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OZET

Bu ¢aligmada lipoprotein metabolizmasindaki 6nemli gorevlerinden dolayi, Apolipoprotein E gen polimorfizmi ve ateroz
geligindeki 6nemi sebebiyle okside LDL (Ox-LDL) diizeyleri kontrol grubu ve myokard infarktiisii (MI) geg¢irmis bireylerde
saptanarak, bu hastaliklarin gelisimi ile iligkileri aragtirilmigtir.

12 kontrol ve 49 myokard infarktiisii tanis1 konmus hastada Ox-LDL ELISA yéntemiyle tayin edildi. Periferik kan
l6kositlerinden elde edilen DNA o6rneklerinden apo E gen polimorfizmini saptamak i¢in Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR), Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism, RFLP) ve agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanildi. Istatiksel analiz igin SPSS paket progranm kullanilarak
yapildi.

Calismamizda myokard infarktiis tanis1 konmus olgularda apoe4 allelinin frekansi (%14.3) saglikli gruba gore (%38.3) yliksek
bulunmus, fakat istatistiksel anlamliliga ulagsmamustir (p>0.05). Ayrica hasta grubunda okside LDL diizeylerinin
(275.40+240.44 mU/ml) kontrol grubuna (190.71+60.15 mU/ml) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu
saptanmustir (p<0.05). HDL disinda (p=0.033) lipid profillerinin gruplar arasindaki degisimi istatistiki agidan anlaml
bulunmamustir (p>0.05).

Calisma sonucunda Apo &4 allelinin ve okside LDL diizeylerinin aterosklerozda etkili oldugu izlenimi edinilmistir.

Anahtar Kelimeler: Myokard infarktusu, okside LDL, Apolipoprotein E, polimorfizm, lipid profili.
ABSTRACT
Investigation of Apolipoprotein E gene polymorphism, Oxidized-LDL and Lipid Profiles Atherosclerosis

Because of the important function in lipoprotein metabolism and in the development atherosclerosis, apolipoprotein E (apo
E) and oxidized-LDL (ox-LDL) levels were determined in sera of patients with myocardial infarction (MI) and healthy
controls and also the relation between disease development and ox-LDL levels were investigated.

Ox-LDL levels were measured with ELISA. PCR (Polymerase Chain Reaction), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), and agarose gel electrophoresis techniques were used to determine the Apo E genotypes in 49 patients with
MI and 12 healthy controls. SPSS packet program was used for statistical analysis.

We found that the frequencies of the apoe4 alleles was increased in patients with myocardial infarction compared with the
control group (14.3% vs 8.3%), but not statistically significant (p>0.05). Ox-LDL levels in patients with MI were statisticaly
higher than control group(275.40+240.44 mU/ml vs 190.714+60.15 mU/ml) (p<0.05). There was no significant differences in
lipid profiles between two groups, except HDL (p=0.033)

We found an interaction between apoe4 alleles, ox-LDL levels and atherosclerosis.

Key Words: Myocardial infarction, oxidized-LDL, apolipoprotein E, polymorphism, lipid profiles.

GIiRiS

Son yillarda ateroskleroz patogenezinde rol oyna- Genetik  faktorler, lipoprotein  diizeylerini

yan genetik ve ¢evresel faktorler iizerindeki ¢aligma-
lar, arastirmacilarin odak noktasi haline gelmistir.
Ateroskleroz, hayatin erken evrelerinde baglayarak
orta yas ve sonrasinda koroner arter hastaligi (KAH)
ile sonuglanan bir hastalik olarak tanimlanmakta ve
endiistrilesmis  toplumlarda  6liim  nedenlerinin
basinda yer aldig1 rapor edilmistir (1).

