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KISALTMALAR

ACAT : Agil kolesterol agil transferaz

ADP: Adenin difosfat

ALP: Aterojenik Lipoprotein Profili

APO: Apolipoprotein

ATP III: Adult Treatment Panel (Eriskin Tedavi Paneli)
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HDL-C : HDL Kolesterol
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ICAM-1: Interseliiler Adhezyon Molekiilii- 1

KKH : Koroner kalp hastalig1

KB: Kan basinci

LCAT: Lesitin kolesterol a¢il transferaz
LDL: Diistik Dansiteli Kolesterol
LDL-C: LDL Kolesterol

Lp(a) : Lipoprotein (a)
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MCP-1: Monosit Kemotaktik Protein-1
NCEP : National Cholesterol Education Program (Ulusal Kolesterol Egitim
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PDGF: Platelet Derived Growth Factor



PAGE:
PAI-1:
sdLDL:

sdLDL-C:

SM:
SM-C:
TMEH:
TG:
TGF-a:
TNF-a:

VCAM-I:

VLDL:

VLDL-C:

Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Plazminojen Aktivatdr Inhibitér-1
Small dense LDL (kii¢iik, yogun LDL)
Small dense LDL Kolesterol
Silomikron

Silomikron-Kolesterol

Tibben miisaade edilen hata
Trigliserid

Transforming Growth Factor-a
Tiimor nekroz faktor-a

Vascular Cell Adhesion Molecule-I
Cok Diisiik Dansiteli Kolesterol
VLDL Kolesterol

VI



TABLOLAR, SEKILLER, GRAFIKLER

A- TABLOLAR

Tablo 1. Sentinel LDL-C’ye ait giin i¢i presizyon bulgulari.

Tablo 2. Vitros LDL-C’ye ait giin i¢i presizyon bulgulart.

Tablo 3. Sentinel dLDL-C ve Vitros dLDL-C’ye ait ¢alisma i¢i(within run) ve total
presizyon degerlendirmesi bulgulari.

Tablo 4. Sentinel LDL-C’ye ait linearite ¢alismasina ait salt fark ve oransal fark
degerleri.

Tablo 5. Vitros LDL-C’ye ait linearite ¢alismasina ait salt fark ve oransal fark degerleri.
Tablo 6. Vitros LDL-C, Sentinel LDL-C ve Friedewald LDL-C karsilastirma
caligmasindaki hastalarin lipid parametrelerinin ortalama + SD degerleri ve dagilimlari.
Tablo 7. Serum ve supernatant total kolesterol, TG, HDL-C, LDL-C, Apo A-I, Apo B
degerlerinin karsilagtirmasi.

Tablo 8. Supernatantta bulunan lipid degerlerinin kadin ve erkeklere gore dagilimi.
Tablo 9. Supernatantlarda Sentinel dLDL ve Vitros dLDL ile bulunan ortalama
sdLDL-C £ SD degerleri ve dagilimlari.

Tablo 10. Normolipidemik grubunda bulunan lipid degerleri.

Tablo 11. Hiper LDL-C grubunda bulunan lipid degerleri.

Tablo 12. Hipertrigliseridemi grubunda bulunan lipid degerleri.

Tablo 13. Kombine hiperlipidemi grubunda bulunan lipid degerleri.

Tablo 14. Normolipidemi ve degisik hiperlipidemi tiirlerinde serumda bulunan lipid
parametreleri, Sentinel sdLDL-C, Vitros sdLDL-C ve % sdLDL-C (sdLDL-C’nin serum
LDL-C’si i¢indeki yiizdesi) degerleri.

B- SEKILLER

Sekil 1. LDL partikiiliiniin yapisi. .

Sekil 2. Okside LDL’nin ¢0pgii reseptdrler araciligi ile kontrolsiiz olarak makrofaj icine
alinmasi ve kopiik hiicre olusumu.

Sekil 3. sdLDL nin olusumu.

VI



C- GRAFIKLER

Grafik 1. Sentinel LDL-C 6l¢iim sonuglarinin sulandirma oranlarina gére degisimi.
Grafik 2. Vitros LDL-C 6l¢iim sonuglarinin sulandirma oranlarina gore degisimi.
Grafik 3. Friedewald formiilii ile bulunan LDL-C degerlerinin Vitros direkt LDL-C ve
Sentinel direkt LDL-C ile karsilastirilmasi

Grafik 4. Friedewald formiilii ile bulunan LDL-C ile Vitros ile bulunan direkt LDL-
C’nin kiyaslanmasi.

Grafik 5. Friedewald formiilii ile bulunan LDL-C ile Sentinel ile bulunan direkt LDL-
C’nin kiyaslanmasi.

Grafik 6. Sentinel LDL-C ile Vitros LDL-C’nin karsilastirilmasi.

Grafik 7. Normolipidemi, hiper LDL-C, hipertrigliseridemi ve kombine hiperlipidemi
gruplarinda Sentinel LDL-C ile bulunan sdLDL-C degerleri.

Grafik 8. Normolipidemi, hiper LDL-C, hipertrigliseridemi ve kombine hiperlipidemi
gruplarinda Vitros dLDL-C ile bulunan sdLDL-C degerleri.

Grafik 9. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum total kolesterolii
arasindaki korelasyon.

Grafik 10. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum TG’si arasindaki iligki.
Grafik 11. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum HDL-C arasindaki
korelasyon.

Grafik 12. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum LDL-C diizeyi
arasindaki korelasyon.

Grafik 13. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum Apo B arasindaki
korelasyon.

Grafik 14. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum total kolesterolii
arasindaki korelasyon.

Grafik 15. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum TG diizeyi arasindaki
korelasyon.

Grafik 16. Vitros sdLDL-C ile serum HDL-C arasindaki korelasyon.

Grafik 17. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum LDL-C arasindaki
korelasyon.

Grafik 18. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum Apo B arasindaki

korelasyon.

VIII



1- GIRIS VE AMAC

Koroner arter hastaligi, en sik rastlanan kalp hastaligi olup oOzellikle gelismis
ilkelerde oliimlerin basta gelen nedenlerindendir(1). Koroner kalp hastaligi (KKH)
hemen her zaman ateroskleroz zemininde gelisir(2). Ateroskleroz, arterlerin intima
tabakasinda lipidler, kompleks karbonhidratlar, fibr6z doku, kalsiyum ve bazi kan tiirevi
maddelerin lokal birikimine bagli ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur.

Epidemiyolojik ve klinik ¢aligmalar serum total kolesterolii ile KKH insidansi
arasindaki iligkiyi ortaya koymustur(3). Serum total kolesteroliiniin yaklagik ticte ikisini
olusturan diisiik dansiteli kolesterol (LDL-C), serumda bulunan kolesteroliin major
aterojenik boliimiini meydana getirir. Cok sayida c¢alisma LDL-C diizeyinin
diistiriilmesinin KKH insidansini azalttigin1 ortaya koymustur. Dolayisiyla KKH’nin
onlenmesinde primer hedef LDL-C’nin diisiirtilmesidir(4,5). Buna paralel olarak, LDL-
C’nin dogru ve tutarh bir sekilde 6l¢iimii biiyiik 6nem tasir.

LDL-C 6l¢giimiiniin tagidig1 éneme karsin, rutinde kullanilan kolay ve giivenilir bir
metodoloji mevcut degildir. Referans metod olan [-kantitatif 6l¢iim zaman alan ve
pahal1 bir islemdir(5). Bu nedenle klinik laboratuvarlarin ¢ogu LDL-C’yi Friedewald
formiiliine gore hesaplayarak 6lgmektedir(6). Friedewald fomiiliiniin B-kantitatif 6l¢iim
ile yiiksek oranda korelasyon gdstermesine karsin bazi dezavantajlar1 vardir. Toklukta
alinmis numunelerde, trigliserid (TG) konsantrasyonunun 400 mg/dL’nin {izerinde
oldugu durumlarda ve Tip III hiperlipoproteinemili hastalarda bu formiiliin kullanilmas1
uygun degildir(6,7,8). Bu formiilde ii¢ ayr1 parametrenin (total kolesterol,yiiksek
dansiteli kolesterol (HDL-C) ve TG) oOl¢limiine dayali hesaplamanin kullanilmasi
nedeniyle, National Cholesterol Education Program (NCEP) tarafindan LDL-C igin
ongoriilen < %12 olan tibben miisaade edilen hatanin (TMEH) asilmasi olasiligi
vardir(6,9). Ayrica Friedewald formiilii diabetes mellitus, hepatik ve renal hastaliklarda
TG konsantrasyonu 200-400 mg/dL arasinda olsa bile, dikkatli bir sekilde
kullanilmalidir (10).

Toplumumuzdaki hiperlipidemi siklig1 g6z oniine alindiginda, LDL-C’nin dogru ve
otomasyona uyarlanabilir yontemlerle Sl¢iilmesi pratik olacaktir. Bu ¢alismanin birinci
boliimiinde Sentinel direkt LDL-C ve Vitros direkt LDL-C metodlarinin analitik
performanslarinin degerlendirilmesi ve bu metodlarin birbirleriyle ve Friedewald

formiilii ile karsilastirilmas1 amaglandi.



Calismanin ikinci boliimiinde ise, ayn1 yontemlerle kiiciik, yogun LDL-C (sdLDL-
C) ol¢iimii amaglandi. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, plazmada sdLDL
hakimiyetinin KKH i¢in yeni bir risk faktorii oldugu gosterilmistir(11,12). sdLDL-C
Olclimiinde standart yontem analitik ultrasantrifiigasyondur; ancak bu yontemin uzun
zaman almasi1 ve Ozel ekipman gerektirmesi nedeniyle rutinde kullanimi uygun
degildir(13). Polianyonlarin divalan katyonlarla kombinasyonunun apo B igeren
lipoproteinlerin presipitasyonuna yol ag¢tig1 bilinen bir olgudur. Hirano ve ark.larinin
gelistirdigi metodda heparin sodyum ve magnezyum kloriir kombinasyonunun apo B
iceren tiim lipoproteinleri ¢oktiirmedigi ve LDL’ nin bir kisminin supernatantta kaldigi
gosterilmistir. Supernattantta kalan bu fraksiyonun sdLDL oldugu ultrasantrifugasyon
ve elektroforez ile dogrulanmistir(14). Bu c¢aligmada, ¢oktiirme yontemi kullanilarak
degisik konsantrasyonlarda kolesterol ve TG igceren serumlarda sdLDL-C o6l¢iimii ve
sdLDL-C diizeyi ile serum total kolesterol, TG, LDL-C, HDL-C, apo A-I ve apo B

konsantrasyonu arasindaki iliskinin gosterilmesi amaclandi.



2- GENEL BILGILER

2.1. Plazma Lipidleri ve Lipoproteinler

Plazmada bulunan lipidler kolesterol, triagilgliseroller, fosfolipidler ve serbest yag
asitleridir. Serbest yag asitleri plazmada albiimine bagli olarak bulunur.
Triagilgliseroller, bir gliserol molekiilii ile li¢ yag asidi molekiiliiniin ester bagi ile
birlesmesi sonucu meydana gelirler. TG’ler depo yaglarinin biiyiik béliimiinii meydana
getirirler. Fosfolipidler, bir gliserol molekiiliiniin ii¢ hidroksil grubundan ikisinin yag
asitleriyle, ticlincii grubun fosforik asit ile esterlesmesiyle olusurlar. Kolesterol insan
viicudunda bulunan ana steroldiir. Organizmada sentezlenen tiim steroidlerin on
maddesidir. Steroidler, steran halkast adi verilen dort halkali bir yapidan olusurlar.
Steran halkasi {i¢ tane alti karbonlu halkadan meydana gelen fenantren ve bu yapiya
bagli bir siklopentan halkasindan olusmustur. Ilk {ic halka fenantrenin doymus hali
oldugundan “perhidro” ekini alir ve yapinin tiimiine siklopentanoperhidrofenantren
halkas1 adi verilir. Kolesterol, steroid cekirdegine eklenmis sekiz karbon atomlu bir
hidrokarbon yan zincirine sahiptir ve toplam 27 karbon atomu igerir. Plazmada bulunan
kolesteroliin ligte ikisi yag asitleri ile esterlesmis, iigte biri ise serbest olarak
bulunur(15,17,18,20). Kolesterol hiicre membraninlarinin yapisal bir bilesenidir;
surrenal korteks hormonlari, seks hormonlari, 1,25-dihidroksikolekalsiferol ve safra
asitlerinin 6n maddesidir(1,18).

Lipidler suda ¢oziinmediklerinden plazmada tasinmalari i¢in hidrofilik yapida
protein tasiyicilara gerek vardir. Apoprotein veya apolipoprotein adi verilen bu
proteinler ile lipidlerin olusturdugu komplekslere lipoproteinler adi verilir.
Lipoproteinlerin dis kisminda apolipoproteinler, serbest kolesterol ve fosfolipidler gibi
amfipatik lipidler bulunurken, hidrofobik yapidaki ¢ekirdek bdliimiinde nonpolar
kolesterol esterleri ve triagilgliseroller bulunur(1,2,15,16,17,20). Lipoproteinlerin ¢ogu
globiiler yapidadir(15).

Apoproteinlerin temel islevleri, lipoproteinlerin suda ¢oziiniirliigiini saglamak ve
lipoproteinlerin hiicrelerdeki reseptorler tarafindan taninmasini saglamak, bu sekilde
lipoproteinlerin reseptore bagimli endositoz ile hiicre i¢ine alinmasini kolaylastirmaktir.
Ayrica bazi apoproteinler lipoprotein partikiiliiniin metabolize olmasi1 ve yikimindan

sorumludur(2,15,17,18).



Lipoprotein  molekiiliiniin  ¢ekirdeginde bulunan lipidler apolipoproteine
nonkovalent olarak baglanirlar. Bu baglar hidrojen baglari ve van der Waals baglaridir.
Baglanmanin zayif olmasi, serum ve doku lipoproteinleri arasinda lipid aligverisi
olmasini kolaylastirir (2).

Lipoprotein partikiiliiniin dansitesi partikiilde bulunan lipid ve proteinlerin rolatif
miktarlart ile iliskilidir(19). Lipoproteinler, ultrasantrifugasyonda biiyiik ve hafif
olanlarin istte, kiigiik ve agir lipoproteinlerin altta birikmelerine gore bes sinifa
ayrilirlar. Bunlar silomikronlar (SM), cok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL), orta
dansiteli lipoproteinler (IDL), LDL, HDL. Ayrica elektroforetik 6zelliklerine gore a-,
B-, pre-B lipoproteinler olarak ayrilirlar(2,20,22).

2.1.1. Silomikronlar (SM)

Barsak hiicreleri tarafindan sentezlenip salimnan en biiyikk molekiilli
lipoproteinlerdir(18). Caplart 80-500 nm arasinda olup %98 lipid, %2 proteinden
olusurlar(2,16). Dansiteleri 0.960 gr/ml’nin altindadir ve elektroforezde orijinde kalirlar.
Lipid/protein oranm1 en yiiksek olan lipoproteinlerdir. Bu nedenle tiim lipoproteinler
icinde en diisiik dansiteye sahiptirler(2,20). Besinsel kaynakli triagilgliserollerin kas ve
yag dokusuna transportunu saglarlar, ayrica diyet ile alman kolesterolii karacigere
ulastirirlar(19,22). SM’nin yapisinda en fazla TG’ler bulunur(%82). Dolasima girmeden
once SM’nin yapisinda bulunan major apolipoproteinler Apo A-I, A-I1, A-IV ve Apo B-
48 dir. Apo B-48 yalniz SM’lerin yapisinda bulunur ve apo B-100’iin intestinal formu
olarak bilinir(2,20,21).

SM’ler, duodenum ve proksimal jejunum epitel hiicreleri tarafindan sentezlenirler.
Triagilgliserol, fosfolipid ve kolesterol sentezi diiz endoplazmik retikulumda,
apolipoproteinlerin sentezi ise kaba endoplazmik retikulumda gerceklesir. Endoplazmik
retikulumdan golgi cisimcigine gegiste lipidler ve apoproteinler birleserek SM’leri
olusturur(18). SM’ler eksositoz ile vezikiiller iginde hiicre membraninin lateralinden
disar1 salinirlar(18,21). SM’ler barsagi lenfatikler yolu ile terk eder ve duktus torasikus
ile sistemik dolasima gegerler. Sistemik dolasimda HDL’den apo C-II, C-III ve apo E’yi
alan SM’ler kas ve yag dokusundaki kapilerlerde bulunan lipoprotein lipazin (LPL)
etkisiyle triagilgliserollerinin bir boliimiinii kaybederler ve daha kiigiik olan SM
kalintilarina doniisiirler. LPL’nin aktivatorii HDL kaynakli apo C-II dir. TG’lerin

SM’lerden uzaklastirilmas1 sirasinda apo A, apo C ve kolesterol esterleri ile



fosfolipidler HDL’ye transfer edilir(15,23). Apo C-II’'nin kaybedilmesi SM’lerdeki
TG’lerin LPL tarafindan yikilmasini inhibe eder(15). TG, kolesterol, apoE ve apo B-48
iceren SM kalintilar1 karacigere ulasirlar ve apo B-48 ile apo E reseptorii araciligi ile
hepatositler tarafindan taninarak hiicre ig¢ine alinir ve yikima ugrarlar(15,18,23).

2.1.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (VLDL)

VLDL’nin asil kaynagi karacigerdir(18). %15 veya daha az1 ise barsakta
sentezlenir(21). Capt 30-80 nm olan partikiiller olup dansitesi 0.950-1.006 gr/ml
arasindadir(15). Elektroforezde pre-p fraksiyonu iginde go¢ eder(2,23). VLDL
triacilgliserollere ek olarak kolesterol, kolesterol esterleri ve apolipoproteinler (apo B-
100, C-I, C-II, C-III ve E) icerir. Yapisinda % 92 lipid ve % 8 protein bulunur(2).
SM’ler gibi VLDL partikiilleri de HDL’den apo C ve E’yi alirlar(15,18,22). Her VLDL
partikiiliiniin yapisinda bir molekiil apo B-100 bulunur(23).

Besinler ile alinan veya lipoliz ile agiga c¢ikan yag asitleri ve karbonhidratlar
karacigerde triagilgliserollere ¢evrilerek VLDL’nin yapisina katilarak dolasima
verilirler(15). VLDL kolesterol (VLDL-C) ise, de novo olarak veya lipoprotein
katabolizmasi sirasinda karaciger tarafindan kazanilan kolesterolden sentezlenir(23).

VLDL’de bulunan TG’ler, endotelde bulunan LPL tarafindan hidrolize ugrar ve
aci8a c¢ikan yag asitleri kas ile yag dokusu tarafindan kullanilirlar(21,22). Yag asitleri
adipositlerde TG’lere re-esterifiye edilitken kas dokusunda oksidasyona ugrarlar.
TG’lerin kayb1 ve apo C’nin HDL’ye transferi sonucu VLDL IDL’ye doniisiir
(21,22,23).

2.1.3. Ara Dansiteli Lipoproteinler (IDL)

VLDL’nin triagilgliserollerini ve apo C’yi kaybetmesi ile kisa Omiirlii IDL
partikiilleri olusur. IDL esit oranda kolesterol ve TG igerir. Cap1 24,5 nm olup dansitesi
1.006-1.019 gr/ml arasindadir. IDL’deki major apoproteinler apo B-100 ve apo E dir(2,
20). IDL iki yol izler. Cogu hepatik lipaz ve LPL tarafindan yikilir. TG’lerini ve apo
E’yi kaybederek LDL’ye doniislir. Bu doniistim sirasinda IDL partikiilii apo B-100
disindaki tiim apoproteinlerini kaybeder. Kiiclik bir boliimii ise karaciger tarafindan
almir(15,21). IDL’nin hepatosit tarafindan alinmasi ise apo B-100 ve apo E

apoproteinlerinin LDL reseptorii tarafindan tanimasi sonucu gergeklesir(15).



2.1.4. Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL)

LDL %80 lipid ve %20 proteinden olusur. Protein igeriginin artmasi nedeniyle
partikiil ¢ap1 diiger (22-28.5 nm) ve dansite artar (1.019-1.063 gr/ml) (2,23).
Elektroforezde [ fraksiyonu ig¢inde go¢ eder (2,17,20). Lipid igeriginin %47’sini
kolesterol, %23’{inii fosfolipid ve %9’ unu TG olusturur. Kolesterol igerigi en yiiksek
olan lipoprotein olup major apoproteini apo B-100 diir. LDL apo B-100, total plazma
apo B-100’lintin % 90-95’in1 olusturur(2). Her LDL partikiilii bir molekiil apo B-100
igerir(25). LDL’nin yapisinda bulunan apo B-100’ilin tiimiiyle VLDL kaynakli oldugu
gosterilmistir(2).

