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{ZET

Familyal hiperlipoproteinemi tam ve tedavisinin taki-
binde Cnemill bir rol oynayan serum  Lrigliserit, kolesterol
defrerlerl ve lipoprotein paterni normal kisllerde saptanma-
gu cabsmlmistir. Trigliseritler, adsorban kullanmadan, kolo-
rimetrik olarak dlglilmiigtilr. Cahgmaruz kapsayan ve yas-
lar 2 ile 37 arasinda defigen 32 vakada, kullamlan metot ile
normal tfigliserit seviyesi of 19693 = 34.65 mg olarak bu-
lunmugtur, Bu deger cinsivete gore bhir defigiklik ghsterme-
mistir.

Trigliserit degerler], kolesteral deferi ve lipoprotein pa-
ternl lle de kyaslanmigtir. Vakalarm tiimiinde kolesterol
normal simrlar iginde bulunmugtur. Lipoprotein paterninin
ise 16 yaga kadar normal oldugu, daha ylksek yaglarda da
hafif pre - bata bantlarmm ortaya akbf girillmistiir.

SUMMARY

Together wilth lipoproteln pattern, serum triglyveeride
and cholesterol levels are important for the diagnosis and
for the follow of the course of treatment of familial hyperli-
poproteinemia. Therefore, we tried to determina the normal
serum triglyseride, cholesterol values and lpoprotein pat-
tern In normal Turkizh population. Triglycerlides are dermi-
ned by colorimetric method without uwsing adsorbent. In the
32 cases studied, with ages ranging from 2 to 37, the nor-
mal triglyceride level iz found to be 18693 — 34.84 mg/100
ml by this method. The difference of the normal values het-
ween gexes was found to be non - significant.

Triglyceride wvalues were, also, correlated with choles-
terol values and lipoprotein pattern. In all the cases the
cholesterol levels were within normal limits. On the other-
hand, lipoprotein pattern was normal in cases of 2 to 16 ye-
ars of age whercas pre - beta band appeared In cases above
16 years of age,
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GIRIS :

Lipid veya lipoprotein metabolizmasinda kahtsal bir bozuk-
luk sonucu belirli lipit veya lipoproteinlerin seviyeleri kanda arta-
bilir, Klinikte bu vakalar «Familyal Hiperlipoproteinemiler» adi al-
tinda toplanmugtir (1).

Hiperlipoproteinemiler, koroner arter hastalgmin tesekkiiliine
vol acabileceklerinden serum lipit ve lipoproteinlerinin degerlerini
raptamak gok dnemlidir.

Koroner arter hastahiginin tesekkiilii ile plazma trigliserit se-
viveleri arasinda bir iliskinin meveudiyeti gosterilmistir. Trighse-
ritlerin «normals in {istiinde bir seviyede bulunmalari bu hastahdm
biyolojik bir gistergesi olarak diigiiniilmiistiir (2, 3).

tvle ise hiperlipoproteinemi tam ve tedavisi icin dogru ve has-
sas metodlarla lipit ve lipoproteinlerin tayini gerekmektedir (4).
Lipit ve lipoproteinler iginde trigliserit, kolesterol ve beta lipopro-
teinlerin miktari dnem kazanmstir (5).

Trigliserit, kolestercl ve beta-lipoproteinlerin tek basina veya
beraberce artmalarina gire beg tip familyal hiperlipoproteinemi
tarif edilmistir (1). Iste serumda yukarida adi gecen lipitlerin ayr
ayri ve beraberce incelenmesinin hiperlipoproteinemi tamisi ve te-
davisi yiniinden ne kadar tnemli oldugu agiktir.

Hiperlipoproteinemi tams igin bu cahismada dnce Tiirk popu-
lasyonundaki normal serum trigliseril, kolesterol degerlerini ve li-
poprotein elektroforezi palernini saplamaga calighk. Ayni zaman-
da, trigliserit tayini icin kolorimetrik esasa dayanan, her yerde ko-
layhkla uygulanabilecek, gabuk ve uenz bir metot uyguladik.

GEREC VE YONTEMLER :

Kan, metabolik sikayetleri olmayan, Hacettepe iiniversitesi tip
fakiiltesi iiroloji, ortopedi, kadin-dogum kliniklerinde yatip ameli-
vat igin 12 saat ag kalnng 32 vakadan heparinsiz alindi. Bu vakala-
rin yaglar 2 il 37 arasinda degigip 11'i kadmn, 21'i erkektir.

