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1. OZET

Paraoksonaz 1 (PON 1), HDL f{izerinde yer alan ve antioksidan 6zellikleri
nedeni ile LDL’leri oksidasyona karsi koruyucu fonksiyonu olan bir enzimdir.
Enzimin; PON 1 geninin kodlayan bolgesinde 55. konumdaki 16sinin metiyonin ile
(L/M 55) ve 192. konumdaki glutaminin arjinin ile (Q/R 192) yer degistirmesi sonucu
olusan iki polimorfizm mevcuttur. L/M 55 ve Q/R 192; polimorfizmleri PON 1
enziminin paraoksonaz aktivitesi ve antioksidatif fonksiyonunda degisikliklere neden
olurlar. Diyabette PON 1 enzim aktivitesinin azalmasi ile diyabet
komplikasyonlarinin gelismesi arasinda 6nemli iligkilerin oldugu bildirilmektedir.

Calismada, 102 saglikli birey (57 kadin/45 erkek, kontrol) ve 200 tip 2 diyabet
hastasinda (115 kadin/85 erkek, DM) PON 1 L/M 55 ve Q/R 192 polimorfizmlerinin
dagilimi1 ve bu polimorfizmlerin PON 1, SOD, CAT, GSH-Px, lipid peroksidasyonu
ve lipid profili tizerine etkilerine bakildi.

PON 1; L/M 55 ve Q/R 192 genotip tayini, PZR, RFLP ve agaroz jel
elektroforezi yontemleri ile yapildi ve genotip dagilimlarinda ve allel sikliklarinda
kontrol ile DM grubu arasinda 6nemli bir farklilik goriilmedi (p>0.05). Serum PON 1
paraoksonaz aktivitesi; DM grubunda kontrol grubuna gore diisiik olmakla beraber bu
diistis istatistiksel olarak Onemli degildir (p>0.05). Her iki grupta en yiiksek
paraoksonaz aktivitesi LL ve RR genotiplerinde, orta diizeyde aktivite LM ve QR
genotiplerinde, en diisiik degerler QQ ve MM genotiplerinde goriildii.

DM grubunda kontrol grubuna gore eritrosit CAT aktivitesi (p<0.05) ve GSH-
Px aktivitesi (p<0.01) diisiik bulunurken eritrosit SOD aktivitelerindeki disiis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05), Lipid peroksidasyonunun gostergesi

olan MDA, DM grubunda anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.001).



Iki grup arasinda HDL-kolesterol diizeylerinde énemli bir fark goriilmezken,
LDL-kolesterol, kolesterol ve trigliserid diizeyleri; DM grubunda anlamli derecede
ylksek bulundu (p<0.001). Kontrol grubunda R ve M allel varligi; DM grubunda ise
Q ve M allel varlig1 daha yiiksek aterojenik lipid profiline eslik etmistir.

Sonug olarak, PON 1 L/M 55 ve Q/R 192 polimorfizmlerinin paraoksonaz
aktivitesinde 6nemli degisikliklere neden oldugu bulunmus fakat bu polimorfizmlerin
tip 2 diyabet gelisme riski ve diyabette goriilen oksidan-antioksidan sistemindeki
degisiklikler iizerine dogrudan bir etkisi bulunmamistir. PON 1 enziminin tip 2
diyabet iizerine etkisinin daha iyi aydinlatilabilmesi i¢in kodlayan bdlgedeki bu
polimorfizmlere ek olarak enzimin aktivitesi ve antioksidan fonksiyonunda rolleri
oldugu bildirilen promotér bolgesindeki 5 polimorfizmin, ayrica antioksidan
fonksiyona sahip ayni ailenin diger iiyeleri olan PON 2 ve PON 3 enzimlerinin
birlikte incelenmesinin de yararli olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz, polimorfizm, tip 2 diabetes mellitus,

antioksidan enzimler, lipid profili.



2. ABSTRACT

Paraoxonase 1 (PON 1), is a HDL- associated enzyme with antioxidant
function protecting LDL from oxidation. PON 1 has two aminoacid
polymorphisms in coding region; one Leu-Met at position 55 (L/MS55) and the
other Glu-Arg at position 192 (Q/R 192). L/M 55 ve Q/R 192 polymorphisms
modulates paraoxonase activity and antioxidant function of the enzyme. PON 1
activity decreases in diabetes mellitus and an association between this reduction
and development of diabetic complications has been indicated.

In the present study, distribution of PON 1 L/M 55 and Q/R 192
polymorphisms and the effect of these polymorphisms on the activities of PON 1,
SOD, CAT, GSH-Px, lipid peroxidation and lipid profile in 102 non-diabetic
healthy subjects (57 female/45 male; control group) and 200 patients with type 2
diabetes mellitus (115 female/85 male; DM group) were examined.

PON 1 L/M 55 ve Q/R 192 genotypes were determined by PCR, RFLP
and agarose gel electrophoresis techniques. Genotype distributions and allel
frequencies for both polymorhisms were not significantly different between
controls and DM group (p>0.05). Serum PON 1 paraoxonase activity was lower in
DM group than in controls but not statistically significant (p>0.05). In both
groups, the highest paraoxonase activities were detected in LL and RR genotypes,
intermediate activities in LM and QR genotypes, and the lowest activities in MM
and QQ genotypes.

Activities of erythrocyte GSH-Px and CAT were significantly lower
(p<0.01 and p<0.05, respectively), while decrease in SOD activity was not

statistically significant (p>0.05), in DM group than in control group. Levels of



MDA, an indicator of lipid peroxidation were significantly higher in DM group
(p<0.001).

No significant difference in HDL-cholesterol levels was detected between
both groups but LDL-cholesterol, total cholesterol and triglyceride levels were
significantly higher in DM group (p<0.001). Presence of R and M allels in control
group and presence of Q and M alles in DM group accompanied with higher
atherogenic lipid profile.

In conclusion, data obtained from the present study indicates that PON 1
L/M 55 ve Q/R 192 polymorphisms cause significant alterations in paraoxonase
activity of the enzyme, however it is hard to correlate these polymorphisms and
risk for type 2 diabetes mellitus and oxidant-antioxidant alterations observed in
diabetes, For a better understanding of the role of PON 1 in type 2 diabetes
mellitus, in addition to polymorphisms in coding region, 5 polymorphisms in
promotor region which are also related to antioxidant function of the enzyme and
PON 2 and PON 3, two other members of PON family, also should be
investigated.

Key Words: Paraoxonase, polymorphism, type 2 diabetes mellitus,

antioxidant enzymes, lipid profile.



