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OZET

Tiim diinyada, koroner kalp hastaligima yol acan ateroskleroza bagli hastaliklar
basglica 6liim nedenlerinden biridir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda serum kolesterol
diizeyleri normal seviyelerde oldugu halde bireyler de koroner kalp hastaliklar:
belirlenmektedir. Bu durumu agiklama i¢in lipoprotein alt simiflarinin analizine ihtiyag
duyulmaktadir. LDL ve HDL gradientli jel elektroforezi, NMR, HPLC ve
ultrasantrifiijleme ile alt siniflarina ayrilmaktadir.

Bu caligma; koroner damar tikaniklik diizeyleri anjiyografi teknigi ile belirlenen
denekler iizerinde gergeklestirildi. Calismaya katilan denekler bir damar tikali (n=13), iki
damar tikali (n=26), li¢ damar1 tikali (n=22) hasta gruplar1 ile damar tikali olmayan
kontrol grubu (n=24) olmak iizere 4 farkli grup olusturuldu. Oncelikle ¢alisma gruplarmnin
otoanalizrle rutin lipit profili belirlendi. Bu kisilerin plazmalarin da Quantimetrix
lipoprint sistem kullanilarak lipoprotein alt siniflar1 tespit edildi.

Calisma gruplarinin rutin lipit parametreleri (HDL-K hari¢) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim gozlendi. Fakat kontrol grubunun HDL-K diizeyleri li¢ damar1
tikali olan hasta grubuna gore yliksek bulundu. Lipoprotein alt siniflarinin analizi
sonucunda LDL alt smiflar1 arasinda bir farklilik olmamasina ragmen HDL'nin bazi alt

siniflar1 arasinda farklilik oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Lipoprotein Alt Siiflari, Koroner Arter Hastaligi, Apolipoprotein
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SUMMARY
INVESTIGATION OF LIPID AND LIPOPROTEIN SUBFRACTION LEVELS IN
HEALTY PEOPLE AND CORONARY HEART PATIENTS

All over the world, diseases related to atherosclerosis which causes coronary artery
diseases are major death causes. Recently experiments showed that there are people who
have normal levels of serum cholesterol suffer from coronary artery disease. The analysis
of Lipoprotein subfractions are necessary to express this situation. Gradient gel
electrophoresis, NMR, HPLC, and ultra-centrifugation are used for separating of HDL and
LDL subfractions.

This study was performed in subjects who the degree of coronary artery blockage
was evaluated by angiography. Individuals joined to the study were classified to four
groups according to state of vessel blockage; one-vessel occlusion (n=13), two-vessel
occlusion (n=26), three-vessel occlusion (n=22), and no occlusion as control(n=24).
Firstly, plasma lipid parameters in the study groups were analyzed in autoanalyzer, then,
the levels of lipoprotein subclasses in plasma were estimated by using gradient gel
electrophoresis system.

It was observed that there is no statistically difference between traditional lipid
profiles in the study groups (except for HDL-C). When analyzed lipoprotein subclasses,
certain subclasses of HDL-C in the patients with three-vessel occlusion showed a
significant decrement compared to control group whereas there is no change in the level of

LDL-C between groups.

Keywords: Lipoprotein Subfractions, Coronary Arter Disease, Apolipoprotein
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Insanim beslenme amaci daha saglikli bir yasam siirdiirmektir. Bu sebeple beslenme
alisgkanlig1 ve ozellikle de diyetle aldigimiz yaglar metabolizma agisindan biliyiik 6neme
sahiptir. Ozellikle diyetle ortalama yag alimi1 %15'den daha diisiik olan iilkelere yag alimi
ortalama %30'larda olmas1 ile ilgili Diinya Saglik Orgiitii acik ve kesin tavsiyelerde
bulunmaktadir. Saglikli bir yasam i¢in ortalama toplam enerjinin en az %20's1 yaglardan
saglanmalidir. Yaglar enerji saglamanin yaninda i¢ organlar1 dis darbelerden koruma, viicut
1s1sin1 denetleme, eklemlerin kayganligini saglama, hormonlarin yapimi ve yagda ¢oziinen
vitaminlerin viicutta emilimi i¢in olduk¢a Onemlidir. Saglikli bir zayiflama i¢in bile
fiziksel aktivitenin artirilmasi, sebze, meyve ve tahilla beslenmenin yani sira giinliik
enerjinin en az %30'u yaglardan saglanmalidir. Fakat ihtiyactan fazla yag alinmasi
durumunda fazla yag adipoz dokuda dogrudan depo edilmektedir. Eger depo edilen yaglar
kullanilmaz ise ¢esitli hastaliklar1 da beraberinde getirmektedir. Bunlarin en 6nemlileri de;
obezite, hiperlipidemi, dolasim bozukluklar1 ve kalp damar hastaliklaridir [1].

Ulkemizde kalp-damar hastaligina (KDH) sahip yaklasik 2 milyon kisinin bulundugu
tahmin edilmektedir ve her yil yaklasik 300 bin kisi bu hastalik nedeniyle hayatini
yitirmektedir. Gliniimiizde her {i¢ kisiden biri bu hastaliga yakalanma riskini tagimaktadir.
Daha oOnceleri ileri yaslarda gozlenen KDH, c¢evresel sartlar ve degisen yasama
aligkanliklarindan dolay1 artik biitiin yas gruplarinda da siklikla gézlenmektedir. Bunun
icindir ki yapilacak erken, hizli ve dogru taninin, hastalifin tedavisine yonelik uygun
stratejinin se¢imine katki saglayacagi diisliniilmektedir [2]. Son zamanlarda serum
kolesterol seviyelerinin belirlenmesi hatta bu kolesteroliin KDH’1 agisindan ateroskleroz
lehinde olan aterojenik (LDL kolesterol) ve aleyhinde olan antiaterojenik (HDL kolesterol)
seklindeki fraksiyonlarinin tayin edilmesi bile hastalifin degerlendirilmesinde zaman
zaman yetersiz kaldig1 belirtilmektedir. Plazma lipoprotein diizeyinin tayininden daha
ziyade onun altsiniflarinin tespit edilmesi, kalp-damar hastalik riskinin ortaya konmasi
acisindan daha acgiklayic1 olacagi bircok calismada rapor edilmistir [3,4]. Ozellikle
bolgemizde gbzlenen kolesterolce zengin hayvansal yag agirlikli beslenme aliskanliginin,

hastaligin goriilme sikliginda 6nemli derecede artisa neden oldugu tahmin edilmektedir.



Bu ¢aligmanin amaci; saglikli kisilerde ve en az bir koroner damari tikanmis olan
hastalarda geleneksel lipit parametreleri ile lipoprotein alt simif diizeylerini belirleyerek,
damar tikaniklik diizeyleri ile lipoprotein alt siiflar1 arasindaki muhtemel iligkiyi ortaya

koymaktir.

1.2. Lipitler

Lipitler heterojen yapida olan, suda ¢oziinmeyen kloroform, benzen ve eter gibi
organik c¢oziiciilerde kolayca ¢oziinebilen biyomolekiillerdir. Yap:r ve fonksiyonlar
bakimindan ¢ok biiylik farkliliklar gosterirler [5].

Lipitler hiicre zarinin yapisal bileseni, adipoz dokuda enerjinin depo sekli, metabolik
yakitin bir tasinim formu ve bir c¢ok bakterinin, yiliksek bitki yapraklarin, bocek
kabuklarinin ve omurgali derilerinin hiicre ¢eperleri i¢in koruyucu bileseni olarak goérev
yapar. Bunlarin yani sira yine lipitler grubuna dahil edilen bazi bilesiklerin vitamin ve
hormon olarak da etkili biyolojik aktiviteleri vardir.

Lipitler, basit ve bilesik lipitler olarak siiflandirilirlar.

1.2.1. Basit lipitler
Yag asitlerinin ¢esitli alkollerle olusturduklari esterlerdir.

Yag asitleri: Yag asitleri, hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir;
yapilarinda, 4-36 karbonlu hidrokarbon zincirinin ucunda karboksil grubu bulunur. Yag
asitlerinin bir¢ok hiicre ve dokularda serbest haldeki konsantrasyonlar1 ¢ok diisiik olmasina
ragmen, nétral yaglar, fosfogliseridler, glikolipitler, kolesterol esterleri ve bazi mumlarin
yap1 tasini olusturmaktadir.

Notral yaglar: Yag asitlerinin gliserol (gliserin) ile olusturduklar1 esterlerdir;
trigliseridler veya triagilgliseroller diye de adlandirilirlar. Hayvan ve bitki hiicrelerindeki
yag depolariin baslica bilesenidir. Trigliseridler tabiattaki notral yaglarin biiyiik kismini
olustururlar. Ayrica diagilgliseroller ve monoagilgliseroller de mevcuttur.

Mumlar: Yag asitlerinin uzun zincirli monohidroksilik alkollerle olusturduklar
esterlerdir. Bu bilesikler deri, kiirk ve tiiylerin koruyucu oOrtiisiinii olustururken, yiiksek
bitkilerin meyve ve yapraklarinin ve bir¢ok bocegin kutikillerinin dis yiizeylerinde yer alir.

