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OZET

HIPERLiPIDEMILI HASTALARDA LDL ALT GRUPLARI DAGILIMININ
BELIRLENMESI

Ebru TAYLAN

Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii 35340 Balgova-iZMIiR

Duslk dansiteli lipoproteinler (LDL) koroner arter hastaligi icin temel risk
faktoru olarak gosterilmektedir. LDL partikullerinin boyut, yogunluk ve kimyasal
bilesimine bagl olarak farkli alt gruplari tanimlanmigtir. B paternine sahip kigilerde
yuksek trigliserid ve dusuk ylUksek dansiteli lipoprotein (HDL) kolesterol bulunma
egilimi yuUksektir. Kliglik yogun LDL (kyLDL), artmis koroner hastalik riski ile
iligkilidir.

Bu c¢alismada, hipertrigliseridemi, hiperkolesterolemi ve kombine
hiperlipidemili hastalarda LDL alt gruplarinin dagilimini arastirdik. LDL alt
gruplarinin belirlenmesinde gradient jel elektroforezi ve heparin-magnezyum

reaktifi ile basit ¢coktirme yontemlerini kullandik.

Jellerin dansitometrik analizi sonrasi, partikil ¢api 25.5 nm’den kuglk olan
partiktller kyLDL, blyuk olanlar buyuk hafif LDL (bhLDL) olarak kabul edildi. Lipid
paneli ile LDL alt gruplari arasinda P<0.02 anlamlilik duzeyinde iliski bulundu.
kyLDL yuzdesi tum hiperlipidemik gruplarda kontrol grubuna gore daha yuksek ve

kyLDL orani en ¢ok hipertrigliseridemik olan hastalarda saptandi.

Anahtar sozcukler: hiperlipidemi, ateroskleroz, kiguk yogun LDL.



SUMMARY

DETERMINATION OF THE DISTRIBUTION OF LDL SUBGROUPS IN
PATIENTS WITH HYPERLIPIDEMIA

Ebru TAYLAN

Dokuz Eylul University Health Sciences Institue 35340 Balgova izmir

Low-density lipoproteins (LDL) have been shown to be a major risk factor for
coronary artery disease. Multiple distinct subspecies have been identified among
LDL particles on the basis of differences in size, density, and chemical
composition. Subjects with pattern B tend to have higher TG and lower levels of
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-K). Small dense LDL (sdLDL) is
associated with increased risk of coronary disease.

In this study, we have researched the distribution of LDL subgroups in
subjects with  hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia and combined
hyperlipidemia. We used the gradient gel electrophoresis and basic presipitation

method with heparin-magnesium reagent to determine the LDL subgroups.

After the densitometric analysis of the gels, the particle diameters which are
smaller than 25.5 nm are accepted as small dense LDL and, larger than 25.5 nm
are accepted as large buoyant LDL (IbLDL). It's found that there is significantly
(P<0.02) an association between the lipid panel and LDL subgroups. The
percentage of sdLDL in all hyperlipidemic groups are higher than control groups;

and the ratio of sdLDL is mostly found in the patients with hypertrigliseridemia.

Key words: hyperlipidemia, atherosclerosis, small dense LDL.



BiRINCi BOLUM

1. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz, arterlerde asamali olarak lipid birikimi ve intima kalinlagmasi ile
gelisen; arter esnekliginin azalmasi, lumen daralmasi ve kan akisinin yavaslamasi ile
sonucglanan inflamatuvar bir hastaliktir. Kan akiginin azalmasi ve bir organin
hicrelerine ¢ok az oksijen gitmesi nedeniyle iskemi veya enfarktiise neden olur."2

Dusuk dansiteli lipoproteinler (LDL), partikil basina tek bir apolipoprotein (apo)
B-100 igeren primer plazma lipid tasiyicilandir. Ozellikle kdpik hicrelerinde
kolesterol birikimini sagladigindan diger lipoproteinlere (Lp) gore oldukg¢a aterojenik
karaktere sahiptirler.® insanda LDL boyut, yogunluk, lipid kompozisyonu, metabolik
davranis ve aterojenitesi agisindan farkhlik gosteren 2 fenotipe ayrilir. Bu fenotipler,
“‘patern A” (buyuk hafif LDL'nin baskin oldugu fenotip) ve “patern B” (kuguk yogun
LDL'nin baskin oldugu fenotip) olarak isimlendirilir.*® Kiiclik yogun LDL (kyLDL),
arteryal duvardan gegme yeteneginin daha ylksek olmasi, LDL reseptdrine dusik
baglanma afinitesi, uzun plazma yari 6mru ve oksidatif strese karsi direncinin duguk
olmasi gibi nedenlerden dolayl buyuk hafif LDL (bhLDL) alt grubuna goére daha
aterojeniktir.* Diistik HDL kolesterol (HDL-K) ve yiiksek TG diizeyleri ile birlikte
kyLDL’nin bulunmasi “aterojenik lipoprotein fenotipi (ALP) veya aterojenik dislipidemi”

olarak isimlendirilir.” 8

Yiiksek Kiigik;
Yogun LDL

(LDOL3+LDL4 ywhzdesi
=250 kontral)

Yilksek
Trigliserid

Aterojenik
Lipoprotein
Fenotipi

=150 mofdL

Diigiik
HDL-Kolesterol

[erkeklerde=40mgidL
kacinlarda=50 modl]

Sekil 1. Aterojenik lipoprotein fenotipi.



Kardiyovaskuler hastaliklar (KVH) c¢ok sayida endustriyel Ulkede olum
nedenlerinin basinda yer almaktadir. Yiuksek TG, yuksek total ve LDL kolesterol
(LDL-K), dusik HDL-K duzeyleri ile tanimlanan sigara, hipertansiyon, diyabet,
obezite, ve dislipidemi, KVH'lara yol agan risk faktorlerinden bazilaridir.’ LDL boyutu,
kardiyovaskuler olaylar ile koroner arter hastaliginin ilerlemesinin 6nemli bir
belirleyicisidir ve kyLDL’nin baskin olmasi National Cholesterol Education Program
(NCEP) Adult Treatment Panel Ill tarafindan kardiyovaskuler risk faktori olarak kabul
edilmistir.’ Bununla birlikte, diger yazarlar standart risk faktorlerine oranla LDL alt
grubu dlglimiiniin tek basina bilgi veremeyecegini ileri siirmektedir.”® Bu nedenle
kardiyovaskuler risk belirleyicisi olarak LDL partikll boyutu élgimuandn yeterli olup
olmadidi ve eder dyleyse hangi hasta grubunda bakilacagi stipheli durumdadir. Buna
bagli olarak c¢alismada, normolipidemik ve degisik fenotipe sahip hiperlipidemili

hastalarda LDL alt gruplari dagihminin aragtiriimasi amaglanmistir.



IKINCi BOLUM

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz buyuk ve orta boyuttaki arterlerde lipid ve fibroz elementlerin
birikimiyle tanimlanan progresif bir hastaliktir.'™ 2 Bu proses, cocuklugun erken
doénemlerinde baslar ve iyi huylu bir hastalik olarak hayat boyu devam eder.™
insanda, “yagh gizgiler’ genel olarak hayatin ilk dénemlerinde aortta, daha sonralari
da koroner ve serebral arterlerde gorulur. Klinik agidan yagh cizgilerin dnemi yoktur;
ancak bunlar diz kas hucreleri (DKH) ve lipidce zengin nekrotik debrisin birikimi ile
tanimlanan cok daha ileri lezyonlarin énciileridir."”

Aterosklerozun patogenezinde lipid kompozisyonunda degisim (dislipidemi) ve
total lipid miktarinda artis (hiperlipidemi) onemlidir.”* Beslenme ve patolojik
nedenlerle ylkselen serum lipid dizeyleri, aterosklerozda artis ile sonuglanlr.15

Normal bir arterin luminal ylzeyi, tek sira endotel tabakasi ile kaphdir ve bu
hicreler kan ve doku arasinda segici gegirgen bariyer gorevi yapan interseluler siki
baglantil komplekslerdir. Diger tabaka, intima, ¢ok ince bir tabakadir ve ekstraseluler
bag doku icerir. intima icinde bulunan internal elastik lamina, elastinden olusur.
intimay! diiz kas hiicrelerinin olusturdugu media tabakasi izler. En dista ise
adventisya bulunur. Bu tabaka da bag doku, fibroblastlar ve DKH’nden olusmustur."’
(Sekil 2)



MOMNOSITLER MOTROFILLER T-HUCRELERI

SKOLLAJEN VE
S D ROTEOGLIKANLAR

Sekil 2. Normal arter gérinimu. En Ustten baslayarak sira ile kan, endotel

hicreleri, intima, internal elastik lamina, media, adventisya tabakasi."

Ateroskleroz gelisimi, bircok metabolik ve hiicresel prosesi kapsar.'® Endotelyal
disfonksiyon ilk basamaktir. Endotelyumun adezif (yapisgtiricilik) ozelligi ve
gegirgenliginin artisi, prokoagulan o6zellikler kazanmasina ve vazoaktif molekdller,
sitokinler ve blUyUme faktorleri salimina neden olur. Bu, LDL’nin subendotelyal
bdlgede birikimine yol agar. Burada LDL oksidasyon, glikasyon, agregasyon, lipoliz,
proteoliz vb. ile modifiye hale gelir. Okside LDL (oksLDL) birikimi endotel hlcrelerini,
adezyon molekulleri, blylime faktorleri gibi proinflamatuvar molekdilleri tGretmesi icin
uyarir ve bu da LDL oksidasyonunun daha da ilerlemesine neden olur."?

Monositler endotelyum yuzeyine yapisirlar ve intimaya go¢ ederler. Daha sonra
makrofajlara farklilasarak daha c¢ok kolesterol almalari sonucu koépuk hcreleri
olustururlar. Damar duvarinda gorulen “yagh gizgiler” bu sekilde olusur. Erken
lezyonlarin hicresel kompozisyonu Stary tarafindan detaylariyla tanimlanmistir.”” Bu
asamada bolca proteoglikanla birlikte kollajen fibriller ve elastin bulunur. Endotelyum
incelmis, c¢ogdunlukla esneyip altindaki kopuk hadcreleri nedeniyle bigimini
kaybetmistir. DUz kas hucrelerinde bazi lipid damlaciklari bulunur. Birgok yagh
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cizginin lipid igerigi intraselllerdir. Ancak bazi lipidler intimal endotelyal tabaka ve
diger bag doku fibrillerine bagl olarak ekstraseliler de bulunabilir. Plazma LDL
duzeyleri yukseldikge lipoprotein influksu slrer ve lezyon biylimeye devam eder.
Kopuk hucreleri sonunda olur ve lipidle dolu igerigini aterosklerotik lezyonun
nekrotik cekirdegine katar." Subendoteliyal alanda tutulan oksLDL, makrofajlarin
yuzeyinde bulunan SR-A ve CD36 gibi ¢dpclu reseptorler araciliiyla bu hicrelerle
birlesir." '? Bu lipid yiiklii makrofajlar sitokin ve blyiime faktorleri salarak diiz kas
hiicrelerinin aterosklerotik lezyona go¢ etmesini ve prolifere olmasini saglar. DKH,
fibr6z elementler ve ekstraselller matriks bilesenlerini salgilar ve bu da fibréz plak
olusumuna neden olur. Bu lezyonlar ekstraseltler lipid kitlesinin bliyimesi ve diz
kas hucreleriyle onlardan turevlenen ekstraseltler matriksin birikimi ile tanimlanir.™
(Sekil 3) Monosit birikimi, diiz kas hicrelerinin proliferasyonu ve gégu, fibréz doku
olusumu seklindeki dongu, lezyonun genislemesine ve yeniden sekillenmesine yol
acgar. Fibroz plak, sonunda asinir ya da bir bdlgeden incelerek plak ruptari ve
tromboza neden olur ki bu olay koroner sendromlar veya miyokard enfarktls ile

sonuclanir.’?

