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1. OZET

Kanser gelisminde artmis oksidatif stresin etkisi oldugu bilinmektedir. Renal
hiicreli kanser (RHK) gelisiminde de artmis oksidatif stresin rolii bulunmaktadir. Insan
viicudunda oksidatif strese karsi etki gosteren antioksidan sistemler mevcuttur. Bu
sistemlerden biri de diisiik dansiteli lipoproteinleri (LDL) oksidasyona karsi koruyan
paraoksonaz (PON) enzimidir. Bu calismada RHK’li hastalarda PON1 Q192R ve L55M
gen polimorfizmleri arastirildi.

Bu amacgla 60 adet RHK tanis1 almis hastanin ve 60 adet saglikli kontrol
grubunun periferik kanlar1 alindi ve DNA’lan elde edildi. Genotipler, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile belirlendi ve QI192R polimorfizmi i¢in Alw I ve L55M
polimorfizmi  icin ~ Hsp92Il  restriksiyon  enzimleri  kullamldi.  Verilerin
degerlendirilmesinde Ki-kare ve Fisher’s exact testi kullanildi.

RHK’li hasta grubu ve kontrol grubunda Q192R polimorfizmi acisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P=0.045). Hasta ve kontrol grubunda Q ve R
allel frekanslar acisindan da anlamli fark mevcuttu (P=0.013). Hasta grubunda Q alleli
kontrol grubundan daha fazla bulundu. Kontrol grubunda ise R alleli hasta grubundan
daha fazla tesbit edildi. L55M polimorfizmleri acisindan hasta ve kontrol gruplari
arasinda istatiksel fark bulunamadi (P=0.276). Ayrica L ve M allel frekanslar1 agisindan
da herhangi istatistiksel bir fark yoktu (P=0.069).

Sonug¢ olarak bu caligmada RHK ile kontrol grubu arasinda PON1 Q192R
polimorfizmi i¢in farklilik oldugu ve hasta grubunda Q allelinin kontrole gére daha
yiiksek, R allelinin ise daha diisiik oranda oldugu gosterildi. Bu sonug bize R allelinin
RHK’de koruyucu bir etken olabilecegini diisiindiirmektedir. Bizim sonuclarimiza gore

RHK ile PON1 L55M polimorfizmi arasinda bir iligski goriilmemektedir.

Anahtar Kelimeler: Renal hiicreli kanser, paraoksonaz, gen polimorfizm



2. ABSTRACT

Researching of paraoxonasel (PON1) Q192R and L55M gene

polymorphism in patient with renal cell carcinoma

It is already known that increased oxidative stress has an effect on
carcinogenesis. Oxidative stress has also an effect on the development of renal cell
carcinoma (RCC). There are antioxidant systems operating against oxidative stres in the
human body. One of these systems is paraoxonase enzym which protects low dansity
lipoproteins (LDL) against oxidation. PON1 Q192R and L55M gene polymorphisms
were researched in RCC patients in this study.

Sixty patients with RCC and sixty healty control group were included in this
study. Their peripheric blood samples were taken and DNA was isolated. Genotypes
were found by polymerase chain reaction (PCR) and Alw I restriction enzyms were
used for QI92R polymorphism and Hsp92Il restriction enzyms were used L55M
polymorphism. Chi-square and Fisher’s exact tests were used for analizing datas.

Statistical significiantly difference was found in patients with RCC and control
group in PON1 Q192R polymorphism (P=0.045). There was found significiantly
difference in patients and control group in Q and R allel frequency (P=0.013). Q allel
was higher in patients group more than in the control group. R allel was higher in
control group more than in the patients group. Between control and patients group no
statistical difference was found in L55M polymorphism (P=0.276). Additionaly there
was no statistical difference in L and M allel frequency (P=0.069).

At the end of this study Q allel is higher and R allel is lower in patients group
than in the control group and the difference in PON1 Q192R polymorphism between
patient with RCC and the control group was showed. This result shows that R allel can
be a protective factor in RCC. According to our results there was no relation diagnosed

between RCC and PON1 L55M polymorphism.

Key Words: renal cell carcinoma, paraoxonase, gene polymorphism



3. GIRiS

Kanser viicudun herhangi bir yerindeki bir hiicre grubunun farklilagarak
kontrolsiiz olarak ¢ogalip cevre dokulara infiltrasyonu ve bu hiicrelerinin dolagima
gecerek viicudun farkli bolgelerine metastazi ile karakterize bir hastaliktir. Kanser
Diinyada 6nemi giderek artan bir saglik sorunudur. Giiniimiizde en sik 6liim nedenleri
arasinda kanser, kalp hastaliklarinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir. Ortalama
yasam siiresinin uzamasit ve daha cok kanserojene maruz kalma nedeniyle kanser

siklig1 giderek artmaktadir (1, 2).

Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas dengenin,
prooksidan ve oksidan maddelerin lehine kaymasi oksidatif stresin artmasina yol agar.
Oksidatif stresin doku hasarma yol actifi ve kanser gelismesinde etkin oldugu
bilinmektedir. Saglikli bir organizmada normal metabolizma sirasinda da serbest
oksijen radikalleri (SOR) olusmaktayken; inflamasyon, sigara i¢imi, bazi ilaglarin
kullanimi (bleomisin, asetaminofen gibi), nitrojen oksit iceren ekzojen kaynaklara ve
radyasyona maruz kalma durumlarinda SOR’nin iiretimi artmaktadir. Artan oksidatif
stres lipid ve proteinlerde oksitlenmelere, kanser riskinde artmaya neden olur (3-5).
Endojen ve ekzojen antioksidanlar, kansere neden olan SOR’ni noétralize ederek veya

etkilerini engelleyerek kanser gelisimini 6nleyebilmektedir (6, 7).

Yapilan calismalarda cesitli kanser tiirlerinde oldugu gibi oksidatif stres ve
buna bagl lipid peroksidasyonunun artmis renal hiicreli kanser (RHK) riskiyle birlikte
oldugu bildirilmektedir (8, 9). Insanlarda bu radikallerin zararl etkilerinden korunmak
icin serbest radikalleri temizleyen bazi endojen sistemler mevcuttur.  Lipid
peroksidasyonunda olusan karsinojenik yagda coziiniir radikallerin ve paraoksan gibi
organofosforlu bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan paraoksanazl (PON1)

enzimi de bu sistemler icerisinde yer almaktadir (10).

PONI1, yiiksek dansiteli lipoproteine (HDL) baglh 43 kDa agirliginda
karacigerde ve serumda bulunan lipofilik bir antioksidandir (11). PON1’in
antioksidan rolii diisitk dansiteli lipoproteinleri (LDL) oksidasyondan koruyucu

etkisinden dolayidir (10).



PON1’1n yaygin iki fonksiyonel polimorfizmi tespit edilmistir ve bu
polimorfizm serum PON1 aktivitesini etkilemektedir. Bu iki polimorfizm 55. ve 192.
pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya c¢ikar. 192. pozisyondaki glutamin
(Q genotipi) ve arginin (R genotipi) yer degistirmesi ile birinci polimorfizm; pozisyon
55’deki 16sin (L genotipi) ve metionin (M genotipi) degismesiyle ikinci Onemli
polimorfizm olusur. Bu polimorfizimler sonucunda enzim aktivitesinin degistigi de

bildirilmektedir (12, 13).

Biz bu calismamizda olusumunda oksidatif stres ve SOR’nin etkili oldugu
bilinen RHK ile antioksidan 6zelligi bulunan PON enziminin Q192R ve L55M gen

polimorfizminin iligkisini arastirmay1 planlamaktayiz.

3. 1. Renal Hiicreli Kanser (RHK)
3. 1. 1. insidans

Yetiskin tiimorlerin % 3’iinii olusturan RHK, iirolojik kanserlerin iginde
ticlincli sikliktadir.  Genel olarak 100. 000 popiilasyonda 8,7 yeni olgu rapor
edilmektedir. Erkek/kadin oran1 3/2dir (14). Genellikle ileri yas hastalig1 olup en sik
6. ve 7. dekatta goriiliir. Siyah irkta %10-20 daha fazla goriiliip nedeni tam olarak
bilinmemektedir (15). Son 20 yilda biitiin diinyada yayginhigi giderek artmasina

ragmen Danimarka ve Isvigre de yaygmliginin azaldig: bildirilmistir (16).

RHK olduk¢a 6liimciil bir kanserdir. 1998 yilinda Avrupa da renal hiicreli
kanser tanis1 almig 30. 000 hastanin yarisinin takibinde bu hastaliktan dolay1 6ldiigii
bildirilmistir (17). RHK insidanst 1970’li yillardan beri artig goriilmektedir. Bu artis
bilgisayarli tomografi (BT) ve ultrasonografinin (USG) yaygin kullanima girmesiyle
insidental olarak yakalanan vakarla aciklanabilir (18). Ancak erken evre insidental tani
konulan olgularin oranindaki artis RHK’e bagli mortalite oranlarini etkilememistir. Bu
durumun son yillarda tiitiin kullaniminin ve karsinojenlere daha fazla maruz kalmanin

tiimor biyolojisini kotii etkilemesine bagl olabilecegi diisiiniilmektedir (15).



3. 1. 2. Etyoloji

RHK iizerinde 100 yil1 agkin bir siiredir ¢alisilmaktadir. Ancak etyolojisi ve
histogenezi hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bilinen en Onemli etyolojik faktor
sigaradir (19, 20). Sigara icenlerde bobrek kanseri riski iki kat artmaktadir. Her tiir
tiittin risk faktorii olmakla birlikte ¢ok icilmesi ve uzun siireli kiimiilatif doz riski
artirmaktadir (21). Risk sigara igcme siiresi ile iligkilidir ve birakildiktan sonra riskin
kademeli olarak azalmasi neden sonug iliskisini gosteren bir bulgudur (22). RHK uzun
stireli obezitesi olan diisiik sosyoekonomik diizeyli ve kirsal kesimden insanlarda daha

sik goriilmektedir. Ancak bunun nedeni tam olarak bilinmemektedir (23, 24).

Yiiksek yag ve protein yaninda diisiikk meyve sebze tiikketiminin RHK ile iligkisi
oldugu gosterilmigse de bu risk ¢ok yiiksek degildir (25). Benzer sekilde RHK metal
iscilerinde, firinda calisanlarda, asbest ve kadmiyum maruziyetinde daha fazla
goriildiigii rapor edilmistir (26, 27). Bunlarin disinda thorotrast, radyasyon ve
ditiretikler disinda ki anthipertansiflerin uzun siireli kullanminin RHK ig¢in risk

olabilecegi bildirilmistir (28).

Hayvan ¢alismalarinda cesitli etyolojik faktorler belirlenmistir. Bunlar arasinda
viriisler, kursun bilesikleri ve aromatik karbonlar gibi ¢esitli maddeler sayilabilir.
Ancak insanlarla ilgili kesin bir ajan saptanamamistir (29). Son yillarda RHK’in
molekiiler genetigi ile ilgili 6nemli gelismeler kaydedilmistir. Bu konuda yeni familyal
sendromlar bulundugu gibi; bu malignitenin sporadik ve familyal formlar ile ilgili
supresOr genler ve onkogenler tamimlanmustir.  Seffaf hiicreli karsinomda 3.
kromozomun kisa kolunda DNA kayb1 oldugu ve Von Hippel- Lindau (VHL) supresor
geninin burada lokalize oldugu gosterilmistir (29, 30). Papiller hiicreli karsinom
kromozom 7 ve 17 de trizomi, kromozom 1, 16 ve Y’deki anormalliklerle

karakterizedir (31, 32).

