KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOKIMYA ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

RC YIKSEXOCRETIM KURULD

POKURMANTASYON MRERKEES

BEHGET HASTALIGINDA APOLIPOPROTEIN E POLIMORFIZMININ INCELENMES!

Doktora Tezi

T 10F654

MELTEM MALKOGC

MAYiS-2001
TRABZON



KARADENIZ TEKNiK UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOKIMYA ANABILIM DALI
DOKTORA PROGRAMI

BEHCET HASTALIGINDA APOLIiPOPROTEIN E POLIMORFiZMININ
INCELENMESI

TC. YURS R 7 ST KU LA
DOIUMAN i ¥ Or! MERKEZ!

Meltem MALKOC

70765¢

Tezin Enstitiiye Verilis Tarihi : 01.05.2001

Tezin Soézlii Savunma Tarihi : 04.06.2001
w .

Tez Daniymam : Prof. Dr. Astm OREM
Jiiri Uyesi : Dog. Dr. Eser YILDIRIM SOZMEN W

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Orhan DEGER

Enstitii Miidiirii : Dog. Dr. Abdiilkadir REIS‘UQ&:;,@-Q«-\@

Haziran-2001
TRABZON



ICINDEKILER
Sayfa No

ICINDEKILER ii
ONSOZ iv
KISALTMALAR v
1. GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Behget Hastahg1 Hakkinda Genel Bilgiler ...........cccovvivieiiiriioinenieensceecenenee. 3
2.1 L. TarTNEEST .eveeeiecrereeeeeeecrcrecrccetrteerener e e csteseraesesessanae s e e e aareeessssseesosssnnnessonns 3

2.1.2. EtyopatolOfiSi.....certeereerircerermenercrrieiisieensestesteetsneeesiasseestnesassesnnsesssssenens 3

2.1.3. PatOZENEZI. ...ucrereeirniinicrrnnieninrcctnsstsassrsec et s s s et s seesnesssesstsssasssnasanenaes 4

2.2. Lipoproteinler Hakkinda Genel Bilgiler ........c.ccoovececvnneiciniinenicaninrnrenieecnnnne. 7
2.2.1. Lipoproteinlerin Genel Siniflandirilmasi ve Yapilari .................ueuuen....... 7

2.2.2. ApPOHPOPTOLEINIET .....coocuiiriiiiiieiirciteiiereesteesireecees st esansestsesseeesseesnsaresas 8

2.3. Apo E Hakkinda Genel Bilgiler .......c.ccoocceviivneniecinniciininrinnnenecre et 9
2.3.1. Apo E’nin Molekiiler Biyolojisi ........ccvevercecrseeceniinvenieniincrnceenreerceeennene 10

2.3.2. Apo E’nin Fonksiyonlari..........c.ccccceevevoiinnninniiniinnnnneeesteceeeceeecinevanns 13

2.3.3. Apo E Polimorfizmi ve Lipoprotein Metabolizmasiyla Iliskisi ............... 14

2.3.4. Apo E polimorfizminin Plazma Lipid Diizeylerine Etkisi....................... 15

2.3.5. Apo E’nin KHnik Onemi .......c.ocueecuereernreerrtieeieteenicsssscesisenesesecseeessees 16

3. MATERYAL VE METOD 18
T8 . C: 115 o | O OO OO U SRR ORUOROY 18
3.1.1. Kullamlan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler..........cccccoveevveeeeeeecveereeenannnn. 18
3.1.2.Kullamlan Kimyasal Maddeler...........ccocoeveevernvrraircirrereeeereeneereeneae 19

3.1.3. Kullamlan Primerler...........veieeevrinciriircreieeeeeeecneneen reereseterereeeneennraranaes 20

3.2  MELOMIAT ..ottt ecetectcetee e saesas e et e s e s b e s e ssesesseenesnnesnaa 20
3.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmasi...........ccccovvevueiuenene. 20

3.2.2. Lipid Parametrelerinin Tayini........cccccouvemremrrirsenreererereeesreieseesscereenenees 20

3.2.3. Tam Kandan DNA EIdesi.......cccceeveevueerimnvensienteircceeeresereeeese s eeve e 21



3.2.5. Amplifikasyon Kogullari...........c.cccoevvininiiniiininiinicnininecincniecenene 24
3.2.6.PCR PrOGIAIMI ....ccoieoeenmnnnaireeieiiiesiceieneesessressesssstessessaneansssssessessnsacsoses 25
3.2.7. Amplifikasyon KONtrolil...........ccoveeruiinmeimnnuiimieeniineeiienncneneessecseesneas 25

3.2.8. Restriksiyon Tipleme Yontemi (RFLP) ile Apo E Genotipinin
Belirlenmesi.....c.ccveeeueeeciireieeeceecer et sce ettt er e e s sas e e saene e 26
3.2.9. Poliakrilamid (PAGE) Elektroforezi.......ccccccceeeevrvereererereneercrnenecsvennennn. 27
3.2.10. Istatistiksel ANAlIZIET..........cccoveerrreereeererinienreneiereresessesesee e s senesenesnanes 29
4. BULGULAR 30
5. TARTISMA 37
5.1. Metod TartiSmaSI.....cccvrreeeeeeeruerrrietrencererecsnssteentenseessseraressseessasasseessasssasasnnses 37
5.2. Bulgularin Tarti$masl........coccevverrvmminiinienneriniciineececesestesceceseesssesesessnsesssnsns 40
6. SONUCLAR VE ONERILER 46
7. OZET 47
8. SUMMARY 48

9. KAYNAKLAR 49

iii



ONSOZ

Doktora egitimim ve tez ¢aliymam siiresince bilgi, yardim ve destegini her zaman
yamimda buldugum saym hocam Prof. Dr. Asm OREM’e ve Biyokimya Anabilim
Dalindaki diger 6gretim iiyelerine, ¢alismalanm siiresince bilgi ve tecriibeleri ile beni
aydmlatan, yol gosteren saym hocam Dog. Dr. Ali Osman KILIC’a, materyal temininde
bityilk 6zveri ile gahsan Dog. Dr. Giilseren CIMSIT’e, gahgmam boyunca her zaman
destek, yardim ve dostluklan ile yanimda olan Mikrobiyoloji Anabilim Dahndaki asistan
arkadaslarim bagta olmak iizere, tiim bdlim arkadaslarima, laboratuvar ¢aligmalarimda
tecriibelerinden ve bilgisinden faydalandifim sevgili arkadagim Ersan KALAY’a, maddi
ve manevi desteklerinden dolay: aileme ve esime sonsuz tegekkiirler.

Ayrica tez ¢ahismamu Prof. Dr. Asim OREM ydnetimindeki 97. 114. 001.1 kodlu
proje ile destekleyen Karadeniz Teknik Universitesi Rektdrligli Arastrma Fonu’na
tesekkiir ederim.

Meltem MALKOC



BH
Apo A
Apo B
Apo E
TG
TK

HDL-K
LDL
LDL-K
VLDL
IDL
SM
LCAT
CETP
LPL
Lp(a)
HLA
NIDDM
IEF
SDS
PAGE
ASO
RFLP
SSCP
ARMS
AACC
PMN
ESH
BMI
SLE

KISALTMALAR

: Alzheimer Hastalig1

: Behget Hastalig1

: Apolipoprotein A

: Apolipoprotein B

: Apolipoprotein E

: Trigliserid

: Total Kolesterol

: Yiksek Dansiteli Lipoprotein

: HDL-Kolesterol

: Diistik Dansiteli Lipoprotein

: LDL-Kolesterol

: Cok Disiik Dansiteli Lipoprotein

: Orta Dansiteli Lipoprotein

: Silomikron

: Lesitin Kolesterol Agil Transferaz

: Kolesterol Ester Transfer Proteini

: Lpoprotein Lipaz

: Lipoprotein (a)

: Doku Antijeni

: Insiiline Bagh Olmayan Diabetes Mellitus

: Izoelektrik Odaklama

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Poliakrilamid jel Elektroforezi

: Allele spesifik oligoniikleotid

: Restriction Fragment Length Polymorphism
: Single Strand Comformational Polymorphism
: Amplification Refractory Mutation System
: American Associated of Clinical Chemistry
: Polimorfo Niikleer Lokosit

: Eritrosit Sedimentasyon Hiz

: Viicut Kiitle Oram

: Sistemik Lupus Eritematosus

: Romatoid Artrit



1. GIRIS

Behget hastalifi, gz, cilt ve nérolojik belirtileri olan, mukokiitanoz iilserler, artrit
ve Kkardiyovaskiiler sistemi etkilemesi ile bilinen multisistem bozuklugudur. Behget
hastaligi, akut ataklar ve remisyon dénemleri ile karakterize kronik bir inflamasyon tablosu
sergiler. Ayrica Behget hastalifinda sik olmamakla birlikte, ailevi vakalarin gézlenmesi,
hastahiin pataogenezinde genetik fakt6rlerin rol oynayabilecegini gdsteren en dnemli
bulgulardan biridir (1,2). Behget hastabigimn tamsim koyduracak spesifik bir laboratuvar
testi yoktur. Kronik ve aktif inflamatuar tablonun metabolizma {izerindeki etkilerinden
birini yansitan laboratuvar bulgularindan lipid ve lipoprotein diizeylerinde degisiklik,
Behget hastaliginda goriilmektedir. Bu konuda ¢ok fazla ¢ahsma mevcut olmayip, genel
olarak total kolesterol, diisik dansiteli lipoprotein-kolesterol (LDL-K) diizeyleri,
Lipoprotein (a)[Lp (a)] ve apo B diizeylerinde artma, yiiksek dansiteli lipoprotein-
kolesterol (HDL-K) ve apo Al diizeyinde ise azalma goriilmektedir (3,4).

Apo E, lipid metabolizmasinda, 6zellikle de trigliseritten zengin lipoproteinlerin
aterojenik kahntilarmin plazmadan uzaklagtinlmasinda temel rolii olan bir glikoproteindir.
Cok disik dansiteli lipoproteinin (VLDL) bir komponenti ve argininden zengin
apolipoprotein olarak tammlanmustir. Trigliseritten zengin lipoproteinler olarak bilinen
silomikron ve VLDL artiklarinin plazmadan uzaklastiriimasinda apo E aracilik etmektedir
(5,6). Apo E’nin reseptorlerle olan iligkisinden dolay1 lipoprotein metabolizmasinda
dolayisiyla plazma lipid diizeylerinde belirleyici bir rol oynadigi bilinmektedir. Erken
koroner kalp hastabgmin (KAH) gériildiigii tip III hiperlipoproteinemili hastalarda farkh
bir apo E izoformunun saptanmasi sonucunda bu konuya olan ilgi artmustir. Molekdiler
biyoloji tekniklerindeki gelismelere paralel olarak da, apo E geninin ¢oklu allellerden
olustugu ve polimorfik bir dogasmmin bulunduu saptanmstir. €,, & ve & olarak
adlandinlan ii¢ alleli vardir. Bu Gg¢ allel {i¢ii homozigot (€21, €33, €44), Ugii de heterozigot
(€314, €253, €21) olmak {lizere 6 farkh fenotip gosterir. Cevresel ve genetik faktérler goz

Oniinde bulundurulmadiginda, €; alleli tagiyan bireylerde normal bir lipid metabolizmast



gozlenirken €, ve €4 alleli apo E izoformlan farkhliklar gériilmektedir (6,7). Ug major apo
E alleli ve bunlarin protein {irlinlerinin, plazma lipid parametreleri lizerine &nemli
etkilerinin bulunmasindan yola ¢ikilarak, apo E polimorfizminin ¢esitli hastaliklarla olan
iliskisi aragtmlmistir. Ozellikle ateroskleroz da e, allelinin koruyucu, g allelinin ise
miyokard infarktiisii i¢in bir risk grubu olusturdugu tespit edilmistir (8). Norodejeneratif
bir hastalik olan Azheimer hastah: (AH) ile €4 alleli arasinda yakin iligki oldugu, yapilan
¢alismalarla ortaya koyulmustur (9).

Behget hastali1 etyopatolojisi bilinmeyen ve bir ¢ok klinik ve laboratuvar bulguyla
seyreden bir patolojik olaydir. Ailesel gecise meyilli olmasi, ndro-Behget tablosunun
goriilmesi ve genel hastalikla ilgili olarak plazma lipid ve lipoprotein metabolizmasinda
degisikliklerin olmasi1 bizi apo E polimorfizminin bu hastalarda ortaya konulmasi
gerekliligine inandirmugtir. Mevcut literatiir bilgilerin arasinda bu konuda hi¢ bir bulguya

rastlanmamugtir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Behget Hastalhigi Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1.Tarihgesi

Behget hastalifn (BH) ilk kez 1937 yihinda, Istanbul Universitesi Dermatoloji
opretim iiyesi Prof. Dr. Hulusi Behget tarafindan, tekrarlayan oral ve genital aftoz
iilserasyon ve iridosiklit gibi goz lezyonlanndan olugmus licli semptom kompleksi
gosteren yeni bir hastalik olarak tanimlanmugtir. Yaklasik 2450 y1l kadar 6nce Hipokrat’in
Behget Hastahifina benzer klinik bulgulara sahip olgulan tanimladig: bilinmektedir.
Behget’in tamimladig: tglii semptom kompleksine uyan en gergek¢i ornekler 1908 de
Bluthe ile baglar. Planner ve Remenovsky (1923), Shigeta (1924), Adomantiadis (1931) ve
Whitwell (1934) ile devam eder. Tiim bu otorler, BH 1n semptom komplekslerinin,
olgularinda rastlantisal olarak bir arada bulundugunu disiinmisler ve bu semptomlarin o
giine dek tammlanmamis bir hastalifa bagh oldugu ayrnmina varamamislardir. Daha
sonralari, BH’1in bu iiglii semptom kompleksinden ibaret olmadigi; vaskiiler, nérolojik,
lokomotor, intestinal, lirogenital kardiyo-pulmoner semptomlarla daha yaygin ve kronik bir
hastalik oldugu anlagilmistir (2,10).

