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OZET

Akut ve Kronik Lésemide Katalaz C-262T ve Paraoksonaz 1 L55M Gen
Polimorfizmleri ile Katalaz ve Paraoksonaz Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Lésemilerin etyolojisinde, cevresel ve genetik faktdérler rol oynamaktadir.
Aerobik metabolizma sirasinda Uretilen serbest oksijen radikalleri antioksidan
savunma sistemleri tarafindan kontrol edilmektedir. Antioksidan enzimlerden
Katalaz (CAT) ve Paraoksonaz 1 (PON1), serbest oksijen radikallerinden hidrojen
peroksiti (H202) katalizleyerek etkisiz hale getirir. CAT ve PON1 enzimlerini
kodlayan genlerdeki polimorfizmler enzim aktivitelerini  degistirerek oksidatif
strese karsi korumay! etkileyebilir.

Calismamizin amaci, arastirma populasyonumuz igin CAT C-262T ve PON1
L55M polimorfizmlerinin frekanslari ile CAT ve PON1 enzimlerinin plazma
diizeylerini ve lésemiye yakalanma riskine olasi etkilerini belirlemektir. Orneklem
hacmimiz 140 kontrol ve 140 I6semili olmak dzere toplam 280 bireyden
olusturuldu. Bireylerden alinan kanlardan DNA izolasyonu yapildi ve genotipler
PCR-RFLP yontemi ile belirlendi. Bu calismada 57 kontrol ve 55 l6semilinin vendz
kanlarindan elde edilen plazma o6rneklerinde CAT ve PON1 enzim aktiviteleri
spektrofotometrik metodlarla élguldi. i1k olarak kontrol grubu ile yeni tani alan
l6semili hastalarin plazma CAT ve PON1 duzeyleri karsilastirildi. Daha sonra bu
hastalarin plazma CAT ve PON1 dizeyleri; CRP degerleri 100 mg/L’yi asip,
enfeksiyon bulgulari tasidiklari zamanki plazma dizeyleri ile karsilastirildi. Son
olarak yeni tani almis lésemililerin plazma CAT ve PON1 dizeyleri; tedavi almis
olan bu hastalarin ilk Olgimidnden bir ay sonraki plazma duzeyleri ile
karsilastirildi.

PON1 L55M polimorfizmi allel ve genotiplerinin 16semiye yakalanma riskini
etkilemedigi (P>0.05) ancak CAT C-262T polimorfizmine ait TT genotipinin
I6semiye yakalanma riskini artirdi§i saptandi (P=0.05). Plazma PON1 dizeyi
kontrol grubunda 184.04+130.75 U/mL iken yeni tani almis ALL (90.99+68.27
U/mL, P= 0.018) ve AML’li hastalarda (102.22+65.95 U/mL, P=0.005) dusik
olarak saptandi. KML ve KLL’li olgularimizin sayisi istatistiksel degerlendirme
icin yeterli olmadigindan degerlendirme disi birakildi. Yeni tani almis ALL ve
AML’li hastalarda CAT aktivitesinin degismedigi belirlendi. CRP degeri yiksek
ALL ve AML’li hastalarin plazma PON1 ve CAT dizeylerinde, yeni tani aldiklari
zamana gore degisiklik saptanmadi (p>0.05). Bir ay sonra kontrole gelen ve CRP
diazeyi normal olan AML ve ALL’li hastalarin da plazma PON1 ve CAT duzeyleri
tani anindaki degerlerine benzerdi (P>0.05). PON1 L55M polimorfizmine ait LL,
LM ve MM genotiplerini plazma PON1 aktiviteleri ile korele ettigimizde; plazma
PON1 dizeyi LL ve LM genotipli bireylerde kontrol grubunda daha yuksek iken
M M polimorfik genotipli bireylerde ise benzerdir. CAT C-262T polimorfizmine ait
CC, CT ve TT genotiplerini plazma CAT aktivitesi ile korele ettijimizde; plazma
CAT duzeyleri kontrol grubunda ve lgsemililerde benzerdir.

Anahtar Sozcukler: Paraoksonaz, katalaz, 16semi, polimorfizm
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ABSTRACT

The Evaluation of Catalase C-262T and Paraoxonase 1 L55M Gene
Polymorphisms and the Activities of Catalase and Paraoxonase in Acute and
Chronic Leukemia

Environmental and genetic factors play an important role in leukemia
etiology. Free oxygen radicals generated during aerobic metabolism are controlled
by antioxidant defense systems. Antioxidant enzymes, such as paraoxonase (PON1)
and catalase (CAT), neutralize (hydrogen peroxide) H202 by catalyzing the
breakdown of it. The polymorphisms in genes encoding CAT and PON1 enzymes
could affect the protection against oxidative stress by altering the enzyme
activities.

The aim of our study was to determine the frequencies of CAT C-262T and
PON1 L55M polymorphisms and the plazma levels of CAT and PON1 enzymes for
our population and to detect their possible effects on developing leukemia. Total
sample size for this study was 280 comprising 140 controls and 140 leukemia
patients. PCR- RFLP techniqgue was performed to determine the genotypes after
DNA isolation from blood samples taken from individuals. CAT and PON1
enzyme activities in plasma samples obtained from venous blood of 57 controls and
55 leukemia patients were measured with spectrophotometric methods. Firstly,
CAT and PON1 plasma levels of patients with newly diagnosed leukemia were
compared with control group. Then, CAT and PON1 plasma levels of these
patients were compared with the levels of these enzymes when their CRP values
are higher than 100 mg/L and they had clinical symptoms of infections. These
patients were received treatment and finally CAT and PON1 plasma levels of them
after one month of first measurement were compared with plasma levels when they
were newly diagnosed.

The results indicated that there was not any association between genotype
distribution and allele frequencies of PON1 L55M polymorphism (P>0.05) and
leukemia risk, but it was detected that CAT -262 TT genotype had an increased
risk of leukemia(P=0.05). While plasma PON1 level was 184.04+130.75 U/mL in
control group, it was detected lower in newly diagnosed ALL and AML patients
(90.99+68.27 U/mL, P= 0.018 and 102.22+65.95 U/mL, P=0.005) respectively. The
number of cases with CML and CLL is not sufficient for statistical evaluation, so
they were excluded from analysis. CAT activity is determined not to be changed in
newly diagnosed AML and ALL patients. There was no change in plazma PON1
and CAT levels of patients with ALL and AML who had high CRP levels with
respect to time of diagnosis (P>0.05). After one month of first measurement, ALL
and AML patients with normal CRP levels showed no differences in plazma PON1
and CAT levels when compared with the levels in newly diagnosed (P>0.05). In
comparison of LL, LM and MM genotypes of PON1 L55M polymorphism with
plasma PON1 activity, while the levels of plazma PON1 were higher in controls

XV



with LL or LM genotypes, there was no difference in plasma PONL1 levels between

cases and controls with MM genotype. When plasma CAT levels were correlated
with CC, CT and TT genotypes of CAt C-262T polymorphism, plasma CAT levels
were found to be similar in both the controls and leukemia patients.

Key words: Paraoxonase, catalase, leukemia, polymorphism
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1. GIRIS

Oksijen, aerobik canlilar icin yasamsal ©6neme sahip olmasina ragmen aerobik
metabolizma sirasinda enerji eldesi igin suya indirgenirken ¢cok az bir kismi da reaktif
oksijen tirlerine (ROS) donusir. En c¢ok taninan reaktif oksijen tirleri; siperoksit
anyonu (O2-), hidroksil radikali (OH) ve hidrojen peroksittir (H202). ROS, endojen
veya eksojen kaynakli olabilir. Biyolojik sistemlerde olusan ROS’un endojen
kaynaklari; oksidatif fosforilasyon, mikrozomal elektron-transport zinciri, inflamatuvar
hicre aktiviteleri, ksantin oksidaz, Nikotiamid adenin dintkleotid hidrojen fosfat
(NADPH) oksidaz, monoaminooksidaz ve sit P-450 enzimleridir. ROS’un eksojen
kaynaklari ise; elektromanyetik radyasyon, parcacik halindeki radyasyon, hava
kirleticileri, sigara, antrasiklin grubu antineoplastik ajanlar, pestisidler ve solventlerdir
(1, 2). Dusik miktarlarda dretilen ROS; intraselliler sinyal, transkripsiyon aktivasyonu,
hiicre cogalmasi, inflamasyon ve apoptozis gibi hicre fonksiyonlarinin dizenlenmesi
icin ¢cok oOnemlidir. Ancak yuksek miktarlarda Uretilen ROS’un makromolekiller

Uzerinde zararl etkileri vardir (1).

ROS’un etkileri, vicuttaki antioksidan savunma sistemleri tarafndan kontrol
edilmektedir. ROS olusumu artarsa veya ortadan kaldirilma hizinda bir disme olursa
prooksidan ve antioksidan arasindaki denge bozularak oksidatif stres olusumuna neden
olur (2). Oksidatif stres ise; protein karbonil konsantrasyonu, lipid peroksidasyonu,
DNA baz hasarlari ve tek zincir kiriklarini artirarak hicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere neden olur (3).

Oksidatif stresin varligi; alleiji, diyabet, ndrodegeneratif kardiyovaskiler, bulasic
hastaliklar ve kanser gibi bircok hastaligin olusmasinda rol oynar (1). Oksidatif stresin
karsinogenezdeki roli merak edilmis ve cesitli ¢alismalarda kanser hicrelerinin
neoplastik olmayan hicrelerden daha fazla miktarda ROS dretip Uretmedi§i veya kanser
hiucrelerinin antioksidan sistemi baskilaylp baskilamadigi arastinlmistir. Oksidatif stres
gostergesi olan H202’in disaridan bir uyari olmaksizin karsinoma hiicre hatlarinda
biylik miktarlarda Gretiminin  oldugu cesitli cahsmalarda gosterilmistir.  Enzimlerin

katalitik reaksiyonlari sirasinda serbest radikaller ortaya cikar. Bu enzimlerden biri olan



nikleozid oksidaz, nukleozidlerin oksidasyonunu Kkatalize ederken molekiler oksijen
kullanir ve nukleozid-5’-karboksilik asitle birlikte H202 U(retimine neden olur. H202
serbestce hareket ederek membranlardan gecip nikleusa ulasirr DNA’da kimyasal
degisiklere ve mutasyon olusumlarina neden olurlar. Ayrica hicre iginde katalitik demir
veya bakir varhginda Fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitten 'OH Uretilir. Cok
reaktif olan 'OH, bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. DNA’da
meydana gelen bu degisiklikler; islev bozukluklari, hicre o6limi ya da kanser

olusumuna neden olabilmektedir (4).

Antioksidan savunmada gdrev alan 6nemli enzimlerden Paraoksonaz (PON) ve
Katalaz (CAT), reaktif oksijen tirlerinden biri olan H202’i enzimatik olarak
katalizleyerek  etkisiz hale getirir.  Tek nikleotid polimorfizmlerinin  antioksidan
enzimler Uzerinde etkisi olabilecegi  dustnilmektedir. Bu  polimorfk  genlerin
ekspresyonunun, enzim seviyeleri ya da aktivitelerinde degisiklie neden olarak

oksidatif strese karsi korumayi azalttigi distnilmektedir (5).

Calismamizin amaci; arastirma populasyonumuz i¢cin CAT C-262T ve PON1
L55M polimorfizmlerinin allel ve genotip frekanslari ile CAT ve PON enzimlerinin
plazma  duzeylerini  belirledikten sonra s6z konusu polimorfzmler ve  enzim

duzeylerinin 18semiye yakalanma riskine olasi etkilerini tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lésemiler Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Tanimlama ve Siniflama

Hemopoetik kok hicrelerin malign neoplazmlari olan l6semiler, kemik ili§inin
yaygin olarak neoplastik hicreler ile dolmasiyla karakterizedir. Bu hicreler karaciger,
dalak, lenf ganglionlari ve dider bircok organi infiltre ederek bu organlarin blylimesine
yol acar (6). Ldosemiler hicre tipi ve ldsemik hicrelerin maturasyon durumuna goére
siniflandinlirlar.  Akut  lésemiler immattr hicrelerin - (blastlar)  hizh  ¢ogalmasi ile
karekterizedir. Diger taraftan kronik I6semilerde ise iyi diferensiye (matir) lékositlerin
daha yavas artisi goralur (6, 7). Akut ve kronik ldsemiler de kendi iginde koken

aldiklar1 hiicre grubuna gore lenfositik ve myelositik olmak Uzere iki alt gruba ayrilir:

1. Akut lenfositik (lenfoblastik) I16semi (ALL)
2. Kronik lenfositik l6semi (KLL)
3. Akut myelositik (myeloblastik) l6semi (AML)

4. Kronik myelositik losemi (KML) (6).

2.1.2. Tarihge

Léseminin Klinik bulgulart ilk kez 1827 yilinda Velpeau tarafndan tanimlanmstir.
Losemi; 1845°’te John Hughes Bennett tarafndan bir eriskin hastada, 1846’da ise Dr
Henry Fuller tarafndan bir cocuk hastada bildirilmistir. 1847’de Virchow bu hastaligi
beyaz kire anlamina gelen “leukemia” olarak adlandirirken, Bennet 1852’de yayinlanan
makalesinde  “leucocythaemia” terimini kullanmistir (8-10). 1870 yihnda Neumann
I6semi hicrelerinin - kemik ilijinden kaynaklandigini saptayarak l6semiyi; miyelojen,
dalak ve lenfatik l6semi olarak siniflamistir. 1903 yilinda ise Turk lenfatik I6semileri

akut ve kronik olarak ayirmistir (11). 1913’lere gelindiginde ise lésemi; kronik



lenfositik, kronik miyeloid, akut lenfositik, miyeloblastik, monositik ve eritrolésemi
olarak siniflandiriliyordu. Ozel boyama teknikleri, elektron mikroskopi, kromozom
analizleri, immdinfenotipleme ve molekiler genotip belirleme gibi yontemler gelistikce

l6semiler daha iyi anlasiimistir (12).

2.1.3. Epidemiyoloji

Akut losemiler her yasta gorulebilmekle birlikte, AML daha c¢ok eriskin yaslarda
gorulirken ALL ise daha ¢ok c¢ocukluk yaslarinda gorilmektedir (13). ALL’nin erken
cocukluk cagdinda sik gorilmesi gebelikteki olaylar ve immin sistemin gelismesi ile
iliskilendirilmistir (14). ALL cocukluk caginda en sik gorilen malignite olup ¢ocukluk
cagdl kanserlerinin % 25-30’unu olusturur (14, 15). Amerika Birlesik Devletleri’nde 15
yasindan kicuklerde ALL gorilme sikh@ 3.4/100.000 iken (lkemizde ALL’nin
gorialme sikhigi 1-1.5/100.000°dir (13, 16). ALL beyaz irkta ve erkeklerde daha sik
gordlur (16). Amerika Birlesik Devletleri'nde AML goérilme sikhg 3.6/100.000 iken
Ulkemizde AML’nin goralme sikhg 2.7/100.000°dir (13, 17). AML erkeklerde
kadinlardan biraz daha fazla goérulmektedir (E/K:1.3/1) (18).

Bati toplumlarinda eriskinlerde gorilen en yaygin lésemi tiri KLL’dir ve
gorilme sikhgi 2-6/100.000’dir. Tim I6semilerin - % 25-30°unu  olustururken dogu
toplumlarinda % 2’sini olusturur (19, 20). Ortalama tani alma yast 72 iken son
donemlerde yeni tani konan hastalarin Gcte birinin 55 yas altinda oldugu ve hastahgin
genc bireylerde gorilme sikhginin arttud tespit edilmistir (19, 21). KLL erkeklerde
kadinlardan daha sik gordlir (E/K: 1.5-2/1) (19). KML Amerika Birlesik Devletleri’nde
eriskin lésemilerin % 14 kadarini olusturur (22). KML insidansi tim dinyada hemen
hemen sabit gordlmektedir. Hemen tum istatistik raporlarinda KML insidansi 1-
1.5/100.000°dir (23). KML tim yas gruplarinda goriilmekle beraber en sik goéraldugu
yas arah@i 45-55'dir (22). Hastalarin tgte biri 60 yas Ustiindedir ve erkeklerde gérilme
orani daha yuksektir (22, 24). KML c¢ocukluk ¢aginda % 2-5 gibi ¢ok ender oranlarda

gérulir (25).



2.1.4. Etyoloji

Ldéseminin  etyolojisinde genetik  faktorlerin  yaninda cevresel Kirleticiler ve

enfeksiyon ajanlarinin roli olabilecegi dustntlmektedir.

2.1.4.1. Cevresel Risk Faktorleri

2.1.4.1.1. Radyasyon

Maddenin temel yapisini olusturan atom; proton ve nétronlarin olusturdugu bir
cekirdek ve bunun yoéringelerinde donen elektronlardan olusur. Eder bir maddenin atom
cekirdegindeki nétronlarin sayisi, proton sayisindan fazla ise bdyle maddeler kararsiz
bir yapi gosteriler ve cekirdeklerindeki fazla nétronlar alfa, beta ve gama gibi cesitli
isinlar yayarak parcalanirlar. Bu sekilde c¢evreye 1sin sacarak parcalanan maddelere
“radyoaktif madde”, cevreye vayllan sinlara ise  “radyasyon” denir  (26).
Elektromanyetik dalgalar iyonlastirma o6zelliklerine gore iyonize ve noniyonize olarak
siniflandirihir.

lyonize radyasyon, carptiyi maddede yiikli parcaciklar (iyonlar) olusturabilen
radyasyon tiridir (27). liyonize radyasyon ya direkt olarak DNA zincirinde tamir
edilmeyen kirilmalar olusturur ya da hicre igindeki molekillerle etkileserek oksijen
radikalleri olusumunu saglar. Oksijen radikalleri de DNA bilesenleri ile etkileserek
zincirde kirilmalara (baz hasari, tek ve cift zincir kirilmalar) yol acar. (26, 28). Metafaz
oncesi bu kirik uclar arasinda yanlis eslesmeler olusur (28). Lai ve ark. (29) 2450
megahertz’lik radyofrekans dalgalarina maruz biraktiklari ratlarin beyin hicrelerinde
DNA tek ve ¢ift zincir kiriklari olustugunu, Robison ve ark. (30) 60 hertz’lik
elektromanyetik alan etkisi altinda biraktiklart HL-60 ve HL-60R hicrelerinde DNA
tamir oraninda azalmanin oldudunu gostermislerdir. Radyasyon ayrica; ring kromozom,
disentrik kromozom ve ha¢ sekilli kromozom gibi yapisal dulzensizliklere ve bazi
sayisal anomalilere de neden olur. Kromozomlarda meydana gelen bu degisiklikler
l6semi insidansini arttirmaktadir (31). lyonize radyasyona diisik dozda maruz kalma
cocukluk cagdi lésemilerinden ozellikle AML ile iliskilendirilmistir. Riskin biyiklugu

maruz kalinan radyasyonun dozuna, suresine ve bireyin yasina baglidir. Hirosima ve



Nagazaki’de atom bombasinin patladigi yerden 1000 m uzakliktaki alan icinde bulunan
insanlarda I6semi riskinde 20 kat artis gorilmistir (32). ingiltere’deki Sellafield
Nikleer Santralinde calisan ve konsepsiyon doéneminde 100 mSv ya da daha fazla
iyonize radyasyona maruz kalan babalarin ¢ocuklarinda ya da bu bdélgede yasayan
ailelerin  ¢ocuklarinda l6semi riskinde artis oldugunu saptamislardir. Bazi calismalarda
konsepsiyon ©Oncesi babanin X-ray’e maruz kalmasi ile ¢ocukluk cagi I6semi riskinde
artisin oldugu tespit edilirken (33, 34), Bartley ve ark. (35) annenin konsepsiyon dncesi
iyonize radyasyona maruz kalmasi ile cocukluk cagr l6semileri arasinda iliskinin
olmadi§ini tespit etmislerdir. Postnatal donemde ise bir ya da daha fazla radyasyona
maruz kalma ile pre-B-cell ALL arasinda iliski bulunmustur (36). in utero radyasyona
maruz kalma ile ¢ocukluk c¢agi lésemileri ve dider kanserlere yakalanma riskinde % 40
artis oldugu bazi calismalarda tespit edilmistir (37-39).

Noniyonize radyasyon atomik baglari kirmak icin yeterli enerjiye sahip olmayan
fotonlari iceren elektromanyetik parcalar icin genel bir terimdir. Bu gruba giren dalgalar
az enerjiden yuksek enerjiye dogru; radyo dalgalari, mikro dalgalar, infrared radyasyon,
gorinur sinlar, laser isinlari ve ultraviyole isinlanidir. Yiksek yogunluktaki noniyonize
radyasyon; 1Isinmaya, kimyasal reaksiyonlarda degismeye ya da hiicreler ve dokularda
elektrik akiminin indiklenmesine neden olabilirler. Her ne kadar farkli frekanslarda ve
etkilenme duzeylerinde cesitli biyolojik etkileri g6zlenmis olsa da, elektromanyetik
dalgalarin tehlikeli mi yoksa glvenilir mi oldugu konusundaki c¢eliski strmektedir (40).
Bazi calismalar (41-45) noniyonize radyasyona maruz kalma ile cocukluk cagi
lésemileri  arasinda iliskinin  varhgina isaret ederken, bu iliskiyi dogrulamayan

calismalar da mevcuttur (46-48).

2.1.4.1.2. Benzen

Ldsemiye yakalanmada risk faktorii olarak de@erlendirilen benzenin kanser
olusturma mekanizmasinin anlasilmasi icin toksik olan metabolitlerinin ve bunlarin ara
etkilesimlerinin bilinmesi gerekir. Benzen, karacigerdeki Sitokrom P 450 sistemi ile
okside edildiginde benzen okside donusiir. Benzen oksidin biyidk bir kismi spontan

olarak fenoli olusturmak (zere vyeniden dizenlenir. Fenol de; hidrokinon, 1,4-



benzokinon ve 1,2,4-benzotriole metabolize olur. Kalan benzen oksid ise katekol,
mukonaldehitler ve 1,2-benzokinona metabolize olur. Ayrica glutatyon ile reaksiyona
girerek S-fenilmerkaptirikasiti olusturur. insanlar yasamlari esnasinda hava yoluyla 0.1
-10 ppm konsantrasyonunda benzene maruz kalirlar (49). Kirk yili askin bir sire 10
ppm Gzerinde benzene maruz kalindiginda ise I6semi riskinin normal populasyona goére
154 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (50).

Vicuda alinan benzen  metabolitlerinden  S-fenilmerkapturikasitin =~ %  17i,
mukonaldehit, katekol ve hidrokinonun % 5-10°u ve fenolin % 70-85’i idrar yoluyla
athr.  Vicutta kalan benzen oksidler, mukonaldehitler ve benzendiol epoksidler
elektrofilik  ozellikleri nedeniyle proteinler ile kolayca reaksiyona girerek hicresel
fonksiyonlari bozar. Benzen metabolizmasi sonucu olusan oksidatif stres bir yandan
DNA hasari olustururken diger yandan hematopoetik hiicre sinyalinde degismeye neden
olabilir. Lodsemi gelisimi icin benzenin reaktif metabolitleri insan kok hicrelerinde
cogjalma ve farklilasma ile iliskili kritik gen veya gen setlerinde kromozom
aberasyonlari (andploidi, translokasyon, inversiyon  ve delesyonlar), normal
olmayan/anormal  mitotik rekombinasyon, gen mutasyonlari velveya epigenetik
degisiklere yol acarak mutasyon olustururlar. Benzen maruziyeti sonrasi olusan bu
mutasyonlar ile l6semik kok hicreler sudrekli Oretilmeye baglar. Es zamanh olarak
kemik ili§i stromal hicrelerinde de benzenin yan etkileri olusur ve hicrelerin surekli
proliferasyonu baslar. Azalmis immunosirveyans prelésemik klonlarin saptanmasi ve

eliminasyonundan kurtulmasina neden olabilir (49).

