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Çalışmamızda, siizgeç kağıdına emdirilen kan ve serum "örneklerinde, Roket 
elektroforezi yöntemiyle Apolipoprotein B (Apo B) ·miktar belirtimi yapıldı~ Aynı 
olgulann serumlarında Radyallmmun Diffüzyon (RID) yöntemiyle saptanan Apo B · 
degerieri ile, diler 2 yöntemde saptanan degerler istatistiksel açıdan kıyaslandı. · 

Elde ettilimiz sanuçlar kaynak verileriyle de uyumlu olup, kanda Roket elek· 
· troforezi yönteminin aynen serum gibi çalışılabileceğini ve güvenilir olduguhu gös· 
terdi. · 

SUMMARY 
Apolipoprotein B M es surement in the Samples of Blood and Serum 

Spotted on Filter Paper 

In our investigation, Apolipoprotein B (Apo B) measurement has been done 
with the method of Rocket electrophoresis, using the samples of blood and serum 
which have been spotted on filter papers. In the "serum of the same individuals, 
Apo B values found with the method of Radial Immun Diffusion (RID) and values 
found with the upper 2 methods have been compared statistically. · 

The results we had at last, were in harmony with the source data. It has 
ihowed us that the method of Rocket electrophoresis in "blood, could work just 
like serum, and it also showeiı us that it is be.lievable. 

• 
•• 
••• 
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Son yıllarda insan serum lipoproteinleri , içerdikleri apolipoproteinler sayesin
de, immunokimyasal teknikler kullanılarak 3 gruba ayrılmaktadır. Bunlar çok düşük 
dansiteli lipoproteinler (VLDL), düşük dansite li Iipoproteinler (LDL) ve yüksek 
dansite li lipoproteinler (HDL) dir1

• 

Apolipoproteinlerin ölçümünde yararlanılan immunokimyasal yöntemler im
munolojik olmayan yöntemlere göre (kromatografı , izoelektrik foküsleme, poliak
rilamid jel elektroforezi gibi) daha hassas, özgün ve tekrarlanabilir özelliktedir2 

• 
3

• · 

Immunokimyasal yöntemler arasında Radyal immünodifftizyon (RID) , immü
nonefelometri (INA), ELİSA (Enzyme-linked immunosorbent assay), Floresans 
immunodeney (FIA), Radyo immun deney (RIA) ve Elektro immun deney (EIA) 
sayılabilir4 -? . 

EIA veya Roket yöntemi immunopresipitasyon tekniklerine göre daha hassas 
ve hızlıdır. Klasik yöntemde elektroforez, içinde antikor bulunan agar veya agoroz 
içinde yapılır. Antijen içeren numuneler, jelde açılmış belli çapta kuyulara tatbik 
edilir. Oluşan pikierin boyu kan veya serum numunesirtdeki antijen miktarı ile oran
tılıdır. EtA 'da raketin olu şumu , elektroforez e snasında tamponun içeri~i , antikor 
miktarı ve agaroz jel içindeki iç değişmelere bağlıdır8 • 

Apolipoprotein B (Apo B), LDL 'nin başlıca taşıyıcı proteinidir. Familya! hi
perlipoproteinemi Tip II de (FH-11) büyük miktarlarda bulunur. Apo B nin aort inti
masına yerle şti~i ve atherosklerozun oluşumunda etkili olduğu saptanmıştır9 • 1 

(} . 

İşte bu çalışmamızda , atheroskleroz açısından önemi düşünülerek , toplumda 
serum Apo B seviyesinin tayininde geniş taramalar yapılabilmesine olanak verecek, 
hem de uygulama kolaylığı ve düşük maliyetesahip bir yöntem kurmayı amaçladık. 
Bunun için Laurell'in Ro ket elektroforez yöntemini 1 ı bazı de~işikliklerle Uygula
yarak elde ettiğimiz sonuçlan hem referans yöntem o larak çalıştı ğımız RID yön
temi sonuçlan ile hem de kaynak araştırmalarımız sonucu elde ettiğimiz verilerle 
kıyaslayarak yöntemimizin güvenilirliğini göstermek istedik. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Laurell 'in Roket elektroforez yöntemi bazı yönlerden modifiye edilerek, ku
rutma ka~ıdına emdirilmiş kan ve serum numunelerinde, Apo B miktar belirtimi ya. 
pılan bu çalışmada kullanılan başlıca ayraç ve araçlar şunlardı 1 2 -ı 6 : 

Barbital t ampon (0 .1 M, pH: 8.2) için "5-5-Diethylbarbituric acid" (Barbital, 
Merck Art No: 500535) ve "5-5-Diethylbarbituric acid sodium " salt (Barbital so
dium, Merck Art No : 500538) kullanıldı. 

