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OZET
Yaygin Gelisimsel Bozuklukta Apolipoprotein E Gen Polimorfizminin
Molekiiler Genetik Yontemle Arastirilmasi
Yrd. Dog. Dr. Yesim Taneli

Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji AD

Yaygin Gelisimsel Bozukluk (YGB) i¢in klinik uygulamada kullanilabilecek
biyolojik belirtegler heniiz saptanamamustir. YGB’de, Apolipoprotein E’nin (ApoE’nin) de
lokalize oldugu 19. kromozomda bir bozukluk diistindiirecek bulgular bildirilmis ise de,
ApoE gen polimorfizminin rélii heniiz belirlenmemistir.

Bu ¢alismada, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Saglhigi ve Hastaliklari
Anabilim Dalinda “YGB’ tanisi ile izlenen hastalarda Apolipoprotein E gen polimorfizmi
DNA izolasyonu, polymerase chain reaction (PCR) ve revers hibridizasyon yoluyla
incelenmistir.

ApoE gen polimorfizmi 41 hastada (34 erkek, 7 kiz) belirlenmistir (%83 erkek,
%17 kiz; erkek/ki1z:4,9). En sik saptanan ApoE genotipi 3/3’dir (%68,3), bunu 2/3 (%17,1),
3/4 (%12,2) ve 2/4 (%2,4) izlemektedir. ApoE genotipi 2/2’ye ve 4/4’¢ rastlanmamustir. En
stk goriilen allel e3’tlir (%83), bunu €2 (%10) ve e4 (%7) izlemektedir. Cinsiyete gore
ApoE e2, e3, e4 allel dozu, ApoAl, E, B diizeyleri ve lipid metabolizmas1 parametrelerinin
ortalama degerleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Kizlarda e4 frekansi hafif
artmig bulunmustur (p=0,059). Genotipe gore ApoE diizeyinin ve allel dozunun
karsilastirilmasinda anlamhi bir fark goriilmemistir. ApoE gen polimorfizmi ile ilgili bu
parametreler toplumda ve diger toplumlarda saglikli bireylerde saptanan degerlerle
uyumludur ve anlamli bir fark goriilmemistir. ApoE diizeyi ile kolesterol diizeyi (p=0,007),
HDL diizeyi (p=0,009) ve ApoAl diizeyi (p=0,003) arasinda anlaml1 ve pozitif yonde iligki
bulunmustur. Ayrica yiiksek Allel 2 dozu ile yliksek ApoE diizeyi (p=0.062); yiiksek Allel
3 dozu ile yiiksek VLDL diizeyi (p=0,089) ve yiiksek Allel 4 dozu ile diisiik lipoprotein (a)
diizeyi (p=0,058) arasinda anlamli diizeye yaklasan iliski tespit edilmistir.

Sonug¢: Bulgular, YGB’de belirgin bir ApoE gen polimorfizmi etkisinin olmadigin

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Apolipoprotein E, Yaygin Gelisimsel Bozukluk, Lipid

Metabolizmasi, Otizm, Cocuk Psikiyatrisi.
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SUMMARY

Molecular Genetic Investigation of Apolipoprotein E Gene Polymorphism
in Pervasive Developmental Disorder
Assist. Prof. Dr. Yesim Taneli

Uludag University, Inst. of Health Sciences, Dept. Pharmacology & Clinical Pharmacology

Biological markers for clinical use in Pervasive Developmental Disorder (PDD) have
not been identified. As much as the 19th chromosome which carries the Apolipoprotein E
(ApoE) gene has been implicated in PDDs, the role of ApoE gene polymorphism is yet to
be understood.

In this study, ApoE gene polymorphism was identified via DNA isolation, PCR and
reverse hybridization in children with PDD admitted to the Uludag University Medical
Faculty Child and Adolescent Psychiatry Department.

ApoE gene polymorphism was studied in 41 patients (34 males (83%), 7 females
(17%), male-to-female ratio 4.9:1). The most common ApoE genotype was 3/3 (68.3%),
followed by 2/3 (17.1%), 3/4 (12.2%), and 2/4 (2.4%). There were no 2/2 or 4/4 subjects.
The most common allele was e3 (83%), followed by e2 (10%) and e4 (7%). Between
males and females ApoE e2, e3, e4 allele dose, ApoAl, E, and B levels and mean values
for lipid metabolism parameters did not differ significantly. In girls, e4 frequency was
slightly elevated (p=0.059). ApoE levels and allelic dose did not differ by genotype. ApoE
gene polymorphism parameters were in accordance with population data and no difference
was found. ApoE levels correlated significantly with cholesterol levels (p=0.007), HDL
levels (p=0.009), and ApoAl levels (p=0.003). Correlations between high Allele 2 dose
and high ApoE levels (p=0.062), high Allele 3 dose and high VLDL levels (p=0.089) and
high Allele 4 dose and low lipoprotein(a) levels (p=0.058) approached statistical
significance.

Conclusion: Data show no distinct ApoE gene polimorphism pattern in PDD.

Key Words: Apolipoprotein E, Pervasive Developmental Disorders, Lipid Metabolism,
Autism, Child Psychiatry.
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GIRIS

Yaygin Gelisimsel Bozukluk (YGB), 6zellikle sosyal iligki zorlugu, s6zel iletisim
eksikligi ve stereotipilerle karakterize olup, basta Otizm ve Asperger Sendromu olmak
tizere bir grup bozuklugu i¢cermektedir. Erken yaslarda baglayan bu bozuklukta erken tani
ve tedavinin 6nemi biiyiiktiir. Cocuklukta otistik 6zellikleri olan, semptomlar1 yogun tedavi
ve yakin aile destegi ile azalan bazi ¢ocuklar, daha sonra durumlar1 hakkinda
degerlendirmelerde bulunabilmistir:

- ‘Anne, yalnizliga geri doniilmez degil mi?’ (Erkek, 12 yasinda, 5. sinif 6grencisi) (1).
- “..Sanki vizerimdeki cam fanus kaldirilmigti: Bes yildwr ka¢irdigim her sey, parfiim
kokusu, kug civiltisi, ve bir giiliimsemenin ne oldugunu bilmek...” (Tedavisine 5 yasinda
baslanan bayan iiniversite 6grencisi) (2).

- ‘Gramofonu sevdim anne, miizik beni ormanin derinliklerinden ¢ikard:.” (Otistik
semptomlar1 nedeniyle 10 yil siireyle kaynastirma egitimine benzer egitim alan 1947
dogumlu, 18 yasinda bayan hasta) (3).

YGB’de halen ayirici tanida yol gosterebilecek, dogal gidisi ongorebilecek ya da
tedaviye yanit1 6lgebilecek biyolojik belirtegler saptanamamustir. Yaygin Gelisimsel
Bozukluklarin giiclii bir genetik komponenti oldugu kanisi ise giderek yayginlagsmaktadir
(2). Otizm i¢in yatkinlik olusturan bdlgeleri molekiiler genetik yontemle inceleyen genis
Olcekli iki ¢calismada (IMGSAC ve PARIS) (4, 5), baska bolgelerin yani sira 19.
kromozomda da bir bozukluga isaret edecek bulgular saptanmistir (2). Tez konusunun
belirlendigi donemde, 19. kromozomda lokalize olan Apolipoprotein E’nin gen
polimorfizminin YGB’deki olas roliinii inceleyen herhangi bir ¢alismaya literatiirde
rastlanmamistir. Son donemde yayinlanan az sayida ¢aligma ise konunu daha fazla
incelenmesi gerektigini ortaya koymustur.

Bu ¢alismada, Yaygin Gelisimsel Bozuklukta ApoE gen polimorfizminin (ApoE
genotipi bagil frekanslar1) molekiiler yontemle belirlenmesi ile saptanan dagilimin olasi

degerinin incelenmesi amaglanmaktadir.



GENEL BILGILER

Yaygin Gelisimsel Bozukluk ve Otizm

Yaygin Gelisimsel Bozukluk (YGB), basta Otizm ve Asperger Sendromu olmak iizere
bir grup bozuklugu icermektedir. Erken yaslarda baslayan, 6zellikle sosyal iligki zorlugu,
sozel iletisim eksikligi ve stereotipilerle karakterize olan bu bozukluk grubu, alt tipine gore

% 40 ila %80 oraninda kalic1 fonksiyon kaybina yol agmaktadir (Tablo 1) (6).

Tablo 1: YGB’de Oziir Durumuna Gére Tiim Viicut Fonksiyon Kayb1 Orani*

YGB Viicut Fonksiyon | ICD-10 DSM-IV-TR***
Kaybi1 Oram kodu** kodu

Otizm %80 F84.0 299.00
Atipik Otizm %40 F84.1 Karsilig1 yok; 6neri: 299.80
Rett Sendromu %80 F84.2 299.80
Desintegratif Psikoz %80 F84.3 299.10
Stereotipi, Zeka .

Tanimlanmamis F84.4 Karsilig1 yok; oneri: 313.9
Geriligi, Hiperaktivite
Asperger Sendromu %40 F84.5 299.80
Diger YGB Tanimlanmamis F84.8 Karsilig1 yok; oneri: 313.9
Baska tiirlii

Tanimlanmamig F84.9 299.80
tanimlanmamis YGB

* Tablo bilgileri Devlet Bakanligi, 2006; WHO, 1992; APA, 2001; Schulte ve arkadaslari,
2003. kaynaklari esas alinarak hazirlanmistir (6-9).

** JCD-10: International Classification of Diseases and Related Health Problems, 10th
revision.

*#*DSM-IV-TR: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4th Edition, Text

Revision

Bu bozukluga sahip olan bireyler i¢in erken tan1 ve tedavinin 6nemi biiyiiktiir. Halen
ayirici tanida yol gosterebilecek, tedaviye yanit1 6ngorebilecek ya da Slgebilecek biyolojik
belirtecler saptanamamuistir. Otizme yatkinlik olugturan genlerin belirlenmesi, otistik
cocuklarin semptomlarina yonelik ilaglarin gelistirilmesine katkida bulunmanin yani sira,

perinatal tan1 ve erken tedavi imkanlarini da arttiracaktir (10).




Klinik Goriiniim ve Epidemiyoloji

Yaygin Gelisimsel Bozukluklar, karsilikli sosyal etkilesimde ve iletisim kaliplarinda
kalitatif kisithliklarin yani sira sinirl, stereotipik, tekrarlayan ilgi ve aktivite repertuvari ile
karakterizedir. Bu kalitatif farkliliklar her ortamda kisinin temel islevsel 6zelliklerini
belirler, ancak siddeti kisiden kisiye degisir. Cogu olgu erken ¢ocukluk doneminden
itibaren farkli bir gelisim gosterir. Taneli ve arkadaslari (11), ailelerin ¢ocuklarinin farkl
oldugunu ortalama 28 aylikken gozlemlediklerini belirtmistir. Cok sayida olguda kognitif
fonksiyonlar kisithidir ancak bozukluk tanisinda, kisinin zeka yasina uymayan davranislar
temel alinir (7, 12). Baz1 olgularda yaygin gelisimsel bozukluk, 6rnegin infantil serebral
parezi, rubella embriyopatisi, tuberoskleroz, serebral lipidoz, frajil X sendromu gibi belirli
somatik hastaliklarla birlikte goriiliir. Ancak bu durumda da ek somatik hastaligin olup
olmamasina bakilmaksizin davranis patolojisine gore tan1 konur (7, 12) .

Yaygin gelisimsel bozukluklar olarak ICD-10’da F84 kodu altinda sunlar
sayilmaktadir (12)

- F84.0 Erken Cocukluk Otizmi: Ug yasindan nce ortaya ¢ikar; sosyal etkilesim
eksikligi, iletisim eksikligi ve davranis streotipisi ile karakterizedir; yasla birlikte
semptomlar degisse de bu ii¢ alandaki patoloji eriskin yasta da devam eder. Degisik
agirliklarda verbal defisit ve mental retardasyon goriiliir (13). Epidemiyolojik ¢caligmalarda
prevalans 4-5/10.000 olarak saptanmustir ve erkeklerde daha sik goriiliir (2:1 —3:1) (14).
Alt1 yagina kadar konugma becerisi gelisen ve 1Q’su 80°den yliksek olan ¢ocuklarin
prognozu daha iyidir (14). Hastalarin %1-2’si erigkin yasta semptomsuzdur; %5-15’1
sinirda semptom verir, %16-25’inde semptomlar devam eder ancak destek ile aile i¢i ve
mesleki entegrasyon miimkiindiir; %60’ 1min prognozu kétiidiir ve siirekli olarak yardima
ihtiyag¢ duyarlar (14). Yapilandirilmis ¢evre kosullari, davraniggt yontemler ve
farmakoterapinin semptomlar1 azaltmada yarar1 goriilmiistiir, ancak zemindeki patoloji
devam eder (14).

- F84.1 Atipik Otizm: Ug yasinda sonra ortaya ¢ikmasi ve/veya otizmin ii¢ kardinal
alaninin sadece birinde veya ikisinde bozukluk sergilenmesi ile otizmden ayrilir.
Genellikle zeka diizeyi ¢ok disiiktiir. Cok agir diizeyde alict konusma bozuklugu olan
hastalarda da goriilebilir (13). Erken ¢ocukluk otizminden daha sik goriiliir, prevalans
11/10.000 olarak bildirilmistir (14). Prognoz, eslik eden ilerleyici norolojik hastaliklara ya
da mental retardasyon diizeyine baghidir (14). Takipte eslik eden hastaliklarin tedavisine ve

davranis patolojisinin azaltilmasina odaklanilir (14).



- F84.2 Rett Sendromu: Sadece kizlarda tarif edilmistir. Normale yakin bir gelisim
sonrasinda 7.-24. aylar arasinda baslayan bir regresyon ile karakterizedir. Dil gelisimi ve
ellerin kullanim1 geriler, ince motor beceriler ve amaca ydnelik el hareketleri tamamen
kaybolur. Stereotipik el hareketleri ve hiperventilasyon goriiliir. Ilerki yaslarda sinirl
sosyal iletisim kurulabilir. Agir zeka geriligi gelisir. Cogu olguda, 8 yasindan 6nce
epileptik nobetler eklenir (13). Prevalans, onyedi yasindan kii¢iik kizlarda 1:10.000 olarak
bildirilmistir (14). Nedene yonelik ya da ilerlemeyi durdurabilen tedavi yoktur; ilerleyici
verbal ve motor fonksiyon kaybi nedeniyle iletisim imkanlarini (6rnegin goz kontagi yolu
ile) erken donemde arttirmak gerekir, epileptik nobetler ve davranis bozukluklar tedavi
edilir (14).

- F84.3 Cocukluk Cag1 Desentegratif Bozuklugu (Desentegratif Psikoz; Heller
Sendromu): Tamamen normal bir gelisimden sonra bir kag ay i¢inde bir¢ok alanda énceden
edinilmis beceriler kaybedilir ve sosyal, komunikatif, davranigsal patolojiler eklenir. Beceri
kayb1 bazi olgularda bir miiddet sonra yavaslar ve hatta nadiren bir miktar iyilesme
goriilebilir. Prognoz genellikle cok olumsuzdur. Beraber goriilebilen ndrolojik bozukluklar
ayrica tani alir (14). Cok nadir bir bozukluktur; prevalans milyonda bir olarak tahmin
edilmektedir ve literatiirde 80 olgu bildirilmistir (14). Bu hastalarin, yaygin gelisimsel
bozukluk olgularinin %1 ini olusturduklart diisiiniiliir. Nedene yonelik tedavi yoktur.
Yikim durakladiginda, agresif - otodestriiktiif davraniglarin azaltilmasina, iletisimin
arttirllmasina ve miimkiin oldugu 6l¢iide sosyal entegrasyona odaklanilir (14).

- F84.4 Hareket Stereotipileri ve Zeka Geriligi ile birlikte Hiperaktif Bozukluk:
IQ 50’nin altindadir, hiperaktivite ve konsantrasyon gii¢liigliniin yani sira stereotipi
goriiliir, Hiperaktivite Bozuklugu’nun aksine stimulanlardan fayda goriilmez, asir1
harektlilik ergenlikte hipoaktiviteye doner (13). Stereotipiler genellikle 4 yasindan 6nce
ortaya cikar. Prevalans bildirilmemistir. Tedavide hiperaktivite ve stereotipilerin
azaltilmasina odaklanilir (14).

- F84.5 Asperger Sendromu: Hans Asperger tarafindan 1944°de ilk olarak tarif
edilmistir (14). Otizmdekine benzer sekilde sosyal etkilesim patolojisi ile sinirli, stereotipik
ilgi alanlar ve aktiviler goriiliir. Otizmden farkli olarak kognitif ve sdzel beceriler geri
degildir, hatta 6zellikle gelismis de olabilir. Genellikle erkeklerde goriiliir (8:1) (13) ve
babadan ogula gectigi diisliniilmektedir (14). Baz1 hastalarda erken erigkin yaslarda
psikotik epizodlar goriilebilir (13). Takipte semptomlarin azaltilmasina ve ¢evrenin hastaya

uyumuna odaklanilir. Dar ilgi alan1 giderek genisletilmeye ¢alisilir (14).