2.1.4.1.3. Pestisidler

Vektdor kaynakli hastaliklarin yok edilmesinde, zirai bitkilerdeki 0Uretim ve kalite
artisini - saglamada, ormanlar ve tarlalarin korunmasinda ©nemli katkilari olmasina
ragmen, cevre ve hedef olmayan canlilar ig¢in potansiyel tehlike kaynagidir. Pestisidlerin
kanser riski olusturduguna dair pek ¢ok epidemiyolojik c¢alisma mevcuttur (51, 52).
Pestisidlerin kullanilmalari sonucu serbest oksijen radikalleri agiga cikar. Bu radikaller
biyolojik makromolekillerle reaksiyona girerek DNA hasari ve kanser olusumuna

neden olurlar (52). Pestisitlerin ¢ogu mutajenite testlerinde potansiyel kimyasal



mutajenler olarak degerlendirilmektedir. insanlar pestisitlere hem mesleki hem de

cevresel olarak maruz kaldiklari icin insanlar Uzerinde olusturduklari genotoksik
potansiyeli tahmin etmek gugctir. Ancak genotoksikolojik biyogostergeler ile kompleks
pestisid birlesimlerine maruz  kalindiginda olusan  genetik  risklerin  izlenmesi
mumkandur (53). Biyogodstergeler farkli genetik markerler kullanilarak yapilabilir.
Kromozomal aberasyonlar, mikronukleuslar ve kardes kromatid degisimleri gibi
sitogenetik markerlar pestisidlerin genotoksik etkilerinin tespit edilmesinde kullanilan
en yaygin markerler arasindadir (51). Son yillarda giderek daha fazla kullanilan alkalin
tek hicre jel elektroforez yontemi (alkaline single-cell gel electrophoresis assay,
alkaline SCGE) veya Comet teknigi ile hiicre duzeyinde farkl bilesiklerin DNA
Uzerinde verdigi hasarlarin etkisi hizh ve duyarli bir sekilde o&lgilmektedir (53).
Pestisitlerin insan sagligi Gzerindeki olumsuz etkileri; akut dénemde ve kronik dénemde
farkhlik gosterir Akut donemdeki toksik etkiler; ndérotoksisite, irritasyon, kimyasal
yaniklar iken, kronik dénemdeki etkiler; endokrin bozukluk, imminotoksisite,
immuanulojik anormallikler, Greme ve gelisim Uzerinde yan etkiler ve ndérodegeneratif
hastaliklardir.  Ayrica pestiste maruz kalma ile lenfatik ve hemopoetik sistemin
kanserleri, deri, yumusak doku, dudak, prostat, beyin ve mide kanseri gibi g¢esitli
kanserler iliskilendirilmistir (54).

Karacigerde sentezlenen ve dolasima verilen paraoksonazl (PON1) enzimi,
insektisidleri hidroliz ederek koruyucu etki gosterir. Organik fosforlu bir insektisit olan
paration, sitokrom P-450 enzim sistemi ile oksonlara katalize edili. PON1 esteraz
aktivitesi sayesinde oksonlarin ester bagi hidrolize olur. Bdylece PON1 aktive
oksonlarin hidrolizi ile daha az zararli olan p-nitro fenol ve di etil fosfat bilesiklerinin
olusmasini saglayarak detoksifikasyona yardimci olur (55).

Yeni dogan ve infantlar, PON1 aktiviteleri eriskinlerden daha dusik dizeylerde
oldugu icin inutero ve erken neonatal dénemde insektisitlere maruz kaldiklarinda daha
cok etkilenirler. Bu donemde; yasamsal organlarin ve metabolik yolun gelisimi,
hicrelerin ~ farklilasmasi  ve  hizli  blyUmeleri  oldujundan hastaliklara yatkinhklar
yuksektir (56). Yapilan calismalarda hamilelik veya cocukluk ddéneminde bahcede ya da
evde pestisite maruz kalmanin, cocukluk cagi akut I8semisi i¢in bir risk faktérid oldugu
gosterilmistir  (57-61). Ayrica pedikilozis tedavisi icin kullanilan insektisitlerin  de

cocuklarda akut lésemiye neden olabilecedi saptanmistir (61). ilerleyen yaslarda artan



oksidatif stresle PON1 duzeylerinin distiga gosterilmistir (62). Pestisid Uretiminde
calisan iscilerde myeloid 16semi (63), pestisid kullanan ciftcilerde KLL ve diger

l6semilerin gorilme oraninin topluma gore daha sik oldugu tespit edilmistir (64-66).

2.1.4.1.4. Alkol

Hamilelik doénemindeki alkol tiketimi ile erken cocuklukta ortaya cikan AML
arasinda iliski bulunmustur (34, 67, 68). Shu ve ark. (67) oOzellikle gebelikten 1 ay 6nce
baslayan ve gebelik boyunca siren alkol ahmi ile cocukluk cagi l6semisi arasindaki
iliskiyi bulmuslardir. Severson ve ark. (68) hamile iken alkol tiiketen annelerin U¢ yas
altindaki cocuklarinda, monositik ve myelomonositik I6semi gorilme riskinde artis
oldugunu saptamislardir. Maternal alkol tuketimi ile AML gelisme riski, ALL gelisme
riskinden iki kat fazla bulunmustur. Konsepsiyon oOncesi paternal alkol tiketiminin

cocukluk cagi l6semi gelisme riskine etkisi belirlenememistir (67).

2.1.4.1.5. Sigara

Sigara katrani 3000°’den fazla bilesik icermektedir. Bunlarin 30 tanesinin
karsinojen oldugu bilinmektedir. Sigara dumanindaki en ©6nemli karsinojenler;
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), aril aminler, heterosiklik aromatik aminler
(HAA) ve N-nitrosaminlerdir. Sigara dumani ile vicuda alinan PAH’lar ilk evrede:
Sitokrom P-4501A1 (CYP1A1l), ikinci evrede ise Glutatyon S transferaz (GST)
enzimleri tarafindan detoksifiye edilerek suda c¢o6zUnebilir tdrevlere donusturulir.
PAH’lar mutajenik etkiye sahiptir (69-71).

Sigara dumani oksijen radikalleri bakimindan zengindir. Sigara dumanindaki
semiquinon radikalleri  oksijene indirgendiginde siUperoksidler olusur. Bu sekilde

hidrojen peroksid ve hidroksil radikallerinin Oretimi stimile olur (72). Hidroksil



radikalleri reaktif olduklarindan DNA’da endojen oksidasyon olusmasina neden olurlar

(73, 74).

Sigara ve l6semi arasindaki iliski tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak bu
mekanizmada rol oynayan benzen metabolitlerinin, DNA hasarina neden oldugu ve
kemik iligindeki hematopoetik hicrelerde DNA onarimini bozdugu ileri siridlmektedir.
Ayrica yapilan c¢alismalarda sigara i¢iminin, lenfositlerde ve myeloid dokuda
mikrondkleus  formasyonunu ve kromatid degisimini artirdidi  gosterilmistir  (75).
Lokomojenik olan benzenin esik seviyesi tam olarak bilinmemektedir. Bu seviyenin
detoksifiye edici enzimlerdeki polimorfzmlerle etkilenebildigi tespit edilmistir (76, 77).
Diger bir karsinogen olan nitrézamin, mitokondrial DN A’ya baglanarak mitokondriye
hasar verir ve nikleotid eksizyon onariminin yapilmasini onler. Mitokondride oksijen

radikallerinin yapimi ve salinimi artar (78).

Adult l6semi ile sigara kullamimi arasindaki iliskiyi arastiran calismalarda yogun
sigara icimi AML ile iliskilendirilirken (79-80), KML ve ALL ile iliskinin daha zayif
oldugu bulunmustur (80). Hamilelik déneminde sigara kullanimi ile sigara dumanindaki
toksik bilesiklerin; anne sitiine, yenidogan bebeg@in idrar, kan ve plasentasina gectigi
saptanmistir (81). Maternal PAH’e maruz kalma, disik dogum agirhdr ve erken dogum
riskini artirmaktadir (69). Paternal veya maternal sigara kullanimi ile cocukluk ¢agi
I6semisi arasindaki iliskiyi arastiran c¢alismalarda tutarli bir iliski bulunamamistir. Bazi
epidemiyolojik  calismalarda (82-84) hamilelik sirasinda  sigara icen  annelerin
cocuklarinda akut I6semi riskinin arttigi saptanirken, diger calismalarda (68, 85, 86)
boyle bir iliski saptanmamistir. Yapilan bazi calismalarda ise babanin sigara i¢cmesi ile

ALL riskinde artis oldugu saptanmistir (87, 88).

2.1.4.1.6. Diyet

insanlarin  aldi§i  ginliik  besinler ¢ok cesitli dogdal karsinojenler ve anti-

karsinojenleri igerir (89).
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Cay, katekinler olarak bilinen ve kanser Onleyici ajan oldugu dustnilen
polifenolik maddeler icerir (90). Yesil caydaki baslica katekinler; epikatekin (EC),
epigallokatekin ~ (EGC), epikatekin-3-gallat (ECG) ve  epigallokatekin-3-gallattir
(EGCG) (91). Yapilan c¢alismalarda EGCG’nin, mutatér bir sus olan Bacillus subtilis
susunun neden oldugu mutasyonlari azaltuigr ve Kkatekinler icinde kansere karsi en
koruyucu ajan  oldugu  saptanmistir (90, 92). Yesil  caydaki  polifenoller
fotokarsinojenlerin indikledigi oksidatif strese karsi bir bariyer etkisi gostermektedir.
Deney hayvanlari ile yapilan bir calismada topikal olarak ECGC uygulanmis fareler
UVB’ye maruz birakilmis ve bu uygulama ile UVB’nin antioksidan enzimler olan
glutatyon peroksidaz, CAT ve glutatyon ({zerindeki etkisinde azalma oldufu tespit
edilmistir (93). Diger bir calismada CD-1 farelerine topikal olarak bir timér promoter
ajan olan 12-O-tetradekanilforbol 13-asetat aplikasyonu vyapildiginda yesil c¢aydaki
polifenollerin  timor gelisimini  baskiladi§i ve H202 Uretimini azalttig gosterilmistir
(94). Yesil cay iceriginde bulunan polifenolik bilesenlerin ROS ile etkileserek hizla
metabolize olmasi nedeniyle serbest radikallere karsi savunma hatti olusturan bir ajan

oldugu disintlmektedir (95).

Karotenoidlerden A vitamini, hicre farklilasmasinda regilatér olarak rol oynadigi
icin hucrelerin malign forma gecisini 6nleyebilir (96). Diyetle alinin a-tokoferol lipid
peroksidasyona karsi korur ve steroidlerin neden oldugu karaciger hiicre hasari ve tiimor
gelisimine  karsi  kullanilabilir.  Ancak C ve E  vitaminlerinin, artmis lipid
peroksidasyon ve serbest radikallere karsi savunmada yetersiz kaldigi belirtilmistir (97).
Riboflavin ve niasin suda eriyen vitaminlerdir. RiboHavinin aktif sekli: Flavin
mononukleotid (FMN) ve Havin adenin dintkleotid (FAD)’dir. Riboflavin solunum
zinciri yoluyla enerji UOretimine ve sayisiz metabolik yolla oksidasyon-rediksiyon
reaksiyonlarina katilir  (98). Niasin, 06nemli kofaktdrler olan nikotiamid adenin
dindkleotid (NAD) ve nikotiamid adenin dinukleotid fosfat (NADP)’In sentezi igin
gereklidir.  Nikotinamid, serbest radikal artik¢isi oldugundan Kkarsinojenlere karsi

koruyucu etkisinin oldugu dustunilmektedir (99).
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2.1.4.1.7. Obesite

Obesitenin karsinogenezdeki roli net degildir. Asiri kilo ve obesitenin tek basina
kanseri baslatabilecegi kanitlanamamistir. Bununla birlikte, yad dokusunda cevresel
kimyasal kanserojenlerin birikimi dolayli olarak kanser olusumuna katkida bulunabilir.
Irigaray ve ark. (100) benzopren gibi lipofilik organik ksenobiyotiklerin yag dokusunda
biriktigini gostermislerdir. Bu dokularin; dioksinler ve poliklorlu bifeniller gibi kalici
organik kirleticileri iceren lipofilik ksenomolekuller ile karsinojenik, mutajenik ve
reprotoksik olan pestisidler ve diger endokrin bozucu ajanlar icin rezervuar oldugunu ve
ya§g dokusunda biriken bu molekillerin nekroz veya apopitozis yoluyla d&len
adipositlerinden plazmaya salinarak toksik etki gosterdigini saptamislardir (100).
Yapilan calismalarda obesite, hem erkek hem de kadinlarda tim ldsemi tipleri ile

iliskilendirilmistir (101-104).

2.1.4.1.8. Virusler

Bazi virusler biyolojik karsinojenler olarak rol oynarlar. Human papilloma virsler
(HPV16 ve HPV18) servikal kanser ve diger genital kanserlere neden olan faktorler
olarak belirlenmistir. Ayrica bas boyun ve deri kanserlerinin gelisiminde de etkili
olduklar1 dustnulmektedir. Papovavirislerden simian virds 40°in hayvan ve 0zellikle
insan hicrelerinde invitro olarak kanser olusturdugu saptanmistir. Nadir gorilen
kanserlerden mezotelyoma gelisimindeki ana faktér, simian viris 40 ve asbestoza maruz
kalinmasidir. Herpes virtslerden Human Herpes Virius 8 (HHV8) kaposi sarkomada,
Epstein-Barr viris (EBV) ise lenfomada Kkarsinojen ya da ko-karsinojen olarak rol
oynarlar (105).

Human retrovirislerden Human T-cell Leukemia Virus- 1 (HTLV-1) Eriskin T
Huicreli Losemi gelismesine neden olurken HTLV-I1 ise tayld htcreli (hairy-cell)
[6semiden sorumludur. HTLV-1 diger virUslere benzer sekilde env, gag ve pol olmak
Uzere ¢ ana genomik bolgeye sahiptir. Ancak dider virislerden farkh olarak pX olarak
adlandirilan bir bélgeyi de tasir. Bu bdlge trankripsiyonel diizenleme proteinleri olan,
Tax ve Rex proteinlerini kodlar. Rex protein viral mRNA’lar1 stabilize eder, onlarin

splicinglerini ve transportunu dizenler (106). HTLV-I'le enfekte olan hicreler ya Tax
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onkoproteininin ekspresyonu ile transformasyona ugrar ya da apopitosize girer. Tax
onkoproteini viris dinamigi icin 6nemlidir. Bu onkoprotein bircok transkripsiyon
faktorin  modulatéridir ve sinyal transdiksiyon yolunun molekilleri ile iliskilidir
(107). Hamileligin 12-14. haftalari arasinda EBV’e maruz kalan ve EBV IgM (+) olan
annelerin cocuklarinda ALL sikliinda artis oldugu gosterilmistir. Ancak daha sonraki
calismalarda ise ALL, EBV viral kapsid antijeni IgM ile iliskilendirilmemistir (108).
inutero olarak EBV’a maruz kalmanin genotoksik hasarla sonuglandi§i ve infantlarda

MLL ve TEL-AMLL1 gen fiizyonlarinin oldugu 6ne sirtlmistar (109, 110).

2.1.4.1.9. ilag Kullanimi

Maternal ila¢ kullammi; cocukta fiziksel ve gelisim geriligine, kongenital
anomalilere, dusik dogum adirhgina ve fetal o6lime neden olmaktadir. Maternal ilag
kullanimi ile cocukluk cagdi kanserlerinden l6semi gelismesi arasinda iliski olabilecegine
dair gorusler bulunmaktadir. Antenatal periyottaki kadinlar; demir, kalsiyum, folat,
vitamin, analjezik, spazmolitik, antiasit, sistemik  antibiyotik ve  antiemezis
kullanmaktadir. Maternal marihuana, antihistaminik ve antiemetik ila¢ kullanimi ile
cocukluk cagi AML, hem maternal hem de paternal marihuana kullanimi sonrasi ALL
riski artmaktadir. Yetiskinlerde ise wuyusturucu kullanimi non-Hodgkins’s lenfoma ve

I6semi ile iliskilendirilmistir (111).

2.1.4.2. Genetik Faktorler

Huicre kalturinde normal hucreler, proliferasyon icin blyume faktorlerine ihtiyag
duyarlar ve sinirh bir yasam sureleri vardir. Kanser hicresinde ise; buyime faktorine
gereksinim azalir, kontakt inhibisyon kaybi olur, sonsuz bdélinme kapasitesi kazanir ve
belli bir yere bagh olmayan blyume go6zlenir (112). Kanserlesmis bir hiicrede en az su
Uc  ozelliin  bulunmasi  gerekir: Hiperplazi (hiicrelerin  sayisinda artis), anaplazi

(htcrenin kendine has 0zelliklerini kaybetmesi) ve metastaz (uzak doku ve organlara
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yayllma). Kanserlesmis bir hicrenin metastaz yapabilmesi icin ise asa§idaki evreleri
gecirmesi gerekir:

1. Cevrelerindeki hicrelerden kopma

2. Bazal membrani ge¢cme

3. Ekstraselluler matriks icinde ilerleme

4. Kan veya lenf damarlarina girme

5. Dolasimda canh kalabilme

6. Dolasimdan yeni bir doku bélgesine ¢ikma

7. Burada angiogenezi de iceren bir olaylar serisi ile metastaz halinde gelismedir (113).

2.1.4.2.1. Karsinogeneziste Germ Hicre Dizilerinin Roli

Ailesel kanser sendromlarina ait calismalar, kanser gelisiminde kahtimin iki ayri

mekanizma ile etkili olabilecedini gdstermistir.

1- Germ hicreleri, embriyogenezis sirasinda normal allelin varligi nedeniyle
kompanse edilmis durumda olan mutasyonlar aracihgiyla direkt olarak malign
transformasyona katilabilir. Kisinin postnatal yasami sirasinda, saglikli allelde gelisecek
olan somatik mutasyon, daha o6nceki mutasyonu maskesiz hale getirecektir. Bunun en

iyi orneklerinden biri otozomal dominant kalitim gdsteren ailesel retinoblastomadir.

2- Somatik mutasyon sikligini arttirarak kanser gelisme ihtimalini arttiran kalitsal
durumlar  (112). Ataksia telenjiektazia (AT), Bloom sendromu, Kseroderma
pigmentozum ve Fanconi anemisi (FANC) gibi kahtsal hastaliklar, DNA tamir
yollarindaki hasarlar, anoéploidi ve translokasyonlar gibi kromozomal anormallikler ile
karakterizedir  (34). Ataksi-telenjiektazili hastalarda DNA  ¢ift zincir kiriklarinin
taninmasi ve onariminda 6nemli bir rol oynayan ATM genindeki mutasyon nedeniyle, T
hiicre veya immunoglobulin antijen reseptorlerini iceren kromozomal
translokasyonlarin  gelismesine  yatkinhklart  artmistir ~ (114).  Ataksi-telenjektazinin
kokeninde kemoterapi veya radyoterapi sonrasi olusan asiri toksisite ile DN A’daki
hasarin olabilece§i dusiniilmektedir. Ataksi-telenjektazi; ALL ve lenfoma gelisimine

yatkinlik olusturur (81). Bloom sendromlu hastalarda; homolog rekombinasyon egilimi
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artar, quadriradiyal formasyon, Sister Chromatid Exchange (SCE) sikliinda artis
vardir. Kseroderma pigmentozum hastahigindaki temel anormallik DNA  tamir
mekanizmasindaki azalmadir (115). FANC genlerindeki mutasyon, cesitli konjenital
anomaliler, aplastik anemi ve kotl prognozla karakterize olan akut miyeloid l6semiye
yatkinhk olusturur. FANC D1 /BRCA2 (=Breast Cancer Susceptibility Gene= Meme
kanseri yatkinlik geni)'deki mutasyonlar l6semi, meme kanseri ve solid timérlere yol

acarlar (81).

Kanser olusumunda yer alan genler, iki temel gruba ayrilmaktadir: Onkogenler ve
timor sipresér genler. Hasara ugrayan DNA onarimini  dizenleyen gen tirld de
karsinogeneziste ©6nemli bir yere sahiptir. DNA onarim genleri protoonkogen, timor
siipresdr gen ve apopitozu dizenleyen gen gibi diger genlere baglh 6lumcil olmayan
hasarlari onarim yetenegini etkileyerek dolayli olarak hicrenin ¢ogalmasini veya
yasamini duzenler. DNA onarim genlerindeki hasar genomda mutasyona zemin hazirlar
ve bu nedenle neoplastik degisim ortaya c¢ikar. Ayrica bazi polimorfik yapilarin kansere

yatkinhga yol agtigina iliskin géris ve calismalar bulunmaktadir (6, 116, 117).

Onkogenez sirasinda  DNA’da yalnizca nuikleotit  diziliminde  degisiklikler
olmadigi (nokta mutasyonu, delesyon ve insersiyonlar gibi) DNA dizeyinde bazi
kimyasal ~modifikasyonlarin da gen ekspresyonunu etkiledigi anlasilmistir.  Ozellikle
DNA metilasyonu ve kromatinin yapisinda bulunan histon proteinlerinin modifikasyonu

malign transformasyonda o6nemli rol oynamaktadir (118).

2.1.4.2.2. Onkogenler-Protoonkogenler

Onkogenler, c¢ogunlukla proto-onkogen adini verilen normal hiicresel genlerin
mutant allelleri olmakla birlikte telomerazlari kodlayan veya apopitozisi bloke eden
genler de olabilirler. Onkogenler genellikle fonksiyon kazandiran mutasyon 6zelligine
sahip olup, proliferasyonu stimile etme, timdrin kanlanmasini arttirma ve apopitozu
engelleme gibi mekanizmalarla malign transformasyonu gerceklestirmektedir. Kanserin

baslangicinda rol oynayan genler;
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e Hiucre proliferasyonunda sinyal iletiminde yer alan proteinleri,

¢ Kontakt inhibisyonun olusumunda yer alan hiicre komponentleri,

e Mitotik siklus regulatérleri,

e Programlanmis hiicre 6lum komponentleri ve

e Mutasyonlarin tanimlanmasi ve tamirinden sorumlu olan proteinleri
kodlamaktadir.

Kansere neden olan mutasyonlar ait oldugu hicreye, hiicresel proliferasyon ve
uzun hicresel yasam igin pozitif seleksiyon saglar (116). Gonadlarin germ
hicrelerindeki mutasyonlarin bazi kanser veya lésemileri olusturabilmesi icgin cevresel
faktorlerin katkisina ihtiyaci bulundugu ve bu mutant genlerin tek basina % 5’den daha
az oranda lésemiye neden oldugu tahmin edilmektir. Cocukluk c¢agi lésemi insidansinin
2-5 yaslarinda ikincil bir olaya bagh olarak arttigr dustndlmektedir (81). Kanser
olusumundan sorumlu mutasyonlar:

e Bir proto-onkogenin, bir allelinin fonksiyon kazandiran mutasyonla
aktivasyonu

e Bir timér sipresor gene ait, bir allelinin dominant negatif mutasyonu ya da
her iki allelinin fonksiyon kaybi

e Genlerin yanlis eksprese olmasina ya da yeni bir fonksiyon kazandiran,

kimerik genlerin olusumuna neden olan kromozomal translokasyonlardir

(116).

2.1.4.2.2.1. Kromozomal Translokasyonlar

Gen mutasyonu, proto-onkogenlerin aktivasyonunu saglayan cesitli
mekanizmalarindan vyalnizca biridir. Bazl durumlarda, bir protoonkogen genellikle
translokasyon seklinde, bir kromozomal mutasyon tarafindan aktive edilir. Ldsemilerde
onkojenik kromozom translokasyonlari tanimlanmistir. Bazi olgularda, translokasyon
kirik noktalari iki genin intronlari icinde yer alir; bdylece yeni bir 06zellie sahip yani
onkojenik olan, kimerik bir protein olusur (116).