3.GIRIS

3.1. PON 1 Geni

3.1.1. PON Gen Ailesi ve PON 1 Yapisi

Insan genomu su ana kadar belirlenmis ve PON 1, PON 2, PON 3 olarak
adlandirilan en az 3 adet PON geni igermektedir (Sekil 1a). Her lic gen 7.
kromozomun 21 ve q22. bantlar iizerinde yerlesmis olup aminoasit diizeyinde %
65 oraninda benzerlik gosterirler (127). PON 1 geni; kodlayan bolgesi 9 ekzondan
olusmakta ve bazi polimorfizmler gostermektedir. Polimorfizmlerin spesifik bir
formu tek niikleotid polimorfizmidir (TNP) ve genin kodlayan bdlgesinde 2 adet
TNP goriiliir. Losin/Metiyonin degisimi 55. konumda (L/M 55) ve Glutamin/
Arjinin degisimi 192. konumda (Q/R 192) gortilmektedir (Sekil 1b). Bu iki
polimorfizm restriksiyon endoniikleazlar ile kolayca tespit edilebilmekte (74) ve
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmleri (restriction fragment lenght
polymorphisms- RFLPs) olarak adlandirilmaktadir. Bu ayirima gore olusan PON
1’ in allelik formlar1 izozim veya allozim olarak adlandirilirlar.

3.1.2. Kodlayan Bolgedeki L/M 55 ve Q/R 192 Polimorfizmleri

3.1.2.1. L/M 55 Polimorfizmi

Kodlayan bolgede 55. konumda goriillen L/M 55 polimorfizmi PON 1
enzim aktivitesini Q/R 192 polimorfizminden bagimsiz olarak etkilemektedir.
Substrat olarak paraokson kullanildig1 zaman, L55 tastyan allozimin M55 tasiyan
allozimden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (21). L/M
polimorfizmi ayn1 zamanda karacigerdeki enzim ekspresyonunu etkilemekte ve
bunun sonucunda enzimin serumdaki yogunlugunu belirlemektedir (21) L55 alleli
M55 alleline gore daha ¢ok eksprese olmakta ve dolayisiyla L55 alleli tagiyan

bireylerin serumlarinda PON 1 yogunlugu daha yiiksek olmaktadir. Buna ilave



olarak M55 izoformu L55 izoformuna gore daha az stabil bir yapidadir (97). PON
1 enzim aktivitesinin degisimi bireyler arasindaki farkliliklardan kaynaklanir.
Ayni genotipe sahip bireylerin PON 1 enzim aktivitelerinde 13 kata kadar varan
farkliliklar goriilebilmektedir. Enzimin yogunlugunu degistirmesi nedeni ile L/M
55 polimorfizmi sadece substrata spesifik enzim aktivitesinde degisiklige neden
olmaz, ayn1 zamanda fenilasetat gibi polimorfizmden etkilenmeyen bir substrata

kars1 da enzim aktivitesinin degismesine neden olur (50).

7q21-q22

—1 PON2 PON 3 1 PON 1

—_———

~ 140 kb

Sekil 1a. PON gen ailesi ve PON 1, PON 2 ve PON 3 genlerinin insan 7. kromozomu
g21. ve q22. bantlar1 lizerindeki yerleri.

909 -832 -162 -126 -108 L/M 55 Q/R 192 A/G C/T

G/C G/A G/A G/C _T/C | | — |

HFFI-C000H- -

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9

Sekil 1b. PON1 geninin yapisi. Dokuz adet ekzon (E1-E9) kutucuklar ile gosterilmistir.
5" diizenleyici ugtaki 5 polimorfizm, kodlayan bdlgedeki 2 polimorfizm ve 3’
translasyona girmeyen ugtaki 4 polimorfizm goriilmektedir (48).

Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada tip 2 diyabetli hastalarda LL genotipi

%54.1, LM genotipi % 42 ve MM genotipi % 3.9, tip 2 diyabet olmayan



kontrollerde ise LL genotipi %46.8, LM genotipi % 46.8 ve MM genotipi % 6.4
oraninda bulunmustur (4).

3.1.2.2. Q/R 192 Polimorfizmi

PON I’in paraoksona karsi olan aktivitesinin genetik olarak belirlendigi
gosterilmistir (53). Paraoksonazin 192. konumunda R bulunduran izoziminin Q
bulunduran izozimine goére paraoksona karsi daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (127). Yapilan ¢aligmalarda yaklasik olarak diislik aktiviteli QQ
allozim tagima oraninin % 40, yiiksek aktiviteli RR allozim tagima oraninin %10
ve bu allozimlerin arasinda bir aktivite gosteren QR heterozigot allozimi tagima
oraninin ise % 50 civarinda oldugu goriilmiistiir (74). Tirkiye’de yapilan bir
calismada tip 2 diyabetli hastalarda QQ genotipi % 48.3, QR genotipi % 41.1 ve
RR genotipi % 10.6, kontrollerde ise QQ genotipi % 33.6, QR genotipi % 57 ve

RR genotipi % 9.3 oraninda bulunmustur (4).

Tablo I. Degisik toplumlarda PON 1 geninin allel dagilimlar

Toplum Kaynak L allel M allel Q allel R allel
(%) (%) (%) (%)
Tiirk 4 73.4 26.6 66.5 33.5
Fin 132 65 35 75 25
Alman 29 67 33 73 27
Ingiliz 101 43 57 62 38
Cin 140 04 96 42 58

3.1.2.3. 1/'V 102 Polimorfizmi
Prostat kanseri olan hastalarda yapilan bir c¢alismada PON 1 102.

konumundaki izoldsin aminoasidinin valin aminoasidi ile yer degistirdigi



polimorfizmin kontrollere gére %16 daha fazla goriildiigii ve prostat kanseri aile
Oykiisii bulunan bireylerde bu polimorfizmin Onceden bilinmesinin halinde
hastalik riskinin belirlenmesine 6nemli katki saglayacagi belirtilmistir (108).

3.1.2.4. Promotor Polimorfizmleri

Insan PON 1 geni promotdr bdlgesi ile ilgili yapilan galismalarda 5 adet
polimorfizmin oldugu bildirilmistir (48) (Sekil 1b). Bu polimorfizmlerden -108.,
-162. ve -909. konumundakiler daha sik goriilmekte ve gen ekspresyonunu 2 kat
kadar degistirebilecek diizeyde etki gostermektedir (23). -108. konumundaki T/C
polimorfizminde C varliginin PON 1 ekspresyonunda ve dolayisiyla enzimin
serumdaki yogunlugunun artigina neden olmaktadir (77). Bu bolgedeki diger
polimorfizmlerin enzim yogunlugu ve aktivitesindeki rolleri hala tam olarak
belirlenmis degildir.

