’Un serum lipid
ve lipoprotein seviyeleri Uzerinde 6nemli etkileri vardir. ApoE2; serumda
artmis trigliserid ve apoE seviyeleri ile azalmis apolipoprotein B (apoB) ve
kolesterol seviyeleri, apoE4 varligi ise artmis apoB ve kolesterol duzeyleri,
azalmis apoE duzeyleri ile iligkilidir (Sekil 9). ApoE2 ve apoE4’lUn lipid
dizeyleri Uzerine olan etkisinin iglevsel degiskenliklerinin sonucu
olabilecegdi bildiriimektedir. ApoE’nin toplumdaki kolesterol seviyelerindeki

degiskenligin %10 kadarindan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (63, 64).
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Sekil 9: ApoE izoformlarinin apoE, apoB, plazma trigliserid, total ve LDL

kolesterol seviyeleri Uzerindeki etkileri (65).

4.3 APOE4 VE ARTMIS KALP HASTALIGI RiSKi

Tip Il HLP yoklugunda; apoE4 ciddi kalp hastaligi riski olustururken,
en yararl apoE izoformu apoE2’dir. Normolipidemik toplumda yapilan bir
calismada apoE4’un; artmig total ve LDL-kolesterol, artmig apoB ile iligkisi
gosterilmigtir. Artmis kolesterol ile ilgili kabul edilen esas agiklama LDL
reseptorunun downregulasyonudur. Artmis total kolesterol ve ylksek LDL-
kolesterol seviyeleri ile artmis kalp hastaligi riski arasindaki iligki iyi
bilinmektedir. Bu nedenle, apoE4 polimorfizmine sahip kisiler, apoE3
polimorfizmine sahip Kkisilerle karsilagtirnldiginda daha ylksek kalp
hastaligi riski tagimaktadirlar. Ayni galismalar apoE2 polimorfizmine sahip
kisilerde azalmis kalp hastaligi riskini gostermektedir. Hasta toplumlarda
yapilan klinik ¢alismalar apoE4’Gin hem hiperlipidemik hem de kalp
hastaligi olan toplumlarda normalden fazla saptandigini géstermektedir
(63, 66-69).
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4.4 APOE VE ATEROSKLEROZ

ApoE’'nin  ateroskleroz  gelisimine  kargi  koruyucu oldugu
dusundlmektedir. Bu koruyuculuk apoE izoformuna ve plazma apoE
dizeyine baglidir. ApoE’nin aterosklerozdaki koruyucu etkisi, normal lipid
metabolizmasindaki roll, 6zellikle de kalinti lipoproteinleri dolasimdan

temizlemesi ve ters kolesterol taginmasindaki roltine baglidir (62, 70).

ApoE yoklugu, artmis risk ile iligkilidir; ancak ¢ok fazla apoE’ye sahip
olmak da artmis riskle ilgili olabilir. Ylksek seviyelerdeki apoE’nin lipolizi
inhibe etmedeki veya VLDL uretimini arttirmadaki rolt, artmis ateroskleroz
riskini dusundurur, ¢unku trigliseridden zengin bu lipoproteinler aterojenik
artiklarin olusumuna katkida bulunabilir. Plazma apoE seviyeleri igin
maksimum yarar saglayan optimal bir aralik vardir. Bu araligin altindaki
veya ustundeki degerlerde ateroskleroz icin yarardan daha ¢ok risk ortaya
cikmaktadir (28).

4.5 APOE GEN POLIMORFiZMINiN ALZHEIMER
HASTALIGINDAKIi ROLU

Alzheimer hastaligi, kronik norodejeneratif bir hastalik olup, bireyin
organik bir nedene bagli olarak biligsel islevinde giderek artan bozulma

seklinde tanimlanan “bunama”nin en sik rastlanan nedenidir (71).

Alzheimer hastaligi, kortikal ve subkortikal noronlarin kaybr ve
serebral kortekste belirgin atrofi ile karakterizedir. Mikroskopik dizeydeki
temel bulgu senil plaklardir. Bu senil plaklar, norofibriler yumaklari
(mikrotUbdl ile iligkili protein olan “tau”nun hiperfosforile seklinden olusan
eslesmis sarmal filamentler) igerecek bicimde p-amiloid proteininin
olusturdugu kuresel birikimlerdir. Kug¢uk miktarlarda senil plaklar ve
norofibriler yumaklar normal bireylerde de saptanabilirlerse de Alzheimer
hastaliginda c¢ok fazla miktarlarda bulunurlar. Norofibriler yumaklarin
coklugu kognitif bozulma ile kabaca orantilidir. ilerlemis Alzheimer

hastaliginda senil plaklar ve nérofibriler yumaklar ¢cok sayidadir. (71, 72).
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19. kromozom Uzerinde yer alan ve apolipoprotein E4’U kodlayan
apoE4 geninin, Alzheimer hastaligi igin major risk faktori oldugu
bulunmustur. Yapilan deneysel arastirmalar, apoE3 ve apoE2nin
mikrotubul ile iligkili baglica protein olan tau ile presipitat olustururken,
apoE4 ile olusturmadigini géstermistir. ApoE4’Un tau’ya baglanmasi, diger
izoformlarin baglanmasina oranla ¢ok daha gevsektir. ApoE4 izoformuna
sahip bireylerde, tau proteininin diger tau proteinleri ile eslesmede serbest
kaldigi, bunun da noérofibriler yumaklarin dncusu olan eslesmis sarmal

filamentlerin olusumuna yol agtigi belirtiimektedir (71-74).

4.6 APOLIPOPROTEIN E’NiN DIGER ROLLERI

4.6.1 APOE VE IMMUN SiSTEM DUZENLENMESI

Lipoproteinlerin, antijen ve mitojenler ile indiklenen T lenfosit
aktivasyonu ve proliferasyonunu inhibe etme veya uyarma kabiliyetleri
vardir (25). Cuthbert ve Lipsky, LDL reseptorlerine baglanan az miktardaki
lipoproteinlerin, lenfositlerin mitojenlere olan duyarliligini ve sonugta
lenfosit cogalmasini gliclendirebilecegini gdstermislerdir (75). Ote yandan,
bu lipoproteinler, baska reseptorlere veya hulcre yuzeyi baglanma
bolgelerine baglandiklarinda ters bir etkiyle lenfosit aktivitesini inhibe
edebilmektedirler. ApoE ayni zamanda interlokin 2 ve transferrrin gibi
bircok mitojenden gelen sinyallerle de etkilesime girmektedir (76, 77).
ApoE’nin biyolojik olarak aktif interlékin 2 Uretimini %50-60 oraninda
azaltarak, hem CD4 hem de CD8 lenfosit proliferasyonunu inhibe ettigi
One sdUrdlmustur. Azalmis aktivite, interlokin 2 bagimh lenfosit
aktivasyonunu inhibe etmektedir. ApoE’nin  mRNA seviyelerini veya
salgilanan protein miktarini degistirmeden interlokin 2 aktivitesini nasil

degistirdigi bilinmemektedir (77).
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4.6.2 APOE VE ENFEKSiIYON HASTALIKLARI

ApoE’nin virtsler, bakteriler ve protozoan parazitler gibi enfeksiyon
ajanlarina karsi direng gelisiminde de rol oynadigina dair kanitlar
bulunmaktadir (78, 79). ApoE’nin sitmaya karsi koruyucu bir roli oldugu
belirtiimektedir (80).

4.6.3 APOE’NIN DIGER OLASI ROLLERI

ApoE’nin hucre i¢i sinyalizasyon mekanizmalarinda da etkisi oldugu
dusundlmektedir. ApoE’nin mitojenle induklenen lenfosit proliferasyonunu
baskilayabilme yetenedi muhtemelen hiicre i¢i sinyal sistemleri ile iligkilidir
(76). ApoE’nin mitojenle indlklenen duz kas proliferasyonunu da sinyal
iletimini  baskilayarak engelledigi dugunulmektedir (81). Duz kas
hicrelerinin apoE’yi eksprese ettikleri gosterilmigstir (82). ApoE duz kas
hicrelerinde  sinyal  iletimini  baskilayarak  hiucre  déngusunu
engellemektedir. ApoE’nin farkh sitostatik islevlerinin apoE ile etkilesen
reseptorlerin  gesitliliginden kaynaklandigi one surulmektedir (83-85).
ApoE’yi hucre ici duzenleyici olaylarla iligkilendiren diger bir bulgu ise,
ApoE’nin izoformlara 6zgl bir sekilde hicre iginde birikmesidir. ApoE4
hicre icinde apoE3’den daha az birikir, bu da her bir izoform icin farkli

hidcre igi yollar oldugunu dusundurmektedir (86).
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5. TALASEMILER

“Thalasemia” sdzcugu, eski Yunancadan kdoken almaktadir (thalas=
deniz, emia=anemi) (87). Hemoglobin molekulind olusturan globin
zincirlerinden birinin veya daha fazlasinin yapilamamasi veya az miktarda
yapilmasi ile karakterize olan ve otozomal resesif gegis gosteren herediter
bir hastaliktir (2).

Talasemiler; kusurlu sentezlenen hemoglobin polipeptid zincirine gore
alfa (o), beta (), delta beta (5p), delta (3), gama delta beta (yop) talasemiler
olarak siniflandinimaktadirlar (1). Normal erigskin hemoglobininin %96
kadarinin HbA (a2B2) olmasi nedeniyle klinik 6nemi olan talasemiler alfa

ve beta zinciri ile ilgili olan talasemilerdir (2).

5.1. HEMOGLOBININ YAPISI

Hemoglobin (Hb), 64400 dalton agirliginda hem ve globinden
olusan bir molekuldir. Hem grubu ile globin zincirleri, birbirlerine
kovalen baglarla baglanir. Hem; dért pirol halkasi ve bir Fe atomun bir-
lesmesinden, globin ise, iki farkli globin ciftinin biraraya gelmesinden
olusur. insan hemoglobinlerinin herbiri, bir ¢ift "alfa-benzeri" ve bir gift
"beta-benzeri" globin polipeptidinden olusan bir tetramerdir (1, 24)(Sekil
10).
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Sekil 10: Hemoglobinin yapisi.
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Saglikh bir eriskinde HbA %96, HbA2 %2.5-3.5 ve HbF %1’den
az bulunur. Erigkinlerin majoér Hb'ni, HbA’dir (a2p2). HbAZ2’nin

yapisinda 2 o ve 2 3 zinciri, HbF’ in yapisinda 2 a ve 2 y zinciri
bulunmaktadir (88).

5.2. DAGILIM ve SIKLIK

Alfa talasemiler dzellikle Cin, Malezya, Glineydogu Asya ve Afrika’da
sik gorulurken, beta talasemiler Akdeniz ve Afrika kdkenli toplumlarda sik
gorulir (3). B-Talasemiler, otozomal resesif gecgis gosteren genetik
hastaliklar arasinda dinyada en sik gorulenidir (2). Dinya nUfusunun
yaklasik %3’unde (150 milyon) B-Talasemi tagiyiciidi (Talasemi minor) geni
bulunmaktadir (1). Ulkemizde bu konuda yapilmis pek ¢ok galisma vardir.
Buna gore B-Talasemi tasiyicilik insidansi Turkiye genelinde %2 olmakla
birlikte, %0.8-10.8 arasinda yoresel farklilik bildiriimektedir (89). Denizli
yoresindeki beta-talasemi dagilimi, gesitli arastiricilarin verdikleri sonuglara
gore %2.6-3.7 arasindadir (90).

5.3. BETA TALASEMILER
Beta talasemiler, mRNA ve globulin sentezinin azalmasina neden olan

mutasyonlar sonucunda meydana gelir (1, 2, 90).

5.3.1. TALASEMi MIiNiMA

Beta talasemilerin en hafif seklidir. Aile c¢aligsmalari digsinda
saptanamaz. Ortalama eritrosit hacmi (OEV) ve ortalama eritrosit hemoglobin
(OEHDb) degerleri normal veya hafif azalmistir. Tek anormallik, beta zincir

sentezinin azalmasidir (1).
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5.3.2. HETEROZIGOT BETA TALASEMi (BETA TALASEMi
MINOR)

iki B geninden yalnizca birisi beta talasemi geni tagimaktadir. Eritrosit
morfolojisinde belirgin anormallikler olan fakat genellikle normal veya
hafif anemi ile seyreden asemptomatik bir hastaliktir. Tesadufen
veya derin anemisi olan bir hastanin ailesinin arastiriimasi sonucunda

saptanir. Bu hastalarin yagsam sureleri normaldir (2).

Laboratuvar bulgulari: periferik kan yaymasinda eritrositlerde
hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, hedef hicre, bazofilik
noktalanma olabilir. Hemoglobin duzeyi genellikle 9-11 g/dl, MCV 50-70 fL
arasindadir. Eritrosit sayiminda artis  (>5.000.000/mm?®) gézlenir.
Hemoglobin elektroforezinde, eriskin minér hemoglobini olan HbA2

artmistir ve genellikle % 3.5-7 arasinda degismektedir (1).

5.3.3. TALASEMi INTERMEDIA

Siddetli talasemi major ile talasemi mindr arasinda c¢ok cesitli
genotipik yapida olabilen bir anemi tipidir. Bu hastalarda gorulen kronik
anemi, genellikle araya giren enfeksiyonlar digsinda kan transflizyonu
gerektirmez. Nadiren gereken transfuzyonlara ilave olarak artan
gastrointestinal demir emilimi hemokromatozise neden olabilir ve buna

bagli komplikasyonlar olusabilir (2).

Laboratuvar bulgulari: bu hastalarda hemoglobin dizeyi genellikle
7 g/dI'nin Uzerindedir. Periferik kan bulgulari ve eritrosit indeksleri -

talasemi majorda oldugu gibidir (1,2).

