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1. GIRIS

Henoch-Schonlein Purpurasi (HSP), kiigiik damarlar basta olmak {izere damar
duvarlarinda immiinglobulin A (IgA) birikimi ile gelisen akut ldkositoklastik
vaskiilite baglh olarak ortaya cikan sistemik inflamatuar bir hastaliktir (1). Yillik
insidans1 yaklagik olarak 14/100.000° dir. HSP en sik deri, gastrointestinal sistem
(GIS), eklem ve bdbrek tutulumuyla ortaya ¢ikar. Klinik seyir boyunca palpabl
purpura seklindeki deri tutulumu tiim olgularda gozlenirken, GIS tutulumu %83,
eklem tutulumu %60-85 ve bobrek tutulumu %?20-55’inde goriiliir. Hastaligin

prognozunu belirleyen en 6nemli faktdr bobrek tutulumu ve bunun derecesidir (2,3).

Patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Serbest radikaller ve reaktif
oksijen tilirevleri (ROT) ile antioksidan sistemler arasindaki dengenin kaybi olarak
tanimlanan oksidatif stres, giiniimiizde bir¢cok hastaligin patogenezinde 6dnemli hale
gelmigtir. Oksidatif stresin vaskiiler hasara yol agtigina ve HSP’nin patogenezinde
rolii olabilecegine dair calismalar mevcuttur. Oksidatif stres ile antioksidan
mekanizmalar arasindaki dengeyi etkileyecek faktorlerden biri de antioksidan
etkiden sorumlu olan enzimlerdeki genetik farkliliklardir. Antioksidan enzimlerden
paraoksonaz (PON) ve mangan siliperoksit dismutazda (MnSOD) goriilen

polimorfizmlerin enzim aktivitelerini etkileyebilecegi one siirtilmiistiir (2-4).

Insanda  bulunan serum PON enziminin, organofosfatlarin
detoksifikasyonunda rol aldigi ve LDL‘yi lipid peroksidasyonundan korudugu
goriisii ileri siiriilmektedir. PON1 enzimini kodlayan ve insanlarda 7. kromozomun
uzun kolunda yer alan PON1 geni, iki genetik polimorfizm gdstermektedir. Birinci
polimorfizm Q/R192 veya A/B192 diye isimlendirilir ve 192. pozisyondaki
glutaminin(Q) arginin (R) ile yer degistirmesiyle olusur; ikincisi ise L/M55 diye
adlandirilir ve 55. pozisyondaki 16sinin (L) metiyonin (M) ile yer degistirmesiyle

olusur. Bu polimorfizmler PONT1 aktivitesini bagimsiz olarak etkilemektedirler (3).

PONI1 polimorfizmlerinin koroner kalp hastaligi (KKH), inme, Tip 2
Diabetes Mellitus (DM) gibi damar tutulumu olan hastaliklarla ve fokal segmental
glomeruloskleroz (FSGS), membranoproliferatif glomerulonefrit (MPGN) gibi
immiinolojik bobrek hastaliklariyla iligkili oldugu gosterilmistir (3).



MnSOD, oksidatif strese karsi savunma saglayan, mitokondri ig¢indeki
stiperoksit radikallerini temizleyebilen tek enzimdir. MnSOD geni 5 ekson ve 4
introndan olusur. MnSOD’un kodlanan bdlgesinde enzimin aktivitesini degistiren
birka¢ polimorfik bolge bulunur. MnSOD geninin 2. ekzonunda bir baz g¢iftinde
sitozin yerine timin gelirse (GCT—GTT), mitokondriyal sinyal sekansin (MSS) 16.
pozisyonunda alanin (A) yerine valin (V) gecer. MnSOD aktivitesi degiserek
mitokondriyal elektron transport zincirinde lretilen ROT’a karsin etkin miicadele
saglanamaz. Bu polimorfizmin de otoenflamatuar, bobrek hastaliklar1 ve maligniteler

ile iligkisi sorgulanmaya devam etmektedir (4).

HSP’li hastalarda tiim viicutta ve bobrekte degisen derecelerde vaskiiler hasar
s0z konusudur, ancak tutulan sistemler kisiden kisiye farkliliklar gosterir ve
hastaligin klinik bulgular1 hafiften agira dogru genis bir yelpaze olusturur. Bunun

nedeni ise kigiler arasindaki genetik farkliliklar olabilir.

Bu ¢alismanin amaglarindan biri oksidatif stresin HSP patogenezindeki yerini
belirlemek, digeri ise oksidatif stresin olumsuz etkilerini kontrol etmede etkili
antioksidan enzimlerden olan PON1 ve MnDOS’a ait gen polimorfizmlerinin HSP

ile iligkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Henoch-Schonlein Purpurasi

HSP; akut, sistemik, immiin kompleks ile iliskili 16kositoklastik vaskiilittir.
Palpabl purpura, abdominal agr1 ve artrit ile karakterizedir. Glomeriilonefrit ve

gastrointestinal kanama yaygin komplikasyonlaridir (3,5-7).
2.1.1. Epidemiyoloji

HSP ¢ocukluk c¢agmin en sik goriilen vaskiilitidir. Yillik insidans1 yaklasik
olarak 100.000 ¢ocukta 14 olgudur. iki yasm altindaki ¢ocuklarda daha nadirdir.
Ortalama baglangi¢ yas1 4-5°tir. Erkeklerde kizlardan daha sik goriiliir ( E/K: 1.4-
1.7/1) (1,8).

2.1.2. Etyoloji ve Patogenez

HSP’nin etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Hastaligin bir¢cok farkl
antijenik uyaranin tetikledigi immiin kompleks mekanizmalarinin sonucu olarak
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. HSP’yi diger sistemik vaskiilitlerden ayiran 6zellik
damar duvarlarinda ve glomeriiler mezanjial alanda IgA depolanmasidir. IgA,
serumda ve daha ¢ok viicut salgilarinda bulunan ve mukozal immiinitede 6nemli rol
oynayan bir immiinglobulindir. IgA sentezinde artma veya klirensinde azalma, IgA
immiin komplekslerinin (IgA-IK) dokularda depolanmasinda etkendir (8). HSP,
olgularin yaklasik 2/3’iinde bir iist solunum yolu enfeksiyonunu izleyerek ortaya
cikar. HSP gelisimi mukozal enfeksiyonlarla tetiklendigi ve IgA mukozal
sekresyonlarda bulunan baslica immiinglobulin oldugundan B-hemolitik streptokok,
mikoplazma, toksoplazma, yersinia, HIV, varisella, rubella, adenoviriis gibi bir¢cok
mikroorganizmanin IgA yapimim arttirdigi ve HSP patogenezinde rol oynadigi
diisiiniilmiisse de kanitlanamamistir (3). Asilar ve ilaglara karsi allerjik reaksiyonun
hastaligin gelisiminde rolii olabilecegi diislinlilmiis, ancak bu da kesin olarak
kanitlanamamistir (Tablol) (3). Sonbaharda pik yapmasi nedeniyle hastaligin

olusumunda mevsimsel degisimlerin rol oynadigi diisiintilmektedir (9).



Tablo 1. HSP’ye neden olan etkenler (10).

Bakteriyel

Grup A beta hemolitik streptokok
Staphylococcus aureus
Mikoplazma

H.pylori

Viral

Hepatit A

Hepatit B

Hepatit E

Herpes simplex viriis
Human parvo viriis
Adenoviriis
Varisella

CMV

HIV

Tiimorler

Kigiik hiicreli akciger kanseri
Prostat kanseri

Lenfoma

Multipl myeloma

Asilar

Kizamik, kizamikg¢ik, kabakulak
Pnomokok

Meningokok

Hemofilus Influenza tip B (Hib) As1s1

laglar

Kinolonlar
Asetominofen
Kodein
Etanersept
Klaritromisin

Parazit
Toxocara canis

Genetik
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Glomeriillerde IgA igeren immiin kompleks birikiminin, HSP nefritindeki en
onemli patojenik mekanizma oldugu ileri stirtilmektedir. HSP nefritinin ve dokiintiilii

donemin aktif fazinda serumda yiiksek diizeyde IgA-IK tespit edilmistir.

HSP nefritinde depolanan IgA’nin biiyiikk ¢ogunlugu IgA; subgrubundan
olusmaktadir. HSP’li hastalarda anormal IgA; glikozilasyonu saptanmustir (8,9).
Anormal glikozilasyona ugramis olan IgA;, glomeriillerdeki mezenjial matrikste
normal IgA;’den daha kolay depolanir. Anormal glikozillenmis IgA;’in mezanjial
hiicrelerdeki Fca reseptdrleri ve transferin reseptorii ile etkilesiminin artmasi selliiler
aktivasyon ve mediatdr sentezi ile sonuclanir. Intraglomeriiler nitrik oksit (NO)

tiretimindeki artis oksidatif hasar, apoptozis ve skleroza yol acgabilir (7,8,11).

IgA kiimeleri ayrica mezanjial hiicrelerde ¢esitli sitokinlerin (interlokin-6 (IL-
6), trombosit kaynakli bliylime faktori, interldkin-1(IL-1), timor nekrozis faktor-a
(TNFa), transforming growth faktor-B  (TGF-B), vazoaktif faktorlerin
(prostaglandinler, tromboksan, l6kotrienler, endotelin, platelet agrege edici faktor,

NO), kemokinlerin (monosit kemotaktik protein-1, interlokin-8) sentezine ve



kompleman aktivasyonuna sebep olabilir. Bunlarin sonucunda enflamasyon olusup
endotel hasar1 gelisir ve vaskiilit olusur. Biiyiik oranda iist solunum yollarindan giren
A grubu beta hemolitik streptokoklarin (AGBHS) mukozal bariyeri gegtikten sonra
antijen sunan hiicreler (APC) aracilig1 ile lokalize lenfoid dokulara ulastigi, orada
CD4+ hiicreler ve TGFp araciligi ile B hiicrelerini uyardigi ve sonucunda salgilanan
IgA araciligiyla kompleman ve IL-8’in tetikledigi notrofil aktivasyonuyla damar
endotel hiicresinde hasar ve vaskiilit gelistigi kabul edilmektedir (Sekill). Bazi
aragtirmacilar bu molekiilleri kontrol eden gen polimorfizmlerinin HSP

patogenezinde rolii olup olmadigini ortaya koymaya ¢alismislardir (12-17).

HSP de artmis bir oksidatif stres bulundugu, HSP’nin patogenezinde ve renal
hasar gelisiminde lipit peroksidasyonun 6nemli bir role sahip oldugu yapilan

calismalarda gdsterilmistir (14).
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Sekil 1. HSP gelisimi (14).
2.1.3. Klinik Bulgular

HSP bir¢ok organ tutulumu ile giden bir hastaliktir. HSP semptomlari
oncelikle deri, gastrointestinal sistem ve bobreklerde kiiclik damar vaskiilitinin

yerlesimi sonucu gelisir (3,18-24).



2.1.3.1. Cilt Bulgular

En sik gorilen klinik bulgularindandir. Hastalarin  tlimiinde goriiliir.
Dokiintiiler makiilopapiiler seklinde baslayip petesi ve palpabl purpuraya dogru
ilerler ve zamanla kirmizidan kahverengiye doniisiir. Lezyonlar gruplar halinde olma
egilimindedir, 3-10 giin siirer ve birkag¢ glinden 3-4 aya kadar olabilen aralarla belirir
(18). Palpabl purpura genellikle alt bacakta goriiliir, daha sonra kalgalara yayilir (4).
Deri damarlarinda gelisen hasar nedeniyle lokal anjioddem de gelisebilir, bu palpabl
purpuradan dnce belirebilir. Odem genellikle kalcalarin iizerinde, bel altinda ve doku
O0demine yatkin alanlarda, goz kapaklarinda, dudaklarda, skrotumda ve el-ayak

sirtinda goriiliir (18-23).
2.1.3.2. Eklem Bulgular

Artrit veya artralji HSP'nin ikinci siklikta goriilen klinik bulgularindandir ve
olgularin %80’inde goriilmektedir. Hastalarin yaklasik % 15-25’inde dokiintiilerden
once ortaya cikabilmektedir. Gezici olmayan artrit HSP’li hastalarin %75’inde
olusur. Siklikla dizler, ayak bilekleri, dirsekler ve el bilekleri tutulur. Eklem

tutulumu; eklem erozyonu, deformite ve hareket kisitliligina yol agmaz (1,8).
2.1.3.3. Gastrointestinal Sistem Bulgulari

Gastrointestinal  belirtiler hastalarin  yaklastk % 50-75’inde  goriliir.
Yemeklerden sonra artan periumblikal ve epigastriumda lokalize karin agrisi en tipik
belirtidir. Kusma, hematemez, hematokezya ve melena siktir (8,19,21). Intussepsiyon
HSP’de cerrahi komplikasyonlarin en yaygin olanidir ve hastalarin % 0,7- 13,6’sinda
gorilir. Klinik obstruksiyon ve palpabl kitle olarak karsimiza ¢ikar. Yeri daha ¢ok
ileo-ileal, ileo-kolik, nadirende jejuno-jejunaldir. Perforasyon genellikle ileumda
goriiliir. Tedavide ranitidinin gastrointestinal tutulumunda etkili oldugu bulunmustur.

(7,19,20,22).
2.1.3.4. Renal Bulgular

HSP siklikla kendini smirlayan bir hastaliktir. Ancak hastalarin yaklagik
%40’inda ilk 4-6 hafta iginde nefrit klinigi gelisir (7,24-30). HSP nefriti; izole



mikroskobik, makroskobik hematiiri, hafif proteiniiri, nefrotik sendrom, nefritik
sendrom veya nefritik-nefrotik sendrom gibi degisik klinik tablolarla ortaya ¢ikabilir
(8,31). En yaygin renal belirti hematiiri, hafif ve orta derece proteiniiridir (7).
Persistan proteiniiri ve hematiiri bulunan hastalarda renal yetmezlik gelisim riski
yaklagik % 15°tir ve bu risk nefrotik sendromlu hastalarda % 50’ye c¢ikabilir.
Hastalarin % 2-5’inde son donem bobrek yetmezligine (SDBY) ilerler (7,31). Cogu
hastada renal tutulum kendiliginden iyilesir. Bununla birlikte ilerleyici renal hastalik
gelisebilir, tekrar eden proteiniiri renal hasara yol agar. HSP’li hastalarin en yaygin

6liim nedeni renal yetmezliktir (23,32).
2.1.4. Laboratuvar Bulgulari

HSP’nin tanisi i¢in spesifik bir laboratuvar testi yoktur (7). HSP’li hastalarda
anemi, l0kositoz ve eritrosit sedimantasyon hizinda artma gorilebilir (33,34).
HSP’nin akut fazinda %70 kadar hastada serum IgA diizeyi artar ve iyilesme
doneminde tekrar normale doner. Kanama profili normaldir. Antistreptolizin O
(ASO) ve anti-deoksiriboniikleaz B (anti-DNAse B) artmustir (34). Faktor 13
aktivitesindeki azalma abdominal belirtilerin siddeti ile koreledir. Faktor 13
aktivitesinin 6l¢iimii, ciddi GI belirtileri olan hastalar1 tanimlamada yararhidir (35-

38).
2.1.5. Tam

HSP’de tan1 6ncelikle anamnez ve klinik bulgulara dayanmaktadir. Pediatrik
Avrupa Romatoloji Toplulugu 2006 yilinda ¢ocukluk ¢agi vaskiilitlerini yeniden
siniflandirmistir. Bu smiflamada, palpabl purpura seklinde ve oOzellikle alt

ekstremitelerde yaygin olarak bulunan dokiintii mutlak kriter olarak belirlenmistir.
Diger kriterler ise;
1. Karm agris1 (akut zeminde gelisen, yaygin abdominal agr1)

2. Histopatoloji (IgA depolanmasinin fazla oldugu 16kositolastik vaskiilit

ya da proliferatif glomeriilonefrit)
3. Aurtrit/artralji

4. Bobrek tutulumu (proteiniiri veya mikroskopik hematiiri)



Bu yeni kriterlere gore HSP tanisi, purpura mutlak Kriter olmak iizere, 4

kriterden en az bir tanesinin olmasi ile konur (10,34).
2.1.6. Patoloji

Histopatolojik incelemelerde, basta kapillerler olmak iizere, arteriol ve
veniillerin tutuldugu goriiliir. Cilt biyopsisinin mikroskobik incelemesinde
perivaskiiler ndtrofil ve monosit birikiminin izlendigi 16kositoklastik vaskiilit
goriiniimii vardir. Immiinfloresan incelemede ise vaskiiler IgA ve C3 depolanmasi
gozlenir. HSP nefritinde bobrek biyopsisinin 151k mikroskobuyla incelemesinde
mezanjial hasar, izole mezanjial proliferasyondan fokal ve segmental proliferasyona
ve agir kresentik glomerulonefrite kadar degisen derecelerde hiperselliilarite gdzlenir

(3,8-10).
2.1.7. Klinik Seyir ve Prognoz

Klinik seyir ve uzun déonem sonuglari agisindan ¢ocuk nefroloji iinitelerinde
takip edilen HSP’li hastalarla, genel ¢ocuk kliniklerince takip edilen “secilmemis”
grubu olusturan HSP’li hastalar karsilastirildiginda fark gozlenmistir. Secilmemis
hasta serilerinde yapilan ¢alismalara gore HSP genellikle hafif seyirlidir ve prognozu
¢ok iyidir. Uzun donemde morbidite bobrek tutulumuna baglidir. Baslangigta bobrek
tutulum belirtileri olan ¢ocuklar 10 yildan daha fazla izlendiklerinde, yaklasik %2-
3’tntin SDBY’e ilerledigi gozlemlenmistir. Baglangigta hastalarin %20-28’inde
anormal idrar bulgusu goriiliir. Tim HSP hastalar1 gozoniine alindiginda kronik
bobrek yetersizligi (KBY) hastalarin %1’inden azinda ortaya c¢ikar (8,32).
Komplikasyonlari tablo 2’de goriilmektedir (1).



