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0z

Dunyadaki en yaygin tek gen hastaliklari hemoglobinopatilerdir ve bunlardan
orak hucre hastaligi (OHH) hemoglobin yapi bozuklugu kaynakli otozomal resesif
kalitim gosteren bir hastaliktir. Ulkemizde Akdeniz Bolgesi’nde yayihm gosteren
OHH’li bireylerin  %13,6’s1 Mersin’de bulunmaktadir. Orak hiicre hastalarinda
oraklasan alyuvarlar kicik damarlarda tikaniklik yaparak, asiri oksidatif stres
nedeniyle ateroskleroz ve kalp hastaliklarina siklikla ve erken yaslarda yakalanirlar.
LDL’deki okside lipit birikimini 0nleyen PON1 geni tarafindan kodlanan
paraoksonaz-1 oksidatif stresin azaltilmasinda goérevli bir enzimdir. PON1 geninin
iki dnemli polimorfizmi olan PONL55M ve PONQ192R’nin paraksonaz aktivitesi
uzerine etkili oldugu ve koroner arter hastaliklarla (KAH) iliskilendirildikleri
gosterilmistir. Bu amagla OHH’li cocuklarda gorilen agrili krizler ve akut gogus
sendromu (AGS) ile ilk kez PONL55M ve PONQ192R arasinda baglanti
arastiriimistir. Bu calismada Mersin Universitesi Cocuk Hematoloji Bilim Dalina
kayithh 88 OHH’li cocukta TagMan SNP Tanimlama Yontemi ile PONL1
polimorfizmleri belirlenmistir. OHH’li ¢cocuklarda PONL55M polimorfizmi igin 33
L/L (yabanil, %37,5), 46 L/M (heterozigot, %52,3), 9 M/M (mutant, %10,2) olarak
bulunmustur. L allel frekansi %64 iken M allel frekansi %36°’dir. PONQ192R
polimorfizmi i¢in 36 Q/Q (yabanil, %40,9), 43 Q/R (heterozigot, %48,9), 9 R/R
(mutant, %10,2) olarak bulunmustur. Q allel frekansi 65,4 iken, R allel frekansi
34,6°dir. Hastalarin ilk krizi yasi, bir yillik dénemde kriz gecirmisligi, AGS gec¢misi
ve cinsiyeti dikkate alinarak ki-kare testi ile istatistiksel olarak karsilastiriimistir.
PONL55M polimorfizmi ile OHH’li cocuklarin agrili kriz, AGS episodlari arasinda
anlamli  bir iliski bulunmamistir.  OHH’li ¢ocuklarda yalnizca PONL55M
polimorfizmi ve cinsiyet arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
PONQ192R polimorfizmi i¢in de tim parametreler bakimindan istatistiksel olarak
anlamh bir iliski gosterilememistir. OHH’li ¢ocuklarda PONL55M igin yuksek
enzim aktivitesi gosteren L allel frekansi %64 iken, PONQ192R icin dlsuk enzim
aktivitesi gosteren Q allel frekasi 9%65,4’tiir. iki polimorfizm karsilikli
incelendiginde populasyondaki dagilim PON1 enzim aktivitesi bakimindan orta
seviyede oldugunu gostermektedir. PONL55M ve PONQ192R polimorfizmlerinde
mutant allel varhiginin birbirlerine etkisi incelenmistir. Bu iliski istatistiksel olarak
anlamli bulunmus ve populasyonda iki polimorfizm igin mutant olan alellerin birlikte
bulundugu gorulmemistir (p<0,001).

Anahtar Kelimeler: OHH, PON1, Polimorfizm, TagMan SNP Tanimlama, RT-PCR

Danisman: Prof. Dr. Yasemin KACAR, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim
Dali
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Paraoxonase 1 (PON1) Gene Polimor phism
in Patientswith Sickle Cell Disease
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ABSTRACT

The most common single gene disorders in the world are hemoglobinopathies
and one of the most important type of these disease, sickle cell disease (SCD) is
autosomal recessive inherited. In Mersin, Mediterranean region of Turkey, 13,6% of
the population has SCD. In Sickle cell patients since sickled erythrosites block
arteries so they subjected to exessive oxidative stess which causes atherosclerosis
and coroner arter disease (CAD in young age. Paraoksonase-1 coded by PON1 gene
prevents lipid oxidation in LDL is an important enzyme in overcoming oxidative
stres. Two polymorphisms of PON1 namely PONL55M and PONQ192R has affect
on enzyme activity so they were related with coroner arter disease (CAD). The aim
of the present study was to determine the relationship between painful episode, ACS
and PONL55M, PONQ192R polimorphizms in SCD patients. In 88 children with
SCD who are the patients of Mersin University Pediatrics Hematology, PON1
polimorphizms were analysed by TagMan SNP Drug Metabolism Genotyping Assay.
The genotype distribution of the children with SCD for PONL55M is found to be 33
L/L (wild, 37,5%), 46 L/M (heterozygote, 52,3%), 9 M/M (mutant, 10,2%). The
frequency of the L allele is 64% while the frequency of the M allele is 36%. 36 Q/Q
(wild, 40,9%), 43 Q/R (heterozygote, 48,9%), 9 R/R (mutant, 10,2%) for
PONQ192R polymorphism. The frequency of the Q allele is 65,4 while the
frequency of the R allele is 34,6. The first attack age of the patients, last year attack
history, ACS history and genders of the patients are compared with chi-square test.
Between PONL55M polymorphism and painful attacks, ACS episodes of SCD
patients no significant relation is found. PONL55M polymorphism and the gender
with the children with SCD is found to be significant. The relation between
PONQ192R polymorphism and indicated parameters also found not significant. L
alel frequency with high enzyme activity represented 64% among SDS patiens for
PONL55M, whereas Q alel with low activity with 65,4%. This results suggests that
expected paraoxonase-1 activity should be middle in children with SCD. The effect
between PONL55M and PONQ192R polymorphisms are scrutinized for mutant
allele existence. This relation is found to be significant statistically and mutant alleles
for these polymorphisms are not observed to be linked together (p<0,001).

Key words: SCD, PON1, Polimorphizm, TagMan Drug Metabolizm, RT-PCR
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1. GIRIS

Orak hicre hastaligi (OHH), hemoglobinopatiler arasinda en sik gortlen,
hemoglobin (Hb) sentez bozuklugu kaynakli otozomal resesif kalitim gdsteren bir
hastaliktir. Normal hemoglobin 2 Alfa (o) 2 Beta (B) zincirinden olusmaktadir. Beta
(B) zincirini kodlayan 11. kromozomdaki 146 aminoasitlik genin 6. kodonundaki
adenin (GAG) yerine timin (GTG) gecmesi sonucu, glutamik asit yerine valin
sentezlenme hemoglobinde yapisal degisim ile sonuclanir ve hemoglobin HbS
uretilmesi ile karakterize bir hemoglobinopati gelisir. [Harmening, 1997; Kuru,
2005]. Oksijensiz durumda HbS ¢ozinarlugi azalir. Hemoglobinler hicreye orak
seklini veren uzun ve sert yapilara polimerize olma egilimine gecerler. Oksijen
altinda polimerize olmus HbS’ler tekrar eski hallerine doénebilirler. Ancak
tekrarlayan oraklasmalar hiicrenin yapisini degistirir ve sonunda eritrositler kalici

olarak orak hticrelere donusur.

OHH’nin yayillim gosterdigi bolgeler icinde Akdeniz Bolgesi de yer
almaktadir. Ulkemizde orak hiicre hastaligi olan kisi sayisinin yaklasik 1200 civari
oldugu disuntlmektedir. Bunlardan Adana’da %10, Antakya’da %10,5 ve Mersin’de
%13,6 olmak Uzere dagilim gosterdigi bilinmektedir [Aygun, 2012; Arcasoy, 2003;
Canatan, 2006].

Orak hiicre hastalari 6zellikle oksijensizlik ve enfeksiyonlar nedeniyle
olusan iskemik ve vazo-okliziv agrili krizler sonucu oksidatif strese maruz kalirlar.
Buna bagli olarak ateroskleroz, kalp hastaliklari, serebrovaskiler hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar ve kanserin de yer aldigi patolojik durumlarin
olusumunun saglikh bireylere gore daha erken dénemde tetiklendigi bilinmektedir.
Oksidatif stresi asmakta dnemli mekanizmalardan birisinin de PON1 gen urunleri
oldugu bilinmektedir. PON1 paraoksonaz enzimi LDL’deki okside lipit birikimini
fosfolipit hidroperoksit hidrolizi yaparak énlemektedir. PON1 gen polimorfizimleri
paraksonaz aktivitesi Uzerine etkili oldugu ve cesitli hastaliklarla iliskilendirildikleri,
ozellikle koroner arter hastaligi (KAH)’nda etkili oldugu gosterilmistir. Son yillarda

yapilan calismalarda serum paraoksonaz enziminin plazmada ylksek dansiteli
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lipoproteinlerin  (HDL) vyapisinda yer aldi§i, LDL kolesteroli oksidasyon
reaksiyonundan korudugu ve LDL’deki kolesterol-linoleat-hidroperoksitleri ve
0zgun okside fosfolipidleri hidroliz ederek HDL’de lipid peroksit ve aldehit
birikimini %95'e kadar azalttigi gésterilmistir [Mackness vd., 1987].

PON1 geninin sik gorilen iki polimorfizminden birisi 3. ekzonda, 55.
pozisyonda C/G ve digeri 4. ekzonda 192. pozisyonda A/T nikleotit degisimi oldugu
belirlenmistir. 55. pozisyonda C/G nukleotit degisimi sonucu proteindeki amino asit
dizisi l6sinden metiyonine (Leu55Met) ve 192. pozisyonunda A/T nikleotit degisimi
sonucu ise  amino asit dizisi glutaminden arjinine (GIn192Arg) degisim
gostermektedir [Mueller , 1983]. PON1'e 6zgu tgunci bir polimorfizmde, 4. ekzonun
102. pozisyonda A/G transisyonu sonucu izoldsin / valin degisimine neden olan ve
fonksiyonel oldugu dusindlen, ancak 55 ve 192’ye gbre daha az gorllen bir
polimorfizmdir [Marchesani, 2003].

Mersin boélgesinde siklikla rastlanan orak hicre hastaliginda hasta yasam
kalitesini arttiracak tedavi yontemleri gelistirilmeye calisiimaktadir. Orak hucreli
bireyler yasadiklari kriz sonucu maruz kaldiklari oksidatif stres sonucu erken
donemde KAH tablosu gelismesine neden olmaktadir. Yangiyla iliskisi bulunan orak
hlcre hastaliginin yangi cevabi sonucu olusan hasarlarin sinirlandirilmasinda PON1
polimorfizmlerinin énemli rol oynayabilecegini disundirmektedir. Bu amagla
calismada orak hicre hastasi cocuklarda gorilen agrili krizler ve akut gogis
sendromu (AGS) ile iki PON1 gen polimorfizmi olan PONL55M ve PONQ192R
arasinda baglanti arastirilmistir. Bircok hastalikla iliskilendirilmis olan PONL1
polimorfizmlerinin ilk kez OHH’li ¢ocuk bireylerde dagihimlarinin belirlenmesi ile

tedavi ve kriz baskilama yontemleri i¢in yol haritasi sunmasi hedeflenmektedir.

DNA polimorfizmleri ve SNP tanimlamada son yillarda TagMan SNP
Tanimlama Yontemi yaygin ve givenilir bir sekilde kullaniimaktadir. PON 1

polimorfizmleri TagMan SNP Tanimlama Kiti ile RT-PCR’da gerceklestirilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMA

2.1 HEMOGLOBIN VE HEMOGLOBIN GENLERI

2.1.1  Hemoglobin

Oksijenli solunum yapan canlilarda oksijen tasinmasindan sorumlu
hemoglobin 2a ve 2B polipeptidinden ve her bir polipeptide oksijenin geri
dondstimli baglandigi demir iceren dort hem merkezine sahip bir proteindir.
Polipeptit zinciri ve protoporfirin IX’un halka yapisinin ortasina yerlesmis demir
atomundan olusan hem grubu sentezi farkh hicresel kompartmanlarda

gerceklesmektedir [Nelson ve Cox, 2005].

Yetiskin hemoglobini, 20 ve 2B polipeptit zincirlerinden olusan
kuarternar yapidaki hemoglobin HbA olarak gosterilir. Hemoglobin yuksek
organizasyonlu canlilarda (omurgalilarin timunde) 6zel hicreler olan alyuvarlar
icerisinde yer alir. Alyuvar icerisindeki hemoglobin (HbA-202[) akcigerlerden
O, alinip, dokularda birakir, oksijen baglama ve salinimi allosterik olarak

hemoglobin formundaki degisiklikler ile saglanir. [Hardison, 1999].

insanda alyuvar hiicreleri pluripotent kok hiicreden koken alan ortak
miyeloit kok hicreden yolk kesesinde olusur (eritroipoez). Gebeligin 2.
haftasinda eritropoiezin mezoblastik evresinde primitif eritroblast halini alir, bu
asamadaki alyuvar cekirdeklidir. Gebeligin 6. haftasi itibaren eritropoezden
sorumlu ana organ karacigerdir ve hepatik evre olarak adlandirilir. Gebeligin 4.
ayindan sonra eritropoezin myeloid evresi olarak adlandirilir ve kemik iliginde
kan Gretimi baslar. Kemik iligi postnatal dénemde eritropoiez i¢in ana kaynak
olarak kan Uretimi gorevini devralir. Ergenlige kadar iskelet sistemindeki ilik
kirmizi ve aktiftir. Yetiskin donemde aktif kemik iligi vertabra, kaburga,
sternum, kafatasi, pelvis gibi yassi kemik iliginde, humerus ve femurun

proksimal epifizinde bulunur [Nussbaum vd. 2007].
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Hemoglobin sentezi bazofil eritroblastlarda baslar, bu asamada ¢ekirdek
heterokromatin ~ 6zellik  kazanir ve kigulme gosterir.  Polikromatofil
eritroblastlarda iyice kigulur, normablastlarda ise c¢ekirdek kenara itilmistir,
hemoglobin miktari %34’e ulastiginda cekirdek hiicreden atilarak retiktlosit
halini alir. Retikilositler dolasima gecer ve 1-2 gun igerisinde olgunlasir, bu
asamada diger organellerini kaybederler. Olgunlasmis alyuvarin émri 120
gundur. Yaslanan alyuvar dalakta makrofajlarca ortadan kaldirilir, dolasimdaki
denge kemik iliginde strekli Gretilen kan ile saglanir [Nussbaum vd., 2007
Akay, 2001].

2.1.2 Hemoglobin Genleri ve Sentezi
Alfa polipeptidini kodlayan genler (alfa globin) 16 kromozom, alfa-
olmayan (beta) globin genleri ise 11. kromozom Uzerindedir. Cesitli tipte ve
sayida gen iceren hemoglobin lokuslari asagidaki tabloda belirtilmistir. (Cizelge

2.1)

Cizelge 2.1. Hemoglobin Genleri

HEMOGLOBIN GENLERI

Gen Kimesi/ o BENZER GENLERI/ B BENZER GENLERI/
Kromozom 16. KROMOZOM 11. KROMOZOM
Etkin Genler Z ’ o B ’ y 5 ‘

Gen Kimesi | T | 0T | woa [wou [ oz [ oy [ 6] € [ Sy [ By [ wB | 3

Alfa benzer genler o globin gen lokusu, alfa-olmayan genler ise 8
globin gen lokusu olarak adlandirilir. Bu iki lokusdaki genlerin ifadelerinin
duzenlenmesi tam anlasilamamis olsa da alfa ve beta benzeri zincirlerin esit
oranda sentezlenmesiyle globinlerin dengesi saglanmaktadir. islevsel bir kirmizi
kan hticresi icin globinlerin dengeli eslesmesi gereklidir. Bu dengenin bozulmasi

cesitli hastaliklarin olusmasina sebep olur [Provan, 2005; Nelson ve Cox, 2005].
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Alfa Globin Genleri

Alfa globin gen lokusu kromozom 16 Uzerindeki pes pese yerlesen iki o
genini tasir. Gen kiimesi 30 kb’lik bir alan kaplamaktadir. Her hiicrede bulunan
iki kromozom 16 ile bireylerde toplamda 4 a globin geni bulunur. Bu genlerin
her biri hemoglobin sentezi icin gerekli o globin zincirinin dortte birini
karsilamaktadir. Alfa genlerinin her birinde 5” ucunda baslangi¢c kodonundan 30
baz Ust bdlgede promotor element (ATA BOX) yer alir. Gen kontroliinden
sorumlu korunmus dizenleyici dizinin digeri AATAAA dizisi 3’ ucuna
eklenecek polyA kuyrugunu tanimakla gorevlidir. Bunlardan baska CCAAT
GGGGTG ve CACCC korunmus duzenleyici dizilerden bazilaridir. Bu diziler
memelilerde homoloji gosterirler ve ifade suresince cesitli transkripsiyon

faktorlerinin baglanmalarini uyarirlar [Stamatoyannopoulos, 2005].

Gen ifadesini arttirici etkide bulunan LCR (lokus kontro bolgesi) ise o
globin lokusunun birkac kb Ust bolgesindedir. Bu lokusta bulunan bir diger gen
ise embriyonik dénemde gegici bir stre var olan zetadir (¢). Bunlarin disinda ug
tane protein vermeyen 0riin psddogenleri (W5, o2, Yal) bulunmaktadir. Gen
kiimesinin sonunda fonksiyonu bilinmeyen teta (81) geni bulunmaktadir ve
ekspresyon engelleyici bir mutasyon tasimiyor olsa da protein Grin varlig

belirlenememistir [Nelson ve Cox, 2005; Hardison, 1998].

Beta Globin Genleri

Beta globin gen lokusu embriyonik gelisimde etkinlik sirasina gore
ifade olan epsilon (), gama (y), delta (8) ve beta (B) genlerini bulundurur.
Lokusta protein Urind olmayan ve evrimel kalinti oldugu dusinulen bir
psodogen () vardir. Gen kiimesi 60 kb’lik bir alani kaplamaktadir. Her bir gen
tekli kopya halinde bulunurken y geninin iki kopyasi bulunmaktadir.
Mekanizmasi bilinmemekle birlikte embriyonik gelisim siresince etkin olan 8
benzeri zincir, a zincirine uyumlu miktarda sentezlenmektedir [Nelson ve Cox,
2005].
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B gen kumesinde yer alan ve gen ifadesini arttirici etkide bulunan LCR,
hemoglobin gen ifadesinde ana duzenleyicidir. Transgenik fareler Ustlinde
yapilan calismalarda B globin gen kiimesi Ustiindeki kimi genler cikartildiginda
LCR’nin kontrol gérevini tam olarak yerine getirmedigi, ancak gen kiimesi buttn
halinde iken kontrolin saglandigi gosterilmistir [Stamatoyannopoulos, 2005;
Sumer vd, 2011].

Gelisim Surecine Baglh Hemoglobin Sentezi

Alfa gen kiimesinden zeta ({) geni sadece embriyogenezin ilk birkac
haftasinda eksprese olur. Sonrasinda gorevi o globin devralir. Beta globin gen
kiimesinde ise epsilon (g) geni embriyonik siirecte ilk eksprese olan B benzeri
globindir. Gama (y) geni fetal gelisim siresince ekspresyonunu korur. 202y
kombinasyonundan olusan hemoglobinin bu formu HbF’tir. Gama (y) globin
iiretimi dogumla beraber B globindenki artisla uyumlu olarak azalma gosterir. Bu
slrecte dogum sonrasindaki 7-8 ay ic¢inde HbF varligi ©6nemli oranda
korunmaktadir. Nadir durumlarda bebeklik sonrasinda HbF varhgr ile
karsilasilabilmektedir.  [Nelson ve Cox, 2005; Dulbecco, 1997,
Stamatoyannopoulos, 2005]. (Cizelge 2.2.)