3. 1. 3. Patoloji

RHK ler tipik olarak bobregin normal konturlarini protrude eden renal korteksin
herhangi bir yerinden gelisen globiiler kitleler seklindedirler. Kesit yiizii genellikle
grimsi 0demat6z stroma, hemoraji, nekroz, kistik ve kalsifiye alanlar iceren sari

renkte, yumusak parankimden olusur (33, 34). Sar1 renk yogun intrasitoplazmik lipid



nedeniyledir. Yiiksek grade’li timorler daha az lipid ve glikojen igerirler ve daha

degisken goriiniimlere sahiptirler (35).

Bircok RHK gross olarak yuvarlak ya da ovaloid yapidadir. Cevresinde
komprese olmus parankim ya da fibréz doku vardir. Ust iiriner sistemin degisici epitel
karsinomlarinin aksine bircok RHK gros olarak infiltratif goriinebilir (36). Timor capi
ortalama 5-8 cm olmakla beraber; birka¢ milimetreden biitiin abdomeni dolduracak
kadar biiyiik de olabilir. Niikleer 6zellikler oldukca degiskendir; bu nedenle niikleer
biiyiiklitkk ve yapiya, belirgin niikleolusun olup olmamasina gore cesitli siniflamalar
ortaya konmustur. Fuhrman klasifikasyon sistemi bugiin siklikla kullanilmaktadir. Bu

siiflama tiimor evresinden bagimsiz olarak prognozu 6ngorebilmektedir (35, 36).

Tablo 1. Bobrek hiicreli kanserde niikleer grade icin Fuhrman klasifikasyonu

Grade Niikleer cap Niikleer ¢eper Niikleolus

1 10mm Yuvarlak {iniform Yok yada silik

2 15mm Diizensiz Belirgin

3 20mm Diizensiz Belirgin yogun

4 >20mm Multilobule Kromatin demetleri

Bir¢cok RHK unilateral ve unifokaldir. Bilateral tutulum es zamanl ya da farkli
zamanlarda olabilir. Cift tarafl1 olma oran1 %2-4 arasinda degismekle beraber familyal
formlarda daha siktir. Multisentrisite olgularin %10-20 sinde goriiliir ve papiller

histolojide ve familyal RHK'de daha siktir (37, 38).

Biitiin renal hiicreli kanserler, 6zellikle adenokanserler, renal tiibiiler epitelyal

hiicrelerden koken alirlar. Son zamanlarda yapilan calismalarda berrak hiicreli RHK



proksimal tiibiil epitelinden koken alirken diger papiller ve kromofobik gibi tipler

tiibiiliin daha distalinden koken alir (39).

Geleneksel olarak RHK 4 sinifa ayrilirdi: berrak hiicreli, graniiler hiicreli,
tiibiilopapiller ve sarkomatoid. RHK'deki molekiiler genetik gelismelerine ve histolojik
ve ultrastriiktiirel bulgularin daha kapsamli yorumlanmasina bagli olarak, yeni bir
siniflama semasi ortaya konmustur. En son 2004 yilinda diinya saglik orgiitiince kabul

edilen siiflama tablo. 2’de verilmistir (40).

Berrak hiicreli ya da konvansiyonel RHK tiim tiimorlerilerin %70-80'ini
olusturur ve oldukg¢a vaskiilerdirler. Timor hiicre demet ya da asinileri arasina
yayilmis ince vaskiiler sinizoidlerle karakterizedir. Kromozom 3 degisiklikleri ve VHL
mutasyonlart konvansiyonel RHK'de siktir. Ayrica bu genin inaktivasyonu ve

mutasyonu sporadik olgularin %75'inde goriiliir (39, 41).

Tablo 2. 2004 diinya saglik orgiitiiniin Renal hiicreli kanserin simiflamasi

Histolojik tip prevelans
-Berrak hiicreli RHK 70
-Papiller RHK 10
-Kromofob RHK 5
-Herediter kanser sendromu 5
-Multilokiiler kistik RHK <1
-Toplayict kanal karsinomu <1
-Mediiller karsinom <1
-Musinéz tiibiiler karsinom <1
-Norobalstomla birlikte RHK <1
-Xp11. 2 translokasyonlu TFE3 RHK <1
-Siniflandirilamamis lezyon 4




Diger klasifikasyon semalarinda kromofilik RHK olarak tanimlanan
tiibiilopapiller ya da papiller RHK'ler ikinci siklikta goriilen histolojik tiptir. Tim
RHK’lerin  %10-15'ini olusturmakla beraber son donem bobrek yetmezligi ve
kazanilmis renal kistik hastalik gibi 6zel durumlarda daha ¢ok goriiliir (41). Papiller
RHK'in sitogenetik anormallikleri karakteristik olup kromozom 7 ve 17'nin trizomisi
ve Y kromozomu kaybidir. Papiller RHK'in diger bir tipik 6zelligi, multisentrisite

egilimidir ki bu baz1 serilerde %40'lara kadar ¢ikar (38, 42, 43).

Kromofob Hiicreli Karsinom toplayici kanallarin kortikal boliimiinden koken
alan ayn bir histolojik tiptir. Tiim RHK'larin %4-5'ini olustururlar. Rapor edilen bir
cok olgu geng yasta olup genellikle 3. 4. ve 5. dekatlarda goriiliir. Rapor edilen
olgularin ¢ogu tami sirasinda ileri evre ve yiikksek derecelidir ve genellikle

konvansiyonel tedavilere cevap vermezler (39, 41).

Toplayici kanal ya da Bellini kanal karsinomu, RHK'lerin olduk¢a ender bir

tiiriidiir ve tiitm RHK’lerin %]l'inden azin1 olusturur (39).

Renal mediiller karsinoma goéreceli olarak yeni bir histolojik subtiptir ve hemen
daima sickle-cell genetigi ile birlikte goriiliir. Siklikla geng¢ yastaki (en ¢ok tigiincii

dekatta) siyahi Amerikalilarda goriiliir (44).

RHK’de lokal agresif davranis sik goriilen bir 6zelliktir. Toplayici sistemin
veya renal kapsiiliin invazyon ve perforasyonu olgularin yaklagik % 20’sinde goriiliir.
RHK olgularinin %10’unda vendz sisteme yayilim vardir. Bu oran diger tiimorlerden
daha fazladir (45). Lenfatik yolla bolgesel lenf nodiillerine yayilabilir (46). Hematojen
yolla basta akciger olmak iizere, karaciger, kemikler, siirrenal ve kars1 bobrege

yayilabilir (47, 48).



Tablo 3. RHK’de metastaz lokalizasyonlar:

Lokalizasyon goriilme yiizdesi
Akciger 50-60
Karaciger 33
Kemik 30-40
Bolgesel lenf nodlar 15-30
V. renalis 15-20
Perirenal yag dokusu 10-20
Siirrenal bez (aym taraf) 10-15
V. cava inferior 8-15
Beyin 10-13
Komsu organlar(mide, kolon. . . .) 10
Kars1 bobrek 2

3. 1. 4. Evreleme

Evrelemenin asil amaci uygun tedavi se¢imi ve prognostik bilgi edinilmesidir.
1958 yilinda Flocks ve Kodesky tiimoriin makroskopik 6zelliklerine gore bir evreleme
ileri siirmiislerdir. Daha sonra Robson vaskiiler tutulumu da goz Oniine alan bir
modifiye evreleme sistemi Onermistir (49). Robson sisteminin kullanimi kolay
olmasina ragmen Ozellikle evre III hastalik icin prognostik degerinin az oldugu

goriilmiistiir.



Tablo 4. RHK’da robson evreleme sistemi

Evre 1 : Timor bobrek parankimi igine sinirh
Evre 11 :  Timor perinefritik yag dokusunu tutmus gerota fasyasi

icerisine sinirh (stirrenal dahil)

Evre I A :  Tiimor renal ana ven veya infeior kavayi tutmus

Evre I B :  Timor bolgesel lenf nodiillerini tutmusg

EvreIC :  Tiimdr hem lokal damarlar1 hemde bolgesel lenf nodlarim
tuttar

Evre IVA : Tiimor siirrenal disindaki komsu organlara yayilir

Evre IVB :  Uzak metastazlar

Tiimor nodiil metastaz (TNM) sistemi timor tutulumunun yaygiligi ve prognoz
acisindan daha dogru bilgi vermektedir. RHK’in tiimor siniflama sistemi 1987
sadelestirilerek daha kolay kullanmilir hale getirildi. En son 2004 yilinda yeniden
diizenlenen TNM evrelendirme sistemi ve evre gruplandirilmasi tablo 5 ve 6 da

gosterilmektedir (50).
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Tablo 5. RHK TNM evrelendirilmesi

T: primer tiimor

Tx :  Primer tiimor saptamak icin veriler yeterli degil

To :  Primer tiimore ait bulgu yok

Tl : Tumor bobrege sinirl cap1 7 cm’den diisiik

Tla : Tumor ¢cap1 4 cm’den kiigiik

Tlb : Timor cap1 4 cm’den biiyiik

T2 : Timor bobrege sinirli 7 cm’den biiyiik

T3 :  Tumor major venlere yayilmis veya siirrenal bez ya da

perinefrik dokulan tutmug gerota fasyasini agsmamis

T3a : Tiimor siirrenal bezi veya perinefritik dokular tutmus

T3b : Tiimor renal ven veya V. Kava y1 diafragma altina kadar
tutmus

T3c : Timér v. Kava’'y1 diafragma iistiinde gross olarak tutmustur

T4 :  Tumor gerota fasyasini agsmistir.

N: Bolgesel lenf nodlar:

Nx :  Bolgesel lenf nodlarim saptamak icin veriler yeterli degil
No . Bolgesel lenf noduna metastaz yok

N1 :  Tek bir lenf nodunda metastaz var

N2 : Birden fazla lenf nodunda metastaz var

M : Uzak metastaz

Mx: Uzak metastaz saptama icin veriler yetersiz
MO: Uzak metastaz yok
MIl: Uzak metastaz var
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Tablo 6. RHK’de evre grublandirilmasi

Evrel : Ti1 NO MO
Evre I1 : T2 NO MO
Evrelll :  TI1, T2, T3 N1 MO
T3 NO MO
Evre IV : T4 NO, N1 MO
Herhangi birT N2 MO

Herhangi bir T  Herhangi bir N Ml

3. 1. 5. Klinik bulgular

Bobrek tiimorleri bir¢ok vakada ileri evreye gelinceye kadar hicbir bulgu
vermeyebilir. Bu ylizden son yillarda rutin uygulamaya giren USG ve BT ile insidental
tan1 koyma oram gittikge artmaktadir. Klasik olarak tanimlanan makroskopik hematiiri,
palpabl kitle ve bogiir agris1 hastalarin yalnizca %10’unda goriiliir ve siklikla ilerlemis
hastalik belirtisidir. Lomber agr1 genellikle hemoraji ve pihti obstriikksiyonuna bagl
olmakla beraber lokal ileri evre hastaliga da bagli olabilir. Ileri evre hastalifin diger
belirtileri; kilo kaybi, ates, gece terlemeleri ya da fizik muayenedeki palpabl servikal

lenfadenopati, varikosel ve bilateral alt ekstremite 6demidir.

Paraneoplastik sendromlar RHK'li hastalarin %?20'sinde bulunur. Normal sartlar
altinda bobrek; 1-25 dihidrokolikalsiferol, renin, eritropoietin  ve cesitli
prostoglandinleri salgilar.  Bunlarin hepsi homeostazi saglamakla yiikiimliidiir.
RHK’lerde bu enzimler fazlasiyla salgilayabildigi gibi, paratroid hormon, HCG,
insiilin, cesitli sitokin ve inflamatuar mediatorler gibi fizyolojik anlamda diger énemli
faktorleri de salgilanabilir. Bu faktorler kilo kaybi, ates ve anemi gibi semptomlarin
gelismesinden sorumludurlar. Hiperkalsemi, RHK’li olgularin %13'iinde goriiliip,
paraneoplastik nedeniyle ya da kemiklerin osteolitik metastazi sonucu gelisebilmektedir

(51, 52).
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Hiperkalseminin semptom ve bulgulari, bulanti, kusma, halsizlik ve azalmig
tendon refleksleridir. Hiperkalseminin medikal tedavisinde furasemid gibi diiiretikler,

kortikosteroidler ve kalsitonin verilebilir (51).