Ldsemi hicresinde meydana gelen kromozomal translokasyonla transkripsiyon

faktorini kodlayan gen bir baska genle filzyona ugrar. Olusan yeni gen Urini
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onkojenik o6zellik gosterir ve hematopoetik farklilasma kusurlarina neden olur. Tirozin
kinaz yapisindaki reseptéri kodlayan genin baska genle flzyon yapmasi sonucu tirozin
kinaz aktive olur ve kontrolsuz hiicre proliferasyonu baslar (114). Cocukluk cagi
losemisinin inutero olarak basladigina iliskin gorasleri  desteklemek icin ALL tanili
hastalarin yenidojan doénemindeki topuk kan o&rneklerinden geriye doénik yapilan
incelemelerde translokasyonlar ve fiizyon gen UrUnlerinin dojumda bazi htcrelerde
mevcut oldugu gdsterilmistir (34).

Kromozom kirilma noktalari genellikle DNA'nin transkripsiyonel olarak aktif
bélgelerinde olusmaktadir. Fizyon gen transkriptleri; hiicre donglst regulatorleri,
transkripsiyon faktorleri, sinyal iletim molekdlleri, reseptdérler ya da immunoglobulin ve
T hicre reseptord molekullerini kodlayan genleri icerir. B-hiicre kokenli ALL’de sik
saptanan kromozomal translokasyonlar ve flizyon genleri; mBCR-ABL, E2A-PBX1,

TEL-AML1 ve MLL-AF4°dir (119).

1(9;22)(g34;931) translokasyonu sonucu olusan “Philadelphia” (Ph) kromozomu
KML hastalarinda % 90, cocukluk cagi ALL’de % 2-5, yetiskinlerde ise % 25 oraninda
goralmektedir. 9. kromozomda yer alan ABL (Abelson mirin 16semi virusu) geni ile 22.
kromozomda bulunan BCR (birlesme bdlgesindeki kirilma noktasi = breakpoint cluster
region) genlerinin birlesmesi ile kimerik proteini kodlayan flizyon gen olusur. BCR-
ABL fuzyon proteininin surekli olarak dretilmeye baslamasi tirozin kinaz aktivitesini
kontrolsiiz hale getirmekte ve surekli uretilmektedir (120, 121). ABL proteini tirozin
kinaz aktivitesine sahiptir. Tirozin Kkinaz aktivitesi, sinyal iletimi ve hicre biylmesinin
duzenlenmesi ile iliskilidir. BCR proteini ise fosforilasyon reaksiyonunu aktive eder.
BCR-ABL myeloid hcrelerde overekspresyon godstererek; Ras ve MAP Kinaz
yolaklari, JAK/STAT vyolagi ve PI-3 Kinaz yolagi gibi farkli hicre sinyal kaskadlarini
aktive ederek kontrolsuz hiicre proliferasyonu ve apopitozis inhibisyonuna neden olur
(122,123). KML  hastalarinin % 10’unda Philadelphia translokasyonu saptanamaz.
Ancak bu hastalarin yarisinda molekiler incelemelerle fizyon gen (Ph- BCR-ABU
CML) saptanabilir. BCR’deki kirilma noktalarinin yerine goére cesitli boyutlarda BCR-
ABL fiizyon geni olusur ve bunlar molekil agirliklarina gére siniflandinilirlar. ki genin
kirflma noktalari  6nemli  6lciide degisiklik gosterir, ancak genellikle tanimlanmis
bélgelerde meydana gelir. ABL’deki kiriklarin hemen hepsi yaklasik 200 kb’dan daha

uzun bir alanda, ekson la-1b arasinda meydana gelmektedir. KML hastalarinda BCR
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bélgesindeki kiriklarin  biyik bir ¢odunlugu; MBCR’yi iceren 5.8 kb’lik bir alanda,
ekson b2-b3 veya ekson b3-b4 arasinda olur. BCR bdlgesindeki kiriklar ALLlilerde ve
nadiren bazi KML’lilerde mBCR’yi iceren 54.4 kb’hk bir alan icerisinde ekson el-e2

arasinda meydana gelir (119).

TEL/AML1 fuazyon geni [t(12;21)(pl3;922)], 21 numarali kromozom Uzerinde
bulunan AML1 (RUNX1) ile 12. kromozom {zerinde yer alan TEL (Translocation ETS
Leukemia: ETS ldsemi translokasyonu) gen bdlgeleri arasindaki tranlokasyonla olusur
ve prekiirsor B-ALL hastalarinin % 25’inde goruliir. t (12;21) yetiskin ALL hastalarinda
ise yaklasik % 3 oraninda gorilmektedir. TEL, ETS benzeri transkripsiyon faktorleri
ailesinin bir 0dyesidir ve 5’ heliks ilmek heliks (helix-loop-helix =HLH) domain ve
karboksi terminal DNA-baglanma bdlgesi igerir. Losemi ile iliskilendirilen TEL-AML1
kimerik protein: Aminoterminalden ETS DBD (DNA Binding Domain)’e kadar olan
TEL Dbolgesi ile AML1in RHD (Runt Homology Domain) ve transaktivasyon
bélgelerini icerir (112, 124, 125). Konvansiyonel sitogenetik ydntem ile hastalarin
ancak % 0.05'den daha azinda bu translokasyonlar tespit edilebildiginden Southern blot,
Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) ve Reverse Transkriptaz-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) gibi diger tekniklere basvurulur. TEL-AML1 onkoproteininin
lokomogenezisteki roli hala belirsizdir ancak normal hematopoezis icin gerekli olan
AMLZ’in transkripsiyonel aktivitesini degistirdigi  distinilmektedir (126). AMLZ1’in
transkripsiyon aktivitesi p300’e ve baskilama yetenekleri mSin3A ve HDAC’a bagh
olan bir faktérdiur ve bunlar fosforilasyon gibi mekanizmalar ile dizenlenir. AML1’in
hedef gene baglanmasi regllatér alt-birim CBFR (core binding factor RB) ile birlikte
olmaktadir. AML1 korepresor mSin3A ile etkilesime girdigi zaman, H3 ve H4
histonlarinin  amino terminal uglarinda yerlesen lisin rezidilerinden asetil gruplarini
uzaklastiran HDAC’Iin da indirekt olarak katihmi ile transkripsiyonu baskilar. Bu da
yojun veya represe olmus kromatin formasyonuna misaade eder ve temel
transkripsiyonel mekanizmaya promotorin erisilebilirligini belirgin sekilde azaltir. ALL
tanisi konmadan on yil veya daha uzun siren postnatal interval veya latens gdstermesi
ve ikizlerde konkordans oraninin yaklaskk % 10 olmasi nedeniyle, TEL-AML1
fuzyonunun ALL gelisimi icin yeterli olmadigi distunidlmektedir. Ayrica; normal yeni

doganlarda fonksiyonel TEL-AML1 fiizyonlarinin frekansinin TEL-AML1 flzyon geni
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bulunan ALL hastalarinin  insidansindan 100 kat daha stk olmasi bunu

guclendirmektedir (124).

E2A geni 19pl13’de lokalizedir ve kromozom 1°de lokalize olan PBX1 geni ile
fuzyon yapar (127). Normal E2A proteini transkripsiyonel aktivatordir ve
immunglobulin  kappa hafif zincir geninin ekspresyonunu aktive eden faktorlerden
biridir (128). E2A geni, temel heliks-ilmek-heliks (basic helix-loop-helix =bHLH)
transkripsiyon faktorleri olan E12 ve E47 proteinlerini kodlar. E12 ve E47 proteinleri B
hiicre maturasyonunda 6nemli rol oynarlar. PBX1 geni bir ‘homeobox’ (HOX) genidir,
B ve T lenfositler hari¢ tim dokularda eksprese edilirler (127). E2A(TCF3)- PBX1 gen
fuzyonu; pre-B hicre hatlarinda myeloid 6nct hicrelerin - farkhlasmasini - 6nlerken
apopitozisi indukler, lenfoid progenitér kiltirlerinde dondsum  fonksiyonunu o6nler
(129). t(1;19)(q23;p13) cocukluk c¢adi ALL’lilerde % 5, cocukluk c¢agi pre-B
ALL’lilerde ise % 20-25 oraninda gorilmektedir (130). E2A’nin dimerizasyon ve DNA-
baglanma fonksiyonlari, proteinin karboksi terminal domainiyle yakindan iliskilidir.
E2A’nin amino-terminal yarisi bir transaktivasyon domain icerir ve bu bélge diger
heterolog DNA-baglanma domainleri Uzerinde gucli bir transaktivasyon aktivitesi
gosterir. E2A- PBX1 flzyon geninde, E2A’nin dimerizasyon ve DNA-baglanmasiyla
ilgili  bolgelerini  kodlayan dizilerin yerini Pbxl homeodomaini kodlayan PbxI| dizileri

almaktadir (131).

MLL (miyeloid/Lenfoid L&semi veya mixed lienege 16semi) geni kromozom
11g23°de lokalizedir ve HRX, Htrx-1 veya ALL-1 olarak da adlandirilir (131). MLL
50°den fazla farkli gen ile translokasyon yaparak c¢esitli fiizyon genlerini olusturur
(132). Bunlardan MLL-AF4 (MLL-MLLT2), MLL-AF9 (MLL-MLLT3) ve MLL-ENL
(MLL-MLLT1) fuzyonlari en sik gorilenleri olup 11923 anomalilerinin % 60’indan
fazlasini olusturmaktadir (133). Kimerik MLL genlerinin insidansi; ALL’lilerde % 7-
10, AML’lilerde % 5-6 ve topoizomeraz Il inhibitéri kullanimina sekonder gelisen
AML ’lilerde % 80'den fazladir (134). MLL translasyondan hemen sonra parcalanir ve
birbirine non kovalent olarak bagli olan iki peptid yapi meydana gelir. MLL’nin 50
kDa’luk aminoterminal kismindaki AT-hook domaini hicre siklusu arrestine neden olur
(132, 134). Tumodr sitpresér genler karsinogeneziste DNA  metilasyonu ile

etkisizlestirilir. MLL’nin karboksi terminal bdlgesindeki SET domaini metiltransferaz
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aktivitesine  sahiptir.  SET  geninin  asin  ekspresyonu, metile olmus DNA’nin
demetilasyonunu engelleyerek timdr sipresdr genlerin tekrar aktivite kazanmasini
onler. Bu bdlgedeki transkripsiyonel aktivasyon domani (TAD) ise CBP araciligiyla
HOX gen bdolgesi icerisindeki H3 ve H4’Un asetillenmesinde gérev alir. MLL geni,
embriyogenez sirasinda eksprese edilir ve embriyonik gelisimde go6revli genler olan
HOX genlerini regile eder. Ancak translokasyon sonrasi olusan MLL flzyon geni,

HOX’un hematopoezi regile edici fonksiyonunu kaybetmesine neden olur (132).

2.1.4.2.3. Tumor Supresdr Genler

Tumdr supresor genler ise hicre biylumesini dizenleyerek timdér gelisimini
engelleyen genlerdir. TUmoér supresor genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon
kaybi; kontrolsiz hiicre bdélinmesi, anormal hicre blyumesi ve defektif apopitozise
neden olmaktadir.

Onkogenlerin hiicre proliferasyonunu aktive etme, timér slpresér genlerin ise
inhibe edebilme yetenekleri, bu genlerin hicre doéngusinin duzenlenmesinde anahtar
bir role sahip olduklarini géstermektedir. Hucre déngusinin S (sentez) fazinda DNA
replikasyonu olmakta; M (mitoz) fazinda ise hicre bolinmektedir. Bu evreler arasinda
ise iki G (growth= blyime) fazi vardir: G1, S fazindan 6nce, G2 ise M fazindan
oncedir. Gl’de, S fazinda gerekli olacak DNA replikasyonu icin nikleotid
biyosentezinden DNA polimerazlara kadar pek c¢ok gen drind hazirlanir. G2’de ise,
hiucrenin fiziksel olarak bolinmesi sirasinda gerekli olacak tubulin gibi proteinlerin
sentezi  saglanir.  Hucrelerin, hicre siklusu icindeki ilerlemeleri  ‘siklin’ denen
dizenleyici alt Uniteler ve ‘siklin bagimli kinaz’ (cyclin-dependent kinase-CDK) denen
katalitik alt niteleri de ilgilendiren bir dizi protein-kinaz kompleksler taralindan
gerceklestirilir.

Hucre siklusunun farkl fazlarinda, siklin ailesinden sadece birinin dizeyi artar.
Erken G1 doneminde, siklin D; G1/M gecis doneminde, siklin E; S’de siklin A; G2/M
gecis doneminde ise siklin B artar. Her bir siklin, belli 6zelliklere sahip CDK’lar ile
etkinlesir. Bu sayede her faz belirli bir siklin ve ona bagimli bir dizi CDK ekspresyonu

ile ayirt edilebilir. Huacre ‘S’ fazina gegebilmek igin, dis cevreden gelen cok sayida
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sinyali entegre etmek zorundadir. Bu noktada blyume faktord reseptorlerinin ¢ok
onemli bir roli vardir. Ancak hicre ici sartlar, 0Ozellikle genomun bitinliga de ‘S’
fazina giriste anahtar rol oynar. Radyasyon ya da sitotoksik ajanlara maruz kalmak
hicre dongisinde duraklamaya neden olur. Cinkld artik oncelik replikasyonda degil
DNA onarimindadir. Bu sayede hicre hasar DNA’yi tasiyarak cogalma tehlikesinden
kurtulur. P53 ve pRB’nin, TGF-P gibi peptit blyume faktorleri aracihfiyla hicre
siklusunda duraklama yapabilecekleri  gosterilmistir.  Mutasyon tasiyan p53 ise
radyasyondan sonra hicre siklusunda duraklama olusturulamaz. P53°Gn aktive ettigi
genlerden bir tanesi p21 denen proteini kodlar. Siklin-CDK kompleksi ile etkileserek
CDK aktivitesini inhibe eder bdylece hicre siklusunu durdurarak DNA onarimini
baslatir. P16 da p21’e benzer sekilde inhibisyon yapabilir. Bazi kanserlerde p16 geninin
mutasyonlar gostermis olmasi, CDK inhibitorlerinin ekpresyonlarindaki kayiplarin

dizensiz hiicre ¢ogalmasina neden olabilecegi gosterilmistir (112).

2.2. PON Gen Ailesi

PON ailesi enzimleri parationun aktif katabolik metaboliti olan paraoksonun
hidrolizini katalizlediginden paraoksonaz olarak isimlendirilmistir (135). Paraoksonaz
gen ailesi 7. kromozomun uzun kolunda (q21.3-22.1) bulunur ve birbirine komsu
PON1, PON2 ve PON3 olmak lizere i lyesi vardir (136). insanlardaki PON1, PON2
ve PON3 genleri nukleotit dizileri bakimindan % 70, amino asit dizileri bakimindan %
65 benzerlik gosterirler. PON1 mRNA karacigerde eksprese edilip kana salinirken
PON3 ise hem karacigerde hem de bdbrekte eksprese edilir. Buna karsin PONZ2; kalp,
bébrek, karaciger, akciger, plasenta, ince bagirsak, dalak, mide ve testiste bulunur.
PON2 ayni zamanda makrofajlar, diz kas hicreleri, endotel hicrelerini iceren arter

duvarindaki hicrelerde de tespit edilmistir (137).
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2.2.1. PON1

PON1; paraoksonaz, aril esteraz ve laktonaz aktivitesine sahiptir (138). insan
serum PONI/I’i sinir gazi ajanlart (somon ve sarin) ve organofosfatlarin (paration,
diazinon, Klorprifos) toksik okson metabolitlerini hidrolize eder (139). Paraoksanin (O,
O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) PON21 tarafindan hidrolize edilmesiyle paraoksana oranla
goreceli olarak daha az zararh p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur.
PO NVI’in hidrolitik aktivitesiyle agida c¢ikan p-nitrofenol veya fenolin konsantrasyonu
Uzerinden, PON1 aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir (140).
Ayrica aromatik karboksilik asit esterlerinden fenil asetat, enzimin arilesteraz
aktivitesinin  tayininde siklikla kullanilmaktadir.  Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)
varhginda, plazma ve karaciger dokusundaki PON1 aktivitesi inhibe oldugu icin aktivite
tayini heparinli plazmada ve tercihen serumda yapilmaktadir (141). Homogentisik asit
lakton, dihidrokumarin, y-butirolakton ve homosistein tiolakton gibi birgok laktonlar ve
siklik karbonatlar da PON1 tarafindan hidrolize edilir (139). Onceleri organofosfat
bilesiklerini hidrolize etme 06zelli§i nedeniyle toksikoloji alaninda Uzerinde calisilan
PON1, hidrojen peroksit de dahil olmak Uzere diger radikalleri notralize etme kapasitesi

nedeniyle son yillarda antioksidan etkileriyle de gincellik kazanmistir (142, 143).

2.2.1.1. PON1 Enziminin Biyokimyasal Yapisi

insan serum PONZ1’i, 43-45 kDa molekil agirhiginda, 354 amino aminoasitten
olusan bir glikoprotein yapiya sahiptir (138). Her molekidl toplam agirhginin % 15.8'ini
olusturan (i¢ karbonhidrat zinciri igerir. izoelektrik noktasi 5.1°dir. Aminoasit bilesimi
yiksek l6sin icerigine sahiptir (144). PON1 vyapisinda; 42, 284 ve 353. pozisyonlarinda
yer alan U¢ adet sistein (cistein=C) rezidil icermektedir. Bu sistein rezidllerinden
284°teki serbest iken 42 ve 353. pozisyonlarindaki reziduler arasinda distlfid baglar
bulunur (145). Josse ve ark. (146) C42 veya C353 pozisyonundaki sisteinin alanine

donusiminin PO N I’in inaktivasyonuna veya sekresyonunda azalmaya neden oldugunu
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gostermistir. Sorenson ve ark. (147) ise C284 pozisyonundaki sisteinin, alanin veya

serine dénisumi ile PONi’in sekresyonunda azalma oldugunu saptamislardir.

PON1 her biri dort zincirden olusan 6 adet beta tabakali yapiya sahiptir. Enzim
beta tabakalarin merkez kisminda 7.4 A° aralikli iki tane kalsiyum baglama bdlgesine
sahiptir. Bu kalsiyumlardan biri bu yapida en Ustte bulunur ve Katalitik etkinlikte gdrev
alir. Diger kalsiyum ise merkezde bulunur ve yapidan uzaklastirilmasi dénistimsiz
denatiirasyona neden olur. Katalitik kalsiyum iyonu 2.2-2.5 A° uzaklikta bes adet amino
asit rezidisi (Asn224, Asn270, Asnl68, Aspl68, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim
halindedir. Bu kalsiyum iyonlari farkh afiniteye sahiptir. Ustte bulunan Kkalsiyumun
baglanmasi merkezde bulunan kalsiyuma gore daha fazladir (148). Ca+2’nin selat yapici
ajanlarla uzaklastirilmasi ile PON1, aktivitesini dénusiimsuz olarak yitirirken Zn, Mn ve
Mg gibi bazi divalent iyonlar ise PONI’i stabil hale getirir (145). PONi’de H1, H2 ve
H3 olmak uUzere hidrofobik heliks yapilar vardir. Bunlardan H2 ve H3 heliks yapilari
PONI’in aktif bolgesinde bulunmaktadirlar. Bu heliks yapilar aktif bolgenin yapisinin
korunmasi ve enzimin yiksek dansiteli lipoprotein (HDL)’ye baglanmasinda rol
oynamaktadirlar. PON1 glikolize bir proteindir. PONI (izerinde dort tane potansiyel N -
glikozilasyon bdlgesi bulunmaktadir. Bunlardan Asn 227 ve Asn 270 beta tabakal
yapinin merkezinde, Asn 253 ve Asn 324 ise yuzeyde yer alir. Glikozillenme PON
ailesinin hidrolitik aktivitesi icin gerekli degildir. Ancak hiicre membranlarina spesifik
olmayan baglanmayi onler, kararlihg ve c¢o6zinUrligu artirmada onemlidir (139, 145,

148).

2.2.1.2. PON1 Gen Polimorfizmleri

Kromozom 7q21.3-22.1’de lokalize olan PONI geni dokuz adet ekson igerir.
PONI substratlannin  hidrolitik  katalitik  aktivitesi  bireyler arasinda farkhliklar
gostermektedir. Bireyler arasinda gorilen bu farkhlik ve cesitliligin genetik temeli,

PON1 genindeki polimorfizmlerin varhigina bagl olabilir (149, 150).

Karsinojenik oksidatif stres driinleri detoksifye etme yetenegine sahip olan PONI
geninde 200°den fazla polimorfzm tanimlanmistir. PON1 genindeki polimorfzmlerin,

PONI’in konsantrasyonu, aktivitesini etkileyebilece§i ve kanser riskini artirabilecegi
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ileri surdlmis ve serum PON1 aktivitesinin gastrik, pankreatik ve akciger kanserlerinde
disik oldugu gosterilmistir. Ovulasyon sirasinda meydana gelen oksidatif stresin,
overin epitelyal hicrelerindeki DNA hasari ve malign transformasyon potansiyelini
artirdigi  distincesinden  hareketle PON1  polimorfizmlerinin  over kanser riskini
arttirabilecegi ileri strdlmistir. Epitelyal over kanserli hastalarda hastaligin derecesi ve
CA-125 duzeyi ile PON aktivitesi arasinda ters korelasyon tespit edilmistir (151-153).
PON1 geninin promotor bdlgesinde pozisyon -108, -126, -162, -832 ve -909°da

olmak Uzere bes adet polimorfizm tanimlanmistir (Sekil 2.1.) (149).

Sekil 2.1. PONZ1geninin polimorfizmleri. Promotor bdlgede 5 polimorfizm (-108, -126, -162, -832, -909)
ve kodlama bdélgesindeki L55M ve Q192R polimorfizmleri goérilmektedir (149).

Pozisyon -108’deki polimorfizmin, arilesteraz aktivitesinde en buylk etkiye sahip
oldugu ve aril esteraz aktivitesinin % 22’sinden, pozisyon -192, -55, -162’deki
polimorfizmlerin ise sirasiyla % 5.7, % 4.1 ve % 1.1'inden sorumlu oldugu
gosterilmistir  (154). Promotor bdlgenin  Sp-1  baglanma bdlgesindeki C-108T
polimorfzminde, C-108 alleline sahip kisilerde, T-108 alleline sahip olanlara goére
PONL1’in ekspresyon kapasitesi iki kat daha yilksektir. Genin Promotor bdlgesinde
bulunan A-162G ve C-909G polimorfizmlerinin PON1 ekspresyonuna etkisi daha
dustktir (150).

PON1 geninin kodlanma bdlgesinde: Pozisyon 55°’de (L55M) l6sin/metiyonin
(dbSNP:rs854560) ve pozisyon 192°de (Q192R) glutamin/arginin (dbSNP:rs662) yer
degisimi  olmak Uzere ki yaygin polimorfizmi vardir. L55M ve/veya Q192R
polimorfizmleri; meme kanseri, akciger kanseri, over kanseri, prostat kanseri, non-
hodgkin lenfoma ve multipl myelom ile iliskilendirilmistir (153, 155-159). PON1 192R
izoformu; paraokson ve Kklorpirofos oksonu PON1 192Q izoformuna gére daha hizl

hidroliz ederken, PON1 192Q izoformu diazokson, soman ve sarini daha hizh hidroliz
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eder. Kodon 55°deki polimorfizm, PON1 enziminin Katalitik aktivitesini etkilemezken,
MRNA ve protein seviyelerini etkilemektedir. Bu etkinin PON155M alleli ile genin
promotor boélgesindeki pozisyon -108 polimorfzmi arasinda baglanti esitsizliginin
olmasindan kaynaklandigi dusinilmektedir (154).