5.3.4. HOMOZIGOT BETA TALASEMi (B-TALASEMi MAJOR)
Akdeniz anemisi veya Cooley anemisi olarak da bilinir. ilk defa 1925
yiinda Thomas Cooley tarafindan tanimlanmistir (2). Klinik olarak beta-

talasemilerin en siddetli formudur. Yenidogan infant, klinik olarak normal
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gorinumdedir. Yenidogan doneminden itibaren gama globin zincir
sentezinin azalmasi, beta globin sentezinin azligi ya da tamamen yoklugu
ve defektif eritrosit Uretimi nedeniyle gelisen etkin olmayan eritropoez ve
hemoliz sonucunda hayatin ilk yilinda ilerleyici ve siddetli hemolitik anemi
gelisir. Asirt miktarda alfa zincir birikimi s6z konusudur. Dogumdan
sonraki 6-12 ay icinde solukluk, irritabilite, anoreksi, ates ve
abdomende genisleme gorulur. Hastalarda kisa boy, goreceli olarak
bayuk bir bas ve karin sisligi gelisir. Maksiller hiperplazi, burun koku
¢okukligu ve ust dislerin 6ne firlamasi gibi kraniyofasiyal degisiklikler
talasemik yuzU olusturur. Hastalarda hafif bir sarilik ile birlikte karaciger,
dalak ve kalp buyuklugl bulunabilir. Hastalar duzenli olarak 20-30
gunde bir 6mir boyu kan transfluzyonuna ihtiyag gosterirler. Tedavi
edilmeyen hastalar ilk 5 yil icinde siddetli anemi ve enfeksiyon nedeni ile
kaybedilirler (88).

Laboratuvar bulgulari: periferik kan yaymasinda normoblastlar ve
eritrositlerde hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi,
bazofilik noktalanma, hedef hiicre, parcalanma vardir. ilk transfiizyondan
once hemoglobin diuzeyi 2.5-6.5 g/dl arasinda degisebilir. Hipokrom ve
mikrositer bir anemi s6z konusudur (OEHb < 27 pg, OEH < 80 fL).
Retikllosit sayisi genellikle %5-15 arasindadir. Hastalarda trombosit
sayisi normal bulunurken, |0kositoz gozlenir. Artmig indirekt bilirubin ve
hemoliz gérilebilir (2). idrarda Grobilinojen artmistir. Bazi aminoasitlerin
(sistin, histidin, tirozin, lizin, serin,valin) idrarla atilimi artmigtir (91). Serum
demiri ve transferrine baglanmayan demir kismi artmistir. Hb

elektroforezinde; HbA, ve HbF bulunmaktadir, HbA ise azalmistir (B* tip) veya
hi¢ yoktur (B° tip) (1, 2).
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5.4. BETA TALASEMi MAJOR’ DA TEDAVI
5.4.1. HIPERTRANSFUZYON TEDAVISI
Gunumuzde, talasemi major tedavisinde ¢ogunlukla hipertransflizyon
tedavi rejimi uygulanmaktadir (1, 92-94). Talasemi major tanisi konulan
hastalarin hemoglobin duzeyi 7 g/dl altina dustugunde transfuzyon
uygulanmaya baslanir. Pretransfizyonel hemoglobin 9.5-10 g/dl Gzerinde

olacak sekilde, 3-4 hafta araliklarla transflizyon yapilir (1, 93, 94).

Hipertransfuzyon tedavisinde amag, yeterli kan transfuzyonu ile etkin
olmayan eritropoez sonucu geligsen agiri intrameduller ve ekstrameduller
hematopoezi baskilamak ve doku hipoksisini engelleyecek yeterli
oksijenizasyonu saglamaktir (93, 94). Hipertransfizyon tedavisinin en

onemli komplikasyonu hemokromatozisdir (93).

5.4.2. DEMIR SELASYONU

Talasemi major olan hastalarda kan transfizyonlarina ilave olarak
intestinal demir emiliminin de fazla olmasi demir birikimini daha da
artirmaktadir. Talasemi majorda morbidite ve mortalitenin en o6nemli
nedeni hemokromatozistir. Bunun Onlenmesi ve tedavisi igin demir

selasyonu uygulanmaktadir (93).

5.4.3. VITAMIN DESTEGI

Askorbik asit, desferrioksaminle birlikte kullanildiginda selate
olabilecek demir havuzunu genigletir. E vitamininin etkisi tam
gosterilememekle birlikte antioksidan olmasi nedeniyle eritrositlerin yasam
suresini artirir. Kemik iliginin hiperaktivitesi nedeniyle gorece folik asit
eksikligi ve demirle birlikte ¢inko selasyonu oldugu icin ¢inko eksikligi sik

goéruldigunden hastalara folat ve ¢inko destegi dnerilmektedir (1, 94).
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5.4.4. SPLENEKTOMI
Hipersplenizm bulgulari gelistiginde yapilan splenektomi transfuzyon

ihtiyacini ve dolayisiyla hemokromatozisi azaltmaktadir (93).

5.4.5. KEMIK ILIGIi TRANSPLANTASYONU
Talasemide kemik iligi transplantasyonu halen tek kuratif tedavi

olarak uygulanmaktadir (1).

6. DEMIR METABOLIZMASI

Demir vucutta tum hucreler igin esansiyel bir elementtir. Normal
erigkin bir insanda toplam vicut demiri 4 g civarindadir (erkekte 50-55
mg/kg, kadinda 35-40 mg/kg). Bunun % 60-65’i hemoglobinde, %10'u
miyoglobinde, %%’i hem igeren enzimler, mitokondriyal enzimler ve demire
bagli enzimlerde (prolil ve lizil hidroksilaz, ribonukleotid reduktaz) bulunur.
Kalan %20-25'i ferritin veya hemosiderin seklinde depolanir. Az miktarda

demir plazmada transferrine bagli olarak dolagsir (Tablo IIl) (95).

Tablo lll: Normal bir erigkinde demirin organizmadaki dagilimi (2)

Demir (mg) Demir (%)
Hemoglobin demiri 2000 mg %67
Depo demiri 1000 mg %27
Miyoglobin 130 mg %3.5
Degisken havuz 80 mg %2.2
Dokulardaki demir 8mg %0.2
Transport demiri 3mg %0.08

Ferrik demir (Fe+3) halinde diyetle alinan ve mide pH’si ve C vitamini
ile ferrdz (Fe*?) hale dénistiiriilen demirin, %10°'u (~1 mg/giin) jejunumun

ust kisimlari ve duodenumda emilir (2).
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Ferritin ve hemosiderin olmak Uzere iki tip depo demiri vardir.
Eriskin erkeklerde depo demiri 1000 mg civarinda iken, bu deger
kadinlarda daha duguktur (0-500 mg). Depo demirin dnemli bir kismini
olusturan ferritin, suda c¢o6zlUnebilen bir protein olup "Apoferritin" adi
verilen protein bir kilif ve bunun igerisinde Fe** depolanan kristaloid bir
bosluktan ibarettir. Her bir ferritin moleklll, ortalama 4000 demir
molekull bulundurabilir. Kristaloid bogluk, 6 adet kanal ile dis ortam ile
baglantilidir, bu sayede ferritin hdcre igerisinde bir tampon gibi
davranabilir. Sitozoldeki fazla demir okside olarak bu kanallardan iceri
girer ve depolanir. Hucre igerisinde demire ihtiya¢g oldugu zaman,
depolanan bu demir indirgenerek sitozole geger. 24 alt Uniteden olusan
Ferritin’in H ferritin ve L ferritin olmak Uzere iki tipi vardir. H ferritin; kalp
ve eritrositlerde, L ferritin ise; karaciger, dalak ve plasentada daha
yuksek oranda bulunur. Serumda az miktarda bulunan ferritin, hemen
tamamiyla L ferritin alt Unitelerinden olusmaktadir. Bu iki farkli ferritin
tipi iki farkli kromozomda kodlanmaktadir (2, 88, 92).

Hemosiderin ise suda ¢dziinmeyen, demir/protein orani ferritinden
cok daha yuksek olan karmasik yapili bir ferritin aggregatidir. Isik
mikroskopu ile granuller halinde gorulebilir. Hemosiderinin yapisindaki

demirin déndsumu oldukga yavastir (2).

Normal sartlar altinda depo demirinin 2/3'G ferritin, 1/3'0 ise
hemosiderin halinde bulunur. Depo demirinin artmasi halinde,

hemosiderinin orani artar (1, 88).

Transferrin, molekul agirhgr 79500 dalton olan karacigerde yapilan,
B-globulin  fraksiyonunda bir glikoproteindir. Organizmada demir
tasinmasinda gorevlidir. Transferrin toplam vacut demirinin 3 mg gibi
¢ok dusuk bir kismini yapisinda bulundurmakla beraber, demir
metabolizmasinda c¢ok oOnemli bir role sahiptir. Her bir transferrin

molekdll iki ferrik demir atomu baglayabilir. Plazmadaki transferrinin
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baglayabilecegi azami demir miktarina "total demir baglama kapasitesi"
adi verilir (300-360 pg/dl). Normal sartlar altinda mevcut transferrinin
baglanma noktalarinin  1/3'G  baghdir, bu parametre "transferrin
doygunlugu" olarak bilinir ve normal degeri %33 civarindadir. Plazma
demirinin hemen tamami transferrinin yuksek demir baglama ilgisi

nedeni ile, transferrine baglidir (2).

Transferrine bagli olarak kemik iligine ulasan demir, eritrosit
prekursorleri  Uzerinde bulunan transferrin 1 (Tfr1) reseptorlerine
baglanir. iki ferrik demir atomu baglayan transferrin molekili ve
reseptor kompleksi, reseptor aracilikli endositoz yolu ile sitozole gecer.
Fe**, transferrinden ayrilarak Fe*? ye indirgenir ve mitokondriye gecger.
Mitokondride, Fe*? ve protoporfirin IX’dan ferroselataz enziminin etkisiyle
hem sentezi gergeklesir. Sitozole gegen hem, hemoglobine donusur ve
yeterli hemoglobine sahip olan hucre, gekirdegini atarak dolasima gecer
(2, 92).

Demir dengesi normalde demir emilimi ile dizenlenir. Demir depolari ve
demir emilimi arasinda ters oranti vardir. Depo demiri azalinca demir

emilimi artar, demir birikiminin arttigi durumlarda ise emilim azalir (1, 2).

Mukoza hucrelerindeki reseptorler araciligi ile hucre igerisine
giren demir, vicudun demir ihtiyacina goére transferrine baglanarak
portal dolasima katilir yada ince bagirsak hucrelerinde ferritin olarak
kalir ve bu hucrelerin 6mrinu tamamlamasi ile onlarla birlikte dokalur.
Normal sartlar altinda bu sekilde fecges, idrar, ter, sa¢c ve tirnaklar
yoluyla organizmadan kayip edilen gunlik demir miktart 1 mg
civarindadir (88, 92).
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7. HEMOKROMATOZIS

Hemokromatozis, hicresel duzeyde patolojik degisikliklere neden
olan demir birikimidir. Cok sayida transfuzyon gerektiren hastaliklarda
sekonder hemokromatozis gelisir. Talasemi majorda hem duzenli
transflizyonlar hem de gastrointestinal demir emiliminin artisi, hastalgin

en 6nemli komplikasyonu olan hemokromatozise neden olur (93).

Demir; baglica dalakta retikiloendotelyal makrofajlar, kemik iligi,
karaciger, endokrin bezler ve miyokard olmak tUzere hemen hemen tim
dokularda birikir ve parankimal hicrelerde ilerleyici toksisite gelistirir (95-
97). Talasemi major olan hastalarda morbidite ve mortalitenin en 6nemili

nedeni serbest demir birikimidir (93).

Yuksek doz demirin zararl etkileri, oncelikle oksijen radikallerinin
uretiminde baslica kaynak urin olmasiyla ilgili olabilir (98). Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlari yolu ile (Sekil 11), plazmada bivalan veya
trivalan transferine bagl olmayan demir, hidroksil (OH®) radikallerinin
olusumu ile oldukga toksik bir etki olustururur (4). Bu da zar lipidleri ve
proteinlerinin peroksidatif hasarina neden olur. Serbest oksijen radikalleri
ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik oksidatif

stres ve hastaliklar ile sonuglanir (99).

-----------------------------------------

Feil |

Sekil 11: Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari (100).
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GEREC VE YONTEM

1. GEREC

1.1. CALISMA GRUBU

Nisan 2004-Nisan 2005 tarihleri arasinda, Pamukkale Universitesi
Tip Fakulltesi Hastanesi ve Denizli Devlet Hastanesinde tedavi gérmekte
olan 7-25 yas arasi 23 erkek, 17 kiz, toplam 40 talasemi major hastasi
c¢alismaya dahil edildi. Kontrol grubu, talasemi major hasta grubu ile yas
ve cinsiyet olarak benzer, elektrokardiyografik ve ekokardiyografik
degerlendirme sonucunda herhangi bir kardiyovaskuler hastaligi ve bilinen
bir hastaligi olmayan 40 saglikh bireyden olusturuldu. Pamukkale
Universitesi Tibbi Etik Kurulunun onayi ve calismaya katilan kisilerden

ve/veya velilerinden yazili izin alindi.

Hastalarin ekokardiyografik degerlendirmesi; Kardiyoloji Anabilim
Dalinda hastalarin klinik durumlarindan habersiz olan ayni goézlemci
tarafindan, ekokardiyografi cihazi (Contron-Sigma, 2.5- 5 MHz transduser)
kullanilarak yapildi. Caligmaya katilan bireylerin sol ventrikul fonksiyonlari,
Amerikan Ekokardiyografi Dernegi (ASE) kriterlerine (101-103) gore

degerlendirildi.