Agorose-L (Behringwerke K.- Lot No: 252011 A) den 2 değişik konsantras
yonda je l hazırlandı. Bunlardan % 0.5'1ik agoroz jel (d istile suda) , cam pla~ı kapla
mak iç indi. % 1.5'1uk agoroz jel ise aplikasyonlann yapılacağı jel tabakası iç in kul
lanıldı. 

Boyama çözelt isinde "Coomassie Brillant Blue" (Merck Art No: 15444) kulla-
nıldı (5 gr boya, 450 ml alkol, 100 ml asetik asit , 450 ml distile su). · 

Renk giderme çözelt isi ise % 5 'lik asetik asitti (CH3 .COOH, Merck Art No: 
56). 

Olgularcıan alınan kan ve serumlar 2 no'lu Whatman süzgeç ka~ıdına emdiri\
dikten sonra, oda ısısında kurutularak , + 4°C de buzdolabında saklandı. Maksirnal 
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saklama süresi 4 hafta olarak belirlendi. Aynca RID yönteminde kullanılacak serum 
numuneleri de ufak akrilik tüplere konarak a~ızlan parafilmle kapatıldıktan sonra 
- 20°C de kullanım öncesine kadar saklandı. 

İyice temizlenmiş cam plaklar (110x100x1.5 mm, Behringwerke) üzerine ön
ce % 0.5'lik, sonra % 1.5'luk jel, tabaka halinde yayıldı .- Hazırlama esnasında% 1.5 
luk jel Içine 60 lll antiserum (Human-Antllipoprotein B, Behringwerke Ch . . B/Lot 
No : 042232 D) ilave edildi. 

4 V /cm de, 10 dakika preelektroforezden sonra süzgeç ka~ıdına emdirilmiş 
Apo B standardı, serum ve kan numunelerinden zımbayla 5 mm çapında diskler ha· 
zırtanarak jelin (-) kutbuna, kenardan 1 cm Içerde olacak şekilde yerleştirildi. 
4 V/cm de elektroforeze 16 saat,+ 4°C da devam edildi. 

Aynı koşullarda Apo B standartlannın (Apollpoprotein B..Stand&t &!rum, 
Behringwerke , Ch.-B{İ.ot No. 104917 F) çeşitli konsantrasyonlan ile elektroforez 
yapılarak standart kalibrasyon: e~risi elde edildi. 

Aynca aynı olgulann serum numunelerinde RID yöntemiyle5 
• 

8 Apo B tayini 
yapıldı. Bu amaçla, ticari Behrlngwerke NOR-Partigen Apo B Immunodiffüzyon 
plaAı (Ch.·B/Lot No. 05 4944) kullanıldı. 

BULGULAR 

Çalışm~ızda, kan ve serumda mo<lifiye Laurell'in elektroforez yöntemi ve 
serumda RID yöntemi ile Apo B miktar belirtimi yapıldı. Sonra 3 yöntemle sapta
nan Apo B deAerlerinin daAılımı istatistiksel yöntemlerle Incelendi. 

20 olguda gerçeldeştirdi~imlz bu yöntem çalışmamızda, kanla çalışılan 
Roket elektroforezlnde Apo B ortalama de~eri (x ± SH) % 85.8 ± 1.3 mg, serumla 
çalışılan Roket elektroforez yöntemindıa i~ % 83.9 ± 1.5 mg olarak bulundu. İki 
yönterit arasında istatist iksel açıılan önemli bir fark saptanamadı (Tab o: 1). K(lll _ve 
serumda çalışılan yöntemlerde hesapladı~ımız % CV de~erleri de birbirine yakındı. 

Kanla çalışılan yöntemde CV de~eri % 8.23 iken, serumla çalışılan yöntemde CV'. 
nin % 7.82 oldulu görüldü. 