Cizelge 2.2. Gelisim Surecine Gore Hemoglobinler

Embriyonik Fetal Hemoglobin Yetiskin
Hemoglobinler Hemoglobinleri
Gowerl 2( 2¢ HbA 20 23
Gower2 20 2¢ HbF 20 2y

Portland 22y HbA2 200 20

Embriyonik donem hemoglobinleri Hb Gower | (2£2¢), Hb Gower I
(2a.2¢), Hb Portland (2£2y) iken, fetal donemde az mikarda yetiskin hemoglobini
olan HbA (2a2p) sentezi goriilsede, baskin hemoglobin oksijen tutma kapasitesi
daha yiksek olan HbF (2a2y)dir. HbA yetiskin hemoglobin olarak adlandirilsa
da dogumdan sonraki 18-24. aylar itibari ile bireyde baskin hale gelir [Guyton,
1991].
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Normal yetiskinlerde baskin hemoglobin HbA (2a2f3)’dan baska HbF
(202y ) ve delta () geni urtini 2a ve 26 zincirinden olusan HbA2 %3’den az
oranda bulunur. [Nussbaum vd., 2007]. (Sekil 2.1.)

P Embryonic Hb Genes 16013.3 a-like Globin Cluster
l Fetal Hb Genes o WElp wg o2

£2 al 8
I Adult Hb Genes
2 Telomeric Centromeric
I Unknown function

P pseudogenes l

Sac Gower (&) Gower (@) | | Portiand (&) |

+ ¥

e FOETAL Hb HbF (a,y.) |

h

Marroi HoALoB,) Gowerl(a6) |

¥ 1
B -like 11p15.5 ; oy Ay B 5 B

Globin
Centromeric Telomeric
Cluster

£2012 Dr Avinash Deo (avinashdeo@gmail.com)

Sekil 2.1. Gelisim Suresince Sentezlenen Hemoglobin Tipleri [Deo, 2012]

2.1.3. Hemoglobinin Evrimi

Hemoglobinin yizen memeli olan balinalardaki gorevdasi olan
miyoglobin ile 141 aminoasit icinden 24 tanesi ile uyumluluk gosterir.
[Stamatoyannopoulos, 2005]. Miyoglobin ve guniimiz hemoglobini 1100 milyon
yil 6nce olusan hemoglobin benzeri genden farklilasmistir. Siire¢ iginde 6nce a
geninin olustugu icerdigi mutasyon sikliklarindan anlasiimaktadir. B benzeri
genler ise 200 milyon yil 6ncesine dayali gen duplikasyonlari ile gelismistir. & ve
B geni ise yaklasik 40 milyon yil dnce farklilasmistir. y geni ve € 100 yil dnce
birbirinden ayrilmis olup, 30 milyon yillik strecte y genleri de farkh iki gruba
ayrilmistir  [Hardison, 1998; Ciplak, 2009]. (Sekil 2.2.) Gelismis olan
hemoglobin zincirlerinin milyon yillari kapsayan bir siirede gen duplikasyonari
ile miyoglobinden gelistigi dusunulmektedir. Gen duplikasyonlari yeni gen

olusumu i¢in en 6nemli kaynak oldugu distnilmektedir.
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1100 milyon yil Gnce
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404 30/
miyoglobin a B 34 Sy ¢

Sekil 2.2. Hemoglobinin Evrimi [Ciplak, 2007]

2.2 HEMOGLOBIN VARYANTLARI

Hemaoglobin Gretiminin kontrolt hemoglobin proteinlerinin ifadesindeki
uyum ile saglanir [Sumer vd, 20011]. Hemoglobinin islevine etki eden yapisal
(amino asit) degisiklikler ve/veya globinlerden birisinin sentezlenmemesi (globin
eksikligi) durumu anormal hemoglobinin olusumundaki en énemli etkenlerdir
[Hardison, 1999]. Anormal hemoglobinlerin bir kisminda islevi etkilemeyen
sessiz mutasyonlar bulunmaktadir. HbA’dan farklilik gésteren tim anormal
hemoglobinler hemoglobin varyantlari olarak siniflandiriimaktadir [Menzel vd.,
2010]. Hemoglobin islev bozuklugu sonucu gelisen hastaliklar ise

hemoglobinopatiler olarak degerlendirilmektedir.

Talasemiler, hemoglobinin a veya B zincirlerinin birisinin eksik olmasl
halidir ve globinlerinde dengesizlik sonucu alyuvarda bozukluga neden olur ve
anemi gelisir. Hemoglobin alt biriminden biri etkilenmesine ragmen, diger alt

birimler bir ¢ok talasemide normaldir [Hardison, 1999; Nussbaum vd., 2007].

Alfa ve beta gen lokuslarinda mutasyon sonucu olusmus bugtne kadar

belirlenmis ve halen tanimlanmakta olan yiizlerce hemoglobin varyanti vardir.
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Varyantlarin siniflandirmalari farklilasmanin bulundugu globine gore
yapiimaktadir. International HapMap Project, buglne kadar diinyada gorilen
hemoglobin varyantlarini 6zelliklerine goére siniflandiran, hemoglobinopati ve
hemoglobin varyantlarinin dokiiminu gdsteren en genis kaynaktir. Klinik énemi
olan ve hastaliklarla iliskilendirilen varyanatlarin bazilari HbS, Hb Barts, HbC ve
HbE’dir. Bundan baska gesitli olan bu varyantlar kimi zaman anne ve babadan
farkli varyantlarin gelmesi ile bireylerde birlesik hemoglobin varyantlari
tasimaktadirlar. Bu durumda gosterilen belirtiler tasinan hemoglobin varyantina

gore degismektedir.

2.3 ORAK HUCRE HASTALIGI

Orak hiicre hastaligi ilk kez 1910 yilinda Herrick tarafindan 20 yasinda
agrilari ve kansizhgr olan bir hastanin kan yaymasinin incelemesi sirasinda

oraklasmis hiicrelerin gortilmesi ile tanimlanmistir [Harmening, 1997].

Hemoglobinin B globin zincirde 6. pozisyonundaki glutamik asit yerine
valin gecmesi sonucu olusur. GAG kodonundaki adeninin timine degisip GTG
kodonunu yani valin olusturmasiyla yik dengesi bozulur ve hemoglobin
katlanma yapar [Noguchi, 1993]. Yapiskanligi fazla olan yeni hemoglobin
zaman icinde kendisi gibi oraklasmis diger hemoglobinlerle birlesme
egilimindedir ve damar tikanmalarina sebep verebilir [Kilig vd., 2000]. Ayrica

bu mutasyon molekiiler denge ve ¢ozunirligunde buyik degisiklige yol acar.

Hastaligin merkezi Afrika olmakla birlikte gdcler ile tim dinyaya yayilim

gerceklesmistir [Aksoy, 1958; Aygin, 2012]. (Cizelge 2.3.) Karayipler, Orta ve

Guney Amerika, Akdeniz bolgesi (Turkiye ve Yunanistan’i igine alan), Ortadogu ve

Hindistan hastahigin sik géruldugu bolgelerdir [Canatan, 2006].

Toplumda her 1000 saglikh bireyden 2 veya 3’0 orak hiicre tastyicisidir. Bu

oran risk bolgelerine gore degisim gostermektedir.
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Cizelge 2.3. Diinya Saglik Orgiitinin Belirledigi Dinya Uzerinde OHH’nin
Dagilimi [Aygin, 2012]

Bolge SayI
Afrika 233,289
Amerika 9,047
Dogu Akdeniz 6,491
Avrupa 1,292
Kuzeydogu Asya 26,037
Bati Pasifik 13
Diinya Geneli 276,168

Saghk Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin verilerine gore
tastyict  sikhiginin  Adana’da %210, Antakya’da %210,5, Mersin’de %13,6 ve
ulkemizdeki toplam orak hicre hastaligr olan kisi sayisinin yaklasik 1200 civarinda
oldugu belirtilmistir [Arcasoy, 2003; Canatan, 2006]. Ayrica hastaliin Antalya’da
%2,5, Diyarbakir’da %0,5, Mugla’da %0,5 sikhikta goruldigu bildirilmistir [Eraslan,
2005] Orak hicre hastaligi bolgemiz icin oldukca 6nemli bir saghk sorunudur.
Yapilan calismalarda Mersin, Adana ve Hatay’da OHH goriilme sikliginin %10-13
gibi ¢cok yuksek oranlarda oldugu bilinmektedir.

Orak hiicre hemoglobinini genetik olarak homozigot durumda tasiyan
hastalar icin OHH terimi kullanihir. Otozomal cekinik (resesif) gecis gosteren bu
hastalikta hasta birey dogmasi icin her iki ebeveynin de tasiyici olmalari gerekir
[Harmening, 1997]. Bu akraba evliliklerinde oldukca sik karsilastlan bir durumdur.
Heterozigot durumdaki kisi anne ya da babanin sadece birinden mutasyona ugramis
geni almaktadir ve eritrositlerde HbA ile birlikte HbS de bulunmaktadir. Bu durum
OHA tastyicthgr olarak adlandiriimaktadir. Genotip olarak OHA tasiyicisi olan
ebeveynler %25 olasilikla OHH’l1 cocu@a sahip olma riski tasimaktadir. Béyle anne
ve babadan genotipi normal olan ¢ocuk dogma olasiligi ancak %25tir [Tlzmen,
2001].

10
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HbS molekdlleri, oksijen dizeyi dustigu zaman polimerize olur,
eriyebilirligi ve akiskanhigi azalir. Alyuvardaki HbS yogunlugu 30 g/dL’ye
ulastiginda yar1 kati hale gelir. Orak hiicre hemoglobininin likid ve solid fazlar
arasindaki dengeyi dort faktor tayin eder. Bunlar oksijen diizeyi, HbS diizeyi, 1si
ve HbS disindaki diger hemoglobinlerin varligidir. Bu etmenlerdeki patolojik
degisiklikler belirgin olarak alyuvarin orak seklini almasina neden olur.
Oraklasmis hucreler, kiciuk kapilerleri gecmek icin gerekli sekil degistirme
yetenegini kaybederler. Oraklasan eritrositler dolasimin viskozitesini artirir ve
kan akimini yavaslatir. Bu da 6zellikle kiiguk damarlarda tikaniklik ve oksijensiz
bir ortam olusturarak, agrili kriz ve organ nekrozuna, sonucta akut ve kronik
sirecte doku harabiyetine neden olur [Harmening, 1997; Noguchi, 1993;
Embury, 2000].

| oo um—— —
10 um 10um
[Val }{ His { Leu }{ Thr }{ Pro {{ Glu { Glu }-- - - [Vai i{ His H{ Leu { Thr }{ Pro HEZTH{ Glu f- - -
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 i 7

Sekil 2.3. Normal Kirmizi Kan Hicresi ve Normal Hemoglobinin Temel Yapisi,
Oraklasmis Kirmizi Kan Hiucresi ve Orak Hemoglobinin Temel Yapisi [Embury,
2000].

Oraklasan hicreler donusumli veya donistmsiz olabilir. Orak hiicre
anemisi hastalarinin periferik yaymasinda gortlen orak seklindeki hucreler geri
donissiz orak hucrelerdir. Bu hicrelerin  sayisi  sabittir  ve hastaligin

komplikasyonlari ile (agrili kriz gibi) degismez. Geri donussuz orak hiicreler,

11



AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

Ozkalitimli orak hiicre hastaliginda bulunurken tasiyicilik tipinde yoktur. [Wang,
1999]. (Sekil 2.3.)

Enfeksiyonlar, parsiyel oksijen basincinda azalma, asiri fiziksel
egzersiz, alkol, gebelik, damar ¢apini azaltan durumlar, vicut isisinin artisi, kan
yogunlugunda artma, oksihemoglobin disosiasyon egrisinin saga kaymasina
neden olan pH azalmasi, yiksek HbS, disik HbF miktari, glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) eksikligi ve 2,3 difosfogliserat dizeyinin azalmasi
oraklasma egilimini arttiran etkenlerdir [Mary, 2000; Canatan, 2003].

Orak hiicre hastaligindaki  klinik belirtilerin  cogunlugu kan
akiskanliginin azalmasi ile ilgilidir ve dokuda oksijen doygunlugunun diismesine
ve daha sonra oraklasmaya yol acan kisir donglnin devamina neden olur.
Sonucta dalak, kemik iligi ve plasentada doku enfarktlari ve fibrozis gorilir.
OHH’da eritrositlerin yaklasik 2/3’G  makrofajlar tarafindan dolasimdan
uzaklastirthir. Total hicre yikiminin 1/3’0 damar i¢i olmaktadir. Oraklasmanin
duzelmesi sirasinda mikroflamanlarin dokilmesi veya kapiller damarlardan
oraklasmis htcrelerin gegisi sirasinda hemoliz gerceklesir [Noguchi, 1993;
Embury, 2000; Mary, 2000]

Orak hiicre hastaliginda c¢ok cesitli klinik tablolar gozlenmektedir. Kimi
bireyler hicbir bulgu vermez ve toplum taramalari sirasinda taninirken, kimi olgu
da erken bebeklik doneminde ciddi bulgularla karsimiza cikabilir. Erkek
hastalarin ortalama yasam stresi 42, kadinlarinsa 48 yildir. Fakat bu yas sinirlari
hastaligin ilerleyisine gore degiskenlik gosterebilir [Embury, 2000]. Glnimuzde
50-60" I yaslara uzanmaktadir. Bireylerde HbS dogumdan itibaren mevcut
oldugu halde, fetal ve erken postnatal dénemde yeterli miktarda HbF mevcut
oldugundan, bulgular genellikle 6 ayliktan sonra ortaya c¢ikar. Klinik tablo
haplotiplere bagli olarak farklilik gosterir. Ayrica HbF miktari ve alfa talasemi
varh§r da klinik siddetini etkiler. ilk iic ayda anemi, 6. aydan sonra ilk kez
splenomegali fark edilir. ilk vazo-okluziv kriz olgularin yaklasik yarisinda

yasamin 6.-12. ayinda gorullr; buyuk ¢ogunlugunda 6 yastan énce, ¢cok azinda

12
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da yetiskin yasta klinik semptom verebilir [Serjeant, 1995], [Turgeon, 2005;
Ozen , 2013]. Hastaligin belirti ve bulgulari hematolojik olan ve hematolojik

olmayan seklinde ikiye ayrilir [Canatan, 2003].

Hematolojik bulgulardan aplastik kriz kemik iliginde kirmizi hiicre
onculeri ve retikllosit sayisinda azalmasina bagh Hb dizeylerinde ani disus
sonucu alyuvar yapiminin gecici olarak durmasidir [Saarinen, 1986; Dover,
2003]. Hemolitik kriz hemoglobin ve hematokrit diizeylerinde diisme, ates, ikter,
laktat dehidrogenaz (LDH) ve retikulosit dizeylerinde artis olarak ifade edilir
[Embury 2000]. Vazo-okliziv kriz damar ici oraklasma ve buna bagh gelisen
doku kanlanmasinin bozulmasi sonucu agrinin eslik ettigi yan etkidir ve OHH’l
cocuklarin en 6nemli klinik bulgularini olusturur. Damar tikayici krizler; el-ayak
sendromu, agrih krizler, akut gogis sendromu (AGS), santral sinir sistemi
etkilenimi ve priapizm olarak kendini gosterebilir [Mary, 2000; Canatan, 2003;
Beutler, 1998; Unal, 2011]. Arastirmada ilk agrih kriz yasi ve calisma siresini
kapsayan donemde agrih kriz gecirmisligi vazo-okltziv agrili krizlerin bilgilerini

icermektedir.

Hematolojik olmayan bulgular ilki vicut agirligini etkileyen biylme
geriligidir. OHH’li bireylerde kalp hastaliklari cocukluk ¢agindan itibaren kronik
anemiye bagl olarak kalp atim hacminde artis, kalp odaciklarinda veya
boyutlarinda blyiume bagslar. Ayrica hastalarda kalp damar hastaligi olmaksizin
kalp damarlari orak hiicrelerin tikamasi nedeniyle kalp krizi gelisebilir [Embury,
2000]. Bir diger onemli hastalik, arastirmada da hasta gecislerinin incelendigi
akut gogus sendromudur. Orak hticre hastalarinin yaklasik % 30’unda akut gogus
sendromu gorulir ve eriskinlerde hastaliga bagli 6limlerin % 15’inden
sorumludur. Agir olgularda akciger fonksiyonlari hizla bozulur ve ciddi hipoksi
ile solunum yetmezligi gelisebilir [Mary, 2000; Beutler, E 1998]. Enfeksiyonlar
orak hiicre hastasi ¢ocuklarda en yaygin 6lim nedeni sepsisi ve menenjit gibi
enfeksiyonlardir. ilk on yildan sonra anaerobik ve enterik organizmalar 6nemli
patojenlerdir. [Wang, 1999]. Dalak ve karacigerin etkilenmesi oraklasan

hicrelerin dalaktaki kan dolasiminin tikanmasiyla baslar. Hemoglobin
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yogunlugunda azalma ve dalakta ani biyume ile kendini gosterir ve bu olay
dalak sekestrasyon krizi olarak bilinir ve kanin dalakta gollenmesi ile kendini
gosterir [Pappo, 1989; Buchanan, 1977]. Santral sinir sistemi olaylari inme, ana
serebral ve intraserebral damarlarin tikanikhgi veya subaraknoid kanamaya bagli
olarak gelisen OHH’li ¢ocuk ve geng eriskinlerin % 6-17’sinde bildirilen ciddi
bir yan etkidir. OHH’ya bagl gelisen serebrovaskiler olaylardan en sik
karsilasilani sessiz iskemilerdir [Milbauer, 2008]. Norolojik sistem orak hiicre
hastalarinda konvdilziyon, basagrisi, parestezi, menenjit, denge bozuklugu, isitme
kaybi ve subaraknoid kanama sayilabilir OHH’li ¢cocuklarda beyinde iskemi ve
enfaktlis sonucu norolojik bulgularla diizelebilir hemiplejiler gelisebilir, gdzde
ani gérme kaybi goralebilir [Mary, 2000; Canatan, 2003;Claster, 2003]. Kizlarda
menstriiasyon ve hamilelik sik tekrarlayan oraklasma ataklari ile kendini gdsterir,
hamilelikte dustk dogum agirhgr ve uterus ici fetus 6lumine sebep olabilir
[Claster, 1993].

Orak hicre hastaliginda tani ve tedavi hastanin éykusinde irk, geldigi
yore, aile Oykisl, yakinmalarinin baslangic zamani ve tetikleyen etkenler
degerlendirilmeli, fizik muayenede solukluk, sarilik, splenomegali, enfeksiyon
bulgulari, organ ve iskelet sistemindeki sekil bozukluklari degerlendirilmelidir
[Canatan, 2003].

Bebeklik doneminde HbS orani artip HbF dustiikce orak hicre
hastaliginin bulgulari ortaya ¢ikmaya baslar. 4. ayda hemolitik anemi ortaya
cikar. Asit ve alkali elektroforez, HPLC ve izoelektrik fokuslama (IEF) tani
yontemlerindendir. DNA’nin PCR amplifikasyonu ile de beta mutasyon kontrol

edilip orak hicre hastaligi belirlenebilir [Jinks vd, 1989].