LDL partikiilleri TG’den zengin lipoprotein partikiillerinden daha kiiciik oldugu
i¢cin, serum LDL konsantrasyonu ¢ok yiiksek olsa bile 151k sacilmasi olusmadigindan

serumda bulaniklik goriilmez(24).
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Sekil 1. LDL partikiiliiniin yapisi.



LDL metabolizmast

Viicutta bulunan kolesteroliin yaris1 sentez yolu ile meydana gelirken, kalani
diyetten saglanir(20). Total sentezin biiylik bolimiinden karaciger ve barsaklar
sorumludur(2,20). Diyet ile alinan kolesterol, karacigere SM kalintilar1 ile ulasirken
karaciger tarafindan sentezlenen kolesteroliin ekstrahepatik dokulara transportu igin
VLDL’nin yapisina katilmasi gerekir. VLDL, once IDL’ye, daha sonra LDL’ye
doniistir. Apo C-II ve apo E’nin VLDL kalintilar1 ve IDL’den HDL’ye transfer edilmesi
sonucu olusan LDL, hemen hemen tiimiiyle apo B-100 igerir(22). LDL tiim dokulara
kolesterolii tasiyan major lipoproteindir(2,15,18). VLDL’nin 6nce IDL’ye sonra
LDL’ye doniismesiyle partikiiliin plazmada kalma siiresi birka¢ saatten 2,5 giline ¢ikar.
Uzun Omiirlii bir partikiil olmasi LDL’nin dokular i¢in kolesterol kaynagi olarak islev
gormesini saglar(15). Saglikli ve normal kisilerde LDL-C total plazma kolesteroliiniin
yaklagitk  2/3’sini  olusturur. Premenapozal donemdeki kadinlarda LDL-C
konsantrasyonu erkeklere gore biraz daha diisiiktiir(2).

LDL’nin hiicre i¢ine alinmasi reseptdr araciligi ile gergeklesen endositoz ile
gergeklesir(15,18). LDL reseptorleri hiicre membraninin sitozolik kisminda, klatrin adli
proteinle kapl ceplerde bulunurlar(20). LDL reseptorii, glikoprotein yapisinda olup
negatif yiiklii sisteinden zengin bolgeleri apo B-100’deki pozitif yiiklii arginin ve lizin
amino asitleri ile etkilesir(15). Endozomlar i¢ine alinan LDL partikiilii, lizozomlar ile
birlesir; burada partikiiliin apoprotein fraksiyonu yikima ugrar. A¢iga ¢ikan kolesterol
esterleri bir asit lipaz tarafindan hidroliz edilir. Olusan serbest kolesterol ya hiicre
membrani yapisina katilir, steroide gereksinim olan reaksiyonlarda kullanilir veya fazla
miktarda ise acil-CoA-kolesterol agil transferaz (ACAT) enzimi tarafindan re-esterifiye
edilerek hiicre i¢inde depolanir. Ayrica, serbest kolesterol hidroksi metil glutaril
koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz enzimini baskilayarak kolesterol sentezini inhibe
eder(1,2,15,18). LDL reseptorii yikima ugramayip tekrar hiicre membranina
doner(20,23). Insanda plazmada bulunan LDL’nin %35-64’ii yiiksek afiniteli LDL
reseptor sistemi tarafindan, kalam1 ¢Opcii (scavenger) reseptorler tarafindan yikilir.
Plazma LDL konsantrasyonunun yiikselmesiyle ¢opgii reseptorler daha fazla miktarda
LDL’yi hiicre i¢ine alirlar(17).

LDL viicuttaki tiim dokular tarafindan alinir(21). Karaciger yiiksek afiniteli

reseptorler araciligiyla LDL’nin hemen hemen yarisim1 dolasimdan alir ve yikima



ugratir(21,55). Surrenal korteks ve gonadlar da steroid hormon sentezlemeleri

nedeniyle, LDL alim yiiksek olan dokulardir(21).

NCEP ATP Ill’de LDL-C icin vapilan siniflama(4)

<100 mg/dL: Optimal
100-129 mg/dL: Optimal iizeri
130-159 mg/dL: Sinirda yiiksek
160-189 mg/dL: Yiiksek

>190 mg/dL: Cok yliksek

Risk kategorilerine gore serum LDL-C hedefleri(4)
KKH veya KKH esdegeri: LDL-C <100 mg/dL

2 veya daha risk faktor: LDL-C <130 mg/dL
0-1 risk faktorii: LDL-C <160 mg/dL

2.1.5. Yiiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL)

En kiiciik boyutlu ve en yiiksek oranda protein iceren lipoproteinlerdir. HDL nin
yogunlugu 1.063-1.210 gr/ml, ¢ap1 ise 7.5-12 nm arasindadir(2). HDL kiitlesinin
yaklagik %50’si protein, %30’u fosfolipid, %20’si kolesterolden olusur(2,17). TG
icerigi en az olan lipoproteindir(16). HDL’ nin major apoproteinleri apo A-I ve A-II
dir(2,16,17). Apo A-I1 %65 oraninda bulunur(16). HDL serum protein elektroforezinde
a fraksiyonu i¢inde go¢ eder(2,15,17,20,23).

HDL, karaciger ve ince barsakta enterositler tarafindan sentezlenir ve ekzositozla
dolasima verilir. HDL partikiili sentezlendigi zaman disk seklinde, proteinden zengin
bir partikiildiir. Bu dénemde HDL nin apoproteinleri apo A-I ve apo A-II dir(22,23).
Diskoid yapida olan HDL partikiilii, ekstrahepatik dokulardan ve damar endotelinden
serbest kolesterolii alir. HDL’nin bu 6zelligi nedeniyle ateroskleroza karsi koruyucu
oldugu diisiiniilmektedir. HDL, kolesterolii esterlestiren veya transfer eden enzimler
icerir. Karacigerde sentezlenen ve plazmada HDL partikiilinde bulunan Lesitin
Kolesterol Agil Transferaz (LCAT), lesitinden bir yag asidi transfer eder, bu yag asidini
serbest kolesterol ile esterlestirerek kolesterol esteri haline doniistiiriir. Apo A-I,

LCAT nin aktivatoriidiir. Esterlesme sonrasi, kolesterol esterleri HDL partikiiliiniin



hidrofob yapida ¢ekirdek kismina geger, bu sekilde hiicre membranlar1 ile HDL arasinda

serbest kolesterol i¢in bir konsantrasyon gradyentinin olusmasi saglanir. HDL hiicre

membranlarindan serbest kolesterolii aldik¢a kiiresel yapida kiiciik ve yogun olan

HDL5’e dontistir(15,23).

HDL; partikiilleri hiicre yiizeyinden serbest kolesterolii alir. Ayrica SM’ler ile
VLDL’nin hidrolizi sonucu agiga c¢ikan serbest kolesterol, fosfolipidler ve
apolipoproteinler (apo A-I, A-II, C-1, C-II ve C-III) HDL’ye transfer edilir. Kolesterol
esterlerinden daha zengin hale gegen HDL partikiili daha biiyiik ve daha az yogun
HDL,’ye (dansite= 1.063-1.125 gr/ml) doniisiir. HDL, kolesterol esterlerini Kolesterol
Ester Transfer Proteini (CETP) aracilig1 ile TG den zengin lipoproteinlere transfer eder,
karsiliginda TG alir. HDL, nin almig oldugu TG’ler hepatik lipaz tarafindan hidroliz
edilir ve HDL, HDL3’e dontiserek periferden kolesterol toplamaya hazir hale gelir(23).
HDL,’nin aterosklerozdan koruyucu etkisinin, HDL3;> e gore daha fazla oldugu
distiniilmektedir(2,15).

HDL partikiilleri, reseptor araciligi ile ger¢eklesen endositoz ile hepatosit tarafindan
aliir. Kolesterol esterlerinin hidrolizi ile agiga ¢ikan serbest kolesterol lipoproteinlerin
sentezinde kullanilir, safra asitlerinin yapisina katilir veya safraya sekrete edilerek
viicuttan uzaklastirilir(2,15,18).

HDL ’nin islevleri:

v' HDL partikiilleri, apoprotein rezervuari olarak gorev yaparlar. Apo C ve E’yi
SM’lere ve VLDL ye transfer edip geri alirlar.

v" Serbest kolesterolii dokulardan alip esterifiye ederler. Kolesteroliin ekstrahepatik
dokulardan alinip karacigere transportu revers kolesterol transportu olarak
bilinir(15,20,23).

v' HDL’ de bulunan kolesterol esterleri CETP araciligi ile TG’den zengin
lipoproteinlere transfer edilir(23).

2.1.6. Diger Lipoprotein Fraksiyonlar:

Beta-VLDL: Tip III hiperlipidemili (disbetalipoproteinemili) hastalarda rastlanan
bir fraksiyondur. B-VLDL nin dansitesi 1.006 g/ml dir ve bu dansite VLDL (pre- B) i¢in
karakteristiktir, ancak elektroforezde B-lipoprotein migrasyon sekli saptanir. Tip III
hiperlipidemili hastalardaki anormal lipid bilesimi bu fraksiyonda daha yiiksek oranda
kolesterol bulunmasina baghdir. 3-VLDL oldukga aterojenik bir lipoproteindir ve bu



lipid metabolizma bozuklugunun goriildiigii hastalar, 20-30 yaslarinda, KKH nedeniyle
kaybedilirler. Bu hastalarda IDL ve $M kalintilar1 artmistir ve VLDL-C/VLDL-TG
orani 0.35’den yiiksektir(2).

Lipoprotein(a): Lp(a), LDL’nin bir varyantidir ve dansitesi 1.05-1.10 gr/ml
arasindadir(2,25). Karacigerde sentezlenen Lp(a), lipid bilesimi agisindan LDL’ye
benzer. Protein komponentinin %65’ini apo B-100, %15’ini albiimin olusturur, kalani
ise apo B’ye disiilfid kopriileri ile bagl apo(a) adli glikoproteinden meydana gelir.
Apo(a)’nin  geni 6. kromozomda lokalizedir(2,26,27,28). Lp(a)’nin plazma
konsantrasyonu genetik olarak belirlenir ve popiilasyondan popiilasyona farklilik
gosterir(26). Dansitesi HDL’ye yakin olmasina karsin, elektroforezde pre- bandinda
(VLDL ile) gog eder(2,24).

Lp(a)’nin fizyolojik islevi tam olarak anlasilamamistir(2). Hem trombojenik, hem
aterojenik ozellikleri oldugu diisiiniilmektedir(1,2,28). Apo(a) ve plazminojen arasinda
amino asit dizilimi agisindan biiylik benzerlik vardir. Plazminojende 80-114 amino
asitten olusan bes tane sisteinden zengin “krinkle” bulunur(22), apo(a)’da ise
plazminojende bulunan dordiincii “krinkle”a benzer yapida olan 10 bélgenin bulundugu
saptanmistir(28). Ayrica, plazminojen ve apo(a)’'nin genleri 6. kromozoma
lokalizedir(26,28). Bu benzerlik nedeniyle Lp(a)’nin plazminojenle yarigmaya girerek
fibrinolizi  inhibe ettiZi ve trombus olusumuna katkida  bulundugu
sanilmaktadir(2,15,28). Yapilan calismalarda, hem Lp(a), hem rekombinant apo(a)’nin
plazminojenin endotel hiicresi ve trombositlere baglanmasini inhibe ettigini
gosterilmistir. Bunun yaninda Lp(a), plazmin olusumunu yarigmali olarak inhibe eder
ve endotel hiicrelerinin Plazminojen Aktivator inhibitor-1 (PAI-1) sentezini artirir(28).
Okside Lp(a)’nin ¢Opcili reseptorler tarafindan alindigi bilinmektedir(26). Ayrica Lp
(a)’nin endotelde adhezyon molekiilleri ekspresyonu ile Monosit Kemotaktik Protein-1
(MCP-1) iiretimini artirarak, diiz kas hiicre proliferasyonunu indiikleyerek ve Nitrik
Oksit (NO) sentezini baskilayarak aterosklerotik siirece katkida bulundugu
gosterilmigstir(28).

Lp(a)’nin 30 mg/dL’nin {izerinde olmasinin KKH riskini artirdigin1 gosteren c¢ok
sayida caligma vardir. Lp(a)’nin KKH i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu kabul
edilmektedir. LDL-C referans aralii i¢inde olsa bile, Lp(a) yiiksekligi KKH riskini
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artirmaktadir(29). Lp(a) yiiksekligine LDL-C yiiksekliginin eslik etmesi bu riski
belirgin olarak artirir(30).

Lipoprotein X: Lipoprotein X’in dansitesi LDL’ye yakin olsa da elektroforezde
gbc patterni farklhidir. Yiiksek oranda fosfolipid ve esterlesmemis kolesterol igerir,
protein igerigi ise oldukca distiktiir. Saglikl kisilerde bulunmayan Lp-X kolestazda ve
familyal LCAT eksikligi olan hastalarda bulunur(2).

2.1.7. Apolipoproteinler

Lipoproteinlerin yapisinda yer alan lipidler, aktif olmayan bilesenleri olustururken
,apolipoproteinler, bu partikiillerin daha ileri metabolizma ve katabolizmasindan
sorumludurlar.

Apolipoproteinlerin islevieri:
S1v1 ortamda polar olmayan lipidlerin ¢ziinmesini saglarlar.
Lipoprotein metabolizmasinda yer alan enzimler i¢in kofaktor olarak islev goriirler.

Lipoproteinler arasi lipid transferini saglarlar.

SN NEE NN

Lipoproteinlerin hiicresel reseptorlerine baglanmasi igin ligand gorevi yaparlar(2,16,
18,20,22).

Apolipoproteinler, genellikle protein veya polipeptid yapisindadirlar. Ancak
glikoprotein yapisinda olan apoproteinler de vardir. ApoB’nin % 5’1 karbonhidrat
yapisinda olup mannoz, fukoz, galaktoz, glukozamin ve sialik asit icerir(20).

Apolipoprotein A (Apo A)

Apo A’lar HDL’de bulunan ana apoproteindir. Ayn1 zamanda $SM’lerde de bulunur.
HDL’nin %50’si protein yapisinda olup, bunun % 90’11 Apo A-I ve A-II olusturur.
Apo A-1/ Apo A-II oran1 3:1 dir(17).

Apo A-I ve A-II'nin sentez yerinin karaciger ve barsak oldugu sanilmaktadir(24).
Apo A-I, LCAT’nin aktivatoriidiir. Aktive olan LCAT, serbest kolesterolden kolesterol
esterleri olusturarak ekstrahepatik dokulardan kolesteroliin uzaklastirilmasini saglar.
(2,15,23). Apo A-II, bir disiilfid kopriisii ile birlestirilmis iki idantik monomerden
olusur(20,24). Islevi tam olarak bilinmemekle birlikte LCAT’yi inhibe ettigi
diisiiniilmektedir(20,23). Ayrica apo A-II hepatik lipaz1 aktive edebilir(17).

HDL,; ’nin yapisinda Apo A-I bulunurken, HDL;’iin yapisinda apo A-I ve apo A-II
bulunur. Kadinlarda serum apo A-I diizeyi erkeklere gdre biraz daha yiiksektir(55).

Serum apo A-I konsantrasyonu ile ateroskleroz arasinda negatif bir iliski vardir(31,55).
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Apolipoprotein B (Apo B)

HDL disindaki lipoproteinlerin temel apoproteinidir. Iki formu mevcuttur:

Apo B-100: Apo B’nin en ¢ok bulunan formudur(17). Karacigerde sentezlenen
VLDL’nin ve VLDL’den olusan IDL ve LDL’nin en 6nemli yapisal apoproteinidir. Her
VLDL ve LDL partikiilii bir apo B-100 molekiilii icerir(23). Apo B-100, 4536 amino
asit iceren bilinen en uzun polipeptid zinciridir(20). Yapisal islevi disinda diger bir
gorevi, LDL reseptoriiniin ligand1 olmasidir. Bu sekilde, ekstrahepatik dokulara
kolesteroliin tasinmasinda temel islev {istlenir. Apo B-100 karaciger ve periferik
dokularda bulunan LDL reseptorii tarafindan taninir ve LDL partikiiliiniin hiicre igine
alimmasini saglar(17). LDL reseptorii negatif yiikli bir glikoproteindir ve apo B-
100’deki baglanma bolgesinde bulunan pozitif yilikli arginin ve lizin amino asitleriyle
etkilesir(15).

Artmig serum apo B diizeyi bulunan bireylerde fatal miyokard infarktiisii ge¢irme

riski artmistir(31).
Apo B- 48: Ince barsakta sentezlenir ve SM’lerin yapisina katilir. Apo B’nin intestinal
formu olarak bilinir. 2153 amino asitten olusup molekiil agirligt Apo B-100’tin molekiil
agirhgmin % 48’ine esittir. Fiziksel ve immunokimyasal 6zellikleri apo B-100’e
yakindir. Apo B-100’lin karboksi terminal alanini i¢ermediginden LDL reseptoriine
baglanma 6zelligi yoktur(15,20,21). Aclik plazmasinda saptanmaz ve yar1 dmrii apo B
100’e gore daha kisadir(16).

Apolipoprotein C (Apo C)

SM’lerin, VLDL ve HDL’nin yapisinda bulunan diisiikk molekiil agirlikli bir
apoproteindir. Sentez yerinin karaciger oldugu sanilmaktadir. Aclikta apo C’nin ¢ogu
VLDL ve HDL nin yapisinda bulunur. Apo C’nin ii¢ formu vardir:

Apo C-I: 57 amino asitten olusur. Islevi bilinmemektedir.

Apo C-II: 78 amino asitten olusur. Ekstrahepatik LPL’nin kofaktoriidiir. Ayrica VLDL
ve SM’lerin karacigerde bulunan reseptorlerine baglanmasini inhibe eder.

Apo C-III: 79 amino asitten olugsur. Sialik asit igerigine gore birkag polimorfik sekil
gosterir. Apo C-III, LPL’nin inhibitoridiir(20,22,23,24).

HDL nin yapisinda bulunan apo C yeni sentezlenen SM ve VLDL ye transfer edilir.
SM ve VLDL hidrolize ugradiktan sonra apo C-II bu lipoproteinlerden HDL’ye transfer
edilir(15,17).
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Apolipoprotein D (Apo D)

Glikoprotein yapisinda olup sentezi ve katabolizmas1 hakkinda hemen hemen higbir
sey bilinmemektedir. HDL nin yapisinda yer alarak CETP’nin kofaktorii olarak gorev
yaptig1 sanilmaktadir(20,23).

Apolipoprotein E (Apo E)

Argininden zengin bir apoproteindir. Karacigerde sentezlenir ve en az dort tane
polimorfik formu vardir. Apo E, plazmaya yeni sentezlenen HDL nin bir par¢asi olarak
girer ve hizla SM ve VLDL’ye transfer edilir. Apo E (primer olarak E-III ve E-IV)
hepatositlerdeki spesifik reseptorler araciligiyla SM kalintilar1 ile IDL’nin taninmasi ve
yikiminda rol oynar(17,20). Sadece apo E-II’yi olusturan bireylerde SM ve IDL’nin
klerensi bozulmustur, bu tablo tip III hiperlipoproteinemi olarak bilinir(17).

2.2. Ateroskleroz ve LDL
2.2.1. Tanim

Ateroskleroz, orta biiylikliikte ve daha biiyiik arterlerin kalinlagmasi ve sertlesmesi
sonucu damar liimeninin aterosklerotik plaklarla daralmasi olarak tanimlanir.
Dejeneratif, ilerleyici ve multifaktoryel bir hastalik olan ateroskleroz cesitli organlara
kan akiminin bozulmasina yol acan kompleks bir hastaliktir(33). Ateroskleroz fetal
yasamda baslayan kronik bir hastalik siirecidir. Cocukluk ve ergenlik doneminde yavas
bir ilerleme gosterir. Erigkin yasamda ise daha hizli bir progresyona ulasarak yiiksek
morbiditeye ve 6liimciil olabilen klinik durumlara yol agar(34). Artmis plazma LDL-C
konsantrasyonu, ateroskleroz gelisiminde primer bir risk faktoriidiir(4,31,35). Ancak
aterosklerotik siirecte arter duvarinda lipid birikimi ile beraber inflamatuvar bir yanitin
varlig1 da s6z konusudur(34,35,38,40,41,43,44).