2.1.2. Etyopatolojisi

Behget Hastalifinin olagan baglangic yasi 20-40 arasindadir. Cocukluk g¢afinda
nadir olarak rastlamir (olgularin %1-2’si), 50 yasin iistiindekilerde hastaligin baglamasi
nadiren goriiliir. Erkek/kadin oram yaklagik olarak esit olmakla birlikte, hastalik erkeklerde
daha siddetli olarak seyretmektedir (11).

BH’n cografik dagilimi oldukga dikkat ¢ekicidir. Hastalik Kuzey yarim kiirede ve
dikkat gekici sekilde tarihsel “Ipek yolu” simn iilkelerde oldukga sik goriilmektedir. Uzak

T.C. YOKSEKOGRETIM KURULY
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Dogu ve Orta Dogu iilkeleri, (Japonya, Cin, Kore, fran, Tirkiye) hastaliin en stk
goriildiigii tilkeler iken, Giiney Avrupa ve Kuzey Afrika iilkelerinde (italya, Portekiz,
Cezayir, Tunus, Fas) daha az siklikla goriilmektedir. Japonya’da prevalans 7-8.5/100.000
olarak bildirilmektedir. Ote yandan bu iilkedeki korliigiin en 6nemli nedenlerinden
birisidir. BH’1n Tiirkiye’deki siklig1 konusunda bir deger vermek zor olsa da, Yurdakul ve
arkadaslan 5131 olguda yaptiklan bir alan ¢aligmasinda, 19 Behget bulgusu saptamis, 10
yas Ustiindeki prevalans 37/10.000 olarak hesaplanmuistir (11). BH, bugiin igin; akut
alevlenme ve iyilik donemleri ile seyreden, g¢ok degisik tipte, ¢apta ve lokalizasyonda
damar tutulumlan gosteren ancak giiniimiize kadar tipik bir histopatolojik &zelligi
tammlanmayan bir vaskulit olarak kabul edilmektedir (12).

BH’inda gozlenen lezyonlarin ve damar biyopsi omeklerinin histolojik
incelemelerinde, kangik (miks) bir hiicre infiltrasyonunun oldugu, farkli lezyonlarda farkl
hiicrelerin rol oynayabildigi ve ayrnca lezyon yasimun hiicre tipini etkileyebildigi
soylenebilmektedir (2). Hastalik lezyonlanmn incelenmesinden de anlagilaca gibi,
hastalik seyrinde 3 asama dikkat gekmektedir.

o Ilk faz (preaktif, erken faz) :Tip IV immiin yamt ( Hiicre-aracilikli immiinite,

gecikmis agir1 duyarlilik yaniti)

e Ikinci faz :Tip Il immiin yamt (immiin kompleks)

e Ugiincii faz : Kronik organ yikimi

Behget hastalan arasinda ¢ok sik olmamakla birlikte ailevi vakalarin gézlenmesi
hastalifin patogenezinde genetik faktorlerin rol oynayabilecegini gdsteren en Onemli
bulgulardan biridir. 1970°li yillarda yapilan g¢aligmalarda maj6ér histokompatibilite
genlerinden bazilarmin BH’a yakalanma riskini artirdifi y6niinde veriler toplanmaya

baslanmistir (2).
2.1.3. Patogenezi

BH’in temel fizyopatolojisinde immiin komplekslerin yol agtifi bir immiin
kompleks vaskiiliti oldugu goriisi giderek artan bir énem kazanmaktadir. Ozellikle
hastaligin immiinopatolojisi iizerinde ¢alisan arastirmacilar biitiin sistemlerdeki ortak
bulgunun bir vaskiilit oldugunu savunmaktadirlar. Giirler ve arkadaglarimin yaptig1 derleme

ile Behgetli hastalarin patogenezinde rol alabilecek faktorler toparlanmaya ¢aligilmigtir
(13).



Behget hastahfinda immiin komplekslerin gelisimine yol agan antijenin ne oldugu
henliz belirlenememistir. Hastahifin ortaya ¢ikisiu muhtemelen bir dig  etken
indiiklemektedir. Genetik yatkinhidi olan bireylerde ¢esitli ¢evresel faktorlerin etkisiyle
hiicresel ve humoral immunitede meydana gelen bozukluklar ve bunun sonucunda efektor
mekanizmalarla gelisen immunolojik inflamasyon, BH’nin patogenezinden sorumlu
goriilmektedir. Ozellikle spesifik olarak lenfosit poliferasyonuna yol agan 65 kDa’lik 1s1
soku proteinlerinin patogenezinde rolii oldugu diisliniilmektedir (12). Ayrica Behget
hastalif1 patogenezinde 6nemli rol aldig1 disiiniilen artmus nétrofil aktivitesinde, genetik
faktorlerle birlikte uyarimis lenfomononiikleer hiicrelerden artmus veya kontrolsiiz sitokin
sahnmasinm sorumlu olabilecegi diiglinlilmektedir. Behget hastalaninda agiz mukozasi
hiicrelerine kars: antikorlarm yamsira, antikardiolipin antikorlari, antin6trofil sitoplazmasi
antikorlart ve anti-endotel hiicresi antikorlarinda artma goézlenmektedir. Genellikle bu
antikorlarin hastahk aktivitesiyle iliskili oldufu ve doku hasarma ikincil olarak gelistigi
diiginiilmektedir. Ayrica hastaliym aktivitesi ile serum immiin kompleks diizeyleri
arasinda ilgi olduguna dikkat gekilmiy, Behget hastabgimn aktif doneminde serum immiin
kompleks diizeylerinde artma saptanirken serum kompleman diizeylerinde diisme
kaydedilmigtir (14).

Hastalarda HLA haplotiplerinde yapilan g¢aligmalar HLA-BS5 oraminin yiiksek
oldugunu ortaya koymustur. Japon ve Tiirk hastalarinda gézlenen HLA-B5 siklig1 herediter
ve belki de bolgesel faktorlerin hastahk gelismesinde rol oynayabilecegine isaret
etmektedir. Hastalifin ayrica ailevi olduguna dair 6rnekler de bilinmektedir (15).

Behget Hastah@ina ait Bulgu ve Semptomlar

1-Agizda nikks : Aftlar; olgularm % 100’unda mevcut olup % 70-80’ninde
hastahgmn ilk belirtisi olarak karsimza ¢ikar. BH’da niksli aftlar 3 tip olarak
degerlendirilmektedir.

a) Minor aftlar: Olgularm % 80’ninde mindr tiptedir. 15-20 yas grubu hastalarda
dabha ¢ok goriilmektedir. Lezyonlar yuvarlak veya oval olup, 10 mm ¢apa kadar geniglerler.
Cevresi eritemli, ve 6demlidir. Aftlar 5-10 giin iginde skatris birakmadan iyilesirler.

b) Major aftlar : Lezyonlar 1-3 cm ¢apinda olup, zemini nekrotik, derin ve son
derece agnl aftlardir. Behget’li olgularin %10’unda g6riiliir. Lezyonlar ¢ogunlukla dudak,
yanak mukozasi, dil, sert damak ve tonsillerde goriiliir. Yerlerinde skatris birakarak
iyilesirler.



¢) Herpetiform aftlar, en ¢ok damak, dis etleri ve dil sirtinda lokalize olurlar.
Behget’li olgularin % 10’ unda bulgulara rastlanmaktadir. Kadin hastalarda daha ¢ok
goriilir. 5-7 giin iginde aftlar iyilesirken hecmeler halinde yenileri gelismektedir (16).

2-Deri lezyonlan: Behgetli olgulann % 84" iinde goriilmektedir. Bunlar baslica:

eritema-nodozum’a benzer deri lezyonlar, siiperfisyel thromboflebit, papiilo-
piistiiler eripsiyonlar, afta benzer ekstragenital iilserasyonlar, derinin hiperirritabilitesi
(Paterji testi).

Paterji testi; BH’nin tamsinda kullanilan bir testtir. Olgularin % 60-70 ‘inde bu test
miispettir. Deri nonspesifik stimiilasyona anormal hiperirritabilite gdstermektedir. Hastaya
intraven6z ve intradermal paterji testi yapildiktan 48 saat sonra, test yerinde tiiberkiilin
reaksiyonuna benzer eritem ve intifiltre aseptik piistiil geligir. Bu testin olus mekanizmasi
kesin olarak belli degildir. Aym1 zamanda BH’min aktivasyonunu degerlendirmede de
kullanilir (17).

3-Géz bulgulan : BH’mn % 50°sinde goriilmektedir. Tipik semptomu iritis olup
anterior ve posterior {iveit gelisir. Bazi olgularda optik sinir atrofisine ikincil glokom ve
katarakt olugmaktadir (18).

4-Genital iilserler : BH’in % 67’sinde gorilliir. Oral lezyonlara gére daha derindir.
Iyilestiklerinde ortast ¢okiik, kenan hafif kalkik ve keskin, depigmente skatrisler olusur.
Erkeklerde iilserlerin en ¢ok goriildiigii bolge, skrotumun alt ve yan yiizleri, daha az olarak
peniste, kadinlarda ise en gok vulva, labium major, minor, serviks ve vajinadadir (19).

S-Artritik semptomlar : BH’in % 50-60’ inda artralji veya periferik artrit seklinde
gorilar. Diz-ayak bilegi, el bilegi, dirsek en ¢ok tutulan bélgelerdir. Tutulan eklem sis,
sicak, agrili ve kisith olmakla birlikte eklem iizerinde ve ciltte eritem yoktur (20).

6-Gastrointestinal semptomlar : BH’in % 50° sinde goriiliir. Hastanin sikayeti
kusma, karin agnsi, diare ve konstipasyon seklinde baslar, malabsorbsiyon hastalarda
goriilen baglica bulgulardir (21).

7-Epididimit : BH’da nadir goriilen bir 6zelliktir. Olgularin % 4-8’inde izlenen bir
semptom olup 1-2 hafta kadar devam eder (21).

8-Santral sinir sistemi bulgulan : BH’in takriben % 10’unda norolojik bulgular
gelismektedir. Hastalarda motor ve sensorial sinirlere ait patolojik degisiklikler
gelismektedir. Motor degisikliklere daha sik rastlanir (21).

9-Bobrek tutulmasi : Bobrek tutulmasi nadir olmakla beraber, hastalarda alt
ekstremitelerde, yiizde 6dem ve idrarda albtimin tespit edilmektedir @n.
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10-Vaskiiler lezyonlar : BH’da vaskiiler lezyonlar, siklikla ven okluzyonu,
anevrizma gelisimi ve arteryal okluzyon seklindedir. Hastalarin %20-40’inda yiizeysel
tromboflebit ve/veya derin ven trombozu seklinde ven tutulumuna rastlanir. Tikanma en
sik bacak venlerinde ve daha sonra venacava inferior ve superiorda goriilmekle birlikte
dural sinusler, vena axilleris, vena brachialis, vena hepatica, vena porta gibi diger venlerde
tikanabilir. Arter tutulumu, vendz tutuluma gére daha seyrek olmakla birlikte (%1-3,5)
sonuglan daha ciddidir. En sik aorta, daha sonra siras1 ile pulmoner arterler, femoral,
popliteal, subklaviyan ve karotis arterler tutulur (12,21).

Tromboz gelisiminin etyopatolojisinde rol oynayan gesitli faktSrler vardir.
Bunlardan en onemlisi endotel fonksiyon bozuklugu ve koagiilasyon sistem
bozukluklanidir. Endotel fonksiyon bozukluklar, doku plazminojen aktivatorii (t-PA)
sentezi ve salimmnin eksiklifine ve muhtemelen endoteliyal heparin benzeri aktivite
eksiklifine yol agan immunolojik mekanizmalardan kaynaklandifn diistiniilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda BH’da t-PA’min endotel hiicreleri tarafindan iiretiminin azaldif
plazminojen aktivatér inhibitorii (PAI-1)’nin arttiy bulunmustur. Ayrnica, tromboz
olusumunda protein S ve protein C’nin diisiik seviyeleride sorumlu tutulmustur.
Koagiilasyon sistem bozukluklarindan azalmig fibrinolisisin trombotik olaylara indirekt
olarak etkili oldugu diisiiniilmektedir. Apo (a)’min plazminojene olan benzerliginden
dolay1, Lp (a)’nin antifibrinolitik etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Yiiksek plazma Lp (a)
seviyesinin artmis tromboz riskine yol acabilecegi ileri siiriilmiistiir (3,4).

BH’da kronik aktif inflamatuar tablonun bir 6zelli3i de bu hastalarda lipid
metabolizmasinda gozlenen degisikliklerdir. Genel bir degigim olarak lipid parametreleri
aterojenik bir yapi kazanmaktadir (22).

2.2. Lipoproteinler Hakkinda Genel Bilgi
2.2.1. Lipoproteinlerin Genel Siniflandirilmasi ve Yapilan

Lipidler kanda lipoprotein adi verilen, suda ¢ozinebilen makromolekiil
kompleksleri halinde tasinirlar. Lipoproteinler, lipidlerin kanda ¢dziinebilir lipid ve protein
kompleksleri halinde taginmas: igin bir arag gorevi iistlenir. Bu lipidler arasinda baslica
trigliserid, serbest ve ester kolesterol ve fosfolipidler bulunmaktadir. Cesitli
lipoproteinlerin yapisinda apolipoprotein. ad¥ verilen yaklagitk on degisik protein



bulunmaktadir. Apolipoproteinler A, B, C gibi harflerle adlandinilirlar (23).
Apolipoproteinler (Apo), lipoprotein metabolizmasinda: enzim kofaktorii olarak, lipid
transfer proteinleri gibi davranarak ve dokularda lipoprotein reseptorleri ile iliskide ligand
olarak 6nemli fonksiyonlar gériirler. Lipoproteinlerin yiizeyinde apolipoproteinlerin yer
almas1 bu lipoproteinlerin metabolik akibetini belirlemektedir. Dolayisiyla lipoprotein
metabolizmasim ve lipid anomalileri ile iligkili hastaliklan anlayabilmek igin her
apolipoproteinin lipid metabolizmasinin diizenlenmesindeki roliinii dikkatle incelemek
gerekmektedir. Lipoproteinlerin genel yapisi, hidrofobik lipidlerin (trigliserid ve ester
kolesterol) bir ¢ogunu kapsayan bir ¢ekirdek ile protein, serbest kolesterol ve
fosfolipidlerden olusan bir yiizey tabakasindan meydana gelen kiiresel bir partikiil
seklindedir (24).