Calismaya katilan bireylerden apoE genotiplendirmesi icin EDTA’lI
tuplere 5 ml kan alindi. Alinan kanlar, DNA izolasyonu yapilana kadar —20
°C’de saklandi. Ferritin duzeyleri Olgumleri icin antikoagulan igermeyen
tuplere kan alindi. Alinan kanlar pihtilasmasi i¢in 30 dakika oda isisinda
bekletildikten sonra 3500 rpm’de 10 dakika santrifij edilerek serumlari

ayrildi ve hemen ferritin dizeyleri élguldu.
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1.2. KULLANILAN ENSTRUMANLAR
Vorteks/Spin santrifij (FVL-2400N, Biosan, Letonya)
Kuru isiticili blok (TDB120, Biosan, Letonya)
Sogutmali masa Usti santrifiiji (MIKRO 22 R, ABD)
U.V spektrofotometre (UV-1601, Shimadzu, Japonya)
pH metre (pH 526, WTW, Almanya)
Etav (NGve, Turkiye)
Yatay ve dikey elektroforez seti (Model 1214-Model 710-Model 73.10.10,
CLP, ABD)
Elektroforez gl kaynagi (Power Station 300, Labnet, ABD)
Elektroforez glc¢ kaynagi (EC1000-90, Thermo, ABD)
Thermal cycler (ATC 201, CLP, ABD)
Mikrodalga firin (Beko, Turkiye)
—20 C°Derin dondurucu (Beko, Tiirkiye)
+4 C° Buzdolabi (Vestel, Tirkiye)
Analitik Terazi (sartorius, Almanya)
Jel goruntuleme sistemi (Gel Logic 200, ABD )
Ayarlanabilir otomatik pipet seti (1-10 pL, 10-100 pL, 10-1000 uL) (CLP,
ABD)

Immulite One immundl¢cum cihazi (DPC, ABD)

1.3. KULLANILAN SARF MALZEMELER:
10 uL, 100 uL, 1000 pL Filtreli otomatik pipet uglari (CLP, ABD)
0.2 ml PCR tupleri (CLP, ABD)
0,5 ml nikleaz igermeyen tupler (CLP, ABD)
1,5 ml nikleaz icermeyen tlpler (CLP, ABD)
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1.4. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER:
Amonyum klorlr (Scharlau, Alimanya)
Amonyum peroksidisulfat (Scharlau, Almanya)
Agaroz (Scharlau, Almanya)
N, N'-Metilen-bis-akrilamid (Scharlau, Almanya)
Borik asit (Scharlau, Almanya)
Etilen diamin tetra asetik asit (Scharlau, Almanya)
Etidyum bromid (Scharlau, Alimanya)
Etanol (Scharlau, Almanya)
Orange G, jel ylukleme boyasi
Potasyum bikarbonat (Scharlau, Almanya)
Potasyum dihidrojen fosfat (Scharlau, Almanya)
Potasyum Klorur (Scharlau, Almanya)
Sodyum Klorur (Scharlau, Aimanya)
Sodyum asetat (Scharlau, Almanya)
Tris-HCI (Scharlau, Almanya)
Tris-hidroksimetil-aminometan (Scharlau, Almanya)
TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamin) (Scharlau, Almanya)
Proteinaz K (Roche, Almanya)
Primerler (Metabion International AG, Almanya)
Sens: 5’-TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA-Z
Antisens: 5-ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC ACT GCC A-&
dNTP karigim (Metis, Turkiye)
Dimetil sulfoksid (Scharlau, Almanya)
Taq polimeraz (Metis, Turkiye)
100 bp marker (Fermantas, Litvanya)
pBR322 DNA/ BsuRI Marker (Fermantas, Litvanya)
Hhal (Cfol) Restriksiyon enzimi (Fermantas, Litvanya)

Restriksiyon tamponu (Fermantas, Litvanya)
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1.5. KULLANILAN COZELTILER

1.5.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Gézeltiler:
Eritrosit lizis tamponu: 20 mM Tris-Cl (pH: 7.6). Otoklavda sterilize edildi.
+25 C%de saklandi.
Hucre lizis tamponu:10 mM Tris-Cl (pH: 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), %0.1
SDS (w/v). Otoklavda sterilize edildi. +4 C° de sakland.
PBS (phosphate buffered saline) : pH: 7.4. Otoklavda sterilize edildi. +4
C°de sakland.
Sodyum asetat tamponu: 3 M Na-asetat, 5 M Glasiyel asetik asit.
Otoklavda sterilize edildi. +4 C° de saklandi.
TE (Tris-EDTA) tampon: 100 mM Tris-HCI (pH 7.6), 10mM EDTA(pH
8.0). Otoklavda sterilize edildi. +25 C°de saklandi.

1.5.2. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler:
5XTBE : 54 gr tris-baz, 27.5 gr borik asit tartildi. Uzerine 20 ml 0.5 M pH:
8.0 EDTA eklendi. Karisimin son hacmi 1000 ml'ye distile su ile
tamamlandi.
0,5 M EDTA (pH:8.0) : Sodyum hidroksit ile pH: 8.0’e ayarlandi. Otoklavda
sterilize edildi.

1.5.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler:

%10 Amonyum Perstilfat : 1 hafta stabildir.
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2. YONTEMLER

2.1. FERRITIN ANALIzi

Ferritin  analizi, kemiluminesans yontem ile Immulite One
immunoélcim analizériinde (DPC, Amerika) yapildi. Ferritinin erigkinlerdeki
referans araliklari kit prospektistinde; erkeklerde: 28-397 ng/ml,

kadinlarda: 6-159 ng/ml olarak verilmistir.

2.2. KAN ORNEKLERINDEN DNA’NIN iZOLE EDILMESI

DNA izolasyonu, “memeli DNA’larinin hizli izolasyonu” yontemi
(104) modifiye edilerek yapildi. Caligmamizda once nukleus icermeyen
eritrositler, eritrozit lizis solUusyonu ile hipotonik ortamda parcalanip
uzaklastirildi. Daha sonra l6kositler, hicre lizis solisyonu ile pargalandi.
DNA haricindeki htcre icerigi, doymus tuz c¢ozeltisinde c¢okturulerek
ayristirildi.  DNA, etanol c¢oktirmesi ile tuzlardan arindirildi ve
konsantre edildi. Periferik kandan DNA’nin izolasyonu agagidaki gibi
yapildi:
1- iki tane 1.5 ml'lik eppendorf tiipe 900 pl eritrosit lizis tamponu koyuldu.
2- Her bir tiipe 300 ul tam kan eklendi. Tiipler 25 °C’de 10 dakika inkiibe
edildikten sonra, 25 °C 10.000 rpm’de santrifij edildi.
3- Santriflj sonrasi stupernatan kisimlar dokuldi. Her iki tapteki pelletler
birlestirildi.
4- Pelletin Gizerine 1 ml PBS koyuldu. 4 °C 10.000 rpm’de santrifiij edildi.
Supernatan dokuldu.
5- Kalan pellet tizerine 1 ml PBS koyuldu, 4 °C 10.000 rpm’'de santrifijj
edildi. Supernatan dokuldu.
6- Kalan pelletin Uzerine 600 pl hucre lizis tamponu eklendi.
7- 3 pl proteinaz K eklendi, 55 °C’de 3 saat inkiibe edildi. Ornegin oda
sicakhigina gelmesini beklendikten sonra, 200 pl Na-asetat ¢ozeltisi
eklendi. TUp siddetli vortekslendi. Ardindan 4 °C 14.000 rpm’de santrifijj
edildi.
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8- Supernatan kisim ~ 400’er ul olacak sekilde iki yeni tupe aktarildi.
Tiplere 1100°er pl absolut (%100) etanol eklendi, 25 °C 14.000 rpm’'de
santrifj edildi. SUpernatan dokualdu.

9- Kalan pelletin (izerine 1000 pl % 70 etanol eklendi, 25 °C 14.000 rpm’de
santrifij edildi. SUpernatan dokualdu.

10- Yaklasik 30 dakika tuplerdeki pelletin kurumasi beklendi.

11- Kuruyan pellet Gzerine 15 ul 1XTE tamponu eklendi. Pellet oda

sicakliginda 16 saat inkuibe edilerek ¢ézuldi ve —20 °C‘de saklandi.

2.2.1. DNA SAFLIK TAYiINi

DNA ornekleri distile su ile 1/200 oraninda sulandiriidi. 260 nm’de
DNA’nin ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu absorbans,
spektrofotometre distile su ile kor ayari yapildiktan sonra élguldu.

260 nm’de okunan absorbans / 280 nm’'de okunan absorbans
oranindan DNA safligi saptandi. Orani 1.7-1.8 olan DNA’lar saf olarak
kabul edildi (104) .

2.2.2. DNA DUZEYLERININ HESAPLANMASI

DNA'nin 260 nm’de vermis oldugu 1 birimlik absorbans 50 pug/ml’'dir
(104). Bu bilgiden yararlanilarak DNA konsantrasyonu agagidaki formule
gore hesaplandi:

DNA konsantrasyonu (ug/ml): Sulandirma katsayisi (200) x Azso x 50

2.3. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU YONTEMI

DNA orneklerinden, apoE kodlayici genin polimorfik bolgesini igeren
227 bazlik bdlgenin c¢ogaltiimasi, Hixson ve Vernier yontemi (105)
modifiye edilerek yapildi. Amplifikasyon igin, 47,5 uL hacminde PCR
karisimi hazirlandi (Tablo V).
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Tablo IV: PCR karisimi hazirlanmasi.

1 reaksiyon (uL)
Distile Su 32.3
10 x PCR tampon 5
dNTP Karisim 1
Primer Sense (F) 0.5
Primer Antisense (R) 0.5
MgCly 5
DMSO (Dimetil sulfoksit) 3
Taq Polimeraz 0.2
Toplam Hacim 47.5

PCR karigimi hazirlandiktan sonra 0.2 ml’lik PCR tuplerine 47.5 uL
PCR karigimi eklendi. Negatif kontrol tipline 2.5 uL distile su, ornek
tiplerine 2.5 uL DNA 6rnegi eklendi. PCR tupleri hemen Thermal Cycler
cihazina yerlestirildi. TUplerin her biri ¢ift zincirin birbirinden ayrilmasi ve
aktivasyon icin 94 °C’de 5 dakika isitildi. Her bir déngiisii 94 °C’de 30
saniye (cift zincirin birbirinden ayrilmasi), 70 °C'de 1 dakika 30 saniye
(primer baglanmasi) olan 30 ¢ogaltma dénglsu uygulandi. Son dongtiden
sonra 72 °C’de 5 dakikalik ilave bir uzama inkiibasyonu uygulandi (Tablo
V).

Tablo V: ApoE ¢ogaltma programi

N Zaman
Asama Dongu Kademe Sicaklik (dakika:saniye)
1 1 1 94 5:00
1 94 0:30
2 30
2 70 1:30
3 1 1 72 5:00
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2.3.1. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

PCR sonrasi ¢ogaltiimig Urlnlerin incelenmesi igin etidyum bromid
eklenmis %2’lik agaroz jel hazirlandi. PCR Grunu Orange G jel yukleme
tamponu ile karistirildi. Karisim kuyucuklara yiiklendi. ilk kuyucuga 100 bp
marker, yikleme tamponu ile karistirildiktan sonra yiklendi. Ornekler 150
Voltda ~45 dakika yuruttldd. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
goéruntileme sistemi ile PCR  sonrasi c¢ogaltiimis Uurlnlerde, apoE
kodlayici genin polimorfik bolgesini iceren 227 bazlik bolge incelendi (Sekil
12).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300 b

227 bp
200 b

Sekil 12: PCR sonrasi 227 baz ciftlik ¢ogdaltiimis drtnler. Soldan saga;

100 bp marker, negatif kontrol, hasta érnekleri (3-10 numarali kuyucuklar).

2.4. RESTRIKSIYON PARGA UZUNLUGU POLIMORFiZMi (RFLP)
ANALIZI

Hedef DNA'nin g¢ogaltiimasi ile elde edilmis olan apoE kodlayici
genin polimorfik bdlgesini iceren 227 bazlik kisimda, modifiye Hixson ve
Vernier yontemi (105) ile restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP)
analizi gerceklestirildi. Kesim igleminde bir 6rnek i¢cin 15 ul PCR
amplifikasyon Grunu, 1.6 pl 10x tampon, 0.4 ul Hhal (10 u/ul) kesim enzimi
kullanildi. Ardindan &rnekler 37 °C’de inkiibe edildi. Hhal (Cfol) kesim
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enzimi  Haemophilis haemolyticus bakterisinden izole edilerek
hazirlanmistir. Bu enzimin DNA molekulu Uzerindeki kesim bolgesi

asagida gosterilmistir:

5—G—C—G—C—3
3—C—G—C—G—5

2.4.1. POLIAKRILAMID JEL ELEKTROFOREZi (PAGE)

Kesim sonrasi olusan drlnlerin incelenmesi igin  %12’lik jel
hazirlandi. Jel iyice polimerize olduktan sonra ortama 1xTBE tampon
eklendi. pBR322 DNA/BsuRI marker, negatif kontrol ve kesim ornekleri
kuyucuklara vyuklendi. Elektroforez 175 Voltda 90 dakika sure ile
gerceklestirildi. Elektroforez sona erdikten sonra jel, etidyum bromid ile
boyandi. Daha sonra jel goruntuleme sistemi ile restriksiyon sonrasi elde

edilen bantlar incelendi (Sekil 13).

91bp

72 bp

48 bp

Sekil 13: %12’lik poliakrilamid jelde Hhal kesim urlUnleri. Soldan saga;
1- pBR322 DNA/BsuRI marker, 2- Negatif kontrol, 3- E2/3, 4- E2/4,
5-6-7- E3/3, 8- E3/4, 9- E4/4.
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3. ISTATISTIKSEL ANALIiZz

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesinde SPSS 11.0
(Chicago, ABD) paket programi kullanildi. Olgiimle belirtilen degiskenler,
ortalama + standart sapma ()_( + SD) olarak ifade edildi. istatistiksel
analizde, bagimsiz drneklemler t-testi (Independent-samples t-test), Mann-
Whitney U testi, Ki-kare analiz yontemi (Fischer’in kesin Ki-kare testi,
Pearson Ki-kare testi) kullanildi. Tum istatistiksel analizler i¢in anlamlilk

siniri p< 0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya 23 erkek, 17 kiz toplam 40 Talasemi major hastasi alindi.
Talasemi major grubunda ortalama yas 13.1 £ 4.5 yil idi. Kontrol grubu
ise, 23 erkek, 17 kiz toplam 40 hastadan olusturuldu ve yas ortalamasi
13.6 = 4.3 yil idi. Talasemi major grubu ile kontrol gruplari arasinda yas
ve cinsiyet olarak fark yoktu. Talasemi major grubunun boy ve agirliklari

kontrol grubuna gore disuk bulundu (Tablo VI).

Tablo VI: Talasemi major ve kontrol gruplarinin yas, boy ve

agirhklarinin kar§|la§t|rllmasf

. Talasemi major Kontrol o
Degisken — — p degeri
(X SD) (X SD)
Yas (yil) 13.1145 13.6+4.3 0.66 AD
Boy (cm) 137.1 £16.2 154.6 £ 18.3 0.0001 A
Agirlik (kg) 35.7+12.3 49.3+18.0 0.0001 A

*: A: Anlamli, AD: Anlamli degil

Talasemi major hastalarinda, ortalama ferritin dizeyi 4358 * 1912
ng/ml, ortalama tani koyulma vyasi 15.7 = 19.4 ay, ortalama ilk
transfizyona baslanma yasi 15.9 + 19.3 ay idi (Tablo VII). Onsekiz
hastaya splenektomi yapiimisti. Otuzdokuz hasta eritrosit, 1 hasta tam kan

transfliizyonu aliyordu.