Tedavide temel prensipler, HbF yapimini arttirmak, HbS miktarini
azaltip oksijene ilgisini arttirmak ve sonucta orak hucrelerin kiicik damarlarda
tutulmalarini azaltmaktir. Oraklasma mekanizmasinda en 6nemli olay olan HbS
polimerizasyonu, HbF miktarinin yikseltilmesi ile azaltilabilir [Canatan, 2003],

[Vichinsky, 2002]. HbF seviyesinin yiiksek olmasi OHH’da koruyucu etkiye
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sahiptir. HbF, HbS’in polimerizasyonunu in vitro ortamda inhibe etmektedir
[Charache, 1995]. HbF yapimini artiran ilaglarin  basinda hidroksilre
gelmektedir. Hidroksiire HbF sentezini artirarak eritrosit kok hucrelerin
farklilasmalarina etki eder ve eritrosit yasam suresini etkileyerek oraklasmayi
azaltir. Bu ilag agn krizlerini, hastanede kalis strelerini, akciger ve nérolojik
olaylari azaltmada % 60 basarili olmustur fakat hastalarin % 40’inda ilacin
kullanimina yanit alinmayabilir. Onemli bir yan etkisi yoktur [Canatan, 2003],
[Claster, 2003]. Kisa zincirli yag asitleri (valproik asid), eritropoietin, 5-

azacitidin de HbF yapimini artirarak etkili olan diger ilaglardir [Canatan, 2003].

Kronik kan transfizyon OHH’ya bagl merkezi sinir sistemi iskemileri,
akut gogus sendromu, vazo-oklusif krizler, biyume geriligi ve dalagin
fonksiyonsuz olmasi durumlarinda kronik transfiizyonlarin bu agir orak hicre
semptomlarini engelleyebilecedi gosterilmistir [Styles, 1994]. Tedavi HbS

seviyesinin % 30’ un altinda kalmasini saglamaktir [Vermylen, 1994].

Belirgin organ hasari olmayan kiicuk ¢ocuklarda doku uygunluk antijeni
(HLA= Human Lokosit Antijen) uygun kardeslerden yapilan kok hicre nakli
oldukga yiiksek oranda basari saglamaktadir [Vermylen, 1994].

Prenatal tani hamileligin 8.-10. haftalarinda koryon villustan veya
amniyosentezden elde edilen fetal DNA kullanilarak orak hiicre mutasyonunun
molekdler analizi yapilabilir [Ducrocq, 2001]. Bu durumun yayginlasmasi ve
hastaligin 6niine gecmek adina Hemoglobinopati Kontrol Programi baslatiimis
ve Ulke genelinde mevcut sorunlarin ¢ézima icgin, 30.12.1993 tarihinde 3960
saylli olarak yayimlanan Kalitsal Kan Hastaliklari ile Micadele Kanunu'na
dayanilarak hazirlanmig, "Kahtsal Kan Hastaliklarindan Hemoglobinopati
Kontrol Programi ile Tani ve Tedavi Merkezleri Ydnetmeligi™ 24 Ekim 2002
tarihli ve 24916 sayili Resmi Gazete’ de yayimlanmistir. Toplum taramasi, halk
egitimi, genetik danisma ve rehberlik hizmetleri verilmesi yoluyla gebelik ve
dogum oOncesi tani ve tedavi yontemleri kullanilarak anormal hemoglobin hastasi

dogumunun uygun strateji ile dnlenmesidir. Her ikisi de tasiyici olan ciftlerin
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bilinmesi ve ¢ocuk sahibi olmadan 6nce genetik danismanliktan yararlanmalari
hastaligin 6nlenmesi agisindan gereklidir [Ozbas, 2008]. Ulkemizde aralarinda

Mersin ve Adana’ninda oldugu 33 ilde bu merkezler bulunmaktadir.

2.4, PARAOKSONAZ1 (PON1) ENZiMi VE POLIMORFIZMLERI

2.4.1. Paraoksonazl (PON1) Enzimi

Glikoprotein yapida, kalsiyum bagimh bir ester hidrolaz olan
paraoksonaz (PON), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz
(E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip bir enzimdir [Durrington, 2001]. Oksidatif stres
ve serbest radikaller hastaliklara neden olabilmektedirler [Ames, 1983],
[Goldstein, 1990]. insan viicudunda serbest radikalleri uzaklagtirmada gorevli
enzimatik mekanizmalardan biri olup sistematik adi aril dialkil fosfatazdir.
Paraoksonaz geni ailesi PON1, PON2 ve PON3 olarak adlandirilmis tg Uyeye
sahiptir. [Draganov, 2005].

PON1 50’li yillarda serumda azo boyalarin hidroliz yetenegiyle esteraz
olarak tanimlanmistir. Paraoksonun (dietil-4-nitrofenilfosfat) enzimatik olarak
hidrolizini katalizledigi gosterildikten sonra esteraz A olarak siniflandiriimistir
(Aldridge, 1953; Tashian ve Show 1962; Krish, 1968). A esterazlarin, B
esterazlarin tersine bircok organofosfatli insektisiti, sinir gazini hidrolize ederek,
bu tir toksik bilesiklerin detoksifikasyonunu sagladiklari anlasiimistir
[Mackness, 1987].

insan ve tavsan dokularina ait mRNA’lar paraoksonazin sadece
karacigerde oldudunu gostermektedir. insan PON1 karacigerden sentezlenerek
kana salinan enzimin HDL ile etkilestigi ve aterosikleroz gelisimini onledigi
belirtilmektedir [Hasset, 1991; Draganov 2005]. (Sekil 2.4.)

Paraoksonaz (PON1) paraoksonun hidrolizini saglayan, kalsiyum

bagimh calisan ve dolasima giren organofosfatlarin nérotoksisitesinden sinir
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sistemini koruyucu bir ajandir. [Poore, 1972; Zech, 1974; Furlong, 1988].
Ornegin; parathion karaciger ve diger dokulardaki mikrosomal sitokrom p450
sistemi tarafindan oksidatif destlfirizasyonla paraoksona donusip, estraz B olan
asetilkolin esteraz inhibisyonuna neden olur [La Du, 1992]. Farkh bir
organofosfath insektisit grubunun metaboliti olan klorpirifos oksonun da
paraoksonaz tarafindan hidroliz edildigi ve bu grup insektisitlerin
detoksifikasyonunda 6nemli 6lglide rol oynadigi belirlenmistir [Mackness vd,
1987; Furlong, 1988; Primo-Parmo, 1996]. Organofosfatlarin kullaniminin ve
yayitliminin 40 yil 6nce basladigint g6z o6niine alirsak bu bilesiklerin
metabolizmasi gittikge 6nem kazanmaktadir.

| Arg veya GIn
192
/\\. — —
% \J\Q’Qﬁ ; ¥ Karbohidrat
. N ,'I N\ —
/? \| Karbohidrat |
f |
l Karbohidrat ]
\ /lsH
/{284 cys
N P
Met veya “~__ 88 | Karbohidrat
Leu 55 Y
| Hidrofobik bélge 5
. ‘ Fosfolipidler
e L -
| Apo A-1§ [ Paraoksonazin Yapisi ‘

Sekil 2.4. Paraoksonazin Yapisi [Aviram, 1999].

In vitro ¢alismalar, PON1 ve PON3’tun LDL’nin lipid oksidasyonunu
inhibe ettigini, bdylece aterosklerozu baslatan ve ilerleten okside lipid
seviyelerini azalttigini gostermistir [Harel, 2007]. Paraoksonazin, okside
LDL’deki kolesteril-linoleat-hidroperoksitleri ve 06zglin okside fosfolipidleri
hidroliz ederek HDL’de lipid peroksit ve aldehit birikimini %95’e kadar azalttig!
gosterilmistir  [Aviram, 1999]. Paraoksonaz enzimi tepkimesiyle lipid

peroksitlerinin aterojenik etkilerini notralize ettigi ve hicre membranlarini

17



AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

korudugu dusunilmektedir. Ayrica paraksonazin lékotren metabolizmasinda da
onemli rol oynadigi Watson ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismayla
gosterilmistir [Navab, 1995; Watson, 1995].

Memelilerde hepatik detoksifikasyon mekanizmasindan herhangi bir
nedenle kacan oksonun serum paraoksonaz tarafindan ok hizli metabolize
edilerek  beyine ulasmasinin  engellendigi  gosterilmistir.  Paraoksonaz
memelilerde bulunmasina karsin boceklerde ve kuslarda bulunmayisi bu grup
canlilarin  organofosfat  zehirlenmelerine daha hassas olmalarini  da
aciklamaktadir [Brealey, 1980].

insan serumundan saflastirilan paraoksonaz (PON1) enzimi minimum
43-45 kDa molekuler kitleye sahip ve 354 aminoasitlik bir glikoproteindir.
Katalitik aktivitesi icin kalsiyum iyonuna ihtiya¢ duyar, sulfidrilli ajanlarla
inhibe edilebilir ve yapisinda sisteinlerin yer aldigi gosterilmistir [Mackness,
1998]. Paraoksonaz proteininin yapisal kismi birincil transkript ile tipik verici ve
alict kisimlardan olusan 9 ekzon ile kodlanmistir. [Clandenning, 1996].
Yenidogan insanda eriskinin yarisi seviyede PON1 aktivitesi oldugu ve bir yilda
yetiskin enzim seviyesine eristigi ve omir boyu aktivitenin sabit kaldig
gosterilmistir.  Ayrica enzim aktivitesinin cinsiyete bagll bir degisim

gostermedigi bulunmustur [Mackness, 1998].

PON21’in HDL ile iliskisi Uriel tarafindan 1961°de yapilan
immunopresipitasyon calismalariyla tespit edilmistir. HDL ile iliskili olarak lipid
peroksidasyonunu &nlemedeki roli 1990’lardan sonra anlasilmistir [La Du,
1992; Mackness, 1998]. Yapilan cesitli arastirmalarla PON1’in Apolipoprotein
Al (ApoAl) ile birlikte HDL partikillerine bagl oldugu gosterilmistir. PON1’in
N-terminalinde bulunan hidrofobik sinyal dizisi ile HDL icerisine entegre oldugu
distinilmektedir [Aviram, 1999]. immiinoafinite kromatografisi yontemiyle
insan PON1’in ApoAl ve clusterin iceren HDL alt grubu icerisinde bulunmasi
sonucu enzimin membran ve lipoprotein tamir ve yapilandirma mekanizmasinda
rol oynadigini disundirmektedir [Mackness, 1998]. PON1’in bunu HDL de lipit
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peroksit ve aldehit birikimi; okside LDL’deki kolesteril-linoleat-hidroperoksit ve
0zgin okside fosfolipitleri hidrolize ederek engelledigi belirtilmektedir
[Durrington, 2001].

Paraoksonaz aktivitesinin tespiti ile birlikte bu enzim icin genetik
polimorfik farkhhklarin varhgr da arastirilmaya baslanmistir. Bazi insan
epidomolojik calismalari, PON gen polimorfizmleri ile kardiyovaskdler hastalik
riski arasinda iliski bulundugunu gostermistir. insan ve fare (izerinde yapilan
calismalar ile PONZ1’in antioksidatif ve ateroprotektif ozelligi gosterilmistir
[Shih, 2009].

2.4.2. PONL1 Geni Polimorfizmleri

Paraoksonazl, PON2 ve PON3 ile baglantili olarak 7q 21.3-22.1
boélgsinde bulunur [Durrington, 2001]. (Sekil 2.5.) Birbirine 120kb’lik uzaklikta
yer aldigi ve digerlerinin PON1 ile %65 aminoasit homolojisi ve arilesteraz
aktivitesi gosterdigi bulunmustur [Mochizuki, 1998; Aviram ve Rosenblot, 2004;
Huen, 2010].

— — o — =0
5 = =+ ol = 5 = 59 E
b= = = [
(=8 T o
e - LA =

Sekil 2.5. PON1 Kromozom Uzerindeki Yeri [Genetics Home Reference, 2013]

insan serum paraoksonazi icin ilk genetik polimorfizm 70’li yillarda
tanimlamistir [Geldmacher von Mallinckrodt, 1973]). Yapilan calismalarda
paraoksonaz aktivitesinin iki farkl fenotipini kontrol eden ayni otozomal lokusta
yer alan iki allel oldugu belirlenmistir. [Playfer, 1976]. Sonrasinda paraksonazin

uc farkl aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [Mueller, 1983]. Albuminin
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paraoksonaz aktivitesine sahip olmasi, polimorfik paraokson aktivitesi optimal
assayinin albumin olmayan fraksiyondan temel aldigini distindirmastir [Jorge,
1984].

DNA’da nikleotit seviyesinde calismalarin baslamasi sonucu Kistik
fibroz geni ile beraber raslantisal olarak ayni lokusta yer alan paraksonazi
kodlayan PON geninin dizisi ortaya cikartiimistir [Eiberg, 1985; Nielsen, 1986;
Schmiegelow, 1986].

Daha sonra insan serum ve tavsan paraoksonaz cDNA klonlarini

tanimlamislardir [Hassett vd, 1991].

Serum paraoksonaz polimorfizmlerinin molekiler dayanagini enzim
aktivitesiyle birlikte tespit edilmistir. izole edilen {i¢ bagimsiz cDNA klonlarinda
55. ve 192. aminoasit kodonlarinda farkhiliklar bulmuslardir [Humpert, 1993].
PON1 geninin sik gorilen iki polimorfizminden birisi 3. ekzonda, 55.
pozisyonda A/T ve dideri 6. ekzonda 192. pozisyonda A/G nikleotit degisimi
oldugu belirlenmistir. 55. pozisyonda A/T nikleotit degisimi sonucu proteindeki
amino asit dizisi l16sinden (L) metiyonine (M) degismistir. Alti farkli kodonla
ifade edilen 16sine ait kodonlardan biri de AAG’dir. Kodondaki 2. nukleotidin T
nikleotidine degisimiyle olusan ATG kodonu ise metiyonini kodlar. 192.
pozisyonunda A/G niikleotit degisimi sonucu ise aminoasit dizisi glutaminden
(Q) arjinine (R) degisim gostermektedir. iki farkli kodonun kodladigi glutaminin
CAG kodondaki 2. aminoasitin G nlkleotidine degisimiyle olusan CGG kodonu
ise arjinini kodlayan alti kodondan biridir [Pasdar, 2006].

PONL55M polimorfizmi, PON1’in HDL ile baglanmasinda rol oynayan
N-terminal bélgesinde lokalizedir [Adkins S, 1993]. PONQ192R polimorfizmi,
enzimin hidrolitik aktivitesinde substrat farkliligindan sorumludur [Leviev,
2001].
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PONZ1'e 0zgu ucgtncl bir polimorfizmde, 6. ekzonun 102. pozisyonda
A/G transisyonu sonucu izoldsin / valin degisimine neden olan ve fonksiyonel
oldugu dusundlen, ancak PONL55M ve PONQ192R’ye goére daha az gorulen bir
polimorfizmdir [Marchesani, M 2003]. PONL55M, PONI102V ve PONQ192R
kodlama bolgesi Gzerinde bulunmaktadir [Gupta, 2009]. (Sekil 2.6.)

Enzim seviyesine etki eden diger dnemli polimorfik pozisyonlar da
PONZ1 geni promotor bolgesinde PON -162, PON -108 bdlgesinde yer almaktadir
[Huen, 2010].

SBOE 832 Ad2 o126 108 L55M 1102y Q192R
GIC Gia GIAGIC TIC AIG T
3r

El E2

Sekil 2.6. PON1 Geninin Yapisi. Mavi ve mor renkli kutucuklar dokuz ekzonu

E3 E4 ES E& E?7 E8 ES

(E1-9) simgelemektedir. 5’ promotor boélgede 5, kodlanan bdlgede 3, 3’

translasyona ugramayan bélgede 4 polimorfizm gdsterilmistir [Furlong, 2002].

PON Q192R polimorfizminin enzim aktivitesi zerinde etkili oldugu
goralmastir. 192. pozisyonda Q (glutamin) iceren bireylerin serum paraoksonaz
enzim aktiviteleri R (arjinin) iceren bireylerinkine gére daha disuk bulunmustur.
R igerenler ylksek aktiviteli paraoksonaza sahipken Q polimorfizmi tastyanlar
dusik aktiviteli paraoksonaz bulundurmaktadir. Bu polimorfizim, substrat olarak
paraokson kullanildiginda 192. pozisyon PONQ192R polimorfizmi igin disuk
aktivite gostereni A alloenzimi yiksek aktivite gostereni B alloenzimi
tanimlamistir. Q/Q duslk aktiviteli, R/R ve Q/R ise yuksek aktivitelidir.
[Humbert, 1993]. Ancak calismalarda kullanilan substrat degistirildiginde enzim
aktivitesinde farkliliklar gorilmustir. Sinir gazi, sarin, diaoksozon gibi
substratlar kullanildiginda A alloziminin B allozimine gdre bunlari daha hizli
hidrolize ettigi gosterilmistir. Fenilasetat substrat olarak kullanildiginda ise iki

allozim arasinda aktivite farkliligi gozlenmemistir [Davis vd, 1996]. Bu da
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polimorfizmlerin tespitinde SNP tanimlama yontemlerinin kullaniimasini

zorunlu kilmistir.

PONL55M pozisyonda L (lésin) ve M (metiyonin) degisiminin
paraoksonaz aktivitesi acisindan bir farklihk gdstermedigi ve bu pozisyon igin
alloenzim tipi olmadigini dustindiren calismalarin yani sira  [Humbert, 1993],
NIDDM’li hastalarda bu polimorfizmin PON aktivitesini yonlendirdigi
gosterilmistir  [Blatter-Garin, 1997]. Farkh bir c¢alismada PONL55M
polimorfizminde ise; MM homozigot bireylerde, LL homozigotlara kiyasla
paraoksona karsi daha disuk PON1 aktivitesi gosterdigi de gozlenmistir.
[Leviev, 2001]. PONL55M ve PONQ192R polimorfizmleri enzim aktiviteleri
icin MM ve QQ dusuk aktiviteli olup, RR ve LL yuksek aktivite gosterdigi, L/M
ve Q/R i¢in orta seviyede aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [Altuner, 2010].

Osteoporozlu hastalar ve saglikli kontrol grubu ile yapilan ¢alismada
PON1 PONL55M, PONQ192 dusuk PON enzim aktivitesi gdstermekdir, bu
osteoporoz icin risk faktoru oldugu gozlenmistir [Topbas, 2013].

2.4.3. Hastaliklarla iliskileri

PON1 geni polimorfizmlerinin koroner arter hastaliklar (KAH), felg,
serebral enfarktis, iskemik felg, tip 11 diabetes mellitus, alzhemier gibi
hastaliklarla iliskisi arastirilmistir.

Koroner arter hastaligi (KAH): PON1 gen polimorfizmleri, enzimin
koruyucu fonksiyonunu engelleyerek koroner arter hastaligi riskini artirmaktadir
[Blatter-Garin, 1997; Mackness, 1998]. Serum PON1 seviyesi dusik olan
farelerde ateroskleroza yatkinhgin ve stenoz oraninin arttigi da gosterilmistir
[Rozenberg, 2003]. (Cizelge 2.4.)

Amerikan populasyonuyla yapilan bir ¢alisma sonucunda PONQ192R

polimorfizmi icin Q alleli (dustk enzim aktiviteli) bulundurmanin KAH igin risk
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faktori olabilecedi gosterilmistir [Sanghera, 1997]. Fransiz populasyonu ile
yapilan bir ¢alismada da benzer bir sonu¢ gozlenmistir [Ruiz, 1995]. Ayni
polimorfizm i¢in Japon populasyonunda R/R genotipi hakimdir ve beyaz irkdaki
Hardy-Weinberg’e uygun olan allel dagiliminin bulunmayisi nedeniyle KAH ile
Q192R polimorfizmi arasinda istatistiksel bir iliski kurulamamistir [Zama,

1997].