Hipertansiyon ve polisitemi RHK'de goriilen diger paraneoplastik sendromlardir.
Hipertansiyonun nedeni tiimor tarafindan fazla renin salgilanmasidir. Ayrica tiimoriin
renal arter ya da dallarma baskis1 ve arterio-venoz fistiiller de diger sebepler arasinda

sayilabilir (52).

Paraneoplastik sendromlarin en ©nemlerinden bir tanesi de non-metastatik
hepatik disfonksiyon (Stauffer sendromu) dur. Bu sendrom olgularin %3-20'sinde
gosterilmistir. Bu sendromda protrombin zamani yiikselmesi, hipoalbiiminemi, serum
biliiribin ya da transaminaz yiiksekligi saptanir.  Diger sik goriilen bulgular

trombositopeni ve ndtropenidir. Tipik semptomlar ates ve kilo kaybidir (52).

3. 1. 5. Laboratuar Bulgulari

RHK i¢in 6zel tam1 koydurucu herhangi bir test yoktur. Bu hastalarda rutin
hemogram yapilmalidir. Bu yolla anemi, polisitemi, trombositopeni gibi hematolojik
bozukluklar test edilir. Paraneoplastik sendromlarimi irdelemek acisindan serum
kalsiyum, karaciger ve bobrek fonksiyon testlerinin yapilmasi gerekir. RHK’lerde
yapilan rutin idrar tetkikinde hematiiri degerlendirilmelidir. Hematiirinin varligt RHK
i¢in Onemli bir bulgu olmakla beraber olmamasi hastaligi ekarte ettirmez. RHK’de
uzun yillar bir ¢ok serum tiimor belirleyicisi kullanilmakla beraber ozgiillik ve
duyarlilig: fazla olan test bugiine kadar bulunamamistir. Bu amagla kullanilan eritrosit
sedimantasyon hizi, serum ferritin, eritropoetin ve renin seviyelerinin bu anlamda fazla

bir degeri yoktur.

3. 1. 6. Radyografik Bulgular

Intravensz iirografi (IVU) hematiirisi olan olgularda kullanilir ve yalmz basina
kullanildiginda sadece %75 oraninda dogruluk saglar ve taniy1 kanitlamak i¢in ilave
tetkiklere ihtiyac duyulur. Bobrek korteksindeki kiiciik kitleler yakalanamaz. IVU’nin
kitle acisindan duyarlilik ve 6zgiillugi disiiktiir (53).
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Ultrasonografi (USG) non-invaziv ve ucuz bir tetkik olmasi nedeniyle tarama
amaciyla kullanilabilir. Bir santimetreye kadar olan kitleler USG ile degerlendirilebilir.
Bilgisayarli tomografi (BT) bobrek kitlesini degerlendirilmesindeki en Onemli
goriintileme yontemidir. RHK tanisin1 dogrulamada ve kontralateral bobregin
morfoloji ve fonksiyonunu degerlendirme de yardimcidir. Ayrica BT ile primer
tiimoriin ekstrarenal uzanimlari, venoz tutulumlar, rejyonel lenf nodlar ve siirrenal’in

durumu degerlendirilebilir (54).

Magnetik rezonans (MR) multiplanar goriintii saglamasi nedeniyle hem renal
lezyonlart hem de muhtemel vaskiiler invazyonu degerlendirmede oldukg¢a faydalidir.
MR, kontrast madde allerjisi ya da renal yetmezligi olan hastalarda oncelikli tercih
edilmelidir (55). MR giiniimiizde, inferior vena kava tiimor trombiisiinii
degerlendirmede BT’ den daha iistiindiir ve en degerli test olarak kabul edilmektedir (

56-58).

3.1.7. Tedavi
A. Lokalize hastahk
a. Radikal Nefrektomi(RN);

RHK’un genetik ve biyolojisi ile ilgili bilgilerimizin artmasina ragmen, bugiin
hastaligin tedavisinde tek kiiratif secenektir. RN'nin prensibi, renal arter ve ven'in
erken baglanmasi, bobregin gerota fasyasi ile birlikte ¢ikarilmasi, ayni taraf siirrenalin
almmas1 ve diafragma’dan aort bifurkasyonuna kadar rejyonel lenfadenektomi
yapilmasidir.  Bunlarin hepsinin her hastaya yapilmasi ile ilgili bazi tartigsmalar
mevcuttur. Perifasyal nefrektomi yapilmasi, postoperatif lokal tiimor rekiirrensini
Onlemede son derece Onemlidir; zira lokalize RHK'un yaklasik%25'1 perinefrik yag
dokusunu tutar. Renal arterin erken baglanmasi her ne kadar pratikte gerekli bir
yaklagimsa da, biiylik tiimorlerde ayrica vaskiilarite de arttigindan bu her zaman
miimkiin olmayabilir.  Arastirmalar gostermistir ki siirrenal gland'm c¢ikartilmasi
stirrenalde radyografik bir biiylime olmadigi zaman gerekli degildir. Ancak tiimor
biitiin bobregi doldurmus, ya da iist polii tutmussa siirrenalektomi yapilmasi zorunludur

(59, 60).
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RN gereken hastalarin tiimiine lenfadenektomi (LA) gerekliligi tartigmalidir.
Rejyonal lenf nodu tutulumu prognoz acisindan ¢ok onemlidir ve genellikle sag kalimi
olumsuz etkiler. RHK'un bazi karakteristik 6zellikleri LA gerekliligini gereksiz kilar.
Birincisi, tiimor hiicreleri kana ve Lenf kanallarina genellikle eszamanli girer ve Lenf
tutulumu olan hastalarin cogunda hematojen metastaz da vardir. Ikincisi, bobregin
Lenfatik drenaji degiskendir ve genis bir LA bile tiim tutulmus Lenf nodlarim
¢ikartamayabilir. Uciinciisii, lenf metastazi olmayan bir ¢ok hastada uzak metastaz
vardir. Bagka yayilimim olmadigi yalnizca lenf nodu tutulumu olan hasta yok denecek
kadar azdir. Literatiirde karsilastirmali ¢alismalarda lenf nodu diseksiyonu yapilan ve
yapilmayan hastalar arasinda belirgin bir sagkalim avantaji saptanmamistir.
EORTC’nin bir caligmasinin (30881) erken sonuglar 5 yillik izlem siiresinde hastaligin
ilerlemesi ve sagkalimda lenfadenektominin bir avantaj saglamadigi yoniindedir (61).
Her haliikarda RN sirasinda tutulmus lenf nodlarinin 6zenle c¢ikartilmasinda yarar

vardir. Bunlar perihiler ve yerine gore parakaval ve paraaortik lenf nodlaridir.

b. Laparoskopik Radikal Nefrektomi

Laparoskopik Radikal Nefrektomi (LRN), 8 cm. den kiiciik, lokalize, bobrek
damarlar1 ya da Lenf nodu tutulumu olmayan hastalarda iyi bir alternatif olarak ortaya
cikmaktadir. Postoperatif agrinin az olusu, iyilesme siiresinin kisaligi ve hastanede
yatig siiresinin az olmasi onemli avantajlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Acik RN ile
esit etkinlik ve minimal morbidite LRN’ye ilgiyi giderek arttirmaktadir. Uzun dénem
izlem sonuglart acgik cerrahiye esit onkolojik sonuglar saglandigim bildirmektedir. En
onemli tartigma konusu iglem sirasinda tiimor ekilmesi ve port bolgesinde olusabilecek

timor niiksudiir (62, 63).

¢. Nefron Koruyucu Cerrahi (NKC)

Son zamanlarda goriintiileme yoOntemlerinin gelismesi ve rutin uygulamaya
girmesiyle erken evre kiicilk capli tiimorlerin insidental olarak yakalanma siklig
artmistir.  Bunun sonucu olarak nefron koruyucu cerrahi daha fazla ilgi gormeye
baglamistir. NKC, tiimoriin ¢ikarilmasi ve olabilecek en genis bobrek parankiminin

birakilmasi esasina dayali bir cerrahidir.
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NKC'nin kabul edilen endikasyonu, radikal nefrektominin hastay1 anefrik
birakacag ya da dialize mahkum edecegi durumlardir (64). NKC’nin endikasyonlarini

ic gruba ayirarak inceleyebiliriz.
Kesin endikasyonlar:
1)Soliter bobrekte timor
2)Bilateral renal kitle
3)Ciddi bobrek yetmezligi
Relatif endikasyonlar:

1) Onceden bobrek hastaign gegirmis kontralateral bobrek(Nefrolitiazis,
pyelonefrit, UPJ darligi, reflii vs. )

2) Bobrek yetmezligi olusturabilecek sistemik hastalik varligi(Diabet, HT vs. )

3) Multifokalite(Genetik sendromlar, VHL vs. )

Elektif endikasyonlar:
1) <4 cm tiimorler(Daha biiyiik periferik tiimorlerde de uygulanabilir. )
2) Periferal kitleler
3) Geng ve saglikli hastalar

NKC yapilmas: diisiiniilen hastalarda yakin ve uzak metastaz ekarte edilmeli
timoriin bobrek ici vaskiiler yapilar ve toplayici sistemle iliskisi belirlenmelidir.
NKC'nin teknik basarisi oldukg¢a yliksektir ve bir cok arastirma %78-100'e varan
kansere 6zgii sagkalim belirtmektedirler. Bu sagkalim oranlar1 6zellikle diisiik evredeki
tiimorler i¢in radikal nefrektomi serileri ile kiyaslanabilecek niteliktedir. NKC'nin en
onemli dezavantaji, lokal tiimor rekiirrensidir ki bu da olgularin ortalama % 10'unda

gozlemlenmektedir (64).

d. Minimal invaziv alternatif tedaviler

Minimal invaziv tekniklerin potansiyel avantajlar1 arasinda mobiditenin az
olmasi, cerrahi tedavinin uygulanamadigi yiiksek riskli hastalara uygulanabilmesi

ayaktan uygulanabilmesi sayilabilir. Bu amacla perkiitan radyofrekans ablasyon,
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kriyoablasyon, mikrodalga ablasyon, laser ablasyon, yiiksek yogunluklu odaklanmis
ultrason dalgalariyla (HIFU) denemeler yapilmaktadir.  Kiigiik insidental olarak
yakalanmis yaslh hastalar tek bobrekli hastalar yada iki tarafli tiimoriin oldugu hastalara
Onerilebilir (65, 66, 67). Bu islemlerden sonraki basari oranlart ve komplikasyonlar i¢in

heniiz yeterli ¢calismalar mevcut degildir.