etkileyerek aterosklerozun olusumunda 6nemli bir rol
oynar (2). Lipoproteinlerin plazma diizeyleri ve
metabolik hizlari, yiizeylerinde bulunan apolipopro-
teinler tarafindan kontrol edilmektedir. Apolipopro-
teinlerdeki ~ genetik  degisimlerin, KAH’nm
gelisiminde bireyleraras1 farkliliklart belirleyen en
onemli faktorlerden biri oldugu bir ¢ok arastirmaci
tarafindan gosterilmistir (3-4).
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Apolipoprotein E (apo E) diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) reseptorleri igin ligand olarak
gorev yapan ve bu reseptorlerle etkilesimi sonucu
cesitli viicut hiicrelerindeki kolesterol ve diger
lipidlerin tasinmasina katilan bir plazma proteini
oldugu bildirilmistir (5). Apolipoprotein E geni 19.
kromozom {izerinde yer almaktadir ve apoprotein CI
(apo CI) ve bir apo CI pseudogenine baglidir. LDL
reseptor geni ve apo CII geni de bu kromozomda yer
almaktadir. Apo E ’nin ii¢ esas izoformunun, tek bir
gen lokusunda ti¢ allelin (€2, €3, &4) iirettigi Apo E2
,E3 ve E4 oldugu kabul edilmistir (5-7).

Cesitli  toplumlarda  yapilan  calismalarda,
apoE4’lin yiiksek plasma total ve diisiik yogunluklu
lipoprotein kolesterolii ve koroner arter hastaligi ile
iligkili oldugu gosterilmistir (8). Apo €2 allelinin ise
serum trigliserid diizeylerinde artisa neden oldugu
One siiriilmiistiir (5). Koroner arter hastasi erkeklerde
izoelektrik odaklama ve Western Blotlama ile
yapilan apo E fenotipleme calismalarinda, plazma
total ve LDL-kolesterol diizeyi apoE fenotipi izleyen
su siraya gore arttig1 gosterilmistir: E3/2 < E3/3 <
E3/4 < E4/4. Myokard infarktiisli hastalarin rolatif
sikligmin da ayni siraya gore arttigi bildirilmistir
(9,10). ApoE4 alleline sahip bireylerin koroner arter
hastaligmin daha ciddi tiplerine sahip olduklar
ayrica bu hastalarin daha sik infarktiis gegirdikleri
gozlenmistir. Bu calismalar ApoE alleli €4in ateroz
icin bir risk faktorii oldugunu ayrica apoE4 allelinin
koroner arter hastaliginin siddetini belirledigini
gostermektedir (10,11).

Aterosklerotik  lezyonlarin  meydana geldigi
endotelial hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde
makrofajlarda ve lenfositlerde LDL okside olabilme
ozelligine sahiptir {1k calismalarda okside-LDL (ox-
LDL)’nin makrofajlarda kolesterol toplanmasina
neden olarak proaterojenik ozellik gosterdigi
bildirilmis  ve  aterojenik  olusumda  LDL
oksidasyonun oOnemli bir basamak olusturdugu
hipotezi  kurulmustur (12,13). Daha sonraki
calismalarda ox-LDL ‘nin aterojenitede buna ek
olarak pek cok katkilari oldugu saptanmistir (14).
LDL’nin kiiltiire endotel hiicrelerinde oksidatif
modifikasyonundan dolay1 sitotoksik oldugu ve
bunun kesinlikle aterojenik oldugunu gosterilmistir
(15). Ox-LDL’nin makrofajlardan makrofaj koloni
stimiilan faktér (M-CSF) ve monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1) serbestlesmesini stimiile ettigi ve
bu maddelerin monositlerin toplanmasina neden
olarak yag ¢izgi lezyonlarinin  olusumunu
kolaylastirdig: tespit edilmistir (16,17). Biyokimyasal
ve imminohistokimyasal c¢aligmalarda LDL'in
aterosklerotik lezyonlarda okside oldugu
gosterilmistir (15).
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Apo &4 eksik C57BL/6 siganlarda yapilan
calismalarda okside LDL'nin hiperkolestorelemiye
bagli olarak siddetli aterosklerosize sahip hastalarda
relatif olarak yiiksek antikor diizeyleri gosterdigi
saptanmustir  (16,17).  Ancak bunun kesinlik
kazanmasi ve karanlik noktalarin aydinlatilmasi igin
daha kapsamli g¢aligmalara gereksinim vardir. Bu
bilgilerin 15181 altinda myokard infarktiisii gecirmis
olgularda apo E genine ait polimorfizm ile okside
LDL diizeylerinin arastirtlmasi planlanmustir.