Tablo 2. HSP’nin Komplikasyonlar1 (1).

Renal Gastrointestinal

Glomeriilonefrit Bagirsak infakti

Hemorajik sistit Bagirsak

Nefrotik sendrom perforasyonu

Renal yetmezlik Duodenal

Ureteral obstruksiyon obstruksiyon
Gastrointestinal
kanama

Intestinal striktiir

Intusepsiyon
Pulmoner Digerleri
Alveolar kanama Anterior iiveit
Interstisyel infiltrasyon Myokardit
Pulmoner efiizyon Myosit

Orsit
Santral Sinir Sistemi Skrotal 6dem

Afazi

Ataksi

Serebral hemoraji
Korea

Kortikal korlik
Noropati

Parezi

Nobet

Testikiilar torsiyon

2.1.8. izlem

HSP’nin yonetimi; yeterli sivi tedavisini, herhangi bir antijenik mariiziyetinin
hemen kesilmesini ve ilk 1 ay i¢inde her hafta, ikinci ayda iki haftada bir ve daha
sonra anormal idrar bulgular1 geginceye kadar aylik takipleri icerir. Baslangigta nefrit
bulgusu olmayan hastalar dokiintiiler gegtikten sonra en az 6 ay tam idrar tetkikiyle
izlenmelidir (9). Izole hematiiri veya hafif proteiniirinin eslik ettigi hematiiri olgular
idrar tetkikinin normale donmesinden sonra en az 2 yil izlenmeli ve baz1 hastalarda
hipertansiyonun baslangigtan iki yil sonra bile ortaya ¢ikabilecegi de

unutulmamalidir (7).
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2.1.9. Tedavi

HSP’nin tedavisi uygun hidrasyon ve agr1 kontroliinii igeren destek
tedavisidir (7). Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAII) kullanilabilir. Cocuklarda

aspirinden kaginilmalidir. Bu ilaglar artrit ve dokiintiide yeterlidir (10).

Oral steroidler ciddi dokiintli, 6dem, kolik tarzinda abdominal agri, bobrek ve
testikiiler tutulumu olan hastalarda kullanilmahidir. Genellikle prednizolon ve
metilprednizolon 1-2 mg/kg /giin 1-2 hafta i¢in baslanabilir. Yiiksek doz 1.V puls
steroid tedavisi nefrotik proteiniiri ve mezenterik vaskiilitli hastalarda gereklidir

(10,39).

Immiinsiipresif ilaglarin (siklofosfamid, azatiopiirin, siklosporin A ) yiiksek
doz I.V. pulse steroid tedavisi ile kombine edilmesi sadece steroid tedavisinin yararl
olmadigi durumlarda Onerilir. Bu durumlar; hizli ilerleyici glomeriilonefrit,
akcigerlerin ve beynin hemorajik tutulumudur. (10,40). Plazmaferez ve yiiksek doz
immiinglobulin tedavisi, steroid ve immiinsupresif ilaglara direngli beyin ve

akcigerlerde kanamalarinda kullanilmasi 6nerilir (41).

Faktor 13 seviyesi HSP’li hastalarda diisiik oldugu bulunmustur ve
gastrointestinal belirtilerin siddeti ile koreledir. F;3 replasmani desteklenmektedir
(10,42). Nefritik sendrom ve hipertansiyonu olan olgularda sivi ve tuz kisitlamasinin
yanisira diliretik  verilmeli, nefrotik sendromlu hastalarda da hipovolemiden
kaginmaya dikkat ederek sivi kisitlamasi yapilmalidir. Renal hastaligin
progresyonunu yavaslatmak veya renal hastaligi onlemek ve orta proteiniirisi olan
geng hastalarda anjiotensin konverting enzim (ACE) inhibitériiniin yararli oldugunu

gosteren ¢aligmalar mevcuttur (9)
2.2. Oksidatif Stres
2.2.1. Oksidatif Stres ve Lipid Peroksidasyonu

Atomlardaki elektronlar c¢ekirdegin etrafindaki yoriingelerde bulunurlar.
Serbest radikaller, en dis yoriingelerinde tek sayida elektron bulunan atom veya
molekiillerdir. Organik ve inorganik molekiiller halinde bulunurlar. Eger elektron

ciftlesmemis ise molekiil daha reaktif duruma gelir ve kararsizlasir.



11

Molekiiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis

(eslesmemis) elektrona sahiptir. Molekiiler oksijen, yiiksek derecede ROT olusturma

egilimindedir.

Serbest radikal tanimima gore molekiiler oksijen, bir biradikal olarak

degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona

girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. Serbest radikallere

oksijen merkezli siiperoksit (O,) ve hidroksil (OH"), siilfiir merkezli tiyol (RS,

karbon triklorometil (CCls) ve azot merkezli NO 6rnek verilebilir (43).

ROT deyimi, hem O, ve OH' gibi oksijen merkezli serbest radikalleri hem de
hidrojen peroksit (H,0O,), singlet oksijen (O;), hipoklorik asit (HOCI) gibi radikal

olmayan oksijen tiirevlerini kapsar

Hiicrede reaktif oksijen tiirevlerinin kaynagi:

Mitokondriyal elektron transport zincirinden elektron sizintisi,

Endoplazmik retikulum ve niikleer membrana bagli sitokromlarin

oksidasyonu,
Ksantin oksidazin katalitik dongiisii,

Dihidroorotat dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, amino asit oksidaz

ve triptofan dioksijenaz,

Peroksizomlar ¢ok 6nemli hiicre i¢i H,O, kaynagidirlar.

Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen metabolitlerinin énemli
bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz, protein kinazin
aktivasyonuna  ve plazma membranindan  arasidonik  asidin
serbestlesmesine yol acar. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da
cesitli serbest radikal ara iriinleri meydana gelir. Arasidonik asit
metabolizmas1 sonucu serbest radikal {tretimine "enzimatik lipid

peroksidasyonu' denir.
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2.2.2. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir.
Hiicre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid peroksit radikallerinin

(LOO) olusmasi, ROT un neden oldugu hiicre hasarinin 6nemli bir 6zelligi olarak
kabul edilir. Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna

""nonenzimatik lipid peroksidasyonu" denir.

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan
aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bdliimlerine hasari
yayarlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda

malondialdehit (MDA) meydana gelir.

MDA, kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, lipid peroksidasyonunun derecesiyle 1yi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA 6l¢iilmesi lipid peroksit
seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir. Olugsan MDA, hiicre membranlarindan iyon
alig-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol agar ve
iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, Deoksiriboniikleikasitin (DNA) nitrojen bazlart ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolay1 mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve

karsinojeniktir (3,44-53)
2.2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT’un olugumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasart 6nlemek i¢in bircok
savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri"
veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Endojen antioksidanlar, enzim ve

enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.
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Enzim olan endojen antioksidanlar; SOD, PON, glutatyon peroksidaz
(GPX), glutatyon S-Transferazlar (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal sitokrom

oksidaz sistemi, hidroperoksidaz olarak siniflandirilabilir (54)

Enzim olmayan endojen antioksidanlar; melatonin, transferin, miyoglobin,
hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin, Ttrat, laktoferrin,

alblimin olarak siralanabilir (51).

") Oksidatif Stres

ROS
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Sekil 2. Serbest radikallerin olusumu, lipid peroksidasyonu ve antioksidan sistemin iligkisi
(3,55).

Apo B 100: apolipoprotein B 100, PUFA: poliansature yag asitleri, LDL: disiik dansiteli
lipoproteinler, Eox: okside vitamin E, LDLox: okside LDL, apoB 100-1000x, okside apolipoprotein B
100, PUFAox: okside poliansatiire yag asitleri, Vit Cox: okside vitamin C, Gssg: okside glutatyon,
GsH: indirgenmis glutatyon, HDL: yiiksek dansiteli lipoprotein, SOD: siiperoksit dismutaz, GPX:
glutatyon peroksidaz, CAT: katalaz.

Kopiik Hiicresi

2.2.4. Oksidatif Stres ve Hastaliklar
2.2.4.1. Glomeruler Hastaliklar ve Oksidatif Stres

Bobrek biyopsilerinde intraglomeruler lipid depolanmasi goriiliir ve bu da
ilerleyici glomerulosklerozun patogenezinde LDL peroksidasyonunun rolii oldugunu
diisiindiirmektedir (56). Bobrek hastaligi olanlarin glomertillerinde okside LDL
bulunup bulunmadigint saptamak amaciyla 939 bdbrek biyopsi materyali

degerlendirilmis ve hastalarin %6,6’sinda glomertillerde okside LDL varlig
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gosterilmistir (56). Calismaya katilan hastalardan 25’1 HSP nefriti olup iki hastada
(biri kresentte ve digeri mezenjial alanda olmak iizere) okside LDL saptanmustir (56).
Bu bulgu glomeriiler hastaliklarin patogenezinde lipid peroksidasyonunun rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (56). Glomeriiler hastaligi olan 45 cocuk, 20
erigskin hasta ve saglikli 15 ¢ocuk, 14 eriskinle yapilan bir ¢aligmada plazma ve
eritrosit MDA diizeyinin arttigi, antioksidan 6zelligi olan SOD ve CAT enzim
diizeylerinin ise azaldigi saptanmistir. Bu c¢alismada glomeriiler hastaliklarin

gelisiminde oksidatif stresin rolii oldugu sonucuna varilmistir (57).

Bobrek hastaligi olan 10 hastanin saglikli kontrol grubuyla karsilastirildig: bir

calismada, bobrek hastahigi olan grupta O, ve H,O, radikalleri ile lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyinin arttig1, ayrica esansiyel yag asidi
metabolitlerinden arasidonik asit diizeyinin azaldigi bildirilmistir (58). Calismada
serbest radikaller ve esansiyel yag asidi metabolitlerinin glomeruler hastaliklarin

patogenezinde rolii olabilecegi sonucuna varilmistir (58).

Glomertiler hastalig1 olan 39 ¢ocuk ve 13 saglikli ¢ocugun katildig1 bir baska
bir caligmada hasta grubunda kan ve idrarda lipid peroksidasyon iirlinlerinin arttigi
ve antioksidan bir enzim olan CAT aktivitesinin kanda azaldig1 ama idrarda artti1
saptanmigtir. Bu bulgulardan bobrek hastaliklarinda oksidatif stres gelistigi ve
antioksidanlarin  idrarla  kaybedildigi sonucu ¢ikarilmistir  (59). Kronik
glomerulonefriti olan 80 hastada yapilan bir ¢alismada, hasta grubunda plazmada
NO, plazmada ve eritrositte lipid peroksit diizeyinin arttig1, ayrica plazmada vitamin
C, vitamin E, beta-karoten ve eritrositte SOD, CAT ve GPX diizeylerinin azaldig:
saptanmigtir. Kronik glomerulonefritte serbest radikal reaksiyonlarinin oksidatif

hasara yol a¢tig1 sonucuna varilmistir (60).

Akut poststreptokoksik glomerulonefrit (APSGN) gegiren 17 ¢ocukta yapilan
bir ¢alismada da hasta grubunda plazma ve eritrositte lipid peroksidasyon iiriinlerinin
arttigi ve eritrositte SOD, CAT, GPX, GST, indirgenmis glutatyon, vitamin C
diizeyleriyle plazma indirgenmis glutatyon ve vitamin C diizeylerinin azaldig
bildirilmistir. Bu ¢calismada APSGN’in patogenezinde lipid peroksidasyonun énemli

oldugu sonucuna varilmistir (61).
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2.2.4.2. Henoch-Schonlein Purpurasi ve Oksidatif Stres

HSP’nin patogenezi tam olarak bilinmemektedir, ancak cesitli antijenik
uyarilara karsi olusan immiin komplekslerden kaynaklanan Ig iligkili inflamatuar bir
stire¢ oldugu diislinlilmektedir. Damar duvart ve mezengiumda toplanan immiin
kompleksler kompleman sistemini alternatif yoldan aktive ederler ve bu noétrofil
kemotaksisi ile sonuglanir. Notrofillerden proteazlar, lokotrienler ve ROT’un
salinmas1 doku hasarini arttirir. Polimorfontiikleer 16kositler, monositler, makrofajlar

ve mezenjial hiicreler gibi birgok hiicre aktive olduklarinda ROT u iiretebilirler.

Bobrek vaskiiler bir organ oldugundan nétrofillerin ve immiin komplekslerin
kolaylikla ulasarak inflamasyonu baglatabilecekleri bir organ olmasmin yanisira
ROT’u tiretebilecek diger hiicreler olan endotelyal ve mezenjial hiicrelerden de
zengindir. Bunlardan dolay1 bdbrekler oksidatif hasara diger organlardan daha
duyarhdir ve glomerulonefritler, vaskiilitler, toksik nefropatiler, piyelonefrit, akut
bobrek yetersizligi gibi birgok bobrek hastalifinin patogenezinde oksidatif hasarin
rolii olabilir (62).

Glomertiler hastaliklar ve vaskiilitlerde oksidatif stresin varligini gosteren
calismalarin  yanmisira HSP’nin  patogenezinde oksidatif hasar ve lipid

peroksidasyonunun rolii olabilecegine dair yayinlar da mevcuttur (2,11,62-67).

Ece ve ark.’nin (2) yaptig1 calismada HSP’li ¢ocuklarda hastaligin aktif ve
iyilesme doneminde antioksidan enzimlerden CAT, arilesteraz (ARYL) ve PON
aktiviteleri; lipit peroksidasyon belirte¢i olan serum MDA seviyeleri dl¢lilmiis ve
total antioksidan kapasite (TAK) belirlenmistir. Bu degerler 30 kisilik saglikli
kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Aktif donem sonuglar1 kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, daha yliksek MDA seviyeleri, daha diigsiik de TAK, ARYL ve
CAT aktivitesi elde edilmistir. Hastaligin aktif ve iyilesme donemlerinde CAT ve
PON’un benzer olarak bulunmasina ragmen, aktif donemde ARYL ve TAK diisiik;
MDA degerleri ise yiiksek bulunmustur. Iyilesme dénemindeki TAK, CAT seviyeleri
kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. Bu bulgularla hastaligin aktif doneminde
oksidatif hasarin arttig1 hatta iyilesme doneminde bile bunun etkilerinin devam ettigi
gosterilmistir. Sonug olarak HSP vaskiiliti patogenezinde oksidatif stresin énemli bir

rol oynayabilecegi belirtilmistir.
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Demircin ve ark. (62), yaptiklar1 calismada HSP’ li hastalarda SOD aktivitesi
ile MDA diizeyini Olgmiisler ve saglikli ¢ocuklardan olusan kontrol grubuyla
karsilagtirmiglardir. SOD aktivitesi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark
saptanmamisg, ancak hastaligin aktif doneminde alinan MDA diizeyi bobrek tutulumu
olanlarda en yiiksek, bobrek tutulumu olmayanlarda daha diisiik ve kontrol grubunda
en disik diizeyde saptanmistir. Bu c¢alismada oksidatif stres ve ozellikle lipid
peroksidasyonunun HSP patogenezinde ve bobrek hasari gelisiminde énemli bir rol

oynadig1 sonucuna varilmistir (62).

Erdogan ve ark. (63), reaktif oksijen molekiillerinin HSP patogenezindeki
roliinii ve vitamin E’nin oksidatif hasar iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla
yaptiklar1 calismada SOD ve GSH-Px aktiviteleri ve MDA diizeyi dl¢iilmiistiir. SOD
ve GSH-Px aktiviteleri, aktif donemde iyilesme donemine gore diisiik bulunmustur.
Iyilesme ddéneminde bu antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin artis olmasima
ragmen kontrol grubuyla karsilastirildiginda yine diisiik saptanmistir. MDA diizeyi
ise aktif dénemde iyilesme donemine gore yiiksek bulunmustur. lyilesme doneminde
MDA diizeyi diismesine ragmen kontrol grubuna gore yiiksek saptanmigtir. Oksidatif
hasar1 gdsteren bu parametrelerde bobrek tutulumu olan ve olmayan hastalar arasinda
fark saptanmamustir. Oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonun HSP’nin
patogenezinde Onemli bir rol oynadigi fakat hiicresel hasarin son fazi olan lipit
peroksidasyonundan sonra verilen vitamin E’nin, oksidatif zincir reaksiyonlarini

onlemede etkisiz oldugu sonucuna varilmistir (63).