- F84.8 Diger Yaygin Gelisimsel Bozukluklar: ICD-10’da detaylandirilmamistir (7,
13). Baz1 arasgtirmacilar tarafindan ‘coklu kompleks gelisim bozuklugu’ (multiplex
developmental disorder) olarak adlandirilmig; semptomlarin, afekt regulasyonu bozuklugu
/ anksiyete regulasyonu bozuklugu; sosyal etkilesim bozuklugu ve biligsel islev bozuklugu
(diisiince bozuklugu) ti¢liisiinden en az ikisini karsilamasi gerektigi onerilmistir (14).
Prognozun otizmden iyi, Asperger Sendromundan kotii oldugu belirtilmistir (14).

- F84.9 Baska Tiirlii Adlandirilmayan Yaygin Gelisimsel Bozukluk: YGB
tablosuna uymakla birlikte, genellikle anamnez bilgilerindeki eksiklik ya da tutarsizlik
nedeniyle siniflandirilamayan olgularda kullanilan semsiye terimdir (7, 13).

Yaygin gelisimsel bozukluklar, ayn1 hastaligin farkli gériintimleri olduklarini diisiinen
yazarlar tarafindan 1990’dan itibaren ‘otizm spektrum bozukluklary’ olarak da
adlandirilmig, daha sonra ayni yazarlar arasinda bulunan Gillberg, birbirine benzer bu
klinik tablolar1 farkli hastaliklarin benzer sonucu olarak kabul ederek 1990’larin
ortalarinda ‘otistik sendromlar’ terimini kullanmay1 6nermistir (2). Her iki durumda da
klinik prototip olarak otizm kabul edilmektedir. Siniflandirma alt tip olarak sayilan Rett
Sendromu’nun YGB’ye dahil edilip edilmemesi gerektigi halen tartigmalidir (15). Yaygin
gelisimsel bozukluklar konusundaki ¢aligmalar en ¢ok Otizm ve Asperger Sendromu’na

odaklanmustir.

Birliktelik

Pek ¢ok medikal durumun yaygin gelisimsel bozukluk ile birlikteligi gosterilmistir.
Steffenburg (16), toplum temelli bir calismada otistik ¢cocuklarda %37 oraninda medikal
durum birlikteligi, %10’dan az bir oranda ‘piir’ herediter gecis, ve geriye kalan ¢ocuklarin
neredeyse tiimiinde beyin disfonksiyonu saptamistir. Norokutan6z sendromlarin
(tuberoskleroz, norofibromatoz, Ito hipomelenoz) otistik olgularin %10-15’ini olusturdugu,
ayrica Frajil X semdromunun da %3-10’unu olusturdugu goriisii ileri stirlilmiistiir (15).

Epidemiyolojik calismalarda otizm ile birlikteligi gosterilen hastaliklar arasinda:
Sitomegalo viriis enfeksiyonu, Duchenne kas distrofisi, ensefalit, Frajil X Sendromu,
hemofilus influenza menenjiti, herpes simpleks ensefaliti, [to hipomelanoz, hipotiroidi,
laktik asidoz, konjenital rubella, Moebius sendromu, mukopolisakkaridoz, norofibromatoz,
otozomal kromozom anaomalileri, cinsiyet kromozomu anomalileri, kismi tetrasomi 15
sendromu, fenilketonuri, piirin metabolizmas1 bozukluklari, Rett sendromu (YGB’ye dahil
edilip edilmemesi gerektigi tartigmalidir), Sotos sendromu, tuberoskleroz, West Sendromu,

Williams Sendromu sayilmaktadir (2).



Tedavi ve Prognoz

YGB tedavisinde hedef semptomlara yonelik olarak basta atipik noroleptikler ve
serotonin geri alim inhibitdrleri olmak tizere psikofarmakoterapi ve buna ek olarak 6zel
egitim, davranisg1 terapi, yapilandirilmig pedagojik bir yontem olan TEACCH programi
(Treatment and Education of Autistic and related Communication-handicapped CHildren),
destekli iletisim, dokunulmay1 reddeden ¢ocugu ‘tutma’ metodu, ndrosensoriyel yontemler
ve aile egitimi hastaya 6zgii kombinasyonlarda uygulanabilmektedir (17). Halen nedene
yonelik tedavi imkan1 bulunmamaktadir (18). Giiniimiiz imkanlartyla bozuklugu tamamen
iyilestirmek miimkiin degildir, ancak ¢ok yonlii tedavi stratejileri ile semptomlarda
hafifleme goriilebilir(17).

Yaygin gelisimsel bozuklukta prognoz, belirli klinik 6zelliklerden yola ¢ikilarak
degerlendirilmeye calisilir (Tablo 2).

Tablo 2: YGB’de klinik 6zelliklere gore prognozun 6ngoriilmesi

Daha OLUMLU prognoz Klinik Ozellik daha OLUMSUZ prognoz
diistik Dogum riski yiiksek
>0 1Q (motor) <70
atlayarak Ogrenmede ilerleme belirgin degil

5 Konusma becerisi 5
<5yas >Jyas
Y (min. gerekli IQ = 50) Y

< 8. yas Sfinkter kontrolii var > 8. yas

<10. yas Taklit davranis1 var > 10. yas

<10. yas Stereotipilerin azalmasi > 10. yas
yok Epilepsi var

sosyal agidan pasif veya

Sosyal Etkilesim sosyal agidan geri ¢ekilmis
aktif

Tablo 2, Kusch ve arkadaglar1 2002°den yararlanilarak hazirlanmistir (19).




Etiyoloji

Cok sayidaki arastirmalara ragmen, halen yaygin gelisimsel bozukluklarin etiyoloji ve
gelisimi ile ilgili tutarl bir model olusturulamamistir. Gilinlimiizde bu konudaki bilgi
birikimi, 6zellikle erken ¢ocukluk otizmi, atipik otizm ve Asperger Sendromu i¢in su
faktorlerin roliinii isaret etmektedir (17):
- Genetik faktorler;
- Medikal hastaliklar;
- Beyin hasar1 veya beyinin fonksiyon bozukluklari;
- Biyokimyasal anomaliler (6zellikle dopaminerjik, serotonerjik ve ayrica peptiderjik,
noradrenerjik sistemler);
- Emosyonel gelisim anomalileri (empati bozukluklari, nérosensoriyel anomaliler);

- Kognitif siiregler ile dil ve konusma gelisimi bozuklugu (‘Therory of Mind’- hipotezi).

Gelisim Genetigi

Gelisim genetigi, gelisim biyolojisi ile genetik bilimlerinin kesigsme alanini olusturur.
Bir yandan biyolojik gelisim siire¢lerinin genetik yonii, diger yandan kisinin gelisimi
sirasinda genetik yatkinliklarin ortaya ¢ikmasi veya belirginlesmesi ile ilgili konulara egilir
(20). Biyolojik ve biyomedikal arastirmalarin giderek molekiiler agirlikli olmasi ile gelisim
genetiginin dnemi artmistir (20).

Gelisim genetiginde kullanilan yontemlerden biri olan asosiyasyon c¢alismalarinda
amag, akrabaligi olmayan kisilerde belirli bir ortak 6zellik ile bir kromozomal DNA-
belirte¢i arasindaki iliskiyi tespit etmektir. YOontemin avantajlarindan biri, belirli bir
ozelligin ortaya ¢ikisinda katkisi az olan genlerin de saptanabilmesidir ve bu konudaki
klasik orneklerden biri, Alzheimer Hastaligi’nin etiyolojisinde ApoE4 allelinin katkisinin
tespit edilmesidir (20).

Gelisim stiregleri genellikle birden fazla genin rol oynadigi (poligenik) ve ¢evre
etkisinin de goriildiigii (multifaktoriyel) siireclerdir. Bunlar1 incelerken, psikiyatrik gelisim
genetiginde bir de fenotipleri belirlemenin zorluklar: eklenir. Psikiyatrik bozukluklarda
genelde mindr ndroanatomik veya ndrofonksiyonel degisiklikler goriiliir. Psikiyatrik
bozukluklar i¢in uygun hayvan modellerini olusturmak da giictiir (20).

Gelisim psikiyatrisinde, genetik etkinin varligi genel kabul gormektedir.



Yaygin Gelisimsel Bozukluk, Otizm ve Genetik

Otistik spektrumda yer alan bozukluklarin, genetik gecis 6zellikleri giiglii hastaliklar
tarafindan olusturuldugu konusunda fikir birligi olusmaktadir (2). Tiptaki gelismelere
paralel olarak, otizm etiyolojisinde rol oynadig1 diisiiniilen hastalik gruplari i¢in
(enfeksiy6z ve toksik etmenler hari¢) genetik bir komponent bulunacagi olasilig1 ytliksektir
(2). Bu konuda Mendelian gegis, ‘cifte vurus’ (double hit; ek somatik mutasyon varliginda
ekspresyon), molekiiler diizeyde bozukluklar ve poligenik gecis hipotezleri tizerinde
calisilmaktadir (2). Cok biiyiik olasilikla, otizmden sorumlu olan tek bir kromozom
degildir; nitekim kromozom 14 digindaki tiim kromozomlar, en az birer olguda otizm ile
iliskili bulunmustur (2). Molekiiler genetik caligmalar1 da otistik sendromlar konusundaki
bilgilere 151k tutmustur (2). Mitokondrial DNA’daki bozukluklarin da otistik bozukluklarla
iligkili olabilecegi yoniinde bulgular vardir (2).

Genom taramalari1 yoluyla otizm i¢in yatkinlik olusturan bolgeleri incelemeyi
amaclayan degisik caligmalar yiiriitiilmiistiir. Bunlar arasinda 6ne ¢ikanlar sunlardir (2):
International Molecular Genetic Study of Autism Consortium (IMGSAC), genetik gecis
diisiiniilen 99 ailede kromozom 4, 10, 22’de baz1 bolgeler ile 2q, 7q, 16p ve 19p’yi
bildirmistir (4). PARIS grubu, inceledigi 51 multipleks (multiple-incidence) ailede benzer
sekilde 2q, 7q, 16p, 19p’yi bildirmis, ayrica 4q, 5p, 6q, 10q, 18q ve Xp’yi bildirmistir (5).
South Carolina Autism Project 100 olguda bir ring 7, bir 20p delesyonu, bir kromozom 12
perisantrik inversiyonu ve dort 15q anomalisi saptamustir (21). John Hopkins ¢alismasinda
7931-33 ve kromozom 13 belirlenmistir (22). Otizm spektrum bozukluklarinda 7q32-35,
15q11-13 ve 2q, 16p, 19p bolgelerinin rolii olabilecegini bildirilmis, genel populasyona
oranla relatif risk tek yumurta ikizleri i¢cin 2000 kat, kardesler icin de 50-150 kat fazla
olarak saptanmistir (20, 23, 24). ‘Ozel yetenekleri’(savant skills) olan otistik hastalarda,
15q11-q13 bolgesi semptomlarla iligkili bulunmustur (25). Bartlett ve arkadaslar (26),
otizm ve konusma bozuklugu birlikteligi i¢in kromozom 2, 7 vel3’ii baglanti
calismalarinda iliskili bulmuslardir. Polleux ve Lauder (27), otizm genetigi ile ilgili
caligsmalar1 gézden gecirmis ve kromozomlardan X, 1, 2, 3,4,6,7,9, 11, 12, 13, 15, 17, 19
ve 20’nin aday gen olduklarini belirtmislerdir. Autism Genetics Resource Exchange
(AGRE) isbirligi ile 228 multiplex ailede nonverbal iletisimi olan hastalarda 1p13-q12,
4q921-25, 7q35, ve ozellikle 8q23-24 ile 16p12-13 bolgelerinin otizm i¢in yatkinlik
yarattig1 saptanmigdir (28).

Otistik bozukluklar i¢in 6zellikle kromozom 2, 4, 7 (7q31-35), 10, 16, 19 ve 22 olmak

tizere 7 gen lokusunun 6ne ¢iktig1 goriilmektedir (29). Aile i¢i goriilme siklig1 degisik



kaynaklarda farkliliklar géstermektedir, 6rnegin genel topluma oranla 60-100 kat fazla
oldugu, monozigotik ikizlerde 36-96 kat fazla ve dizigotik ikizlerde 0-24 kat fazla oldugu
belirtilmektedir (29).

Bartlett ve arkadaslar1 (30), otizm aday genleri olarak reelin (REELN), serotonin
transporter (SHTT) ve engrailed-2 (EN2)’yi saymaktadir.

YGB, Otizm ve Kromozom 19

Kromozom 19’un YGB’de etiyopatogenezinde rol oynayabilecegine isaret eden bazi
caligmalar yayinlanmistir:

- Buxbaum ve arkadaslar1 (31), otistik bozukluk ve obsesif-kompulsif bozukluk
bulunan 62 hasta ve ailesini incelemis, kromozom 1°de otizme yatkinlik geni bulundugunu,
ayrica kromozom 6 ve 19°da da yatkinlik geni bulunabilecegini bildirmislerdir.

- Kromozom 19q3.3’deki genden zengin bolgede CTG triniikleotit repeat sequence’in
dinamik geniglemesi (dynamic expansion), myotonik distrofiye neden olmaktadir; bu tiir
olgulardan birinde otizm ve ikisinde de Asperger Sendromu saptanmistir (2).

- IMGSAC ve PARIS calismalarinin her ikisinde de, 19p tizerindeki bir bolge
belirlenmistir (2, 4, 5). Otizmde 19p bolgesinin rol oynayabilecegi, NIHM Genetics
Workgroup tarafindan da belirtilmistir (23).

- Liu ve arkadaslar1 (32), 110 multiplex ailede 335 mikrosatelit belirte¢ agisindan tiim
genomu tarayarak, sonucu otizmin kromozom 19 ile baglantili olabilecegi yoniinde
degerlendirmis, ek olarak kromozom 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 18, 20 i¢in de otizm
ile baglant1 bulundugunu bildirmislerdir.

- Asperger sendromu ve dengeli de novo translokasyon’u t(17;19) (p13.3; p11)
bulunan bir erkek ¢ocuk bildirilmistir (33).

- Mc Cauley ve arkadaslar1 (34), 158 multiplex ailede yaptiklar1 genom taramasinda,
19p13°da ve 17q11.2°de otizme yatkinlik bolgesi tespit ettiklerini; ayrica kromozom 19°un
6q ve 17q ile iliskisinin Ordered-Subset Analysis (OSA) ile gosterildigi durumlarda
gelisim basamaklarinin daha erken olgunlastigini bildirmislerdir.

- Kromozom 19p13.2°de lokalize olan RAS onkojen grubu RAB3A geninde mutasyon
varliginin otizmde olasi etkisi 47 kiside taranmis, bu yonde bir bulguya rastlanmamistir

(35).



Kromozom 19 ve ApoE
ApoE geni kromozom 19 iizerindeki 19q13.2 bolgesinde yer almaktadir ve apo-CI ve
apo-CII’nin i¢inde oldugu gen kiimesinin bir béliimiinii olusturur. (Apoe ile ilgili detayl

bilgi 'Lipid Metabolizmasi ve ApoE’ boliimiinde verilmektedir.)

Saghk, Hastalik ve ApoE

Cinsiyet ve yas faktorii

- Iskogya’da yapilan bir calismada, yenidoganlarda orta yashlara gére ApoE 2/4 ve 4/4
genotipinin daha fazla, 2/3 ve 3/3 genotipinin ise daha az goriildiigii tespit edilmistir (36).
- ApoE polimorfizmini 1748 kisilik toplum 6rnekleminde inceleyen bir ¢alismada,

kadinlarda yas gruplarna gore allel frekansi1 ve genotip agisindan farklar bulunmustur (37).

Cografi bolge

- ApoE igin cografi dagilim farki bildirilmistir. Geg baslangicli Alzheimer Hastalig1 ve
toplum 6rnekleminde ApoE4 frekansinin Kuzey Avrupa’dan Giiney Avrupa’ya dogru
azaldigi, ayn1 yonde ApoE3 frekansinin arttig1 goriilmiis; 100 yasini1 asmus kisilerde de
ApoE4 frekansi kuzeyden giineye azalirken, ApoE2 frekansinin arttig1 saptanmustir (38).

- ApoE4 frekansiin Kuzeybati Yunanistan’da, iilkenin diger bolgelerine gore daha yiiksek
oldugu saptanmistir (39).

Genel gelisim, norogenezis

- ApoE polimorfizminin erken ¢ocukluk gelisimindeki etkisini 2 yillik izlem ile inceleyen
prospektif bir caligmada, allel 4’iin allel 2 ve allel 3’e gére erken donem néronal gelisimi
daha olumlu etkiledigi sonucuna varilmistir (40).

- ApoE, ApoAl ve diisiik dansiteli lipoprotein reseptdrii (LDLR), periferik sinir

rejenerasyonu ve remyelinizasyonu sirasinda kolesterol transportunda gorev yapar (41).

ApoE gen polimorfizmi ve lipid metabolizmasi

- Yaygin Otizmde ApoE gen polimorfizminin lipid metabolizmasina etkisini inceleyen bir
caligmaya literatiirde rastlanmamustir.