Cizelge 2.4. KAH’l Hastalarla Yapilan PON1 Polimorfizm Arastirmalari

Risk Faktori
Hastalik Arastirila PONL PONQ1 Auf
n 55M 92R
Populasy
on
Amerika - Q alleli Sanghera,
1997
Fransa - Q alleli Ruiz, 1995
Japon - Anlamli Zama, 1997
ligki
yok
Singapur - Anlaml Sanghera,
Kokenli iligki 1997
KAH Cinli yok
Hintli - R alleli Sanghera,
1997,, Pati
ve
arkadaslari
1998
Cin - Q alleli Wang, 2004
Turk - Anlaml Aynacioglu,
iligki 2000
yok
Turk M Anlamli Tagskiran,
alleli iligki 2009
yok

Singapur kokenli Cinliler ve Hint Asyalilarin cahisildigl arastirmada
Hintli KAH hastalarinda R alleli sikhgi saglikli bireylere gore oldukcga yuksek
bulunmus ve Q192R polimorfizminin populasyonda KAH icin bagimsiz bir risk
faktorii olabilecegi belirlenmistir, Cinlilerde bdyle bir iliski gdzlenmemistir
[Sanghera, 1997]. Hint populasyonunda yapilan bir ¢calismada Q/R genotipi ve R
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allel sikhginin KAH hastalarda saglikli bireylere oranla daha yiksek oldugu
gorulmastir. Hintli bireylerde KAH icin bilinen risk faktorlerinin ve aile
gecmisinin genotip sikhigini etkiledigi, paraoksonaz polimorfizminin ise lipit
oksidasyonunun disinda KAH yatkinligi Gzerine etkili olabilecegi bulunmustur
[Pati vd, 1998].

Cin populasyonunda yapilan bir baska arastirmada Q allelinin (distk
enzim aktiviteli) kardiyovaskuler hastaliklar icin risk faktori olabilecegi

sOylenmistir [Wang, 2004].

Tirk populasyonunda KAH’l bireylerle yapilan bir arastirmada R allel
sikhginin hasta bireylerde daha yuksek oldugu, ancak genotip ve allel dagilimlari
acisindan saghikli ve hasta bireyler arasinda istatistiksel olarak énemli bir
farklilik olmadigi goérilmustur [Aynacioglu, 2000].

Tiurk populasyonunda yapilan bir baska calismada PONQ192R ve
PONL55M  polimorfizmleri  taranmis, KAH’li  bireylerde PONL55M
polimorfizmi icin M allel frekansi yuksek iken, PONQ192R polimorfizminde R
alleli icin farklilik gordlmemistir. Turk populasyonu igin PON1 L55M
polimorfizminin KAH gelisiminde risk faktorl olarak degerlendirilebilecegi
belirtilmistir [Taskiran, 2009].

Cocuk hastalarda PON1 polimorfizmi ¢ok az ¢alismada rastlanmistir.
Turk populasyonunda yapilan PON1 polimorfizm calismalari birinde Q alleli
ve/veya L alleli varhiginin ¢ocuklarda FSGS (Fokal Segmental Glomerilo
Skleroz) gelisimi icin risk faktoru olabilecedi belirlenmistir [Biyikl, 2006]. Bir
baska calismada MPGN’li Turk ¢ocuklar taranmistir ve PONQ192R igin QQ
genotipi ile MPGN (Membranoproliferatif Glomerulonefrit) gelisimi arasinda
onemli bir iliski oldugu belirlenmistir [Bilge, 2007]. Brezilya’da ise akut 16semili
cocuklar PON polimorfizmlerince incelenmis, akut I6semi ve PONL1

polimorfizmleri arasinda anlamli bir istatistiksel iliski kurulamamistir. Daha
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once cocuklarda yaptlan PON1 polimorfizm c¢alismalarinin bir kismi tabloda
gosterilmistir [Gongalvez, 2012]. (Cizelge 2.5.)

Cizelge 2.5. Cocuklarla Yapilan PON1 Polimorfizm Arastirmalari

PONL1 ile Risk Faktoru
Hastalik iliskisi PON PONQ1 Atlf
L55 92R
M
Fokal Hiperlipidemia
Segmental ve nefrotik
Glomerilo sendromlarda L Q alleli (Bryikl,
Skleroz artan lipid alleli 2006).
(FSGS) oksidasyonu
Membranopr arteriel
oliferatif hipertans. ve QQ
Glomerulone hiperlipidemi - genotipi (Bilge,
frit (MPGN) gorilen bdbrek 2007).
rahatsizlig

Diyabet: Diyabetik komplikasyonlarda PON1 Q192R, L55M
polimorfizmleri ve enzim aktivitesini belirlemek Uzere yapilan calisma
sonucunda Tip2 diyabette MM ve QQ genotipleri ¢cok sik gorilmuis ve enzim
aktivitesinin ise hasta bireylerde daha distk oldugu belirlenmistir [Ergun, 2011].
Diyabetli hastalarla yapilan diger bir ¢calismada ise her iki polimorfizmle hastalik
arasinda bir iliski bulunmasina ragmen PONQ192R genotipinin komplikasyon
ortaya c¢lkmasinda 3 kat daha etkili oldugu belirlenmis ve Q192R
polimorfizminin diyabetik komplikasyon riski ile iliskisinin daha gicli oldugu
bulunmustur [Altuner, 2010]. (Cizelge 2.6.)

Cizelge 2.6. Diyabetli Hastalarla Yapilmis PON1 Polimorfizmi Arastirmalari

Hastalik Populas- Risk Faktoru Atif
yon PONL PONQ1
55M 92R
Tark M/M Q/Q Ergun, 2011
Cek M/M Q/Q Flekac, 2008
_ Avustralya L/L Anlamh Kao, 1998
DIYABET Iiski
Yok
Misir L/L QQ, OR Helaly, 2013
genotipi

25




AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

Cek populasyonunda PON1 geni L55M, Q192R polimorfizmlerinin
diyabetik anjiyopati ve enzim aktivitesi ile iliskileri arastiriimis,
makroanjiyopatili hastalarda daha disuk PONL1 enzim aktivitesi ve daha zayif
diyabet kontrolu belirlenmis, MM ve QQ genotip sikhginin fazla oldugu
bulunmustur [Flekac, 2008].

Oksidatif LDL’nin retinada bulunan kilcal damar epitelyum hiicreleri ve
perisitler icin toksik etki yarattigi bilinmektedir. Bu nedenle PON1 Q192R ve
L55M polimorfizmlerinin Tipll diyabetililerde retinopati patogenezinde 6nemli
oldugu dustnulmis ve genotip dagilimlari ile allel sikliklari arastiriimistir.
Q192R polimorfizminin hastalik gelisiminde etkili olmadigi ancak LL
genotipinin hastalikla iliskili oldugu ve L allel sikliginin hasta bireylerde yiiksek
bulundugu bildirilmistir [Kao, 1998].

Misirh populasyonda Tipll diyabet hastalari ile yapilan calismada
PONLS55M icin L/L genotipi ve PONQ192R icin Q/R ve Q/Q genotipleri risk
faktori olarak bulunmustur [Helaly, 2013].

iskemik  felg: PONLS5M, PONQ192R ve  PONT107C
polimorfizmlerinin ve 3 farklh PON1 enzim aktivitesinin (diazoksonaz,
paraoksonaz, arilesteraz) iskemik felc ile iliskisi arastiriimis, iskemik felg icin
risk faktor olarak diazoksonaz aktivitesi ilk kez cahisiimis ve saglikli ve hasta
bireylerde her ¢ enzim aktivitesi hemen hemen ayni bulunmustur. Genotip
analizi sonuclarinda her ¢ polimorfizm icin ayri ayrt anlamh farkhlik
gbziukmese de, ayni anda heterozigot oldugu bireyler icin risk faktori olarak

gosterilebilecegi dustintlmustir [Demirddgen, 2009].

Kanser: italyan populasyonunda yapilan calismada prostat kanserli
hastalarda PONL55M polimorfizmi icin LM ve MM genotipi, PONQ192R
polimorfizmi i¢cin QR genotipi risk faktori olarak gortlmuistir [Antognelli,
2005]. (Cizelge 2.7.)
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Turk populasyonunda osteosarkomlu hastalar ile yapilan calismada,
PONL55M polimorfizminin  homozigot L/L genotipinin ve PONQ192R
polimorfizminin  homozigot Q/Q osteosarkom gelisiminde risk faktori

olabilecegi bulunmustur [Ergen, 2010].

Gogus kanseri hastasi kadinlarda L55M polimorfizmi icin MM genotipi
etkiliyken, Q192R polimorfizmi icin iliski yoktur [Stevens, 2006].

Turk populasyonunda mesane kanseri hastalariyla yapilan bir ¢alismada
PON1 L55M bolgesinin MM genotipinin mesane kanseri icin risk faktoru
olabilecegi, LM genotipli bireylerin ise mesane kanseri yatkinligi gésterebilecegi
gosterilmistir. PONQ192R igin ise homozigot R/R genotipinin yalnizca hasta
bireylerde gortlmesi, her iki allelin R olmasi durumunda bireylerde hastalik riski
olabilecegini disundurmektedir (Kog, 2012)

Cizelge 2.7. Kanser Hastalarinda PON Polimorfizm Arastirmalari

Hastalik Populas- Risk Faktori Auf
yon PONLS55 PONQ1
M 92R

Prostat italya LM, MM QR Antognelli

genotipi genotipi 2005
Aterosarkom Tark LL QQ Ergen,

genotipi genotipi 2010
Gogus Amerika MM Yok Stevens,
Kanseri genotipi 2006
Mesane Turk M alleli Yok Kog, 2012
Kanseri
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasinda, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji
Klinigi’nde mevcut takip edilen gonulli 88 orak hicre anemili hasta bireyin
kanlarindan elde edilen DNA’lart kullanilmistir. Tez c¢alismasina, Mersin
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 20 Aralik 2012 tarih ve 2012/401
sayil etik kurul karari ile belirtilen ve “etik acidan uygun” olarak degerlendirilmesi
sonucu baslanmistir. Kararin kopyasi ekte sunulmustur. (Ek-1)

3.1. KAN ORNEKLERINDEN DNA iZOLASYONU ve DNA
ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

Hastalara ait kan ornekleri hastalarin bagvuru zamanlarindaki degiskenlik
nedeniyle farkli zamanlarda degisik sayilarda gerceklesmistir. Ornekler 5 ml’lik
EDTA’l tiiplerde toplanmistir. Soguk képik kutu icinde Mersin Universitesi ileri
Teknoloji EQgitim Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne ait Hemoglobinopati

laboratuvarina tasinmistir. DNA izolasyonu yapilincaya kadar 4°C saklanmistir.

DNA izolasyonlari High Pure PCR Template Preparation Kit-ROCHE (Cat.
No. 11 796 828 001) kullanilarak yapiimistir. Kit igerisinde bulunan el kitabindaki
protokol takip edilerek kan drneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir (Ek-6).

Calismada hasta bireylerden elde edilen genomik DNA’larin miktari Mersin
Universitesi lleri Teknoloji Egitim Arastirma ve Uygulama Merkezi Kok Hiicre
Hazirlik Laboratuvari’nda NanoQ Mikrovolum Spektrofotometre ile belirlenmis,

DNA Kkalitesi etidyum bromit ile boyanmis agaroz jelde incelenmistir. (Ek-7)
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3.2 TagMan SNP TANIMLAMA YONTEMI

DNA polimorfizmleri ve SNP tanimlamada son yillarda TagMan SNP
Tanimlama Yontemi yaygin ve guvenilir bir sekilde kullaniimaktadir. TagMan testi
(5° Nikleaz Testi) PCR yontemi ve florofor isaretli problarla calismaktadir.
[McGuigan, 2002]

Polimorfizmdeki niikleotit degisimleri VIC ve FAM boyali problar ile analiz
edilmistir. PON L55M icin VIC floresan boyali prob A nikleotidini, FAM boyali
prob T nikleotidini isaretlemektedir. Her iki allel A nilkleotid iceriyorsa yani birey
polimorfizm i¢cin homozigot Ozellik g0steriyorsa yalnizca VIC boya ile
isaretlenecektir. Eger her iki allel T nukleotidi iceriyorsa FAM boya ile isaretlenecek
ve birey yine homozigot olarak degerlendirilmistir. Allellerden biri A digeri T
nikleotidi bulunduruyorsa her iki boya ile isaretlenecektir. Bu nedenle bireyler

heterozigot olarak degerlendirilmistir.

PON1 Q192R polimorfizminde A/G nukleotidleri degisimi s6z konusudur.
Tasarlanan assay mix icerisindeki problar A ve G nikleotidlerini isaretlemektedir.
PON Q192R i¢in G nukleotidi VIC, A nukleotidi FAM boyasi ile isaretlenmistir.

Degerlendirme buna gore yapiimistir.

PONZ1 polimorfizminin genotip analizleri Cizelge 3.1.”de belirtilen TagMan
SNP Tanimlama (Applied Biosystems, Foster City) kiti kullanilarak, ViiA™7 Real-
Time PCR System (Applied Biosystem) cihazinda yapilmistir. Cihazin kendi

yazilimi ile allelik ayrim analiz edilmistir. izlenilen asamalar asagida belirtilmistir.
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Her iki PON1 polimorfizmi igin SNP tanimlama analizi hasta bireylerin kan

DNA'’sI ile Cizelge 3.2.’de verilen semaya gore pipetlenmistir. Hazirlanan karisim

kuyulara calisilan kuyu sayisina gore (96 well plalte) 24l olarak dagitilmis, tizerine

son olarak 1 pyl genomik DNA pipetlenmistir.

Cizelge 3.1. PON1 Polimorfizmlerinin RS ve Assay Numaralari

PONZ1 Polimorfizmleri

RS Numaralari

Assay Numaralari

PONL55M (A/T)

rs854560

C_2259750 20

PONQ192R (A/G)

rs662

C_32339722_10

[SNP numaralari rs854560 ve rs662, NCBI Database Entrez SNP’de kayit numarasi

olarak kullaniimaktadir.]

Cizelge 3.2. TagMan Testi PCR Karisiminin Hazirlanmasinda Kullanilan Miktarlar

Reaksiyon icerigi Hacim/kuyucuk (96 well plate)
(25 pl Reaksiyon hacmi)

2x TagMan Universal PCR Master Mix | 12,5
Il (Applied Biosystem)
20x  TagMan Drug Metabolism | 1,25
Genotyping Assay Mix
dH,0 10,25
Toplam 24
Deney Protokolii
1. Cizelgede tek reaksiyon icin belirtilen karisim calisilacak érnek sayisina

uyumlu olarak hazirlanir. (24 pl x 6rnek sayisi+2)

2. Karisimin hazirlanmasinin ardindan her kuyuya 24 pl olacak sekilde

dagitilir.

3. Kuyulara 1’er ul DNA 6rnegi eklenir.

4. Plate adesif film ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde, filmi Ust ylzeyi ve
plate’in alt yuzeyine temas edilmeden kapatilir.
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5. Plate santrif(j ile 2 dakika santrifiij edilir.

6. Plate cihaza yerlestirilir ve uygun program ile calistirtlir (Cizelge 3.3.)

Cizelge 3.3. PON Polimorfizimlerinin Applied Biosystem ViiA7 Real-Time PCR
icin SNP Tanimlama PCR Programi

Enzim Aktivasyonu PCR (50 .d6ngti)

HOLD Denature Uzama
95°C 92°C 60 °C

10 dk 15sn 1dk 30 sn
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BULGULAR ve TARTISMA

4.1. ORAK HUCRE HASTASI COCUKLARIN DNA ORNEKLERI

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji BD kayitli 88 cocuk
hastanin kan Orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Orneklerdeki DNA
konsantrasyonu 15-85 ng/ul arasinda oOlculmustir. Ayrica DNA bantlari agaroz jel

elektroforeziyle kontrol edilmistir. (Sekil 4.1.)

Sekil 4.1. DNA Bantlarinin Goruntisu

4.2. ORAK HUCRE HASTASI COCUKLARIN PON1 POLiIMORFizM
SONUCLARI

4.2.1. Orak Hiicre Hastasi Cocuklarin ilk Agrili Kriz Yasi, Agrih Kriz Sikhg,

Akut Gogus Sendromu ve Cinsiyete Gore Dagilimi

Arastirma grubu 35 (%39,8)’i kiz, 53 (%60,2)’0 erkek olmak tzere toplam
88 OHH’li gocuktan olusmaktadir. 87 hastanin tanisi ilk agrili krizin ardindan
konulmustur. Bu hastalar i¢inde 1 yas ve dncesinde tani koyulmus 55 (%62,5) birey
varken, 32 (%36,4) bireye 1 yasindan sonra tani konulmustur. Gruba dahil 1 ¢cocuga
OHH tanisi prenatal amniyosentez testi ile belirlenmistir.

Calisma baslangicindan itibaren 88 OHH’li ¢cocugun 87’sine ait agrili kriz
bilgileri takip edilerek agrili kriz sikhigi belirlenmistir. (Cizelge 4.1.) Bir ¢ocugun
agrili kriz bilgisine ulasilamamistir. Hastalardan 31’inde (%35,2) yil iginde agrih
kriz gorilmezken, 56’sinda (%63,6) agrih kriz gézlenmistir.
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Arastirma populasyonu iginde Akut Gogls Sendromu 22 OHH’li ¢ocukta
goriilirken, 64’Gnde gorilmemistir. iki cocugun ise AGS bilgisine ulagilamamistir.
Beutler, 1998 de belirtildigi Gizere OHH bireylerin % 30’unda akut gdgus sendromu

gortlmesi bizim ¢alisma populasyonumuzca da desteklenmistir.

Cizelge 4.1. OHH’h Cocuklarin Dagilimi

Veriler Sayl
. . 1VYas> 55 (62,5)
Ik Kriz Yasl 1Yas< 32 (36.4)
. s Yok 31 (35,2)
Kriz sikhgi Var 56 (63.6)
Akut G6gus Gegirmeyen 64 (72,7)
Sendromu Gegiren 22 (25,0)
L/L 33 (37,5)
PONL55M L/M 46 (52,3)
M/M 9 (10,2)
Q/Q 36 (40,9)
PONQ192R Q/R 43 (48,9)
R/R 9 (10,2)
- A 36 (40,9)
Allozim B 55 (59.1)
. Kiz 35 (39,8)
Cinsiyet Erkek 53 (60.2)

* kriz sikhgi calisma siresini kapsayan son 1 yili nitelemektedir.

** Humbert, 1993’e gore enzim aktivitesinin ikili siniflandiriimasi

4.2.2. OHH’li Cocuklarda PON1 SNP Tanimlama Sonuclari

Arastirma grubunda bulunan tim OHH’li bireylerin DNA 6rnekleride PON1
polimorfizmleri olan PONL55M ve PONQ192R icin tasarlanmis TagMan SNP
Tanimlama kitleri kullanilarak SNP tanimlama yapilmistir. Her bir PON1
polimorfizminin SNP genotipleme sonuclari, OHH’li ¢ocuklarin ilk kriz yasi, kriz
sikligi, AGS ve cinsiyete gore istatistiksel analizlerle degerlendirilmistir.
Karsilastiriimalar icin tablo altinda verilen yiizde oranina gore %20’den buyikse
Likelihood ratio ki-kare degerine ait, %20°den kicukse Pearson ki-kare testine ait

anlamli deger kullanilmistir. Istatistik anlamlilik olarak p<0.05 alinmistir.
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4.2.2.1. PONL55M Polimorfizmi Tanimlama Sonuglari ile OHH’li Cocuklarin ilk
Kriz Yasl, Kriz Sikhgi, Akut Gogus Sendromu ve Cinsiyete Gore

Degerlendirilmesi

OHH’li ¢ocuklarin PONL55M polimorfizmi SNP sonuglarina bakildiginda
L/L yabanil 33 (%37,5), L/M heterozigot 46 (%52,0) ve M/M mutant 9 (%10,2)
birey oldugu gortlmektdir. (Cizelge 4.2.) L allel frekansi %64 iken M allel frekansi
%36°dIr.