Buyan ve ark. (64), HSP’li 12 c¢ocukta yaptiklar1 bir calismada, plazma
arasidonik asit metabolitlerinin vaskiiler inflamasyonda onemli rol oynadigim
gostermislerdir. Ayni1 merkezde 1998’de oksidatif stres ve siklooksijenaz (CO)
yolagi tirtinlerinin HSP patogenezinde rol oynayabilecegini gostermek igin, 10
HSP’li cocuk ve 5 saglikli kontrolde MDA, inflamatuar mediator olarak PGE benzeri
aktivite ve vitamin E diizeyi calisilmistir. Hastaligin aktif doneminde 6l¢iilen MDA
diizeyi ve PGE benzeri aktivite remisyon doneminde bakilana gore yiiksek, vitamin
E diizeyi ise diisiik bulunmustur. Bu caligmada hastaligin aktif doneminde MDA
diizeyinde artma, vitamin E diizeyinde azalma saptanmasinin; lipid
peroksidasyonundan korunmak i¢in endojen antioksidanlarin kullanildig1 goriisii 6ne

striilmiistiir. Bu bulgularla oksidatif stresin HSP patogenezinde rolii olabilecegi
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sonucuna varilmistir (65). HSP nefriti ile ayn1 patogeneze sahip IgA nefritinde lipid
peroksidasyonun roliinii belirlemek amaciyla yapilan bir calismada 42 Ig A
nefropatili (IgAN)’li hastada SOD, MDA ve vitamin E diizeyi degerlendirilmis ve
SOD aktivitesi ile vitamin E diizeyi hasta grubunda kontrol grubuna gore daha diisiik
ama MDA diizeyi daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgularla IgAN patogenezinde ve
aymi zamanda hastaligin klinik ve histopatolojik olarak aktivitesinde lipid

peroksidasyonunun rolii olabilecegini savunmuslardir (66).

Ece ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada HSP patogenezinde nétrofil
aktivasyonu, protein oksidasyonu ve seruloplazminin (CLP) roliinii belirlemek icin
29 HSP’li ¢ocukta hastalik aktif ve iyilesme doneminde serum myeloperoksidaz
(MPO) ve ARYL aktiviteleri, serbest thiol gruplari, CLP ve total oksidan durumu
(TOS) diizeyleri 30 saglikli kontrol ile karsilastirilmistir. Aktif donem HSP
hastalarinda MPO aktivitesi, CLP ve TOS seviyeleri kontrol grubuna gore yliksek,
serum ARYL aktivitesi ve serbest thiol degerleri diisilk bulunmustur. Sonug olarak,
protein oksidasyonu ve nétrofil aktivasyonunun HSP patogenezinde dnemli bir rol

oynayabilecegi belirtilmistir (67).
2.2.5. Paraoksonaz Enzimi

Insan serum PON enzimi; karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz olarak
da adlandirilan Ca bagimli, HDL ile iligkili, LDL’yi serbest radikallerin indiikledigi
oksidasyona kars1 koruma 6zelligi de olan ve 43- 45 kDa molekiil agirlikli bir ester
hidrolazdir. Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi i¢in gerekmektedir

(68).

PON enzimi 354 aminoasit igeren glikoprotein yapilt bir enzimdir. PON’u
kodlayan gen, 7. kromozomun q 21-22 bdlgesine yerlesmistir. PON gen ailesinin
PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere iig iiyesi vardir. Immiinohistokimyasal yontemle
PON1 ve PON3’iin karaciger ve plazmada, PON2’nin ise karaciger, beyin, bobrek,
kalp, aort diiz kas hiicreleri ve testis endotel tabakasinda bulundugu gdosterilmistir.
Parathion adli insektisidin {iriinii olan paraokson’u hidrolize etmesinden dolay1 bu

sekilde adlandirilmistir (3,55,68-73)
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2.2.5.1. PON1 Enziminin Biyokimyasal Fonksiyonu

PON1 enzimi N-terminalindeki hidrofobik sinyal peptidi aracilifiyla
fosfolipidlere ve lipoproteinlere baglanir. (68). PONI enziminin HDL-kolesteroliin
apoAl ve apo-J (Clustrein) proteinleriyle iliskili oldugu gosterilmistir (68-70,72).

PONI1 hidrolize ettigi organofosfatlara reversibl olarak baglanabilir ve
dolasima giren organofosfatlarin norotoksisitesine karst korunmada baslica aractir
(72). In vitro c¢aligmalar PON1’in LDL’yi serbest radikallerin indiikledigi
oksidasyona kars1 korudugunu, LDL tiirevi okside fosfolipidleri inaktive ettigini ve
HDL’nin oksidasyonunu inhibe ederek HDL’nin fonksiyonunu korudugu
gosterilmistir. Bu etkisi, aterosklerozun baglamasinda rol oynayan okside serum lipid
igerigini potansiyel olarak azaltir. HDL’nin yapisinda bulunan PONI1 enzimi,
minimal modifiye LDL’deki aktif lipidleri yikar ve bdylece arter duvarindaki
hiicrelerde inflamatuar cevap olusumuna kars1 koruyucu etki gosterir. Ateroskleroz
gelisiminde oksidatif stres altinda olusan H;0,’1 %25 oraninda hidrolize eder ve
dolayisiyla peroksidaz aktivitesine sahip bir enzimdir (sekil 2). Oksidatif stres altinda
sadece lipoproteinler degil, hiicre yapisindaki lipidlerde peroksidasyona
ugramaktadir (72). PON1 lipid peroksitlerin aterojenik etkisini ndtralize ederek hiicre
membranin1 koruyucu etki gosterir (72). PONI1 organofosfatlarin hidrolizi igin
kalsiyuma ihtiya¢ duyar, ancak lipid peroksidasyonundan koruyucu antioksidan

aktivitesi i¢in kalsiyum gerekmez.

Bu ¢aligmalar1 in vivo olarak teyid etmek amaciyla Shih ve ark. gen hedefleme
yontemiyle PON1 geni tasimayan (PON1-/-) fareler tiretmislerdir (70). Bu ¢alismada
homozigot olarak PON1 geni tasimayan farelerde plazmada hic PONI aktivitesi
saptanmamis ve heterozigot olan farelerde PONI aktivitesi yabani tip farelere gore
%50 daha diisiikk bulunmustur (74). Homozigot PON1-/- farelerden alinan HDL nin
LDL’yi oksidasyondan koruyamadig1r arter duvarmin bir Kkiiltiir modelinde
gosterilmistir (74). Bu farelerin vahsi farelere gore ateroskleroza daha egilimli
olmasinin nedeni muhtemelen artmis oksidatif strestir (70-72). HDL’nin antioksidan

aktivitesinin biiyiik oranda PON1’e bagli oldugu diisiiniilmektedir (73).

Tward ve ark. (75), yiikksek PONI1 diizeyinin LDL’yi oksidasyona karsi

koruyup korumayacagini ve aterosklerozu azaltip azaltmayacagini in vivo olarak
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saptamak icin insan PONI transgenik fareleri iiretmislerdir (75). Plazma PONI1
diizeyi normalin 2-4 kati olan bu farelerde aterosklerotik lezyonlarin anlamh
derecede daha az oldugu ve onlardan izole edilen HDL’ nin LDL oksidasyonuna kars1
korunmada daha etkin oldugu goriilmiistiir (75). Bu c¢alismada in vivo kosullarda
insan PON1 enziminin antioksidan ve antiaterojenik fonksiyonu oldugu ve PONI

enziminin etkisinin doza bagli oldugu gdosterilmistir (72,75,76).

PONT1’in bircok antioksidan fonksiyonu agiklanmistir ve bunlar arasinda
okside fosfolipidleri hidrolize ederek gosterdigi fosfolipaz-A2 benzeri aktivitesi ve
lipid hidroperoksitleri ve H»0,’1 yikarak gosterdigi peroksidaz benzeri aktivitesi de

yer almaktadir (68,72,73).

HDL iligkili enzimler lesitin-kolesterol aciltransferaz (LCAT), fosfolipid
transfer protein, kolesterol ester transfer protein, trombosit aktive edici faktor (PAF)
asetilhidrolaz, PON1 ve apoAl’dir (72). Bu enzimler ¢esitli lipidlerin transfer ve
hidrolizini kolaylastirarak ve okside lipidleri dokudan dolasima tasiyarak HDL’nin
yapilanmasina ve dongiisiine katkida bulunur (68,72). Bununla birlikte bu enzimler
icinde PONI1, lipid peroksitlerin LDL {iizerinde birikmeden 6nce yok edilmesinden
sorumlu baslica enzimdir (72). Insan PON1 enziminin PAF’1 da hidrolize etttigi ve
HDL nin PAF asetilhidrolaz1 kullanarak PAF’1 hidrolize etme aktivitesinin tlimiiniin

PONT e bagl oldugu gosterilmistir (68,72).
2.2.5.2. PON1 Aktivitesi ve Ekspresyonunun Regiilasyonu

PON aktivitesi, yeni doganlarda ve prematiire bebeklerde yetiskindekinin
yaklagik yaris1 kadardir. Dogumdan yaklasik bir yi1l sonra erigkindeki diizeyine ulasir
ve hayat boyu degismeden devam eder. PONI1 aktivitesinin diizeyi 5' regiilatér bolge

polimorfizmi ve bireyin genetik zemini ile belirlenir (72,77).

Ancak ilaglar, ¢cevresel kimyasallar, fizyolojik ve patolojik durumlar, diyet ve
yasam sekli gibi c¢esitli faktorlerin PONI1 aktivitesi iizerinde etkili oldugu
gosterilmistir (72,78). Statin ve benzeri hipokolesterolemik ilaglain ise serum PONI1

aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir (69-73,79-82).
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2.2.5.3. PON1 Geni ve Polimorfizmi

PON1 geninin kodlandigr bolge 9 ekzondan olusmakta ve baz
polimorfizmler gdstermektedir. Polimorfizmlerin spesifik bir formu tek niikleotid

polimorfizmidir (TNP) ve genin kodlayan bolgesinde 2 adet TNP goriiliir (72,83).

[Fowil | pooni b PONZ | [Poi4]
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Sekil 3. PON gen ailesinin genetik haritasi (72).

Paraoksonaz aktivite polimorfizminin molekiiler temeli, PON1’in kodlanma
bolgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar sonucu iki aminoasitin yer degistirmesi
ile iligkilidir. Bu mutasyonlardan ilki kodlanma bolgesindeki 192. kodonda Q’nin R
ile yer degistirmesiyle olusur. Q/R192 veya A/B192 diye adlandirilir (84). Kodlanma
bolgesindeki ikinci mutasyon 55. pozisyonda L’nin, M ile yer degistirmesiyle olusur.
L/MS55 diye adlandirilir. Bu polimorfizmler PON1 aktivitesini etkiler ve kisiler

arasindaki farkliliklarin molekiiler temeli olarak adlandirilirlar (72).

PONI’in R allelinin kodlandig1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q
allele gore daha yiiksektir. Ayrica PON1 Q formu yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin
metabolize edilmesinde R formundan daha etkilidir (85). Bu genetik polimorfizm
serum protein konsantrasyonunu da etkiler. Alanin bir N-terminal kalintis1 olarak
tanimlandiginda polimorfizm olan bolgeler 191 ve 54. pozisyonlar olarak
adlandirilir. Q/R192 polimorfizmi organofosfatlara karsi serum PON1 aktivitesinin
en Onemli belirleyicisidir (72). Homozigot R bireyler homozigot Q’ya gore daha
yiksek enzim konsantrasyonuna sahiptir (86). Bu kodlama bdlgesindeki
polimorfizmlerin yaninda PONI1 geninin promoter bolgesinde de polimorfizm
belirlenmistir. PON1 genindeki promoter polimorfizmlerinin, gen ekpresyonu ve

enzimlerin serum diizeyleri iizerinde gii¢lii etkisinin oldugu bulunmustur (72).

PONTI allellerinin siklig1 toplumlar arasinda farkliliklar gosterir. PON1’in
M55 alleli beyazlarda zencilerden daha sik, R192 alleli zencilerde daha sik
goriilmiistiir (72). Tirkiye’de Agachan ve ark. (87), yaptiklar1 ¢alismada PONI
L/MS55 genotip sikligi LL %46.8, LM %46.8, MM %6.4 (L alleli %70.1, M alleli
%29.9) ve PON1 Q/R192 genotip sikligt AA %33.6, AB %57, BB %9.3 (A alleli
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%62.1, B alleli %37.9) olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada Tip 2 DM li hastalarda
serum lipidleri ve PON aktivitesi iizerine etkileri degerlendirmek amaciyla
yapilmistir. Tip 2 DM hastalarda AA genotip siklig1 daha yiiksek oranda saptanmis
olsa da kontrol ve hasta grubu arasinda gen frekanslar1 agisindan anlamli fark
bulunamamustir (87). Aynacioglu ve ark. (88)’nin yaptigi ¢alismada da PON1 L/M55
genotip sikligt LL %52, LM %39, MM %0.9 (L alleli %72) ve PON1 Q/R192
genotip sikligi QQ %49, QR %40, RR %11 (R alleli %31) olarak bulunmus ve

Agachan ve ark’nin sonuglarina benzer sonuglar elde edilmistir (88).
2.2.5.4. PON1 Gen Polimorfizmi ve PON1 Aktivitesi

Serum PONI aktivitesi acisindan bireyler arasinda farklar vardir (72). Bu
farklarin molekiiler temelinin PON1 geni ile iliskili oldugu goriilmektedir.PONI
Q/R192 polimorfizmi, PON19r ve PONI1;9yq olarak adlandirilan iki izoenzimi
tanimlar (72,89).

PON1,92r 1zoenzimi paraoksonu diger izoenzimden daha hizli hidrolize eder,
oysa PON19q formu LDL yi oksidasyondan koruma kapasitesi daha yiiksektir.
Ayrica sarin, soman ve diazoksona karsi daha aktiftir (72,89). Losin/Metiyonin
(L/M) 55 polimorfizmi, PON1 enzim aktivitesini Q/R 192 polimorfizminden
bagimsiz olarak etkilemektedir (90).

PONI L/MS5S5 polimorfizmi PON1 enziminin substratlarla iligkisini etkilemez,
enzim diizeyi ile iligkilidir ve M allelini tasiyanlarda PON1 diizeyi diisiik
bulunmustur. Ayrica L allelini tagiyanlarda enzim yapisi daha stabildir. Bu da yiiksek
serum PONI diizeyleriyle iliskisini kismen agiklayabilir (70, 91).

2.2.5.5. PON1 Gen Polimorfizmi ve Plazma Lipoproteinleri

Bir¢ok caligmada serum PONI aktivitesindeki degisikliklerin serum apo Al,
LDL-kolesterol ve HDL-kolesterol igeren plazma lipoprotein konsantrasyonundaki
degisikliklerle iliskili oldugu belirtilmistir (72,92-94). Yapilan c¢alismalarda
homozigot PON1 Q192 alleli tagiyanlarin plazma apoB diizeyinin, total kolesterol ve
apoB/apoAl oranlarimin da diisiik oldugu ve heterozigot veya homozigot R alleli

tagtyanlara gore daha iyi bir plazma lipoprotein profiline sahip olduklari bildirilmistir
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(72,92). Yapilan bagka bir calismada PON1 MS55 alleli tasiyanlarin plazma
lipoprotein profilinin daha iyi oldugu saptanmistir (72,94).

2.2.5.6. PON1 Gen Polimorfizmi ve Hastaliklar
2.2.5.6.1. Bobrek hastaliklari, Kollajen Doku Hastaliklar1 ve PON1

KBY anormal lipid parametreleri ile birlikte, SOD, CAT, PON gibi yetersiz
antioksidan enzim aktivitesi ve artmis oksidatif strese bagli aterosklerozis ile iligkili

bir hastaliktir (95-97).

KBY’li hastalarda yapilan bir ¢alismada okside LDL diizeyi ve PONI1
aktivitesini degerlendirmisler ve hasta grubunda kontrol grubuna gore okside LDL
diizeyinin yiiksek, PON1 aktivitesinin ise diisiik oldugunu, ancak KBY’li hastalar
icinde hemodiyaliz (HD) alan ve almayanlar arasinda fark olmadigin1 saptamislardir.
Bu bulgu KBY’li hastalarda koruyucu antioksidan kapasitenin azaldigi( HDL
kolesterol seviyeleri ve PON 1 aktivitesi,) seklinde belirtilmistir (95).

Bagka bir ¢alismada 44’ HD’e giren toplam 72 KBY’li hasta ile kontrol
grubu karsilagtirildiginda; hemodializ hastalarinda PON aktivitesi, HDL-kolesterol
ve apoAl seviyeleri kontrol grubundan anlamli olarak diisiik bulunmustur. Serum
PON ve ARYL aktivitesi serum iire ve kreatin seviyeleri arasinda negatif korelasyon
bulunmustur. Sonucundada uzun dénem HD hastalarinda PON, ARYL aktivitesinin
azalmis oldugu ve bunun azalmig HDL kolesterol ve azalmis Apo Al seviyesi

yaninda artmis serum iire ve kreatin ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (96).

Baska bir ¢alismada ise74 HD hastast ile 92 kisilik saglikli kontrol grubu
PONI1 aktivitesi, PON1 genotipleri ve HDL subtipleri acisindan karsilastirilmistir
(97). HD alan hastalarda PON1 aktivitesi ve ortalama HDL3 diizeyi diisiik bulunmus,
ama PONT genotipleri agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark bulunmamastir.
Sonug olarak hemodializ alan hastalarda PON1 aktivitesindeki diisiisiin en 6nemli
nedeninin PONI1 genotipleri degil, serum HDL3 diizeyindeki diisme oldugu
bildirilmistir (97).

