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OZET

Caligmamizda, siizge¢ kagudina emdirilen kan ve serum érneklerinde, Roket
elektroforezi yontemiyle Apolipoprotein B (Apo B) miktar belirtimi yapildi. Aynt
olgularin serumlarinda Radyal Immun Diffiizyon (RID) yéntemiyle saptanan Apo B
degerleri ile, diger 2 yontemde saptanan degerler istatistiksel agidan kiyasland,

Elde ettigimiz sonuglar kaynak verileriyle de uyumlu olup, kanda Roket elek-
‘troforezi yonteminin aynen serum gibi cahsilabilecegini ve guuembr olduguhu gés-
terdi,

SUMMARY

Apolipoprotein B Measurement in the Sainples of Blood and Serum
Spotted on Filter Paper

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

The results we had at last, were in harmony with the source data, It has
showed us that the method of Rocket electrophoresis in blood, could work just
like serum, and it also showed us that it is believable.
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Son yillarda insan serum Iipbpmteinleri, igerdikleri apolipoproteinier sayesin-
de, immunokimyasal teknikler kullanilarak 3 gruba aynlmaktadir. Bunlar ¢ok diisiik
dansiteli lipoproteinler (VLDL), diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek
dansiteli lipoproteinler (HDL) dir®.

Apolipoproteinierin Ol¢iimiinde yararlanilan immunokimyasal yontemler im-
munolojik olmayan yontemlere gore (kromatografi, izoelektrik fokiisleme, poliak-
rilamid jel elektroforezi gibi) daha hassas, dzgiin ve tekrarlanabilir 5zelliktedir? «3

Immunokimyasal yontemler arasimda Radyal immiinodiffiizyon (RID), immii-
nonefelometri (INA), ELISA (Enzyme-inked immunosorbent assay), Floresans
immunodeney (FIA), Radyo immun deney (RIA) ve Elektro immun deney (EIA)
sayilabilir® =7,

EIA veya Roket yontemi immunopresipitasyon tekniklerine gre daha hassas
ve hzhidir. Klasik yontemde elektroforez, icinde antikor bulunan agar veya agoroz
icinde yapilir. Antijen igeren numuneler, jelde acilmis belli capta kuyulara tatbik
edilir. Olusan piklerin boyu kan veya serum numunesindeki antijen miktar: ile oran-
tihdir. EIA'da roketin olusumu, elektroforez esnasinda tamponun icerigi, antikor
miktari ve agaroz jel igindeki i¢ degismelere baghdm®,

Apolipoprotein B (Apo B), LDL'nin baslica tasiyici proteinidir. Familyal hi-
perlipoproteinemi Tip II de (FH-II) biiyiik miktarlarda bulunur. Apo B nin aort inti-
masina yerlestigi ve atherosklerozun olusumunda etkili oldugu saptanmistir®+1®

fste bu galiymamizda, atheroskleroz agisindan nemi diisiiniilerek, toplumda
serum Apo B seviyesinin tayininde genis taramalar yapilabilmesine olanak verecek,
hem de uygulama kolayhi ve diisiik maliyete sahip bir yontem kurmay1 amacladik.
Bunun icin Laurellin Roket elektroforez yéntemini' ' bazi degisikliklerle uygula-
yarak elde ettigimiz sonuciari hem referans yontem olarak ¢alishigimiz RID yon-
temi sonuclan ile hem de kaynak aragtirmalarimiz sonucu elde ettigimiz verilerle
kiyaslayarak yontemimizin giivenilirligini gostermek istedik.

GEREC VE YONTEM

Laurell'in Roket elektroforez yontemi bazi yonlerden modifiye edilerek, ku-
rutma kagidina emdirilmis kan ve serum numunelerinde, Apo B miktar belirtimi ya-
pilan bu ¢alismada kullanilan bashca ayrag ve araclar s;unlardl1 F=Ae

Barbital tampon (0.1 M, pH: 8.2) i¢in "5-5-Diethylbarbituric ac:d" (Barbital,
Merck Art No: 500535) ve "5 -5-Diethylbarbituric acid sodium" salt (Barbital so-
dium, Merck Art No:500538) kullanild1.