Alnan kan oda sisinda 2500 devirde santrifiij edildi ve serum
trigliserit, kolesterol ve lipoprotein elektroforezi icin hemen gali-
sildi.

Trigliseritler, Boehringer (Almanya) firmasmm trigliserit kiti
ve DY, Hsia ve arkadaslannin trigliserit metotlarnin  tarafinmz-
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dan yapilan baz degigiklikleri ile tayin edildi (8). Metot, serumdaki
trigliseritlerin, potasyum hidroksit ile saponifikasyonu sonucu agi-
ga cikan gliserolun formaldehit vermek iizere oksidasyonu ve mey-
dana gelen formaldehitin renkli bir kompleks vermek iizere kro-
motropik asit ile birlegmesi esasima dayanmaktadir.

(ozeltiler :

A, Trigliserit tayini igin :

1. Etandart (% 100 mg) - 100 mg Tristearin (Mann) 100 ml
kloroform iginde ciziildii.

2. St:i.ndart (% 50 mg) - % 100 mg Tristearin, kloroform ile
1 : 1 oraminda sulandild,

Her iki standart, her deney giinii, kloroformun uguculugu ne-
deni ile, yeni hazirland.

3. Alkolik potasyum hidroksit (0.5 N) - 33 g KOH 100 ml dis-
tile suda ¢oziildii ve hacim 100 ml'e % 99.9 etanol ile tamamlandi.
4°C'de uzun siire dayanmkhdir.

4. Magnesium sulfat (0.15 M) - 37 g Mg50, 1000 ml'e su ile
tamamlandi. 4°C'de uzun siire dayanikhdr.

5. Sodium metaperiodat (0.05 M) - 10.6 g NalO, 1000 ml'e
su ile tamamlandi. 4°C'de uzun siire dayvamkhdir.

6. Sodium arsenit (0.5 M) - 64.95 g NaAsQ, 1000 ml'e su ile
tamamlandi. 4°C'de uzun siire dayamklidir.

7. Kromotropik asit - 1 g kromotropik asit (4, 5 Dihidroksi-
2, 7 naftalen disulfonik asit) 100 ml distile suda ciiziildii. 300 ml de-
rigik H,S0, ile 150 ml distile su kangtirihp sogumasim bekledikten
sonra kromotropik asit gizeltisine ilave edildi. Oda 1misinda saklan-
di. Her ay veniden hazirlandi.

B. Kolesterol tayini igin :
Kolesterol kiti (Merck) kullaralds
C. Lipoprotein elektroforezi icin :

1. Poliakrilamit jelleri, B.J. Davis'in metoduna gore hazir-
land1 (7).

2. Gil Red O hazirlams - Boya % 60 etanol icinde doygun du-
rumda 16 saat oda 1sminda bekletildi ve siiziildii (16).
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Yimtemler :
A, Trigliserit tayini :

1. Saponifikasyon - 0.2 m! serum ve standartlar, 0.5 ml alko-
lik KOH ile karstild:. 30 dakika 65°C su banyosunda tutulduk-
tan sonra oda 1mismda sogutuldu. Her tiipe 1 ml MgSO0, ilave edildi,
kanstirildi ve oda 1msinda 2500 devirde 10 dakika santrifuj edildi.

9. Renk tesekkiilii - Santrifujden sonra her tiipiin berrak iist
kismndan 0.12 ml ayn tiiplere pipetlendi. Deney «kirs ii icin bir
tiipe 0.12 ml distile su pipetlendi. Bundan sonra her tiipe sira ile
0.1 ml sodium metaperiodat ve 0.1 ml sodium arsenit ilave edildi,
karstirild: ve her ilaveden sonra oda 1msmda 10 dakika beklendi.
En son olarak her tiipe 2.5 ml kromotropik asit kondu, kanstirild:
ve 100°C'de 30 dakika kaynatildi. Bu siire sonunda oda 1smisinda so-
gumaga birakilan tiiplerde renk tegekkiilii 570 nm'da Coleman ko-
lorimetresinde bekletilmeden okundu.