FSGS ¢ocuklarda SDBY’nin o6nemli bir nedenidir. Ateroskleroz ile

glomerulosklerozun altinda yatan mekanizma arasinda benzerlikler vardir. LDL’nin
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oksidatif modifikasyonu aterosklerozda oldugu kadar glomerulosklerozda da
onemlidir. FSGS ile PON1 Q/R192 ve L/M55 gen polimorfizmleri arasinda iliski
olup olmadigini oraya ¢ikarmak amaciyla Arap ve Israil kokenli cocuklarda yapilan
bir caligmada hasta ve kontrol grubu arasinda PON1 genotipleri agisindan fark
saptanmamig, ancak PON1 L/M55 LL genotipinin Arap kdkenli hastalarda Yahudi
kokenli hastalara ve Arap kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu
bildirilmistir (98). Bu makalede daha 6nceki calismalarda Arap cocuklarda FSGS
prognozunun Yahudi cocuklarmma gore daha koti oldugu belirtilmis ve LL
genotipinin Arap cocuklarda FSGS gelisimiyle, belki de kotlii prognozla iligkili
olabilecegi yorumu yapilmistir (98).

Yapilan baska bir ¢alismada MPGN ile PON1 Q/R192 gen polimorfizmi
arasindaki iligki degerlendirilmigtir. Hasta grubunda kontrol grubuna goére AA
genotipi anlamli olarak yiiksek bulunmus olup AA genotipinin MPGN gelisme riski
ve kotii prognoz ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (99).

Biyikli ve ark. (100), 2006 yilinda steroide duyarli nefrotik sendrom (NS) ve
FSGS tanili cocuk hastalarla yaptiklari c¢alismada da PON1 Q/R 192 gen
polimorfizminin hastalik acisindan belirleyici bir faktér olmadig: fakat B allelinin

FSGS gelisiminde bir risk faktorii olabilecegi vurgulanmistir (100).

Literatiirde sadece hasta insanlarla degil, laboratuvar ortaminda ¢esitli hayvan
deneylerinde de PON gen polimorfizmleri incelenmistir. Heyman nefriti olarak
adlandirilan ve ratlara antijenik kompleksler enjekte edilerek, otoimmiin reaksiyonlar
sonucunda membrandz glomerulonefrit olusturulmasina esasina dayanan deneysel
calismalarda da PON1 gen polimorfizmleri arastirilmistir. Koroliczuk ve ark. (101),
Heyman nefritinde BB genotipinin, inflamasyonun sistemik ve vaskiiler belirtecleri
tizerindeki baskilayict roliine dolayisiyla da renal hasari Onleyici etkisine dikkat

¢ekmislerdir.

Otoinflamatuar hastaliklardan SLE ve Behget hastaliginin patogenezinde
oksidatif stresin rolii oldugunu gosteren ¢alismalar yapilmistir (102-104). Behget
hastalarinda  yapilan bir c¢alismada, hastaligin  aktif doneminde lipid
peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA diizeyi ile antioksidan enzim olan PON1

aktivitesi degerlendirilmis ve hastaligin aktif doneminde MDA diizeyi yiiksek, PON1
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aktivitesi diisiik bulunmustur. Patogenezinde oksidatif stresin rol oynayabilecegi
bildirilmistir (102-104). Romatoid artritli hastalarda yapilan bir ¢alismada, serum
PONI aktivitesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulundugu ve PON1
Q/R192 Q allelinin saglikli kontrol grubuna gore daha az siklikta saptandigi
bildirilmistir (105).

2.2.5.6.2. Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve PON1

PONI1 serum aktivitesi ve genotipleriyle kardiyovaskiiler hastaliklar
arasindaki iliskiyi arastiran c¢aligmalar yapilmistir (106-108). Almanya’da
postmenapozal kadinlarda koroner kalp hastaligi (KKH) olan 55 kisilik hasta grubu
ile KKH olmayan 32 kisilik kontrol grubu PONI1 aktivitesi agisindan karsilastirilmis
ve anlamli fark bulunmamistir (107). ABD’de yapilan bir calismada ateroskleroz
riski ile PON1 Q/R192 polimorfizmi degerlendirilmistir. 436 geng eriskinde doppler
USG ile karotis intima-media kalinig1 (IMK) él¢iilmiistiir. Yas, cinsiyet, viicut kitle
indeksi ve sigara aligkanligi kriterleri incelendiginde sigara i¢meyen kadinlar

arasinda R alleli tasiyanlarda karotis IMK ’s1 daha diisiik bulunmustur (108).

Baska bir calismada 310 kadinda karotis IMK’s1 &lgiilerek karotis
aterosklerozuyla PON1 Q/R192 ve L/MS55 polimorfizmleri arasindaki iliski
incelenmistir. Q/R192  genotipleriyle karotis aterosklerozu arasinda iliski
saptanmamig, ancak L/M55 L alleli tasiyanlarin karotis aterosklerozu ig¢in riskli
oldugu bildirilmistir (109). Avusturya’da yapilan bir c¢alismada; Q/R192
genotipleriyle karotis aterosklerozu arasinda iligki saptanmazken, L/M55 LL
genotipinin karotis aterosklerozu icin genetik bir risk faktorii oldugu sonucuna
varilmigtir (110). Finlandiya’da yalpan bir ¢alismada ise PON1 Q/R192 ve L/M55
polimorfizmleriyle ateroskleroz arasindaki iliskiyi belirlemek icin otopsi olgularinda
abdominal aorta, mezenterik ve ana iliak arterlerde intima kalinlig1 Slgtilmiistiir.
Q/R192 genotipleriyle ateroskleroz arasinda iliski saptanmamis, ama L/M55 LL

genotipinin ateroskleroz i¢in bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (111).

Brezilya’da yapilan calismada anjiografiyle KKH (koroner kalp hastaligi)
saptanmig olan 352 hasta ile KKH olmayan 380 kisilik kontrol grubu PON1 Q/R192
ve L/MS5S5 polimorfizmleri agisindan karsilastirilmistir. Hasta grubunda PON1 M
allel sikligi anlamli olarak daha yiiksek bulunmus, ancak Q/R192 genotipleri
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acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda fark saptanmamustir (112). Kore’de 39-
78 yas arasi erigkinlerde yapilan calismada ise 192 KKH’li hasta ile 113 saglhkh
kontrol PON1 Q/R192 ve L/MS55 polimorfizmleri agisindan karsilastirilmis, iki grup

arasinda fark saptanmamustir (113).
2.2.5.6.3. Serebrovaskiiler Hastaliklar ve PON1

Hirvatistan’da yapilan bir ¢alismada strok gegiren 56 hasta ve karotis stenozu
olan 36 hasta, 124 kisilik saglikli kontrol grubuyla PON1 polimorfizmleri agisindan
karsilastirilmig ve iki grup arasinda fark saptanmamistir (114). Brezilya’da arteriyel
iskemik strok ile PON1 gen polimorfizmleri arasindaki iligkiyi saptamak amaciyla 45
yas altinda ilk kez arteriyel iskemik strok gecirip hayatta kalan 118 hastayla kontrol
grubu karsilagtirilmistir. PON1 Q/R192 RR genotipinin geng erigkinlerde arteriyel
iskemik strok riskini dort kez arttirdigi sonucuna varilmig, ancak PON1 L/MS55
polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark saptanmamustir (115).
Japonya’da yapilan bir calismada ise 112 serebral infarkthh hasta ile 106 kisilik
saglikli kontrol grubu karsilastirilmistir. PON1 Q/R192 genotipleri agisindan hasta
ve kontrol grubu arasinda fark saptanmazken, PON1 L/MS55 polimorfizmi agisindan
serebral infarkthi grupta M alleli anlamli olarak daha fazla ve LL genotipi ise daha az

saptanmustir (116).
2.2.5.6.4. DM ve Diger Endokrin Hastaliklarda PON1

DM insiilin sekresyonunda yetersizlik, insiiline diren¢ veya her ikisinin
sonucunda olusan hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir. DM’de oksidatif stres,
serbest radikallerin olusumunda artis ve antioksidan defansta azalmaya baghdir
(117). Tip 2 DM sonucu vaskiiler komplikasyonu olan hastalarda PON1 aktivitesi ve
gen polimorfizmlerinin etkisini arastiran bir ¢alismada 71 DM’ye bagli damar
komplikasyonu olan hasta, 96 DM’li ama damar komplikasyonu olmayan hasta ve
105 saglikli kontrol PONI1 aktivitesi ve gen polimorfizmleri agisindan
karsilagtirilmistir. Damar komplikasyonu olmayan grupta PON1 aktivitesi kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik saptanmig. Q192 alleli damar

komplikasyonu olan ve olmayan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
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fazla bulunmus, ancak PON1 L/M55 polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubu

arasinda fark saptanmamustir (118).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, DM’li 213 hasta ile 116 saglikli kontrol
PON1 aktivitesi ve gen polimorfizmleri agisindan karsilastirilmis ve PON1 aktivitesi
hasta grubunda daha diisiik bulunurken, PON1 Q/R192 ve PON1 L/MS55 genotip
dagilimi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark saptanmamustir (87). Yapilan
baska bir ¢alismada PONI aktivitesi ve okside LDL’nin diabetik nefropatideki
etkisini aragtirmak amactyla 91 Tip 2 DM’li hasta kontrol grubuyla karsilastiriimis
ve PONI1 aktivitesi hasta grubunda anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu ¢alismada
ayrica idrar albiimin atilmiyla PON1 aktivitesi arasinda negatif korelasyon ve idrar

albiimin atilimiyla okside LDL diizeyi arasinda pozitif korelasyon saptanmstir (119).
2.2.5.6.5. Diger Hastaliklar ve PON1

Akcay ve ark.’nin (120), gastrik ve hepatik kanserli hastalarda yaptigi
calismada serum PON1 diizeyi her iki hasta grubunda da saglikli kontrollere gore
daha diisiik olarak saptanmistir (120). Gornicka ve ark. (121) tarafindan Polonya’da
akut bronsiyal astma atagiyla hastaneye bagvuran 23 ¢ocuk hastada atak sirasinda
serum PONI aktivitesi calisilmig ve saglikli kontrol grubuyla karsilagtirilmistir.
Astma atag1 sirasinda serum PONI aktivitesinin azaldigi saptanmis, ancak bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (121). Italya’da yapilan bir caligmada 124
Alzheimer hastasi ile 135 kisilik saglikli kontrol grubu PON1 Q/R192 polimorfizmi

acisindan karsilastirilmis ancak iki grup arasinda anlamli fark bulunmamaistir (122).
2.2.6. Siiperoksit Dismutaz
0, 'in H,05 e dismutasyonunu katalizleyen enzimdir (SOD, EC 1. 15. 1. 1)
(4,123).
Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
20, + 2H — H,0; + O3

Katalizledigi bu reaksiyon spontan olarak meydana gelebilir. Fakat SOD
aracilig1 ile reaksiyon hizi artar. Aktif bolgede ihtiya¢ duyulan metal tiirlerine gore

iki tip SOD bildirilmistir. Sitoplazmada dimerik, bakir ve ¢inko igeren SOD (Cu-Zn-
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SOD veya SODI, sitoplazmik) ve mitokondride tetramerik, mangan iceren SOD
(MnSOD veya SOD2, mitokondriyal) olmak iizere iki tip izomeri mevcuttur. Bakir
ve ¢inko iceren (EC-SOD veya SOD3 diger form ekstraselliiler lokalizasyona
sahiptir. Bu form en son kesfedilen ve en az bilinen SOD {iyesidir. Bu izoformlarin
fonksiyonlar1 benzerdir fakat protein yapilari, kromozom lokalizasyonlari, kofaktor
metal gereksinimleri, gen dagilimlar birbirinden farklidir. Cu-Zn-SOD 21922 no’lu
kromozomda, Mn-SOD 6q25.3. no’lu kromozomda lokalizedir. Enzimin fizyolojik
fonksiyonu, oksijeni katabolize eden hiicreleri superoksit serbest radikalinin zararli
etkilerine karst korumaktadir. Bdylece lipid peroksidayonunu inhibe eder

(4,52,53,124).
2.2.6.1. Mangan Siiperoksit Dismutaz Enzimi

Istirahatteki bir hiicrede reaktif oksijen iiriinlerinin ana kaynag1
mitokondridir. Antioksidan koruma yetersiz ise bu durum oksidatif stresle sonug¢lanir

ve mitokondriyal disfonksiyon meydana gelir.

Mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD, SOD2, EC 1.15.1.1) ; oksidatif strese
kars1 savunma saglayan mitokondri i¢indeki siiperoksit radikallerini temizleyebilen
tek enzimdir. MnSOD sentezi oksidatif stres, hipoksi, TNFa, IL-1 ve lipopolisakkarit
(LPS) ile indiiklenir (125).

2.2.6.2. Mangan Siiperoksit Dismutaz Geni

MnSOD ayrilabilir bir N- terminal MSS ile sitoplazmada prekiirsoér protein
olarak sentezlenir. Dis ve i¢ membrandaki translokaz araciligi ile MSS, MnSOD
prekiirsoriiniin mitokondriyal yerlesimine rehberlik eder. Mitokondriyal matriksin
icinde MSS, mitokondriyal isleyici peptidaz tarafindan ayrilir ve matiir MnSOD

proteininin 4 monomeri, aktif MnSOD homotetramerine doniisiir (120).

SOD 2 geni, 5 ekson ve 4 introndan olusur (126). MnSOD’un promotor
bolgesi, transkripsiyon faktorlerinden olan multipl selektif promotor faktor-1 (SP-1)
ve aktivator protein-2 (AP-2) baglayici bolge icerir. Ayn1 zamanda guanozin, sitozin
(GC) bakimindan zengin olan promoter tarafindan, MnSOD geninin temel

ekspresyonu kontrol edilmektedir. Transkripsiyonel faktorler SOD seviyelerinin
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diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Bunlar; Niikleus faktorii- kappa

B (NF-kB), AP-1, AP-2, Spl.

Genin transkripsiyonu i¢in Spl ¢ok Onemli ve yeterli iken AP-2
transkripsiyonda negatif rol aynar. insan MnSOD proteini bir homotetramer
yapidadir ve her bir alt linite 198 aminoasit igerir (4,125). Her alt iinitenin
boliimlerini N—terminal ve C-terminal bolge olusturur. N-terminal bolge: N-terminal
loop, al ve a2 sarmaldan olusur. C-terminal bolge ise bes a-sarmal (a3-a7) ve ti¢ B-

ipliginden( B1-B3) olusur (127-129).
2.2.6.3. Mangan Siiperoksit Dismutaz Gen Polimorfizmi

MnSOD geni iizerinde degisik mutasyonlar tanimlanmistir. MnSOD’un
kodlanan bolgesinde enzimin aktivitesini degistiren birka¢ polimorfik bdlge bulunur.
Bunlar 3. ekzonda 58. pozisyonda izolésin/Treonin (ACA—ATA), 60. pozisyonda
Losin/Fenilalanin (CTT—TTT) polimorfizmleridir. MnSOD, MSS gen bdlgesinde
enzimin aktivitesini degistiren 1 dimorfik bolgeye sahiptir. Enzimin prekiirsoriiniin
16. kodonda genetik dimorfizmi, enzimin MSS’inde alanin/valin doniisiimiine yol
acar. Aktif enziminin -9. pozisyonunda alanin/valin doniisimii oldugu ic¢in bu

polimorfizm A-9V MnSOD polimorfizmi olarak da geger (130).

Alanin iceren MSS, a-heliks ikincil yapisina sahiptir ve mitokondri igerisine
engelsiz girebilir. Fakat MnSOD geninin 2. ekzonunda bir baz ciftinde sitozin yerine
timin gelirse (GCT—GTT), MSS’nin 16. pozisyonunda alanin (A) yerine valin (V)
gecer. Dolayisiyla, enzimin ikincil yapist a-heliksten, B-kirmali tabakaya degisir.
Boylelikle, enzimin V izoformu mitokondriye tasiirken i¢ mitokondriyal membran
tarafindan durdurulmus olur ve sonug olarak aktif enzim miktarinda azalma ortaya
cikar. MnSOD aktivitesi degiserek mitokondriyal elektron transport zincirinde

tiretilen ROT’a karsin etkin miicadele saglanamaz (4,123,130).
2.2.6.4. MnSOD Gen Polimorfizmi ve Hastaliklar
2.2.6.4.1. MnSOD Gen Polimorfizmi ve Bobrek Hastaliklari

Mblisten ve ark. (131), isve¢ ve Finlandiyal: Tip 1 DM’li hastalarda 2007
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada MnSOD VV genotipinin ve sigara ig¢iminin
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diyabetik nefropati riskini artirdigi saptanmistir. Nomiyama ve arkadaglar1 (132)
tarafindan Tip 2 DM’li hastalarda yapilan g¢alismada da benzer bulgular elde
edilmistir. Sonu¢ olarak MnSOD V allelinin diyabetli hastalarda oksidatif stresi
onleyemedigi ve nefropati gelisimine katki sagladigi one siiriilmistiir (131,132). Liu
ve ark. (133), Cin’de Tip 2 DM’li hastalarda MnSOD V16-A polimorfizmini
aragtirdiklar1  calismalarinda diyabetik nefropatili hastalarda AA ve AV
genotiplerinin  diyabetik nefropati gelisimine karst koruyucu olabilecegini

savunmuslardir (133).