Saglikli kan damarlarinda ii¢ tabaka bulunur: Intima tabakasi, liiminal yiizde
bulunan tek sirali endotel hiicreleri ve endoteli media tabakasina baglayan lamina
elastika internadan meydana gelir. Ortada bulunan tunika media, diiz kas hiicrelerinden
ve bu hiicrelerin ¢evresinde bulunan kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlardan
olusur. En dista ise, gevsek bir bag dokusundan meydana gelen tunika adventisya
mevcuttur. Bu tabakada arter duvarin1 besleyen kiiciik kan damarlar1 (vasa vasorum)

bulunur(2,36).
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Aterosklerozun Patogenezi ile Ilgili One Siiriilen Hipotezler

1- Zedelenmeye Karst Tepki Hipotezi: Mekanik, kimyasal, immunolojik, toksik
veya enfeksiydz ajanlarla olusan endotel hasarina bagli olarak trombosit agregasyonu ve
endotel permeabilitesinde artis meydana gelir. Boylece endotel hiicrelerinin LDL-C
alimi artar. Bu durum endotel hiicrelerinin yiizey karakteristiklerini degistirir ve
dolasimdaki makrofajlar ve trombositlerin damar duvarina adhezyonu artar. Oksitlenmis
LDL’yi hiicre i¢ine alan makrofajlar kopiik hiicreleri haline gegerler ve ¢esitli biiytime
faktorleri salgilarlar. Bu donemde trombositlerden PDGF (platelet derived growth
factor) gibi diiz kas hiicre proliferasyonuna yol agan biiyiime faktorleri salinir. Bu
faktorlerin etkisiyle arter duvarindaki diiz kas hiicreleri prolifere olur ve kollajen,
elastin, glikozaminoglikanlar gibi bag dokusu elemanlar1 birikmeye baslar. Endotel
hasar1 olusturan etki zayifsa bu olay geri doniistimliidiir, bu etki uzun siireli ise hasar
bolgesinde kolesterol esterleri birikimi gergeklesir ve diiz kas hiicre proliferasyonu
artar(2,37).

2- Monoklonal Hipotez: Bu hipoteze gore arterde bulunan diiz kas hiicrelerinden biri
neoplastik hiicre biiyiimesinde oldugu gibi monoklonal olarak c¢ogalmakta ve her
aterosklerotik lezyon farkli bir diiz kas hiicresinin benign neoplastik proliferasyonu
sonucu olugmaktadir(2).

Ateroskleroz temelde intima tabakasini etkiler. Aterosklerotik plak olusumu {i¢
asamada gergeklesir:

1-Yagl ¢izgilenme: Cocukluk doneminde goriilmeye baslarlar(31). Patolojik olarak
kolesterol esterleri ¢evresindeki diiz kas hiicresi topluluklarindan ibarettirler.
Tikanmaya yol agmazlar ve semptom vermezler(2,15). Bu lezyonlar kendiliginden
kaybolabilir veya aterom plaklarina dontisebilir(31,38).

2- Fibréz plak: Intimada kolesterol esterleriyle yiiklii kopiik hiicreleri ve diiz kas
hiicreleri ile bu hiicreleri cevreleyen kollajen, elastik lifler ve proteoglikanlardan
olusur(2).

3- Komplike lezyon: Fibroz plakta kalsifikasyon, iilserasyon, kanama meydana gelir
veya trombiis olusur. Komplike lezyonlar miyokard infarktiisii veya inme gibi klinik
tablolarin ortaya ¢ikmasindan sorumludurlar(2,15). Cocukluk déneminde ortaya cikan

yagh ¢izgilenmelerin komplike lezyonlara donilismesi 4-5 dekad i¢inde gergeklesir(39).
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2.2.2. Aterogenezde Rol Oynayan Hiicreler

Ateroskleroz temelde ii¢ hiicre tiiriinii etkiler. Bunlar: endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri ve immun fonksiyondan sorumlu hiicrelerdir (monosit/makrofajlar ve T-
lenfositler1)(40).

Endotel hiicreleri: Endotel hiicresi, normal kosullarda homeostatik mekanizmanin
aktivasyonunu baskilar, hiicre ve lipoproteinlerin dolasimdan dokuya gegmesini sinirlar
ve vazomotor tonusun saglanmasima katkida bulunur(40,41). Endotel hiicreleri
metabolik olarak aktif hiicrelerdir ve parakrin veya endokrin hiicreler gibi toksik,
kimyasal veya oksitleyici maddelere reaksiyon olarak ¢esitli maddeleri sentezleyerek
yanit verirler. Bu maddeler; adhezyon molekiilleri, koagiilasyon faktorleri ve fibrinolitik
maddeler, anjiotensin II, endotelin-1 gibi vazokonstriktér ajanlar, NO gibi vazodilator
maddeler, biiylime faktorleri ve prostaglandinlerdir(40).

Makrofajlar: Kopik hiicrelerinin  intimada toplanmasi  ateroskleroz igin
karakteristiktir. Kopiiksii hiicrelerin kokeninin dolasimdaki makrofajlar oldugu
sanilmaktadir(38).  Monosit/makrofajlar  aterosklerozun hem baslamast  hem
progresyonunda en onemli rolii oynarlar. Aterosklerozun erken doneminde arter
duvarinda monositler toplanmaya baslar. Intimada modifiye LDL’yi hiicre igine alan
monositler, inflamasyonun O©nemli mediatorleri olan makrofajlara doniisiirler.
Makrofajlar, lokal inflamatuvar yanita sitokinler, serbest oksijen radikalleri, proteazlar
ve kompleman faktorlerini sentezleyerek katkida bulunurlar. Makrofajlarin modifiye
LDL’yi hiicre i¢ine almasiyla ateroskleroz i¢in karakteristik olan kopiik hiicreleri
meydana gelir. Ayrica makrofajlar matriks metalloproteinazlar1 sentezleyerek plak
rliptiiriine yol agabilirler(42).

Diiz Kas Hiicreleri: Diz kas hiicreleri vaskiiler tonusun saglanmasina katkida
bulunurlar. NO, epinefrin ve prostasiklin vazodilatasyon olustururken, norepinefrin,
anjiotensin II, endotelin-I, tromboksan A2 ve vazopressin vazokonstriiksiyona yol
acarlar. Aterogenez ve hipertansiyonda ise, diiz kas hiicreleri aktive olurlar. Aktive diiz
kas hiicreleri g¢esitli kemotaktik ajanlar ve biiyiime faktorleri salgilarlar. Prolifere olan
diiz kas hiicreleri kollajen ve elastin gibi matriks proteinlerini sentezlemeye baslar,
boylece fibroz plak meydana gelir ve aterom plaginin stabilitesi saglanir. Ote yandan,

boyut olarak genisleyen lezyonlarda ozellikle diiz kas hiicreleri apopitoza ugrar ve
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damar duvar1 zayiflayarak anevrizmalar olusur. Yine apopitozun etkisiyle aterom
plaklart riiptiire olabilir ve trombus olusumu i¢in zemin hazilanmis olur(40).

Trombositler: Ateroskleroz gelisiminde trombositlerin makrofajlara gore, daha az
etkisi olmasina karsin, trombiis olusumunda major rolleri vardir. Miyokard infarktiisiine
yol agan trombiisler mural veya tikayici trombiislerdir. Trombositler aktive makrofajlar
tarafindan salinan biiylime faktorlerini sentezleyebilirler. Bdylece kollajenin agiga
¢iktig1, trombin veya fibrinin olustugu veya ADP (adenin difosfat) salinmasinin oldugu
hasar bolgelerinde trombositler tarafindan cesitli vazoaktif ve proliferatif etkili ajanlar
salinir(2). Ayrica trombositler adhezyon, agregasyon ve degraniilasyonu indiikleyen
maddeler varliginda PDGF, FGF (Fibroblast Derived Growth Factor), EGF (Epidermal
Growth Factor) ve TGF-a (Transforming Growth Factor-a) gibi biiylime faktorlerini
salgilarlar. PDGF diiz kas hiicrelerine yiiksek afinite ile baglanarak DNA sentezini
indiikler ve bu hiicrelerin proliferasyonunu stimiile eder(2,15).
2.2.3. Patogenez

Hiperkolesterolemi aterosklerozun patogenezinde rol oynayan en 6nemli faktordiir.
Plazma kolesterol diizeyinin diisiiriilmesiyle ateroskleroz zemininde gelisen klinik
tablolarin sikliginin azaldig: kanitlanmis bir olgudur. Hiperkolesterolemide ilk asamada
gerceklesen olay, endotel hiicrelerinde ICAM-1 (interselliiler adhezyon molekiilii-1),
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) gibi adhezyon molekiilleri ile monosit
kemotaksisinde 6nemli rolii olan MCP-1’in ekspresyonudur. Buna paralel olarak,
monositler endoteli ge¢ip subendotelyal alana yerlesirler. Aterosklerozun gelisiminde
onemi olan diger bir etken ise inflamasyondur. Son yirmi yilda yapilan ¢aligmalar
monosit/makrofajlar ve T-lenfositlerinin endotel ve diiz kas hiicreleri ile etkilesiminin
aterosklerotik lezyonlarin gelisimindeki rollinii gdstermistir(34,35). Arter duvarindaki
inflamatuvar siireci baglatan faktorlerin oksitlenmis LDL, mekanik hasar, immunolojik,
toksik veya infeksiyoz etkenler (Chlamydia pneumoniae, herpesviruslar) veya bunlarin
bilesimi oldugu sanilmaktadir(2,15,35). Bu etkenler endotel hiicrelerinin yiizey yapisini
degistirir ve endotel hiicrelerinin LDL alimi artar. LDL’nin endotelde oksidasyona
ugramasi aterosklerozun gelisiminde baslatici etkendir(34,35,40,69). LDL’nin bu
modifikasyonu endotelde adhezyon molekiilleri ve MCP-1 ekspresyonunu artirir.
Boylece monositlerin endotele adhezyonu ve intimaya migrasyonu gergeklesir. Kopiik

hiicrelerin gelisimindeki en 6nemli asama, oksitlenmis LDL’ nin hiicre i¢ine alinmasidir.
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Makrofajlar, modifiye LDL’yi reseptor araciligi ile gergeklesen endositoz ile degil,
¢cOpcli reseptorleri ile aldiklarindan bu alim isleminin regiilasyonu bozuktur(18,31,35).
Boylece, LDL hiicre iginde birikir ve makrofajlar kopiik hiicrelerine dontigiirler. Yagh
cizgilenmede, kopiik hiicreleri ve ekstraseliiler lipid birikintileri mevcuttur(2). Kopiik
hiicreleri ve aktive endotel, TNF-a (tiimor nekroz faktor), interlokin-1, interlokin-6 ve
interferon-y gibi proinflamatuvar sitokinler ve makrofajlarla diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu artiran  biiyiime faktorlerini  salgilar.  Ozellikle —interferon-y
proaterojenik ve proinflamatuvar etki gosteren bir sitokindir(34,44). MCP-1"in etkisi ile
T-lenfositlerinin  bolgeye gelmesi ve proinflamatuvar sitokinler salgilamalari
aterosklerozun kronik inflamatuvar komponentine katkida bulunur(34,43). Prolifere
olan diiz kas hiicreleri kollajen gibi matriks proteinleri sentezlemeye baslarlar ve fibroz
plak meydana gelir(40).

Aterosklerozun patogenezinde inflamasyonun ve immiinitenin 6énemli rolii oldugunu
destekleyen baska bulgular da wvardir. Aterosklerotik lezyonlarda bulunan
monosit/makrofajlar, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde inflamasyon olan
dokularda bulunan COX-2 (siklooksijenaz-2) ekspresyonunun artmis oldugu
gosterilmistir. COX-2’nin prostaglandin sentezi {izerinden makrofajlar1 ve kemotaksisi
aktive etmesi, vaskiiler gecirgenligi, sitokin sentezini, diiz kas hiicresi proliferasyonunu
ve goclinli indiiklemesi olasidir(42). Aterogenezde inflamasyonun roliinii destekleyen
diger bulgular ise, KKH bulunan bireylerde akut faz reaktanlari olan CRP (C reaktif
protein), serum amiloid A ve interlokin-6’nin yiiksekligidir(34). Bazal CRP diizeyi
yiiksek olan bireylerde akut koroner sendrom, inme ve vaskiiler hastalik riski
artmaktadir(45). Onceleri CRP ve ateroskleroz arasindaki iliskinin, CRP’nin
aterosklerozun inflamatuvar bileseni icin bir belirte¢ olmasindan kaynaklandig: ileri
striilmistiir. Son ¢aligmalarda ise CRP’nin aterosklerotik siirece dogrudan etkisi
oldugunu gosterilmistir: CRP, endotelyal NO Sentaz aktivitesini azaltarak NO
salinmasini baskilar, endotelin-1, interlokin-6 ve MCP-1 sentezini stimiile eder. Bundan
baska, CRP’nin apopitozun gelisimini kolaylastirildig1 gosterilmistir(46).

Aterosklerotik plagin kirilmasi trombozu baglatan en Onemli etkendir. Kirilma,
fibr6z plagin en ince oldugu ve makrofajlar tarafindan daha yogun bir sekilde infiltre
edilmis olan bolgelerde meydana gelir. Patolojik ¢alismalar kirilgan plaklarda diiz kas

hiicreleri ve tip I kollajenin azaldigin1 gostermistir. Bu durum fibréz plagin
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zayiflamasina yol agar. Diiz kas hiicrelerinin azalmasinin nedeninin apopitoz oldugu
ileri stliriilmiistiir. Ayrica, fibroz plakta yogun olarak bulunan makrofajlardan salinan
matriks metalloproteinazlarin fibroz plagi parcalamasi olasidir(41).

Normal kosullarda endotelin antikoagiilan 6zellikleri vardir. Aterosklerotik
lezyonlarda ise intimada doku faktorii ekspresyonu artmistir. Endotel hiicrelerinin
okside LDL ile karsilasmalar1 PAI-1 diizeyini artirir. Sonugta, plak riiptiirli, kam
yiiksek diizeyde doku faktdriine maruz birakir ve tromboz meydana gelir(69).

LDL Oksidasyonunun Mekanizmasi

Oksidasyon hipotezi, aterosklerozda lezyon olusumu ve gelisiminden lipid ve
protein oksidasyon iriinlerinin sorumlu oldugunu 6ne siirer. Oksidasyonun asil hedefi
intimada bulunan LDL molekiiliidiir. Bu hipotez, in vitro sartlarda oksitlenmis LDL
molekiiliiniin proaterojenik 6zelliklerinin bulunmasiyla desteklenmistir. Bu 6zellikler
kemotaksisin uyarilmasi, makrofajlarda kolesterol birikimi, endotel hiicrelerinde
adhezyon molekiilii ekspresyonu ve bazi hiicre tiirlerinin apopitozudur(47). LDL
oksidasyonunun aterogenezde dort yolla etkili oldugu sanilmaktadir:

1. Monosit kemotaksisini artirarak, bu hiicrelerin subendotelyal alana ge¢cmelerini

saglar.

2. Monositlerin makrofajlara doniismesini saglar.

3. Makrofajlarin motilitesini inhibe ederek subendotelyal alanda kalmalarini saglar.

4. Endotel iizerine toksik etki gosterir(2).

LDL oksidasyonu aterogenezde kilit rol oynar(26). Oksidasyon hipotezinin
gecerliligi LDL’nin endotel hiicreleri ile inkiibasyonu sonrasi makrofajlar tarafindan
aliminin artmasiin gosterilmesiyle kanitlanmigtir. Oksidasyon diigiik konsantrasyonda
bakir ve demirin bulundugu ortamda 24 saat iginde gerceklesir. Ortalama bir LDL
partikiiliinde bir molekiil apolipoprotein-B, 600 molekiil serbest kolesterol, 1600
molekiil esterlesmis kolesterol, 700 molekiil fosfolipid, 180 molekiil triagilgliserol ve 10
molekiil a-tokoferol bulunur. LDL’nin modifikasyonu sirasinda tiim bilesenler
oksidasyona ugrar. Ester ve serbest kolesterolin  oksitlenmesiyle  7-
hidroksiperoksikolesterol ve 7-ketokolesterol olusur. Fosfolipidler  ve
triacilgliserollerdeki c¢oklu doymamis yag asitlerinin oksitlenmesiyle Once
hidroperoksitler ve daha sonra malondialdehid, heksanal gibi kisa zincirli, reaktif

aldehidler meydana gelir. Arasidonik asidin non-enzimatik peroksidasyonu ile
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isoprostanlar gibi prostaglandin benzeri bilesikler olusur. Kisa zincirli aldehidler ve
isoprostanlardan kdkenini alan isolevuglandinler, apo B ile stabil kompleksler olusturur
ve molekiile pozitif yiik getiren lizin residiilerinin maskelenmesiyle proteindeki negatif
yiik artar. Tim bu degisiklikler lipoprotein partikiiliinde molekiil i¢i ¢apraz baglarin
olusmasina ve partikiiliin agregasyonuna yol acar. LDL’de meydana gelen biitiin bu yiik
ve konfigiirasyon degisiklikleri partikiilin = makrofajlar tarafindan  alimim
kolaylastirir(47).

Lipid peroksidasyonunda rol oynayan olast maddeler siiperoksit anyonu, hidroksil
radikali, peroksinitrit, lipoksijenaz, serliloplazmin ve myeloperoksidazdir. LDL
oksidasyonunda lipid peroksidasyonunun yaninda apo B de modifiye olabilir(48).

Oksitlenmis LDL’nin hiicre i¢ine alinmasi, ¢opcii ve CD36 reseptorleri aracilig ile
olur(31,34,35). Bu reseptorler hiicre igindeki kolesterol diizeyi tarafindan regiile
edilmez ve subendotelyal yerlesimli makrofajlar okside LDL’yi kontolsiiz bir bi¢imde
hiicre icine alarak kopiik hiicreleri meydana getirirler(2,17,18,31,35,49). Scavenger
reseptor A ve CD36 reseptorii bulunmayan farelerde aterosklerozun gelisiminin
yavasladig1 bilidirilmistir (34).

Okside LDL nin biyolojik etkileri: Oksitlenmis LDL endotelde ICAM-1, VCAM-1
gibi adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu indiikler, monositler lizerinde kemotaktik
etki gosterir ve vaskiiler hiicrelerin MCP-1 ekspresyonunu artirir ve makrofaj
proliferasyonunu stimiile eder(34,46,47). Ote yandan okside LDL, makrofajlar {izerinde
kemostatik etki gostererek bu hiicrelerin arter duvarini terk edip dolasima katilmalarini

baskilar ve aterosklerotik siireci hizlandirir(49).
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Oksitlenmis LDL, endotelde NO aktivitesini azaltarak vazokonstriiktif etki
gosterir(49). Damarda endotele bagimli olarak gelisen relaksasyonun baskilanmasiyla
vaskiiler hiicrelerde apopitoz ve nekroz meydana gelir(47,50). Ayrica NO endotele
l6kositlerin  adhezyonunu, diiz kas hiicresi proliferasyonunu ve trombosit
agregasyonunu inhibe eder(46). Okside LDL’nin endoteldeki diger etkileri, prostasiklin
sentezini baskilamak ve PAI-1 iiretimini indiiklemektir(49). Bunun yaninda oksitlenmis
LDL’nin immunojenik etki gdstererek otoantikor olusumuna neden oldugu
gosterilmistir(48).

Ayrica, LDL oksidasyon disinda baska yollarla da modifiye olabilir. Bunlar;
glikasyon, immun kompleks olusumu, proteoglikan kompleksi olusumu ve
kolesterolden zengin lipozomlarin meydana gelmesidir(51).

