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OZET

Gukurova Bélgesinde Apo E Polimorfizminin Kan Lipit Parametreleri Uzerine
Etkisi

Apolipoprotein E lipoprotein metabolizmasinda esansiyel éneme sahip,
ozellikle trigliseritten zengin lipoprotein kalintilarinin diigitk dansiteli lipoprotein
(B,E) reseptéri ve hepatik kalinti (E) reseptériine baglanmalarinda ligant olarak
fonksiyon goren bir glikoproteindir. Apo E geninin polimorfik dogasindan
- kaynaklanan sik gérilen G¢ apo E alleli tanimlanmistir. Bu alleller G¢ apo E
izoformunun olugsumundan sorumludur. Ug izoformun 112. ve 158. amino asit
dizisinde farkhiik vardir. Farkli apo E izoformlan lipoprotein seviyeleri lizerinde
bireyler arasi varyasyonda 6nem kazanmaktadir.

Adana ili Yemisli kéyli ve hastaneye basvuran, saglikli gériinen 75 olgudan
alinan kan érneklerinde lipit parametreleri yaninda, DNA'lari elde edilip, amplifiye
edildikten sonra restriksiyon -tipleme yéntemi (RFLP) ile apo E genotipleri
saptandi. Ateroskleroz agisindan risk faktérleri olarak kabul edilen total kolesterol,
LDL kolesterol, apolipoprotein B ve lipoprotein (a) yiksekligi ile HDL kolesterol ve
apolipoprotein Al dusuklugu 6zellikle erkek populasyonu tehdit etmektedir. Apo E
genotipleri sikhigi 2/2 %0, 2/3 %10.7, 2/4 %2.7, 3/3 %68.0, 3/4 %17.3 ve 4/4 %1.3
olarak saptandi. Apo E genotipleri sikhd Yemigli kéyu ile hastaneye bagvuran
olgular arasinda farkhlik tagimaktayd. Istatistiksel degerlendirmeye alinan g apo
E genotipinin ( 2/3, 3/3 ve 3/4) HDL kolesterol diginda lipit parametreleri Gzerine
anlamh bir etkisinin olmadi§i saptandi. Olgu sayisinin arttirimasiyla tim

genotipleri kapsayacak sekilde galigmanin genigletiimesi gerektigi dugtnaldo.

Anahtar Sézciikler: apolipoprotein E, lipit parametreleri, ateroskleroz, RFLP, apo

E genotip sikhigi



ABSTRACT

The Effect of Apo E Polymorphism on Blood Lipid Parameters in Cukurova Region

Apolipoprotein E plays a central role in lipoprotein metabolism. It serves as
a ligand for the binding of triglyceride rich lipoprotein remnants to the LDL and the
hepatic remnant receptors. Apo E gene is polymorphic, that codes for three apo E
isoforms. The isoforms differ by amino acid substitutions at one or both 112. and
158. position. The genetic variation in apo E have significant impact on
interindividual-variation of lipoprotein levels in normal subjects.

Samples were obtained from a village of Adana and the people who
administered to Biochemistry Department to search their lipid profiles. Apo E
genotypes according to the restriction fragment length polymorphism (RFLP)
method and lipid parameters of 75 blood samples were analyzed. High levels of
total-LDL cholesterol, apolipoprotein B, and lipoprotein (a), and low levels of HDL
cholesterol and apolipoprotein Al, were encountered as risk factors of
atherosclerosis in male population. The frequency of apo E genotypes of the
population were found as 2/2 %0, 2/3 %10.7, 2/4 %2.7, 3/3 %68.0, 3/4 %17.3 and
4/4 %1.3. The frequency of apo E genotypes were different between the village
and city populations. Impact of apo E genotypes on lipid paraméters of 2/2, 3/3
and 3/4 groups were analyzed statistically. It is observed that only the HDL

cholesterol levels were affected by apo E polymorphism.

Key Words: apolipoprotein E, lipid parameters, atherosclerosis, RFLP, frequency

of apo E genotype
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GIRIS VE AMAGC

Ateroskleroz, yunanca lapa + kitle + kati anlamlarina gelen ‘athero’ + 'oma’
+ 'scleros’ kelimelerinden tlretiimis, damar duvarinda dejeneratif degisiklikler
sonucunda gelisen bir hastalik sirecidir. Temel patoloji damar limenindeki
daralmadir. Bunun sonucunda hicrelere oksijen ve besin maddelerinin yeterli ya
da hi¢ ulagamamasi ve artiklarin uzaklastirlamamasi ile iskemi ya da infarktis
tablosu ortaya gikmaktadir. (82)

Gelismis bati toplumlarinda ateroskleroza bagli olarak geligen kardiyo-
vaskiler hastaliklar 6lim nedénlerinin %35-40'in1  olusturmaktadir. Bizim
toplumumuzda da, yeterli istatistiksel veri bulunmamakla beraber, yag ve kalori
icerigi yuksek besinlerin agin tiketimi, sigara igimi, obesite ve sedanter yasam
bigimi gibi gevresel faktorlerin varli§i g6z 6ninde bulunduruidugunda,
ateroskleroza bagh mortalitenin hig de dlstk olmayacagdi tahmin edilebilmektedir.
Ateroskleroz patogenezinde gevresel faktérler yaninda, genetik faktorlerin de rol
almasi, hastaligi diebetes mellitus, gut ve esansiyel hipertansiyonun da yer aldigi
muitifaktéryel hastaliklar grubuna dahil etmektedir. (4, 48)

Apolipoprotein E (apo E) polimorfizmi ateroskleroz patogenezinde rol
oynayan genetik faktérlerdendir. llk olarak 1973 yilinda Shore ve arkadaslari
tarafindan gok dusiik dansiteli Iipdproteinin (VLDL) bir komponenti ve ‘argininden
zengin apolipoprotein’ olarak tanimlanmigtir. Esas olarak karacigerde
sentezlenmekle beraber birgok dokuda, degisik hiicrelerce de sentezlenebildigi
yapilan ¢aligmalarla gésterilmistir. Apo E’nin reseptérierle olan iligkisinden dolay!
lipoprotein metabolizmasinda belirleyici bir rol oynadigt bilinmektedir.
Trigliseritten zengin lipoproteinler olarak bilinen silomikron ve VLDL artiklarinin
plazmadan uzaklastinimasinda apo E aracilik etmektedir. (47, 74)

Erken koroner kalp hastaliginin gérulduga tip Il hiperlipoproteinemili
hastalarda farkh bir apo E izoformunun saptanmasi sonucunda bu konuya olan
ilgi artmigtir. Molekdler biyoloji tekniklerindeki geligmelere paralel olarak da, apo
E geninin gokiu allellerden olustuu ve polimorfik bir dogasinin bulundugu
saptanmigtir. €2, €3 ve ¢4 olarak adlandinlan ii¢ sik goriilen allel, sirastyla E2, E3
ve E4 izoformlanini kodlamaktadir. Dier gevresel ve genetik faktérler géz 6ninde



bulundurulmadi§inda, apo E3 izoformunu taglyan bireylerde normal bir lipit
metabolizmasi g6zlenirken, di§er apo E izoformlari farkliliklara neden olmaktadir.
(29, 74)

U¢ majér apo E alleli ve bunlarnin protein driinlerinin, plazma lipit
parametreleri uzerine énemli etkilerinin bulunmasindan yola cikilarak, apo E
polimorfizminin ateroskleroza yatkinh§ belilemede majér bir rol oynayabilecegi
ileri sUriimigtir. Aterosklerozun &zellikle gelismis toplumiarda énemli bir halk
saghgl sorunu olmasi, apo E Uzerinde galigmalarin yogunlagmasina neden
olmustur.- Degdisik populasyonlarda tarama galigmalariyla, apo E izoformlarinin
goriime sikhdi ve ateroskleroz gelisiminde etkili olan plazma lipit parametreleri ile
olan iligkisi saptanmisgtir. (19)

Biz de bu galigmamizda ateroskleroz ve koroner arter hastaliginin sik
goraldugd Cukurova Bélgesi’'nde majér apo E izoformlaninin gérilme sikhigim ve
bunlarin plazma lipit parametreleri ile olan iligkisini, bunun yaninda, heniz
yayinlanmamig olan tarama sonuglarina gére plazma lipit parametrelerinin
normalden sapma gosterdi§i Adana ili Yemisli kéyu ile hastaneye basvuran,
saghkl gériinen kigiler arasinda apo E genotipleri dagilimi agisindan farklilik olup

olmadigint saptamayi amagladik .



GENEL BILGILER

1. Lipitler

Lipitler, kloroform, eter, benzen gibi nonpolar ¢ozicllerde ¢béziinen,
organik bilesiklerden olusan heterojen bir gruptur. Yag asitleri, kolesterol,

fosfolipitler ve glikosfingolipitler majér polar lipitier olup, hidrofobik ve hidrofilik

yapilan birlikte igermelerinden dolayi suda g¢ozunaritkleri simirhdir. Nonpolar

lipitler ise trigliseritler ve kolesteril esterleridir. Lipitler:

¢ Isi yalitminda,

¢ enerji deposu olarak,

¢ membran komponenti olarak,

o steroid hormonlar ve vitamin D metabolitlerinin sentezinde,

¢ prostanoidler ve {6kotrienlerin prekirséri olarak,

e AD EveK vitaminlerinin emiliminde,

e ekspirasyonda alveoler duvarlarin ylzey gerilimini azaltan surfaktan
olusumunda ve

¢ kendi sindirim ve emilimlerinde emuisifiye edici ajan olarak fonksiyon

gorarler. (6, 51)

2. Plazma Lipoproteinleri

Suda ¢ozinmeyen lipitlerin, plazmada ¢dzinebilir lipit ve protein
kompleksleri halinde tasinmasi igin olusturulan makromolekiillere lipoproteinler
denir. Lipoproteinler, trigliserit ve kolesteril esterlerinden olusan hidrofobik bir
cekirdek ile serbest kolesterol, fosfolipit ve spesifik proteinlerin kapladi§ ytzey
tabakasindan meydana gelen kiresel partiktller seklindedirler (Sekil 1). Igerdikleri
spesifik proteinlere apolipoproteinler denir. Apolipoproteinler, lipoprotein
metabolizmasinda :

e enzim kofaktdri olarak,

e lipit transfer proteinleri gibi davranarak ve

e dokularda lipoprotein reseptorieri ile iligkide ligant olarak &nemli

fonksiyonlar gérirler (Tablo I). (33, 50, 73, 80)



Lipoproteinler dansite gradyent ultrasantrifigasyonu ile izole edilerek
siniflandinimiglardir. Lipoproteinlerin dansitesi boyutlari ile ters bir iligki
gostermektedir; diigiik dansite nonpolar kor lipitlerinin, yiksek dansite ise ylzey
proteinlerinin fazlahgini yansitmaktadir. Dansiteleri, yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerine gére lipoproteinler silomikron, VLDL, IDL, LDL, HDL ve Lp (a) olmak
tizere alti sinifa ayriimaktadir (Tablo Il). Ayrica HDL kendi i¢inde HDL, ve HDL;
olarak ayrilir. Elektroforetik o6zelliklerine gére silomikron, o, pre-p ve f
lipoproteinler olarak da ayrimi yapilabilmektedir. Yapisal olarak; en biyuk iki sinifi
temel igerikleri trigliserit olan VLDL ve silomikron olustururken, kolesterol ve
fosfolipitleri fazla igeren LDL, HDL, ve HDL; en kiigik lipoproteinlerdir. (33, 51,
80)

VLDL nin yiizeyden gorinimi

ApoC 1l
ApoB 100

Kolesterol

ApoC Il

Fosfolipit

Trigliserit

Kolesterol

Fosfolipit




LDL nin yiizeyden goriiniimii

Fosfolipit Kolesterol

ApoB 100

LDL nin cekirdek kasminin giriinimii

Kolesteril
esteri

Trigliserit

Fosfolipit

Kolesterol

ApoB 100

HDL 'nin yiizeyden gorinimi HDL'nin gekirdek kisminin giriiniimi

ApoAll Fosfolipit Kolesteril

Fosfolipit

ApoE

Kolesterol

ApoAl ApoCl

Sekil 1. VLDL, LDL ve HDL lipoproteinlerin igerdikleri lipitler ve proteinlerin hem
yiizeyden, hem de gekirdek kismindan gésterimi



Tablo I. Lipoproteinlerde yer alan apolipoproteinierin genel ézellikleri

Apolipoprotein | Kromozom M.A. { Amino Sentez Lipoprotein
Asit
(kDa) Yeri Dagilimi
Sayisi
Al 11 ~28 243 karaciger, HDL,
ince barsak | silomikron
All 1 ~17 77 karaciger HDL
AV 11 ~45 376 | ince barsak HDL,
“silomikron
B -48 2 ~246 2152 |ince barsak | silomikron
B-100 2 ~513 4536 karaciger | VLDL, IDL,
LDL
ci 19 ~6.6 57 karaciger | HDL, VLDL,
‘silomikron
cl 19 8.9 79 karaciger | HDL, VLDL,
silomikron
clii 11 8.8 79 karaciger | HDL, VLDL,
silomikron
E 19 ~34 299 karaciger, | HDL, VLDL,
beyin, deri, | silomikron
testis, dalak
apo (a) 6 ~400-800 | 4-6000 | karaciger | lipoprotein
(a)
D 3 ~22 169 karaciger, HDL
ince barsak




Tablo il. Lipoprotein siniflari

Sinif Kaynag Dansitesi Elektroforetik | Bashca
Mobilitesi Lipitleri
Silomikron Ince Barsak <0.95 Aplikasyon | %86 Trigliserit
noktasi
VLDL Karaciger 0.95-1.006 Pre-p %55Trigliserit
%18 Fosfolipit
IDL VLDL 1.006-1.019 | Yavas Pre-B | %38 Kolesterol
%23 Trigliserit
LDL IDL 1.019-1.063 B %50 Kolesterol
‘ %22 Fosfolipit
HDL, 1.063-1.125 a %40 Protein
Karaciger %33 Fosfolipit
Ince Barsak
HDL; 1.125-1.210 a %55 Protein
%35 Fosfolipit
Lp (a) Karaciger 1.040-1.090 Yavas Prep | LDL'ye Benzer

3. Lipoprotein Metabolizmasi

3.1. Apo B igeren Lipoproteinlerin Sentez ve Katabolizmas::

Silomikronlar ve VLDL sirasiyla enterosit ve hepatositlerin endoplazmik

retikulumunda sentezienirler. Daha sonra golgi apereyine transfer edilerek,

sekretuar vezikiller iginde paketienirler. Ekzositoz ile ekstraselliler bosluga

aktarilirlar. Silomikronlar intestinal lakteallere gegerken, VLDL de hepatik

sinlzoidal endotelde bulunan pencerelerden kana geger. (33, 34)

HenGz olgunlagmamig silomikronlar yeni emilmis yag§ asitlerini trigliserit

olarak icerirler. Enterositierde sentezlenen apo B-48 ve A apoproteinlerini

yapilarinda bulundururlar. Torasik duktus yoluyla genel kan dolagimina gegerler.




HDL'den transfer ile apo C'leri ve E'yi de kazanarak, olgun silomikron halini

alirlar. Kapiller endotelyal hiicrelerin ylizeyinde bulunan lipoprotein lipaz enzimine

baglanarak, igerdikleri trigliseritier hidroliz olur (Sekil 4). Apo Cll ve fosfolipidler - -

lipoprotein lipaz enziminin aktivatéri olarak rol oynarlar. Es zamanli olarak
fosfolipidlerinin bir kismi, A ve C apoproteinleri HDL'ye transfer olur. Trigliserit
igerigini %80-90 oraninda yitirerek, goreceli olarak kolesterolce zenginlesen
yaplya da silomikron kalintisi denir. Silomikron kalintilari hepatositierde bulunan
silomikron kalinti ‘reseptérierine apo E araciliyi ile baglaniriar. Ekstrahepatik
dokularda silomikron metabolizmasinin ilk basamaginda, trigliseritlerin ya§ asitleri
adipositiere depolanmak (zere, diger dokulara oksidasyon amaciyla aliniriar.
Salinan yag asitlerinin bir kismi ise albumine baglanarak degisik dokulara
taginirlar. Silomikron metabolizmasinin ikinci basamaginda ise geriye kalan
trigliseritler ve diyetsel kolesteroliin tamami hepatositlere taginir (Sekil 2). (32, 38,
95, 96)

VLDL, hepatositlerdeki fazla trigliseritin (lipogenezie sentezlenen, serbest
yad asiti ve silomikron kalintisi olarak karacigere tasinan) periferik dokulara
depolanmak ya da oksidasyon amaciyla kullaniimak Gzere taginmasini saglar.
Olgunlagsmamis VLDL apo B-100, az miktarda da lE ve C apoproteinlerini igerir.
Sekresyondan sonra Silomikronlarda oldugu gibi HDL'den protein transferi
gergeklesir. VLDL metabolizmasinin ilk basamagi, silomikronunkine benzer
sekilde, lipoprotein lipaz enziminin hidrolitik etkisiyle VLDL kalintisinin
olugmasidir (Sekil 4). VLDL trigliseritlerinin hidroliz hizi gilomikron trigliseritierine
oranla daha yavagtir. Bunun, VLDL'nin ¢ap olarak daha kl¢0k olmasi ve daha az
enzim baglamasi ile ilgili oldugu dustintiimektedir. (33, 38, 95)

VLDL kalintilan hepatositlerdeki LDL ve kalinti reseptérlerine apo E
aracihigiyla baglanirlar. VLDL kalintisi ne kadar gok apo E .igerirse, reseptére o
kadar yiksek affiniteyle baglanmakta ve kanin kalintidan temizienmesi
hizlanmaktadir. Yiiksek affiniteyle baglananlar fazla apo E igeren, buylk ¢apli
VLDL kahintilandir. Daha kiglk ¢apli VLDL kalintilari daha az apo E igerirler ve
IDL olarak plazmadan izole edilebilirler. IDL hepatik Iipai enziminin etkisiyle
trigliseritierini-daha da kaybederek LDL'yi olugturmaktadir. LDL apo E igermez,



fakat karacierde ve ekstrahepatik dokularda bulunan LDL reseptérierine B-100

proteiniyle monovalent olarak baglanir (Sekil 3). (33, 34, 96)

Diyetsel

yaglar
N
Safra asitieri B4s

ViDL

Sekil 2. Silomikron metabolizmasi. Diyetsel yaglar enterositierde silomikron
sentezine katilarak, génel dolagima gegerler. Temel apoliproteini B48'dir.
Dolagimda apo E ve C’leri de kazanir. Lipoprotein lipaz (LPL) enziminin etkisiyle
trigliseritlerini kaybeden silomikron, goéreceli olarak kolesterolce zenginlesir.
Hepatositlerin yOzeyinde bulunan kalinti reseptérierine apo E araciligiyla
baglanarak, hiicre igine alinir.