B. Metastatik hastalk:
a. Cerrahi tedavi

Nefrektomi metastatik RHK’li hastalarin ¢ogunda yalnizca palyatiftir. Palyatif
nefrektomi, ciddi kanama, agr1 ve neoplastik sendromu olan hastalarda ya da komsu
visseral organlara basi oldugu durumlarda endikedir. Ancak primer tiimor kitlesi
immun sistem iizerinde negatif bir etki yaratmakta ve kitlenin cikarilmasi
immunoterapotik potansiyeli arttirmaktadir. Metastatik bobrek tiimorlii hastalarda
nefrektomi + interferon alfa ile yalnizca interferon alfa’nin etkinligi karsilastirilmis ve
kombinasyon uygulanan hastalarda 3-10 aylik bir sagkalim avantaji ortaya konulmustur
(68). Soliter metastazli hastalarda da nefrektomiyle beraber tek metastatik odagin

cerrahi olarak c¢ikarilmasi yasam siiresini uzatmaktadir (69, 70).

b. Radyoterapi

Metastatik RHK’de radyoterapi kullanimi simirhidir. Rezeke edilemeyen kemik
yada beyin metastazlarin bulundugu hastalarda uygulanabilir. Semptomlarda anlamh

derecede diizelmeler bildirilmistir (71, 72).

c. Kemoterapi

RHK kanserler genellikle kemoterapotik ilaglara genellikle direnglidirler.
Membran glikoproteinini kodlayan MDR-1'in asir1 salgilanmasinin kanser hiicrelerinden
kemoterapotik ajanin disar1 salgilanmasi i¢in bir mekanizma gelistirdigi goriilmektedir.
MDR-1 geninin insan RHK spesmenlerinde yiiksek yiizdelerde salgilandigi rapor

edilmistir (64). Genelikle cevap oranlart %10’nun altinda bildirilmektedir. Gemsitabin
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ve 5 F-florourasil (SFU) kombinasyonu ile yapilan bir faz 2 calismada cevap oran1 % 17

olarak bildirilmistir (73).

d. Immunoterapi

Genel olarak iyi performansa sahip olan, daha Once nefrektomi yapilan,
pulmoner ve yumusak doku metastazlar diisiik voliimlii olan asemptomatik ya da
minimal semptomlart olan hastalar immiinoterapiye daha iyi yanit verirler. Diger
taraftan, primer tiimorii rezeke edilmemis, daha Once sistemik tedavi almis ve visseral
organlara ya da kemige yaygin metastaz yapmis hastalar tedaviye kotii yanit verirler.

Immunoterapiye yanit veren tek histolojik tip seffaf hiicreli tiptir.

[k olarak tedavi edici amagclarla kullamlan sitokin interferonlardir. interferon-
alfa, metastatik RHK'in tedavisinde yaygin olarak kullanilan antiviral,
immiinomodiiler ve antiproliferatif aktivite gosteren bir proteindir. Yan etkileri doza
bagimlidir.  Tek ajan ya da kombinasyon halinde ayaktan tedavi seklinde
uygulanmaktadir. Cevap oranlan1t % 10-25 arasinda, ortalama cevap siiresi 8-10 ay

bildirilmistir (74-76).

Immunoterapide kullanilan bir diger sitokin interlokin-2(IL-2)’dir. IL-2 immiin
sistemde etkin hiicreler iizerinde bir biiyiime faktorii gibi rol oynayarak etki
gostemektedir.  IL-2’nin toksisitesi interferona gore oldukca fazladir. iL-2'nin
toksisitesi doza baglhdir. Baslica yan etkileri sivi retansiyonu, interstisyel ddem,
hipotansiyon, periferik vaskiiler direncin azalmasi, kardiyak indekste artis tasikardi ve
oligiiridir.  Bugiine kadar yapilan calismalarda interferona karsi bir istiinligi

gosterilememistir. Tedaviye yanit oram1 %15 civarinda bildirilmistir (64).

e. Anjiogenez inhibitorii ilaclar

Molekiiler biyolojinin son yillarda daha iyi anlasilir hale gelmesi sayesinde
metastatik RHK tedavisinde bazi yeni ilaclar gelistirilmesi miimkiin olmustur. Sporadik
RHK anjiogenezi saglayan vaskiiler epitelyal growth faktor (VEGF) ve platelet derived
growth faktér (PDGF) birikimine yol acar. Bu durum RHK gelismesinde ve

ilerlemesinde ©Onemli katki saglar. RHK’inde iginde oldugu bir¢ok kanserin
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gelismesinde ve tiimor anjiogenezisinde rol oynayan en onemli growth faktor VEGF dir

(50).

Klinik uygulamalarda VEGF yolu iki sekilde inhibe edilmektedir. Bunlardan
birincisi trozin kinaz inhibitorleri (sunitinib, sorafenib, axitinib vs.) ile intraseliiler
VEGF resptorlerinin inhibe edilmesidir. Ikinci yol ise dolasimdaki VEGF’lerin

monoklonal antikor (bevacizumab) kullanilarak inhibe edilmesidir (77).

Son zamanlarda iki yeni anjiogenez inhibitorii ajan olan sunitinib ve sorafenib

metastatik RHK tedavisinde onay almistir.

Sunitinib; sunitinib bir oksindol trozin kinaz inhibitoridir. Antitimor ve
antianjiojenik aktivitesi olan kiiciik bir molekiil olup VEGF ve PDGF resptorlerini

inhibe eder.

Sunitinib’in metastatik RHK’de kullanim ile ilgili iki adet faz II calisma
yapilmistir. 63 hasta ile yapilan ilk calismada %40 oraninda cevap bildirilmistir (78).
106 hasta ile yapilan ikinci calismada benzer sonuclar elde edilmistir. Bu calismada
%34 oraninda parsiyel cevap ve ortalama 8,3 ay progresyonsuz yasam elde edilmistir

(79).

Yapilan randomize faz III caligmada ise sunitinib ve interferon tedavisi
karsilagtirilmistir. Bu calisma sunitibinin cevap oranlarinda ve progresyonsuz yasam
stirelerinde daha iyi sonuclar1 oldugu bildirilmistir. Cevap oranlari subitininde %31
iken interferonda %6 bulunmustur. Aym sekilde progresyonsuz yasam oranlari ise 11

aya kars1 5 ay olarak tespit edilmistir (80).

Sorafenib; Tiimor hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezde rol oynayan hiicre i¢i
sinyal iletim yollarindan 6nemli bir tanesi de Ras ve Raf gen ailesini icermektedir. Ras
aktive oldugunda Raf-kinaz stimiilasyonu ile hiicre proliferasyonu uyarilmaktadir. Oral
olarak kullanilabilen bir Rafkinaz inhibitorii olan sorafenib tiimor hiicre
proliferasyonunu inhibe eder. Sorafenib ayni zamanda VEGFR-2 ve PDGFR-B’y1 da

bloke ederek anjiyogenezisi de inhibe etmektedir (81).

Sorafenib’in giinde 2 kez 400 mg kullanildig1, 202 hastanin incelendigi faz II bir
caligmada, tedavi siiresince 73 hastada tiimor boyutunun %?25’ten fazla oranda

kiigiildiigii ve 65 hastanin stabil hastalik doneminde kaldig1 gozlenmistir (82). Sitokine
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direncli hastalarin alindigi randomize bir faz III calismada, hastalar sorafenib ve plasebo
gruplarina randomize edilmisler, sorafenib alanlarda progresyonsuz sagkalimin 5.5 ay,
plasebo grubunda ise 2.8 ay oldugu bulunmus ve bu farkin istatistiksel anlamli oldugu

rapor edilmistir (83).

Bevacizumab; bevacizumabVEGF proteinlerinin major izoformlarinin hepsini
notralize eden insan monoklonal antikordur. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri,

kolorektal kanser ve meme kanserinde etkinligi gosterilmistir.

RHK icin yapilan bir ¢alismada interferon alfa ile bevacizumab tedavisi
kargilagtirilmistir. Bevacizumab tedavisinde cevap orant %36.4 interferon tedavisinde
cevap orani %12.4 bulumustur (84). Baska bir calismada bevacizumab ve interferon
kombinasyonu ile yalmzca interferon tedavisini karsilastirilmistir. Kombinasyon
tedavisi verilen hastalarda progresyon zamami 8.5 ay bulunurken yalmz interferon
tedavisinde 5 ay bulunmustur. Objektif cevap oran1 kombinasyon tedavisinde %25 iken

tek basina s interferon tedavisinde % 13 bulunmustur (85).

Axitinib; Yeni ve kiiciik molekiilli VEGF, PDGF KiT reseptor inhibitorii bir
ilagtir. Bu ilag ile yapilan tek faz II calismada % 40 oraninda cevap orani bildirilmistir

(86).

f. Deneysel Tedavi yontemleri

Metastatik RHK’de Asi tedavisi, allojenik kok hiicre nakli, talidomid, lenfokin
aktif oldiiriicti hiicre, otolenfosit tedavisi gibi tedaviler denenmekte olup heniiz yaygin

olarak kullanimi bulunmamaktadir.

3. 2. Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikaller (SOR) yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi enerji
iiretimi ve pek ¢ok diger metabolik islevde temel olusturur. Serbest oksijen radikalleri
hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak tiim hiicreler tarafindan
normal veya patolojik olarak aerobik metabolizma ile siirekli iiretilmektedir. Serbest
radikaller bir veya birden ¢ok ciftlesmemis elektronlarin varligindan dolay:r kararsiz,

molekiil agirligr diisiik ve ¢ok etkin atom veya molekiiller olarak tanimlanir (87, 88).
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Oksidatif metabolizma siirecinde oksijenin ¢ogu hidrojene baglanarak su
olusturmaktadir. Ancak oksijenin yaklasik % 4-5’1ik kismi ise su olusumuna katilmaz
ve SOR olusturur (88). Aerobik metabolizmasi olan memelilerde SOR genellikle
oksijenden tiretilmekle birlikte organizmada oksijen tiirevi SOR disginda karbon ve

kiikiirt merkezli radikallerde olugsmaktadir (89, 90).

Radyasyon, kimyasal maddelere maruz kalma, karbon tetrakloriir, ilag
toksisiteleri, hava kirliligi, sigara dumam gibi cevresel faktorler, antineoplastik
ajanlar SOR olusumuna neden olan ekzojen kaynakli etmenlerdir (90). Psikolojik stres
ve yetersiz beslenme (diisiik antioksidan ve fazla yag alimi) gibi gevresel faktorler de

SOR iiretimini artirmaktadir (89).

Immiin sistem, tiimor biiyiimesine karst major savunma mekanizmasidir.
Sitotoksik naturel killer (NK) hiicreleri; tiimor baslangici ve metastazlara karst immiin
savunmada ana komponenttir. Asir1 oksidatif stres, DNA hasarina ve protoonkogen
mutasyonuna neden olmaktadir. SOR iiretiminde artis NK hiicre sitotoksisitesinde
azalmaya neden olarak immiinitede belirgin degisiklikler meydana getirir. Oksidatif

stres, mutasyona ugramis hiicre kolonilerinin yayilmasini uyarabilir (91).

Serbest oksijen radikalleri kanser, diabetes mellitus ve nodrodejeneratif
hastaliklar (Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi) gibi farkli patolojilere neden
olmaktadir. Kanser gelisimine mutasyon ve onkojenik transformasyon hizini artirip
DNA hasarlanmasi yaparak neden olur (92). Bu durumlarda SOR diizensiz bir sekilde
giretilir.  SOR proliferasyon,  hiicresel remodeling,  apopitozis gibi hiicresel

fonksiyonlarina da etki ederek kanser ve metastaz gelisimine neden olabilir (93).
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3. 2. 1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres basit bir sekilde, viicudun oksidan-antioksidan dengesinin
oksidan lehine degismesi olarak tanimlanabilir. Serbest oksijen radikalleri normal hiicre
metabolizmasi siiresince devamli olarak iiretilmekte ve antioksidan savunma sistemi
tarafindan notralize edilmektedir. Ancak SOR asir1 miktarda iiretildiginde veya
antioksidan savunmada belirgin bir azalma oldugunda antioksidan savunma sistemi
baskilanir ve oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stres karsinojenezis baglatilmasinda
kritik rol oynayan DNA hasarina, kromozomal sapmalara, tiimor siipresor genlerde

mutasyonlara, kontrol edilmeyen hiicre boliinmelerine neden olmaktadir (94).

Oksidatif stres ayni zamanda hiicre biiylimesi ve ¢ogalmast ile iligkili olan
genlerin transkripsiyonunu diizenleyen dongiide rol alan sitoplazmik kalsiyumun

artisina neden olmaktadir (95).