Tablo VII: Talasemi major grubundaki hastalarin hematolojik

parametreleri

(X+SD)
Ferritin dizeyi (ng/ml) 4358 +1912
Ortalama tani yas!i (ay) 15.7 £ 194
Ortalama ilk transfiizyona baglanma yasi (ay) 15.9 +19.3
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Talasemi major ve kontrol gruplarindaki bireylerin apoE genotip
dagilimlari Tablo VIII'de verildi. €3/¢3 genotipi, talasemi major ve kontrol
gruplarinda sirasiyla %67.5 ve %75 sikliginda bulundu. €2/¢2 genotipine
her iki grupta, e4/e4 genotipine ise kontrol grubunda rastlanmadi.
Talasemi major ve kontrol gruplari arasindaki genotip sikliklarinin farklihgi,
bazi gbzlere disen birey sayisi X? testi icin yeterlilik saglayamadigindan

istatistiksel olarak verilmedi.

Tablo VIIl: Talasemi major ve kontrol gruplarinda apoE genotip

dagilimlari
Talasemi major (n=40) Kontrol (n=40)
n (%) n (%)

€2/e2 - -

e2/e3 2 (%5) 5 (%12.5)
€2/e4 1 (%2.5) 1 (%2.5)
£3/e3 27 (%67.5) 30 (%75)
€3/e4 9 (%22.5) 4 (%10)
ed/ed 1(%2.5) -

Talasemi major ve kontrol gruplarinda genotipinde €4 alleli iceren (g4
tasiyici) ve icermeyen bireylerin dagihmlari Tablo 1X'da verildi. Talasemi
major ve kontrol gruplari arasinda, genotipinde ¢4 alleli iceren ve
icermeyen bireylerin sikliklari agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi (p=0.161).

Tablo IX: Talasemi major ve kontrol gruplarinda genotipinde &4 alleli

iceren ve igermeyen bireylerin sikliklarinin karsilastiriimasi’

Talasemi major (n=40) Kontrol (n=40)
n (%) n (%)
€4 alleli igerenler o o
(e2/ed+ £3/c4+cd/ed) 1 (%27.5) 5 (%12.5)
¢4 alleli icermeyenler o o
(e2/e2+£2/3+£3/£3) 29 (%72.5) 35 (%87.5)

* . Gruplar arasi farklilik Ki kare testi ile degerlendirilmistir (p=0.161).
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Talasemi major ve kontrol gruplarindaki apoE allel sikliklari dagihmi
Tablo X'da verildi. ApoE allel sikliklarinin hesaplanmasinda gen sayma
yontemi kullanildi. €3 alleli, talasemi major ve kontrol gruplarinda sirasiyla
%81.3 ve %86.3 sikliginda bulundu. Kontrol grubunda €2 alleli (%7.5),
talasemi major grubunda €4 alleli (%15) ikinci siklikta bulunan allellerdi.
Talasemi major ve kontrol gruplari arasindaki allel sikhklarinin farklihgi,
bazi gdzlere diisen birey sayisi X? testi icin yeterlilik saglayamadigindan

istatistiksel olarak verilmedi.

Tablo X: Talasemi major ve kontrol gruplarinda apoE allel sikliklarinin

dagihimi
Talasemi major (allel sayisi=80)  Kontrol (allel sayisi=80)
allel sayisi (%) allel sayisi (%)
g2 3 (%3.8) 6 (%7.5)
€3 65 (%81.3) 69 (%86.3)
g4 12 (%15) 5 (%6.3)

Sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major bireyleri ile
sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olmayan talasemi major ve kontrol
gruplarindaki bireylerin, apoE genotip dagilimlari Tablo XI'de verildi. Sol
ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major grubunda, €2 allelinin
bulundugu e2/e2, €2/e3, €2/e4 genotiplerine rastlanmadi. Sol ventrikil
diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major grubundaki bireylerden bir
tanesi e4/e4 genotipine sahipti. Sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan
ve olmayan gruplar arasindaki genotip sikliklarinin farkliligi, bazi gozlere
disen birey sayisi X? testi icin yeterlilik saglayamadigindan istatistiksel

olarak verilmed.i.
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Tablo XI: Sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major
bireyleri ile sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu olmayan talasemi

major ve kontrol grubu bireylerinin, apoE genotip sikliklarinin

dagilimi
Sol ventrikiil diyastolik Sol ventrikiil diyastolik
disfonksiyonu olanlar (n=27) disfonksiyonu olmayanlar (n=53)*
n (%) n (%)

£2/e2 - -

€2/e3 - 7 (%13.2)

£2/ed - 2 (%3.8)

€3/e3 19 (%70.4) 38 (%71.7)

£3/ed 7 (%25.9) 6 (%11.3)

edled 1 (%3.7) -

*

: Sol ventrikil disfonksiyonu olmayan 13 talasemi major hastasi + Sol ventrikil
disfonksiyonu olmayan 40 kontrol bireyi.

Sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan ile sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olmayan gruplarda, genotipinde ¢4 alleli iceren ve
icermeyen bireylerin dagiimlari Tablo XlII'de verildi. Sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olan ve olmayan gruplar arasinda, genotipinde ¢4 alleli
iceren ve icermeyen bireylerin sikliklari agisindan istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi (p=0.147).

Tablo Xll: Sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan ve olmayan
gruplarda, genotipinde ¢4 alleli iceren bireylerin sikliklarinin

karsilastiriimasi

Sol ventrikiil diyastolik Sol ventrikiil diyastolik
disfonksiyonu olanlar disfonksiyonu olmayanlar**
(n=27) (n=53)
n (%) n (%)
&4 alleli icerenler 8 (%29.6) 8 (%15.1)
(e2/ed+ £3/ed+ed/c4)
g4 alleli igermeyenler 19 (%70.4) 45 (%84.9)
(e2/e2+£2/£3+€3/£3)

*: Gruplar arasi farklilik Ki kare testi ile degerlendirilmistir (X°=2.362, p=0.147).
**: Sol ventriktl disfonksiyonu olmayan 13 talasemi major hastasi + Sol ventrikdl
disfonksiyonu olmayan 40 kontrol bireyi.

41



Sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan ile sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olmayan gruplardaki, apoE allel sikliklari dagihmi Tablo
XlIlde verildi. Sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major
hasta grubunda, €2 alleli mevcut degildi. Sol ventrikul diyastolik
disfonksiyonu olan ve olmayan gruplarda €3 alleli sirasiyla %83.3 ve %84
sikhginda bulundu. Sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan ve olmayan
gruplarda ¢4 alleli sirasiyla %16.7 ve %7.5 sikliginda bulundu. Sol
ventrikll diyastolik disfonksiyonu olan ve sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olmayan gruplar arasinda allel sikliklari agisindan
istatistiksel olarak anlamlilk saptandi (p=0.025). Bu anlamlihgin sol
ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan grupta, €2 allelinin mevcut
olmamasindan kaynaklandigi saptandi. &4 allel sikhginin gruplar
arasindaki farkhliginin istatistiksel analizi, calismadaki birey sayisi yeterlilik

saglayamadigindan yapilamadi.

Tablo XIll: Sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu olan ve olmayan

gruplarda, apoE allel sikliklarinin karsilastiriimasi ’

Sol ventrikiil diyastolik Sol ventrikiil diyastolik
disfonksiyonu olanlar disfonksiyonu olmayanlar
(allel sayisi=54) (allel sayisi=106)
allel sayisi (%) allel sayisi (%)
&2 - 9 (%8.5)
£3 45 (%83.3) 89 (%84)
&4 9 (%16.7) 8 (%7.5)

* . Gruplar arasi farklilik Ki kare testi ile degerlendirilmistir (X°=7.387, p=0.025).

Talasemi major olan hastalarda, ferritin duzeyleri 2500 ng/ml’den
dusuk ve 2500 ng/ml'den yuksek olan bireylerin apoE genotip sikliklarinin
dagilimi Tablo XIV’de verildi. Ferritin dizeyleri 2500 ng/ml’den dusik olan
talasemi major bireylerinde, €2 allelinin bulundugu €2/e2, €2/e3, €2/¢4
genotiplerine rastlanmadi. Gruplar arasindaki genotip sikliklarinin farklihgi,
bazi gbzlere disen birey sayisi X? testi icin yeterlilik saglayamadigindan

istatistiksel olarak verilmedi.
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Tablo XIV: Talasemi major olan hastalarda, ferritin duzeyleri 2500
ng/ml’den diisik ve 2500 ng/ml’den yuksek olan bireylerin apoE

genotip sikliklarinin dagilimi

Talasemi major Talasemi major
(Ferritin < 2500 ng/ml, n=7) (Ferritin > 2500 ng/ml, n=33)
n (%) n (%)
£2/e2 -
€2/e3 - 2 (%6.1)
e2/ed - 1 (%3)
€3/e3 5(%71.4) 22 (%66.7)
e3led 2 (%28.6) 7 (%21.2)
ed/ed - 1 (%3)

Talasemi major olan hastalarda, ferritin duzeyleri 2500 ng/ml’den
dusuk ve 2500 ng/ml'den ylUksek olan, genotipinde ¢4 alleli iceren ve
icermeyen bireylerin sikliklarinin dagihmlari Tablo XV’de verildi. Gruplar
arasinda, genotipinde ¢4 alleli iceren ve igermeyen bireylerin sikliklar

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=1.000).

Tablo XV: Talasemi major olan hastalarda, ferritin diizeyleri 2500
ng/ml’den diisiik ve 2500 ng/ml’den yuksek olan, genotipinde &4 alleli

iceren ve igermeyen bireylerin sikliklarinin karsilastiriimasi’

Talasemi major Talasemi major
(Ferritin < 2500 ng/ml, n=7) (Ferritin > 2500 ng/ml, n=33)
n (%) n (%)
¢4 alleli igerenler 2 (%28.6) 9 (%27.3)
(e2/ed4+ £3/ed+ed/c4)
€4 alleli icermeyenler 5 (%71.4) 24 (%72.7)
(e2/e2+£2/£3+€3/e3)

* . Gruplar arasi farklilik Ki kare testi ile degerlendirilmistir (p=1.000).

Talasemi major olan hastalarda, ferritin duzeyleri 2500 ng/ml’den
disuk ve 2500 ng/ml'den ylksek olan bireylerin, apoE allel sikliklari
dagilimi Tablo XVI'da verildi. Ferritin dizeyleri 2500 ng/mlI’den dusuk olan
talasemi major grubunda &2 alleli mevcut degildi. Gruplar arasindaki allel
sikliklarinin farkliligi, bazi gdzlere diisen birey sayisi X? testi igin yeterlilik

saglayamadigindan istatistiksel olarak verilmedi.
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Tablo XVI: Talasemi major olan hastalarda, ferritin duzeyleri 2500
ng/ml’den dusiik ve 2500 ng/ml’den yiliksek olan bireylerin, apoE allel

sikhiklarinin dagilhimi

Talasemi major Talasemi major
(Ferritin < 2500 ng/ml, allel sayisi=14) (Ferritin >2500 ng/ml, allel sayisi=66)
allel sayisi (%) allel sayisi (%)
€2 - 3 (%4.5)
3 12 (%85.7) 53 (%80.3)
el 2 (%14.3) 10 (%15.2)

Talasemi major olan hastalarda, sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu
olan bireylerin, sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olmayan bireylere
gore ferritin dlzey ortalamalari daha yuksek bulundu. Gruplar arasinda
ferritin dizey ortalamalari karsilastinildiginda, bu yukseklik istatistiksel

olarak anlamli olarak saptanmadi (p=0.648).

Tablo XVII: Talasemi major olan hastalarda, sol ventrikiil diyastolik
disfonksiyonu olan ve olmayan bireylerin ferritin dlizeylerinin

karsilastiriimasi’

Sol ventrikiil diyastolik Sol ventrikiil diyastolik
disfonksiyonu olan disfonksiyonu olmayan
talasemi major (n=27) talasemi major (n=13) degeri
(X £ SD) (X £ SD)

Ferritin (ng/ml) 4453 + 1978 4160 + 1828 0.648 AD

**AD: Anlamli degil

Talasemi major grubunda, genotipinde ¢4 alleli iceren bireylerin
ferritin dUzey ortalamalari, genotipinde &4 alleli igermeyen bireylerin ferritin
dizey ortalamalarina gére daha dusuk bulundu. Gruplar arasinda ferritin
duzey ortalamalari kargilastirildiginda, bu dusuklik istatistiksel olarak

anlamli olarak saptanmadi (p=0.715).
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Tablo XVIII: Talasemi major olan hastalarda genotipinde ¢4 alleli

iceren ve icermeyen bireylerin ferritin diizeylerinin kar§|la§t|rllmasf

€4 alleli icerenler &4 alleli igermeyenler
(n=11) (n=29) S
X — degeri
(X+SD) (X+£SD)
Ferritin (ng/ml) 4199 + 1494 4418 + 2070 0.715 AD

**AD: Anlamli degil
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TARTISMA

B-Talasemiler, otozomal resesif gecgis gosteren genetik hastaliklar
arasinda dunyada en sik gorulenidir (2). Denizli yoresindeki beta-talasemi
dagihmi, cesitli arastiricilarin  verdikleri sonuglara gore %2.6 ile %3.7

arasinda degismektedir (90).

Hastaligin klasik tedavisi periyodik yapilan kan transfuzyonlaridir.
Yapilan transfuzyonlar ve artmis gastrointestinal demir absorbsiyonu
nedeni ile, bu hastalarda sekonder hemokromatozis gelismektedir. Demir;
dalak, kemik iligi, karaciger, endokrin bezler, kalp gibi hemen hemen tim
organlarda birikmekte ve bu organlarda ilerleyici toksisite olusmaktadir (1,
88, 92).

Talasemi major olan hastalarda, sekonder hemokromatozis, kronik
anemi, enfeksiyonlar ve genetik faktorler nedeniyle kardiyak
komplikasyonlar gelismekte ve bu hastalarda en sik 6lum nedeni
olmaktadir (15, 92, 106). Talasemi major hastalarinda erken dénemde
diyastolik, ge¢ dénemde sistolik kalp yetmezligi gelismektedir (107, 108).
Talasemi major hastalarinda kardiyak disfonksiyon geligimi, birgok nedene

bagl olmakla birlikte en 6nemli neden sekonder hemokromatozisdir (1).