Lipid taginmasinda gesitli roller iistlenen baslica 6 lipoprotein sinifi bulunmaktadir.
Bu siniflandirma lipoproteinlerin yogunluklar (dansite) goz Oniine alinarak yapilmistir.
Lipoproteinlerin dansitesi, boyutlan ile ters bir iligki géstermektedir. Artan dansitelerine
gbre lipoproteinler;silomikronlar (SM), ¢ok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL), ara
dansiteli lipoproteinler (IDL), diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek dansiteli
lipoproteinler (HDL) olarak siniflandiriimaktadir. Lipoprotein(a) [Lp(a)], son 30 yil i¢inde
tammlanmis ve diger lipoproteinlerden yapisal ve fonksiyonel farklihik gosteren bir
lipoproteindir. Plazma lipoproteinlerinin sentez edildigi baslica yerler arasinda bagirsak ve
karaciger bulunmaktadir (25).

2.2.2, Apolipoproteinler

Lipoproteinlerin protein kismina apolipoprotein (apo) denir. Apolipoproteinler,
lipoproteinlerin metabolizmasinda 6nemli goreviere sahiptirler. Cesitli apolipoproteinler
mevcuttur (26).

Apo A-l, HDL nin esas proteinidir. Ayrica silomikronlarda da bulunur. Apo A-l,
karaciferde ve bagirsakta sentezlenir. Lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) igin
kofaktordiir ve kolesteroliin ters tagimminda gérevi vardir. Hiicrelerden kolesterol
alinmasim kolaylagtirdigi in vitro deneylerle saptanmugtir. HDL’deki difer ana
apolipoprotein, apo A-II dir. Fizyolojik gérevi bilinmemesine ragmen fazla miktarda lipid
baglama kapasitesine -sahip oldufu saptanmigtir. Apo IV ise esas olarak HDL ve
silomikronlarda, ayrica serbest apolipoprotein olarak da plazmada bulunur. Apo A-IV’iin



sentezi karaciger ve barsakta yapilmaktadir. LCAT aktivatdri olarak gdrev yaptigi ve
kolesterol ters tagmminda fonksiyonu oldugu diistinlilmektedir (23).

Apo B LDL’nin esas apolipoproteinidir. VLDL ve silomikronlarda bulunur.
Apolipoprotein B’nin iki alt grubu vardir. Karacigerde sentezlenen apo B100, VLDL, IDL
ve LDL’de bulunur. Apo B-48 ise bagirsakta sentezlenir ve silomikronlarda bulunur.
Apolipoproteinlerin sentezinde olusan bozukluk, gesitli lipid metabolizmas: hastaliklarina
neden olur. Abetalipoproteinemide, apo B, genetik bir bozukluk nedeni ile sentez
edilemez. Apo B’nin esas gbrevi, LDL reseptorleri igin taumlayici ligand olmasidir. Bu
gorevi sayesinde periferik dokulardaki kolesterol metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir
27).

Apo C HDL nin esas proteinidir. Sentezi karacigerde yapilir. Apo C’lerden sadece
apo CII’ nin gorevi kesin bilinmektedir. Apo CII, lipoprotein lipaz (LPL) enziminin
aktivatoriidiir (23).

Apo D, ester kolesterol transfer kompleksinin (CETP) bir pargasidir ve ester
kolesterol molekiillerinin HDL'den diZer lipoproteinlere aktariminda gorev ahir (28).

Apo E ise, silomikronlarda, silomikron bakiyelerinde, VLDL’de ve HDL’de
bulunur. Karaciger, beyin dahil periferik dokularda sentezlenir. Apo E, silomikron bakiye
reseptorleri ve LDL reseptdrleri i¢in tammlayicidir ve ters kolesterol taginmasinda naklinde
gorev alrr. (29).

2.3. Apo E Hakkinda Genel Bilgiler

Apo E, lipid metabolizmasinda, dzellikle de trigliseridten zengin lipoproteinlerin
aterojenik kalmtilannin plazmadan uzaklagtinlmasmnda temel rolii olan bir glikoproteindir.
Diyetle alman ve karacigerde sentezlenen lipidlerin plazmada transportu sirasiyla,
silomikron ve¢ VLDL ile yapimaktadr. Apo E, bu lipoprotein kalmtilarimin plazmadan
uzaklastinimasinda ligand olarak fonksiyon gormektedir. Periferik dokulardan karacigere
kolesterol transportunda gérev alan HDL’nin, periferik dokularda kolesterol igeriginin
artmasmda apo E’nin belirleyici rolii oldugu deneysel olarak gosterilmigtir. Ayrica, apo E
iceren HDL, LDL reseptoriine baglanarak plazmadan uzaklastinlabilmektedir (30,31).

ik olarak 1973 yiinda Shore ve arkadaglan tarafindan VLDL’den izole edilerek,
direkt amino asit dizisinin tammlanmasiyla primer yapis1 ortaya ¢ikmustr (32). Bu
aragtrmacilar tarafindan “argininden zengin apolipoprotein” olarak tanimlanmgtir. Daha



sonra Uterman ve arkadaglari, tip III hiperlipoproteinemili hastalarda erken kroner kalp
hastabgmin gelismesi ile apo E polimorfizmi arasinda baglanti kurmuglardir (33). Bu
dénemde yapilan g¢ahigmalar protein diizeyinde gergeklestirilirken, Mc Lean ve arkadaglari
apo E mRNA’smdan ¢cDNA niikleik asit dizisini belirlemiglerdir (34). Apo E’nin yirmi
yildan daha uzun siiredir ateroskleroz ile olan ilgisi bilinmesine kargin, Alzheimer hastah:
ve yaglanma ile olan ilgisinin saptanmasmdan dolayr 1993’den sonra aragtirmalarin

yogunlagtig1 bir konu haline gelmistir (35-37).
2.3.1. Apo E’nin Yapis1
Apo E geni 19. Kromozomun uzun kolu iizerinde lokalize olup ape Al, apo All,

apo CI, apo CII, apo CIII ve insiilin genlerine oldukca yakindir. LDL reseptorii geni bu
kromozomun kisa kolundadir (38). (Sekil 1).

1o o4

Sekil 1. Kromozom 19’un gésterimi

Plazma Apo E’si 299 amino asitlik, molekiil agirhg: 34200 dalton olan arginince
zengin bir glikoproteindir. Apo E gen organizasyonu, apoB geni hari¢ dier apolipoprotein
genleri ile benzesmektedir. Apo E’nin sekonder protein yapisi, %62 a-heliks, %9 B-tabaka,
%11 P-kumal tabaka, %18 gelisigiizel katlanmalardan olusur. Apo E’nin amfipatik o
heliks yapisi muhtemelen lipidlerin baglanmasindan sorumludur (39). Dért ekson ve {ig
introndan olusan genden 1163 niikleotidlik mRNA sentezlenmektedir. Benzer intron ve
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eksonlarin yapisi ve benzer sekanslarin tekrarlayan elemanlarmin varhg: gii¢lii bir sekilde
apolipoprotein genlerinin ortak bir orjinden kdken aldif1 kavramum destekler. Burada
ortaya ¢ikan primer translasyon iiriiniinden, 18 amino asitten olusan sinyal peptidin ko-
translasyonel olarak uzaklagtiriimasi ile 299 amino asitlik olgun apo E proteini
olusmaktadir (40). Bu proteinin amino ucunda globiiler bir bélge, 130. ve 150. amino
asitler arasinda reseptore baglanma boliimii (kristal yapimn 4. Heliksi), proteaza duyarh bir
bolgesi, 194. rezidiide bir glikozillenme alam (treonin), karboksi ucunda da lipid baglayan
bir boliimii (216-299) vardir (Sekil 2). En yiksek diizeyde reseptdre baglanma etkinligi
icin 1-184. amino asitler gereklidir. 112. ve 158. amino asitlerdeki degisiklik apo E’nin
polimofizminden sorumludur. Yapilan g¢alsmalar sonucunda reseptére baglanma
bolgesinin bazik amino asitlerden olustugu ve baglanmanin iyonik etkilesimle oldugu
saptanmigtir, Bu bolgedeki bazik amino asitlerin n6tral amino asitlerle yer degistirmesi
sonucunda reseptdre ilgi azalmaktadir (41-43).

Apo E proteini sinyal peptidi, protein sentezledikten sonra uzaklagtirilir ve Apo E
glikozillenir. Doku kiiltiirlerinde Apo E ilk olarak sialik asid igeren gekilde salgilamr. Buna
ragmen plazmadaki Apo E’nin yalmz %10’u sialik asid igerir. Muhtemelen ApoE’den
sialik asid bir sialidaz enzimi ile tam olarak uzaklagtinhr. Bu glikolizasyonun ve
asetillenmenin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (5,44).
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2.3.2. Apo E’nin Fonksiyonlan

Apo E’nin normal plazma diizeyi 3-25mg/dI’dir. Plazma apo E miktarinn 2/3
kadan karaciger kaynaklidir. Ayrica viicutta, dalak, bobrek, adrenaller, keratinositler,
gonodlar, beyin, makrofajlar ve astrostik glia gibi farkli doku ve hiicrelerde sentezlenir
(45,46). Apo E’nin mRNA diizeyinde en yliksek oldugu ikinci organ beyindir. Beyinde apo
E sentezinden sorumlu olan asil hiicre astrositlerdir ve beyin omurilik sivismin (BOS)
major apolipoproteinini olusturmaktadir (47).

Apo E barsaktan sentezlenen silomikron ve karacierden sentezlenen VLDL ’nin
yap1 tas1 olarak plazmada dolasir. Ayrica kolesterolce zengin HDL'nin alt simfinda, apo E-
HDL igerenlerde (HDL-1=HDL-E)de bulunur. Periferik dokulardan karacigere kolesterol
transportunda gérev alan HDL’ler makrofajlar gibi kolesterol ile yiikli hiicrelerden
interstisiyel siviya salman kolesterolii yapilarmna alirlar. Bunlar fosfolipidten zengin, apo E
icermeyen HDL’lerdir. Kolesterol igerigi artan HDL ler, makrofaj, diiz kas hiicreleri gibi
degisik hiicre tiplerince salgilanan apo E’yi yapilarnna alrlar. Apo E’nin kazamlmasiyla
deneysel olarak HDL’lerin kolesterol igeriginin daha da arttif1 gosterilmistir. Yine
deneysel olarak, apo E i¢eren bu HDL’lerin LDL reseptorlerine baglanmasinda apo E’nin
araciik ettigi sonucu ¢ikarlmustir (48). Cok az miktarda LDL’nin yapisinda da apo E
bulunmaktadir. HDL kolesterolii hiicrelerden alarak ya karacigere yada kolesterole
gereksinim duyan diger hiicrelere tagirlar. Bu iglem ters kolesterol tagmimu olarak
adlandimhr (49). Apo E, serbest veya ester kolesterolin metabolizmasinda ve
transportunda gerek santral gerekse periferik sinir sistemine kolesteroliin tasinmasinda
onemli rol oynar. Apo E iki lipoprotein reseptorii igin bir ligand gibi gérev goriir. Bu
reseptOrler LDL (veya apoB/E ) ve karacier apo E reseptdrii (veya LDL reseptorii ile
iligkili protein LRP/a2-makroglobulin reseptorii) diir. Bu reseptorler i¢in ligand gorevi
gordiigiinden, plazma lipoproteinlerinin metabolizma sonucunu belirlemede kritik bir rol
oynar. Dolaysiyla, kolesterol metabolizmasinda 6nemli gorevi vardir. Buna ek olarak,
kolesteroliin, proliferasyon ve onarim islevine giren hiicrelere tagnmasma katildis
samlmaktadir. Ayrica apo E’nin lenfosit yanitmin modiilasyonu ve diiz kas hiicresi
proliferasyonu ile yakindan iligkisi olabilir (50-52).
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2.3.3. Apo E Polimorfizmi ve Lipoprotein Metabolizmastyla Iliskisi

Apo E’nin polimorfik yapis ilk olarak 1970’lerde tantmlanmustir. Insan Apo E gen
yapisi polimorfiktir. Ug yaygin aleli (g, €3, €4) vardir. Bu ii¢ alelin alt: farkl: fenotipi tayin
edilmistir. Ugli homozigot (€272, €373, €414), Uil heterozigot (€43, €312, €412) dur. Bu alellerin
fenotipik gosterimi Eq/a, E313, E2n, Eas3, E3n2 ve Eap seklindedir. Bu ti¢ izoformun en yaygin
olam1 E31; fenotipidir.. Cesitli toplumlarda bu alellerin goriinme sikli1 €~0.0073; £3~0.783;
£4~0.1434 dir (53). Apo E polimorfizminin molekiiler temeli 112. ve 158. amino asitlerin
sistein-arginin degisimine dayanir. Apo E;’de 112. ve 158. amino asit sisteindir ve net yiik
(0) dir. Apo E4’de 112. ve 158. amino asit arginindir ve net yiik (+2) dir. Apo E3’de 112.

amino asit sistein, 158. amino asit arginindir net yiik (+1) dir (Tablo 1).