- Tiirkiye’de ApoE allel 2 varligy, allel 3 ve allel 4’e gore daha yiiksek trigliserit diizeyleri
ile ve ayrica kadinlarda daha yiiksek glukoz diizeyi ve daha yiiksek viicut kitle endeksi ile

iligkili bulunmustur (42).
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- Yunanistan’da ApoE gen polimorfizmi ve etnik degiskenlerin serum lipidleri iizerine
anlamli etkisi oldugu belirtilmistir: ApoE allel 2 varlig trigliserid yiiksekligi, ApoE diizeyi
yiiksekligi, total kolesterol diistikliigli, LDL diistikliigli ve apoB diistikligii ile ilsikili
bulunmustur; ApoE allel 4 varliginda lipid parametreleri agisindan anlamli fark
saptanmamustir (39).

- Kore’de 1900 kisilik toplum 6rnekleminde ApoE allel 2’nin her iki cinste allel 3 ve allel
4’e gore daha diisiik total kolesterol ve daha diisiik LDL ile iliskili oldugu, ayrica
kadinlarda allel 2 ve allel 4’iin daha yiliksek HDL diizeyi ile iliskili oldugu; bunun yani sira
ApoE allel durumunun lipid diizeylerine etkisinin kadinlarda yas ile ve erkeklerde sigara
icimi ile degistigi belirtilmistir (43).

- Slovenya’da ApoE 2/3 genotipi, 3/3 genotipine gore daha yliksek trigliserit diizeyi ile
iliskili bulunmustur (44).

- Tayvan’da 220 saglikli goniilliide ApoE gen polimorfizminin lipid metabolizmasi
parametreleri ve koroner arter hastaligi parametreleri ile anlamli iligkisi saptanmamustir;
ancak ApoA1/ApoB oraninin ApoE allelleri ile iligkili oldugu, e2>e4>e3 seklinde fark
bulundugu belirtilmistir (45).

- Kuveyt’te ApoE allel durumunun lipid parametreleri agisidan anlamli etkisi

goriilmemistir (46).

Risk faktorii olarak ApoE gen polimorfizmi

ApoE allel 3, toplumda en sik goriilen formdur ve ana form kabul edilir. Alzheimer
Hastaligi’nin gelisimi agisindan ApoE4 geni risk faktorii ve ApoE2 geni koruyucu faktor
kabul edilmekte (47), allele gore artan risk e4>e3>e2 olarak belirtilmektedir (48). ApoE4
geni, demansi olmayan saglikli erigkinlerde uzaysal dikkat ve islem bellegi yetersizlikleri
ile iligkili bulunmustur (47). Sizofrenide ApoE 4/4’ilin erken baslama yasi ile, e3’ilin de geg
baslama yasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (49). Kafa travmasindan sonra kognitif
prognoz agisindan ApoE allel 4 risk faktorii olarak belirtilmistir (50-52). Tardiv diskinezi
acisindan ApoE allel 2 risk faktorii olarak belirtilmistir (53). Psoriasis i¢in ApoE allel 4
risk faktorii olarak belirtilmis, acitretin ile tedaviye yanit1 ongdrmedigi saptanmustir (54).
Acik acili glokom i¢in ApoE allel 2 koruyucu faktor; allel 3 ise risk faktorii olarak
belirtilmektedir (55).

Ayrica Tiirkiye’de ApoE allel frekansi agisindan 112 diabet II hastas1 ve 94 saglikli
kontrol arasinda fark saptanmamustir (42). Slovenya’da ApoE gen polimorfizmi kadinlarda

koroner arter hastaligi ile iliskili bulunmamustir (44). Kuveyt’te ApoE allel frekansi
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acisindan 41 hiperlipidemi hastasi ve 106 kisilik toplum 6rneklemi arasinda fark

saptanmamustir (46).

ApoE ve Yaygin Gelisimsel Bozukluk / Otizm

Otizm ile ApoE allelleri arasindaki iliskiyi 223 trioda inceleyen bir ¢alismada, allel 2
genetik gecisinin artmis olarak saptanmis, bu durum allel 2 ile birlikte vulnerabilite artisi
ya da allel 2’nin otizm ig¢in bildirilen abortus riskinden koruyucu fonksyonu olarak
degerlendirilmistir; ayrica bir otistik olguda yeni bir allel 3r mutasyonu da saptanmistir
(56).

ApoE gen polimorfizmini ve single nucleotide polimorfizmini (SNP) 322 otistik ailede
inceleyen bir ¢alismada ApoE gen polimorfizmi ile otizm arasinda iliski gosterilememistir
(57).

Reelin, ekstraseliiler bir proteindir ve gelismekte olan memeli beyninde hiicre
migrasyonu ve pozisyonunu yonlendirir (58). D’ Arcangelo ve arkadaslar1 (59), reelinin
dogrudan VLDL reseptorlerine ve APO E2 reseptorlerine baglandigini gostermistir.
Reelinin bu reseptdrlere baglanmasi, Apo E varliginda inhibe olur. Baglanma sonrasi reelin
vezikiillerle noron i¢ine alinir ve Dab-1’in tirozin-fosforilasyonuna sebep olur. Fatemi ve
arkadaglar1(60), reelin sinyal mekanizmasinin otizm’de bozuldugunu géstermistir. Bu
calismada, Ozellikle frontal ve serebellar reelin otistiklerde anlamli sekilde diisiik
bulunmustur. Ayrica yine frontal ve serebellar Reln ve Dab-1 mRNA diisiik ve VLDLR
(VLDL Receptor) mRNA yiiksek bulunmustur. Bu ¢alisma ayn1 yazar ve arkadaslarinin
2001 tarihli ¢alismasini desteklemistir (61). Ek olarak, Koch ve arkadaslar1 (62) Apo E
reseptor 2 nin ¢dziiniir bir formunun reelin sinyalini inhibe ettigini gostermistir.

Otizm tedavisinde tetrahidrobiyopterin’in olumlu etkisi olabilecegi belirtilmis (63); ve
ApoE’den yoksun farelerde vaskiiler tetrahidrobiyopterin biyosentezinin artmis oldugu
gosterilmistir (64).

Otizm / Steatore Sendromu: Otistik ¢ocuklarda ‘gaitanin ¢ok miktarda ve ylizmeye
meyilli oldugu’ yoniindeki anne-baba bildirimleri (65), steatoreyi, ve dolayisiyla da yag
metablizmasi bozuklugunu diisiindiirmektedir. Otistik ¢ocuklarda sindirim sistemi
bozukluklarini inceleyen bir calismada normal populasyondan anlamli diizeyde fark
bulunmamistir (66), ancak bu ¢alismada retrospektif dosya incelemesi uygulandigindan,
bazi1 6zelliklerin gézden ka¢gmis olma olasilig1 vardir. Giiniimiizde ‘otizm / steatore
sendromu’ otizme eslik eden karin agrilari, kronik daire ve steatore ti¢liisii ile tarif

edilmektedir (2).
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Klinik Onem: Belirte¢ olarak ApoE

Gilinlimiizde ApoE allelik durumu, Alzheimer hastaliginda riski belirlemede g6z
ontinde bulundurulan faktorlerden birisi olmugtur. Ayni sekilde ApoE allellerinin, halen
nedene yonelik tedavinin ve prognozu 6ngorecek belirteclerin bulunmadigi Yayin

Gelisimsel Bozukluklar i¢in de bir giin klinik kullanima girebilecegi diisliniilmektedir.
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Tablo 3. Literatiir taramasi.

Apo E / Otizm / Allel frekansi

- - Allel genotipi (%) Allel frekansi (%)
Ulke Kaynak Omneklem 22 |23 [2/4 |33 |34 |4/ 2] €3] ¢4
Tiirkiye Taneli Y, 2006 Yaygin Gelisimsel
Bu c¢alisma Bozukluk n:41 -| 171 2.4 63,3 12,2 i 98 82,9 7,3
Tiirkiye Koseler A (67) n:100 - 89 10 - 1 - 49,5 45,0 5,5
Turkiye Duman BS (42) Tip 2 Diabet n:112 10,1 74,3 15,6
Saglikli Ko. n: 94 13,2 68,1 18,7
Tirkiye | Mahley (68) Tirk Lipid 04 106| 08| 742| 129| 11| 79| 860| 6.1
Aragtirmast  n:8366
Tiirkiye Aybek H ve Ark. (69) Alzheimer’s D. n:62 - 13 3 48 33 3
Saglikli Ko. n:56 - 14 0 68 18 0
Japonya | Mabuchi F (35) %ﬁg‘f (baska go ;’ 10 S| 45| 07] 835| 113 ; 26| 914 6,0
hastalig) 179 -| 10,1 - 68,7 21,2 - 5,0 84,4 10,6
Meksika | Wright RO (40) Anne-cocuk cifti
0311 3 88 9
Ingiltere Turic D (70) Kogn yiiksek n:101 - 9,3 -| 64,95 24,74 1,0 464 | 81,96 13,4
Neurosci Let 2001 Kogn diisiik n: 101 -| 14,3 3,1 | 58,16 | 22,45 2,0 8,67 76,53 14,8
O . S| :
Ingiltere Campalani E (54) IP(S(?;?SIIS E? ;)g 13 59 78 3 10 7 18%
! kron.plak/gut.pso. 1 12 1 65 21 ) 8 81 1
Almanya | Kieslich M (51) 20 erkek, 7 kadin
ort.23 yasinda
Kafa travmasindan 1 15 i 32 22 i
ort.17 yil sonra
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A.B.D. Payami H (37) Tiim yaglar n:1,748 0,6 | 13,0 2,2 59,6 22,6 1,9 8,2 (774 14,4
Yenidogan n: 573 0,7 134 28 55,7 24,6 2,8 8,8 74,7 16,5
20-49 yas  n: 279 0,7 10,8 0,7 61,3 244 2,2 6,5 789 14,7
50-79 yas  n: 340 0,6 11,2 29 57,4 26,5 1,5 7,6 | 76,2 16,2
80 yag iistii  n: 556 04| 149| 2,0 64,2 17,3 1,3 8,8 | 80,3 10,9

A.B.D. Halford J (53) Tardif Diskinezi
Afrikan-Am.  n:57 -1 88| 53 50,9 26,3 8.8 7,0 68,4 24,6
Beyaz 1tk n:40 2,5 25,0 - 52,5 20,0 - 15,0 75,0 10,0
Kontrol
Afrikan-Am. n:464 1,3 11,6 1,3 44,4 33,2 7,3 8,2 66,8 25,0
Beyaz irk  n:4848 0,7 11,5 3,1 55,3 25,3 3,9 8,1 73,7 18,2

Slovenya | Letonja M (44) IS(a;ciZ(r:leaIr(taSST; 47 i 9.5 0.7 714 18.4 i 5.1 85.4 9.5
saghikli ko. n:114 -1 88| 2,6 69,3 19,3 - 5,7 83,3 11,0

Yunanist. | Liberopoulos E (39) Kuzeyl?atl 6.3 80.7 13.0
Yunanistan ~ n: 555

Finlandiya | Kontula (71) Kardiak risk  n: 40 | 75| 25 55 35 i 5 76 19

faktorleri calismasi
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Lipid Metabolizmasi ve Apolipoprotein E

Plazma Lipoproteinleri

Insanlarda en fazla bulunan lipidler; kolesterol, kolesterol esterleri, trigliseritler,
fosfolipidler ve esterlesmemis yag asitleri (serbest yag asidi)’dir (72). Lipidler suda
neredeyse hi¢ ¢oziinmediklerinden, tasinmalari igin 6zellesmis tasiyicilara gereksinim
duyarlar. Hemen hemen tiim organizmalarda lipid tasiyici proteinler mevcuttur. insan
plazmasi aracilifiyla en fazla taginan lipid tipi trigliseritlerdir. Tiim plazma lipidleri benzer

tasinma komponentleri igermekle birlikte, metabolik akibetleri farklidir (72).

Lipoprotein Siniflar

Lipoproteinleri siniflamada kullanilan en yaygin 6zellik dengedeki ultrasantrifugal
davranislaridir. Bu teknikle tanimlanmis dort ana lipoprotein sinifi vardir: VLDL, IDL,
LDL ve HDL. Silomikronlar ve VLDL fizyolojik tuzlu suyun yogunlugundan (d = 1.006
g/ml) daha diisiik denge ultrasantrifugasyon yogunluguna sahiptir. Silomikronlar normalde
aclik durumunda bulunmazlar. Lipoprotein(a) (Lp(a)), LDL ve HDL arasinda bir dansiteye
sahiptir. Elektroforetik siniflamada elektriksel alandaki hareket yetenegine gore en negatif
yiiklii partikiiller (a-gd¢ edenler) en hizli hareket ederler; buna gére VLDL pre-3 olarak
goc eder, IDL ise VLDL ve LDL arsinda gog¢ ederken, LDL 3, HDL ise a pozisyonunda
gocer. Silomikronlar, kapiller ve nigasta elektroforezinde o gdgme 6zelligi gosterir, ancak
seliiloz asetat veya agaroz elektroforezi gibi yogun destekli alanlarda biiylik boyutlarindan
dolay1 baslangi¢ noktasinda kalirlar. Lp(a)’nin ise pre-p seklinde elektroforetik hareket
yetenegi vardir. Lipoproteinler arasindaki dansite, elektroforetik hareketlilik ve biiyiikliik
gibi yapisal ve metabolik benzerliklere ragmen, her bir partikiil sinifinin lipid ve
apoprotein igerikleri anlamli farkliliklar gosterir. Bu farkliliklar siklikla metabolik 6neme

sahiptir (72).
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Lipoproteinlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Genellikle silomikonlar ve VLDL gibi daha biiyiik lipoprotein partikiilleri daha fazla
trigliserit icerirler ve yiizen dansiteleri daha diisiiktiir. LDL ve HDL gibi daha kii¢iik
partikiiller nispeten daha fazla protein ile kolesterol esterleri igerirler ve yilizen dansiteleri
daha biiyiiktiir. Trigliseritler, kolesterol esterleri, serbest kolesterol ve fosfolipidlerin
dansiteleri sirastyla 0.91, 0.96, 1.03 ve 1.03 g/ml’dir. Lipoproteinlerin lipid bilesenleri ile
karsilagtirildiginda, apoproteinler ¢ok daha yogundur (dansite ~ 1.42 g/ml) (72).

Tablo 4: Plazma Lipoproteinlerinin Ozellikleri

LiPOPROTEIN DANSITE YUZME BASLICA ELEKTROFORETIK BASLICA
ARALIGI UNITELERI (S LiPiDLER HAREKET PROTEINLERI
(G/ML) YETENEGI*
Silomikron <0,94 S¢>400 Trigliserit o B48, AL IV
Cok diistik-dansiteli  0,94-1.006 S¢20-400 Trigliserit Pre-f B100, E, CI, II, IIT
(VLDL)
Ara-dansiteli IDL)  1.006-1.019 S¢12-20 Trigliserit ve Pre-B-p B100, E
kolesterol
esterleri
Diisiik dansiteli 1.019-1.063 S¢0-12 Kolesterol B B100
(LDL) esterleri
Lipoprotein (a) 1.05-1.09 - Kolesterol Pre-f B100, apo(a)
esterleri
Yiiksek-dansiteli 1.063-1.21 F1200-20 Fosfolipidler ve o AL Tl
(HDL) kolesterol

Sy, 1.063 dansitedeki yiizme hizi; F 5, 1.20 dansitedeki ylizme hizi

* Silomikronlar bazi yogun desteklerde sifir hareketlilige sahiptir

Montgomery ve arkadaglari, 2000°den alinmistir.

Tablo 5: Plazma Lipoproteinlerinin ortalama lipid ve protein bilesimi

BIiLESEN SILOMIKRONLAR VLDL IDL LDL HDL
Protein 2 9 20 21 50
Trigliseritler 84 54 19 11 4
Kolesterol 2 7 8 8 2
Kolesterol esterleri 5 12 27 37 20
Fosfolipidler 7 18 21 22 24

Montgomery ve arkadaglari, 2000°den alinmistir.

Silomikronlar:

Silomikronlar, en biiyiik ve trigliseritten en zengin lipoproteinleridir Caplar1 100-500
nm ve molekiil agirliklar1 100 milyon-1 milyar Daltondur. Kuru agirliklarinin yaklagik

%098°1 lipiddir ve bunun da %80’den fazlasi trigliserittir. Dolayisiyla en az yogunluga
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(<0.94 g/ml) ve hizl ultrasantrifugal ylizme hizina sahiptirler. Silomikronlar barsaklarda
diyet yaglarindan iiretilir ve nispeten uzun omiirliidiir, aclik durumunda hemen hemen hig
bulunmazlar. Silomikronlar barsak lenfatikleri ve plazmada ¢iplak gozle goriilebilecek
kadar ¢oktur. Silomikron kalintilari, trigliseritlerin LPL tarafindan uzaklastirilmasina bagl
olarak, daha kii¢iik ve kolesterol esterlerinden nispeten daha zengindir. Normal kosullarda
silomikronlar ve silomikron kalintilar1 plazmanin d>1.006 g/ml olan fraksiyonunda
bulunmazlar. ApoB48 silomikronlarin baslica yapisal proteinidir. Silomikronlar, barsak
lenfatiklerine apoB ve apoAlV ile salinirlar ve plazmada bunlar1 hizla kaybederek, apoE,

CI, CII ve CIII edinirler (72).