TG: Trigliserit, KE: Kolesteril esteri



CHi
B100
reseptord [94]
Cl Y+ 1pL
& 16
Doku ci

B100

LDL \._, @ E
reseptéri LOL "*'T""m 16

eseptor \ Cl

Sekil 3. VLDL ve LDL metabolizmasi. Karacigerden salinan VLDL trigliseritten

zengindir ve yapisinda apo B 100, E ve C’leri igerir. Lipoprotein lipaz (LPL)

enziminin etkisiyle trigliseritlerini kaybeden VLDL, géreceli olarak kolesterolce

zenginlesir. Bazi VLDL kalintilari apo E’'nin aracilik ettigi LDL ve kalinti

reseptorlerince hepatositier tarafindan hiicre igine ahinirlar. VLDL kalintitarinin bir

kismi da, hepatik lipaz (HL) etkisiyle trigliseritlerini daha da kaybederek LDL'yi

olustururiar. LDL apo B 100 araciliiyla, karaciger ve periferik dokularda bulunan

LDL reseptorieri tarafindan hiicre igine alinir. LDL'nin bir kismi da ¢opci

(scavanger) reseptorlerce dokular tarafindan alinir. TG: Trigliserit, KE: Kolesteril

esteri
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Sekil 4. Sematik olarak silomikronun lipoprotein lipaz enzimine baglanmasi. Enzim
hiicre yuzeyine polisakkarit zincirle baglidir. Apo Ci'nin de kofaktér olarak rol
almasiyla gilomikron ve VLDL trigliseritlerini hidroliz eder.

Apo B-100 iceren bir dider lipoprotein olan Lp (a) ilkk olarak 1963 yilinda
Kare Berg tarafindan LDL’nin antijenik bir varyanti olarak tanimlanmigtir. Fakat
kisa bir sire sonra LDL'nin varyanti olmadigi, farkli bir lipoprotein oldugu
gorilmastir. Protein komponentinin kompleks olmasindan dolayi molekiiler
biyoloji tekniklerindeki gelismeye degin yapisi pek aydinlatilamamigtir. Lp (a), iki
farklt komponenti olan kompleks bir yapiya sahiptir. LDL'den olusan bir lipoprotein
fraksiyonu ile ylksek molekiller agirhikh bir glikoprotein olan apo (a)'dan
olugsmaktadir. Mc Lean ve arkadaglar tarafindan apo (a) klonlanarak baz dizisi
saptanmis ve plazminojen ile olan homolojisi gésterilmistir. (75, 93)

Plazminojen fibrinolitik sistemin bir pargasidir. Bir ¢esit Danimarka
peynirine benzerlijinden dolayi ‘kringle’ olarak adlandiriian yapilan igermektedir.
80-90 amino asit dizisinden olugan kringle yapisinda, stabilizasyon amaciyla ¢
distlfit koprisa yer almaktadir. Plazminojen farkli amino asit dizilimlerine sahip,
romen rakamlari ile Kl, Kil, Kill, KIV ve KV olarak adlandirnilan bes degigik kringle
icermektedir. (53)

Apo (a) plazminojenden ¢ok daha biyik bir yapiya sahiptir. Bunun nedeni,
apo (a)'nin tekrarlayan KiV pargalarini icermesidir. Plazminojende bulunan Ki, KiIi
ve Klill apo (a)da bulunmazken, bir proteaz olan KV’i her iki molekll de
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icermektedir (Sekil 5). Fakat plazminojende aktivasyon bélgesinde bulunan
arginin-valin, apo (a)’da yerini serin-izolésin’e birakmigtir. Bu da apo (a)'nin
plazmin benzeri proteaz aktivitesi géstermedigini digindurmektedir. ( 5, 28, 30,
53, 89, 90, 93)

Plazminojen

‘o,
Apo (a) ,1 7,

% Homoloji 100 75 85 91 84 87

Sekil 5. Apo (a) ve plazminojen cDNA yapisi. |ki molekilin farkll pargalar
arasindaki homoloji % olarak verilmektedir.

S: Sinyal peptit, P: Proteaz domaini

I, I, Hil, IV ve V: Kringle'lar

Lp (a)’nin LDL ve apo (a) fraksiyonlari birbirlerine tek bir distifit bag ile
baglanmaktadir. Bu bag, apo (a)'nin 36. K IV'Unln sisteini ile apo B 100’iin
- karboksi terminalinde bulunan:bir diger sistein arasinda gergeklesmektedir (Sekil
6). Aynica apo (a) ile B 100 arasinda nonkovalen baglarin olduguna da
inantimaktadir, fakat bunlar heniiz aydinlatilamamgtir. (53, 93)

Apo (a) mRNA'sI en ¢ok karacigerde olmak {zere, testis ve beyinde de
saptanmisgtir. Fakat apo B 100'in sentezlendigi tek yer olan karacigerin, Lp (a)
sentezinden de sorumlu oldugu diasunilmektedir. Karaciger transplantasyonu
yapilan bireylerde apo (a)'nin genetik tipinin dedismesi de bunu desteklemektedir.

Apo (a)'nin, Lp (a)'y! olusturmak Gzere LDL ile birlesmesinin, geliskili galigmalar
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bulunmakia birlikte, plazmada gergeklestigi dustiniuimektedir. Lp (a) ve apo (a)'nin
bazi biyokimyasal 6zellikleri tablo li'de verilmigtir.(41, 55, 83, 93)

Yiiksek Lp (a) dizeyinin aterotrombotik hastalik patogenezindeki roli tam
olarak aydinlatiiamamigtir. Kostner ve arkadaglari tarafindan yapilan bir
calismada, Lp (a) duzeyinin 30 mg/dI'nin Uzerine ¢ikti§, 40-60 yas arasi
normolipidemik erkeklerde miyokardiyal infarktis riskinin 1.75 kez arthg
saptanmigtir. Bu ¢alismanin sonucu olarak da 30 mg/dI'nin (zerindeki Lp(a)
konsantrasyonlarinin miyokardiyal infarktis icin bagimsiz bir risk faktéri oldugu
yorumu yapilmistir. Degisik populasyonlarda yapilan birgok ¢alismayla da Lp (a)
ile diger lipoproteinier arasinda ve Lp (a) ile fibrinolitik parametreler arasinda

herhangi bir iligki saptanamamistir. (63, 93)

Tablo lll. Lp(a) ve apo (a)’nin bazi ézellikleri

Lp (a)

e Elektroforetik mobilite (agaroz) Beta

¢ Dansite (g/ml) 1.040-1.131

e izoelektrik nokta (pH) 4.9

e Molekiler agiriik (daiton) 3.8-4.66 x 10°

¢ Molekiler gap ~250

« Plazma konsantrasyonu (mg/di) 0.1-120

e Protein (g/mol) ' ~800,000-1,350,000

» Serbest kolesterol (moi/mol) 750

o Kolesteril esteri (mol/mol) 2000

« Trigliserit (mol/mol) 350

« Fosfolipit (mol/mol) 1110

» Fraksiyonel katabolizma hizi/gln 0.26-0.306
3.32-3.93

e Plazma yanianma 6mri
e Sentez h|z| (mg,kg/gun) 460i3.64 (054'1139)

Apo (a)

e Molekiler a§irigi 300,000-800,000
e Olgun proteinin amino asit sayisi 4529

e Karbohidrat (%) 28

e Sialik asit (%) 21
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COOH

ApoB

Kringle IV

Pi@z

Kringle V

Proteaz domain

Y Karbohidrat zinciri

Sekil 6. Lp (a)’nin sematik gésterimi. LDL ve apo B 100 i¢ kisimda, apo (a) dis
kisimda yer aimakta. Apo B’nin C terminali ile apo (a)’'nin 36. K V'l arasinda tek
bir disilfit bag: bulunmaktadir.

Lp (a) diizeyinin 6. kromozomda yer alan apo (a) geninin goklu allellerinden
etkilendi§i gosterilmistir. GUnimize kadar saptanmig olan 34 degisik apo (a)
izoformu bilinmektedir. Ozellikle B, S1 ve S2 izoformlar yikksek Lp (a)
dizeyleriyle iligkili bulunmustur. Caligilan tium etnik gruplarda koroner kalp
hastalif olan bireylerde bu izoformlara daha’ sikliikla rastlaniimaktadir. (40, 65,
71, 75)
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Lp (a)nin plazmadan uzaklagtinlma yeri ve mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Lp (a), LDL reseptori igin ligant olarak fonksiyon géren apo B
100 igermektedir. Fakat Lp (a)'nin igerdigi B 100'Gn LDL reseptérine zayif bir
sekilde badlandidr gosterilmistir. Sonu¢ olarak da, LDL reseptérinin Lp (a)
katabolizmasinda minér o6neme sahip oldugu dusunalmustar. Lp (a)
katabolizmasiyla ilgili tizerinde durulan diger ¢alismalar, makrofajlar tarafindan
badlanarak plazmadan uzaklastinldi§i seklindedir. Ayrica deneysel olarak
lipoprotein lipaz enziminin, hicrelerce Lp (a) alimini ve degredasyonunu,
enzimatik aktivitesine gerek olmadan arttirdigi gézlenmistir. Degredasyon hiicre
icinde lizozomal olarak gergeklesmektedir. Lipoprotein lipazin Lp (a)
katabolizmasina olan etkisinin LDL reseptéri bagimli ve LDL reseptériinden
bagimsiz olmak tizere iki komponenti bulunmaktadir. Lipoprotein lipazin, Lp(a)’'nin
LDL reseptériine ve hiucre yuzeyindeki heparin siifat proteoglikanlara
baglanmasint arttirdigi ileri sUrulmistur. Heparin silfat proteoglikanlara
baglanmada, LDL-reseptér iligkili proteinin aracilik ettigi dustnilmektedir. Lp (a)
katabolizmasiyla ilgili tim bu ¢aligmalar deneysel olup, insan organizmasindaki
gecerliligi kanitlanamamuistir. (31, 84, 103, 108)

B apolipoproteinlerini iceren lipoproteinierin (silomikron, VLDL, LDL)
katabolizmas! reseptér aracili endositoz yoluyla gergeklesmektedir. LDL ve
silomikron kalinti reseptorleri lipoprotein katabolizmasinda rol alan reseptérierdir.
Bunlar arasinda en iyi tanimlanmis olani, bir transmembran proteini olan LDL
reseptériadir. LDL reseptéri hem karacigerde, hem de ekstrahepatik dokularda
bulunmaktadir. Lipoproteinler icerdikleri apolipoproteine gére, apo B-100 ya da E
araciliiyla LDL reseptériine baglanirlar. Endositoz yoluyla hiicre igine alinirlar.
Lizozomlarda degrade edilirler. (32)

Membranda yer alan LDL reseptér diizeyi hucre igi kolesterol miktarina
bagh olarak kontrol edilir. Hiicre iginde lizozomlardan kolestero! salinimi hem
reseptér sentezini baskilarken, hem de kolesterol biyosentezinde hiz kisitlayici
basamagi katalizleyen B-hidroksi-p-metilglutarii Co A rediiktaz enzimini inhibe
eder. Boylece hiicre igi kolesterol konsantrasyonu belli sinirlar iginde tutulmaya
cahgilir (Sekil 7). Bunun yaninda, makrofaj kékenli képik hicrelerin olusumunda
gérev alan ¢dpgll (scavanger) reseptbrierce LDL aliminda, hiicre igi kolesterol
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icerigi 6nem tasimamaktadir. Dolayisiyla fazla miktarda kolesteroliin hicre igi
birikimi, aterosklerozun &ncil lezyonlarindan olan yagh cizgilenmelerin (fatty
streak) olusumuyla sonuglanacaktir.(32, 39, 109)

LDL ..

Plazma reseptiri
membram

LDL reseptiir proteine baglamr

Yy

Hidrofitik
i enzimler |
(asit lipaz)

Lizozomla I
fiizyon
/@
{ Y

{ Kolesterol
. Yad asitleri
% Amino asitler;

Lizozom

Sekil 7. LDL'nin reseptor araciligiyla hicre igine alimi. LDL plazma membraninda
bulunan 6zgun reseptérlerine baglanarak, endositoz ile hiicre igine alinir. Hicre

icinde lizozomlarla birlesme sonucu lipoproteinler degrade olurlar.



3.2. HDL Sentez ve Katabolizmas::

HDL hem karaciger, hem de ince barsaklarda sentezlenerek, plazmaya
salinmaktadir. Karacigerden salinan HDL apo A, C ve E apolipoproteinleri
icerirken, ince barsaktan yeni salinan HDL sadece A apolipoproteinlerini
icermektedir. Trigliseritten zengin lipoproteinlerin lipolizi sirasinda A, E ve C
apolipoproteinleri HDL'ye transfer edilmektedir. Ayni sekilde yeni sentezlenmis
VLDL ve silomikronlara da olgun HDL'den apolipoprotein transferi
gergeklegmektedir. VLDL ve silomikronlarin metabolizmasinda gerekli olan C ve E
apolipoproteinleri icin, HDL plazmada depo yeri olarak fonksiyon gérmektedir.
(25, 34)

Heniiz oigunlagsmamig HDL diskoid fosfolipid ¢ift katman, apolipoproteinler
ve serbest kolesterolden olugmaktadir. Yapiya lesitin kolesterol asil transferaz
(LCAT) enzimi baglanir. Apo A I, LCAT enziminin aktivatérudir. LCAT enziminin
etkisiyle yuzey fosfolipidleri ve serbest kolesteroller, kolesteril esterlerine ve
lizolesitine cevrilir. Nonpolar kolesteril esterleri yapinin hidrofobik i¢ kismina
dogru ‘yer degistirirken, lizolesitin de plazma albuminine transfer edilir. Bu
reaksiyon, nonpolar lipidler sayesinde HDL sferik bir sekil alana kadar devam
eder. Insanda plazma kolesteril esterlerlerinin ¢ogu bu yolla olusur. LCAT
substrati olan kolesterol, hem plazma lipoproteinlerinin ylzeyinden, hem de
hucrelerin plazma membranlarindan saglanir (Sekil 8). (27, 33)

HDL ile iligkili bir diger’protein ise kolesteril ester transfer proteindir
(CETP). CETP, HDL'den VLDL, LDL ve daha az oranda da sgilomikronlara
kolesteril esterlerini transfer ederken, bu lipoproteinlerden de HDL'ye trigliserit
transferini gerceklestirir. Boylece CETP, LCAT'in son Griin inhibisyonunu engeller.
Ayrica HDL'de LCAT aktivitesi sonucu olusan kolesteril esterlerinin gogu IDL ve
LDL yoluyla karacigere tasinmis olur. Es zamanli olarak trigliserit igerigi
bakimindan zenginlesen HDL, hepatik lipaz -enziminin etkisiyle, bu yukuana
karaciere aktanr. Kolesteril esterlerinin transferi ve  trigliseridlerin hidrolizi
sonucunda HDL'nin boyutu kig¢ilir. Buyik HDL partikilline HDL, denirken, daha
kugtk olan HDL partikiili HDL; olarak adlandinimaktadir. (20, 22)

HDL'nin karaciger tarafindan plazmadan uzaklastiriimasinda birka¢ degdisik

mekanizmanin gérev aldi§i disiniimektedir. Tam olarak aydinlatiimamig olmakla
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birlikte, HDL kolesteril esterlerinin karaciger tarafindan selektif olarak hicre igine
alindiina inaniimaktadir. Ayrica HDL fosfolipitlerinin hepatik lipaz ile hidrolizi,
HDL kolesterolin kimyasal giicinde degisiklife neden olmaktadir. Bu da,
HDL'den karacigere kolesterol transferinde artigla sonuglanmaktadir. Bir diger
mekanizma ise, apo E iceren HDL'lerin reseptdr araciliiyla hicre igine
alinmalaridir. Fakat bu son mekanizma, insan plazmasinda apo E igeren HDL
miktarinin oldukga az olmasi nedeniyle, HDL katabolizmasinda &nem
tasimamaktadir. (33, 68)

Kolesterol

Pre B HDL

Periferik
Hiicreler

Sekil 8. Ters kolesterol transportu. Karacijer ve ince barsaktan salinan
olgunlagmamis HDL, plazmada LCAT enzimini baglar. Apo Al, enzimin
kofaktoriudur. Ekstrahepatik hicrelerden alinan kolesteroli (K) kolesteril
esterlerine (KE) doénustirir. Olusan kolesteril esterleri CETP’nin etkisiyle
silomikron ve VLDL kahntilan ile LDL'ye aktanhr. Kolesteril esterlerince
zenginlesen a-HDL ve di§er lipoproteinler karaciger tarafindan alinir. Karacigerde
kolesterol safra asitlerine gevrilerek atilir.