A P & . :
¥R Ty [Tpsun
A A fastar

1
|
iy [LLTN
Cytokinem

Sekil 3. Aterosklerozda gergeklesen olaylar.
(http://resverlogix.nonfiction.ca/product_development/nexvas_platform/nexvas_vascu

lar_inflammation.html#3)



2.2. LDL Yapi ve Metabolizmasi

LDL, partikal yarigapr 22—-28 nm ve yogunlugu 1.019- 1.063 g/mL olan kure
seklinde bir lipoprotein partikiludur. Merkezde bulunan hidrofobik ¢ekirdeginde 1600
molekul kolesterol esteri (EK) ve 170 molekul TG vardir. Partikal, 600 molekdul
serbest kolesterol (SK), bir apo B ve 700 fosfolipid (FL) molekulinden olusan
monolayer tabakayla cevrilir. Fosfolipidlerin bayuk kismini fosfatidilkolin, daha az
miktarlarda sfingomiyelin, lizofosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve
fosfatidilinositol olugturur. LDL’de bulunan yag asitlerinin yaklagik yarisi doymamistir
ve genel olarak linoleik asit ve az miktarda arasidonik asit ile dekosahekzaenoik
asitten olusur. LDL partikilleri, ortalama olarak %37-45 EK, %9-11 serbest
kolesterol, %5-11 TG, %18-24 FL ve %20-24 apolipoprotein igerir."® LDL, partikil
basina sadece bir apo B molekuli (apo B-100 veya apo B) igerir. Apo B-100,
karacigerde (KC) sentezlenir ve 4563 amino asitten olusan bilinen en buyuk
monomerik proteinlerden biridir.'® Sekonder yapi analizi, apo B’nin %43 a-heliks,
%21 a-tabaka, %20 gelisigiizel yapilar ve %16 B-donisler icerdigini gdstermektedir.?

LDL partikulleri dolagimdaki kolesterolin temel tasiyicilaridir. LDL, TG'ce
zengin VLDL metabolizmasinin bir ara Grinu olarak sentezlenir. VLDL-IDL-LDL
kaskatinda, lipoprotein lipaz (LPL) ve hepatik lipaz (HL) aktivitesiyle lipoproteinler
TG'lerini azaltir. Ek olarak, apolipoproteinlerini de kaybeder. Sadece esansiyel
yapisal protein olan apo B-100 partikilde kalir. HL, ara yogunluktaki lipoproteinin
(IDL’nin) LDL’ye déniistimiinde énemlidir.2" Ancak bazi kinetik calismalar ile LDL’nin
dogrudan KC’de de sentezlendigi gosterilmistir.?2

LDL, hucre membrani Uzerindeki apo B-100'G taniyan LDL reseptorine
bagjlanlr.23 LDL’nin hicre igine alinmasi sonucu lipoprotein partikull, lizozomal
yikima ugrar ve serbest kolesterol sitozole salinir.?! Hiicre kolesterol ile doygun hale
gelir, intraselller kolesterol artisi sonucu kolesterolln hlcre igine gegisi down regule
edilir.?* LDL reseptor (LDL-R) ekspresyonu plazma kolesterol diizeyini regule eder.?’
LDL partikulleri dolagimdan hepatik ya da ekstrahepatik yolla temizlenir. KC, LDL’nin
%75'ini uzaklastirirken bunun %75'i reseptor aracilidir.?® Ekstrahepatik alimin ise

%65-70'i reseptor aracilidir ve kalani nonreseptor-aracili gergeklesir.



Bilinen LDL reseptorlerine ek olarak, monositlerden turevlenen makrofajlar
LDL’yi ¢dpcgu reseptorler araciliiyla hicre igine alir. Copgu reseptorler, asetillenen,?
oksLDL% gibi kimyasal ve biyolojik olarak modifiye olan Lp’leri taniyabilir. Bazi
veriler, heparin proteoglikan-LDL kompleks olusumu gibi LDL’'nin oksidatif olmayan
modifikasyonlarinin, LDL’nin makrofajlar tarafindan ¢opgu reseptor aracili endositoz
veya fagositoz yolu ile alimini indiikleyebilecegini gdstermistir.?® LDL reseptdriinden
farkh olarak, ¢dpcu reseptor ekspresyonu hicresel kolesterol igerigi tarafindan down-
regule edilmez ve bu nedenle sureg, intraseluler lipid birikimi ve sonrasinda koépuk

hiicre olusumuyla sonuglanir.?®

2.3. LDL Alt Gruplari ve Aterojenik Ozellikleri
Apo B iceren lipoproteinler olan VLDL, IDL ve LDL’nin, partikil yogunlugu,
boyut, ylk, lipid ve apolipoprotein igerigi gibi bir dizi 6zellige bagh olarak birbirinden

farklilik gosteren alt gruplara ayrildigi tanimlanmustir. (Tablo 1). ©

Tablo.1 Apo B igeren lipoprotein alt gruplarinin fizikokimyasal 6zellikleri

Yogunluk %
(g/mL) protein

< 1.006 330-700 11

1.006 — 1.010 | 300-330 18

1.008 — 1.022 | 285-300 17

1.013 -1.019 | 272-285 17

1.019 - 1.023 | 272-285 18

1.023 — 1.028 | 265-272 19
1.028 — 1.034 | 256-265 21

1.034 —1.041 | 247-256 | 22
1.041 —1.044 | 242-247 24

1.044 — 1.051 | 233-242 26
1.051-1.06 | 220-233 29




LDL’nin uzun yillar 20-27 nm ve d=1.019-1.063 g/mL araliginda devamli olarak
degisen boyut ve yogunluktaki partikul toplulugundan olustugu dusinultyordu. Ancak
Krauss,® yiiksek ayirimli bir teknik olan gradient jel elektroforezi (GGE) kullanarak
LDL’nin boyut ve yogunlugu gorece birbirinden farkli olan partikullerden olustuguna
dair bir kanit ortaya koymustur.

LDL alt gruplarinin siniflandiriimasinda 2 yaklasim en yaygin kullanilir: Musliner
ve ark. denatlire olmayan kosullarda gradient jel elektroforezi ile 7’ye varan LDL alt
grup tanimlamislar, bunlari yogunluklarina gore 4 grupta toplamis ve buylk az
yogundan kuguk c¢ok yoguna dogru LDL-I, LDL-II, LDL-Ill ve LDL-IV olarak
adlandirmislardir. ' Austin ve ark, ise GGE ile parikiil ¢pina go6re 2 farkh LDL alt
grubu tanimlamiglardir: patern A ve patern B. Patern A’da LDL partikillerinin ¢api
25.5 nm’'den daha buyuktur. Zit olarak, patern B'de LDL partikullerinin ¢api 25.5
nm’ye esit veya ondan daha kiigUktiir.*?

Dansite gradient ultrasantrifijle de LDL 3 fraksiyona ayrilabilir: blyuk hafif LDL
(d=1.025-1.034 g/ml), ara boyut ve yogunluktaki LDL (d=1.034-1.044 g/ml) ve kiguk
yodun LDL (d=1.044-1.060 g/ml).** Ayrica Lipoprint sistem gibi poliakrilamid tiip jel
elektroforezine dayali otomatize sistemler ile LDL’nin 7 farkli alt grubu bulunabilir.®*

LDL alt gruplarinin boyutu lipid/protein oranindaki azalmayla paralel olarak
yogunluk arttikga azalir.® Partikiillerin kolesterol (serbest ve esterlesmis) iceriginin
proteine orani hesaplandiginda; bu oranin buyuk hafif LDL'de (2750/1 apo B) kuguk
yogun LDL’ye (2100/1Apo B) gére anlamli olarak daha yiiksek oldugu gdsterilmistir.®°
insan LDL partikiil capi, LDL’deki molar FL / apo B oraniyla da pozitif iligkilidir. Bu da
FL iceriginin de LDL partikil boyutunun &énemli bir belirleyicisi olabilecegini
onermektedir.*® LDL alt gruplarinin yikleri arasinda da farkhliklar vardir. LDL partikal
yogunlugu arttikca negatif yiik de artar.?

kyLDL, klinik olarak énem kazandigindan beri, blyUk lipoprotein turlerine goére
daha yuksek olan aterojenik potansiyelinin temelinin anlagiimasi gerekli olmustur.
kyLDL’'nin daha aterojenik olduguna dair ¢ok sayida neden Onerilmektedir. Daha
kiiciik ve daha yogun LDL, subendotelyal bélgeye bhLDL’den daha kolay gecebilir,*”
baska deyisle transendotelyal transportu kolaydir. kyLDL partikullerinin LDL
reseptorlerine ilgisi dusuktir; bu nedenle plazmada bulunma suresi uzundur. kyLDL

daha az oranda FL ve SK igerir. Lipid igerigindeki bu farklihk apo B-100’Un
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konformasyonel degisimine neden olur ve proteoglikan baglayici bolgeyi disari

cikarir. Bu nedenle ylksek proteoglikan baglama yetenegine sahiptir.>®

Ayrica
LDL’nin polianyonik proteoglikanlar ile in vitro baglanmasinda engelleyici rol oynayan
siyalik asitin de patern B fenotipine sahip kigilerde, LDL partikillerindeki igerigi
dusuktur.®

LDL boyutunun azalmasiyla birlikte oksidatif duyarllik artar ve yapisindaki
antioksidan konsantrasyonu azalir.* Yuzey lipid tabakasinin degisen &zellikleri
serbest kolesterol igeriginin azalmasi*' ve doymamis yag asidi igeriginin artmasi*?

oksidatif duyarhihigi arttiran nedenler arasinda sayilabilir.

2.3.1 LDL Alt Gruplarinin Olugumu

LDL alt gruplarinin olusumunda, LDL prekarsorid olan VLDL ve IDL'nin
Ozellikleri yani sira dolagimda bulunduklari suregte gecirdikleri degisim ve
katabolizmalari rol oynar. GiUnimuze kadar elde edilen veriler, bhLDL’nin daha ¢ok,
koleserolden gorece daha zengin, TG agisindan daha fakir ve daha kugik VLDL
(VLDL-2) ile IDL’nin LPL-aracil lipolizinden olugtugu; kyLDL’nin ise TG’den zengin,
daha buyuk VLDL'nin (VLDL-1) LPLve HL aracil lipolizinin katkilari ile olustugu
yoniindedir. 3

Yukarida da belirtildigi gibi VLDL-2 ve IDL, VLDL-1'e goére, kolesterol
esterlerince daha zengin, TG agisindan fakir ve apo B’'ye gore dusuk oranda apo E
ve apo C icerir.4* %°

Normal kosullarda, karacigerdeki dustk TG igerigi, kicik ve TG’den daha fakir
VLDL-2 sentezlenmesine, bunun da LPL aracili lipoliz ile IDL ve bhLDL’ye
donusumuine neden olur (Sekil 4 - Patern A). Ancak karaciger TG igerigi
yukseldiginde daha buyuk ve TG agisindan zengin VLDL partikulleri sentezlenerek
dolasima salinir. LPL ile hidrolize ugramis VLDL partikillerinin de TG c¢erigi yuksek
oldugundan bu partikiller ile HDL arasinda CETP aracili kolesterol ve TG alis verisi
olur. Ayrica TG’den zengin partikuller HL igin iyi bir substrat haline gelirler. Bu sekilde
daha kiiciik ve yogun LDL partikiilleri olusur (Sekil 4 - Patern B). *®
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Pattern A

Pattern B

Sekil 4. LDL alt gruplarinin olusum mekanizmalari*?