Orak Hicre Hastasi ¢ocuklarda ilk kriz yasi ile PONL55M polimorfizmi
incelendiginde hastalarin L/L genotipli ¢ocuklardan 19°u 1 yas ve dncesi grupta,
14’0 ise 1 yasindan sonra kriz gegirenler grubunda yer almaktadir. L/M genotipli
cocuklarda 1 yas ve oncesinde ilk kriz 30 bireyde gézlenmis, 15 birey ise 1 yasindan
sonra ilk krizi gecirmistir. M/M genotipli bireylerde ise 6 Kisi 1 yas ve déncesinde kriz
grubuna dahilken, 3 birey 1 yasindan sonra ilk krizini yasamistir. Yapilan ki-kare
testi sonucuna gore Pearson Chi-Square anlaml degerine gore iki degisken

arasindaki iliskinin anlamli olmadigi kanaatine variimistir (0,695).

Arastirma grubunda OHH’li ¢cocuklarda bir yillik ¢alisma dénemi igerisinde
gecirilen kriz sikligi ve PONL55M polimorfizmi dagihmi karsilastirlldiginda, L/L
genotipli 13 bireyde kriz olmazken 19’unda en az 1 kez kriz gézlenmistir. L/IM
genotipi icin 15 krizsiz, 31 bireyde kriz g6zlenmistir. M/M genotipinde ise 3 kriz
gecirmeyen, 6 kriz gecirmis birey bulunmaktadir. Istatistiksel analiz sonucunda
PONL55M ile son yil icinde gecirilen kriz sayisi arasindaki Pearson Chi-Square
testine gore iki degisken arasindaki iliskinin anlamli olmadigi kanaatine variimistir.
(0,759)

Akut gogus sendromu gegiren 22 OHH’li bireyin 9’u L/L, 11’i L/M ve 2’si
M/M genotipindedir. Kriz gecirmeyen 64 bireyin dagilimi ise 22 L/L, 35 M/L ve 7
M/M olarak bulunmustur. istatistiksel analiz sonucunda iki kategori arasinda Pearson
Chi-Square testine gore anlamh bir iliski bulunmadigi gdzlenmistir (0,854). (Cizelge
4.2)
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Arastirma grubunun  PONL55M polimorfizmi ile cinsiyet dagilimi
incelendiginde L/L genotipi icin OHH’li kiz ¢cocuk sayisi 8 iken erkek ¢ocuk sayisi
25’tir. L/M genotipli 21 kiz ve 25 erkek, M/M genotipi ise kizlarda 6 erkeklerde 3
olarak gozlenmistir. PONL55M polimorfizmi ve cinsiyet dagilimi arasindaki

iliskinin anlamli oldugu sonucuna varilmistir (0,035).

Cizelge 4.2. OHH’h Cocuklarda PONL55M Polimorfizmi Sonuglari

L/L L/M M/M

PONLS5M Sayl | YlUzde | Sayr | YUzde |Sayr | Ylzde P
Ik Kriz | 1 Yas2 19 57,6 30 66,7 6 66,7 0.695
Yasl 1 Yas< 14 42,4 15 33,3 3 33,3 '
Kriz Yok 13 40,6 15 32,6 3 33,3 0.759
Sikhgr* | Var 19 59,4 31 67,4 6 66,7 ’
Akut Gecirmeyen | 22 71,0 35 76,1 7 77,8
Gogus : 0,854
Send. Gegiren 9 29,0 11 23,9 2 22,2

- Kiz 8 24,2 21 45,7 6 66,7
Cinsiyet e ek 25 758 |25 [543 |3 [333 |09

* kriz sikhgi calisma siiresini kapsayan son 1 yili nitelemektedir.

Turkiye’de PON1 polimorfizmlerinin ilk taramasi Aynacioglu tarafindan
381 birey ile gerceklestirilmistir. Arastirma sonucunda PONL55M polimorfizmi igin
populasyondaki genotip dagilimi L/L % 52, L/IM %39, M/M %9 olarak gdzlenmistir
[Aynacioglu, 1999]. Bu c¢alisma populasyonunda L/L yabanil genotipinin yaygin
oldugunu goézlenmistir. OHH’li cocuk populasyonun da yaptigimiz arastirma da ise

heterozigot (L/M) genotip daha sik gorilmustar.

Literatirde PON1 polimorfizmlerinin Turkiye ve diinya populasyonunda

yapiimis ¢alismalardan elde edilen sonuclar Cizelge 4.3.’te 6zetlenmistir.

35




AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

Cizelge 4.3. PONL55M Polimorfizmlerinin Hastaliklarla iliskisi

PONL55M

HASTALIK | POPULASY | Risk ALLEL/GENOTIP ATIF
ON Faktori DAGILIMI (%)
Anlamh | Hasta LL LM MM | [Zama, 1997]
Japon Iliski 86,6 13,3 0
Yok Kont LL LM MM
97 18 0
K M Hasta L 70 M 30 [Tagkiran
A Tirk » 2009]
H Kont L 80 M 20
Turk L Hasta LL LM MM | [Adaghan,
541 42 39 | 2009]
Kont LL LM MM
46,8 468 6.4
FSGS Tirk L Hasta L 86 M 14 [Biyikl,
Kont L 65 M35 | 2000
ingiliz Anlamli | Hasta LL LM MM | Mackness,
Hliski 46 42 12 | 1998
Yok Kont LL LM MM
37 53 10
Tipl LL LM MM
27 50 23 | [Flek,
D Cek MM | Tiph LL LM MM | 2008
I 34 48 18
Y Kont LL LM MM
A 48 42 10
B X* QQ OR RR
E 50 46 4
T Avustra L/L Y** QQ QR RR |M@0.19%]
lya 27 60 13
Kont LL LM MM
34 53 13
Misir L/L Hasta LL LM MM
50 39 11 | [Helaly,
Kont LL LM Mm |20
50 44 6
Tiirk M/M Hasta LL LM MM
21 26 53 [Ergin, 2010]
Kont LL LM MM
20 37 43
ISKEMIK | Turk L/M Hasta LL LM MM
FELC 47,7 395 1272 gggg]'fdogem
Kont LL LM MM
42 40 18
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Cizelge 4.3. PONL55M Polimorfizmlerinin Hastaliklarla iliskisi (devami)

HASTALI | POPULASY Risk ALLEL/GENOTIP ATIF
K ON Faktor DAGILIMI (%)
SEDEF Iran M/M Hasta LL LM MM | [Asefi, 2012]
HASTALI 37 48 15
e] Kont LL LM MM

47 48 5

* Retinopati var; ** Retinopati yok

PONL1 gen polimorfizmleri PON1 enzim aktivitesi zerine etkili oldugu ve
cesitli hastaliklarla iliskilendirildikleri, 6zellikle koroner arter hastaligi (KAH)’nda
etkili oldugu arastirmalarla gosterilmistir. Taskiran’in yapmis oldugu arastirmada
Turk populasyonunda KAH’a vyatkinlik ve PONLS55M polimorfizmi iliskisi
incelenmis ve M alleli bulundurmak KAH icin risk faktoru olarak bulunmustur
(0,017). Calismada allel dagilimlari 120 bireylik hasta populasyonu igin L/L %46,7,
L/M %46,7 ve M/M %6,7 olarak go6zlenmistir. Kontrol grubu 102 bireyden
olusmaktadir ve L/L %65,7, LIM %29,4 ve M/M %4,9’dur. Kontrol grubunda %20
olan M allel frekansi, hasta grubunda %30’dur [Taskiran 2009]. OHH’li ¢ocuklari
KAH’a yatkinliga sebep olan M alleline gore inceledigimizde allel frekans %36,4
olarak gozlenmistir. PONL55M polimorfizminin M alllelinin OHH’li hastalarda

KAH icin risk faktoru olabilecegini dustindtrmektedir.

Bir baska calismada Tipll diyabet hastalarinin KAH’a yatkinhgi arastiriimis
ve 205 hastanin genotip dagilimi L/L %54,1, LIM %42, L/L %3,9 bulunmustur.
Kontrol grubu 109 bireyden olusmaktadir ve dagilimi L/L %46,8, L/IM %46,8, L/L
6,4’dur. Arastirma sonucunda L allelinin Tipll diyabet hastalarinda KAH gelisiminde
risk faktoru oldugu belirlenmistir [Agachan, 2005].

Avrupa populasyonunda PONL55M ile KAH arasindaki iliski 252 Tipll
diyabetli hasta ve 282 saglikli birey Kkarsilastirilarak arastirilmistir.  Ayrica
paraoksonazin endojenik Ozelliklerine, disik LDL’ye karsi HDL’nin koruyucu

etkisine, HDL’de paraoksonazin ateroskleroz ve yangidan koruma 06zelligine
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bakilmis istatistiksel olarak anlamli derecede iliskilendirilmistir (p<0,01). Hasta
populasyonu 209 Avrupa kokenli, 43 Asya kokenli olmak {zere dagilim
gostermektedir. Populasyonunda yapilan calismada allel dagilimi L/L %33, L/IM
%47, M/IM %20 olarak gozlemlenmistir ancak istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmamistir [Mackness, 1987]. Japon populasyonunda da benzer bir calisma
yapilmis ancak anlamli bir istatistiksel iliski bulunamamistir [Zama, 1997].

PONL55M polimorfizminin  KAH disinda baska hastaliklarla iliskisi

arastiriimistir.

Turkiye’de 171 diyabet hastasi ve 80 kontrol bireyinde yapilan ve PON1
polimorfizmlerinin diyabetin sebep oldugu kalp rahatsizliklari ve renopati gibi
hastaliklara yatkinliklarini inceleyen calismada hastalarda genotip dagilimi L/L
%20,5, L/IM %26,3 ve M/M %53.2, kontrol grubunda ise L/L %20 - L/M %37,5 -
M/M %42,5 olarak gozlenmistir. Genotipteki dagilim farklhihg istatistiksel anlamlilik
gostermemistir (p=0,1810). [Ergln, 2010]. Bu arastirma populasyonunda OHH’li
cocuk populasyonuna gore M/M alleli yiiksek frekansa sahiptir, L/L alleli ise daha

azdir.

Altuner, 2010 Tirk diyabet hastalarinda Tipl ve Tipll diyabet igin
PONL55M polimorfizmini taramistir. Arastirmada PONL55M polimorfizminin
populasyondaki allel frekanslari L igin %63, M igin %37 olarak gozlemlemistir.
Allelik etkinin enzim aktivitesinde L/L>L/M>M/M seklinde yansidigini géstermistir
[Altuner, 2010].

Turk iskemik felcli hastalar ile PON1 polimorfizmlerinin (¢ tanesi birlikte
incelenmistir. 172 bireyden olusan hasta grubu icin PONL55M polimorfizmi
genotipleri L/L %47,7, LIM %39,5, M/M %12,2 olarak bulunmustur. Kontrol grubu
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105 bireyden olusmakta ve L/L %41,9, L/IM %40,0, M/M %18.1 olarak
dagiimaktadir. Calismada PONL55M verileri arasinda hastaliga yatkinhk igin
istatistiksel anlamlilik bulunmamistir (0,3030) [Demird6gen, 2009].

PONL1 polimorfizmlerinin kanserle iliskisi arastirilan ¢alismalarin ¢cogunda
mutant M alleli bulundurmanin risk faktéru olabilecegi gosterilmistir [Kog, 2011;
Stevans, 2006; Antognelli, 2005].

Tirk populasyonunda 50 mesane kanseri hastasi ile yapilan arastirmada
istatistik  analiz  sonucunda mesane kanserinin  gelisiminin  PONL55M
polimorfizminin farkli genotipleri ile iliskili oldugu goérilmastir (p=0,0010). M/M
genotipi mesane kanserine yatkinlik sebebidir. Hasta bireylerde L/L %30, L/M %40
ve M/M %30 olarak g6zlenmistir. 57 bireyden olusan kontrol grubunda ise L/L
%22,8, LIM %66,7 ve M/M %10,5 oldugu goérilmuistir [Kog¢, 2011]. OHH’li
populasyonla M/M genotipi bu c¢alismanin kontrol grubu Kkarsilastirildiginda
degerlerin yakin oldugu gozlenmistir.

Amerika’da go6gus kanseri hastalari ile yapilan PON1 polimorfizmleri
calismasinda M/M genotipi %57°den ylksek meme kanseri insidansi ve %87°den

yuksek invasif meme kanseri insidansi géstermistir [Stevans, 2006].

Paraoksonazin ekzojenik etkisinin prostat kanserine yatkiligini inceleyen bir
diger Avrupa populasyonu ile yapilan arastirmada ise italyanlarda M allelinin risk

faktoru oldugu belirlenmistir [Antognelli, 2005].

Osteosarkomlu hastalarda yatkinhigi inceleyen PONL55M polimorfizmi

taramasinda, 50 hasta birey ve 50 kontrol grubu bireyinden olusan bir populasyon
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incelenmistir. Arastirma yiksek enzim aktivitesi ile iliskilendirilmis L/L genotipinin
osteosarkom icin risk faktortini oldugunu gdéstermistir [Ergen, 2010].

Yetiskin bireylerle ¢cok sayida PON1 polimorfizmi taramasi yapiimis olup
cocuk hastalarda PON1 polimorfizm etkilerinin arastirildigi sinirh sayida calisma
oldugu gorulmektedir. Cocuk hastalarda Ulkemizde Biyiklh tarafindan Fokal
Segmental Glomeriulo Skleroz (FSGS) hastasi 25 ¢ocugun dahil oldugu arastirmada
PONL55M polimorfizmi genotipleri L/L %76, LIM %20 ve M/M %4 olarak
bildirmistir. 30 kisilik kontrol grubu genotipleri L/L %43, L/M %43 birey, M/M %14
olarak gozlenmistir. L alleli bulundurma FSGS hastasi ¢ocuklar icin risk faktor(
olarak bulunmustur [Biyikl, 2006]. Calismanin kontrol grubu OHH’li ¢ocuklar ile
karsilastirildiginda mutant allel degerinin oldukca yakin oldugu gozlenmistir.

Brezilyali 519 Akut Lenfoid Lésemi (ALL), 107 Akut Miyeloid Losemi
(AML) hastasi cocuklarda ve saglikli 401 cocukta PONL55M polimorfizmi
taramistir. Hasta c¢ocuklarda genotip L/L %44, L/IM %42, M/M %14 olarak
g6zlenmistir. Kontrol grubu c¢ocuklarinda ise L/L %58, L/IM %33, M/M %9’dur.
Akut l6semi ve PONLS55M arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski

gOzlenmemistir [Goncalves, 2012].

Aynacioglu, 1999°’da Gaziantep yoresinde yaptigi calismada L/L genotipi
yuksek bulunmustur. OHH’li cocuklarda ise L/M genotipine daha sik rastlanmistir.
Bu durum OHH’li ¢ocuklarin genel dagilhimdan farkh enzim aktivitesi gosterdigini
dustndurmektedir. Altuner, 2010’a go0re paraoksonaz aktivitesi genotiplere gore
L/L>L/M>M/M olarak siniflanmaktadir. OHH’li ¢ocuk populasyonuda orta seviyede
enzim aktivitesi beklenmektedir. Taskiran KAH’ll hastalarda yapmis oldugu
arastirmada M allelli tasimak KAH igin risk faktori oldugunu belirtmistir [Taskiran,
2009]. OHH’li populasyonda %36,4°ltk allel frekansi ile risk grubuna dahil

olabilecegini dustndurmektedir. Simdiye kadar yapilan arastirmalarda KAH igin en
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yuksek M allel frekansini ve M/M genotipi gosteren calisma populasyonu Ergin,
2010’da arastirilan diyabet populasyonu ve ayni arastirmanin kontrol grubu
vermistir. Arastirma populasyonunda M allel frekansi %66,4’tir. Kontrol grubunun

da %60 olmasi bu ¢alismay! istatistiksel olarak anlamli kilmamistir.

KAH ile iliskilendiren paraoksonaz aktivitesi daha cok enzimin lipit
metabolizmasindaki endojenik aktivitesidir. PON1 polimolimorfizminin enzim
aktivitesi ve KAH’a yatkinh@i nasil etkiledigi tam olarak anlasilamamistir. Bunun
nedenlerinden birisi SNP taramasi yapilan polimorfizm calismalarinin sadece bir
kisminda enzim aktivitesinin belirlenmis olmasidir. SNP taramasi ve enzim
aktivitesinin belirlenmesi disinda lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres gostergesi
gibi baska parametlerinde taranmasi PONL55M polimorfizmlerinin etkisini daha iyi
anlamamiz icin gerekli oldugu anlasiimaktadir. Tirk populasyonunda Tipll
diyabetlilerde L allelinin KAH icin risk olusturdugu goésterilmistir [Agachan, 2005].
PON1 enziminin ekzojen subsratlara karsi gosterdigi aktivite ise yabanci madde
detoksifikasyonu ile iliskili oldugundan, PON1 polimorfizmlerinin cesitli kanserlerle
iliskisinin incelendigi arastirmalarda farkli sonuclar elde edilmistir. Turk
populasyonunda PONL55M polimorfizmi yiksek enzim aktivitesi ile iliskili L/L
genotipinin [Altuner, 2010] osteosarkoma yatkinlik sebebi oldugunu gdstermistir
[Ergen, 2010]. Bir diger ¢alisma da ise Altuner, 2010’da distk enzim aktivitesi ile
iliskilendirilmis M/M genotipinin, mesane kanserine yatkinliga sebep oldugiu

sonucuna varilmistir [Kog, 2011].

Dinyada PONLS5M polimorfizmin  gesitli  hastaliklarla iligkisinin
arastirlldigr calismalardan Avrupa populasyonunda diyabetli hastalarda renopati,
noropati ve diyabetik kardiyak gibi damarsal hastaliklara yakalanmalarinda Turk
populasyonunda yapilmis calismalarla uyumlu sekilde M/M alleli risk faktori olarak
goralmastir [Agachan, 2005; Ergln, 2010; Flekac, 2008]. Avustralya ve Misir
populasyonlarinda ise ayni hastaliklar L/L genotipi ile iliskilendirilmis ve L/L risk

faktori olarak gosterilmistir [Kao, 1998; Helaly, 2013]. Sedef hastalarinda iran
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populasyonunda yapilmis calisma da ise M/M genotipinin risk faktori oldugu
vurgulanmistir [Asefi, 2012].

4.2.2.2. PONQ192R Polimorfizmi Tanimlama Sonuclari ile OHH’li Cocuklarin i1k
Kriz Yasl, Kriz Sikhgi, Akut Gogus Sendromu ve Cinsiyete Gore
Degerlendirilmesi

Yapilan ¢alisma sonucunda 88 OHH’li ¢cocuk i¢cin PONQ192R polimorfizmi
Q/Q 36 (%40,9), Q/R 43 (%48,9), R/R 9 (%10,2) olarak dagilm gdstermektedir.
(Cizelge 4.4.) Q allel frekansi 65,4 iken, R allel frekansi 34,6°dir.