Talasemi major hastalarinda gorulen komplikasyonlarin temelinde
hicre hasarlanmasi oldugu bilinmektedir. Talasemi major hastalarinda
hicre hasarlanmasi nedenlerini agiklamaya yonelik cesitli teoriler 6ne
surdlmektedir. Bu teorilerden birine gdre patolojik demir birikimi nedeni ile
hdcre zar bilesenleri zarar gormekte ve sonugta hucre hasari gelismektedir.
Hepatosit mikrozomlari ve mitokondri zarlarinin peroksidasyonu, parenteral
veya oral demir verilerek patolojik demir birikimi olusturulan sigcanlarda
deneysel olarak gosterilmigtir. Bu durum ayni zamanda talasemili major olan

hastalarda da gosterilmistir (93).
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Kalp kasinda, hucre zarlari ve sarkoplazmik zarlar hucre digi sivi ile
dogrudan temas halinde bulunurlar. Bu nedenle kalp kasi zarlarinin demir

toksisitesinden etkilenmesi kolaylagmaktadir (109).

Talasemi major hastaliginda; hucre icinde heme baglh olmayan demir
ile plazmada demirin artmis olmasi ve yapisi bozuk globin zincirleri
oksidatif stresin nedenidir (93, 96). Saglikli bireylerde dolasimdaki
transferrinin yalnizca %30’u demir baghdir. Patolojik demir birikiminde,
transferrinin baglama kapasitesinin Uzerinde demir birikimi olur (96).
Yuksek doz demirin zararh etkileri, bu hastalarda demirin reaktif oksijen
radikallerinin Uretiminde baslica kaynak olmasiyla ilgilidir (98). Plazmada
transferrine bagl olmayan demir, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
yolu ile hidroksil (OH®) radikallerinin olusumu sonucu oldukga toksik bir etki
olusturmaktadir (4-8). Bu toksik etki, zar lipidleri ve proteinlerinin
peroksidatif hasarina neden olmaktadir. Serbest oksijen radikalleri ve
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik oksidatif stres
ve hastaliklar ile sonuglanmaktadir (99). Kalpte, serbest radikaller ve
antioksidan mekanizma arasindaki dengesizlik mitokondri i¢ zarindaki
elektron tasinma zincirinde de bozulmaya neden olmakta bu da klinik
olarak olumcul kardiyomiyopati olarak gbzlenen anormal enerji

metabolizmasi ile sonuglanmaktadir (5, 9, 13).

Transflizyonlar sonucunda olusan hemokromatozisi 6nlemek igin
yapilan etkin selasyon tedavileri ile, talasemi major hastalarinin yasam
kalitesinde ve surelerinde belirgin bir iyilesme go6zlenmektedir (108).
Desferrioksamin ile yapilan dizenli transfizyonlar, idrar ve digki ile
demirin atiimasini arttirmakta, sonucgta kardiyak fonksiyon bozuklugu

duzelmekte ve yasam suresi uzamaktadir (58).

Olivieri ve ark., demirle iligkili kardiyak hastallk ve diger
hemokromatozis komplikasyonlarinin olusmamasi icin ferritin dizeyinin
2500 ng/ml’nin altinda tutulmasini 6nermektedirler (58). Talasemi majorda
kardiyak komplikasyonlarin en sik nedeni sekonder hemokromatozis
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olmakla birlikte dokulardaki gergek demir duzeyini belirlemek zordur.
Cohen ve ark. serum ferritin dizeyinin myokardiyal demir yukinu
gostermede yetersiz kaldigini, demir yuklenmesinin  ve kardiyak
komplikasyonlarin kalpte biriken demir miktari ile dogrudan iligkili
olabilecegini belitmektedirler. Son zamanlarda kardiyak MR ile doku demir

dizeyi basaril bir sekilde belirlenebilmektedir (110).

Calismamizda, talasemi major olan hastalardaki ortalama ferritin
dizeyleri, sol ventrikll diyastolik disfonksiyonu olan bireylerde (4453 +
1978 ng/ml), sol ventrikll diyastolik disfonksiyonu olmayan bireylere (4160
+ 1828 ng/ml) gore daha yuksek bulundu. Fakat bu farkhlik istatistiksel
olarak anlamh bulunmadi. Yunan ve Italyan toplumlarinda yapilan
calismalarda da kardiyak durumlarina goére talasemi major gruplari
arasinda, ortalama ferritin duzeyleri acisindan anlamh farkhlik

bulunmamistir (14, 15).

Selasyon tedavilerinden hastalarin ¢ogu yarar goérse de, tedaviye
ragmen bazi hastalarda organ yetmezligi gelismekte ve hastalar organ

yetmezlikleri nedeniyle 6lmektedirler (1, 111).

Buna bagli olarak, bazi talasemi major hastalarinda selasyon
tedavisinin etkin olmadigi veya demir birikimine karsi bu hastalarin yeterli
antioksidan savunma mekanizmalarinin  bulunmadigr dusunulebilir.
Talasemi major hastalarinda en sik o6lum nedeni olan kardiyak
komplikasyonlarin nedenleri arasinda, hemokromatozis disinda diger

faktorler de dusunudlmelidir.

Talasemi major hastalarinda, kardiyak fonksiyon bozuklugu olanlarda
daha vyuksek ferritin degerlerinin olmamasi, sol ventrikll yetmezligi
gelisiminde genetik bir risk faktorinin rol oynayabilecegi goérusuni
desteklemektedir (14, 15).
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ApoE’nin kolesterol taginmasinda, metabolizmasinda ve Alzheimer
hastaligindaki islevleri bilinmektedir (40). ApoE’nin antioksidan 6zelliginin
oldugu ve bu Ozelliginin allellere 6zgun (£2>e3>¢4) oldugu belirtilmigtir
(112). Pham ve ark. yaptiklari deneysel ¢alismada, apoE allellerine 6zgu
antioksidan 6zelligin apoE izoformlarinin yapilarindaki sistein amino asidi
sayisi ile ilgili oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. Yapisinda 112. ve 158.
amino asit dizilerinde sistein amino asiti iceren €2 allelinin en yuksek,
yapisinda 112. ve 158. amino asit dizilerinde sistein amino asiti icermeyen

€4 allelinin ise en dusuk antioksidan etkiye sahip oldugu belirtilmigtir (113).

Bu bilgiler 1s1ginda yapilan c¢alismalarda, €4 allelinin azalmig
antioksidan kapasitesinin talasemi major olan hastalarda kalp yetmezligi
gelisimi igin bir risk faktortu olabilecedi gortust 6ne surtlmuagstir. ApoE’nin
demir dahil metal baglayici etkisinin, antioksidan ozelliginden sorumlu

mekanizmalardan biri oldugu belirtiimektedir (112).

Sabbah ve ark. nin yaptigi ¢alismada da, apoptozis yoluyla kardiyo-
myosit kaybina bagli ventrikil fonksiyon bozuklugunun olabilecegi 6ne

surdlmustar (114).

Erigkin kalp kasi hucrelerinin kendilerini yenileyebilme &zellikleri
sinirli oldugundan bu hicrelerin 6limu ile kardiyak performansin gittikge
azalabilecegi bildiriimektedir. Bu da, ilerleyen kardiyak fonksiyon
bozukluguna yol agabilmektedir. Ayrica kardiyomyopatilerde gorilen
myosit apoptozisine, artmis reaktif oksijen drtinlerinin de neden olabilecegi
ve bu yolla apoptozisin ventrikll fonksiyon bozuklugunda etken olabilecegi

one surulmektedir (115).

Talasemi major hastalarinda gelisen kardiyak disfonksiyonda da ayni

mekanizmalarin sorumlu olabilecegi gorusundeyiz.
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Literatir taramalarinda, Turk toplumundaki talasemi major
hastalarinda, apoE allel dagilimlarini kargilastiran bir ¢alismaya
rastlanmamigtir. Diger toplumlarda ise, bu konuda sadece Economou-
Petersen ve ark. ile Ferrara ve ark. nin yaptigi ¢alismalara rastlanmigtir
(14, 15).

Economou-Petersen ve ark. nin yaptiklari ¢alismada, €3 alleli,
talasemi major ve kontrol gruplarinda (sirasiyla %83.4 ve %88.2) birinci
sikhkta bulunmustur. Talasemi major ve kontrol gruplarinda ¢4 alleli
(sirasiyla %11, %6.5) ikinci sikhkta bulunmustur. €2 alleli ise, talasemi
major ve kontrol gruplarinda sirasiyla %5.6 ve %5.3 sikliginda
saptanmigtir. Bu arastiricilar talasemi major ve kontrol gruplari arasinda
allel sikhdi agisisindan anlaml farklilk saptamamislardir (15) (Tablo XIX,
XX).

Ferrara ve ark. nin yaptiklari ¢calismada ise, €3 alleli, talasemi major
ve kontrol gruplarinda (sirasiyla %81.3, %83) birinci siklikta bulunmustur.
Kontrol grubunda €2 alleli (%13), talasemi major grubunda ise &4 alleli
(%15.3), ikinci siklikta bulunmustur. Bu arastiricilar da talasemi major ve
kontrol gruplari arasinda allel sikhdr acisisindan anlamli  farkhilk
saptamamiglardir (14) (Tablo XIX, XX).

Calismamizda, €3 alleli, talasemi major ve kontrol gruplarinda
(sirasiyla %81.3 ve %86.3) birinci siklikta bulundu. Kontrol grubunda €2
alleli (%7,5), talasemi major grubunda ise €4 alleli (%15), ikinci siklikta
bulundu. Biz de ¢alismamizda, talasemi major ve kontrol gruplari arasinda
allel sikhgi acisisindan anlamli farklihk saptamadik. (Tablo XIX, XX).
Denizli ilindeki talasemi major hastalarinin apoE allel sikigi Yunan
toplumuna, Denizli ilindeki kontrol bireylerinin apoE allel siklidi ise italyan

toplumu ve Turkiye’'nin Dogu bolgesine benzerlik gostermektedir.

50



Tablo XIX: Yunan, italyan toplumlari ve Denizli ilindeki talasemi major

hastalarinin apoE allel siklik dagilimlari (14, 15)

Yer Birey sayis| ApoE allel (%)
g2 €3 g4
Yunanistan 251 5.6 834 11
italya 110 3.3 81.3 15.3
Denizli 40 3.8 81.3 15

Tablo XX: Yunan, italyan toplumlari, Denizli ili ve Tiirkiye’de yapilan
bazi caligmalardaki kontrol bireylerinin apoE allel sikhk dagilimlari
(14, 15, 116, 117)

Yer Birey sayisi ApoE allel (%)
g2 €3 €4
Yunanistan 216 53 88.2 6.5
italya 200 13 83 4
Denizli 40 7.5 86.3 6.3
Turkiye (Glney bolgesi) 92 8.2 88.6 3.3
Tirkiye (Dogu bolgesi) 252 11.5 79.8 8.7

Economou-Petersen ve ark. ile Ferrara ve ark. nin yaptiklari
calismalarda, talasemi major hastalarinda, apoE gen polimorfizminin
kardiyak fonksiyonlar Uzerine olan etkileri de arastinimistir. Her iki
calismada da arastiricilar; talasemi major hastalarini kardiyak durumlarina
gore; [asemptomatik, asemptomatik-sol ventrikul dilatasyonu olanlar (sol
ventrikul sistolik fonksiyonu normal) ve sol kalp yetmezligi olanlar] olarak 3
gruba ayirmiglar ve bu gruplari E4 allel sikhdr agisindan kontrol grubu ile
kargilastirmiglardir (14, 15).

Bu calismalarda, kardiyak durumlarina goére asemptomatik-sol
ventrikul dilatasyonu olan ve sol kalp yetmezligi bulunan beta talasemi
major hastalarinda, antioksidan aktiviteyi azalttigi bilinen apoE €4 allelinin
normal topluma oranla daha sik bulunmus olmasi, bu hastalikta apoE €4

allelinin genetik bir risk faktori oldugunu distndurmektedir.
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Bu gorusu kendi toplumumuzda da dogrulayabilmek igin, caligmaya
dahil edilen Denizli ilindeki talasemi major hastalarini Amerikan
Ekokardiyografi Dernegi (ASE) kriterlerine (101-103) gore, diyastolik
disfonksiyonu olanlar ve olmayanlar olarak iki gruba ayirdik. Bu gruplar ile
kontrol grubu arasindaki apoE genotipleri ve allelleri sikliklarini

kargilastirdik.

Calismamizdaki talasemi major hastalarinin sol ventrikdl sistolik
fonksiyonlari normaldi. Calisma grubumuzdaki talasemi major hastalarinin
sistolik fonksiyonlarinin normal olmasi bu hastalarin yas ortalamalarinin

dusuk olmasi ile agiklanabilir.

Economou-Petersen ve ark. nin yaptigi calismada, sol ventrikul
dilatasyonu saptanan beta talasemi hastalarinda, €4 allel sikliginin kontrol
grubuna goére 6nemli derecede ylUksek oldugu (sirasi ile %12.3 ve %6.5)
bildirilmistir (p<0.05). Bu sikligin kardiyak yetmezligin derecesi ile iligkili
oldugu da gosterilmistir (15) (Tablo XXI).

Tablo XXI: Yunan toplumunda, kardiyak fonksiyonlarina gore

talasemi major ve kontrol grubunda apokE allel sikliklar1 dagilimi (15)

ApoE allel (%)

£2 €3 g4
Asemptomatik (n= 151) 5.6 86.4 7.9
Asemptomatik-sol ventrikll dilatasyonu olan (n=53) 4.7 83.0 12.3
Sol kalp yetmezligi (n= 47) 6.4 80.9 12.8
Kontrol (n= 216) 5.3 88.2 6.5

Ferrara ve ark. nin yaptigi diger calismada ise, sol ventrikll
dilatasyonu saptanan beta talasemi hastalarinda ¢4 allel sikligi %17,
kontrol grubunda ise %4 olarak bulunmustur (p<0.05) (14) (Tablo XXII).

52



Tablo XXIlI: italyan toplumunda, kardiyak fonksiyonlarina goére
talasemi major ve kontrol grubunda apokE allel sikliklar1 dagilimi (14)
ApoE allel (%)

£2 €3 )
Asemptomatik (n= 88) 10 86 4
Asemptomatik-sol ventrikiil dilatasyonu olan (n=12) - 83 17
Sol kalp yetmezligi (n= 10) - 75 25
Kontrol (n=200) 13 83 4

Calismamizda ise, &4 allel siklig, sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olan beta talasemi grubu ile ve kontrol grubunda sirasi ile
%16.7 ve %6.3 olarak bulundu. Sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan
gruptaki €4 allel sikhgi, kontrol grubuna gére daha yuksekti. Ancak, &4 allel
sikliginin gruplar arasindaki farkliiginin istatistiksel analizi, ¢alismadaki

birey sayisi yeterlilik saglayamadigindan yapilamadi (Tablo XXIII).