LPL: lipoprotein lipaz, HL: hepatik lipaz, CETP: kolesterol ester transfer protein,
TG: trigliserid.

Patern B fenotipine sahip hastalarda karaciger TG igerigini belirleyen birbiri ile
iligkili 3 metabolik defekt izlenmistir: 1. karacigerde asiri VLDL sentezi; 2. yag
dokusunda yag asidi tutulumunda azalma ve dolayisiyla plazma TG diuzeyinde ve
karacigere donen ya§ asidi miktarinda artma; 3. postprandiyal TG’den zengin
silomikron ve silomikron kalintilarinin temizlenmesinde azalma. 46

CETP, kyLDL olugumunda rolu olsa da mutlak gerekli bir komponent degildir.
Genetik CETP eksikliginde de kyLDL partikullerinin  dolagimda bulundugu
gosterilmistir. ©

VLDL’den IDL ve LDL‘ye donusumler, lipoliz igin yeterli TG varliginda
gerceklesir. Bu surecin tam bilinmemekle birlikte apo E bagimh bir mekanizmaya

bagli oldugu diisiiniimektedir.*®

2.3.2 LDL Katabolizmasi ve Plazmadan Temizlenmesi

LDL temel olarak Apo B’ye afinite gosteren LDL reseptdrleri aracihdi ile plazmadan
temizlenir. insan LDL alt gruplari arasinda LDL reseptérii igin en uygun ligandin ara
boyuttaki LDL oldugu onerilmektedir.*’ Ancak biyokimyasal ve metabolik olarak
heterojenite gdsteren LDL partikillerinin bazi alt gruplari digerlerinden daha hizh

uzaklagtlrlllr.48 Hipertrigliseridemik hastalarda yapilan ¢alismalarda, kyLDL miktarinin
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arttigi ve bunlarin biyiik dlglide reseptdr-bagimsiz yol ile temizlendigi bulunmustur.*®
kyLDL’nin, hicre ylzey proteoglikanlari gibi LDL reseptérinden farkl bdlgelere
baglanmasindaki artis da bu yolun 6n plana gegisinde etkilidir. Apo B-100’deki
konformasyonel farkliliklar ve LDL alt gruplari arasindaki yuzey yuklerinin, katabolik
yikimin temel belirleyicileri oldugu nukleer magnetik rezonans (NMR) kullanilarak

gOsterilmistir.

2.3.3 LDL Partikil Boyutunun Regulasyonu

2.3.3.1 Metabolik Reglilasyon

LDL partikdl boyutunun in vivo regulasyonunda LDL’deki EK’Un, silomikron ve
VLDL’deki TG’ler ile yer degistirmesi dnemli rol oynar. Kinetik ¢calismalar, VLDL-1
partikullerinin  kyLDL’nin oncusu oldugunu gostermigtir. VLDL-1'in  uzun sure
dolasimda alikonmasi lipid deg@is tokusunun da uzun surmesini saglar. Metabolik
proseste (Sekil 5) EK’Un bir kismi, LDL’nin partikilinin merkezinde kalirken bir kismi
CETP ile VLDL'ye transfer edilir ve karsihginda TG alinir. Sonugta LDL, TG'ce
zenginlegir ve bu da onu LPL ve 06zellikle HL igin iyi bir substrat haline getirir. HL
cekirdekten TG, yuzeyden de FL hidrolizi ile bhLDL partikullerini kuglik yogun
partikiillere déniisimiinde énemli rol oynar.?? °° LPL, TG'ce zengin Lp’lerin hidrolitik
hizini belirlerken, LDL alt gruplar (izerinde indirek bir etkiye sahip olabilir.’
Silomikron, VLDL miktari ya da CETP aktivitesindeki artig, kyLDL’'nin bhLDL
partikullerine gore oranini  arttinr. Koba ve ark, uzamig postprandial
hipertrigliseridemisi olan Kkigilerde silomikronlarin dolasimdaki lipoproteinleri TG

acisindan zenginlestirerek kyLDL olugsumuna katkida bulundugunu gé’>stermiglerdir.51
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Sekil 5. kyLDL olusumunun sematik gosterimi.
(LIU M. LDL Oxidation and LDL Particle Size In The Development Of
Atherosclerosis. Department of Medicine University of Helsinki, 2002. Academic

Dissertation).

2.3.3.2 Genetik ve Cevresel Etkiler ile Reglilasyon
Metabolik regulasyon disinda cesitli genetik ve gevresel faktérler de LDL alt
gruplarinin olusumunda rol oynamaktadir. Temel belirleyici etkenler olarak yas,
cinsiyet gibi biyolojik faktorler, insulin rezistansi ve bazi hastaliklar sayilabilir. %0
kyLDL'nin otozomal dominant kalitildigi ve genetik penetransinin yas, cinsiyet
ile degistigi bildirilmigtir. Patern B fenotipinin prevalansi yetiskin erkeklerde %30-35

792 ok daha

iken yasl 20’den kuglk olan erkekler ile menapoz 6ncesi kadinlarda
disiik (%5-10) ve menapoz sonrasi kadinlarda ise %15-25'tir.>®> 470 kisinin
arastinldigi bir galismada sorumlu genlerin 3. ve 4. kromozomlarda yerlestigi
belirlenmistir.* Ayrica kyLDL'nin baskin olmasi, ailesel kombine hiperlipidemi,®
hiperapobetalipoproteinemi56 ve hipoalfalipoproteinemi®’ gibi genetik lipoprotein
metabolizma hastaliklarinda da bulunur. Genetik faktorler LDL boyutu degisimini
%35-45 oraninda etkiler.® LDL partikiil boyutunun kalitim ile bu oranda degismesi,
genetik olmayan bazi gevresel faktorlerin 6nemini vurgulamaktadir. Yas ve cinsiyete
ek olarak abdominal adipozite,® ve bunun ile baglantili insiilin rezistansi, dstrojen®,

oral kontraseptif kullanimi® LDL partikiil boyut ve yogunlugunu etkiler. Genetik olarak
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fenotip B’ye yatkinligi fazla olan kigilerde dusuk yag ve ylksek karbohidrath (KH)

diyetin bu fenotipin ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir.5% ¢

2.3.4 LDL Partikiil Boyutu ve Plazma Trigliseridleri

LDL'nin gradient jeller veya ultrasantrifuj kullanilarak heterojenitesi Uzerine
yapilan en eski ¢alismalardan beri, kyLDL saptanan hastalarda plazma TG duzeyleri
daha ylUksek bulunmustur. Plazma TG ve LDL boyutu arasindaki bag ilk kez Austin
ve ark. tarafindan saptanmistir.” Calismada patern A'nin, plazma TG duzeylerinin
dusuk oldugu durumlarda (<45 mg/dL), patern B’nin ise TG’i 177 mg/dL’yi asan
kisilerde bulundugunu gdsterilmistir. Ayni grup bir baska calismada patern B ile
birlikte plazma TG dizeyinde 2 kat artis saptamis, plazma apo B ve IDL duzeylerini
yiiksek, HDL-K ve apo A-l konsantrasyonunu diisiik bulmustur. >

Griffin ve ark. saglikh ve koroner kalp hastaligi (KKH) olan kisilerde yaptiklari bir
calismada,® LDL-l ve LDL-I'yi saglikli, ancak LDL-II'i KKH olan grupta yiiksek
bulmuslardir. 100 mg/dL’lik LDL-IIl konsantrasyonunu iki grup arasindaki ayirt edici
deger olarak saptamislar ve bunun tzerindeki sonuglarin AMI riskini 7 kat arttirdigini
belirtmislerdir.®*

Yapilan ¢alismalara gé’>re,65 dusuk veya normal plazma TG dizeylerinde ¢ok az
kisi kyLDL’ye sahiptir. Patern B veya LDL-IIl > 100 mg/dL olan populasyonun blyuk
bir kismina bakildiginda lipoprotein metabolizmasinda bozukluk bulunmaktadir.
Aterojenik lipoprotein fenotipi Austin ve ark tarafindan’ diisiik HDL, orta diizeyde
VLDL ve kyLDL sendromu olarak tanimlanmistir. Bu fenotip, populasyondaki en
onemli KVH risk faktoru olarak bilinmektedir. VLDL-1 artigi nedeniyle plazma TG’teki

yukselme, sendromun artmasina neden olan metabolik yollardan biri olabilir.

2.4. LDL Alt Gruplarinin Klinik Onemi

1988’de Austin ve arkadaslari kyLDL partikillerinin, yani patern B’nin baskin
oldugu kigilerde miyokard enfarktisu gorulme riskinin U¢ kat daha fazla oldugunu,
ayni zamanda kyLDL ile yuksek TG ve dusuk HDL-K duzeyleri arasinda anlamli iligki

oldugunu géstermislerdir.3® “

Quebec Cardiovascular Study’de kyLDL ve Apo B
yukseklginin birlikte olmainin KKH igin bagimsiz risk faktori oldugu ve kyLDL

yuksekligi ile Apo B duzeyinin >120 mg/dL olmasinin KKH riskini 6.2 kat arttirdigi
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bulunmustur.*® Yine yapilan c¢alismalara gore, genel olarak kyLDL partikulleri
erkeklerde kadinlara gére daha ylksek orandadir; Tip 2 Diabetes Mellitus (DM)
hastalarinda patern B ylzdesi anlamli olarak artmistir ancak LDL-K konsantrasyonu
ve LDL boyutu arasinda anlamli bir iliski gdsterilememistir.® Ayrica kyLDL'nin Tip 2
diyabetiklerde oldugu gibi klinik olarak saglkli orta yagl kigilerde adiponektin ile ters
korelasyonunun oldugu ve bu iligkinin diger faktérlerden bagimsiz oldugu ortaya
konmustur.®’

National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel llI'de periferik
arter hastaliklari, gecici iskemi ataklar veya aort anevrizmasi seklinde karsilasilan
koroner arterler disindaki damarlardaki aterosklerozun KKH’nin énceden tahmininde
guiclii etkisi oldugu belirtilmistir.°

Bazi calismalarda, periferik arter hastaliklarinin genel 6zellikleri olarak yuksek
TG, diisiik HDL-K gésterilmis®® ve buna ek olarak gogunlukla aterojenik kyLDL’nin de
diizeyinin yiiksek oldugu yani aterojenik dislipideminin varligi belirtilmistir.” 69

GuUnumuzde vaskuler hastaliklarin énlenmesi ile ilgili galismalarda en ilgi ceken
konulardan biri diyet, egzersiz, kilo kaybi, alkol tuketimi, ilaglar gibi ¢esitli faktorlerin
LDL alt gruplari Uzerine olan etkisidir. Compos ve arkadaslari, diyet ve LDL alt
gruplari arasindaki iligkiyi inceledikleri caligmada, kolesterol ve doymus yag asidi

tuketimi ile kyLDL dlzeyi arasinda anlaml bir iliski oldugunu saptamislardir.®

2.5. LDL Alt Gruplar Belirlemede Kullanilan Analitik Yontemler

LDL heterojenitesi; lipoprotein boyutu, flotasyon hizi ve yogunlugu gibi LDL
partikiillerinin farkli fiziksel ozelliklerine gore tanimlanir.’”® Bu 6zelliklerinden
yararlanilarak LDL alt gruplarini tanimlamada kullanilan yontemler ve nitelikleri
asagidaki tabloda 6zetlenmigtir (Tablo 2).
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Tablo 2. LDL alt gruplarini belirlemede kullanilan yontemler