Kolesterol esterleri: Yag asitlerinin kolesterol ile olusturduklari esterlerdir.

Vitamin A esterleri: Yag asitlerinin vitamin A ile olusturduklar: esterlerdir.

Vitamin D esterleri: Yag asitlerinin vitamin D ile olusturduklari esterlerdir.
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1.2.2. Bilesik lipitler

Yag asitleri ve alkole ek olarak baska gruplar igeren lipitlerdir.

Fosfolipitler: Fosfolipitler, hiicre zarinin en 6nemli bilesenidir. Yag asitleri ve alkole
ek olarak bir fosforik asit iceren bilesik lipitlerdir. Fosfolipit, gliserol molekiiliine iki yag
asidi ve fosfatin baglanmasiyla olusan fosfotidat omurgasina serin, etanolamin, kolin,
gliserol ve inositol gibi alkollerden birinin baglanmasiyla olusur. Fosfolipitlerin
yapisindaki alkol, bazi fosfolipitlerde gliserol, bazi fosfolipitlerde ise sfingozindir [6].

Sfingolipitler: Gliserol yerine, yag asidi ve uzun zincirli bir amino alkol olan ve
organizma tarafindan palmitat ve serinden ¢ikarak sentezlenen sfingozin iceren bilesik
lipitlerdir. Sfingolipitlerin fosfat icerenleri, sfingomiyelinlerdir. Sfingomiyelinler 6zellikle
sinir hiicrelerinin membranlarinda bulunur. Sfingolipitlerin fosfat icermeyip karbohidrat

icerenleri ise glikolipitler olarak bilinirler. Glikolipitler kan grubu antijenlerini olusturur

[5].

1.3. Lipoproteinler

Apolar bilesikler olan lipitler suda ¢éziinmedigi i¢in, plazmada lipoprotein seklinde
taginirlar. Lipoproteinlerin merkezinde polar olmayan lipitler (trigliserit ve kolesterol
esterleri) ve ylizeyinde ise polar lipitleri (fosfolipit, serbest kolesterol ve apoproteinler)
tastyan kiiresel makromolekiillerdir. Yapilarinda apolipoprotein adi verilen ve yiizeysel
yerlesimli 6zel proteinler bulunur. Merkezinde yer alan lipitler, fosfolipitle ve proteinlerle
birbirlerine Van Der Waals kuvvetleri etkilesimlerde bulunurlar. Bu lipitlerle proteinler
arasindaki etkikesimler, lipitlerin lipoproteinler ile hiicre zar1 arasindaki degis tokusuna
ortam saglar [7].

Lipoproteinler ultrasantrifiijleme teknigi ile yogunluklarina gore silomikronlar,
VLDL, IDL, LDL ve HDL olmak iizere bes gruba ayrilirlar.

Lipoproteinler ilk kez 1920'lerde Machebouf tarafindan tanimlanmistir. Bu
arastirmaci, lipoproteinleri ayirmak i¢in amonyum siilfat kullanmistir. Daha sonra,
1940'larda Onclay ve arkadaslari, lipoproteinleri fraksiyonlandirmada Cohn yontemini,
Goffman ve arkadaslari ise, ayn1 amagla ultrasantrifiijii kullanmiglardir. Bu yontem, daha
sonra gelistirilip klasik bir yontem haline gelmistir. Hatch ve arkadaslar ise lipoproteinleri

ayirmak icin elektroforez teknigini kullanmiglardir [8].



Tablo 1. Plazma lipoproteinlerinin bilesimi

Lipoprotein Kaynagi Yogunluk  %Protein  %TAG* %FL® %KE®  %SK! %SYA®
(g/mL)

Silomikron Bagirsak <0.95 1-2 85-88 8 3 1 0

VLDL Karaciger 0.95-1.006 7-10 50-55  18-20 12-15  8-10 1

IDL VLDL 1.006-1.019  10-12  25-30 2527 3235  8-10 1

LDL VLDL 1.019-1.063  20-22 10-15  20-28  37-48  8-10 ]

HDL, Bagursak, 1.063-1.125  33-35 515 32443 2030 5-10 0
Karaciger

HDL, Bagursak, 1.125-1.21 55-57 3-13 26-46  15-30  2-6 6
Karaciger

Albiimin- SYA Yag dokusu  >1.281 99 0 0 0 0 100

a, triacilgliserol; b, fosfolipit; c, kolesterol esteri; d, serbest kolesterol; e, serbest yag asiti

1.3.1. Silomikron metabolizmasi

Silomikronlar, diyetteki lipitleri dolagima tasimaktan sorumludur. Bagirsakta
sentezlenen, 6zellikle on karbondan biiyiik yag asitlerinin olusturdugu trigliseritler yaninda
yapiya kolesterol, fosfolipit, Apo B-48 ve Apo A dahil ederek silomikronlar olusturulur
(Sekil 1). Biiytkligii 100-1000 nm arasinda degisen yogunlugu <0.950 g/mL,
elektroforetik mobilitesine gore incelendiginde orjinde yer alan, plazmanmn en biiyiik
lipoprotein molekiiliidiir. Proteinler silomikronlarin yapi tasidir. Silomikronlarin protein
icerigi %]1-2 olmasma ragmen Onemli rollere sahiptirler. Silomikronlarin plazmadan
temizlenmesi (klirensleri) olduk¢a hizlidir ve yarilanma Omiirleri bir saatten azdir.
Normalde 12 saatlik aglik sonrasinda kanda silomikrona rastlanmaz [9].

Yemek sonrasi bagirsaktan lenf yolu ile genel dolasima gecen silomikronlar
dolagimda bulunan HDL'den Apo C-II'yi ve Apo E'yi alir. Silomikronlar, ekstrahepatik
doku damar endotelinde bulunan, sentezi insiilin ile uyarilanlipoprotein lipaz ile etkilesime
girer. Silomikron yapisindaki Apo C-II ve fosfolipitler ile gergeklestirilen bu etlilesim ile
trigliseritlerin biiyiik kismi lipolize ugrar ve aciga c¢ikan yag asitleri dokular tarafindan

almir (Sekil 2).
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Sekil 1. Silomikronun yapisi

Lipoprotein lipaz ile biiylik oranda trigliseritleri, Apo A ve Apo C'sini kaybeden
silomikron kalintilar1 karaciger Apo E reseptorleri ve lipoprotein reseptdr proteini (LRP)

tarafindan taninip tamamen dolagimdan uzaklastirilir [8,9].
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Sekil 2. Silomikron metabolizmasi



1.3.2.VLDL metabolizmasi

Yap1 ve kompozisyon olarak silomikronlara benzemekle birlikte trigliserit icerigi
daha az, kolesterol, fosfolipit ve protein icerigi daha fazladir. Partikiil biiytikligi 25-100
nm arasindadir, yogunlugu <1.006 g/mL ve elektroforezde pre-f3 mobilitesi gostermektedir.
Yapisinda Apo C, Apo E ve Apo B-100 bulunmaktadir (Sekil 3). VLDL ve silomikronlar
arasindaki baslica farklar, sentez yeri ve tasidiklar trigliseritlerin tiiriidiir [7]. VLDL, en
cok karacigerde sentezlenir. Baglica gorevi aglikta dokular icin gerekli endojen kaynakli
lipitleri tasir. Ancak bazi VLDL'ler ince bagirsakta sentezlenir ve safra kokenli yag asitleri
ile endojen kolesteroliin yeniden emiliminde rol alirlar. Asir1 karbohidrat alimma bagh
olarak endojen yag asitlerinin hepatik sentez hizinin ve karacigere serbest yag asitlerinin

girig hizinin fazlalagtigi durumda VLDL sentezinde artis goriiliir [10].

Fosfolipid

Sekil 3. VLDL yapis1

Acglikta yag dokusunda serbestlesen yag asitleri karacigerde trigliseritlere cevrilip,
yapiya fosfolipit, kolesterol, Apo B-100 dahil edilerek VLDL olarak dolasima verilir.
VLDL'nin HDL ile etkilesimi sonucu HDL'den Apo C-II ve Apo E alan VLDL, lipoprotein
lipaz tarafindan biiyiik Olglide trigliseritler lipolize ugrar ve agiga c¢ikan yag asitleri
ekstrahepatik dokulara verilir (Sekil 4).

VLDL kalintis1 (IDL) ya karaciger tarafindan tutulur ya da LDL haline doniisiip

karaciger ya da ekstrahepatik dokular tarafindan tamamen metabolize edilir [9].
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Sekil 4. VLDL metabolizmasi

1.3.3. IDL metabolizmasi

VLDL'nin LDL'ye doniisiimiinde IDL ara {iriin olarak meydana gelir ve buna VLDL
kalintis1 (remnant) da denilebilir. Partikiil biiyiikliigii ortalama 25-30 nm olup yogunlugu
1.006-1.019 g/mL arasindadir. Elektroforezde yavas pre-f mobilitesi gosterir. Baslica
protein yapi taslart Apo B-100 ve Apo E'dir. Dolagimdan LDL reseptorlerince temizlenir
veya hepatik lipoprotein lipaz enzimi ile LDL'"yi olustururlar [8].