Cok Disiik Dansiteli Lipoproteinler (VLDL):

VLDL biiyiik, trigliseritden zengin, karacigerde tiretilen, dansitesi <1.006 g/ml olan
bir partikiildiir. Boyutu silomikronlara yakin, ancak onlardan kii¢tiktiir (¢ap1 30-100 nm,
molekiiler agirligi 8-100 milyon Dalton). VLDL nin boyutlar1 hipertrigliseritemide artar.
Ciplak gozle goriilememesine ragmen, VLDL 15181 kirip yansitmaya ve plazmaya siitsii bir
goriintli vermeye yetecek kadar biiytiktiir. A¢lik sirasinda VLDL, plazma trigliseritlerinin
baslica tasiyicisi haline gelir. Silomikronlar gibi VLDL de serbest yag asitlerini
serbestlestirmek tizere LPL tarafindan etkilenir. VLDL diizeyleri ve partikiil boyutlari,
lipolitik enzimler i¢in silomikronlarla yarigmasi sonucunda yagh bir 6giinden sonra artar.
Lipoliz, daha kii¢iik ve kolesterol esterlerinden daha zengin VLDL kalintilar1 olusturur.
Kiigiik VLDL, daha biiyiik bir partikiiliin kalintis1 veya yeni salinmis karaciger kaynakli
bir partikiil olabilir ve daha fazla lipolitik degisime ugramaz. insanlarda, VLDL en biiyiik
yapisal protein olarak apoB100 igerir. Dolagimdaki VLDL apoE, CI, CII ve CIII igerir.
Ayrica VLDL nin bir boliimiiniin apoE gereksinimi vardir (72).

Ara Dansiteli Lipoproteinler (IDL):
IDL, 1.006-1.009 g/ml arasindaki dengede ylizer. VLDL nin %50 ve daha fazlasi

lipolitik yolla IDL’ye ¢evrilebilir. Bunun plazma IDL’nin baslica kaynagi oldugu
diistiniilmektedir. Bu yiizden, ciddi hastalik durumlarinda bozulan kalint1 temizligine bagh
olarak apoB48 igerdikleri durumlar haricinde, IDL’nin hepsi apoB100 igerirler. Lipoliz
sirasinda trigliseritlerin segici olarak kaybina bagl olarak, IDL kolesterol esterlerinden
zengindir. Ayni zamanda apoC’ler de kaybedilir, oysa apoE kalir. Bu durum, 6nciisii olan

VLDL ile karsilastirildiginda apoC’si tiikenmis ve apoE’den zenginlesmis IDL olusumuna
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neden olur. IDL, miktarmin diisiik olmasi nedeniyle dolasimdaki trigliserit ve kolesterol

kitlesinin kii¢iik bir kismin1 olusturmaktadir (72).

Diisiik Dansiteli Lipoproteinler (LDL):

LDL, kolesterolden zengin, dansitesi 1.019-1.063 g/ml olan bir lipoproteindir. Cap1
19-24 nm, molekiiler agirlig1 2-2.5 milyon Dalton arasindadir. Insanlarda protein
icereginin ~ %95°1 apoB100’diir. LDL plazmadaki kolesteroliin ~ %70’ini tasir ve bunu
%17’sini tastyan HDL izler. Hemen hemen tiim LDL, VLDL den lipoliz ile tiiremektedir.
LDL, kolesterolii arter duvarina tasidigi i¢in, yiiksek plazma LDL veya apoB100 diizeyleri
ateroskleroz i¢in artmis riskin en iy1 gostergesidir. LDL nin oksidasyonu ateroskleroz
olusumuna katkida bulunur. Son ¢aligmalar, en kiiciik ve en yogun LDL nin oksidatif

hasara daha yatkin oldugunu gostermistir (72).

Lipoprotein (a):

LP(a), apo(a)’ya disiilfid bag ile bagli LDL partikiilii igeren bir komplekstir. Apo(a)
molekiiler agirlig1 300-800 kDa arasinda olan bir glikoproteindir. ~ 114 aminoasidin
disiilfid ¢capraz baglarinin yapisal motiflerinin sayisindaki degisiklige bagl olarak biiyiik
Olcilide polimorfizm gosterir. Bu motifler Danimarka tatlisina benzerliginden dolay1
‘kringle’ olarak adlandirilir. Bunlar plazminojen gibi pihtilasmaya katilan bir¢ok protein
ile biiylik dl¢lide benzerlik gostermektedir. Normal kisilerin plazmasindaki Lp(a)
diizeyleri, tespit edilemiyecek diizeyden 70 mg/dl’ye kadar olan ~1000 katlik bir
araliktadir. Lp(a)’nin fonksiyonu heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Lp(a), insanlar ile
eski Diinya Maymunlarndan baska bir¢ok hayvan tiirlinde bulunmamaktadir. Lp(a)’nin
plazminojen aktivasyonu ve daha sonra da fibrin pihtisinin eritilmesi i¢in yarigmasi
sonucunda aterosklerozu uyardig: diistiniilmektedir. Ayrica, apo(a), bagli oldugu LDL nin
reseptOr aracili yikimini da bozmaktadir. Arastiricilar, uzunluk ve dizilimdeki
polimorfizimleri gézdniine alarak, 100°den fazla degisik apo(a) alleli bulundugunu tahmin
etmektedir. Gergcekte toplumun %90’ 1indan fazlasi apo(a) bolgesinde heterozigottur ve

insanlarda bilinen en fazla polimorfik bolgelerden birini olusturmaktadir (72).

Yiiksek Dansiteli Lipoproteinler (HDL):

HDL, en kiiciik lipoproteindir ve dansitesi 1.063-1.25 g/ml arasindadir. En az 5 farkli
HDL partikdil tipi bulunmaktadir. Cap1 6-12 nm ve molekiiler agirligi 70-400 kDa
arasindadir. En kiiciik HDL, lipidden nispeten fakirdir, sadece apoAl bir miktar fosfolipid
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ve serbest kolesterol icerir. Daha biiylik HDL, serbest ve esterlesmis kolesterol ile
fosfolipidleri tastyan diskoid bir partikiildiir; apoAl ve apoAll igerir. Daha biiylik HDL,
kolesterolden zengin merkezleri olan kiiresel partikiilleridir. En biiylik HDL ise apoAl,
AlL E ve C gibi bir¢cok apoprotein igerir. Yaygin olarak kullanilan isimlendirmede bunlar
HDL, olarak adlandirilir ve plazma HDL’sine en az katkida bulunan partikiillerdir. HDL,
(d =1.063-1.125 g/ml) ara boyutlardadir, fakat siklikla plazma HDL nin biiyiik kismin
olusturur. HDL3 ise (d = 1.125-1.21 g/ml) daha kii¢lik boyuttadir, ancak plazmadaki

HDL nin baglica komponentidir. Bugiin HDL nin ultrasantrifugal izolasyonla
etkilenebilecegi diisiiniilmektedir. Anlasilan, HDLs’den daha kiigiik olan HDL
ultrasantrifugal ayirim sirasinda daha biiytik partikiiller ile beraber hareket etmektedir. Bu
nedenle bu isimlendirme tam olarak gegerli olamamaktadir. Bir¢ok mindr apoprotein ve
enzim, lesitin-kolesterol agil transferaz (LCAT), kolesterol ester transfer protein (CETP)
ve fosfolipid transfer protein, HDL ile iligkilidir. Bu enzimler, ters kolesterol transportu ile
iliskilidir. HDL nin arter duvarindan kolesterolii uzaklastirmadaki rolii nedeniyle HDL
kolesteroliin (veya HDL’deki baglica apoprotein olan apoAl’in) yiiksek diizeyleri

ateroskleroz i¢in azalmis riskin dnemli bir gostergesidir (72).

Apoproteinler

Plazma apoproteinleri mikromolar konsantrasyonlarda dolasirlar ve bulunduklari
lipoproteinlerin akibetine ugrarlar. Her bir lipoprotein sinifinin karakteristik igerikleri ve
apoprotein dagilimlar1 vardir. Sabit yapisal komponentler gibi davranan apoB100 ve
apoB48 hari¢ diger apoproteinler, lipoproteinler arasinda degis tokus edilirler. Kesfedilen
ilk apoproteinler apoA ve apoB olarak adlandirilmistir ¢iinkii sirasiyla o ve f bandinda gog
eden lipoproteinlerde bulunmaktadirlar. Daha sonra bugiin kullanilmakta olan alfa-numerik
isimlendirmeye gecilmistir. ApoAl, alipoproteinlerde (HDL) en fazla bulunan
apoproteindir, bunu ApoAll izler. ApoB100, B lipoproteinlerdeki (LDL) hemen hemen tek
proteindir, fakat pre-p-lipoproteinlerde (VLDL ve IDL) bulunan bir¢ok apoproteinden
biridir. ApoB48, ApoB100’iin kesilmis seklidir ve silomikronlarda bulunur. ApoE ve
ApoC’ler de silomikronlar, VLDL, IDL, ve HDL’de bulunurlar. Ayrica bagka

apoproteinler de bulunur (72).

Apoproteinlerin Genel Ozellikleri
Apoproteinler, 57 aminoasitten (apoCI) 4356 aminoasite (apoB100) kadar degisik
bliytikliiklerdedir ve apoB100 dolasimda bilinen en biiyiik tek zincirli polipeptitlerden
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biridir. ApoB48, ApoB100, D, E ve CIII, sialik asit ile biten karbonhidrat zincirleri ile
degisik sekillerde glikozile olurlar. Bir¢cok apoprotein aminoasit dizilislerinin bir veya iki
pozisyonundaki farkliliklara bagli olarak iki veya daha fazla izoforma sahiptir. Bunlarin
belki de en dnemlisi apoE’dir, bu apoproteinin plazma kolesterol diizeylerini etkileyen 3

izoformu mevcuttur (72).

Amfipatik Heliks:

Bircok apoprotein, bir yada daha fazla sayida a-heliksler denilen lipid baglayici
yapilar igerir. ApoAl, All, ATV, B100, CI, CII, CIII ve E ortak ata genden gelistirilen,
bazilar1 benzerlik gosteren 22 aminoasitli amfipatik helikslere sahiptir. Bir amfipatik
heliksin iki yiizii vardir: Bir yiizii yiiklii aminaoasitler nedeniyle hidrofiliktir, diger yiizii
ise notral aminoasitler nedeniyle hidrofobiktir. Apoproteinlerdeki helikal yapilarin birgok
tipi vardir ve bunlarin yiiklii aminoasit dagilimlari, hidrofobik 6zellikleri ve hidrofobik
onemleri farklidir. Bu 6zellkler, lipid baglama segicilikleri ve apoproteinlerin lipoproteinin
lipid merkezine niifiis etme derecesi ile tanimlanabilir. ApoE kolesterolden zengin
lipoproteinlere apoCl, CII, ve CIII’e gore daha yiiksek bir afiniteye sahiptir. ApoE’nin
secici olarak birikimi ve VLDL nin LDL’ye doniigmesi sirasinda apoC’lerin kaybedilmesi

bunun gostergesidir (72).

Reseptor Tanima:

Birgok apoprotein, lipoproteinlerin degisik hiicre ylizey reseptorlerine yiiksek afinete
ile baglanmasinda rol oynar. Bunlardan en iyi tanimlanmis olan1 LDL reseptorii ve iliskili
reseptor ailesidir. Apoproteinler, ya reseptor ligandlar1 ya da ligand baglayicilarin
modiilatorleri ile etkilesirler. ApoB100, lipoproteine yani LDL reseptoriine baglandig:
gosterilen ilk apoproteindir. ApoE ile yapilan benzer ¢aligsmalar, bunun reseptor baglanma
bolgesinin 140. ile 160. aminoasitler arasinda oldugunu gostermistir. Ilging olarak, ApoE
ile ApoB100°deki reseptdr baglanma bolgeleri bazi kismi benzerlikler gosterir. ApoClI ve
CIII, ApoE aracili reseptor baglanmasini antagonize edebilmektedir. Bu durum, ApoE’nin

lipoprotein ylizeyinde yerinin degismesi ile meydana gelebilmektedir (72).

Enzim Aktivasyonu:

Belirli apoproteinlerin bir baska farkli 6zelligi enzim aktivasyonudur. Ornegin
ApoClI, LPL aktivasyon i¢in gereklidir. LPL nin normal aktivasyonunu dnleyen

ApoCII’deki insan mutasyonlari, enzimin kendisinin mutlak yoklugunun yol agtig1 siddetli
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hipertrigliseritemi ile ayn1 fenotipe sahiptir. ApoAl ise LCAT aktivasyonundan

sorumludur, ancak bu fonksiyona hizmet eden tek apoprotein degildir (72).

Apoprotein Gen Yapisi ve Translasyonu:

ApoAl, All, AIV, CI, CII, CIII ve E’nin ortak ata genden kdken aldig1 ve sonug olarak
benzer gen yapilar1 oldugu gézlenmektir (Sekil 1). ApoCl, CII ve E, 19. kromozom
tizerindeyken, apoAl, AIV ve CIII'li kodlayan genler 11. kromozom ile yakindan
iligkilidir. ApoB ise yapisal ve fonksiyonel olarak diger apoprotein genlerinden farklidir ve

2. kromozom lizerinde yer almaktadir (72).
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Sekil 1: Baz1 Apoproteinlerin Genlerinin Yapisi

Montgomery ve arkadaglari, 2000°den alinmistir.

Apoprotein Sentezi:

Dolagimdaki plazma proteinlerinin yaklasik dortte {igii karaciger tarafindan
sentezlenir. ApoAl ve ApoAIV buna dahil degildir ve biiyiik oranda barsaklarda iiretilirler.
Birgok apoprotein dalak, bobrek, adrenaller, testisler, overler, akcigerler ve beyini

kapsayan diger dokulardan da diisiik miktarda aciga ¢ikmaktadir. Ornegin ApoE
makrofajlar ve santral sinir sisteminde 6zellesmis hiicreler olan astrositlerde de
tiretilmektedir ve bu durum, hiicre i¢i lipid transportunu destekleyebilmektedir. Apoprotein

sentezinin molekiiler mekanizmasi ve diizenlenmesi diger proteinlerinkine benzer. Bir¢ok
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apoprotein i¢in, dokuya 6zgii diziler ve transkripsiyon faktdrleri icin tepki elementlerinde

degisiklikler belirlenmistir.

Tablo 6: Plazma Lipoproteinlerinin Apoproteinleri

APOPROTEIN | MOLEKULER | PLAZMA OLCULEBILIR BASLICA FONKSiYONU
AGIRLIGI KONSAN- MIiKTARDA SENTEZ
TRASYONU | BULUNDUKLARI YER(LER)i
(M) PLAZMA
LiPOPROTEIN(LER)I
Al 28,300 35 HDL, Silomikronlar Barsak, karaciger LCAT aktivasyonu
HDL reseptoriine
baglanma
All 17,400 23 HDL Karaciger, barsak HDL reseptoriine
baglanma, Apo-E
baglanmasinin
engelleme
AIV 44,500 3.6 Silomikronlar Barsak, karaciger Kolesteroliin hiicer
disma ¢ikisi, LCAT
aktivasyonu
B100* 513,000 1.7 LDL, VLDL, IDL Karaciger LDL reseptorii
tarafindan taninmak
B48 264,000 - Silomikronlar, Barsak Silomikron olusumu
silomikron kalintilar
CI 6630 7.5 VLDL, HDL Karaciger Karaciger tarafindan
silomikron ve VLDL
alimimi baskilamak,
LCAT aktivasyonu
ClI 8840 4.5 VLDL, HDL Karaciger Lipoprotein lipaz
aktivasyonu
CIII 8760 14 VLDL, HDL Karaciger Karaciger tarafindan
silomikron ve VLDL
alimini baskilamak
D* 22,100 2.7 HDL Karaciger, barsak LCAT aktivatorii?
E 34,100 1.0 VLDL, silomikron Karaciger, beyin, LDL reseptorii ve LDL
kalintilar1, IDL makrofajlar, deri reseptor-iliskili protein
testis, dalak tarafindan taninmak,
lokal lipid dagilimi,
kolesteroliin ters yonde
taginmast

LCAT, lesitin kolesterol agil transferaz

*B100 ve D molekiiler agirliklarini artiran 6nemli karbohidrat degisiklikleri igerir.

T Bilinmemektedir.

Montgomery ve arkadaslari, 2000’den ve Mahley 1993°den degistirilerek alinmistir.

Cok cesitli kromozomlardaki yakinliklarina ragmen apoproteinler siklikla diizenli bir

sekilde agiga ¢ikmazlar. ApoB100 ve apoB48’in sentezleri 6zellikle ilgingtir, ¢ilinkii bunlar
posttranskripsiyonel mesajci riboniikleik asit (mRNA) yazilimini igeren, alisilmamais bir
mekanizma ile ayn1 genden {iretilirler. ApoB100’1 kodlayan gen 29 ekson icerir. Ekdon 26,
apoB100°de bulunan 4536 aminoasidin 2500°linden fazlasini kodlar, bu insanlarda bilinen
en biiylik eksondur. ApoB48, apoB100’iin amino terminalindeki 2152 aminoasidi igerir ve

apoB100’iin biiyiikliigiiniin %481 kadar oldugu i¢in apoB48 olarak adlandirilir. Insanlarda
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apoB48, mRNA yazic1 enzim (editaz) aktivitesinin dokuya 6zgii etkisi sonucunda barsaklar

tarafindan tretilir (72).