B. EKolesterol tayini :
Kolesterol kit'i (Merck metoduna gire yapildi.

C. Lipoprotein elekiroforezi :

1. Serumun hazirlanmasi - 0,1 ml serum, 0,1 ml Oil Red © ile
kamgtinldi ve jellere tatbik edilir duruma getirildi.

2. Elektroforez - B.J. Davis metoduna gire yapildi (7).
D. Onem kontrolu igin t testi kullamldi.

BULGULAR :

1. Standart Egri : Standart olarak kullanlan trigliserit kon-
santrasyonu ile elde edilen optik dansite arasinda dogrusal bir ilis-
ki bulundu (Selkil 1).

2. EKullamlan Metot ile Trigliserit Tayini Hassasiyeti : 6 va-
kanin serumlarimn trigliserit tayini iic giin arka arkaya tekrarlan-
di. Ayni serum ile elde edilen degerler Tablo 1'de gésterilmistir.
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Tablo 1
Trigliserit Tayininin Hassasiyeti
Trigliserit (% mg)
) Vaka L tayin 2. tayin 8. tayin
S.0. 176.9 178.0 163.7
AK, 165.5 167.0 178.7
S.S8. 175.8 179.2 178.7
M.F. 195.3 183.3 163.6
S.A. 1720 200.0 168.5

M.K. 211.6 225.7 1829



1. ve 2 nei tayinler arasinda iyi bir korrelasyonun varlig Sekil
2'den goriilebilir, Ayrica 1. ve 3 iinecii, 2. ve 3 iincil tayinler arasin-
da da ivi bir korrelasyon saptanmagtir,

SEKIL 2

ANI SERUMLARN KT AMRI TANINDE KORELASYON
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Sekil : 2
Aynl S8erumlann Tkl Ayn Tayininde Korrelasyon

3. Kullamian Metodun Verimi : Bu calismada trigliserit tayi-
ni igin kullanilan metodun saponifikasyon ve renk tesekkiilii safha-
larindaki verimini saptamak igin belirli derigiklikteki standartlaria,
trigliserit miktar: daha &neceden tesbit edilmis serumlar kangtinl-
mig ve sonucta elde edilen trigliserit degerlerinin, standart ve se-

rum degerlerine yakinhg arastirilmigtir.
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Tablo 2
Verim

Trigliserit (% mg)

Standart
trigliserit
(% 50 mg Deneysel Teorik Verim
!:istmrh) Serum  Standart -+ Serum Stsmdart 4 Serum % B
58.60° 81.85 151.7 140,45 108.1
50.00° 97.65 162.7 147.65 110.2

* 0 100 mg trighiserit standardimn verdigi optik donsiteye gire hesaplan-
msti?,

Tablo 2 den de giiriilebilecegi gibi tayin esnasinda herhangi bir
kayip yoktur,

4. Vakalarmmizin Serumlarinda Saptadifimiz Trigliserit  De-
gerlerinin, Kolesterol ve Lipoprotein Elektroforezi Bulgular ile -
yaslamasi : 32 vakadan, Arac Gerek ve Yintemler kisminda anlati-
dign gibi, alman serumlards trigliserit, kolesterol tayini ve lipopro-
tein elektroforezi yapilmigtir, Sonuglar Tablo 3 de gisterilmistir,

Tablo 3

Serum Trigliserit, Kolesterol Degerleri ve
Lipoprotein Elcktroferezi Bulgulam

Trigliserit  Kolesterol  Lipoprotein

Vaka Yag (% mg) (% mg) Elektroforezi
M.G. 37 201.5 260 pre-beta
C.E. 3b 212.3 320 2

M.T. 21 173.8 260 normal
K.O. 10 2478 220 pre-beta
0.L 22 200.0 260 normal
ALA, 22 206.6 260 »

R.Y. 15 233.9 280 *



F.C. 6.5
SK T
LA T
M.A, 20
M.Y. a7
A8, a7
AG. 2
8.G. 36
8.8, 16
G.0. 11
LE. 25
AA 5
L.I. 18
8.8, 21
C.U. 4
N.T. 37
585G 23
N.T. 5
MY. 24
8.0. 28
AK. 13
585 3
M.F. 110
S.A, 24
M.K. an
Ortalama+5.I.