Lee ve ark. (134), Tip 2 diyabetik hastalarda albuminiiri derecesi ve MnSOD
gen V16A polimorfizmi arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Nondiyabetik 178, tip 2
diyabetik 371 olgu calismaya alinmistir. Diyabetik olgular normoalbuminiirik,
mikroalbuminiirik ve makroalbuminiirik olmak {izere 3 gruba ayrilmigtir. Kontrol
grubu ile tip 2 diyabetik olgularda MnSOD genotip dagiliminda (VV/VA ve AA) ve
A allel frekansinda farklilik saptanmamistir. Ancak hipertansiyonun eslik ettigi,
albumin/kreatinin oraninin diisiik oldugu olgularda A alleli diisiik saptanmistir. A
allelinin albuminiiri derecesiyle iliskili oldugu 6ne stiriilmiistiir. MnSOD gen V16A
polimorfizminin diyabetin patogenezini etkilemedigi ancak albuminiiri derecesi ile

yakin iligskide oldugu belirtilmistir (134).
2.2.6.4.2. MnSOD Gen Polimorfizmi ve Diger Hastaliklar

Sobkowiak ve ark. (135), Polonyali SLE olgularinda MnSOD Ala-9Val gen
polimorfizmini aragtirmigslar ve MnSOD VV genotipinin SLE’li olgularin ¢esitli
klinik bulgular1 indiikleyebilecegini one siirmiislerdir. Akyol ve ark.’nmin (136),
sizofren hastalar ile yapmis olduklar1 ¢aligmada kontrol grubunda hasta grubuna gore
AV genotipini diisiik, AA genotipini ise yiiksek bulmuslardir. Calismanin sonucunda
AV genotipinin sizofreniye yatkinlik gosterdigini ve AA genotipinin sizofreniye

kars1 koruyucu oldugunu savunmuslardir (136).

Bunlarin yaninda MnSOD gen polimorfizmi ile kanser iliskisini arastiran
caligsmalar da yapilmis olup sonuglarda ¢eliskiler mevcuttur. Akyol ve ark.’nin (123)
meme kanseri ile MnSOD iligkisini aragtirdiklari ¢alismasinda meme kanserli
hastalarda VV genotipinin artis1 ve AV genotipinin diismesinin meme kanserine

yakalanma oranini artirdig ileri siliriilmiistiir (123).
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Mitrunen ve ark. (137), Finlandiyal1 483 meme kanserli ve 482 saglikli
kadinda yaptiklar1 caligmalarinda, MnSOD A allel frekansinin meme kanserli
hastalarda kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu saptamiglardir. Caligmada A
alleline sahip homozigot ve heterozigot kadinlarda meme kanseri riskinin, VV
homozigot olanlara gore 1,5 kat daha fazla oldugu one siiriilmiistiir (137). Sanghay
Meme Kanseri Arastirmasi’nda 1125 meme kanserli hasta ve 1197 saglikli kisiden
olusan kontrol grubunda MnSOD A16V polimorfizmi incelenmistir. Meme kanseri
riskinin AA genotipli kadinlarda, 6zellikle premenopoz doneminde olanlarda daha
yiiksek oldugu bildirilmistir (138). Woodson ve ark. (139), 197 prostat kanserli hasta
ile 190 saglikli erkek bireyden olusan kontrol grubunda MnSOD Al6V
polimorfizmini inceledikleri ¢aligsmalarinda, homozigot A alleline sahip kisilerde
prostat kanseri riskinin homozigot V alleline sahip olanlara gére %70 daha yiiksek
oldugunu saptamiglardir. Ayrica homozigot AA genotipi tagiyan prostat kanserli
hastalarda kanserin ilerleme riskinin AV ve VV genotipine sahip olanlara gore 3 kat
arttigini savunmuslardir (139). Olson ve ark. (140), 125 over kanserli hasta ve 193
saglikli kisilerden olusan kontrol grubunda MnSOD A16V polimorfizmini
incelemislerdir. AV ve AA genotipine sahip bireylerde over kanseri riskinin arttigini
bildirmislerdir (140).

2.3. N-asetil-p-D-glukozaminidaz (NAG)

Renal tiibiiler hasarin erken belirlenmesi, koruyucu tedavinin basarisi i¢in
olduk¢a onemlidir. Kronik bdbrek hastaliginin erken déoneminde belirti ve bulgular
olduk¢a az oldugundan tarama ve tani amacl yapilan testlerin nefrolojide 6nemi
biiyliktiir. Bobrek fonksiyonundaki anormallikleri erken belirlemede kullanilan en iyi
testlerden birisi glomertiiler filtrasyon hizidir (GFR). Proksimal ve distal tubuler

sekresyon ve reabsorpsiyonunun degerlendirilmesi igin de gesitli testler vardir.

N-acetyl-b-D-glukozaminidaz (NAG; EC 3.2.1.30), idrar enzimleri arasinda
renal tiibliler hasar1 belirlemede en ¢ok arastirilandir ve genis bir kullanim alanina
sahiptir. Yiksek molekiiler agirligi (130 000-140 000 Da) olmasi glomertiler bazal
membrandan gegisine izin vermez, bu nedenle minimal diurnal degisiklikler olsa da
giin igerisinde atilim1 oldukga stabildir. Saglikli bireylerin idrarinda ¢ok az miktarda
bulunur. NAG, nefronun biitiin segmentlerinde bulunmasina ragmen 6zellikle bobrek
proksimal tubiil hiicrelerindeki lizozomlarda yiiksek miktarda bulunmasi nedeniyle

bu boélgenin fonksiyonlariin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir (141,142).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamuz Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’nden onay alinarak ve Helsinki Deklarasyonu
kurallarma uygun yapilmigtir. Caligmaya katilan tiim hastalar ¢aligma hakkinda

bilgilendirilerek yazili onamlar1 alinmistir.
3.1. Calisma Grubunun Secimi

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Nefroloji Bilim Dali
tarafindan HSP tanisiyla takip ve tedavi edilen hastalar ¢calismaya alinmistir. Calisma
prospektif ve kontrollii olup 2010-2011 yillar1 arasinda yapilmigtir. HSP tanisi;
Pediatrik Avrupa Romatoloji Toplulugu’nun tani kriterlerine gore konmustur
(10,34). Hastalar hakkindaki bilgiler hastalarin izlemi icin diizenli olarak tutulan
poliklinik dosyalarindan alinmistir. Hastalar i¢in form doldurulmustur. Hastalarin
aktif donemde olup olmadigi, hastaligin ilk basladig: tarih (ay ve yil olarak), aktif
donemde ortaya c¢ikan sorunlar (dokiintii, karin agrisi, artralji, artrit, yumusak doku
sisligi) ve siireleri, bobrek biopsisi yapildi ise sonucu, gaitada gizli kan, proteiniiri,
hematiiri, hipertansiyon olup olmadig1 ve aldig1 tedaviler kaydedilmistir. Calismaya
HSP tanisiyla takip ve tedavi edilen 70 hasta alinmistir. Hasta grubuyla ayni yas
grubunda olan, kendisinde veya ailesinde bilinen erken yas iskemik kalp hastaligi,
lipid metabolizma bozuklugu, hipertansiyon, metabolik rahatsizlik (DM, bdbrek
yetersizligi, KC yetersizligi vs.) olmayan 60 saglikli cocuk kontrol grubunu

olusturmustur.

Calismanin birinci boliimiinde tiim hasta ve kontrol grubunun klinik
degerlendirmeleri yapilmistir. Ikinci béliimiinde hasta grubunun 16’smnda hem
hastalik (aktif) hemde iyilesme doneminde oksidatif stres ve biyokimyasal
belirteclerine bakilmig; kontrol grubundan 14 saglikli cocugun verileri ile
karsilastirilmistir. Aktif donem ile iyilesme donemi arasinda ortalama 8-10 hafta siire
mevcuttur. Biyokimyasal belirteglerden serumda BUN, kreatinin, GFR (glomertiler
filtrasyon hizi), Na, K, Ca, P, LDL kolesterol, total kolesterol, idrarda Na/ kreatinin,
K/ kreatinin, Ca/ kreatinin, tiibiiler fosfor reabsorpsiyonu (TRP), NAG diizeylerine

ve tam idrar analizine bakilmistir. Oksidatif stres belirteclerinden MDA seviyesi,
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PON aktivitesi, TAK ve TOS diizeylerine bakilmistir. Calismanin {i¢iincii
boliimiinde ise tiim hasta ve kontrol gruplarinda PON1 Q/R192, L/M 55 ve MnSOD
A16 V genotip tayini yapilmigtir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlamsi

Laboratuvar degerlendirmesinde; serumda BUN, kreatinin, Na, K, Ca, P,
LDL, total kolesterol, idrarda kreatinin, Na, K, Ca, P, NAG o6l¢timleri Siilleyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda spektrofotometrik
yonteme dayal ticari kit (Idrarda NAG igin Bioquant) kullanilarak otoanalizdrde
(Olympus AU 2700, Japonya) gerceklestirildi.

3.3. MDA Tayini

Etilendiamin Tetraasetikasit (EDTA)’li tliplere alinan kan Orneklerinden
hemolizat hazirlandi. 0.5 mL kan 6rnegi, 3000 devir/dak’da 10 dak. santrifiij edildi
ve plazmasi aspire edildi. Eritrositler 3 mL %0.9 NaCl ile 3000 devir/dk /10 dk
santrifiij edilerek 3 defa yikandi. Yikanmis eritrositler 2 mL soguk distile suyla
hemoliz edildi. Hemolizattan MDA tayini yapildi.

MDA o6l¢iimii i¢in Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma yontemi kullanildi (143).
Metodun prensibi MDA-TBA (Tiobarbitiirik asit) kompleksinin 532 nm de verdikleri
absorbansin Olgiilmesi esasina dayanir. Hemolizatlarda hemoglobin konsantrasyonu
siyanomethemoglobin metoduyla hemolizattan tayin edildi (144). Sonuglar nmol/gr.

Hb olarak verildi.
3.4. TAK, TOS ve PON Olciimii

Calisma gruplarindan vendz kan ornekleri alindi ve 10 dakika 3000 rpm’de
santrifiij edilerek serumlari ayrildi. Ornekler calisma yapilincaya kadar -70 C ©’de
saklandi. Serum TAK, TOS ve PON seviyeleri spektrofotometrik yonteme dayali
ticari (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kit kullanilarak otoanalizérde (Olympus AU
2400, Japonya) gerceklestirildi. Sonuclar sirasiyla mmol Trolox Equiv./L, pmol
H,0, Equiv./L ve U/L olarak verildi.
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3.5. DNA izolasyonu

PON1 Q/R192, L/M 55 ve MnSOD A16V genotiplerinin belirlenmesi i¢in
hasta ve kontrol grubuna dahil edilen tiim olgulardan DNA izolasyonu i¢in EDTA’I1
tiiplere yaklasik 5’er ml vendz kan Ornekleri alindi. DNA izolasyonuna kadar
toplanan kanlar -80 °C’de muhafaza edildi. Invitek marka Invisorb Spin Blood Mini
Kit (Berlin) kullanilarak, sirasi ile asagidaki islemler yapilmak suretiyle DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Kan 6rnekleri 10 mL Na-EDTA tiiplerinde toplanmis

ve strastyla asagidaki islemler uygulanmigtir.

1. Ependorf tiipiine 200 pl kan 6rnegi, 200 pl lizis buffer A ve 20 pl proteinaz
K konularak karistirilmis ve 10 dakika 56°C’de termomikserde (Thermo-Rock,

Sweden) inkiibasyona birakilmstir.

2. Inkiibasyonun sonunda tiip icine 400 pl binding buffer B6 konulup 10
saniye karistirilmigtir. Stvinin tamami1 RTA spin filtreli tiipe aktarilmistir. Ug dakika
oda sicakliginda inkiibe edilip 12000 rpmde 2 dakika santrifiij edilmistir. Altta kalan
stvi atilip, spinfilterler igindeki materyalle birlikte yeni toplama tiipiine

yerlestirilmistir.

3. Orneklerin iizerine 500 pl’lik wash buffer I eklenmis ve 12.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Altta kalan s1v1 atilip, toplama tiipleri degistirilmistir.

4. Orneklerin iizerine 800 pl wash buffer II eklenmis ve 12.000 rpm’de 1

dakika santrifiij edilmistir.

5. Filtre bos toplama tiipiine aktarilip, 14.000 rpm’de 4 dakika tekrar santrifiij

edilerek alkolden arindirilmistir.

6. Filtre temiz 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarilmis ve alkoliin tamamen

uzaklagmasi i¢in 3 dakika kapak acik bicimde oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

7. Filtre membranin tam ortasina 1sitilmis 56°C’de 200 pl elution buffer D

eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

8. Sonrasinda 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek filtre atilmis ve tiip
icerisindeki ekstrakt (DNA) alinip -20°C’de saklanmustir.
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3.6. Agaroz Jel Elektroforeziyle PZR Kontrolii

TBE tamponu (Tris-Borik asit-EDTA): Stok ¢ozelti (10x, pH 8,0), 121,10 gr.
Tris aminometan, 61,83 gr. Borik asit, 4 gr. EDTA tartilip distile suyla hacim 1000

ml’ye tamamlanmigtir. Bu ¢6zelti 10 kat konsantre oldugundan kullanirken bir kat

olacak sekilde distile su ile seyreltilmistir.

Agaroz Jel Hazirlanmasi

b=

e

Malzemeler %?2 lik 25 ml
Agaroz 0,5 gr
IxTBE tamponu 25 ml
Etidyum Bromiir 2ul

Gerekli miktarda agaroz tartilip, erlene koyulmustur.

Gerekli miktarda TBE eklenmistir.

Hafifce calkalanip mikrodalga firina koyulmustur.

Mikrodalga firin 6rnek kaynamaya baslayana kadar yiiksek ayarda
calistirilmastir.

Araliklarla erlen mikrodalgadan ¢ikarilip ¢alkalanmistir.

Kaynama basladiktan sonra mikrodalganin ayar1 diisiiriilmiistiir ve
tamamen eriyene kadar ¢alkalanarak 1sitilmistir.

Etidyum Bromiir eklenerek ve calkalayarak tiim c¢ozeltiye dagilmasi
saglanmustir.

Trayin ¢atlamamasi i¢in ¢ozelti muslukta biraz sogutulmustur.

Traye yavas¢a dokiilmiis ve polimerize olmasi i¢in en az 15 dakika

beklenmistir.

3.7. Ornek Yiikleme Tamponu (Loading Dye)

50 pl % 1’lik Bromfenol blue, 50 ul %1°lik Ksilen cyanol, 10 pl % 50°lik
Gliserol ve 880 pul % 10’luk Tris-EDTA pH 8 kullanilarak hazirlanmistir. PZR

tiriinleri 6rnek yiikleme tamponuyla 5/1 oraninda karistirilarak jele yiiklenip, 80 volt

20 dakika yiritilmistir. Jel, Kodak Image Station 2000MM  cihazinda
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goriintiilenerek PZR’de amplifikasyonun gerceklesip gerceklesmedigi kontrol

edilmistir.
3.8. PON 192 Q/R Gen Polimorfizmi

PONI 192 gen polimorfizmi PZR-RFLP yontemiyle belirlenmistir. PZR
islemi; 20-100 ng DNA, 100 pm dNTPs, 20 pmol primer (Forward ve Reverse
primer), 1,5 mM MgCI2, 20 mM Tris-HCl PH=[8,6], 50 mM KCI, 1 U Taq
polymerase (MBI Fermentas) igerecek sekilde 25 pl hacminde gergeklestirilmistir.

Kullanilan primerlerin dizilimi su sekildedir:
Forward primer: 5°’-TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G-3’
Reverse Primer: 5’-CAC GCT AAA CCC AAA TAC ATC TC-3’

PZR; 95 °C'de 5 dakika ilk denaturasyondan sonra, 35 siklus; 95 °C'de 1
dakika denaturasyon, 62 °C'de 30 saniye primer baglanma (annealing) ve 72 °C'de 1
dakika sentezi (extension), en son 1 siklus 72°C'de 7 dakika son sentez islemleriyle
gergeklestirilmistir. PZR irlinleri; % 2’lik agaroz jelde 80 Voltta 20 dakikalik
elektroforez isleminden sonra Kodak IMAGE 2000 sistemiyle goriintiilenmistir.
RFLP islemi, 10 pl PZR iiriiniiniin triinleri SU Alwl restriksiyon enzimi (New
England Biolabs) ile 37°C de bir gece boyunca inkiibasyonla gergeklestirilmistir.
RFLP sonucu, 0,5 mg/ml ethidium bromide i¢eren, % 3’liikk agaroz jelde 100 Voltta
40 dakikalik elektroforez isleminden sonra gozlenmistir. Tiim degerlendirmelerde
100 bp’lik marker (100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas) kullanilmigtir. UV 151k
kullanilarak jel goriintiileme sistemiyle (Kodak IMAGE 2000MM) genotipler
belirlenmistir. PZR sonunda 99 bp’lik iiriin olugsmustur. Enzim kesimi sonrasinda 66
ve 33 bp’lik triinler olugsmustur. Sekil 4’de PON1 192 gen polimorfizmine ait
genotip ornekleri gosterilmistir. 1,2 normal(QQ); 3, 5, 6, 7, 8 ve 9 heterozigot(QR); 4
homozigot(RR).
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99
66

33

1 23 45 6 78 9 M

M:100 bp marker (MBI Fermentas).