1.3.4. LDL metabolizmasi

LDL plazmadaki ana kolesterol tasiyici partikiildiir. Kolesteroliin karacigerden
dokulara dagitilmasinda gorev alir. Partikiil biiyiikliigii 20-25 nm, yogunlugu 1.190-1.630
g/mL olup, elektroforezde [(-mobilitesi gosterirler. Yapisinda eser miktardaki Apo E
disinda sadece Apo B-100 bulundurur. VLDL partikiilii basina diisen toplam Apo B
miktar1 degismedigi goriiliince LDL'min VLDL katabolizmasi sonucunda olustugu
bildirilmistir [10]. Bir ¢ok durumda LDL'nin sentezi VLDL sentez hizina ve LDL'ye
doniisen VLDL yiizdesine esittir. Plazmadaki LDL konsantrasyonu, sentezlenme hizi kadar
katabolizma hizina da baghdir. Diyet yaginin tiirii ve LDL reseptorii ile Apo B genlerinin
mutasyonu gibi g¢evresel ve genetik faktorler LDL metabolizmasma etkileri oldukca

fazladir [11].
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Sekil 5. LDL yapist

Fibroblast, lenfosit ve arteryel diiz kas hiicre kiiltiirleri ve karacigerde yapilan
caligmalarda LDL i¢in spesifik baglanma yerlerinin ya da reseptdrlerin Apo B-100, Apo E
reseptoriiniin oldugunu gostermistir. Dolasimdaki LDL Apo B-100 ile doku reseptdrlerine
baglanir ve endositoz olayi ile hiicre ig¢ine alinir. Hiicre i¢ine alinan bu vezikiil lizozom ile
birlesir. Burada LDL'deki apoproteinler hiicre i¢i hidrolitik enzimler tarafindan yikilir ve
aminoasitlere ayrilir. Ester kolesterol ise lipaz enzimi ile serbest kolesterol ve yag asitlerine
parcalanir. Olusan serbest kolesterol hiicre icerinde degisik sekillerde kullanilir. Fazla
miktarda serbest kolesterol bulunmasi halinde ise, agil KoA kolesterol transferaz enzimi
aktive edilerek ester kolesterole cevrilir ve depo edilir [9]. Plazma LDL kolesterol
konsantrasyonu ytikselirse RES (Retikulo Endoterial System)'e ait makrofajlar tarafindan
dolagima alinabilirler. Makrofajlardaki kolesterol esteri yiikselmesi sonucunda kopiik
hiicresi olarak adlandirilan hiicreler olusur. Aterosiklorotik plaklarin gelisiminde bu
hiicrelerin rolii bliytiktiir.

Ailesel hiperkolestrolemi'de LDL reseptorleri protein konfiglirasyonu bozulmustur.
Dolagimdaki LDL kolesterol, dokudaki LDL reseptorleri tarafindan tanmamaz ve
baglanamaz. Bu durumda serum kolesterol diizeyi olduk¢a yiikselir ve ateroskloroz

gelisimine sebep olur [8].
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Sekil 6. LDL metabolizmasi

1.3.5. HDL metabolizmasi

HDL dokudaki kolesterolii karacigere tasimakta rol alir. HDL serum protein
tanecikleri i¢inde 5-17 nm ¢apinda en kii¢iik ve en yogun olanidir. Plazmada tek formda
olup, lipit icerigindeki degisikliklere gore disk ve kiire formu arasinda doniisiir. Diger
lipoproteinlerden farkli olarak kiitlesinin %50'sini proteinler olusturur. Fosfolipitler gibi
yiikli lipitler ve proteinler ylizeyde, trigliseritler ve kolesterol esterleri ¢ekirdek kisminda
yer alirken serbest kolesterol bu iki boliim arasinda dagilmis halde bulunur [12]. HDL'in
temel apoproteini Apo Al dir. Ayrica yapisinda Apo All ve Apo AIV'de bulunur. HDL
taneciklerinin protein kiitlesinin %70'ini Apo Al, %20 kadarmi Apo AIl kalani ise Apo
C'ler Apo E, D ve Apo J gibi diger apoproteinler olusturur. Plazmada Apo E'nin en biiyiik
kismi HDL'de bulundugundan HDL Apo E igen adeta bir depo gorevindedir [7]. Bu
nedenle HDL konsantrasyonlar1 koroner ateroskloroz sikligr ile ters iligkilidir.

HDL'nin yogunlugu 1.063 ile 1.125 g/mL'de arasinda olan HDL, ve yogunlugu
1.125-1.210 g/mL'de arasinda olan HDL; isimli iki farkli fraksiyonu vardir. Partikiil
biiyiikliigti HDL, i¢in 9.5 nm ve HDL; i¢in ise 6.5 nm'dir. Elektroforezde a-mobilitesi
gosterirler. HDL,'nin yapisinda kolesterol, kolesterol esteri, fosfolipit ve Apo Al bulunur.

Trigliseritlerce zengin lipoproteinlerin lipolizi sirasinda, yiizey elemanlarmin serbest



birakilmas1 HDL;'tin HDL,'ye doniisiimiinii hizlandirir. HDL;'lin yapisinda ise kolesterol
esteri, fosfolipit ve Apo Al bulunur. Apo D proteini ilk kez HDL;'den izole edilmistir.
Lipoproteinler arasinda kolesterol esteri ve trigliserit transferinde rol aldig

disiintilmektedir [8].

Apo Acl Fosfolipit

Apoprotein g,

Trigiliserit

Sekil 7. HDL yapis1

HDL hem karacigerde hem de ince bagirsakta sentezlenir. Olgunlagsmamus partikiiller
baslica Apo E, Apo C, fosfolipt ve serbest kolesterollerden olusur. Daha sonra Apo E'lerin
yerine Apo A'lar geger ve serbest kolesterol, lesitin, kolesterol, agil transferaz (LCAT)
aracilig1 ile kanda esterlestikce partikiil kiiresellesmeye baslar. Apo E ve Apo C baslica
karacigerde sentezlenirken Apo Al hem karacigerde hem de ince bagirsakta esit oranda
sentezlenir.

Genelde plazmadaki HDL ve VLDL konsantrasyonlari arasinda karsilikli bir iligki
vardir. Yiiksek karbohidratli diyet alimi sonucunda goriilen HDL konsantrasyon
diismesinin, artmis katabolizmaya bagli oldugu sanilmaktadir. Hiicre yiizeyinde LDL'yi
taniyan spesifik bolgelerin veya reseptdrlerin bulundugu belirtilmistir. Normalde
erkeklerde serumda 35 mg/dL kadinlarda ise 45 mg/dL altindaki degerlerin ateroskloroz
icin risk faktorii oldugu belirtilmistir [13].
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Sekil 8. HDL metabolizmasi

1.4. Apolipoproteinler
Apolipoproteinler, lipitlerin suda ¢oziiniirliiglinii etkiler. Bu apolipoproteinler lipitler
ve diger komsu polipeptit zincirlerinin kiiresellesmelerini engelleyerek yapinin

¢cozlinlirliiglini arttirirlar. Bu nedenle lipitler ile proteinler arasindaki etkilesim birbirini

tamamlar.

1.4.1. Apolipoproteinlerin gorevleri

Apoliporoteinlerin baglica dort gorevi vardir.

a) Lipitlerin ¢oziiniir hale getirilmesini saglayarak plazmada yaglar1 tasimak.

b) Fosfolipitler ile reaksiyona girerek kolesterol esterlerinin ve trigliseritlerin
cozlinmelerine yardime1 olmak

¢) Hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak diger lipoprotein iceriklerinin 6zellikle de
kolesteroliin baglant1 bolgesiyle par¢alanma hizini belirlemek

d) Kolesterol esteri ve trigliseritlerin, LCAT, lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz gibi

enzimlerle olan reaksiyonlarini diizenlemek.
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1.4.2. Apolipoproteinlerin yapisal 6zellikleri

Apolipoproteinler  degisik biiylikliiklerdedir, 6rnegin Apo C-I 57 aminoasitten
olusurken, Apo B-100 4356 aminoasitten olusmaktadir. Apo B-48, Apo B-100, Apo D,
Apo E ve Apo C-III sialik asit ile biten karbohidrat zincirleri ile degisik sekilde glikolize
olurlar. Birgcok apolipoprotein aminoasit diziliglerinin bir veya iki pozisyonundaki
farkliliklara bagli olarak iki veya daha fazla izoform igerir. Apolipoproteinlerin lipitlerle
temasa gecen amfipatik helikal bolgeler icerdikleri gdsterilmistir [15]. Amfipatik helikal
yapilarin en Onemli 6zelligi iki farkli yiiziiniin bulunmasidir. Bunlardan biri fosfolipit
molekiillerinin yag asiti zincirleri arasina giren hidrofobik ylizey, digeri ise fosfolipitlerin
hidrofobik bas gruplar1 ve sulu fazla temasta bulunan hidrofilik yiizeyidir. Diger bir
ozelligi ise polar yiizeydeki yiiklii aminoasitlerin dagilimi ile ilgilidir. Glutamik asit ve
aspartik asit gibi negatif yiiklii amino asitler polar yiizeyin ortalarinda yer alirken, lizin ve

arginin gibi pozitif yiiklii amino asitler polar yiiziin kenarlarinda yerlesmislerdir [15].