18



4. Apolipoprotein E

Apo E, lipit metabolizmasinda, ozellikle de trigliseritten zengin
lipoproteinlerin aterojenik kalintilarinin plazmadan uzaklastiriimasinda esansiyel
roli olan bir glikoproteindir. Diyetle alinan ve karacigerde sentezlenen lipitlerin
plazmada transportu sirastyla, silomikron ve VLDL ile yapilmaktadir. Apo E, bu
lipoprotein kalintilarinin plazmadan uzaklastiriimasinda ligant olarak fonksiyon
gérmektedir. Periferik dokulardan karacigere kolesterol transportunda gérev alan
HDL'nin, periferik dokularda, kolesterol igeriginin artmasinda apo E’nin belirleyici
oldugu deneysel olarak gosterilmistir. Ayrica, apo E igeren HDL, LDL reseptériine
baglanarak plazmadan uzaklastirilabilmektedir. (8, 24, 47, 64, 96, 104)

llk olarak 1973 yiinda Shore ve arkadaslar tarafindan VLDL'den izole
edilerek, direk amino asit dizisinin tanimianmasiyla primer yapisi ortaya
cikarilmistir. Bu arastirmacilar tarafindan da ‘argininden zengin apolipoprotein’
olarak tanimlanmistir. Daha sonra Utermann ve arkadaslan tip |l
hiperlipoproteinemili hastalarda erken koroner kalp hastaliinin gelismesi ile apo
E polimorfizmi arasinda baglanti kurmuslardir. Bu dénemde yapilan galigsmalar
protein dizeyinde gergeklestirilirken, Mc Lean ve arkadaslari apo E mRNA'sindan
cDNA nikleik asit dizisini saptamiglardir. Apo E’nin yirmi yildan daha uzun siredir.
ateroskleroz ile olan ilgisinin bilinmesine kargin, Alizheimer hastali§i ve yaslanma
ile olan ilgisinin saptanmasindan dolayr 1993'den sonra arastirmalarin

yogunlastigi bir konu haline gelmistir. (13, 52, 74, 107)

4.1. Viicutta Dagilim:

Apo E’'nin normal plazma sinirlari 3-7 mg/dl’dir. Apo E primer olarak hepatik
parankimal hiicrelerce sentezlenmekle birlikte, birgok degisik dokularda mRNA’si
saptanmistir. Plazma apo E miktarinin 2/3 kadari karaciger kaynakhdir. lkinci
siklikta Oretildigi yer ise beyindir. Beyinde astrositler tarafindan sentezlenmekte
ve beyin omurilik stvisinin (BOS) maj6r apolipoproteinini olusturmaktadir. BOS'da
dustk dansiteli lipoprotein (LDL) ve apolipoprotein B bulunmadigindan, kolesterol
transportundan apo E’nin sorumlu oldugu dasinilmektedir. Makrofajlarin da apo
E sentezleyebildidi ve bunun kolesterol tarafindan indiiklenebildigi deneysel
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calismalarla gosterilmigtir. Ayrica akciger, duz kas hicreleri, dalak, bébrek, over,

gonatlar ve adrenal bez apo E'nin senteziendigi diger dokulardir. (10, 58, 74, 99)

4.2. Yapisal Ozellikleri:

Apo E'’nin primer yapisi ilk olarak, VLDL'den saflagtirilan proteinin amino
asit dizisinin saptanmasi ile ortaya gikarilmistir. Apo E'nin tahmin edilen sekonder
yapisina gore % 62 u heliks, % 9 B sheet, % 11 B turn ve % 16 dizensiz yapilar
icermektedir. 165. amino asitten 200. amino asite kadar olan diizensiz yap!
molekulu farkh fonksiyonlara sahip, amino ve karboksi terminal kisma
ayirmaktadir. Amino terminal kismin reseptére baglanmada, karboksi terminalin
ise lipidlere baglanmada fonksiyon gérdagt distnualmektedir (Sekil 9). Yapilan
calismalar sonucunda arginin, lizin ve histidin gibi bazik amino asitlerden olugan
20 amino asitlik dizinin LDL reseptérine baglanmada fonksiyon goérdugu
saptanmistir (Sekil 10). Baglanmanin, bazik amino asitlerin varligindan dolayi
iyonik etkilesimle oldugu dusiniimektedir. Bu bélgedeki bazik amino asitlerin
nétral amino asitlerle yer degistirmesi sonucunda reseptére olan ilgi azalmaktadir.
(37,47, 57, 58, 61, 74, 98, 102)

4.3. Gen Yapisi:

Apo E geni 19. krompozomun uzun kolunda lokalize ve 3.7 kilobaz
uzunlugundadir. Dért ekson ve (g introndan olusan genden, 1163 nilkeotitlik
mRNA sentezlenmektedir. 317 amino asitlik preproteinden, 18 amino asitten
olusan sinyal peptidin ko-translasyonel olarak uzaklagtiriimasi ile 299 amino
asitlik olgun apo E proteini olusmaktadlr (Sekil 11). Protein, tek bir polipeptit
zincirinden olusup, 34200 dalton molekiler adirliga sahiptir. (45, 47, 66, 77, 86)
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Sekil 8. Apo E'nin tahmin edilen sekonder yapisi
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Reseptore baglanma bolgesi

Sekil 10. Apo E’nin reseptdre baglanma bélgesi. Ozellikle bazik amino asitler yer
almaktadir. Bu bdlgedeki bazik amino asitlerin nétral amino asitlerle yer

degistirmesi apo E’nin reseptére olan ilgisini azaltmaktadir.

Plazms Apo-E RRRBBBITTTHINNHingy 299 - amino asit

Prekiirsor protein TN\ 317 amino asit

mRNA R - A, 1163 nikleotit

4 760 66 1092 193 582 860
Ekson 1 Ekson 2 Ekson 3 Ekson 4
intron 1 intron 2 intron 3

| e 3597 101t m———]

Sekil 11. Apo E geni ve protein Griinii



4.4. Katildigi Metabolik Olaylar:

4.4.1. Farkh organlann hiicreleri arasinda lipitlerin dagilimi: Diyetsel lipitler
absorbe edildikten sonra enterositierde silomikron sentezi gergeklesir. Silomikron,
esas olarak trigliseritlerden ve az miktarda da kolesteril esterlerinden olusur.
Temel apolipoproteini apo B 48'dir. Genel dolasima gegtikten sonra HDL'den apo
E ve apo Cll transferi gergeklesir. Lipoprotein lipaz enzimi ekstrahepatik
dokularda, apo C II'nin aktivatér etkisiyle, silomikronlarin trigliseritlerini hidroliz
eder. Agiga cikan serbest yag asitleri, bu dokularca absorbe edilir. Trigliserit
igeriginin codunu kaybeden ve kolesteril esterlerince goreceli olarak zenginlesen
silomikron kalintilari, karacigerde kalinti reseptérlerince hiicre igine alinirlar. Apo

E, gsilomikron kalintisinin reseptére baglanmasinda ligant ‘olarak fonksiyon gérdr.

(74, 96)

Karacigerde sentezlenen, trigliserit igerigi yiksek olan VLDL'ler apo E, apo

B 100 ve apo Clleri igerirler. Ekstrahepatik dokularda, silomikron

metabolizmasinda oldugu gibi, lipoprotein lipaz enziminin lipolitik etkisiyle VLDL

kalintilar1 (IDL) olusur. IDL, igerdigi apo E miktariyla orantili olarak, iki metabolik

yol izleyebilir:

1. Daha kiglk olan IDL molekulleri daha az apo E igerirler. Hepatik lipaz
enziminin etkisiyle trigliseritlerini daha da kaybeder, bu arada apo B 100
disindaki diger apolipoproteinlerini de yitirerek LDL'ye déntsurler.

2. Karacigerde LDL ya da kalinti reseptérleri araciligiyla hiicre igine alinirlar. Hem
LDL, hem de kalinti reseptérii ile olan iliskide apo E aracilik eder. (74, 96)

Periferik dokulardan kolesterol transportunda gorev alan HDL'ler,
makrofajlar gibi kolesterol ile yukll hiicrelerden interstisiyel siviya salinan
kolesterolil yapilarina alirlar. Bunlar fosfolipitten zengin, apo E igermeyen

HDL'lerdir. Kolesterol igerigi artan HDL'ler, makrofaj, diiz kas hicreleri gibi degisik

hiicre tiplerince salgtlanan apo E'yi yapilarina alirlar. Apo E’nin kazaniimasi ile

deneysel olarak HDL'lerin kolesterol iceriginin daha da artti§i gosterilmistir. Yine
deneysel olarak, apo E igeren bu HDL'lerin LDL reseptérierine baglanabildigi, apo

E'sini kaybedenlerin ise baglanamadigi gosterilmistir. HDL’nin LDL resepté6rine

baglanmasinda apo E’nin aracilik ettifi sonucu c¢ikanimigtir. Fakat insan
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plazmasinda apo E igeren HDL konsantrasyonunun oldukg¢a diigik oldugu ve
periferden karacigere kolesterol transportunda bagka mekanizmalarin gérev aldigi
bilinmektedir. (96)

4.4.2. Bir organ ya da dokuda hiicreler arasinda lipitlerin yeniden dagihimi:
Apo E’nin, bir dokuda fazla kolesterol igeren hiicrelerden, gereksinimi olan diger
hicrelere kolesterol transportunda goérev aldigi dusinilmektedir.  Olay,
gereksinimi olan hicrelerin fazla miktarda LDL reseptorii sentezleyerek,
digerlerinden salinan kolesterol-apo E lipit komplekslerini bu reseptérler

araciligiyla aldig seklinde agiklanmaktadir. (17, 47)

4.4.3. Lipit transportu ile ilgili olmayan fonksiyonlan: Apo E'nin lipit
transpotundan ilgisiz, ancak hipotez asamasinda olan fonksiyonlarinin da
bulundugu dustnilmektedir. Bunlar:

o Norotrofik faktér olmasit,

e Dz kas hiicre gogalmasi ve farkhilagsmasi Gzerine etki ve

e Imminoregiilasyon ile olan iligkisidir. (36, 47)

4.5. Polimorfizmi:

Apo E'nin polimorfik dogasi ilk olarak 1970'lerde tanimlanmistir. Daha
sonrada (¢ major apo E izoformu saptanmistir. lki nedenle polimorfizm
geceklesmektedir:

1. Post-translasyonel polimorfizm: Proteinin sentezinden sonra, 194. pozisyondaki
‘treonine sialik asitin eklenmesi ile glikozilasyon gergeklesmektedir. Eklenen
sialik asit miktarina gére degisik polaritede polimorfik apo E molekilleri
olugsmaktadir.

2. Genetik polimorfizm: Apo E gen lokusu polimorfiktir. Sik gérilen {ic homozigot
(E 2/2, E 3/3, E 4/4) ve Ug heterozigot (E 2/3, E 2/4, E 3/4 ) fenotipin ortaya
¢ikigindan € 2, € 3 ve ¢ 4 allelleri sorumludur. Bu g allelin protein Grind apo E
2, E 3 ve E 4 olmak {izere i¢ majoér apo E izorformu olugsmaktadir (Tablo IV).
(15, 17, 58, 59)
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Tablo IV. Ug apo E allelinin farklliklar verilmektedir.

ALLEL | AMINO ASIT DEGISIKLIGI| KODON DEGISIKLIGI | YUK DURUMU
112 158 112 158
£ 2 Sistein  Sistein TGC  TGC 0
e3 Sistein _ Arginin TGC _ CGC n
cd Arginin  Arginin CGC CGC ++

Apo E 3 izoformu en sik gérillen oldugundan normal tip olarak kabul edilirken,

E 2 ve E 4 varyant tipler olarak degerlendiriimektedir. Reseptére baglanma

béigesindeki amino asit farkliliklan iyonik etkilesimi degistirdiginden, reseptére
olan ilgi de degismektedir (Tablo V). (10, 37, 47, 57, 61, 74, 98, 102)

Tablo V. Apo E 3 ile karsilastiriidiginda, varyant apo E'lerin LDL reseptérine

baglanma aktiviteleri (%) verilmektedir.

Amino asid farkliligi Reseptére baglanma aktivitesi ( %)

Sistein 112 — Arginin (apo E 4) 100
Arginin 158 — Sistein (apo E 2) <2
Arginin 145 — Sistein 45

Lizin 146 — Glutamin 40

Sistein 112 — Arginin, Arginin 142 — Sistein <20
Glisin 127 — Aspartat, Arginin 158 — Sistein 4

Alanin 99 — Treonin, Alanin 152 — Prolin Bilinmiyor

Apo E izoformlaninin fenotipik olarak saptanmasinda izoelektrik fokuslama

kullaniimaktadir. Genotip belirlemede kullanilabilecek DNA metodliar:

1. Allel spesifik oligonikieotit (ASO) hibridizasyon
2. Restriksiyon tipleme yéntemi (RFLP)

3. Denaturan gradyent jel elektroforezi (DGGE)

4. DNA dizi analizidir.
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Kolay ve digerlerine kiyasla ucuz olmasindan dolay! restriksiyon tipleme yéntemi
apo FE’nin genotipik olarak saptanmasinda tercih edilen yéntemdir. Cfo |
restriksiyon enzimiyle amplifiye DNA'nin 6zguin bélgelerden kesilmesinden sonra,
ortaya ¢ikan bantlarin gésterimi igin genel olarak poliakrilamid jel elektroforezi
kullaniimaktadir. Ancak poliakrilamidin toksik etkileri ve ybntemin yatay jel
elektroforezine gére daha zor uygulanir olmasi g6z 6nunde bulundurularak,
MetaPhor agaroz ya da NuSieve agaroz jel elektroforeziyle apo E izoformlarinin
tiplendirilmesi yapilmaktadir. (8, 43, 44, 74, 98, 106)

4.6. Kardiyovaskaiiler Hastaliklarda Apo E Polimorfizmi

Apo E polimorfizmi ile ateroskleroz arasindaki baglant, ilk olarak apo E 2/2
fenotipine sahip tip Wl hiperlipoproteinemili hastalarda erken koroner kalp
hastaliginin gézlenmesi ile kurulmustur. Bu asamadan sonra konuyla ilgili
¢alismalarin yogunlagmas: ile apo E'nin, aterosklerozun baglama ve ileriemesinde
bireysel varyasyonun majér belirleyicisi oldugu sonucu gikariimistir. (46, 74)

Apo E4 izoformunu igeren silomikron ve VLDL kalintilarinin reseptére
baglanma aktivitesinin yiksek oldugu ve karaciger tarafindan daha hizl hicre
icine alindigi bilinmektedir. Ayrica apo E'nin aracilik ettidi VLDL kalintilarinin
LDL'ye dénustim hizi, E4 izoformunu igerenlerde daha ylksek oranda olmakta ve
LDL olusum hizini arttirmaktadir. Karacigere kolesterol transportu ve LDL olusum
hizindaki artma, LDL reseptor éentezini baskilamakta ve sonug¢ olarak da LDL
duzeyi daha yuksek olurken, silomikron ve VLDL kalintilarinin dlzeyi daha dusuk
olmaktadir (Sekil 12). (19, 74, 84, 96)
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- o
Sekil 12. Apo E 4/4 genotipinde lipoprotein metabolizmast. VLDL ve silomikron
kalintilarinin plazma dizeyleri azalirken, LDL olusum hizinda artis ve periferik
katabolizmasindaki yavaslama sonucu konsantrasyonunun artmasi sz

konusudur.

E2 izoformunu igeren silomikron ve VLDL kalintilarinin  reseptore
baglanma aktivitelerinin dusiik olmasi nedeniyle katabolizmalarinin daha yavas
oldudu bilinmektedir. E4 izoformunun tersine, E2 izoformunu igceren VLDL'lerin
LDL'ye déntisim hizlan daha yavastir. Karacigere azalmig kolesterol transportu
ve LDL olugsum hizindaki azalma, LDL reseptoér sentezini uyaracaktir (Sekil 13).
E2 izoformuna sahip bireylerde daha disik LDL duzeyleri olurken, silomikron ve
VLDL kahntidarinin dizeyleri daha yiiksek olacaktir (Tablo VI). (19, 74, 84, 96,
101)
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Sekil 13. Apo E 2/2 genotipinde lipoprotein metabolizmasi. VLDL ve silomikron
kalintilarinin plazma dizeyi yuksektir. Diger taraftan LDL olugsum hizindaki azalma
ve periferik katabolizmasindaki artisa paralel, LDL plazma konsantrasyon

dusaklaga gézienir.

Tablo VI. £3 ile €2 ve €4 allelleri kiyaslandiginda plazma lipid parametrelerindeki
farkhhk.