OHH’li cocuklarin PONQ192R polimorfizmi ve ilk krizin goruldugi
doénemler incelendiginde Q/Q genotipli ¢ocuklardan 20’si 1 yas ve oncesi grubuna,
15’1 ise 1 yasindan sonra kriz gecirenler grubuna dahildir. Q/R genotipli cocuklarda 1
yas ve oncesinde kriz 29 bireyde gozlenmis, 14 birey ise 1 yasindan sonra ilk krizi
gecirmistir. R/R genotipli bireylerde ise 6 kisi 1 yas ve oncesinde kriz grubuna
dahilken, 3 birey 1 yasindan sonra ilk krizini yasamistir. iki degisken arasindaki

iliskinin anlamli olmadigi kanaatine variimistir. (p=0,628)

Cizelge 4.4. OHH’li Cocuklarda PONQ192R Polimorfizmi Sonuglari

Q/Q Q/R R/R

PONQ192R Sayl | Yuzde | Sayr | Yizde | Sayr | Ylzde P
Ik Kriz | 1 Yas2 20 57,1 29 67,4 6 66.7 | ;608
Yasl 1 Yas< 15 429 14 32,6 3 33,3 '
Kriz Yok 14 38,9 12 27,9 5 62,5 0.149
sikhgr* | Var 22 61,1 31 72,1 3 37,5 '
Akut Gegirmeyen | 26 74,3 30 69,8 8 100,0
Gogis : 0,198
Send. Gegiren 9 25,7 13 30,2 0 0

. Kiz 18 50,0 16 37,2 1 11,1
Cinsiyet e ek 18 | 500 |27 |628 |8 g9 | 209

* kriz sikhgi calisma siresini kapsayan son 1 yili nitelemektedir.

Calisma donemini kapsayan bir yil icinde hastalarin kriz gegirmisligi ve
PONQ192R polimorfizmi dagilimina bakildiginda Q/Q genotipli hastalardan
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14’(inde kriz olmazken 22’sinde en az 1 kez kriz gozlenmistir. Q/R genotipi igin 12
birey krizsiz, 31 bireyde ise kriz goOzlenmistir. R/R genotipinde ise 5 kriz
gecirmeyen, 3 kriz gecirmis birey bulunmaktadir. Istatistiksel analiz sonucunda
PONQ192R ile ¢alisma suresini kapsayan 1 icinde kriz ge¢misi arasindaki iliski
anlamli bulunmamistir (0,149).

Akut gogis sendromu ve PONQ192R polimorfizmi incelendiginde Q/Q
genotipli bireylerin 26’sinde gorilmezken 9’unda gorilmastur. Q/R igin 30 bireyin
gecmisinde AGS yoktur, 13 birey ise AGS gecirmistir. R/R genotipli bireylerden 8’si
AGS gecirmemisken, geciren gdzlenmemistir. Istatistiksel analiz sonucunda iki

kategori arasinda anlamli bir iliski bulunmadigi g6zlenmistir (0,198).

Arastirma grubunun PONQ192R polimorfizminde cinsiyet dagilimi
incelendiginde Q/Q genotipi icin OHH’li kiz gocuk ve erkek cocuk sayisi esit olup
18’dir. Q/R genotipli 29 kiz ve 14 erkek, R/R genotipi ise kizlarda 1 erkeklerde 8
olarak gozlenmistir. PONQ192R polimorfizmi ve cinsiyet dagilimi arasindaki

iliskinin anlamli olmadig1 sonucuna variimistir (0,092).

Aynacloglu’nun daha énce belirtilen PONL55M icin yapilan populasyon
taramasini ayni populasyonla PONQ192R polimorfizmi icin de gerceklestirmistir.
Populasyon taramasi niteligi tasiyan bu calisma gdstermistir ki; PONQ192R
polimorfizmi Q/Q %49,1, Q/R %40,2, R/R % 10,8 olarak dagilimini gostermektedir.
Taranan populasyonun yaklasik %50’sinde Q/Q genotipi gorilmektedir [Aynalioglu
1999]. OHH’li cocuk populasyonunda ise populasyonun yaklasik yarisi heterozigot
Ozelliktedir. Aynacioglu 2000’de yaptigi ¢alismasinda, KAH hastalarinin
PONQ192R polimorfizmi taranmis ve hastalarda Q/R genotipinin yuksek siklikta
oldugunu gostermistir. Calismaya kontrol grubu olarak Aynacigioglu, 1999 referans
olmustur. KAH’l hastalarda allel frekansi Q/Q % 36,5, Q/R % 52 ve R/R %11,5
olarak gozlenmistir [Aynaciogl, 2000].
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PONQ192R polimorfizminin gesitli hastaliklarla iliskisinin incelendigi Tirk

ve dunya populasyon calismalari tablolastiriimistir. (Cizelge 4.5.)

Cizelge 4.5. PONQ192R Polimorfizmlerinin Hastaliklarla iliskisi

PONQ192R _
POPULAS Risk ALLI%L/GENOTIP ATIF
YON Faktoru DAGILIMI (%)
Fransiz R [Ruiz, 1995]
Japon R Hasta Q 26 R74 [Zama, 1997]
Kont Q41 R 59
Singapur Anlamh Hasta Q41 R 59
Kokenli Iiski [Sanghera,
Cinli Yok Kont Q42 R 58 1997]
K R Hasta Q57 R 43 [Sanghera,
A Hintli Kont Q67 R 33 1997, Pati vd.,
H 1998]
Anlamli Hasta Q41 R 59 [Sanghera,
Ginli :}'(fl‘:' Kont Q42  RS58 1997]
Cinli Q [Wang,
2004]
Anlamli Hasta Q 62 R 38 [Aynacioglu
Turk Iiski , 2000]
Yok Kont: Q70 R 30
Anlamh Hasta Q758 R24 [Taskiran,
Tark L'('g';' Kont Q80  R20 2009]
Tark Anlamh Hasta QQ QR RR
Iiski 43,3 41,1 10,6 | [Agachan,
Yok Kont QQ QR RR |2005]
_ 336 57 93
Ingiliz Anlamli Hasta Q71,4 R28,6 [Lawlor, 2004]
Iiski
ng Kont Q- R -
F Hasta Q 68 R 32
S [Bryikl,
S Tark R Kont Q83  R17 2006]
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Cizelge 4.5. PONQ192R Polimorfizmlerinin Hastaliklarla iliskisi (devami)

POPULAS Risk ALLEL/GENOTIP ATIF
YON Faktori DAGILIMI (%)
M Hasta QQ QR RR
P Q/Q 61 22 17 [Bilge, 2007]
G Turk Kot QQ QR RR
N 15 36 49
Tipl QQ OR RR
65 31 4
Cek Q/Q Tipll QQ QR RR | [Flekac,
72 26 2 2008]
D Kont QQ QR RR
I 29 49 22
Y X* QQ OR RR
A Anlamli 44 32 24
B Avustr ligki Y**  QQ QR RR |[Kao, 1998]
E alya Yok 50 33 17
T Kont QQ QR RR
48 30 22
Misir Q Hasta Q64 R 36 [Helaly, 2013]
Kont Q 68 R 32
Q/Q Hasta QQ QR RR
Turk 53 29 18 [Ergin, 2010]
Kont QQ QR RR
47 39 14
IS Hasta QQ QR RR
KE Q/R (T/C ve 45 43 12 [Demirddgen,
i T UM on gg gr R A
c 44 48 8

* Retinopati var; ** Retinopati yok

Tirk populasyonunda 120 KAH’l hasta ve 102 kontrol grubu bireyinin
PON1 polimorfizmlerini taramis, PONQ192R ve KAH’a vyatkinlik arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,445). Hasta populasyonda
Q/Q %55,8, Q/R %40, R/R %4.2, kontrol grubunda Q/Q 62,8, Q/R 35,3, R/R %%2
olarak bulunustur [Taskiran, 2009].

PONQ192R polimorfizmi, Tipll diyabet hastalarinda KAH’a yatkilgi

incelemek icin arastiriimistir. Turk populasyonunda yapilan bu arastirmaya gore
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Tipll diyabetlilerde PONQ192R polimorfizmi KAH icin risk faktori degildir
(p>0,05). Arastirmaya 207 Tipll diyabet hastasi ve 107 saglikh birey katilmistir.
Genotipleri hasta grubu icin Q/Q %43,3, Q/R %41,1, R/R %10,6 iken, kontrol grubu
icin ise Q/Q %33,6, Q/R %57 ve R/R %9,3“dlr [Agachan, 2005].

ingiltere’de 223 KAH’L hasta, 247 saghkli bireyin PONQ192R
polimorfizmleri taramis ve Q allelinin kontrol grubunda daha sik goraldigi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Allel frekansi KAH’li grupta Q
%56, R %44 bulunmus, kontrol grubu ise Q %69, R %31 olarak gozlenmistir. Q allel
varhigi KAH icin koruyucu olarak yorumlanmistir [Serrato, 1995].

ingiltere’de yapilan bir aragtirmada PONZ1 polimorfizmlerinin disiik
LDL’ye karsi HDL’nin koruyuculuguna etkisini konu almistir. Calismada 36 saglikli
birey taranmis, HDL’nin ateroskleroz ve yangidan koruma 6zelligi istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (p<0,005). Allel dagilimi Q/Q %39, Q/R %47, R/IR %14 olarak
gOzlemlenmistir [Mackness, 1987].

ingiltere’de yapilan bir baska calismada, 252 diyabet hastasi (43’ii Asya
kokenli grubun geri kalani Avrupa kokenli) ve 282 saglikli kontrol bireyinin
PONQ192R polimorfizmi taranmistir.  PON  polimorfizmleri ve aktivite
farkliliklarinin istatistiksel olarak anlamli (p<0,001) oldugu bu calismada hasta ve
kontrol gruplarinin ikisinde de R/R genotipine sahip bireylerde yuksek aktivite
gOzlenirken, en dusuk aktivite Q/Q genotipli bireylerde gd6zlenmistir. Calisma
kontrol grubu Q/Q %56, Q/R %35, R/R %9 olarak bulunmustur. Q/Q allel sikhgi
fazla olarak gozlenmis, disik enzim aktivitesine sahip olduklari belirtilmistir
[Mackness, 1998]. Bu verilere gére OHH’li cocuk populasyonunda enzim aktivitesi
genel olarak orta seviye de olmakla beraber, ylksek aktiviteye sahip birey sikligi

oldukca azdir.
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PONQ192R polimorfizmini ingiltere’de 4286 kadin KAH’li hastada taramis
anlamh bir istatistiksel iliski kurulamamistir (p=0,48). Genotip dagihmlari Q/Q
%51,1, Q/R %40,6, R/R %8,3’dur [Lawlor, 2004]. Populasyonun dagilimi
Aynacioglu’nun populasyon taramasina yakinhk gosterirken, OHH’li ¢ocuk

populasyonundan farkhdir.

Turk 171 diyabet hastasi ve 80 saglikli birey ile yapilan bir diger
arastirmada PONQ192R polimorfizminin hastaliga yatkinhik arasinda istatistiksel
anlamhilik bulunmamistir. Hasta populasyonunun %53,3 Q/Q, %29,2’si Q/R,
%17,5’1i R/R’dir. Kontrol grubu ise %47,5 Q/Q, %38,8 Q/R, %13,7 R/R olarak
dagihim gostermektedir [Ergiin, 2010]. Hasta grubunda ve kontrol grubunda Q/Q
genotipi yuksektir. OHH’li populasyonda ise populasyonun yaklasik %50°si Q/R
genotipindedir.

Turk populasyonunda diyabet hastalariyla yapilan bir arastirmada
PONQ192R polimorfizmi 100 Tipll diyabet hastasi ve 50 saglikli bireyde
taranmistir. Populasyondaki frekanslari Q i¢in %86, R i¢in %14 olarak gézlenmistir.
Allelik etkinin enzim aktivitesinde R/R>Q/R>Q/Q seklinde yansidigini géstermistir
[Altuner, 2010]. OHH’li ¢ocuklarda Q allel frekansi daha dusiik bulunmus, ylksek
aktiviteli R/R alleli %10,5 gozlenmistir.

Cek populasyonunda 86 Tipl, 246 Tipll diyabet hastasi Fleakac, 2007’de
PONQ192R  polimorfizmlerini  taramis ve R/R genotipinin  diyabette
mikroanjiyopatiyi korumada Q/Q’ya gore daha etkili oldugunu vurgulamistir. Tipl
hasta genotipleri Q/Q %65 - Q/R %31 - R/R %4, Tipll hasta genotipleri Q/Q %72-
Q/R %26 - R/IR %2 olarak gozlenmistir. Calismanin kontrol grubu %29 Q/Q, %49
Q/R, %22 R/R olarak dagihm gostermistir [Flekac, 2007].
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Ulkemizde PONQ192R polimorfizm etkilerinin arastirildi§i  cocuk
Membrano Proliferatif Glomerulo Nefrit (MPGN) hastalarinda genotip dagilimi Q/Q
%61,1, Q/R %22,3, R/R %16,6 olarak bulunmustur. Kontrol grubu Q/Q %15,1, Q/R
%35,8, R/R %49,1 olarak bulunmustur. Hasta populasyonunda Q/Q genotipi risk
faktori olarak gosterilmistir (p<0,01) [Bilge, 2005].

Daha o6nce PONL55M polimorfizm arastirmasi yapilan FSGS hastasi
cocuklarda PONQ192R polimorfizmi de taranmistir. Genotip dagilimi Q/Q %48,
Q/R %40, R/R %12 olarak bulmustur. Kontrol grubu tarama sonuclari ise Q/Q %73,
Q/R %20, R/R %7°dir. iki veri arasi iliski istatistiksel olarak anlamh bulunmus, R
allelinin  FSGS risk faktori oldugu belirlenmistir [Biyikli, 2006]. Brezilya
populasyonunda ise akut I6semi hastasi 1027 cocukla PONQ192R polimorfizmi
bakimindan anlamli istatistiksel iliskisinin olmadigi gértlmustur (p>0,05) [Gongavez
2012].

Aynacioglu Q/Q genotipi populasyonda yaygin oldugunu bulmustur
[Aynacioglu, 1999]. Altuner ise Q/Q genotipinin disik enzim aktivitesi ile
sonuglandigint gostermistir [Altuner, 2010]. Turk populasyonu c¢alismalarinda R
allelinin FSGS [Biyikli, 2006], Q/Q genotipinin ise MPGN hastalaginda yatkinlk
sebebi oldugu gorulmustir [Bilge, 2007]. Tirk populasyonunda yapilmis farkl
calismalarda KAH ile PONQ192R polimorfizmi arasinda anlamh iliski
bulunmamistir [Agachan, 2005; Aynacioglu 2000; Taskiran, 2009]. Buna karsin
diyabet hastalari ile yapilmis arastirmada Q/Q genotipinin diyabette lipit
metabolizmasi kaynakli diyabetik kardiyak, renopati ve noropati ile istatistiksel

olarak anlamli oldugunu géstermistir [Erguin, 2010].

Q/Q genotipindeki bireylerde dusuk aktivite, R/R yuksek aktivite
gostermektedir [Mackness, 1998; Altuner, 2000]. KAH i¢in Hint, Japon ve Fransiz
populasyonunda yapilmis calismalar R allelinin risk faktorl oldugunu gosterirken,
Cin populasyonuda Q’nun risk faktorii oldugu gdzlenmistir [Wang, 2004]. Diyabetli
bireylerde Avustralya ve Misir populasyonlarinda Q alleli anlamli oranda yukseklik
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gosterilmis ve renopati, mikroanjiyopati gibi cesitli damarsal hastaliklara yatkinlk
sagladigi belirlenmistir [Kao, 1998; Helaly, 2013]. Ekzojenik etki ile oksidatif stres
ve kanseri arastiran calismalar sonucunda italyan populasyonunda Q/R genotipinin
prostat kanseri icin risk faktort oldugu [Agnotelli, 2005], Turk populasyonunda ise
Q/Q gentipinin osterosarkom icin risk olusturdugu belirlenirken [Ergen, 2010],
mesane kanseri i¢in anlamli bir istatistiksel iliski gorilmemistir [Kog, 2011].

OHH’li Cocuklarin Polimorfizmi PON Allozimlerine Gore ik Kriz Yasi, Kriz Sikligi,

Akut Gogus Sendromu ve Cinsiyete Goére Degerlendirilmesi

Humbert, 1993’te 192. pozisyonda Q (glutamat) iceren bireylerin serum
paraoksonaz enzim aktiviteleri R (arjinin) iceren bireylerinkine gore daha dusik
bulunmustur. R icerenler yiksek aktiviteli paraoksonaza sahipken Q polimorfizmi
tastyanlar disuk aktiviteli paraoksonaz bulundurmaktadir. Bu polimorfizm, substrat
olarak paraokson kullanildiginda 192. pozisyon PONQ192R polimorfizmi igin distik
aktivite gostereni A alloenzimi yiiksek aktivite gostereni B alloenzimi tanimlamistir.
Q/Q dusuk aktiviteli, R/R ve Q/R ise yiksek aktivitelidir.

PONQ192R polimorfizmleri Humbert’in 1993’te aktivite farkina gore iki
gruba ayirdigimizda, Q/Q’yu iceren disik aktiviteli A grubu 36 (%40,9) birey, Q/R e
R/R’yi iceren yiksek aktiviteli B grubu 52 (5%9,1) birey icerir.

A ve B allozimleri ilk krizin goruldigi doénemlerle incelendiginde A
grubundaki cocuklardan 20’si 1 yas ve Oncesi grubuna, 15’0 ise 1 yasindan sonra
kriz gecirenler grubuna dahildir. B grubundaki ¢ocuklarda 1 yas ve dncesinde kriz 35
bireyde gozlenmis, 17 birey ise 1 yasindan sonra ilk krizi gecirmistir. iki degisken
arasindaki iliskinin anlamli olmacdigi kanaatine variimistir (0,335). (Cizelge 4.6.)

Calisma donemini kapsayan bir yil icinde hastanin kriz gecirmislikleri
allozimlere gore incelendiginde A grubuna dahil hastalardan 14’tinde kriz olmazken
22’sinde en az 1 kez kriz gozlenmistir. B grubu icin 17 katilimci krizsiz, 34
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katilimcida kriz gozlenmistir. iki kategori arasindaki iliski anlamh bulunmamistir
(0,594).

Cizelge 4.6. OHH’li Cocuklarda PONQ192R Polimorfizmi A ve B Allozimlerine
Gore Siniflandiriimasi

A (Q/Q) B (Q/R - R/IR)

PONL192M SayI Yizde SayI Yizde P
Ik Kriz |1Yas= 20 57,1 35 67,3 0.335
Yasl 1 Yas< 15 42,9 17 32,7 ’
Kriz Yok 14 38,9 17 33,3 0.594
sikhgi* Var 22 61,1 34 66,7 ’
Akut Gegirmeyen 26 74,3 38 74,5
Gogus . 0,981
Send. Gegiren 9 25,7 13 25,5

. Kiz 18 50,0 17 32,7
Cinsiyet I e ek 18 50,0 35 67,3 0103

* kriz sikhgi calisma siresini kapsayan son 1 yili nitelemektedir.

Akut gégus sendromu allozimlere gore incelendiginde A grubu bireylerinin
26’sinde gorilmezken 9’unda gorilmustir. B grubu igin 38 bireyin gecmisinde AGS
yoktur, 13 birey ise AGS gecirmistir. iki kategori arasinda anlamli bir iligki
bulunmadigi gézlenmistir (0, 981).