GEREC ve YONTEM

Secilen orneklerin tamimi: Bu c¢alismada iki
ornek grubu kullanilmigtir. Birinci grupta yiiksek
tansiyon ve kalp rahatsizligi hikayesi olmayan 12
saglikli birey kontrol grubuna alinmustir.

Ikinci grup 49 myokard infarktiisii ge¢irmis
hastadan olugmaktadir. Ilgili birimlerce hastalarin
seciminde izlenilen kriterler asagida 6zetlenmistir.

Kontrol Grubu: Herhangi bir iskemik kalp
hastaligi bulgusu, hipertansiyon, lipid anomalisi,
metabolik rahatsizlik (DM, bdbrek yetersizligi,
karaciger (KC) yetersizligi vs., ailede bilinen erken
yas iskemik kalp hastaligt lipid metabolizma
bozuklugu ve hipertansiyon bulgusu olmayanlar
kontrol grubuna alinir.

Iskemik kalp hastahgi: Eger hasta myokard
infarktiisii gecirmisse veya anjina var fakat myokard
infarktiisii gecirmemigse tan1 amaciyla farmakolojik
stres testi veya MIBI ile myokard perfiizyonuna
bakilir. Eger negatifse calisma grubuna dahil
edilmemistir. Eger pozitifse hasta Koroner kalp
hastas1 kabul edilip anjiyografi Onerilmis (taniyi
koyan birim tarafindan), caligma grubuna alinmustir.

Kan érneklerinin alinmasi: DNA izolasyonu igin
kan &rnekleri steril EDTA’D tiiplere alinmis ve en
ge¢ bir giin iginde c¢aligmak iizere oda 1sisinda
saklanmistir.Serum lipid profili tayinleri igin ii¢
gruba ait kan ornekleri 16 saat aglik sonrasi kuru tiipe
alinmis ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
serumlart ayrilmigtir. Serum &rnekleri analizleri
yapilana kadar -20 oC’de saklanmistir. Periferik
kandan DNA saflastirilmast igin steril EDTA’I
tiiplere kan o6rnekleri alinmis ve en geg bir giin i¢inde
calismak iizere oda 1sisinda saklanmugtir (18).

PCR Yontemiyle DNA’da Apo E Gen Bolgesinin
Cogaltilmasi: Ug gruba ait DNA &rneklerinden
Apolipoprotein E gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 50
pul hacminde PCR karigimi hazirlandi. 32.625 pul
ddH20 , 1.5 {inite Taq polimeraz enzimi , Sul Taq
Polimeraz enziminin ¢aligmasi i¢in gereksinim
duydugu 10 x Reaksiyon ¢ozeltisi , Apo gen
bolgesine o6zgii 50 pmol primer ¢ifti, 200 mM



deoksiniikleotid trifosfat karigimi (ANTP)
kullanilarak PCR’lar1 gerceklestirildi. Amplifiye olan
PCR iiriinleri Hha 1 Restriksiyon Endoniikleaz
enzimi ile kesildi. Kesim {drlinlerinin %4 ’liik
Metaphor agaroz’da elektroforezi tamamlandiktan
sonra jel UV altinda incelendi ve Polaroid kamera ile
fotografi ¢ekildi (19).

Serumda okside LDL diizeylerinin ELISA
yontemi ile tayini: Calismada OLAB firmasi
tarafindan gelistirilen ELISA kiti kullanilmustir.
Okside LDL diizeyleri Esterbauer (1989) (20) ve
Tatzber (1991) (21) tarafindan 6nerilen yonteme gore
saptanmistir. Sonuglar ELISA okuyucusunda 450 nm
dalga boyunda okunduktan sonra gizilen standart
egriden mU/ml olarak hesaplanmustir.

Tablo 1. Gruplararasi Yas ve Viicut-kiitle indekslerinin karsilastirilmasi
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_ Sonuglarin  Degerlendirilmesinde  Kullamilan
Istatistiksel Yontemler

Bu calismanin istatistiksel analizleri SSPS 10.0
paket programi kullanilarak yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik smir1 p<0.05 olarak alinmstir.