Apoproteinlerin Posttranslasyonel Modifikasyonu

Salinan diger proteinlere benzer olarak, apoproteinler de ¢esitli posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrayabilirler. Bunlar, sinyal peptidleri veya polipeptidlerin
uzaklastirilmasi ya da sialik asit residiileri ile sonlanan karbonhidrat gruplar1 eklenmesi
seklinde olabilmektedir. Ornegin; preproAl (267 aminoasitli) amino terminalindeki 18
aminoasiti uzaklastiran hiicre igi sinyal peptidaz ile proAl’e (249 aminoasitli) ¢evrilir, bu
durum yeni sentezlenen Al’in endoplazmik retikulum boyunca nakline aracilik etmektedir.
Bir kez salindiktan sonra, proAl hiicre dis1 proteaz ile hizla olgun plazma apoAIl’ine
doniistiiriiliir. Diger yandan yeni sentezlenen apoE golgi cisimciginde sialik asit ile
sonlanan karbonhidrat zinciri igeren sekle degisir. Bu proteinler plazmadaki yikimlari
stiresince kismi degisime ugrarlar. Spesifik olarak asialoglikoproteinleri baglayan ve igeri
alan bir hepatik reseptdr bulunmaktadir, ancak bunun lipoprotein katabolizmasi {izerinde

biiyiik bir etkiye sahip oldugu goriilmemistir (72).

Apolipoprotein E ile ilgili Genel Bilgiler

Uzerinde en fazla arastirma yapilan apolipoproteinlerden biri ApoE’dir. Bu
apolipoprotein; apoE igeren lipoproteinlerin, diisiik dansiteli lipoprotein reseptorii, apoE
reseptorii ve LDL-reseptorii iligkili protein ile olan etkilesimlerine aracilik eder; boylelikle
plazma lipoprotein metabolizmasinda kritik bir rol oynar ve dolayisiyla kolesterol
metabolizmasinin merkezini olusturur (73).

Apolipoprotein E, 299 aminoasitten olusur, molekiil agirlig1 34,100°diir ve normal
plazma konsantrasyonu 30-70 pg/ml arasinda degismektedir (73) ApoE, barsakta tiiretilen
silomikronlarin ve silomikron artiklarinin ve karacigerde tiiretilen ¢cok diisiik dansiteli
lipoproteinlerin (VLDL) ve orta dansiteli lipoproteinlerin (IDL) protein yapi tasi olarak
Olciilebilir miktarda plazmada dolasir (Sekil 2) (72, 73) Buna ek olarak HDL1 veya
apoE’li-HDL adi verilen yiiksek dansiteli lipoproteinlerin (HDL) bir alt sinifinin parcasidir
(73)
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Silomikron Metabolizmasi
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Sekil 2: ApoE ve Silomikron Metabolizmasi
Mahley 1993°den alinmistir.

Baglica sentez yeri karaciger, beyin ve makrofajlardir. ApoE-mRNA diizeyinin en yiiksek
oldugu ikinci organ beyindir (en yliksek diizey karacigerdedir). Beyinde ApoE sentezinden
sorumlu olan asil hiicreler astrositlerdir. Serebrospinal sivi beyinden tiiretilen yiiksek
diizeyde ApoE igerir. ApoE’nin gerek merkezi gerek se periferik sinir sistemindeki

kolesteroliin tasinmasinda énemli bir rol oynadigi diigtiniilmektedir (73)

Apolipoprotein E’nin Gen Regiilasyonu Ve Biyosentezi

ApoE geni kromozom 19 iizerindeki 19q13.2 bolgesinde yer almaktadir ve Apo-Cl ile
Apo-CII’nin de i¢inde bulundugu gen kiimesinin bir boliimiinii olusturur. ApoE geni dort
exon ve li¢ introndan olusur, 3,6 kb uzunlugundadir ve 1163 niikleotidden olusan bir
mRNA’y1 olusturur. Burada ortaya ¢ikan primer translasyon iiriinii, co-translasyonel olarak
bdliinen 18 amino asitli sinyal peptidi igeren 317 aminoasitli bir proteindir. Olgun protein
plazmaya salgilandiginda 299 amino asitten meydana gelir (73). ApoE’nin gen yapisi ve

sentez bolgeleri Sekil 3 ve Sekil 4’te gosterilmektedir.
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Sekil 3: insan Apolipoprotein E genin yapisi. Mahley 1993 ten alinmustir (73).

Apolipoprotein E’nin Sentez Bolgeleri
ApoE geninin diizenlenmesi olduk¢a karmasiktir. Cesitli organlarin degisik hiicre
tiirlerindeki ApoE olusumunu 6zgiil olarak diizenleyen 5’ ve 3’ bolgeler bulunmaktadir

(73).
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Sekil 4: ApoE Doku 6zgiin kontrol elemanlari. Mahley 1993°ten alinmistir (73).

Apolipoprotein E’nin Molekiiler Yapisi
ApoE’nin baslica ii¢ ¢esidi vardir: ApoE2, ApoE3 ve ApoE4 ad1 verilen bu sekiller
izoelektrik odaklamada elektrik yiiklerine gore ayrilirlar. Bunlar €2, e3 ve e4 ad1 verilen ve

toplumda genelde %8, %77 ve %15 oraninda goriilen ii¢ gen ¢iftinden kaynaklanir.
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Ciftlerin kombinasyonuna gore ii¢ homozigot (€2/2, e3/3, e4/4) ve ii¢ heterozigot (e2/3,
e2/4, e3/4) meydana gelir. Bireylerin yaklagik %60°1 ApoE3 homozigottur. ApoE 2 ve
ApoE4, ApoE3’den sadece birer aminoasitin yer degistirmesi ile ayrilirlar: ApoE2’de,
normalde var olan argininin (arg) yerine sisteinin (sistein) gegtigi artik 158’dir. ApoE4’de

ise normalde var olan sisteinin yerine argininin gectigi artik 112°dir (73).

Tablo 7: Kodon 112 ve Kodon 158 Genotipine Gore ApoE Allellik Olusumlar:

Genotipine Gore ApoE Allelleri

Kodon 112 Genotipi Kodon 158 Genotipi Allellik Olusumu
TGC (Cys) TGC (Cys) E2/E2
TGC (Cys) CGC (Arg) E3/E3
CGC (Arg) CGC (Arg) E4/E4
TGC (Cys) TGC (Cys) / Arg E2/E3
TGC (Cys) / CGC (Arg) TGC (Cys) / CGC (Arg) E2/E4
TGC (Cys) / CGC (Arg) CGC (Arg) E3/E4

Apolipoprotein E’nin Yapisi ile Fonksiyon iliskisi

ApoE’nin biitiin sekilleri lipidlere baglanir. Ancak, reseptore baglanma agisindan
baslica izoformlar arasinda farklar bulunmaktadir. ApoE3 ve ApoE4, LDL reseptorlerine
esit afinetelidir. Ancak, ApoE2’nin LDL reseptoriine baglanmasinda belirgin bir fonksiyon
bozuklugu vardir (73).

ApoE molekiilii ¢esitli islevler goren iki bolgede organize olmustur. Amino asit
zincirinin 165 ile 200 aras1 artiklarini i¢eren kismu, iki gorev alanini birbirinden ayiran
dayanak bolgesi olarak gorev yapmaktadir. Amino terminal ucu (1-191) tipik globiiler
proteine 6zgii fiziksel 6zellikleri ile ¢ok dengeli bir yapiya sahiptir ve reseptor baglanma
bolgesini icerir. Karboksiterminal ucu (192-299) daha az dengelidir ve diger
apolipoproteinlere daha ¢ok benzer. Bu alanda bir yiizii hidrofil ve diger yiizli hidrofob
olma 6zelligine sahip li¢ amfipatik a-heliks bulundugu sanilmaktadir ve bu yap1
apolipoprotein-lipid baglanma bolgelerinin temelini olusturmaktadir. Aslinda karboksil-
terminal ApoE’nin baslica lipid baglanma bolgesini i¢erir. ApoE molekiilii trombin enzimi
ile 191. kalintidan boliinebilir ve bu sekilde bu islevsel alanlara yaklasan iki ana parca

ortaya ¢ikar (73).
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ApoE’nin temel aminoasitler bakimindan zengin (pozitif yiiklii artiklarin bulundugu)
ve 134-160. amino asit artiklar tarafindan kusatilan kritik bir bolgesi, LDL
resepotoriindeki asidik (negatif yiiklii) artiklarla reaksiyona girer. Daha 6zgiil olarak, 136-
150 yakinindaki temel artiklar da LDL reseptoriiniin baglanma bolgesi ile dogrudan
reaksiyona girebilir. Pozitif yliklii arginin ve lizin artiklar1 normal bir reseptoér baglama
fonskiyonu i¢in 6nemlidir. Reseptor baglamalar1 kusurlu degisik mutantlar i¢cinde en
yaygin olan1 ApoE2’dir (73).

Reseptor baglama bakimindan kusurlu olan ApoE, silomikron artiklarinin ve VLDL
artiklarinin birikmesine neden olur. Bu lipid bozukluguna Tip III hiperlipoproteinemi
denir. Ancak ApoE2 homozigozite varliginda bile biitiin bireylerde hiperlipidemi meydana

gelmez, bunun i¢in bir¢ok olguda ikinci bir genetik ya da cevresel faktor gerekmektir (73).

Apolipoprotein E Gen Polimorflarinin Lipid Diizeyleri Uzerine Etkisi

ApoE’nin baslica li¢ izoformunun plazma lipid ve lipid tiirevleri iizerine 6nemli
etkileri vardir. ApoE3 ile karsilagtirildiginda, ApoE4 daha yiiksek plazma kolesterol
diizeyleri, daha yiiksek LDL kolesterol diizeyleri ve daha diisiik ApoE diizeyleri ile
iligkilidir. Diger yandan, ApoE2 daha diisiik total kolesterol ve LDL kolesterol diizeyleri
ve daha yiiksek ApoE diizeyeleri ile iliskilidir (Sekil 5). Plazma kolesterol diizeylerinin
onemli bir belirleyicisi olan ApoE gen ¢iftlerinin, plazma kolesterolii bakimindan bireyler

arasi degisimlerin %10 ’undan sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (73).
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Sekil 5: ApoE poliformizminin lipid ve lipoproteinler {izerine etkisi. Mahley, 1993’ten
alinmistir (73).
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ApoE’nin lipidlerin ve kolesteroliin hiicrelere tasinmasinda iki énemli gérevi vardir:
Bir yandan lipidlerin ¢esitli organlarin hiicreleri arasinda taginmasini yonetir, diger yandan
bir doku veya organ igindeki hiicrelere yeniden dagitim ile ilgilidir. Yerel tasimada, ¢esitli
hiicreler tarafindan sentezlenip interstisiyel siviya salgilanan ApoE gorev alir. Kolesterole
gereksinim duyan hiicrelerde LDL reseptor upregiilasyonu meydana gelir; ApoE varligi,
ApoE iceren HDL ve lipid komplekslerini gerekli lipidlerden yoksun hiicrelere yonlendirir
(73).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR: Polymerase Chain Reaction):

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (polymerase chain reaction; PCR) adi verilen teknik
1986 yilinda gelistirilmistir ve DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA
dizilerinin hiicreden arindirilmis olarak dogrudan ¢ogaltilmasina dayanir. PCR ile yok
denecek kadar az miktarda DNA’dan bile klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik
taramalar gibi diger islemlerde kullanmak iizere bol miktarda hedef DNA fragmentleri elde
edilir. Konakg1 hiicre ile yapildiginda haftalar siirecek klonlama iglemi PCR ile bir kag
saatte tamamlanir. PCR’da kullanilacak primerler bilgisayar destekli aletlerde
sentezlenebilmektedir. DNA klonlamasini kolaylastiran PCR, giinlimiizde degisik
alanlarda konakg¢1 hiicrelerin kullanildigi klonlamanin yerini almistir.

PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iirliniin miktari, teorik
olarak, bu ii¢ adimin tekrarlanma sayisina baglidir.

Ilk adimda, cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Bu DNA,
temiz olmak zorunda degildir ve genomik DNA, kurumus kan ya da semen gibi adli
ornekleri, uzun siire saklanmis tibbi 6rnekler, tek bir sag teli, mumya kalintilar1 ve fosil
gibi degisik kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar
1sitilir; bu islem 90-95°C’de yaklasik 5 dakika siirer.

Ikinci adimda, sicaklik 50 ila 70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek
zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler yapay
oligoniikleotitlerdir (15-30 niikleotit uzunlugunda) ve ¢ogaltilacak DNA kisminin
uclarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak baglanir. Bu primerler, kalip DNA’nin
sentezi i¢in, baslangic noktasi olarak gorev yaparlar.

Ucgiincii adimda, DNA polimeraz’m 1siya dayanikli sekli (sicak su kaynaklarinda
yasayan bir bakteriden elde edilen enzim, Taq polimeraz) reaksiyon karisimina ilave edilir

ve DNA sentezi 70 ila 75°C arasindaki sicakliklarda gergeklesir. Polimeraz enzim,
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niikleotitleri 5 den 3’ e dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin
iki zincirli kopyasini olusturur.

Bu {i¢ basamaktan olusan reaksiyon seti — ¢ift zincirli iirlinliniin tek zincirli hale
getirilmesi (denaturation), primerleirn baglanmasi (annealing) ve polimeraz enzimi ile
zincirin uzamasi (extension) — ‘bir dongii’ olarak ifade edelir. PCR bir zincir
reaksiyonudur, ¢iinkii yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki katina ¢ikar ve yeni
zincirler bir sonraki dongiide kalip gérevi goriirler. Bir dongii 4-5 dakika siirer ve pek ¢ok
kez tekrar edilir. Yirmibes-otuz dongii sonunda, DNA miktarinda yaklasik 1,000,000 kat
artma olur. Islem thermocycler (1s1 dongiiciisii) denilen makinelerde, dnceden déngii sayis
ve sicakliklar1 belirlenen programlarla, otomatik olarak gerceklestirilir.

PCR’1n avantajlar1 olarak: hizli olmasinin yanin sira, ¢ok hassas olmasi (6rnegin tek
bir hiicrenin i¢indeki DNA ile uygulanabilmesi) sayilabilir. PCR’1n bu 6zelligi, onun
genetik testler, adli vakalar, ve molekiiler paleontoloji gibi pek ¢ok alanda kullanilmasinin
Onemini arttirmaktadir. Ayrica, PCR, kismen pargalanmis, bagka maddelerle bulagsmis ya
da klasik metotlarla elde edilerek klonlanmasi zor hatta olanaksiz olan bir ortamdaki DNA
ornekleri i¢in de kullanilabilir. PCR’1n sinirliliklart olarak: hedef DNA nin niikleotit dizisi
hakkinda baz1 bilgilerin gerekmesi, nispeten kisa bir {iriin elde edilebilmesi ve diger DNA
kaynaklarindan c¢ok kiigiik miktarda bir bulagsmanin bile dogru sonug¢ alinmasini
engelleyebilmesi sayilabilir (74).

PCR, klonlamada kullanilabilecegi gibi, bunun yan1 sira genetik belirteg¢ olarak DNA
tekrar dizilerindeki ve restriksiyon kesim bolgelerindeki farkliliklarin kisa siirede
tanimlanmasinda da kullanilir. Gen yapilarina 6zgiil primerler kullanilarak, genetik
bozukluklardaki mutasyonlarin yerinin ve mutasyonun tipinin hizli olarak
belirlenmesininde kullanilir. Primerler diger dizilerden sadece bir tek niikleotit farkli olsa
bile, o diziyi saptayacak sekilde diizenlenir ve boylece allele 6zgii primerler kullanilarak,
genetik testlerin yapilmasini miimkiin kilar.