146.0
192.0
156.9
176.9
229.2
181.5
170.3
201.8
162.9
177.7
164.8
211.1
187.0
325.9
2074
185.1
187.0
262.9
187.0
172.9
186.0
184.6
180.7
180.2
206.7

320
280
240
280
400
300
238
260
176
148
1756
203
182
141
133
175
140
135
210
180
145
155
260
280
380

%
»
E
pre-heta
»
n
normal
b3
»
hafif pre-beta
normal
pre-beta
»
*
normal
hafif pre-beta
normal
»
o

B

196.93+34.65 231.53:70.90

Tablo 3 ten de gorillebilecegi gibi lipoprotein elekiroforezinde
32 vakanin 19 unda normal bantlar varken geri kalanlarinda nor-
mal olmayan hafif pre-beta ve pre-beta bantlan vardi

Lipoproteinlerin, elektroforezdeki yerleri Resim 1 de gister.!-

migtir.
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5. Cinsiyetin Etkisi : Serum trigliserit, kolesterol degerleri ve
lipoprotein elektroforezi bulgularimin cinsiyete gtire bir farkhhk

gisterip gdstermedigi incelenmistir (Tablo 4).

Vaka

F.C.
AG.
8.G.
G.0.
LK.
5.5,
N.T.
N.T.
8.G.
M.Y.
S.A.

Ortalama+ 8.1,

Vakno

M.G.
C.B.
M.T.
K.0.
0.1
AA.
R.Y.
S.K,
LA,
M.A,
M.Y.
AB,

T4

Tablo 4

Calrilan Vakalarin Cinsiyete Gire Serum Trigliserit,
Kolesterol Degerleri ve Lipoprotein _l_illelc_trn!'urrﬁ Bulgular

Trigliserit

 (%mg)

146.0
1702
201.8
1777
164.8
225,09
185.1
262.9
187.0
187.0
180.2

198.4+51.3

Trigliserit

(% mg)
201.5
212.3
173.8
247,6
200.0
206.6
233.9
192.0
156.9
176.9
229.2
1815

Kaihin

Kolesterol
(% mg)

320
238
260
148
178
141
175
135
140
210
280

2023640

Erl:qli

Kolesterol
(% mg)
260
320
260
220
260
260
280
280
241)
280
400
300

Lipoprotein
Elektroforezi

normal

]

I
hafif pre-beta
pre-beta
&
normal
hafif pre-beta
normal

n

Lipoprotein
Elekiroforezi
pre-beta
B
normal
pre-heta
normal



5.5 162.9 178 normal

AA, 211.1 203 *
LI 187.0 192 pre-beta
C.U. 207.4 133 »
s, 172.9 180 normal
AK. 186.0 145 »
5.8. 184.6 155 »
MF. 180.7 260 »
M.K. 206.7 380 pre-beta

Ortalama -+ S.D. 195.8+23.3 246.9-70.9

Tablo 4 ten de giriildiigii gibi trigliserit ve kolesterol degerleri
yiniinden iki cinsiyel arasinda finemli bir farklilk yoktur. (Trigli-
serit ve kolesterol igin p > 0L05)

6. Yasin Etkisi : Serum trigliserit, kolestercl degerleri ve li-
poprotein elektroforezi bulgularmin yasa gére bir farklilk gosterip
gistermedigi arastinlmistir. 2 - 37 yaslan arasinda olan vakalari-
miz 2 - 15 ve 16 - 37 olmak iizere iki grupta incelenmigtir (Tablo 5).

Tablo 5

Calisitan Vakalar Yasa Gire Serum Trigliserit, Kolesterol
Degerleri ve Lipoprotein Elektroforezi Bulgulan

Trigliserit Kolesterol Lipoprotein

Yas Grubu (% mg} (% mg) Elektroforeszi

2-15 Yas Arasi

R.Y. 2339 250 normal
F.C. 146.0 320 *
S.K. 192.0 280 *
LA, 156.9 240 »
AG, 170.3 235 »
AA, 2111 203 ¥
c.u. 207.4 133 pre-beta
N.T. 262.9 135 normal
AK. 1860 145 »
8.5 1584.6 155 Y
M.F. 180.7 260 »

Ortalama-~5.1D. 193.8+33.7 217T.18+66.6

%



Kolesterol

Trigliserit Lipoprotein

Yas Grubu (% mg) (% mg) Elektroforezi

16 - 37 Yas Arasi

M.G. 201.5 260 pre-beta

C.E. 212.3 320 »