2.2.4. Kiiciik, yogun LDL (sdLDL)’nin Aterosklerozdaki Rolii

LDL, heterojen yapida bir partikiildiir. Bu heterojenite, partikiiliin boyut ve dansite

farki gostermesinden kaynaklanir(52). LDL fraksiyonu kimyasal bilesimleri ve

fizikokimyasal 6zellikleri degiskenlik gosteren benzer yapida partikiillerden olusur(5,6).
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Analitik ultrasantrifugasyonla yapilan ilk calismalar her bireyde farkli LDL
altgruplarinin bulundugunu géstermistir. Dansite gradient ultrasantrifugasyon, gradient
jel elektroforezi ve PAGE (poliakrilamid jel elektroforezi) yontemleri ile yedi ayrt LDL
altgrubu saptanmistir. Bununla beraber, LDL ii¢ grup halinde siniflandiriimaktadir(32).
22-25.5 nm arasindaki partikiil boyutu kii¢iik LDL (LDL-III), 25.6-26.5 nm arasindaki
partikiil boyutu orta LDL (LDL-II), 26.6-28.5 arasindaki boyut ise biiyiik LDL (LDL-I)
LDL boyutunun 25.5 nm ve {istiinde olmas1 A patterni, 25.5 nm ve altinda olmasi ise B
patterni olarak tanimlanmistir(25,53,54,55). Cap1 25.5 nm ve altinda olan sdLDL’ nin
dansitesi 1.044-1.063 gr/ml dir(13).

B patterni veya Aterojenik Lipoprotein Profili (ALP) olarak adlandirilan tablo
sdLDL partikiillerinin hakimiyeti ile karakterizedir. Bu fenotipin diger 6zellikleri artmis
IDL ve TG’den zengin lipoprotein kalintilari, azalmig HDL-C, insiilin direnci ve
abdominal obezitedir(32,53,55,56,57,58). ALP, son zamanlarda ayr1 bir dislipidemi
olarak tanimlanmistir. Bu dislipidemi, insiilin direnci, tip 2 diabetes mellitus ve
metabolik  sendromda  rastlanan  karakteristik  lipoprotein =~ metabolizma
bozuklugudur(32). Anjiyografik olarak belirlenmis KKH olan hastalarin % 40-50’sinde
ALP bulundugu bildirilmistir ve bu fenotipin varligt KKH riskini 2-7 kat artirir(32,58).
sdLDL fenotipi KKH riskini yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi, serum LDL-C, HDL-C ve
TG konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak artirmaktadir(11,12,55,59,60). KKH olan
hastalarin yarisindan fazlasinda, LDL-C’nin normal diizeyde olmasi LDL partikiil
boyutu ile agiklanabilir(96). Ayrica sdLDL’nin karotis arter aterosklerozu ile iliskili
oldugu bildirilmistir(61).

Yapilan ¢aligmalarda sdLDL fenotipinin otozomal dominant veya kodominant
kaliim ile gectigi gosterilmistir. ALP’nin geni 19. kromozoma lokalizedir. LDL
partikiil boyutundaki farkliliklarinin kalitsal gegiginin %35-45 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bu da, kalittm disi  ve c¢evresel faktorlerin  Onemini
gosterir(32,52,53,56,57). B patterni olarak isimlendirilen bu 06zelligin eriskin
erkeklerdeki prevalansinin % 30-35, 20 yasin altindaki erkekler ve premenapozal
kadinlarda % 5-10, postmenapozal kadinlarda ise % 15-25 oldugu sanilmaktadir(53,56).
O halde, bu fenotipin prevalansi premenapozal kadinlar ve geng erkeklerde diisiik olup

yas ile birlikte artar. Kadinlarda sdLDL’nin daha az siklikta bulunmasinin nedeni
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estrojenin hepatik lipaz aktivitesini inhibe etmesidir. Hepatik lipazin aktivitesi
kadinlarda ayn1 yastaki erkeklere gore iki kat azdir(32).

B patternindeki kisilerin plazma TG’leri biiyiik LDL (A patterni) tastyan kisilere
gore iki kat daha yiiksektir. Ayrica B patterninde apo B, IDL, diizeyi daha ytiksek,
HDL-C ve apo A-I ise daha diistiktiir(53,56,62). sdLDL, insiilin direnci, Tip 2 diabetes
mellitus, metabolik sendrom, renal hastalik ve preeklampside artmaktadir. Ayrica
yagdan fakir ve karbohidrattan zengin beslenme bu fenotipe yatkinlig1 olan kisilerde
sdLDL’nin artmasina zemin hazirlar. Yine, familyal kombine hiperlipidemide B
fenotipinin siklig1 artar(32,57).

sdLDL olusumundaki kilit nokta TG yiiksekligidir. Artmis hepatik lipaz ve CETP
aktivitesi de sdLDL olusumununda rol oynar. Hafif veya orta derecede TG
yiiksekliginde, biiyilk VLDL partikiillerinin (VLDL1) oran1 artar. VLDL1’in yikimu ile
olusan LDL’nin apo B-100 konformasyonu degistiginden LDL reseptoriine baglanma
ozelligi azalmig, dolasimda kalma siiresi uzamistir. LDL partikiilleri, VLDL1’den
trigliserid alirlar; karsiliginda bu lipoproteinlere kolesterol esterleri ile fosfolipidleri
transfer ederler. Bu transfer, CETP aracilig1 ile gergeklesir. CETP diizeyi yiiksek olan
bireylerde LDL’ye TG transferi hizlanmistir(32). TG’den zengin hale gelen LDL
partikiilleri hepatik lipaz i¢in substrat olur. Hepatik lipazin hidrolizi ile yag asitleri agiga
cikar ve apoprotein/lipid orant yiiksek sdLDL partikiilleri olusur(32,61). VLDL
lipoprotein lipaz tarafindan hidroliz edilirken, hepatik lipazin IDL ve LDL’ye olan
afinitesinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir(56). Niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi ile yapilan c¢alismalarda hipertrigliseridemili bireylerde sdLDL alt
grubunun artmis oldugu kanitlanmistir(63). Ayrica, TG diizeyi yiiksek bireylerde HDL
ile TG’den zengin lipoproteinler arasinda, kolesterol esteri ve TG aligverisi gerceklesir;
TG’den zengin hale gelen HDL’nin yapisindaki TG’lerin hepatik lipaz tarafindan
hidrolize ugramasiyla daha kiiciik ve yogun HDL partikiilleri olusur(53,64). Meydana
gelen bu HDL dolasimdan hizla uzaklastirilir. Sonugta HDL’nin revers kolesterol
transportunu saglamasi kisitlanmis olur(53,65). Artmus hepatik lipaz aktivitesinin
plazma HDL diizeyini azaltmasi, sdLDL ile diisik HDL konsantrasyonu arasindaki
iliskiyi agiklayabilir(25).
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Sekil 3.. sdLDL nin olusumu.

sdLDL partikiillerinin LDL reseptoriine afiniteleri diisiik, oksidasyona olan
yatkinliklar1 yiiksektir. Yari Omirleri daha uzun olup, dolasimdan daha giic
uzaklagtirilirlar. Plazmada daha uzun siire kalmalar1 nedeniyle oksidasyona ugrama
olasiliklar artar(25,32,53,55). sdLDL partikiillerinin serbest kolesterol igeriginin diistik,
coklu doymamis yag asidi iceriginin ise daha yiiksek olmasi oksidasyona olan
yatkinliklarna katkida bulunabilir(57). Intimaya daha kolay penetre olup, burada daha
uzun siire kalmalarinin nétral karbonhidrat igeriklerinin diisiik olmasia bagli oldugu
sanilmaktadir(53). sdLDL’nin  endoteldeki  proteoglikanlara  karsi  afinitesi
yiiksektir(25,32,53,61). Bundan baska, aterosklerozun patogenezinde onemli rolii olan
Lipoprotein Fosfolipaz A2 adli enzimi tagirlar. Bu degisiklikler, sdLDL partikiillerinin
makrofajlar tarafindan alimimi ve kopiik hiicre olusum hizimi artirir(32,52). Ote yandan
familyal hiperkolesterolemide biiyiik, kolesterolden zengin LDL nin arttig1 ve bu biiytik
LDL’nin de prematiir aterosklerozdan sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu da, her iki
LDL altgrubunun aterojenik oldugunu gdsterir, ancak hangi LDL’nin daha aterojenik
oldugu ac¢ikliga kavugmamaistir(25).
Ateroskleroz Gelisiminde Rol Oynayan Diger Etkenler

Hemostatik Faktorler: Ateroskleroz gelisimi ile iligkili olan cesitli hemostatik
ajanlar mevcuttur. Bunlar; fibrinojen, faktér VII, Faktor VIII, antitrombin III, PAI-1,

Lp(a) ve antifosfolipid antikorlaridir. Tiim bu trombojenik faktorler icinde en belirgin
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iliskiyi plazma fibrinojeni tasimaktadir. Leigh ¢alismasinda, fibrinojen konsantrasyonu
ile iskemik kalp hastalig1 arasindaki iligskinin total kolesterol, kan basinct ve sigara
iciminden daha gii¢lii oldugu gosterilmistir. Fibrinojenin fibrinin prekiirsorii olmasi ve
kan  viskositesini  artirmast  nedeniyle tromboz olusumunu kolaylastirdigi
diistintilmektedir (2).

HDL nin rolii: HDL, kolesteroliin ekstrahepatik dokulardan alinmasi ve karacigere
transportunda gorev alir. Bu islev “Revers Kolesterol Transportu” olarak bilinir(23).
Son yillarda HDL’nin revers kolesterol transportu disinda baska antiaterojenik
Ozellikleri oldugu anlasilmistir. HDL, LDL’yi oksidasyondan koruyabilir(67,68,69).
HDL partikiiliiniin yapisinda olan paraoksonaz (PON1) ve Platelet Activating
Factor(PAF)-asetil hidrolaz adli iki enzim lipid peroksidasyonu sonucu olusan okside
fosfolipidleri detoksifiye eder; ayrica bu enzimlerin okside LDL’nin indiikledigi
transdiiksiyon sinyallerini inhibe ettikleri ileri siiriilmiistiir(68). Insanda yaslanma ile,
PONI1 aktivitesi azalmaktadir(70). Ote yandan, subendotelyal alanda HDL’nin
oksidasyonu, aterosklerotik siirecin gelisimine katkida bulunabilir. Okside HDL’nin
aterojenik Ozelliklerinin, kolesterolii dokulardan alma kapasitesinin diigmesine ve
LCAT aktivitesinde olusan azalmaya bagli oldugu sanilmaktadir(68).

2.2.5. Ateroskleroz ve Koroner Kalb Hastaligi Gelisiminde Risk Faktorleri
Aterosklerozun gelisiminde genetik ve ¢evresel faktorlerin rolii vardir. Bu risk faktorleri
sunlardir:(2)

Major Pozitif Risk Faktorleri

v' Yas: Erkekte 45 yas tizeri, kadinda 55 yas lizeri veya estrojen replasman tedavisi
yapilmadan erken menapoza girilmesi.

Ailede erken koroner kalp hastaligi dykiisii.

Sigara i¢ilmesi.

Hipertansiyon (KB >140/90 olmas1) veya antihipertansif kullanima.

Diabetes Mellitus.

Diistik HDL-C diizeyi ( <40 mg/dL).

AN NI NEEN

Diger risk faktorleri

v' Obezite.

v Fiziksel inaktivite.
v' Lp(a) yiiksekligi.
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Homosistein yiiksekligi.

TG yiiksekligi.

Remnant (kalint1) lipoprotein yiiksekligi.
Metabolik Sendrom.

Protrombotik ve proinflamatuvar faktorler.

Bozulmus aclik glukozu.

SR N N N R NN

Subklinik aterosklerotik hastalik (Periferik arter hastaligi, abdominal aort
anevrizmasi, karotis arter hastaligi)
Negatif Risk Faktorleri
v' Yiiksek HDL-C ( 60-90 mg/dL).
2.3. LDL-C OLCUM YONTEMLERI
2.3.1. Kromatografi

LDL-C tayininde ¢esitli kromatografik sistemler ve kolonlar kullanilmaktadir. Sik
olarak kullanilan agaroz kolon kromatografisidir. LDL-C, agaroz kolonlardan %90-98
oraninda elde edilebilir. Agaroz kolon kromatografisinin en 6nemli dezavantaji, 24 saat
gibi uzun bir siire almasi ve homojen lipoprotein fraksiyonlarinin elde edilmesinin
miimkiin olmamasidir. Yiiksek basingli jel filtrasyon kromatografisi ile lipoproteinlerin
nispeten hizli bir sekilde ve kimyasal yapilar1 bozulmadan elde edilmesi olasidir.

Kromatografik yontemler, lipoproteinlerin izolasyonu, smiflandirilmasi, miktar
tayini, karakterizasyonu ve saflastirilmasinda yararli olan metodlardir. Ancak islemlerin
kompleks olmasi, uzun zaman almasi ve deneyimli eleman gerektirmesi nedeniyle
arastirma laboratuvarlarinda kullanilmaktadirlar(71).
2.3.2. Elektroforez

Elektroforez, lipoproteinlerin net yiiklerine ve biiytlikliiklerine gore ayirimini saglar.
Bu amagla kagit, seliiloz asetat, agaroz, poliakrilamid gibi degisik tasiyici ortamlar ve
sudan siyah1 gibi lipofilik boyalar kullanilmaktadir(71). Ayrica apo B’ye karsi
antikorlarin kullanilmasiyla da LDL belirlenebilir(72).

Lipofilik boyalarla lipoproteinlerin asil boyanan kisimlar1 TG’lerin ester baglar1 ve
esterlesmis kolesteroldiir. Serbest kolesterol ve fosfolipidler boyayr almazlar(73).
Lipofilik boyalar belirli bir lipid sinift igin spesifik olmadiklarindan, elektroforez

kantitatif bir yontem olarak kullanilamaz(72).
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Elektroforetogramda LDL boélgesinde goriilen materyalin dansitometrik olarak
saptanmastyla LDL’nin yiizdesi belirlenebilir, ancak LDL ve VLDL arasindaki
rezolusyonun saglanmasi her zaman miimkiin olmaz. Ayrica boyanmanin siddeti, tim
lipoproteinler i¢in ayni degildir. Bu nedenlerle, lipoprotein elektroforezinin miktar
tayininde kullanilmasi i¢in kabul edilebilir bir presizyon ve dogrulugu yoktur. Ayrica
numunelerin ¢ogunda IDL ve Lp(a), LDL ile beraber goc¢c etmediklerinden
elektroforezin  Friedewald formiili ve ultrasantrifugasyona olan esdegerligi
tartismalidir(71,72).

2.3.3. Ultrasantrifugasyon

Ultrasantrifugasyonda lipoproteinlerin hidrate olmus dansitelerine gore ayirimlari
yapilir. Ik kez 1950’lerde kullanilmaya baslayan ultrasantrifugasyonun degisik cesitleri
vardir(71).

Ardisik (sequential) Ultrasantrifugasyon : Analitik ultrasantrifugasyona gore daha
az karmagik ve nispeten daha ucuz bir yontemdir. Burada plazma lipoprotein analizi i¢in
1.006 kg/L dansitede tek ultrasantrifugasyon basamagi kullanilir. 109000 x g (39000
rpm)’de 18 saat siire ile yapilan ultrasanrtifugasyondan sonra dansitesi 1.006 kg/L’den
daha az olan VLDL ve SM’ler en fistte yiizerler. IDL, LDL, Lp(a) ve HDL ise
infranatantta kalir. TG den zengin VLDL ve SM’lerin ortamdan uzaklastirilir. Bu
islemin ardindan KBr’iin ortama eklenmesi ve ultrasantrifugasyonun tekrarlanmasiyla,
supernatantta LDL kalir ve kolesterol igeriginin dl¢iilmesiyle LDL-C diizeyi saptanir(6).

Ultrasantrifugasyonun en 6nemli dezavataji, rutin kullanim i¢in pratik olmamasidir.
Ultrasantrifugasyon uzun siiren bir islem olup 6zel ekipman ve tecriibeli teknisyen
gerektiren pahali bir yontemdir. Bu islem icin fazla miktarda seruma gereksinim
vardir(6,74). Ayrica, labil yapida olan lipoproteinler, yiiksek tuz konsantrasyonu ve
santrifugal kuvvetlerden etkilenerek degisime ugrayabilir(6). Bu nedenlerle
ultrasantrifugasyon o6zellikle arastirma laboratuarlarinda kullanilmaktadir.

B-kantitatif 6l¢iim

LDL tayininde definitif metod mevcut degildir(5). Ultrasantrifugasyonun
presipitasyon ile kombine olarak kullanildigi B-kantitatif 6l¢iim LDL-C tayini i¢in
“referans metod” olarak kabul edilir(6,17).

B- kantitatif 6l¢iimde serumun 18 saat 105000 x g’de santrifiij edilmesiyle VLDL ve

SM’ler en istte yiizer. TG den zengin bu lipoproteinler ortamdan “tube slicing” ile
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uzaklastirilir. Infranatantta LDL, IDL ve Lp(a) ve HDL kalir. Apo B igeren LDL, IDL
ve Lp(a) heparin-Mn kullamlarak ¢oktiiriiliir. Infranatantin total kolesterol ve HDL-C
icerigi Abell-Kendall metodu ile 6l¢iiliir. Total kolesterol degerinden HDL-C degerinin
¢ikarilmasiyla LDL-C konsantrasyonu hesaplanir. -kantitatif 6lgiim ile 6l¢iilen LDL-C
fraksiyonu i¢inde IDL ve Lp(a) da yer alir(6,17).

2.3.4. Friedewald Formuiilii

Friedewald 1972 yilinda, ultrasantrifugasyona alternatif olarak kendi adiyla anilan
formiilii gelistirmistir(75). Ilk 6nce epidemiyolojik ¢alismalar icin onerilen formiil
ozellikle ekonomik olmasi nedeniyle, klinik laboratuvarlar tarafindan hemen
kullanilmaya baslandi. Halen biitiin diinyada en yaygin olarak kullanilan yontemdir(6).

Friedewald formiiliiniin prensibi VLDL’nin dolasimdaki TG’lerin ¢ogunu
tasimasina dayanir. VLDL’deki TG/kolesterol oran1 yaklasik olarak bestir ve
Friedewald bu gercekten yola ¢ikarak VLDL-C’iin total TG’den hesaplanabilecegini
diistinmiistiir(6).

VLDL-C =TG/5 (mg/ dL i¢in), VLDL = TG/2.22 (mmol/L igin).
LDL-C = Total kolesterol — (Olgiilen HDL-C + TG /5) (75).

Friedewald formiilii pratikte hastalarin ¢ogunda kullanilabilir. Bunun nedenleri,
plazma TG diizeylerinin 95.persantil i¢in 300 mg/dL’nin altinda olmasi, aglik kaninda
SM’lerin bulunmamasi ve toplumdaki tip III hiperlipidemi prevalansininin %0.1-0.2
civarinda olmasidir(17). Ayrica Friedewald formiilii ile 6l¢iilen deger IDL ve Lp(a) gibi
partikiilleri de kapsadigindan aterojenik indeks hakkinda fikir verir(74).

Friedewald formiiliiniin baz1 kosullarda kullanilmamas1 gerekir. SM’lerde TG’ler
cok yiiksek oranda bulundugu igin serumda SM’lerin olmasi, VLDL-C’nin ger¢ek
degerinin iizerinde hesaplanmasina, dolayisiyla LDL-C’nin ger¢ek degerinin altinda
hesaplanmasina yol acacaktir(5,6). Bu nedenle Friedewald formiilii en az 12 saatlik
aclik sonrast alman numunelerde kullanilmalidir.  Friedewald formiiliiniin
kullanilmamas1 gereken ikinci durum, TG diizeyinin 400 mg/dL’nin (4.52 mmol/L)
tizerinde olmasidir(6,17). Bu durumda numunede, SM’ler, SM ve VLDL kalintilar1 gibi
TG’den zengin lipoproteinler bulunacagindan, TG diizeyininin 5’e boliinmesiyle elde
edilen VLDL-C degeri gercegi yansitmaz(17). TG konsantrasyonunun artmasiyla
formiil ile hesaplanan LDL-C’nin giivenilirligi azalir. TG konsantrasyonu 200

mg/dL’nin altinda olan numuneler B-kantitatif 6l¢im ile en uyumlu sonuglar1 verir(76).
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Bu durumlar disinda, Friedewald formiilii, Tip III hiperlipidemili hastalarda da
kullanilmamalidir. Bu hastalarda kalint1 lipoproteinler ve B-VLDL’deki kolesterol/TG
orani artmis oldugu i¢in Friedewald formiilii ile hesaplanan LDL-C diizeyi B-kantitatif
Olciime gore hesaplanan degerden daha yiiksek bulunacaktir(6,17,24).