Tablo 1. Apo E alelinin amino asit degisimi ve molekiiliin net yiikii ile iliskisi

Allel  Amino asit degisikligi Kodon Degiskligi Net Yiik

112 158 112 158
€2 SISTEIN SISTEIN TGC  TGC 0
€3 SISTEIN ARGININ TGC  CGC +
€4 ARGININ ARGININ CGC CGC ++

Bu ozelliklerinden dolay1 Apo E alelleri LDL reseptorleri i¢in farkli afinite
gosterirler. Apo E’nin bilinen bagka mutantlart da vardir (Sekil 3). Bu aleller elektrik
yiikiinii degistirerek farkli elektroforez hareketleri gosteren E; (54), Es (55), E(56) dir.
Elektrik yiikiindeki degisiklik ancak yiiksek ¢6ziimleme giiciine sahip yo6ntemlerle
belirlenebilir (57). Bir mutasyon, apo E’nin net elektrik ylikiinii degistirerek varyant
proteinin normal izoformla birlikte hareket etmesine yol agabilir. Reseptore baglanma
bolgesindeki amino asit farkliliklan, iyonik etkilesimi degistirdiginden, reseptére olan ilgi
de degismektedir. 1992 yilinda yapilan bir ¢galismada apo Es ve apo E ; mutantlarimin farkli
afinite ile LDL reseptorlerine baglandig: gosterilmistir. Apo Es, reseptore afinitesi apo E;’e
gore iki katidir. Apo E; ise apo E;’ye benzer etki gostermistir. Bu sonuglara gére Apo

Es’in hiperkolesterolemi ve ateroskleroz igin bir risk olusturdugu bulunmustur (58).
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Sekil 3. Apo E’nin Mutantlan
2.3.4. Apo E polimorfizminin Plazma Lipid Diizeylerine Etkisi

Bir ¢ok populasyon g¢aliymasinda apo E alellerinin plazma lipid konsantrasyonlar:
tizerine etkili oldugu gosterilmistir. Ozellikle &4 alellerinin saghkh kisilerde plazma total
kolesterolii artirdif: ve nisbeten ateroskleroza yatkmhk sagladigi gosterilmistir. Tersine €,
alelinin, €,’e gbre plazma total kolesterolinde iki-li¢ kat azaltict etki g6sterdigi
belirlenmistir. Sonugta apo E polimorfizminin plazma total kolesterol diizeyi iizerinde %
8’¢ varan bir degisiklik etkisine sahip oldugu vurgulanmugtir. Apo E polimorfizminin bu
etkisi ¢gesitli reseptorlere, apo E izoformunun farkli afinite gdstermesinden
kaynaklanmaktadir (59).

Apo E; izoformunu igeren silomikron ve VLDL kalintilarinin reseptére baglanma
aktivitesinin yliksek oldugu ve karacifer tarafindan daha hizh hiicre i¢ine ahndig
bilinmektedir. Ayrica apoE’nin aracilik ettigi VLDL kalintilarimin LDL’ye déniigiim hizim
artrmaktadir. KaraciBere kolesterol transportu ve LDL olugum hizindaki artma, LDL
reseptor sentezini baskilamakta (down-regiilasyon) ve sonug olarak da LDL diizeyi daha
yiiksek olurken, silomikron ve VLDL kalintilarinin diizeyi daha diigiik olmaktadir (60).

Apo E, allelini iceren silomikron ve VLDL kalntilarimin reseptdre baglanma
aktivitelerinin  diigik olmas:1 ‘nedeniyle katabolizmalarmin daha yavas oldugu
bilinmektedir. E4 allelnin tersine, E; allelini iceren VLDL’lerin LDL’ye doniisiim hizlan
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daha yavastir. Karacigere azalmis kolesterol transportu ve LDL olusum hizindaki azalma,
LDL reseptdr sentezini uyanr (up-regiilasyon). E; alleline sahip bireylerde daha diigiik
LDL diizeyleri bulunurken silomikron ve VLDL kalintilanmin diizeyleri daha yiiksek olur.
Dolayisiyla artmis plazma trigliserid diizeyleriyle birliktedir. E; alleli diisiik apo B diizeyi,
E, alleli ise yiiksek apo B diizeyi ile birliktedir (60,61).

Apo E polimorfizminin total apo B diizeyindeki degisikliklere %12 katkis1 vardur.
Plazma HDL ve apo Al konsantrasyonlan {izerine apo E polimorfizminin asikar bir etkisi
gosterilmemigtir. Apo E genotipinin, plazma apo E konsantrasyonu iizerine nemli etkisi
vardir. €; yiiksek €, ise diisiik apo E konsantrasyonu ile birliktedir (62,63).

Apo E’nin, kolesteroliin taginmasinda ve lipoprotein partikiillerindeki roliine
jlaveten insanlarda bir ¢ok fonksiyonu vardir. Omegin Immiinoregilasyon, sinir
rejenerasyonu ve bir ¢ok lipolitik enzimlerin aktivasyonunu (hepatik lipaz, lipoprotein
lipaz, LCAT) artirir. Apo E,, apo E; ile kargilasgtinldiginda hepatik lipaz aktivitesi ve
lipoprotein lipaz aktivitesi lizerine daha az etkidir (64).

Apo E’nin fizyolojik sonuglanm &zetlersek;

1-LDL (ApoB/E) ve apo E (LRP) reseptorleri igin ligand gérevi goriir.

2-Apo E, VLDL, silomikronlar, silomikron kalintilann gibi trigliseridlerce zengin
lipoproteinlerin temizlenmesinde araci bir anahtar gibidir. Ayrica VLDL’nin LDL’ye
d6niismesinde de rol oynar. Apo E’nin dolasimda apo E igeren HDL’nin ayrilmasindan
sorumlu oldugu tespit edilmistir.

3-Apo E, lipoproteinler i¢in kolesterol ester transfer proteinin (CETP) afinitesini
artinr. HDL aracilikli ters kolesterol transportunun diizenlenmesine yardim eder.

4-Makrofajlardan salgilanan apo E, ¢Opgii reseptorler vasitastyla okside-VLDL’nin
alimmim inhibe eder ve makrofajlarin kopiik hiicresine doéniismesini engeller. Bundan
dolay1 makrofajlardan salgilanan apo E ilave bir yol olarak ters kolesterol tagimimin: saglar.

5-Apo E sinir rejenerasyonu ile ilgilidir (Immun cevabin hafiflesmesi, diiz kas

hiicrelerinin ve ndronun farklilasmasi ve /veya biiylimesi gibi).
2.3.5. Apo E’nin Klinik Onemi
Apo E polimorfizminin gesitli hastaliklarla olan iligkisi aragtinlmigtir. En ¢ok

aragtirlan hastaliklardan biri Alzheimer hastalii(AH) olup apo E4 allel frekansinin sikligi
tespit edilmistir (9,36,37). Schachter ve ark. 1994’de ilk olarak yiiz yagim asanlarda E,
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allel sikhgim tespit etmislerdir (65). Bu son belirleme uzun 6miirliiliikk ile saghk arasmndaki
iligkiye Onemli bir aciklama getirmistir. Hipertrigliseridemili hastalarda da apo E
izoformlan belirlenmis ve E; ve E4 alelleri sikhkla g6zlenmistir (66). Kardiyovaskiiler
hastalarda apo E polimorfizminin belirlenmesi ateroskleroza yatkinhgm ortaya
konulmasinda Onemli bir genetik risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (39,52).

Menzel ve arkadaslan (35) €; alellinin koroner ateroskleroz gelisiminde koruyucu
roli oldugunu ileri stirmiislerdir. Ayrica bir ¢ok klinik ¢aliyma ile €4 alellinin yagtyan
miyokard enfarktiislii kisilerde ve anjiyografik bulgulara gore bir risk grubunu olusturdugu
tespit edilmigtir. Apo E 4/3 heterozigot fenotipinin E 3/2 ve E 3/3 fenotipine gore erken
miyokard infarkth kisilerde daha yaygm oldugu goriilmistiir (8,39,52).

Eto ve arkadaslan (67), €; allelinin NIDDM’li hastalarda tip III ve V
hiperlipidemiyle, €, allelinin ise tip IIb ve V hiperlipidemiyle iligkisini géstermis ve her iki
allelin hipertriglisidemi dolayisiyla ateroskleroz gelisimine meyilli oldugunu vurgulamstir.

Giinimiizde apo €4 allel sikhiginin AH’da 3-4 kat belirgin arttif1 yapilan bir ¢ok
¢alisma ile ortaya konulmustur. Astrositlerde artrms apo E yapiminin olmast ve apo E’nin
amiloid plaktaki amiloid 6nciil protein AB’e olan afinitesi gelisen patolojik olayda temel
bozukluk olarak vurgulanmustir (68,69). Apo E’nin AH’daki bu spesifik rolii ortaya
konulduktan sonra, diger nérodejeneratif hastaliklarda da apo E alleli incelenmistir.

Aterosklerozun kroner arterlerde goriilme mekanizmasiyla, serebral arterlerdeki
aym temele dayandifindan, €4 allel sikhf1 serebrovaskiiler olaylarda da tespit edilmistir.
Ayrica ﬁ(i{ler hasarlar, Kortikal Lewy body hastahinda da g, allel sikigmn arttig:
tespit ed " \,\\QO). Buna ragmen, Creutzfeldt-Jakob hastahi1 (68), ailesel amiloidik
polinéropati (69\‘ \van sendromu (71), amyotrofik lateral sklerozis (72), Huntington
hastalig1 ve Parkinsot: “‘f\f\ahgmda (73) &4 allel sikhiginda 6nemli bir artis gozlenmemisgtir.

Behget hastahgl \WOJLSI bilinmeyen ve bir ¢ok klinik bulguyla seyreden bir
patolojik olaydir. Ailesel g Y meyllh olmasi, Noro-Behget tablosunun goriilmesi ve
genel hastalikla ilgili olarak pla\ug\ lipid ve lipoprotein metabolizmasinda degisikliklerin
olmasi bizi apo E polimorfizm.; ‘. bu hastalarda ortaya konulmas: gerekliligine
inandirmugtir. Giinimiizde bu iliskiyi gox . “a bir literatiir alismasma rastlayamadik.




3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Otoklav (Kermanlar)

37°C inkiibatsr (NUVE 500)

Mikrosantrifiij (Eppendorf 5810)

Manyetik karistirict (IKA Labortechnik)

Hassas terazi (MP-300, Elektronik Balance,Chyo)
Derin dondurucu (-85° Cultra/sw Freezer, NUAIRE)
Buz makinesi (Scotsman AF-10)

pH metre (Hanna Instruments 8416)

Mikrodalga firin (Beko 1550)

Sicak bloklar (hot dry block)

Su banyosu (BM 402, Niive)

Karistiric1 (Autovortex Mixer SA2)

Calkalayic1 (Thermolyne Type 65800)

Gii¢ kaynag1 (E C 105)

Elektroforez tanki (OWL)

UV iliiminat6r (Vilber Loutmat)

Polaroid kamera (Poloroid Gel Cam)

PAGE aparati (Embi Tec)

Termocycle (Techne)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
Otoanalizor (Hitachi 917, Behring BN II)
Deiyonize su cihazi (Burnstead)

Cam, plastik ve ependorf tiipler, ¢esitli cam malzemeler,



3.1.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Adr

Proteinaz K

Deoksi Adenin Trifosfat (dATP)
Deoksi Sitozin Trifosfat (dCTP)
Deoksi Guanozin Trifosfat (dGTP)
Deoksi Timidin Trifosfat (dTTP)
Taq Polimeraz

Primerler (TRB1 ve TRB2)

Afl Il Restriksiyon Enzimi

Hae II Restriksiyon Enzimi

pUC 19 DNA/Mspl (Hpall) Marker
Agaroz

Etidyum Bromiir

Tris baz

Sodyum kloriir
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Absolut etanol

%70 etanol

Akrilamid

N-N-metil bisakrilamid

N,N,N,'N' tetrametilen diamin (TEMED)

Amonyumpersulfat (APS)
Ksilen siyanol

Bromfenol mavisi

Asetik asit

Firma

SIGMA

PROMEGA
PROMEGA
PROMEGA
PROMEGA
PROMEGA
GENEMED
ROCHE

BOEHRINGER

MBI
SIGMA
SIGMA
SIGMA
MERCK
SIGMA
MERCK
TEKEL
TEKEL
SIGMA
SIGMA

SIGMA

SIGMA
SIGMA
MERCK
MERCK

Uriin Kodu

P0390
U1330
U1330
U1330
U1330
Mi861
20046248
1209183
693910
SM0221
A-6877
83H3634
58H5423
K837600
115F-0004
822050

107H0273
88H0478

T9281

127H10601
75H3728
1961422
R10-35

19
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3.1.3. Kullamilan Primerler

Apolipoprotein E’ye spesifik Zivelin ve ark. (74) tarafindan tanimlanan her biri
23bp olan oligomerler kullamld:.

TRBI1; 5° TCC AAG GAG CTG CAG GCGGCGCA 3’

TRB2; 5°GCC CCGGCCTGGTACACTGCCA ¥

3.2. Metodlar
3.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmasi

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Dermatoloji ABD’na 1998-2000 déneminde
bagvuran cesitli yas ve cinsiyette 30 Behget hastas1 ¢aligmaya alindi. Calismaya alinan
hastalann klinik degerlendirilmesi sirasinda bir kisminin aktif dénemde iken, bir kismi da
inaktif donemde oldugu belirlendi. Hastanede saglik kontroliinden gegen kontrol grubunun
anemnez, fizik muayene ve rutin klinik laboratuar incelemeleri sonucu higbir patolojik
bulgu tespit edilemedi. Kan rnekleri bir gecelik (12 saat) aghik dénemini takiben, brakial
venden alindi. Kan hiicre sayimu, eritrosit sedimentasyon hiz1 (ESH), DNA izolasyonu igin
antikoagulanth (Img/mL EDTA) vakumlu tiipler, total kolesterol (TK), trigliserid (TG),
HDL-Kolesterol (HDL-K), LDL-Kolesterol (LDL-K), apo Al, apo B, apo E igin ise
antikoagiilantsiz vakumlu tiipler kullaruldi. 20 dakikalik oda sicakliginda inkiibasyonu
takiben 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalar elde edildi. Giinliik
rutin analizler diginda kullamlacak 6mekler -85°C’de saklandi. DNA izolasyonu ise en geg
bir hafta iginde yapildt.

3.2.2. Lipid Parametrelerinin Tayini

Total kolesterol, trigliserid, HDL-K, LDL-K tayinleri Hitachi 917 analizériinde,
Roche Kkitleri kullamlarak yapildi. Trigliserid ve kolesterol tayini i¢in enzimatik-
kolorimetrik yontemler kullamildi. HDL-K tayini i¢in dekstran siilfat ile presipitasyondan
sonra enzimatik kolesterol tayin yontemi kullamldi. LDL-K diizeyi Friedewald formiiliine
gore hesaplandi.