Yontem adi Kullanilan Teknik Avantaji Dezavantaiji

Dogruluk ve
duyarhligr gok
yuksek

Pahali ekipman,
zaman alici

Merkezkacg kuvveti,

Ultrasantrifugasyon tuz gradient

Ozel ekipman

iyodiksanol gradient iyodiksanol ile
gereksinimi

ultrasantrifugasyon | gradient olusumu Kolay ve hizll

Heparin-Mg ile

cBktiirme Kolay, kisa sureli

Coktiurme

%2-16 jellerde
boyuta bagl
elektroforez

Dogruluk, duyarlihk Zaman alicl,
yuksek yari kantitatif

iakri id iel tii Cok sayida ornek
:Ic(;lil(akrllamld jel tiip Hilerse GE analizi, rutin Sahal
' calismaya uygun

Elektroforetik
Kapiller izotakoforez mobiliteye bagl
ayrim

Isi kontrolu, kisa
sureli

Spin veya LDL boyut ve GGE ile
elektriksel konsantrasyon birbirinden farkh
rezonans Olcimu sonuglar

Molekul
baydkligine bagh
kromatografik
ayrim

Segiciligi yuksek,
¢ok sayida ornek
analizi

On islem
gereksinimi

LDL partikul boyutunun Olcllmesinde kullanilan yontemler;
ultrasantrifugasyon,”’ elektroforez,’> kromatografi,”> presipitasyon (coktirme),”
kapiler izotakoforez’> ve NMR® olarak siralanabilir. Gradient jel elektroforezi ve
ultrasantrifugasyon bilinen en eski ve temel ydntemlerdir. Denature olmayan
kosullarda yapilan GGE sonrasi LDL partikalinin ¢aplari, boyutu bilinen protein

standartlari kullanilarak kalibrasyon egrisinden hesaplanabilir. Poliakrilamid jel tup
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elektroforezinde (Lipoprint LDL System, Quantimetrix, USA) oldugu gibi ile
glnimuzde serum ve plazma o&rnekleri aterojenik IDL dahil, tim lipoprotein alt
gruplarinin kalitatif ve kantitatif tayininde kolay, hizli ve kapsamli degerlendirme
yapabilmektedir.”” Yogunluk gradient ultrasantrifiigasyon ile flotasyon hizina bagli

olarak yiiksek dogruluk ve duyarlilikta kantitasyon yapilabilir.”®

Ancak, yontem
referans olarak kullaniminin yaninda olduk¢ga zaman alici oldugundan iyodiksanol
gibi tuz gradientleri olusturarak daha hizli hale getiriimeye calisiimaktadir.”® Kapiler
izotakoforez, yuksek performans jel filtrasyon kromatografi ve NMR farkli avantajlari
ile son wyillarda LDL partikil boyutunun belilenmesinde ilgi goren vyeni

yontemlerdendir.

2.5.1. Denature Olmayan Kosullarda Gradient Jel Elektroforezi

Plazma LDL alt gruplarinin partikul boyut dagilimi farkl laboratuvar teknikleriyle
dlgtilebilir.® Ancak bilinen en iyi yontem Tris-borik asit (0.08M)-NaEDTA (0.003M)
tamponunun (pH:8.3) kullanildigi 10°C’de uygulanan gradient jel elektroforezidir.®°
Yonteme gore, plazma once %20 sukroz ile 4:1 oraninda karigtirnlip, %0.05
bromfenol blue eklenerek 3-10 yL jele yuklenir. Gug; 40 mV (15 dk), 80 mV (15 dk),
125 mV (24 saat) seklinde uygulanir. Jeller fikse edilir ve lipidler igin 55 °C’de
%0.04’1uk Oil Red O (%60’hk etanolde) iceren ¢dzeltide, proteinler igin ise %0.1’lik
Coomasie Brillant Blue R-250 iceren ¢ozeltide boyanip ardindan %50 etanol ve %9
asetik asitten olusan c¢ozeltiye birakilarak boya uzaklastiriir. Daha sonra bantlarin
dansitometrik analizi yapilir. Caplari bilinen standartlar ile karsilastirilarak molekuler

caplari go¢ uzakhgina bagh olarak belirlenir.®

2.5.2 Heparin-Magnezyum ile Coktiirme Yéntemi

Degisik divalent katyon ve polianyon birlegsimlerinin gesitli lipoproteinlerin segici
olarak presipitasyonunu (¢oktlrilmesi) sagladigi bilinmektedir. Ancak, Hirano ve
arkadaslar heparin-magnezyum birlesiminin  tUm apo-B igeren lipoproteinleri
cOkturmedigini, ultrasantrifyj ile yogunlugu 1.044-1.063 g/mL’ye karsilik gelen kuguk
yogun LDL fraksiyonunun stpernatantta kaldigini bulmuslardir. Santrifugasyon ile

kyLDL disindaki tum LDL partikilleri ¢okturaldikten sonra supernatantta kolesterol
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Olcimu ile kantitasyona gitmek mumkundur. Hizli, kolay ve kisa sureli olmasi

nedeniyle diger yontemlere gére daha avantajli oldugu dustiniilmektedir.®’
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UGUNCU BOLUM

3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyaller

Calismada kullanilan cihaz ve malzemeler asagidaki tabloda listelenmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan materyaller ve kullanim amaglari

Cihaz adi

Marka - Kodu

Kullanim Amaci

Pore Gradient Lipoprotein

Elektroforez Sistemi

CBS Scientific, LPE-
4003

Denature olmayan
kosullarda gradient jel
elektroforezi

Gug¢ kaynagi

CBS Scientific, EPS-
300-11-V Mini-Power
Supply, 300V, 220V

Elektroforez igin gerekli

akimin saglanmasi

Dansitometri cihazi

Amersham

Imagescanner

Dansitometrik analiz

Floresans goruntuleme

2000mm Kodak

Floresans goruntuleme

cihazi imaging sistem ve dansitometrik analiz
Santrifuj Heraus 2.0 RS Coktirme
(Almanya)
Otoanalizor Abbott Architect C- Serumdaki total K, TG,
16000 LDL-K analizi

Sicak su banyosu

Amersham Multitemp
[

Elektroforez tankinin

10°C’ye sogutulmasi

Malzeme Adi Marka - Kodu Kullanim Amaci
Lipoprotein elektroforez 2/16 Alamo Gradient | Gradientile LDL’nin alt
jelleri 2/16 Gel, LPE-2/16 gruplarina ayrilmasi

HMW native marker kit

GE Healthcare, 17-
0445-01 250ug/vial

Elektroforez igin standart
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Malzeme Adi Marka - Kodu Kullanim Amaci
Karboksilat-modifiye Thermo, WO30CA Elektroforez igin standart
mikrokurecikler (0.32 um)

“Carboxylate-modified

(CML) Microspheres”

OilRed O 25¢ Sigma, O 9755 Lipid boyasi

Asetik asit 2.5 kg Sigma, 537020 Destaining

Trizma baz 500 g Sigma, T 1503 Elektroforez tamponu
Sukroz 5 kg Sigma, S 8501 Yurime tamponu bileseni
Borik asit 5009 Sigma, B 7660 Elektroforez tamponu
EDTA 100 g Sigma, E 1644 Elektroforez tamponu
Bromfenolblue %0,05 25 g | Sigma, B 0126 Yurime tamponu bileseni
Etanol 2x1L Sigma, 34923 Boya ¢dzgeni
Heparin-sodyum tuzu Sigma, H3393 Cokturme reaktifi

MqgCl, Sigma, M 8266 Cokturme reaktifi

3.2. Olgu Secgimi ve Materyal Eldesi
3.2.1. Olgu Seg¢imi

Dokuz Eylil Universitesi Uygulama Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvarina
basvuran poliklinik hastalari rastlantisal olarak segcildi. Calismada, hiperlipidemik ve
normolipidemik kigilerin kan ornekleri kullanildi. Amag, diger lipid parametreleri ile
kiguk yogun LDL arasindaki iligkiyi belirlemek oldugundan ve Kkisinin lipid
dagihmindaki bozuklugun nedeni ile degil LDL alt gruplari Utzerine olan etkileriyle

ilgilenildigi icin hastalarla goéristlmedi ve demografik bilgileri kullaniimadi.

Alinan 210 hasta 6rnegi 4 grup altinda incelendi:
e 1. Grup; Kontrol grubu; (n=54)
TG < 150mg/dL, TK < 200mg/dL- normolipidemisi olan hastalar
e 2. Grup; Hipertrigliseridemi grubu (n=52)
TG 2150 mg/dL, TK < 200mg/dL olan hastalar
e 3. Grup; Hiperkolesterolemi grubu (n=52)
Total kolesterol (TK) = 200 mg/dL, TG < 150 mg/dL olan hastalar

21



e 4. Grup; Kombine Hiperlipidemi grubu (n=52)
TG 2150 mg/dL, TK = 200mg/dL olan hastalar

3.2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Merkez laboratuvarinda, Abbott ticari kitleri ile enzimatik yontemle kantite
edilmis olan, LDL-K, HDL-K, TG ve TK sonuglarina gore hastalar segildi.
Antikoagulansiz tuplerdeki 6rnekler santrifujlenerek serumlari alindi. +4°C’de en fazla

3 guin saklanarak analizleri yapildi.

3.3. Yontemler
3.3.1. LDL Alt Gruplarinin Belirlenmesi
3.3.1.1. Denature Olmayan Kosullarda Gradient Jel Elektroforezi

Yéntemin prensibi: Gradient jel elektroforezi, artan konsantrasyondaki

poliakrilamid jelden olugsan matriks iginde, yuklu partiktllerin géclne dayanlr.82 Jel
konsantrasyonu arttikga, matriksin por ¢api giderek azalir. Bunun sonucunda, yUuklu
partikullerin go¢ etmesi gecikir. Artan gecikme ile yuklu partikdller, partikul boyut ve
seklinin bir fonksiyonu olarak etkili bir “exclusion limit” e yaklasir. Arastiriimakta olan
spesifik partikil karisiminin - boyut araligi géz ©6nunde bulundurularak, jel
konsantrasyon gradienti ve sifir go¢ hizina ulasmak igin istenilen zaman belirlenir.>
Fiziksel Ozellikleri bilinen protein karigimlarindan olusan standartlar kullanilarak
kalibrasyon egrisi gizilir ve érneklerin tanimlamasi bu grafik yardimi ile yapilir.

Lipoproteinler hem lipid hem de protein igerdiginden dolayi, jel matriks iginde
protein veya lipid spesifik boyalar ile boyanabilir. Plazma 0Ornegi analiz ediliyorsa,
protein spesifik boyalar (Coomassie G-250 gibi) tam plazmanin girisime yol
acgabilecek proteinlerden izole edilmesinin ardindan elektroforetik analizi yapiimasi
durumunda uygulanabilir. izolasyon, ultrasantrifiij ve immunoaffinite kromatografisi
gibi teknikler kullanilarak yapilabilir.

Lipid-spesifik boyalar (Oil Red O gibi) plazma proteinleri varliginda da
kullanilabilir. Bu nedenle, izole fraksiyonlar kadar tam plazmadaki Lp alt gruplari da
lipid-spesifik boyalar ile boyanabilir.?*> Qil Red O, nétral lipidler (6zellikle EK ve TG)
icin spesifikken polar lipidleri (esterlesmemis kolesterol ve fosfolipidler gibi) daha az
oranda boyar.®
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3.3.1.1.1.  Elektroforez islemleri

Orijinal protokol ilk olarak Krauss ve Burke® tarafindan tanimlanmis, daha
sonra Rainwater ve ark,’® Austin ve ark® tarafindan modifiye edilmistir.