BULGULAR

Saglikli ve myokard infarktiisli ge¢irmis olgulara
ait yas ortalamalar1 ve gruplar arasi viicut kiitle
indekslerinin karsilagtirilmasi tablo 1'de
gosterilmistir. Yas ve viicut kiitle indekleri agisindan
iki grup arasinda fark olmadigi tespit edilmistir
(p>0.05).

Grup Yas (Yil) Viicut Kiitle Indeksleri (Kg / M?)
Saglikli Grup N=12 56.86 +13.28 24,24 +2.33
Myokard Infarktiislii Hasta Grubu N=49 56.76 +9.29 26.05 +2.74

Tablodaki deger ortalama F standart sapma olarak verilmistir (n= 6rnek sayisi) p>0.05

275.40+240.4
190.71460.15 |

300+
N
1507 OKontrol
10077 Ml Hasta
504"
o_

Okside-LDL

Sekil 1. Gruplar Arast Okside LDL Diizeyleri Sekildeki degerler
ortalama deger + standart sapma (X + SD) olarak verilmistir.
Gruplararas1 karsilastirmalar student t testi ile yapilmistir, n :
ornek sayis1 p=0.029

Tablo 2. Apo E genotiplerinin gruplara gore dagilimi

Myokard infarktiis tanis1 konmus olgularda
okside LDL diizeyleri 275.40+240.44 mU/ml ve
kontrol grubunda ise 190.71+60.15 mU/ml olarak
saptannustir  (Sekil 1). Istatistiki acidan hasta
grubunda okside-LDL diizeyleri anlamli derecede
yiikseldigi gbzlenmistir (p=0.029) .

Apo E fenotiplerinin 14 saghkli ve 49 myokard
tanist  konmus hastada yapilan gruplar arasi

karsilastirmasinda anlamli  fark  bulunamamistir
(Tablo 2) (Sekil 2).

Ayrica apo €4 alleli tasima agisindan gruplararast
karsilagtirilmasi1 Tablo 3 te verilmistir. Myokard
infarktiisii gecirmis grupta apo &4 alleli tagiyanlarin
frekans1  kontrol grubuna gore artmig fakat
istatistiksel anlamliliga ulagmamistir (X2 =0.300 ;
p>0,05).

Apo E Genotipleri
Grup 2/2 2/3 2/4 3/3 3/4 4/4
Saglikli - N=1 (%8.3) - N=10 (%83.3) - N=1 (%8.3)
Myokard Infarktiislii N=1 (%2.0) N= 15 (%10.2) - N=36 (%73.5) N=6(%12.2) N=1(%2.0)

Tablodaki degerler n=6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplararasi farklihk Kikare testi ile gosterilmistir (X* =3.037, p>0.05).

PBR322Mspl

111bp

90bp
72bp

Sekil 2. Apo E genotiplerinin metaphor agar jel elektroforezindeki
goriniimii

Tablo 3. Apo ¢4 alleli tasima agisindan saglikli grupla myokard
infarktiisii gecirmis hasta grubunun karsilagtiriimasi

g4 €4
GRUPLAR Alleli tagimayanlar  Alleli tagtyanlar
Sagliklt Grup %91.7 % 8.3
(n=11) (n=1)
Myokard infarktiisii % 85.7 % 14.3
gecimis grup (n=42) (n=7)

Gruplararas1 farklilik Kikare testi ile gosterilmistir (x* =0.300 ;
p>0,05).
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Tablo 4. Apo &4 alleli tagiyanlar ile Okside LDL Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

GRUP Apo &4 alleli tagiyanlar Apo &4 alleli tasimayanlar

Okside LDL Diizeyi Okside LDL Diizeyi
Saglikli Grup 255.00+0.00 177.27455.51
Myokard Infarktiisli Hasta 252.14+170.97 279.28+251.58
Grubu

Tablodaki degerler ortalama deger + standart sapma (X+SD)olarak verilmistir.