2.3.5. LDL Olciimiinde Kullanilan Direkt Yoéntemler

Birinci Jenerasyon Yontemler (Kimyasal presipitasyon metodlar)

LDL heparin (pH 5.12’de), polivinil siilfat veya dekstran stilfat ile ¢oktiirtiliir. LDL-
C konsantrasyonu serum total kolesterolii ve supernatanttaki kolesterol farkindan yola
c¢ikilarak hesaplanir(6).

Presipitasyon yontemleri daha pratik olan Friedewald formiiliiniiniin yerini
alamamistir. Serum TG diizeyinin 400 mg/dL’yi asmasi veya serbest yag asitlerinin
ortamda bulunmasi presipitasyon metodlarinda interferansa yol actiklarindan rutin
kullanima girmemislerdir(6).
ikinci Jenerasyon Yéntemler

1994 yilinda immunoseparasyon metodu ile direkt LDL-C 6lgiimii kullanima
sunulmustur. Bu metodda kullanilan reaktif insan apolipoprotein A-I ve E’ye karsi
gelistirilmis keci poliklonal antiserumu ile kaplanmis polistiren lateks boncuklar igerir.
Bu antikorlar; SM’ler, HDL, VLDL ve IDL’yi ortamdan uzaklagtirirak LDL-C’nin
direkt ol¢iimiine olanak saglar(6,71).

Immunoseparasyon LDL icin rolatif olarak spesifik olup, B-kantitatif dl¢iim ile
genel olarak uyum gosterir; ancak TG konsantrasyonu yiiksek orneklerde eser miktarda
VLDL saptanmistir. Ayrica Lp(a)’nin %751 oOlciilebilirken IDL’nin saptanmasi ise
miimkiin olmamistir. Bu 6zellikler immunoseparasyon yontemini, 3-kantitatif 6l¢iimden
farkli kilmaktadir(6).

Uciincii Jenerasyon Yontemler (Homojen Yontemler)

LDL-C 6l¢limii i¢cin homojen assayler 1998°de Japonya’da kullanima girmistir(77).
Bu yontemlerde diger lipoprotein siniflarini soliibilize eden veya bloke eden ¢esitli
deterjan ve kimyasal ajanlar kullanilir. Burada amag¢, LDL-C i¢in spesifitenin
artirilmasidir. Diger lipoprotein fraksiyonlar1 bloke edildikten sonra, LDL nin kolesterol
icerigi enzimatik olarak Olciiliir. Biitiin firmalar otoanalizorlere adapte edilebilen iki
reaktiften olusan setler iiretmektedirler. Homojen LDL-C &lglim metodlarinin asil

avantaji, otomatizasyona uyarlanabilir olmasi ve dogrulugun yiiksek olusudur. Diger bir
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avantaj ise, zamanlama ile sicakligin iyi bir sekilde kontrol edilmesi ve otomatik
pipetleme nedeniyle presizyonun artmasidir. Ayrica presipitasyon yontemleri ile
kiyaslandiginda, daha az numune hacmine gerek vardir ve otoanalizore uyarlanabilmesi
nedeniyle belirli bir siirede ¢ok sayida numune analiz edilebildiginden isgiiciinden
tasarruf saglar(6,78).
Kullanilan homojen LDL assaylerinin prensipleri sdyle 6zetlenebilir(6):
Kyowa Medex
a HDL, VLDL ve SM’ler surfaktanlar ve karbonhidratl bilesiklerle bloke edilir.
o LDL enzimler ve surfaktanlar ile solubilize edilir— Kolestenon + H,O,
2 H,O, +4-AA + HSDA + Enzim — renkli tirtin
Daichii
o Surfaktan 1 + Enzimler sadece HDL-C, VLDL-C ve SM-C ile reaksiyona girerler.
LDL dis1 kolesterolden olusan peroksidler, peroksidaz ile reaksiyona girer—renksiz
tirlin olusur.
o LDL-C + Surfaktan 2 + coupler + Enzimler — Renkli {iriin
Wako
o LDL + Koruyucu reaktif LDL’yi enzimatik reaksiyonlardan korur.
HDL-C, VLDL-C, SM-C + Enzimler — H;0, + Katalaz — H,O
o LDL-koruyucu reaktif + Deproteksiyon Yapan Reaktif — LDL
LDL-C + Enzimler — Kolestenon + H,O,
H,0, + 4-AA + HDAOS — Renkli Uriin
Denka Seiken
a LDL dis1 lipoprotein fraksiyonlar: + Surfaktan Kombinasyonu 1 + Enzimler —
Kolestenon + H,O»,
H,0, + Katalaz — H,O
o LDL-C + Surfaktan kombinasyonu 2 — Kolestenon + H,O,
Katalaz + Azid — Inhibisyon
H>,O, + 4-AA + HDAOS + Enzimler— Renlki turin
International Reagents Corporation
a LDL + Calixarene—— LDL-Calixarene solubl kompleksi
LDL dis1 LP fraksiyonlar1 + Enzimler (CE1) + Hidrazin—Kolestenon hidrazon
o LDL-C + B-NAD + Enzimler (CE2)— Kolestenon hidrazon + f-NADH
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o AA: 4-aminoantipirin, CE: Kolesterol Esteraz, HSDA: N-(2-hidroksi-3-siilfopropil)-
3,5-dimetoksianilin, sodyum tuzu, HDAOS: N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoksianilin.

2.3.6. sdLLDL Tayin Metodlari
sdLDL tayininde degisik yontemler kullanilmaktadir. Bunlar; gradient jel

elektroforezi, dansite gradient ultrasantrifugasyon, yiiksek performansl jel-filtrasyon

kromatografisi, elektron ~ mikroskopisi, NMR spektroskopisi, analitik
ultrasantrifugasyon, preparatif ultrasantrifugasyon, HPLC ve analitik kapiler
izotakoforezdir(13,25,53,63,79). Tiim bu yontemler ¢ok pahali ve 6zel ekipman
gerektiren metodlardir(79). sdLDL’nin kantitatif tayininde altin standart, analitik ve
preparatif ultrasantrifugasyondur. Analitik ultrasantrifugasyon ile gravitasyonel alanda

LDL’nin flotasyon hiz1 6l¢iiliir. Flotasyon hizi ne kadar yiiksekse LDL lipidden o kadar

zengindir. Bu metod sadece birka¢ arastirma laboratuvarinda mevcuttur. Preparatif

ultrasantrifugasyon ise, zahmetli. ve zaman alan bir yontem olmasina karsin, LDL’nin

yedi ayr1 fraksiyona ayrilmasini saglar. Nonequilibrium dansite gradient

ultrasantrifugasyonu ise, analitik ultrasantrifugasyondaki prensiplere gore calisir(25).
Gradient jel elektroforezi semikantatif bir metoddur. Bu yontemle belirli boyuttaki

LDL’nin kantitatif tayini olas1 degildir; bize hakim olan LDL altgrubunun boyutu ve

ortalama LDL partikiil boyutu hakkinda bilgi verir(25). Bu metod sdLDL

konsantrasyonunun saptanmasit amaciyla Coomassie blue ile boyama ve lazer
dansitometrisi kullanilarak gelistirilmeye calisilmis, ancak yaygin olarak kabul
gormemistir(79). NMR yontemi ile hem LDL’nin lipid konsantrasyonu ve partikiil
capmi Olgiilebilir. Bu yontem belirli bir boyutta olan lipoprotein partikiillerinin
spektroskopik farkliliklari ilkesine dayanir ve ultrasantrifugasyonda oldugu gibi fiziksel
separasyon gerektirmez(63). Partikiil ¢ap1 yiizeyde bulunan fosfolipidlerden,
konsantrasyon ise, kolesterol esterleri ve TG’lerde bulunan metil gruplarindan gelen
sinyallere gore belirlenir(25). Tam otomatize bir teknik olan ve bir dakikada sonug
veren NMR, LDL c¢ap1 ve altgrup konsantrasyonu hakkinda bilgi veren en hizl
yontemdir(25,63). Dezavantajlari, ¢ok yeni bir yontem olmasi nedeniyle, genis
poplilasyonlarda ¢alismalar yapilmamis olmasi ve kalibrasyon sorunlaridir(25).
sdLDL-C miktar tayininde son zamanlarda gelistirilen bir metod divalan katyonlar

ve polianyonlar ile presipitasyon sonrasi supernatantta kalan LDL-C’nin direkt olarak
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tayin edilmesidir(14). HDL-C tayini i¢in gelistirilmis olan presipitasyon metodlarinda
heparin, fosfotungstat, dekstran siilfat, polietilen glikol gibi polianyonlar ve Mg, Mn, Ca
gibi divalan katyonlar kullanilir(14,17,24,80,81). Polianyonlar lipoproteinlerdeki pozitif
yiklii gruplar ile reaksiyona girerken divalan katyonlar negatif yiikli gruplar ile
etkilesime girerler, boylece apo B ¢oktiiriilerek supernatantta sadece HDL kalir(17).
Presipitasyon reaktif konsantrasyonu, pH, iyonik giic ve diger serum proteinlerinin
varligt gibi  faktorlerlerden etkilenir(24). Hirano ve ark.lari, heparin-Mg
kombinasyonunun tiim apo B iceren lipoproteinleri ¢oktiirmedigini ve LDL’nin daha
yogun olan boliimiinlin supernatantta kaldigin1 gostermistir. sdLDL’ nin supernatantta
kaldig1 gradient jel elektroforez ile dogrulanmistir. Supernatantta bulunan sdLDL-C
homojen yontem ile tayin edilmistir. Ayrica presipitasyon ile elde edilen sdLDL-C
degerlerinin ultrasantrifugasyon ile elde edilen degerlere ¢ok yakin oldugu

goriilmiistiir(14).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

Presizyon (tekrarlanabilirlik) degerlendirilmesi amaciyla 10 Agustos 2005 tarihinde
Haydarpasa Numune Hastanesi polikliniklerine basvuran ve lipid paneli istenmis olan
yaklasik 60 hastaya ait serumlarla farkli LDL-C konsantrasyonu i¢eren serum havuzlari
hazirlandi. Vitros direkt LDL-C (dLDL-C) reaktifi i¢in li¢ diizeyde (diisiik, orta ve
yiiksek), Sentinel dLDL-C reaktifi i¢in iki farkli diizeyde (diisiik ve yiiksek) LDL-C
iceren serum havuzlar1 hazirlandi. Her seviyedeki havuzlar porsiyonlara boliinerek -
20°C’de bekletildi. Presizyon ¢aligmasi i¢in, NCCLS EP5-A protokolii uygulandi.

Vitros dLDL metodunun linearite (dogrusallik) calismasi i¢in serum havuzu
reaktifin diliienti ile 3%, %5, %, 1/5 ve 1/10 oraninda diliie edildi. Sentinel dLDL
yonteminin linearitesi i¢in, serum havuzlar1 izotonik NaCl ile aymi oranlarda diliie
edildi.

Her iki metodun karsilagtirilmast amaciyla 31 Agustos - 9 Eylil 2005 tarihleri
arasinda hastanemize bagvuran 122 hastanin serumu alindi. Segilen serumlarin farkl
diizeyde LDL-C i¢ermesine ve hemolizli, bilirubinli olmamasina dikkat edildi. Alinan
serumlar ayn1 giin i¢inde her iki direkt LDL-C ydntemi ile ¢alisildi. Elde edilen sonuglar
Friedewald formiilii ile karsilastirildi, ayrica her iki yontem arasindaki korelasyon
degerlendirildi.

sdLDL-C tayini amaciyla 5 Ekim-17 Ekim 2005 tarihleri arasinda Haydarpasa
Numune Hastanesi polikliniklerine bagvuran 118 hastanin serumu alindi. Secilen
serumlarin farkli diizeyde total kolesterol, LDL-C, TG ve HDL-C icermesine dikkat
edildi. Uygulanan c¢oktiirme islemi sonrasi elde edilen supernatantlardaki LDL-C
konsantrasyonu Sentinel dLDL-C ve Vitros dLDL-C reaktifleri kullanilarak 6l¢iildii.
3.2. Yontem

Presizyon degerlendilmesi: Giin i¢i presizyonun degerlendirilmesi amaciyla her
seviyedeki havuzdan ¢aligmanin birinci giinii sabah ve 6gleden sonra on’ar kez okuma
yapildi. Her iki yontemin giinler arasi presizyonunu degerlendirmek amaciyla serum
havuzlar1 20 giin boyunca sabah ve 6gleden sonra olmak {izere giinde iki kez ¢alisidi.
Ayni giinde iki ¢aligma arasinda en az ii¢ saat olmasina dikkat edildi ve her 6rnek her
calismada cift calisildi. Her calismada kalite kontrolii saglamak amaciyla iki seviyeli

kontrol okutuldu. Elde edilen kontrol sonuclar1 ile Levey-Jenings grafigi cizildi ve
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kalite kontrol Olgiitlerine uymayan c¢alismalarin degerlendirme disinda tutulmasi
amaglandi.
Direkt LDL-C 6l¢iim prensibi

Vitros dLDL-C él¢iim prensibi: Vitros dLDL-C reaktif sistemi, iki reaktiften olusan
siv1 bir sistemdir. Birinci asamada R1’in eklenmesiyle kolesterol esteraz ve kolesterol
oksidazin katildig1 reaksiyonlarla LDL dis1 kolesterol, selektif olarak ortamdan
uzaklagtirilir. Bu reaksiyonlarda 6nce kolestenon ve daha sonra hidrojen peroksit olusur.
Ortaya ¢ikan hidrojen peroksid, katalaz ile su ve oksijene pargalanir. R2’nin
eklenmesiyle katalaz sodyum azid tarafindan inaktive edilir. Sonraki asamada,
surfaktanlar LDL partikiillerindeki serbest kolesterol ve kolesterol esterlerinin
disosiyasyonunu saglarlar. Kolesterol esteraz ve kolesterol oksidazin katalizledigi
reaksiyonlarla olusan hidrojen peroksid, peroksidazin varliginda TOOS ve 4-
aminoantipirin ile reaksiyona girer ve renkli quinon pigmenti olusur. Olusan renkli
iriiniin 600 nm’de absorbansinin dl¢limiiyle serum LDL-C degeri belirlenir. Vitros
dLDL-C tayini Vitros 5.1 (Johnson & Johnson)cihazinda yapildi(Ref: 6801728).

Sentinel dLDL-C olciim prensibi : Birinci asamada SM, VLDL ve HDL spesifik
kosullarda ortamdan uzaklastirilir. Bu fraksiyonlardan agiga ¢ikan kolesterol, kolesterol
esteraz ve kolesterol oksidaz tarafindan kolestenon ve H,O,’ye oksitlenir. H,O,, katalaz
tarafindan yikilir. Tkinci asamada ise, surfaktanlar LDL partikiillerinde bulunan serbest
kolesterol ve kolesterol esterlerinin agiga ¢ikmasini saglarlar. Kolesterol esteraz ve
kolesterol oksidazin katalize ettigi reaksiyonlar sonucu olusan quinon pigmentinin rengi
numunedeki LDL-C konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Sentinel dLDL-C tayini
Aeroset (Abbott) otoanalizoriinde yapildi(Ref 17203B, Ref:17203A).
lL.agama: R1’in eklenmesi- SM,VLDL ve HDL’deki kolesteroliin eliminasyonu

Kolesterol esteraz

Non-LDL Kolesterol Esterleri » Kolesterol + yag asitleri
Kolesterol oksidaz
Kolesterol + O, » Kolestenon + H,0O,
Katalaz

2H,0, = 2H,0+0,
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2.asama: R2’nin eklenmesi- LDL-C’nin spesifik olarak 6l¢timii.

surfaktanlar

LDL partikiilleri > Kolesterol + kolesterol esterleri + protein
Kolesterol esteraz

Kolesterol esterleri Kolesterol + yag asitleri

v

Kolesterol oksidaz

Kolesterol + O, Kolestenon + H,O,

v

Peroksidaz

2 H,0; + 4 —Aminoantipirin + TOOS » Quinon pigmenti
TOOS: N-Etil-N-(2-hidroksi-3-sulfopropil-3-metilanilin)
Realktifler
Total kolesterol tayini: Enzimatik yontemle (kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz)
Aeroset (Abbott) cihazinda yapildi(List no.7D62-20 30-3059/R2).
TG tayini: Aeroset (Abbott) otoanalizoriinde enzimatik metodla (lipaz, gliserol kinaz ve
gliserol fosfat oksidaz) yapildi(List no. 7D74-20 30-3074/R2).
HDL-C tayini : Aeroset (Abbott) otoanalizériinde homojen yontemle yapildi(Ref :
T10360).
Friedewald Formiilii ile LDL-C Hesaplanmasi
Friedewald formiilii ile LDL-C hesaplanmasi asagidaki formiile gore yapilmistir(75):
LDL-C= Total kolesterol — ( HDL-C + TG/S)
iki yontemin birbiri ile ve Friedewald formiilii kiyaslanmasi

122 hastanin serumlar1 Sentinel dLDL-C ve Vitros dLDL-C yontemleriyle ¢alisildi.
Numuneler Sentinel dLDL metodu ile Aeroset (Abbott) otoanalizoriinde, Vitros dLDL
metodu ile Vitros 5.1 (Johnson & Johnson) otoanalizoriinde ¢aligildi.
sdLDL-C tayini

[lk asamada degisik konsantrasyonlarda total kolesterol, LDL-C ve TG igeren 118
serum Orneginde apolipoprotein A-I ve apoliporotein B tayini yapildu.

sdLDL-C tayini i¢in Hirano ve ark.larmin gelistirdigi ¢Oktlirme yoOntemi
uygulandi(14). Apo B igeren lipoproteinleri presipite etmek amaciyla 150 U/ml heparin
sodyum tuzu (Sigma H-3393) ve 90 mmol/L MgCl, (magnezyum kloriir) (Riedel
31413) igeren reaktif kullanildi. Serum ve reaktifler eppendorflarda karistirildi. 0.2

ml’lik her serum 6rnegine 0.2 ml ¢oktiiriicli reaktif eklendi ve her numune 15 saniye
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stireyle vorteks ile karistirildi. Numuneler benmaride 37 °C ’de 10 dakika siireyle
inkiibe edildi. Bu islemi takiben, 15 dakika buz banyosunda bekletilen numuneler, 15
dakika siireyle 10900 rpm de (Abbott,10500 x g) santrifiij edildi. Elde edilen
supernatantlar berrakti. Supernatantlardaki total kolesterol, TG, HDL-C, apo A-I ve apo
B Aecroset (Abbott) otoanalizériinde tayin edildi. Supernatantta kalan LDL-C ise
Sentinel dLDL-C ve Vitros dLDL-C reaktifleri ile tayin edildi. Sentinel dLDL-C
Aeroset (Abbott) cihazina, Vitros dLDL-C ise Vitros 5.1 (Johnson & Johnson) cihazina
aplike edilmisti.

Apolipoprotein A-I ve apolipoprotein B tayini Aeroset (Abbott) otoanalizoriinde
immunotiirbidimetrik yontemle yapildi(Apolipoprotein A-I - List no. 9D92-20 30-
3354/R1).

(Apolipoprotein B- List no. 9D93-20 30-3358/R1).
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4- BULGULAR VE iSTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME
4.1. Presizyon Calismasi
4.1.1. Presizyon (Sentinel dLDL-C)

1. Giin igi presizyon

Sentinel Sabah Ogleden sonra t,p Testin %95

dLDL-C Giiven Arahig

Diisiik 125.6020.55 123.50£0.71 t=4.305 10,85}-13,35}
(124,92-126,28) (117,15-129,85) p=0.008

Yiiksek | 166.00£1.58 163.50£0.71 =2.062 (-0,62}-15,62}
(164,04-167,96) (157,15-169,85) P=0.094

Tablo 1. Sentinel LDL’ye ait giin i¢i presizyon bulgulari.

* Parantez i¢cindeki degerler ortalamalarin %95 giiven aralig1 degerleridir.

Diisiik ve yiikksek LDL-C diizeyleri i¢in sabah Ol¢limleri normal dagilim
gosteriyordu (n:5). (Kolmogorov-Smirnov diisik LDL-C i¢in Z=0.822, P=0.510 ve
ylksek LDL-C i¢in Z=0.305, P=1.000). Bu nedenle parametrik testler (varyans analizi
ve t testi) uygulandi.