Referans yöntem olarak çahştı~mıız RID yöntemiyle aym olgulann ıserum 
numunelerinde ·saptadı~ımız Apo B ortalama deterleriiS1! (x ± SH)% 83.2 ± 1.6 mg 
'di. RID yönteminin deAişim katsayısı (% CV)% 11.12 olarak saptandı. 

Yablo: l 
Kanda ve Serumda Laurell'in Roket Elektroforezi 

Yöntemi lle Apo B Değerlerinin Dağılımı · 

Yöntemler 

ö lçUien Kuıda Serumda 
Değerler n =20 n=20 

(x±SH) (x±SH) p 

Apo B 85.8 ± 1.3 
(%mg) 

83.9 ± 1.5 A.D. 

n = Olguların sayısı 
A.D. =Yöntemlerin birbirine göre farkı anlamlı de~il. 
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RID yönteminde bulunan serum Apo B ortalama de~erleri ile kan ve serumda 
çalışılan Laurell'in Roket elektroforezi yöntemine göre saptanan ortalama Apo B 
de~erleri, istatistiksel yöntemlerle kıyaslandı~ında, gru.plar arasında gene önemli bir 
fark olmadı~ı görüldü (Tablo: Il). 

Tablo: ll 
Laurell Ro ket Elektroforezi Yöntemiyle Çalışılan Kan ve Serum 
Ortalama Apo B Değerlerinin RIO Yöntemiyle Çalışılan Serum 

Ortalama Apo B Değerleriyle Karşılaştırılması · 

YöN TEM LER ölçülen Parametreler 
.•. 

n Apo B (% mg) x ±SH t p 

RID 20" 83.2 ± 1.6 - -
Kanda Roket Elektroforezi 20 85 .8 ± 1.3 1.729 A.D. 
Serumda Roket Elektroforezi 20 83.9 ± 1.5 0 .688 A.D. 

A.D.: RID yö ntemine göre anlamlı değil. 

TARTIŞMA 

Familya! hiperlipoproteineml Tıp II (FH-II) dominant geçişli, hem ~omozigot 
hem de heterozigotlarda hiperkolesteroleml, tendon ve derialtı ksantomlan ve pre
matür kalp hastah~ı ile karakterize bir hastalıktır1 7 • Semptomlara sık rastlandı~ı 
için FH-II hakkındaki çalışmalar heterozigot ki~iler üzerinde yo~untaşmıştır. Apo 
B seviyesi yüksek olan bu olgularda myokard enfarktüsi.i erken görülüp genellikle 
ölümle sonuçlanır. FH-II heterozigotlann taranarak saptanması ile, atheroskleroz
dan korunma ve erken tedavi amaçlanmaktadır. İşte bu amaçla Apo B ölçümü, tara
ma programlannda FH-I 'nin saptanması için en giivenilir bulgu oldu~undan önem 
kazanmıştır. 

İlk defa sıçan seromunda RIA ile Apo B tayini yapılmaya. çalışılmıştır18 • Da
ha sonra, 1977 yılında A.C. Oniti.ri ve B. Lewis Ro ket elektroforezi yöntemi ile Apo 
B ölçümü yaparak, erişkinlerde ortalama Apo B de~erlni 77 ± ıs mg/dl bulduklarını 
bildirmiş lerdir1 • . 

1978 yılında Amerika'da yapılan bir araştırmada serum Apo B miktar belirti
minde EİA, RtA ve RİD yöntemleri kullanıldı~ında, EtA ve RİA yöntemleriyle bu
lunan . sonuçlann aynı olmasına raıtmen , R~D yöntemi ile elde edilen sonuçlann 
% 4-8 miktannda yüksek oldu~u belirtilmektedir. Bu çalışmada EtA (Roket elek
troforezi) ile normal erişkinlerde saptanan Apo B değeri 98 ± 2 mg/dl, bizim sonuç-
!anmızla uyumludur8

• · 

1984 yılında Oswald B. ve arkadaşlan1 9 Apo Al ve Apo B miktar belirtimi 
ıçın Roket elektroforezini modifiye ederek çalışmalar yapmışlar. 1983 yılında 