LDL-K= (Total kolesterol) - (TG/5 + HDL-K)
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Apo E, apo Al ve apo B tayini mononoklonal immunopresipitasyon metoduna gére
nefelometrik olarak yapildi. Bu amagla Dade Behring (BNII) nefelometrisi ve orijinal
kitler kullanildi. Tiim analizler giinliik kalite kontrol ¢alismalarim takiben yapildi.

Lokosit sayimlar1 otomatik kan sayim cihazinda yapildi (STKS,Coulter). Eritrosit
sedimentasyon hizi klasik Westergren metoduyla bir saatlik olarak belirlendi.

3.2.3. Tam Kandan DNA Eldesi

Prensibi: Tam kandan DNA eldesi yiiksek tuz konsantrasyonunda gergeklestirildi
(salting-out). Tam kandan eritrositler hipotonik bir ortamda patlatildiktan sonra santrifiij
edilerek 16kositler ayristirildi. Sodyum kloriir-tris-EDTA (STE) ¢6zeltisi ile 16kosit pelleti
siispanse edildi. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve proteinaz K eklenerek, hiicre zarlarinin ve
proteinlerin hidrolizi gerceklestirildi. Bir gece inkiibasyondan sonra protein ve hiicre
artiklan yiiksek tuz konsantrasyonunda ¢Oktirildii. Saflagtirlan DNA etanolde
¢oktiiriilerek, genomik DNA elde edildi (75).

Cozeltiler:

1. Nuclei Lizis tamponu (STE): 400 mM NaCl, 10 mM Tris, 2 mM Na,EDTA
(pH:8.2) sterilizasyondan sonra 4°C’de sakland.

2. %10 SDS Cozeltisi (pH 7.2): Whatman filtreden siiziildikkten sonra oda
sicakhgnda sakland.

3. Proteinaz K C6zeltisi: 10 mg/ml olacak sekilde sulandirildi. -20°C’de saklanda.

4. Amonyum Asetat: 9 M hazirlandi. Whatman kagid: ile siiziildii. 4°C*de saklandi.

5.Tris-EDTA (TE) Tamponu: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA hazrland1 ve
sterilizasyon yapildi.

6. Yiikkleme Tamponu (loading buffer): % 50 Sukroz, % 0.1 bromfenol mavisi, %
0.1 ksilen siyanol, 50 mM EDTA (pH:8.0)

7. 10X’lik TAE tamponu (ylirlitme tamponu): 2 M Tris baz, % 5.7 glasial asetik
asit, 100 mM Na,EDTA-2.H,O (pH:8.5). Elektroforezde 1X’lik kullanild.

8. Etidyum bromid (0,5 pg/ml)
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Yontem
1. 10 mL kan 50 mL’lik tlipe alind1 ve {izerine 40 mL soguk steril distile su ilave

edildi.

2. 2-3 dakika hizl olarak ¢alkalandi.

3. 15 dakika 2500 rpm’de oda sicakliginda santrifiij edildi.

4. Siipernatan atilip pelletin iizerine 30 mL soguk distile su ilave edildi ve pellet

yikandi.

5. 15 dakika 2500 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatan yavas ve dikkatli bir sekide

dokiildii.

6. Pellet tlizerine 3 mL nuclei lizis tamponu eklendi ve hiicreler vortex ile

resiispanse edildi.

7. 200 pL %10 SDS, 150 pL proteinaz K ilave edildi (en son SDS ilave edilerek,

koplirmemesine dikkat edilir).

8. Tiip asag: yukan hafifce alt-iist edilerek bir gece 37°C etiivde inkiibe edildi.

9. 1 mL amonyum asetat ilave edilip 30 saniye hizlica ¢alkalandi.

10. Oda sicakhginda 15 dakika birakildi ve iki kat1 oraninda 4°C’de bulunan absolii

etanol eklendi. Dikkatli olarak alt-iist edilerek DNA toplandi.

11. Toplanan DNA pipet ucu ile ependorf tiipe aktarildi ve % 70’lik etanolde 2

dakika santrifiij edilerek yikandi.

12. DNA, pelleti iizerine 250 uL TE ¢ozeltisi eklenerek oda 1sisinda bir gece inkiibe

edildi.

DNA pelleti {izerine TE ¢ozeltisi eklenerek, 37°C’de bir gece inkiibe edildi. DNA
tamamen c¢oziilince 20 ul’si 980 ul saf suyla kangstirildi. 260 nm’deki absorbansi
olgiilerek, konsantrasyonu hesaplandi.

pg/ml konsantrasyon = OD,¢ x sulandirma katsayisi (50) x 50

DNA’nin 260 ve 280 nm’deki absorbansi da 6lgiilerek OD24p/OD5gp oranindan
verimi hesaplandi. Optik dansitenin 1.8’¢ yakin olmas: saflik agisindan iyi degerlendirildi.
Metodun hassasiyetinden dolay: izolasyon sonunda birbirine yakin saflikta DNA’lar elde
edildi. Bundan dolay: TE’de ¢6ziinen DNA’lardan direkt 10 pl ahindi ve yiikleme tamponu
ile kanstinldi. % 0.8’lik agaroz jele yiiklendi ve 60 volt akimda TAE elektroforez
tamponunda bir saat yuritildi. Jel etidyum bromid ile boyandi. DNA UV



23

kromozomal DNA’larin konsantrasyonlarma gére PCR reaksiyonunda kullanilmak iizere
100-200 ng/pl olacak sekilde diliisyonlar: hazirland:.

Resim 1: Izole edilen insan kromozomal DNA’larin %0.8 *lik agaroz jeldeki goriintiisii.
3.2.4. PCR ile Apo E Geninin Amplifikasyonu

Prensip: Genomik DNA’nm ¢ogaltilmak istenen bolgesinin iki ucuna 6zgii, bu
bolgedeki DNA dizisine komplementer, bir ¢ift sentetik primer kullamlarak, o bslgenin
enzimatik olarak ¢ogaltilmasi esasma dayanir. Ik asamada, DNA’nm iki zincirinin yiiksek
isida birbirinden ayriimas: saglanir (Denaturasyon). Ikinci agsamada, sicaklk diisiiriilerek,
primerlerin  kendilerine komplementer olan DNA dizilerine baglanmast saglamr
(Annealing). Son asamada ise taq polimeraz enzimi ortamda bulunan deoksi niikleotit
trifosfatlar1 (ANTP) kullanarak DNA zincirlerinin sentezini gergeklestirir (Extension). Bu
islem 25-30 kez tekrarlandifinda, istenilen bolge yaklagik bir milyon kez gogaltilmis olur
(74).



Cozeltiler
1. 10 X Taq Polimeraz Tamponu
100 mM Tris-HCI (pH 9.0)
500 mM KCI
%] Triton X-100
.10 mM dNTP kanigimi: 100 mM dTTP
100 mM dCTP
100 mM dGTP
100 mM dATP’en hazirlandi.

[

.25 mM MgCl,

. Primer karigimi (6 uM)

. Taq DNA Polimeraz (5 U/ul)

. %501k dimetil stilfoksit (DMSO)

[ N R

3.2.5. Amplifikasyon Kosullar

PCR reaksiyonu toplam 50 pl hacimlerde gergeklestirildi. Reaksiyon kangimi; S0
mM KCl, 10 mM Tris HC1 (pH 8.4), 1.5 mM MgCl,, 0.36 uM her bir primerden, 400 uM
her bir deoksiniikleotit trifosfattan (ANTP), 1U Taq polimeraz, %50’lik DMSO ve
deiyonize sudan olusan reaksiyon karigimi buz iizerinde hazirland:.

20 reaksiyonluk ana karigim (master mix) su sekilde hazirlandi.

10X Taq DNA polimeraz 100ul
MgCl, 25mM) 60ul
dNTP (10mM) 40ul
TRB1 + TRB2 (6puM) 60ul
Distile su 436ul
Taq DNA polimeraz (5U/ul) 4ul
DMSO 100ul

Buz tizerinde 250 ul kapasiteli PCR tiiplerine bu ana kangimdan 40 pl bolistiirilda
ve her bir tiipe 100-200 ng/ul konsantrasyonda hazirlanan 10 pl kromozomal DNA ilave
edildi. Negatif kontrol olarak steril distile su kullamldi. Omekler termocycle’a

yerlestirilerek amplifikasyon gergeklestirildi.
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3.2.6.PCR Program

94°C’de 1 siklus 5 dakika 6n denaturasyon yapildi.

94°C’de 1 dakika denatiirasyon
55°C’de 1 dakika yapigsma (annealing)
70°C’de 1.5dakika uzama (extension) olmak tizere 40 siklus olarak

gerceklestirildi. Tamamlanmamig zincirlerin polimerizasyonu i¢in 70°C’de 5 dak daha

bekletildi ve cihaz agilincaya kadar 4°C’de bekletildi.
3.2.7. Amplifikasyon Kontrolii

Restriksiyon tipleme y6ntemi i¢in enzimle kesme agamasindan dnce amplifikasyon
kontroliiniin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla PCR iiriiniinden 10-20 pl alinarak %2’1ik
agaroz jelde yliriitiildi. PCR iirtinii 218 bp biyiikliigiindedir. Bu iriinden 10 pl alarak
yiikleme tamponu ile kanstirildi ve jele yiiklenerek 60 voltta 30 dakika yiiriitiildii.

Ultraviyole lamba altinda tiriinler kontrol edildi (resim 2).

Resim 2: Apo E *nin amplifikasyon kontrolii. M; Molekiiler agirhik standarti puC19 DNA /
Mspl (Hpall) kullanildi.



3.2.8. Restriksiyon Tipleme Yontemi (RFLP) ile Apo E Genotipinin

Belirlenmesi

Prensip: Restriksiyon enzimleri, kendileri i¢in 6zgilin baz dizilimlerini taniyip, bu
bolgeden ¢ift sarmalh DNA’lar keserek, farkh uzunlukta DNA pargaciklarinin olusumuna
neden olurlar. Bir restriksiyon enzimi, aym DNA dizisine sahip farkli 6rneklerde, aym
uzunlukta DNA parcaciklarinin olusumunu gerceklestirir. Ancak, DNA dizisindeki bir
mutasyon, restriksiyon enzimine 6zgii tamma bdlgesinde degisiklige neden oluyorsa, bu
durumda farkh uzunlukta DNA parcaciklann olusacaktir. Apo E geninin, polimorfik
yorelerini igeren 218 bp’lik dizisinin amplifikasyon ile ¢ogalmasindan sonra, Afl III ve
Hae II restriksiyon enzimleri ile inkiibasyonu, polimorfik bolgelerdeki farkhi baz dizilimi
nedeniyle, farkl uzunluklarda DNA pargaciklarinin olusumuyla sonuglanacaktir (74).

Cozeltiler: N
1. Afl TII restriksiyon enziminin 6zgiin kesim noktasi: AC[AT] GT
.GC
TG [ TA]CA
cajt

2. Hae II restriksiyon enziminin §zgiin kesim noktasi:
¥
PuGCGCPy
PyCGCGPu
T
3. Hae I tamponu; (Cat. No. 693910)
33 mM Tris asetat
66 mM K asetat
10 mM Mg asetat
0.5 mM Dithiotheitol (pH 7.9)
Yontem: Amplifikasyon kontrolinden sonra, her Ornek i¢in asafidaki gibi
pipetleme yapildi.
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Amplifikasyon trinii 26 ul

Afl I (5U/ul) 0.5ul
Hae I1 (5U/ul) 0.5 ul
Hae Il tamponu 3ul

TOPLAM 30 ul

PCR iriinleri 37°C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra olusgan DNA

par¢aciklarinin goriintiilenmesi asamasina gegildi.

3.2.9. Poliakrilamid (PAGE) Elektroforezi

Prensip: Elektriksel alanda poliakrilamid jel tizerine aplike edilen DNA’larin
katotdan anoda dogru go¢ etmesi esasina dayamir. Orneklerin yanina uygun baz ¢iftine
sahip DNA marker kullanilmasi ile de belirli uzakliklara yiirtimils olan DNA bantlarinin
molekiiler agirlig saptanabilir.

Cozeltiler:

1. (% 40) Akrilamid:Bisakrikamid: (29:1) oraninda hazirlandi.

2. TEMED

3. % 10 APS:Giinliik hazirland:.

4, 1X Ydiriitme tamponu

Yontem: % 7.5’luk jel agsagidaki gibi hazirland:.

Jel (%) % 40 Akrilamid TEMED(ul) % 10 APS(ul) 1 X Yiiriitme
(ml) tamponu (ml)
7.5 4.5 24 240 19.2

Homojen olarak hazirlanan bu jel yavasca cam plakalar arasina bir enjektor yardimi
ile dokiildi. Uygun bir tarak koyularak polimerize olmasi beklendi. Polimerize olan jel,
1X’lik yiiriitme tamponu igeren elektroforez tankina verlestirildi ve tarak ¢ikarildi.
Enzimle muamele edilen trtinler inkiibasyon sonrasi 3 pl yiikleme tamponu ile karistirlip
65°C’de 10 dakika bekletilerek reaksiyon durduruldu. Afl III ve Hae Il restriksiyon

enzimleriyle kesilmis her 6rnekten 15 pl alinarak kuyucuklara yerlestirildi. Ayrica uygun
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bir marker da kuyucuklardan birine konuldu. Aplikasyon tamamlandiginda elektroforez
islemi baglatddi. 50 V akimda bir saat yiiriitiildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel
dikkatli bir sekilde etidyum bromiir igeren bir kaba alindi. Calkalayicida 10 dakika
boyandi. Daha sonra 10 dakika su iginde bekletilerek jelin artik boyalardan temizlenmesi
sagland1. UV 15ik altinda bantlar goriintiilenerek apo E genotipi belirlendi (resim 3).