Elektroforez, ayni anda 4 adet jelin yurutulebildigi bir sistem kullanilarak yapildi
(Sekil 6). Elektroforez islemi +10°C’de yapildigi i¢cin su banyosuna baglandi. Tankin
icindeki ince borular ile elektroforez tamponunun ve ortamin istenen soguklukta
olmasi saglandi. Cihazin yan tarafindaki pompa ile tamponun tankin Ust ve alt

rezervuarlari arasinda sirkllasyonu saglandi.

Sekil 6. Pore gradient lipoprotein elektroforez sistemi

Elektroforez tamponu asagidaki igerik ile hazirlandi. Hazirlanan tampon oda
sicakliginda 1 ay stabil kalir.

Borik asid 80 mM

Tris baz 90 mM

Sodyum azid ve EDTA 3 mM

LDL alt gruplarinin ayrilmasi i¢in %2/16’lik gradiente sahip hazir jeller kullanildi.
Partiktl capinin belirlenebilmesi icin, partikul ¢aplari bilinen 3 farkli standart kullanildi.
Bu standartlarin migrasyon uzakliklarindan (Rf) yararlanilarak kalibrasyon egrisi
cizildi ve hasta 6érnekleri bu kalibrasyon egrisine gére degerlendirildi. Standartlardan
en blyigl 32 nm partikil ¢apina sahip olan karboksilat-modifiye mikrokireciklerdi
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(karboksile - Lateks partikulleri). Bu partikuller 1/10 oraninda saf su ile dilie edilerek
ayri bir “lane”de olacak sekilde 5 uL yuklendi. Diger standartlar igin tiroglobulin (capi
17.0 nm), ferritin (12.2 nm), katalaz (10.4 nm), laktat dehidrogenaz (8.1 nm), albumin
(BSA) (7.1) iceren bir karisim (HMW marker, Amersham) kullanildi. Marker, dilisyon
yapiimadan direkt olarak jele 15 pL hacimde yuklendi. Denemelerde %2/16’lik jelde
24 saat yUrutme sonrasi standartin yiklendigi sirada yalnizca tiroglobulin ve ferritinin
bandlari goézlendi. Bunlarin disinda karboksilat-modifiye  mikrokureciklerin
goruntilenmesindeki  zorluklar nedeniyle kontrol amacgli olarak, fluorescein
izotiyosiyanat (FITC) molekuline bagh partikul capr 34 nm olan silika partikulleri
kullanildi. FITC’nin floresan 6zelligi nedeniyle elektroforez sonrasi silika bandi
2000mm Kodak imaging sistem kullanilarak géruntulendi.

Yontemin (Krauss ve ark.a gére3°) protokol basamaklari agagida siralanmigtir:
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Onceden +4 derecede sogutulan tampon (3 L) tanka
doldurulup su banyosu 10 dereceye ayarlanir.

%2/16'Ik jeller tanka yerlestirilip sistem gu¢ kaynagina
baglanarak 125 V'ta 20 dk. én kosullama yapilir.

( Aplikatér ust kisma yerlestirilir (sekil 7). Taraklagsma olana dek \
itilir.

' Y

- Serum érnekleri, %40 sukroz ve %0.05 bromfenol blue iceren

‘ cozeltiyle 4:1 oraninda karistinlarak 15 uL kuyucuklara
yuklenir.

Kalibrasyon icin her jele standart olarak karboksile Lateks ve
HMW marker kit ayri kuyucuklara ytklenir.

Y Ukleme sonrasi glic kaynagina gerekli baglantilar yapilip
elektroforeze baslanir.

Elektroforez sekansi su sekildedir: 15 V 15 dk, 70 V 20 dk,
ve 125V 24 saat.

Elektroforez bitiminde jeller hemen tanktan cikarilip
boyanarak bandlar géruntr hale getirilir.
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Sekil 7. Alamo gradient jellerin ve aplikatdrin tanka yerlestiriimesi.

3.3.1.1.2. Jellerin Boyanmasi

Elektroforez sonrasi jeller tanktan cikarilarak %60 etanolde hazirlanan %0.1’lik
lipid boyasi (Oil Red O) igine yerlestirildi. 55°C’lik su banyosunda 24 saat inkibe
edildi. Sure sonunda jeller %5’'lik asetik asitten olugsan destaining ¢o6zeltisinde
rehidrate edildi. BOylece boyama sirasinda kugulen jelin tekrar eski boyutuna
ulasmasi saglandi. Orneklerdeki LDL alt gruplari kirmizi bandlar seklinde gériinir
hale getirildi.

Protein bandlari gorintilemek amaciyla, standartlarin yuklendigi “lane’ler filtre
kagitlari kullanilarak strip halinde Coomassie R-250 ile boyandi. Boya, %50 metanol
ve %10 asetik asitten olusan c¢b6zgende hazirlandi. Bu sekilde 6n fiksasyon
basamagina gerek duyulmadan standartlara ait bandlarin gorinir hale gelmesi
saglandi. Boyanin fazlasi ise ayni yontemle %9 asetik asit ve %20 metanol igceren
destaining c¢Ozeltisi ile uzaklastirildi. Boyamalar sirasinda jelin kalan kisminin

kurumasini engellemek i¢in bu bolim elektroforez tamponu ile kapatildi.

3.3.1.1.3. Dansitometrik Analiz

Boyanan jellerin dansitometrik analizi ticari olarak bulunan standart cihazlar ile
yapilabilir. Lp ve protein dansitometrisi icin uygun dalga boyu Coomassie R-250
boyali jeller igin 555 nm; Oil Red O ile boyanan jeller i¢cin 530 nm’dir.

Boyama sonrasi tum jeller Amersham imagescanner dansitometre cihazi
kullanilarak tarandi. Ardindan ImageMaster_Labscan programi ile dansitometrik

analizi yapildi, standart ve 6rneklerin Rsdegerleri hesaplandi.
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3.3.1.2. Coktirme Ydbntemi ve LDL-K Diizeyinin Belirlenmesi

Yéntemin prensibi; Heparin-magnezyum birlesiminden olusan reaktif tim apo-B

iceren lipoproteinleri ¢Oktirmez; ultrasantriflj sonrasi suUpernatantta sadece
yogunlugu 1.044-1.063 g/mL’ye karsilik gelen kiguk yogun LDL fraksiyonu kalir.

Buna goére, 150 U/mL heparin sodyum tuzu ve 90 mmol/L MgCl, iceren
¢oktirme reaktifinden 1.5 mL’lik ependorf tlplere 0.1 mL alinarak Uzerine ayni
hacimde serum 6rnegi eklendi ve karistirildi. Tupler 15 dakika 37°C’de inkube edildi
ve buz banyosuna yerlegtirilerek 15 dk. daha bekletildi. 20 dakika 15000 rpm’de
santrifuj edildi. Presipitatin tipun dibinde paketlenmesi ve tipun Ust kisminda temiz
bir sipernatant olusmasi saglandi.

Bu protokol tim hasta ve kontrol &rneklerine uygulandi. Elde edilen

supernatantlarda DEU Merkez Laboratuvarinda LDL-K analizi yapildi.

3.3.2. Rutin Biyokimyasal Analizler
Olglimlerin tiimii, Abbott Architect C-16000 otoanalizérii kullanilarak, ayni isimli

ticari kitlerle ve tekniklerinde belirtilen sure igerisinde yapildi.

3.3.2.1. Trigliserid Olgiim Yéntemi

Ydéntemin prensibine gore; érneklerdeki TG’ler lipaz ile gliserol ve yag asidlerine
hidroliz edildiler. Gliserol, kinaz enzimiyle gliserol - 3 — fosfata donugtu. Ardindan
oksidaz ve peroksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar ile TG Olgimu
kolorimetrik olarak gergeklestirildi.

Lipoprotein lipaz

Trigliserid » (liserol + yag asidi

Gliserol kinaz
Gliserol + ATP » gliserol-3-fosfat +ADP

Gliserol fosfat oksidaz

Gliserol-3-fosfat + O, » dihidroksiaseton fosfat + H,O»
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Peroksidaz

H,0O; + 4-aminoantipirin + paraklorofenol ——» kinoneimin + H,O

3.3.2.2. Kolesterol Olgiim Yéntemi

Orneklerdeki kolesterol diizeyleri, kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz ve
peroksidaz enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar ile olusan renkli kinoneimin
boyasinin 500 nm ‘de kolorimetrik dl¢gimda ile belirlendi.

Kolesterol esteraz

Kolesterol esterleri » kolesterol + yag asidi

Kolesterol oksidaz

Kolesterol + O, » A* — kolestenon + H,O,

peroksidaz

2 H,0; + 4-aminoantipirin + hidroksibenzoik asit — kinoneimin boyasi + H,O

3.3.2.3. LDL-K Olgiim Yéntemi

Yontem, tek bir deterjan 6zelligindeki 2 farkl reaktif varliginda gercgeklesti. R4
reaktifi sadece LDL olmayan partikllleri ¢6zup, salinan kolesterol kolesterol esteraz
ve oksidaz ile renk-vermeyen reaksiyonlar ile tuketildi. Ry reaktifi kalan LDL
partikullerini ¢ozdu ve kromojenik baglayici renk olusumunu sagladi. LDL ile
baglayici varligindaki enzimatik reaksiyon, ornekte var olan LDL-K'Un miktariyla

orantili renk siddeti gosterdi.

3.4. istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirmeler “SPSS for Windows 11.0” ticari istatistik programi
kullanilarak yapildi.

Gruplardaki parametrelerin ortalamalari one way ANOVA testi ile
degerlendirildi. LDL alt gruplar ile 4 deney grubu arasindaki iligki Ki-kare testi ile
gosterildi. LDL alt gruplari ile lipid parametreleri arasindaki iliski Student t test ile
yapildi. P<0.05 olan sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Parametrelere

ait tim degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Korelasyon analizleri,
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olgu sayisinin 30’'un Uzerinde oldugu g6z onune alinarak parametrik bir test olan

“Pearson korelasyon analizi” ile gergeklestirildi.
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DORDUNCU BOLUM

4, BULGULAR

Calismada TG, TK, LDL sonuglarina goére secilen 210 kiginin serum 6rneklerine
gradient jel elektroforezi ve heparin-magnezyum c¢oktirmesi ydntemleri uygulandi.
TG degerlerinin 900°’den buyuk olmasi nedeniyle 2 hasta sonucu hesaplamalara dahil
edilmeyerek toplam 208 6rnek degerlendirmeye alindi.

Gradient jel elektroforezinde, 24 saat yuritme sonrasi daha etkin boyama
saglamak amaciyla jeller uygun yerinden kesilerek biri Coomassie Blue R-250, digeri
de Oil Red O boyasiyla boyandi (Sekil 8).

Bilyiik LOL
kyLDL

Tiroglobulin

Ferritin

Sekil 8. Protein ve lipid boyalariyla boyama sonucu jelin goérintisu

HMW markerda yer alan ferritin ve tiroglobulin ile lipid boyasi ile boyanan
orneklerdeki bandlarin dansitometrik analizi yapildi. Sekil 9'da
ImageMaster_Labscan programi ile vyapilan dansitometrik analiz  6rnegi

goOrulmektedir.
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Sekil 9. Dansitometrik analiz yapiligi. Bandlarin isaretlenmesi sonrasinda sagda
piksel olarak grafik, agsagida ise hesaplanan R; degerleri gorulmektedir.