Agorose-L (Behringwerke K.- Lot No: 252011 A) den 2 degisik konsantras-
vonda jel hazirland:. Bunlardan % 0.5 'lik agoroz jel (distile suda), cam plagi kapla-
mak igindi. % 1.5'luk agoroz jel ise aplikasyonlarin yapilacagi jel tabakas: icin kul-
lanildi.

Boyama ¢ozeltisinde '"Coomassie Brillant Blue'' (Merck Art No: 15444) kulla-
nild1 (5 gr boya, 450 ml alkol, 100 ml asetik asit, 450 ml distile su).

Renk giderme c¢ozeltisi ise % 5'lik asetik asitti (CH3; .COOH, Merck Art No:
56).

Olgulardan alinan kan ve serumlar 2 no'lu Whatman siizge¢ kagidina emdiril-
dikten sonra, oda 1sisinda kurutularak, + 4°C de buzdolabinda sakland;. Maksimal
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saklama siiresi 4 hafta olarak belirlendi. Ayrica RID yonteminde kullamlacak serum
numuneleri de ufak akrilik tiiplere konarak agizlan parafilmle kapatildiktan sonra
— 20°C de kullanim 6ncesine kadar saklands. 4

fyice temizlenmis cam plaklar (110x10Cx1.5 mm, Behringwerke) iizerine 8n-
ce % 0.5'lik, sonra % 1.5'luk jel, tabaka halinde yayildi. Hazirlama esnasinda % 1.5
luk jel icine 60 ul antiserum (Human-Antilipoprotein B, Behringwerke Ch. - B/Lot
No: 042232 D) ilave edildi. :

4 V/em de, 10 dakika preelekiroforezden sonra siizgec kafidina éemdirilmis
Apo B standardi, serum ve kan numunelerinden zimbayla 5 mm capinda diskler ha-
zirlanarak jelin (—) kutbuna, kenardan 1 cm icerde oclacak sekilde yerlegtiviidi,
4 V/cm de elektroforeze 16 saat, + 4°C da devam edildi.

Aym kosullarda Apo B standartlannin (Apolipoprotzin B-Standart Serum,
Behringwerke, Ch.-B/Lot No. 104917 F) cesitli konsantrasyonlan ile elektroforez
yapiiarak standart kalibrasyon egrisi elde edildi.

Ayrica aymi olgularin serum numunelerinde RID yéntemiyle® % Apo B tayini
yapildi. Bu amacla, ticari Behringwerke NOR-Partigen Apo B immunediffizyon
plag: {Ch.-B/Lot No. 054944) kullanild1.

BULGULAR

Galigmamizda, kan ve serumda modifiye Laureil'in elektroforez yontemi ve
serumda RID yontemi ile Apo P miktar belirtimi yapildi. Sonra 3 yontemle sapta-
nan Apo B deferlerinin dagilimi istatistiksel vontemlerle incelendi.

20 olguda gergéklegtirdifimiz bu yontem c¢abismarmzda, kania c¢ahsilan
Roket elektroforezinde Apo B ortalama degeri (x + SH) % 85.8 £ 1.3 mg, serumla
galigilan Roket elektroforez yénteminde ise % 83.9 + 1.5 mg olarak bulundu, tki
yontem arasinda istatistiksel agidan onemli bir fark saptanamad: (Tabio: I). Kan ve
serumda caligilan yontemierde hesapladigimiz % CV degerleri de birbirine vakinds.
Kania caiigiian yontemde CV degeri % 8.23 iken, serumia calisiian yontemde CV'-
nin % 7.82 oldugu goriildi.