Organizmadaki bu oksidan-antioksidan denge bir¢ok faktorlere baglidir. Bunlar
endojen ve ekzojen faktorler olmak iizere iki boliimde incelenebilir. Ancak bu faktorler
genellikle birlikte etkilidir. Bu dengeyi oksidan lehine degistiren faktorler Tablo 7°de

verilmistir (96).
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Tablo 7. Organizmada serbest radikal reaksiyonunu artiran faktorler

I - Normal biyolojik islemler

1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler

IT - Oksidatif stres yapici durumlar

1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi

a-) Inhale edilenler

b-) Aligkanlik yapan maddeler

c-) ilaglar

3 - Oksidan enzimler

a-) Ksantin oksidaz

b-) Indolamin dioksigenaz

c-) Triptofan dioksigenaz

d-) Galaktoz oksidaz

e-) Siklooksigenaz

f-) Lipooksigenaz

g-) Monoamino oksidaz

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma
(notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)
6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1511, sigara

III - Yaglanma siireci

3. 2. 2. Serbest Oksijen Radikallerinin Etki Mekanizmalari

Serbest oksijen radikallerinin (SOR) mitokondrial oksidasyon, hemoglobin
tarafindan oksijen transportu ve sitokrom P450 aktivitesi gibi bir¢cok fizyolojik
reaksiyonlarda rolleri oldugu gibi organizmaya zararl etkileri de olmaktadir (97). SOR,

lipid peroksidasyonu yolu ile karbonhidratlari, proteinleri, siilfiir iceren enzimleri ve
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DNA’y1 etkileyerek hiicre membraninin hasarina ve mutajenik etki ile kanser gelisimine

neden olmaktadir (98, 99).

Tablo 8. Serbest oksijen radikallerinin etkileri (11).

. Membran yapis1 ve fonksiyonunun degismesi,
. Protein oksidasyonu
. DNA’nin oksidasyona bagli hasar gérmesi

. Enzimlerin inaktivasyonu

1

2

3

4

5. Niikleotit yapili koenzimlerin yikimi,

6. Hiicre yiizeyindeki reseptorlerde degisiklik

7. Membran proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi,
8. Karbonhidrat oksidasyonu

9. Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar

10. Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

11. Ekstraselliiler etkiler: Kollagen siiperoksit radikali etkisiyle

harap olmakta, hiyaliironik asitte depolarize olarak bag dokusu

harabiyeti meydana getirmektedirler.

3. 2. 3. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membran
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olup, membran lipid
yapisimi degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonunun bozulmasina yol agan kimyasal bir
olaydir. Siiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde doymamis yag asitleriyle reaksiyona
girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli

lipid peroksidasyon iiriinlerini olusturur (91).

Lipid peroksidasyon reaksiyonlar1 biyolojik membranlarin yap1 ve
fonksiyonlarinda belirgin hasara neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu hiicre

membranlarinin biitiinliigiinii tehlikeye sokar, hiicre membraninin akigkanligim artirir,
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membrana bagli reseptdr ve enzimleri inaktive eder. SOR lipid peroksidasyonunu

indiikleyerek fonksiyonel ve yapisal hiicre hasarina neden olur (91, 100).

Lipid peroksidasyonun en ¢nemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. Olusan
MDA, hiicre membranlarindan iyon alig-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi
gibi olumsuz sonuclara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen
bazlan ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in

genotoksik ve karsinojeniktir (101-103).

Lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres bircok hastaligin etyopatogenezinden
sorumlu tutulmaktadir. Bunlar arasinda ateroskleroz, kanser, radyasyon hasari,
iskemi-reperfiizyon hasari, romatoit artrit ve diger otoimmiin hastaliklar, diabetes
mellitus, akciger hastaliklar1 (amfizem, oksijen toksisitesi, bronkopulmoner displazi),
SSS hastaliklart (Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligl), bobrek bozukluklar
(otoimmiin nefroz, aminoglikozit nefrotoksisitesi), kardiyak miyopati, kas hastaliklari
(kas distrofisi, multipl skleroz), goz hastaliklar1 (katarakt, makiiler dejenerasyon),
kan hastaliklar (favizm, orak hiicre anemisi, malarya, protoporfirin fotooksidasyonu),

gastrointestinal bozukluklar (iilseratif kolit) sayilabilir (96).

3. 2. 4 Serbest Oksijen Radikallerinin Kanser Gelisimindeki Rolii

Karsinogenezde DNA hasar1 etken bir olaydir. Serbest radikaller DNA’nin
niikleik asitleri ile reaksiyona girerek DNA’da hasar olusturmakta ve bu hiicrelerin
kanser hiicrelerine doniismesine yol acmaktadir (104). Lipid peroksidasyonu sonucu
olugan ara iirilnlerde DNA ile reaksiyona girebilmektedir. Meydana gelen endojen

DNA lezyonlar1 genotoksiktir (105).

Oksidasyon-antioksidasyon potansiyeli organizmanin timor gelismesine
yatkinligint belirler. Oksidanlarin hiicre proliferasyonunu uyardigi, aktif oksijen
radikallerini ve olusan reaktif aldehid ve peroksidlerin spesifik hiicrelerin biiylimesini
ve diferansiyasyonunu kontrol eden genlerde hasara neden olarak tiimoriin gelisimi ile

iligkili oldugu gosterilmistir (106, 107).
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Siirekli oksidatif strese maruz kalan memeli hiicrelerinde p53 tiimor siipresor
geninde mutasyon tespit edilmistir. p53 gen mutasyonlar1 insan kanserinde ¢ok sik
meydana gelen degisiklikler arasindadir. p53 geni, hiicre siklusunun diizenlenmesinde,
apopitozisde, = DNA onariminin kolaylagtirilmasinda,  anjiogenezisin antagonize

edilmesinde énemli rol oynamaktadir (108).

Cok basamakli karsinojenezisin basit olarak baslama (initiation), gelisme
(promotion) ve ilerleme (progression) olmak iizere ii¢ evresi bulunur. SOR’nin kanser

gelisiminin her ii¢ basamaginda da énemli rol oynadig1 gosterilmistir (109).

3. 2. 5 Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri
koruyan maddelerdir. Viicut biyolojik fonksiyonlarimi siirdiirebilmek icin oksidan ve
antioksidan iki sistemi dengelemeye calisir. Antioksidanlar okside olabilen substratin
oksidasyonunu 6nleyen molekiiller olduklan icin antikarsinojen olarak etki gostererek
hiicreleri oksidatif hasardan korurlar. Karsinojenezisin her ii¢ safhasina da baskilayici

etki yaparak fonksiyonlarim gosterirler (110, 111).

Antioksidan savunma; hiicresel, membrandz ve ekstraselliiler mekanizmalar
seklinde fonksiyon yapar. Hiicresel antioksidan savunma sistemi, glutatyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin endojen
iiretimine dayanmaktadir. Bu enzimler hiicre ici siiperoksit radikallerinin
temizlenmesini saglayarak hiicreyi bu radikallerin zararh etkilerinden korumaktadirlar

(96).

Membrandz antioksidan savunma sisteminde vitamin E, betakaroten ve
koenzim Q gibi antioksidanlar yer alir. Lipofilik olan vitamin E (alfa tokoferol) ara
peroksil radikallerini temizlemekte ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu

bloke etmektedir (88).

Ekstraselliiler savunma sistemi ise metal baglayic1 proteinlerin karigimini
kapsamaktadir. ~ Metal baglayici proteinler transferrin, laktoferrin,  albumin,

haptoglobiilinler, iirik asit, vitamin C ve biliriibindir. Demir, bakir gibi metal
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iyonlarinin varhigi lipid peroksidasyonu ve SOR olusumunu hizlandirabileceginden
metal baglayici proteinler bu metallerin nonreaktif durumda kalmalarim saglar (110,

112).

3.3. Paraoksonaz

Paraoksonazl (PONT1), karacigerde sentezlenen, organik fosforlu bir insektisit
olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip bir serum
esterazdir. Enzim, paration disinda bir¢cok aromatik karboksilik asit esterlerinin
hidrolizini de katalize etmektedir. Bununla birlikte, PON1’in dogal substrati kesin

olarak belli degildir (113, 114).

Insanlarda birbirine komsu iic ayr1 PON geni (PON-1, PON-2, PON-3)
bulunmaktadir. PON genlerinin, insanlarda yedinci kromozomun uzun kolunda, q 21.
3 bolgesinde yerlestikleri bildirilmektedir (1). U¢ PON proteininin aminoasit dizileri
arasinda yaklasik %53 oraninda homoloji bulunmaktadir ve dokulardaki ekspresyonlari
ile dagilimlann birbirinden farklilik gosterir.  PON-1 ve PON-3’iin karaciger ve
plazmada bulunmasina karsilik, PON-2’nin karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis
dokularinda 6zellikle endotel tabakasinda bulundugu ve aortik diiz kas hiicrelerinde de

yer aldig1 gosterilmistir (115).

Organofosfatlar, asetilkolinesterazlar1 inhibe etme etkisinden dolay: sinir gazlari
ve insektisit amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Paraoksonaz onceleri
organofosfat bilesiklerini hidrolize etme yetenegi nedeniyle daha c¢ok toksikoloji
alaninda calistlmigtir.  Ancak son yillarda antioksidan etkileri nedeniyle giincellik

kazanmstir.

3. 3. 1. Kimyasal yapisi

Insan serum PON1’i, 43 kDa molekiil agirhiginda, 354 aminoasitten olusan bir
glikoproteindir (116). Total agirligmin %15. 8’ini olusturan {i¢ karbonhidrat zinciri
icerir. izoelektrik noktas1 5. 1°dir. Aminoasit icerigi, yiiksek miktarda bulunan 16sin

disinda bir ozellik gostermez. Yapisinda bulunan ii¢ sistein aminoasidinden 284.
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pozisyondaki serbest iken, diger ikisi (Cys 42-352) arasinda disiilfit bagi bulunur.

Serbest sistein, substrat taninmasi ve baglanmasi i¢in gereklidir (117).

Maksimum PONI aktivitesi icin kalsiyum gereklidir. Uc boyutlu yapida
enzimin merkezinde iki adet kalsiyum iyonu bulunmaktadir (118). PONI’in
organofosfat substratlarina kars1 hidrolitik aktivitesi kalsiyuma bagimh iken, lipid

peroksitlerin birikimini 6nlemede kalsiyumun gerekli olmadig: bildirilmektedir (119).

3. 3. 2. Paraoksonaz fonksiyonu

PONT1’nin en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu, organofosfat norotoksinleri,
aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisidleri hidroliz etme yetenegidir. Toksik
organik molekiilleri hidroliz etmesi, PON1’in tanimlanan ilk fizyolojik fonksiyonudur

(120).

PONT’in belirlenen ikinci biyolojik fonksiyonu antioksidan aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PONI1 plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma
lipoproteinlerinin oksidasyonunu ©nlemede rolii bulunmaktadir.  Peroksidasyona
ugramis olan lipidler bu enzim tarafindan metabolize edildiginden, lipid peroksitlerinin
hem HDL’de hem de LDL’de birikimi 6nlenir. Bu 6zelligi nedeniyle, HDL’nin
LDL’yi oksidasyona kars1 koruyucu etkisinden PON1 sorumludur ve bu acidan A ve E
vitaminlerinden daha etkilidir (121, 122).

PONI1, lipid peroksitlerin yam sira hidrojen peroksit iizerine de etkilidir. PON-
1’in okside LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitlerini ve hidroksitleri indirgemesi
nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu diistiniilmektedir. Ayrica,
lipopolisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere karst koruma

saglamaktadir (123).

Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil hiicrenin yapisindaki lipidler
de peroksidasyona ugramaktadir. Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini
notralize eder, hiicre membranlarin1 koruyucu etki gosterir. LDL oksidasyonu
esnasinda olusan okside fosfolipidlerden okside kolesterol esterlerti,
lizofosfatidilkolinler PON enzimindeki serbest siilfidril grubu ile etkilesime girer ve

enzimin inaktive olmasina yol agarlar (124, 125).
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3. 3. 3. Paraoksonazin Sentez ve Sekresyonu

Karacigerde sentezlenen ve dolagima verilen PON1’in HDL yapisinda yer aldigi
bilinmektedir. PONI1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla HDL lipidlerine
kolayca baglanabilmektedir. PON1’i baglayan HDL alt birimleri, apolipoprotein Al
(Apo AIl) ve Apo J (klusterin) proteinlerini de icerdiginden, Apo Al ve Apo J’nin
baglanmada rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (126).

Serum PON1 aktivitesi, yenidogan ve prematiire infantlarda eriskin diizeyin
yaris1 kadardir. Erigkin diizeylerine dogumdan bir yil sonra ulasilir, ancak yapilan
calismalarin ¢cogunda ileri yasta PON1 aktivitesinin azaldig belirlenmistir. Serumdaki
PON diizeyi ve aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir. Bunun bir nedeni PON
geninin kodlama ve promotor bolgelerinde cok sayida polimorfizm gostermesidir. Bir

diger faktor ise beslenme sekli ve cevresel faktorlerdir.

Serum PONI1 diizeyleri ayrica akut faz reaktanlari, gebelik ve Apo Al

metabolizmasini etkileyen bozukluklardan etkilenir (126, 127).

3. 3. 4. Paraoksonaz Aktivitesine Beslenme ve Cevresel Faktorlerin Etkisi

PONI1 aktivitesi cevresel ve niitrisyonel faktorlerden etkilenmektedir. Ornegin
yiikksek serum kolesterol diizeyi ve insiilin rezistanst PON aktivitesini azaltmaktadir

(128). Ayrica aterojenik diyetinde PON1 aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (129).

Organofosfatlara veya diger toksinlere kronik olarak mesleki veya c¢evresel
diisiik dozlardaki maruziyetin PON1 aktivitesini etkileyip etkilemedigi heniiz kesinlik
kazanmamistir.  Ancak organofosfatlara akut maruziyet durumlarinda da PONI1

aktivitesi azalmaktadir (130).

Yapilan bir caligmada fazla miktarda diyetle alinan sebzeler icerdikleri C ve E
vitamin miktarina bagli olarak PON1 aktivitesini azalttig1 bildirilmis olmakla birlikte,
yiiksek dozlarda vitamin E verilen bireylerde bile PONI1 aktivitesinde degisiklik
gozlenmemistir. Muhtemelen PON1 aktivitesi E vitaminine ihtiya¢ gdstermemektedir

(131).
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Sigaranin doz ve zamana bagimli olarak PONI1 aktivitesini inhibe ettigi
gosterilmistir. Kullanilmis yagdan zengin diyetin tokluk serum PON1/ARE aktivitesini
azaltig, kullamlmamis yag iceren diyetin ise ters etki yaptigi bildirilmistir. Lipid

diisiiriicii ilaglarinda PONT1 aktivitesini diisiirdiigii tespit edilmistir (132).

3. 3. 5. Genetik Polimorfizm

Epidemiyolojik ve molekiiler caligmalar, PONI1 geninde 55. ve 192.
pozisyonlarda olmak iizere iki onemli genetik polimorfizm oldugunu gostermistir. Bu
iki polimorfizm 55. ve 192. pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya cikar.
PON geninin 192. pozisyonundaki glutamin aminoasiti (Q genotipi) yerine arginin
aminoasitinin (R genotipi) gecmesiyle birinci polimorfizm (Q192R); aym sekilde 55.
pozisyonundaki 16sin aminoasiti(L genotipi) yerine metionin (M genotipi) gecmesiyle

ikinci polimorfizm (L55M) olusur.

Bu polimorfizmler sonucunda olusan paraoksonaz enziminin aktivitesinde
farkliliklar oldugu bildirilmistir.  Mackness ve ark yaptigi c¢alismada bu iki
polimorfizme bagli olarak paraoksonaz aktivitesinde onemli farkliliklar gosterilmistir.
Bu caligma sonucunda QQ genotipi en diisilk, QR genotip orta derecede, RR tipi ise en
yiiksek derecede enzim aktivitesi gostermistir. Ayni sekilde MM homozigot genotipi
ML ve LL gentipleryle karsilastirldigin da daha diisiik enzim aktivitesi gostermistir.

En diisiik enzim aktivitesi QQ ve MM genotipinde goriilmiistiir (133).

En yaygin olanm1 homozigot (QQ), ikincisi heterozigot (QR) ve en az olani
homozigot (RR)’dir. R allelin kodladig1 proteinin paraokson hidroliz aktivitesi Q allele
gore sekiz kat daha yiiksektir. Bu genetik polimorfizm serum protein konsantrasyonunu
da etkilemektedir. Homozigot RR bireyler homozigot QQ bireylere gore daha yiiksek
enzim konsantrasyonuna sahiptir.  Polimorfizm aril esteraz (ARE) aktivitesini
etkilemez. Bu nedenle ARE aktivitesi PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz

olarak asil protein konsantrasyonunun gostergesi olarak kabul edilebilir (132).

Bu iki pozisyondaki polimorfizmlere ek olarak PON1 promotor alaninda bes
polimorfizm daha rapor edilmistir. Bu genetik polimorfizmlerden dolayr PON1
aktivitesi bireyler ve toplumlar arasinda 10-40 kat kadar farkliliklar gostermektedir

(134, 135).
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3. 3. 6. Cesitli hastaliklarda paraoksonaz

Paraoksonaz enziminin LDL oksidasyonunu Onleyerek antioksidan etki
gosterdiginin gosterilmesi ile patogenezinde oksidatif stres olan bir ¢ok hastalikla
iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Yiiksek dansiteli lipoprotein yapisinda fosfolipidlere
bagh olarak bulunan PON1 enziminin LDL’i oksidasyondan koruyarak aterosklerozu

Onledigi kesin olarak ortaya konmustur.

Patogenezinde ateroskleroz olan koroner arter hastaliginda paraoksonaz enzim
aktivitesinin diistiigii gosterilmistir (136). Benzer sekilde iskemik stroke geciren
hastalarda enzim aktivitesinin diistiigii gosterilmistir (137). Son yillardaki calismalara
gore farkli PON1 genotiplerinin aterosklerozu onlemedeki rolleri hala tartismali
olmakla birlikte QQ diisiik aktivite genotipine sahip bireylerin ateroskleroz riskinin

daha yiiksek oldugu giderek daha cok kabul gérmektedir (132).

Familyal hiperkolesterolemili ve insiilin bagimli diabetes mellituslu hasta
gruplarinda serum PONI aktivitesi, genetik degisiklikten bagimsiz olarak saglikli

kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur (138).

Insiilinden bagimsiz diabetes mellituslu hastalarda serum PONI aktivitesi
saglikli bireylerle karsilastirildiginda belirgin sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir.
Azalmis PONI1 aktivitesi diabetik vaskiiler komplikasyonlarin gelisimine zemin

hazirlamaktadir (139).

Uremik ve bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarda artmis lipoprotein
oksidasyonuna bagl olarak ateroskleroz riski artmaktadir. Uremik ve bobrek
transplantasyonu yapilmis hastalarda PON1 enzim aktivitesi saglikli bireylere gore daha

diisiik bulunmustur (140).

Erektil disfonksiyonu olan hastalarda paraoksonaz enzim aktivitesinin azaldigi
gosterilmistir.  Antiaterojenik etki gosteren paraoksonazin azalmasi damar yapisinin
bozulmasina ve buna bagli olarak erektil disfonksiyon gelisimine neden olabilecegi

diistiniilmiistiir (141).

Serum PONI enzimini tastyan HDL kolesteroliin yokluguna bagl olarak lipid

metabolizma bozuklugu olan Fish-eye ve Tangier hastaligi olanlarda serum PONI1
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aktivitesi ¢ok diisiik veya dolasimda hi¢ saptanamayacak diizeyde tespit edilmistir (132,
143).
Serum PON1 aktivitesinin azaldig1 diabet, hiperkolesterolemi ve kardiovaskiiler

hastalig1 olan hastalar artmis bir oksidatif stres altindadir (138, 144).

3. 3. 7. Kanser ve Paraoksonaz

PON1, LDL oksidasyonu iizerinden HDL ile antioksidan &zellige sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica lipid peroksidasyonu sonucu olusan karsinojenik soluble lipid
radikallerinin detoksifikasyonuna katkisi olmaktadir (145).

Bir¢ok hastalikta serum PONI seviyesi degismektedir. Bununla birlikte serum
PONI1 seviyesi ile kanser arasindaki iliski hala tam olarak bilinmemektedir. Ancak
Akcay ve arkadaglart yaptiklart iki farkli calismada pankreas ve mide kanserli
hastalarda PON1 ile plazma lipoproteinleri arasindaki iliskiyi incelemisler. Ilk
calismada 20 pankreas kanseri tanisini alan hastalar ile ayn1 yas ve cinsiyette 20 saglikli
kontrol grubu karsilastirnlmis ve pankreas kanserli hastalarda HDL ve PON-1
seviyelerinin kontrol grubundan diisiik oldugu gosterilmistir. Diger calismada mide
kanseri tanisimi alan hastalar ile kontrol grubu karsilastinlldiginda aym sonuglar elde
edilmistir. 1ki calismanin sonucuna gore pankreas ve mide kanserli hastalar ile saglikli
kontrol grubu karsilastirildiginda kanserli hastalarda HDL ve PON1 seviyelerinin daha
diisiik oldugu goriilmiuistiir (146, 147).

Akciger kanserli hastalarda PON enzim aktivitesi arastirilmig ve akciger kanserli
hastalarda enzim aktivitesinin 6nemli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (148).

Yiiksek gradeli meningioma ve glioma da yapilan calisma da enzim
aktivitesinde azalma tespit edilmis fakat genetik polimorfizm ag¢isindan anlamli bir
farklilik bulunamamastir (149).

Prostat kanserinde yapilan polimorfizm calismasinda PON192/QR ve
PONSSLM/MM genotiplerinin artmis prostat kanseri riskiyle birlikte oldugu
gosterilmistir (150).

Ancak kolorektal kanserde yapilan bir calisma da PON-1 Q192R ve L55M
polifmorfizmleri degerlendirilmis ve herhangi bir farklilik gosterilememistir (151).

Literatirde RHK ve PON arasindaki iliskiyi gosteren herhangi bir calisma
yoktur.
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4. GEREC VE YONTEM

4. 1. Hastalarin Secimi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onay alindiktan sonra berrak
hiicreli (Klasik tip) RHK tanis1 konulmus 60 tane hasta ve 60 adet saglam kontrol grubu
caligmaya almmistir.  Hastalar ve kontrol grubu bilgilendirilerek onay formlari

imzalatilmistir.

Calismaya alinan hastalarin adi-soyadi, yasi, cinsiyeti, hastaligin evresi,
tedavi bilgileri kaydedildi. Kontrol grubu se¢iminde bireylerin benzer yas ve cinsiyette

olmasina 6zellikle dikkat edildi.

4. 2. Orneklerin ahinmasi, saklanmasi ve analizlere hazirlanmasi

Kanlar sabah a¢ karnina, dinlenmis hastalarin antekiibital veninden daha

onceden hazirlanmis EDTA’ 1 tiiplere 2 cc olarak alindu.

Kanlar, kan alinma islemleri bittikten sonra DNA saflastirmasi yapilincaya
kadar ortalama olarak 1 hafta -20 C°’de bekletildi. Kanlar birkac defa alt-iist edilerek

homojen hale getirilip 8’erli gruplar olusturularak c¢alisilda.