Orneklerin R; degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan standartlardan ikisi;
tiroglobulin ve ferritin, protein boyamasi sonrasinda temiz birer band verirken (Sekil
10A), uguncu standart olan karboksil-modifiye Lateks partikull, boyama sonrasi net

bir gérintl vermedi. Ancak dansitometrik analizi yapildiginda, kugluk bir pik olarak
g6zlendi (Sekil 10B).

31



60 — 1
55 o m
50 ":
45
40—
) Ji
35
© ?_ ]
=) 30 |
= X 25
S 20 —
15 o ¢
10— !
=]
1 U T T T T l T T T T | T T T T [ T T 1 3 T
T =1 | l.l L =) = ) = = e et ] 500 1,000 1,500
0 200 400 600 800 . I
. e Pixel Position
Pixel Position
T
61 ] |

Sekil 10. A: HMW marker kit protein standartlarinin dansitometrik analiz sonucu
goruntusu. 1. pik tiroglobulin, 2. pik ferritin. B: Lateks partikullerinin dansitometrik
analiz sonucu goruntusu

Gorluntilemede sikintt yasanmasi nedeniyle Lateks yaninda partikil capi
Lateks’e ¢ok yakin olan FITC bagh silika (¢capt 34 nm) kullanilarak 3. standart
dogrulandi. Bu standartin goruntulenmesi i¢cin 2000mm Kodak imaging sistem
kullanildi ve karanhk ortamda gergeklestiriien elektroforez sonrasi boyamaya
geg¢meden once Ex: 465nm, Em: 535nm dalga boylarinda floresans goértntileme
yapildi (Sekil 11).
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Sekil 11. Solda FITC'ye bagh silikanin fluorimetrik goruntust. Sagda ise

dansitometrik analiz érnegi.

Dansitometrik analiz sonrasinda standartlarin olgilen R; degerleri ve partikil
caplari kullanilarak kalibrasyon egrisi cizildi (sekil 12). Orneklerin R¢ degerleri grafige
yerlestirilerek grafik denkleminden partikil ¢aplari hesaplandi. Partikll ¢api 25.5
nm’den buylk olanlar bhLDL, kiguk olanlar ise kyLDL olarak kabul edildi.

KALIBRASYON EGRISI

0,7 y=-0,0303x+ 1,0047
’ R%=0,9968
0,6
0,5
E 04
S
z 03 * Seril
02 —— Dogrusal (Seri 1)
0,1
0
0 10 20 30 40

PARTIKUL GAPI(nm)

Sekil 12. Standartlarin partikul ¢caplari ve R; de@erleriyle olusturulan kalibrasyon

egrisi
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Orneklerin toplanmasi sirasinda alinan TG, TK ve LDL-K degerleri, heparin-
magnezyum c¢oOktirmesi sonrasinda slUpernatantta olgtlen kyLDL kolesterol igerigi
(kyLDL-K) ve toplam degerden cikarilarak bulunan bhLDL kolesterol konsantrasyonu
(bhLDL-K), elektroforetik ayirim ile hesaplanan partikil gapi degerlerinin gruplara
gore dagihmi Tablo 4 ve Grafik 1'de gosterilmigtir. Tabloda sonuglar ortama +
standart sapma olarak ifade edilmigtir.

Tablo 4. Sonugclarin gruplara gore dagihmi

TG TK | HDL-K | LDL-K bhLDL-K
(mg/dL) |(mg/dL)| (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL)

Grup 1 92.70 [163.11| 44.98 | 88.96 55.15
Kontrol grubu +28.58 [+29.62| £11.09 | +25 80 +15.90

Grup 2 216.84 [170.30| 35.72 | 90.22 50.80
Hipertrigliseridemi +79.79 |£19.79| %7.75 |+19.97 +12.29

Grup 3 113.52 |233.06| 9269 |136.31 81.81
Hiperkolesterolemi +29.26 |+31.76| £11.90 | +32.14 +22.10

Grup 4 22260 |247.81] 4327 |145.00 81.94

Kombine +8.52
Hiperlipidemi +86.89 [£34.43 +31.20 +18.27

160.22 |203.50| 44.43 |115.11 67.47
+85.30 |+47.57| £11.90 | +37.74 +22 67

Gruplar

Toplam

Grafik 1. Lipid panelinin gruplara goére dagihminin karsilastirilmasi

250+

Kontrol HiperTG HiperKOL Kombine

| BTG ®mKoles ®WHDL-K ®WLDL-K OkyLDL-K ®Gap |

*<25.5 nm; 2-1; 2-3; 2-4 p<0.05
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Gruplardaki total kolesterol ve trigliserid konsantrasyonlarinin ortalamalari
one-way ANOVA testi ile karsilastinldi. TG duzeylerinde, 1. — 2. ve 1. - 4. grup; 2. ve
3. grup; 3. ve 4. grup arasinda anlaml fark saptandi. Total kolesterol duzeylerinde
ise, 1. -3.ile 1. - 4. grup; 2. - 3. ile 2. - 4. grup arasinda anlaml fark oldugu bulundu.
Ayrica; kyLDL-K agisindan 1-2, 1-3, 1-4, 2-3, 2-4, 3-4. gruplar (p<0.05) arasinda; ¢ap
agisindan 1-2, 2-3, 2-4, 3-4. gruplar arasinda (p<0.05) anlamli fark bulunurken 1-3, 1-
4. gruplar arasinda anlamh bir fark gértlmedi.

Tablo 5 ve Grafik 2’”de deney gruplarinda elektroforetik ayrim sonucu kyLDL
(patern B) ve bhLDL tagsiyan hasta sayilari ve yuzde oranlari; ayrica ¢okturme ile
bulunan alt gruplarin kolesterol dizeylerinin yluzdeleri gosterilmistir. Her iki yontemle
elde edilen sonuglara goére, kyLDL orani tim hiperlipidemik gruplarda kontrol grubuna
gbre daha yuUksektir; ancak bu oran en vyuksek hipertrigliseridemi grubunda

saptanmisgtir.

Tablo 5. Deney gruplarindaki LDL alt gruplarinin dagilimi

Elektroforez yontemi Cokturme yontemi
Gruplar | n Kisi sayisi (yiizde orani) %kyLDL-K | %bhLDL-K
kyLDL (% kyLDL) | bhLDL(%bhLDL)
1. grup | 54 13 (24.1) 41 (75.9) 37.3 62,7
2.grup | 50 36 (72.0) 14 (28.0) 43.7 56,3
3.grup | 52 15 (28.9) 37 (71.2) 40.3 59,7
4.grup | 52 20 (38.5) 32 (61.5) 43.4 56,6
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Grafik 2. Deney gruplarindaki LDL alt gruplarinin dagiliminin karsilastiriimasi

Kontrol HiperTG HiperKOL Kombine

H Elektroforez-% ky-LDL B Coktiirme-ky-LDL-K B Goktiirme-% ky-LDL-K

* TUm gruplar arasi p<0.01 & 2-3 p<0.001
#1-2; 1-3; 1-4 p<0.05 ** 3-4 p<0.005

Grafik 2'de; sonuglarin anlamlihgi t testi ile degerlendirildiginde, 2-4 disindaki

tum gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goérulmektedir (p<0.05).

Farkli lipid parametrelerine sahip 4 grup ile LDL alt gruplari arasinda yapilan ki-
kare testi sonucunda, p=0.00 anlamlilik dizeyinde, plazma lipid fenotipi ile LDL alt

gruplarinin dagilimi arasinda sistematik bir iligki oldugu saptandi.
Gruplar kendi iglerinde A ve B paternine sahip olgulara gore siniflandirildi ve

gruplar arasi t testi yapildi. Analiz sonucunda, higbir grubun kendi paternleri

arasindaki (A ve B) parametrelerin hi¢birinde anlaml bir fark saptanmadi (Tablo 6).
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Tablo 6. Gruplarin paternlerine gore lipid panellerinin dagilimi

Partikul |kyLDL-K [bhLDL-K
cap! | yuzdesi | yuzdesi
26.27 37.01 62.99
Patern A $0.6 | 7.7 £7.7
Pat B 2496 | 38.20 61.81
atern 10.34 7.9 7.9

26.03 | 44.04 55.96
Patern A +0.6 3.5 +3.4
Patern B 24.82 43.61 56.39

+0.4 +3.7 +3.7
26.44 | 4050 | 59.50
Patern A +0.65 +5.1 +5.1
2515 | 39.68 | 60.32
Patern B +0.3 +7.3 +7.2
26.19 | 4275 | 57.25
Patern A +0.6 +5.3 +5.3
oatorn B 25.03 | 44.44 | 5557
+0.38 | +2.86 +2.9

Calisma gruplarin B paternlerinin birbiri ile karsilastirlmasinda, TG, TK, HDL-K,
LDL-K, %kyLDL-K parametrelerinin ve partikil ¢apinin anlamhhgi da yine t testi ile
degerlendirildi (Grafik 3).

Grafik 3. Gruplar arasi B paternlerinin karsilastiriimasi
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1. ve 2. grubun B paternlerinde, TG, HDL-K, %kyLDL-K ag¢isindan anlamli fark
oldugu saptanirken; TK ve LDL-K ve partikul gapi agisindan fark bulunmadi.

1. ve 3. gruplar arasinda, TK ve LDL-K agisindan anlamh fark goérilmesine
ragmen; TG, HDL-K, %kyLDL-K ve partiktl ¢gapi agisindan anlamli fark saptanmadi.

1. ve 4. gruplarda HDL-K ile partikul gapi digindakilerin timd,

2. ve 3. gruplarda ise tUm parametrelerde anlamli fark oldugu saptandi.

2. ve 4. gruplar arasinda TG ve %kyLDL-K digindaki tim lipid parametreleri;

3. ve 4. gruplarda ise TG, HDL-K, %kyLDL-K agisindan anlamliyken; TK, LDL-K
ve partikul ¢capi arasinda bir fark bulunmadi.

Veriler, gruplarin ayrimi yapilmadan patern A ve B fenotipine sahip hastalara
gore gruplandirildiginda elde edilen sonuglar Tablo 7'da 6zetlenmistir. Sonuglar
ortama + standart sapma olarak ifade edilmistir.

Tablo 7. LDL alt gruplari arasindaki ortalama degerlerin kargilastiriimasi

bhLDL
K
(mg/dL)

TG TK HDL-K | LDL-K
(mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)

Patern A 149.36 | 207.70 | 46.13 | 118.69 70.35
(bhLDL) +89.49 | +50.56 | +11.60 | +40.98 +24.55

Patern B 176.25| 197.30 | 41.89 |109.82 63.21
(kyLDL) +76.43 | +42.30 | £10.90 | +31.88 +18.92

iki grupta ¢ap, TG (p=0.025), HDL-K (p=0.09), diizeylerinin ve %kyLDL-K
(p=0.027) ortalamalar Student t test ile kargilastinldiginda istatistiksel olarak anlaml
fark saptanirken, TK, LDL-K, kyLDL-K duzeyleri arasinda fark gozlenmedi (Grafik 4).
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Grafik 4. Patern A ve B gruplarinin karsilagtiriimasi

250+
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* p<0.05, # p<0.01

Veriler yine grup ayirimi yapilmaksizin cinsiyete gore degerlendirildiginde,
kadinlar ve erkekler arasinda partikil capi, kyLDL-K ve %kyLDL-K degerleri
acgisindan anlamh fark bulunmadi. Ancak beklenildigi gibi TK ve HDL-K dlzeyleri
agisindan fark saptandi (sirasi ile p=0.011 ve p=0.001).

Korelasyon analizlerinde, LDL partikil capi ile negatif yonde ve anlaml
korelasyonu olan tek parametre trigliserid dizeyi olarak bulundu (p=0.01). Yani TG
dizeyi yukseldikge partikul gapinin kigulduga saptandi.