3.1.2.5. PON 1 Haplotipleri

PON 1 geni kodlayan bolgesindeki L/M 55 ve Q/R 192
polimorfizmlerinin birbirleri ile ‘linkage disequilibrium’da olduklar1 ve R alel
tastma oranmnin M allel tasiyanlara gore L allel tastyicilarinda daha fazla
goriildiigii bildirilmistir. Bu durum bu iki allelin birlikte varliginin paraoksona
kars1 daha ytiksek aktivite gostermesine neden olmaktadir (21,45).

3.2. Paraoksonaz-1 (PON 1) Proteini

3.2.1. Sentez ve Yapisi

Paraoksonazlar kuslar, baliklar ve bocekler disinda (104). birgok hayvan
tiiriinde bulunmaktadir (95, 104, 115). insanlarda serum paraoksonaz aktiviteleri
yenidogan ve prematiirlerde eriskin diizeylerinin yarisi kadar goriiliir ve
dogumdan yaklasik bir yi1l sonra normal diizeylere ulasir (113). Insanlarda PON1

basta karaciger olmak fiizere, kalp, bobrek, beyin, ince bagirsak ve akciger,



plasenta ve pankreastan salgilanmaktadir (127). Insan ve tavsan paraoksonaz
dizinlerinin karsilastirilmasinda her iki tiiriin enzimlerinin gerek amino asit
gerekse niikleik asit dizinlerinin % 85 benzerlik gosterdigi bulunmus bu da
enzimin 6nemli bir metabolik roliiniin oldugu kanis1 uyandirmaktadir. Bununla
birlikte cesitli insan ve tavsan dokularinda yapilan Northern Blot analizlerinde
saptanabilir PON1 mRNA’s1 yalnizca karacigerde bulunmustur. Ancak, tersine
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile yapilan analizlerde
farelerin karaciger, akciger, bobrek, kalp, beyin, ince bagirsaklarinda PONI1
mRNA’sinin varligi gosterilmigtir (127). PON1 proteininin sentezindeki dnemli
bir 6zellik, protein salindiktan sonra yalnizca ilk metiyonin aminoasidi ayrilmakta
ve sinyal dizini proteinin iizerinde kalmaktadir (49). Proteinin amino ucunda
bulunan bu hidrofobik kismin HDL ile baglantili oldugu diistiniilmektedir.

Insan serum PON1 proteini; saflastirilmis olup yaklasik 44 kDa molekiiler
agirhiginda, 355 amino asitten olusan bir glikoproteindir (55, 131). Bazi
yayinlarda PON 1 proteininin metiyonin amino asiti sayilmayarak 354 amino
asitten olustugu belirtilmektedir(49). Protein agirhginin %15.8’ini  olusturan
karbonhidrat iiniteleri proteine 4 farkli noktadan bagl olarak bulunurlar. insan
PONI1 proteini ii¢ adet sistein igerir ve protein, bu ii¢ sistein molekiiliinden
ikisinin aralarinda yaptiklar1 disiilfid baglarina gore iki oksidasyon durumunda
bulunabilir. Protein yapisinda bulunan 42. ve 353. sistein amino asitlerinin
olusturdugu tek disiilfid bagi, polipeptid zincirinin halka yapida olmasina neden
olmaktadir. Iki yiiz seksen dordiincii konumdaki serbest sistein amino asidinin

aktif merkez i¢in rol aldig1 diistintilmektedir (149).
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Paracksonazin Yapisi

Sekil 2. Insan paraoksnaz enziminin (PON 1) yapis1 (15).

3.2.2. Paraoksonazin Enzim Siniflandirilmasindaki Yeri

Enzimler [IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology: Uluslar aras1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi) kriterlerine gore
6 grupda smiflandirilir:
EC. 1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon (ylikseltgenme-indirgenme)
reaksiyonlarini katalize eden enzimler
EC. 2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun transfer reaksiyonunu katalize
eden enzimler
EC. 3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar1
katalize eden enzimler
EC. 4. Liyazlar: Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglarin hidrolizden
ve oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave

eden enzimler



EC. 5. izomerazlar: Bir molekiil igindeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani
izomerizasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimler

EC.6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olusmasini
saglayan enzimlerdir. Bu enzimler genellikle ATP'deki yahut diger trifosfatlardaki
pirofosfati hidrolize ederek iki molekiiliin birbirine baglanmasini katalize eden
enzimler

Hidrolazlar su sekilde siniflandirilirlar:

EC. 3.1. Ester baglarina etkili hidrolazlar

EC. 3.2. Glikozillenmis bilesiklere etkili hidrolazlar

EC. 3.2. Eter baglarina etkili hidrolazlar

EC. 3.4. Peptid baglarina etkili hidrolazlar

EC. 3.5. C-N baglarina etkili hidrolazlar

EC. 3.7. C-C baglarina etkili hidrolazlar

EC. 3.8. Halidik baglara etkili hidrolazlar

EC. 3. 9. P-N baglarina etkili hidrolazlar

Esterazlar su sekilde siniflandirilirlar:

EC. 3. 1. Esterazlar:

EC. 3.1.1. Karboksilik ester hidrolazlar

EC. 3. 1.2. Tiyol esteri hidrolazlar1

EC. 3. 1.3. Fosforik monoester hidrolazlar

EC. 3.1.4.Fosforik diester hidrolazlar

EC. 3.1.5.Trifosforik monoester hidrolazlar

EC. 3.1.6. Siilfiirik monoester hidrolazlar

EC. 3.1.7. Difosforik monoester hidrolazlar

EC. 3. 1. 8.Fosforik triester hidrolazlar (fosfotriesterazlar)
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EC. 3.1.8.1. Arildialkilfosfataz (paraoksonaz)
EC. 3.1.8.2.Diizopropilflorofosfataz

Esterazlar oldukg¢a genis bir enzim simifi olup alifatik ve aromatik ester
baglarinin yaninda peptidleri, amidleri ve halidleri hidrolize ederler. Esterazlar
substratlarina gore 3 sinifta incelenirler: A-esterazlar (arilesterazlar, paraoksonaz)
organofosfatlar1 (OP), B-esterazlar (karboksilesterazlar) alifatik esterleri,
C-esterazlar (asetilesterazlar) asetat esterlerini hidrolize ederler (161).

Insektisitleri de (orgonofosfatlar, karbamat ) igine alan birgok sentetik
bilesik A-ester yapisindadir. Boceklerde A-esteraz bulunmadigi icin bu
kimyasallar bu canlilara kars1 pestisid olarak kullanilirlar. Memelilerde de bu
organofosfatlarin detoksifikasyonunun en oOnemli yolu serum ve karaciger
A-esterazlar tarafindan diisiik toksisiteli metabolitlerine hidrolizidir (164). Bu
durum OP zehirlenmesine maruz birakilan hayvanlara PON 1 enjeksiyonu ile
gosterilmistir (99).