M 1 2 3 4 5

501
489
404

331
242
190
147
111

Resim 3: Apo E’nin restriksiyon enzimleri ile kesim sonuglarmm g@sterilmesi.
M; Molekiiler Agirhk Standarti, 1; 218 (bp) iiriin, 2; E 4/4 genotipini, 3; E3/4
genotipin, 4; E 2/3 genotipini, 5; E 3/3 genotipini géstermektedir.

Afl 1T ve Haell restriksiyon enzimiyle apo E geninin &, &3, &, alellerinin

restriksiyon haritas: Sekil 4’de verilmektedir (74).
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AL TII Hae II Jelde
gbzlenen
baz dizisi
(bp)

E3| A|{CGTGT AGCGC|C |
Cys 112 Arg 158
l 50 { 145 { 23 —{ 145
Afl I *
E2| A|CGTGT AGCGC C |
LCys 112 Cys 158 | 168
l
50 168
| | !
* Hae I
E4| A CGTGT ACCCC|C |
Arg 112 Arg 158 195
i 195 } 23

Sekil 4. Afl IIl ve Hae II restriksiyon enzimiyle apo E geninin €5, €3 ve &4

allellerinin restriksiyon haritasi.
3.2.10. istatistiksel Analizler

Biitiin degerler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak ifade edildi. Gruplarin
normal dagihm uygunlugu Kolmogorov- Smirnov testi ile degerlendirildi. Bagimsiz iki
grubun Kkarsilagtinlmas: unpaired two-tailed (eslesmemis iki yonlii) student t testi ile
yapild. Apo E fenotiplerinin dagihm sikhgindaki farklilik x*-testi ile degerlendirildi.
Parametreler arasindaki iligki Spearmen testi ile incelendi. Farkli apo E fenotipindeki
lipoprotein degerleri arasindaki farklilik none-parametrik Kruskal-Wallis testi ile incelendi.
P<0.05 diizeyleri istatiksel olarak anlamh alind:.



4. BULGULAR

Behget hastalan ile saghkh kontrol grubu yas, cins ve viicut kiitle indeksi agisindan
anlamhlik géstermedi (Tablo 2).

Tablo 2. Behget hastalan ve saghkl kontrol grubuna ait demografik bulgular
Behget hastalar1  Kontrol grubu

N 30 51
Yas,yl 3848,6 3547,7

Cins(E/K) 18/12 29/22
BMI 25,0438 23,843,3

BMI: Body mass index (Viicut Kiitle Orany, kg/m?)

Hasta ve kontrol grubuna ait serum lipid, lipoprotein, apolipoprotein, ESH ve
I6kosit diizeyleri tablo 3°de goriilmektedir. Behget hastalarinda serum total kolesterol,
LDL-K, apo B diizeyi ve ESH kontrol grubuna gore anlamh yiiksek gozlenirken, diger
parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamh farklilik gézlenmedi.

Tablo 3. Behget hastalan ve saglikh kisilerde biyokimyasal parametreler

Behget hastalan ~ Kontrol grubu P
X+SD X+SD
Apo A (mg/dL) 120422 129+18,7 0,600
Apo B (mg/dL) 91422 78+21,0 0,009
Apo E (mg/dL) 3,7+0,7 3,940,9 0,312
Total kolesterol (mg/dL) 200441 1781428 0,005
Trigliserid (mg/dL) 133451 114445 0,078
HDL-K (mg/dL) 45+8,2 47485 0,302
LDL-K (mg/dL) 128438 111432 0,030
Lakosit (10°/uL) 8,1+4,8 6,042,0 0,067

ESH (mm/h) 18,6+17,4 7,5%5,3 0.000
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Her iki ¢alisma grubunda elde edilen lipid, lipoprotein ve apolipoproteinler
arasindaki iliskiler tablo 4’de goriilmektedir.

Tablo 4. Hasta ve Kontrol grubuna ait lipid, lipoprotein ve apolipoprotein
parametreleri arasindaki anlamb iliskiler: r(P)

Hasta grubu
Apo E Apo B Apo Al Total kolesterol
Total kolesterol 0,54 (0,002) 0,68 (0,001) - -
Trigliserid 0,47 (0,008) 0,47 (0,009) - -
LDL-K 0,48 (0,007) 0,62 (0,001) - 0,94 (0,001)
HDL-K - - 0,65 (0,001) -
Apo B 0,53 (0,002) - - -
Kontrol grubu
Total kolesterol 0,44 (0,001) 0,48 (0,001) - -
Trigliserid - 0,37 (0,007) -0,31 (0,026) -
LDL-K 0,31 (0,025) 0,53 (0,001) - 0,31 (0,025)
Apo B - - -0.30 (0.031) -

Behget hastalarinda apo E diizeyi, total kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid, ve
apo B diizeyleri ile anlamh korelasyon gdstermistir. Ayrica total kolesterol ve LDL-
kolesterol ile apo B arasinda ve HDL-kolesterol ile apo Al arasinda da anlamh iligkiler

tespit edilmigtir.

Kontrol grubunda ise apo E, total kolesterol ve LDL-K ile hasta grubuna gére daha
zayif bir iligki gostermektedir. Diger parametreler arasindaki iligkiler daha zayif olmakla
birlikte hasta grubundakine benzemekteydi. Apo E’nin hasta grubunda total kolesterol,
trigliserid, LDL-K, ve Apo B ile olan iliskisi sekil 5, 6, 7 ve 8’de goriilmektedir. Kontrol
grubunda ise Apo E’nin total kolesterol ve LDL-K ile olan iligkisi sekil 9 ve 10°da

goriilmektedir.
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Behget hastalar1 ve kontrol grubuna ait allel sikhig: ve fenotip dagilim tablo 5°de

verilmistir.

Tablo 5. Behget hastalifinda ve saglikli kontrol grubunda Apo E fenotipi ve alel

siklig1

Behget hastalig: Kontrol grubu
Fenotip n=30 Goriilme siklig1 (%) n=51  Goriilme sikhig1 (%)
E3/3 50 29 56,9
E3/4 8 26.7 13 25,5
E2/3 6 20 9 17,6
E4/4 1 3.3 - -
Alel siklig1
€ 10 8,8
€3 733 78.4
€4 16.7 12.4

Gerek hasta grubunda gerekse kontrol grubunda E;; fenotipi sirayla % 50 ve %
56.9 ile en yiiksek oranda gozlendi. €; allel sikhig ise hastalarda 73.3, kontrol grubunda ise
78.4 oramnda gbzlendi. Hasta grubunda bir kiside Eq4 fenotipi gézlenirken saglkh

kontrollerde E; fenotipi gozlenmedi. E;» ve Es fenotipleri her iki grupta da tespit
edilmedi. Her iki grup fenotipik dagilm sikli1 agisindan karsilagtinldigimda aralarinda
anlamh fark gozlenmedi. (x*=1.930, df=3). Her iki grubun lipid ve lipoprotein degerleri
tespit edilen fenotiplere gére incelendiginde tablo 6 ve 7°deki degerler elde edildi.

Tablo 6.Behget hastalarmin fenotipi ile lipid parametrelerinin kargilagtirilmas:

E3/3 E3/4 E2/3 E4/4 P

(=15)  (=8)  (@=6) (o=)
Apo E (mg/dL) 3,640,7 3,9+0,8  3,740,5 2,5 0,46
Apo A (mg/dL) 1214279 124+16,2 11848,7 91 0,41
Apo B (mg/dL) 924202 93+150 90437,5 75 0,75
Total kolesterol (mg/dL) 209+46,3 191+30,9 1924432 185 0,66
Trigliserid (mg/dL) 137+58,5 1344258 1244382 141 0,94
HDL-K (mg/dL) 44480 45%102  4617,3 39 0,89
LDL-K (mg/dL) 137442,8 1194258 12044286 118 0,65

P<0.05 istatiksel anlamh (Kruskal-wallis testine gore)
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Tablo 7. Saghkl kisilerin fenotipi ile lipid parametrelerinin kargilagtiriimas:

E3/3 E3/4 E2/3 P
(0=29) (n=13) (n=9)

Apo E (mg/dL) 4,0+0,9 3,8+0,9 3,740,7 0,39
Apo A (mg/dL) 128419,7  130£154  130+21.4 0,84
ApoB (mg/dL) 80+21,8 784224 69152 0,35
Total kolesterol (mg/dL)  182431,3 1734247 1704223 0,55
Trigliserid (mg/dL) 1194498  119+42,1 944239 0,31
HDL-K (mg/dL) 4617,7 474103 479,22 0,98
LDL-K (mg/dL) 1154347  106133,3  104,3+24,1 0,72

P<0.05 Istatiksel olarak anlamli (Kruskal-wallis testine gore)

Bu degisiklikler istatistiksel olarak anlamlh olmamasina ragmen, €353 fenotipinde
diger iki tipe oranla total kolesterol, LDL-K, diizeyinde hafif yiikseklik, HDL-K diizeyinde
ise hafif diigikliik g6ze ¢arpmaktadr. Her iki grubun fenotiplerine gore lipid diizeylerini
kargilagtirdigimizda E;; fenotipinde, total kolesterol ve LDL-K diizeyi hastalarda kontrol
grubuna gore yiiksek tespit edildi (P<0,05). Diger parametreler arasinda anlaml farkhhk
g6zlenmedi.

Behget hastalar1 ve kontrol grubundaki lipid parametrelerini apo E fenotipine gore
ayirip inceledigimizde gerek hasta grubunda gerekse kontrol grubunda fenotipler aras: lipid
diizeylerinde anlamh degigiklikler g6zlenmemistir (Kruskal-wallis testine gore) .



5. TARTISMA

S.1. Metod Tartismas

Apolipoprotein E plazma lipoproteinlerinde bulunan bir ¢ok apolipoproteinden biri
olup plazma kolesterol ve trigliserid metabolizmasinda gok Snemli rolii vardir. Aterojenik
lipoproteinlerin baginda gelen LDL ve silomikron kalintilan igin ligand gorevleri
gosterildikten sonra 6nemi daha da artmuigtir. Apo E proteinin polimorfik olusu gesitli
hastaliklarda ozellikle kroner arter hastahf ve Alzheimer hastalifn igin risk
olugturmaktadir. Apo E polimorfizmindeki gelismeler de bu aragtirmalara hizli bir sekilde
eslik etmigtir.

Apo E izofomlan gesitli aragtirmacilar tarafindan &nerilen fenotipleme ve
genotipleme ySntemleri ile ayirt edilebilmektedir.

Fenotipleme: Proteinin yiikiindeki farkhiliktan dolay1 apo E izoformlan izoelektrik
odaklama (izoelectric focusing=IEF) ile ayirt edilebilmektedir (76). Bu metod da IEF’la
ayirimdan 6nce, VLDL nin ultrasantrifugasyonla izolasyonunu gerektirmektedir. IEF’dan
sonra protein bandlan protein boyas: ile gériilir hale getirilir. Fakat bu metod yogun bir
laboratuvar galigmas: ve biiyiik hacimlerde plazma gerektirmektedir. Ayrica ultrasantrifiij
gibi &zel bir cihazin VLDL izolasyonu igin kullamlmas: nedeniyle, bu metod her
laboratuvar sartlan igin uygun degildir. Ultrasantrifugasyonla ¢alismanin getirdigi bir
dezavantaj da smurli sayida numunenin incelenebilmesidir. Son zamanlarda IEF ile
fenotipleme islemi apoE’ye kars1 antikorlarin kulanilmastyla basitlegtirilmistir (PAG-IEF
Immunoblotting). Plazma émekleri direkt IEF’e konur ve sonra nitroseliiloz membrana
transfer edilir. Apo E yapisi immunoblot iglemiyle gosterilir (77). Bu amagla bir ¢ok
elektroforez y6ntemi farkli aragtirmacilar tarafindan uygulanmustir.
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1) Poliakrilamid jel-Izoelektrik focusing (PAG-IEF) (77)
2) IEF-immobiline (78)

3) SDS-PAGE (79)

4) PAG-IEF Immunoblotting (80)

5) IEF-Agaroz (81)

Bu metodlar izoelektrik odaklama yGntemine gére ¢alistigr igin, bilinen ii¢ allelin
disinda olan ve net yiikii bu allellere benzeyen nadir amino asit degisikliklerini
belirleyemezler. Ayrica Apo E’nin yapisina enzimatik olarak sialik asit birimlerinin
takilmasi ve nonenzimatik glikolizasyon gibi, post translasyonel modifikasyonlar proteinin
izoelektrik noktasim  degistirdiginden, fenotipin yanlis yorumlanmasina neden
olabilmektedir. Ozellikle E4/4’den, E 43 *ii ve E 33°den E3’yi ayirmak ¢ok zor olur (82).

[mmunoblot isleminin IEF’le birlesmesiyle plazma hacmi mikrolitre diizeylerine
kadar azaltildi ve tiim iglemin siiresi bir giinde tamamlanacak diizeye getirildi. Ayrica,
serum Srneklerinin —70°C’de 15 y1l gibi saklanmasinin apo E fenotipinin belirlenmesine
etki etmedigi de gosterilmistir. Bdylece Immunoblot-IEF metodunun ilk tanimlanan IEF
metoduna gore bir ok avantajlar vardir. Bunlar:

1-Kii¢iik miktarda serum veya plazma kullaniimasi

2-VLDL izolasyonu i¢in ultrasantrifiij kullanma ihtiyacinin olmamasi

3-Aym anda biiyiik miktarlarda niimiinenin ¢aligilabilmesi

4-Donmus numunelerin de bu yontemle ¢alisilabilmesidir.

Genotipleme: Apo E geninin belirlenmesinden sonra PCR temeline dayali metodlar
gelistirilmistir. Amplifikasyon basamag basarihi bir gekilde yapildiginda DNA metodlar
dogru sonuglar saglarken, bunlar her zaman protein ayirma metodlarina (Fenotipleme)
tstiin degildirler. Genotipleme 6zellikle E3;3’li E3»’den ayirmamin zor oldugu durumlarda
¢ok yararl olur (64). Ayrica genotipleme metodu, 6zellikle ii¢ allelle aym net yiike sahip
bilinen farkl bir varyant1 ortaya koymada ¢ok onemlidir. Fakat genotipik metodlarin ¢ogu
net yiikiinde farklilik sergileyen ve IEF ile tespit edilebilecek yeni nadir bir varyanti
yakalayamaz.