1.4.3. Apolipoprotein siiflar:
Plazma, apolipoproteinleri biiyilikligline, yogunluguna,ylizme hizlarina ve
elektroforetik hareketlerine gore en az bes grupta siniflandirilir. Bunlar arasinda en yaygin

olan1 ultrasantrifiij ile yogunluklarina gore yapilan simiflandirmadir.

Tablo 2. Apolipoprotein tiirlerinin 6zellikleri ve gorevleri

Apolipoprotein Molekiil Yer Aldig Gorevi
Agirhig Lipoprotein (Biliniyorsa)
Apo A-1 28 331 HDL LCAT aktivasyonu
Apo A-11 17 380 HDL
Apo B-48 240 000 Silomikronlar
Apo B-100 513 000 VLDL, LDL LDL reseptoriine baglanir
Apo C-1 7 000 VLDL, LDL
Apo C-II 8 837 Silomikronlar, Lipoprotein lipaz1 aktive eder
VLDL, HDL
Apo C-III 8751 Silomikronlar, Lipoprotein lipaz1 inhibe eder
VLDL, HDL
Apo D 32 500 HDL
Apo E 34 145 Silomikronlar, VLDL ve silomikron
VLDL, HDL kalintilarinin temizlenmesini
tetikler
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1.4.3.1. Apolipoprotein A

Apoprotein A, HDL'min baslica proteinlerindendir ve Apo A-I ve Apo A-II olmak
iizere iki alt sinifi vardir. Apo A-I'in molekiil agirlig1 28.300 Da, Apo A-II 17.000 Da'dur.
Apo A-I/Apo A-II orani 3:1'e esittir. Apo A'nin sentez yeri karaciger ve ince bagirsaktir.
Apo A-I karaciger dis1 dokulardan serbest kolesteroliin alinmasi ve LCAT enzim
aktivasyonunda gorev alir. Apo A-II'nin tam fonksiyonu bilinmemekle beraber LCAT
enzimini inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Bir diger fonksiyonu ise HDL metabolizmasinda
hepatik lipazi (HPL) aktive etmektir. Ayrica bu iki apoprotein yan yana bulundugunda, Apo
A-II Apo A-I'in lipit baglama yetenegini arttirir [13].

1.4.3.2. Apolipoprotein B

Apoprotein B, baslica silomikron, VLDL ve LDL yapisinda Apo B-48 ve Apo B-100
olmak tizere iki formda bulunur. Her iki proteinde bir yapisal genin translasyon iirtiniidiir.
Apo B-100, tek bir polipeptit olarak Apo B geninin tam olarak translasyonundan
olusmaktadir. Apo B-48 ise bu gende 2153 rezidiiye denk gelen kodonda tek baz degisimi
ile olusan stop kodonu nedeni ile tam olarak translasyonu yapilmamis bir polipeptit
urtintidiir.

Apo B-100, diistik yogunluklu lipoproteinin LDL reseptoriine baglanmasina aracilik
eder, 43 kb uzunlugundaki genin translasyonu sonucu olusan 4536 aminoasitlik bir
proteindir. Apo B-100, 4536 aminoasit dizisi igerisinde 12'si N terminalinde olmak {izere
toplam 25 sistein kalintist vardir. Apo E reseptor baglama bolgesi ile benzerlik gosteren iki
LDL reseptorii baglayan bolge tespit edilmistir. Apo B-48, bagirsaklarda sentezi yapilan
silomikronlarin ana protein bileseni olarak goérev alir. Apo B-48 silomikronlarin
kararliliklarindan sorumludur ve silomikronlarin olusumu i¢in mutlaka bulunmasi gereken

apoproteindir [15].

1.4.3.3. Apolipoprotein C

Apo C'in biiyilk bir kismi aglik durumunda VLDL ve HDL'nin yapisinda
bulunmaktadir. Apo C-I, Apo C-II ve Apo C-III olmak iizere ii¢ alt grubu vardir. Baslica
karacigerde sentezlenir. Apo C-II'nin LPL enziminin aktivasyonunda goérev aldigi

saptanmistir. Apo C-IlI'in ise LPL enzimi iizerinde inhibitdér etkisi bulundugu

bilinmektedir [8].
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1.4.3.4. Apolipoprotein D
Apo D, 29 Kda agirliginda yiiksek yogunluklu lipoproteindir. Apo D; kolesterol,
progesteron, pregnenolon, bilirubin ve arasidonik asit ile etkilesir ve bu etkilesim tam

olarak aydinlatilamamistir. Apo D ilk defa HDL; alt grubundan izole edilmistir [16].

1.4.3.5. Apolipoprotein E

Apo E, karacigerde sentezlenen 299 aminoasitlik polimorfik bir proteindir. Apo E
geni 19 no'lu kromozoma yerlesmistir ve Apo C-I ve Apo C-II'nin iginde yer aldigi gen
kiimesinin bir bolimiinii olusturur. 3.6 Kb uzunlugundadir ve 1163 niikleotitten olusan
mRNA'y1 olusturur. Birincil olarak VLDL'de olmak iizere silomikron ve bazi HDL alt
gruplarinda bulunmaktadir. Ozellikle lipoprotein kalmtilarmi plazmadan temizlenmesinde
gorev alir. Apo E LDL reseptorii baglama bdlgesi icerir ve bu bolge 6zellikle 130.-150.
bazik karakterdeki amino asitler bulunur. Baglanma bolgesinin disinda ki 170.-183.
rezidiiler arasinda yer alan aminoasitlerinde reseptore baglanma aktivitesini etkiledigi
bilinmektedir.

C-terminal bolge, amplifatik ve polar ile polar olmayan rezidiilerden olusan helikal
yapilar icerir. Bu bolge molekiilin ana lipit baglama bolgesidir. Ek olarak heparini
baglayan bolgeler iceren Apo E molekiiliiniin bu bdlgeleri 142.-147. rezidiileri arasina
yerlesiktir. 22 KDa molekiil agirlikli N-terminal ucu dort antiparalel helikal yap1 gosterir
ve bunlar 24-42, 54-81, 87-122 ve 130.-163. rezidiiler arasinda yer alir. 1 ve 4 ile 2 ve 3.
yapilar arasinda kararlilig1 saglayan tuz kopriileri ve hidrofobik etkilesimler vardir. Apo
E'nin genetik olarak saptanan baslica li¢ sekli vardir. Apo E-II, Apo E-III ve Apo E-1V'diir
ve g-2, €-3 ve g-4 ad1 verilen ve ¢esitli toplumlarda sirasiyla %8, %77 ve %15 siklikla
goriilen ii¢ gen ¢iftinden kaynaklanir. Bu gen ciftlerinden herhangi ikisinde mutasyon
olmasi1 sonucu ii¢ homozigot ve ii¢ heterozigot genotip meydana gelir. Apo E-II ile Apo E-
IIT arasindaki fark normalde var olan arginin yerine sisteinin gegtigi kodon 158 dir. ApoE-

IV ile ApoE-III arasindaki fark normalde var olan sistein yerine argininin gectigi kodon

112 dir [15].

1.5. Lipoprotein alt siniflar1 ve klinik 6nemi
1.5.1. Lipoprotein alt simiflarinin tayin metotlar:
Lipoprotein alt siniflarinin tayininde ¢esitli metodlar ve cihazlar kullanilmaktadir.

Bunlar; gradientli jel elektroforezi, NMR, HPLC ve ultrasantrifiijlemedir [17].
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Gradientli jel elektroforezi ile yapilan lipoprotein alt sinifi tayinlerinde lipoprint system

kullanilir ( Sekil 9).

Sekil 9. Lipoprotein jel elektroforez sistemi

1.5.2. HDL alt siniflar1 ve klinik 6nemleri

HDL-K'nin plazma konsantrasyonu ateroskleroz ve koroner kalp hastaliklari riski ile
ters orantili oldugu hesaplanmistir [18]. Epidomiyolojik ¢alismalar da diisiik HDL-K'nin
koroner kalp hastaliklar1 i¢in bagimsiz ve 6nemli bir risk faktorii oldugu belirlenmistir
[19]. HDL'nin antrojenik etkisi, onun ters kolesterol taginimi iizerindeki roliine baglh
oldugu kabul edilir [20].