Allel Total LDL LDL Trigliserit | Apo E
Kolesterol Kolesterol Apo B
£2 2 2 N t T
4 t t * \ \

{: ¢3'den daha digik, T: £3'den daha yiksek
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Yapilan caligmalarda ylksek LDL kolesterol diizeyi ile iligkili olan E4
izoformunun ateroskleroz agisindan bir risk faktéri oldugu, E2 izoformununun ise
tip Il hiperlipoproteinemi gelismedigi sirece, ateroskleroza karsi koruyucu etki
gosterdigi saptanmistir. (18, 60)

Tip I hiperlipoproteinemi trigliseritten zengin lipoprotein kalintilarinin (-
VLDL) plazmada artigi ile karakterize herediter bir dislipidemidir. Hastalarda
kolesterol ve trigliserit yuksekligi birlikte bulunmaktadir. B-VLDL partikallerinin
aterojenik etkisiyle erken yasta ateroskleroz gelismektedir. Tip |l
hiperlipoproteinemili hastalarda, bazi ender vakalar diginda E 2/2 fenotipi
saptanmaktadir. Fakat hastaliin prevalansi 1:10000 iken, E 2/2 fenotipinin
gorulme sikliginin gok daha yiiksek olmasi, hastali§in ortaya ¢ikisinda genetik ya
da gevresel bagka faktérlerin de rol oynadi§ini dugiindiirmektedir. (19, 42, 58, 84)

4.7. Apo E Polimorfizmi ve Alzheimer Hastalig

Alzheimer hastaligi ekstraselliler senil plaklar, néron ve dendritlerde
nérofibriler kanisikliklar ve vaskuler amiloyid birikimi ile karakterize nérodejeneratif
bir hastaliktir. Alzheimer hastalig: ile €4 alleli arasindaki iligki, ilk olarak 1989
-yilinda Shimano ve arkadaslar tarafindan tanimlanmis ve hastalarda ¢4 allelinin,
kontrolle karsilagtinldiginda iki kat daha yuksek siklikta géruldigu saptanmistir.
(45, 52, 69, 74)

Alzheimer hastaliginda primer degisiklikler olan senil plakiarn ve
norofibriler kangikliklarin olusumunda apo E'nin de rol aldi§i disunilimektedir.
Senil plaklarin ana komponentini amiloyid p peptidi olustururken, nérofibriler

karigikliklarin ana komponentini Tau proteini olusturmaktadir. Deneysel olarak

-+ apa E'nin amiloyid B peptidine baglanarak, denatlrasyona: direngli stabil

- kompleksler olusturdugu gésterilmistir. Apo E4, E3'e gére amiloyid B peptidine
cok daha hizli baglanma géstermektedir. €4 alleli olan hastalarda, apo E amiloyid
B ile kolayca birleserek ¢6kmesini saflamakta ve senil plak olugsumu
gerceklesmektedir. Anormal olarak hiperfosforile olmus Tau proteini, hiicre iginde
norofibriler kangikliklarla ilgili olarak ¢iftlesmis helikal filamentler olusturur. Bu
filamentlerin olusumu apo E genotipi ile iligki g&stermektedir. Apo E3 Tau
proteinini baglayarak fosforilasyona karsi koruyucu etki gdsterirken, apo E4
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baglayamamaktadir. £4 alleli olan hastalarda, serbest Tau proteini fosforile olarak

nérofibrillerin yapisini etkilemektedir. (7, 78)
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GEREG VE YONTEMLER

1. Arag ve Geregler:
1.1. Cihazlar:
. UV Spektrofotometre

-_—

Mikrosantrifij

Sogutmali masa usti santrifij
Thermal Cycler

Speed Vac Konsantrator
Elektroforez Tanki
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. pH Metre
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. Dansitometre

1.2. Kimyasal Maddeler:

Proteinaz K

Deoksi Adenozin Trifosfat (dATP)
Deoksi Sitozin Trifosfat (dCTP)
Deoksi Guanozin Trifosfat (dGTP)
Deoksi Timidin Trifosfat (dTTP)

. Taq Polimeraz

N o o b 0N =

Bovin Serum Albumin
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Shimadzu UV-120-02
Fisher 235B

Eppendorf centrifuge 5403
Perkin Elmer Cetus
Savant SVC 100H
Pharmacia GNA-100
Pharmacia EPS 500/400
Vestel Goldstar

Bosch

Scotsman AF-10

MP4 Land Camera
Electro-mag

Nuve EN 500

Mettler AJ 100

Beckman Century SS 1

Gilson 10, 20, 100, 200, 1000 pl

Denley Wellprep 2000

Cliniscan 2



8. Dimetil sulfoksit (DMSOQO)
9. Primerler
10. Cfo | Restriksiyon Enzimi
11. ®X 174 DNA / Hae 1ll Marker
12. Agaroz
13. NuSieve Agaroz
14. Etidiyum Bromar
Diger tum kimyasal maddeler analar kalitede olup, Sigma ve Merck

firmalarindan temin edilmigtir.

1.3. Kitler:

1. Kolesterol Kiti Boehringer Mannheim MPR 1 1 442 341
2. LDL Kolesterol Cékturtcisu Boehringer Mannheim 726 290

3. HDL Kolesterol Cékturtcust Boehringer Mannheim 543 004

4. Trigliserit Kiti Randox TR 210

5. Apolipoprotein B Kiti The Binding Site NK086

6. Apolipoprotein A1 Kiti The Binding Site NK085

7. Lipoprotein (a) Kiti | Boehringer Mannheim 1 386 107

2. Ornek Toplama:

Kan érnekleri Adana ili Yemisli kéyinden ve Cukurova Universitesi Tip
Faklltesi Biyokimya Anabilim Dalina lipit parametrelerini 6grenmek amaciyla
bagvuran kisilerden alindi. Kigilerle daha 6nceden temasa gecilerek, kan
alinmasindan 6nce 12 saat a¢ kalmalari séylendi. EDTA'lI tiplere 5 mi kan érnegi
alindi. Kéyden toplanan kan 6rnekleri Adana'ya, buz kabinda korunarak tagindi.
Ornekler santrifij edilerek plazmalari ayrildi. Her 6rnekten, iki ependorf tlpine
250’ser ul plazma konarak, daha sonra lipoprotein (a), apolipoprotein A1 ve B
calisiimak Uzere derin dondurucuda -20°C’de saklandi. Lipoprotein elektroforezi,
total, LDL ve HDL kolesterol ile trigliserit dUzeylerinin saptanmasindan sonra
I6kosit DNA'lar izole edilerek, restriksiyon tipleme yéntemi ile apo E genotipleri

belirlendi.
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3. Analiz Yontemleri:

3.1. Lipoprotein Elektroforezi:

Prensip: Lipoproteinler elektriksel bir alanda farkli mesafelere gé¢ ederler.
Ayrigmay, tagidiklan farkh yikler yaninda, sekil ve boyut farkliliklari ile destek
materyaliyle olan etkilegsimleri belirler. Alkali ortamda lipoproteinler negatif
yukladarier ve elektriksel alanda anoda dogru go¢ ederler. Selliloz asetat
kagidinda HDL (a-lipoprotein) anoda dogru en hizli gé¢ eden lipoproteindir. Bunu
sirastyla VLDL (pre-p-lipoprotein) ve LDL (B-lipoprotein) izler. Silomikron ise

aplikasyon noktasinda yer alir. (79)

Ayiraglar:

1. Barbital Tamponu: 0.05 mol/L, pH 8.6
Sodyum Barbital 106 ¢
Disodyum EDTA 0.70¢g

tartilarak 1000 ml'ye distile su ile tamamlanir.

2. Selliloz asetat elektroforez kagdidi (Sartorius 12200)

3. Stok oil red boyasi: 0.3 g toz boya %70'lik, 500 ml metanol iginde ¢ozillr.
Isiticida kaynatilir. Kaynar kaynamaz isiticidan alinir. 37°C’de etuvde saklanir.
Stizmeden kullanilir.

4. Caligma boyasi: Etiivde saklanan boyadan 30 ml alinarak, (zerine 0.1 N'lik
NaOH’ten 7 ml ilave edilir.

Yontem: Elektroforez tankinin anod ve katoduna esit miktarda barbital tampon

konur. Selliiloz asetat elektroforez kagitlari tampon iginde 15 dakika islatilir. Iki

ul'lik aplikator ile aplikasyon. uygulanir. Kagit tankin koéprisine yerlestirilir.

Santimetresine 0.6 mA akim 45 dakika uygulanir. Oil red boyasi iginde bir gece

bekletilir. Ertesi gin suyla yikanarak artik boya kalintilarindan temizlenir.

Dansitometre ile boya yodunluguna goére lipoprotein ylizdeleri saptanir.

3.2. Total Kolesterol Tayini (CHOD-PAP Metodu - Enzimatik Yéntem)

Prensip: Kolesterol esterlerinin tumu kolesterol esteraz ile serbest kolesterol ve
yad asitlerine dondstiralor. Ortamda oksijen varlidinda, serbest kolesterol
kolesterol oksidaz ile kolest-4-en-3-on ve H.O,'e cevrilir. H,0, peroksidaz
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varhginda fenol ve 4-aminofenazon ile reaksiyona girerek kinonimin boyasini
olusturur. Olugan renk siddeti kolesterol konsantrasyonu ile orantihdir. 500 nm'de
fotometrik olarak 6l¢iim yapilir.

kolesterol esteraz
Kolesterol esterleri + H,0 > kolesterol + RCOOH

kolesterol oksidaz

Kolesterol + O, >  A* kolestenon + H;0,
Peroksidaz

2 H,0, + 4-aminofenazon + fenol ————— 4-(p-benzo-kinon-monoimino)-

fenazon + 4H,0

Ayiraglar:

1. Kolesterol ayiraci

2. Kolesterol standard: (200 mg/dl)

Yontem: Test tiplerine Tablo VilI'deki gibi pipetleme yapilir.

Tablo VII. Total kolesterol icin deney tlplerine pipetienecek miktarlar

Ayirag Korii Standart Ornek
Ornek materyali --- - 10 pl
Kolesterol - 10 pl -
standard)
Kolesterol ayiract 1000 ul 1000 pl 1000 pi

Kanstinlir, tupler 20-25°C’ de 10 dakika inkiibe edilir. Bir saat iginde,
spektrofotometrede ayirag kériine karsi 500 nm’de okuma yapilir.
Hesaplama:
mg/dl konsantrasyon = 575 x Asmex Ya da
A omex
mg/dl konsantrasyon=—— x Standart konsantrasyonu

A standart
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3.3. LDL Kolesterol Tayini: (Polivinil stlfat presipitasyon metodu)
Prensip: Ornede polivinil siilfat eklenmesi ile LDL kolesterol presipite edilir.
Santrifugasyondan sonra supernatanin kolesterol igerigi enzimatik olarak éigulir.
Total kolesterolden élgilen deder ¢ikarilarak LDL kolesterol diizeyi saptanir.
Ayiraclar:
1.Kolesterol ayiraci
2. Polivinil silfat
3. Akseleratér

Bir sise polivinil slfat tzerine 1000 pl akseleratér eklenerek presipite edici
solisyon hazirlanir. Solisyon oda isisinda 4 hafta dayanikhdir.
Yéntem:
a)Presipitasyon: 200 ul 6rnek tGzerine 100 ul presipite edici soliisyondan eklenir.
Karistinlir, oda 1sisinda 15 dakika inkibe edilir. 10 000 g'de 2 dakika sanrifij
edilir.

b) Kolesterol Tayini: Tablo VliI'deki gibi pipetleme yapilir.

Tablo VIII. LDL kolesterol igin deney tuplerine pipetlenecek miktarlar

Ayira¢ Korii Ornek
Redistile su 25 pl —
Supernatan --- 25 pl
Kolesterol ayiraci 1000 ul 1000 pul

Kansgtinlir ve tipler oda isisinda 10 dakika inkiibe edilir. Bir saat icerisinde
érnegdin absorbansi ayirag kériine karsi, spektrofotometrede 500 nm'de okunur.
Hesaplama:
mg/dl supernatan kolesterolil = A yme« X 350.1
LDL kolesterol = Total kolesterol - Supernatanin kolesteroli

3.4. HDL Kolesterol Tayini:
Prensip: Orne§e fosfotungstik asit ve magnezyum iyonlarinin eklenmesiyle
silomikronlar, VLDL ve LDL presipite olur. Santrifij sonucu supernatanda sadece

HDL kalir. Supernatanin kolesterol igerigi enzimatik olarak saptanir.
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Ayiraglar:

1. Kolesterol ayiraci

2. Presipite edici sollisyon

Yoéntem:

a) Presipitasyon: 200 ul érnek Gzerine 500 ul presipite edici soltisyondan eklenir.
Kangtirilarak, oda isisinda 10 dakika inkiibe edilir. 12 000 rpm'de 2 dakika

santriftj edilir.

b) Kolesterol Tayini: Tablo IX'daki gibi pipetleme yapilir.

Tablo IX. HDL kolesterol igin deney tiiplerine pipetlenecek miktarlar

Ayirac Korii Ornek

Redistile su 100 pl —
Supernatan --- 100 pl
Kolesterol ayiraci 1000 pl 1000 pl

Karigtinldiktan sonra tupler oda isisinda 10 dakika inkube edilir. Bir saat
icerisinde drnegin absorbansi ayirag kérline karsi, spektrofotometrede 500 nm'de
okunur.

Hesaplama:
mg/dl HDL Kolesterol = A smex X 219.2

3.5. Trigliserit Tayini: (GPO-PAP Metodu, Enzimatik Yéntem)

Prensip: Trigliseritlerin lipaz ile hidrolizi sonucu gliserol ve yag asitleri agija
ctkar. Gliserol, ATP - varliginda gliserol kinaz ile gliserol-3-fosfata dénusur.
Gliserol-3-fosfat, oksijen varliinda gliserol-3-fosfat oksidaz ile dihidroksiaseton
fosfat ve H,O, olusturur. H,0,, peroksidaz varliginda fenol ve 4-aminofenazon ile
reaksiyona girerek kinonimin boyasint olugturur. Olusan renk siddeti trigliserit

konsantrasyonu ile orantilidir. 500 nm'de fotometrik olarak 6lgiim yapilir.
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Lipaz
Trigliseritler + H,O ——— Gliserol + Yag asitleri

Gliserol kinaz
Gliserol + ATP > Gliserol-3-fosfat + ADP
Gliserol-3-fosfat oksidaz
Gliserol-3-fosfat + O, > Dihidroksiaseton fosfat + H,0O,

Peroksidaz

2H,0; + 4-aminofenazon + 4-klorofenol — > Kinonimin + HCI + 4 H,0O

Ayiraglar:

1. Tampon

2. Enzim ayiraci: Bir sise enzim ayiraci igerisine 15 ml tampon konarak karistirilir.
2-8°C'de 21 glin dayaniklidir.

3. Trigliserit standardi (200 mg/dl)

Yontem: Tablo X'daki gibi pipetleme yapilir.

Tablo X. Trigliserit tayini igin deney tuplerine pipetienmesi gereken miktariar

Ayirag Korii Standart ~ Ornek
Ornek 10 ul
Standart 10 ul ---
Enzim ayiraci 1000 pl 1000 pl 1000 pl

Karigtinlir ve oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edilir. 60 dakika igerisinde

ornegin ve standardin absorbansi, ayirag kérine kargi 500 nm’de okunur.

Hesaplama:

mg/dl konsantrasyon = 743 x A sne Ya da

mg/dl konsantrasyon =

A smex

x Standart konsantrasyonu

A standart
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3.6. Apolipoprotein Al Tayini: (Turbidimetrik Yontem)

Prensip: Turbidimetri, solisyonda bulunan partikillerin yaydigi 1s1§1 6lgme
esasina dayanir. Ornekteki apo A6 zgin antikorlarla birlegerek, tirbidite ile
sonuglanan immiin kompleksler olustururlar. Olusan tirbiditenin miktari érnegin
apo Al konsantrasyonu ile orantilidir. Turbidite spektrofotometrede 340 nm'de
6lculir. Daha onceden farkli konsantrasyonlardaki apo Al kalibratorleri
kullanilarak gizilen kalibrasyon egrisinden érnegin konsantrasyonu saptanir.
Ayiraglar:

1. Antiserum

2. Antiserum sulandiricisi

3. Kalibratér (163 mg/di)

4. Dusguk kontrol (62-84 mg/dl)

9. Yiksek kontrol (189-257 mg/dl)

6. Serum sulandiricisi

Yontem:

a) Standart egri ¢izimi (Tablo XI)

Tablo XI. Apo Al igin standart egri c¢iziminde kullanilacak standartlarin

hazirlanmasi
Kalibratér hacmi | Serum sulandiricisi Konsantrasyon
(ul) hacmi (ul) (% kalibrator degeri)
S1 10 450 20
S2 15 360 40
S3 25 300 80
sS4 50 365 120
S5 60 320 160
S6 100 400 200

b) Ornek ve kontrollerin hazirlanmasi

Kontrol / Ornek hacmi Serum sulandiricisi hacmi Dilisyon
50 ul 450 pl 1710
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c¢) Uygulama:
Antiserum sulandiricisi 675 pl
Sulandinimis standart/érnek/kontrol 15 ul
340 nm'de su kérine kargt optik dansite, (OD,) 6lghlur.
Antiserum 75 ul
Kanstinlir, oda isisinda 520 saniye sonra OD; élgulur.
Hesaplama:
AOD = 0D, - OD,
Caligilan standartlarla cizilen kalibrasyon egrisinden, 6rnegin ve

kontrolierin konsantrasyonlari saptanir.

3.7. Apolipoprotein B Tayini: (Turbidimetrik Yéntem)

Prensip: Tarbidimetri, solisyonda bulunan partikillerin yaydig: 1s1§t olgme
esasina dayanir. Ornekteki apo B ézgin antikorlarla birleserek, turbidite ile
sonuglanan immin kompleksler olustururiar. Olusan tirbiditenin miktari 6rnegin
apo B konsantrasyonu ile orantilidir. Turbidite spektrofotometrede 340 nm'de
6lguliir. Daha énceden farkli konsantrasyonlardaki apo B kalibratérleri kullanilarak
cizilen kalibrasyon egrisinden érnegin konsantrasyonu saptanir.