Arastirma grubu allozimlerine gore cinsiyet dagilimi incelendiginde A
grubu icin OHH’li kiz ¢cocuk sayisi 18 iken erkek ¢ocuk sayisi 18°dir. B grubu 17 kiz
ve 35 erkek olarak gdzlenmistir. Cinsiyet dagilimi arasindaki iligskinin anlaml

olmadigi sonucuna varilmistir (0,103).

4.2.2.3. OHH’li Cocuklarin PONL55M ve PONQ192R SNP’lerinin Birlikte

incelenmesi

88 birey kendi aralarinda polimorfik bdolgelerin allellerine gore
karsilastirildiginda L/L-Q/Q 8, L/L-Q/R 16, L/L-R/R 9 birey, L/IM-Q/Q 19, L/M-Q/R
27, L/IM-R/R hi¢ birey bulunmamis olup, M/M bireylerin tumi Q/Q olarak

gozlenmistir. Kategorilerin istatistiksel analizi iki verinin arasindaki iliskiyi anlaml
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gostermektedir, iki polimorfik bolgede ayni anda mutasyona rastlanmamistir.
(Cizelge 4.5.) Bu sonug farkh calisma verileri ile karsilastirildiginda yine benzer

sonuclar ¢cikmistir. (Cizelge 4.7.)

Cizelge 4.7. OHH’li Cocuklarda PONL55M ve PONQ192R Polimorfizmleri

Karsilastiriimasi

PONLS55M
L/L L/M M/M P
Q/Q 8 19 9
PONQ192R | Q/R 16 27 0 <0,001
R/R 9 0 0

Garin 1997°de Tipll diyabet hastasi Kafkas populasyonunda yapilan
calismada PONL55M ve PONQ192R polimorfizmleri etkilesini incelenmis, iliski
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p<0,001). Genotip dagihmi L/L-Q/Q 45,
L/L-Q/R 89, L/L-R/R 57, LIM-Q/Q 87, L/IM-Q/R 96, L/IM-R/R 4, M/M-Q/Q 57,
M/M-Q/R 4, M/IM-R/R 0, R/R-Q/Q 30 birey de gorulirken M/M-Q/R ve M/M-R/R
hi¢c gézlenmemistir. OHH’li cocuklarda oldugu gibi bu populasyonda da iki mutant
allel ayni anda tasiyan birey bulunmamaktadir.

Aynacioglu, 1999 calismasinda yine M/M-R/R birey gorilmemis, 4 bireyde
M/M-Q/R  0zellige rastlanmistir.  Veriler arasi iliskinin anlamh  oldugu

dustnilmektedir.

Kog, 2011 tez calismasinda M/M-R/R bireye rastlanmamis, M/M-Q/R ise 1
bireyde gorulmustiir. istatistiksel analiz sonucu bu veriler arasi iliskinin de anlamli

oldugunu gostermistir. (Cizelge 4.8.)

PONL1 polimorfizmlerinden PONL55M, PONT107C ve PONQ192R birlikte
incelemistir. Ug polimorfizmin de ayni anda heterozigot oldugu iskemik felcli
bireylerin kontrol grubuna gore daha disik frekansta oldugu istatistiksel olarak
anlamli  bulunustur (p=0,019). Enzim aktivite Olcimleri sonucunda her (¢
polimorfizm icin de genotipsel farkliliklarin farkli aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (p<0,05) [Demirddgen, 2009].
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Cizelge 4.8. PONL55M ve PONQ192R Literatiirdeki Karstlastirmalari

PONL55M
L/L L/M M/M ATIF

Q/Q 45 87 57 [Garin,

Q/R 89 96 4 1997]

R/R 57 4 0

Q/Q 77 80 30 [Aynacioglu,
PONQ192R Q/R 82 67 4 1999]

R/R 41 0 0

Q/Q 3 30 20

Q/R 21 28 1 [Kog, 2011]

R/R 4 0 0

Tipl ve Tipll diyabetili hastalar da PONL55M ve PONQ192R polimorfizm
kombinasyonlari Q/Q-M/M ve R/R-L/L karsilastirildiginda, bu genotiplere sahip
bireylerin risk olusumu yoninden farkli olmadiklari gosterilmistir. Ancak R/R-L/L
genotipli bireylerin risk onleyici etkisi anlamli bulunurken, Q/Q-M/M’de bu etki
gOzlenmemistir [Altuner, 2010].

Tipll hastalarinda PONL55M L alleinin KAH gelisiminde risk faktor
oldugu bilinmektedir. Ayni calisma PONQ192R polimorfizminin PONL55M
polimorfizmi L alleline etki etmedigini de gostermistir [Agachan, 2005].

PONL55M ve PONQ192R diyabet hastalarinda makroanjiyoopati ile iliskili
bulunmustur. Yiksek M ve dusik Q s6z konusu oldugunda makroanjiyopati riski

anlamli bulunmus, mikroanjiyopati ise bu bireylerde gézlenmemistir [Flekac, 2008].

Tark ve dunya populasyonunda Paraoksonazl enzim aktivitesinin
arastirlldigr  birkag calisma bulunmaktadir. Ancak bu calismalarda PON1 gen
polimorfizmleri incelenmemis olup, degerlendirmeler enzim aktivitesi (zerinden

yaptmistir.

Tiurk populasyonunda Paraoksonazl enzim aktivitesi talasemi hastasi
cocuklar incelenmistir. 22 BTM (beta talasemi minor) ve 28 saglikli kontrol bireyi
lipit hidroperoksit, total antioksidan kapasitesi, total oksidant durumu ve oksidatif
stres indeksi belirlemistir. BTM hastalarinda total antioksidan kapasitesi, paraokson
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ve arilesteraz aktivitesi istatistiksel olarak anlamli derecede dusuk gozlenmistir
(p<0,01). Lipit hidroperoksit, total oksidant durumu ve oksidatif indeksi ise yiksek
citkmistir (p<0,05). BTM hastalarinda serum PONL1 aktivitesi distikken, oksidatif
stresin yuksek oldugu belirlenmistir. Bu BTM hastalarinda dusik aktivitenin damar

tikanikhgina yatkinliga sebep olabilecegini gostermektedir [Selek, 2006].

Talasemi hastalarinda PON1 enzim aktivitesinin arastirildigi Tayland’da
yapilmis bir calismada 28 B-thal/HbE &zellikli hasta KAH yatkinliklarini incelemek
icin taranmistir. PON1 aktivite artisinin PAF-AF aktivitesini tetikledigi ve ise (-
thal/HbE bireylerde oksitatif stres artisi oldugu gézlenmistir [Morales, 2007].

Misir B talasemi tasiyicilarin (BTT) ateroskleroza yatkinhklari incelendigi
bir arastirma 60 BTT’nin serum PON1 aktivitesi, total antioksidan kapasitesi,
malondialdehit ve karotit arteri intima media yogunlugu belirlenmistir. Arastirma
sonunda BTT’li bireylerin antioksidan kapasiteleri kontrol grubundan dusuk
bulunmus (p<0,001), malondialdehit ve karotit arteri intima media yogunlugu
istatistiksel olarak anlamli o6lglide yuksek bulunmustur (p<0,001). Sonuglar
gostermistir ki PON1 aktivitesinin disukligi BTT’larinda yiksek oksidatif strese
sebep olmaktadir. Distik PON1 aktivitesi ise oksidatif stres ve anemi dereceleri ve
yuksek karotit arteri intima media yogunlugu ile iliskilidir, bu nedenle BTT’ler

ateroskleroz gelisimine yatkin olarak gorulmustir [Labib, 2011].

Enzim aktivitesi 0lcim sonuclarina gore [ talasemili hastalar, B talasemi
tastyicilari ve B-thal/Hb E 6zellikli hastalarda KAH’a yatkinlik gérilmektedir [Selek,
2006; Labib, 2011; Morales, 2007]. OHH’li cocuk populasyonunda PONL1
polimorfizm taramasi yapildigindan bu gruplar ile karsilastirma imkani
vermemektedir. Turk populasyonunda hemoglobinopatiler ve KAH yatkinliginin
daha verimli karsilastiriimasi icin OHH’li cocuk populasyonunda paraoksonaz enzim
aktivitesine bakilmali, Turk populasyonunda yapilmis Selek’in arastirmasi iginde ise
PONL1 polimorfizmleri taranmahdir.
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SONUCLAR ve ONERILER

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Hematoloji Bilim Dali’na kayitli
88 OHH’li ¢ocukta PONL55M ve PONQ192R PONL1 polimorfizmleri taranmistir.
Hastalarin ilk krizi yasi, ¢alisma siresince kriz gecirmisligi akut gogis sendromu
gecmisi ve cinsiyeti ile PON1 polimorfizmleri arasindaki baglanti arastirilarak su

sonuclar elde edilmistir:

1. Orak hiicre hastasi ¢ocuklarda PONL55M polimorfizmi genotip dagilimi
L/L 33 (%37,5), L/IM 46 (%52,3), M/IM 9 (%10,2) olarak bulunmustur. L
allel frekansi %64 iken M allel frekansi %36°dir.

2. OHH’li cocuklarda PONQ192R polimorfizmi genotip dagihmi Q/Q 36
(%40,9), Q/R 43 (%48,9), R/R 9 (%10,2) olarak bulunmustur. Q allel
frekansi 65,4 iken, R allel frekansi 34,6°dir.

3. OHH’li cocuklarda PONL55M polimorfizm genotipi icin ilk kriz yasi
incelendiginde cocuklarin dagilimi L/L i¢in 1 yas ve oncesinde ilk krizi
geciren 19 birey (%57,6), 1 yasindan sonra geciren ise 14 (%42,6) birey
bulunmustur. L/M genotipinde 1 yas ve 0Oncesinde ilk krizi geciren 30
(%66,7) birey, 1 yasindan sonra geciren 15 (%3,3) birey s6z konusudur.
M/M genotipindeki bireylerin 6’s1 (%66,7) 1 yas ve 3 (%33,3)’l ise 1 yas
sonrasinda ilk krizini gecirmistir. ilk kriz ve PONL55M polimorfizmi

arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir (p=0,695).

4. Orak hicre hastalarinda calisma donemini kapsayan 1 yillik siirecte kriz

sikligit PONL55M polimorfizmleriyle karsilastiriimis, L/L genotipli kriz
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gecirmeyen 13 (%40,6), kriz gegiren 19 (%59,4), L/M genotipli kriz
gecirmeyen 15 (%32,6), geciren 31 (67,4), M/M genotipli ise kriz
gecirmeyen 3 (%33.3), kriz gegiren 6 (%66,7) birey bulunmustur. Kriz
sikhgr ve PONL55M polimorfizmi arasinda anlamli istatistiksel bir iliski

bulunmamistir (p=0,759).

5. PONL55M polimorfizmi OHH’li c¢ocuklarda AGS gecirmislerine gore
incelenmistir. Cikan sonuclara gore L/L genotipli 22 (%71,0) birey AGS
gecirmemisken, 9 (%29,0) birey gecirmistir. Genotipi M/L olan ¢ocuklarda
35 (%76,1) cocuk AGS gecirmemis, 11 (%23,9) cocuk ise AGS
goralmastir.  M/M genotipli ¢ocuklarda ise 7 (%77,8) cocukta AGS
gorilmemis, 2’sinde (%22,2) gortulmustir. PONL55M polimorfizmi OHH’li
cocuklarda AGS igin risk faktori olarak istatistiksel anlamlilik

gostermemistir (p=0,854).

6. PONL55M  polimorfizmi  OHH’li  ¢ocuklarin  cinsiyetleri ile
karsilastiriimistir. L/L genotipli kiz cocuk 8 (%24,2), erkek ise 25 (%75,8),
L/M genotipli kiz ¢ocuk sayisi 21 (%45,7), erkek ¢ocuk 25 (%54,3), M/M
genotipinde ise kiz ¢cocuk 6 (%66,7) iken erkek ¢ocuk 3 (%33,3) bireydir.
Buna gore PONL55M polimorfizmi genotip dagiliminda cinsiyete gore

istatistiksel olarak anlamli oranda farklilik gostermektedir (0,035).

7. PONQ192R polimorfizmi Q/Q genotipi 1 yas ve oncesinde ilk agrili krizi
geciren 20 bireye (%57,1) sahiptir. 1 yasindan sonra kriz geciren sayisi ise
15 (%42,9)’tir. Q/R genotipinde 1 yas ve éncesi grubuna dahil 29 (%67,4)
birey, sonrasina ait 32,6 birey bulunmaktadir. R/R genotipi ise 1 yas ve
oncesi 6 (%66,7), 1 yasindan sonra ise 3 (%33,3) bireyle temsil edilir.
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8. PONQ192R polimorfizmi OHH’li gocuklarda, ¢alisma dénemini kapsayan 1
yillik suregte kriz sikhgi ile karsilastirilmis, Q/Q genotipli kriz gecirmeyen
14 (%38,9), kriz geciren 22 (%61,1), Q/R genotipli kriz gecirmeyen 12
(%27,9), geciren 31 (72,1), R/R genotipli ise kriz gecirmeyen 5 (%62,5),
kriz gegiren 3 (%37,5) birey bulunmustur. Kriz sikhg ve PONQ192R
polimorfizmi arasinda anlamh istatistiksel bir iliski bulunmamistir
(p=0,149).

9. PONQ192R polimorfizmi OHH’li ¢ocuklarda AGS gecirmigslerine gore
incelenmistir. Cikan sonuclara gére Q/Q genotipli 26 (%74,3) birey AGS
gecirmemisken, 9 (%25,7) birey gecirmistir. Genotipi Q/R olan ¢ocuklarda
30 (%69,8) cocuk AGS gecirmemis, 13 (%30,2) ¢ocuk ise AGS atlatmistir.
R/R genotipine sahip 8 gocugun hic¢ birisinde (%100) AGS gorilmemistir.
PONQ192R polimorfizmi OHH’li ¢cocuklarda AGS icin risk faktorl olarak

istatistiksel anlamlilik géstermemistir (p=0,198).

10. PONQ192R  polimorfizmi  OHH’li  cocuklarin  cinsiyetleri ile
karstlastiriimistir. Q/Q genotipli kiz cocuk 18 (%50,0), erkek ise 18
(%50,0), Q/R genotipli kiz gocuk sayisi 16 (%37,2), erkek cocuk 27
(%62,8), R/R genotipinde ise kiz cocuk 1 (%11,1) iken erkek gocuk 8
(%88,9) bireydir. Buna gore PONQ192R polimorfizmi genotip dagiliminda
cinsiyete gore istatistiksel olarak anlamli bir iliski gostermemektedir
(0,092).

11. OHH’li gocuklarda PONL55M igin yiksek enzim aktivitesi gosteren L allel
frekansi %64 iken, PONQ192R igin dustk enzim aktivitesi gosteren Q allel
frekasi %65,4 tur. iki polimorfizm Kkarsilikli incelendiginde populasyondaki
dagilim PON1 enzim aktivitesi bakimindan orta seviyede oldugunu

goOstermektedir.
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12. PONL55M polimorfizmi OHH’li grupta orta seviyede aktivite ile anilan
L/M (%64) genotip sikhgi fazla iken, PONQ192R icin de aktivitesi orta
seviyede oldugu bilinen Q/R genotip sikhgi (%48,9) fazladir.

13. PONL55M ve PONQ192R polimorfizmlerinde mutant allel varliginin
birbirlerine etkisi incelenmistir. Bu iliski istatistiksel olarak anlaml
bulunmus ve populasyonda iki polimorfizm icin mutant olan allellerin
birlikte bulundugu gértlmemistir (p<0,001). Farkh calismalardaki dagilim
incelendiginde M/M-R/R  genotipli  birey bulunmamistir. Bu iki
polimorfizmin gen bolgesi Uzerindeki konumundan ve krosing-over ile

birlikte girmelerinden kaynaklandigi dustinilmektedir.

OHH’li gocuklarin grup ici karsilastirmasi sonucu, ilk agrili kriz, kriz sayisi
ve ASG gecirmigslikleri PON1 polimorfizmleri arasindaki anlamli genotipik bir
farklilik bulunamamistir. Buna bagl olarak PON1 polimorfizmlerinin OHH’li
cocuklar icin KAH’a vyatkinlik sebebi olarak gérilmemesi (p>0,05) sonucu
citkmaktadir. Ancak HbS’li veya tasiyici olmayan saglikh kontrol grubu ile OHH’li
verilerin Kkarsilastirilmasi ile farkli neticeler elde edilebilir. Ayrica populasyonun

genisletilmesi yine sonuglara etki etmesi beklenmektedir.

Cinsiyet ve PONL55M polimorifizminin istatistiksel iliskisinin anlamh
citkmasi populasyonun yaritya yakinin erkek agirhkli olmasindan kaynaklandigi
dustnilmektedir.

OHH’li cocuklarin ilk 6 aylik doneminde yiksek HbF’nin seviyeleri oksijen
seviyesini normal diizeyde tuttugu bilinmektedir. OHH’li ¢ocuklarda HbF seviyesini
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etkileyen polimorfizmlerin taranmasi ve ilk kriz yasini etkileyen bireysel HbF

seviyesi arasindaki iliski arastiriimahdir.

Genotipleme sonuglarina bakilarak OHH’li ¢ocuk populasyonunda genel
olarak orta seviyede enzim aktivitesi oldugu gézlenmistir. Ancak bu ¢alismada serum
paraksonaz enzim aktivitesine bakilamamistir. Talasemi gibi hemoglobin kaynakl
bir kan hastaligi olan OHH’nin da bu &rneklerde oldugu gibi oksidatif stres,
ateroskleroz ve KAH ile iliskili oldugu dustnulmastir. Polimorfik bdlgelerde
yapilan taramalar ile genotipsel farklililardan yola ¢ikarak enzim aktivite yorumlari
yaptimistir. PON1 polimorfizmlerinin paraoksonaz aktivitesine etkisini daha iyi
anlayabilmek icin OHH’li c¢ocuklarin PON1 enzim aktivitesi disinda, PAF-AF
aktivitesi, lipid hidroperoksit (LOOH) seviyesi, total antioksidan kapasitesi (TAC),
total oksidant durumu (TOS) ve oksidatif stres indeksine de bakilmalidir. Bunlarin
sonucunda OHH’li c¢ocuklarin oksidatif stres ve KAH ile bas etmelerindeki
mekanizma ve PON1 polimorfizmi arasindaki baglantilarin anlasiimasina yardimci

olacag@! dustnilmektedir.