3.2.3. PON 1’ in Kimyasal Ozellikleri ve Aktif Merkezi

Paraoksonaz ismi bir insektisid olan paratiyonun metaboliti olan
paraoksonu hidrolize etme kapasitesinden gelmektedir. PON 1 bir kalsiyum
bagimli esteraz olup 355 aminoasitten olusan glikoproteinin yiiksek oranda 16sin
icermesinden baska goze carpan bir 6zelligi bulunmaz ve izoelektrik noktasi
5.1’dir (51). Enzimin iki yapisal izoformunun bulundugu diisiiniilmektedir ve bu
izoformlarda paraoksonazin iki oksidasyon bolgesi bulunmaktadir. Bir izoformda
biitiin sisteinler serbest iken digerinde tek disiilfid bagi bulunmaktadir. Disiilfid
baginin oldugu izoformda 284. konumdaki sisteinin serbest bulunmasi bu amino

asidin enzimin aktif merkezinde rol aldigi kanisin1 uyandirmaktadir (149). Bu
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yapisal izoformlar genetik izoformlar1 belirleyen nokta mutasyonlarla
agiklanamamaktadir.

PON 1; OP ‘lara ilave olarak fenilasetat gibi aromatik esterleri (Sekil 3b)
sarin, tabun, soman gibi sinir sistemini etkileyen savas gazlarimi (Sekil 3c) ve
laktonlar1 da hidroliz etmektedir (Sekil 3d) (39).

Saflastirilmis insan PON 1 enziminin paraoksonu hidrolizi ¢alismalarinda
PON 1’in paraoksona baglanmasindan sonra Once p-nitrofenol ve dietilfosfat
ayrilmaktadir. Ca™ iyonlarmin bu mekanizmada iki onemli fonksiyonu
bulunmaktadir. Birincisi Ca’ iyonlar: aktif blgenin korunmast icin gereklidir. Bu
sekilde hem katalitik reaksiyonda rol alir hemde aktif bolgenin uygun
konformasyonda kalmasini saglar. kinci olarak da Ca™" iyonlar1 aktif bolgeden
dietil fosfatin ayrilmasini kolaylastirmaktadir. Bu etkiyi paraoksonun yapisindaki
P=0 ¢ift bagin1 polarize ederek fosforu niikleofilik etkiye duyarli hale getirmesi
seklinde gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (160). Paraoksonazin etkisinin Ca™"
iyonlarma bagimli olmasi bu enzimi Co'" , Mn" ve Mg ™ a gerek duyan diger
A grubu esterazlardan ayiran 6nemli bir 6zelliktir. Bu 6zelliginden dolay1 enzim
aktivitesinin Sl¢lilmesinde serum veya kullanilacaksa EDTA igermeyen plazma
kullanilmalidir (96). Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesini gosteren insan PON 1
enzimi ayni genin iriiniidiir ve bu aktivitelerinin yarigsmali olmasi ayni aktif
merkezin 6zelliklerinin paylasildigini gostermektedir (12).

Yukarida bahsedilen paraoksonazin bu etkilerinin yaninda paraoksonazin
in vivo sartlarda baska diger substratlar1 olabilecegi de belirtilmektedir. Son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar PON 1 enziminin aslinda bir laktonaz oldugunu
gostermektedir. Paraoksonazlarin fizyolojik substrati tam olarak heniiz

tanimlanamamig olmakla beraber son zamanlarda yapilan arastirmalar gidalarla
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aliman laktonlarin veya 5-hidroksiekasotetraenoik asid lakton gibi yag asidi
peroksidasyon iiriinlerinin olabilecegini gostermistir (89) (Sekil 3d).

Bir enzimin aktif merkezi, enzimin substrata baglanmasini saglayan 6zel
bolgedir. Enzimin aktif merkezini olusturan amino asitler proteinin primer
yapisinda birbirine uzak konumda olmalarina ragmen tersiyer yapida aktif
merkezi olusturmak i¢in birbirlerine yakin konumlarda yer alirlar(89).

PON 1 enziminin kristal yapisinin incelenmesinde ve nokta mutasyonlar
ile yapilan ¢alismalarda iki Ca" molekiilii ile birlikte bir ¢ok amino asidin
katalitik aktif merkezde rol alabilecegini gostermektedir. Bu Ca™ molekiillerinden
birisinin enzimin yapisal digerinin ise katalitik etki gosterdigi bildirilmistir.
Amino asitlerden ise His'"®> His"** His*® , ve His'®, Asp183 ’ Asp269 ve Glu>*’iin bu
merkezde rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Asp®®® ve Glu™ amino asitlerinin
katalitik Ca”™ molekiiliiniin baglanmasinda gérev aldiklar1 tahmin edilmektedir.
Yukarida bahsedilen amino asitlerin yerlerine bagska amino asitler kullanilarak
yapilan nokta mutasyon analizlerinde enzimin katalitik etkisi i¢in en Onemli

115

amino asitlerin His'"”> ve His"** oldugu bildirilmistir (89).

Paratiyon Paraokson
CIHEQ\\? Sitokrom C,Hﬁo\\?
P—O—< }NO:-A:'_I> P—O—< >NO=
CaHs0~ Pa50  CH:0~
Paraoksonaz
a)
CiHsO~_§
P—OH + HD—< >ND,
C:Hs0™
Dietilfosfat p-Nitrofenol
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Sekil 3. PON1 substratlar1 ve degisik enzim aktiviteleri. a) paraoksonazin hidrolizi (113),
b) aromatik esterlerin (fenilasetat) hidrolizi, ¢) sinir gazlarinin hidrolizi, d) lakton
hidrolizi ve hidroksi asitlerin laktonizasyonu (39).
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3.2.4. PON 1 Enzim Aktivitesi ve Ol¢iimii

PON 1; hem organofosfatlar1 hemde aromatik esterleri hidrolize etmesi
dolayist ile paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerine sahiptir (107). Paraoksonaz
aktivitesi; bir insektisid olan paratiyonun metaboliti olan paraoksonu toksik
olmayan p-nitrofenol ve dietil fosfata hidrolize etmesinden yararlanilarak ol¢iiliir.
Paraoksonaz aktivitesi once ortama NaCl katilmaksizin ve 1 M NaCl varliginda
Ol¢iilir. Paraoksonazin; NaCl ile degisen aktivitesi bireylerin NaCl-stimiile
edilmis QQ veya NaCl-stimiile edilmemis QR ve RR tiplerinin
siiflandirilmasinda kullanilir (42). Bu 6l¢tim ile QR ve RR fenotipleri birbirinden
ayrilamazlar. Paraoksonaz aktivite Ol¢limii i¢cin uygun olan pH degeri 7.5
civandir.