Sekil 4. Orneklerin PON1 192 genotiplendirmesi
3.9. PON 55 L/M Gen Polimorfizmi

PON 55 L/M gen polimorfizmi de PZR-RFLP yontemiyle belirlenmistir. PZR
islemi; 20-100 ng DNA, 100 pm dNTPs, 20 pmol primer (Forward ve Reverse
primer), 1,5 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCI PH=[8,6], 50 mM KCIl, 1 U Taq
polymerase (MBI Fermentas) igerecek sekilde 25 pl hacminde gergeklestirilmistir.

Kullanilan primerlerin dizilimi su sekildedir:
Forward primer: 5’-GAA ATG GAT CCA CAT CCT GC-3’
Reverse Primer: 5°-TTG AAA GTG GGC ATG GGT AT-3’

PZR; 94 °C'de 5 dakika ilk denaturasyondan sonra, 35 siklus; 94 °C'de 1
dakika denaturasyon, 59 °C'de 1 dakika primer baglanma (annealing) ve 72 °C'de 1
dakika sentezi (extension), en son 1 siklus 72°C'de 7 dakika son sentez islemleriyle
gerceklestirilmistir. PZR iirlinleri; % 2’lik agaroz jelde 80 Voltta 20 dakikalik
elektroforez isleminden sonra Kodak IMAGE 2000 sistemiyle goriintiilenmistir.
RFLP iglemi, 10 pl PZR iirtiniiniin tirtinleri NIallI restriksiyon enzimi (New England
Biolabs) ile 37°C de bir gece boyunca inkiibasyonla gerceklestirilmistir. RFLP
sonucu, 0,5 mg/ml ethidium bromide igceren, % 3’lilk agaroz jelde 100 Voltta 40
dakikalik elektroforez isleminden sonra gozlenmistir. Tim degerlendirmelerde 50
bp’lik marker (50 bp DNA Ladder, MBI Fermentas) kullanilmigtir. UV 151k
kullanilarak jel goriintiileme sistemiyle (Kodak IMAGE 2000MM) genotipler

belirlenmistir. PZR sonunda 221 bp’lik {iriin olusmustur. Enzim kesimi sonrasinda
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139 ve 82 bp’lik iirlinler olusmustur. Sekil 5’de PON 55 L/M gen polimorfizmine ait
genotip ornekleri gosterilmistir. 1 homozigot;(MM) 2, 3, 4 ve 5 heterozigot(LM), 6
ve 7 normal(LL).

<+— 221

<+— 139
+— 82

1 2 3 4 5 6 7M

M:50 bp marker (MBI Fermentas).
Sekil 5. Orneklerin 55 L/M genotiplendirmesi

3.10. MnSOD A16V Gen Polimorfizmi

MnSOD A16V gen polimorfizmi de PZR-RFLP yontemiyle belirlenmistir.
PZR islemi; 20-100 ng DNA, 100 pm dNTPs, 20 pmol primer (Forward ve Reverse
primer), 1.5 mM MgCl2, 20 mM Tris-HCI PH=[8,6], 50 mM KCIl, 1 U Taq
polymerase (MBI Fermentas) igerecek sekilde 25 pl hacminde gergeklestirilmistir.

Kullanilan primerlerin dizilimi su sekildedir:
Forward primer: 5°-GCT GTG CTT TCT CGC TTT CAG-3’
Reverse Primer: 5°-TGG TAC TTC TCC TCG GTG ACG-3’

PZR; 95 °C'de 5 dakika ilk denaturasyondan sonra, 35 siklus; 95 °C'de 1
dakika denaturasyon, 58 °C'de 1 dakika primer baglanma (annealing) ve 72 °C'de 1
dakika sentezi (extension), en son 1 siklus 72°C'de 7 dakika son sentez islemleriyle
gerceklestirilmistir. PZR iirlinleri; % 2’lik agaroz jelde 80 Voltta 20 dakikalik
elektroforez isleminden sonra Kodak IMAGE MM 2000 sistemiyle goriintiilenmistir.
RFLP iglemi, 10 pul PZR iirliniiniin irtnleri SU BSaWI restriksiyon enzimi (New
England Biolabs) ile 37°C de bir gece boyunca inkiibasyonla ger¢eklestirilmistir.
RFLP sonucu, 0,5 mg/ml ethidium bromide iceren, % 3’liikk agaroz jelde 100 Voltta
40 dakikalik elektroforez isleminden sonra gdzlenmistir. Tiim degerlendirmelerde
100 bp’lik marker (100 bp DNA Ladder, MBI Fermentas) kullanilmistir. UV 151k
kullanilarak jel goriintiileme sistemiyle (Kodak IMAGE 2000MM) genotipler
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belirlenmistir. PZR sonunda 207 bp’lik iirlin olusmustur. Enzim kesimi sonrasinda
163 ve 44 bp’lik iirlinler olugsmustur. Sekil 6’de MnSOD A16V gen polimorfizmine
ait genotip Ornekleri gosterilmistir. 5,6,7 normal (AA), 1,4 homozigot (VV), 2,3
heterozigot (AV)

I 2 3 45 6 7M
M:100 bp marker (MBI Fermentas).

Sekil 6. Orneklerin MnSOD A16V gen genotiplendirmesi

3.11. istatiksel Analiz

[statistiksel hesaplamalar icin SPSS 15.0 paket programi kullanilmustir.
Degerlendirmede hasta ve kontrol grublarinin cinsiyetlerini karsilastirmada ki-kare
testi kullanilirken, yas, wviicut agirligi, sistolik ve diastolik tansiyon oOl¢iim
degerlerinin karsilastirilmasinda T testi kullanilmistir. Calismanin ikinci boliimiinde
biyokimyasal ve oksidatif stres belirteclerinin aktif donem ile iyilesme dénemindeki
verilerinin karsilagtirilmasinda Wilcoxan testi, bu grublarin kontrol grubu ile

karsilastiritlmasinda Mann- Whitney U testi kullanilmugtr.

Genotip sonuglarinin karsilastirilmasinda ise kikare testi ve Fisher’s exact
testi (olgu sayis1 diisiik olan gruplarda) kullanilmistir ve p degeri < 0.05 istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. Allel frekanslari gen sayma metoduna gore
yapilmistir. Bunun yaninda tahmini relatif risk agisindan, odds orant (OR) ve
giivenirlik araligina (CI) bakilmistir. Veri sunumu, sayi, yiizde degerler, ortalama,

standart sapma, en kiiclik ve en biiylik degerler kullanilarak yapilmstir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alisma HSP tanis1i almig 70 hasta (27 erkek, 43 kiz) ve 60 saglkl
cocuktan olusan kontrol grubunda (33 erkek, 27 kiz) yapilmigtir. HSP’nin baslangi¢
yas1 ortalama 7,243,2 yildir (3-15). Hasta ile kontrol grubunun klinik ve demografik

ozellikleri Tablo 3’ de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubunun demografik ve klinik 6zellikleri

HSP hasta Kontrol P
grubu(n=70) grubu(n=60)

Cinsiyet(E/K) *
sl 27/43(39/61) 33/27(55/45) AD
Yas (y1) 70432 7,543,5 AD**
Viicut agirligr (kg) 27.6£143 25,3+10,2 AD**
Boy(cm) 126,9+18,7 123,3+£20,5 AD**
IS{I;OIIk kan basinci(mm 98,7+8.3 98,9+7,7 AD**
Diyastolik kan 56,6+5.9 57,08+7,01 AD**
basinci(mm Hg)
Kalp tepe atimi 75,3+6,4 77,1+4.,9 AD**
n: Olgu sayis1
*Ki kare test
** T Test

AD: Istatistiksel olarak anlaml1 degil

Calismadan elde edilen bulgular 3 ana baglikta degerlendirildi:
1- Klinik ve laboratuvar bulgular
2- Oksidatif stres ile ilgili bulgular

3- Gen polimorfizmi ile ilgili bulgular
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4.1. Basvuru Sirasindaki Klinik ve Laboratuvar Bulgular
4.1.1. Klinik Bulgular

Hastalarin tiimiinde (%100) cilt tutulumu, eklem tutulumu ve yumusak doku
sisligi, 57’sinde (%81,4) GIS tutulumu, 12’sinde (% 17,1) gaitada gizli kan
pozitifligi, 6’sinda (%8,6) bobrek tutulumu, 3’iinde (% 4,3) hipertansiyon, 2’sinde
(% 2,9) skrotal tutulum ve yine 2 hastada (%2,9) bagirsak perforasyonu saptanmistir
(Sekil 7). HSP’nin bagladig1 ay dagilimina bakildiginda hastalarin % 23’tinde ekim
ayinda, %17 sinde kasim ayinda, %10’unda nisan ve eyliil aylarinda baslamistir
(Sekil 8). Eklem tutulumuna bakildiginda ise % 91 oraninda ayak bilegi en sik
tutulan eklemdir. (Sekil 9)

100 100 100

100 -
90 - 814
80 -
70 -
60 -
% 50 -
40 -
30 -
20 -

2 -
4,0

ar =

0 T T T T T T 1

Cilt Eklem Yumusak  GIiS Bobrek HT Skrotal
Doku Tutulum

Sisligi

Sekil 7. Caligma grubunda ilk basvuru sirasindaki klinik 6zellikler (n=70).
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Sekil 8. Calisma grubunda hastaligin basladig1 aylarin dagilimi (n=70).

El ve ayak bilegi

Diz ve ayak 1% Diz

bilegi
1%

AyakBilegi
92%

Sekil 9. Calisma grubunda tutulan eklemlerin dagilimi (n=70).
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4.1.2. Laboratuvar Bulgular:

Calismanin ikinci boliimiinde ise 70 HSP’1i hastanin 16’sinda, hastaligin aktif
doneminde ve iyilesme doneminde oksidatif stres ve biyokimyasal belirteclere
bakilmistir. Kontrol grubundan 14 saglikli ¢cocugun verileri ile karsilastirilmistir.
Hasta ve kontrol grubunun demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 4’te, laboratuar

bulgular1 Tablo 5 ‘te 6zetlenmistir.

Tablo 4. Calismanin ikinci boliimiindeki hasta ve kontrol grubunun demografik ve

klinik 6zellikleri.

HSP hasta Kontrol P
grubu(n=16) | grubu(n=14)
Cinsiyet(E/K) 9/7 8/6 AD*
Say1
Yas (yi) 7,1£3,9 8,2+3,6 AD**
Sistolik kan basinci(mm Hg) 97.548.,6 98,6+6.7 AD**
Diyastolik kan basinci(mm Hg) 56,9+6.0 57,9+6,9 AD**

n: olgu sayisi

* Fisher’s exact test

** Mann-Whitney U Testi
AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

Tablo 5’te goriildiigii gibi aktif donem, iyilesme donemi ve kontrol grubunda

serum ve idrarda biyokimyasal parametrelere bakilmistir. Bakilan biyokimyasal
belirte¢lerden idrarda NAG diizeyi; hasta grubunda aktif donemde 18,5+£10,3 IU/mg
kreatinin, iyilesme doneminde 12,1£9,9 IU/mg kreatinin bulunurken kontrol
grubunda 10,2+4,64 1U/mg kreatinin saptanmistir. Aktif donemde NAG’1n kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu gézlenmistir (p< 0,05). TRP orani; hasta
grubunda aktif donemde 92,443,3, iyilesme doneminde 94,54+2,2 bulunurken kontrol
grubunda 93,6+3,7 saptanmustir. Aktif donemde TRP’nin iyilesme grubuna gore
anlaml olarak diisiik oldugu goézlenmistir (p< 0,05). LDL diizeyi; hasta grubunda
aktif donemde 86,3+19,8 mg/dl, iyilesme doneminde 82,94+21,3 mg/dl bulunurken
kontrol grubunda 71,6+12,1 mg/dl saptanmistir. Aktif donemde LDL’nin kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiliksek oldugu gozlenmistir (p< 0,05). Diger

parametreler ac¢isindan anlamli farka rastlanmamistir.
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Tablo 5. Aktif donem, iyilesme donemi ve kontrol grubunun laboratuar

bulgulari.
e Iyilesme
. Aktif donemi . . Kontrol grubu
Gostergeler (n=16) donemi (n=14) p
(n=16)
*p=AD **p=AD
Cr (mg/dl) 0,6+ 0,1 0,6+ 0,1 0.6+0,1 *x¥p=AD
*p=AD **p=AD
GFR 105,3+8,3 106.1=£9,9 113,0+14,6 *xp—AD
*p=AD **p=AD
BUN (mg/dl) 11,55+5,93 10,31£2,98 10,8342,52 *xkp=AD
*p=AD **p=AD
Na (mmol/L) 138,19+2.38 140,43+3,29 139.22+42 41 *xp—AD
*p=AD **p=AD
K (mmol/L) 4,26+0,48 4,35+0,32 4.31+0,25 *xp—AD
*p=AD **p=AD
Ca (mg/dl) 9,61+0,52 9,87+0,49 9,76+0,55 *xxp=AD
*p=AD **p=AD
P (mg/dl) 4,55+0,78 4,63+0,66 4,50+0,66 *x¥p=AD
*p=AD **p=0,04
LDL kolesterol 86,3:*:19,8 82,9i21,3 71,6i12,1 #kxp=AD
(mg/dl)
*p=AD **p=AD
Total kolesterol 151,8426,48 | 15125+24,02 | 143,14£1431 | #pap
(mg/dl)
*p=AD **p=0,02
NAG (IU/mg 18,54£10,34 | 12054994 | 10,18+4,64 | ***p-aD
kreatinin)
i i *p=AD **p=AD
ldrar Na/kreatinin 1,94+1,71 1,90+1,85 1,5£1,0 rpAD
(mM/mg kreatinin)
Idrar K/kreatinin *p=AD **p=AD
0,71+0,36 0,70+0,50 0,48+0,21 ook
(mM/mg kreatinin) ’ ’ ’ ’ ’ ’ pmAD
*p=0,03 **p=AD
TRP 92,4+3,26 94,5+2,22 93,57+3,73 *xp—AD
. *p=AD **p=AD
Idrar Ca/kreatinin 0,11+0,11 0,07+0,07 0,08+0,05 FHHp=AD

n :olgu sayisi
*p:aktif ile iyilesme donemi karsilastirilmas: (Wilcoxan testi)

**p:aktif donem ile kontrol grubunun karsilagtirtlmasi (Mann- Whitney U testi)
***p:iyilesme donemi ile kontrol grubu karsilagtirilmasi (Mann- Whitney U testi)

4.2. Oksidatif Stres ile Tlgili Bulgular

Lipid peroksidasyonu ve oksidan durumu gostermek i¢in bakilan MDA, aktif

dénemde ortalama 0,17+0,16 nmol/gr. Hb, iyilesme doneminde 0,06+0,06 nmol/gr.

Hb bulunurken, kontrol grubunda 0.07+0.04 nmol/gr. Hb olarak bulunmustur. Aktif

donemdeki MDA diizeyleri iyilesme donemi ve kontrol grubuna gére anlamli olarak
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yuksek saptanmistir (p<0,05). TAK degerlendirildiginde; aktif donemde TAK
ortalama 0,96+0,26 mmol Trolox Equiv./L, iyilesme déneminde 1,0440,26 mmol
Trolox Equiv./L ve kontrol grubunda 1,21+0,58 mmol Trolox Equiv./L saptanmustir.
Aktif donemdeki TAK diizeyi, iyilesme donemi ve kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulunurken (p<0,05); remisyon donemi ile kontrol grubu arasinda
ortalama TAK diizeyleri acisindan istatistiksel olarak fark saptanmamistir (p>0,05).
Antioksidan enzimlerden PON aktivitesi; aktif donemde ortalama 75,60+31,26 U/L,
iyilesme doneminde 92,35+40,29 U/L bulunurken, kontrol grubunda 169,98+71,30
U/L olarak saptanmistir. Aktif donemde bakilan PON aktivitesi, iyilesme donemi ve
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (P<0,05). Yine remisyon
doneminde bakilan PON aktivitesi, kontrol grubuna goére anlamli olarak diisiik
saptanmistir. Oksidatif stres parametrelerinden TOS diizeyinde, gruplar arasi fark

saptanmamustir (p>0,05).

Tablo 6. Gruplar aras1 oksidatif stres parametrelerinin karsilastirilmasi.

.. Aktif donem Iy}lesmfa Kontrol
Gostergeler (n=16) donemi rubu (n=14) P
(m=16) |®

MDA (moler. Hb) | 0,1720,16 0,06£0,06 | 0,07£0,04 | XU
*kp=AD)

*p=0,05

*p=0,01
PON (UL) 75,60431,26 | 92,35+40,29 | 169,98+71,30 | ++ep=p s

*p=0,05

TAK **p=0.03
o Trolox Eouiv 1 | 0:96%0.26 1,04+0,26 1,2140,58 vogmAD

0S iy

T **p=AD
(umol H202 Equiv./L) | 10,48+8,79 6,94+8.,48 11,19+10,89 **p=AD

n :olgu sayisi
*p:aktif ile iyilesme donemi karsilastirilmas: (Wilcoxan testi)
**p:aktif donem ile kontrol grubunun karsilagtirtlmasi (Mann- Whitney U testi)
***p:iyilesme donemi ile kontrol grubu karsilagtirilmasi (Mann- Whitney U testi)
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Sekil 12. Gruplar aras1 TAK diizeyleri.
4.3. Gen Polimorfizmi ile ilgili Bulgular
4.3.1. PON1 Genotip Dagilim
4.3.1.1. PON Q/R 192 Genotip Dagilim

PON Q/R 192 genotiplerinin dagilimina bakildiginda hasta grubunun (n=70);
12’sinde (%17) QQ, 32’sinde (%46) QR, 26’sinda (%37) RR genotipi iken kontrol
grubunun (n=60); 6’sinda (%10) QQ, 22’sinde (%36) QR, 32’sinde (%54) RR
genotipi saptanmistir. Hasta grubunda QQ genotipi sikliginin kontrol grubuna gore
daha yiikksek oldugu saptanmis fakat bu fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir (p=0,24).