Yuksek aktiviteye sahip R allelinin farkli toplumlardaki frekansi; Finlilerde (160)
% 26, italyanlarda (161) % 27, Beyaz Amerikallarda (162) % 27 ve ingilizlerde (163)
% 29°dur. Diger yandan Cinlilerde (164) ve Japonlarda (165) ise R allel frekansi Q
frekansinin iki katidir (sirasiyla R alleli: % 64.8 ve % 59). Aynacioglu ve ark. (166)’nin
Ulkemize ait orneklerinde: Gaziantep ydresinde yaptiklari calismada R allel frekansi %
31’dir. Karakaya ve ark. (167) ise Ankara yodresinde R allel frekansini % 36.8 olarak
tespit etmislerdir.

Agachan ve ark. (168) istanbul yéresinde yaptiklari ¢alismada LL ve LM genotip
frekanslarini birbirine esit % 46.8, MM frekansini ise % 6.4 olarak, QQ frekansini %
33.6, QR frekansini % 9.3 ve RR frekansini % 57.1 olarak bulmuslardir. Fong ve ark.
(169) Tayvan toplumu icin genotip frekanslarini; L: % 93.2, LM: % 6.2 ve MM: % 0.6
olarak saptamislardir. Grdic ve ark. (170) Hirvatistan toplumu igin kontrol grubundaki
QQ, QR ve RR frekanslarini sirasiyla; % 60, % 34 ve % 6 ayrica LL, LM ve MM

frekanslarinin dagihimini da; % 44, % 43 ve % 13 olarak saptamislardir.

2.2.1.3. PON1 Enziminin Regllasyonu

Serum PON1 aktivitesi; ilaglar, beslenme, sigara, alkol ve bazi patolojik ve
fizyolojik kosullari igceren cevresel faktorler ve genetik faktorlere bagli olarak bireyler
arasinda yaklasik 40 kat farklik gostermektedir (170).

Beslenme sirasinda alkol, nar suyu ve ya§ almimin, PON1 aktivitesini arttirarak
koroner kalp hastahgr riskini azaltabilecegi ©ne sirilmistir (171). Beslenmede bir
likopen kaynagr olan domates ve domates Grunleri tuketiminin, yad dokusundaki
likopen derisimini arttirarak miyokard enfarktiisi riskini azaltu@ (172), disuk serum
likopen konsantrasyonunun ise akut koroner olaylar ve inme insidansinda artmaya

neden oldugu gosterilmistir (173). Kleemola ve ark. (174) ise 3 giin beta-karoten verilen
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bireylerde ve fazla miktarda sebze tiketen bireylerde PON 1 aktivitesinde azalma
oldugunu saptamislardir.

PON 1 aktivitesi gelisimsel siregle de iliskilidir. Karacigerde sentezlenerek
dolasima verilen PON1"' in aktivitesi yeni doganlarda cok dusuktir. Bu durum yasamin
ilk alti ayina kadar devam eder. PON1 duzeyleri altinci ayda artmaya baslar ve 2 yasina
kadar devam ederek plato duizeylerine ulasir. Preterm bebeklerdeki PON1 seviyeleri,
term bebeklere goére % 24 daha dusuktir. Fotustaki PON1 seviyelerinin daha dusuk
oldugu ileri strdlmistir. PON 1 duzeyleri yetiskin saglikhi bireylerde stabildir ancak
ileri yaslarda giderek azalir (175, 176).

Karacigerde eksprese edilip kana salinan PONZ1, hidrofobik N-terminal bélgesi
aracihg ile HDL’ye baglanir (139). HDL yaklasik 10 nm capinda bir partikildir (148).
HDL’nin yapisinda; fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri gibi membran
bilesenleri ve protein bilesenleri yer alir. Apolipoprotein A-1 (apoA-1) HDL’de bulunan
major vyapisal proteindir ve HDL partikillerinin yapisi ve bilesiminin belirlenmesinde
onemli rol oynar (177). HDL’nin diger protein bileseni apoA2’dir. Ancak PO NI’in
bayik bir kismi apoA-1 iceren HDL ile iliskilidi. PON1, apoj ve clusterin iceren
HDL'ye ise daha az miktarlarda badlanmaktadir (178). PON1-HDL kompleksi; okside
makrofajlar, aterosklerotik lezyonlar ve okside LDL’lerdeki okside lipidleri hidrolize
ederek aterosklerotik lezyonlarin baslamasi ve ilerlemesini onler (139). HDL-eksikligi
durumunda, PON1 daha az sekrete edildigi icin serum duzeylerinde dists olmaktadir.
Bu da HDL’nin, PONZ’in enzim konsantrasyonunun saptanmasinda serum vektdri
olarak o6nemli volabilecegini disindiurmektedir (178). Van der Gaag ve ark. (179) su
tiketen ve orta duzeyde alkol tuketen orta vyash erkekleri ¢ hafta sonra
karsilastirdiklarinda, orta dizeyde alkol tuketenlerde PON 1 aktivitesindeki artisla
birlikte, HDL ve apoA-1 konsantrasyonunda da yikselme oldugunu saptamislardir.

Sigara kullanimi serum PON1 aktivitesini disirmektedir. Sigara icen ve i¢meyen
bireylerin serum PON 1 seviyeleri karsilastirildiginda sigara igen bireylerde serum
konsantrasyon ve aktivitelerinin etkilenerek PON 1 duzeylerinin distigi gosterilmistir.
Sigaray!l birakanlarin serum PON1 aktivitelerinde ve konsantrasyonlarinda tekrar artis
oldugu sigara icmenin PON1 aktivitesi GUzerinde yaratti§i etkinin geri déndsimliu oldugu
gozlenmistir.  ilgingtir ki, sigara icen bireylerden alkol kullanan ya da egzersiz

yapanlarin serum PON1 duzeylerinin sigara i¢cmeyen bireylere benzedigi ve bu
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aktivitelerin sigaranin  PON 1 {zerinde olan olumsuz etkilerini azalttigi gosterilmistir
(178).

Multifonksiyonel antioksidan enzim olan PON1, homosistein laktonaz aktivitesi
ile ateroskleroza yol acan homosistein tiolakton gibi homosistein metabolitlerini
detoksifiye  eder. Homosistein  tiolakton, lizin rezidulerinin  homosisteinilasyonuna
neden olarak protein hasarina yol agar. LDL’nin major apoproteini olan apo B100’Un
homosisteinlenmesi ile LDL oksidlenmeye karsi daha duyarhh hale gelirr PONI’in
homosistein laktonaz aktivitesi sayesinde kardiyovaskiler hastaliklara karsi koruyucu
etkisinin oldugu bilinmektedir. Tip Il Diyabetli hastalarda bu nedenle kardiyovaskiler
hastaliklarin  siddetinde azalma oldugu gosterilmistir (180-182). PON1 aktivitesinin
renal hastalik, diabetes mellitus, Kkaracifer sirozu, hepatit-C, HIV enfeksiyonu,
anksiyete bozuklugu ve ALS gibi nérolojik hastaliklarda serum dizeylerinin distk
oldugu gosterilmistir (136,183). Diger yandan simvastatin ve hormon replasman

tedavisi alanlarda ise serum PON1 aktivitesinin arttigi gézlemlenmistir (183).

2.2.2. PON2

PON2 molekul agirhigi 44 kDa olup yaygin bir sekilde hicre i¢cinde ekspre edilir
(137). PON2 N-terminal sinyal dizisine sahiptir ve hicrelerde plazma membrani ile
baglantilidir. Antioksidan 06zellige sahip olan PON2, hicre ic¢i oksidatif stresi azaltir ve

LDL oksidasyonunu engeller (184).

PON2 sentezleyen hicrelerde yapilan calismalarda, PON2 ekspresyonunun
PO N VI'in aksine oksidatif stres sonrasi oldugu gosterilmistir. Yapilan bir calismada fare
periton makrofajlari oksidatif stres indikleyici ajanlarla muamele edildikten sonra
PON2 mRNA sentezinde artis tespit edilmistir. Bir baska calismada ise fareler yuksek
miktarlarda yag, kolesterol ve kolat iceren diyetle 8-15 hafta beslendikten sonra
karacijer PON2 seviyelerinde artis gozlenmistir. Hiperkolesterolemisi olan bireylerde
monositten olusan makrofajlardaki PON2 duzeyleri saghkl bireylere goére daha dusiktir
(137).

PON2 geninde yer alan bazi polimorfzmler cesitli hastaliklarla

iliskilendirilmislerdir. PON2: Kodon 148’de (A148G) alanin/glisin ve kodon 311’de

27



(S311C) serin/sistein yer degisimi olmak (zere iki polimorfizm gostermektedir (137).
A148G polimorfizmi total ve LDL kolesterol, aclk kan sekeri ve dogum agirhgn ile
iliskilendirilirken, S311C polimorfizmi; koroner arter hastaligi, tip 2 diyabetli hastalarda
iskemik inme, ge¢ baslangicli Alzheimer hastaliyi ve postmenopozal kadinlarda kemik

kltlesinde azalma ile iliskilendirilmistir (137, 185, 186).

2.2.3. PON3

PON3 en son tanimlanan ve en az bilinen PON UOyesidir. Yaklasik 40-kDa molekil
agirhgindadir. Karacigerde sentezlenen PON3, serumdaki HDL ile iliskilendirilmistir.
Ancak PONI’e gbére serum duizeyleri daha dusuktir. (184). PON3’lUn arilesteraz
aktivitesi sinirliyken statin gibi laktonlari hizla hidrolize eder (136). Guney italyan
populasyonu ile yapilan bir c¢alismada 311. kodonda serin/treonin ve 324. kodonda
glisin/aspartik asit yer degisimi saptanmis ancak bu degisimlerin protein fonksiyonu
Uzerinde bir etkisi gosterilememistir., PON3, PON1 ve PON2 gibi antioksidan 06zellik
gostermektedir. Tavsan serumundan saflastinlan PON3’un in vitro olarak LDL
oksidasyonunu arttiran bakiri inhibe etti§i ve tavsan PON3’Unin PO NI’e gbére LDL’yi

oksidasyona karsi 100 kat daha fazla korudugu belirlenmistir (137, 187).

2.3. Katalaz

Canli  organizmadaki oksidasyon (yukseltgenme) ve reduksiyon (indirgenme)
olaylari, oksidorediiktazlar  olarak  adlandirilan  enzimler  taraffndan  katalizlenir.
Oksidorediiktazlar;  oksidazlar, dehidrojenazlar, hidroperoksidazlar ve oksijenazlar
olmak Uzere ddrt gruba ayrilirlar. Bunlardan hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen
peroksit veya organik peroksit kullanan oksidorediktazlardir ve zararh peroksitlere

karsi vicudu korurlar. Katalaz, hidroperoksidazlar sinifnda yer alir ve siperoksit

dismutaz (SOD) aktivitesi ile olusan hidrojen peroksitin su ve oksijene pargalanmasini
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hizlandiran anahtar bir antioksidan enzimdir (188, 189). Ayrica; etanol, format ve
nitritin oksidasyonunu da katalizler (190).

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) doért alt birimden olusur. Her bir alt birimin molekil
agirhgr yaklasik 60 kDa agirhgindadir ve her biri hematin (Fe+3-protoporfrin 1X) grubu
icerir (191). Bu enzim peroksizomlarda yogun bir sekilde bulunurken daha az olarak;
eritrosit, hepatosit ve bdbreklerde bulunur (192). Hidrojen peroksit, CAT tarafindan
parcalanmazsa Fenton reaksiyonuyla vicut icin c¢ok tehlikeli bir serbest radikal olan
OH olusumuna neden olur (4). CAT aerobik metabolizma sirasinda surekli Gretilir.
Distik miktardaki H202, CAT tarafindan efektif olarak katalize edilir. Ancak yiksek
miktardaki H202, lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina neden olur (189).

Norodejeneratif hastaliklar, lipid bozukluklari, diabet, ateroskleroz gibi oksidatif
stresle iliskili hastaliklarda CAT aktivitesinde disme oldugu ve transgenik farelerde
CATIn  overeskpresyonu ile aterosklerozda azalma ya da gecikme oldugu
bilinmektedir. Ayrica CAT uygulamasi ile ooforektomi sonrasi kemik kaybinin
onlendigi saptanmis ve CAT aktivitesinin postmenapozal osteoporoz gibi oksidatif
stresle iliskili hastaliklarin gelisimi ile ilgili olabilecegi dustnidlmektedir (193).

Notrofil ve makrofaj gibi fagositik hicreler patojenleri  6ldurmek, nekrotik
dokulari temizlemek icin oksijen radikallerini kullanirlar. Aktive olmus makrofajlar ve
notrofller fagositoz esnasinda bir respiratuvar burst (solunum patlamasi) enzimi olan
NADPH oksidazi uyarirlar. Plazma membraninin dis ylzeyinde bulunan NADPH
oksidaz, molektler oksijene bir elektron transferi yaparak stperoksid oksijen
radikallerini olusturur. Fagolizozomlarda dusik ph’da siperoksid oksijen radikalinin
neredeyse tamami H202e (yaklasitk 100mM) donisir. Serbest radikallerin olusumuyla
birlikte mitokondri disinda oksijen tiketimindeki artisla bir solunumsal patlama
gerceklesir ve solunumsal patlama GOrunlerinin  etkisi ile bakteriler oldurdlir. Bu
reaksiyonlar hucrelerin savunma mekanizmasi icin gereklidir ancak serbest radikallerin
fazla Uretimi; islev bozuklugu, hiicre 6limi ya da timdr olusumu ile sonuglanmaktadir.
Reaktif oksijen radikalleri fagositlere de zarar verebilirler. Ancak fagositler reaktif
oksijen radikallerinin kendilerine zarar vermesini CAT, SOD, glutatyon peroksidaz, alfa

tokoferol ve askorbik asid gibi antioksidanlar ile engellerler (194).
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2.3.1. CAT Gen Polimorfizmleri

Antioksidan enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen genetik degisiklikler
enzimlerin aktivite ve ekspresyonunda degisiklije neden olurlar (195). Goth ve ark.
(196)’na gore kanser hastalarindaki disik CAT seviyeleri, azalmis enzim sentezinden
cok CAT genindeki mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir.

CAT geni 11p13’de lokalizedir (Sekil 2.2.), 34 kb uzunlugunda ve 13 ekson ile 12

introndan olusmaktadir (197).

I EE3 pi2

Sekil 2.2. CAT geninin kromozom 11p13’deki lokalizasyonu (198).

Molekiler genetik calismalar ile CAT geninde bircok polimorfk bdlge
tanimlanmis  ve bunlardan birkagi akatalazemi/hipokatalazemi, hipertansiyon, vitiligo,
tip 1l diabetes mellitus gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir (197, 199). intron 4’deki
G/A yer degisimi anormal splicing’e neden olurken ekson 4’deki (358T) timin
delesyonu akatalazemiye neden olmaktadir (195). Akatalazemi kaltsal CAT eksikligi
bakimindan homozigotluk gdésterirken hipokatalezemi heterozigot forma sahiptir (200).
Akatalazemik eritrositler normal kan CAT aktivitesinin % 10’undan daha disik
aktiviteye sahiptir (196). Akatalazeminin frekansi Isvicre’de 0.04:1000, Japonya’da
0.08:1000 ve Macaristan’da 0.05:1000’tir. Japonya’da (TipA: intron 4 G4A ve tip B:
ekson 4 358T delesyonu), Avusturya’da (ekson 3 C96T), Amerika’da (ekson 9 G113A)
ve Macaristan’da (tipA: ekson 2 138GA insersiyon, tip B: ekson 2 79G insersiyon, tip
C: intron 7 G5A, tip D: ekson 9 Gb5A) akatalazemi mutasyonlari tespit edilmistir.
Akatalazemi bakimindan homozigot olan bireylerin ¢cogu asemptomatiktir ve kan CAT
seviyeleri tarama testleri sirasinda veya tesadifen belirlenmektedir (200).

C-262T, C-844CT ve A-21T polimorfizmleri CAT geninin promotor bdlgesinde
lokalizedir (199). Nukleotid -262’deki (rs1001179) sitozin timidin yer degisimi (C>T);
transkripsiyon baglanma faktéri ve gen transkripsiyonunu etkileyerek, bazal CAT

ekspresyonu ve eritrosit CAT seviyelerini degistirmektedir (Sekil 2.3.) (199, 201).
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Piomotor Ekson 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13

C-262T
Sekil 2.3. CAT geninin promotor bélgesinde bulunan C-262T polimorfizmi (197).

-262T  polimorfik allelinin  Glkelere g6re frekans dagilimi:  Yunanistan ve
Amerika’da % 18, lisveg’te % 29, Cin’de % 14 iken Macaristan’da % 41’dir.
ingiltere’de goriilen T polimorfik allel orani % 22 olup (200) bu oran Tirkiye’de Suzen
ve ark. (1)’nin Ankara ydresine ait calismasindaki oranla aynidir. C-262T polimorfizmi;
Tip 1 diyabet, diyabetik polindropati ve hepatoseltler karsinoma ile iliskilendirilirken,
tip Il diyabet ve alzheimere olan yatkinhg etkilememektedir (189, 200). -262T alleli
norodejenerasyona  karsi  koruyucu etki goéstermekte ve kognitif fonksiyonlarin

duzelmesine yardimci olmaktadir (195).

-21A>T (rs7943316) polimorfizmi alerjik astim ve alerjik olmayan astimla

iliskilendirilirken (199), 844C>T polimorfizmi hipertansiyonla iliskilendirilmistir (202).

Ekson 9 kodon 389’daki yer alan C/T polimorfizminde (rs769217) polimorfik TT
genotipi Kuzey Amerika populasyonunda % 5.08, ingiliz populasyonunda % 3.5, Kore
populasyonunda % 12 ve Hindistan populasyonunda % 0.69°dur. Bulut H ve ark. (203)
49 saglikli bireyden olusan kontrol grubu ile 34 vitiligolu hastadan olusan hasta
grubunu Karsilastirmak amaciyla Izmir yéresinde yaptiklari calismada; kontrol grubunda
TT polimorfik genotipe rastlamamis, hasta grubunda ise TT genotip oranini % 5.9
olarak tespit etmislerdir. Kodon 389’daki C/T polimorffzmini Tirk populasyonunda
vitiligoya  yatkinlik ile iliskilendirmemislerdir. Bu  polimorfizm, Kuzey Amerika
populasyonu  ve ingiliz  populasyonunda vitiligo ile iliskilendirilirken  Kore

populasyonunda bu iliski saptanamamistir (204-206).

Ekson 10 kodon 419’da bulunan C/T polimorfizminin (rs11032709) allel genotip
dagihmlart  farkli populasyonlarda incelediginde bu polimorfizmin vitiligoya yatkinlig

artirdigi  saptanmistir (204).
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3- GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Toplanmasi

CAT C-262T ve PON1 L55M polimorfizmleriyle 16semi arasindaki iliskiyi
belirlemek igin hasta grubu, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi i¢ Hastaliklari
Hematoloji Bilim Dali ve Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari Hematoloji Bilim Dalinda l6semi tanisi konmus 140 bireyden olusturuldu.
Hasta grubunun 54°0 (% 38.6) kadin ve 86°sI (% 61.4) erkek olup yas dagilimi 3-17 yil
olan 45 c¢ocuk ve yas dagihmi 19-71 il olan 95 eriskin bireyden olusurken kontrol
grubuna herhangi bir kanser tanisi almamis 140 birey katildi. Kontrol grubunu olusturan
saglikli bireylerin 82°si (% 58.6) kadin, 58°i (% 41.4) erkekti. Bu grup yas dagilimi 6-14
yil olan 48 ¢ocuk ve yas dagihmi 29-79 yil olan 92 eriskin bireyden olustu. Etik kurul
onay! alindiktan sonra bireylerden detayli anamnez alindi ve bilgi formlarina bilgiler
kaydedildi. Bireylerden alinan 8 cc periferik kan, 1 ml % 2’lik EDTA iceren, 15 ml’lik
santrifilj tdplerine konuldu. DNA izolasyonuna kadar -20 oC’de saklandi. Bu kanlardan

Miller’in tuz c¢oktirme yoéntemine gore DNA izolasyonu yapildi (207).

PON1 L55M ve CAT C-262T polimorfzmlerine ait bdlgeler polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) ile amplifiye edilip elektroforezle
gorintulendi. Elde ettiimiz DNA PCR’a dayali Restriksiyon Parca Uzunluk
Polimorfzmi (RFLP, Restriction Fragment Lenght Polymorphism)’nde bir kalip olarak

kullanildi ve sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.1.1. Genotip Belirlenmesinde Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

3.1.1.1. Kullanilan Cihazlar

. Mikropipet Seti (Eppendorf)
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Santrifij (Nive NF-800)
Mikrosantrifij (Hermle. Z 160M)
Otoklav (Nuve OT 40L)

Etiiv (Niive EN-500)

Buzdolabi (Argelik)

Vorteks (VELP)

Termal Cycler (Techne TC-412)
Hassas Terazi (AND)

Mikrodalga Firin (Samsung)
Manyetik Karistirici (Nive MK-418)
Elektroforez Tanki (Thermo EC-330)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC-135-90)

Jel Gorantiuleme (Vilber Lourmat Marne La Vallee, France)

3.1.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)
Sodyum Kloriir (Riedel-de Haen)
Na2EDTA (Sigma E-5134)

Sodyum Dodesil Sulfat (Sigma L-5750)
Proteinaz K (Fermentas E00491)
Etanol Meck (ZD-002)

Tris Base (Sigma T-6066)

Borik Asit (Applichem A2940)
Agaroz (Prona Agarose Plus, HS8045)
Etidyum Bromid (Sigma E-1510)
Orange G (Applichem A1404)
Gliserol (Merck 4091)

Tag DNA Polimeraz 500 U (Fermentas FE- EP0402)
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Hinlll 300 U (Fermentas FE-ER1831)

Smal 2000 U (Fermentas FE-ER0665)

Gene Ruler 100 b¢ DNA Ladder plus (Fermentas FE-SM0321)
Gene Ruler 50 b¢ DNA Ladder (Fermentas FE-SM0371)
dNTP Mix 2mM (Fermentas EP0242)

10*PCR Buffer (Fermantes EP0402)

Bidistile Su (Applichem A7398)

3.1.1.3.Kullanilan Tampon Cdzeltileri

3.1.1.3.1. DNA izolasyonu ic¢in Kullanilan Cdzeltiler

Nuklei Lizis Buffer

Tris HCl.oovoovvcvivenee, 1.576 g
NaCl.iiiie 234 g
Na2EDTA.....ccccevviiis 079

I litre distile suya tamamlanip ¢ézuldiikten sonra otoklavda steril edildi ve +4 oC’de

saklandi.

% 10 Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cozeltisi: 10 g SDS, 100 ml distile suda

¢ozalda.

6 M NaCl Cdzeltisi: 35.5 g NaCl, 100 ml distile suda ¢6zuldi.

TE Buffer:
Tris-HCl....coeee 0.394 ¢
Na2EDTA.....cccoe.. 0.093 ¢
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250 ml distile suya tamamlanip ¢o6zuldukten sonra otoklavda steril edildi ve

+40C ’de saklandi.

Proteinaz K: Liyoflize 100 mg proteinaz-K, 10 ml steril distile su ile ¢6zilerek

10 mg/ml’lik konsantrasyona getirildi ve -20 oC’de saklandi.

3.1.1.3.2. Elektroforez icin Kullanilan Cdzeltiler

10*TBE (Tris-Borat-EDTA)

Tris Base.....coeeveenen. 10.8 g
Borik Asit......ccccceeeene. 548 ¢
Na2EDTA.....cooeeenn. 5.44 ¢

Distile su ile 1 litreye tamamlanarak c¢6zulda.