Sabah ve 6gleden sonra Ol¢limlerinin diisitk LDL-C diizeyinde (F=0.060, P=0.817)
ve yiiksek LDL-C diizeyinde (F=1.250, P=0.314) belirlenen varyanslar1 benzer olarak
degerlendirildi.

Iki ortalama arasindaki fark, diisiik LDL-C diizeyinde istatistiksel olarak anlamh
fark gosteriyordu (P<0.01). Yiksek LDL-C diizeyinde ise iki ortalama benzerdi
(P>0.05).

2. Giinler arasi presizyon
a) Diisiik LDL-C diizeyinde presizyon

Sabah Sentinel dLDL-C o&lgiimleri gilinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Ogleden sonra yapilan Sentinel dLDL-C &lgiimleri giinler arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Giin boyu (sabah+o6gleden sonra) yapilan Sentinel LDL-C 6l¢iimleri giinler arasinda

istatistiksel olarak anlamh fark gosteriyordu (Kruskall Wallis Testi, P<0.05).
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b) Yiiksek LDL-C diizeyinde presizyon

Sabah Sentinel LDL-C 6lctimleri giinler arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark

gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Ogleden sonra yapilan Sentinel LDL-C &l¢iimleri giinler arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark géstermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Giin boyu (sabah+0gleden sonra) yapilan Sentinel LDL-C 6l¢iimleri giinler arasinda

istatistiksel olarak anlamh fark gosteriyordu (Kruskall Wallis Testi, P<0.05).

4.1.2. Presizyon (Vitros dLDL-C)

1. Giin igi presizyon

Vitros Sabah Ogleden sonra t, p Testin %95

dLDL-C giiven
arahgi

Diisiik 114.17+1.65 114.98+1.73 t=-0.759 {-3,28}-
(112,12-116,22) | (112,83-117,13) p=0.470 {1,65}

Orta 166.71+2.20 168.20+2.04 =1.111 {-4,58}-
(163,99-169,44) | (165,67-170,74) p=0.299 {1,60}

Yiiksek 203.27+2.82 203.9843.41 t=-0.359 {-5,27}-
(199,77-206,78) (199,75-208,21) p=0.729 {3.85}

Tablo 2. Vitros LDL-C’ye ait giin i¢i presizyon bulgular1

* Parantez i¢indeki degerler ortalamalarin %95 giiven aralig1 degerleridir.

Diistik, orta ve yiiksek LDL-C diizeyleri i¢in sabah ol¢iimleri normal dagilim
gosteriyordu(n:5). (Kolmogorov-Smirnov diisiik LDL-C i¢in Z=0.626, P=0.829, orta
LDL-C i¢in Z=0.719, P=0.680 ve yiiksek LDL-C i¢in Z=0.518, P=0.951).

Diistik ve yliksek LDL-C diizeyleri i¢in 6gleden sonra ol¢limleri de normal dagilim
gosteriyordu(n:5). (Kolmogorov-Smirnov diisik LDL-C i¢in Z=0.611, P=0.849, orta
LDL-C i¢in Z=0.413, P=0.996 ve yiiksek LDL-C i¢in Z=0.649, P=0.794). Bu nedenle
parametrik testler (varyans analizi ve t testi) uygulandi.

Sabah ve 0gleden sonra dl¢limlerinin diisiik LDL-C diizeyinde (F=0.168, P=0.692),
orta LDL-C diizeyinde (F=0.002, P=0.964) ve yiiksek LDL-C diizeyinde (F=0.024,

P=0.882) belirlenen varyanslar1 benzer olarak degerlendirildi.
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Diisiik, orta ve yiiksek LDL-C diizeyinde sabah ve aksam ortalamalar1 (tablo 2)
istatistiksel olarak benzer idi (P>0.05).
2. Giinler arasi presizyon
a)Diisiik LDL-C diizeyinde presizyon

Sabah Vitros LDL-C 6l¢limleri giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Ogleden sonra yapilan Vitros LDL-C &l¢iimleri giinler arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Giin boyu (sabah+6gleden sonra) yapilan Vitros LDL-C ol¢limleri giinler arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark gosteriyordu (Kruskall Wallis Testi, P<0.01).
b)Orta LDL-C diizeyinde presizyon

Sabah Vitros LDL-C ol¢limleri giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Ogleden sonra yapilan Vitros LDL-C 6lgiimleri giinler arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Glin boyu (sabah+dgleden sonra) yapilan Vitros LDL-C 6l¢iimleri giinler arasinda
istatistiksel olarak anlamh fark gosteriyordu (Kruskall Wallis Testi, P<0.01).
c)Yiiksek LDL-C diizeyinde presizyon

Sabah Vitros LDL-C ol¢timleri giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Ogleden sonra yapilan Vitros LDL-C 6l¢iimleri giinler arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark gostermiyordu (Kruskall Wallis Testi, P>0.05).

Glin boyu (sabah+dgleden sonra) yapilan Vitros LDL-C 6l¢iimleri giinler arasinda

istatistiksel olarak anlamh fark gosteriyordu (Kruskall Wallis Testi, P<0.01).
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Sentinel dLDL-C Vitros dLDL-C
Serum LDL-C diizeyleri Serum LDL-C diizeyleri
Presizyon (mg/dL) (mg/dL)

130.05 162.85 119.02 174.79 215.57

Within SD 1.844 1.717 1.272 1.322 1.502

run %CV 1.42 1.05 1.06 0.76 0.69
Total SD 2.249 2.124 4.403 8.401 8.837

%CV 1.73 1.30 3.69 4.80 4.09

Tablo 3. Sentinel LDL-C ve Vitros LDL-C’ye ait ¢alisma ici(within run) ve total

presizyon degerlendirmesi bulgulari.

4.2.1. Linearite (Sentinel dLDL-C)

148 mg/dL konsantrasyonunda LDL-C iceren Ornek sirasiyla, % (0.75), Y2 (0.50), Y4
(0,25), 1/5 (0.20) ve 1/10 (0.10) oranla katilarak, sulandirildi ve her sulandirma igin iki

ornek alindi. Her Sentinel dLDL 6l¢iimii i¢in beklenen degerden farki (salt fark) ve

beklenen degere gore yiizde olarak ne kadar sapma gozlendigi (oransal fark) belirlendi.

1. ve 2. 6l¢iim i¢in fark ortalamalar1 ve fark yiizdeleri normal dagilim gosteriyordu

(Kolmogorov-Smirnov testi, P>0.05). Bu gruplar istatistiksel olarak kiyaslandi.

Testin %95 giiven

Beklenen Istatistiksel degerlendirme arahg
degere gore | Olgiim | MeantSD
Salt farki 1 3,48+0,84 (Levene testi, F=0.717, P=0.422). {-0,99}-{0,99}
(2,43-4,53)
2 3,48%0,46 (t=0.000, P=1.000)
(2,90-4,05)
Oransal 1 0,11£0,09 (Levene testi, F=0.717, P=0.422). {-0,13}-{0,14}
fark (-0,00-0,23)
2 0,11+0,10 (t=0.000, P=1.000)
(-0,01-0,22)

Tablo 4. Sentinel dLDL-C’ ait linearite c¢aligmasina ait salt fark ve oransal fark

degerleri.

* Parantez i¢indeki degerler ortalamalarin %95 giivenlik aralig1 degerleridir.
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Birinci ve ikinci Sentinel dLDL-C 6lgiim sonuglarinin beklenen degerden farklari
(salt fark), varyanslar istatistiksel agidan benzer olarak degerlendirildi (P>0.05). Salt
fark ortalamalar1 da iki grup igin istatistiksel olarak anlamli fark gdstermiyordu
(P>0.05). Ancak iki 6l¢iime ait salt farklar birbirleri ile korelasyon gdstermiyordu (r=-
0.741, P=0.152).

Beklenen degere gore Sentinel dLDL-C o6lgiimleri ortalama 3.5 mg/dL’lik negatif
bir sapma (sistematik hata) gosteriyordu. Sulandirma orani arttikca (LDL-C miktari
azaldikga), sapma artryordu.

Iki olciime ait oransal farklar birbirleri ile korelasyon gosteriyordu (r=0.158,
P=0.003). Beklenen degerden oransal farklarin varyanslar istatistiksel olarak iki 6l¢ctim
icin benzerdi (P>0.05). Her iki 6l¢lim sonucu da beklenen degere gore, %11 lik negatif
bir sapma (sistematik hata) gostermekteydi. Sulandirma oranmi arttik¢a (LDL-C miktar1

azaldikca), sapma artiyordu.
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Grafik 1. Sentinel dLDL-C 6l¢iim sonuglarinin sulandirma oranlarina gore degisimi.

4.2.2. Linearite (Vitros dLDL-C)
151.65 mg/dL konsantrasyonunda LDL-C igeren numune sirasiyla, % (0.75), "2
(0.50), Y (0,25), 1/5 (0.20) ve 1/10 (0.10) oranla katilarak, sulandirildi ve her

sulandirma i¢in iki 6rnek alindi. Her Vitros LDL-C o6l¢limii i¢in beklenen degerden

40



farki (salt fark) ve beklenen de§ere gore yiizde olarak ne kadar sapma goézlendigi
(oransal fark) belirlendi. 1. ve 2. 6l¢iim icin fark ortalamalar1 ve fark yiizdeleri normal
dagilim gosteriyordu (Kolmogorov-Smirnov testi, P>0.05). Bu gruplar istatistiksel

olarak kiyaslandi.

Beklenen
degere Testin %95 giiven
gbre Olgiim MeantSD istatistiksel degerlendirme arahig
Salt farki 1 4,65+2,98 (Levene testi, F=0.008, | {-3,75}-{4,95}
(0,95-8,35) P=0.932).
2 4,05+2,99 (t=0.318, P=0.759)
(0,34-7,76)
Oransal 1 0,18+0,19 (Levene testi, F=0.156, | {-0,22}-{0,31}
fark (0,01-0,42) P=0.704).
2 0,17+0,20 (t=0.401, P=0.699)
(-0,08-0,42)

Tablo 5. Vitros dLDL ye ait linearite ¢aligmasina ait salt fark ve oransal fark degerleri.
* Parantez i¢indeki degerler ortalamalarin %95 giivenlik aralig1 degerleridir.

Iki dlciime ait salt farklar (r=0.904, P=0.035) ve oransal farklar (r=0.992, P=0.001)
birbirleri ile anlamli korelasyon gdésteriyordu (P<0.05).

Birinci ve ikinci Vitros dLDL 06lgiim sonuglarinin salt farklarina ait varyanslari
istatistiksel acidan benzer olarak degerlendirildi (P>0.05). Salt fark ortalamalar1 da iki
grup igin istatistiksel olarak anlamli fark gostermiyordu (P>0.001). Vitros dLDL-C
Olctimleri beklenen degere gore ortalama 4-4.5 mg/dL lik negatif bir sapma
gosteriyordu. Sulandirma orani arttik¢a (LDL-C miktar1 azaldikg¢a), sapma artryordu.

Beklenen degerden oransal farklarin varyanslari istatistiksel olarak iki dl¢lim igin
benzerdi (P>0.05). Oransal fark ortalamalar1 da iki grup i¢in istatistiksel olarak anlamli
fark gostermiyordu (P>0.001). Her iki 6l¢iim sonucu da beklenen degere gore, %17 ile
%18 arasinda bir negatif sapma gostermekteydi. Sulandirma orani arttikca (LDL-C

miktar1 azaldikga), sapma artiyordu.
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Grafik 2. Vitros LDL-C 6l¢iim sonuglarinin sulandirma oranlarina gore degigimi.

4.3. Vitros dLDL, Sentinel dLDL, Friedewald LDL ile bulunan LDL-C
diizeylerinin karsilastirmasi

Hastalarin  %28.7 (n:35)’1 erkek, %71.3 (n:87)’si kadin idi. Yas ortalamasi
51.64+1.24 yil olarak belirlendi ve normal dagilim gosteriyordu (Z=0.784, P=0.571).
Diger degiskenlere ait ortalama + SD degerleri ve normal dagilima uygunlugu

tablolarda verildi.

Descriptive Statistics

N Range [ Minimum | Maximum Mean Std. Variance
Statistic | Statistic | Statistic | Statistic | Statistic | Std. Error | Statistic [ Statistic
Yas (Y1l) 122 67 19 86 51,64 1,24 13,704 | 187,786
Total Kolesterol 122 288,00 79,00 367,00 |222,6803 4,5091 |49,80462 [2480,500
Trigliserid 122 349,00 42,00 391,00 |157,2377 8,0582 [89,00590 |7922,050
VLDL 122 70,00 8,00 78,00 | 31,4918 1,6138 [17,82479 | 317,723
HDL 122 67,00 29,00 96,00 | 50,2131 1,0341 (11,42147 | 130,450
LDL (Friedewald), 122 220,00 30,00 250,00 |140,8115 3,6861 [40,71476 |1657,691
LDL (Vitros) 122 258,33 15,95 274,28 | 145,6790 4,0920 |45,19794 [2042,854
LDL (Sentinel) 122 230,00 26,00 256,00 | 152,4426 4,0073 |44,26200 |1959,125
Valid N (listwise) 122

Tablo 6. Vitros dLDL-C, Sentinel dLDL-C ve Friedewald LDL-C karsilagtirma

calismasindaki hastalarin lipid parametrelerinin ortalama + SD degerleri ve dagilimlari.
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Friedewald LDL-C, Vitros dLDL-C ve Sentinel dLDL-C degerlerine ait ortalamalar
kiyaslandi. Ug grup istatistiksel olarak birbirinden anlamli diizeyde farkl idi (Friedman
testi, 12=45.910, P=0.000).

Yapilan ileri istatistiksel degerlendirmede, ikili gruplar halinde kiyaslama yapildi.
Friedewald LDL-C ile Vitros LDL-C arasinda (t=-3.365, P=0.001), Friedewald LDL-C
ile Sentinel LDL-C arasinda (t=-8.122, P=0.000); ve Vitros LDL-C ile Sentinel LDL-C
arasinda (t=-4.292, P=0.000) istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi (P>0.01).

Vitros LDL-C ile Friedewald LDL-C arasinda 4.87 + 15.98 mg/dL, Sentinel LDL-C
ile Friedewald LDL-C arasinda 11.63 +15.82 mg/dL, Sentinel LDL-C ile Vitros LDL-C
arasinda 6.76+17.41 mg/dL fark vardi.
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Grafik 3. Friedewald formiilii ile bulunan LDL-C degerlerinin Vitros dLDL-C ve
Sentinel dLDL-C ile karsilastirilmasi.
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Grafik 4. Friedewald formiilii ile bulunan LDL-C ile Vitros ile bulunan direkt LDL-C

‘nin kiyaslanmasi.
Friedewald LDL-C ile Vitros dLDL-C arasinda istatistiksel acgidan ileri diizeyde
anlaml pozitif yonlii korelasyon vardir (r=0,936, P=0,000).
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Grafik 5. Friedewald formiilii ile bulunan LDL-C ile Sentinel ile bulunan direkt LDL-

C’nin kiyaslanmasi.
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Friedewald LDL-C ile Sentinel LDL-C arasinda istatistiksel acgidan ileri diizeyde

anlamli pozitif yonlii korelasyon vardir (r=0,934, P=0,000).
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Grafik 10. Sentinel LDL-C ile Vitros LDL-C’nin karsilastirilmasi.
Sentinel LDL-C ile Vitros LDL-C arasinda istatistiksel agidan ileri diizeyde anlamli

pozitif yonli korelasyon vardir (r=0,925, P=0,000).

4.4. sdLDL-C ¢alismasi
Hastalarin  %33.1 (n:39)’1 erkek, %66.9 (n:79)’u kadmn idi. Yas ortalamasi

51.86+14.19 yil olarak belirlendi ve normal dagilim gosteriyordu (Z=0.756, P=0.618).
Serum ve supernatanta ait lipid parameterlerine ait ortalama + SD degerleri tablolarda

verilmistir.
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Std.
Grup Mean Deviation t P
T. Kolesterol Serum 220,24 45,54 24,059 (0,000)
Supernatant 104,28 25,84
TG Serum 137,08 69,44 12,970 (0,000)
Supernatant 48,22 26,77
HDL-C* Serum 50,03 11,91 -4,462 (0,000)
Supernatant 44,32 11,27
VLDL-C* Serum 27,40 13,88 -11,329 (0,000)
Supernatant 9,66 5,28
LDL-C Serum 142,72 40,47 21,854 (0,000)
Supernatant 50,24 21,81
Apo-Al Serum 161,08 24,11 -3,560 (0,000)
Supernatant 172,56 25,43
Apo-B Serum 101,97 24,12 19,334 (0,000)
Supernatant 44,76 21,25

Tablo 7. Serum ve supernatant total kolesterol, TG, HDL-C, LDL-C, Apo A-I, Apo B
degerlerinin karsilastirmasi.

* Hem serum, hem de supernatant gruplari normal dagilim goéstermedigi icin, bu
degiskenlerin istatistiksel karsilastirmasinda Mann-Whitney U testi uygulanmis, diger
degiskenler i¢in student t testi yapilmstir.

Cinsiyete gore degerlerin istatistiksel karsilagtirmasi yapilmadan 6nce supernatant
calismalari i¢in ayr1 ayri cinsiyet alt gruplarinin normal dagilima uygunlugu test edildi.

Erkeklere ait supernatant degerlerinin tamami normal dagilim gdsteriyordu
(Kolmogorov- Smirnov testi, P>0,05).

Kadinlara ait supernatant degerlerinden TG (Z=1.492, P=0,023) ve VLDL-C
(Z=1.831, P=0,002) degerlerinin normal dagilim gostermedigi belirlendi (Kolmogorov-
Smirnov testi, P<0.05).

Supernatant ¢alismasinda, erkek ve kadinlara ait total kolesterol, TG, LDL-C, HDL-
C, VLDL-C diizeyleri, Apo A-I, apo B, Vitros sdLDL-C, Sentinel sdLDL-C
degerlerinin aritmetik ortalama ve SD degerleri ile bunlarin istatistiksel karsilagtirmasi
asagidaki tabloda verilmistir. Gortldiigl gibi, tiim degerlere ait ortalamalar erkek ve

kadinlar arasinda anlamli fark géstermemektedir (P>0.05).
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Supernatant

Std.
Cinsiyet N Mean Deviation t (P).
Kolesterol Erkek 39 98,13 21,87 -1,836 (0,069)
Kadin 79 107,32 27,20
TG Erkek 39 48,62 24,78 0,112 (0,911)
Kadin 79 48,03 27,86
HDL-C Erkek 39 41,54 11,97 -1,905 (0,059)
Kadin 79 45,70 10,73
VLDL-C Erkek 39 9,69 4,91 0,049 (0,961)
Kadin 78 9,64 5,49
Apo-Al Erkek 39 166,51 25,55 -1,833 (0,069)
Kadin 79 175,54 24,99
Apo-B Erkek 39 44,31 20,18 -0,163 (0,871)
Kadin 79 44,99 21,88
sdLDL-C Sentinel Erkek 39 43,08 17,87 -0,946 (0,346)
Kadin 79 47,34 25,16
sdLDL-C Vitros  Erkek 39 37,77 20,37 -1,150 (0,252)
Kadin 79 43,51 27,70

Tablo 8. Supernatantta bulunan lipid degerlerinin kadin ve erkeklere gore dagilimi.

Supernatantta Vitros sdLDL-C, Sentinel sdLDL-C karsilastirildi (tablo 9), iki 6l¢iim

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Sentinel sdLDL-C degeri daha

yiiksekti (P<0,05). (Tablo 9).