PONI1 enziminin arilesteraz aktivitesinin Ol¢limiinde kullanilan substrat
genellikle fenilasetattir (Sekil 3b).

Bu iki ayr aktivite Ozelliginden dolayr substrat olarak paraokson
kullanildig1 zaman bulunan aktivite enzimin ‘paraoksonaz aktivitesi’, substrat
olarak fenilasetat kullanildigi zaman bulunan aktivite ise enzimin ‘arilesteraz
aktivitesi’ olarak tanimlanir.

Insan PON1 enziminin paraokson ve fenilasetat hidrolizine ilave olarak
laktonaz, diisiik de olsa peroksidaz ve fosfolipaz A2’ ye benzer etkiler gosterdigi
bulunmugstur (116). PON1’in antiaterojenik etkilerinin biyolojik olarak aktiflenmis
fosfolipidlerin  hidrolizinden ve lipid hidroperoksidlerinin yikilmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (116). PON 1’in aktif merkezinin ve katalitik

etkisinin fosfolipaz A2 ile benzerlik gostermesi bu goriisii desteklemektedir (67).
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3.2.5. PON 1 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Bireylerin PON 1 enzim aktiviteleri arasinda 10 ile 40 kat arasinda degisen
oranlarda farklilik goriliir (74). PONI1 enzim aktivitesinin, ayni genotipe sahip
bireylerde 13 kat farklilik gdsterdigi bulunmustur (50). Kodlayan bolgedeki
polimorfizmlerin PON 1 aktivitesini dogrudan etkiledigi bilinmekte olup RR 192
ve LL 55 genotipine sahip bireylerde aktivite yiiksek, QQ 192 ve MM 55
genotipine sahip olanlarda diisiik ve heterozigot QR ve LM genotipine sahip
bireylerde ise aktivite orta diizeydedir (100). Genetik faktorlere ek olarak bir¢ok
cevresel faktoriin de PON 1 ekspresyonu ve aktivitesindeki bu farkliliga katkida
bulunduklar1 bilinmektedir (116). Karaciger hiicre soylarindan HepG2 iizerinde
yapilan bir ¢aligmada okside LDL, okside lipid, IL-B, timor nekrosis faktor
alfanin inkubasyonlarda PON 1 geninin ekspresyonunda azalmaya, simvastatinin
ise ekspresyonda artisa neden oldugu gosterilmistir (36,93). Insanlarda; sigara
iciminin PON 1 aktivitesini azalttig1, vitamin C ve E ile diigiik miktarlarda alkol
tiketiminin ise PON 1 aktivitesini arttirdigi bildirilmistir (144, 82). Sterol
diizenleyici element-baglayici protein 2 (SREBP-2)’nin insan PON 1 geninin
promotdr bolgesine baglandigi ve promotor aktivitesini artirdigr bildirilmistir.
Statinlerin antiaterojenik etkilerinden birisinin SREBP-2 artisina bagli olarak
PON 1 aktivitesini arttirdig1 seklinde diigtiniilmektedir (36).

PON 1 aktivitesinin HDL- kolesterol ve apolipoprotein A-I yogunluguna
bagli olup olmadigina dair pek ¢ok calisma mevcuttur. HDL eksikligi goriilen
Tangier hastalig1 ve balik goz hastaliginda (Fish eye disease) PON 1 aktivitesi
Oonemli oranlarda diiserken diger HDL eksikliklerinde ciddi bir disiis

goriilmemektedir (80,106).
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Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢alismada korfez savasindan
donen askerlerde PON 1 aktivitesinin genotipe bagli olmaksizin azaldigi
bildirilmis ve bunun uzun siire kimyasallara maruz kalma sonucu olusabilecegi
diistiniilmiistiir (65).

3.2.6. Protein Yogunlugunun Hesaplanmasi

Serum PON 1 protein diizeyi monoklonal antikorlar kullanilarak yapilan
yarismali ELIZA (20) veya sandivi¢ ELIZA teknikleri (92) ile 6l¢iilebilinir.

3.2.7. PON I’in Antioksidan Ozellikleri

Plazma lipoproteinlerinin yapisinda bulunan fosfolipidlerin oksidasyonu
sonucu enzimatik hidroliz ile inaktive olabilen hidroperoksidler, izoprostanlar ve
aldehidler gibi bir¢ok iirlin olusur (162). Lipid oksidasyonundaki artisin oksidatif
stresin artmast veya endojen antioksidanlarin eksilmesinden kaynaklandigina
inanilmaktadir. HDL nin yapisinda bulunan proteinlerin ayristirilip saflastirilmasi
yolu ile insan PON 1 enziminin HDL nin apolipoprotein A-I (apoA-I) ve apol,
clusterin) fraksiyonlar1 ile birlikte bulundugu bildirilmistic (18). In vitro
kosullarda saflagtirllmis PON 1 ve HDL bagli PON [I’in ikisinin de LDL
oksidasyonunu inhibe etmesi bu enzimin in vivo sartlarda LDL oksidasyonuna
kars1 etkin bir antioksidan oldugunu diisiindiirmektedir. PON 1’ in LDL’yi Cu"™"
iyonunun veya hiicresel serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyondan
korudugu bildirilmistir (103). Ayrica PON 1, LDL-fosfolipidlerin Sn-2
konumundaki okside olmus arasidonik asit tiirevlerini metabolize edebilme
yetenegine sahiptir. Yine PON 1’in HDL iliskili trombosit aktive edici faktor
asetil hidrolaz (PAF-AH) ile birlikte ¢alisarak lipid peroksidlerini hidroliz ettigi
ve bu islemde PAF-AH’1n ikincil savunma elemani olarak gorev alarak PON 1’in