Allel dagilimma bakildiginda, Q allel tastyiciligi hasta grubunda (%40)
kontrol grubuna (%28) gore daha yiiksek saptanmis ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,04). Relatif riske bakildiginda Q allelinin hastalik gelisme
riskini 1,68 kat artirdig1 saptanmistir (OR=1,68 %95 Giiven Aralig1 (CI): [ 1,00-
2,84)).
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Tablo 7. PON1 Q/R192 genotip dagilimi.

Hasta grubu (n=70) Kontrol grubu (n=60)
*p degeri OR (%95 CI)

n % n %
QQ 12 17 6 10 AD 0.53 (0,18-1,53)
QR 32 46 22 36 AD 0,68 (0,34-1,39)
RR 26 37 32 54 AD 1,93 (0,95-3,90)
Toplam 70 100 60 100
Q allel 56 40 34 28 0,04 1,68 (1,00-2,84)
R allel 84 60 86 72 0,04 0,59 (0,35-0,99)

* Istatistiksel karsilastirma Ki- kare testi ile yapilmis ve p<0,05 anlamli farkhilik olarak kabul
edilmistir.

AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

OR: Odds orani

CI: Giivenirlik aralig1

4.3.1.2. PON L/M 55 Genotip Dagilimi

PON L/M 55 genotiplerinin dagilim1 hasta grubunun (n=70); 25’inde (% 36)
LL, 17’sinde (%24) LM ve 28’inde (%40) MM genotipi iken kontrol grubunun
(n=60), 29’unda (%48) LL, 23’iinde (%38) LM ve 8’inde (%14) MM genotipi
saptanmistir. Hasta grubunda MM genotipi sikliginin kontrol grubuna gore daha
ylksek oldugu saptanmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p:0,001). Allel dagilim1 acisindan bakildiginda M allel tasiyiciligi hasta grubunda
(%52) kontrol grubuna (%33) gore daha yiiksek saptanmig ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,001). Relatif riske bakildiginda M allelinin hastalik
gelisme riskini 2,2 kat artirdigr saptanmistir (OR=2,2 %95 Giiven Aralig1 (CI):
[ 1,36-3,75]).




48

Tablo 8. PON1 L/M 55 genotip dagilimu.

Hasta grubu (n=70) Kontrol grubu (n=60) | *p degeri | OR (%95 CI)
n % n %

LL 25 36 29 48 AD 1.68 (0,83-3,4)
LM 17 24 23 38 AD 1,93 (0,91-4,12)
MM 28 40 8 14 0.001 0.23 (0,09-0,55)
Toplam 70 100 60 100 -

L allel 67 48 81 67 0,001 0,44 (0,26-0,73)
M allel 73 52 39 33 0,001 2,2 (1,36-3,75)

* [statistiksel karsilastirma Ki- kare testi ile yapilmis ve p<0,05 anlamli farklilik olarak kabul
edilmigtir.

AD: Istatistiksel olarak anlamli degil

OR: Odds oran1

CI: Giivenirlik araligi

4.3.2. MnSOD Genotip Dagilimi
4.3.2.1. MnSOD A/V 16 Genotip Dagilimi

MnSOD A/V 16 genotiplerinin dagilimi hasta grubunun (n=70); 11’inde
(%16) VV, 31’inde (%44) AV, 28’inde (%40) AA genotipi iken kontrol grubunun
(n=60) 14’iinde (%24) VV, 28’inde (%46) AV, 18’inde (%30) AA genotipi
saptanmigtir. Hasta grubunda AA genotipi sikligi kontrol grubuna gore yiiksek
saptanmis olsada bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,23). Allel
dagilimi agisindan bakildiginda ise, A allel tasiyiciliginin hasta grubunda daha
yiiksek oldugu saptanmis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p=0,15). Relatif riske bakildiginda A allelinin hastalik gelisme
riskini 1,43 kat arttirdigi saptanmistir (OR=1,43 %95 Giiven Araligi (CI) : [0,87-
2,35)).
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Tablo 9. MnSOD A/V 16 genotip dagilim

Hasta grubu (n=70) Kontrol grubu (n=60) | =p degeri OR (%95 CI)
n Y% n %

AA 28 40 18 30 AD 0.64 (0,3-1,33)
AV 31 44 28 46 AD 1,1 (0,55-2,2)
\'A% 11 16 14 24 AD 1,63 (0,67-3,93)
Toplam 70 100 60 100 -
A allel 87 62 64 53 AD 1,43 (0,87-2,35)
V allel 53 38 56 47 AD 0,69 (0,42-1,14)

* Istatistiksel karsilastirma Ki- kare testi ile yapilmis ve p<0,05 anlamli farklilik olarak kabul
edilmistir.

AD: istatistiksel olarak anlamli degil

OR: Odds orani

CI: Giivenirlik araligt
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Tablo 11. Saglikli kontrol grubu verileri
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Sira No isim PONSSL/M | PON 192 Q/R | MnSOD A/V 16| cinsiyet yas
1 ZNI LM QQ AA K 3,5
2 BS LL QQ VA E 7,5
3 AO LL QR VA K 3
4 SP LL RR VA E 7
5 EU LM QR VA E 11
6 MSC LL RR AA K 11
7 BK LM QR VA K 8
8 1K LM RR AA K 4
9 UA LM QR AA E 6,5

10 MA LL QR AA E 11
11 UHK LL RR VA K 10,5
12 AMK LM RR AA K 9
13 FD LL QR VA% E 12,5
14 SEE LL QQ VA E 9,5
15 AE LL RR VA E 13
16 IK LM QR VA E 10,5
17 BY LL QQ VA E 3
18 ANC LM QR AA K 5
19 NP LM QR VA K 2,5
20 MK LM RR AA E 3,5
21 KO LL RR VA K 11,5
22 MMA LM RR VA E 13
23 HO LL RR VA E 4,5
24 MBB LM RR VA E 3
25 AA LL RR VA% E 16,5
26 SA LL RR AA E 10
27 NK LL RR VA K 5
28 SK LL RR VA% E 3
29 SS LM RR VA% K 8
30 oM LM QR A% E 7,5
31 BNK LM RR \A% K 11
32 MBB LM RR VA% E 5,5
33 IFD LM RR \A% E 7
34 FA MM RR A% K 7
35 SC MM QR A% K 8,5
36 SUK MM RR AA K 4,5
37 1Y MM RR VA E 8
38 HS MM QR VA K 15
39 SS LL QR AA E 6
40 AND LL QR AA K 4
41 EU LL RR VA E 11
42 ATA LL RR VA E 9
43 YBO LL RR AA E 9,5
44 HS MM RR VA E 5
45 EK LM RR AA E 3
46 EB LM QR VA E 10,5
47 AS LM QR VA E 3,5
48 MAO LL QR AA E 5,5
49 DC MM QQ A% K 5,5
50 ZNA LL QR VA K 4
51 MDC LL QR VA K 10,5
52 GA LL RR VA K 4
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53 OT LL RR vV K 14
54 MED LL RR vV E 2,5
55 GC LL RR AA K 3

56 DC LL RR AA K 9,5
57 SOT MM QQ VA E 13,5
58 YNE LM QR VA K 9

59 FNC LM QR vV K 6,5
60 YO LM QR AA E 6,5
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5. TARTISMA

HSP, c¢ocukluk caginda en sik goriilen vaskiilittir ve Ig A ile immiin-aracili
reaksiyona sekonder olarak gelistigi bilinmektedir. HSP erkeklerde daha sik goriiliir
(E/K: 1,4-1,7/1). Hastalik 2 yasin altinda nadirdir ve ortalama baglangic yasi 4-5
yastir. Bobrek tutulumu ise en sik 6-10 yas arasinda goriiliir (1,8). Bizim calisma
grubumuzun %38’1 erkekti ve erkek/kiz orani 1/1,5 idi. Hasta grubumuzda
literatlirden farkli olarak hastaligin kiz hastalarda sik goriilmesinin nedenini tam
olarak bilemiyoruz. Fakat olgu sayisinin nispeten kisitli olmast ve bdlgesel
farkliliklarin bu sonuca yol agabilecegini diigiinmekteyiz. Denizli’de 45 HSP’li
hastada yapilan ¢alismada benzer sekilde erkek/kiz;1/1,5 bulunmustur (145). Bu
bulgu, bdlgemizde HSP’min kiz hastalarda fazla gOriilmesi sonucunu
desteklemektedir. Calismamizda hastaligin baslangi¢ yasi ortalama 7,21+£3,20 yil (3-
15) olup kaynaklarla uyumlu bulunmustur (1,3,8).

HSP cilt, GIS, eklem ve bobrek gibi bircok sistemi tutan bir hastaliktir.
Makulopapiiler purpura seklindeki cilt dokiintiisii hastalarin tiimiinde, eklem
tutulumu % 85’inde, GIS tutulumu %350-75’inde ve bobrek tutulumu %20-60’1nde,
goriiliir. Nadiren serebral tutulum, pulmoner kanama, pankreatit, adrenal kanama ve
testis tutulumu gozlenir (1,3,7,8). Bizim hastalarimizin tiimiinde (%100) cilt, eklem
tutulumu ve yumusak doku sisligi, 57 sinde (%81,4) GIS tutulumu, 6’sinda (%8,6)
bobrek tutulumu, 3’linde (% 4,3) hipertansiyon ve 2’sinde (% 2,9) testis tutulumu
saptanmugtir. GIS tutulumu olanlarin %21’inde ise GGK pozitifligi saptanmistir.
Eklem tutulumunda en sik ayak bilegi etkilenmistir. Calisma grubumuzdaki cilt ve
GIS tutulumu dagilimlari kaynaklarla uyumlu bulunmustur (1,3,18). Bulgularimizda
renal tutulumun az olmasinin nedeni, vaka sayisinin az olmasina ve renal tutulum
kriterlerinin, ¢ogu c¢alismada degisken olmasina baglanmigtir. HSP, sonbahar ve
ilkbahar doneminde daha sik goriiliir. Bizim ¢alismamizda eyliil, ekim, kasim ve

nisan aylarinda hastalik daha sik saptanmis olup kaynaklarla uyumlu bulunmustur

(1,8,18).

HSP tiim viicutta damarlar1 tutan, glomeriil damar yumaginda skleroza yol
acan bir hastaliktir ve HSP’nin patogenezinde oksidatif hasar ve lipid

peroksidasyonunun rolii oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur (2,11,62-65,67). Bu
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calismada amaglarimizdan biri oksidatif stresin HSP patogenezindeki yerini
belirlemek digeri ise antioksidan enzimlerden olan PON ve MnSOD enzimini
kodlayan gen polimorfizmlerinin, HSP ile iligkisini aragtirmaktir. Calismamizda
oksidatif stres belirteglerine bakildiginda; HSP’nin aktif doneminde PON aktivitesi
ve TAK, iyilesme donemi ve kontrol grubuna kiyasla diisiik, yine aktif donemde
MDA seviyesi ise, iyilesme donemi ve kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Bu
bulgular hastaligin aktif doneminde otoenflamatuar bir siirecin basladigi, bu siirece
de oksidatif stresin katkida bulundugunu gostermektedir. HSP ile oksidatif stres
iliskisini gosteren c¢ok sayida calisma vardir. Ornegin; Demircin ve ark (62)
yaptiklar1 ¢alismada HSP’ 1i hastalarda lipid peroksidasyonunun gostergesi olan
MDA diizeyini saglikli ¢ocuklardan olusan kontrol grubuna goére yliksek
bulmuslardir. Ayn1 ¢alismada oksidatif stres ve 6zellikle lipid peroksidasyonunun
HSP patogenezinde ve bobrek hasari gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 sonucuna
varilmistir. Ece ve ark.’nin (2), HSP’li hastalarda yaptig1 ¢alismada ise kontrol
grubuna goére aktif donemde MDA seviyesini yliksek, TAK, ARYL ve CAT
aktivitesini diisiik bulmuslardir. Bu calismanin sonucunda HSP patogenezinde
oksidatif stresin onemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir. Ece ve arkadaglarinin
(67) yaptig1 baska bir caligmada aktif donem HSP hastalarinda kontrol grubuna gore
MPO aktivitesi, CLP ve TOS seviyeleri yliksek, serum ARYL aktivitesi ve serbest
thiol degerleri diisiik bulunmustur. Bu yazarlar protein oksidasyonu ve ndtrofil

aktivasyonunun HSP patogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir.

Bizim g¢alismamizda yukaridaki caligmalara uygun olarak aktif dénemde
MDA seviyesinin hem iyilesme donemine hemde kontrol grubuna gore yliksek
saptanmast oksidatif hasar olusup lipid peroksidasyonunun gerceklestiginin bir
gostergesidir. Yine aktif donemde PON aktivitesi ve TAK’in iyilesme dénemi ve
kontrol grubuna gore diisiik saptanmasi artmis oksidatif stresin HSP’nin hastalik
stirecinde rol aldigin1 ve bu enzimlerin azalmasinin ROT’un zararh etkilerinden
korunmak i¢in bir kompansasyon mekanizmasi oldugunu gostermektedir. Ayrica
iyilesme donemindeki PON aktivitesinin kontrol grubuna gore diisiik olmasi
oksidatif hasarin iyilesme doneminde bile devam ettiginin bir gostergesidir. Bizim
calismamizla uyumlu olan literatiirde ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur. Erdogan ve ark.

(63), HSP’li hastalarda yaptiklar1 ¢calismada SOD, GSH-Px aktiviteleri ve MDA
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diizeyi Olgiilmistir. SOD, GSH-Px aktiviteleri hastaligin aktif ve iyilesme
doneminde diisilk, MDA diizeyi ise yliksek bulunmustur. Yazarlar caligmalarinda
oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonunun HSP patogenezinde Onemli bir rol
oynadigim1 savunmuslardir. Buyan ve ark. (64), HSP’li cocuklarda yaptiklar1 bir
calismada ise plazma arasidonik asit metabolitlerinin vaskiiler inflamasyonda énemli
rol oynadigini savunmuslardir. Aym1 merkezde yapilan bagka bir ¢alismada da
oksidatif stres ve siklooksijenaz (CO) yolu firiinlerinin HSP patogenezinde rol

oynayabilecegi savunulmustur (65).

Calismamizda HSP hastalarinda, oksidatif hasar yaninda renal tiibiiler
etkilenmeyi degerlendirmek i¢in biyokimyasal belirteclerden idrarda NAG ve TRP
bakilmistir. NAG, bdbrekte proksimal tiibiiler hiicrelerde bulunur. Bu enzimin
idrarda yliksek saptanmasi; DM, hipertansiyon, nefrotik sendrom, vezikoiireteral
refli, SLE gibi hastaliklarda renal hasarin gostergesi olabilir (141,142,146).
Calismamizda idrarda NAG diizeyi, hastaligin aktif doneminde kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmustur. Yine aktif donemde bakilan TRP oram ise iyilesme donemine
gore diisiik bulunmustur. Bu bulgular bize aktif donemde renal tutulum olmamasina
ragmen tiibiiler etkilenmenin miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan
bircok c¢aligmada renal tiibliler hasarin en hassas gostergesi olarak NAG
gosterilmektedir. AAA ve tas hastalarinda yapilan ¢aligmalarda, NAG’1mn bobrek
fonksiyonlarinin izlenmesinde kullanilabilecek basit, ucuz ve kolay bir parametre
olmas1 nedeniyle rutin olarak kullanilabilecegi 6nerilmistir (141,142,146-148). Bizim
calismamizda HSP’li hastalarda aktif donemde idrar NAG ve TRP’nin degisiklik
gostermesi, HSP’nin proksimal tiibiil zedelenmesi yapabildigini diisiindiirmektedir.
Hasar olusum mekanizmasinda birgok faktoriin yaninda oksidatif hasarin rolii
olabilecegini diisiinmekteyiz. Yapilan bir ¢alismada da oksidatif hasarin renal tiibiiler

etkilenmeye yol agabilecegi gosterilmistir (149).

HDL kolesterol ile iligkili, LDL kolesterolii serbest radikallerin indiikledigi
oksidasyona karsi koruma 06zelligi olan PON aktivitesinin yan1 sira ¢alismamizda
biyokimyasal belirteglerden LDL kolesterol diizeyine de bakilmistir. Aktif donemde
LDL kolesterol diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. LDL’nin yiiksek
paraoksonaz aktivitesinin diisiik olmasi lipid peroksidasyonundan korunmak ig¢in

endojen antioksidanlarin kullanildigin1 gdstermektedir. Yapilan bir ¢alismada,
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KBY’li hastalarda okside LDL diizeyi ve PON1 aktivitesi degerlendirilmis ve hasta
grubunda kontrol grubuna gore okside LDL diizeyinin yiiksek, PON1 aktivitesinin
ise diisiik oldugu, ancak KBY’li hastalar icinde hemodiyalize (HD) giren ve
girmeyenler arasinda fark olmadigi saptanmistir. Bu bulgu KBY’li hastalarda
koruyucu antioksidan kapasitenin azaldig1 seklinde yorumlanmistir (95). Bizim
calismamizda yukaridaki ¢alismayla uyumlu olarak LDL diizeyinin yiiksek, PON
aktivitesinin diisiik olmasi, HSP’li hastalarda aktif donemde oksidatif stresin

varligini géstermektedir.