Ayiraglar:

1. Antiserum

2. Antiserum sulandincisi

3. Kalibratér (99 mg/dl)

4. Dugik kontrol (40-60 mg/dl)

5. Yiksek kontrol (100-140 mg/di)

6. Serum sulandiricisi

Yoéntem:

a) Standart egri ¢izimi (Tablo XII)
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Tablo XIl. Apo B igin standart egri ciziminde kullanilacak standartiarin

hazirlanmasi
Kalibratéor hacmi | Serum sulandiricisi Konsantrasyon
(uh) hacmi (ul) (% kalibrator degeri)
S1 20 480 20
S2 40 460 40
S3 80 420 80
S4 160 340 120
S5 180 320 160
S6 200 300 200

b) Ornek ve kontrollerin hazirlanmasi

Kontrol / Ornek hacmi Serum sulandiricisi hacmi Dilusyon
50 ul 200 pl 115
c) Uygulama:
Antiserum sulandiricisi 450 pl
Sulandiriimis standart/érnek/kontrol 80 pl

340 nm'de su kériine karsi optik dansite, (OD4) élgulr.
Antiserum 50 ul
Karistirilir, oda isisinda 360 saniye sonra OD; élgulir.
Hesaplaha:
AOD = 0D, - OD;
Caligilan standartlarla cizilen kalibrasyon egrisinden, 6rnegin ve kontrollerin

konsantrasyonlari saptanir.

3.8. Lipoprotein (a) Tayini: (Mikroeliza)

Prensip: Oncelikle ‘mikro plate’ kuyucuklarinin duvarnna poliklonal antikorlar
adsorptif olarak baglanir. Serbest antikorlar yikanarak ortamdan uzaklasgtirilir.
Kuyucuklara 6zgiin olmayan proteinlerin baglanmasini énlemek amaciyla ‘bloking’
ayira¢ ile inkibe edilir. Daha sonra serum/plazma/standart eklenir.

Serum/plazma/standart iqindéki Lp (a), kuyucuklarin duvarina bagh antikorlara
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baglanir. Baglanmayan proteinler yikanarak ortamdan uzaklastirifir. Peroksidaz

isaretli monoklonal antikorlarla .inkiibe edilir. Bu antikorlar Lp (a)’ya fikse olurlar.

Ortama kromojen bir madde eklenmesiyle de Lp (a) konsantrasyonu ile orantili

olarak, koyu yesil bir renk olusur. Lp (a) konsantrasyonu gizilen standart egriden

degerlendirilir.

Ayiraglar:

1. ‘Coating’ tampon: PBS (phosphate buffer saline) toz karigimi 1000 ml redistile
su icinde g¢ézilar. 100 ml'si ‘capture antibody’ soliisyonu ve ‘conjugate dilution’
hazirlanmasinda kullanilir.

2. Konsantre ‘capture antibody’ sollisyonu: Liyofilizat 1 ml redistile su iginde
¢6zilur. 50 ul'lik 20 alikota ayrilir. -20°C'de saklanir.

3. ‘Capture antibody’ soliisyonu: 50 ul konsantre ‘capture antibody’ solusyonu 1
mi ‘coating’ tampon ile sulandirihr. 10 test i¢in yeterlidir. Kullamlacagt an
hazirlanmalidir.

4. Yikama solusyonu: 450 ul Tween 20, 900 ml ‘coating’ tampona eklenir.

5. ‘Blocking/diluting’ solusyonu: 100 ml konsantre ‘blocking/diluting’ solisyonu
1000 ml'ye redistile su ile tamamlanir.

6. Stok Lp (a) standardi: Liyofilize standart lzerine 500 ul redistile su eklenir.
Konsantrasyonu 50 mg/dl'dir.

7. Standart dilisyonlart: Kullanilacagi an hazirlanmahdir. (Tablo XIlI)

Tablo XIil. Lp (a) standartlarinin hazirlanmasi

‘Blocking/diluting Stok standart Konsantrasyon
soliisyonu (ml) (nl) (mg/dl)
S1 5.0 100 1.0
S2 5.0 50 - 05
S3 5.0 20 — 0.2
sS4 5.0 10 041
S5 50 S2'den 500 0.0
S6 5.0 S3'den 500 0.02
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8. Serum dilisyonu: 10 pl serum, 5 ml ‘blocking/diluting’ soliisyonu ile 1/500
oraninda sulandirilir.

9. Konsantre ‘conjugate’ soliisyonu: 1 ml redistile su iginde ¢ozilir. Mikrobiyal
kontaminasyondan korumak amaciyla birka¢ timol kristali eklenir.
Dondurulmamahdir.

10. Caligma ‘conjugate’ solisyonu: 50 pl konsantre ‘conjugate’ soliisyonuna 1ml
‘blocking/diluting’ solisyonundan eklenerek hazirlanir. Kullanllécagl an
hazirlanmalidir.

11. Substrat solisyonu: 2 ABTS tableti 10 ml substrat tamponu iginde ¢ézilir.
100 test icin yeterlidir. Isiktan korunmalidir.

Yéntem: inkiibasyon oda isisinda 700 rpm'de ¢calkamay! kapsar.

1. Antikorla kaplama: ‘Mikro plate'in her kuyusuna 100 ul ‘capture antibody’
soliisyonu pipetlenir. 30 dakika inkibe edilir.

2. Yikama: Kuyular bosaltilir. Kalan sivi kisim seluloz gibi yumusak-kuru bir zemin
uzerine hafifce wvurularak uzaklagtinhr. Her kuyuya 250 ul yikama
solusyonundan eklenir. Etkisini géstermesi i¢in 15 saniye beklenir. Daha sonra
bosaltilarak, yukarda anlatildi§) sekilde sivi kisim uzaklastirilir. Bu olay 3 kez
tekrarlanir.

3. ‘Blocking/diluting’ soliisyonla kaplama: Her kuyuya 250 pl ‘blocking/diluting’
solisyondan pipetlenir. 15 dakika inkibe edilir.

4. Yikama: 2. agsamada anlatildi§i sekilde yapilir.

5. Standart/6rnek ile reaksiyon: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis 6 standart
ve sulandiriimig érneklerden 100’er ul kuyucuklara pipetlenir. 30 dakika inkiibe
edilir.

6. Yikama: 2. agsamada anlatildi§: sekilde yapilir.

7. ‘Conjugate’ ile inkiibasyon: Her kuyuya 100’er pl galigma ‘conjugate’ soliisyonu
pipetlenir. 90 dakika inkiibe edilir.

8. Yikama: 2. agamada anlatildi§i sekilde yapilir.

9. Substratla reaksiyon: Her kuyuya 100’er ul substrat solUsyonu pipetlenir. 30
dakika inkiibe edilir.

Bir ‘mikro plate’ okuyucu kullanarak, 405 nm’de okuma yapilir. Sonuglar gizilen

standart egriden degerlendirilir.
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3.9. Tam Kandan DNA Eldesi:

Prensip: Tam kandaki eritrositler hipotonik lizis ¢ézeltisi ile patiatiidiktan sonra
santrifiyj edilerek l6kositler aynistirilir. Sodyum klorir-tris-EDTA (STE) ¢é6zeltisi ile
I6kosit pelleti sispanse edilir. Sodyum dodesil silfat (SDS) ve proteinaz K
eklenerek, hiicre zarlarinin ve proteinlerin hidrolizi gerceklestirilir. Bir gece
inkiibasyondan sonra protein ve hiicre artikian fenol-kloroform ile uzaklastiriiir.
Purifiye edilen DNA soguk saf etanolde g¢okturliierek, genomik DNA elde edilir.
(105)

Ayiraglar:

1. 5 x Retik salin ¢ozeltisi:
NaCl 40949
KClI 1.85¢g

MgCl,.6H,O 7.1 g distile su ile litreye tamamlanir.
2. Lizis ¢ozeltisi: Gunluk hazirlanmalidir.

131 mM NH,CI 714 g

0.9 mM NH,HCO; 0.07 g distile su ile litreye tamamlanir.
3. STE ¢ozeltisi:

0.1 M NaCl 5.844 g
0.2 M Tris 6.057 g
1 mM EDTA 0.3722 g distile su ile litreye tamamlanir. NaOH

ya da HCI kullanilarak pH’si 7.4’e ayarlanir.

4. Proteinaz K c¢ozeltisi: 25 mg proteinaz K, pH'si 7.4 olan 10 mM’lik 2.5 ml tris
tamponda ¢ozuliir ve -20°C’de saklanir.

5. Fenol: 1000 g fenole 200 mM, pH 8.5 tris (200 mM tris: 24.22 g tris baz 1000 ml
saf suda ¢ozillerek hazirlanir, pH'si 8.5'e HCI ile ayarlanir) tampon esit
miktarda eklenir. lyice karigtiktan sonra fazlar ayrigincaya kadar bekletilir. Ust
fazin pH'si élgilar. pH 8.5'in altinda ise st faz dékilerek yeni tampon ekienir.
Ayni igleme pH . yaklagikk 8.5 oluncaya kadar devam edilir. Son olarak
konsantrasyonu %0.1 olacak sekilde 8-hidroksi kinolin (1 g) eklenir.
Buzdolabinda saklanir.

6. TE sollsyonu:

10 mM Tris 1.2114 g
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1 mM EDTA 0.3722 g distile su ile litreye tamamlanir, HCI ile
pH 7.4’e ayarlanir.
7. Kloroform
Yoéntem:
1. EDTA'lI tipe 5 ml kan alinir. Santrifij edilerek plazmasi uzaklagtirihir.
2. 15 ml'lik tipe aktarilir ve Gzerine esit miktarda 1x retik salin eklenir.
3. 4°C’de, 2500 rpm'de 10 dakika santrifij edilir.
4. Beyaz kire tabakasina dikkat edilerek, sipernatan aspire edilir.
5. 1xretik salin ile yikama iglemi G¢ kez tekrarlanir.
6. Gunluk hazirlanmig lizis solisyonu ile eritrositier patiatilir. Oda isisinda 5-10
dakika yavas¢a karistirthir.
. 4°C'de, 2500 rpm’'de 10 dakika santrifiij edilir.

8. Supernatan aspire edilir ve lizis iglemi {i¢ kez tekrarlanir.

\'

9. Lékosit pelleti 5 mi STE icerisinde siispanse edilir. Igine 1/20 oraninda %20’lik
SDS ve 100 pul proteinaz K eklenerek, bir gece 37°C'de bekletilir.

10. Ertesi sabah soliisyon kivamli bir hal alr. Eer I6kositler tam olarak
parcalanmamissa iki saat daha inkiibasyonda birakilir.

11. Esit hacimde fenol eklenir. Yavasca 10 dakika karistirilir ve 10 dakika buzda
bekletilir. 4°C'de, 2500 rpm’'de 10 dakika santrifij edilir.

12. Ust faz pastér pipeti ile gekilerek temiz bir tipe aktarilir.

13. 2.5 ml fenol ve 2.5 ml kloroform eklenir. Yavasca 10 dakika karistirilir ve 10
dakika buzda bekletilir. 4°C'de, 2500 rpm’'de 10 dakika santriflj edilir.

14. Ust faz pastér pipeti ile gekilerek temiz bir tupe aktarilir..

15.5 ml kloroform eklenir. Yavasga 10 dakika karistiniir ve 10 dakika buzda
bekletilir. 4°C’de, 2500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

16.:Ustteki faz %95'lik soguk etanol igine aktarilir. DNA'nin hava: kabarciklari
seklinde presipite oldugu gézlenir.

17. Presipite olan DNA %70'lik etanole aktarilarak yikanir. 2 dakika santrif(j edilir.

18. Dikkatlice alkol dékdlar, iginde kalan az miktar ise ‘speed vac’a konarak

ugurulur.



19. DNA pelleti Gzerine TE solisyonu eklenerek, 37°C'de bir gece inkiibe edilir.
DNA tamamen ¢é6zilince 10 pl'si 590 pl saf suyla kangtinlir. 260 nm'deki
absorbansi bigilerek, konsantrasyonu hesaplanir.

pg/ml konsantrasyon = ODys X sulandirma katsayis! (60) x 40
DNA'nin 280 nm'deki absorbansi da olgllerek, ODy / ODygy oranindan

verimi hesaplanir. Verimin 1.5’dan daha yiksek olmasi istenir.

3.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Apo E Geninin Amplifikasyonu:

Prensip: Genomik DNA'nin gogaltiimak istenen ydéresinin iki ucuna 6zgi, bu
yoéredeki DNA dizisine komplementer, bir ¢ift sentetik primer kullanilarak, o
yérenin enzimatik olarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir. llk agamada, DNA'nin iki
zincirinin yiksek 1sida birbirinden ayriimasi saglanir. Ikinci asamada, sicaklik
dasiaralerek, primerlerin  kendilerine komplementer olan DNA dizilerine
baglanmasi saglanir. Son asamada ise taq polimeraz enzimi ortamda bulunan
deoksi nikleotit trifosfatiari (dNTP) kullanarak DNA zincirlerinin sentezini
gergekiestirir. Bu islem 25-30 kez tekrarlandidinda, istenilen yére, yaklasik bir

milyon kez gogaltilmis olur (Sekil 14). (70)

Ayiraglar:

1. 10 x PCR tamponu (3):
Tris HCI pH 8.8 670 mM
(NH4),S04 166 mM
MgCl, 67 mM
B-Merkaptoetanol 100 mM
Bovin serum albumin 10 pg/ml
Steril redistile su iginde 10 ml

2. Primerler: Apo E geninin 4. eksonunun 227 baz giftlik (bp) bélgesinin

amplifikasyonunda kullanilan primerlerin baz dizisi.(100)

Primer48 5 TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA3
Primer48 5 ACAGAATTC GCC CCG GCC TGG TACACTGCCA 3

3. 2.5 mM dNTP kangimi:
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100 mM dATP 25 pl

100 mM dGTP 25 ul

100 mM dCTP 25 ul

100 MM dTTP 25 pl

900 ! steril redistile su eklenir.
4. %50’lik dimetil silfoksit (DMSO)
5. Taq polimeraz
3.10.1. Amplifikasyon Kosullari: Her érnek igin tablo XIV'de verildigi sekilde
PCR karigim havuzu hazirlanir. Karistirilip, anlik santrifiijden sonra, her bir érnek
topine bu havuzdan 19ar pl pipetlenir. Daha sonra tiplere 0.4 pug
konsantrasyonda DNA ve 0.3 ul (1.5 Unite) taq polimeraz ekienir. Her 6rnek tupQ
50 ul'ye redistile steril su ile tamamianir. Karistirthp, anlik santriftj edilir.
Amplifikasyona baslamadan once, tip igeriginin buharlagmasini &nlemek
amaclyla, 1’er damla mineral oil damlatilir. PCR programi uyarinca amplifikasyon
baslatilir. (17)

Tablo XIV. PCR karnigim havuzunun hazirlanmasi

Cozelti Miktar Konsantrasyon
10 x PCR tamponu 5 ul 1 x PCR tamponu
2.5 mM dNTP kangimi 2 ul 0.1 mM her dNTP'den
25 pmol / pl Primer 48 1l 25 pmol / 50 pl
25 pmol / ul Primer 49 1 ul 25 pmol / 50 pl
%50 DMSO 10 pl %10
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Sekil 14. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR). Amplifiye edilmek istenen hedef DNA
bélgesi, A zinciri ve ona komplementer olan B zinciri seklinde ¢ift sarmalli DNA
olarak gdsterilmigtir. 1. déngide, DNA denatire edilir ve kisa oligonikleotit
primerlerin yapigmasi saglanir. Tag polimeraz, dNTP’ler varliginda, primerlerin
uzamasini saglar. Hedef DNA bélgesinin iki kopyast olugur. 2.déngide, 1. déngl
sonucunda olugsan iki DNA sarmal denatire olur ve ayni islemler tekrarlanir.
Boylece hedef DNA'nin 4 kopyasi olusur. N déngil sonucunda 2" kadar DNA

olusur.
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3.10.2. PCR Program: 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon yapilir. Bunu 40 dongi

olacak sekilde,

94°C’'de 0.5 dakika denatirasyon
65°C'de 0.5 dakika yapisma (annealing)
70°C'de 1.5 dakika uzama (extension)

asamalar izler. 10 dakika 70°C'de son uzama asamasiyla amplifikasyon
tamamlanir. (100)

3.10.3. Amplifikasyon Kontrolii: Restriksiyon tipleme yontemi igin enzimle
- kesme asamasindan énce amplifikasyon kontrolunuin yapiimasi gerekmektedir. Bu
amagcla, daha sonra detayli olarak bahsedilecek olan, yatay jel elektroforezi
uygulanir. %1'lik agaroz jelde, 1 x tris borat EDTA (TBE) tamponda, 150 voltta 30
dakika yuritulen érnekler, etidiyum bromirle boyandiktan sonra ultraviyole (uv)

lamba altinda kontrol edilir.

3.11. Restriksiyon Tipleme Yontemi ile Apo E Genotipinin Saptanmasi
(Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP):
Prensip: Restriksiyon enzimleri, kendileri i¢in 6zgin baz dizilimlerini taniyip, bu
'yérelerden ¢ift sarmalli DNA’lan keserek, farkh uzunlukta DNA pargaciklarinin
olusumuna neden olurlar. Bir restriksiyon enzimi, ayni DNA dizisine sahip farkli
érneklerde, ayni uzunlukta DNA pargaciklarinin olusumunu gergeklestirir. Ancak,
DNA dizisindeki bir mutasyon, restriksiyon enzimine 6zgil tanima bélgesinde
degisiklide neden oluyorsa, bu durumda farkli uzunlukta DNA pargaciklari
olusacaktir. Apo E geninin, polimorfik yo6relerini iceren 227 bp’'lik dizisinin
amplifikasyonla gogaltilmasindan sonra, Cfo | restriksiyon enzimiyle inkiibasyonu,
polimorfik yoérelerdeki farkli baz dizilimi nedeniyle, farkii uzunluklarda DNA

pargaciklarinin olusumuyla sonuglanacaktir. (1, 2, 35, 85)

Ayiraglar:
1. Cfo | restriksiyon enzimi
Ozgiin tanima bolgesi; J
GCGC
CGCG
t
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2. 10 x tampon L
Yontem: Amplifikasyon kontroliinden sonra, her érnek igin tabio XV'de verildi§i

sekilde pipetleme yapilir.