4. 3. Kimyasallar maddeler, sarf malzemeleri ve cihazlar

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157. MP, Germany ve
Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany), Elektronik hassas terazi (Shimadzu
Corporation Libror AEG-320, Japan), pH metre (Hanna Instruments HI8521 pHmeter,
Italy), UV/visible spektrofotometre (LKB Biochrom Ultraspec Plus 4054 UV/visible
spectrophotometer, Cambridge, England), hiz ayarli vorteks (Labinco L46, The
Netherlands), su banyosu (Kétterman labortechnic type 3643, Germany), Elektroforez
aparat1 1200V-500mA E815 (Belgium), Electrophoresis box (Consort N. V. Parklaan
36 B-2300 Turnhout, Belgium), Eppendorf Mastercycler gradient (Netheler Mlnz
GmbH, 22331 Hamburg, Germany), UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme,

fotograflama tinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France), amonyum asetat,
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amonyum kloriir, potasyum hidrojen karbonat, sodyum dodesil siilfat (SDS),
isopropanol, %70’lik etanol, borik asit, EDTA, bromphenol blue, xylene cyanole,
ficoll, agaroz, yiiksek rezoliisyonlu agaroz, ethidium bromide, TRIS baz, potasyum
asetat, magnesium asetat, TRIS-asetat, DTT (dithiotreitol), deoksiniikleotid trifosfat
(dANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), Taq
DNA polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania), Magnezyum Kloriir, 100 bp
DNA ve 50 bp DNA step marker’leri (Promega, Madison, WI).

4. 4. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflagtirilmast Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic DNA
Purification Kit”i ile gerceklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, WI, USA). Bu kit
300 uL kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Calisma esnasinda kitin genel
kurallarina uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapildi. Gergeklestirilen deney

agsamalar1 agagida siralandigi gibidir:
e 1.5 ml lik tiiplere 900 pL “cell lysis” (hiicre parcalama) solusyonu konuldu.

e Alt-iist edilmis kandan 300 pL alinarak hiicre par¢alama solusyununun

tizerine ilave edildi, 5-6 defa alt-iist edildi, 10 dak. oda 1sisinda bekletildi.
e 15.000 x g de 20 saniye oda 1s1sinda santrifiijlendi.

e Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu ©olciide fazla
siipernatan uzaklastirildi ve atildi. Altta hiicrelerin iizerinde yaklagik olarak 10-20 uL

s1v1 birakildi.

e Hiicre pargalama solusyonundan 300 pL alinarak ¢ok hafifce vortekslenmis
hiicre ¢okiintiisiiniin tizerine eklendi ve 5-6 kez alt-iist edildi. 2-4. basamaklar tekrar
edildi. Beyaz hiicrelerin arasinda hala bazi kirmiz1 hiicreler goriiliiyorsa bu durumda

tekrar hiicre pargalama solusyonu eklenerek yukaridaki deneyler tekrarlandi.

e Beyaz hiicreler siddetle vortekslenerek iyice karigmasi saglandi (10-15

saniye).

e Vortekslenmis hiicrelerin iizerine 350 pL  “Nuclei lysis” (¢ekirdek

parcalama) solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin parcalanmasi i¢in solusyon 5-6 kez
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pastor pipeti ile pipetlendi ve birakildi.  Solusyon visk6z bir yap1 kazandi.
Kanistirlldiktan sonra hala hiicre kiimeleri goriiniiyorsa 37°C’de inkiibe edildi ve
kiimelerin bozulmasi beklendi. Kiimeler 1 saat sonra hala varsa 100 uL cekirdek

parcalama solusyonu eklenerek inkiibasyon tekrarlandi.

® (da 1s1sma getirilmis Niikleer lizatin tizerine 120 pL “protein precipitation”
(protein coktiirme) solusyonu eklendi. 10-20 saniye siddetle vortekslendikten sonra
kiiciik, degisik kahverengi tonlarinda protein kiimeleri goriildii. Numuneler tam oda
1s1sina gelmeden protein ¢oktiirme solusyonu eklendiginde yeterli bir protein ¢okiintiisii

elde edilemeyeceginden hareketle iyi bir ¢oktiirme icin bu ayrintiya dikkat edildi.

e (da sicakliginda 15. 000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin

dibinde koyu kahverengi bir protein ¢okiintiisii goriildii.

e Siipernatan 300 pL izopropanol iceren 1. 5 ml’lik santifiij tiipiine transfer

edildi.

o Siirekli alt-list edilerek ve ters c¢evrilerek karistirildi.  Beyaz iplik
goriiniimiindeki DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢evirme islemine devam
edildi. Bazi1 numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger bazilarinda cok kiiciik
miktarda iplik¢ik goriildii.

e ] dakika oda sicakliginda 15. 000 x g’de santrifiijlendi. DNA, ornekteki

l6kosit miktarinin az veya fazla olmasina gore miktar1 degisebilen beyaz bir ¢okiintii

olarak goriildii.

e Siipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nmin iizerine 300 uL oda
sicakligindaki %70’lik etanol eklendi. Alt-iist yapilarak DNA pelleti ve tiipiin kenarlar

yikandi. Yukarnidaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.

¢ Etanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA cok gevsektir. Yanliglikla
pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma kagitlarinin
iizerine agizlan alta gelecek sekilde yerlestirildi, boylece fazla etanol alinmis oldu.

Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakildi.

e Kurumus tiipe 100 pL. DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1

rehidre etmek icin 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara ¢alkalandi.
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e DNA 0. 5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de sakland.

Bu islemler bittikten sonra eppendorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini
miktarin1 hesaplamak i¢in su islem gerceklestirildi: UV/visible spektrometre 260 ve
280nm’de c¢ift dalga boyu aralifinda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA
orneginden 4 UL alinarak mikro kiivette bulunan 746 pL saf suyun iizerine konuldu ve
alt-tist yapildi. Okuma gerceklestirildi. Daha sonra ng/pl DNA= Ays x dilusyon

faktorii x 50 formiiliinden hareketle 6rneklerdeki DNA’nin yaklagik miktar1 hesaplandi.

4. 5. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada kullanilacak olan Primer (Oligoniikleotid) Biobasic firmasina
(BioBasic, Ontario, Canada) sentezlettirildi. PCR deneylerinde kullanilacak olan
oligoniikleotidler, insan DNA’s1 iizerindeki ilgili gen bolgesinin amplifikasyonunu
gerceklestirmek icin kullanildi. Satin alman primerin niikleotid sekansi tablo 9’da

belirtilmistir.

Tablo 9. PON1 genine ait primer dizileri

PON 192 gen bolgesi i¢in kullanilan primer dizileri
5'-TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G-3';
5'-CAC GCT AAA CCC AAA TAC ATC TC-3'.

PON 55 gen bolgesi i¢in kullanilan primer dizileri
5'-GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G-3'
5-TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC -3'

4. 6. PCR ile PON1 192 gen polimorfizmlerinin saptanmasi

Genomik DNA orneklerinde PON1 192 lokusuna ait aleller polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile c¢ogaltildi. DNA orneklerinin her birinin amplifikasyonu i¢in
toplam 25 pl’lik PCR karisimi hazirlandi. Bu PCR karisimi 100-200 ng DNA, her bir
primerden 0. 5ul, 0. 2mM dNTP, 1. SmM MgCI2 ve 1. 0 U Taq DNA Polimeraz
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olacak sekilde hazirlandi Amplifikasyon reaksiyonlar1 Mini Thermal Cycler’da asagida
belirtilen sekilde gerceklestirildi.

PONT1 192 polimorfimine ait amplifikasyon kosulu:
94 0C de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu,

95 0C de 1 dakika denatiirasyon,

60 OC de 1 dakika baglanma

72 0C de 1 dakika uzama olmak tizere 35 dongiiden olusan bir PCR programi
kullanildi. PCR iiriinleri Alw1 restriksiyon endoniikleaz ile kesilmis ve % 2 lik agaroz
jel elektroforezine tabi tutulmustur. DNA fragmanlari etidyum bromid ile boyandiktan
sonra UV altinda goriintiilenip genotipleme yapilmistir. Sekil 1’de goriildiigii gibi A
alleli 99 bp, B alleli 69 ve 30 bp de bant vermektedir.

M
=

Sekil 1. Paraoksanaz PON1 192 polimorfizmine ait Alw1l enzimi ile kesilen PCR f{iriinlerinin
agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1. birey QQ genotipi, 2. birey QR ve 3. birey RR genotipi. Q alleli
99 be¢, R alleli 69 ve 30 b¢. M: 50 b¢ DNA boyut markirt.
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4.7. PCR ile paraoksonaz-1 (PON1) 55 gen polimorfizmlerinin saptanmasi

Bireylere ait genomik DNA oOrneklerinde PON1 55 lokusuna ait aleller
polimeraz zincirleme reaksiyonu (PCR) ile ¢cogaltildi. PCR karisimi 100-200 ng DNA,
herbir primerden 0. Sul, 0. ImM dNTP, 1. SmM MgCI2 ve 1. 0 U Tag DNA Polimeraz
olacak sekilde hazirlandi.  Amplifikasyon reaksiyonlart Mini Thermal Cycler’da
asagida belirtilen sekilde gerceklestirildi.

PONI1 55 polimorfimine ait amplifikasyon kosulu:
94 0C de 2 dakika baslangi¢ denatiirasyonu,

94 0C de 1 dakika denatiirasyon,

60 OC de 1 dakika baglanma

72 0C de 1 dakika uzama olmak tizere 35 dongiiden olusan bir PCR programi
kullanildi.

PCR ile ¢ogaltilan PON1 55 lokusuna ait fragman Hspl92Il restriksiyon
endoniikleaz ile kesilmis ve daha sonra % 2 lik agaroz jel elektroforezine tabi
tutulmustur. DNA fragmanlart etidyum bromid ile boyandiktan sonra UV altinda
goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. Sekil 5’de goriildiigii gibi L aleli 170 bp, M
alleli 126 ve 44 bp da bant vermektedir.
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Sekil 2. Paraoksanaz PON1 55 polimorfizmine ait Hsp92II enzimi ile kesilen PCR f{iriinlerinin
agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1. birey LL genotipi, 2. birey LM ve 3. birey MM genotipi. L alleli
170 bg, M alleli 126 ve 44 b¢. M: 50 b¢ DNA boyut markairi.

4. 8. istatistiksel analizler

Genetik dagilimin Hardy-Weinberg dengesine uyumu X goodness-of-fit testi ile
analiz edildi. Hastalar ve kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin farkliliklart Ki-
kare testi ile degerlendirildi. Kontrol ve hastalar arasindaki allelik dagilim farkliliklart
Fisher’s exact test ile degerlendirildi. P degerinin <0. 05 olmasi istatistiksel acidan
anlamh olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing

program, Version 12. 0” ile gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

Calismaya 60 adet berrak hiicreli RHK’li hasta 60 adet kontrol alindi. Hastalarin
yast 32 ile 82 arasinda degismekteydi. Ortalama hasta yasi 58. 42 olarak hesaplandi.
Yalnizca bir hastada bilateral berrak hiicreli RHK mevcuttu. Hasta ve kontrol grubunun
demografik 6zellikleri tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Hastalarin ve kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin demogrofik verileri

(Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir).

Klasik tip renal hiicreli

Kontrol
kanser
N 60 60
Yas 60.42+12.8 58.96+11.71
Cinsiyet 38E /22K 36E /24 K

Degerlendirmeye alinan hastalarin hepsi TNM sistemine gore evrelendirilmistir.
hastalardan evre I-II olanlar erken evre; III ve IV olanlar ileri evre olarak

grublandirilmiglardir (tablo 11).

Tablo 11. Evrelere gore hasta sayilar1 ve yiizdeleri

Erken evre Tleri evre
Evre Evre 1 Evre 11 Evre 11T Evre IV
Hasta sayis1 24(%40. 0) 14 (%23.3) 12(16.6) 10(%20)

ve ylizdeleri
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Calismamamiza dahil edilen klasik tip RHK’li hastalarin ve kontrol grubunun
genotip dagilimlan ayrica Q ve R allel dagilimlan say1 ve yiizde olarak tablo 12°de

Ozetlenmistir.