Elektroforez Yuritme Tamponu: 10*TBE Buffer’den distile su ile seyreltilerek
hazirlanmis olan 1*TBE icerisine 0.5 p,g/ml konsantrasyonunda etidyum bromid

konulduktan sonra karistirildi.

Agaroz Jel Cozeltisi (% 3’luk): 140 ml 1*TBE Buffer icerisine 4.2 g agaroz
birakilip mikrodalga firinda 4 dakika suren eritme islemi gerceklestirildikten sonra

konsantrasyonu 0.5 p,g/ml olacak sekilde etidyum bromid eklendi.

Orange G Cozeltisi:

NaZEDTA ..o, 2.232 ¢

Orange G....ccooveeevvieennne 200 mg

60 ml gliserol ve 40 ml distile sudan olusan solusyon icerisinde c¢ozuld.
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3.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan 8 ml ven6éz kan 1 ml EDTA igeren
tiiplere konularak -20 oC’de saklandi. ilk gun tiiplerdeki kanlarin iizerine pipetle distile
su ilave edilerek 14 ml’ye tamamlandl ve 5 dakika iyice calkalandi. 10 dakika 2000
rom’de santriflj edildikten sonra santrifiijlenen tiplerin sipernatant kisimlari transfer
pipetiyle alinarak atildi. TUplere tekrar distile su ilave edilerek 14 ml’ye tamamlandi ve
santrifij ~ edildi. Supernatant kisim berrak bir gorinti alana kadar bu islemleri
tekrarlandi. Son santrifiijlemeden sonra supernatant atildi ve pelet Gzerine 3 ml nuklei
lizis buffer, 200 pl % 10’luk SDS ve 25 pl proteinaz-K (10 mg/ml) eklenenerek 37
oC’de bir gece inklbe edildi. Ertesi giin bir saat 55 oC’de bekletildikten sonra islemin
ikinci asamasina gecildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 ml 6 M’lik NaCl c¢ozeltisi ilave
edildikten sonra yavas¢a karistirildi ve oda isisinda 10 dk bekletildi. Daha sonra tipler
15 dk 3500 rpm’de santrifij edildi. Santrifijlemeden sonra tUplerdeki supernant kisim
transfer pipetiyle temiz bir falkona aktarilarak Uzerine absolu etanol eklendi ve bdylece
DNA’nin presipitasyonu saglandi. Gorinir hale gelen DNA steril bir mikropipet ucuyla
daha 6nce 500 pl TE buffer konulan ependorf tiplere aktarildi. 37 oC etlvde bir gece

bekletilen DNA o6rnekleri +4 °C’de muhafaza edildi.

3.3. Molekiler Analiz

PCR yodntemi; bir organizma veya mutant gene iliskin normal ya da parcalanmis
DNA ya da RNA’nin in vitro ¢ogalmasina olanak veren bir yontemdir. DNA izolasyonu
ile elde ettigimiz DNA orneklerinden CAT C-262T ve PON1 L55M polimorfzmlerini

belirlemek amaciyla, polimorfzmlerin oldugu gen bdlgeleri bu ydntem ile cogaltildi.
Bu PCR drunleri restriksiyon enzimi ile kesildi ve olusan elektroforetik paterne

bakilarak olusan RFLP fragmentleri degerlendirildi.
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3.3.1. PON1 L55M ve CAT C-262T Polinioifizniletininn Belirlenmesi

PON1 geninin kodlama bdlgesindeki L55M polimorfizmini belirlemek icin Rea ve
ark. (208)’nin calismalarinda kullandiklari primerler secildi. 170 bg¢’lik PCR rini,
kullanilan  spesifik primerlerle cogaltildi.  Ampliffkasyon i¢in kullanilan primer dizileri

asagida gosterilmistir:

* PON1 L55M-F: 5’- GAAGAGTGATGTATAGCCCCAG-3’

* PONI1 L55M-R: 5’- TTTAATCCAGAGCTAATGAAAGCC-3’

Calismamizda CAT geninin promotor bdlgesinde bulunan C-262T polimorfizmini
belirlemek igin Bastaki ve ark. (5)’nin cahismalarinda kullandiklari primerler segildi.
185 bg¢’lik PCR rdnd, kullanilan spesifik primerlerle ¢ogaltildi. Amplifikasyon icin

kullanilan primer dizileri asagida gosterilmistir:

» CAT C-262T-F: 5’-TAAGAGCTGAGAAAGCATAGCT-3

« CAT C-262T-R: 5’-AGAGCCTCGCCCCGCCGGACCG-3’

Cizelge 3.1. Bir ornek icin PCR ortaminda kullanilan malzeme ve miktarlari

Reaksiyon Karisimi Kullanilan Miktar (™)
Bidistile Su 16"

10xPCR Buffer (NH2(SO4)) 251

2 Mm dNTP mix 2.5 pl

Primer (Forward) 0.5 pl

Primer (Reverse) 05 M

MgCl,, 157

Tag DNA polimeraz (5U/ pl) 02 M

Total Hacim 237 N
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Calisilacak drnek sayisina gore miktarlar hesaplandiktan sonra steril ependorf
tipe yukaridaki sirayla malzemeler birakildi. Karisim vortekslendikten sonra her bireye
ait protokol numarasini iceren, 0.5 mllik steril ependorf tiplere esit miktarlarda
dagitildi  (Cizelge 3.1.). Her tipe ait oldugu bireyin DNA’sindan 1’er pl eklendi.
Ependorf tdpleri thermal cycler cihazina vyerlestirildi. Thermal cycler’da asagidaki
tablolarda gésterilen PCR sicakhik profilleri kullanilarak amplifkasyon gerceklestirildi.
Cizelge 3.2.’de PON1 L55M polimorfzmi igcin optimal reaksiyonun gerceklestigi PCR

reaksiyonlari verilmistir.

Cizelge 3.2. PON1 L55M polimorfizmi igin uygulanan PCR reaksiyon isi dénguleri

Reaksiyon Asamasi Sicaklik oC Siire Ddéngi Sayisi
ilk Denatiirasyon 94 oC 4 dakika 1dongu
Denatiirasyon 94 oC 40 saniye

Annealing (Primer Baglanmasi) 56 0C 45 saniye 35 dongu
Sentez (Extension) 72 oC 40 saniye

Son Uzama (Final Extension) 72 oC 7 dakika 1dongu

Cizelge 3.3.’de CAT C-262T polimorfizmi icin optimal reaksiyonun gergeklestigi

PCR reaksiyonlari verilmistir.
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Cizelge 3.3. CAT C-262T polimorfizmi icin uygulanan PCR reaksiyon 1s1 donguleri

Reaksiyon Asamasi Sicaklik oC Siire Déngu Sayisi
ilk Denatlirasyon 95 oC 15 dakika 1doéngi
Denatiirasyon 94 oC 30 saniye

Annealing (Primer Baglanmasi) 60 oC 45 saniye 35 dongi
Sentez (Extension) 72 oC 30 saniye

Son Uzama (Final Extension) 72 oC 10 dakika 1doéngi

PON1 L55M polimorfizmini RFLP yodntemi ile belirleyebilmek icin Hinlll
restriksiyon enzimi kullanildi. Bu enzim T nikleotidinin A nikleotidine transisyonu ile
..NCATG]JN... baz sirasina sahip DNA bdlgesini tanir ve 5’ ucundan CATG
bazlarindan sonra kesim yapar.

PON1 L55M polimorfizmi icin 170 bg¢’lik PCR druninin Hinlll restriksiyon
enzimi ile kesimini gerceklestirmek icin reaksiyon karisimi hazirlandi. Bir 6rnek igin

karisim sunlari icerdi:

BidiStile S U ..o 9.5 pl
10X BUFfEr G ..o 2.5 pl
Enzim (Hinll) ..o, (5 U/pl) 0.2 pl

Calisilacak 6rnek sayisina goére hazirlanan karisim vortekslendikten sonra esit
miktarda PCR Urunlerinin Uzerine birakildi. Mikrosantrifujde kisa sire cevrilen o6rnekler

370C’lik etivde 16 saatlik inkiibasyona birakildi.

CAT C-262T polimorfizmini RFLP yodntemi ile belirleyebilmek i¢cin Smal
restriksiyon enzimi kullanildi. Bu enzim T nikleotidinin  C nikleotidine transisyonu ile
5’....CCC|GGG. .3’ baz sirasina sahip 6 baz ciftik DNA bdlgesini tanir ve 5’ ucundan

CCC bazlarindan sonra kesim yapar.
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CAT C-262T polimorfzmi icin 185 bg¢’lik PCR 0Oroninin Smal restriksiyon
enzimi ile kesimini gergeklestirmek icin reaksiyon Kkarisimi hazirlandi. Bir 6rnek igin

karisim sunlari icerdi:

Bidistile Su 9.5 pl
10X Buffer Tango 2.5 pl
Enzim (Smal ) (10 U/|l) 0.3 pl

Calisilacak 6rnek sayisina goére hazirlanan karisim vortekslendikten sonra esit
miktarda PCR drdnlerinin Uzerine birakildi. Mikrosantrifijde kisa sire cevrilen ornekler

30 oC’lik etiivde 4 saatlik inkiibasyona birakildi.

3.3.2. % 3’luk Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 3’luk agaroz jel icin 4.2 g tartilan agaroz beher icine konuldu. Bunun Uzerine
140 ml 1*TBE solusyonu eklendikten sonra mikrodalga frinda homojen ve seffaf bir
gorinim elde edilinceye kadar 1sitildi. Bu karisim manyetik karistiricida 200 devir/dk,
yaklasik 5 dk soguyana kadar (50-55 oC) kanstirildi. Karistirma islemi devam ederken
jel icerisine 0.5 pg/ml’lik etidyum bromid eklendi. Jel uygun isiya dustince jel kalibina
dokildikten sonra taraklar takildi. Oda 1sisinda jelin polimerize olmasi beklendi. Sonra

taraklar cikarildi ve bir sire buzdolabinda bekletilerek kullanima hazir hale getirildi.
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3.3.3. Elektroforez islemi

PCR ile amplifiye edilen gen bdélgelerinin uzunlugunu belirlemek ve amplifiye
edilen Urinlerin  restriksiyon endonukleazlarla kesilip kesilmedigini kontrol etmek
icin agaroz jel elektroforez teknigi kullanildi. % 3’luk agaroz jel elektroforez tankina
yerlestirildi. Ependorf tuplerindeki PCR ile amplifye edilen ve restriksiyon enzimi ile

kesilen  ornekler Gzerine 10 pl Orange-G Kkatildiktan sonra birka¢ saniye

mikrosantrifijde 3500 rpm’de cevrildi. Bu islemi takiben tankin igindeki jelin
kuyucuklarina  érnekler  sirayla  birakildi.  Uriin - biyuklaginig — olgebilmek  igin
kuyucuklardan birine 3.5 pl 100 bg¢’lik DNA marker (DNA isaretcisi) kondu.
Elektroforez tankinin kapagi kapatilarak glic kaynagina baglandi. Gig¢ kaynagi 120

volt 40 mA olarak ayarlandi ve ornekler 30-33 dk sireyle elektroforeze tabi tutuldu.

Ornekler Vilber Lourmat Marne LA Vallee, France goriintileme sisteminde 260 nm

dalga boyunda UV isi§i altinda gorintilendi ve degerlendirildi.

Bant uzunluklarina gore yapilan degerlendirmede PON1 L55M polimorfizmi igin:
« TT~ 170 bg

. CTN 170+126+44 bg

. CC~™ 126+44 bg

CAT C-262T polimorfizmi icin:

e TT~ 185bg

. CT~" 185+155+30 bg

. CC”~ 155+30 bg

olarak tanimlandi.
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3.4. Plazma PON1 ve CAT Enzim Aktivitelerinin Olcimi

Plazma Paraoksonazl (PON1) ve CAT enzimlerinin aktivite olcimia: Agustos
2009 - Arahk 2010 tarihleri arasinda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi I¢
Hastaliklari Hematoloji Bilim Dalinda yeni tani alan akut ve kronik lésemili 55 eriskin

hasta ile ayni yas ve cinsiyetteki 57 saghkli bireyde yapildi.

Kontrol grubu ve yeni tani alan 16semili hastalarin venéz kan 6rneklerinden elde
edilen plazma PONi ve CAT diizeyleri karsilastirildi. Losemili hastalarin plazma PON1
ve CAT dizeylerinin tedavi ile degiskenliginin arastiriimasi amaclandi. Bunun igin de
ilk élcimden 1 ay sonra hastalarin plazma diizeyleri tekrar 6lgiilerek ile bazal degerleri
ile karsilastirildi. Hastalarin biyik kisminda infeksiyon gorulecedi icin de infeksiyon
tablosu ile hastalarin plazma PONI ve CAT diizeyleri arasindaki degiskenligin
vurgulanmasi amaglandi. Bu nedenle C reaktif protein (CRP) degerleri 100 mg/L’yi
asip, enfeksiyon bulgularini tasiyan hastalardan elde edilen plazma duizeyleri ile bazal

degerler karsilastirildi.

3.4.1. Enzim Olciimleri i¢in Kullanilan Cihazlar

. Sogutmali Mikrosantrifuj (Sigma,2-16K)

. Derin Dondurucu (Regal RDD 1145)

. Etiv (Binder)

. Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)
. Hassas Terazi (Mettler Toledo)

. Buzdolabi (Regal, RBD 4602 NCF)

. Vorteks (REAX)
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. Mini santrifij (Eppendorf)

. Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)

. Distile Su Cihazi (Millipore)

. Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P1000)
. pH Metre (Mettler Toledo)

. Homojenizatér (Arzum motor, el yapimi ug)

3.4.2. Enzim Olgiimleri i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.4.2.1. PON1 Aktivitesi i¢cin Kullanilan Kimyasallar

Paraokson 36186 (Fluka)

Tris-HCI 234 (Amresco)
Tris-Base 826 (Amresco)
Kalsiyum Kilortr 1.02378.0500 (Merck)
Sodyum Hidroksit 1.06462.1000 (Merck)
Hidroklorik Asit 1.00314.2500 (Merck)
Aseton 1.00013.2500 (Merck)

3.4.2.2. CAT Aktivitesi i¢in Kullanilan Kimyasallar

Potasyum Dihidrojen Fosfat 1.04873.1000 (Merck)
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Disodyum Hidrojen Fosfat 1.06586.0500 (Merck)

Hidrojen Peroksit 1.08600.1000 (Merck)

3.4.3. Kan Plazmasinin Ayrilmasi

Heparinli tiipe alinan kanlar 3500 rpm’de 10 dakika santrifij edilerek plazmalari

ayrildi. Ayrilan plazma aktivite 6lgimine kadar -20 oC ’de bekletildi.

3.4.4. Enzim Aktivite Tayini

3.4.4.1. PON1 Enzim AKktivitesi Tayini

PON1 aktivitesinin tayini Eckerson ve ark. (209)’nin yontemine gdre yapildi.
PON enziminin Paraoksonaz enzim aktivitesi Olciminde substrat olarak paraokson

kullanildi. PON enzimi, paraoksonun p-nitrofenol ve dietilfosfata hidrolizini katalizler.
Paraoksonazin enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenoliin 4i2 nm’deki olusumu

spektrofotometrik olarak olgulerek, paraoksonaz enziminin aktivitesine bakild.

3.4.4.1.1. PON1 Enzim Aktivitesi Tayini i¢in Kullanilan Reaktifler

Tris-HCI Tamponu (pH:8, 20 mM)
CaCl2 (1 mM)
Paraokson (1 mM)

p-nitrofenol (0.1 mM)
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3.4.4.1.2. Paraokson Standart Grafigi

0,1 mM p-nitrofenolden 0.5-50 pM final konsantrasyonu verecek sekilde
hazirlanan standart cozeltilerin optik dansiteleri okunarak grafik elde edildi ve grafigin

egimi paraoksonaz aktivitelerinin hesaplanmasinda kullanildi.

Toplam 1 ml reaksiyon karisiminda 20 mM tris-HCI (pH:8), 1 mM CaCl2 ve 1
mM paraokson varhiginda 10 pl supernatant érneginin aktivitesi olguldi. ilk 6lgim 10.
dk’da, ikinci 6lgim 25. dk’da yapildi. ilk 6lgim hesaplamalarda koér olarak

kullanilmistir.  Sonuglar bir dakikada olusan Grin miktari olarak hesaplandi.

3.4.4.1.3. Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Enzim Aktivitesi=(OD2-0OD1)/0.0103x 100 / 15 nmol Udrin.dk-1.ml-1  plazma
(mlU/mL)

OD2 : 25. dakika sonunda optik dansite
OD1 : 10. dakika sonunda optik dansite
0.0103 : Standart egrinin e§jimi ( OD / Konsantrasyon )
100 : Seyreltme faktérd 1ml plazma igin

15 : 1 dakikalik aktiviteyi elde etme

45



3.4.4.2. CAT Enzim AKktivitesi Tayini

CAT aktivitesi tayini Aebi ve ark. (210)'nin tarif ettigi sekilde spektrofotometre
ile yapildi. Bu yontemde deney ortamina eklenen H202, CAT tarafndan su ve oksijene
dontsir. Bu donusim esnasinda H202’in 240 nm’deki absorbans azalmasi olgulerek

enzim aktivitesi tayin edildi.

3.4.4.2.1. CAT Enzim Aktivitesi Tayini i¢in Kullanilan Reaktifler

. Potasyum Dihidrojen Fosfat Cozeltisi (A): 0.681 g KH2PO4 bidistile suda

cozulerek 100 mL’ye tamamlandi.

. Disodyum Hidrojen Fosfat Cozeltisi (B): 2.77 g Na2HPO4.12H20 bidistile suda

cozilerek 155 mL’ye tamamlandi.

. Fosfat Tamponu (50 mM pH 7.0): A/B orani 1/1.55 olacak sekilde karistirilarak

hazirlandi ve pH 7’ye ayarlandi.

. Hidrojen Peroksid Cozeltisi (30 mM): 34 pl % 30’luk H202 10 mL’ye fosfat

tamponu ile tamamlandi.

3.4.4.2.2. Deneyin Yapilisi

Kuvarz spektrofotometre kivetlerine 10 pl 10.000 g sdpernatant fraksiyonu ve
uzerlerine 1990 pl fosfat tamponu ilave edildi. Ornek kiivetine 1 mL 30 mM H202 ilave
edildi ve hemen karistirilarak o6rnedin absorbansindaki azalma kore karsi 1 dakika

boyunca 240 nm’de izlendi. Plazmadaki CAT aktivitesi U/mL olarak hesaplandi.

46



3.5. istatistiksel Degerlendirme

Bu calismanin istatiksel analizleri SPSS 11.5 for windows paket programi
kullanilarak yapildi. istatiksel anlamhlik sinin p<0.05 olarak alind. CAT ve PON1
degerleri bakimindan gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Kruskal Wallis testi, alt
grup karsilastirmalarinda Dunn testi ve es Kkarsilastirmalarinda Willcoxen rank testi
kullanilarak degerlendirildi. Tim sonuglar ortalamatstandart sapma olarak belirtildi.
Genotip ve allelerin gorilme sikhginin -~ ve gruplar arasi farklihklarinin
degerlendirilmesinde lojistik regresyon analizi kullanildi. Genotiplerin, CAT ve PON1
enzimlerinin aktivitesi Uzerindeki etkilerinin belirlenmesi icin Mann Whitney U testi
kullanildi.  Allel ve genotip dagiliminin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi ki-

kare  testiyle  Dbelirlendi. Cinsiyetler  arasi  karsilastirma  ki-kare analizi, yas

karsilastiriimalari student t testi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizdaki kontrol grubu ve [6semilileri yas gruplarina gore
degerlendirdigimizde; toplam 140 hastanin 45°i (% 32.1) cocuk ve 95’i (% 67.9) eriskin
iken kontrol grubumuzun 48’i (% 34.3) cocuk ve 92’si (% 65.7) eriskindir. Cocukluk
doneminde yas ortalamalari; kontrol grubunda 9.07+2.18 iken hasta grubunda
8.89+3.82°dir. Erigskin doneminde ise kontrol grubunda 49.34x12.78 iken hasta
grubunda 51.27+15.18’dir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1. Kontrol ve I6semi hastalarinin yasa gore dagilimi

N KONTROL N HASTA
Yas (ortalamazsd) 140 36.32+21.64 140 37.65+23.56
Cocuk 48 9.07+2.18 45 8.89+3.82
Eriskin 92 49.34+12.78 95 51.27+15.18

Losemililer ve saghkli bireyleri cinsiyet gruplarina gore degerlendirdigimizde;
kontrol grubunda toplam 140 kisinin 82’si kadin, 58’i erkek iken hasta grubundaki

toplam 140 hastanin 54’0 kadin, 86°sI erkektir.

4.1. PON1 L55M ve CAT C-262T Politoifiznilelinin Genotiplemesi

Calismamizda PON1 L55M polimorfizminm genotiplemesi, 140 saghkh ve 140

losemili olmak Uzere toplam 280 bireyden olusan 6rnek hacmi kullanildi. Ancak hasta
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grubundaki iki lésemili bireyin genotip sonuclari elde edilemedigi icin 138 Kisi
calismaya dahil edildi. PCR-RFLP sonrasi elde edilen drinler % 3’luk agaroz jele
yiklendi. UV altinda g6zlenen bantlarin uzunluklari marker ile karsilastirildiginda; LL
genotipi icin 170 b¢’de tek bant, LM genotipi icin 170, 126 ve 44 bg¢’de U¢ bant, MM
genotipi icin ise 126 ve 44 bc¢’de iki bant goruldi. PON1 L55M polimorfizmine ait

genotip tayini icin yapilan elektroforez goruntusu Sekil 4.1.’de verilmistir.

M 1 2 3 4 5 6
300 bg_
200 bg 170 bg

Sekil 4.1. PON1 55 genotiplerinin % 3’lik agaroz jel elektroforezinde gorintiilenmesi.
M: 100 b¢’lik markeri, 1, 5: MM genotipi 2,6: LM genotipi ve 3,4: LL genotipi gdstermektedir.

CAT C-262T polimorfizminin ~ genotiplemesi  yapilirken PON1 L55M
polimorfizminin genotip tayininde kullanilan 280 bireyden olusan ayni 6rnek hacmi
kullanildi. TT genotipi i¢cin 185 b¢’de tek bant, CT genotipi i¢in 185, 155 ve 30 b¢’de (g
bant, CC genotipi icin ise 155 ve 30 bc¢’de iki bant gorildi. CAT C-262T
polimorfizmine ait genotip tayini icin yapilan elektroforez goruntusu Sekil 4.2.°de

verilmistir.
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zMZ 1

400 bg.

300 bg

200 bg 185 bg
IXtThr

100 bg

Sekil 4.2, CAT genotiplerinin % 3’luk agaroz jel elektroforezinde gorintiilenmesi.
M: 100 bg¢’lik markeri, 1, 2, 4 CC genotipi, 3: TT genotipive 5: CT genotipi gostermektedir.