Tablo XXIll: Calismamizda; sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu
olan ve olmayan gruplarda, apoE allel sikliklarinin dagilimi
ApoE allel (%)

€2 €3 €4
Sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu olmayanlar 115 76.9 115
(n=13)
Asemptomatik- Sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu - 83.3 16.7
olanlar (n=27)
Kontrol (n = 40) 7.5 86.3 6.3

Calismamizda €2 alleline, sol ventrikll diyastolik disfonksiyonu olan
talasemi major hasta grubunda rastlanmamistir. italyan toplumunda
yapilan galismada da bizim sonuglarimiza benzer sekilde sol ventrikil
dilatasyonu saptanan beta talasemi hastalarinda €2 alleline
rastlanmamistir (14). Bu veri, apoE2 polimorfizmine sahip kigilerde kalp
hastaligi riskininin azaldigini 6ne suren onceki ¢alismalar ile (63, 66-69)
uyumludur. Bu nedenle, c¢alismamizda kardiyak disfonksiyonu olan
hastalarda €2 allelinin bulunmamasi, buna karsilik saglikli bireylerde bu

allele rastlamis olmamiz, daha 6nceki calismalarda belirtilen e2 allelinin bu
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koruyucu Ozelliginin talasemi major hastalarinda gorulebilen sol kalp
yetmezligi gelisiminde de etkili olabileceginin bir gostergesi olarak

yorumlanabilir.

Yukarida bahsedilen iki gcalismadan bagka, kardiyak disfonksiyon ve
e4 alleli iligkisini inceleyen baska bir calisma daha mevcuttur. Bu
calismada apoE genotipleri ve kardiyak disfonksiyon arasindaki iligki ileri
yas grubunda incelenmistir. Calisma grubu sol ventrikil diyastolik
disfoksiyonunun bir ileri safhasi olan sol ventrikdl sistolik disfonksiyonu
olan yaslh bireylerden olusturulmustur. Bu c¢alismada yazar, €4 allelinin
kardiyak disfonksiyon icin bagimsiz bir risk faktord oldugunu belirtmigtir.
Yazar ayrica, sol ventrikul fonksiyonu uzerine €4 allelinin olumsuz etkisi
icin kardiyomiyositlerde apoptozis mekanizmasinin da énemli olabilecegini
vurgulamigtir. Alzheimer’da €4 allelinin, izoforma 6zgln noérotoksik etkisini
Fas aracilikli apoptozisde dahil olmak Uzere ¢esitli yollarla olusturdugu
bildiriimektedir. Kardiyomiyositlerde de Fas aracilikli apoptozis oldugu

gosterilmigtir (118).

Bleumink ve ark., g4/e4 genotipine sahip 65 yas Ustl bireylerde
kardiyak disfonksiyonun t¢ kat daha artmis oldugunu, £3/e4 genotipine
sahip bireylerde ise kardiyak disfonksiyon agisindan anlamli bir artis
olmadigini gostermiglerdir (118). Calismamizda ise, sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olan talasemi major grubundaki bireylerden bir tanesi ¢4/¢4
genotipine sahipti. Calisma grubumuzdaki 40 hastadan sadece bu birey
tedavisine devam edilirken exitus olmustu. Bu hastanin exitus nedeni

ogrenilemedi.

ApoE’nin izoforma 6zgln olarak degisen, kolesterol seviyeleri ve
ateroskleroz Uzerindeki etkisi, beta-talasemi major'daki sol ventrikil
yetmezligi ve €4 allel birlikteligini agiklayamamaktadir. Cunku;

ateroskleroz, sol ventriklil yetmezligi patofizyolojisinin bir gostergesi
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degildir (15). Ayrica talasemi major olan hastalarda lipid metabolizma

bozuklugu siklikla gdzlenen bir durum degildir (118, 119).

Economou-Petersen ve ark. ile Ferrara ve ark. nin yaptiklar
c¢alismalarda, sol ventrikll dilatasyonu olan hastalarin %12.3 ve %17’sinde
g4 alleli saptanmistir (14, 15). Bu oranlarin ylksek olmamasi talasemi
major hastalarinda kardiyak komplikasyonlarin gelisiminde, transflizyon
sayisi, demir birikimi, selasyon tedavileri ve viral miyokardiyal inflamasyon
gibi diger genetik ve cevresel faktorlerin de rol oynayabilecegini

dusundirmektedir.

Sonug¢ olarak, sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu gelisimininde
apoE polimorfizminin tek bagina etkili olmadigi gorusundeyiz. Ancak, &4
alleline, sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major
hastalarinda daha sik rastlanmaktadir. Bu sonug, &4 alleli tasiyan sol
ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major hastalarinin, &4 allel
tasimayan hastalara gore sol kalp yetmezligi gelisimi agisindan daha
yuksek risk altinda olduklari gérisund ortaya ¢ikartmaktadir. Bu nedenle,
€4 alleli tasiyan sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major
hastalarinin kardiyak fonksiyonlari agisindan daha siki takip edilmeleri

gerektigini dugsunmekteyiz.
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SONUCLAR

. 40 talasemi major hastasi ve 40 kontrol bireyinin apoE genotipleri
saptandi. Talasemi major grubu ile kontrol gruplari arasinda yas ve
cinsiyet olarak fark yoktu. Talasemi major grubunun boy ve
agirliklari kontrol grubuna goére dusuk bulundu (p=0.0001).

. Ekokardiyografik degerlendirme sonucu talasemi  major
hastalarinin = %67’sinde sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu
saptandi.

. Talasemi major hastalarinda, ortalama ferritin dizeyi 4358 + 1912
ng/ml, ortalama tani koyulma yasi 15.7 + 19.4 ay, ortalama ilk
transflzyona baslanma yasi 15.9 + 19.3 ay idi.

. €3/e3 genotipi, talasemi major ve kontrol gruplarinda sirasiyla
%67.5 ve %75 sikhginda bulundu. £2/e2 genotipine her iki grupta,
e4/e4 genotipine ise kontrol grubunda rastlanmadi.

. Talasemi major ve kontrol gruplari arasinda, genotipinde ¢4 alleli
iceren ve icermeyen bireylerin sikliklari agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklihk saptanmadi (p=0.161).

. €3 alleli, talasemi major ve kontrol gruplarinda sirasiyla %81.3 ve
%86.3 sikliginda bulundu. Kontrol grubunda &2 alleli (%7.5),
talasemi major grubunda &4 alleli (%15) ikinci siklikta bulunan
allellerdi.

. Sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major grubunda,
e2/e2, €2/e3, €2/e4 genotiplerine rastlanmadi. Sol ventrikul diyastolik
disfonksiyonu olan talasemi major grubundaki bireylerden bir tanesi
e4/e4 genotipine sahipti.

. Sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu olan ve sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olmayan gruplar arasinda, genotipinde ¢4 alleli iceren
ve icermeyen bireylerin sikliklari agisindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmadi (p=0.147).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Sol ventrikll diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major hasta
grubunda, €2 alleli mevcut degildi. €3 alleli, sol ventrikll diyastolik
disfonksiyonu olan ve olmayan gruplarinda sirasiyla %83.3 ve %84
sikhginda bulundu. ¢4 alleli ise, sol ventrikul diyastolik
disfonksiyonu olan ve olmayan gruplarda sirasiyla %16.7 ve %7.5
sikhginda bulundu. Sol ventrikll diyastolik disfonksiyonu olan ve
olmayan gruplar arasinda allel sikliklari acgisindan istatistiksel
olarak anlamhlik saptandi (p=0.025). Bu anlamlihgin sol ventrikul
diyastolik disfonksiyonu olan grupta, €2 allelinin mevcut
olmamasindan kaynaklandigi istatistiksel olarak saptandi. €4 allel
sikh@ginin gruplar arasindaki farkhliginin istatistiksel analizi,
calismadaki birey sayisi yeterlilik saglayamadigindan yapilamadi.

Ferritin duzeyleri 2500 ng/ml'den dusuk olan talasemi major
bireylerinde, €2 allelinin bulundugu €2/¢2, €2/e3, €2/¢4 genotiplerine
rastlanmadi.

Talasemi major olan hastalarda, ferritin dizeyleri 2500 ng/ml’den
dusuk ve 2500 ng/ml'den yuksek olan, genotipinde €4 alleli iceren
ve icermeyen bireylerin sikliklari agisindan istatistiksel olarak
anlamh fark saptanmadi (p=1.000).

Ferritin duzeyleri 2500 ng/ml'den dusuk olan talasemi major
grubunda €2 alleli mevcut degildi.

Talasemi major olan hastalarda, sol ventrikil diyastolik
disfonksiyonu olan bireylerin, sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu
olmayan bireylere gore, ferritin dlzey ortalamalari daha ylksek
bulundu.  Gruplar arasinda ferritin  duzey ortalamalari
karsilagtinldiginda, bu yukseklik istatistiksel olarak anlamli olarak
saptanmadi (p=0.648).

Talasemi major grubunda, genotipinde €4 alleli igeren bireylerin
ferritin  dizey ortalamalari, genotipinde €4 alleli igermeyen
bireylerin ferritin dlzey ortalamalarina gére daha dusik bulundu.
Gruplar arasinda ferritin dizey ortalamalari karsilastirildiginda, bu

dugukluk istatistiksel olarak anlamli olarak saptanmadi (p=0.715).
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OZET

Talasemi major hastalarinin  ¢ogunda, gerek vyapilan kan
transfuzyonlarina, gerekse gastrointestinal sistemden artmis demir emilimine
bagli olarak olugsan kronik ve asiri demir birikimi nedeni ile dalak, kemik iligi,
karaciger, endokrin bezler, kalp gibi hemen hemen tium organlarda iglev

bozukluklari gelismektedir .

Kalpte, serbest radikaller ve antioksidan mekanizma arasindaki
dengesizlik mitokondri i¢ zarindaki elektron transport zincirinde bozulmaya
neden olmakta bu da Kklinik olarak olumcul kardiyomiyopati olarak

gOzlenen anormal enerji metabolizmasi ile sonuglanmaktadir .

Talasemi major hastalarinda en sik oOlum nedeni kardiyak
komplikasyonlardir. Bu hastalarda erken donemde diyastolik, ge¢

donemde sistolik kalp yetmezIigi gelismektedir .

Selasyon tedavilerinden hastalarin ¢ogu yarar gorse de, tedaviye
ragmen bazi hastalarda organ yetmezligi gelismekte ve hastalar organ

yetmezlikleri nedeniyle 6lmektedirler.

ApoE izoformlarinin beta talasemili major hastalarinda sol kalp
yetmezligi gelisimi icin bir risk faktdérli olabilecegi goérisu 6ne

surulmektedir.

Calismamizda; Denizli ilindeki 40 talasemi major hastasi ve 40
kontrol bireyinde PCR ve RFLP ydntemleri kullanarak apoE polimorfizm
genotiplerini saptadik. Talasemi major hastalarinda en sik dlum nedeni
olan kardiyak fonksiyon bozuklugu ile apoE polimorfizmi arasindaki

muhtemel iligkiyi arastirdik.
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Talasemi hastalarini Amerikan Ekokardiyografi Dernegi (ASE)
kriterlerine gore, diyastolik disfonksiyonu olanlar ve olmayanlar olarak iki
gruba ayirdik. Ekokardiyografik degerlendirme sonucu talasemi major
hastalarinin  %67’sinde (n=27) sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu
saptandi. Bu gruplar ile kontrol grubu arasindaki apoE genotipleri ve

allelleri sikhiklarini kargilagtirdik.

Calismamizda; €4 allel sikhgi, sol ventrikul diyastolik disfonksiyonu
olan talasemi major ve sol ventrikll diyastolik disfonksiyonu olmayan
kontrol gruplarinda sirasiyla %16.7 ve %6.3 olarak bulundu. Sol ventrikul
diyastolik disfonksiyonu olan gruptaki 4 allel sikhgi, kontrol grubuna gore
daha yuksekti. €2 alleline, sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan

talasemi major hasta grubunda rastlanmadi.

Sonug olarak; talasemi major hastalarinda sol ventrikul diyastolik
disfonksiyonu gelisimininde apoE polimorfizminin tek basina etkili olmadigi
goérusundeyiz. Calismamizda kardiyak disfonksiyonu olan hastalarda €2
allelinin bulunmamasi, buna karsilik saglikli bireylerde bu allele rastlamig
olmamiz, daha Onceki calismalarda belirtilen &2 allelinin bu koruyucu
Ozelliginin talasemi major hastalarinda goérilebilen sol kalp yetmezligi
gelisiminde de etkili olabileceginin bir gostergesi olarak yorumlanabilir. ¢4
alleline, sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major
hastalarinda daha sik rastlanmaktadir. €4 alleli tasiyan sol ventrikll
diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major hastalari sol kalp yetmezligi
geligsimi agisindan daha yuksek risk altindadirlar. Bu nedenle, €4 alleli
tasiyan sol ventrikil diyastolik disfonksiyonu olan talasemi major
hastalarinin kardiyak fonksiyonlari agisindan daha siki takip edilmeleri

gerektigini dusinmekteyiz.
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SUMMARY

In a majority of thalassemia major patients, organ dysfunctions such
as in spleen, liver, endocrine glands, heart are seen as a result of chronic
and excess iron accumulation. The causes of the ironoverload are the
repeated blood transfusions and increased iron absorption from the

gastrointestinal system.

In heart, the imbalance in free oxygen radicals and antioxidant
system causes an impairment in the electron transport chain in
mitochondrial membrane, causing impaired enegy metabolism which leads

to cardiomyopathy.

Cardiac complications are the major cause of death in patients with
thalassemia major. Diastolic dysfunction is an early event in these patients

while systolic dysfunction is the late phase complication.

Though most of the patients benefit from the iron chelation therapy,

some patients may die because of the organ failure.

It was proposed that apo E isoforms might be a risk factor in the
development of left ventricular dysfunction in patients with beta-

thalassemia major patients.

In the present study we detected the apo E polymorphism by PCR-
RFLP in 40 thalassemia major patients and 40 control subjects in Denizli.
We investigated the possible relationship among apo E polymorphism and
cardiac dysfunction which is the leading cause in thalassemia major

patients.
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The patients with thalassemia major were arranged in two groups
according to the American Association of Echocardiography (ASE) as with
diastolic dysfunction and without diastolic dysfunction. In 67% (n=27) of
thalassemia major patients with diastolic dysfunction was detected by
echochardiographic evaluation. The frequencies of apoE genotypes and

alleles were compared to those of the controls.