M.T. 173.8 260 normal

K., 247.8 220 pre-beta

0.1 200.0 260 normal

AA, 206.6 260 »

MLA. 176.9 280 pre-beta

M.Y. 229.2 400 »

AR 181.5 300 W

5.G. 201.8 260 normal

s.8. 162.9 176 »

G.0. 177.7 148 »

LE. 164.8 178 hafif pre-beta

L.L 1870 192 pre-beta

5.5, 325.9 141 5

N.T. 185.1 175 9

8.G. 187.0 140 hafif pre-beta

MY, 187.0 210 normal

2.1 172.9 180 »

S.A, 180.2 280 »

M.F. 206.7 3s0 pre-heta

Ortalama-~S.D. 198.5=35.8 239.0+73.5

Tablo 5 ten de gériildiigii gibi trigliserit ve kolesterol degerleri
yiniinden iki yag grubu arasinda tnemli hir farklilk
mustir. (Her iki vas grubunun trigliserit ve kolesterol igin p > (.05)

Aynica clektroforezde pre-beta bantimin ileri yaslarda normal

goriinen kigilerde de ortaya ¢iktigi dikkati cekmektedir.

TARTISMA :

Klinikte hiperlipoproteinemilerin, koroner arter hastalklarina
yol agmas) yoniinden, Lam ve tedavisi ¢cok tinemli bir sorun varat-
maktadir. Kesin tam ve tedavinin takibi igin serum trigliserit, Lo-
lesterol seviyeleri ve lipoprotein elektroforezi paterninin beraberce
incelenmesinin degeri biiyiiktiir. Bunun igin herseyden fince giivem-
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lir ve rutin iglerde kullanilabilecek kolay, cabuk ve ekonomik me-
totlara gereksinme duyulmugtur.

Trigliserit tayini icin bashca nefalometrik, kolorimetrik, enzi-
matik ve fluorimetrik olmak iizere pek ¢ok metot kullamlmigtir (8,
9, 10, 11, 5, 12, 13, 2, 3). Bunlardan nefalometrik metot kiiciik la-
boratuvarlar igin uygun olabilir ama nefalometreye gerek vardir (8).
Kolorimetrik metotlar, genellikle trigliseritlerin ekstraksiyonu, gli-
serolun agga gikmas), agiga cikan gliserolun formaldehit vermek
iizere oksidasyonu ve formaldehitin renkli veya fluoresan bir mad-
deye doniismesi esasina dayamr, Ekstraksiyon isopropanol, heplan,
nonan gibi cesitli organik c¢oziiciillerle yapilabilir (4, 11). Bu metod-
larda kullamlan cozeltiler genellikle dayamkh olmayip bazi hallerde
hergiin hazirlanmasim icap ettirebilir (9). Bazi kolorimetrik me-
totlar ise organik ¢iiziiciiler yerine Doueil, Zeolit gibi adsorbanlar
kullanmaktadir (4, 6, 10, 11). Fluorimetrik metotlar da organik ¢o-
ziiciilerle ekstraksiyonu ve Zeolit ile adsorpsiyonu gerektirmektedir
ciinkii aldehitler, fosfolipitler, glukoz gibi visinil hidroksilli mole-
kiiller, serin gibi alfa amino alkoller ve alfa ketoller interferans gis-
terebilirler (2, 3).

Enzimatik tayinlere dayanan metotlarda, pankreatik lipaz wve
alfa kimotripsin beraberce kullamlmaktadir (13). Aqiga gikan gli-
serol, ATP ve gliserolkinaz, fosfoenolpiruvat wve piruvat kinaz,
NADH ve laktik dehidrogenaz enzimlerinin sira ile arka arkaya tep-
kimeleri ile spektrofotometrik olarak Olgiilebilir (3). Lipaz sadece
trigliseritleri hidroliz edip fosfolipitleri etkilememesi y&niinden G-
giildiir fakat bu tayinlerde yeterince enzim aktivitesinin ortama ila-
ve edildigine, kullamlan enzimlerin saf olmalarina Onemle dikkat
edilmelidir. Ayrica substrat ve enzimler yéniinden oldukca pahah
metotlardir.