Metel'skai ve arkadaşlan20 iskemik kalp hastalığı olan kişilerde Roket elektroforezi 
yöntemi ile Apo AI ve Apo B tayini yaparak hiperlipidemi Tip II a ve Tip II b'de 
HDL a 'ü oluşturan Apo AI'i düşük , Apo B değerlerini ise yüksek bulduklarını belirt
mektedirler. Bu da hiperlipidemi Tip II a ve Tip Il b'de atheroskleroz riskinin yük
sek olduıtu görüşünü destekleyen önemli bir bulgudur. 
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1981 yılında Havekes ve arkadaşları21 plazmada Roket elektroforezi ve RlD 
ile Apo B tayini yaparak, iki yöntemle elde edilen sonuçlann uyumlu oldu~unu vur
gulamaktadırlar. 

1985 yılında Dudman P.B.N. ve arkadaşları9 erişkinde familyal tip II hiper
kolesterolemi tayini için filtre ka~ıdına alınmış kan numunelerini RİD yöntemi ile 
çalışarak ortalama Apo B konsantrasyonlannı 76.5 mg/di saptadıklannı belirtmiş
lerdir. 

Rifai N. ve arkadaşlan2 2 1986 da serum Apolipoproteinleri için immunotur
bidimetrik bir yöntem geliştirerek , RİD yöntemiyle kıyaslayınca, RİD yöntemi ile 
elde edilen sonuçlann daha düşük oldu~unu belirtmektedirler. Bu araştırıcılar, im
munoturbidimetrik yöntemle, sa~lıklı erişkin insandaki Apo B de~erini 115 mg(dl 
olarak saptamışlardır _ . 

RİA yöntemini Apo B tayininde kullanan di~er bir grup araştırıcı ise 13-42 
yaş grubunda bunun, ortalama 83 ± 16 mg/di oldu~unu belirtmektedir2 3 • Gene 
John J. Albers ve arkadaşları da18 normolipidemik ve hiperlipidemik olgularda 
plazma Apo B de~erlerini RİA ile (Çift Antikorlu İmmunoassay) ölçtüklerinde, sa~

lıklı kişilerde total Apo B de~erini % 81 mg bulurken, LDL Apo B'sini % 72 mg bul
duklannı ve bu de~erlerin RİD yöntemi ile kıyaslandı~mda uyumlu oldu~unu be
lirtmektedirler. 

Roket elektrof~rezi RİD yöntemine göre daha hassas, RlA, ELİSA, INA yön
temlerinden daha az hassas bir yöntem o larak kabul edilmektedir . Uzun zaman iste
yen bir yöntemdir. Buna karşın ucuz, kolay yapılabilen, rutin çalışmalar için labo
ratuvarlarda uygulanmaya elveri şli bir yöntemdir. Hem kanla hem de serum la çalı
şılabilir. Kan ve serum numuneleri isten1rse kuyu la ra koyulur veya bizim modifiye 
etti~imiz gibi süzgeç ka~ıtlanna emdirildikten sonra belli çapta diskler hazırlanır. 

Jel üzerine bu diskler yerleştirilere k çalışılabilir . 

. SONUÇ 

Kanla Roket elektroforezi, senımla Roket elektroforezi ve RlD ile saptadı~ı

mız Apo B ortalama de~erleri arasmda istatist iksel açıdan anlamlı bir fark gözlen
medi. 

Çalışmamızda karşılaştı~ıınız bir sorun elektroforez esnasında barbiturik 
asit kristallerinin belli bir süre sonra (+) kutup elektrodunu kapiayarak akım geçi
_ şini engellemesiydi. Bu problem 6 saatte bir tankla birlikte tampon de~iştirilerek 
çözümlenıneye çalışıldı. 

Serumda Roket elektroforez yöntemi ile bulunan ortalama de~erlerin , kanda 
çalışılan yönteme kıyasla kaynak verilerine daha uygun oldu~u görüldü. İki yöntem 
arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olmaması ve kanda Roket elektroforez 
yönteminin işlem açısından daha pratik ve kolay olması nedeniyle biz kanda Roket 
elektroforez yöntemini aynen serumla çalışılan Roket elektroforez yöntemi gibi 
çalışabilece~ini ve güvenilir sonuçlar alınabilece~ini savunuyoruz. 
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