The &4 allel frequencies in thalassemia major patients with left
ventricular diastolic dysfunction and control group without left ventricular
diastolic dysfunction were 16.7% and 6.3% respectively. The &4 allel
frequency in thalassemia major patients with left ventricular diastolic
dysfunction was higher than the frequence in control group. In this study

€2 allel was not detected in the patients with diastolic dysfunction.

As a result; solely apo E polymorphism is not responsible for the
development of left ventricular dysfunction in thalassemia major patients. It
can be proposed that the detection of €2 allel in healthy population and
lacking in patients with cardiac dysfunction might be an indicator of the
importance of &2 allel in the prevention of left heart failure in thalassemia
major patients. &4 allel is frequent in thalassemia major patients with
diastolic dysfunction; thalassemia patients with diastolic dysfunction
having €4 allel are in a higher risk of left heart failure. ¢4 allel carrier
thalassemia major patients with left ventricular dysfunction should be

considered carefully for the cardiac functions.

61



KAYNAKLAR

1- Lukens JN. The thalassemias and related disorders: quantitative
disorders of hemoglobin synthesis. In: Lee GJ, Foerster J, Lukens J,
Paraskevas F, Greer JP, Rodgers GM, eds. Wintrobe's Clinical
Hematology. Baltimore: Williams Wilkins, 1999: 1405-1448.

2- Gumriik F. Hemoglobin ve hemoglobinopatiler. In: ilicin G, Biberoglu K,
Sileymanlar G, Unal S, eds. i¢ Hastaliklari. Ankara: Giines Kitabevi,
2003: 1843-1854.

3- Forget BG. Thalassemia Syndromes. In: Nathan DG, Orkin SH,
Ginsburg D, Look AT, eds. Nathan and Oski’'s Hematology of Infancy and
Childhood. Philadelphia: WB Saunders, 2003: 485-510.

4- Halliwell B. The role of oxygen radicals in human disease, with
particular reference to the vascular system. Haemostasis 1993; 1: 118-
126.

5- Hahalis G, Alexopoulos D, Kremastinos DT, Zoumbos NC. Heart failure
in beta-thalassemia syndromes: a decade of progress. Am J Med 2005;
118: 957-967.

6- Kassab-Chekir A, Laradi S, Ferchichi S, Haj Khelil A, Feki M, Amri F,
Selmi H, Bejaoui M, Miled A. Oxidant, antioxidant status and metabolic
data in patients with beta-thalassemia. Clin Chim Acta 2003; 338: 79-86.

7- Chen YY, Ho KP, Xia Q, Qian ZM. Hydrogen peroxide enhances iron-

induced injury in isolated heart and ventricular cardiomyocyte in rats. Mol
Cell Biochem 2002; 231: 61-68.

62


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Hahalis+G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Alexopoulos+D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kremastinos+DT%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Zoumbos+NC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11952166&query_hl=22

8- Filosa A, Valgimigli L, Pedulli GF, Sapone A, Maggio A, Renda D,
Scazzone C, Malizia R, Pitrolo L, Lo Pinto C, Borsellino Z, Cuccia L, Capra
M, Canistro D, Broccoli M, Soleti A, Paolini M. Quantitative evaluation of
oxidative stress status on peripheral blood in beta-thalassaemic patients
by means of electron paramagnetic resonance spectroscopy.
Br J Haematol 2005; 131: 135-140.

9- Anderson LJ, Holden S, Davis B, Prescott E, Charrier CC, Bunce NH,
Firmin DN, Wonke B, Porter J, Walker JM, Pennell DJ. Cardiovascular
T2-star (T2*) magnetic resonance for for the early diagnosis of myocardial
iron overload. Eur Heart J 2001; 22: 2171-2179.

10- Borgna-Pignatti C, Rugolotto S, De Stefano P, Piga A, Di Gregorio F,
Gamberini MR, Sabato V, Melevendi C, Cappellini MD, Verlato G. Survival
and disease complications in thalassemia major. Ann N Y Acad Sci 1998;
850: 227-230.

11- Spirito P, Lupi G, Melevendi C, Vecchio C. Restrictive diastolic
abnormalities identified by doppler echocardiography in patients with
thalassemia major. Circulation 1990; 82: 88-94.

12- Lau KC, Li AM, Hui PW, Yeung CY. Left ventricular function in beta
thalassemia major. Arch Dis Child 1989; 64: 1046-1051.

13- Kremastinos DT, Tiniakos G, Theodorakis GN. Myocarditis in B
Thalassemia major. Circulation 1995; 91: 66-71.

14- Ferrara M, Matarese SM, Francese M, Borrelli B, Coppola L, Coppola
A, Larussi D, Esposito L. Role of apolipoprotein E polymorphism on left
cardiac failure in homozygous beta thalassaemic patients. Br J Haematol
2001; 114: 959-960.

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16173974&query_hl=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16173974&query_hl=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=16173974&query_hl=23
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11564097&query_hl=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=11564097&query_hl=25

15- Economou-Petersen E, Aessopos A, Kladi A, Flevari P, Karabatsos F,
Fragodimitri C, Nicolaidis P, Vrettou H, Vassilopoulos D, Karagiorga-
Lagana M, Kremastinos DT, Petersen MB. Apolipoprotein E epsilon 4
allele as a genetic risk factor for left ventricular failure in homozygous
beta-thalassemia. Blood 1998; 92: 3455-3459.

16. Bhagavan NV. Medical Biochemistry. Boston: Jones and Bartlett
Publishers, 1992.

17- Murray RK, Mayes PA, Granner DK, Rodwell VW. Harper's
Biochemistry. Large Medical Publications, 1990.

18- Burtis CA, Ashwood ER. Fundamentals of clinical chemistry. In: Stein
EA, Myers GL, eds. Lipids, apolipoproteins and lipoproteins. Philadelphia:
Saunders Company, 1996: 375-401.

19- Zubay G. Biochemistry. Brown Publishers, 1993.

20- Baynes J, Dominiczah MH. Medical Biochemistry. Mosby, 1999.

21- Jackson RC, Gotto AM. Phospholipids in biology and medicine. N Eng
J Med 1974; 290: 24-29.

22- Davidson MH. The Mobile Lipid Clinic. A Companion Handbook.
Philadelphia: Lippincott Williams Wilkins, 2002.

23- Kelley WN. Textbook of Internal Medicine. In: Rader DS, ed. Disorders
of lipid metabolism. Lippincott Raven, 1997: 77-89.

24- Burtis C, Ashwood ER. Tietz Fundamentals of Clinical Chemistry.

Aslan D, ed. Tietz Klinik Kimyada Temel ilkeler. Ankara: Palme Yayinclilik,
2005.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9787187&query_hl=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9787187&query_hl=25
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=9787187&query_hl=25

25- Mahley RW. Apolipoprotein E: cholesterol transport protein with
expanding role in cell biology. Science 1988; 240: 622—-630.

26- Helisalmi S. Molecular genetics of alzheimer's disease with special
emphasis on presenilin, amyloid beta precursor protein and apolipoprotein

E genes. http: //www.uku.fi/neuro/44the.htm, (Erisim: Kasim 2005).

27- Mahley RW, Huang Y. Apolipoprotein E: from atherosclerosis to
Alzheimer's disease and beyond. Curr Opin Lipidol 1999; 10: 207-217.

28- Rall SC, Weisgraber KH, Mahley RW. Human apolipoprotein E. The
complete amino acid sequence. J Biol Chem 1982; 257: 4171-4178.

29- Weisgraber KH. Apolipoprotein E: structure-function relationships. Adv
Protein Chem 1994; 45: 249-302.

30- Weisgraber KH, Mahley RW. Human apolipoprotein E: the alzheimer's
disease connection. Faseb J 1996; 10: 1485—1494.

31- Garner B. Structure function relationship of apolipoprotein E
oligosaccharides.http://www.bmsf.unsw.edu.au/research/projects/apoE.ht
ml, (Erisim: Kasim 2005).

32- Aggerbeck LP, Wetterau JR, Weisgraber KH, Wu CS, Lindgren FT.
Human apolipoprotein E3 in aqueous solution. Il. Properties of the amino-
and carboxyl-terminal domains. J Biol Chem 1988; 263: 6249-6258.

33- Wetterau JR, Aggerbeck LP, Rall SC Jr , Weisgraber KH. Human

apolipoprotein E3 in aqueous solution. |. Evidence for two structural
domains. J Biol Chem 1988; 263: 6240—6248.

65



34- Wilson C, Wardell MR, Weisgraber KH, Mahley RW, Agard DA. Three-
dimensional structure of the LDL receptor-binding domain of human
apolipoprotein E. Science 1991; 252: 1817-1822.

35- Dong LM, Parkin S, Trakhanov SD, Rupp B, Simmons T, Arnold KS,
Newhouse YM, Innerarity TL, Weisgraber KH. Novel mechanism for
defective receptor binding of apolipoprotein E2 in type Il
hyperlipoproteinemia. Nat Struct Biol 1996; 3: 718-722.

36- Dong LM, Wilson C, Wardell MR, Simmons T, Mahley RW,
Weisgraber KH, Agard DA. Human apolipoprotein E. Role of arginine 61 in
mediating the lipoprotein preferences of the E3 and E4 isoforms. J Biol
Chem 1994; 269: 22358-22365.

37- Wilson C, Mau T, Weisgraber KH, Wardell MR, Mahley RW, Agard
DA. Salt bridge relay triggers defective LDL receptor binding by a mutant
apolipoprotein. Structure 1994; 2: 713-718

38- Mahley RW, Huang Y, Rall SC Jr. Pathogenesis of type lli
hyperlipoproteinemia (dysbetalipoproteinemia): questions, quandaries,
and paradoxes J Lipid Res 1999; 40: 1933-1949.

39- De Bellis G, Salani G, Panigone S, Betti F, Invernizzi L, Luzzana M.
Apolipoprotein E genotyping by capillary electrophoretic analysis of
restriction fragments. Clin Chem 1997; 43: 1321-1324.

40- Mahley RW, Rall SC Jr. Apolipoprotein E: Far more than a lipid
transport protein. Annu Rev Genomics Hum Genet 2000; 1: 507-537.

66



41- Schneider WJ, Kovanen PT, Brown MS, Goldstein JL, Utermann G,
Weber W, Havel RJ, Kotite L, Kane JP, Innerarity TL, Mahley RW. Familial
dysbetalipoproteinemia. Abnormal binding of mutant apoprotein E to low
density lipoprotein receptors of human fibro-blasts and membranes from
liver and adrenal of rats, rabbits, and cows. J Clin Invest 1981; 68: 1075—
1085.

42- Weisgraber KH, Innerarity TL, Mahley RW. Abnormal lipoprotein
receptor-binding activity of the human E apoprotein due to cysteine-
arginine interchange at a single site. J Biol Chem 1982; 257: 2518-2521.

43- Innerarity TL, Weisgraber KH, Arnold KS, Rall SC Jr , Mahley RW.
Normalization of receptor binding of apolipoprotein E2. Evidence for
modulation of the binding site conformation. J Biol Chem 1984; 259:
7261-7267.

44- Mahley RW, Ji ZS. Remnant lipoprotein metabolism: key pathways
involving cell-surface heparan sulfate proteoglycans and apolipoprotein E.
J Lipid Res 1999; 40: 1-16.

45- Mahley RW, Weisgraber KH, Farese RV. Disorders of lipid
metabolism. In: JD Wilson, DW Foster, HM Kronenberg, PR Larsen, eds.
Williams Textbook of Endocrinology. Philadelphia: Saunders. 1998: 1099—
1153.

46- Herz J. The LDL receptor related protein portrait of a multifunctional
receptor. Curr Opin Lipidol 1993; 4: 107-113.

47- Herz J, Willnow TE. Functions of the LDL receptor gene family. Ann
NY Acad Sci 1994; 737: 14-19.

67



48- Mahley RW, Innerarity TL. Lipoprotein receptors and cholesterol
homeostasis. Biochim Biophys Acta 1983; 737: 197-222.

49- Cooper AD. Hepatic uptake of chylomicron remnants. J Lipid Res
1997; 38: 2173-2192.

50- Huang Y, Liu XQ, Rall SC Jr, Mahley RW. Apolipoprotein E2 reduces
the low density lipoprotein level in transgenic mice by impairing lipoprotein
lipase-mediated lipolysis of triglyceride-rich lipoproteins. J Biol Chem
1998; 273: 17483-17490.

51- Huang Y, Liu XQ, Rall SC Jr, Taylor JM, von Eckardstein A, Assmann
G, Mahley RW. Overexpression and accumulation of apolipoprotein E as a
cause of hypertriglyceridemia. J Biol Chem 1998; 273: 26388—-26393.

52- Jong MC, Dahlmans VE, van Gorp PJ, Breuer ML, Mol MJ, van der
Zee A, Frants RR, Hofker MH, Havekes LM. Both lipolysis and hepatic
uptake of VLDL are impaired in transgenic mice coexpressing human
apolipoprotein E*3Leiden and human apolipoprotein C1. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1996; 16: 934—-940.

53- Rensen PCN, van Berkel TJC. Apolipoprotein E effectively inhibits
lipoprotein lipase-mediated lipolysis of chylomicron-like triglyceride-rich
lipid emulsions in vitro and in vivo. J Biol Chem 1996; 271: 14791-14799.

54- Huang Y, Ji ZS, Brecht WJ, Rall SC Jr , Taylor JM, Mahley RW.
Overexpression of apolipoprotein E3 in transgenic rabbits causes
combined hyperlipidemia by stimulating hepatic very low density
lipoprotein (VLDL) production and impairing VLDL lipolysis. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1999; 19: 2952-2959.

68


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=8696956&query_hl=12&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=8696956&query_hl=12&itool=pubmed_docsum

55- Van Dijk KW, Van Vlijmen BJM, Van't Hof HB, Van der Zee A,
Santamarina-Fojo S, Van Berkel TJ, Havekes LM, Hofker MH. In LDL
receptor-deficient mice, catabolism of remnant lipoproteins requires a high
level of apoE but is inhibited by excess apoE. J Lipid Res 1999; 40: 336—
344.

56- Huang Y, von Eckardstein A, Wu S, Maeda N, Assmann G. A plasma
lipoprotein containing only apolipoprotein E and with gamma mobility on
electrophoresis releases cholesterol from cells. Proc Natl Acad Sci USA
1994; 91: 1834-1838.