etkisinden kurtulmus olan peroksidleri hidrolize ettigi varsayilmaktadir (Sekil 4)
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(162). Bu enzimlerin her ikisi birden veya muhtemelen PON 1 tek basina
HDL’nin antioksidan roliiniin devamindan sorumludur. Zira transgenik farelerle
yapilan ¢aligmalarda PON 1 geninden yoksun fakat normal PAF-AH geni tasiyan
farelerin LDL oksidasyonunda etkisiz kaldig1 gosterilmistir (30). PONI’in
antioksidatif etkisinin hangi mekanizma ile olustugu net olmamakla beraber bazi
hipotezler ileri siiriilmektedir. Proteinin 284. konumundaki serbest sistein amino
asitinin PON 1’in antioksidan kapasitesinde 6nemli bir rolii oldugunu iddia eden
calismalar mevcuttur. Aviram ve arkadaglar1 (12) PON 1’ in bu amino asitinden
yoksun gen ile transfeksiyona tabi tuttuklart hiicrelerin siipernatantlarinin LDL
oksidasyonunu engelleyemediklerini buna karsin normal PON 1 ile transfekte
ettikleri  hiicrelerin  siipernatantlarnin  LDL  oksidasyonunu engelledigini
gostererek bu iddiay1 giliclendirici veriler saglamislardir. Genelde serbest sistein
iceren proteinlerin siilfhidril gruplarinin metal gselatorleri ve serbest radikal yok
edici olarak gorev yapmalari bu hipotezi daha da giiclendirmektedir. Buna karsin
PON 1 proteinin kristal yapisinin incelenmesi bu sisteinin i¢e dogru goémiilii
oldugu ve bdyle bir gorevi yapamayacagi seklinde karsi goriisler de mevcuttur.
Harel ve arkadaslar1 (67) 284. sisteinden yoksun mutant PON 1 proteinlerinin
ekspresyonunun diisiik olmasi ve stabil olmamasindan yola ¢ikarak bu sistein
molekiiliiniin proteinin yapisal korunmasinda ve stabilizasyonundan sorumlu
olabilecegini ileri slirmiistiir. Rosenblat ve arkadaglari (134) PON 1 enziminin
LDL, HDL, makrofaj ve aterosklerotik lezyonlardaki okside lipidleri modiile
etmek suretiyle antioksidan etki gosterdigini ileri siirmiislerdir. Makrofajlarda
kolesterol birikimi ve kdpiik hiicre olusumu aterojenez igin iki 6n sarttir ve PON
I’in gesitli mekanizmalar ile makrofajlarda kolesterol birikimini engelledigi

gosterilmistir (13). Bu mekanizmalar arasinda okside LDL’lerin hiicreye aliminin
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engellenmesi, makrofajlarin  kolesterol  biyosentezinin  inhibisyonu ve
makrofajlardan kolesterol atilimmin artis1 sayilabilir (136). Rosenblat ve
arkadaglar1 (134) bu PON 1’in antioksidan etkilerinin enzimin lipolaktonaz
aktivitesinden kaynaklandigini ve nokta mutasyon analizleri ile bu etkilerin
olusmasinda enzimin yapisinda bulunan iki histidin aminoasidinin (H'"> ve H'**)
anahtar rol oynadigini bildirmislerdir. Ayni arastiricilar bu iki amino asidin yerine
mutant olarak olusturduklar1 proteinde glutamin yerlestirildiginde enzimin
yapisinda ve HDL ‘ye baglanmasinda degisme olmamasina ragmen enzimin LDL
oksidasyonunu dnleme yeteneginin kayboldugunu bildirmislerdir.

3.3. PON 2

PON 2 bir hiicre i¢i proteini olup yaklasik olarak 44 kDa molekiil
agirligma sahiptir. Fizyolojik veya patofizyolojik rolii tam olarak bilinmemekle
beraber PON 1 gibi PON 2’de de bazi polimorfizmler gozlenmektedir. PON
2’nin A/G 148 polimorfizmini; kolesterol, LDL-kolesterol, aclik kan sekeri ve
dogum agirhig: ile iligkilendiren c¢alismalar mevcuttur (116). PON 1 C/S 311
polimorfizmi ise damar hastaliklari, menapoz sonrasi donemlerde diisiik kemik
yogunlugu ile iligkili bulunmustur (116). Yiiksek miktarlarda PON 2 sentezleyen
hiicrelerde yapilan calismalarda okside fosfolipid ve hidrojen perokside maruz
birakilan hiicrelerin oksidatif streslerinin diisiik oldugu bildirilmistir (117). Bu
bulgular PON 2 nin hiicreleri oksidatif stresten koruyan bir antioksidan
olabilecegini diisiindiirmektedir. PON 2 ekspresyonunun diizenlenmesi PON 1’in
aksine oksidatif strese cevaben olusur. Fare periton makrofajlarinin degisik
oksidatif stres indiikleyici ajanlarla muamelesi PON 2 mRNA sentezinde artiga
neden olmustur (133). Insanlarda hiperkolesterolemik olan bireylerde PON 2 nin

normallere gore daha diisiik eksprese oldugu bildirilmistir (135).
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Sekil 4. HDL-bagli PON 1 ve PAF-AH enzimlerinin minimal modifiye edilmis
LDL (MM-LDL)’deki aktif lipidleri yikmalarina iliskin hipotez. A-Reaktif oksijen
tiirleri(ROS) arter duvarinda sekillenebilirler. B- Degisik bircok mekanizma sonucu
(siklooksijenazlar, sitokrom P,so, mitokondriyal solunum, serbest demir) yine ROS’lar
olusabilmektedir. C- Olusan bu ROS’lar LDL’de bulunan fosfolipidleri okside ederler. D-
Bu etkiyi fosfolipidlerdeki H atomlariin ¢ikarilmasi ile gosterirler. E- Bir¢ok noktaya
molekiiler oksijenin ilave edilmesi ile multi-oksijenlenmis fosfolipidleri iiretir. F- Bu
sekilde oksijenlenmis fosfolipidler PON 1 i¢in substrat gorevi goriir ve inaktif hale
getirilirler. G-PON 1 yogunlugu diisiik oldugu veya lipid peroksid miktar1 fazla oldugu
durumlarda okside fosfolipidler oksidatif parcalanmaya giderler. H- Olusan bu molekiiller
MM-LDL tarafindan endotel hiicrelerinde uyarilan yangisal cevabi olusturabilirler.l- Bu
molekiiller ikincil savunma hatti olan PAF-AH igin substrat olustururlar ve
etkisizlestirilirler. J- LDL yapisinda bulunan lipidlerin daha ileri diizeyde oksidasyonu
ilerlemis aterosklerotik lezyonlarda goriilen yiiksek diizeyde oksitlenmis LDL birikimine
neden olur. Kisaltmalar. EC: endotel hiicresi, IEL; I¢ elastik lamina, NOS:nitrik oksid
sintaz, SMC:Diiz kas hiicresi, *OOR:lipoperoksidler (162).
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3.4.PON3

PON 3; HDL ile iliskili yaklagik 40 kDa molekiil agirliginda bir protein
olup PON 1’e gore ¢ok diisiik miktarlarda bulunmaktadir (129). Ug PON
tiyesinden PON 3 en son tanimlanani olup lizerinde en az calisilanidir. PON 3
proteininde Italya’da yapilan bir calismada gosterilen S/T311 ve G/D324
polimorfizmleri diginda bir polimorfizm bildirilmemis olup bu polimorfizmlerin
de proteinin fonksiyonunda herhangi bir rol alip almadiklar1 heniiz
bilinmemektedir (116). PON 1 ve PON 2 gibi PON 3 de antioksidan etkiler
gostermektedir. Tavsan serumundan saflastirilan PON 3 ‘iin Cu ile indiiklenmis
LDL oksidasyonunu inhibe ettigi ve protein yogunlugu g6z Oniinde
bulunduruldugunda LDL oksidasyonunu inhibe etme kapasitesinde tavsan PON 3’
tintin PON 1’den 100 kat daha fazla etkili oldugu bildirilmistir (40). PON 1 ve
PON 2’nin aksine PON 3 ekspresyonu oksidatif stresten etkilenmemektedir (129).