Ozellikle tek bir hiicrenin, tiikriik bulasmis posta pulunun, fosillerin ya da sug
bolgesindeki bir sag¢ telinin DNA kaynagi olarak kullanildigi 6rneklerle yapilan
calismalarda, DNA’nin gelisiglizel primerler kullanilarak, 6zgiil olmayan amplifikasyonu
cok yararlidir. PCR, dizisi bilinen bir bolgeye komsu olan tanimlanmamis bir bolgenin
incelenmesinde, hatta baz dizi analizinde bile kullanilabilir. Kisaca, PCR, ¢ok genis

kullanim alan1 olan ve modern genetikte cok yonlii kullanilabilen tekniklerden biridir (74).
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Revers Hibridizasyon:

Revers hibridizasyonda, PCR islemiyle amplifiye edilmis olan gen segmentlerinin
birlikte karakterizasyonu, nitroseliiloz stripler iizerinde immobilize edilmis olan Sekans-
Spesifik Oligoniikleotid Problar (SSOP) kullanilarak hazir kitlerle gergeklestirilir.
Nitroseliiloz striplerde, ilgili gen bdlgelerinin wild type ve mutant allelleri i¢in gen problari
ve ayrica bir konjugat kontrolii, bir spesifite kontrol ve gerekli sayida sensitivite kontrolii
alanlar1 bulunur. Hibridizasyon sirasinda, denatiire amplifiye DNA striplere sabitlenmis
gen problarina baglanir. Cok spesifik bir yikama siireci, hibridlerin sadece problarin
sekansinin amplifiye DNA ile %100 komplementer olmas1 durumunda saglam kalmasini
temin eder. Streptavidine-bagl alkalin fosfataz gen problar1 ve biotin-isaretli amplifiye
DNA hibridlerine baglanir. Bu kompleks ardindan BCIP/NBT ’nin alkalin fosfataz ile renk
reaksiyonu sonucunda saptanir ve stripler iizerinde olusan band paterni, her kitin kendine
0zgii kalib1 ile degerlendirilir. Bu amagla, kite 6zgii decoder kalipdaki reaksiyon bolgeleri
ile birebir Ortiisen strip reaksiyon alanlar1 yorumlanir. Test sirasinda konjugat alani ve
dogru amlifikasyonu gdsteren sensitivite alani tamamen gelismelidir. Bu alanlarin
reaksiyona girmemesi durumunda, yanlis negatif sonug¢ alinacagindan, test
tekrarlanmalidir. Spesifite alani, non-spesifik hibridizasyonda reaksiyona girer ve bu
durumda yanlis positif sonug alinacagindan testin tekrar1 gerekir. Bir prob sinyalinin
degerlendirilebilmesi i¢in, en az ilgili sensitivite kontrolii siddetinde olmasi1 gerekir.

Revers Hibridizasyonun avantajlar1 su sekilde sayilabilir:

1. Bu yontem ile, bir seferde hem genin kendisi (6rn. ApoE geni), hem de allellik durumu
belirlenir.

2. Zaman kazandirir: PCR sonrasi elektroforezde yiiriitme, ardindan allel tespiti igin
restriksiyon ve tekrar elektroforez islemi safhalarina gerek kalmamaktadir.

3. Kitler, kendi kontrollerini icermektedir.

4. Seri ¢calismaya uygundur.

5. Otomatizasyona uygundur.

Revers Hibridizasyonun Kisitliliklar su sekilde sayilabilir:

1- Bu testte, sadece biotin ile isaretlenmis niikleik asitler igeren amplikonlar
kullanilabilmektedir.

2- Amplifikasyon 6ncesinde beseri genomik DNA (6rnegin kandan), DNA izolasyonu
yontemleri ile izole edilmelidir.

3- Bu test, sadece stripte tanimlanmis genlerin yine dnceden tanimlanmis mutasyonlari

(6rn. ApoE €2, €3, e4) hakkinda bilgi vermektedir.
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GEREC VE YONTEM

Orneklem Grubu:

Calismaya, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Sagligi ve Hastaliklar
Anabilim Dali’nda ‘Yaygin Gelisim Bozukluk’ tanisi ile takip edilen velisinin
aydinlatilmis onami bulunan 42 hasta katilmistir (34 erkek, 8 kiz; %82,9 erkek, %17,1 kiz;
erkek/kiz orani: 4,9 ; yas ortalamasi 115 ay + 35 ve yas range’i 39-185 ay). lleri
degerlendirmede bir kiz eksik veri nedeniyle ¢alisma dis1 birakilmistir ve toplam 41
hastada ApoE polimorfizmi DNA izolasyonu ve ardindan PCR ve revers hibridizasyon
islemleri ile incelenmistir, ApoE allellerinin 6érneklem igindeki dagilimi belirlenmistir.

Calisma protokolii, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun 11.02.2004 tarih

ve 2004-3/9 no’lu karar1 ile onaylanmistir.

Kan orneklerinin toplanmasi ve érneklerin islenmesi:

Hastalarin 6n kolundan (antekubital fossa’dan ) 2 ml ven6z kan EDTA’l1 tiipe
alimmistir. Kan 6rnekleri oda sicakliginda 20-30 dakika tutulmus, ardindan 6rneklerde
DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. izole DNA, PCR ve revers hibridizasyon islemine
kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Hastalarin kan 6rnekleri tamamlandiktan ve DNA izolasyonlar1 yapildiktan sonra,
PCR ve revers hibridizasyon islemi tiim 6rneklerde ayni giin gerceklestirilmistir. Islem
sirasinda ApoE allellik durumunun tespiti igin her bir 6rnekte ve kitin kontrol DNA’sinda
once ApoE2 ve ApoE4 icin paralel olarak ayr1 iki PCR gerceklestirilmis ve ardindan bu
ikiser PCR iiriinii mutasyonun saptanmasi amaciyla revers hibridizasyon iglemi i¢in tekrar
ornek bazinda birlestirilmistir. Revers hibridizasyon tiim 6rneklerde ve kitin kontrol
DNA’sinda ProfiBlot48 kullanilarak otomatize sekilde tek inkubasyon tepsisinde toplu
olarak gerceklestirilmistir. Tiim islemler, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez

Laboratuvari’nin teknik imkanlar1 ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan Kitler:
A- DNA izolasyonunda; Invisorb® Spin Blood Mini Kit for DNA Extraction (Invitek,
Berlin/Almanya) kullanilmistir. DNA manuel olarak izole edilmistir.
B- PCR:

b.1) PCR i¢in ‘Amplification of Three Fragments of the Human Apolipoprotein E and
B Genes’ kiti (GenID® Strassberg / Almanya; Art.no.RDB2051) kullanilmustir.
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b.2) PCR i¢in ayrica ‘Tag DNA Polymerase (recombinant) Su/pul’ enzimi
kullanilmistir (Fermentas #EP0402:500u).
C- Revers Hybridizasyon i¢in ‘Apolipoprotein E and B (ApoE and ApoB) Risk Alleles for
Alzheimer’s Disease, Familial Hyperlipoproteinaemie and Arteriosclerosis’ Revers

Hybridization kiti (GenID® Strassberg / Almanya; Art.no.RDB2050E) kullanilmistir.

A- DNA lzolasyonu

Kan 6rneklerinde DNA izolasyonu manuel yontemle ve hazir kitler kullanilarak
(Invisorb® Spin Blood Mini Kit for DNA Extraction; Invitek, Berlin/Almanya) yapilmus,
kitin kendi tiipleri ve spin filtreleri kullanilmistir. Yontem adapte edilerek Proteinase K
dilisyonu i¢in proteinase K buffer yerine ayn1 miktarda distile su kullanilmistir. Ayrica,
yontemde zor ekstraksiyonlar i¢in 6nerilen ve bu amagcla kitte bulunan Buffer EL’nin
kullanilmasina gerek kalmamustir.

Buna gore kisaca; 200 ul kan 1,5 ml’lik tiiplere aktarilmis ve {izerine 200 pl lizis
buffer A ve 20 ul Proteinase K eklenmistir. Ornekler vortekslendikten (Niive Vortex
NM110) sonra 56°C’de 10 dakika siire ile siirekli ¢calkalama ile inkiibe (Eppendorf
Thermomixer comfort) edilmistir. Lizis sonrasinda 6rnekler tizerine 400 ul baglama buffer
eklenmis ve ornekler 3 kez pipetle alip-verme ile karistirilmistir. Takiben ornekler ‘spin
filter’e eklenip 1 dakika bekledikten sonra 12.000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij
(Eppendorf Centrifuge 5415D) edilmistir. Spin filterler dnce 500 pl ve ardindan 800 pl
yikama buffer ile iki kez yikanmis ve her yitkamada 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilerek yikama soliisyonu tamamen uzaklastirilmistir. ikinci ytkama sonrasi spin filterler
13.000 rpm’de 4 dakika siireyle santrifiij edilerek alkoliin tamamen uzaklasmasi
saglanmigtir. Takiben spin filterlere 6nceden 56°C’ye 1sitilmis ‘elution buffer’ eklenip 1
dakika inkubasyonun ardindan 10.000 rpm ile 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplayici
tiiplerde toplanan 6rnek DNA’s1, PCR ve revers hibridizasyon isleminde kullanilmak

tizere, -20°C’de muhafaza edilmistir.

B- In Vitro Amplifikasyon (PCR):

Izole edilmis DNA 6rneklerinde PCR, manuel yéntemle ve hazir kitler kullanilarak
(‘Amplification of Three Fragments of the Human Apolipoprotein E and B Genes’,
GenID® Strassberg / Almanya; Art.no.RDB2051, PN1 lot.51116 ve PN2 lot.51116)
yapilmis, bununla birlikte kitinin 6nermesinde degisiklik yapilarak, Taq DNA polimeraz
lu (0,2 pl) yerine 2u (0,4 ul) olarak uygulanmistir. Her bir 6rnekte iki paralel PCR
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gerceklestirilerek, ApoE geninin E2 ve E4’e spesifik iki fragmani biotinle isaretlenmis
primerlerle ayr1 ayr1 amplifiye edilmistir.

Buna gore kisaca; her bir 6rnek i¢cin ApoE allel 2 fragmani i¢in 15 ul Amplifikasyon
miks ApoE-PN1, 2,5 ul 10x Taq Polymerase Buffer, 2,5 pl MgCl; soliisyonu 25 mM ve
0,4 ul Tag DNA polimeraz 5Su/ul ( = 2u) aktarilmis, takiben 5,0 pl 6rnek (ya da kontrol)
DNA’s1 eklenmistir (toplam reaksion voliimii 25,4 pl). Paralel olarak her bir 6rnekte ApoE
allel 4 fragmani i¢in ayni islem tekrarlanmis, ancak 15 pl Amplifikasyon miks ApoE-PN1
yerine ayn1 miktarda Amplifikasyon miks ApoE-PN2 uygulanmistir. Takiben kit i¢in
onerilen PCR dongiileri uyarlama yapilmaksizin aynen uygulanmis ve bu yolla ApoE-PN1
icin 113bp; ApoE-PN2 i¢in de 238 bp uzunlugunda amplifikasyon iirlinii elde edilmistir.
Uygulanan PCR Programi Tablo 8’de gdsterilmektedir.

Tablo 8: ApoE allelleri i¢in uygulanan PCR Programi

PCR Programi (AB 2720 Thermocycler)

Stire Ist Dongii Sayisi
5 dk. 95°C 1 dongiti
30 sn. 95°C

2 dk. 63°C 10 dongd
10 sn. 95°C

30 sn. 60°C 20 dongt
30 sn. 72°C

8 dk. 72°C 1 dongiti

- 4°C -

C- Revers Hibridizasyon :

PCR ile elde edilmis olan amplifikasyon iiriinlerinin revers hibridizasyonu hazir kitler
ile (‘Apolipoprotein E and B (ApoE and ApoB) Risk Alleles for Alzheimer’s Disease,
Familial Hyperlipoproteinaemie and Arteriosclerosis’ Revers Hybridization kit; GenID®
Strassberg / Almanya; Art.no.RDB2050E, lot.603-3) yapilmis, islemde Tecan ProfiBlot 48
ve Tecan A-5082 tray kullanilarak otomatizasyon saglanmustir.

Bu amagla, 6nce inkubasyon tepsisi 6rnek sayisina gore hazirlanmig ve kit

soliisyonlar1 ProfiBlot 48 kanallarina sirastyla 1) Hybridization Buffer (47°C), 2) Stringent
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Wash Solution A (47°C), 3) Rinse I, 4) Rinse II, 5) Conjugate Solution (1:100 taze
dilusyon) ve 6) Substrat olmak tizere yerlestirilmistir.

Islem Safhasinda kisaca her bir tepsi ¢ukuruna 40 ul denatiirasyon soliisyonu ile bunun
tizerine gelecek sekilde drnekten elde edilmis olan 20 pl amplicon PN-1 ve 20 pl amplicon
PN-2 eklenip iyice karistirilmis ve 5 dakikla siireyle oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Tepsi
ProfiBlot 48’e yerlestirilip Step-2/Pause’da stripler cukurlara yerlestirilmis, her bir ¢ukura
1 ml Hibridization solution (47°C) eklenmis, ardindan 30 dakika siireyle 47°C’de shaker
ile inkiibe edilip hibridizasyon soliisyonu dokiilmiistiir. Takiben stripler 47°C’de iki kere 1
ml stringent wash solution (47°C) eklenerek birer dakika siireyle hafif ¢alkalayarak
yikanmig ve ardindan 1 ml stringent wash solution (47°C) eklenerek 15 dakika stireyle
47°C’de hafif ¢alkalayarak inkiibe edilmis ve yikama soliisyonu dokiilmiistiir. Bu noktadan
sonra iglemlere oda 1sisinda devam edilerek, dnce stripler iki kere 1 ml Rinse-I eklenerek
birer dakika stireyle hafif calkalayarak yikanmis, ardindan 1 ml conjugate solution (1:100)
eklenip 30 dakika siireyle oda 1sisinda hafif ¢alkalayarak inkiibe edilmis, soliisyon
dokiilerek ti¢ kere 1 ml Rinse-II eklenerek birer dakika siireyle hafif calkalayarak
yikanmistir. Son olarak oda 1sisindaki substrattan 1 ml eklenerek 10 dakika siireyle oda
1s1sinda inkiibe edilmis ve ardindan reaksiyonu durdurmak i¢in stripler iki kere 1 ml distile
su ile yikanmustir. Islem bitiminde stripler forceps ile cukurlardan alinarak karanlikta

absorban kagit tizerinde kurutulmus, ardindan stripler 1siktan korunarak saklanmistir.

D- Degerlendirme ve Sonuc¢larin Yorumu

Degerlendirmede, kuru stripler beyaz kagit iizerine alinarak kite 6zgii decoder kalip alt
kenariyla stripteki isarete denk gelecek sekilde strip lizerine yerlestirilmis ve kalipdaki
reaksiyon bolgeleri ile birebir Ortiisen strip reaksiyon alanlart okunmustur.

Strip lizerinde reaksiyona girebilecek toplam 11 reaksiyon alani bulunmaktadir (Sekil
6). Bunlar:

1- Konjugat Kontrolii: Bu reaksiyon alani, konjugat baglanmasinin etkinligini gosterir.
Her zaman reaksiyona girmis olmalidir.

2- Spesifite Kontrolii: Bu reaksiyon alani, sadece yikama 1s1s1 gereginden diisiik ise
reaksiyona girer. Hibridizasyonun non-spesifik oldugunu gosterir.

3- Sensitivite Kontrolii A: Bu reaksiyon alani, hibridizasyonun optimal sensitivitede
gerceklestigini gosterir. PN miks ApoE-PN1’in amplifikasyon kontrolii gorevini goriir.

4- ApoE alan1 A-cys: Bu reaksiyon alani, ApoE geni ‘A’ alaninda cystein (cys)

kodluyorsa reaksiyona girer.
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5- ApoE alan1 A-arg: Bu reaksiyon alani, ApoE geni ‘A’ alaninda arginin (arg)
kodluyorsa reaksiyona girer.

6- Sensitivite Kontrolii B: Bu reaksiyon alani, hibridizasyonun optimal sensitivitede
gerceklestigini gosterir. PN miks ApoE-PN2’nin amplifikasyon kontrolii gérevini goriir.
7- ApoE alan1 B-cys: Bu reaksiyon alani, ApoE geni ‘B’ alaninda cystein (cys)

kodluyorsa reaksiyona girer.

8- ApoE alan1 B-arg: Bu reaksiyon alani, ApoE geni ‘B’ alaninda arginin (arg)
kodluyorsa reaksiyona girer.

9- Sensitivite Kontrolii ApoB: Bu reaksiyon alani, hibridizasyonun optimal
sensitivitede gerceklestigini gosterir. PN miks ApoB’nin amplifikasyon kontroli gérevini
goriir. (Bu calismada kullanilmamustir.)

10- ApoB-Arg: Bu reaksiyon alani, ApoB geni ‘3500’ pozisyonunda arginin kodluyorsa
reaksiyona girer. (Bu ¢alismada kullanilmamustir.)
11- ApoB-Gln: Bu reaksiyon alani, ApoB geni ‘3500’ pozisyonunda glutamin (gln)

kodluyorsa reaksiyona girer. (Bu ¢aligmada kullanilmamastir.)

1- Konjugat Kontrolii —
2- Spesifite Kontrolii -
3- Sensitivite Kontrolii A -—
4- ApoE alan1 A-cys —
5- ApoE alan1 A-arg —

6- Sensitivite Kontroli B _—

7- ApoE alan1 B-cys —
8- ApoE alan1 B-arg -
9- Sensitivite Kontrolii ApoB ---
11- ApoB-Arg -—
12- ApoB-Gln —

Sekil 6: Nitroseliiloz strip tizerindeki kontrol alanlar1 ve gen problari. GenID GMbH,
‘ApoE ve ApoB reverse hybridization kit’ten alinmustir (75).

36



Allellik Olusumlarinin Belirlenmesi

Allellik durumunun belirlenmesinde, revers hibridizasyon sonrasinda her bir 6rnege ait
stripte band paterni decoder kalip yardimiyla yorumlanmustir.