Tablo 5. Gruplararas: ve Genel Lipid Profili Dagilimi

GRUP KOLESTEROL  TRIGLISERID HDL LDL VLDL
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dI) (mg/dl) (mg/dl)

Saglikli Grup 19521466.19  116.21450.76  42.80+15.90 132.86168.56  22.50+9.62

Myokard infarktiisli Hasta Grubu _ 212.63+58.99  133.51459.78  37.00+14.56  139.16149.45  25.59+12.32

Bulgular yas ve cinsiyet farki alinmadan ifade edilmistir. Tablodaki degerler ortalama deger + standart sapma (X + SD)olarak verilmistir.
HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein , VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein. Gruplararasi

kargilagtirmalar student t testi ile yapilmistir, n : 6rnek sayisi

Tablo 4 te ise apo &4 alleli tasiyanlar ile
tagimayan bireylerin ox-LDL diizeyleri verilmistir.
Gruplara diisen ornek sayisi az oldugundan istatistiki
calisma yapilamamustir.

Saglikli bireyler ile myokard infarktiisii gecirmis
olgulara ait serum lipid diizeyleri ise tablo S'de
verilmistir. HDL disinda (p=0.033) lipid profillerinin
gruplar arasindaki degisim istatistiki agcidan anlamli
degildir (p>0.05).

TARTISMA

Plazma lipid diizeylerini etkileyen c¢ok onemli
faktorlerden biri olarak ¢alisma protokoliimiize
aldigimiz apolipoprotein E 19. kromozomda yer alan
iic yaygin alleli olan 34.000 dalton molekiil agirlikli
bir lipoprotein bilesenidir (22,23). Ug yaygin izoform
olan apo E2, E3 ve E4 arasinda 112. veya 158.
pozisyonda yer alan tek bir aminoasit kalintisinda
farklililk  vardir. Calismamizda saglikli grupta
apolipoprotein E allel frekansi sonuglari (E4/4 % 8.3,
E3/4 % 0, E3/3 % 83.3 , E2/3 % 83 ,E2/2 % 0,
E2/4 % 0 ) hasta grubunda ise (E4/4 % 2.0, E3/4 %
12.2 , E3/3 % 73.5, E2/3 % 10.2 , E2/2 % 2.0 , E2/4
% 0 ) olarak bulunmustur. Calisma gruplarimizdaki
apo E genotip frekanslar arasinda anlaml fark elde
edilememistir.

Apo &4 alleli tastyan saglikli grupta okside LDL
diizeyi tagimayanlara oranla daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Myokard infarktiisii gecirmis olgularda
ise Onemli bir degisim goézlenmemistir. Bu
bulgumuzun nedeninin 6rnek sayimmizin azligindan
kaynaklandig1 izlenimi elde edilmistir. Ancak
myokard infarktiisii gegirmis grupta apo &4 alleli
tastyan grup saglikli apo €4 alleli tasiyan grup ile
kiyaslandiginda hasta grupta okside LDL
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diizeylerinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu
bulgumuz endotelial hiicrelerin okside LDL artan
monosit makrofaj ve T lenfosit gibi ajanlarin (14)
yapismasi yaninda apo € 4 allellerininde zedelenmede
ve fonksiyonlarmin bozulmasmin da rol alabilecegi
izlenimini uyandirmaktadir.

Apo €4 alleli tagiyan bireylerde total kolesterol,
LDL kolesterol ve VLDL kolesterol diizeyleri diisiik
trigliserid diizeyleri ise yiiksek oldugu goézlenmistir.
Apo &4 alleli tasiyan bireylerde ise total kolesterol,
VLDL kolesterol, HDL kolesterol apo €2/3 ve € 3/3'e
oranla yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu bulgumuz
Mahley ve ark.(24) ile uyum igerisinde oldugu
gbzlenmistir.

Okside LDL diizeyleri genel HDL ve LDL
degerleri esas alinarak yapilan siniflamada degisken
bir dagilim gdstermistir. Bu bulgumuzun 6rnek sayisi
azligindan kaynaklandig1 goriisiindeyiz.

Sonug olarak; myokard infarktiisii tanis1 konmus
hasta grubunda apo &4 allelinin serum lipid profilinde
neden oldugu degisiklikler yaninda okside LDL ile
olan muhtamel baglantinin bu hastalifa yatkinlikta
6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gore apo
€4 alleli ile okside LDL diizeyleri arasindaki
iliskisinin ~ daha  genis  bir  populasyonda
aragtirillmasinin  aterosklerotik koroner hastaliklara
yatkinligin aydinlatilmast bakimindan énemli oldugu
kanisina varilmustir.
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