Regresyon analizi sonucunda y= -0.0022x+26.09, R*= 0.0483 olarak bulundu
(Sekil 13).
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Sekil 13. Korelasyon analizi

Partiktl capinin TG ile negatif korelasyonu varken TK (p=0.05), HDL-K (p=0.01)
ve bhLDL-K (p=0.05) ile de anlamli pozitif korelasyonu oldugu saptandi.

Ayrica, standart lipid parametreleri (TG, TK, LDL-K ve HDL-K) ile LDL alt
gruplari ile ilgili parametreler (kyLDL-K, bhLDL-K, %kyLDL-K ve partikil c¢api)
arasinda korelasyon analizleri yapildi. Bu analizler sonucunda;

TK ile kyLDL-K (r=0.757), bhLDL-K (r=0.733) ve %kyLDL-K (r=0.196) arasinda
anlamh pozitif korelasyon (p=0.01); LDL-K ile ayni parametreler arasinda da yine
pozitif korelasyon saptandi (ayni sira ile r=0.928, r=0.959, r=0.146).

TG ile partikul ¢api arasinda negatif (p=0.00, r=-0.220), kyLDL-K ve %kyLDL-K
arasinda ise pozitif korelasyon (sirasi ile p=0.03, r=0.148; p=0.00, r=-0.356)
bulundu.

HDL-K ile kyLDL-K arasinda korelasyon saptanmaz iken; HDL-K ile partikul
cap! (p=0.01, r=0.275) ve bhLDL-K arasinda pozitif (p=0.01, r=0.194); %kyLDL-K
arasinda ise negatif (p=0.01, r=-0.186) korelasyon bulundu.

Son olarak, kyLDL-K ile TG (r=0.148), TK (r=0.757) ve LDL-K (r=0.928)
arasinda pozitif korelasyonun oldugu saptandi. %kyLDL-K ile ayni parametreler
arasinda yine pozitif korelasyon goéruldu (sira ile r=0.356, r=0.196, r=0.140). Ancak
sadece %kyLDL-K’in HDL-K dlzeyleri ile anlamli ve negatif korelasyon bulundu (r=-
0.186).
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BESINCi BOLUM
5. TARTISMA VE SONUC

Aterom ve ateroskleroz terimleri, Yunancada lapa+kitle+kati anlamina gelen
‘athere’+’'oma’+’skleros’ sozcuklerinden tlretilmiglerdir.  Ateroskleroz, endotel
disfonksiyonu, inflamasyon, vaskuler proliferasyon ve matriks degisimini iceren ¢ok
yonlii kompleks bir sirectir.?” Aortadan koroner arterlere kadar degisen biyiikliikte
sistemik arterleri etkileyebilir. Ozellikle kalp, beyin muskuler arterlerinde meydana
geldiginde kalp krizi ve felg gibi 6limcul klinik sonuglara neden olabilir. GUnumuzde
gelismis toplumlarda meydana gelen dlumlerin %50’sinin nedeni, ateroskleroz ve ona
bagli olarak gelisen kardiyovaskiiler komplikasyonlar olarak gériilmektedir.?® Bu
nedenle aterosklerozun patogenezinin anlagilmasi, hem hastaligin ilerleyiginin
yavagslatiimasi hem de daha etkin tedavi yontemlerinin gelistiriimesi agisindan énem
tasimaktadir.

Hem olgu-kontrol galismalari, hem de prospektif incelemeler, plazma kolesterol
konsantrasyonunun KKH ile korele oldugunu gdstermektedir. Total kolesterol ve KKH
arasindaki korelasyon, hemen hemen tumduyle plazma LDL konsantrasyonu ile KKH
arasindaki korelasyondan ileri gelir. Bu korelasyon orta yas sonrasinda da surer ve
hem erkek hem de kadinlarda g('jrijlijr.89 Bir risk faktoru olarak hipertrigliserideminin
roli dnceden hiperkolesteroleminin rolinden daha tartismaliydi. Ancak, Stockholm
Prospektif Calismasi® ve Hammersmith Hastanesi Olgu-Kontrol Calismasi®’
sonuglarindan sonra hipertrigliseridemi bagimsiz bir risk faktdérl olarak kabul
edilmistir.

LDL-K'd KKH, metabolik sendrom ve ateroskleroz ile iligkilendiriimektedir.
Ancak, uzun suredir kolesterol 6lgimuUnun yararlari Uzerine yapilan ¢alismalar, bu
parametrelerin hastanin kardiyak olaylarindaki riski belirlemede tek basina fayda
saglayamayacagini gostermektedir. 1998 yilinda, kolesterol ve KKH Uzerine yapilan
bir galismada miyokard infarktus gegiren hastalarin %75 inde normal HDL-K ve LDL-
K diizeyleri saptanmistir.®? Sonuc olarak bu yetersizlikler durumun yeniden gdzden
gegiriimesine ve risk faktorlerinin dlgumuinde ilave c¢alismalarin yapilmasina yol
agcmigtir.

Yakin zamandaki arastirmalar ise tum LDL taneciklerinin ayni yapida

olmadiklarini ortaya koymaktadir. Benzer LDL-K dizeylerine sahip iki hastada, birini
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digerine gore daha fazla KKH riski altina sokabilecek farkhlikta LDL tanecikleri
bulunabilir. Bu taneciklerin konsantrasyonlari ve buyuUklikleri geleneksel lipid
panelinden daha iyi risk gostergelerdir.®

Bu nedenle LDL alt gruplarinin dlgimunun yapilabilecegi gesitli yontemler
tanimlanmistir. Bunlar arasinda en sik kullanilanlar ultrasantrifugasyon, gradient jel
elektroforezi ve son yillarda Hirano ve ark. tarafindan tanimlanmis c¢oktlirme ile
kyLDL-K konsantrasyonunun dlgtlmesidir.

Bu calismada, farkh hiperlipidemili gruplarda LDL-K yani sira LDL’nin alt
gruplari, partikul boyutuna bagli olarak elektroforez ile belirlenmig; partikilin
kolesterol konsantrasyonu ise basit ¢oktirme ydntemi ile kantite edilmigtir. Elde
edilen sonuglar hastalarin lipid paneli ile kargilastirilarak bu gruplarda LDL alt
gruplarinin dagilimi gosterilmigtir.

Calismada kullanilan yontemlerden biri olan gradient jel elektroforezi, LDL ve
HDL alt gruplarinin arastiriimasinda kullanilabilecek glvenilir ve dogru bir yontemdir.
GGE analizlerinde serum orneklerinin direkt kullanilabilmesi ise yontemi basit hale
getirmigtir. Yapilmig c¢alismalarda, ornek olarak izole edilmis LDL ve herhangi bir
islem gormemis serumun kullanildigi elektroforetik ayrimlarda birbiriyle oldukga yakin
sonuclar bulunmu\s,tur.94 GGE igin gerekli ekipman her laboratuvarda bulunabilecek
niteliktedir. Kullanilan 6érnek miktari da sadece 10-15 ulL’dir. Herhangi bir 6n ayirma
islemine gerek olmadan serum ornekleri direkt olarak uygulanabilmektedir. Ancak
yontemin bazi dezavantajlari da vardir. Ornegin; oldukca el oyalayicidir. Ozellikle
aplikasyon ve jel boyama asamalari zahmetlidir ve deneyim gerektirmektedir.
Elektroforez suresi 24 saattir ve 6zellikle hasta 6rneklerinin boyanmasi da bir o kadar
surmektedir. Bu nedenler ile rutinde ve ¢ok sayida hasta érneginin galisiimasi igin
uygun bir yontem degildir. Elektroforez sonuglari, protein standartlari kullanilarak
partikil ¢apinin saptanmasi ile 6n planda olan LDL alt grubunun belirlenmesi, yani
patern A veya patern B olarak ifade edilir. Bu yontem, hastadaki temel LDL alt
grubunun belirlenmesi, dolayisi ile KKH riskinin belirlenmesi agisindan avantajlidir,
ancak bir kantitasyona gitmek mimkun degildir.

Calismamizda kullanilan diger yontem ise kyLDL-K konsantrasyonunun
OlcUmunu saglayan c¢okturme yontemidir. Hirano ve ark. bir galismada, heparin-

magnezyum reaktifinin diger Apo B iceren lipoproteinleri ¢oktirirken LDL’nin en
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yogun olan fraksiyonunu supernatantta biraktigini bulmusglardir. Dekstran sulfat-Mg,
heparin-Mn, fosfotungstat-Ca gibi farkli divalent katyonlar kullanarak denedikleri
¢oktirme yontemini, ultrasantrifigasyon ile karsilastirmis ve en iyi korelasyonu
heparin-Mg’da saptadiklari igin ¢oktirme reaktifi olarak bunu sec¢miglerdir. Bu
yontemle Olgulen kyLDL-K duzeyleri ile GGE'de saptanan partikil c¢api ve
ultrasantrifigasyon ile ayirma sonrasi oélgtlen kyLDL Apo B igerigi arasinda anlaml
korelasyon oldugunu saptaml\s,lardlr.81 Yoéntem her laboratuvarda uygulanabilecek
kadar kolaydir ve galisma suresi 1-1.5 saattir. Higbir sofistike laboratuvar ekipmanina
gerek duymamaktadir. Serum direkt olarak kullaniimakta ve 100 uL vyeterli
olmaktadir. Ayni anda ¢ok sayida hasta o6rneginin ¢alisiimasi mumkundur. Ayrica
LDL-kolesterol 6lgim basamagi da analizérde dlgulerek otomatize edilebilir. Ancak
yontem henlz tam standardize edilmemistir. Bazi durumlarda ¢oktirme iglemi
sonrasli berrak bir sipernatant elde etmek mumkun olmamaktadir. Yeni geligtiriimig
bir yontem oldugundan hendz tanimlanmig referans degerleri veya esik degerleri
yoktur. Bu nedenle arastirmalarda gruplar arasi karsilastirmalarda uygun olmasina
ragmen rutin hasta érneklerinin 6lgimu icin uygun degildir.