Referans yontem olarak caligtifimiz RID yontemiyle aym olgularin serum
numunelerinde saptadifumiz Ape B ortalama degerleri ise (x + SH) % 83.2+ 1.6 mg
idi. RID yonteminin defigim katsayisi (% CV) % 11.12 olarak saptandi,

Tablo: |}
Kanda ve Serumda Laureli‘in Roket Elektroforezi
Yontemi lie Apo B Degerlerinin Dagilimi

Yontemler
Olgiilen Kanda Serumda
Degerler n=20 a=20
_ {x £8H) (x = SH) P
Apo B 85.8+1.3 83915 AD.
(% mg)

n = Olgularin sayisi
A.D. = Yontemlerin birbirine gore fark: anlamh degil.
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RID vénteminde bulunan serum Apo B ortalama degerleri ile kan ve serumda
cabsilan Laurell'in Roket elektroforezi yontemine gore saptanan ortalama Apo B
degerleri, istatistiksel yontemlerle kiyaslandiginda, gruplar arasinda gene onemli bir
fark olmadig gorildii (Tablo: II).

Tablo: i
Laurell Roket Elektroforezi Yéntemiyle Calisilan Kan ve Serum
Ortalama Apo B Degerlerinin RID Yéntemiyle Calisilan Serum
Ortalama Apo B Degerleriyle Karsilastirilmas: -

YONTEMLER Olgiilen Parametreler

n Apo B (% mg) x £ SH t P
RID 20 83.2+1.86 = G
Kanda Roket Elektroforezi |20 . 85,8%1.3 1.729 AD,
Serumda Roket Elektroforezi} 20 83.9*15 0.688 AD.

A.D.:RID yontemine gore anlamli degil.

TARTISMA

Familyal hiperlipoproteinemi Tip 1i {FH-II) dominant gecisli, hem homozigot
kem de heterozigotlarda hiperkolesterolemi, tendon ve derialt: ksantomlan ve pre-
matiir kalp hastahi ile karakterize bir hastaliktir’’ 7, Semptomlara sik rastlandigi
icin FH-II hakkindaki galismalar heterozigot kisiler lizerinde yogunlagmighir. Apo
B seviyesi yiiksek olan bu clgularda myokard enfarktiisi erken goriiliip genellikie
gliimle sonuglanr. FH-II heterozigoliania taranarak saptanmas: ile, atheroskieroz-
dan korunina ve erken tedavi amaclanmakiadir. Iste bu amagla Apo B Slgiimii, tara-
ma programiarmda FH-Ii'nin saptanmas icin en guvenilir bulgu oldufundan énem
kazannmustir,

ilk defa sigan serumunda RIA iie Apo B tayini yapilmaya cahgiimstir!®, Da-
ha sonra, 1977 yilinda A.C. Onitiri ve B. Lewis Roket elektroforezi yontemi ile Apo
B dlciimii yaparak, eriskinlerde ortalams Apo B degerini 77 + 18 mg/dl bulduklanm
bildirmiglerdir’.

1978 yilinda Amerika'da yapilan bir arastirmada serum Apo B miktar belirti-
minde EIA, R{A ve RID yontemleri kullamidiginda, EfA ve RIA yontemieriyle bu-
iunan sonuglarn aym olmasmna ragmen, RjD yontemi ile elde edilen senuclarin
% 4-8 miktarinda yiiksek oldugu belirtilmektedir. Bu caligmada EIA (Roket elek-
troforezi) ile normal eriskinlerde saptanan Apo B degeri 98 * Z mg/dl, bizim sonug-
lartrmizla uyumludur® . 7

1984 yiinda Oswald B. ve arkadaslan’® Apo Al ve Apo B miktar belirtimi
icin Roket elektroforezini modifiye ederek cahiymalar yapmislar. 1983 vilinda
Metel'skai ve arkadaglar®® iskemik kalp hastalifi olan kisilerde Roket elektroforezi
yontemi ile Apo AI ve Apo B tayini yaparak hiperlipidemi Tip II a ve Tip I b'de
HDL; 'ii olusturan Apo AI'i diisiik, Apo B degerlerini ise yiiksek bulduklarmi belirt-
mektedirler. Bu da hiperlipidemi Tip 11 a ve Tip Il b'de atheroskleroz riskinin yiik-
sek oldugu goriisiinii destekleyen Gnemli bir bulgudur,
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1981 yilinda Havekes ve arkadaslari®® plazmada Roket elektroforezi ve RID
ile Apo B tayini yaparak, iki yontemle elde edilen sonuglarin uyumlu oldugunu vur-
gulamaktadirlar.