Tablo XV. Cfo | restriksiyon enzimi ile kesim hazirh§i

Amplifikasyon Grini 20 pl
Cfo | restriksiyon enzimi 1 ul (10 Gnite)
10 x tampon L 2.5yl
Steril redistile su 1.5 ul
Toplam | 25 pl

37°C'de bir gece inkibasyondan sonra, olugsan DNA pargaciklarinin

goruntilenmesi asamasina gegilir. (2, 35)

3.12. Elektroforez:
Prensip: Elektriksel alanda, NuSieve agaroz-agaroz jel Uzerine aplike edilen
DNA'lanin anoda dogru gé¢ etmesi esasina dayanir. Orneklerin yaninda uygun
marker kullanilmas: ile de, belirli uzakliklara yirimis olan DNA bantlarinin
molekdiler agirhig: saptanabilir.
Ayiraglar:
1. %4'lik NuSieve agaroz-agaroz (2:1 oraninda) jel:

NuSieve agaroz 1.3 g

Agaroz 079

50 ml 1xTBE tamponda ¢ozlur.
2. 10xTBE tampon:

Tris baz 108 g

Borik asit 55¢

200 mi 0.1 M, pH 8.0 EDTA iginde ¢o6zuldiikten sonra 1000 ml'ye saf su ile
tamamianir. Son pH yaklagik 8.3'tur. Kullanilacag:i zaman 1:10 sulandinlarak
1xTBE tampon hazirlanir.
3. Etidiyum bromiir: 5 mg/ml olacak gekilde saf suda hazirlanir.
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4. Yikleme (loading) tamponu:

Bromfenol mavisi %0.25

Sukroz %40
olacak sekilde 1xTBE tamponda ¢6zilip, pH'st 7.5’e ayarlanir.
Yontem: %4'lik NuSieve agaroz-agaroz polimerizasyona uygun hale gelmesi igin
mikrodalga firinda i1sitilir. Homojen sivi jel, daha 6nceden uygun tarak konarak
hazirlanmig olan elektroforez kabina dokilir. Donuncaya kadar beklenir.
Polimerize olmus jel 1xXTBE tampon igeren elektroforez tankina yeriestirilerek
tarak gikarilir. Parafilm Gzerine her 6érnek igin 2 pl yikieme tamponu pipetlenir.
Cfo | restriksiyon enzimiyle kesilmis her érnekten 20 pl, otomatik pipet yardimiyla,
homojen hale gelinceye dek yikleme tamponuyla kanstinhr. Bu karisimlar
kuyucuklara aplike edilir. Ayrica uygun marker da yikleme tamponuyla
karistinlarak kuyucuklardan birine aplike edilir. Aplikasyon tamamlandiginda
elektroforez islemi baslatilir. iki saat siireyle 100 V akim uygulanir. Elektroforez
tamamlandiktan sonra jel etidiyum bromir kabina konarak, 5 dakika boyada
birakilir. Daha sonra bir saat slreyle su iginde bekletilir ve jelin artik boyalardan
temizlenmesi saglanir. UV isik altinda kamera ile deney sonucu géruntulenir ve

cekilen resimlerde apo E genotipleri belirlenir.
4. istatistiksel Analiz:

Istatistiksel agidan dederlendirmeler ‘one-way analysis of variance’a gére

yaptimistir.
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BULGULAR

Calisma siiresince, toplam 75 kan érnegi toplandi. Orneklerin 41 tanesi
Adana ili Yemisli kéyunden, 34’4 ise Gukurova Universitesi Tip Fakiltesi
Biyokimya Anabilim Dal’'na lipit parametrelerini 6§renmek amaciyla bagvuran,
saghkli goérinen kisilerden temin edildi. Yemisli kdyinin segilmesinin nedeni,
heniz yayinlanmamis olan tarama g¢aligmalarinda, bu kéyin insanlarinin yuksek
lipit konsantrasyonlarina sahip olmalaridir. Olgularin yaslan 20 ile 84 arasinda
degismekteydi. Olgular 40 yas ve aiti ile 40 yas Uzeri olmak Uzere iki gruba
aynldi. Her dekadi kendi iginde degerlendirmememizin nedeni, olgu sayisinin
istatistiksel degerlendirme agisindan yetersiz olmasidir. Ayrica kadin ve erkek
olarak cinsiyetlerine goére de alt gruplara ayridi. Tablo XVida bu grupiann

istatistiksel degerleri verilmektedir.

Tablo XVI. Calisilan kan érneklerinin cinsiyet ve yasa gére dagihmi ile gruplarin

yas ortalamalar ve standart sapmalari

40 Yas ve Alti | 40 Yas Uzeri Toplam
(Yas X + SD) (Yas X + SD) (Yas X + SD)
" Kadin 22 27 49
(31+5.9) (57 + 10.4) (45 + 15.8)
Erkek 13 13 26
(32 +4.9) (49 + 6.0) (41 + 15.8)
Toplam 35 40 75
(31+5.6) (54 + 9.8) (44 + 14.2)

Kanlarin laboratuvara ulagmasindan sonra lipoprotein elektroforezi, total
kolesterol (TK), LDL kolesterol (LDL-K), HDL kolesterol (HDL-K) ve trigliserit (TG)

degerleri saptandi. Tablo XVilI'de lipoprotein elektroforez sonuglarinin yas ve
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cinsiyete gére dagilimi verilmektedir. Tablo XVllI'de TK, LDL-K, HDL-K ve TG

degerlerinin istatistiksel verileri verilmektedir. Tim &rneklerin toplanmasindan

sonra apo A |, apo B ve Lp (a) parametreleri toplu olarak galigildi. Bu degerlerin
istatistiksel verileri ise tablo XIX'da verilmektedir. Sekil 15'de total, LDL ve HDL

kolesterol ile apo Al'in, ¢aligilan tim. olgulari kapsayacak bigcimde yapilmis olan

populasyon dagtimi verilmektedir. Her dort parametre de gausiyan dagilimina

uygunluk goéstermektedir. Diger tarafdan sekil 16'da gézlenen trigliserit, apo B ve

Lp (a) parametreleri gausiyan dagilim géstermemektedir.

Tablo XVII. Tum olgularin yas ve cinsiyete goére lipoprotein elektroforez sonuglan

BX+SD pref X+ SD aXxSD

Kadin 54 +85 18+ 12.4 27 +£10.0
Erkek 58 + 11.1 22+12.5 20+6.6
Toplam 55+9.6 20+£124 25+9.6

Tablo XVIII. Caligilan érneklerin TK, LDL-K, HDL-K ve TG ortalamalari, standart

sapmalari ve minimum - maksimum degerleri

Total-K + SD LDL-K + SD HDL-K + SD TG +SD

(min - max) (min - max) (min - max) (min - max)

Kadin 187 +43.3 117 £ 33.5 40+9.6 147 £ 101.5
(87 - 312) (37 - 188) (20 - 65) (32 - 651)

Erkek 176 + 54.5 109 + 37.3 30+6.3 176 + 159.9
(113 - 324) (67 - 203) (21-51) (25 - 747)

Toplam 183 £47.4 114 + 34.8 37+ 10 157 £ 124.6
(87 - 324) (37 - 203) (20 - 65) (25 -747)
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Tablo XIX: Caligilan érneklerin Lp (a), apo A | ve apo B ortalamalari, standart

sapmalari ve minimum - maksimum degerleri

Lp (a) + SD Apo Al+SD Apo B +SD
(min - max) (min - max) (min - max)
Kadin 18 £47.8 130 +48.4 78 +15.9
(1-316) (49 - 251) (51-112)
Erkek 33+106.2 93+323 101 +70.9
(1 - 550) (38 - 188) (62 - 427)
Toplam 23+ 73.1 117 £46.7 91 +45.9
(1 - 550) (38 - 251) (51 - 427)
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Sekil 15. Total, LDL ve HDL kolesterol ile apo Al'in gausiyan dagilimlari
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Sekil 16. Trigliserit, apo B ve Lp (a)nin gausiyan olmayan dagiimlari.

Tum olgularda yas gruplarina gére, lipit parametrelerinin ortalama
degerlerinin dagiimi sekil 17'de verilmektedir. Iki yas grubu istatistiksel agidan
degerlendirildiginde total kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserit p<0.01’e gore,
apo B p<0.05’e gére anlamli farklilik gostermektedir. Sekil 18 ve 19'da ise farkh
cinsiyetlerde yas gruplarina gore lipit parametrelerinin dagihimi verilmektedir.
Kadinlarda total kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserit istatistiksel agidan anlamli
(p<0.01) farklilik gdsterirken, erkeklerde total ve LDL kolesterol p<0.01'e gore,
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trigliserit p<0.05’e gére anlamh farklilik gostermektedir. Her iki cinsiyette yag

gruplarina gére apo B istatistiksel agidan anlamli farklilik géstermemektedir.

250, [140 yas vealti
] B 40 yas lizeri
200 _
| s
1501
100/
50]
D- = 4 £ . ¥ 25 o ]
TK LDL-K  HDL-K 16 Lp(a  ApoAl  ApoB

Sekil 17. Tum olgularda yas gruplarina gére lipit parametrelerinin dagihmi

250, 040 yas ve alti
H 40 yas Uzeri

2004

15047

100

5041

".nn-

TK LDL-K HDL-K TG Lp (a) Apo Al Apo B

Sekil 18. Kadin olgularda yas gruplarina gére lipit parametrelerinin dagilimi
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Sekil 19. Erkek olgularda yas gruplarina gére lipit parametrelerinin dagilimi

Sekil 20'de tum olgularin cinsiyete gére lipit parametrelerinin dagilimi
verilmektedir. Istatistiksel acidan degerlendirildiginde HDL kolesterol ve apo Al
p<0.01’e gére anlamli farklilik géstermektedir. Sekil 21 ve 22'de ise cinsiyete gore
lipit parametrelerinin dagiimi, yas gruplarina ayrilarak verilmistir. 40 yas ve
altindaki olgularla 40 yas Uzerindeki olgularin gruplarinda HDL kolesterol
p<0.01’e ve apo Al p<0.05'e gére anlamli farklihgr yansitmaktadir
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Sekil  20. Tum olgularda cinsiyete gore lipit parametrelerinin

datjlllml
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Sekil 21. 40 yas ve altindaki olgularda lipit parametrelerinin cinsiyete gére

dagihmi
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Sekil 22. 40 yas tizerindeki olgularda lipit parametrelerinin cinsiyete gére dagiimi

Hastaneye basvuran olgularla Yemisli kéyunun olgularinin lipit
parametreleri karsilagtinidiginda total, LDL ve HDL kolesterol ile apo Al

istatistiksel agidan ( p<0.05) anlamli farklilik gostermektedir.

Tablo XX: Farkli olgu kaynaklarinin lipit parametrelerinin karsilagtirmasi

Olgularin TK LDL-K | HDL-K TG Apo Al | ApoB | Lp(a)
Kaynagi | (+SD) | (+SD) | (+SD) | (+SD) | (+SD) | (+SD) | (+SD)
Yemisli 195 124 39 150 129 89 20

Koyl (41.7) | (32.2) (9.7) | (109.4) | (52.1) | (23.0) | (52.0)
Hastane 169 103 33 166 102 93 27

(50.4) | (36.0) (9.5) | (141.9) | (34.5) | (63.5) | (93.1)

p 0.016 | 0.011 0.010 | 0579 | 0.013 | 0.645 | 0.672

Orneklerin DNA'lari fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile izole edildikten
sonra, 260 nm dalga boyunda DNA ve 280 nm dalga boyunda protein
absorbanslar Slgilerek, DNA yogunlugu ve verimi hesaplanmistir. Elde edilen

bulgular tablo XXI'de verilmektedir.
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Tablo XXI. DNA izolasyonu sonucu elde edilen veriler

(No) Olgular 0.D.260 0.D.25 0.D.260/ 0.D.280 Konsantrasyon
pug/mi

1 E.A. 0.100 0.055 1.82 120
2 F.K. 0.106 0.090 1.18 127
3 Y.K. 0.220 0.122 1.80 264
4 C.K. 0.085 0.065 1.31 102
5 SY. 0.140 0.100 1.40 168
6 G.0. 0.276 0.200 1.38 331
7 AA. 0.490 0.280 1.75 588
8 C.G. 0.310 0.220 1.41 372
9 N.A. 0.360 0.200 1.80 432
10 M.A. 0.404 0.235 172 485
11 M.E. 0.332 0.235 1.41 398
12 AK 0.370 0.230 1.61 444
18 M.K 0.283 0.170 1.66 340
14 N.K 0.462 0.280 1.65 554
15 M.K 0.290 0.200 1.45 348
16 F.U 0.112 0.082 qs7 134
i B.U 0.109 0.086 1.2¢ 181
18 D.A. 0.101 0.074 187 121
19 AA. 0.145 0.118 128 174
20 GE 0.155 0.110 1.41 186
21 N.K 0.212 0.132 1.61 254
22 B.T 0.272 0.175 1.55 326
23 AB 0.166 0.094 1.76 199
24 F.E 0.245 0.136 1.80 294
25 H.O 0.160 0.082 195 192
26 E.O 0.202 0.112 1.80 242
27 AS. 0.124 0.080 1.55 149
28 M.K 0.256 0.145 177 307
29 AM 0.270 0.149 1.81 324
30 EK 0.334 0.190 1.76 401
31 AK. 0.148 0.085 1.74 178
32 S.B 0.160 0.065 2.46 192
33 M.B 0.140 0.080 175 168
34 N.K 0.255 0.162 157 306
35 N.K 0.238 0.153 1.56 286
36 M.K 0.245 0.166 1.48 294
a7 YA 0.110 0.090 1.22 132
38 N.U 0.133 0.110 1.21 160
39 N.A 0.130 0.107 1.22 156
40 A 0.141 0.114 1.24 169
41 G.A 0.133 0.108 1.23 160
42 6.1, 0.060 0.045 1.33 i
43 HH 0.136 0.104 1:31 163
44 1.K. 0.097 0.061 1.59 116
45 B.E 0.137 0.107 1.28 164
46 N.E 0.321 0.206 1.56 385
47 K.E 0.180 0.106 1.70 216
48 N.B 0.222 0.131 1.70 266
49 Y.B 0.204 0.150 1.36 245
50 N.B 0.109 0.070 1.49 131
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51 G.U. 0.246 0.180 1.37 295
52 N.U. 0.116 0.080 1.45 139
53 HA. 0.273 0.200 1.37 328
54 E.A. 0.263 0.180 1.46 316
55 AK. 0.088 0.060 1.47 104
56 E.O. 0.100 0.080 1.25 120
57 S.A. 0.157 0.110 1.43 188
58 O.l 0.092 0.060 1.53 110
59 M.AA. 0.131 0.090 1.46 157
60 AK. 0.074 0.050 1.48 89

61 H.K. 0.109 0.056 1.82 131

62 FK. 0.080 0.050 1.60 96

63 DT, 0.254 0.200 1.27 305
64 AS. 0.117 0.090 1.30 140
65 K.B. 0.082 0.050 1.64 98

66 H.B. 0.085 0.055 1.65 102
67 P.U. 0.175 0.109 1.61 210
68 S.K. 0.257 0.207 1.24 308
69 lal; 0.436 0.200 2.18 523
70 Tl 0.949 0.683 1.39 1139
71 H.G. 0.135 0.072 1.86 162
72 G.Y. 0.075 0.060 1.25 90

73 H.A. 0.465 0.340 1.37 558
74 RK. 0.665 0.375 1.77 788
75 C.l 0.280 0.152 1.84 336

PCR ile DNA'arin amplifikasyonundan sonra, restriksiyon enzimiyle
kesimden énce, her érnek igin amplifikasyon kontroli yapildi (Sekil 23). Amplifiye
edilen 227 bp'lik yére 112. ve 158. polimorfik kodonlari icermektedir. 227 bp'lik
amplifiye DNA’lari gostermek amaciyla ¢X174DNA/Hae Ill marker! kullaniimistir.
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Sekil 23. Amplifikasyon kontroli. Marker olarak ¢X174DNA/Hae Il kullaniimigtir.

Cfo | restriksiyon enzimiyle kesim sonucunda, galisilan 75 olguda E 2/3,
2/4, 3/3, 3/4 ve 4/4 olmak Uzere, sik gériilen 5 degisik apo E genotipi saptandi.
Cfo | restriksiyon enzimiyle apo E geninin €2, €3 ve &4 allellerinin restriksiyon
haritasi sekil 24'de verilmektedir. Kodon 112 ve 158, 3745. ve 3883 ’deki
polimorfik niikleotitleri icermektedir. Sekil 25'de Cfo | restriksiyon enzimiyle 227
bp’lik amplifiye DNA'nin inkiibasyonu sonucu, degisik apo E genotipine gére
olusan bantlar sematik olarak gésterilmektedir. E 2/2 genotipinde 91 ve 81: E
2/3'de 91, 81, 48 ve 33; E 2/4'de 91, 81, 72, 48 ve 33; E 3/3'de 91, 48 ve 33; E
3/4'de 91, 72, 48 ve 33; E 4/4de ise 72, 48 ve 33 bp'lik DNA fragmanlari
olusmaktadir. Sekil 26, 27 ve 28'de ise degisik apo E genotiplerine &rnek
verilmektedir. Galigilan olgular arasinda E 2/2 genotipine rastianmadi. (100)
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Sekil 24. Cfo | restriksiyon enzimiyle apo E geninin €2, £3 ve ¢4 allellerinin
restriksiyon haritasi. 112 ve 158 polimorfik kodonlari géstermektedir. Kesim
noktalari C ile, polimorfik noktalardan olan kesimler ise (C) ile isaretlenmistir.
Kesim noktalari arasindaki sayilar bp olarak DNA fragman uzunluklarin

gostermektedir.