Bu amagla, oncelikle stripte tanimlanmis olan konjugat kontroliiniin pozitif, spesifite
kontroliiniin negetif ve her iki ApoE sensitivite kontrollerinin (ApoE alan1 A ve B) pozitif
olmasina dikkat edilmistir. Ardindan her bir stripte ApoE alant A’da tanimlanmis olan
kodon 112’ye ait arginin ve sistein reaksiyon alanlar1 ile ApoE alan1 B’de tanimlanmig
olan kodon 158’¢ ait arginin ve sistein reaksiyon alanlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve
ardindan dort reaksiyon alani birlikte yorumlanmistir.

Bilindigi gibi, ApoE e3 ana form kabul edilip, e2’de kodon 158’de bulunmasi1 gereken
arginin, sistein ile yer degistirmistir; e4’de ise kodon 112°de bulunmas1 gereken sistein,
arginin ile yer degistirmistir.

Buna gore, band paterni Tablo 9’de gosterildigi sekilde okunmustur.

Tablo 9: ApoE allellik durumunun strip paterni iizerinden belirlenmesi

e2 e3 e4
A B A B A B
Allelik durumunu belirleyecek kodon | kodon | kodon | kodon | kodon | kodon
sistein / arginin varligt 112 158 112 158 112 158
sistein varligi X X X
arginin varligi X X X
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Buna gore, ApoE alan1 A ve B i¢in tanimlanmis olan reaksiyon alanlar1 Sekil 7°de

gosterildigi seklide yorumlanmastir:

Reaksiyon Alanlari

Strip

No. Yorum

1- Konjugat Kontrolii
2
3

Spesifite Kontrolii

Sensitivite Kontroli A

N
i

ApoE alan1 A-cys
5- ApoE alan1 A-arg

Sensitivite Kontroli B

(@)
I

7- ApoE alan1 B-cys
8

ApoE alan1 B-arg

9- Sensitivite Kontrolii ApoB
11- ApoB-Arg

12- ApoB-Gln

— Pozitif olmal1
- Negatif olmali

— Pozitif olmali

e2

e3

ed

X

— Pozitif olmal

e2

e3

e4

X

Sekil 7: ApoE alani A ve B’nin yorumlanmasi
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ApoE allelik durumunun toplam 6 olasiliginin band paterni ve yorumu, Sekil 8’de

gosterilmistir.

Strip | Strip | Strip | Strip | Strip | Strip

e3/e3 | e3/e2 | e3/ed | e2/e2 | ed/ed | e2led

1- Konjugat Kontrolii --- -— -— _— _— —
2- Spesifite Kontrolii
3- Sensitivite Kontrolii A -—- -—- -— -— -— —
4- ApoE alan1 A-cys -— -— -— -— -—
5- ApoE alan1 A-arg -—- -— -—
6- Sensitivite Kontroli B | --- -— -— -—- — —
7- ApoE alan1 B-cys - —— -—
8
9
ApoB

11- ApoB-Arg
12- Apob-Gln

ApoE alan1 B-arg -— -— -—- -— —

Sensitivite Kontroli

Sekil 8: ApoE allelik durumunun toplam 6 olasiliginin yorumu

Istatistiksel Analiz:

Veri analizlerinde ApoE gen polimorfizminin incelenen hastalardaki klinik degeri
SPSS (SPSS Inc.) ve Statcalc (Epilnfo) istatistik paket programlart ile belirlenmistir.
Gruplar arasindaki fark K.Wallis varyans analizi ve Mann-Whitney U testi ile arastirilmus,
nonparametrik korelasyon yontemi uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 alinmustir.

Cocuk gelisiminin 6zellikleri nedeniyle, yas ile ilgili tiim hesaplamalarda veriler ay

olarak kullanilmistir.
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BULGULAR

Orneklem Grubu

Orneklem grubu toplam 42 kisiden olusmaktadir. Bir kisi eksik veri nedeniyle ¢alisma
dis1 kalmistir. Degerlendirmeye 41 kisi alimmustir: 34’1 erkek (%82,9) ve 7 kizdir (%17,1);
erkek/kiz oran1 4,9°dur. Yas ortalamasi 115 ay + 35 olarak saptanmis, range 39-185 ay

olarak tespit edilmistir.

Orneklem hastalarinin ApoE genotipleri

Olgularin ApoE genotipleri Ek A’da gosterilmistir.

ApoE genotiplerinin dagilimi

Gortldiigii gibi, en sik rastlanilan ApoE genotipi 3/3 diir (%68,3). Bunu sirastyla 2/3
(%17,1), 3/4 (%12,2) ve 2/4 (%2,4) genotipleri izlemektedir. ApoE 2/2 ve 4/4 genotipleri
ise caligmamizda tespit edilmemistir. Cinsiyete gore genotip dagilimi, gruplara diisen hasta
sayist azlig1 nedeniyle hesaplanamamaktadir. Orneklemdeki genotip dagiliminin dzeti
Tablo 10°da verilmistir. Orneklem grubunun %68,3’ii homozigottur ve hepsinin genotipi

3/3’tiir.

Tablo 10: Hastalarin ApoE Genotip dagilimi

Toplam (n:41) Kiz (n:7) Erkek (n:34)
Genotip n Dagilim (%) n % n %
2/2 - - - - - -
2/3 7 17,1 - - 7 20,6
2/4 1 2,4 1 14,3 - -
3/3 28 68,3 4 57,1 24 70,6
3/4 5 12,2 2 28,6 3 8,8
4/4 - - - - - -
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Cinsiyete gore allel dagilima:

Cinsiyete gore ele alindiginda, erkeklerde en sik goriilen allel e3’tiir (%85,3), bunu e2
(%10,3) ve e4 (%4,4) izlemektedir. Kizlarda ise yine en sik goriilen allel e3’tiir (%71,4),
bunu e2 (%7,1) ve e4 (%21,4) izlemektedir. Cinsiyete gore anlamli fark yoktur (p>0,05),

ancak kizlarda e4’iin erkeklere gore fazla olusu anlamlilik diizeyine yaklagmaktadir (p =

0,059).

Allel frekanslarinin dagilim

Orneklemi olusturan 41 hastada bulunan toplam 82 allelin frekans (doz) dagilinm

Tablo 11°de gosterilmektedir. En sik goriilen allel e3 olarak saptanmis (%82,9), €2 orani

%9,8 ve e4 oran1 %7,3 olarak belirlenmistir.

Tablo 11: Hastalardaki ApoE Allel Frekanslarinin Dagilimi

Minimum frekans

Maksimum frekans

Allel frekansi Yiizde
Allel 2 8 9,8 0 1
Allel 3 68 82,9 0 2
Allel 4 6 7,3 0 1
Toplam 82 100
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Apolipoprotein ApoE, A1l ve B diizeyleri ile A1/B orani
Olgularda apolipoprotein diizeyleri incelenmis, ayrica her bir hasta igin apolipoprotein
A1/B oranlar1 hesaplanmistir. Genotiplere gore apolipoprotein diizeyleri ve apoAl/apoB

oranlar1 arasinda fark bulunmamustir (Tablo 12°de ).

Tablo 12: Genotipe gore Apolipoprotein ApoE, Al ve B diizeyleri ile A1/B oran1

Std.
N |Ortalama | Sapma | Minimum | Maksimum p

apo E mg/dL 2/4 0 . . . .

3/2 6 3.17 75 2 4

3/3 26 2.62 57 1 3

3/4 4 2.25 .96 1 3

Total 36 2.67 .68 1 41 132
Apo Al mg/dL 2/4 1 158.00 . 158 158

3/2 7 179.29 29.14 148 229

3/3 28 170.46 34.30 110 271

3/4 5 174.60 21.62 145 197

Total 41 172.17 31.38 110 271 | .840
Apo B mg/dL 2/4 1 69.00 : 69 69

3/2 7 61.86 14.39 40 80

3/3 28 63.82 16.95 36 103

3/4 5 75.20 37.32 49 140

Total 41 65.00 19.50 36 140 | .921
apoAl /apoB (mg/dL) 2/4 1 2.2899 . 2.29 2.29

3/2 7 3.1238 1.2866 2.08 5.73

3/3 28| 2.7809 .6569 1.73 4.69

3/4 5 2.6501 9454 1.39 3.65

Total 41 2.8115 .8104 1.39 5.73 | .842
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Genotipe gore serum lipid, glukoz ve insiilin diizeyleri

Olgularda tespit edilen lipid, glukoz ve insiilin diizeyleri genotipe gore

karsilagtirildiklarinda, sadece Lipoprotein (a) agisindan genotip gruplari arasinda fark

bulundugu goriilmistir (p = 0.041). Mann-Whitney Testi ile, lipoprotein(a) diizeyinin

2/3’de 3/3’e gore anlamli diizeyde fazla oldugu tespit edilmistir (p =

0.035). Genotipe

gore serum lipid diizeyleri ve Kruskal-Wallis sonuglar1 Tablo 13’de gosterilmektedir.

Tablo 13: Genotipe gore serum lipid diizeyleri ve Kruskal-Wallis sonuclari

Std.

N Ortalama| Sapma | Minimum | Maksimum | p
kolesterol mg/dL 2/4 1 155.00 . 155 155
3/2 7 167.14 27.01 143 221
3/3 28 154.29 30.38 101 219
3/4 5 171.00 48.38 134 256

Total 41 158.54 31.81 101 256 | .687
HDL kolesterol 2/4 1 45.00 . 45 45
mg/dL 3/2 7 56.00 7.77 46 70
3/3 28 52.89 14.36 34 107
3/4 5 56.20 5.02 53 65

Total 41 53.63 12.44 34 107 | .328
trigliserid mg/dL 2/4 1 189.00 . 189 189
3/2 7 86.86 52.16 44 193
3/3 28 83.82 48.06 37 268
3/4 5 72.80 21.53 47 96

Total 41 85.56 48.00 37 268 | 495
VLDL mg/dL 2/4 0 . . : :
3/2 3 12.733 4.743 8.8 18.0
3/3 10| 20.580 12.868 8.8 53.6
3/4 1 9.400 . 9.4 9.4

Total 14 18.100 11.632 8.8 53.6 216
LDL kolesterol 2/4 0 . . . .
mg/dL 372 31 99.600 39.552 72.6 145.0
3/3 10| 74.720 22.659 29.4 116.2
3/4 1 89.600 . 89.6 89.6

Total 14| 81.114 26.683 29.4 145.0 | 459
lipoprotein (a) 2/4 1 2.00 . 2 2
mg/dL 372 7 29.71 27.41 7 79
3/3 28 13.57 14.82 2 57
3/4 5 8.40 8.79 2 23

Total 41 15.41 17.82 2 79 | .041
alfa-1 % liporotein ~ 2/4 1 39.100 . 39.1 39.1
3/2 6| 41.467 4.889 35.5 473
3/3 28 | 39.957 8.819 21.8 60.9
3/4 5] 43420 7.437 32.6 52.3

Total 40| 40.595 8.004 21.8 60.9 | .801
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pre-beta % 2/4 1 32.600 . 32.6 32.6
lipoprotein 3/2 6 16.917 8.474 6.5 27.0

3/3 28 19.400 7.068 4.5 353

3/4 5 16.000 7.207 9.5 24.8

Total 40 18.933 7.469 4.5 353 327
beta % lipoprotein ~ 2/4 1 28.300 . 28.3 28.3

372 6| 41.633 6.173 32.1 46.8

3/3 28 | 40.657 6.119 323 51.7

3/4 5| 40.600 8.759 30.1 53.7

Total 40| 40.487 6.535 28.3 53.7| .379
glukoz mg/dL 2/4 1 98.00 . 98 98

3/2 7 89.86 6.28 82 98

3/3 28 87.54 11.47 65 126

3/4 5 93.20 14.27 76 109

Total 41 88.88 11.00 65 126 | .449
insulin mikrolU/ml  2/4 1 12.300 . 12.3 12.3

3/2 7 2.814 2.722 2 7.4

3/3 24 6.308 13.160 2 66.7

3/4 5 3.820 4.235 3 9.1

Total 37 5.473 10.835 2 66.7 | .309

Cinsiyete gore ApoE allel dozlari, ApoE, A1, B ve lipid parametreleri ortalamalar:
Cinsiyete gore ApoE e2,e3,e4 allel dozu, ApoAl, E, B diizeyleri ve lipid

parametrelerinin ortalama degerleri arasinda fark saptanmamustir (p>0,05).

Genotipe gore ApoE diizeyi ve e2, e3, e4 dozunun karsilastiriimasi
Genotipe gore ApoE diizeyinin ve allel dozunun karsilastirilmasinda anlamh fark

goriilmemistir (p>0,05).

Allele gore lipid diizeylerinin karsilastirilmasi
Allele gore lipid parametrelerinin karsilagtirilmasinda anlamli fark goriilmemistir
(p>0,05). Yani e2 alleli tasiyan ve tasimayan hastalar arasinda; ayni sekilde e3 ve e4

tasiyan ve tasimayan hastalar arasinda serum lipid diizeyleri arasinda fark saptanmamustir.

Allel dozu ile lipid metabolizmasi parametrelerinin nonparameterik korelasyonu

Her bir allel i¢in farkli birer parametre ile anlamli diizeye yaklasan bir korelasyon
tespit edilmistir. Buna gore: allel 2 dozu ile ApoE diizeyi (p = 0.062, r = 0,315), allel 3
dozu ile VLDL diizeyi (p = 0,089, r = 0,472). ve allel 4 dozu ile lipoprotein (a) diizeyi (p =

44




0,058, r = -0.29) arasinda anlaml1 diizeye yaklasan bir iligki saptanmistir. Korelasyonlar Ek

B’de gosterilmektedir.

ApoE diizeyi ile lipid metabolizmasi parametrelerinin nonparameterik korelasyonu
ApoE diizeyi ile kolesterol (p = 0,007 ; r = 0,443), HDL (p = 0,009 ; r = 0,430) ve
ApoAl (p = 0,003 ; r = 482) diizeyleri arasinda anlamli diizeyde bir korelasyon

saptanmistir: Korelasyonlar Ek B’de gosterilmektedir.
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TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda, Yaygin Gelisimsel Bozukluk tanist alan 41 ¢ocuk ve ergen kisi
degerlendirilmistir: 34’1 erkek (%82,9) ve 7’si kizdir (%17,1); erkek / kiz oran1 4,9’dur.
Yas ortalamas1 115 ay + 35 olarak saptanmis, range 39-185 ay olarak tespit edilmistir.

Caligmadaki erkek/kiz orani, siklikla 3:1 — 4:1 oranlarin bildirildigi genel literatiir ile
(2) ve Taneli ve ark.’nin bildirdigi (11) bir yilda bagvuran olgular1 kapsayan Bursa
orneklemi ile uyumludur. Bununla birlikte, Kanner kriterlerine gore tan1 kondugunda 13:1
gibi daha yiiksek oranlarin bildirildigi, Iskandinav iilkelerinde yapilan caligmalarda

oranlarin 1,5:1 gibi daha diisiik bildirildigi goriilmektedir (2).

ApoE genotipi dagilimina gére YGB tanili 41 kiside en sik saptanan genotip 3/3’diir
(%68,3) ve bunu 3/2 (17,1), 3/4 (%12,2) ve 2/4 (%2.,4) izlemistir; ApoE genotipi 2/2 ve
4/4’e rastlanmamustir. Cinsiyete gore genotip dagilimi incelenmesi igin drnek sayis1 yeterli
degildir. Hasta grubunun genotip dagilimi genel literatiir bulgular1 ile uyumludur (68),
ancak cocuk yas grubu i¢in normlar bildirilmemektedir. Yaygin Gelisimsel Bozukluk ile

ilgili olabilecek 6zgiin bir dagilim saptanmamustir.

Orneklem grubunun %68,3’ii homozigottur ve hepsi 3/3 genotipindendir. Bu durum,
bireylerin yaklasik %60’mnin ApoE3 homozigot oldugunu bildiren genel literatiir ile
uyumludur (73).

ApoE allel dagilimina gore en sik goriilen allel e3’tiir (%82,9), bunu €2 (%9,8) ve ¢4
(%7,3) izlemektedir. Cinsiyete gore ise erkeklerde en sik goriilen allel e3’tiir (%85,3),
bunu e2 (%10,3) ve e4 (%4.,4) izlemektedir. Kizlarda ise yine en sik goriilen allel e3’tiir
(%71,4), bunu e2 (%7,1) ve e4 (%21,4) izlemektedir. Cinsiyete gére anlaml fark yoktur
(p>0,05), ancak kizlarda e4’lin erkeklere gore fazla olusu anlamlilik diizeyine
yaklagmaktadir (p = 0,059). Hasta grubunun allel frekansi1 genel literatiir ile uyumludur
(44), ancak ¢ocuk yas grubu i¢in normlar bildirilmemektedir. Yaygin Gelisimsel Bozukluk
ile ilgili olabilecek 6zgiin bir dagilim saptanmamistir. Bununla birlikte, kizlarda erkeklere
gore e4’lin anlamli diizeye yakin sekilde fazla goriilmesi; YGB’nin genelde erkeklerde

daha sik goriilmesi (2, 11) ve e4’lin Alzheimer Hastalig1 gibi degisik hastaliklarda risk
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faktorii olugturmasi (47, 48, 49, 50-52, 54) nedeniyle, e4’tiin YGB i¢in kizlara 6zgii bir risk

faktorii olup olmadigi konusunda ek incelemeleri gerektirmektedir.