4.1.1. Kontrol Grubu ve Ldsemililerde PON1 L55M ve CAT C-262T
Polimorfizmlerine Ait Allel ve Genotip Frekanslarinin Degerlendirilmesi

4.1.1.1. PON1 L55M Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Frekanslari

Kontrol ve hasta grubundaki PON1 L55M polimorfizmine ait allel frekanslari
incelendiginde; yabanil L allel frekansi kontrol grubunda % 72.5 iken hasta grubunda %
68.1, polimorfik M allel frekansi kontrol grubunda % 27.5 iken hasta grubunda %
31.9’dur (P=0.18). Kontrol ve hasta grubundaki PON1 L55M polimorfizmine ait
genotip frekanslar1 ise; kontrol grubunda LL genotip frekansi % 50.7, LM genotip
frekanst % 43.6 ve MM genotip frekansi % 5.7 olarak bulundu. Hasta grubumuzu
olusturan lésemililerde ise LL genotip frekansi % 43.5, LM genotip frekansi % 49.3 ve
MM genotip frekansi % 7.2’dir (P=0.34) (Cizelge 4.2.). Populasyonumuz PON1 geni

polimorfizmi bakimindan Hardy-Weinberg dengesi gdstermektedir.
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Cizelge 4.2. PON1 L55M polimorfizmine ait allel ve genotip frekanslari

PONL1 L55M KONTROL HASTA P
N (%) N (%)

Allel

L 203(72.5) 188(68.1)

M 77(27.5) 88(31.9) 0.18

Genotip

LL 71(50.7) 60(43.5) -

LM 61(43.6) 68(49.3) 0.20

MM 8(5.7) 10(7.2) 0.34

4.1.1.2. CAT C-262T Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Frekanslari

Kontrol ve hasta grubundaki CAT C-262T polimorfizmine ait allel frekanslari
incelendiginde; yabanil C allel frekansi kontrol grubunda % 73.9 iken hasta grubunda
% 71.8, polimorfik T allel frekansi kontrol grubunda % 26.1 iken hasta grubunda %
28.2°dir (P=0.49). Kontrol ve hasta grubundaki CAT C-262T polimorfizmine ait
genotip frekanslari incelendiginde ise; kontrol grubunda CC genotip frekansi % 53.6,
CT frekanst % 40.7, TT genotip frekansi % 5.7’dir. Hasta grubumuzu olusturan
I6semililerde ise CC homozigot yabanil genotip frekansi % 56.4 iken, heterozigot CT
frekansi % 30.7 ve polimorfik TT genotip frekansi ise % 12.9 olarak bulundu (P=0.05)
(Cizelge 4.3.). Populasyonumuz CAT geni polimorfizmi bakimindan Hardy-Weinberg

dengesi gostermektedir.
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Cizelge 4.3. CAT C-262T polimorfizmine ait allel ve genotip frekanslari

CAT C-262T KONTROL HASTA P
N (%) N (%)

Allel

C 207(73.9) 201(71.8)

T 73(26.1) 79(28.2) 0.49

Genotip

cc 75(53.6) 79(56.4)

CT 57(40.7) 43(30.7) 0.18

TT 8(5.7) 18(12.9) 0.05

4.2, Lo6semili ve Saglikhh Bireylerde Plazma PON1 ve CAT Dizeylerinin

Karsilastirilmasi

4.2.1. Plazma PON1 Duzeylerinin Karsilastiriimasi

Calismamizda ilk olarak saglhikh 57 eriskin bireyden olusan kontrol grubu ile yeni
l6semi tanisi alan 55 eriskinden olusan hasta grubunun plazma PON21 enzim dizeylerini
karsilastirdiimizda: Plazma PON21 dizeyleri kontrol grubunda 184.04+130.75 U/mL
iken hasta grubunda 93.80+62.58 U/mL’dir (P=0.001) (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Kontrol grubu ve I6semi hastalarinda plazma PON1 diizeylerinin dagilimi

PLAZMA PON1 DUZEYLERI

KONTROL (N=57) HASTA (N=55)

184.04+130.75 U/mL 93.80+62.58 U/mL
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Hastalar 16semi tiplerine gore incelendiginde; 30°u (% 54.5) AML, 13’0 (% 23.6)
ALL, 9’u (% 16.4) KML ve 3’0 (% 5.5) KLL’dir. KML ve KLL olgularimizin sayisi
istatistiksel  de@erlendirme icin yeterli olmadigindan degerlendirme disi  birakildi.
Kontrol grubu ile yeni tani alan AML ve ALL’li hastalarin plazma PON21 duzeylerini
karsilastirdigimizda, kontrol grubunda 184.04+130.75 U/mL iken yeni tani almis
AMVL’lilerde 102.22+65.95 U/mL (P=0.005), vyeni tani almis ALL’lilerde ise
90.99+68.27 U/mL (P=0.018) idi (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Plazma PON1 duzeylerinin kontrol grubu ile yeni tani almis AML ve ALL’l
hastalardaki dagilimi

PLAZMA PON1 DUZEYLERI

KONTROL (n=57)  YENIi TANI ALMIS YENi TANI ALMIS
AML’Li HASTA (n=30) ALL’Li HASTA (n=13)

184.04+130.75 U/mL 102.22+65.95 U/mL 90.99+68.27 U/mL

Losemililerin  blyuk bir kisminda enfeksiyon tablosunun eslik ettigi bilgisinden
hareketle CRP (>100 mg/L) olan hastalarin plazma PON1 duzeyleri ilk tani anindaki
plazma PON1 degerleri ile karsilastinldiginda; yeni tani alan AML’lilerde 99.63+71.77
U/mL iken, ayni bireylerin CRP >100 mg/L oldugunda 95.71+£75.79 U/mL’dir
(p=0.506), yeni tani alan ALL’lilerde 126.22+84.15 U/mL iken CRP >100 mg/L
oldugunda 74.06+69.46 U/mL’dir (p=0.345) (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. ALL, AML ve KML’li hastalarin tani ani ve CRP>100 iken plazma PON1 degerleri

Plazma PON1

YENIi TANI CRP >100 mg/L P
Losemi Tiplen' -, . A"
AM L 99.63i71.77 U/mL 95.71i75.79 U/mL 0.506
N=22 N=22
ALL 126.22i84.15 U/mL 74.06i69.46 U/mL 0.345
N=5 N=5
KM L 159.41 U/mL 96.10 U/mL -
N=1 N=1

AML ve ALL’li hastalarin, yeni tani ani ve 1 ay sonra yapilan kontroldeki plazma
PON1 dizeyleri Kkarsilastirildidinda; yeni tani alan AML hastalarinda 93.02+79.16
U/mL iken 1 ay sonraki kontrolde 70.69+42.68 U/mL (p=0.311), yeni tani alan ALL
hastalarinda 75.06£52.43 U/mL iken 1 ay sonraki kontrolde 90.82+34.41 U/mL

(p=0.463) oldugu saptandi (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. AML, ALL ve KML’li hastalarin tani anive 1ay sonrasindaki plazma PON1 degerleri

Plazma PON1 YENI TANI 1. AY KONTROL P

Losemi Tiplerh'-~

AML 93.02i79.16 U/mL 70.69i42.68 U/mL 0311
N=13 N=13

ALL 75.06i52.43 U/mL 90.82i34.41 U/mL 0.463
N=6 N=6

KM L 72.08 U/mL 63,30 U/mL
N=1 N=1

4.2.2. Plazma CAT Dizeylerinin Karsilastirilmasi

Calismamizda ikinci olarak 57 eriskin bireyden olusan kontrol grubu ile yeni

I6semi tanisi alan 55 eriskinden olusan hasta grubunun plazma CAT duzeylerini
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karsilastirdigimizda: Plazma CAT dizeyleri kontrol grubunda 185.85+175.40 U/mL

iken, hasta grubunda 186.30+158.45 U/mL’dir (P=0.885j (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Kontrol grubu ve 16semi hastalarindaplazma CAT dizeylerinin dagihmi

PLAZMA CAT DUZEYLERI

KONTROL (N=57) HASTA (N=55)

185.85+175.40 U/mL 186.30+158.45 U/mL

Kontrol grubu ile yeni tani alan AML ve ALL’li hastalarin plazma CAT
dizeylerini  karsilastirdigimizda; kontrol grubunda 185.85+175.40 U/mL iken yeni tani
almis AMVL’lilerde 170.89+123.57 U/mL (P=0.855), yeni tani almis ALL’lilerde ise
180.46+£180.25 U/mL oldugu saptandi (P=0.602) (Cizelge 4.9.).

Cizelge 4.9. Plazma CAT dizeylerinin kontrol grubu ile yeni tani almis AML ve ALL’li hastalardaki
dagihimi

PLAZMA CAT DUZEYLERI

KONTROL (n=57) YENIiI TANI ALMIS YENI TANI ALMIS
AML’LI HASTA (n=30) ALL’LIi HASTA (n=13)

185.85+175.40 U/mL 170.89+123.57 U/mL 180.46+180.25 U/mL

C reaktif protein (CRP) (>100 mg/L) olan hastalarin plazma CAT duzeyleri ilk
tani anindaki plazma CAT degerleri ile karsilastirildiginda; yeni tani alan AML lilerde

156.30+£110.31 U/mL iken, ayni bireylerin CRP >100 mg/L oldugunda 141.76+136.48
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U/mL’dir (p=0.758), yeni tani alan ALL’lilerde 162.58+209.77 U/mL iken CRP >100

mg/L  oldugunda 320.90+275.08 U/mL’ye yukselmekle beraber dusik N sayisi
nedeniyle sonuca yansimamistir (p=0.465) (Cizelge 4.10.)
Cizelge 4.10. ALL, AML ve KML’li hastalarin tani ani ve CRP>100 iken plazma CAT degerleri
Plazma CAT
YENIi TANI CRP >100 mg/L P
Losemi Tipleri'"\»n
AML 156.30+110.31 U/mL 141.76+136.48 U/mL 0.758
N=22 N=22
ALL 162.58+209.77 U/mL 320.90+275.08 U/mL 0.465
N=5 N=5
KML 22.97 U/mL 26.91 U/mL -
N=1 N=1

AML ve ALL’li hastalarin, yeni tani ani ve 1 ay sonra yapilan kontroldeki plazma

CAT duzeyleri karsilastirldiginda; yeni tani alan AML hastalarinda 149.96+103.89

U/mL iken 1 ay sonraki kontrolde 150.14+170.46 U/mL (p=0.917), yeni tani alan ALL
hastalarinda 79.26+103.67 U/mL iken 1 ay sonraki kontrolde 329.94+403.05 U/mL’e

ylkseldigi  gortlmekle beraber disik N

(p=0.345) (Cizelge 4.11.).

sayIs

nedeniyle  sonuca

Cizelge 4.11. AML, ALL ve KML’li hastalarin tani anive 1 ay sonrasindaki plazma CAT degerleri

Plazma CAT
YENIi TANI
Losemi Tiplert" -~

1. AY KONTROL P

AML 149.96+103.89 U/mL 150.14+170.46 U/mL 0.917
N=13 N=13

ALL 79.26+£103.67 U/mL 329.94+403.05 U/mL 0.345
N=6 N=6

KML 154.74 U/mL 7.42 U/mL
N=1 N=1
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4.3. Plazma PON1 ve CAT Aktivitesinin Genotiplerine Gd&re Dagilimi

4.3.1. Plazma PON1 Aktivitesinin PON1 L55M Genotiplerine Gdére Dagilimi

Plazma PON1 aktivitesi kontrol grubunda 184.04+130.75 U/mL iken lésemililerde
93.81+62.59 U/mL olarak bulundu (P=0.001). Plazma PON1 aktivitesinin PON1 L55M
genotiplerine go6re dagihmi incelendiginde; kontrol grubunda LL genotipi tasiyanlarda
196.11£117.16 U/mL iken Ilésemililerde 103.37+64.89 U/mL’dir (P=0.005). Kontrol
grubunda LM genotipi tasiyanlarda 179.60+147.01 U/mL iken lésemililerde
90.87+60.73 U/mL (P=0.018), MM genotipi tasiyanlarda 66.92+26.15 U/mL iken
[osemililerde 61.40+£77.19 U/mL olarak saptandi (P=0.564). Kontrol grubundaki M
allelini  tasiyanlarda  (LM+MM) ise  171.55+x144.60 U/mL iken lésemililerde

88.34+61.51 U/mL’ye dusmistir (P=0.019) (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.12. Plazma PONL aktivitesinin genotiplerine gore dagilim

PON1 L55M N KONTROL N HASTA P
PON1 57 184.04+130.75 55 93.81+62.59 0.001
aktivitesi

LL 29 196.11+117.16 20 103.37+64.89 0.005
LM 26 179.60+147.01 32 90.87460.73 0.018
M M 2 66.92+26.15 3 61.40+77.19 0.564
LM+MM 28 171.55+144.60 35 88.34+61.51 0.019

4.3.2. Plazma CAT Aktivitesinin CAT C-262T Genotiplerine Gdre Dagilimi

Plazma CAT aktivitesi kontrol grubunda 185.85+175.40 U/mL iken lésemililerde
186.30+£158.45 U/mL oldugu saptandi (P=0.885). Plazma CAT aktivitesinin CAT C-

262T genotiplerine godre dagihmi incelendiginde; kontrol grubunda CC genotipi
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tasiyanlarda 188.47i190.22 U/mL iken lésemililerde 230.95i192.39 U/mL dir.
(P=0.412). Kontrol grubunda CT genotipi tasiyanlarda 197.77i170.95 U/mL iken
losemililerde 166.58i99.33 U/mL oldugu (P=0.949), TT genotipi tasiyanlarda ise
132.63i111.33 U/mL iken I6semililerde 101.34i81.93 U/mL oldugu saptandi
(P=0.482). Kontrol grubundaki T allelini tasiyanlarda (CT+TT) ise 182.73i159.60
U/mL iken losemililerde 139.99i96.65 U/mL olarak bulundu (P=0.444) (Cizelge 4.13.).

Cizelge 4.13. Plazma CAT aktivitesinin genotiplerine gére dagihmi

CAT C-262T N KONTROL N HASTA P

CAT aktivitesi 57 185.85i175.40 35 186.30i158.45 0.885
CcC 3 188.47i190.22 28 230.95i192.39 0.412
CT 20 197.77i170.95 16 166.58i99.33 0.949
TT 6 132.63i111.33 n 101.34i81.93 0.482
CT+TT 26 182.73i159.60 27 139.99i96.65 0.444



5 TARTISMA

PON1 L55M polimorfzminin cesitli hastaliklara olasi etkileri daha 6nce; koroner
arter hastaligi (211-214), myokard infarktisi (215), meme Kkanseri (159, 216, 217),
romatoid artrit (218) ve multipl sklerozda (219) cahsilmistir. Ulkemizde ise farkli
arastiricilar tarafindan diabetes mellitus (220-225), koroner arter hastaligi (226, 227),
migren (228), myokard infarktisi (229) ve eklampsi (230) ile olasi iliskileri

arastirilmistir.

Arca ve ark. (211), PON1-55 genotip dagiminin koroner arter stenozu % 50’nin
Uzerinde olan koroner arter hastalari ile koroner arter stenozu % 10’dan az olanlar ve
kontrol grubu arasinda benzer oldugunu saptamislardir. Ayrica L55M polimorfzmini;
sigara icme, diyabet, hipertansiyon, dusik dansiteli lipoprotein ve ylksek dansiteli
lipoprotein ile de iliskilendirmemislerdir. Ayni arastiricilar Q192R polimorfzmini de
genotip dagilimi bakimindan degerlendirmisler ve QQ/MM tasiyanlarda miyokard
infarktiisii riskinin daha dusik oldugunu saptamislardir (0R:0.51;% 95C1:0.26-0.99).
Sanghera ve ark. (212), Singapurda yasayan Cinlilerde L allel frekansinin Hint Asya
kokenlilere goére daha yiksek oldugunu belirlemislerdir (P=0.0001). Ancak irklar
arasindaki frekans farkina karsin kodon 55 polimorfzmi ile koroner kalp hastalifi ve
plazma lipoprotein lipid duzeyleri arasinda iliski saptamamislardir. Chen ve ark. (214)
koroner arter stenozu olan beyaz ve zenci kadinlari stenozun derecesine gore
siniflandirdiklari  ¢alismada L55M polimorfzmini her iki irkta stenozun derecesi ile
iliskilendirmemislerdir. Lakshmy ve ark. (215) PON1 55MM genotip prevelansinin
koroner arter hastalari ile kontrol grubunda birbirine yakin oldugunu bulmus ve bu
polimorfzmi koroner arter hastaligi ile iliskilendirmemistir (P=0.054). Antognelli ve
ark. (216) PON1 55MM genotipini tastiyan premenapozal (OR:3.83;% 95C1:2.15-5.87)
ve postmenapozal kadinlarda (0R:2.06;% 95C1:1.30-2.97) meme Kkanseri riskinin daha
ylUksek oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde Naudi ve ark. (159) MM genotipine
sahip olan kadinlarin meme kanserine yakalanma riskinin 2.23 kat, Hussein ve ark.
(217) ise 2.07 kat daha yuksek oldugunu bulmuslardir. Hashemi ve ark. (218) PON1

55MM genotip prevelansini romatoid artritlilerde kontrol grubuna gore daha yuksek
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olarak tespit etmisler (OR:3.75;% 95C1:1.87-11.84) ve bu genotipin romatoid artrit icin
bir risk faktorid oldugunu saptamislardir. Sidoti ve ark. (219) multipl skleroz riskinin
PON1 55MM genotipine sahip olanlarda 2.83 kat, PON1 55LM genotipine sahip

olanlarda 26.12 kat arttigini  saptamislardir.

Uniir ve ark. (220), Agachan ve ark. (221), Altuner ve ark. (222), Ergun ve ark.
(223), Demirez (224), ile Onderci (225) PON1 55MM genotip frekansinin diabetes
mellitus  hastalarinda ve kontrol grubunda birbirine benzer oranda oldudunu
saptamiglardir. Sesal ve ark. (226) PON1 55 gen polimorfzmini sigara igcmeyenlerde
Sendrom X ve koroner kalp hastahigina yatkinhkla iliskilendirmemistir. Taskiran (227)
PON 55 M allel frekansinin kontrollerde 0.20 iken hastalarda 0.30 oldudunu ve bu
polimorfzmin koroner arter hastali§i riskini artirdigini tespit etmistir. Yildinm ve ark.
(228) PON1 L55M polimorfzmi allel ve genotip dagilmmin migrene yakalanma riskini
etkilemedigini tespit etmislerdir. Erden (229) PON1 55MM genotip frekansinin ST
elevasyonlu myokard infarktisli hastalarla kontrol grubunda benzer oldugunu ve
myokard infarktiisii gecirme riskini artirmadigini saptamistir. isbilen ve ark. (230)
preeklampsi tanisi alan hamileler ile saghikl hamilelerin PON1 55 LL, LM ve MM

frekanslari arasinda fark olmadigini saptamislardir.

Farkli populasyonlardaki saghkh kontrollerin PON1 L55M Polimorfzmi igin allel
ve genotip dagilimlari Cizelge 5.1.°de gosterilmistir.  Calismamizda elde ettigimiz
PON1 L55M allel frekanslarint (L 0.73/ M 0.27) diger populasyonlarla
karsilastirdigimizda; Malezya populasyonunda L 0.72/ M 0.28 (159), Hindistan
populasyonunda L 0.78/ M 0.22 (215), iran populasyonunda L 0.75/ M 0.25 (218),
Kanada popllasyonunda L 0.76/ M 0.24°dir (231) ve bu oranlar bizim degerimizle
biyik o6l¢iide benzerlik gostermektedir. Hirvatistan populasyonunda L 0.66/ M 0.34
(170), italya ve Kuzey irlanda populasyonunda L 0.63/ M 0.37 (208), italyan
populasyonunda L 0.65/ M 0.35 (211), Hint Asyal populasyonunda L 0.80/ M 0.20
(212), Amerikali beyaz erkeklerde L 0.62/ M 0.38 ve Amerikali beyaz kadinlarda L
0.66/ M 0.34 (213), Amerikali beyaz kadinlarda L 0.62/ M 0.38 (214), Washington’da
yasayan Amerikalilarda L 0.64/ M 0.36 (232) olup bizim allel frekansimiza yakin
degerlerden olusmaktadir. PON1 L55M allel frekanslari: Singapur’da yasayan
Cinlilerde L 0.96/ M 0.04 (212), italyan populasyonu (216) ve Misir kadin
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populasyonunda (217) L 0.46/ M 0.54 olup bu bizim allel frekansimizdan oldukca

farklihk gostermektedir.

Cizelge 5.1. Farkh Populasyonlarda PON1 L55M Polimorfizminin Allel ve Genotip Frekanslarinin
Dagihm

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Referans / Populasyon N L M LL (%) LM (%) MM (%)
Naidu ve ark. (159) / Malezya 252 0.72 0.28 % 50 % 433 % 6.7
Grdic ve ark. (170) / Hirvatistan 166 0.66 0.34 % 44 % 43 % 13
Rea ve ark. (208) / italyan 579 0.63 0.37 % 40.2 %453 % 145
Rea ve ark. (208) / Kuzey irlanda 296 0.63 0.37 % 375 % 51.4 % 111
Arca ve ark. (211) / italyan 178 0.65 0.35 % 42.6 % 455 % 12
Sanghera ve ark. (212) / Singapur’da 181 0.96 0.4 % 92.8 % 7.2 % 0.
yasayan Cinlilerde
Sanghera ve ark. (212) / Singapur’da 183 0.80 0.20 % 65.0 % 29.5 % 5.5
yasayan Hint Asyalilarda
Thyagarajan ve ark. (213) / Amerikali 362 0.80 0.20 % 64.1 % 30.9 %5
Zenci Erkekler
Thyagarajan ve ark. (213) / Amerikali 510 0.80 0.20 % 65.5 % 29.4 % 5.1
Zenci Kadinlar
Thyagarajan ve ark. (213) / Amerikali 599 0.62 0.38 % 38.6 % 46.1 % 15.4
Beyaz Erkekler
Thyagarajan ve ark. (213) / Amerikali 665 0.66 0.34 % 45.1 % 41.5 % 134

Beyaz Kadinlar

Chen ve ark. (214) / Amerikali Beyaz 589 0.62 0.38 % 38.5 % 47.9 % 13.6
Kadinlar

Chen ve ark. (214) / Amerikali Zenci 122 0.81 0.19 % 65.6 % 30.3 % 4.1
Kadinlar
Lakshmy ve ark. (215) / Hindistan 221 0.78 0.22 % 57.1 % 40.9 %1.9
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Cizelge 5.1. Devami

Allel Frekansi Genotip Frekansi

Referans / Populasyon N L M LL (%) LM (%) MM (%)
Antognelli ve ark. (216) / italyan 544 0.46 0.54 % 34.6 % 23 % 42.4
Antognelli ve ark. (216) / Italyan 230 0.49 0.51 % 33.9 % 30.4 % 35.7
(Premenapozal Kadinlar)

Antognelli ve ark. (216) / italyan 314 0.44 0.56 % 35.0 % 175 %47.5
(Postmenapozal Kadinlar)

Hussein ve ark. (217) / Misir (Kadin) 100 0.46 0.54 % 35 % 23 % 42
Hashemi ve ark. (218) / iran 78 0.75 0.25 % 55.8 % 39.0 % 5.2
Sidoti ve ark. (219) / italyan 213 0.88 0.12 % 86 % 4 % 10
Cherki ve ark. (231) / Kanada 40 0.76 0.24 % 62.5 % 275 % 10
Brophy ve ark. (232) / Washington’da 376 0.64 0.36 % 39.1 % 49.2 % 11.7

yasayan Amerikall

Turk populasyonuna ait PON1 L55M polimorfizminin allel ve genotip
frekanslarinin - dagilimi Cizelge 5.2°de gosterilmistir.  Turk populasyonunda yapilan
calismalarda elde edilen PON1 L55M allel frekanslarini degerlendirdigimizde; Uniir ve
ark. (220) istanbul érneklemi L 0.72/ M 0.28, Adachan ve ark. (221) istanbul 6rneklemi
L 0.70/ M 0.30, Demirez (224) istanbul érneklemi L 0.74/ M 0.26, Erden (229) istanbul
orneklemi L 0.74/ M 0.26, isbilen ve ark. (230) istanbul érneklemi L 0.71/ M 0.29 ve
Aynacioglu ve ark. (233) Gaziantep o6rneklemi L 0.72/ M 0.28 seklindedir ve bu oranlar
bizim degerlerimizle benzerlik gostermektedir. Altuner ve ark. (222) Ankara orneklemi
L 0.67/ M 0.33, Onderci (225) Elaziy 6rneklemi L 0.64/ M 0.36, Sesal ve ark. (226)
Istanbul 6rneklemi L 0.62/ M 0.38, Taskiran (227) Manisa érneklemi L 0.80/ M 0.20 ve
Yildirim ve ark. (228) Erzurum o6rneklemi L 0.62/ M 0.38 olup bizim allel frekansimiza
yakin degerlerden olusmaktadir. Ancak Ergun ve ark. (223)’nin Balikesir drnekleminde
yaptiklari cahismada L allel frekansi 0.39 olup bizim bulgumuzdan daha dusik iken M

allel frekansi 0.61 olup bizim allel frekansimizdan daha yuksektir.
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Cizelge 5.2. Turk Populasyonuna ait PON1 L55M Polimorfizminin Allel ve Genotip Frekanslarinin
Dagilimi

Allel Frekansi Genotip Frekansi

Referanslar N L M LL (%) LM (%) MM (%)
Unir ve ark. (220) | istanbul 53 0.72 0.28 % 52.8 % 37.7 % 9.4
Agachan ve ark. (221) | istanbul 109 0.70 0.30 % 46.8 % 46.8 % 6.4
Altunerve ark. (222) / Ankara 50 0.67 0.33 % 42 % 50 % 8
Ergun ve ark. (223) | Balikesir 80 0.39 0.61 % 20 % 37.5 % 42.5
Demirez (224) | istanbul 53 0.74 0.26 % 52.8 % 37.7 % 9.4
Onderci (225) | Elazig 102 0.64 0.36 % 42.2 % 44.1 % 14
Sesal ve ark. (226) | istanbul 26 0.62 0.38 - - -
Taskiran (227) | Manisa 102 0.80 0.20 % 65.7 % 29.4 % 4.9
Yildirim ve ark. (228) | Erzurum 86 0.62 0.38 % 36 % 51.2 %12.8
Erden (229) 1 istanbul 86 0.74 0.26 %395 %555 % 4.6
isbilen ve ark. (230) | istanbul 39 0.71 0.29 %513 %385 % 103
Aynacioglu ve ark. (233) | Gaziantep 381 0.72 0.28 % 52.5 % 38.6 % 8.9

CAT C-262T polimorfizminin c¢esitli hastaliklara olasi etkileri daha 6nce; tip 1
diyabet (189), depresif bozukluk (195), astim (199, 202), vitiligo (205), romatoid artrit
(234), Sistemik Lupus Eritematozis (SLE) (235), Alzheimer hastahgi (236, 237),
asbestozis (238), nonhodgkin lenfoma (239), kronik obstriktif akciger hastahg (240),
post-transplant diabetes mellitus (241), tip 1 diyabete bagh gelisen diyabetik noropati
(242), tip 1 diyabete bagl gelisen diyabetik retinopati ve nefropati (243) ve

postmenopozal kadinlarda meme kanseri (244) ile olasi iliskileri arastiriimistir.