HDL alt siniflar1 zonel veya tek spinli dikey ultrasantifiijleme, heparin magnezyum
coktiirmesi ve NMR spektroskopisi veya bir ve iki boyutlu PAGE tarafindan ayrilabilir
[21]. Agoroz jel elektroforez kullanarak HDL Pref ve aHDL olarak iki kisma ayrilabilir.
PAGE ile de artan partikiil boyutlarina gore Pref3 kismi; Pref1, Pref2 HDL olarak ikiye ve
a-HDL; HDL3c, 3b, 3a, 2a, 2b olmak iizere bes alt sinifa ayrilir. HDL bilesim, boyut,
yogunluk ve apolipoprotein igerigine gore degisen cesitli alt siniflart igeren partikiillerin
heterojen bir grubunu temsil eder [22]. iki boyutlu jel elektroforez ve ileri immunoblotting
metodu kullanilarak HDL genis boyutlu alt simiflara (HDL2a ve HDL2b), kiigiik boyutlu
alt sinifa (pre-p1-HDL, HDL3c, HDL3b ve HDL3a) ve pre-f2-HDL olarak 7 alt sinifa
ayrilir [23]. HDL alt smiflar1 arasinda belirgin farkliligi olduguna inanilir. Pek ¢ok

arastirma HDL alt simiflarinin aterosklerotik risk hakkinda ilave bilgiler saglar. HDL'nin
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antiaterojenik 6zelligi HDL-K'nin mutlak plazma seviyesinden ziyade HDL alt siniflarinin
fonksiyonel ve biyolojik 6zelliklerinden etkilenir. HDL karaciger ve bagirsaklar tarafindan
baslangi¢ pre-f1-HDL formunda bulunur ve ¢ogunlukla fosfolipit ve cok az kolesterolle
birlikte Apo-Al bulundurur. Baglangig HDL partikiilleri bundan dolay1 hiicrelerden
kolesterol tasiniminda onciildiir. Ik olarak kan da tasmimi icinde ester kolesterol transfer
proteini (CETP) ve fosfolipit transfer proteini (PLTP) ile birlikte lezitin: kolesterol
aciltransferaz (LCAT), lipoprotein lipaz (LPL) ve hepatik trigliserit lipaz (HTGL) gibi
cesitli enzimler ve transfer proteinleri ile baslangic disk-seklinde pre-B-HDL, pre-f-
HDL—HDL;—HDL, dongiisiinii takiben olgun kiiresel HDL,'ye doniisiir. Baglangi¢ pre-f3-
HDL'nin olgun HDL,'ye doniisiim siirecinde, kolesteroller atilim icin karacigere dagilirlar,
bundan dolay1 ters kolesterol taginimi (RCT) aslinda HDL olusum siirecidir [20, 21, 24].
Son yillarda HDL alt smif dagilimindaki degisikliklerin plazma diisik HDL-K
seviyesinden ziyade atereskleroz ile daha yakin iligkili oldugu diisiiniiliir. Baz1 yapilan ve
yapilmakta olan ¢alismalar biiylik boyutlu HDL alt smiflar1 kardiyovaskiiler kalp
hastaliklarin1 azaltma ile iliskilendirilirken kiigiik boyutlu HDL alt siniflarinin KKH'yi
artirma riskini olusturdugu diisiiniilmistiir [24]. Ayrica Prefl HDL'deki Apo-Al igerigi
hiperlipidemili hastalarda normal lipidemili hastalara gore daha yiiksektir. Karisik
hiperlimidemi hastalarinda HDL 3b ve3a konsantrasyonunun yiiksek, HDL 2a ve 2b
konsantrasyonunun ise diisiik oldugu gosterilmistir. Hiperlipidemili hastalardaki TAG
konsantrasyonunun Pref1 HDL ile pozitif bir iliskisi HDL 2a ile negatif bir iliskisi vardir,
bunlar artan TAG ve azalan HDL-K konsantrasyonudur [25].

1.5.3. LDL alt siniflar1 ve klinik 6nemleri

Son zamanlarda plazma LDL ve LDL alt siniflarinin lipit emiliminin azaltilmasindan
sorumlu olan lipoproteinler arasinda yakin iliski oldugu bulunmustur. Her ne kadar
genetik olmayan faktorlerin LDL alt simiflarmi etkiledigi bilinse de, LDL partikiil
dagiliminin boyut ve yogunluk bakimindan genetik belirtecler tarafindan etkilendiginin
kanitlar1 bulunmaktadir [26]. LDL alt smiflarinin partikiil biiytikliigii, yogunlugu ve
kimyasal bileseni farkli oldugundan dolay1 heterojenik oldugu bilinmektedir. LDL alt
siniflariin  heterojenligi yogunluk gradientli ultrasantrifiijleme, NMR, gradientli jel
elektroforezi ve poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) gibi degisik analitiksel metodlarla
gosterilmistir [25]. PAGE ile LDL; lipit igerigi bakimindan zengin olan ve partikiil
bliylikliigii en biiylik olan LDL-1'den, lipit igerigi en az ve partikiil bliylkligii en kii¢iik
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olan LDL-7'ye kadar 7 alt simifa ayrilir [27, 28]. Cevresel sartlarin yaninda genetik
ozellikler de bireyler arasindaki LDL derecesinin farkli olmasindan sorumludur. Yas,
cinsiyet ve plazma lipit bilesimi LDL alt simif etkilemektedir [29]. Bireylerin lipoprotein
profilleri gosteriyor ki; genis ve hafif iceriginden dolayr LDL-1 ve LDL-2 model A
(Pattern A) diye siniflandirilir. Bunun yaninda daha kiigiik ve daha yogun olan LDL-3'den
LDL-7'ye kadar olan alt siiflar ise model B (Pattern B) olarak siniflandirilir [30]. Model B
grubu plazmadaki Apo-B miktar1 bakimindan oldukga fakir ve ester kolesterolce zengindir.
Yapilan ¢aligmalarda model B'nin artis sikligit TAG miktarinin artmasi (>150 mg/dL) ve
HDL-K miktarinin azalmasi(<40mg/dL) ile artarken, model A'nin artis sikligt TAG
miktarinin azalmasi ve HDL-K miktariin yiikselmesi ile arttig1 goriilmiistiir[31]. Model B
tiirleri model A'ya gore proteoglikanlara daha siki baglanir ve daha oksidatif duyarliliga
sahiptir. Tirler reseptor afinitesi bakimindan karsilagtirildiginda saglikli bireylerde model
A'ya daha fazla rastlanmistir [32].

Ik galigmalarda, Grendient jel elekroforezi kullanilarak elde edilen kiiciik ve yogun
lipoprotein alt smiflarinin (model B) koroner arter hastaligi (KAH) ile iliskili oldugu
bulunmustur. Niikleer manyetik rezonansin(NMR) kullanildig1 sonraki ¢caligsmalarda, kii¢iik
ve daha fazla LDL partikiillerinin genel popiilasyon ve koroner hastalikli bireylerde KAH
gelisimine ve ilerlemesine neden oldugu saptanmistir [33].

Model B (sdLDL) oldukga atarojeniktir ve KAH i¢in LDL-K'den daha 6nemli risk
faktorii olarak bilinir.[11,16] LDL heterojenligi degisen ¢esitli hastaliklar ve diyabetik
hastalar saglikli bireylerle karsilastirildiginda sdLDL miktarinda artig gosterirler. Yapilan
caligmalarda model B'min tedaviye c¢ok fazla cevap verme egiliminde olduklar

gbzlenmistir [17].

1.6. Koroner Arter Hastalig:

Koroner kalp hastalifi, kalp kaslarina kan akisinin azalmasi nedeni ile olusan
miyokard iskemisi ile sonuclanan bir hastaliktir. Iskemi genellikle ateroskloroz, tromboz,
spazm ya da emboli gibi nedenlerle kanin kalbin bir bdliimiine az ulagsmasi ya da anemi,
karboksihemoglobinemi ya da hipotansiyon gibi nedenlerle kan akiminin azalmasi ile
gelisen ve doku hasari ile sonuglanan patolojik bir durumdur. En sik goriilen nedeni ise bir
ya da birden fazla kroner arterin daralmasin neden olan aretosiklorozdur [15].

Koroner kalp hastaligi Oliimle sonuglanabilen bir hastalik olmasi, ¢esitli

komplikasyonlara yol agmasi ve genellikle iiretken yas grubunda goriinmesi nedeniyle
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onemli bir toplum sagligi sorunudur. Koroner kalp hastaligi tiim 6liimlerin %33-50'sinin,
kalp hastaliklarina bagli oliimlerin ise %350-75'inin nedenidir [34]. Amerika Birlesik
Devletleri ve bati Avrupa iilkelerinde saglig1 gelistirme, hastaliktan korunma ve tedavi
yontemlerindeki gelismeler sonucu son 30 yilda koroner kalp hastaligi ve 6liim oranlarinda
bir azalma olmasina ragmen koroner arter hastaligi hala en onemli saglhik ve 6liim
nedenidir [34]. Tirk erigkinlerinde kalp hastalifi ve risk faktorleri iizerine yapilan bir
calismaya gore ililkemizde koroner arter hastaligi prevalanst 1990 yilinda %5.4 iken bu
oran on y1l sonra %8.1'e ¢ikmistir ve on yillik donemde nedeni bilinen 6liimlerin %42'si
koroner arter hastalig1 kdkenlidir [35].

Koroner kalp hastaliklarinin en 6nemli sonuglarindan biri olan ateroskloroz daha ¢ok
orta ve biiyiik capli damarlari tutan intimal bir hastaliktir. Aterom plaklar1 ad1 verilen yagh
fibroz lezyonlarinin olusumu sonucu damar duvarlarinin esnekliginin kaybi, damar liimen
capmin daralmasi ve damardan gecen kan miktarin azalmasi ile kendini gosteren bir
siirectir. Hiicrelere az oksijen veya besin ulasmasina bagl olarak dokularda iskemi veya
infarktiise yol acar [7].