1985 yiinda Dudman P.B.N. ve arkadaslan® erigkinde familyal tip II hiper-
kolesterolemi tayini icin filtre kagidina ahnmis kan numunelerini RID yontemi ile
calisarak ortalama Apo B konsantrasyonlarim 76.5 mg/dl saptadiklarini belirtmis-
lerdir. .
Rifai N. ve arkadaslan®? 1986 da serum Apolipoproteinleri i¢in immunotur-
bidimetrik bir yontem gelistirerek, RID yontemiyle kiyaslayinca, RID yontemi ile
elde edilen sonuglarin daha diigiik oldufunu belirtmektedirler. Bu aragtiricilar, im-
munoturbidimetrik yontemle, saflikh erigkin insandaki Apo B degerini 115 mg/dl
olarak saptamisglardir.

RIA yontemini Apo B tayininde kullanan diger bir grup arastmm ise 1342
vas grubunda bunun, ortalama 83 * 16 mg/dl oldugunu belirtmektedir?®. Gene
John J. Albers ve arkadaslan da'® normolipidemik ve hiperlipidemik olgularda
plazma Apo B degerlerini RIA ile (Cift Antikorlu Immunoassay) dlgtiiklerinde, sag-
hikh kigilerde total Apo B degerini % 81 mg bulurken, LDL Apo B'sini % 72 mg bul-
duklarim ve bu degerlerin RID yéntemi ile kiyaslandiginda uyumlu oldugunu be-
lirtmektedirler.

Roket elektroforezi RID yontemine gore daha hassas, RIA, ELISA, INA yo6n-
temlerinden daha az hassas bir yontem olarak kabul edilmektedir. Uzun zaman iste-
yen bir yontemdir. Buna kargin ucuz, kolay yapilabilen, rutin calismalar i¢in labo-
ratuvarlarda uygulanmaya elverisli bir yontemdir. Hem kanla hem de serumla cali-
silabilir. Kan ve serum numuneleri istenirse kuvulara koyulur veya bizim modifiye
ettigimiz gibi siizge¢ kafitlanina emdirildikten sonra belli ¢apta diskler hazirlamir.
Jel iizerine bu diskler verlestirilerek ¢alisilabilir,

SONUC

Kanla Roket elektroforezi, serumla Roket elektroforezi ve RID ile saptadig-
miz Apo B ortalama deperleri arasinda istatistiksel acidan anlamh bir fark gozlen-
medi.

Cahgmamizda karsilastifimz bir sorun elektroforez esnasinda barbiturik
asit kristallerinin belli bir siire sonra (+) kutup elektrodunu kaplayarak akim geci-
§ini engellemesiydi. Bu problem 6 saalle bir tankla birlikte tampon degistirilerek
coziimlenmeye ¢ahsildi

Serumda Roket elektroforez yontemi ile bulunan ortalama degerlerin, kanda
cahisilan yénteme kivasla kaynak verilerine daha uygun oldugu goriildii, ki yontem
arasinda istatistiksel acidan anlamh bir fark olmamasi ve kanda Roket elektroforez
yonteminin iglem agisindan daha pratik ve kolay olmasi nedeniyle biz kanda Roket
elektroforez yontemini aynen serumla galisilan Roket elektroforez yontemi gibi
cahigabilecegini ve giivenilir sonuglar alinabilecegini savunuyoruz.
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