Tablo 12. PONI1 geni Q192R polimorfizminin genotip ve allel varyant dagilimi

Q allel R allel
n QQ QR RR

n dagilimi dagilimi

RHK Hasta 60  38(%63.3) 21(%35.5) 1(%1.7) 120 97(%80.8)  23(%19. 2)

kontrol 60  27(%45.0) 27(%45.0) 6(%10.0) 120 81(%67.5)  39(%32.5)

P degr. P=0. 045 P=0. 013

Calismamizda hasta ve kontrol Hardy Weinberg’e uygundur Calismamiz
sonucunda PON-1 geni Q192R polimorfizminin genotip dagilimi elde edilmistir. Bizim
sonu¢larimiza gore hasta grubunda QQ genotipi 38(%63. 3) en yogun olup onu QR
genotipi 21(%35. 5) takip etmekteydi. En az olan RR genotipi yalmzca 1(%1. 7)
hastada goriilmiistiir. Kontrol grubunda ise QQ ve QR genotipleri esit sayida 27(%45)
goriilmiistir. RR genotipi 6(%10) hastada goriilmiistiir. Yapilan istatiksel analizde

genotip dagilimlan arasinda anlaml farklilik (P=0. 045) bulunmustur.

Hasta grubu allel varyanti acisindan incelendiginde Q alleli 97(%80. 8) ve R
alleli 23(%19. 2) olarak bulunmustur. Kontrol grubunun Q alleli 81(%67. 5) R alleli
39(%32. 5) bulunmustur. Allel dagilimlar agisindan incelendiginde hasta ve kontrol

grubu arasinda anlamh farklilik (P=0. 013) goriilmiistiir.

Calismamizda PON1 geni L55M polimorfizmi i¢in elde edilen LL, LM ve MM
genotiplerinin sayr ve yiizdeleri ve L alleli ile M alleli dagilimlar1 Tablo 13’de

Ozetlenmistir.

41



Tablo 13. PON1 geni L55M polimorfizminin genotip ve allel varyant dagilimi

LL LM MM L allel M allel
n n dagilimi dagilimi
RHK 60 29(%48.3) 25(%41.7) 6(%10.0) 120 83(%69.2) 37(%30. 8)

Hasta
kontrol 60 21(%35.0) 29(48.3) 10(%16.7) 120  71(%59.2) 49(%40. 8)

P degeri P=0.276 P=0. 069

PON-1 geni L55M polimorfizmi i¢in yaptigimiz ¢alismada LL genotipi 29(%48.
3), LM genotipi 25(%41. 7) ve MM genotipi 6(%10. 0) hasta da goriildii. Kontrol
grubunda LL genotipi 21(%35. 0) LM genotipi 29(48. 3) ve MM genotipi 10(%16. 7)
kiside goriilmiistir. PON-1 geni L55M polimorfizmi igin hasta ve kontrol grubu

arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunmamistir(p=276).

Hasta grubunda L allel sayisinin 83(%69. 2) ve M allel sayisinin 37(%30. 8)
oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise L alleli 71(%59. 2) ve M alleli 49(%40. 8) olarak
belirlendi. Allel dagilimi acisindan rakamsal olarak fark bulunsa da bu fark istatistiki

olarak anlamli bulunmadi(P=0. 069)

Hasta grubunda ileri evre ve diisilk evre arasinda PON-1 geni QI92R
polimorfizmi ag¢isindan acisindan anlamh fark gosterilemedi (P=0. 286). Aym sekilde

bu farklilik L55M icinde herhangi bir fark s6zkonusu degildi(P=0. 374).
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6. TARTISMA

Siiperoksit radikallerinin tiretimi ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin SOR iiretimi lehine artmasi ile meydana gelen oksidatif stres DNA {iizerinde
toksik etkiler ve lipid peroksidasyonuna bagli doku zedelenmesi olusturmaktadir.
Artmis oksidatif stres basta kanser olmak iizere katarakt, ateroskleroz, neoplastik
hastaliklar, diyabet, diyabetik retinopati, gastrointestinal sistemin kronik inflamatuar
hastaliklari, cilt yaslanmasi, Alzheimer hastaligi ve diger norolojik bozukluklar
kapsayan bir takim rahatsizliklarin patofizyolojisinde rol almaktadir (88, 152).

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde siirekli olarak iiretilmektedir. Bunlarin
etkileri Vitamin C, glutatyon, Vitamin E, glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit
dismutaz gibi enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemleri ile ortadan
kaldirilmaktadir. Antioksidan savunma sisteminde ve onarim kapasitesinde azalma
sonucu SOR iiretimi artmakta ve buna bagl olarak doku hasar1 meydana gelmektedir
(153).

Renal hiicreli kanserin etyolojisi tam olarak aydinlatilamamasina ragmen
olusumunda diger kanserlerde oldugu gibi oksidatif stres etkili olmaktadir. RHK’de
antioksidan enzimlerle ilgili yapilan bir calismada katalaz, selenyum bagimh ve
bagimsiz glutatyon peroksidaz enzimlerinin diisiik oldugu gosterilmistir (154). Yapilan
baska bir calismada RHK’li dokularda normal dokulara gore sitoplazmik siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin diisiikk oldugu gosterilmistir (155).
Ayrica lipid peroksidasyonun RHK ile iligkili oldugunu bildiren yayinlar da mevcuttur

(9, 156).
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Insanlarda karacierde sentez edilen PONI, parationun aktif metaboliti
paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip bir serum esterazdir. Insan serum PON1’i
fiziksel olarak HDL ile baglantilidir (113, 120). PON1’in fizyolojik rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte lipid peroksitlerini hidrolize ederek LDL’yi oksidasyondan
korumaktadir. Ayrica organofosfatlar gibi toksik ajanlarin olusturabilecegi hiicresel
hasara kars1 6nemli koruyuculuk goérevi yapar (120).

Paraoksonaz enziminin LDL oksidasyonunu Onleyerek antioksidan etki
oldugunun gosterilmesi ile patogenezinde oksidatif stres olan bir ¢ok hastalikla iliskili
olabilecegi diigiiniilmiistiir. Bununla birlikte serum PONI1 seviyesi ile kanser arasindaki
iligki hala tam olarak bilinmemektedir. Ancak Akcay ve arkadaglar1 yaptiklar iki farkli
caligmada pankreas ve mide kanserli hastalarda PONI1 ile plazma lipoproteinleri
arasindaki iliskiyi incelenmistir. ilk ¢calismada 20 pankreas kanseri tanisini alan hastalar
ile ayni1 yas-cinsiyette 20 saglikli kontrol grubu karsilagtirnlmis ve pankreas kanserli
hastalarda HDL ve PON-1 seviyelerinin kontrol grubundan diisiik oldugu gosterilmistir.
Diger ¢alismada mide kanseri tanisini alan hastalar ile kontrol grubu karsilastirildiginda
aym sonuglar elde edilmistir. iki ¢aligmanin sonucuna gore pankreas ve mide kanserli
hastalar ile saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda kanserli hastalarda HDL ve PON1
seviyelerinin daha diisiik oldugu gosterilmistir (146, 147).

Akciger kanserli hastalarda PON enzim aktivitesi arastirilmig ve akciger kanserli
hastalarda enzim aktivitesinin 6nemli derecede diisiik oldugu gosterilmistir (148).

Biitiin bu ¢aligmalar PON1 enziminin antioksidan etkisiyle kanserden koruyucu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak heniiz literatiirde paraoksonaz enzimi ile RHK

arasinda ki iliskiyi inceleyen bir calisma mevcut degildir.
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PONI1 aktivitesi bireyler ve toplumlar arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu
farkliligin nedeni genetik polmorfizmleridir. PON1 Q192R ve L55M  polimorfizmlere
ek olarak PON1 promotor alaninda bes adet polimorfizm daha rapor edilmistir.

Bu polimorfizmler sonucunda olusan paraoksonaz enziminin aktivitesinde
farkliliklar oldugu bildirilmistir. =~ Mackness ve ark yaptigi calismada bu iki
polimorfizme bagh olarak paraoksonaz aktivitesinde 6nemli farkliliklar gosterilmistir.
Bu calisma sonucunda QQ genotipi en diisiik, QR genotip orta derecede, RR tipi ise en
yiiksek derecede enzim aktivitesi gostermistir. Ayn1 sekilde MM homozigot genotipi
ML ve LL genotipleriyle karsilastirildigin da daha diisiik enzim aktivitesi gostermistir.
En diisik enzim aktivitesi QQ ve MM genotipinde goriilmistir (133). Bu
polimorfizmlerin enzim aktivitesinde degisiklik yaptig1i kesfedildikten sonra bu
polmorfizmlerle kanserler arasinda iliski olabilecegi ve bazi genotiplerin kansere
yatkinlik olusturabilecegi diisiiniilmiistiir.

Prostat kanserinde yapilan polimorfizm calismasinda PON1 192/QR ve PON1
S55LM/MM genotiplerinin artmis prostat kanseri riskiyle birlikte oldugu gosterilmistir
(150). Ancak kolorektal kanserde yapilan bir ¢alismada PON-1 Q192R ve L55M
polifmorfizmleri degerlendirilmis ve herhangi bir farklilik gosterilememistir (151).

Bizim yaptigimiz calismaya gore RHK grubu ile kontrol grubu arasinda PON1
QI192R polimorfizmi acisindan anlaml fark bulunmustur (P=0.045). Hasta grubunda
ozellikle diisiikk enzim aktivitesi ile birlikte oldugu bildirilen QQ genotipi daha fazla
goriilmektedir. Hasta grubunda yalmizca bir adet RR genotipi bulunurken, kontrol
grubunda 6 adet RR genotipi mevcuttu. Ayrica RHK grubu ile kontrol grubu Q ve R
allelleri acisindan karsilastirildiginda da anlamli farklilik mevcuttu (P=0.013). Q alleli

hasta grubunda kontrol grubundan daha fazla iken R alleli kontrol grubunda hasta
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grubundan daha fazla bulundu. Biitiin bu bulgular Q allelinin RHK i¢in risk
olusturabilecegini ve R allelinin koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.
Daha onceki calismalarda QQ genotipinin diisiik aktiviteye RR genotipinin yiiksek
aktiviteye sahip oldugunun gosterilmesi (133) RHK ile PONI1 aktivitesinin iligkili
olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda L55M polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml
fark gosterilememistir (P=0.276). Aym1 sekilde hasta ve kontrol grubu L ve M alleleri
bakimindan karsilagtirildiginda anlamli farklilik bulunamamistir (P=0.069). Bizim
calisgmamiza gore LS5M polimorfizmleri ile RHK arasinda iligki bulunmamaktadir.
Ancak literatiirde L55M polimorfizminde Q192R polimorfizmindeki gibi enzim
aktivitesinin degistigi bildirilmektedir (133). Bu a¢idan bakildiginda bu polimorfizm
i¢inde grublar arasinda farklilik beklenebilir. Bunun nedeni bizim ¢alismamizda ki hasta
grubunun az olmasi olabilir. Bu sebeple bu caligmanin daha genis hasta grubunda
tekrarlanmasi uygun olacaktir.

Bu calismada RHK ile kontrol grubu arasinda PON1 Q192R polimorfizmi i¢in
farklilik oldugunu ve hasta grubunda Q allelinin kontrole gore daha yiiksek R allelinin
ise daha diisiik oranda oldugu gosterildi. Kontrol grubunda ise R alleli yogunlugu daha
yilksek bulundu. Biitin bu bulgular R allelinin RHK i¢in koruyucu oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak bu bulgunun daha genis bir hasta grubunda enzim aktiviteleri
de eklenerek desteklenmesiyle PON1 ile RHK arasindaki iligkiyi daha iyi anlamamiza

katki saglayacaktir.
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