[ [ [ P [ == | 91BP
=== 81 BP
= [ o o— | 72 BP

[ [ P [ = [ == e

[ | e | o | e | e | 33 BP

E2 E2 E2: E3 JE3 [EA4

E2 E3 E4 E3 E4 E4

Sekil 25. Sematik olarak apo E genotiplerinin gésterimi



Sekil 26. 1 E2/3, 2 E2/4 ve digerleri E3/3 genotipleri

Sekil 27. 1 ve 4 E3/3,2 E2/3,3 ve 5 E3/4 genotipleri
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Sekil 28. My ve M, marker,1, 2, 3 ve 6 E3/3, 4 ve 8 E3/4, 5 E4/4 ve 7 E2/3

genotipleri

Tablo XXlI'de ¢aligilan tum olgularin apo E genotipleri toplu olarak
verilmektedir. Olgularin apo E genotiplerinin cinsiyete gére dagilimi tablo XXIIl'de
verilmektedir. E 2/3 genotipi erkeklerde %3.85, kadinlarda %14.3; E 2/4
erkeklerde %3.85, kadinlarda %2; E 3/3 erkeklerde %76.9, kadinlarda %63.3; E
3/4 erkeklerde %15.4, kadinlarda %18.4 ve E 4/4 erkeklerde %0, kadinlarda %2
siklikta g6rulmektedir.
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Tablo XXII. Caligilan tim olgularin apo E genotipleri

No Isim Apo E Genotipi No isim Apo E Genotipi
1. E.A. 3/3 39. N.A. 3/3
2. F.K. 3/4 40. ILA. 3/3
3. Y.K. 3/3 41. G.A. 2/3
4. C K. 4/4 42, G.T. 3/3
5. S.Y. 3/3 43. H.H. 3/3
6. G.0O. 2/3 44, K. 3/4
7. AA. 3/3 45, B.E. 3/4
8. C.G. 3/4 46. N.E. 3/3
9. N.A. 3/3 47. K.E. 3/3
10. M.A. 3/3 48. N.B. 2/4
11. M.E. 3/3 49, Y.B. 2/3
12. AK. 3/3 50. N.B. 3/3
13. M.K. 3/3 51. G.U. 3/3
14. N.K. 3/4 52. N.U. 2/3
15. M.K. 3/3 53. H.A. 3/3
16. F.U. 3/3 54. E.A. 2/3
17. B.U. 3/4 55. AK. 2/4
18. DA. 3/3 56. E.O. 3/3
19. AA. 3/3 57. SA 3/3
20. G.E. 3/4 58. O.l. 3/3
21. N.K. 3/3 59. M.AA. 3/3
22. B.T. 3/3 60. AK. 3/4
23. AB. 3/4 61. H.K. 3/3
24. FE. 2/3 62. F.K. 3/4
25, H.O. 3/3 63. DT. 3/3
26. E.O. 3/4 64. A.S. 3/4
27. AS. 3/3 65. K.B. 3/3
28. M.K. 3/3 66. H.B. 3/4
29, AM. 3/3 67. P.U. 3/3
30. E.K. 2/3 68. S.K. 3/3
31. AK. 3/3 69. I.I. 3/3
32. S.B. 3/3 . 70. Tl 3/3
33. M.B. 213 71. H.G. 3/3
34. N.K. 3/3 72. GY. 3/3
35. N.K. 3/3 73. H.A. 3/3
36. M.K. 3/3 74. R.K. 3/3
37. Y.A. 3/3 75. C.lL 3/3
38. N.U. 3/3
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Tablo XXIIl. Caligilan olgularda apo E genotiplerinin cinsiyete gére dagihmi ve %

sikhg:
E 2/3 E 2/4 E 3/3 E 3/4 E 4/4 |TOPLAM
(%) (%) (%) (%) (%)
Kadin 7 1 31 9 1 49
(14.3) (2.0) (63.3) (18.4) (2.0)
Erkek 1 1 20 4 0 26
(3.9) (3.9) (76.8) (15.4) (0)
TOPLAM 8 2 51 13 1 75
(10.7) (2.7) (68.0) (17.3) (1.3)

Apo E 2/4 ve 4/4 gruplari say! yetersizli§i nedeniyle istatistiksel analiz disi

birakilip diger U¢ grubun (apo E 2/3, 3/3, 3/4) total ve LDL kolesterol ile trigliserit,

lipoprotein (a), apo Al ve apo B parametrelerinin dederlendiriimesinde istatistiksel

agidan anlamh bir farklihk olmadigi gézlenmistir. Diger taraftan HDL kolesterol

duzeyleri gruplar arasinda farkhilik tasimaktadir (p<0.05). Tablo XXIV ve XXV'de

apo E genotiplerine gére yas, total, LDL ve HDL kolesterol ile trigliserit,

lipoprotein (a), apo Al ve B parametrelerinin grup ortalamalari ve standart

sapmalar verilmektedir. Tablo XXVi ve XXVII'de ise sirasiyla apo E genotiplerinin

% ve allellerinin rélatif sikligi verilmektedir.

66




Tablo XXIV. Apo E genotipine gére yas ve lipit parametrelerinin ortalama

degerleri ve standart sapmalari

Apo E genotipi | Yag+SD | TK+SD |LDL-K+SD |[HDL+SD| TG +SD
(olgu sayisi)

E 2/3 40+ 125 171+294 | 102+236 |44+133 | 132+954
(8)

E 2/4 28+149 | 169157 74 +57 37+9.2 |288+174.0
(2)

E 3/3 46+14.1| 188 +£53.1 | 119+370 | 34+£9.0 | 168+ 136.5
(51)

E 3/4 37+141 | 173+£353 | 109+310 | 40297 | 112+62.6
(13)

E 4/4 (1) 32 182 118 45 94

Tablo XXV. Apo E genotiplerine gére yas, Lp (a) ve apolipoproteinierin ortalama

degerleri ile standart sapmalari

Apo E genotipi Yas + SD Lp(a)+SD | ApoAl+SD | ApoB+SD
E 23 40-125 6+4.3 146 + 69.4 69 + 14.2
E 2/4 28+14.9 7142 130+ 54.4 78 + 8.5
E 3/3 46 + 14.1 24 +77.7 110+ 44.0 95 +563.7
E 3/4 37 £ 141 13+ 15.6 122 + 36.8 82 +£23.2
E 4/4 32 316 159 93

Tablo XXVI. Olgu kaynagina gére ve toplam olarak apo E genotiplerinin % sikhgi

Olgularin Kaynage E 23 E 2/4 E33 E 3/4 E 4/4

Yemisli Koyi %12.2 %2.4 %61 %22 %2.4
Hastane %8.8 %2.9 %76.5 %11.8 %0

TOPLAM %10.7 %2.7 %68 %17.3 %1.3
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Tablo XXVII. Apo E allellerinin olgularin kaynagina gére ve toplam olarak rélatif

sikliklari
Olgulann Kaynag £2 £3 4
Yemisli K6yii 0.073 0.781 0.146
Hastane 0.059 0.868 0.073
TOPLAM 0.067 0.820 0.113

Total kolesterol igin 200 mg/dl, LDL kolesterol i¢in 150 mg/dl, Lp (a) i¢in 30

ma/dl

ve apo B igin 96 mg/dl uzerindeki degerler ateroskleroz agisindan risk

faktorleri olarak bilinmektedir. Ayni sekilde HDL kolesterol igcin 35 mg/dl ve apo Al
icin 112 mg/dl altindaki degerler de risk faktorieri arasinda yer almaktadir. Apo E

allellerinin yukarda bahsedilen lipit parametrelerine gére, ateroskleroz agisindan

risk tasimayan ve tasiyan olgulardaki % dagdilimi tablo XXVIII'de verilmektedir.

(79)

Tablo XXVIII. Lipit parametrelerine gére ateroskleroz riski tagimayan ve tasiyan

olgulardaki apo E allellerinin % dagilimi

Risk (-) Risk (+)

£2 (%) £3 (%) £ (%) £2 (%) | €3(%) | €4 (%)
TK 8.8 78.4 12.8 2.1 89.6 8.3
LDL-K 8.6 79.3 12.1 0 96.9 3.1
HDL-K 105 75.0 16.5 2.7 89.2 8.1
Apo Al 8.3 778 13.9 5.1 85.9 9.0
Apo B 8.0 795 12.5 2.6 89.5 7.9
Lp (a) 75 82.8 9.7 0 75 25
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TARTISMA

Yetiskin dénemde goriilen birgok hastalik, genetik ve gevresel faktorlerin
etkilesimi sonucunda ortaya gikan, multifaktéryel hastalklardir. Ateroskleroz ve
Alzheimer hastaligi, genetik olarak apo E polimorfizminden etkilendigi dastntien
hastaliklardir. Apo E polimorfizmi ve ateroskleroz arasindaki iligki, ilk olarak
Utermann ve arkadaslarinin apo E 2/2 fenotipi tasiyan tip lll hiperlipoproteinemili
hastalarda erken koroner kalp hastaligini gézlemeleri ile ortaya konmustur. Apo E
polimorfizmi ile ilgili galigmalarin artmasiyla da, apo E'nin aterosklerozun baslama
ve ilerlemesinde bireyler arasi dediskenlidin majér belirleyicilerinden oldugu
kanisindaki gérusler giderek glgclenmistir. 1993 yilinda apo E’nin Alzheimer
hastaligi ile olan iligkisinin ortaya atilmasiyla da, bu konudaki ¢alismalar daha da
yogunluk kazanmistir. (4, 96)

Apo E geninin coklu allellerden olusmasi, sik goérulen G¢ apo E
izoformunun ortaya gikisindan sorumludur. Apo E 3 izoformu, yapilan degisik
populasyon taramalarinda en sik gériilen oldugundan normal tip, E 2 ve 4 ise
varyant tipler olarak degerlendiriimektedir. Yapilan birgok populasyon
taramasinda izoform sikligiyla birlikte, stk gérilen apo E genotiplerinin lipit
parametreleri ile olan iligkisi de arastirtmistir. (15, 17, 58, 59)

Bizim g¢alismamizda lipoprotein elektroforez sonuglarina bakildiginda
(Tablo XVII), B kadinlarda %54, erkeklerde % 58 ve tum grupta %55; prep
kadinlarda %18, erkeklerde %22 ve tum grupta %20; o ise kadinlarda %27,
erkeklerde %20 ve tum grupta % 25'lik bir ortalama deger géstermektedir.
Normalde %5 ile 10 arasinda olmasi beklenen prep fraksiyonu, 6zellikle
erkeklerde olmak (zere, tum grupta olduk¢a yiksek bir ylizdeye sahiptir. Bu
sonu¢ VLDL kolesterol ve paralelinde trigliserit ylksekligini yansitmaktadir.
Ayrica, normalde %25 ile 30 arasinda olmas! beklenen o fraksiyonunun,
erkeklerde %20’lik bir defer gostermesi de HDL kolesterol dustklugani
yansitmaktadir.

Lipit parametrelerini gézden gegirdigimizde (Tablo XVIiI ve XIX) 6zellikle
dikkat ¢ekici olan, erkeklerdeki HDL kolesterol duguklugidur. Normalde 35
mg/dI'nin Gzerinde olmasi beklenen deder, ortalama 30 mg/d| olarak saptanmistir.
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21 mg/di gibi oldukg¢a digik HDL kolesterol duzeylerinin bulunmasi ve HDL
kolesteroliin ateroskleroz gelisimiyle olan negatif korelasyonu géz éniine alinirsa,
bu konuyla ilgili cevresel ve genetik faktbrleri kapsayan c¢alismalarin
yodunlagmas: gerekliligi ortaya gikacaktir. Bir diger dikkat g¢ekici nokta trigliserit
dizeylerinin ytksek olmasidir. Kadinlarda 30 ile 135 mg/dl arasinda beklenen
deger ortalama 147, erkeklerde 40 ile 160 mg/dl arasinda beklenen deger ise
ortalama 176 mg/dl olarak saptanmistir. Bunun temelinde bélgedeki beslenme
aliskanhginin 6nem tasidigi dastintimektedir. (79)

Erkeklerde Lp (a), apo B ve apo Al konsantrasyoniari da normalden sapma
gostermektedir. Bunlarin ortalama degerleri sirasiyla 33, 101 ve 93 mg/dl olarak
saptanmistir. Aterosklerozla, 30 mg/dl Gzerindeki Lp (a) ile 96 mg/dl Uzerindeki
apo B duzeylerinin pozitif korelasyonu ve 112 mg/dl altindaki apo Al dizeyinin
negatif korelasyonu, bu populasyonda, ateroskleroz agisindan risk faktorlerini
ortaya koymaktadir. Ayrica 40 yas Uzerindeki grubun Lp (a) duzeyinin dusik
olmasi, yuksek Lp (a) konsantrasyonuna sahip bireylerin erken yasta koroner
arter hastaligindan kaybedilmis olabilecegi fikrini ortaya gikarmaktadir (Sekil 19).
(67. 72, 81)

Sekil 20'de tum olgularda cinsiyete gére lipit parametrelerinin dagihimi
verilmektedir. HDL kolesterol ve paralelinde apo Al'in cinsiyete gére istatistiksel
acidan anlamh farklihk gésterdigi saptanmistir (p<0.01). Erkeklerde belirgin HDL
kolesterol ve apo Al dusukligu gézlenmektedir. Bu farkhhik yas gruplarinin
cinsiyete gore kiyaslanmasinda da ( HDL-K igin p<0.01, apo Al igin p<0.05) ayni.
sekilde ortaya gikmaktadir (Sekil 21 ve 22). Kadinlarda HDL kolesterol ve apo Al
dizeylerinin daha yuksek olmasi &strojenin  metabolik  etkilerinden
kaynaklanmaktadir. (79)

Tum olgularda yas gruplarina gére lipit parametrelerinin dagiliminda (Sekil
17) total kolesterol (p<0.01), LDL kolesterol (p<0.01), trigliserit (p<0.01) ve apo B .
(p<0.05) 40 yas uzerindeki grupta istatistiksel agidan anlaml olarak ylksek
bulunmustur. Yas gruplarina gére kadin ve erkek olgulan kendi iglerinde
degerlendirdigimizde; kadinlarda total kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserit
(p<0.01), erkek olgularda total kolesterol (p<0.01), LDL kolesterol (p<0.01) ve
trigliserit (p<0.05) yine 40 yas Uzerindeki grupta anlamh olarak yuksek
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saptanirken, apo B farkhliyi ortadan kalkmaktadir (Sekil 18 ve 19). Apo B
duzeyinin de§erlendiriimesinde dikkat edilmesi gereken nokta, sadece LDL
kolesteroliin igerdigi apo B 100’iin 6lgtilmedigi, bunun yaninda Lp (a)'nin igerdigi
apo B 100’iin de délgildagudur. Bu bilgi dogrultusunda; ézellikle erkeklerde 40 yas
ve altindaki grupta Lp (a) diizeyinin yiksek olmasinin, iki yas grubu arasindaki
apo B farkliliginin ortadan kalkmasinda etken olabilecedi goérisuni ortaya
atabiliriz. (45)

Olgularin kaynagina gore lipit parametrelerini kargilastirdigimizda; Yemisli
kéyl olgularinin, hastaneye basvuran olgulara gére, istatistiksel agidan anlamli
olarak daha yuksek total, LDL ve HDL kolesterol ile apo Al duzeylerine sahip
olduklarini saptadik (Tablo XX). Yemisli kéyinde daha 6nceden yapilan tarama
sonuglarinda da yine total ve LDL kolesterol duzeyleri yiksek olarak saptanmisgtir.
E 3/4 ve 4/4 genotiplerinin ylksek total ve LDL kolesterol duzeyleri ile iligkili
oldugunu g6z 6nune alarak bu farkiiid agiklayabiliriz. E 3/4 ve 4/4 genotipleri
Yemisli kéyl olgularinda sirasiyla %22.0 ve %2.4 siklikta bulunurken, hastaneye
basvuran olgularda %11.8 ve %0 olarak saptanmistir (Tablo XXVI). 4 allelinin
rolatif sikligr agisindan da iki toplum farklilik géstermektedir. Yemigli kOyunin
olgularinda 0.146 iken, hastaneye basvuran olgularda 0.073'ttur (Tablo XXVII).
HDL kolestero! ve paralelinde apo Al dizeylerinin Yemisli kéyu olgularinda daha
yilksek olarak bulunmasini ise kent insanlarinin kéye oranla daha sedanter yagam
bigimlerine sahip oimalariyla agiklayabiliriz.