N | Minimum | Maximum | Mean Deviatsi:g;
Sentinel sdLDL-C 118 14 170 45,93 23,020
Vitros sdLDL-C 118 5,84 169,34 41,61 25,568
Valid N (listwise) 117

Tablo 9. Supernatantta Sentinel dLDL ve Vitros dLDL ile bulunan ortalama

sdLDL-C + SD degerleri ve dagilimlari.
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N Minimum Maximum Mean Std. Deviation

Yas (yil) 18 11 74 49,39 16,299
Kolesterol 18 103 195 162,67 31,537
TG 18 56 136 84,83 25,801
HDL-C 18 30 73 47,94 12,240
VLDL-C 18 11 27 16,89 5,155

LDL-C 18 48 127 97,83 24,067
Apo-Al 18 124 226 159,39 26,778
Apo-B 18 43 91 72,83 14,565
sdLDL-C Sentinel 18 14 74 30,56 14,630
sdLDL-C Vitros 18 5,84 75,80 24,79 16,935

Tablo 10. Normolipidemi grubunda bulunan serum lipid lipid parametrelerinde diizey

dagilimi.
Std.
N Minimum Maximum Mean Deviation

Yas (yil) 57 17 91 53,25 14,388
Kolesterol 57 174 398 232,49 35,668
TG 57 35 142 95,74 28,372
HDL-C 57 32 103 53,35 12,969
VLDL-C 57 7 28 19,18 5,695

LDL-C 57 130 319 159,82 31,140
Apo A-1 57 116 244 164,58 24,264
Apo-B 57 86 231 105,84 21,340
sdLDL-C Sentinel 57 18 170 43,68 23,491
sdLDL-C Vitros 57 7,54 169,34 39,1811 25,934

Tablo 11. Hiper LDL-C grubunda bulunan serum lipid parametrelerinde diizey dagilima.
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Std.
N Minimum Maximum Mean  Deviation

Yas (yil) 15 22 70 47,80 11,669
Kolesterol 15 124 239 184,60 32,520
TG 15 156 391 243,73 61,511
HDL-C 15 29 70 42,13 9,501

VLDL-C 15 31 78 48,60 12,322
LDL-C 15 45 128 93,73 25,367
ApoA-1I 15 117 212 153,00 23,812
Apo-B 15 56 114 88,60 17,324
sdLDL-C Sentinel 15 18 70 41,47 15,278
sdLDL-C Vitros 15 7,56 69,90 35,149 15,748

Tablo 12. Hipertrigliseridemi grubunda bulunan serum lipid parametrelerinde diizey

dagilimi.
Minimu Std.
N m Maximum Mean  Deviation
Yas (yil) 28 34 86 52,79 13,680
Kolesterol 28 207 312 251,39 30,552
TG 28 154 259 197,71 35,867
HDL-C 28 36 72 48,82 7,865
VLDL-C 28 31 52 39,54 7,270
LDL-C 28 130 219 163,00 25,817
Apo A-1 28 119 205 159,36 22,026
Apo-B 28 93 159 119,96 15,934
sdLDL-C Sentinel 28 30 118 62,79 20,543
sdLDL-C Vitros 28 21,82 120,64 60,842 22,822

Tablo 13. Kombine Hiperlipidemi grubunda bulunan serum lipid parametrelerinde

diizey dagilimu.
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Yas ortalamasi lipid gruplar icin istatistiksel agidan benzer olarak degerlendirildi
(P>0,05). Apo A-I disinda tim parametrelerin lipidemi gruplar1 arasinda anlamli
istatistiksel fark gosterdigi belirlendi (P<0,001). Karsilagtirma i¢in Anova testi
uygulandi.

Lipid gruplarinin kiyaslamasi igin ANOVA testi uygulandi:

Degiskenlerin varyans homojenligi test edildi (Levene testi). Yas, HDL-C, Apo A-I,
sentinel sdLDL-C ve vitros sdLDL-C degiskenlerinin varyanslarinin homojen oldugu
(P>0,05), diger degiskenlerin varyanslarinin homojen olmadigi (P<0,05) belirlendi.

Yas (F=1,645, P=0,180) ve Apo A-I (F=1,963, P=0,120) a¢isindan gruplar arasinda

anlaml fark olmadig1 gézlendi.

Kolesterol (F=7,112, P=0,000), TG (F=36,624, P=0,000), HDL-C (F=8,734,
P=0,000), VLDL-C (F=35,610, P=0,000), LDL-C (F=8,404, P=0,000), Apo B
(F=8,842, P=0,000), Sentinel sdLDL-C (F=10,379, P=0,000), Vitros sdLDL-C
(F=10,790 P=0,000), degerlerinin gruplar arasinda anlamli farklilik gosterdigi
belirlendi.

Yapilan ileri incelemede: Varyanslart homojen gruplar i¢in Bonferroni, varyanslari
esit olmayan gruplar i¢in Dunnet T3 testi uygulanarak farkliligin hangi gruplar arasinda

oldugu belirlendi.

Sentinel sdLDL-C ve Vitros sdLDL-C: Normolipidemik—hiper LDL-C,
normolipidemik — kombine HL, kombine HL-hiper LDL, kombine HL-
hipertrigliseridemi gruplari arasindaki farklarin anlamli oldugu (P<0,05) goriilmiistiir.

Incelenen bu grup farkliliklar: asagidaki grafiklerde gorsellestirilmistir: (Grafik 7 ve 8).
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Grafik 7. Normolipidemi, hiper LDL-C, hipertrigliseridemi ve kombine hiperlipidemi
gruplarinda Sentinel dLDL ile bulunan sdLDL-C degerleri.
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Grafik 8. Normolipidemi, hiper LDL-C, hipertrigliseridemi ve kombine hiperlipidemi
gruplarinda Vitros dLDL ile bulunan sdLDL-C degerleri.
Asagidaki grafiklerin altlarinda iliski ile ilgili korelasyon katsayisi, p degeri ve

€C_99 =

iliskinin yonii (pozitif/negatif) belirtilmistir. Yaninda agiklama verilmeyen ve “r” isareti
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ile gosterilen katsayilar “Pearson korelasyon katsayilari”dir. Spearman korelasyon testi

(12l

yapilanlar belirtilmis ve Spearman korelasyon katsayis1 “rs” ile gosterilmistir.
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Grafik 9. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum total kolesterolii
arasindaki korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,798, P=0,000).
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Grafik 10. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum TG’si arasindaki

iliski.Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,542,

P=0,000).
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Grafik 11. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum HDL-C arasindaki
korelasyon.
Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli negatif korelasyon vardir (Spearman

korelasyon testi, r&=-0,187, P=0,043).
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Grafik 12. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum LDL-C diizeyi
arasindaki korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,920, P=0,000).
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Grafik 13. Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum Apo B arasindaki
korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,903, P=0,000).

Supernatantta bulunan Sentinel sdLDL-C ile serum Apo A-I diizeyi arasinda anlaml
negatif korelasyon vardir (r= -0,243, P=0,008).
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Grafik 14. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum total kolesterolii arasindaki

korelasyon .
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Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,773, P=0,000).
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Grafik 15. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum TG diizeyi arasindaki

korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir. (r=0,520, P=0,000).
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Grafik 16. Vitros sdLDL ile serum HDL-C arasindaki korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda korelasyon yoktur. (Spearman korelasyon testi, 1= -
0,171, P=0,064).
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Grafik 17. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum LDL-C arasindaki
korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,896, P=0,000).
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Grafik 18. Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum Apo B arasindaki
korelasyon.

Yukaridaki degiskenler arasinda anlamli pozitif korelasyon vardir (r=0,878, P=0,000).

Supernatantta bulunan Vitros sdLDL-C ile serum Apo A-I arasinda anlamli negatif

korelasyon vardir (r=-0,220, P=0,017)
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5- TARTISMA

Cok sayida epidemiyololjik ve klinik ¢alisma serum LDL-C ile KKH insidansi
arasinda pozitif bir korelasyon bulundugunu gostermistir(3,5). Serum total
kolesteroliiniin yaklagik 2/3’sini olusturan LDL-C, serumdaki major aterojenik
lipoprotein fraksiyonudur(5). Ayrica, LDL-C diizeylerinin diisiiriilmesi ile KKH
insidansinin ve KKH’ya bagli mortalitenin azaldigi kanitlanmistir(5,8,9). Serum LDL-C
diizeyindeki kiiclik degisikliklerin bile, KKH riskini etkilemesinden dolayr LDL-C’nin
dogru ve tutarli bir sekilde 6lgiilmesi biiyiik 6nem tasir(5).

LDL-C o6lgiimiinde en onemli sorun, definitif metodun bulunmamasidir. LDL
uniform yapida olmayip, kimyasal yapilar1 ve fizyokimyasal 6zellikleri degiskenlik
gosteren benzer partikiillerden olusur. LDL-C 6l¢limiinde referans metod, B-kantitatif
Ol¢iimdiir. Burada o6lgiilen LDL’ye, IDL ve Lp(a) dahildir(6,17). Ultrasantrifugasyonun
kullanildig1 B-kantitatif Olgiim, 6zel ekipman gerektiren zahmetli ve pahali bir
yontemdir. Ayrica bu metodda fazla miktarda seruma gereksinim vardir. Bu nedenle
LDL-C klinik laboratuvarlarin  ¢ogunda Friedewald formiili  kullanilarak
hesaplanir(5,6,7,8,9,74,82). Friedewald formiilii ile elde edilen sonuclar B-kantitatif
Olcim ile genel olarak korelasyon gosterse de, bu formiil bazi kosullarda
uygulanmamalidir. Gida alimi sonrasi plazmada yiiksek oranda TG igeren
silomikronlarin bulunmasi, VLDL-C’nin ger¢ek degerinin {izerinde hesaplanmasina yol
acacagindan, toklukta kullanilmamasi gerekir. Friedewald formiiliiniin kullanilmamasi
gereken diger durumlar ise; plazma TG diizeyinin 400 mg/dL’nin (4.52 mmol/L)
iistinde olmas1 ve Tip III hiperlipoproteinemidir(5,6,7,8,17,74,82). Ayrica TG
diizeyinin 200-300 mg/dL ve 300-400 mg/dL olmasi [(-kantitatif Ol¢iim ile olan
uyumlulugun sirasiyla % 75 ve % 61°e diismesine yol agar, 500 mg/dL’nin lizerindeki
numunelerde ise uyumluluk % 20’ye kadar diiser(83). Ayrica, Friedewald formiilii
diabetes mellitus, hepatik ve renal hastaliklarda TG konsantrasyonu 200-400 mg/dL
arasinda olsa bile dikkatli bir sekilde kullanilmalidir(10). Yine, bu formiiliin ii¢ ayri
parametrenin (total kolesterol, TG ve HDL-C) dl¢iimiine dayali hesaplamaya dayanmasi
nedeniyle, NCEP tarafindan LDL-C i¢in 6ngoriilen < %12 olan TMEH’ nin asilmasi
olasilig1 vardir(6,84). Bu nedenle, NCEP Calisma Grubu LDL-C o6l¢iimiinde direkt

yontemlerin gelistirilmesini tavsiye etmektedir(7).

58



The College of American Pathologists (CAP)’nin 1150 rutin laboratuvarda yaptigi
bir aragtirma, hesaplanarak bulunan LDL-C’deki CV’nin ortalama %12 oldugunu
gostermistir. Bu CV sadece laboratuvarlar arasi impresizyonu degil, total kolesterol, TG
ve HDL-C o6l¢iimiinde kullanilan farkli metodlar arasi biast da yansitir(6). NCEP
tarafindan LDL-C 6l¢iimii icin belirlenen TMEH < %12 dir(84). Bu durumda,
impresizyon veya total CV’nin <%4 olmasi gerekir (6).

Toplumumuzda hiperlipideminin yiiksek prevalansi gz oniine alindiginda, LDL-
C’nin 6l¢timii i¢in dogru ve otomasyona uyarlanabilir yontemlere gereksinim vardir.

Bu c¢alismanin birinci bdliimiinde, otomasyona uyarlanabilen iki direkt LDL-C
kitinin (Vitros dLDL-C ve Sentinel dLDL-C) analitik performanslar1 degerlendirildi ve
her iki yontem Friedewald formiilii ile kiyaslandi. Her iki direkt LDL reaktifi ile
bulunan ¢alisma i¢i (within-run) impresizyon %?2’nin altindaydi. Total CV degerleri
incelendiginde, Sentinel LDL-C i¢in diisiik ve yiiksek havuzlarda bulunan CV degerleri
strastyla % 1.73 ve % 1.30 idi. Vitros LDL-C i¢in bulunan total CV degerleri ise, diisiik,
orta ve yiiksek havuzlar igin sirasiyla %3.69, % 4.80 ve %4.09 olarak hesaplandi.
Sentinel LDL-C icin bulunan total CV degerleri NCEP tarafindan LDL-C i¢in
ongoriilen % 4 smirinin altinda idi. Vitros LDL-C i¢in saptanan total CV degerleri ise,
ic serum havuzunun ikisi i¢in % 4 limitinin iistiinde bulundu. Bu sonuclara dayanarak,
Sentinel dLDL’nin presizyonunun Vitros dLDL’ye gore daha iyi oldugu ve Vitros
dLDL’nin NCEP tarafindan belirlenen performans kriterlerini karsilayamadigi sonucuna
varildi. Bu ¢alismada, referans metod kullanilarak bias saptanmadigindan dolay1t TMEH
hesaplanamadi.

Linearite calismast incelendiginde, Vitros dLDL-C kiti ile yapilan LDL-C
Ol¢iimlerinin beklenen degere gore ortalama 4-4.5 mg/dL’lik negatif bir sapma
gosterdigi gdzlendi. Ol¢iim sonuglar1 beklenen degere gore % 17 ile % 18 arasinda bir
negatif sapma (sistematik hata) gostermekteydi. Sentinel dLDL-C reaktifi ile yapilan
LDL-C ol¢timleri ise beklenen degere gore ortalama 3.5 mg/dL’lik negatif bir sapma
gosteriyordu. Olgiim sonuglart beklenen degere gore %11°lik negatif bir sapma
gostermekteydi. Linearite ¢alismasinda, Vitros dLDL-C reaktifi ile bulunan sapmanin
Sentinel dLDL-C kitine gore daha yiiksek oldugu gozlendi.

Farkli diizeylerde LDL-C igeren 122 hasta serumu Vitros dLDL-C ve Sentinel
dLDL-C reaktifi ile ¢alisildi. Her iki kit birbiri ile ve Friedewald formiilii ile kiyaslandi.
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Friedewald LDL-C’ye ait ortalama LDL-C degeri 140.81+ 40.71 mg/dL, Vitros LDL-
C’ye ait ortalama deger 145.67 + 45.19 mg/dL, Sentinel LDL-C’ye ait ortalama deger
152.44 + 44.26 mg/dL olarak bulundu. Vitros LDL-C ile yapilan 6l¢iimler Friedewald
LDL-C ile yapilan dlgtimlere gore anlamli olarak yiiksek (p=0.000), Sentinel LDL-C ile
yapilan ol¢iimler Friedewald LDL-C’ye gore anlamli olarak yiiksek (p = 0,000), ve
Sentinel LDL-C ile yapilan o6l¢iimler de Vitros LDL-C’ye gore anlamli olarak
yiiksekti(p = 0,000). Sonug olarak, her iki homojen dLDL-C y6ntemi ile bulunan LDL-
C degerleri Friedewald formiilii ile hesaplanan ortalama degerden anlamli olarak
ylksekti. Korelasyon katsayilar1 incelendiginde ise, hem Vitros LDL-C’nin, hem
Sentinel LDL-C’nin Friedewald formiilii ile ileri diizeyde anlamli, pozitif korelasyonu
oldugu goriildii. Vitros dLDL-C i¢in r degeri 0.936, Sentinel dLDL-C i¢in r degeri
0,934 olarak bulundu.

Literatiire gore, direkt LDL-C metodlar1 ile Friedewald formiilii arasinda ytiiksek
diizeyde korelasyon bulundugu goriilmektedir(5,6,9,77,82,86). Buna karsilik, homojen
metodlar ile dl¢lilen LDL-C ile Friedewald formiilii ile hesaplanan LDL-C degerlerini
karsilagtiran ¢aligmalarda c¢eligkili sonuglar elde edilmistir. Suguichi ve ark.lari,
homojen LDL-C yontemi ile Friedewald formiilii arasinda 0,990 gibi yiiksek bir
korelasyon katsayisi elde etmislerdir(77). Lindsey ve ark.larinin, 19,343 bireyde
yaptiklar1 ¢aligmada direkt LDL-C ve Friedewald formiiliiyle hesaplanarak bulunan
LDL-C arasinda ¢ok iyi bir korelasyon (r =0.94) bulunmasina karsin, Friedewald
formiilii ile hesaplanan LDL-C’nin dLDL-C’ye gore 19,5 = 11,8 mg/dL daha diisiik
oldugu bulunmustur(82). Faas ve ark.lar1 da, 464 hastada yaptiklar1 ¢calismada dLDL-C
ve Friedewald formiilii arasinda iyi bir korelasyon saptamalarina (r=0,88) karsin,
Friedewald formiilii ile hesaplanan LDL-C 100 mg/dL oldugunda, direkt yontemin %
18’lik pozitif bias gosterdigini bildirmislerdir. Ayni1 calismada, 160 mg/dL baz
alindiginda her iki yontem ile elde edilen sonuglarin birbirine yakin oldugu
gOriilmiistiir(85). Smets ve ark.larinin ¢alismasinda da dLDL-C ve Friedewald formiilii
arasinda giiclii bir korelasyon bulunmustur (r=0,97)(5). Ragland, diyabetik hastalari
kapsayan caligmasinda direkt LDL-C yonteminin TG konsantrasyonu 200 mg/dL’nin
altinda iken Friedewald formiilii ile iyi bir korelasyon gdsterdigini bildirmistir(86).
Wang ise, TG diizeyinin 50 mg/dL civarinda olmasi durumunda Friedewald formiilii ile

diisiik sonuglar elde edildigini, bu tiir hastalarda direkt LDL-C yoOntemlerinin
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kullanilmas1 gerektigini bildirmistir(87). Rifai ve ark.lar1 da TG <400mg/dL olan 164
hastada direkt LDL-C ve Friedewald formiilii arasinda yiiksek diizeyde bir korelasyon
(r=0,94) bulmuslar, ancak direkt yontemle saptanan LDL-C diizeyinin Friedewald
formiili ile hesaplanana gore ortalama 5,2 mg/dL daha disik oldugunu
bildirmislerdir(9). Sahu ve ark.lari, homojen metod ile Friedewald formiilii arasinda iyi
bir korelasyon (r=0.88) saptamalarma ragmen TG diizeyi 200 mg/dL’nin altinda olan
hastalarda homojen yontem ile 6lgiilen LDL-C’nin Friedewald formiilii ile hesaplanarak
bulunan LDL-C’e gore diislik oldugunu bildirmislerdir(88). Calismamizda, Friedewald
formiilii ile hesaplanarak 6l¢giilen LDL-C ile iki direkt metod arasinda istatistiksel agidan
ileri diizeyde, anlamli pozitif yonlii korelasyon vardi. Buna karsilik, her iki direkt
yontem ile bulunan ortalama LDL-C diizeyleri, Friedewald formiilii ile elde edilen
ortalama degerden anlamli olarak yiiksekti. Vitros LDL-C ile Friedewald LDL-C
arasinda 4.87 £ 15.98 mg/dL, Sentinel LDL-C ile Friedewald LDL-C arasinda 11.63
+15.82 mg/dL fark vardi.

Homojen metodlarin rutin kullanimda yerleri olup olmadig: heniiz tartismali bir
konudur. Burada goz oniine alinmasi gereken iki Ol¢iit vardir: Analitik performans ve
maliyet. Homojen yontemlerin kullanima girmesi i¢in analitik performans ve maliyet
acisindan Friedewald formiiliine gére belirgin iistiinliiklerinin olmas1 gerekir(6).