Cinsiyete gore ApoE e2,e3,e4 allel dozu, ApoAl, E, B dizeyleri ve lipid
parametrelerinin ortalama degerleri arasinda fark yoktur (p>0,05). Daha 6nce YGB’de

ApokE ile lipid parametrelerini inceleyen bir ¢aligsmaya literatiirde rastlanmamustir.

Genotipe gore ApoE diizeyinin karsilastirilmasinda anlamli fark goriilmemistir
(p>0,05). Daha 6nce YGB’de genotipe gore ApoE diizeyini inceleyen bir ¢aligmaya
literatiirde rastlanmamustir. Genel literatiirde, allel 2 ile ApoE diizeyi yiiksekligi arasinda
iligki bildirilmistir (39); bizim c¢alismamizda allel 2 ile ApoE diizeyi korelasyonu
anlamlilik diizeyine yaklasmaktadir (p = 0.062,r = 0,315).

Genotipe gore ApoAl ve ApoB diizeyleri ile ApoA1l/ApoB oraninin
karsilagtirilmasinda anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Daha 6nce YGB’de ApoAl,
ApoB ve ApoA1/B oranini inceleyen bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Tayvan’da
220 saglikli goniillide ApoA1/ApoB oraninin E2>E4>E3 olarak azaldigini (sirastyla 1,9;
1,5; 1,4; p=10.0001) bildiren bir ¢aligmada ise ¢alismamizin aksine ApoE alleleri ile lipid

parametreleri arasinda anlamli iligki saptanmamuistir (45).

Her bir allel i¢in farkli birer parametre ile anlamli diizeye yaklagan bir korelasyon
tespit edilmistir. Buna gore: yiiksek allel 2 dozu ile yliksek ApoE diizeyi (p = 0.062,r =
0,315), ytiksek allel 3 dozu ile yiiksek VLDL diizeyi (p = 0,089, r = 0,472) ve yliksek
allel 4 dozu ile diisiik lipoprotein (a) diizeyi (p = 0,058, r = -0.29) ile anlaml1 diizeye
yaklagan iligki tespit edilmistir. Daha 6nce YGB’de ApoE allelleri ile lipid
parametrelerinin korelasyonunu inceleyen bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamuistir. Genel
literatiirde, allel 2 ile ApoE diizeyi yiiksekligi arasinda iligki bildirilmistir (39); bununla
birlikte allel 3’iin VLDL ile ve allel 4’{in Ip(a) ile korelasyonu hakkinda bir bilgiye

rastlanmamustir.

ApoE diizeyi ile kolesterol diizeyi (p = 0,007, r = 0,443), HDL diizeyi (p = 0,009, r
= 0,430) ve ApoAl diizeyi (p = 0,003, r = 482) arasinda anlamli diizeyde bir korelasyon
saptanmistir. Daha 6nce YGB’de ApoE diizeyi ile lipid parametrelerinin korelasyonu ile

ilgili bir calismaya literatiirde rastlanmamaistir.
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Sonug olarak; bu tez calismasinda YGB’de ApoE polimorfizmi, ApoE genotipi
dagilimi, ApoE allel bagil frekans1 ve ek olarak ApoE diizeyi ve ApoE polimorfizmi ile
serum lipid parameterleri arasindaki iligki incelenmistir. YGB’de ApoE polimorfizmi
bakimindan genel toplumdan farkli bir dagilim saptanmamistir. Calismada kismen sinirh
sayida hasta bulunusu, ¢aligmaya yalniz hastalarin alinmasi ve aile bireylerinin alinmayisi,
Tiirkiye i¢in ApoE polimorfizminin ¢ocuk dagilim normunun olmayisi c¢aligmanin
kisithiliklar: arasinda sayilabilir. ileriki calismalarda 0-18 yas ¢ocuk-ergen grubunda ApoE
polimorfizminin bagil frekansi toplumda belirlenebilir, hasta sayisi arttirilabilir, ¢aligmaya
aile bireyleri eklenebilir. izleyen calismalarda, ozellikle kizlarda allel e4’iin Yaygimn
Gelisimsel Bozukluk riskini arttirip arttirmadiginin incelenmesi ve YGB hastalarin ApoE

polimorfizmine gore gelisim / tedavi yanit1 agisindan prospektif takibi yararl olabilir.
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EK A: Olgu Sonuclar I

APOE 3/3
3 4 - g - 4 -
7 . ) ‘1. B + [ m 7 = 7 N 7 i
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3/3 3/3 3/3 373 3/3 32 3/4 3/3 3/4 3/3 3/3 3/2 3/3 3/3
? v ] ] ] ] W 7 i i 7 ; 7 v
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
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EK A: Olgu Sonuclar II
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EK B: Allel dozu ve ApoE diizeyi ile lipid parametrelerinin non-parameterik korelasyonlari

Correlations

Allel 2 allel 3 allel 4 apoAl HDL LDL
frekansi frekansi frekansi lapoB1 kolesterol kolesterol trigliserid VLDL kolesterol apo E Apo A1 Apo B1 lipoprotein alfa-1 % pre-beta % beta % glukoz insulin
(dozu) (dozu) (dozu) (mg/dL) mg/dL mg/dL mg/dL. mg/dL mg/dL mg/dL. mg/dL mg/dL (a) mg/dL liporotein lipoprotein lipoprotein mg/dL mikrolU/ml
Spearman'stho  Allel 2 frekansi (dozu) ~ Correlation Coefficient 1.000 -.735%4 -.030 .036 .164 .086 115 -.325 .108 .315 .042 .039 251 9 .014 -.023 169 -.068
Sig. (2-tailed) . .000 .854 .821 .306 .593 476 .258 713 .062 796 .808 114 .958 .930 .889 .290 .691
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
allel 3 frekansi (dozu)  Correlation Coefficient -.735% 1.000 -.630* -.013 -.167 -.165 -.094 472 -.275 -.138 -.055 -.069 -.039 -113 .052 .050 -.232 .056
Sig. (2-tailed) .000 . .000 .935 .296 .303 .559 .089 .342 423 .730 670 .806 489 751 757 145 743
41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
allel 4 frekansi (dozu) Correlation Coefficient -.030 -.630% 1.000 -.058 .041 .076 .070 -.310 310 =177 -.003 .079 -.299 133 -.006 -124 178 .076
Sig. (2-tailed) .854 .000 . 717 .800 .637 663 .280 .281 .302 .986 624 .058 412 .970 445 .265 .657
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
apoAl /apoB1 (mg/dL) Correlation Coefficient .036 -.013 -.058 1.000 -.311* A35% -.439™ .059 -.398 .048 .369* -.692* -.233 585" -.375* -.253 -.104 -.304
Sig. (2-tailed) .821 .935 717 . .047 .005 .004 .840 .159 .780 .018 .000 .142 .000 .017 .115 516 .068
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
kolesterol mg/dL Correlation Coefficient .164 -.167 .041 -.311*% 1.000 .556* 262 -.054 687 443+ .610* 815" 243 -.162 -.064 226 .163 -.037
Sig. (2-tailed) .306 .296 .800 .047 . .000 .098 .854 .007 .007 .000 .000 .126 .348 .693 .160 .309 .830
41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
HDL kolesterol mg/dL  Correlation Coefficient .086 -.165 .076 435" 556" 1.000 -.259 -.085 .323 430" 762 1563 -.063 .322% -.434" 111 -.031 -.336*
Sig. (2-tailed) .593 .303 .637 .005 .000 . 102 772 .261 .009 .000 .340 698 .043 .005 497 .847 .042
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
trigliserid mg/dL. Correlation Coefficient 115 -.094 .070 -.439% .262 -.259 1.000 1.000% -.341 .149 -.032 .322* 172 -.505% .635% -.136 .243 .345*
Sig. (2-tailed) 476 .559 663 .004 .098 .102 . . 232 .385 .843 .040 .283 .001 .000 403 126 .036
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
VLDL mg/dL Correlation Coefficient -.325 472 -.310 -.059 -.054 -.085 1.000% 1.000 -.341 -.031 -.044 -.098 .238 -.469 716" -.623* .054 .635*
Sig. (2-tailed) .258 .089 .280 .840 .854 772 . . 232 917 .881 738 412 .106 .006 .023 .854 .026
N 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 13 13 13 14 12
LDL kolesterol mg/dL  Correlation Coefficient .108 -.275 .310 -.398 687+ 323 -.341 -.341 1.000 .154 152 7277 .088 .316 -.346 490 .330 -.021
Sig. (2-tailed) 713 .342 .281 159 .007 261 232 232 . .598 .605 .003 764 292 247 .089 249 .948
N 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 13 13 13 14 12
apo E mg/dL Correlation Coefficient 315 -.138 -177 .048 443" .430™ 149 .031 154 1.000 .482% .189 193 -.093 .147 .009 .266 -.245
Sig. (2-tailed) .062 423 .302 780 .007 .009 .385 917 .598 . .003 .269 .259 .596 .401 957 117 177
36 36 36 36 36 36 36 14 14 36 36 36 36 35 35 35 36 32
Apo A1 mg/dL Correlation Coefficient .042 -.055 -.003 .369* 610" .762* -.032 -.044 152 .482* 1.000 .306 -.002 127 -.225 127 .005 -.425%
Sig. (2-tailed) 796 .730 .986 .018 .000 .000 .843 .881 .605 .003 . .051 .989 435 .162 436 .975 .009
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
Apo B1 mg/dL Correlation Coefficient .039 -.069 .079 -.692* .815% .153 .322* -.098 727 .189 .306 1.000 .258 -.346* .099 273 109 .067
Sig. (2-tailed) .808 .670 .624 .000 .000 .340 .040 738 .003 .269 .051 . .103 .029 .542 .088 499 .693
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
lipoprotein (a) mg/dL Correlation Coefficient 251 -.039 -.299 -.233 .243 -.063 172 .238 .088 .193 -.002 .258 1.000 -.249 .136 .100 -.220 -.187
Sig. (2-tailed) 114 .806 .058 142 126 .698 .283 412 764 .259 .989 .103 . 121 .404 .538 .168 .268
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
alfa-1 % liporotein Correlation Coefficient .009 -.113 .133 585 -.152 .322% -.505* -.469 .316 -.093 127 -.346* -.249 1.000 -.602*4 -.482% .094 -.073
Sig. (2-tailed) .958 .489 412 .000 .348 .043 .001 .106 292 .596 .435 .029 121 . .000 .002 564 674
N 40 40 40 40 40 40 40 13 13 35 40 40 40 40 40 40 40 36
pre-beta % lipoprotein  Correlation Coefficient .014 .052 -.006 -.375* -.064 434" 635" .716% -.346 .147 -.225 .099 .136 -.602* 1.000 -.359* .024 222
Sig. (2-tailed) .930 751 .970 .017 .693 .005 .000 .006 247 .401 162 542 404 .000 . .023 .885 194
40 40 40 40 40 40 40 13 13 35 40 40 40 40 40 40 40 36
beta % lipoprotein Correlation Coefficient -.023 .050 -.124 -.253 .226 111 -.136 -.623* 490 .009 127 273 .100 -.482% -.359* 1.000 -.074 -.202
Sig. (2-tailed) .889 757 445 115 .160 497 403 .023 .089 .957 436 .088 .538 .002 .023 . 648 .238
N 40 40 40 40 40 40 40 13 13 35 40 40 40 40 40 40 40 36
glukoz mg/dL Correlation Coefficient .169 -.232 178 -.104 .163 -.031 243 .054 .330 .266 .005 .109 -.220 .094 .024 -.074 1.000 .582*
Sig. (2-tailed) 290 .145 .265 516 .309 .847 126 .854 249 117 975 499 .168 .564 .885 .648 . .000
N 41 41 41 41 41 41 41 14 14 36 41 41 41 40 40 40 41 37
insulin mikrolU/ml Correlation Coefficient -.068 .056 .076 -.304 -.037 -.336* .345% .635*% -.021 -.245 -.425" .067 -.187 -.073 222 -.202 582" 1.000
Sig. (2-tailed) 691 743 .657 .068 .830 .042 .036 .026 .948 177 .009 693 .268 674 .194 .238 .000 .
37 37 37 37 37 37 37 12 12 32 37 37 37 36 36 36 37 37

**. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed).
*. Correlation is significant at the .05 level (2-tailed).
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TESEKKUR

Doktora ¢aligmalarim sirasinda basindan sonuna kadar bana her yonden yol gosterici
olan ve destekleyen, bilgi ve tecriibe birikimine ¢ok saygi duydugum Tez Danigmanim
Uludag Universitesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dal1 &gretim iiyesi Prof.
Dr. Ismail Hakki Ulus’a; temel farmakoloji ve klinik farmakoloji konularinda egitimime
biiyiik katkilar1 olan, ayn1 Anabilim Dalinin 6gretim {iyeleri Prof. Dr. Burhan Kiran, Prof.
Dr. Levent Biiyiikuysal, Prof. Dr. Vahide Savci ve Prof. Dr. M. Sibel Giiriin’e; her zaman
destegini hissettigim doktora ders hocam Biyoistatistik Anabilim Dal1 6gretim {iyesi Prof.
Dr. Ismet Kan’a; ayrica Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii Prof. Dr.
Kasim Ozliik’e;

Tez caligmalarim sirasinda teorik ve pratik konularda katkida bulunan Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Yesim Il¢o1’e,
biyolog Derya Sucu’ya ve bas teknisyen Mete Erden’e; tez caligmalarim sirasinda
desteklerini gordiigiim Cocuk Ruh Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1 aragtirma
gorevlileri Dr. A. Giiven Kiligoglu ile Dr. M. Erdem Uzun’a ve tiim hastalarima ve
ailelerine;

Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dal1 ile Cocuk Ruh Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali’ndaki ¢aligma arkadaglarima;

Tip egitimim sirasinda farmakolojiyi tanitan ve sevdiren Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Farmakoloji ve Klinik Farmakoloji Anabilim Dal1 6gretim tiyeleri Prof. Dr.
Sezen Kosay ve Prof. Dr. Isik Tuglular’a;

Her zaman yanimda olan, yagama ve meslege anlam katan aileme en igten
tesekkiirlerimi sunarim.
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OZGECMIS

Yrd. Dog. Dr. Yesim Taneli, 29.07.1965 tarihinde izmir’de dogmus, ilkdgrenimini
Gottingen’de (Almanya) Wilhelm-Henneberg-Schule’de, ortadgrenimini yine Gottingen’de
Max-Planck-Gymnasium’da ve Bursa Anadolu Lisesinde tamamlamistir. 1983-1989 yillar1
arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesinde yiiksek 6grenim gérmiis ve Psikiyatri Anabilim
Dalindan aldig1 ‘Saglikli Deneklerde Hemisfer Dominansinin Aragtirilmasi’ konulu
diploma tezini vererek Aralik 1989°da ‘Tip Doktoru’ olarak mezun olmustur. Ardindan
Bursa Tabip Odasindan Bahar 1990 déneminde ‘Isyeri Hekimi’ sertifikas1 almugtir.

Eyliil 1990°da Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji ve Klinik
Farmakoloji Anabilim Dalinda doktoraya baglamis, Mart-Temmuz 1991 arasinda Avrupa
Toplulugu ‘Konferans Terciimani Egitimi’ bursu nedeniyle ara vermis, Agustos 1991°den
itibaren devam ettigi Farmakoloji doktorasindan, DAAD bursuyla Wiirzburg Universitesi
Tip Fakiiltesi Psikiyatri Kliniginde Alzheimer Hastalig1 konusunda Almanya’da ¢alismak
tizere Mart 1992°de ayrilmistir. Cocuk Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 uzmanlik egitiminden
sonra Eyliil 2000’den bu yana halen Farmakoloji doktorasina devam etmektedir.

Almanya’da Nisan 1992-Eylul 2000 arasinda DAAD bursu ve Cocuk Ruh Saglig1 ve
Hastaliklar1 uzmanlik egitimi ¢ergevesinde Wiirzburg Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri
Kliniginde ve ayn1 klinigin Norokimya Laboratuvarinda (Dir.: Prof .Dr. P. Riederer);
ardindan Westfalya Eyaleti Cocuk ve Ergen Psikiyatrisi Hastanesi / Marl; Diisseldorf
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Merkezi; Klinikum am
Europakanal Psikiyatri Klinigi / Erlangen ve Erlangen Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk ve
Ergen Psikiyatrisi Klinigi’nde ¢aligmustir.

Yrd. Dog. Dr. Yesim Taneli, Eyliil 2000°de Cocuk Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Uzmani
olmus, Mart 2001°de itibaren Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Ruh Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda goreve baslamistir. Aralik 2002°de Yardimci Dogent
tinvanin1 almistir ve Subat 2006’dan bu yana ayn1 Anabilim Dali’nin bagkanligini
yuriitmektedir.

Yrd. Dog. Dr. Yesim Taneli, Almanca, ingilizce ve Fransizca bilmektedir.
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