Cahgmamizda trigliseritlerin organik goziiciilerle ekstraksiyo-
nu yerine alkalen potasyum hidroksit ile saponifikasyonunu ve agi-
ga cikan gliserolun, metaperiodatla oksidasyonundan sonra tesek-
kiil eden formaldehitin kromotropik asit ile kondansasyonunu ige-
ren bir tayin metodunu uyguladik. Metot basit ve cabuktur. Gencl-
likle serumlar taze galisilmistir ama ii¢ giin buz dolabinda beklet-
menin etkisi olmadifn ghzlenmistir. 0.2 ml gibi az miktar serum ge-
rektirmektedir. Ekstraksiyon basamagi yapumadigi icin  madde
kayh stz konusu degildir, Ozel aletlere gerek yoktur, Hemoglobin,
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glukoz ve bilirubinin renk tegekkiiliine etkisi olmadifi yayinlannng
tir (14). Tayinin serum veya plazmada yamlmasi trigliserit mik-
tarlarini etkilememektedir (2, 5).

Standart olarak tristearin kullamlmis ve drnekler gibi saponi-
fikasyon dahil ayni iglemlere tabi tutulmustur. Bu nedenle elde edi-
len okumalar direkt ornekteki trigliserit miktarim  vermektedir.
Sekil 1'den de goriilebilecegi gibi okwmalar diigiik konsantrasyon-
lardaki kiigiik sapmalar disinda % 400 mg'a kadar dogrusaldir.

Metodun oldukea hassas oldugu stylenebilir ciinkii gerek Tab-
lo 1'deki degerler ve gerekse Sekil 2'deki egriden ayni drnegin arka
arkaya yapuan ii¢ tayininde biribirine yakin sonuclar alindig giirii-
lebiilr.

Saponifikasyon ve renk tegekkiilii esnasinda hichir kaybm ol-
madifit Tablo 2 sonuglarindan anlasiimaktadir.

Literatiirde verilen normal serum trigliserit degerlerinin mimir-
lari cok genis ve cok degiziktir (2, 4, 8, 9, 12, 14, 15). Grnegin hir
enzimatik tayinde normal deger “% 73 - 213 mg olarak verilmigken
hir kolorimetrik tayinde % 37 - 134 mg olarak verilmistir (5, 10)
Kromotropik asit ile yapilan bir grup cahsmada normal deger
138-64.7 .0, bulunmustur (4), Bizim ¢alismarmizda da normal de-
fer 196.93+ 34.65 S.D. olarak bulunmustur ki literatiirde yayimnlan-
mig olan degerlere uymaktadir (Table 3).

Zerumda bulunabilecek serbest gliserol cok az oldugundan ras-
totta hir diizeltme yapilmamastir.

Serum Lrigliserit seviyeleri cins ve yas bakimindan dnemli bir
farkhihk gislermemektedir (Tablo 4 ve 5).

Kelesterol, Merck flirmasimin Kkiti ile tayin edilmistir. Tablo 3
ten de goriilebildigi gibi literatiirdeki normal degerlere  uymakia-
dir. Ayrica cins ve yas bakimindan da normal degerlerde bir farkh-
bk saptanamamgtir (Tablo 4 ve 5).

Orneklerimiz normal populasyondan secildigi igin lipoprotein
elektroforezi paterninin de Resim 1 A'da giiriildiigii gibi normal ol-
mas1 beklenirdi. Halbuki 32 vakadan 19 unda normal patern var-
ken geriye kalan vakalarda hafif pre-beta veya beta bantlan sap-
tanmigtir. Pre-heta bantlar genellikle 16 - 37 yag grubunda  top-
lanmigtir (Tablo 4). Yas ilerledikce muhtemelen hiperlipoproteine-
miye predispoze olan vakalarda pre-beta banti aciga qkmaktadir,
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Zaten bu nedene biitiin vakalammiz imkn dahilinde genc kisiler-
den segmege cahgtik.

tste ozel kitlere gerek olmadan serumda trigliseritlerin basit,

cabuk, ekonomik, oldukca hassas ve dogru bir gekilde tayini imka-
nim veren bir metodun sonuglan ile kolesterol ve lipoprotein pater-
ni sonuclan birlegtirildiginde genis bir hiperlipoproteinemi tarama-
g1 vapmak miimkiin olur kansmdayiz.
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