Aterosklorotik lezyonlarin gelisimi makroskopik olarak {i¢ evrede incelenebilir [7];

a) Yagh Cizgileme: Intimada olusan hafif kabarik sari ¢izgiler ateroskloroz
gelisiminde ortaya ¢ikan ilk makroskopik degisikliktir. Plazmadan intimaya ge¢en LDL'nin
burada oksitlenerek makrofajlar tarafindan alinmasi sonucu olusan kopiik hiicrelerin
birikmesi ile olusur.

b) Fibroz Plak: Diiz kas hiicreleri, bag dokusu matriksi ve makrofajlardan olusan
fibroz kapsiiliin ¢evreledigi lipit yiikli makrofajlar, T-lenfositler ve nekrotik doku
atiklarindan meydana gelen beyaz renkli bir lezyondur. Fibroz plak gelisiminde intimada
gerceklesen esas olay diiz kas hiicrelerinin intimaya gocii ve poroliferasyonudur.

c) Komplike Aterosiklorotik Lezyon: Fibréz plakta kanama, kalsifikasyon ve

iilserasyona ugrayarak biiyiime sonucu olusan liimeni tikayabilen plaklardir.
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Sekil 10. Kononer arter lezyonu

1.6.1. Koroner arter hastahgi ile iliskili risk faktorleri
Koroner arter hastalig1 risk faktorleri iki grup altinda incelenebilir [15].
a) Degistirilebilen Risk Faktorleri
1- Sigara
2- Hipertansiyon
3- Diyet
4- Obezite
5- Diyabet
6- Fiziksel olarak inaktif yasam
b) Degistirilemeyen Risk Faktorleri
1- Cinsiyet
2- Yas (Erkeklerde 45 ve lizeri, kadinlarda 55 ve iizeri veya erken menopoz)
3- Genetik Yatkinlik (Ailede 55 yasin altinda miyokard enfarktiisii veya ayn1 6liim 6ykiisii)
4- Total kolesterol>200 mg/dL ve LDL-K >130 mg/dL
5- HDL-K <35 mg/dL
Negatif risk faktorii olarak bildirilen HDL-K diizeylerinin yiiksekligi (=60 mg/dL) ise

hastalik riskini azaltmakta veya risk faktoriiniin olumsuz etkisini gidermektedir [36].
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1.6.2. Koroner arter hastahgi ile iliskili mutasyonlar
Koroner arter hastaligi ile iliskili mutasyonlar ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir
[37];
a) Koagulasyon ile iligkili mutasyonlar
b) Kan basincinin regiilasyonu ile iligkili mutasyonlar
c¢) Lipoproteinlerle iligkili mutasyonlar
Lipoproteinlerle iligkili mutasyonlar;
a) Apo Al
b) Apo AIV
c) CETP (kolesterol ester transfer proteini)
d) Apo B-100
e) Apo CII
f) Apo E
g) LPL (lipoprotein lipaz)
h) LDLR (diisiik yogunluklu lipoprotein reseptdrii) gen polimorfizmidir.

Ateroskloroz hastaliginin ¢esit etkenleri Tablo 3'de verilmistir.
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Tablo 3. Ateroskleroz risk faktorleri

HASTALIK GENETIK DEFEKT ATEROSKLEROZ RiSKi
e HDL eksikligine bagl
Apo Al eksikligi ApoAl siddetli ateroskleroz
Apo Al varyantlarr Apo Al nokta HDL azalmasina baglh
mutasyonlari ateroskleroz
Apo CII eksikligi Apo CII mutasyonlar1  Tip1 hiperlipidemi
Apo E varyantlari Apo E mutasyonlari Tip3 hiperlipidemi

Enzim bozukluklar:

Lipoprotein lipaz eksikligi

Hepatik lipaz eksikligi

Lesitin kolesterol aciltransferaz
eksikligi

Reseptor bozukluklari

Familyal hiperkolesterolomi

Lipoprotein lipaz
mutasyonlari

Hepatik lipaz
mutasyonlari

LCAT mutasyonlar1

LDL reseptor
mutasyonlari

Tip1 hiperlipidemi
Agir ateroskleroz

Hipertrigiseridemi

Tip2 hiperlipidemi
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Deneyde kullanilan cihazlar ve Kitler
Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific Multifuge 3SR+)
Vorteks (Velp Scientifica)
Hassas terazi (Precisa XB 220A)
pH metre(Thermo Scientific Orion 3 Star)
Derin dondurucu (-20°C, Vestel FT 280)
Buzdolabi (+4°C,Beko 7121T)
Manyetik karistiric1 (Shin/Saeng)
Lipoprint System(Quantimetrix)
Farkl1 hacimlerde yar1 otomatik pipet (Rainin)
LDL'yi alt sinifa ayirma kiti (Quantimetrix Lipoprotein System, Lot:96510B)
HDL'yi alt sinifa ayirma kiti (Quantimetrix Lipoprotein System, Lot:102708A)

2.1.2. Numunelerin toplanmasi

Bu ¢alisma Rize Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Ana Bilim Dal1 Poliklinigine
2009 Ocak-Nisan doneminde basvuran, anjiyografi ile kalp damarlarinda tikaniklik olan
hastalar tizerinde yapildi. Hastalar degerlendirilirken ii¢ damar1 tikali (n=22), iki damari
tikali (n=26) ve bir damar1 tikali (n=13) olan hasta grubu ile damarlarin da tikaniklik
olmayan (n=24) kontrol grubu olmak iizere ¢alisma gruplari olusturuldu.

Her denekten 10 mL kan antikoagiilanli (EDTA, 1 mg/dL) tiipe alind1. Ornekler 3000
rpm'de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen plazmalar kiigiik hacimlerde

aligotlanarak daha sonraki yapilan ¢aligmalarda kullanilmak tizere -20°C'de saklandi.

2.2. Metot

2.2.1. Otoanalizorle tayin edilen parametreler

Total kolesterol, TAG, LDL-K ve HDL-K diizeyleri Abbot Architect C16000
otoanalizoriinde yapildi. TAG ve kolesterol tayini i¢in enzimatik kolorimetrik yontemler

kullanildi. HDL-K tayini i¢in dekstran siilfat ile ¢oktiirme islemlerinden sonra enzimatik
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kolesterol tayin yontemi kullanildi. LDL-K Friedewald formiiliiyle hesaplandi.
LDL-K=TK-(TAG/5+HDL-K) bu denklem TAG seviyesi 400 mg/dL'den kiigiik oldugunda
gecerlidir.

2.3. Lipoprotein alt simiflarimin belirlenmesi
Lipoproteinler ve lipoprotein alt gruplart LIPOPRINT sistemi (Quantimetrix 48-

9150) ve Lipoprint sistem LDL alt gruplari tayin kiti (Quantimetrix 48-7002) kullanilarak
belirlenmigtir. LIPOPRINT sistemi ilk ve tek FDA onayli, LDL alt gruplarinda kolesterol
tayini i¢in kullanilan, kullanima hazir reaktifleri, hardware ve software donanimi ile biitiin
bir sistemdir. Bu sistem her bir lipoprotein alt grubundaki kolesterol diizeyini 1 mg/dL
sinirina kadar 6lcerek yiiksek aterojeniteye sahip kiiciik-yogun LDL ve IDL alt gruplarinin
tayinini saglar. Kolesterol miktar1 tayinine ek olarak partikiillerin tanecik biiyiikliigii ve
yogunlugu da belirlenmektedir. Ayrica bu sistemle kabul edilmis metodlarla uyumlu
lipoprotein profil smiflandirmast yapilmaktadir. LIPOPRINT sistemi jel gradienti

kullanilmadan, lineer poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile ¢alisan bir sistemdir.

2.3.1. Lipoprint sistem bilesenleri
Bilgisayar; Lipoware Analiz Programi igermektedir. Ayrica renkli yazici, dijital
tarayici, elektroforez cemberi, gii¢ kaynagi, jel tiipleri icin rak ve fotopolimerizasyon i¢in

151k kaynagindan olusur.

2.3.2. Lipoprotein alt simif tayin kiti bilesenleri
1. Jel tiipleri; lineer poliakrilamid jel (yigma jeli ve ayirma jeli) ile dolu cam tiipler.
2. Yiikleme jeli; akrilamid, N, N-metilenbisakrilamid, lipofilik boya, tampon.