Calismamizin son boliimiinde PON1 enzimine ait PON1 Q/R192, L/M 55 ve
MnSOD enzimine ait MnSOD A16V gen polimorfizmleri ile HSP arasindaki iliskiyi
arastirdik. Otoenflamatuvar, renal ve vaskiiler hastaliklar ile PON1 Q/R192 ve PON1
L/M55 genotiplerinin iligkisini arastiran birgok c¢alisma yapilmistir (3,99,108).
Vaskiiler hastaliklardan en sik ateroskeroz arastirilmistir. Yapilan bir calismada 436
geng eriskinde doppler USG ile karotis IMK &l¢iilmiis ve sigara igmeyen kadinlar
arasinda R alleli tastyanlarda karotis IMK’s1 daha diisiik bulunmustur (108). Q alleli
ile karotis ateroskerozu gelisme riskinin iligkili olabilecegi belirtilmistir (108).
Cocukluk ¢aginin Onemli primer glomeriiler hastaliklarindan olan MPGN’li
hastalarda yapilan bir ¢alismada QQ genotipi kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmus ve QQ genotipinin MPGN gelisme riski ve kotii prognoz ile iligkili
olabilecegi sonucuna varilmistir (99). HSP ile PON1 gen polimorfizmi arasinda
iligkiyi arastiran literatiirde tek ¢aligma vardir. Yilmaz ve ark. (3), ¢calismasinda HSP
li ¢ocuklarda PON1 Q/R192 ve L/M 55 gen polimorfizmlerinin hastaligin klinik
seyrine, prognozuna ve nefrit gelisimine etkisi aragtirilmistir. Calismanin sonucunda
da HSP’li hastalarda QQ genotipi yiiksek bulunmustur. QQ genotipinin HSP gelisme
riski ile iligkili oldugu fakat nefrit gelisimi ile iliskili olmadig1 belirtilmistir. Bizim
calismamizda hasta grubunda QQ genotipi siklig1 kontrol grubuna gore yiiksek
olsada bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Allel dagilimina
bakildiginda ise, Q allel tasiyiciligi hasta grubunda kontrol grubundan daha yiiksek
bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,04). Ayni zamanda Q
allelinin hastalik gelisme riskini 1.68 kat artirdigi saptanmistir. Sonuglarimiz PON1
Q/R192 polimorfizminde Q allelinin HSP gelisiminde rol oynayabilecegini

diisiindiirmektedir. Bizim bulgularimzi destekleyen baska ¢alismalarda mevcuttur.
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Fransa’da Tip 2 DM’li hastalarda PON Q/R 192 gen polimorfizmlerinin arastirildigi
bir caligmada hasta grubunda Q alleli kontrol grubuna goére daha yiiksek
bulunmustur. Q allelinin Tip 2 DM gelisme riskini artirdigi belirtilmistir (118).
Ratlarda yapilan bir ¢alismada ise heymann nefritinde BB genotipinin, renal hasari

Onleyici etkisi oldugu savunulmustur (101).

Bizim bulgularimizla farklilik gosteren c¢alismalar da mevcuttur. Tiirkiye’de
DM’li hastalarda yapilan bir ¢alismada PON1 Q/R192 genotip dagilimi agisindan
hasta ve kontrol grubu arasinda fark saptanmamustir (119). FSGS ile PON1 Q/R192
gen polimorfizmi arasinda iliskiyi arastiran Arap ve Israil kékenli cocuklarda yapilan
bir ¢alismada hasta ve kontrol grubu arasinda PON1 Q/R192 genotipleri agisindan
fark saptanmamistir (98). FSGS’li ¢ocuk hastalarla yapilan farkli bir ¢calismada B
allelinin FSGS gelisiminde bir risk faktorii olabilecegi vurgulanmistir (100). Strok ile
PON1 Q/R192 polimorfizmi arasinda iligski saptanmadigini bildiren c¢alismalarin
(114), yanisira Brezilya’da yapilan bir calismada PON1 Q/R192 RR genotipinin geng
eriskinlerde arteriyel iskemik strok riskini dort kez arttirdigi sonucuna varilmistir
(115). Romatoid artritli hastalarda yapilan ¢alismada PON1 Q/R192 Q allelinin
saglikli kontrol grubuna gore daha az siklikta saptandig: bildirilmistir (105). Pola ve
ark.’nin (122), italya’da yaptiklar1 ¢alismada Alzheimer hastaligi ile PON1 Q/R192

polimorfizmi arasinda iliski saptanmamustir (122).

Yaptigimiz calismada en dikkat cekici sonuglari; PON1 L/M55 gen
polimorfizminden elde ettik. Calismamizda L/M 55 gen dagilimima bakildiginda
hasta grubunda MM genotipi siklig1 kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Allel
dagilimina bakildiginda da M allel tasiyiciligr hasta grubunda daha yiiksektir ve M
allelinin hastalik gelisme riskini 2,2 kat artirdigir saptanmustir. Bu bulgularla MM
genotipinin HSP gelisiminde risk faktorii olabilecegi sdylenebilir. PON1 L/MS55
genotipi ile serebrovaskiiler olay (SVO), ateroskleroz, malignite ve renal hastaliklar
arasinda iliskiyi arastiran bircok ¢alisma yapilmistir. Bazi yaymlarda PON1 L/M55
genotipleriyle ateroskleroz arasinda iliski saptanmadigi bildirilmistir (113). Strok ile
PON1 L/M55 genotipleri arasinda iligki bulunmadigini bildiren yaymlarin (114)
yanisira Japonya’da yapilan bir ¢alismada serebral infarktli hastalarda M alleli
kontrol grubuna gore yiiksek saptanmistir. M allelinin SVO geligme riski ile ilskili

olabilecegi sonucuna varimstir (84). Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada ise
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anjiografiyle KKH saptanmis olan hastalarda kontrol grubuna gére M allel sikligi
anlaml1 olarak daha yiiksek bulunmustur (112). Iran’ da romatoid artritli hastalarda
yapilan calismada M alleli kontrol grubuna gore yiiksek saptanmistir. M allelinin
romatoid artrit i¢in risk faktori oldugu sonucuna varilmistir (150). Bizim
sonuglarimiz yukaridaki ¢alismalarla uyumlu olup PON1 L/M 55 polimorfizminde
MM genotipi ve M allelinin HSP gelisiminde rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

Bununla birlikte bizim bulgularimizla farklilik gdsteren ¢aligmalarda
mevcuttur. Ozelliklede HSP’li hastalarda yapilan ¢alismada MM genotipinin HSP
gelisiminde koruyucu rol oynayabilecegini ancak nefrit gelisimiyle veya nefritli
hastalarin bobrek biyopsi bulgular1 ve son durumlartyla PON1 L/MS55 genotiplerinin
iligkisinin olmadigimi gdstermislerdir (3). Tip2 DM ile PON1 L/MS55 genotipleri
arasinda iligki bulunmadig bildiren yayinlar mevcuttur (87,118). Baz1 ¢alismalarda
ise L allelinin ateroskleroz i¢in risk faktorii oldugu sonucuna varilmistir (109,111).
Yapilan bagka bir calismada HD tedavisi goren KBY’li hastalarla kontrol grubu
PONI1 L/MS55 genotipleri acgisindan karsilagtirildiginda iki grup arasinda fark
saptanmamustir (97). FSGS’li Arap ve Israil kokenli cocuklarda yapilan bir calismada
hasta ve kontrol grubu arasinda PONI1 L/M55 LL genotipinin Arap kokenli
hastalarda Yahudi kokenli hastalara ve Arap kontrol grubuna goére anlamli olarak
daha fazla oldugu bildirilmistir ve LL genotipinin Arap c¢ocuklarda FSGS
gelisimiyle, belki de kotli prognozla iligkili olabilecegi yorumu yapilmistir (98).
FSGS’li ¢ocuk hastalarla yapilan ¢alismada L allelinin FSGS gelisiminde bir risk

faktorii olabilecegi vurgulanmistir (100).

Calismamizda en son HSP’li hastalarda MnSOD A16V gen polimorfizmini
degerlendirdik. MnSOD A16V gen polimorfizmi ile ¢esitli hastaliklarin patogenezi
iliskilendirilmistir. MnSOD Val allelinin diyabetli hastalarda oksidatif stresi
onleyemedigi ve nefropati gelisimine katki sagladigi one siiriilmiistiir (131,132).
2009 yilinda Cin’de tip 2 DM’li hastalarda AA ve AV genotiplerinin diyabetik
nefropati gelisimine karst koruyucu olabilecegini 6ne stirmiislerdir (133). Polonya’da
yapilan ¢alismada SLE hastalarinda MnSOD V'V genotipinin kétii prognoz ile iliskili
oldugu belirtilmistir (135). Aksini iddia eden calismalar da yapilmistir. Kanser ile
MnSOD A16V gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastiran c¢aligmalarda; AA
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genotipinin  kanser riskini artirdigi sonucu ¢ikarilmistir (137-140). Bizim
calismamizda hasta grubunda AA genotipi kontrol grubuna gore daha yiiksek olsada
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu bulgular HSP ile MnSOD gen
polimorfizmi arasinda bir iliski olmadigint diistindiirmektedir. Literatiirde HSP ile
MnSOD gen polimorfizmi iligkisini arastiran higbir ¢aligmaya rastlanmamuistir.
Ancak kesin yorumunu yapabilmek i¢in farkli ¢alismalarla daha biiyiik HSP’li hasta
grublarinda MnSOD gen polimorfizmini degerlendirmenin dogru olacagini

kanisindayiz.
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SONUC

Calismamizda HSP ile oksidatif stres arasinda kesin bir iliski saptanmistir.
Hastaligin aktif doneminde PON aktivitesi ve TAK diizeyinin iyilesme donemi ve
kontrol grubuna gore diisiik saptanmasi, oksidatif stresin HSP’nin hastalik siirecinde
rol aldigin1 ve bu enzimlerin ROT’un zararli etkilerinden korunmak igin
kullanildigin1 diistindiirmektedir. Aktif donemde MDA seviyesinin hem iyilesme
donemine hemde kontrol grubuna gore yliksek saptanmasi, lipid peroksidasyonunun

HSP patogenezinde yer aldig1 diislincesini desteklemektedir.

Antioksidan enzimler olan PON1 ve MnSOD’u kodlayan genlerde goriilen
polimorfizmlere bakildiginda; PON1 Q/R 192 polimorfizminde, Q allelinin HSP
gelisiminde risk faktorii oldugu ve HSP gelisme riskini 1,6 kat artirdig1 gozlenmistir.
Caligmamizda gen polimorfizmi dagiliminda en dikkat ¢ekici sonu¢ PON1 L/M 55
polimorfizminden elde edilmistir. MM genotipinin HSP gelisiminde énemli bir risk
faktorii oldugu ve M allelinin hastalik gelisme riskini 2,3 kat artirdigi saptanmustir.
MnSOD A16V gen polimorfizmine bakildiginda ise HSP ile arasinda kesin bir iligki
saptanmamustir. HSP’li  ¢ocuklarda MnSOD A16V polimorfizmine yonelik
literatlirde ¢alismaya rastlanmamustir. Yapilacak daha genis ve kapsamli ¢caligmalarla

bulgularimizin karsilastirilmasinin uygun olacagini diisiinmekteyiz.
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OZET

Henoch Schonlein Purpural Cocuklarda Oksidatif Stres Durumu ile MnSOD
ve PON1 Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun, Henoch Schénlein Purpurasi
(HSP) patogenezindeki rolii birgok caligmada gosterilmistir. Bu ¢aligmada oksidatif
stresin HSP patogenezindeki roliinii belirlemek ayrica antioksidan enzimlerden olan
paraoksonaz (PON1) ve mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD)’a ait gen
polimorfizmlerinin HSP ile iliskisini aragtirmak amag¢lanmustir.

Calismaya 70 HSP’li hasta (27 erkek, 43 kiz) ve 60 saglikli ¢ocuk alinmistir.
70 HSP’li hastanin 16’sinda, hastaligin aktif ve iyilesme doneminde oksidatif stres
ve biyokimyasal belirteclere bakilmis, kontrol grubundan 14 saglikli cocugun verileri
ile karsilastirilmistir. Calismanin son boliimiinde her iki grubun PON1 Q/R192,
L/M55 ve MnSOD A16V gen polimorfizmlerine degerlendirilmistir.

Idrarda n-asetil-p-D-glukozaminidaz (NAG) diizeyi aktif ddénemde olan
hastalarda, kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Hastaligin aktif doneminde
bulunan hastalarda bakilan tiibiiler fosfor reabsorpsiyonu (TPR) orani iyilesme
doneminde olan hastalara goére diisiik bulunmustur. Bu bulgular, HSP’nin aktif
doneminde proksimal tiibiiler hasarin varligin1 ortaya koymaktadir. Oksidatif stres
belirteclerine bakildiginda; hastaligin aktif doneminde malondialdehit (MDA)
diizeyleri artmis, PON aktivitesi ve total antioksidan kapasite azalmistir. Bu bulgular,
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun HSP patogenezinde rolii oldugunu
desteklemektedir.

PONI1 Q/R192 genotiplerinin dagilimi degerlendirildiginde, HSP grubunda
QQ genotipi siklig1 kontrol grubuna gore daha yiiksek olsa da bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir. Allel dagiliminda hasta grubunda Q allel sikligi,
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu bulgu, Q allelinin HSP
gelisiminde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. PON1 L/MS55 genotiplerinin
dagilimina bakildiginda, HSP grubunda MM genotip sikliginin kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Allel dagiliminda hasta grubunda M allel
siklig1, kontrol grubuna gore daha yiiksek saptanmistir. Bu bulgu M allelinin, HSP
gelisiminde bir risk faktorii oldugu sdylenebilir. MnSOD A16V genotiplerinin
dagilimina bakildiginda ise HSP grubunda AA genotip siklig1 kontrol grubuna gore
yiiksek olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Sonug olarak, bizim bulgularimiz oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunun
HSP patogenezinde rolii oldugunu, PONT1 ile iligkili PON1 Q/R192 ve PON1 L/MS55
polimorfizmlerinin HSP gelisme riski ile iliskili oldugu ancak MnSOD Al16V
polimorfizmi ile HSP gelisme riski arasinda kesin bir iliski olmadigini
diisiindiirmektedir. Yapilacak daha genis ve kapsamli ¢aligmalarla bulgularimizin
karsilagtirilmasinin uygun olacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Gen polimorfizm, HSP, MnSOD, PON
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SUMMARY

Investigation of Oxidative Stress Status and Gene Polymorphisms of MnSOD
and PONI1 in children with Henoch-Schonlein Purpura

The role of oxidative stress and lipid peroxidation in Henoch Schonlein
Purpura (HSP) pathogenesis is shown by many researches. In this study, we aimed to
state the role of oxidative stress in the pathogenesis of HSP, also to investigate the
relation between gene polymorphisms of the antioxidant enzymes PONI1 and
MnSOD with HSP.

Seventy patients with HSP (27 male, 43 female) and 64 healthy children as
control group were enrolled in this study. Sixteen of 70 patients with HSP, oxidative
stress and biochemical markers in active and remission periods of disease were
evaluated and compared with the results of 14 healthy children from control group.
At last part of the study, PON1 Q/R192, L/M55 and MnSOD A16V gene
polymorphisms of both groups were evaluated.

Urine n-asetil-B-D-glukozaminidase (NAG) levels were higher in patients
with active period of the disease than control group. Tubular phosphorus
reabsorption (TPR) ratio which is evaluated in patients within active period of the
disease, was lower than patients within remission period of the disease. This findings
affirmed the presence of proximal tubular injury during the active period of HSP.

When considering oxidative stress markers; malondialdehyde (MDA) levels
in active period of the disease increased, PON activity and total antioxsidation
capacity (TAC) levels decreased. These findings support the presence of the role of
oxidative stress and lipid peroxidation in HSP pathogenesis.

When we assessed distribution of PON1 Q/R192 genotypes, although QQ
genotype frequency was higher in HSP group than control group, this difference was
not statistically significant. In allele distribution, Q allele frequency was higher in
patient group than control group (p<0,05). This finding suggests possible role of Q
allele in developing of HSP.

In view of PON1 L/M55 genotype distribution, MM genotype frequency was
higher in HSP group than control group (p<0,05). In allele distribution of patient
group, M allele frequency was higher than control group. Through this finding, it
might be said that, M allel may be a risk factor for developing of HSP. In view of
MnSOD A16V genotype distribution, AA genotype frequency higher in HSP group
than control group but this difference was not statistically significant(p>0,05).

In conclusion, our findings indicate the current role of oxidative stress and lipid
peroxidation in HSP pathogenesis, PON1 Q/R192 and PON1 L/M55 polimorphisms
related with PON1 might have relation with the risk of HSP development whereas
the relation between MnSOD A 16V polimorphisms with the risk of developing HSP
is not definite. We think that further larger and comprehensive studies are needed to
compare the findings of our study.

Key Words: Gene polymorphism, HSP, MnSOD, PON
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