Yasadigimiz cografyada OHH olduk¢a sik karsilan bir hastalik olup,
hastalarin yasam kalitesi dusuktir ve eldeki tedavi yontemleri hastanin yasam
kalitesi yeterince arttiramamakta, hastalarin bireysel farkliliklari tedavide farkh
etkiler goOstermektedir. OHH’li  bireylerde hastalik asamalari, taranacak
polimorfizmler ile genotipleme ve haplotipleme yontemleri ile daha iyi anlasiimasi

beklenmektedir.
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Ek-3 Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Genel Laboratuvar Cihazlari

0 Buzdolabi +4°C (Ugur)
-20°C dondurucu (Ugur)
-80°C dondurucu (Hettich)
Etlv (Nive EN-500)
Hassas terazi (Denver Instrument)
Manyetik karistirici (Nive MK 418)
Mikrodalga firin (Beko)
Mikropipet seti (Eppendorf)
Mikrosantrifuj (Hermle, Z160M)
Otoklav (Selekta 4002136)
Vorteks (Heidolph Reax)

© O 0O 0O 0O 0o o o o o

Elektroforezle ilgili Cihazlar
o0 Elektroforez aparati (EC Midicell EC 350, 20x20cm)
o Elektroforez gii¢ kaynagi (BioRAD PowerPack)

o Jel géruntuleme sistemi (Quantum ST4)

PCR Cihazlarn
0  Applied Biosystem ViiA7



AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

Ek-4 Kimyasal Maddeler

DNA izolasyonu
o High Pure PCR Template Preperation Kit-ROCHE (Cat. No. 11
796 828 001)
o 2-propanol (Sigma Aldrich CAS Number 67-63-0 19516-500ML)
o Etanol (Merck)

Agaroz Jel Elektroforezi

0 Agaroz (Sigma Aldrich Cas: 9012-36-6 A9539-100G)
Borik Asit (Carlo Erba 302177)
EDTA (Sigma-Aldrich Cas: 60-00-4 EDS-1KG)
Ethidium Bromide (10mg/ml, Sigma E-1510)
Trizma Base (Sigma T-6066)

o O O O

SNP Tanimlama icin Gerekli Maddeler (TagMan Tesi)
0 20x TagMan Drug Metabolism Genotyping Assay Mix PON1
L55M, C/T, rs854560 icin C_2259750 20, 150 reaksiyon
0 20x TagMan Drug Metabolism Genotyping Assay Mix PON1
Q192R, A/G, rs662 icin C_2548962_20, 150 reaksiyon

0 2x TagMan Universal PCR Master Mix Il (Applied Biosystem),
500 reaksiyon
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Ek-5 Cozeltiler

= Tris HCI Tamponu (100mM)

150 ml distile su i¢inde ¢dzdukten sonra pH kontrol edilir. pH 8 oldugunda

200mlye tamamlanir. Otoklavda steril edilerek + 4 °C’de saklanmistir.

» Yikleme Tamponu (6x)

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)
0.03% Bromophenol blue
0.03% Xylene cyanol FF

60% Glycerol

60 mM EDTA

81



AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

Ek-6 High Pure PCR Template Preparation Kit-Roche (Cat. No. 11 796 828 001)
izolasyon Protokolii

1. 1,5 ml mikrofij tuplerine 200ul kan 6rneg@i, 200ul Binding Buffer ve 40ul
proteinaz K konmustur. Karisim vortekslenerek 70°C’de 10 dakika

inkibasyona birakilmistir.

2. Kisa santriftijden sonra tizerine 100l izopropanol eklenmis ve vortekslenir.

3. Vortekslenen karisim filtreli tlp ve kolon diizenegine aktarildiktan sonra
8000xg de 1 dakika santriftyj edilir. Alt kolon degistirilir.

4, 500ul inhibitor removal buffer eklenmis ve yeniden 8000xg’de 1 dakika
santriftij edilmistir. Kolonlar degistirilmistir.

5. 500ul wash buffer eklenmis ve 8000xg’de 1 dakika santriftj edilmistir.

Kolonlar degistirilmistir.

6. 500ul wash buffer eklenerek 8000xg’de 1 dakika santriftlj edilmistir ve
alttaki sivi atilarak kolon bosaltilmistir. Ardindan 13000 rpm’de 20 saniye
santriftij edilmistir. Kolonu atihir, yerine 1,5 ml mikrofj ttpa yerlestirilir.

7. 200ul 70°C’ye sitilmis elution buffer pipetlenir ve 8000xg’de 1dakika

santrifij edilir.

8. Filtreli tip atilir. Mikrof(j tupt icindeki DNA +4°C’de muhafaza edilir.
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Ek-7 Agaroz Jel Hazirlama ve DNA Bantlarinin Gozlenmesi

Agaroz c¢ozeltisi icerisinde 1XTBE ve 0.1 ug/ml etidyum bromit olacak
sekilde distile su icerisinde mikro dalga firinda seffaflasincaya kadar kaynatildiktan
sonra jel tepsisine dokildi ve 1 saat katilasmaya birakildi. Ayni giin kullaniimayan

jeller + 4°C’de plastik torbalar icerisinde saklanmistir.

Genomik DNA icin %1,2’lik, 35 ml hacimde 8 kuyulu agaroz jel

hazirlanmistir.

DNA izolasyonu sonucu elde edilen genomik ve PCR sonucu elde edilen
DNA o6rneklerinden 10 pl alinarak tzerine 6x yikleme tamponundan 3ul eklendikten

sonra agaroz jel Uzerindeki kuyulara yuklenmistir.

Elekroforez icin yuritme tamponu olarak 1x TBE kullanilmistir ve

elektroforez 80 voltta 30 dakika ylritalmastar.

DNA Bantlarinin Gozlenmesi ve Goruntiilenmesi etidyum bromit ile
boyanmis jeller “Ultra Viyole Transilimunator” Gizerine konularak olusan fusya rengi
ciplak gozle izlenmistir.  Goruntilemek icin  MEITAM  Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda bulunan Jel Goériintileme Sistemi (Quantum ST4) goruntuleme

kabini kullaniimistir. Bilgisayarda jpeg fotograf dosyasi olarak depolanmistir.
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Ek-8 Hasta Bilgi Formu

ORAK HUCRE HASTALARINDA PON1 GENi POLIMORFIZMLERI
ANALIZI'NE ILISKIN ANKET FORMU

Sayin katilimcl,

Bu anket formu “Orak Huicre Hastalarinda Ponl Geni Polimorfizmleri Analizi” adh
arastirma kapsaminda orak hicre hastahiginin ve PON1 polimorfizmlerinin iligkili
oldugu koroner arter hastalikla (KAH) iliskilendirilmesi hakkinda bilgi toplamayi
amaclamaktadir. Sonugclar orak hiicre hastalarinin yasam kalitesini arttirmayi

hedefleyen tedavilerin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Anket formunda 30 adet soru yer almaktadir. Sorulara yanit verme sireniz 10
dakika/saattir. Arastirmaya katilmak gonullulik esasina dayalidir. Arastirma
stirerken herhangi bir zamanda istemeniz durumunda sorumlu arastirmaciy!
bilgilendirmek kosulu ile arastirmadan ayrilabilirsiniz. Arastirma sirasinda sizden
alinan bilgiler arastirmacida sakli kalacak ve toplanan veriler yalnizca bilimsel
amacla kullanilacaktir. Ankette bulunan sorulara vereceginiz yanitlarin dogrulugu,
arastirmanin niteligi agisindan oldukca énemlidir. Bu nedenle, ankette bulunan

sorulara dogru yanit vermenizi rica eder, isbirliginiz icin tesekkir ederiz.

Sorumlu

Arastirmaci

Unvan/Ad/
Soyad
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ANNE-BABA ve COCUGUN KATILACAGI ANKET SORULARI

KATILIMCININ;

K | E
Cinsiyeti :
Dogum Tarihi ve Yasl :
Dogum Yeri — Memleketi :
Yasadi§i Yer :
Formun Dolduruldugu Tarih:
Hastaliga ne zaman yakalandigi:
NO ANKET SORULARI EVET | HAYIR
1) Ebeveynler arasinda sigara kullanan var mi?
2) | Ebeveynler arasinda alkol kullanan var mi? | |
3) | Ebeveynler arasinda hipertansiyon hastasi olan var mi? | |
4) Diyabet hastaliginiz var mi?
5) Ebeveynler arasinda diyabet hastasi olan var m1?
6) | Kan hastaliginiz var mi? | |
7) | Ebeveynler arasinda kan hastaligi olan var mi? \ \
8) | Ebeveynler arasinda yiiksek kolestorel hastaligi olan | \
9) Kalp hastaliginiz var mi?
10) Ebeveynler arasinda kalp hastaligi olan var mi?
11) | Ebeveynler arasinda osterosikleroz hastasi var mi?
12) Obezite hastasi misiniz?
13) Ebeveynler arasinda obezite hastaligi olan var mi?
14) Bobrek hastaliginiz var mi?
15) Ebeveynler arasinda bobrek hastaligi olan var mi1?
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16) Ebeveynde prostat hastaligi var mi1?
17) Karaciger hastaliginiz var mi?
18) Ebeveynler arasinda karaciger hastaligi olan var mi?

19) Daha 0nce felg gecirdiniz mi?

20) Ebeveynler arasinda felg geciren, gecirmis olan var
21) Daha 6nce beyin kanamasi gegirdiniz mi?

22) Ailenizde arasinda beyin kanamasi gegiren var mi?
23) | Ailenizde alzheimer hastasi var mi?

24) Sitmaya yakalandiniz mi?

25) Ebeveynler arasinda sitmaya yakalanan var mi?
26) Daha 6nce kanser gecirdiniz mi?

27) Ailenizde kanser hastasi var mi?
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Ek-9 Bilgilendirilmis Hasta Onam Formu

““Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz1 (Pon1) Gen Polimorfizmleri Analizi” isimli Yiksek Lisans Tezi igin

ASGARI BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU
Orak Hiicre Hastasl Cocugu Olan Anne-Baba icin
Arastiricinin Agiklamasi

Kalp hastaliklarda rol oynayan genetik (kalitimsal) nedenleri bulmak izere yeni bir arastirma yapmaktayiz. Amacimiz orak
hiicre hastaligi ile paraoksonaz 1 gen polimorfizlerini iliskilendirmektir. Arastirmanin ismi “Orak Hucre hastalarinda
paraoksonaz 1 (PON1) gen polimorfizmleri analizi” dir. Arastirmaya davet edilmenizin nedeni sizde/ailenizin bir tyesinde
ORAK HUCRE HASTALIGI bulunmasidir ve bunun igin tedavi uygulanmistir veya uygulanmaktadir. Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklari AD’dan Cocuk Hematolojisi Bilim Dali ve Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji AD’nin ortak katilimi ile 170 gonalliiniin yer alacadi bir arastirma gerceklestirilecektir.

Bu arastirmay yapmak istememizin nedeni orak hiicre hastasi bireylerin saglikli bireylere gore kalp hastaliklarina yakalanma
sikhklarini incelemektir. Sizin cocugunuzun da bu arastirmaya Kkatilmasini dneriyoruz. Cocugunuz calismaya Orak Hiicre
Hastasi Birey olarak katkida bulunacak. Ancak hemen séyleyelim ki ¢ocugunuz bu arastirmaya katilip katilmamakta serbesttir.
Calismaya katihm gonillilik esasina dayalidir. Kararinizdan énce arastirma hakkinda sizi ve gocugunuzu bilgilendirmek
istiyoruz.

Eger cocugunuzun arastirmaya katilmasini kabul ederseniz, oncelikle yapilacak calisma hakkinda soézel bilgilendirme
yapilacaktir. Bu arastirmada orak hiicre hastaliginin bireysel tedavi yéntemlerine katkida bulunmak icin Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari AD Cocuk Hematolojisi Bilim Dali Baskani Prof. Dr. Selma Unal’in gozetiminde kan
ornekleri alinacak ve Mersin Universitesi Biyoloji AD’ndan Prof. Dr. Yasemin KACAR ve yiiksek lisans 6grencisi Gonca AY
tarafindan kalp hastahigi gelisimi ile iliskilendirilen paraoksonaz gen farkliliklari incelenecektir. Génullii olmaniz dahilinde
cocugunuzdan 5 ml (1 tip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal DNA elde edilecektir ve serum
ayristirilacaktir. Genetik materyalde paraoksonaz gen polimorfizmlerine, serumda paraoksonaz enzim aktivitesine bakilacaktir.
Bu asamada DNA izole edilemez olunursa sizden tekrar kan vermeniz istenebilir. Iste§iniz dogrultusunda cocuklarinizin
sagliklari ile ilgili ayrintih bilgi alabileceksiniz.

Bu ¢alismaya ¢ocugunuzun katilmasi icin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya ¢ocugunuzun katilmasi igin size
ek bir ddeme de yapilmayacaktir.

Bu calismaya ¢ocugunuzun katilmasini reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve reddettiginiz
takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi
cekmek hakkina da sahipsiniz.

Bu calismaya gocudunuzun katilmasini kabul ederseniz, Prof. Dr. Selma UNAL veya onun gorevlendirecedi bir hekim
tarafindan muayene edilecek ve bulgular kaydedilecektir. Yaklagik olarak 10dk siire icerisinde Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Klinidi’nde kan vermeniz ve gerekli anketi doldurmaniz yeterli olacaktir.

Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek dogru tani konulmasina yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimlik belirtilmeden tip
ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve
baskalarina verilmeyecektir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Cocugunuz igne batmasina bagh olarak az bir aci duyabilir. 2-) Az bir ihtimal
de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagl olarak sosyal, ekonomik ve
psikolojik sorunlar ortaya ¢gikabilir. Cocugunuza ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz ve anormal
bir gen tasidig saptanirsa bulgularimizi herhangi bir iicret talep etmeden size bildirecegiz. Ancak bdylesi bir bilgiyi 6§renmeyi
reddetmek her zaman hakkinizdir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin

87



AY, G. 2013, Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonaz 1 (PON1) Gen Polimorfizmleri Analizi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin
Universitesi

izninizle olacaktir. Bu durumlarda gizlilik ilkesine bagh kalinacaktir. Yukarida sayilanlar béylesi bir analizde yasanabilecek
olas risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar gdrmenizi saglamak igin elimizden geleni yapacagiz.

Yapilacak genetik testin getirecegi olasi yararlar: Bdyle bir analiz ilgili genetik bozuklugun nedeninin 6grenilmesinde yararh
olacaktir. Su anda bu galismanin hemen size veya ¢ocugunuza bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili
hastaligin temelinde yatan nedenlerin égrenilmesi ileride ilgili bozukluktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Gonulli Anne-Babanin Beyani

Sayin Prof. Dr. Selma UNAL tarafindan Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari AD Gocuk
Hematolojisi Bilim Dal ve Fen Edebiyat Fakitesi Biyoloji AD’na bagl bir arastirma yapilacag: belirtilerek bu arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya ¢ocugum “katilimci” olarak yer alabilmesi
icin davet edildi.

Eger bu arastirmaya ¢ocugumun katilmasina onay verirsem hekim ile aramda kalmasi gereken gcocuguma ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biyik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve
bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda gocugumun kisisel bilgilerinin ihtimamla korunacadi konusunda bana yeterli giiven
verildi. Projenin yuritilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan cekilebiliriz. (Ancak arastirmacilari zor
durumda birakmamak icin arastirmadan cekilecegimi 6nceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuna herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla ¢ocugum arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilir. Arastirma igin
yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Arastirma
sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastiimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr. Selma UNAL, telefon ve adres‘ten (Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari AD Cocuk Hematolojisi Bilim Dali Bagkani Prof. Dr. Selma Unal:
0324 337 43 00 dahili: 1149) arayabilecedimi biliyorum. ister dogrudan, ister dolayl olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglk sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, her turlu tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli givence wverildi (bu tibbi midahallelerle ilgili olarak da parasal bir yik altina
girmeyecegim).Cocugum bu arastirmaya katilmak zorunda degil ve katilmayabilir. Arastirmaya katilmasi konusunda zorlayici
bir davranisla karsilasmis degilim. EGer cocugumun katilmasini reddedersem, bu durumun tibbi bakimina ve hekim ile olan
iliskimize herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir disiinme suresi sonunda
cocugumun adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci” olarak yer almasi kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biyiik bir
memnuniyet ve gonillulik icerisinde kabul ediyorum. Bu arastirma kapsaminda alinacak kan érneginin;

a)Sadece yukarida bahsi gecen calismada kullanilmasina izin veriyorum,

b)ileride yapilmasi planlanan tiim galismalarda kullaniimasina izin veriyorum,

¢)Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Gonulla Yasal Temsilci
Adi, soyadi: Adi, soyadi:
imza: imza:

Tarih: Tarih:

Yetkin Arastirici Gorusme tanig
Adi, soyadi: Adi, soyadi:
imza: imza:

Tarih: Tarih:

Yetkin Arastirici
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Adi, soyadi:
imza:

Tarih:

“Orak Hiicre Hastalarinda Paraoksonazl (Pon1) Gen Polimorfizmleri Analizi” isimli Yiiksek Lisans Tezi icin

ARASTIRMA AMAGLI CALISMA iCIN COCUK RIZA FORMU

Sevgili Kardesim,

Benim adim Prof. Dr. Yasemin KACAR. Orak Hicre Anemisi adi ile bilinen bir kan hastaliginda, Cocuk Hematoloji Bilim
Dali Bagkani Prof. Dr. Selma Unal’in da izni ile arastirma yapiyorum. Aragtirmanin ismi “Orak Hiicre Hastalarinda
Paraoksonaz Gen Polimorfizmleri”dir. Arastirma ile; sizin gibi Orak Hicre Hastasi olan kiigik kardeslerimizin yasam
kalitesini arttiran tedavilerin gelismesine vesile olacagiz. Bu arastirmaya katilmanizi éneriyoruz. Siz galismaya Orak Hiicre
Hastas birey olarak katkida bulunacaksiniz.

Arastirmayi ben Prof. Dr. Yasemin KACAR ve Yiksek Lisans égrencimiz Gonca AY ile birlikte yapiyoruz. Bu arastirmanin
sonuglari sizinle ayni yaslarda sizin gibi hasta arkadaslarimiza yeni tedaviler gelistirebilmemiz icin gereklidir. Bu arastirmanin
sonuglarini baska doktorlara da sdyleyecegiz, sonuglari bildirecegiz ama sizin adinizi sdylemeyecegiz.

Bu arastirmaya katilip katilmamak icin karar vermeden once calismanin nasil yapilacagina dair verecegimiz bilgiler
dogrultusunda anne ve babaniz ile konusup onlara danismalisiniz.

Son olarak, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari AD Cocuk Hematolojisi Bilim Dal galisanlari
tarafindan izniniz dogrultusunda bu calismayi yapabilmek icin kolunuzdan 5 ml (1 tiip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Bu
kandan genetik materyal DNA elde edilecektir ve serum ayristirilacaktir. Genetik materyalde paraoksonaz gen
polimorfizmlerine, serumda paraoksonaz enzim aktivitesine bakilacaktir. Bu asamada basarisiz olunursa tekrar kan vermeni
istenebiliriz. Kan alirken caniniz biraz aciyabilir ama cabuk gegecektir.

Anne ve babaniz veya yasal temsilcinize bu arastirmadan bahsedip onaylarini/izinlerini alacagiz. Anne ve babaniz veya yasal
temsilciniz tamam deseler bile siz kabul etmeyebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak sizin isteginize bagh ve istemezseniz
katiimazsiniz. Bu nedenle hig kimse size kizmaz ya da kiismez. Once katilmay1 kabul etseniz bile sonradan vazgegehilirsiniz, bu
tamamen size bagli. Kabul etmediginiz durumda da doktorlar ve egiticilerin, muayene ve diger faaliyetlerinde size dénceden
oldugu gibi iyi davranir, 6nceye gore farkhlik olmaz.

Akliniza simdi gelen veya daha sonra gelecek olan sorulari istediginiz zaman bana sorabilirsiniz. Telefon numaram ve adresim
bu kagitta yaziyor. (Prof. Dr. Selma UNAL, telefon ve adres‘ten (Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari AD Gocuk Hematolojisi Bilim Dali Baskani Prof. Dr. Selma Unal: 0324 337 43 00 dahili: 1149) Bu arastirmaya
katilmay1 kabul ediyorsaniz asagiya lutfen adinizi ve soyadinizi yaziniz ve imzanizi atiniz. Imzaladiktan sonra size ve ailenize
bu formun bir kopyasi verilecektir.

Cocugun adi, soyadi:

Cocugun imzasl:

Yasal temsilcinin adi, soyadi:
Yasal temsilcinin imzasi:
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