Polonikov ve ark. (199) C-262T polimorfizminin astim gelisme riskini artmadigini
saptarken, Mak ve ark. (202) sigara icmeyen bireylerde CT+TT’ye sahip olmanin astim
gelisimine karsi koruyucu oldugunu saptamislardir (OR = 0.35, % 95 CI: 0.15-0.85, P =

0.017). EI-Sohemy ve ark. (234) romatoid artriti hasta grubu ile saghkli bireyler



arasinda CC ve CT/ TT genotip dagiiminin fark gostermedigini saptamislardir. Eny ve
ark. (235) bu polimorfizmin SLE hastaliina yakalanma riskini artirmadigi gibi
hastalhigin siddetini de etkilemedigini belirlemislerdir. Goulas ve ark. (236) genotip ve
allel frekansi bakimindan Alzheimer hastalarinda ve kontrol grubunda bir fark
olmadigini  gbézlemlemis ve C-262T polimorfizminin  Alzheimer hastalifina karsl
koruyucu olmadigini ileri sirmistir. Capurso ve ark. (237) hem gen¢ yasta ve hem de
ileri yasta baslayan Alzheimer hastahigi ile bu polimorfzm arasinda iliski tespit
etmemislerdir. Franko ve ark. (238) CAT -262 TT genotipi tasiyanlarda asbestozis
gelisme riskinin 1.36 kat ylUksek oldugunu ve bu riskin; cinsiyet, yas ve sigara i¢imi ile
iliskili olmadigini ancak asbeste maruziyet sonrasi 1.91 kat arttgini belirlemislerdir.
Chistiakov ve ark. (189) CC genotipine sahip olmanin tip 1 diyabet gelisme riskini
artirdigin, Dutkiewicz ve ark. (241) ise transplantasyon sonrasi gelisen DM ile bu
iliskiyi saptamamiglardir. Chistiakov ve ark. (242) baska bir calismada tip 1 diyabet
hastalarindan diyabetik ndropati gelisenler ile gelismeyenleri bu polimorfzm acisindan
karsilastirmislar ve C alleline sahip olmanin riski 1.98 kat artirdigini tespit etmigslerdir.
Quick ve ark. (244) 5 yildan daha uzun sire hormon replasman tedavisi alan
postmenopozal kadinlardan T alleline sahip olanlarin meme Kkanserine yakalanma
riskinde 2.32 kat artis oldugunu saptamislardir. Lightfoot ve ark. (239) bu
polimorfizmin; nonhodgkin lenfoma, Biyuk B-hicreli lenfoma veya follikiiler lenfoma,
Galecki ve ark. (195) depresif bozukluk, Gavalas ve ark. (205) vitiligo, Mak ve ark.
(240) obstruktif akciger hastahg, Hovnik ve ark. (243) tip 1 diyabet hastalarinda

diyabetik retinopati ve nefropatiye yakalanma riskini etkilemedigini belirlemislerdir.

Farkli populasyonlarin kontrol gruplarindaki CAT C-262T polimorfzmi icin allel
ve genotip dagilimlan cizelge 5.3.’de gosterilmistir. Calismamizda C 0.74/ T 0.26
olarak belirlenen CAT C-262T allel  frekanslarini diger  populasyonlarla
karsilastirdigimizda; Rus populasyonunda C 0.76/ T 0.24 (199), Minnesota’da yasayan
Beyaz Amerikalilarda C 0.76/ T 0.24 (236), Slovenya populasyonunda C 0.73/ T 0.27
(238), Polonya popilasyonunda C 0.75/ T 0.25 (241), New York’ta yasayan Beyaz
Amerikall Postmenapozal Kadinlarda 0.78/ T 0.22°ydi (244) ve bu oranlar bizim
degerimizle blyuk o6lcide benzerlik goéstermektedir. San Francisco’da yasayan Asya
kékenli Amerikalilarda 0.91/ T 0.09 ve Hispanik kokenli Amerikahlarda 0.90/ T 0.10
(5), Cin populasyonunda 0.95/ T 0.05 (202), ingiliz populasyonunda C 0.88/ T 0.12
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(205), Kore populasyonunda C 0.97/ T 0.03 (234), New York’ta yasayan Beyaz
olmayan Amerikali Postmenapozal Kadinlarda 0.94/ T 0.06 (244), Long island’da
yasayan Afrika kokenli Amerikalilarda C 0.95/ T 0.05 ve Amerikali erkeklerde 0.89/ T
0.11 (245) ve olup yabanil C allel frekansi bizim allel frekansimizdan yiksek iken
polimorfk T allel frekansi daha dusuktir. Rus populasyonunda ise C 0.44/ T 0.56 (189)
olup bu allel dagihmi da bizim calismamizla uyum goéstermemektedir. Sizen ve ark.
(1)’nin Ankara oOrneklemine ait Tirk populasyonunda yaptigi calismada allel frekansi C

0.78/ T 0.22 olup bizim allel frekansimiza benzerlik gdstermektedir.

Cizelge 5.3. Farkh Populasyonlarda CAT C-262T Polimorfizminin Allel ve Genotip Frekanslarinin
Dagilimi

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Referans / Populasyon N C T CC@®) CT (%) TT (%)
Siizen ve ark. (1) / Turk 250 0.78 0.22 % 63.2 % 30.4 % 6.4

Bastaki ve ark. (5) / San Francisco’da 68 0.80 0.20 % 64.7 % 30.9 % 6.8
yasayan Beyaz Amerikali

Bastaki ve ark. (5) / San Francisco’da 118 0.91 0.09 % 83.9 %14.4 % 17
yasayan Asya kokenli Amerikali

Bastaki ve ark. (5) / San Francisco’da 21 0.90 0.10 % 85.7 % 9.5 % 4.8
yasayan Hispanik kokenli Amerikali

Chistiakov ve ark. (189) / Rus 258 0.44 0.56 % 19.4 % 49.6 % 31
Galecki ve ark. (195) / Polonya 149 0.70 0.30 % 49.7 % 41.6 % 8.7
Polonikov ve ark. (199) / Rus 214 0.76 0.24 % 56.5 % 38.8 % 4.7
Mak ve ark. (202) / Cin 183 0.95 0.05 % 90.6 % 9.4 %0
Gavalas ve ark. (205) / ingiliz 169 0.88 0.12 % 75.1 % 24.9 % 0.0
El-Sohemy ve ark. (234) / Kore 400 0.97 0.03 % 935 % 6.3 % 0.2
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Cizelge 5.3. Devami

Allel Frekansi Genotip Frekansi

Referans / Populasyon N c T CC((%) CT(%) TT (%)
Goulas ve ark. (236) / Minnesota’da 130 0.76 0.24 %569 %377 % 5.4
yasayan Beyaz Amerikall
Capurso ve ark. (237) / Italyan 421 0.81 0.19 % 66 % 29 % 4
Franko ve ark. (238) / Slovenya 262 0.73 0.27 %534 %401 % 6.5
Dutkiewicz ve ark. (241) / Polonya 150 0.75 0.25 %567 % 37.3 % 6
Quick ve ark. (244) / New York'ta 569 0.78 0.22 %614 % 342 % 4.4
yasayan Beyaz Amerikali
Postmenapozal Kadinlar
Quick ve ark. (244) / New York’ta 108 0.94 0.06 % 89.8 % 9.3 % 0.9
yasayan Beyaz olmayan Amerikali
Postmenapozal Kadinlar
Ahnve ark. (245) / Long Island’da 109 0.95 0.05 % 90.8 % 8.2 % 1
yasayan Afrika kokenli Amerikali
Ahnve ark. (245) / Long Island’da 266 0.82 0.18 %695 %259 % 4.6
yasayan Beyaz Amerikali
Ahnve ark. (245) / Long Island’da 210 0.89 011 % 78.6 % 20 % 14
yasayan Amerikali Erkekler
Ahnve ark. (245) / Long Island’da 210 0.85 0.15 %752 % 195 % 5.3

yasayan Amerikali Kadinlar

Calismamizda kontrol grubunda 184.04+130.75 U/mL olan plazma PON1
aktivitesini diger populasyonlara ait degerlerle karsilastirdigimizda; Misir
populasyonunda 39.66+12.38 U/mL (246), Arjantin populasyonunda 537.12+130.57
U/mL (247), Cin populasyonunda 146.43+£8.79 kU/L (248), Polonya populasyonunda
312.04+129.77 U/L (249), Kore populasyonunda 241.8+105.9 U/L (250), ingiliz
populasyonunda 221.5 (99.3-303.2) nmol.min-1.mL-1 (251), Meksika populasyonunda
172.20 (116.27-262.40) nmol.min-1.mL-1 (253) iken Singapurda yasayan Cinlilerde
266.5+119.4 U/L, Malaylarda 266.3+131.2 U/L ve Hintlilerde 165.6+79.1 U/L (252)

olarak tespit edilmistir.
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Tiark populasyonuna ait calismalarda elde edilen PON1 duzeyleri incelendiginde;
Elaziy 6rnekleminde yapilan bir c¢alismada 452+112 U/mL (254) iken diger calismada
163.46+£53.0 U/L (255), Diyarbakir ornekleminde 342.4 + 55.3 IU/L (256), Erzurum
ornekleminde yapilan bir calismada 236.6+ 98.0 U/L (257) iken diger ¢alismada 132.27
U/mL (258), Sanhurfa o6rnekleminde yapilan bir calismada 264.36+39.28 U/L (259)
iken diger calismada 185.04+55.64 U/L (260), Antalya 6rnekleminde 309.70+25.40 U/L
(261), istanbul &érnekleminde 77.0+36.8 U/mL (262) ve izmir 6rnekleminde 50.7+24.1
U/L (263) olarak tespit etmislerdir. Calismamizdaki kontrol grubundaki plazma PON1
dizeyleri Erzurum o6rnekleminde yapilan calismadaki degerle uyumludur (258). Ancak
bazi calismalarda elde edilen dizeylerden daha disik (247, 254) bazilarindan ise daha
yuksektir (246, 262 ). Cahsmalarda elde edilen farkli enzim duzeyleri; populasyonlar
arasinda degisiklik gostermesinden kaynaklanabilir. Ayrica enzim aktivitesinin tayini
icin  kullanilan  ydntemler, kullanilan  birimler ve bireylerin  seciminde  kullanilan

kriterlerin etkisi de vardir.

Abdin ve ark. (246) PON1 dizeylerinin kontrol grubunda 39.66+12.38 U/mL iken
Tip 2 diyabet hastalarindan diyabetik nefropati gelisenlerde 14.25+6.13 U/mL ve
gelismeyenlerde 23.33+11.93 U/mL’ye dustigini saptamislardir (P<0.001). Diyabetik
nefropati gelisen ve gelismeyen Tip 2 diyabetlilerdeki PON1 aktivitesinin, glukoz ve
LDL ile negatif- HDL ile pozitif korelasyon gosterdigini ayrica 12 hafta atorvastatin
verdikleri bu hastalarin serum PON1 duizeylerinin 22.50+11.27 U/mL’den 35.17+10.37
U/mL’ye yukseldigini (P<0.001) tespit etmislerdir. Coria ve ark. (247) serum PON1
dizeylerini;  subklinik  hipotiroidili  kadinlarda 506.05+126.46 U/mL ve asikar
hipotiroidili kadinlarda 513.24+95.53 U/mL iken &tiroid kadinlarda 537.12+130.57
U/mL olarak bulmuslardir. Chen ve ark. (248) PON1 aktivitesinin, kontrol grubunda
146.43£8.79 KkU/L iken esansiyel hipertansiyonlu hastalarda 112.21+8.64 KkU/L
oldugunu ayrica alt gruplar arasinda yaptiklari degerlendirmede hipertansiyonlu
kadinlarda da kontrol grubuna goére daha disik oldugunu (P=0.004) erkeklerde ise iki
grup arasinda fark olmadigini saptamislardir (P=0.612). Nowak ve ark. (249) serum
PON1 duzeylerinin kontrol grubunda 312.04+129.77 U/L iken tip 1 diabet hastalarinda
266.83+164.94 U/L, alt gruplar arasinda yaptiklari degerlendirmede ise retinopatisi olan
diabet hastalarinda PON21 dizeylerinin 227.66+123.57 U/L’e distugina (P<0.05)

saptamislardir. Eom ve ark. (250) Kore populasyonunda serum PON1 dizeylerinin

67



saghkl erkeklerde 240.8491.6 UIL oldujunu ve kadinlardaki 241.9+108.9 UIL
miktariyla hemen hemen ayni oldugunu tespit etmislerdir. Ayub ve ark. (251) myokard
infarktis geciren hastalarin 1. gunidnde serum PON1 aktivitesi ve konsantrasyonunu
olgmius ve saglikh bireylerden daha dusuk degerlere sahip olduklarini saptamislardir ve
myokard infarktist icin PONL1’in daha sonra yapilacak calismalar ile desteklenmesi
halinde bir prediktif risk faktori olabilecegini ileri strmuUslerdir. Chia ve ark. (252)
Singapurda yasayan Cinli, Malay ve Hintli erkeklerde; serum PON1 dizeylerinin
kontrol grubunda 178.2+58.1 UIL iken pestisite maruziyet sonrasi 299.4+135.0 UlL’ye
yikseldigini  bulmuglardir  (P<0.0001). Lopez-Flores ve ark. (253) lIspanya’da
cicekcilikte calisan ve orgonofosfat pestisitlerine maruz kalan bireylerde PON1’in erkek
ve kadinlardaki degerlerinin birbirine benzer oldugunu tespit etmislerdir (P=0.09). Lu
ve ark. (264) PON1 aktivitesinin aclk glukozu normal olanlarda 248.13+96.82
mmol/min/ml iken koroner kalp hastalarinda 218.56+91.04 mmoHminIlml seviyesine
distiguni (P<0.05), hiperglisemisi olan koroner kalp hastalarinda ise daha da duserek
183.59+ 70.33 mmol/min/ml oldugunu (P<0.01) bulmuslardir. Samy ve ark. (265)
serum PON1 dizeylerinin obez, bozulmus glukoz toleransi ve lipit profili bozuklugu
olan obez hastalarda 28.33+15.93 U/mL seviyelerinde olup kontrol grubundaki
39.66+12.38 U/mL’den daha disik oldugunu ve bu hastalarin atorvastatin tedavisi
sonrasinda serum dizeylerinin 36.84+10.13 U/mL’ye yikseldigini tespit etmislerdir
(P=0.028). Ali ve ark. (266) Misir populasyonunda yaptigi ¢alismada PON1
aktivitesinin  kontrol grubunda 742+172 nmollmUmin dizeylerinde oldudu, kronik
hepatit C’li  hastalarda 434+118 nmoUmllmin ve sirotik hastalarda 155+49
nmollmVmin’e dustugunid saptamislardir. Harangi ve ark. (267) daha once hiperlipidemi
tedavisi almamis tipllla ve tiplllb hiperlipidemi hastalarina ¢ ay boyunca atorvastatin
tedavisi uygulamislar ve serum PON21 dizeylerinin tedavi sonrasi %5 oraninda arttigini
bulmuglardir. Maffei ve ark. (268) serum PON1 dizeylerinin kontrol grubunda
105.31£34.70 nmollmUmin iken kolon poliplilerde 98.91+23.71 nmollmUmin’e ve

kolorektal kanserlilerde 72.40+23.49 nmoHmMUmin’e (p<0.05) dustiguni saptamislardir.

Yukaridaki literatir bilgilerinden de gorilecedi gibi PON1 duzeyleri her ne kadar
farkli hastaliklarda calisiimis olsa da calismamizdakine benzer sekilde, hasta grubunda
kontrol grubuna gbére daha disik oldugu gorilmektedir., PON1 duzeyi Turk

populasyonunda da ayni sekilde; kronik hepatitlilerde (254), depresif hastalarda (255),
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hepatosteatozislilerde (256), yasa bagli makuler dejenerasyon gelisen hastalarda (257),
epilepsi  hastalarinda (258), beta talassemi min6rli hastalarda (259), erektil
disfonksiyonlu hastalarda (260), koroner arter  hastalilarinda  (261), aktif
sarkoidozlularda (262), tip Il diyabetlilerde (263), travmali hastalarda (269), pankreas
kanserli hastalarda ve gastrik kanserli hastalarda (270) bizim sonuclarimizla uyumlu

olarak kontrol grubundan daha dusuktur.

Calismamizda kontrol grubunun plazma CAT aktivitesi 185.85i175.40 U/mL iken
l6semi hastalarinin plazma CAT aktivitesi 186.30i158.45 U/mL’dir (p>0.05). Kontrol
grubuna ait literatir bulgularini  inceledijimizde; serum CAT  aktivitesi Tunus
populasyonunda 83.38i91.7 U/mL (271) iken Tayvan populasyonunda 11.1i0.32
U/mL’dir (272). Hindistan populasyonunda plazma CAT aktivitesi 7.45i3.40 U/mg
olarak bulunmustur (273). Kan CAT enzim dizeyleri Macaristan populasyonunda
105i17 MUIL (2GG), Misir populasyonunda 18.87i1.68 mgmL (274) ve iran
populasyonunda 134i4.3 KUIg Hb (275)’dir.

Turk populasyonuna dair calismalarda elde edilen eritrosit CAT duzeyleri
incelendiginde; Elaziy 6mekleminde 99.10+12.40 k/gHb (276), Erzurum o6mekleminde
23.6i7.4 k/g Hb (277), Malatya 6dmekleminde yapilan bir calismada 62.6i15.9 K/gHb
(278) iken diger calismada 175.4+38.8 k/gHb (279) ve Van odmekleminde 61.4+81.9
EU/gHb (28G) olarak tespit edilmistir. Serum CAT dizeylerine ait degerler ise;
Diyarbakir 6rnekleminde 69i20 UIL (281), Sanhlurfa o6rnekleminde 2,29L.53+0.53 UIL
(282), Van oOmekleminde 7586.65+631.1 kUL (283), Mersin 0mekleminde
280.18i98.06 U/mL (284) ve Zonguldak ornekleminde 81.95i2.80 U/mL (285) olarak
bulunmustur.  Kontrol grubumuzdaki plazma CAT dizeyleri birgok calismadaki
degerlerden daha yuksekken (271, 272, 285), Berkoéz ve arkadaslarinin bulgusundan
daha dusuktiur (284). Ancak s6z konusu calismadaki birey sayisi sadece 22 (11E711K)
olup erkeklerin yas ortalamasi 35i15 iken kadinlarin yas ortalamasi 36il15’dir. Bizim
kontrol grubundaki yas ortalamamiz ise 49.34i12.78°dir. CAT dizeyimizin farkli
olmasi; s6z konusu calismadaki o6rneklem hacminin kiguk olmasi yaninda o bireylerin
daha genc¢ olmasi, metabolizma hizi ve beden kitle indeksi gibi demografik faktoérlerden

kaynaklanabilir.
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Losemi hastalarinda plazma CAT aktivite degerimiz 185.85+175.40 U/mL’dir.
Literatir  bulgularini  inceledigimizde = CAT  aktivitesi, lésemilerden ziyade diger
hastaliklarla iliskilendirilmistir. Kosa ve ark. (200) kan CAT duizeyinin kontrol
grubunda 10517 MU/L ve vitiligolularda da benzer seviyelerde 103+18 MU/L (P>0.4)
oldugunu bulmuslardir. Mak ve ark. (202) eritrosit CAT seviyesinin sigara i¢cmeyen
saglikli  bireylerde 0.036+0.028 U/g Hb iken sigara i¢meyen astim hastalarinda
0.073+0.028 U/g Hb’e yikseldigini (P<0.01) ve CAT aktivitesinin astim hastalarindan;
sigara icmeyen, icen ve sigarayl birakmis olan hastalarda benzer diizeylerde oldugunu
tespit etmislerdir. Chistiakov ve ark. (242) tip | diabet hastalarindan diabetik noropati
olan ve olmayanlari Karsilastirmis ve eritrosit CAT aktivitesinin diyabetik ndéropati
olmayanlarda 13.2+2.7 1UX104/g Hb seviyelerinde iken diabetik ndéropati olanlarda
15.3+2.8 1UX104/g Hb’e yiukseldigini saptamislardir. Mansour ve ark. (271) CAT
dizeylerinin  kontrol grubunda 83.38+91.7 U/mL iken SLE’lilerde 125.54+120.11
U/mL’ye (P>0.05) ve romatoid artritlilerde 134.58+107.426 U/mL’ye yikseldigini
bulmuslardir (P<0.05). Shah ve ark. (273) CAT aktivitesinin kontrol grubunda
7.45+3.40 U/mg protein iken romatoid artritlilerde 4.64+2.21 U/mg proteine distiginu
(P<0.05) ve SLE’lilerde daha dusik olup 3.33x1.56 U/mg protein dizeylerinde

oldugunu saptamislardir (P<0.05).