3. Tampon; tris (hidroksimetil) aminometan, borik asit.

2.3.3. Deneyin ¢calisma prensibi

Yiikleme jeli bileseni olan lipofilik boya her bir lipoproteindeki kolesterol miktar1
ile dogru orantil1 olarak baglanir ve daha sonra boyanan lipoproteinlere elektroforez islemi
uygulanir. Elektroforezin ilk asamasinda, lipoprotein partikiilleri yiikleme ve yigma jeli

yardimu ile tek bir bantta yogunlasir. Sonraki asamada ise lipoprotein partikiilleri ayirma
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jelinde partikiil biiytikliiklerine gore en biiyiikten en kiiclige dogru hareket ederek bantlar
olustururlar. Jelde en hizli HDL, arkasindan da sirasi ile kii¢iik-yogun LDL, biiyiik- az
yogun LDL, esas olarak IDL’ den olusan orta bantlar ve son olarak ta VLDL ilerler. Eger
numunede silomikron varsa yigma jelinin iist kismida goriiniir ya da yilikleme jelinde
kalir. Elektroforez tamamlandiktan sonra farkli yogunluklarda boyanan lipoprotein alt
gruplan (bantlar), baslangic referans noktasi olarak VLDL (VLDL=0) ve ileri referans
noktast olarak HDL (HDL=1) alinarak relatif mobilitelerine (Rf) gore belirlenir. Her bir
lipoprotein i¢in bant alani belirlenir ve otoanalizérde Olciilen total kolesterol miktari ile
carpilarak her bir banttaki kolesterol miktart mg/dL olarak bulunur. Biitiin bu hesaplama
islemleri elektroforez tamamlanip, jel tiipleri dijital tarayicida tarandiktan sonra Lipoware

analiz programi kullanilarak yapilmaktadir.

2.3.4. LDL alt simif tayini

25 UL plazma jel tiipiine pipetlenir lizerine 200 pL yiikleme jeli konur ve tiipler alt-
iist edilerek karigmasi saglanir. Tiipler 35 dk. boyunca 1s1ga maruz birakilarak jelin
polimerize olmasi saglanir. Siire bitiminde tiipler hazirlama bélmesinden tek tek cikartilir
ve dikkatlice silikon adaptore tutturulur. Alt odaciga 1000 mL, iist boliime de 200 mL
elektrolit tampon c¢ozeltisi konur ve tlip basina 3 mA voltaj olacak sekilde 1 saat
elektroforez islemi uygulanir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel tiipleri dijital

tarayicida taranir. Taranan tiipler Lipoware analiz programi ile degerlendirilir.

2.3.5. HDL alt simif tayini

Her tlipe 25 pL plazma pipetlenir ve lizerine 300 pL yiikleme jeli ilave edilip tiipler
birka¢ kez alt {ist edilir. Tiipler 30 dk 1518a maruz birakilarak ytlikleme jeli fotopolimerize
edilir. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra jel tiipleri hazirlama bdlmesinden tek tek
cikartilir ve dikkatlice silikon adaptore tutturulur. Alt odaciga 1000 mL, {ist boliime de
200 mL elektrolit tampon ¢ozeltisi konur. Gii¢ kaynagi her tiipe 3 mA dagitacak sekilde
ayarlanir ve elektroforez baslatilir. Elektroforez siiresi yaklasik 50 dakikadir. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra jel tiipleri dijital tarayicida taranir. Taranan tiipler Lipoware
analiz programu ile deger.

Lipoprint System kullanilarak yapilan Ornek analiz sonuglar1 Sekil 11-12'de

verilmistir.

24



(Sub)fraction
cholesterol
[matdi)

¥LDL

MID

&)

717 14 1113
HI HI

Quantimetrix LIPOPRINT ™ SYSTEM
LDL HDL
4a|s]s 7
17 13 6 41

HI HI HI

Sekil 11. KAH agisindan yiiksek riskli hastanin lipoprotein alt sinif profili

Quantimetrix LIPOPRINT ¥SYSTEM

¥YLDL

(Sub)fraction
cholésterol
(mgtdl)

"

20

MID

15

/

LDL HDL

18 57 24

]

Sekil 12. KAH agisindan diistik riskli hastanin lipoprotein alt sinif profili
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2.4. Istatistik Analizler

Elde edilen degerler aritmetik ortalama (X) ve standart sapma (SD) olarak ifade
edildi. Biitlin c¢alisma gruplarindaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorow-Simirnow testi ile degerlendirilmistir. Calisma gruplarina ait ilgili
parametrelerin zamana ve 0ziit konsantrasyonuna bagli degisimlerinin anlamliligi One-
Way ANOVA testiyle, ¢alisma gruplarina ait parametrelerinin birbirleriyle karsilastirilmasi
Student-t testi ile gergeklestirilmistir. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi
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3. BULGULAR

Calisma gruplarma bel cevresi, cinsiyet ve viicut kiitle indeksi agisindan yapilan
istatistik analiz ¢aligmalar1 sonucunda, calisma grubu arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Fakat yas bakimindan, kontrol grubu ve 2 damar tikali olan hasta grubu
arasinda (p<0.001) ve kontrol grubu ile 3 damar1 tikali olan hasta grubu arasinda (p<0.05)

diizeyinde anlamli bir farklilik gézlendi. Sonuglar Tablo 4'de verilmistir.

Tablo 4. Calisma gruplarina ait demografik bulgular

Olgiilen Kontrol grubu 1 damar tikali 2 damar tikali 3 damar tikali
parametreler ( X£SD) (X£SD) (X£SD) (X+£SD)

Yas 55+7.7 60.6+£8.76 63.2£9.58 c**  62.3£8.33 d*
Cinsiyet (E/K) 6/17 10/8 19/9 21/3
BMI 30.7+6.12 30.6+5.42 28.7+4.34 29.2+3.69
Bel Cevresi (cm) 101.4+14.83 105+11.5 101.6+9.82 10248.6

*: p<0.05 ve ** : p<0.005, c: kontrol ile 2 damar tikali hasta grubunun karsilastirilmasi, d: kontrol
ile 3 damar1 tikali olan hasta grubunun karsilastirilmasi.

Calisma gruplarina ait TK, TAG, HDL-K, LDL-K ve VLDL geleneksel lipit profili
Tablo 5 ve Sekil 13'de verilmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda kontrol grubu ile 3
damar1 tikali olan hasta grubunun HDL-K seviyeleri arasin da p<0.01 diizeyinde anlaml
bir fark gozlendi. Ayrica 1 damari ile 3 damar tikali olan hasta gruplarmin HDL-K
seviyeleri arasinda fark gozlendi (p<0.076), fakat bu sonug istatistik bakimindan anlamli
degildir. Benzer sekilde kontrol grubu ile 3 damari tikali olan hasta gruplarinin toplam

kolesterol seviyeleri arasinda da anlamli bir fark bulunamadi (p<0.085).

Tablo 5. Calisma gruplarinin rutin lipit parametreleri

Olgiilen Kontrol grubu 1 damar tikalt 2 damar tikali 3 damar tikali
parametreler (n=23, X£SD) (n=18, X+SD) (n=28, X£SD) (n=24, X£SD)
TAG (mg/dL) 169+86.2 1744+56.4 165+75.1 139+70.5
TK (mg/dL) 232+30.9 233+34.8 213+44 .4 205+41.6
LDL-K (mg/dL) 154425.1 154+21.6 142+41.8 143+£31.2
VLDL (mg/dL) 57+13.5 55+13.7 52+14.9 47+18.6
HDL-K (mg/dL) 47+13.9 45+8.2 39+8.1 34+12.2 a*
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250,00

Kaontrol
L 1Damari Tikal
L 2 Daman Tikal
3 Damar Tikal

200,00

150,00

100,00

Konsantrasyon (mg/dL)

50,00

00

*: p<0.005 a: kontrol grubu ve 3 damari tikal1 olan hasta gruplarinin karsilastirilmasi.

Sekil 13.Geleneksel lipit profili

Calisma gruplarinin lipoprotein alt fraksiyonlar1 ile ilgili verileri Tablo 6'da
verilmigtir. Yapilan istatistik analiz ¢aligmalart sonucunda LDL alt smiflar1 arasinda
anlaml1 farkliliklar bulunmamustir.

Buna kargin calisma gruplarinin HDL alt siniflar1 arasinda farkliliklar mevcuttur. 2
damari ile 3 damari tikali hasta gruplarinin HDL,; seviyeleri arasinda p<0.001 diizeyinde
anlamlt bir farklilik mevcuttur. Ayni sekilde kontrol grubu ile 2 damari tikali olan hasta
grubunun HDL; seviyelerinde p<0.01 ve kontrol grubu ile 3 damar: tikali olan hasta
grubunun arasinda da p<0.001 diizeyinde farlilik bulunmaktadir. HDL, de ise kontrol
grubu ve 3 damari tikali olan hasta grubu arasinda p<0.05 diizeyinde anlaml fark gozlendi.
Son olarak da HDL¢ da 1 damart ile 3 damari tikali hasta grubu arasinda p<0.05 diizeyinde
anlaml farklilik tespit edildi.

HDL'nin bazi alt siniflar1 arasinda istatistik olarak fark bulundu ancak bu farklilikta

bir anlamlilik s6z konusu degildir. Bir damar ve 3 damar tikali hasta gruplarinin HDL,
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seviyeleri arasinda (p<0.095) fark vardir. Ayrica ayni hasta gruplariin HDL; seviyesinde
(p<0.082) fark bulundu. HDL, da ise kontrol grubu ve 1 damar tikali olan hasta grubu
arasinda (p<0.076 ) fark tespit adildi.