Kullanimda olan reaktiflerin analitik performanslari incelendiginde tiim Kkitlerin
toplam impresizyonunun NCEP tarafindan belirlenen < %4 smirmin altinda oldugu
goriilmektedir. Direkt yontemler presizyon agisindan Friedewald formiiliinden
istiindiir(6). Metodlar dogruluk agisindan degerlendirildiginde ise bir metod igin ortaya
konmus olan dogrulugun o yodntemin her versiyonu (degisik lot numarasi, farkl
kalibrasyonlar) icin gecerli olmadig1 sdylenebilir. Yontem karsilagtirma calismalarinin
timi B- kantitatif 6l¢tim ile kiyaslanarak yapilmamistir, bir bolimiinde ise modifiye p-
kantitatif Ol¢ctim kullanilmistir(6,89). Miller ve ark.lari, dort homojen yontemi -
kantitatif 6l¢iim ile karsilagtirmiglar ve dort metodda da TMEH nin NCEP tarafindan
belirlenen %12 sinirinin iizerinde oldugunu bildirmislerdir(89). Direkt LDL-C metodlar1
ile ilgili bir baska sorun genis popiilasyonlarda kullanilarak standardize edilmemis
olmalaridir. Ayrica LDL-C diizeyinin diisiirtilmesi ile KKH insidansinin diistiriildigiini

gosteren ¢aligmalarin hemen hemen tiimiinde Friedewald formiilii kullanilmistir(85).
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Homojen yontemlerin TG diizeyleri ile olan iliskisi, degisik calismalarda
incelenmistir. Baz1 ¢aligmalarda artmis serum TG diizeylerinin LDL-C’de artisa yol
actig1 gosterilmistir. Bu durum VLDL’nin LDL, IDL ve Lp(a)’dan separasyonunun giic
olmasina baglanmistir(6,90). VLDL’yi maskelemek icin siilfatli a-siklodekstrinin
kullanildig1 ¢alismalarda ise LDL-C diizeyinin genellikle daha diisiik olciildiigi
gbzlenmistir(6,7,8,77). Ote yandan, Ragland’in ¢alismasinda direkt LDL-C ydnteminin
400 mg/dL’nin ustiindeki TG konsantrasyonlarindan etkilenmedigi bildirilmistir(86).
Miller ve ark lar1 ise, dort homojen yontemi B- kantitatif 6l¢iim ile kargilastirmiglar ve
TG <300-400 mg/dL arasinda oldugunda direkt metodlarin Friedewald formiiliine bir
ustiinliikkleri olmadigi sonucuna varmiglardir. Bu c¢alismada, direkt LDL-C
yontemlerinin serum TG diizeyi 400 mg/dL’nin iizerinde oldugunda kullanilmasi
Onerilmistir (89).

Direkt LDL-C yontemlerinin Friedewald formiiliine karsi bir iistiinliigii, toklukta
LDL-C’nin 6l¢limiinii saglamak olabilir. Baz1 c¢aligsmalarin sonug¢larinin umut verici
olmasma karsin, daha genis kapsamli calismalar yapilana kadar direkt LDL-C
yontemlerinin aclikta kullanilmasi 6nerilmektedir(6).

Homojen metodlar optimum hale getirilse bile, Friedewald formiilii ve direkt
yontemler arasinda se¢im yapilmasinda goz Oniine alinmasi gereken 6nemli bir faktor
maliyet sorunudur(91). Hesaplanarak bulunan LDL-C, total kolesterol, TG, HDL-C
Ol¢iimlerine dayandigindan ek bir maliyet gerektirmez. Homojen LDL-C reaktiflerinin
maliyeti, total kolesterol, TG ve HDL-C’nin maliyetine esittir. Bir hasta i¢in direkt
LDL-C kitinin yaklasik olarak iic dolara mal olmaktadir, yine bir hasta i¢in total
kolesterol, TG ve HDL-C reaktiflerinin maliyeti de {i¢ dolardir. Halen kullanilan lipid
paneline ek olarak, direkt LDL-C’nin 6l¢limii maliyetin iki katina g¢ikmasima yol
acacaktir. Ayrica otoanalizorde ii¢ yerine dort parametrenin c¢alisilmasi cihazin hizini
azaltacak; dolayisiyla bu da maliyeti artiran bir etken olacaktir(6). Sonugta, ekonomiklik
acisindan dLDL-C reaktiflerinin maliyetleri diismedik¢e hesaplama ile bulunan LDL-
C’ye tstiinliiklerinin olmadig: sdylenebilir.

Lipid analizleri iki temel amag i¢in yapilir: Bunlar bireyin hiperlipidemi agisindan
taranmast ve hiperlipidemi tedavisi goren hastanin izlenmesidir. LDL-C’nin tarama
amaciyla istenmesi yeterli degildir. Bu durumda diisik HDL-C ve yiiksek TG

diizeyinden kaynaklanan risklerin saptanmasi miimkiin olmayacaktir. Hiperlipidemi
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tedavisi takibinde ise hiperkolesterolemisi olup sadece LDL-C’nin izlenmesinin yeterli
oldugu hastalar vardir. Ote yandan, klinisyenler lipid diisiiriicii ilaglarin gogunun LDL-
C disindaki diger lipid parametrelerini de etkilemesi nedeniyle ¢cogu kez tiim degerleri
bilmek isteyecektir(6). Sonug olarak, direkt LDL-C 6l¢iimiiniin total kolesterol, TG ve
HDL-C’den olusan lipid panelinin yerini alip almayacaginin heniiz tartismali oldugu
sOylenebilir. Degisik homojen metodlarin B-kantitatif Sl¢iim ile kiyaslandigi daha
kapsamli ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu asamada, maliyeti daha yiiksek
olan homojen direkt LDL-C yontemlerinin serum TG diizeyinin 400 mg/dL’nin (4,52
mmol/L) iizerinde oldugu durumlarda kullaniminin uygun oldugu kabul edilebilir.
Kiiciik Yogun LDL Calismast

Son yillarda yapilan ¢aligmalar bati toplumlarinda sdLDL hakimiyetinin KKH i¢in
yeni bir risk faktorii oldugunu ortaya koymustur(32,53,55,57,93,94). Bu bulgularin
degisik etnik gruplar i¢in de gecerli oldugu diinyanin farkli bdlgelerinde yapilan
calismalarla dogrulanmistir(92,95,96).

sdLDL tayininde standart ydntem, analitik ultrasantrifugasyondur. Ozel ekipman
gerektiren ve oldukca zahmetli olan bu ydntem rutin klinik kullanim i¢in uygun
degildir(13). Polianyonlarin divalan katyonlarla kombinasyonunun apo B igeren
lipoproteinlerin presipitasyonunu sagladigi bilinen bir olgudur. Hirano ve ark.larinin
gelistirdigi metodda, heparin sodyum ve magnezyum kloriir kombinasyonunun apo B
iceren tiim lipoproteinleri ¢oktiirmedigi ve LDL’nin bir kismmin HDL ile birlikte
supernatantta kaldig1 gosterilmistir. Supernattantta kalan bu fraksiyonun sdLDL oldugu
gradient jel elektroforezi ve ultrasantrifugasyon ile dogrulanmistir (14).

Bu calismada da, bu ¢oktiirme yontemi kullanilarak degisik konsantrasyonlarda
kolesterol ve TG igeren serumlarda sdLDL-C’nin dl¢iimii ve sdLDL-C diizeyi ile serum
total kolesterol, TG, LDL-C, HDL-C, apo A-I ve apo B konsantrasyonu arasindaki
iliskinin arastirilmasi amaglandi. Ultrasantrifugasyon yapilamamasi nedeniyle ol¢iilen
LDL-C komponentinin sdLDL-C olup olmadigi dogrulanamadi. Ote yandan, HDL-
C’nin yaklasik %90’ min supernatantta kaldigir gozlendi. 118 hastanin serumlarindaki
ortalama HDL-C degeri 50,03 £ 11.91 mg/dL iken supernatanttaki ortalama HDL-C
degeri 44,32 + 11.27 mg/dL olarak bulundu. Serum ve supernatanttaki Apo A-I
diizeyleri de birbirine ¢ok yakindi. Buna dayanarak, apo A igeren lipoproteinlerin biiyiik

Olciide ¢oktiirtilmedigi sdylenebilir.
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Bu calismada 118 kisiden olusan hasta grubundaki ortalama sdLDL-C degerleri
Sentinel dLDL-C i¢in 45.93+ 23.02 mg/dL, Vitros dLDL-C i¢in 41.61+ 25.56 mg/dL
olarak bulundu. Sentinel dLDL-C’ye ait ortalama deger Vitros dLDL-C’ye ait
ortalamadan anlamli olarak yiiksekti (p<0.05). Calismanin birinci bdliimiinde Vitros
dLDL-C, Sentinel dLDL-C ve Friedewald LDL-C karsilastirmasinda da Sentinel dLDL-
C yontemi ile bulunan ortalama LDL-C degerinin Vitros dLDL-C’ye gore anlaml
olarak yiiksek oldugu g6zlenmisti.

39 erkek hasta ve 79 kadin hastanin ortalama sdLDL degerleri arasinda her iki
dLDL yontemi ile istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Hirano ve ark. larinin
313 normolipidemik bireyi kapsayan c¢aligmasinda ise, sdLDL diizeyleri erkeklerde
kadinlara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur(13). Calisma bu yonden literatiir ile
uyumlu degildir. Ancak c¢alisma, kadinlarin menapozal durumu sorgulanmadan
yapilmistir.

Hastalar normolipidemik, hiper LDL-C (LDL-C>130 mg/dL), hipertrigliseridemi
(TG>150 mg/dl) ve kombine hiperlipidemi (LDL-C>130 mg/dL, TG>150 mg/dL)
olarak dort gruba ayrildiginda sdLDL-C diizeyinin en yiiksek diizeyde bulundugu
grubun kombine hiperlipidemi grubu oldugu goézlendi. Hiper LDL-C ve
hipertrigliseridemi grubundaki ortalama sdLDL-C degerleri ise birbirine oldukca
yakindi. Hirano ve ark. lart da, 462 kisiyi kapsayan g¢aligmalarinda sdLDL-C’nin
kombine hiperlipidemili hastalarda en yiiksek diizeyde oldugunu bulmuslardir(13).

Calismada, normolipidemik bireylerde ortalama sdLDL-C/serum total LDL-C orani1
%28.3 olarak bulundu. Hirano ve ark.lar1 da benzer bir oran bulmuslardi (%29). Bu
calismada, hiper LDL-C grubu i¢in bulunan sdLDL-C/serum total LDL-C oranm1 %25,9
iken Hirano’nun c¢alismasinda bu oran %34 idi. Calismada hipertrigliseridemi ve
kombine hiperlipidemi grubunda sdLDL-C/total LDL-C oranlari, sirasiyla %40.8 ve
%37,9 iken Hirano’nun calismasinda bu oranlar sirasiyla %49 ve %51 olarak
bulunmustu(13). Hipertrigliseridemi ve kombine hiperlipidemi grubunda sdLDL-
C/serum total LDL-C oranlar1 bu ¢alismada ve Hirano’nun ¢alismasinda belirgin olarak
yiiksekti.

sdLDL-C’nin serum lipid parametreleri ile korelasyonlari incelendiginde en yiiksek
korelasyonun serum LDL-C ve apo B diizeyi ile oldugu gozlendi. Vitros dLDL-C ile
o6l¢iilen sdLDL-C ile serum LDL-C ve apo B diizeyleri arasindaki korelasyon katsayilari
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sirastyla 0.896 ve 0.878 idi. Sentinel dLDL-C ile 6l¢iilen sdLDL-C ile serum LDL-C ve
apo B diizeyleri arasindaki korelasyon katsayilari da sirasiyla 0.920 ve 0.903°dii.
Siipernatanttaki sdLDL-C diizeyleri serum apo B ve LDL-C diizeyleri ile ileri derecede
korelasyon gostermekteydi. Hirano’nun iki ayri ¢alismasinda da sdLDL’nin en yiiksek
korelasyonunun serum LDL-C diizeyi ve apo B arasinda oldugu bulunmustu. Birinci
calismada LDL-C igin, r =0.730, ikinci ¢alismada da LDL-C igin r=0.761 olarak
bulunmustu(13,14). Apo B i¢in bulunan r degeri ise 0.810 idi(14). Calismada sdLDL ve
serum total kolesterolii arasinda pozitif bir iliski mevcuttu. Vitros dLDL ve Sentinel
dLDL ile ol¢iilen sdLDL-C ile total kolesterol arasindaki korelasyon katsayilari
sirastyla 0.773 ve 0.798 idi. Caligmada sdLDL-C ve serum TG konsantrasyonu
arasindaki korelasyon incelendiginde, sdLDL-C diizeyinin serum TG diizeyi ile de
pozitif korelasyonunun bulundugu goézlendi. Vitros dLDL ve Sentinel dLDL ile dlgiilen
sdLDL-C ile TG arasindaki korelasyon katsayilar1 sirastyla 0.520 ve 0.542 idi.
Hirano’nun iki ¢alismasinda da benzer sonuclar elde edilmisti: Bulunan r degerleri
0.662 (13) ve 0.550 idi(14). Calismamizda sdLDL-C diizeyleri ile serum HDL-C ve
apoA-I diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon mevcuttu. Hem Vitros sdLDL-C, hem
Sentinel sdLDL-C ile serum HDL-C ve apo A-I diizeyleri arasinda negatif bir
korelasyon vardi. Hirano ve ark.larinin ¢alismasinda da sdLDL-C ve HDL-C arasinda
negatif bir korelasyon saptanmisti(13). sdLDL-C ve serum lipid parametreleri
arasindaki korelasyonlara iligkin bulgular Hirano’nun sonuglari ile uyumluydu.

Sonug olarak, sdALDL-C ve serum LDL-C ve apo B diizeyleri arasinda ileri derecede
bir korelasyon varken, sdLDL-C ile HDL-C ve apo A-I arasinda ise negatif bir
korelasyon bulunmaktadir. sdLDL-C ile serum TG diizeyi arasinda da LDL-C ve apo B
kadar giiclii olmamakla beraber pozitif bir korelasyon vardi.

ALP son yillarda ayr1 bir dislipidemi olarak tanimlanmistir. ALP, sdLDL
hakimiyeti, orta derecede artmis plazma TG’leri ve diisiik HDL-C ile karakterize olup;
KKH i¢in en giiclii risk faktorlerinden biridir(32,53,55,57,93). Bu calismada da sdLDL-
C ile serum LDL-C, apo B, TG diizeyleri arasinda dogrusal bir iligski bulunurken, HDL-
C ve apoA-lI arasinda negatif bir korelasyon vardi. Bulgular ALP’nin temel
Ozelliklerinin sdLDL hakimiyeti, TG yiiksekligi ve diisiik HDL-C diizeyleri oldugunu

dogrulamaktadir.
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6- OZET

Bu caligmanin ilk boliimiinde, iki farkli direkt LDL kitinin analitik performanslari
degerlendirildi ve her iki yontem Friedewald formiilii ile kiyaslandi. Vitros dLDL-C ve
Sentinel dLDL-C kitleri i¢in farkli seviyelerde plazma havuzlar1 hazirlandi ve NCCLS
EP5-A protokolii uygulanarak calisma i¢i ve total presizyon degerlendirmesi yapildi.
Her iki direkt LDL-C reaktifi ile bulunan c¢alisma i¢i (within-run) impresizyon % 2’nin
altindaydi. Sentinel dLDL-C i¢in bulunan total CV % 2’nin altinda iken Vitros dLDL-C
icin bulunan total CV iki diizeyde % 4’lin iizerinde idi. Bu sonuglara gore, Vitros
dLDL-C’nin NCEP performans kriterlerini (CV<%4) karsilamadig1 goriildii.

Linearite ¢alismasinda serum havuzu 3%4,1/2,1/4,1/5 ve 1/10 oranlarinda sulandirildi.
Vitros dLDL-C %17-18 sapma gosterirken, bu deger Sentinel dLDL-C igin % 11 olarak
bulundu.

Farkli seviyelerde LDL-C igeren 122 hasta serumu Sentinel dLDL-C ve Vitros
dLDL-C reaktifleri ile calisildi ve elde edilen sonucglar Friedewald formiili ile
karsilastirildi. Friedewald LDL-C’ye ait ortalama LDL-C degeri 140.81+ 40.71 mg/dL,
Vitros-LDL’ye ait ortalama deger 145.67 £ 45.20 mg/dL, Sentinel dLDL-C ’ye ait
ortalama deger 152.44 + 44.26 mg/dL olarak bulundu. Vitros dLDL-C (r=0.936) ve
Sentinel dLDL-C (r=0.934) ile Friedewald formiilii arasinda ileri derecede korelasyon
mevcut olmasina karsin her iki kit ile bulunan ortalama LDL-C degerleri Friedewald
formiilii ile bulunan ortalama degere gore anlamli olarak yiiksekti (p =0,000).

Calismanin ikinci boliimiinde heparin ve MgCl, kombinasyonu kullanimi ile apo B
iceren lipoproteinlerin ¢oktiiriilerek sdLDL-C tayin edildi. 118 kisiden olusan hasta
grubundaki ortalama sdLDL-C degerleri Sentinel dLDL-C ig¢in 45.93 + 23.02 mg/dL,
Vitros dLDL-C i¢in 41.61 + 25.56 mg/dL olarak bulundu. Sentinel dLDL-C ile bulunan
ortalama sdLDL-C degeri Vitros dLDL-C’ye ait ortalamadan anlamli olarak yiiksekti
(p<0.05). 39 erkek hasta ve 79 kadin hastanin ortalama sdLDL-C degerleri arasinda her
iki dLDL-C yontemi ile istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Hastalar normolipidemik, hiper LDL-C (LDL >130 mg/dL), hipertrigliseridemi (TG
>150 mg/dl) ve kombine hiperlipidemi (LDL-C >130 mg/dL, TG >150 mg/dL) olarak
dort gruba ayrildiginda, sdLDL-C diizeyinin en yiiksek diizeyde bulundugu grubun

kombine hiperlipidemi grubu oldugu gozlendi.
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sdLDL-C diizeyleri ile serum total kolesterol, LDL-C, apo B ve TG seviyeleri
arasinda pozitif bir korelasyon, sdLDL-C ile HDL-C ve apo A-I arasinda ise negatif bir
korelasyon bulundugu gézlendi. sdLDL en yiiksek korelasyonu serum LDL-C ve apo B
ile gostermekteydi. Bulgular, Aterojenik Lipopoprotein Profilinin artmig sdLDL ve TG
diizeyleri ile azalmis HDL-C ile karakterize oldugu yoniindeki literatiir bilgisi ile

uyumludur.
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7- SUMMARY

In this study, the analytical performance of two direct homogenous LDL-C assays
(Vitros dLDL-C and Sentinel dLDL-C) were evaluated and the LDL-C values obtained
from these assays were compared to the Friedewald formula. Within-run coefficient of
variation (CV) (NCCLS EP5-A) was less than %2 for both homogenous assays. The
total CVs for all serum pools was less than %2 for the Sentinel assay; the total CVs for
two serum pools was greater than %4 for the Vitros dLDL-C assay. Vitros dLDL-C
assay has not met the NCEP requirements for LDL-C testing for precision (<%4).

In order to investigate linearity, a serum pool was serially diluted to attain different
concentrations (3/4, ', Y4, 1/5, 1/10). Vitros dLDL-C assay showed a deviation of %17-
18, whereas Sentinel dLDL-C assay demonstrated a deviation of %11.

122 fresh serum samples were evaluated with two direct homogenous LDL assays
and the results were compared to the Friedewald formula. The mean LDL-C value for
the Sentinel dLDL-C assay and Vitros dLDL-C assay were 152.44 + 44.26 mg/dL and
146.67+ 45.20 mg/dL, respectively. The mean LDL-C value was 140.81 + 40.71 mg/dL
for the Fridewald formula. The Sentinel dLDL-C method (r = 0,934) and the Vitros
dLDL-C method (r =0,936) correlated highly with the Friedewald formula, but there
was a statistically significant overestimation of LDL-C values with both homogenous
assays (p=0,000).

In the second part of the study, sdLDL-C levels of 118 patients were measured by
the two homogeneous assays. Heparin and magnesium chloride was used to precipitate
lipoproteins of density <1.044 g/mL and the LDL-C content of the supernatant was
determined by the two homogenous methods. The mean sdLDL-C value for the Sentinel
and Vitros assays were 45.93 £+ 23.02 mg/dL and 41.61+ 25.56 mg/dL, respectively.
The mean for Sentinel sdLDL-C assay was significantly higher than that of Vitros
sdLDL-C (p<0.05). The difference between male and female patients was not
statistically significant for both assays.

Samples were categorized into four groups: Normolipidemia, hyper LDL-C (LDL-C
>130 mg/dL), hypertriglyceridemia (TG >150 mg/dl) and combined hyperlipidemia
(LDL-C >130 mg/dL, TG >150 mg/dL). Combined hyperlipidemia showed the highest
small dense LDL level-C.
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sdLDL-C levels were positively correlated with serum total cholesterol, LDL-C, apo
B and triglyceride, whereas there was an inverse correlation with HDL-C and apoA-I..

sdLDL was most significantly correlated with serum LDL-C and apo B.
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