Yapilan birgok ¢caligmada, LDL alt gruplari dagiliminin bilinmesinin koroner kalp
hastaligi riskinin dnceden belirlenmesinde yararh olup olmayacagi sorusuna yanit
aranmigtir. Bu baglamda, Uzerinde durulmasi gereken birbiri ile iligkili iki nokta vardir.
Bunlarin birincisi, kiigik yogun LDL’nin bagdil miktari (total LDL’ye olan orani) mi
yoksa mutlak degerinin mi, riskin belirlenmesinde en énemli oldugu sorusudur. ikinci
nokta ise, bu degiskenlerin, artmig plazma TG ya da dusuk HDL duzeyleri gibi diger
aterojenik lipoprotein fenotipi bilesenlerinden istatistiksel olarak bagimsiz bir sekilde
risk belirleyici olup olmadiklari sorusudur. Quebec Kardiyovaskuiler Calismasi’nin
bulgular,®® erkeklerde, dzellikle ilk 7 yillik izlem siresi icinde, kiiclik yogun LDL (LDL
capl <25.5 nm) duzeylerindeki artisin iskemik kalp hastaligi riski ile guglu bir iligkisi
oldugunu dogrulamistir. Partikal ¢api 26.0 nm ve daha buyuk olan buyuk hafif LDL ile
iskemik kalp hastaligi riski arasindaki iliski ise zayif bulunmustur.

kyLDL’nin klinik énemi ile ilgili daha ileri kanitlar, lipid dusUricu ilag tedavisinin
KVH ilerlemesine etkilerini degerlendiren klinik denemelerle gosterilmektedir. Miller
ve arkadaslari, kyLDL'nin baskin oldugu grup ile kontrol grubunda LDL-K dusmesine

ragmen, sadece kyLDL alt grubunun baskin oldugu deney grubunda lipid-dusurtcu
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tedavinin koroner stenoz bulgularinda azalmayi sagladigini gdstermislerdir.*® Bunun
yaninda Zambon ve arkadaslari, ailesel ateroskleroz dykusu olan ve yuksek Apo B
dizeyine sahip kisilerde, koroner arter stenozunun lipid-dusurtcu ilaglar ile
baskilanmasinin diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak LDL yogunlugundaki
degisimle iliskili oldugunu bulmuslardir.®’

Calismamizda tum gruplar iginde kyLDL’'nin baskin fenotip oldugu hasta sayisi
en yuksek oranda (%72.0) hipertrigliseridemi grubunda saptanmigtir. Ayrica bu
grubun ortalama LDL partikul ¢api da diger gruplar ile karsilastirildiginda en kaguktur
ve kyLDL olarak kabul edilecek boyuttadir. Tim hasta verileri degerlendirildiginde
plazma TG duzeyi ile LDL partikil ¢api arasinda da anlamli bir negatif korelasyon
saptanmistir. Yani TG konsantrasyonu arttikga LDL partikullerinin ¢api ktiigliimektedir.
TG konsantrasyonunun ayrica kyLDL-K ve %kyLDL-K parametreleri ile de pozitif
korelasyonu vardir. Bu bulgular da plazmadaki TG konsantrasyonu artisinin, LDL alt
gruplarinda aterojenik kyLDL artisina neden oldugunu desteklemektedir. Ayrica TG
ile HDL-K arasindaki anlamli negatif korelasyon da tanimlanmis aterojenik
lipoprotein fenotipi ile tamamen uyumludur.

Kontrol grubundaki temel LDL alt grubu ise bhLDL olarak saptanmigtir. Bu
grupta en az sayida kyLDL fenotipi baskin hasta vardir ve grubun ortalama partikil
¢apl da bhLDL olarak kabul edilecek boyuttadir. Hiperkolesterolemi ve kombine
hiperlipidemi gruplarinda da kontrol grubundakine benzer sekilde patern A fenotipi 6n
plandadir. Partikil c¢api ilging olarak hiperkolesterolemi grubunda tum gruplar
arasinda en buyuktlir. Kombine hiperlipidemi grubunda da ortalama partikll capi
kontrol grubundan kiguk olmasina ragmen bhLDL olarak degerlendirilecek
boyuttadir. KKH ile LDL-K arasindaki guglu iligski birgok klinik calismada gdsterilmis
ve NCEP-ATP lI'de de LDL-K tedavide temel hedef olarak belirtiimistir.® Buna
ragmen hiperkolesterolemi ve kombine hiperlipidemi gruplarinda kyLDL miktari
hipertrigliseridemi grubuna gore dusuktur. Hatta hiperkolesterolemi grubunda miktar
kontrol grubuna benzerdir. Bu da kyLDL'nin diger lipid parametrelerinden bagimsiz
bir risk faktord oldugunu desteklemektedir. Koba ve ark. kyLDL ile erken yasta KKH
gegcirme riski arasindaki iliskinin, HDL kolesterol ve TG gibi faktérlerden, lipid disi risk

faktorlerinden ve Apo B diizeylerinden bagimsiz oldugunu belirtmislerdir.%
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Cokturme yontemi ile en dusuk kyLDL-K duzeyi kontrol grubunda saptanmistir
(33.81 mg/dL). Bu dizey LDL-K'Un % 37.3'Un0 olusturmaktadir. Bu hem
konsantrasyon hem de % oran olarak tum diger gruplardan anlamli olarak duguktur.
Hiperlipidemi gruplarinda kyLDL-K, konsantrasyon olarak ele alindiginda ilging
olarak en dusuk hipertrigliseridemi grubunda en ylksek olarak da kombine
hiperlipidemi grubunda saptanmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak da
anlamhdir. Oysa bu sonuglar GGE elektroforezi ile elde edilen sonugclar ile geligkilidir.
Cunku partikil boyutuna gore dagiimda en yuksek miktar hipertrigliseridemi
grubunda  saptanmistir.  Ancak  kyLDL-K  sonuglari, plazma  LDL-K
konsantrasyonunun %’si olarak ele alindiginda, gradient jel elektroforezi sonuclariyla
uyumlu olarak en yuksek yuzde degeri, hipertrigliseridemik grupta saptanmaktadir.
Hiperkolesterolemide dusuk, kombine hiperlipidemide ise hipertrigliseridemi ile gok
benzer yuzde dederi oldugunu gorulmektedir. Bu bulgular da plazma kyLDL
miktarinin plazma TG duzeyi ile iligkili oldugunu desteklemektedir. Bu ydntem
kullanilarak yapilmis pek arastirma yoktur. Yontemi gelistiren Hirano ve ark.nin farkli
hiperlipidemi gruplarinda yaptiklari ¢calismada benzer sonuglar elde edilmistir.*® Farkli
olarak arastirmacilar kontrol grubu ve plazma LDL-K duzeyi yuksek olan hastalarda
daha dusuk sonuglar elde etmiglerdir. Sonug olarak, ¢oktirme yontemi ile elde edilen
sonuglarin dogru bir sekilde degerlendirilebilmesi icin olgllen konsantrasyon
degerleri yerine total LDL’ye oranlayarak yuzde degerlerinin dikkate alinmasi daha
dogru olacaktir.

Calismamizda ki-kare testi sonucunda plazma lipid fenotipi ile LDL alt
gruplarinin dagilimi arasinda sistematik bir iliski oldugu saptanmigtir. Yiksek TG
degerlerine sahip olan hastalarda genellikle kyLDL partiktlleri bulunurken (patern B
fenotipi) normal konsantrasyonda TG’i olan kisilerde buyuk LDL partikulleri baskindir
(patern A fenotipi). Bu nedenle fenotipi ne olursa olsun hiperlipidemi olgularinda KKH
riskini azaltmak igin uygun tedavi modaliteleri ile dislipideminin duzeltiimesi uygun
olacakitir.

Tum olgular A ve B paternleri olarak ele alinarak lipid parametrelerine gore
karsilastinldiginda TG, HDL-K ve %kyLDL-K agisindan aralarinda istatistiksel olarak
anlamh fark oldugu saptanmistir. B paterninde TG duzeyi yuksek, HDL-K duzeyi
dusuk, %kyLDL-K orani ise yuksektir. Bu sonuglar da tipik aterojenik dislipidemi
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fenotipini gostermekte ve yine plazma TG duzeyinin LDL alt gruplari agisindan
onemli belirleyici faktdr oldugunu ortaya koymaktadir LDL’'nin bu iki alt grubundaki
lipid iceriginin TK ve LDL-K agisindan ise birbirinden anlamli dlgude farkli olmadigi
goriilmektedir. Cocuklar'® ve eriskinler®® ile yapilan calismalarda da benzer bulgular
elde edilmis ve bu sonuglarin cevresel faktdrler sonucu oldugu éne striilmistir.'®

Ayni gcalisma grubundaki A ve B paternine sahip hastalar lipid parametreleri
acgisindan karsilastinldiginda aralarinda anlaml bir fark gértilmemistir. Bu sonuglar,
lipid kompozisyonunun 6nemini vurgulamaktadir. Partikil gapinin temel belirleyicisi
plazma lipid kompozisyonu olarak gorulmektedir.

B paternleri gruplar arasinda karsilastirildiginda, genel olarak hiperlipidemili
gruplarda kontrol grubuna goére LDL-K ve kyLDL-K degerleri artis gosterirken, HDL-K
degerleri azalmaktadir. Bu sonuglar, kontrol grubunun diginda 2. 3. ve 4. gruplar
arasinda da gozlenmektedir. Ayrica garpici olarak sadece B paternine sahip olgular
ele alindigindan, tim olgularda partikil ¢api 25.5 nm’den kiglk olmasina ragmen
hipetrigliseridemi grubu en kuglk ¢apa sahiptir ve hem hiperkolesterolemi hem de
kombine hiperlipidemi gruplari ile arasinda partikul ¢capi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark vardir. Benzer gekilde TG duzeyi yuksek olan 2. ve 4. gruplarda, TG
dizeyi yuksek olmayan kontrol ile hipekolesterolemi gruplarina gore %kyLDL-K
oranlari daha yuksektir. Bu bulgular da plazma LDL alt gruplarinin kompozisyonunda
temel belirleyici faktorun, plazma TK ve LDL-K'den ziyade TG duzeyi oldugunu
desteklemektedir.

Korelasyon analizleri ile plazma lipid parametreleri ile LDL alt gruplarinin
kompozisyonu arasindaki iligki arastirildiginda; plazma TK ve LDL-K artiginin
kyLDL-K, bhLDL-K duzeylerini arttirdigi, bununla birlikte %kyLDL-K oraninda da
artisa neden oldugu goruldu. Her ne kadar hiperkolesterolemi grubunda patern A
fenotipinin baskin oldugu gorllse de kolesterol duzeyindeki artisin gorece olarak LDL
partikll sayisinda artisa neden oldugu ve dolayisi ile kyLDL miktarinin da artmasi ile
sonuglandigi dusunulmuagstur. Plazma HDL-K duzeyi ile bhLDL-K ve partiktl capi
arasinda pozitif ve %kyLDL-K oranindaki negatif yondeki iliski HDL'nin antiaterojenik
niteliklerine LDL alt grup kompozisyonu agisindan da bir ek getirmektedir. Yukarida
da kismen bahsedildigi gibi plazma TG konsantrasyonundaki artis ise kyLDL-K

konsantrasyonunda ve %kyLDL-K oraninda artis, LDL partikil ¢gapinda ise kugllme
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ile birliktedir. Ayrica HDL-K konsantrasyonu da TG duzeyi ile ters iligkilidir. Tum bu
sonuglar “aterojenik lipoprotein fenotipi” olarak isimlendirilen, kyLDL’'nin disik HDL-K
ve yuksek TG ile birlikte bulunmasi tanimlamasina uygun dismektedir.

Grup ayrimi yapilmaksizin tum sonuglara bakildiginda; kadinlar ve erkekler
arasinda partikul capr ve %kyLDL-K degerleri agisindan anlamh fark bulunmadi.
Gerek A ve B paternleri arasinda HDL-K agisindan B paterninde dusuklik, gerekse
de TG duzeyi ile HDL-K arasinda negatif korelasyon saptanmasina ve cinsiyete gore
degerlendirmede de HDL-K'Un beklendigi gibi kadinlarda anlamli olarak ylksek
bulunmasina ragmen, kadinlardaki bu HDL-K yuksekliginin LDL alt gruplari ile ilgili
parametrelerde herhangi bir degisiklige neden olmadigi goérildi. Her ne kadar
yapilan ¢alismalar genetik ve ¢evresel faktorlerin LDL alt grubu dagilimini etkiledigini
onerse de ¢alismamiz cinsiyetin alt gruplarin dagihmi Gzerine etkisi bulunmadigini ve

HDL-K’(in tek basina bu dagilimda belirleyici olmadigini géstermektedir.

Sonug olarak; hiperlipidemili hastalarda LDL’nin daha aterojenik oldugu bilinen
kyLDL alt grubu baskin olarak bulunmaktadir. Aterojenik lipoprotein fenotipinde de
belirtildigi gibi kyLDL oraninin artisi plazmadaki yuksek TG ve dusuk HDL-K

bulunmasiyla birlikte gelismektedir.
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