Apo E genotiplemesi niikleotid dizi degisikligini belirlemeye dayanir. Apo E

genotipinin direkt belirlenmesi farkli yontemlerle gosterilebilir.
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1) Allele spesifik oligoniikleotidler (ASQ) ile hibridizasyon (83)

2)PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length

Polymorphysm) (84)

3) PCR-Dotting metod (85)

4) PCR- DNA melting metod (86)

5) Single strand comformational polymorphism (PCR-SSCP) (87)

6) Amplification Refractory Mutation System (ARMS) (88)

PCR-DNA melting metodu tek baz degisikligini belirleyebildiginden daha ¢ok yeni
bir varyantin belirlenmesinde ¢ok faydal olur. PCR-SSCP teknigi ¢ok hassas olup nadir
mutasyonlan tespit edebilir. Fakat bu metod tuz konsantrasyonu ve sicaklik gibi deney
sartlarina oldukca hassastir (87).

Southern blott tekniginin biiyiik miktarda genomik DNA gerektirmesi ve radyoaktif
isaretli problari kullanmasindan dolayr PCR diizenine dayali metodlar bu metodun yerini
almustir.

Bu metodlar (83,84,85,86,87,88) icinde American Association of Clinical
Chemistry (AACC)’in tavsiye ettifi ve en yaygin kullamlan PCR- RFLP (84)
¢alismamizda kullanilmugtir.

Hixon ve arkadaslan (89) tarafindan ilk olarak 1990°da Hha I restriksiyon
endoniiklazlan ile genomik DNA'nin kesilmesi ve PCR ile gogaltilmasi sonucu olusan
fragmentlerin elektroforetik analizine dayali metodu (PCR Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism=PCR-RFLP) gelistirmiglerdir ve yaygin olarak giniimiizde de
kullamiimaktadir. Hha I enzimi ile kesimden sonra 5 restriksiyon fragment (91, 83, 72, 48
ve 35 bp ) olusur. Apo E-g4’tin Hha I ile kesimi sonucu olusan altinci fragmentin gok
kiicitk olmasindan (19bp) dolay1 bu iiriiniin degerlendirilmesi gok zordur (89). Ayrica Hha
I ile inkomplet kesimlerin olugmasi istenmeyen sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu
nedenle Zivelin ve arkadaslan 1997°de daha spesifik kesim yapabilen iki farkli restriksiyon
endoniikleaz: kullanmigtir (AfI Il ve Hae I) (71). Sekil 4°de goriildiigii gibi Afl II 112.
kodonu, Hha II ise 158. kodonu tanir ve keser. Olugan biiyiik fragmentler (145 bp = €3 168
bp = &, 195 bp =e4) daha kolay bir sekilde PAGE veya agaroz jelde belirlenebilmektedir.
Calismamizda diZerlerine gore avantajli olmas: nedeniyle, Zivelin ve arkadaslarinin (74)

Onerdigi metod laboratuvar sartlanimizda optimize edilip kullanilmgtir.
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Optimizasyon Tartiymasi: DNA izolasyonu literatiirde belirtildigi gibi yiiksek tuz
konsantrasyonunda  gergeklestirildi. DNA izolasyonunda kullandigimiz metodun
hassasiyetinden dolay: birbirine yakin saflikta DNA’lar elde etmeyi bagardik (resim 1).

Literatiirde Onerilen master mix kangimindaki bazi parametreler degistirilerek en
iyi iriin veren konsantrasyonlar1 bulmaya g¢aligik. PCR protokoliine goére bizim
modifikasyon yaptifimiz parametreler dNTP, primer konsantrasyonu ve Taq DNA
polimeraz konsantrasyonu oldu. Yaptigimiz pek ¢ok deneme sonucunda gorditk ki;
Literatiirde onerilen 0.2 mmol/L. ANTP yerine 0.4 mmol/l, 500nmol/L. primer karigim
yerine 360 nmol/L, 0.6 U taq polimeraz yerine 1 U kullandifimizda yogun ve goriintii
agisindan simirli olmayan, temiz iriinler elde etmeyi bagardik (resim 2). Tiim bu
denemeler neticesinde elde ettifimiz {irlinlerin konsantrasyonu bir sonraki agamada
kullanacagimiz restriksiyon enzimleri ile kesilebilecek miktara getirdik PCR programu ise
denatiirasyon, yapisma ve uzama siireleri literatiirden farkli olarak 30 sn daha uzatilarak
(Bolim 3.2.6’da verildigi gibi) yapildi.

Restriksiyon enzim miktan literatiirde 6nerilenden farkh olarak, Afl II’den ve Hae
I’den 2.5 U, alinarak yapildi. Yaptifimz denemeler de iiriinler enzim ile 2, 4 ve 24 saat
inkiibasyona birakildifinda en iyi goriintliniin 4 saat sonraki kesimde oldugu gorildii
(resim 3). Zaman avantaji nedeniyle literatiirde Onerilen 24 saat yerine 4 saatlik
inkiibasyon tercih edildi.

5.2. Bulgularin Tartiymasi

Behget hastalifn akut ataklar ve remisyon donemleri ile karakterize kronik
inflamasyon tablosudur. Multisistemik bir tutulum ve organ patolojisi s6z konusu olup
primer histopatolojik olay genel bir wvaskiilit tablosudur. Yapilan ¢alismalarda
inflamasyonun tipik bulgulari hastaligin aktif doneminde daha belirgin olmak iizere ortaya
konmustur. PMN l6kositlerin fonksiyonlarinda (kemotaksiz, fagositoz, siiperoksit anyon
tiretimi(O) ve lizozamal enzim aktivitesi gibi) artiglar gosterilmigtir (90,91).

Yapilan caligmalar aterosklerozun geligiminin bir kronik inflamasyon tablosuna
benzedigini gostermektedir. Romatoid artrit (RA), sistemik lupus eritematosus (SLE) gibi
kronik inflamatuar hastaliklarin, yiiksek kardiovaskiiler mortalite ile iliskili oldugu
gosterilmigtir (92). Bu oranlara bakildiginda, SLE’nin miyokard infarktiisii igin 50 kat,
RA’mn kardiovaskiiler hastaliktan 6liim orammnin ise iki kat arttii goriilmektedir (93).
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Ayrica vaskiiler endotelial hasarin aterosklerozda ilk olay oldugu ve aterosklerotik bir gok
risk faktSriiniin endotelial disfonksiyonla iligkisi oldugu vurgulanmistir (94). Bu nedenle
BH hem kronik inflamatuar seyri hem de genel vaskiilit tablosundan dolay: aterosklerotik
bir zemine sahiptir. Ayrica yapilan bir ¢ok ¢aligmada Behget hastaliinda endotelial
disfonksiyon (95) ve inflamatuar aktivite gosterilmigtir (96,97).

Behget hastalifindaki lipid diizeylerini inceleyen ilk ¢alismalardan biri 1982°de
Ohguchi M. ve arkadaglan (98) tarafindan yapilmis ve P-lipoproteinlerin hastalarda
yitkseldigini g6stermiglerdir. Daha sonra 1988 yilinda Mitamura ve arkadagslan (99) Behget
hastalifinda kan lipid diizeylerini aragtimuglar ve HDL-K, apo Al seviyelerini kontrol
grubuna gore anlamli derecede diigiik bulmuslardir. Total kolesterol ve trigliserid
diizeylerini ise istatistiksel olarak anlamsiz bulmuslardir. Lipid ve lipoproteinlerle ilgili
yapilan ¢alismalarin bir ¢ogunda kan kolesterol diizeyi ile HDL diizeyleri arasinda ters
iliski oldugu gosterilmistir. Bu ilk iki ¢alisma da bu agidan birbirini desteklemektedir. Bu
konudaki laboratuvarimizdaki ilk galigmalar 1994 yilinda basladi ve yeni bir lipoprotein
olan Lp(a) {izerine yogunlast1 (100). Bu ¢aligmalarda Lp (a)’nin BH’larinda artmig oldugu
ve bu artiginda hastaliin klinik aktivitesiyle iligki gosterdigi tespit edilmigtir. Ayrica, total
kolesterol, LDL-K ve apo B diizeylerinde Behget hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek
gézlenirken, trigliserid diizeylerinde anlamli farkhlik g6zlenmemistir. Yine Oonceki
¢alismalanmizda HDL-K ve apo Al diizeyleri hasta grubunda saglikhi gruba gére anlamlh
diigiik degerler gozlenmigtir (6,7). Bu bulgular Mitamura ve Ohguchi bulgulanyla uyumlu
goriilmektedir. Ilerleyen ¢alismalarimizda, BH’da lipid ve lipoprotein diizeyindeki
degisikliklerin, hastaligin aktivitesiye iligkili oldugu gézlenmigtir (101). Inaktif BH’nin
lipid profili hemen hemen kontrol grubuyla benzerdi. Bu bulgularin 1181 altinda kronik
aktif inflamasyon tablosu sergileyen BH’min bu inflamatuar siire¢ iginde lipid
metabolizmasimi etkiledigi goriisi bizde hakim olmustur. Bu nedenle diger kronik
inflamatuar hastaliklarda g6zlenen artmug aterosklerotik meyilin BH’da olabilecegi goriisii
ileri stirtilmiigtiir.

Bu ¢alisma da, plazma lipid, lipoprotein ve apolipoprotein diizeyine baktifimizda,
total kolesterol, LDL-K ve apo B konsantrasyonlar1 Behget hastalarinda kontrol grubuna
gére yliksek gozlenmistir (Tablo 3.). Trigliserid diizeyleri her iki grupta diger
parametrelere gore daha fazla dagimik sonuglar gosterdiginden, Behgetli hastalarda yiiksek
olmasina ragmen istatistiki olarak anlamsiz g6zlenmistir. Daha onceki ¢alismalanmizda
total kolesterol, LDL-K ve apo B diizeylerinde benzer sonuglar elde edilirken, trigliserid
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diizeylerinde mevcut galismanin aksine Behget grubunda diisiik degerler g6zlenmigtir.
Yine onceki ¢aliymamizda HDL-K ve apo Al diizeyleri hasta grubunda saglikli gruba gére
anlamh digik bulunurken bu ¢aligmada iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark
olmadif1 goézlenmistir. Bu g¢alismada gézlenen lipid diizeylerindeki degisikliklerin daha
Once tespit ettifimiz degisikliklerle bazi parametrelerin uyusmamasim, bu ¢ahsmada
secilen BH’'min klinik aktivitelerinin farkli derecede olmasindan kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir. Apo E diizeyleri BH’da ilk olarak bu g¢alismada degerlendirilmistir.
BH’da kontrol grubuna gore anlaml: fark gézlenmemistir.

Hasta ve kontrol grubundaki lipid ve lipoproteinlerin, apo E ile olan iliskisi tablo
4’de verilmistir. Behget hastalarinda apo E diizeyi, total kolesterol, LDL-K, trigliserid ve
apo B diizeyleri ile anlamli korelasyon gostermistir. Ayrica total kolesterol ve LDL-K ile
apo B arasinda ve HDL-K ile apo Al arasinda da anlamli iligkiler tespit edilmistir. Kontrol
grubunda ise apo E, total kolesterol ve LDL-K ile hasta grubuna gore daha zayif bir iliski
gostermektedir. Diger parametreler arasindaki iligki daha zayif olmakla birlikte hasta
grubundakine benzemektedir.

Calisma grubuna aldigimiz hastalar klinik olarak degisen derecelerde aktiviteye
sahiptiler. Hastalarn PMN I6kosit diizeylerine baktijimizda, kontrol grubuna gére
yaklagik % 30 artmus olmasina ragmen bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir.
Hastalann klinik aktivitelerindeki genis dagihm, PMN I6kosit diizeylerinde de
gbzlenmektedir.

Behget hastalan ve saghkh kontrol grubuna ait apo E fenotip ve allel dagilim siklig
tablo 5°de goriilmektedir. E3;3 fenotipi her iki grupta da en sik goriiliirken, Ea/4 fenotipi
hasta grubunda bir kiside (n=30), saglikhh kontrol grubunda rastlanmamugtir (n=51).
Fenotip dagilim sikhifina baktigimizda istatiksel olarak anlamli fark géziikmemektedir.
Yine allel sikh@ agisindan degerlendirdigimizde, her iki grup arasinda anlamli farklihk
yoktur. Saglikli grupta allel siklif1; €; :8.8 €3.78.4 ve £4:12.7, seklindedir. Bu konuda daha
genis capta yapilmis ¢ahismalara baktigimizda Mahley ve arkadaslan (102) 8366 kisilik
Tiirk populasyonu iizerinde yaptigx ¢aligmada bu frekans: sirayla, €;:6.1, £3:86.0 ve £4:7.9
seklinde bulmustur. Malle ve arkadaslari Almanyada yasayan Tiirkler lizerinde yaptif
¢alismada (n=240) bu dagilim sikligin sirayla, €;: 4.8, €5:88.5 ve £4:6.7 olarak bulmustur
(103). Saglikli kontrol grubumuzun biiyiikliigiiniin bdyle bir dagilim sikligim yansitma
agisindan diger ¢aligmalara gore yetersiz oldugunu diisiinmekteyiz.
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Behget hastalig ile saglikli kontrol grubunun apo E allel siklif1 arasinda istatiksel
olarak farkhlik gdzlenmemesine ragmen, hasta grubunda (n=30) bir kisinin E4/4 olmas1 ve
g4 allel sikhginin %16.7 goézlenmesi vaka sayilan artinldiginda bu oran nasil degisir
sorusunu akla getirmektedir. Behget hastahfimin ¢ok yaygin goriilmemesi bu sayiyr
artiramamizdaki en 6nemli nedendir. Ayrica Mahley ve Malle’nin yaptig: ¢alismalarda €4
allel siklifina gére (sirayla %7.9 ve % 6.7) hastalarin €4 allel sikhgimi kargilastirdifimizda
(%16.3) belirgin bir yiikselisten s6z etmek miimkiindiir.