Ulkemizde yapilan literatiir bulgularini degerlendirdigimizde; Turgut ve ark. (276)
kontrol grubunda 99.10+12.4 k/gHb olan eritrosit CAT dizeylerinin preterm yenidogan
idyopatik hiperbilirubinemili hastalarda 63.00+12.80 k/gHb’e distigunt saptamislardir
(P=<0.001). Ece ve ark. (281) serum CAT dizeyinin kontrol grubunda 69+20 U/L
oldugunu ve bu degeri Henoch-Schénlein purpurasi olan hastalar ile karsilastirdiginda:
Aktif Henoch-Schénlein purpuralilarda 50+27 U/L (P=0.002) ve remisyondaki Henoch-
Schonlein purpuralilarda 51+26 U/L (P=0.004) olarak bulmugslar ve artmis oksidatif
stres ve lipid peroksidasyonunun Henoch-Schénlein purpura vaskidlitinin patogenezinde
onemli bir rol oynayabilecegini ileri sturmislerdir. Altindag ve ark. (282) da benzer
sekilde serum CAT duzeylerinin kontrol grubunda 2,291.53+0.53 U/L iken
osteoartritlilerde 1,196.75+0.56 U/L’ye dustiginid saptamislardir (P=<0.001). Cemek
ve ark. (283) eritrosit CAT diizeyinin kontrol grubunda 7586.65+631.1 kU/L, akut otitis
medialilarda 9870.79+1838.28 KkU/L (P<0.01) ve akut tonsillitlerde 9481.32+466.37
kU/L (P<0.01) oldugunu saptamislardir. Ulker ve ark. (285) bronkoalveoler Ilavaj
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sivisindaki CAT  seviyelerinin  kontrol grubunda 81.95+2.80 U/mL iken basit
pnémokonyozlu kémir madeni isgilerinde 123.53+4.99 U/mL’ye (P<0.01) ve progresif
massif fibrozisli isgilerde 140.53+20.99 U/mL’ye vyukseldigini bulmuslardir (P<0.01).
Serum CAT seviyelerinin; aktif calisan komir maden iscilerinde 46.13+17.16 U/mL,
emekli olanlarda 50.77+20.05 U/mL, pnémokonyozlu iscilerde 59.73+8.71 U/mL ve
progresif massif fibrozisli isgilerde 72.27+18.3 U/mL (P>0.05) oldugunu saptamislardir.
Karhdag ve ark. (286) kronik otitis mediali hastalardan timpanosklerozlu olanlarla
olmayanlari karsilastirdijinda, timpanosklerozlularda 55.97+9.51 U/gHb olan eritrosit
CAT duzeylerinin timpanosklerozlu olmayanlarda 106.68+18.30 U/gHb’e ylkseldigini
belirlemislerdir (P=0.001).

CAT aktivitesinin kanserlerle iliskisine dair calisma orneklerini
degerlendigimizde; Lin ve ark. (272) serum CAT dizeyininin kontrol grubunda
11.1+0.32 U/mL iken evre |I-11 hepatoselliler karsinomal hastalarda 8.26+0.25
U/mL’ye dustiginid (P<0.05) ayrica evre IlI-1V hepatoselliler karsinomalilari, evre I-
II'deki hastalarla ve kontrol grubuyla Kkarsilastirdiklarinda 5.07+0.37 U/mL’ye
distigini (P<0.05) saptamislardir. Negahdar ve ark. (275) tam kan CAT aktivitesinin
kontrol grubunda 134x4.3 KU/g Hb’den meme kanserlilerde 85%+5.8 KU/g Hb’e
distigini tespit etmislerdir (P<0.001). Kaynar ve ark. (277) eritrosit CAT aktivitesini;
kontrol grubunda 23.6+7.4 k/gHb, kicik hucreli akciger kanserlilerde 44.9+4.3 k/gHb
(P<0.05) ve kicuk hicreli olmayan akciger kanserli hastalarda 38.5+14.9 k/gHb olarak
tespit etmislerdir (P<0.05). Ayrica kuguk htcreli olmayan akciger kanserli hastalari
evrelerine gére gruplandirdiklarinda enzim duizeyleri; evre I-11'deki hastalarda 35.3+5.6
k/gHb (P<0.001) ve evre Ill-1V’deki hastalarda 40+£17.9 k/gHb olarak tespit etmislerdir
(P<0.05). Esme ve ark. (287) tam kan CAT seviyelerinin kontrol grubunda 1769+465
kU/L iken kug¢uk hicreli olmayan akciger kanserli hastalarda 2583161 kU/L oldudunu
(P=0.001) bulmuslardir. Evre I-11’deki hastalarin CAT seviyeleri 2215+359 kU/L iken
evre Il11-1V°’deki hastalarda 2690+64 kU/L’e yilkselmistir. Ayrica hastalari akciger
kanserinin histolojik  tiplerine gore gruplandirdiklarinda; adenokarsinomalilarda
2619+71 kU/L (P<0.05) ve skuamdz hicreli karsinomalilarda 2556+56 kU/L (P<0.05)

ve biyik hicreli karsinomalilarda 2511+29 kU/L oldugunu tespit etmislerdir.
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CAT aktivitesinin l6semilerle iliskisine dair calisma orneklerini
degerlendigimizde; Al-Gayyar ve ark. (274) KML (N=11) ve KLL (N=9) hastalarinda
tedavi Oncesi ve sonrasi kan CAT aktivitesini karsilastirdigi calismada; kontrol
grubunda 18.87+1.68 mg/mL iken tedavi 6ncesi KML’lilerde 58.47+5.61 mg/mL ve
KLL’lilerde ise 62.56£5.87 mg/mL’dir (P<0.05). Ayni hastalarin tedavi sonrasi
degerleri KMVL’lilerde 81.57+4.81 mg/mL’ye, KLL’lilerde ise 88.12+6.83 mg/mL’ye
yukselmistir (P<0.05). Bu c¢alismada lésemililerde CAT duzeyi kontrol grubundan daha
yuksekken calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda fark saptanmadi. Al-Gayyar
ve ark. (274) tedavi sonrasi CAT aktivitesinin artudini  saptamislardir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde tedavi sonrasi plazma CAT duzeyi ALL hastalarinda
79.26+103.67 U/mL’den 329.94+403.05 U/mL’ye yukselmistir. Berkdz ve ark. (284)
akut lésemili hastalarin (N=21) serum CAT dilzeyini 170+45.05 U/ mL olarak
olgmuslerdir. Bu defer bizim 186.30£158.45 U/mL olan de§erimize benzerlik
gostermektedir. Ayrica akut l6semili hastalarin serum CAT duzeylerini alt gruplara gore
degerlendirdiklerinde ise ALL’lilerde (N=8) 154.48+35.97 U/mL olarak bulmuslardir
ve bu deger bizim 180.46+180.25 U/mL olan plazma dizeyimizden daha duslktdr.
AMVL ’lilerdeki (N=10) 188.22+54.21 U/mL olan duzeyleri ise bizim 170.89+123.57
U/mL olan dederimize yakindir. Demir ve ark. (280) AML (N=25) ve ALL (N=6)
hastalari ile yaptiklari calismada eritrosit CAT aktivitesinin kontrol grubunda 61.4+81.9
EU/gHb iken akut losemililerde 3.4+1.5 EU/gHb oldugunu saptamislardir. Battisti ve
ark. (288) 3-23 yaslarinda olan ALL  hastalarini  tedavi dfnemlerine gére
siniflandirmiglar ve CAT aktivitesinin tedavi alan lIdsemililerde kontrol grubuna gore
daha disuk seviyelerde oldugunu (p<0.001) ve tedavi almayan hastalarda ise bu farkin
olmadigini  tespit etmislerdir. Bizim bulgumuz bu iki c¢alisma (280, 288) ile

ortismemektedir.

Saghkli bireylerde serum CRP diizeyleri 1 mg/dL veya daha altindadir (289). CRP
inflamasyonda iyi bilinen bir markerdir ve inflamasyonla artis gosterir (290). Aslan ve
ark. (291) kemoterapinin indikledigi notropenili akut I6semi hastalarinda nonfebril
periyotta serum CRP konsantrasyonlarinin 0.89 mg/dL oldugunu ve bu hastalarda febril
donemde ise CRP’nin 9.57 mg/dL’ye kadar ciktigini gostermislerdir (P=0.0001).
Santolaya ve ark. (292)’min afebril notropenik maligniteli hastalarda serum CRP

dizeyleri igin belirledikleri de§er ise 9+3.5 mg/L’dir. Oksidatif stresin biyuklGginin
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infamasyonun siddeti ile iliskili oldugu dustincesinden hareketle CRP dizeyi 100
mg/L’nin Uzerindeki bireylerin plazma PON1 dizeylerini 0Olgcerek yeni tani anindaki
plazma degerlerimizle Kkarsilastirdiimizda; ALL’li 5 hastanin PON1 dizeyleri tedavi
oncesi 126.22+84.15 U/mL iken CRP dizeyi >100 mg/L oldujunda 74.06+69.46 U/mL,
AMVL ’lilerde ise PON1 duzeyleri tedavi oncesi 99.63+71.77 U/mL iken CRP duzeyi
>100 mg/L oldugunda 95.71+75.79 U/mL dir.

Oksidatif stresin arttigi l6semi hastalarinda PON1 enzimi ile CRP iliskisini
degerlendirdigimizde; I6semililerde s6éz konusu markerla PON1 enzimi arasindaki
iliskiyi deg@erlendiren bir calisma mevcut degildir. Bu nedenle diger hastaliklara iliskin
caisma ornekleriyle indirekt kiyaslama yolunu segtik. Rasic-Milutinovic ve ark. (293)
serum PON1 dizeyinin kontrol grubunda 51.22+12.06 U/L iken tip 1l diyabetlilerde
22.07+£9.78 U/L’ye dustigini (P=0.01) diger yandan yiksek sensiviteli CRP’nin ise
0.13 g/L’den 0.92 g/L’ye ylkseldigini (P=0.01) ve aralarinda ters korelasyon oldugunu
bulmuglardir. Benzer sekilde Nowak ve ark. (249) serum PON21 dizeyinin kontrol
grubunda 312.04+129.77 U/L iken retinopatisi olmayan diyabetlilerde 289.87+£157.07
U/L ve retinopatisi olan diabetlilerde 227.66+123.57 U/L’ye distigini (P<0.05),
hsCRP’nin ise kontrol grubunda 0.57£0.46 mg/L’den retinopatisi olmayanlarda
1.75+1.02 mg/L ve olanlarda 3.71+2.47 mg/L’ye ylkseldigini tespit etmislerdir. Her iki

calismada da CRP dizeyi artarken PON 1 diizeyinin distigint saptamislardir.

CRP dizeyi 100 mg/L’nin Uzerindeki bireylerin plazma CAT duzeylerini olcerek
yeni tani anindaki plazma degerleriyle karsilastirdigimizda; ALL’li 5 hastanin CAT
diizeyleri tedavi oncesi 162.58+209.77 U/mL iken CRP dizeyi >100 mg/L oldugunda
320.90+£275.08 U/mL’e yiukselirken, AML’li hastalarda ise CAT duzeyleri tedavi dncesi
156.30£110.31 U/mL iken CRP dizeyi >100 mg/L oldugunda 141.76+136.48
U/mL’dir. Literatirde I6semili hastalarin CAT enzimi ile CRP iliskisini degerlendiren
bir calisma mevcut degildir. Bu nedenle dider hastaliklara iliskin ¢alisma 0Ornekleriyle
indirekt kiyasladik. Ece ve ark. (294) Henoch-Schonlein purpurasi aktif evrede olan
hastalarda CAT ve CRP arasinda pozitif korelasyon saptamislardir (P=0.019). Taysi ve
ark. (295) eritrosit CAT dizeyinin kontrol grubunda 4.6+0.7 k/mg Hb iken Behcet
hastalarinda 2.4+0.6 k/mg Hb’e distigini, CRP’nin ters korelasyon gostererek 3.9+ 1.8

mg/L’den 13.6+5.4 mg/L’ye yikseldigini tespit etmislerdir.
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Kodon 55, 102 ve 192’deki polimorfizmler serum paroksonaz aktivitesinin %
62’sinden sorumludur (296). Calismamizda l6semi hastalarindaki PON1 aktivitesinin
genetik profille olan iliskisi arastinldi.  Plazma PON1 aktivitesinin PON1 L55M
genotiplerine gbére dagilimi  kontrol grubu ve hasta grubumuzda sirasiyla; LL
196.11+117.16 - 103.37+64.89 U/mL, LM 179.60+147.01 - 90.87+60.73 U/mL, MM
66.92+26.15 - 61.40+77.19 U/mL’dir. Plazma PON1 dizeyleri LM ve MM genotipine
sahip olanlarda LL genotipine sahip olanlara goére daha dusuktir. Kontrol grubu ve
Iosemililerdeki MM  genotipli  bireylerin plazma PON 1 dulzeyleri arasinda fark

bulunamistir.

Losemililerdeki PON1 aktivite duzeyinin bireylerin  genotipleri ile iliskisini
arastiran bir c¢alisma 6rnegi olmadigi icin farklh hastaliklarda yapilan literatir
bulgularini inceledigimizde; Van Himbergen ve ark. (297) familyal hiperkolesterolemili
hastalardaki PON1  dizeylerlerinin LL  genotiplilerde 87.3x22.4 pgmL, LM
genotiplilerde 72.1+18.6 pg/mL ve MM genotiplilerde 61.9+16.8 pgmL oldugunu ve L
allelinin -~ PON1 dizeyinde artisa neden oldugunu saptamislardir  (P<0.001).
Hasselwander ve ark. (298) renal transplantasyonlu hastalarda serum PON1
diizeylerinin MM genotiplilerde LL genotiplilere goére daha dusik oldudunu tespit
etmislerdir (P<0.001). Jarvik ve ark. (299) kontrol grubu ve karotid arter hastalarinda
PON1 aktivitesinin LL>LM>MM sirasiyla oldugunu MM genotipli karotid arter
hastalarinda PON1 aktivitesinin dusik oldugunu saptamislardir. Abdel-Azeez ve ark.
(300) kontrol grubu ve SLE’li hastalarda PON1 aktivitesinin LL>LM>MM sirasiyla
oldugunu bulmuslardir (Hasta grubu P<0.05; Kontrol grubu P<0.05). Calismamizda
kontrol grubu ve lésemililerde plazma PON1 duazeyleri LL>LM>MM sirasiyladir ve
yukaridaki literatir bulgulariyla paralellik gostermektedir (297-300). Ancak kontrol
grubu ve l@semililerdeki MM genotipli bireylerin PON21 duzeyleri arasinda fark

olmadigi seklindeki bulgumuz Jarvik ve ark. (298)’nin calismasiyla uyumlu degildir.

Turkiye’”de PON1 enzim aktivitesi ve ilgili genotiplerle iliskisini arastiran
calismalari inceledigimizde; Demirez (224) istanbul &rnekleminde PON1 aktivitesinin
PON 55 genotiplerinde MM<LL<LM sirasiyla arttigim ve kontrol grubunda tip Il
diabetli agiz i¢i lezyonu olan hasta grubuna gore ylksek oldugunu gozlemlemislerdir.

Onderci (225) Elaziy 6rnekleminde, kontrol grubunda ve tip Il diabetli hastalarda PON1
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aktivitesinin LL>LM>MM sirasiyla oldugunu ve MM genotipli bireylerin serum PON1
aktivitesinin kontrol grubunda 242.57i81.13 UIL iken tip |1l diabetli hastalarda
276.84i224.58 UIL (P>0.05) oldugunu ve bu polimorfizmin tip Il diabet gelisme riski
Uzerinde dogrudan bir etkisinin olmadigini tespit etmistir. Aksoy (301) kontrol
grubunda LL genotipine sahip bireylerde PON aktivitesinin, LM (P=0.096) ve MM
(P=0.017) genotiplilere gbre vyiksek oldugunu akciger kanserlilerde ise PON
aktivitesinin genotipler arasindaki dagiliminin  farkh olmadigini bulmuslardir.
Bulgularimiz Demirez’in (224) PON 55 genotiplerinde MM<LL<LM sirasiyla arttigi
seklindeki bulgusu ile uyum gostermemektedir. Aksoy’un (301) LL genotipine sahip
olan saglikli  bireylerde PON1 dizeyinin yiksek oldugu bulgusuyla benzerlik
gosterirken, Onderci’nin  (225) kontrol grubunda ve hastalarda PON1 aktivitesinin
LL>LM>MM sirasiyla oldugu ve MM genotipli bireylerin serum PON1 aktivitesinin
kontrol grubunda ve hasta grubunda benzer degerlerde oldugu bulgulariyla birebir

ortasmektedir.

Plazma CAT aktivitesinin CAT C-262T genotiplerine goére dagilimi kontrol grubu
ve hasta grubumuzda sirasiyla; CC 188.47i190.22 - 230.95i192.39 U/mL, CT
197.77i170.95 - 166.58i99.33 U/mL ve TT 132.63i111.33 - 101.34i81.93 U/mL’dir.
Literattr bulgularini inceledigimizde (Losemililerde yapilan calisma ornegi
olmadijindan farkli hastaliklarda CAT aktivitesine dair genotip bulgulari alinmistir);
Bastaki ve ark. (5) CC genotipine sahip olan saglikli bireylerin CAT aktivitesinin 89.47
klg Hb olup CT ve TT genotiplilerden daha yuksek oldujunu ayrica cinsiyet ve irkin
CAT aktivitesini etkilemedigini tespit etmislerdir. Kosa ve ark. (2GG) kan CAT
aktivitesinin genotiplere goére dagihmini kontrol grubunda; CC 109il18 MUIL, CT
102il16 MUIL ve TT 103il7 MUIL iken vitiligolularda; CC 102i20 MUIL, CT 98i24
MUIL ve TT 107i19 MUIL odugunu saptamislardir (P>0.18). Mak ve ark. (24G) TT
genotipinin Cin populasyonunda yaygin olmadigini ve CC genotipine sahip olan saglikh
bireylerin CAT aktivitesinin 0.03 i 0.02 Ug Hb iken kronik obstriktif akciger
hastalarinda 0.05 i 0.03 Ug Hb oldudunu tespit etmislerdir (P=0.001). Chistiakov ve
ark. (242) tip | diabet hastalarindan diabetik néropati gelisen TT genotipli hastalarda
eritrosit CAT aktivitesinin 17.8 1Ug Hb iken gelismeyenlerde 13.8 1Ug Hb (P< 0.002)
oldugunu saptamislardir. Nadif ve ark. (302) maden iscilerindeki eritrosit CAT

diizeylerinin; CC genotiplilerde 104i29 klg Hb, CT genotiplilerde 87i30 klg Hb ve TT
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genotiplilerde 72+11 k/g Hb (P<0.0001) oldugunu ve CAT -262 T alleline sahip
olanlarda yuksek miktarda toza maruz kalma ile CAT aktivitesinin azaldigini
bulmuglardir. Ahsan ve ark. (303) CT/TT genotipi tasiyan ve yuksek dizeylerde
arsenije maruz kalanlarin CC genotiplilere gore 4.6 kat daha fazla hiperkeratoz gelisme
riskine sahip oldugunu gosterirken, Forsberg ve ark. (201) T alleline sahip olmayi
artmis hipertansiyon riski ile iliskilendirmistir (P<0.03). Ho ve ark. (304) CC genotipine
sahip olanlarda eritrosit CAT aktivitesinin, kontrol grubunda 0.034+0.026 U/g Hb iken
akciger kanserlilerde 0.025+0.035 U/g Hb oldugunu (P<0.05) tespit etmiglerdir. TT
genotipli bireylerin plazma CAT aktivitesinin kontrol grubunda ve hasta grubunda
benzer degerlerde oldugu seklindeki bulgumuz, Kosa ve ark. (200)’nin vitiligo
hastalariyla yaptiklari ¢alismanin bulgulariyla uyumludur. Forberg ve ark. (201)’nin
hipertansiyon riskinde artis oldugu, Mak ve ark. (240)’nin kronik obstriktif akciger
hastalarindaki serum CAT aktivitesinin daha yuksek oldugu, Nadif ve ark. (302)’nin
ylksek miktarda toza maruz kalma ile CAT aktivitesinin azaldigi, Chistiakov ve ark.
(242)’'nin TT genotipli diabetik néropatili hastalarda CAT aktivitesinin arttiyi, Ahsan ve
ark. (303)’nin CT/TT genotipi tasiyan ve ylksek dizeylerde arsenije maruz kalanlarin
hiperkeratoz gelisme riskinin arttigi ve Ho ve ark. (304)’nin yabanil genotip icin serum
CAT aktivitesinin akciger kanserlilerde daha dusik oldugu seklindeki bulgulariyla

benzerlik gostermez.
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6. SONUC ve ONERILER

Tirk Populasyonu Mersin  Orneklemi icin PON1 L55M polimorfizmine ait
yabanil L ve polimorfik M allel frekanslari kontrol grubunda % 72.5 ve % 27.5
iken losemililerde: % 68.1 ve % 31.9°dur. PON1 L55M polimorfizmine ait LL,
LM ve MM genotip oranlari kontrol grubunda; % 50.7, % 43.6 ve % 5.7 iken
losemililerde; % 43.5, % 49.3 ve % 7.2°dir. PON1 L55M polimorfzmi allel ve

genotipleri l6semiye yakalanma riskini etkilememektedir.

Plazma PON1  aktivitesi kontrol grubunda 184.04%£130.75 U/mL iken
losemililerde 93.80+£62.58 U/mL’ye dusmistir. Losemilileri alt gruplarina goére
siniflandirarak  yaptigimiz  degerlendirmede plazma PON1 dizeyleri yeni tani
alms  AMVL’lilerde 102.22+65.95 U/mL, vyeni tani almis ALL’lilerde ise
90.99+68.27 U/mL’ye dusmistir. Plazma PON1 duzeyleri, CRP>100 mg/L
oldugunda ve ilk élgiminden bir ay sonra yapilan tedavi almis olan bu hastalarin

degerlendirmesinde degisiklik gdstermemistir.

CAT C-262T polimorfizmine ait yabanil C ve polimorfik T allel frekanslari
kontrol grubunda: % 73.9 ve % 26.1 iken lésemililerde: % 71.8 ve % 28.2’dir.
CAT C-262T polimorfizmi CC ve CT genotip oranlari kontrol grubunda; % 53.6
ve % 40.7 iken losemililerde % 56.4, % 30.7’dir. TT genotip orani kontrol
grubunda % 5.7 iken I6semililerde % 12.9’a yukselmistir. CAT C-262T
polimorfizmine ait TT genotipine sahip olma Ildsemiye yakalanma riskini

artirmaktadir.

Losemililerde plazma CAT aktivitesi etkilenmemistir. Plazma CAT duzeyleri
CRP>100 mg/L oldugunda ve ilk olciminden bir ay sonra yapilan tedavi almis

olan bu hastalarin antioksidan enzim degerleri de ayni sekilde etkilenmemistir.
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PON1 L55M polimorfizmine ait LL, LM ve MM genotiplerini tasiyanlari plazma
PON1 aktiviteleriyle korele ettigimizde, LL ve LM genotipli lésemililerin plazma

PON1 duzeyleri kontrol grubuna gb6re daha dusuktir. CAT C-262T

polimorfizmine ait CC, CT ve TT genotiplerini tasiyanlari plazma CAT
aktiviteleriyle korele ettigimizde, plazma CAT dizeyleri kontrol grubunda ve

l6semililerde benzerdir.

CAT C-262T ve PON1 L55M polimorfizmleri ve plazma enzim dizeylerinin

l6semiye yakalanma riskine olasi etkilerini inceleyen ilk cahisma olma o&zelligi

tasimaktadir.

Bu calismada elde edilen 6nemli bir yan sonug; Tirk Populasyonu Mersin
Orneklemi icin PON1 L55M polimorfizmine ait allel ve genotip oranlari ve
plazma PON1 aktivitesi - CAT C-262T polimorfizmine ait allel ve genotip
oranlari ve plazma CAT aktivitesine ait degerler saptanmistir. Orneklemimiz
ileride yapilacak olan s6z konusu polimorfizmler ve enzim aktiviteleri ile ilgili

baska hastaliklar arasindaki iliskiye yo6nelik calismalar igin hazir veri olacaktir.
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