Tablo 6. Caligma gruplarinin lipoprotein alt fraksiyonlari

Olgiilen Kontrol grubu 1 damar tikali 2 damar tikali 3 damar tikali
parametreler (n=23, X£SD) (n=18, X£SD) (n=28, X£SD) (n=24, X+SD)
LDL ; (mg/dL) 27.5+£8.52 32.549.46 30.3£10.61 26.5+11.13
LDL ; (mg/dL) 25.2+8.71 26.2+6.51 22.6+9.25 23+10.9
LDL ; (mg/dL) 10.2+6.15 8.5+6.30 7.7£7.24 9.7+£8.90
LDL 4 (mg/dL) 2.64+2.318 1.242.27 2.4+4.76 3.5+5.51
LDL s (mg/dL) 0.32+0.789 0+0 0.42+1.653 0.55+1.105
LDL ¢(mg/dL) 0+0 0+0 0.1£0.41 0+0
HDL , (mg/dL) 7.0£2.64 5.5+£2.82 5.4£3.75 4.8+£3.53 b***
HDL , (mg/dL) 7.3+2.85 6.3+2.53 5.5£2.96 4.1£1.78
HDL ; (mg/dL) 4.8+1.51c* 3.8£1.12 3.5+1.49 3.3£1.15 d**
HDL 4 (mg/dL) 5.9+1.41 5.4+1.42 4.8+1.51 4.6+1.52 d*
HDL 5 (mg/dL) 5.8+1.51 5.9+1.54 5.3+1.82 4.7+1.64
HDL ¢ (mg/dL) 8.742.23 9.3+£2.81 8.2+2.65 6.9£1.91 e*
HDL ; (mg/dL) 2.6+0.79 3.1+1.42 2.7+£0.92 2.2+0.81
HDL 5 (mg/dL) 2.4+£1.52 2.9£1.72 2.2+1.34 1.9£1.12
HDL 4 (mg/dL) 0.9+0.87 1.7£1.32 1.4+0.82 0.9+0.92
HDL,o(mg/dL) 0.6+0.98 1.4+1.68 0.8+1.29 0.5+1.13
Pattern A (%) 35.2 60 59.2 50
Pattern B (%) 64.8 40 40.9 50

(*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001ve b: 2 ile 3 damar1 tikali olan hasta gruplari arasinda, c¢: kontrol ile 2
damari tikali olan hasta gruplari arasinda, d: kontrol grubu ile 3 damar tikali olan hasta grubu ve e: 1 ve 3
damari tikali olan hasta grubu ile karsilagtirma.)

Calisma gruplarina ait aterojenik (pattern A) ve anti-aterojenik (pattern B)
gostergeleri Sekil 14'de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda c¢alisma

gruplari arasinda fark tespit edilememistir.
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4. TARTISMA

Diyetle aldigimiz yaglarin plazma lipit diizeyleri ve lipoproteinlerin yag asidi
bilesimleri iizerinde etkili olmasi ateroskleroz ve koroner arter hastaligi gelisiminde
oldukca onemlidir. Aterosklerotik hastalarda, kan lipitlerinin 6nemli risk faktorii oldugu
bir¢ok caligmada gosterilmistir [8]. A¢likta trigliseridler VLDL lerle dolasima katilirlar ve
LDL ile onun kalintilarinin aterojenik oldugu calismalarda rapor edilmistir. Rapor edilen
bu calismalarda yiiksek TAG diizeyleri, diisik HDL-K ve yiiksek LDL-K diizeyleri ile
pozitif iliskisinden s6z edilmektedir. KKH'nin goériinme sikligi ile HDL-K diizeyleri
arasinda da ters bir korelasyon bulunmaktadir [8]. Yapilan mevcut ¢aligmalarda HDL-K
hari¢ hasta gruplar1 ile kontrol grubu arasinda geleneksel lipit profili (TAG, TK, HDL,
LDL) arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark gozlenmemistir. Aterojenik olarak
kabul edilen HDL-K diizeyi ise ancak 3 damari tikali olan hasta grubunda kontrol grubuna
gore daha diisiik bulunmustur.

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda plazma lipit seviyelerinin KKH i¢in belirleyici bir
faktor olmadigr ve lipoprotein alt siniflarmmin da incelenmesi gerektigi belirlenmistir.
Koroner arter hastalifi olan kisilerin yariya yakininda kolesterol diizeyinin normal sinirlar
icinde oldugu, dolayisiyla giiniimiizde lipidlerin kantitatif 6zelliklerinden ziyade LDL
partikiil biiytikliigi gibi kalitatif 6zelliklerinin 6nem kazanmaya basladig1 soylenmektedir
[38]. “Kiigiik-yogun LDL (sd-LDL)” ve “bliyiik-hafif LDL” olmak iizere tanimlanan iki
farkli LDL fenotipi gradient jel elektroforezi sonucu elde edilen partikiil ¢cap1 esas alinarak
tespit edilmistir; partikiil ¢cap1 biiyiik olan “Tip A” (biiyiik-hafif LDL’nin baskin oldugu
fenotip), partikiil ¢ap1 kiigiik olan ise “Tip B” (kiiclik-yogun LDL’nin baskin oldugu
fenotip) olarak degerlendirilir [39]. Tip A” fenotipi diisiik plazma trigliserid diizeylerinde
[<0,5 mmol/L (= 44 mg/dL)] goriiliirken, “Tip B” fenotipi trigliserid diizeyi 2 mmol/L’ yi
(= 200 mg/dL) asan sahislarda goriilmiistiir [40]. Mevcut ¢alismada deneklerin trigliserid
diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadigindan dolay: “Tip B” ve “Tip A” arasinda da
anlaml bir fark mevcut degildir. LDL-1 ve LDL-2 biiyiik-LDL, LDL-3, LDL-4, LDL-5,
LDL-6 ve LDL-7 kiicliik-LDL olarak belirlenmistir. Bu c¢alisma sonuclarinin istatistiksel
analizi sonucunda LDL alt siniflar1 arasinda anlamli farklilik yoktur. Calisma gruplari
arasinda gerek TK gerekse LDL-K diizeylerinde anlaml bir degisim gozlenmemesi, LDL

alt simf seviyelerinde gozlenen istatistiksel olarak anlamli olmayan degisimleri teyit
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etmektedir. Dolayisiyla ¢alisma gruplarinin LDL alt smiflar1 arasindaki gdzlenmeyen
farklilik lipid profili ile (TK, TAG, LDL-K) uyumludur.

Benzer sekilde ayni teknik kullanilarak HDL genis boyutlu alt siniflara (HDL2a ve
HDL2b), kii¢iik boyutlu alt sinifa (pre-p1-HDL, HDL3¢c, HDL3b ve HDL3a) ve pre-B2-
HDL olarak 7 alt sinifa ayrilir [23]. Pek ¢ok arastirma HDL alt siniflarinin aterosklerotik
risk hakkinda ilave bilgiler saglar. Son yillarda HDL alt simif dagilimindaki degisikliklerin
plazma diisik HDL-K seviyesinden ziyade ateroskleroz ile daha yakin iligkili oldugu
diistiniiliir. Baz1 yapilan ve yapilmakta olan ¢aligsmalar biiyiik boyutlu HDL alt siniflart
kardiyovaskiiler kalp hastaliklarini azaltma riski ile iliskilendirilirken kiigiik boyutlu HDL
alt siniflariin KKH'yi artirma riskini olusturdugu diistiniilmiistiir [24]. Mevcut ¢alismada
da biiyiik ve kiiciik boyutlu HDL alt siniflarinin koroner kalp hastaligi ile iliskili oldugu
bulunmustur. HDL, alt siniflarindaki degisim plazma toplam HDL diizeyleri ile uyumludur.
2 damari tikali olan hasta grubunda HDL, seviyesi 3 damari tikali hasta grubuna (p<0.001),
kontrol grubu'nun HDL; seviyesi 2 damari ve 3 daman tikali olan hasta gruplarina gore
(p<0.001) daha yiiksek oldugu bulundu. HDL, de ise kontrol grubunun seviyesi 3 damari
tikali olan hasta grubu kiyasla yiliksek oldugu belirlendi (p<0.05). Son olarak da 3 damari
tikali olan hasta grubunun HDLg diizeyi 1 damari tikali hasta grubu gore daha diisiik
oldugu tespit edildi (p<0.05).

Bu calismada kullanilan gradientli jel elektroforezi yontemiyle HDL-K ile HDL alt

smiflar1 arasindaki uyum tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan ¢alismalar sonucunda kontrol grubu ile 3 damar tikali olan hasta grubunun
HDL-K seviyesi arasinda anlami bir fark bulunmustur. Bu farklilik HDL alt siniflarinin
seviyesine de yansimistir. Plazma lipitleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
mevcut degildir. Benzer sekilde LDL alt siniflar1 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir. Bu ¢alismada kullanilan deneklerin yaslar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmigtir.

Calisma grubundaki denek sayisinin arttirilmasi daha saglikli sonuglar alinmasina,
apolipoprotein bilesiminin tespit edilmesi lipoprotein alt siniflarinin belirlenmesine
yardimc1 olabilir. Ileride yapilacak daha detayli gen polimorfizm calismalart hem
lipoprotein alt sinif 6neminin klinik olarak artmasina hem de koroner kalp hastaligimin

teshisine imkan saglayabilecegi asikardir.
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