Eskandari ve arkadaslann (104) 1997°de Adana bdlgesinde yaptiklan 75 kisilik
saglikli populasyon taramasinda g4 allel sikligim %11.3 olarak belirlemislerdir. Bu deger
bizim ¢aligmamizdaki hasta ve saglikli kontrol degerlerine daha yakin goriilmektedir.

Apo E’nin genetik polimorfizmi tek bir gen lokusunda €; €3 ve €4 gibi li¢ allel
tarafindan kontrol edilir. Bu da ii¢ maj6r izoprotein (E,, E; ve E4 ) amino asit degisimi ile
sonuglanir. Bu izoproteinler, lipoprotein reseptérleri igin apo E tasiyan lipoproteinlerin
afinitesini belirler. Bu izoproteinleri reseptdr afinitesi en diiglikten yliksege siraladifimizda
E; E; ve E, seklindedir. Sonugta afinite farklihfina bagh olarak bireyler arasinda apo E
polimorfizmine bagli olarak plazma lipid ve lipoprotein konsantrasyonlarinda da farklihik
gozlenmektedir. €, alleli diisik plazma kolesterol, LDL-kolesterol ve apo B
konsantrasyonlar1 ile birlikte iken, €4 allelinde ise bu konsantrasyonlar en yiiksek
diizeydedir (59).

Manke ve arkadaslan (105) familyal defektif apo B-100°lii hastalarla normal
populasyonu, apo E genotipleri agisindan karsilastirmiglar ve kontrol grubunda E 2/2
genotipi diisiik, total ve LDL-K, E 4/4 genotipi yiiksek, total ve HDL-K diizeyleriyle
iliskili oldugunu gostermislerdir. Ayrca trigliserid konsantrasyonunun E 2/2 genotipli
bireylerde yiiksek oldugunu gostermislerdir. Bu ¢alijmada apo E allellerinin lipid
parametreleri {izerine olan etkisi de incelenmigtir. Genel olarak €, allelinin LDL ve HDL
kolesterolii, €3 allelinin trigliseridi distiriicli ve €4 allelinin ise total ve LDL kolesterolii
yiikseltici etkisinin bulundugu sonucuna varilmstir.

Ik olarak 1989°de Shimano ve arkadaslari (106) E4 alleli ile Alzheimer hastahign
(AH) arasindaki iligkiyi tammlamigtir. Yaklagik g4 allel sikligimn AH’de iki kat arttigim
gOstermigtir. Iki y1l sonra Dicdrick ve arkadagslan (107) AH’da astrositlerin artmuis apo E
sentezini gostermistir. Daha sonra bir seri ¢aliyma dizisi apo E4 allel sikh@ ile AH
arasindaki bu iligkiyi teyid ediciv‘bulgular sunmugslardir (69,73) Buna ragmen baz



norodejeneratif hastaliklarda Creutzfeldt-jakob hastaligi (68), ailesel amiloidik polinoropati
(69), Down sendromu (71), amiyotropik lateral sklerosis (72), ve Huntington hastahifx (73)
gibi hastaliklarda &4 allel sikhginda artig tespit edilmemistir Parkinson hastalifinda ise
tartismali bulgular mevcuttur (70,72). Multiple sklerosis (108) ve Romatoid artritit
(109)°de ise &3 alleli en yaygin allel olarak bulunmugtur. Epilepsi (110) ve gut hastahginda
(111) ise apo E polimorfizminin etkili olmadig1 yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.

Hastalan ve kontrol grubunu mevcut g6zlenen fenotiplere gore ayirip, bu gruplara
gore lipid, lipoprotein ve apolipoprotein diizeylerini inceledigimizde tablo 6 ve 7°deki
bulgulan gézlemekteyiz. Lipidlerle ilgili bu parametreleri inceledigimizde, saglikli kontrol
grubunda gozlenen Ejs (n=29); Ess (n=13); ve Es (n=9) fenotiplerine gore lipid
diizeylerinde gézlenen degisiklikler istatiksel olarak anlaml degildi. Yapilan g¢aligmalara
gore E3;s genotipindeki kolesterol degerlerine gére diger genotipler degerlendirildiginde
Ean ,Eas ve Eys’de total kolesterol, LDL-K, apo B diizeylerinde azalma E3;4 ve Eyq
genotipinde ise total kolesterol ve LDL-K’de ise belirgin artiglar goriilmektedir (63,112-
114). E3;5’e gore total kolesterol diizeylerine baktigimizda Ejs’de beklenenin aksine 8
mg/dl, Ey;°de ise beklenilen yonde 11 mg/dI’lik bir azalma s6z konusudur. Yine plazma
trigliserid diizeyi agisindan degerlendirdigimizde Ejs3’de artiy beklenmesine ragmen
belirgin bir diisiis (21 mg/dl) goriilmektedir. Bu sonuglarin ortaya ¢ikmasinda yine E;s
grubunda dokuz kisinin bulunmasinin 6nemli bir faktor olabilecegini diisiinmekteyiz. HDL
ve Apo Al konsantrasyonlarinda belirgin bir degisikligin olmamasi literatiir bilgileri ile
uyusmaktadir (114-116).

Apo E diizeyleri her ii¢ genotipte de birbirine ¢ok yakin ortalama deger elde
edilmesine rafmen bireyler arasinda olduk¢a dafinik sonuglar elde edilmesi yine
literatiirlin tersine fazla etkilenmedigini bize diigiindiirmektedir (106-107).

Behgetli grupta total kolesterol ve LDL-K diizeyleri Kontrol grubuna gore yiiksek
olmasina ragmen genotiplere gore aralarinda anlamlh fark gozlenmemektedir. Trigliserid
konsantrasyonu yine saghkli grupta oldugu gibi E3;’e gére Ey;3 grubunda 14 mg/dl’lik bir
dusiikliik gostermektedir.

Bu sonuglardan da anlasildigi gibi hasta grubu ve saglikli kontrol grubunda
genotiplere gore plazma lipid ve lipoprotein konsantrasyonlarinda literatiir bilgilerinin
aksine anlamli degisiklikler g6zlenmemektedir. Bu sonucun ortaya ¢ikmasindaki en 6nemli
faktérlerin, ¢aligmaya alinan gruplardaki saymmn diisiik olmasi ve Ozellikle hasta
grubundaki Dbireylerin klinik siddetlerinin  degigikliginden dolay1 plazma lipid
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diizeylerindeki degisikligin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, 51 kisilik saghkli kontrol
grubunda E4y alleline rastlanmamasma ragmen 31 kisilik hasta grubunda 1 tane Eiu
alleline rastlanmasinin tesadiifi olup olmadif1 ¢alisma gruplarmmn sayilarindaki artislarla
ortaya konabilecek bir durumdur. Behgetli hastalarin lipid diizeylerindeki degisikliklerin
gozlenmesi ve vakalarin bir kisminda norolojik bozukluklarin gézlenmesi bizi literatiirde
mevcut olmayan Behget hastalifi ve apo E polimorfizmi incelemeye ydnelten en 6nemli
nedenlerdi.

Calismamizda Behget hastalarmin apo E genotiplemesinin ve apo E allel
dagihminn saghkh kontrol grubundan anlamh farkh olmadigi, fakat lipid ve lipoprotein
diizeylerinde anlamh farkhbklar oldugu goézlenmigtirr Daha Onceki ¢ahgmalarmizda
BH’nin aktif ve inaktif donemleri arasinda lipid ve lipoprotein metabolizmas1 ySniinden
farkhiiklar gbzlenmistir (6,7). Bu ¢aligymada hasta grubunun klinik aktivitelerinin farkh
olmasi, literatiirle uyumsuz sonuglarin ortaya ¢ikmasma neden olan en Snemli faktSrdiir.
BH’nin toplumda goriilme sikhfmin diisik olmast ¢ahsmaya ahnan kisi sayismi
kisitlamgtir. Fakat, hasta grubunda goriilen E,4 genotipinin (n=1), saghkl grupta
goriilmemesinin tesadiifi olup olmadigi hasta grubunun vaka sayisi artirilarak ortaya
koyulmahdir. Ayrica ailesel Behget’li vakalarda apo E genotiplemelerinin belirlenmesi bu
konuya daha fazla 151k tutabilir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Behget hastalaninda plazma lipid, lipoprotein ve apo E polimofizmi, saglikli
kontrollerle kargilastirildiginda hastalarda;

a) Total kolesterol, LDL-K, Apo B seviyeleri yiiksek

b) Trigliserid, HDL-K, Apo Al ve Apo E seviyeleri arasinda fark goriiimedi.

c) BH’da bir kiside E44 alleli goriiltirken, saglikli kontrol grubunda hig goriilmedi.
Ej/3 alleli her iki gruptada en sik goriilen alleldi. E,5 alleli her iki grupta da g6zlenmedi.

d) BH’da apo E allelinin goriilme sikh €5: 10, €3: 73.3 ve & 16.7 dir. Saghkh
kontroller de €;: 8.8, €3: 78.4 ve &: 12.7 dir. Bu dagihmlar arasinda anlamli farklilhik
gozlenmedi.

e) Apo E fenotiplerine gore lipid parametreleri her iki grupta da anlamli farklilhik
gbzlenmedi.

2. Hasta say1s1 artinlarak, daha anlaml: istatistiksel veriler ortaya konmaly

3. Aiilesel Behgetli hastalarda apo E polimorfizmi degerlendirilmeli



7. OZET

Behget hastalif1 baglica goz, cilt ve norolojik belirtilerde etkili olan multisistem
bozuklugudur. Akut ataklar ve remisyon dénemleri ile karakterize kronik bir inflamasyon
tablosu sergiler. Bu nedenle multisistemik bir tutulum ve organ patolojisi s6z konusu olup,
laboratuvar bulgularina serum lipid ve lipoprotein seviyesinde bir ¢ok degisiklik eslik
etmektedir. Ailesel gecis son yillarda iizerinde durulan 6nemli bir faktordiir.

Apolipoprotein E lipoprotein metabolizmasinda esansiyel 6neme sahip, 6zellikle
trigliseritten zengin lipoprotein kalintilarinin, diigiik dansiteli lipoprotein (B, E ) reseptorii
ve hepatik kalmti (E) reseptoriine baglanmasinda ligant olarak fonksiyon gbren bir
glikoproteindir. Apo E geni polimorfiktir ve ii¢ alelli tammlanmigtir. Farkli ii¢ izoformun
112. ve 158. amino asid dizisinde farklilik vardir. Farkli apo E izoformlan lipoprotein
seviyeleri iizerinde bireyler arasi varyasyon’da Snem kazanmaktadir. Hipergliseridemili
hastalarda apo E izoformlan belirlenmis ve apo E3, apo E4 allelleri siklikla gézlenmigtir.
Kardiyo vaskiiler hastalarda apo E polimorfizminin belirlenmesi ateroskleroza yatkinligin
ortaya konulmasinda o6nemli bir genetik risk faktdrii olarak degerlendirilmektedir.
Norodejenertif bir hastalik olan Alzheimer hastalif: ile €4 alleli arasinda iliski oldugu
yapilan ¢aligmalarla ortaya konulmugtur.

Bu ¢aligmada 30 Behget hastas1 ve 51 saglikli géniilliiden kan ornekleri alinarak
plazma lipid ve lipoprotein diizeyleri ve apo E genotipleri belirlendi. Behget hastalarinda
total kolesterol, LDL-Kolesterol, apo B seviyeleri anlamli sekilde yiiksek bulundu.
Trigliserid, HDL-Kolesterol, apo Al, apo E seviyeleri saglikli kisilere gére anlamli degildi.
Apo E allel sikhiii agisindan her iki grupta anlamh farklilik yoktur. Saglhikl grupta €,:4.8,
€3:78.4 ve £4:12.7 dir. Behget hastalarinda €,:10, €3:73.3 ve £€4:16.7 dir. Apo E fenotiplerine
gore lipid parametreleri her iki grupta da anlamli farklilik g6stermedi.

Sonug olarak Behget hastalifinda apo E allel sikhgimin ve polimorfizminin saghklh
kontrol grubuna gore farkl olmadif tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Behget hastalif, apolipoprotein E polimorfizim, lipid, lipoprotein



8. SUMMARY

Behget’s disease is a multisystem disorder which is characterized by ocular and
skin manifestations and neurologic findings and by relapsing systemic inflammatory
process and remission periods. In addition to multisystemic retention and organ pathology,
Behget’s disease is associated with changes in serum lipid and lipoprotein levels. Recently,
familial inheritance have been considered as an important factor in etiologyg of the
disease.

Apolipoprotein E is a glycoprotein that functions essentially in lipoprotein
metabolism as a ligand in binding particularly triglyiceride-rich lipoprotein remnant to
low- density lipoprotein (B,E) receptor and hepatic remnant (E) receptor. Apo E gene is
polymorphic and its three alleles are defined. Amino acid sequence 112. and 158. of
different three isoforms are different, that is important in variation of individuals according
to lipoprotein levels. In the patients with hypertriglyceridemia, apo E isoforms have been
determined and generally apo €; and &, alleles were observed. The determination of apo E
polymorphism in the patients with cardiovascular disease is evaluated as an important risk
factor for atherosclerosis. A correlation between &3 allel and neurodegenerative Alzheimer
disease have been found in many studies.

In the present study, the study group included 30 patients with Behget’s disease and
51 healthy control subjects. Their plasma lipid and lipoprotein levels and apo E genotypes
were determined. Total cholesterol, LDL-Cholesterol and apo E levels in the patients were
found to be significantly higher than those of control group. However the levels of
triglyceride, HDL-Cholesterol, apo Al and apo E levels were not significantly different. No
significant difference was not found in frequencies of apo E allels €,: 4.8, €;: 78.4 and
£€4:12.7 in healthy individuals and €;: 10, €3: 73.3 and €4:16.7 in Behget’s disease. Lipid
parameters according to Apo E phenotypes were not found statistically different.

In conclusion, the frequencies of apo E allel and polymorphysm were not different

in Behget’s disease than those in healthy individuals.
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