57- Utermann G, Hees M, Steinmetz A. Polymorphism of apolipoprotein E
and occurrence of dysbetalipoproteinaemia in man. Nature 1977; 269:
604—-607.

58- Olivieri NF, Nathan DG, MacMillan JH, Wayne AS, Liu PP, McGee A,
Martin M, Koren G, Cohen AR. Survival in medically treated patients with
homozygous beta-thalassemia. N Engl J Med 1994; 331: 574-578.

59- Zannis VI, Breslow JL, Utermann G, Mahley RW, Weisgraber KH,
Havel RJ, Goldstein JL, Brown MS, Schonfeld G, Hazzard WR, Blum C.
Proposed nomenclature of apoE isoproteins, apoE genotypes, and
phenotypes. J Lipid Res 1982; 23: 911-914.

60- Zannis VI, Breslow JL. Human very low density lipoprotein
apolipoprotein E isoprotein polymorphism is explained by genetic variation

and posttranslational modification. Biochemistry 1981; 20: 1033-1041.
61- Gerdes LU, Gerdes C, Hansen PS, Klausen IC, Faergeman O,

Dyerberg J. The apolipoprotein E polymorphism in Greenland Inuit in its
global perspective. Hum Genet 1996; 98: 546-550.

69



62- Mahley RW, Rall SC Jr. Type Il hyperlipoproteinemia
(dysbetalipoproteinemia): the role of apolipoprotein E in normal and
abnormal lipoprotein metabolism. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS,
Valle D, eds. The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease.
New York: McGraw-Hill, 1995: 1953—-1980.

63- Davignon J, Gregg RE, Sing CF. Apolipoprotein E polymorphism and

atherosclerosis. Arteriosclerosis 1988; 8: 1-21.

64- Sing CF, Davignon J. Role of the apolipoprotein E polymorphism in
determining normal plasma lipid and lipoprotein variation. Am J Hum
Genet 1985; 37: 268-285.

65- Utermann G. Genetic polymorphism of apolipoprotein E impact on
plasma lipoprotein metabolism. In: Crepaldi G, Tiengo A, Baggio G, eds.
Diabetes, Obesity and Hyperlipidemias. Amsterdam: Elsevier Science,
1985: 1-28.

66- Menzel H-J, Kladetzky R-G, Assmann G. Apolipoprotein E
polymorphism and coronary artery disease. Arteriosclerosis 1983; 3: 310—
315.

67- Stengard JH, Zerba KE, Pekkanen J, Ehnholm C, Nissinen A, Sing
CF. Apolipoprotein E polymorphism predicts death from coronary heart
disease in a longitudinal study of elderly Finnish men. Circulation 1995;
91: 265-269.

68- Utermann G, Kindermann I, Kaffarnik H, Steinmetz A. Apolipoprotein
E phenotypes and hyperlipidemia. Hum Genet 1984; 65: 232-236.

70



69- Utermann G, Steinmetz A, Weber W. Genetic control of human
apolipoprotein E polymorphism: comparison of one- and two-dimensional

techniques of isoprotein analysis. Hum Genet 1982; 60: 344-351.

70- Mahley RW, Huang Y, Rall SC Jr. Pathogenesis of type i
hyperlipoproteinemia (dysbetalipoproteinemia): questions, quandaries,
and paradoxes. J Lipid Res 1999; 40: 1933—-1949.

71- Desai AK, Grossberg GT. Diagnosis and treatment of alzheimer’s
disease. Neurology 2005; 64: 34-39.

72- Yip AG, McKee AC, Green RC, Wells J, Young H, Farrer LA. ApoE,
vascular pathology and the AD brain. Neurology 2005; 65: 259-265.

73- Lavados M, Farias G, Rothhammer F, Guillon M, Mujica MC, Maccioni
C, Maccioni RB. ApoE alleles and tau markers in patients with different
levels of cognitive impairment. Archives of Medical Research 2005; 36:
474-479.

74- Nierenberg J, Pomara N, Hoptman MJ, Sidtis JJ, Ardekani BA, Lim
KO. Abnormal white matter integrity in healthy apolipoprotein E epsilon4
carriers. Neuroreport 2005; 16: 1369-1372.

75- Cuthbert JA, Lipsky PE. Modulation of human lymphocyte responses
by low density lipoproteins (LDL): enhancement but not immuno-
suppression is mediated by LDL receptors. Proc Natl Acad Sci 1984; 81:
4539-4543.

76- Harmony JAK, Akeson AL, McCarthy BM, Morris RE, Scupham DW,
Grupp SA. Immunoregulation by plasma lipoproteins. In: AM Scanu, AA
Spector, eds. Biochemistry and Biology of Plasma Lipoproteins. New York:
Marcel Dekker, 1986: 403—452.

71


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=JournalURL&_cdi=6182&_auth=y&_acct=C000050262&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1010270&md5=e4bb048704409062ce05bab269215fa9

77- Kelly ME, Clay MA, Mistry MJ, Hsieh-Li H-M, Harmony JAK.
Apolipoprotein E inhibition of proliferation of mitogen-activated T
lymphocytes: production of interleukin 2 with reduced biological activity.
Cell Immunol 1994; 159: 124-139.

78- ltzhaki RF, Lin W-R, Shang D, Wilcock GK, Faragher B, Jamieson GA.
Herpes simplex virus type 1 in brain and risk of alzheimer's disease.
Lancet 1997; 349: 241-244.

79- Roselaar SE, Daugherty A. Apolipoprotein E-deficient mice have
impaired innate immune responses to Listeria monocytogenes in vivo. J
Lipid Res 1998; 39: 1740-1743.

80- Sinnis P, Willnow TE, Briones MRS, Herz J, Nussenzweig V. Remnant
lipoproteins inhibit malaria sporozoite invasion of hepatocytes. J Exp Med
1996; 184: 945-954.

81- Ishigami M, Swertfeger DK, Granholm NA, Hui DY. Apolipoprotein E
inhibits platelet-derived growth factor-induced vascular smooth muscle
cell migration and proliferation by suppressing signal transduction and
preventing cell entry to G4 phase. J Biol Chem 1998; 273: 20156-20161.

82- Majack RA, Castle CK, Goodman LV, Weisgraber KH, Mahley RW,
Shooter EM, Gebicke-Haerter PJ. Expression of apolipoprotein E by
cultured vascular smooth muscle cells is controlled by growth state. J Cell
Biol 1988; 107: 1207-1213.

83- D'Arcangelo G, Homayouni R, Keshvara L, Rice DS, Sheldon M,

Curran T. Reelin is a ligand for lipoprotein receptors. Neuron 1999; 24:
471-479.

72



84- Hiesberger T, Trommsdorff M, Howell BW, Goffinet A, Mumby MC.
Direct binding of reelin to VLDL receptor and apoE receptor 2 induces
tyrosine phosphorylation of disabled-1 and modulates tau phosphorylation.
Neuron 1999; 24: 481-489.

85- Trommsdorff M, Borg J-P, Margolis B, Herz J. Interaction of cytosolic
adaptor proteins with neuronal apolipoprotein E receptors and the amyloid
precursor protein. J Biol Chem 1998; 273: 33556—33560.

86- Ji ZS, Pitas RE, Mahley RW. Differential cellular accumulation/ reten-
tion of apolipoprotein E mediated by cell surface heparan sulfate
proteoglycans. Apolipoproteins E3 and E2 greater than E4. J Biol Chem
1998; 273: 13452—-13460.

87- Etiology of Microcytosis and Hypochromia. http://serpins.med.unc.edu
/~fcc/Biology134_ Folder/Scans/Handouts_ 01/9_12Thalas.pdf, (Erisim:
Kasim 2005).

88- Quirolo K, Vichinsky E. Hemoglobin Disorders. In: Behrman RE,
Kliegman RM, Jenson HB, eds. Nelson Textbook of Pediatrics.
Philadelphia: WB Saunders, 2004: 1623-1634.

89- Aksoy M, Kutlar A, Kutlar F, Dincol G, Erdem S, Bastesbihci S. Survey
on haemoglobin variants, beta thalassaemia, glucose-6-phosphate
dehydrogenase deficiency, and haptoglobin types in Turks from western
thrace. J Med Genet 1985; 22: 288-290.

90- Yildiz S, Atalay A, Bagci H, Atalay EOQ. Beta-thalassemia mutations in
Denizli province of Turkey. Turk J Haematol 2005; 22: 19-23.

73


http://serpins.med.unc.edu/

91- Yildirmak Y, Kemahli S, Dinger N, Hasanoglu A, Biberoglu G, Cin S,
Arcasoy A. Hyperzincuria and selective aminoaciduria in thalassemia. The

Journal of Trace Elements in Experimental Medicine, 2000; 13: 199-204.

92- Weatheral DJ. The Thalassemias. In: Wiliams WJ, Beutler E,
Lichtman MA, Coller BS, Kips TJ, eds. William’s Hematology. New York:
Mc Graw-Hill, 1995: 581-615.

93- Orkin SH, Nathan DG. The thalassemias. In: Nathan DG, Oski FA,
eds. Hematology of infancy and childhood. Philadelphia: WB Saunders,
2003: 842-920.

94- Lanzkowsky P. Manuel of Pediatric Hematology and Oncology. Los
Angeles: OPAMP Technical Books, 2000.

95- Beutler E, Hoffbrand AV, Cook JD. Iron Deficiency and Overload.
Hematology (Am Soc Hematol Educ Program) 2003; 40-61.

96- Papanikolaou G, Pantopoulos K. Iron metabolism and toxicity. Toxicol
Appl Pharmacol 2005; 202: 199-211.

97- Jessup M, Manno CS. Diagnosis and management of iron-induced
heart disease in Cooley's anemia. Ann NY Acad Sci 1998; 850: 242-50.

98- Seymen HO, Ozcelik D, Giilyasar T, Mengi M, Seymen P, Yigit G.
Effect of iron overloading on the tissue levels of iron. Cerrahpasa J Med
1999; 30: 207-213.

99- Kukreja RC, Hess ML. The oxygen free radical system: From

equations through membrane-protein interactions to cardiovascular injury
and protection. Cardiovasc Res 1992; 26: 641-655.

74



100- Koppenol WH. Facts and Fiction in Free Radical Biochemistry: The
Haber-Weiss Cycle. http://www.medicine.uiowa.edu/frrb/SRFRS/ SRFRS-
papers/SRFRS-2000-KoppenolW.pdf, (Erisim: Kasim 2005).

101- Pearliman AS, Gardin JM, Martin RP, Parisi AF, Popp RL, Quinones
MA, Stevenson JG. Guidelines for optimal physician training in
echocardiography. Recommendations of the American Society of
Echocardiography Committee for Physician Training in Echocardiography.
Am J Cardiol 1987; 60: 158-163.

102- Sahn DJ, DeMaria A, Kisslo J, Weyman A. Recommendations
regarding quantitation in M-mode echocardiography: results of a survey of

echocardiographic measurements. Circulation 1978; 58: 1072-1083.

103- Schiller NB, Shah PM, Crawford M, DeMaria A, Devereux R,
Feigenbaum H, Gutgesell H, Reichek N, Sahn D, Schnittger I, et al.
American Society of Echocardiography Committee on standards,
Subcommittee on Quantitation of Two-Dimensional Echocardiograms:
Recommendations for quantitation of the left ventricle by two-dimensional
echocardiography. J Am Soc Echocardiogr 1989; 2: 358-367.

104- Sambrook J, Russell D. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

105- Hixon JE, Vernier DT. Restriction isotyping of the human
apolipoprotein E by gene amplification and cleavage with Hhal. J Lipid Res
1990; 31: 545-548.

106- Ferrara M, Matarese SM, Borrelli B, Perrotta A, Simeone G, Greco N,

Larussi D, Esposito L. Cardiac involvement in beta-thalassemia major and
beta-thalassemia intermedia. Hemoglobin 2004; 28: 123-129.

75



107- Spirito P, Lupi G, Melevendi C, Vecchio C. Restrictive diastolic
abnormalities identified by doppler echocardiography in patients with

thalassemia major. Circulation 1990; 82: 88-94.

108- Lau KC, Li AM, Hui PW, Yeung CY. Left ventricular function in beta
thalassemia major. Arch Dis Child 1989; 64: 1046-1051.

109- Hershko C. Mechanism of iron toxicity and its possible role in red cell
membrane damage. Sem Hematol 1989; 26: 277-285.

110- Cohen AR, Galanello R, Pennell DJ, Cunningham MJ, Vichinsky E.
Thalassemi. Hematology (Am Soc Hematol Educ Program) 2004; 14-34.

111- Marcus RE, Davies SC, Bantock HM, Underwood SR,Walton S,
Huehns ER. Desferrioxamine to improve cardiac function in
ironoverloaded patients with thalassaemia major. Lancet 1984; 1. 392-
393.

112- Miyata M, Smith JD. Apolipoprotein E allele-specific antioxidant
activity and effects on cytotoxicity by oxidative insults and b-amyloid
peptides. Nat Genet 1996; 4: 55-61.

113- Pham T, Kodvawala A, Hui DY. The receptor binding domain of
apolipoprotein E is responsible for its antioxidant activity. Biochemistry

2005; 20: 7577-7582.

114- Sabbah HN. Apoptotic cell death in heart failure. Cardiovasc Res
2000; 45: 704-712.

115- Hare JM. Oxidative stress and apoptosis in heart failure progression.
Circ Res 2001; 89: 198-200.

76


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kodvawala+A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Hui+DY%22%5BAuthor%5D

116- Attila G, Acarturk E, Eskandari G, Akpinar O, Tuli A, Kanadasi M,
Kayrin L. Effects of apolipoprotein E genotypes and other risk factors on
the development of coronary artery disease in Southern Turkey. Clin Chim
Acta. 2001; 312: 191-196.

117- Duzenli S, Pirim |, Gepdiremen A, Deniz O. Apolipoprotein E
polymorphism and stroke in a population from eastern Turkey. J
Neurogenet. 2004; 18: 365-375.

118- Bleumink GS, van Duijn CM, Kingma JH, Witteman JC, Hofman A,
Stricker BH. Apolipoprotein E epsilon4 allele is associated with left
ventricular systolic dysfunction. Am Heart J 2004; 147: 685-689.

119- Chrysohoou C, Panagiotakos DB, Pitsavos C, Kosma K, Barbetseas
J, Karagiorga M, Ladis |, Stefanadis C. Distribution of serum lipids and
lipoproteins in patients with beta thalassaemia major; an epidemiological

study in young adults from Greece. Lipids Health Dis 2004; 15: 1-8.

77