Tum olgularda tablo XXIlI'de de gérildagi gibi, sik gérilen ¢ homozigot ve
¢ heterozigot apo E genotiplerinden, E 2/2 genotipi disinda diderleri toplumda
yer almaktadir. Caligtlan 75 olgudan 8'i (%10.7) E 2/3, 2'si (%2.7) E 2/4, 511
(%68.0) E 3/3, 13’ (%17.3) E 3/4 ve 1 olgunun (%1.3) E 4/4 genotipine sahip
oldugu saptanmistir (Tablo XXIIl). E 2/3 genotipi erkeklere oranla kadinlarda
belirgin yikseklik gosterirken, erkeklerde E 3/3 daha yiksek olarak saptanmistir.
Boerwinkle ve arkadaslanmﬁ Fransa'da, Ordovas ve arkadaslarinin Amerika'da

yaptiklarn caligmalarda da benzer sonuglar alinmigtir. Ancak olgu sayisinin
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azliginin, bu konuda kesin bir yargiya varmamizi engelledigi digincesindeyiz.
(8,56)

Tablo XXIX'da verilen degisik populasyonlarda saptanan apo E
genotiplerinin sikliklarini, bizim g¢alismamizin sonuglari ile kiyasladigimizda,
koroner arter hastaliginin diisiik goraldiga Japon toplumuna benzerlik gosterdigi
ortaya ¢ikmaktadir. Almanya ve Kuzey Iskogya sonuglari birbirine paralellik
gosterirken, Kanada, ozellikle E 4/4 sikhig agisindan bu iki toplumdan
ayriimaktadir. Amerika’nin San Fransisko kentinde yapilan g¢alisma ise E 2/3, 3/3
ve 4/4 sikliklar! agisindan Kanada'dan farklilik gostermektedir. Burada, Kanada ve
Amerika’'nin sonuglarini yorumlarken dikkat edilmesi gereken nokta, her iki
ulkenin de heterojen toplum yapisinin oldugudur. Diger taraftan, koroner kalp
hastaliginin olduk¢a sik gérialdigt Finlandiya, 6zellikle E 3/4 ve E 4/4
genotiplerinin yiksek sikhkta, E 3/3'in ise dusik siklikta gériilmesi ile tim
toplumiara gére farklilik tagimaktadir. Bizim olgularimiz arasinda E 2/2 genotipinin
bulunmamasi, olgu sayisinin diger ¢aligmalara oranla daha dusuk olmasindan
kaynaklanabilir. Ancak olgu sayimizt arttirmamizin, apo E genotiplerinin sikligin
ne dlglde etkileyecedi de tartisma konusudur. (16, 19, 23, 24, 49, 76)

Tablo XXIX. Degisik populasyonlarda apo E genotiplerinin sikligi (%)

Merkez (n) E 2/2 E 2/3 E 2/4 E 3/3 E 3/4 E 4/4
Almanya (Miinih) 1.1 11.8 2.6 59.5 23.9 1.1
(272)
Kuzey iskogya 0.5 12.8 2.8 58.2 24.7 1.0
(400)
Finlandiya 0.5 10.1 1.4 473 34.8 5.8
(Helsinki) (207)
Kanada (Ottawa) 2.0 9.8 20 61.7 20.6 3.9
(102)
USA (San 0.5 8.5 1.0 67.0 20.6 24
Fransisko) (412)
Japonya (Osaka) 0 12 1.0 711 15.0 1.0
(100)
Gukurova (75) 0 10.7 27 68.0 17.3 1.3
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o Apo E genotip sikhigi yaninda, allellerin r6latif'§:3|khklan da degisik ¥
populasyonlarda saptanmigtir. Tablo XXX'da géruldigi gibi €2 lIskogya, 4
Finlandiya ve ¢3 de Cin ile Japon populasyonlarinda en yiksek siklkta
saptanmiglardir. Giney Amerika yerlilerinde £2'nin hic olmamast ve =4'lUn
Finlandiya kadar olmasa da, yiksek siklikla gériilmesi dikkat gekicidir. Diilnyanin
degisik yerlerinde yasayan Yahudiler tizerinde yapilan c¢aligmalarda apo E allel
sikliklari  Framingham sonuglarina benzerlik géstermektedir. iskog toplumu
disinda, ¢4 allel sikhdt Avrupa'da kuzeyden gineye dogru azalmaktadir. Asya
populasyonunda ise en dusik dizeye ulagmaktadir. Bununla birlikte, zenci
-Afrikahlarda ve - Papua Yeni. Gine'de ¢4 vyine yiksek sikltkta  kargimiza
. gitkmaktadir. (3, 8, 19, 24, 26, 49, 54, 56, 74, 97)

Cukurova Bolgesinin apo E allellerinin  rolatif siklklarn  Asya
" populasyonlarinda yapilan ¢calismalara benzerlik gostermektedir. Tablo XXVil'de
e, gorildigo. gibi.«2 0.067, £3 0.820:ve &4 0.113'lik bir rolatif sikhga. sahiptir.

Bizim toplumumuzda 4 ve €2 allelleri, Avrupa ve Amerika populasyonlarina gére
daha dlsuk siklikta saptanmistir.

Bizim galismamizin apo E genotiplerinin % sikligini olgu kaynagina gére
inceledigimizde daha farkl bir sonugla kargilagsmaktayiz (Tablo XXVI). Yemisli
kéyl olgularinin sonuclari, Finlandiya digindaki Almanya, Kuzey lskogya, Kanada
ve Amerika gibi bati toplumu sonuglanyla uyguniuk gostermektedir. Benzer
sekilde E 2/3, 3/4 ve 4/4 genotipleri yiksek ve 3/3 genotipi ise dugiktir. Bunun
yaninda, hastaneye bagvuran olgularda E 3/4 ve 4/4 genotipleri Japon
toplumundan da daha disiik olarak bulunmustur. E 3/3 genotipi ise ¢ahisilan tim
populasyoniardan daha yiiksek siklikta saptanmistir. E 2/3 ve 2/4 genotipleri ise

" baty toplumunha daha uygunluk gostermektedir.- — - - - - -

Olgu kaynagina gtre apo E allelerinin roélatif sikhgi da farkhhk
gOstermektedir (Tablo XXVII). Yemisli koyu olgulari, allellerin rélatif sikligt
agisindan Almanya, Amerika ve Yahudilerde saptanan sonuglara uyguniuk
gostermekiedir. Hasteneye basvuran olgular ise Asya populasyonunun
sonuglariyla daha uyurr;ludur.

Populasyonlar arasi apo E allel sikhklanndaki farkhliklardan nelerin

sorumlu olduguna yoénelik 6zgin c¢ahsmalar heniz bulunmamaktadii Ancak
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populasyonlar arasi &4 allel sikhi§indaki farkiiklar, belki de degisik
populasyonlardaki kardiyovaskiler hastallk prevalansindaki degiskenligi

agiklamakta yardimci olabilir. (74)

Tablo XXX. Degisik populasyonlarda apo E allellerinin rélatif sikligi

Merkez n £2 £3 t4
USA Framingham 1108 0.075 0.790 0.135
USA San Fransisko 412 0.052 0.816 0.132
Eski Bati Almanya 1000 0.078 0.783 0.139
272 0.083 0.774 0.143
Fransa Nancy 434 0.123 0.751 0.126
Giiney Amerika 95 0.000 0.816 0.184

Yerlileri '

Cin 196 0.086 0.852 0.064
Japonya 880 0.035 0.851 0.112
Yahudiler 5805 0.080 0769 0.150
Finlandiya Helsinki 207 0.063 0.698 0.239
iskogya 400 0.147 0.770 0.083

Cukurova 75 0.067 0.820 0.113

Apo E'nin lipoprotein reseptérieriyle olan iligkisi, farkli apo E genotiplerinin
lipoprotein metabolizmasi Uzerine farkl etkilesimlerini ortaya gikarmaktadir. Bu
konu ilk olarak Utermann ve arkadaslarinin, normal populasyonda yaptiklari bir
calismada €2 allellini taglyan bireylerde, E 3/3 genotipini tagiyan bireylere kiyasla,
daha dusik plazma total ve LDL kolesterol dizeylerini saptamalari ile gindeme
gelmistir. Bunu, Bouthillier ve arkadaslan ile Davignon ve arkadaglarnin, ¢4
allellini tagiyan bireylerin E 3/3 genotipi olanlara gore daha yiiksek plazma total
ve LDL kolesterol dizeylerine sahip olduklarint agiklamalan izlemistir. (9, 76, 88,
91, 92)

Eichner ve arkadaglar ise, orta yas erkeklerde yaptiklan bir calismada, apo
E genotiplerine gére LDL kolesterolin istatistiksel agidan anlamli farklilk
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gbsterdigini  yayinlamuglardir. Bu galigmada, diger apo E genotiplerini tasiyan
gruplaria apo E 2/3 genotipine sahip olanlarin LDL kolesterol duzeyleri arasinda
20-23 mg/dr'lik bir farkin bulundugu bildirilmistir. Ayrica istatistiksel agidan anlamii
olmamakia birlikte, total kolesterol ve trigliserit diizeylerinin apo E genotipine gére
farklilik gésterdigini de belitmiglerdir. (24)

Manke ve arkadaslarinin familyal defektif apo B-100'li hastalarla normal
populasyonu, apo E genotipleri agisindan karsilastirdiklari ¢alismada, kontrol
olgularinda; E 2/2 grubunun en disik total ve LDL kolesterol, E 4/4 grubunun ise
en yiksek total ve HDL kolesterol diizeyleriyle iligkili olduklarini géstermiglerdir.
Ayrica trigliserit konsantrasyonu agisindan E 2/2 ve E 4/4 gruplarinin istatistiksel
olarak farklilik tasidiklari, E 2/2 grubunun daha yuksek konsantrasyona sahip
oldugu da belirtiimektedir. Bu g¢alismada apo E allellerinin lipit parametreleri
Uzerine olan etkisi de incelenmistir. Genel olarak ¢2 allellinin LDL ve HDL
kolesterolu, €3 allellinin trigliseriti dustrici ve €4 allellinin ise total ve LDL
kolesteroll yiikseltici etkisinin bulundugu sonucuna varilmisgtir. (49)

Bizim calismamizda ise istatistiksel olarak degerlendirmeye aldigimiz Ug¢
farkli apo E genotipine sahip gruplar arasinda total ve LDL kolesterol ile trigliserit,
Lp (a), apo Al ve apo B agisindan aniamli bir farkhlik gézlenmezken, HDL
_kolesterolde farkliik bulunmaktadir (Tablo XXIV). HDL kolesterol diuzeyi en
yiksek E 2/3, en disik 3/3 grubunda saptanmistir. Bunun, gruplardaki cinsiyet
farkliigindan kaynaklandigini disinuyoruz. Erkek/kadin orani E 2/3, 3/3 ve 3/4
gruplari igin sirasiyla 1/7, 20/31 ve 4/9'dur. Ortalama HDL kolesterol diizeylerine
gore gruplan siralarsak E 3/3< E 3/4< E 2/3 diziliminin cinsiyet oranina paralellik
gosterdigi sonucunu elde ederiz. Birgok galismada apo E genotipinin HDL
kolesterol Gzerine etkisi olmadigi yéniinde sonuglar alinmig ise de, Manke ve
arkadaslarinin galigmasinda en yiiksek HDL kolesterol diizeyi E 4/4 genotipini
tasiyan bireylerde goézlenmistir. Bu g¢aligmada gruplann cinsiyet orani
- .verilmemistir. Fakat en yiksek diizeye sahip grubun yas ortalamasi en dusik
olandir. (49)

Diger parametreler agisindan farkhlik bulunmamasi sonucuna ulagmamiza
etken olabilecegini digindugumuz faktérier:

e E 2/2 genotipinin olgularimiz arasinda bulunmamasi.



e E 2/4 ve 4/4 gruplanndaki olgu sayilarinin yetersizli§i nedeniyle istatistiksel
degerlendirmeye alinmamasi.

o Degerlendirmeye alinan E 2/3, 3/3 ve 3/4 gruplarinin farkli yag ortalamalarina
sahip olmalanidir.

E 3/4 grubu (37 + 14.1) en dasuk, 3/3 grubu (46 + 14.1) ise en ylksek yas
ortalamasina sahip olgulardan olugmaktadir. Lipit parametreleri yasa gére
degisiklik gostermekte ve persentil degerleri saptanmis durumdadir. Total ve LDL
kolesterol ile trigliseritin yasla olan pozitif korelasyonu ve HDL'nin negatif
korelasyonu g6z éniinde bulundurulmasi gereken bir gergektir. (79)

Farkh apo E genotipindeki bireylerin, aynt LDL kolesterol
konsantrasyonuna sahip olmalari, LDL kolesterol egrisinin farkli persentilinde yer
almalarindan kaynakiabilir. E 2/3 genotipini tasiyan grupta 110 mg/dl LDL
kolesterol diizeyi olan bir kisi, bu grubun %95’lik persentiline daha yakin olabilir.
Ayni sekilde 3/4 genotipini tasiyan grupta 110 mg/di LDL kolesterol diuzeyi olan
bir kisi, bu grubun %5’lik persentiline daha yakin olabilir. (24)

Olaya ateroskieroz agisindan bakacak olursak, yiiksek LDL kolesterol
dizeyine sahip bireylerin, bu diizeye ne kadar siiredir maruz kaldiklari da 6nem
tasimaktadir. E3/4 genotipindeki bir kisi, 3/3 ya da 2/3 genotipindeki bir kisiye
goére daha uzun siredir yiksek LDL kolesterol dizeyine sahip olabilir. Sonug
olarak, baska etkenleri géz éniine almadan, sadece LDL kolesterol diizeylerine
bakarak, bu kisilerin ateroskleroz riskini ne oranda tasidiklarini kestirmemiz
mumkiin oimayacaktir. (24)

Apo E polimorfizminin apolipoprotein diizeyleri Uzerine olan etkisi de
arastirlimistir. Sing ve Davignon ile Utermann yaptiklari galismalar sonucunda en
distk apo B duzeyinin E 2/2, en yiksek apo B dlzeyinin ise E 4/4 ve 3/4
genotipleriyle iligkili oldugu sonucuna varmiglardir. Havekes ve arkadaglan da
benzer sonuglar elde etmiglerdir. Ayrica- Utermann tarafindan apo B farkhlig
Uzerine apo E polimorfizminin %12’lik bir etkisinin bulundugu bildirilmigtir.
Bununla birlikte apo Al Gzerine apo E polimorfizminin herhangi bir etkisi olmadigi
bildiriimektedir. Diger taraftan ateroskleroz agisindan bagimsiz risk faktdrii olarak
degerlendirilen Lp (a) Gzerine apo E polimorfizminin etkisi ile ilgili yeterli ¢galigma
bulunmamaktadir. (12, 76, 92)
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Bizim galisgmamizda gruplar arasi apo Al farklihg, istatistiksel agidan anlam
tagimamakla birlikte, HDL kolesterol sonuglarina uygunluk géstermektedir. Benzer
uygunluk, apo B ile LDL kolesterol ve apo B ile Lp (a) arasinda da g6zlenmektedir
(Tablo XXV). LDL kolesterol, Lp (a) ve apo B grup ortalamalarini yiiksek
diizeyden diusuge dogru siralayacak olursak E3/3> E 3/4> E 2/3 dizilimini elde
etmekteyiz.

Olgu kaynagina gére, apo E genotiplerinin lipit parametreleri Gizerine olan
etkileri, say! yetersizlii nedeniyle istatistiksel agidan anlamli olmayacag!
dusunilerek yapiimamstir.

Ateroskleroz agisindan yiksekligi ya da dusukliga risk faktérii olarak
degerlendirilen lipit parametrelerine gére apo E allellerinin % dagilim tablo
XXVlII'de verilmektedir. Risk (-) grupta €2 alleli, risk (+) gruba gére oldukga
yuksek ytzdeyle saptanmistir. Bunun yaninda risk (-) gruba gore risk (+) grupta 4
allelinin daha ylksek yilzdeye sahip olmas! beklenirken, daha dusiik olarak
bulunmustur. Bu sonug, €4 allelini tagiyan bireylerin ateroskleroz riski tasidigina
yonelik bir degerlendirme yapmamiz engellemektedir.

Bu galisma ile;

o Total ve LDL kolesterol ile apo B ve Lp (a) yuksekligi, HDL kolesterol ve
apo Al dusuklugu gibi ateroskeroz agisindan risk faktorleri olarak kabul
edilen parametreler 6zellikle erkek populasyonunda saptanmistir. Hem
LCAT eksikligi gibi genetik faktérler, hem de beslenme aligkanhidi ve
egzersiz gibi gevresel faktorler uzerinde yogunlasilarak, bu konudaki
cahgmalar ilerletitmelidir.

e Cukurova Bolgesi'nin apo E genotipleri ve allellerinin sikhgi agisindan
Asya populasyonuna paralellik gésterdigi, diger taraftan total ve LDL
kolesterolin yiksek olarak saptandi§i Yemisli kéyii olgularinin ise bati
toplumuna benzerlik gésterdigi ortaya c¢ikmaktadir. €4 allelinin daha
yiksek olarak saptandigi bu kéyde, halkin, ateroskleroz risk faktérleri ve
korunma amactyla yapnlrhasn gerekenler konusunda aydinlatiimasini
gerekli kilmaktadr.

o Baslangi¢ olarak dusinilen bu galismanin, olgu sayisinin arttinlmasi ile

lipit parametreleri ile apo E genotipleri arasindaki iliski agisindan daha
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anlamh sonuglar verece§i dusiuncesi agirik tagimaktadir. Bununla
birlikte, calismaya alinan olgularin belirli araliklarla izlenmesinin de lipit
parametrelerinin yasa gore degiskenligini gérmemize katkida bulunacagi

gérusini tagimaktayiz.
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SONUC

. Toplam 75 olgunun lipit parametreleri ve apo E genotipleri saptanmigtir.

. Aterosklerozun risk faktérleri olarak degerlendirilen lipit parametrelerinin
olgulanmizdaki dagilimi saptanmisgtir.

. Apo E allellerinin rolatif sikh@ €2 0.067, ¢3 0.820 ve ¢4 0.113 olarak tespit
edilmistir.

. Genel olarak allel sikligi Asya populasyonuna uygunluk gosterse de, Yemisli
kéylu sonuglarinin aterosklerozun daha sik géruldagu bati toplumuna benzerlik
gOsterdigi saptanmistir.

.Apo E polimorfizminin lipit parametreleri Gzerine belirgin bir etkisi
saptanamamistir. Ancak olgu sayis! arttirilarak daha anlamli sonuglar alinacagi
gorusine vanlmistir,

. Cukurova Boélgesinin tamamini kapsayacak c¢alismalar icin 6n caligma

yaptimistir.
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