3.5. PON 1-Lipoprotein Iliskisi

3.5.1. Plazma Lipoproteinleri

Lipidler tanim olarak suda ¢oziinmeyen yapilar olmasi dolayisi ile kanda
taginmalar1 kendi baslarina miimkiin degildir. Lipoproteinlerin genel islevi, suda
¢oziinmeyen lipidlerin lipid ve protein kompleksi seklinde kanda taginmalarini
saglamaktir. Lipidler; trigliserid, kolesterol esterleri, serbest kolesterol ve
fosfolipidleri igerir. Lipoproteinin apolipoprotein denilen protein kisimlari
yaklagik on farkli proteinden olusur ve harflerle “A”,”B”,”C” vb. adlandirilirlar.
Lipoproteinler ayrica yagda eriyen vitaminler (A,D,E), ilaglar (probukol,
siklosporin vb.), bazi viriisler ve bazi antioksidan enzimler (paraoksonaz,
trombosit kokenli aktive edici faktor hidrolaz-PAF-AH) gibi bircok maddeyi

tagirlar (38).
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3.5.1.1. Lipoproteinlerin Yapisi

Lipoproteinler, genellikle c¢ekirdegi c¢ogunlukla hidrofobik lipidler,
(trigliserid ve kolesterol esterleri) iceren protein yiizey tabakasi, serbest kolesterol
ve fosfolipidler (daha hidrofilik yapitaslari) tasiyan kiiresel parcaciklardir. Alti
onemli lipoprotein sinifi lipid tasinmasinda farkli roller oynarlar. Yiizeydeki
0zgin apolipoproteinler farkli lipoproteinlerin kaderini belirler. Bu nedenle,
lipoprotein metabolizmasi ve lipid anormallikleri ile ilgili hastaliklarin anlagilmasi
i¢in, lipid metabolizmasini diizenleyen her bir apolipoproteinin roliiniin bilinmesi
gerekir (38).

3.5.1.2. Lipoproteinlerin Yapisinda Bulunan Bagslica Apolipoproteinler ve

Fonksiyonlar

Apolipoproteinler lipid baglayici proteinler olup diyetle alinan lipidlerin
kan dolasimi aracilig1 ile karacigere ve karacigerden endojen olarak sentezlenen
lipidlerin depolandig1 (adiposit), metabolize oldugu (kas, kalp, akciger) ve
sekrete oldugu (meme) dokulara tasinmasinda gorev alirlar. Baglica 5 sinifa
(A,B,C,D,E) ayrilirlar ve her siif da yine degisik sayida altsiniflara ayrilir.
Baslica apolipoproteinler ve belli bagh fonksiyonlart:
apoA-I: HDL igin yapisal protein olup LCAT aktivatoriidiir.
apoA-II: HDL i¢in yapisal protein olup hepatik lipaz aktivatoriidiir.
apoA-III: Lipoprotein lipaz ve LCAT aktivatorii olarak gorev yapar.
apoB-48: Silomikronlarin toplanmasi ve salinmasi i¢in gereklidir.
apoB-100: VLDL, IDL, LDL ve Lp(a) i¢in yapisal protein olup LDL reseptorii
ligandi olarak gorev yapar.
apoC-I: LCAT aktivatorii olarak gdrev yapar.

apoC-II: Lipoprotein lipaz icin esansiyel kofaktdr olarak gorev yapar.
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apoC-III: Lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz araciligi ile trigliserit hidrolizini
onler.

apoD: Kolesterol ester transfer protein (KETP) icin kofaktdr olabilecegi
diistiniilmektedir.

apoE: Hepatik silomikron ve kalinti VLDL kalint1 reseptor i¢in ligand olup bu
lipoproteinlerin dolagimdan temizlenmesini saglar. LDL reseptorii i¢in ligand
olarak gorev yapar.

3.5.1.3. Plazma Lipoproteinlerinin Yapi Islev ve Metabolizmast

Silomikronlar

Plazma lipoproteinlerinin en biiyiikleri olup % 98-99 oraninda lipid ve %1-
2 oraninda igerir. Trigliseridlerle beraber hem fosfolipidler hem de kolesterol
biiylik silomikron partikiillerinin yapiminda kullanilirlar. Silomikronlar
baslangigta apoB-48 ve apoA igerir. Daha sonra dolasim siirecinde HDL ile
etkilesme sonucunda apoE ve lipoprotein lipazi aktive eden apoC-II
apolipoproteinleri silomikronlara katilir.

Silomikronlar, aktive olan lipoprotein lipaz (LPL) etkisiyle trigliserid
iceriginin ¢ogunu kaybederler ve daha kiicliik capli ‘silomikron kalintilari’na
doniistirler. Karaciger hiicrelerindeki ApoE reseptorleri silomikron kalintilarini
tanir. Bu reseptorlerin etkisiyle silomikron kalintilart endositoz yoluyla karaciger
hiicresi i¢ine alinirlar ve orada yikilirlar. Karacigerde silomikron kalintilarindan
VLDL’ler olusur ve bunlar da dolagima verilirler (38).

Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL)

Yiizde 85-90 arasinda lipid ve % 10-15 protein igerir. VLDL’ler, endojen
trigliseridlere ek olarak serbest kolesterol, kolesterol esterleri, fosfolipid, apoB-

100, apoC-I, apoC-II, apoC-III, apoE apolipoproteinlerini de igerirler.
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ApoC-II, lipoprotein lipaz1 aktive ederek VLDL trigliseridlerinden serbest
yag asitlerinin salinmasina neden olur ve lipid igerigi gittik¢ce azalan VLDL ler,
yaklagik olarak esit miktarlarda trigliserid ve kolesterol iceren ara dansiteli
lipoprotein (IDL) ve daha sonra diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) haline
degistirilirler (38).

Orta Yogunluklu Lipoproteinler (IDL)

Normal olarak plazmada ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunur ve
biiylikliik ve icerik agisindan VLDL ve LDL arasinda yer alir. Baglica
apolipoproteinleri apoB100 ve apoE’dir. VLDL nin katabolizma iirlinii, LDL nin
onculidiir (38).

Diigiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL)

LDL, plazmada baglica kolesterol tasiyici lipoproteindir; total plazma
kolesteroliiniin yaklasik % 70’1 LDL’dedir. LDL yaklasik % 75 lipid ve % 25
proteinden olusur. LDL’ler, trigliserid icerikleri ¢ok az, kolesterol ve kolesterol
esterlerinden ¢ok zengin lipoproteinler olup temel apolipoproteinleri apoB-
100’diir. LDL’ler, kolesterolii karacigerden baska dokulara tasirlar. Ekstrahepatik
doku hiicrelerinde bulunan spesifik yiizey reseptorleri, apoB-100’ii taniyarak
LDL’lerin hiicre i¢ine alinmalarini saglarlar. Ekstrahepatik doku hiicrelerinde
LDL’ler yikilarak kolesterol ve tiirevlerine doniisiirler. LDL’lerin yikilmasiyla
meydana gelen kolesterol ve kolesterol tiirevleri ¢esitli metabolik etkiler gdsterir.
Kanda agir1 miktarda LDL bulunmasi durumunda LDL’ler, siiperoksit ve H,O,
gibi etkenler vasitasiyla oksitlenir. Oksitlenmis LDL’ler retikiiloendoteliyal sistem
makrofajlart tarafindan reseptdr aracisiz olarak yutulur ve kopiik hiicre olusumu

meydana gelir (38).
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Yiiksek Yogunluklu Lipoproteinler (HDL)

Karacigerde ve ince bagirsak duvarlarinda sentezlenen bir Onemli
lipoprotein sinifidir. HDL, ve HDL; olmak iizere baslica iki gruba ayrilabilir.
HDL’ler, agirlikga %55 oraninda protein (apoA-I, apoA-II, apoC-I, apoC-II,
apoC-III, apoD, apoE apolipoproteinleri), %2 oraninda serbest kolesterol, %15
oraninda kolesterol esteri, %24 oraninda fosfolipid, %4 oraninda trigliserid
igerirler. Yeni sentezlenen HDL, diskoid sekillidir; apoA-I, apoA-II, lesitin ve
serbest kolesterol icerir ve dolagim sirasinda diger lipoproteinlerden kolesterol
esterlerini alir. Ayrica yeni sentezlenen HDL’ nin yiizeyindeki lesitin: kolesterol
acil transferaz (LCAT) da serbest kolesterol ile lesitinden, kolesterol esteri ve
lizolesitin olusturur ve yapisindaki kolesterol esterlerinin artmasiyla kiire seklinde
olgun HDL’ye déniisiir. Ik olusan olgun HDL, HDL; olarak bilinir. Daha sonra
kolesterol esterlerinin artmasi ve apoE katilmasiyla HDL, ve daha ileri agamada
HDL;(HDL¢) olusur. Dolasim sirasinda kolesterolden zenginlesen HDL,
karacigere doniince kolesteroliinii karacigerde birakir. HDL’nin kolesterolii
Ozellikle damar endoteli gibi dokulardan karacigere tasima fonksiyonu
‘antiaterojenik etki’ olusturur (38).

3.5.2. HDL-PON 1 iliskisi

HDL, PON 1 i¢in bir tasiyict gorevi goriir. Bu lipoprotein grubu ayni
zamanda enzimin fonksiyonu i¢in dnemli olan hidrofobik ortami da saglar. Buna
karsilik PON 1°de HDL’yi oksidasyondan korur (22). Genel olarak proteinlerde
goriilen amino ucunda bulunan sinyal dizininin ayrilmasi olay1 PON 1 proteininde
meydana gelmez ve enzim buradaki transmembran domaini sayesinde HDL’ ye
baglanir (37). Bu bolgesi bulunmayan mutant PON 1’in HDL’ye baglanamadigi

goriilmiistiir (148). Enzimin HDL’ye baglanan bdlgesi triptofan ve tripsin  amino
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asitlerince zengindir (37). Onceleri PON 1’in sadece HDL, ¢ ye baglandig
diisiiniiliirdii ancak daha sonraki ¢alismalar HDL; ‘lerinde yiiksek yogunluklarda
PON 1 tasidiklar1 belirlenmistir (18). HDL yapisinda bulunan proteinlerin
ayristirihip saflastirilmasi yolu ile insan PON 1 enziminin HDL nin apoA-I ve
apol (clusterin) fraksiyonlar ile birlikte bulundugu bildirilmistir. Son zamanlarda

apoA-II igceren HDL’lerin de PON 1 tasidiklar tespit edilmistir (37).

Hepatosit plazma membrani

Sekil 5. PON 1 salinimi, HDL ile baglanmasi ve lipid peroksidasyon alanina taginmasi. 1-
HDL gecici olarak reseptor araciligi ile hepatosite baglanir.2-Hidrofobik amino ucuyla
hiicre membranina bagli olan PON 1, HDL’ye transfer olur ve apoA-I tarafindan stabilize
edilir. 3- PON 1 HDL ile birlikte damar icine geger. 4- PON 1 diffiizyon yoluyla plazma
membranlarindaki fosfolipidlere gecer.5- Bundan sonra interstisyuma, LDL birikimi ve
oksidatif hasarin oldugu bolgeye gider ve koruyucu etkisini gosterir.

EC: endotel hiicresi, SMC: diiz kas hiicresi, M@: makrofaj, ECM: ekstraseliiler matriks,
Ox-LDL: okside LDL (148).

3.5.2.1. HDL Uzerinde, Enzimatik Etkiye Sahip Bazi Proteinler
HDL {izerinde antioksidan o6zelligi olan, HDL ile LDL’yi lipid
peroksidasyona karsi korudugu diisiiniilen bir¢ok protein bulunur. HDL iizerinde

PON 1 ‘den bagka lesitin kolesterol agiltransferaz (LCAT), trombosit aktive edici
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faktor-asetil hidrolaz (PAF-AH), proteinaz (elastaz benzeri), fosfolipaz D,
albumin ve apoA-I gibi enzimatik aktiviteye sahip proteinler bulunur. Bu
proteinlerin; LDL’lerin peroksidasyonuna kars1 etkilerini karsilastirmak i¢in LDL
tek basina ve bu proteinlerle oksidasyon sartlarinda inkubasyona birakilmis ve
PON I’in LDL’yi oksidasyona kars1 koruma giiciiniin diger biitiin proteinlerden
yiiksek oldugu bulunmustur (41).

3.6. PON 1 ve Hastaliklar

3.6.1. PON 1 ve Ateroskleroz ile liskili Hastaliklar

PON 1’in HDL ile iligkili bir enzim olmasinin ortaya c¢ikmasi ve
antioksidan fonksiyonunun belirlenmesinden sonra basta ateroskleroz ve tip 1 ve
tip 2 diyabet olmak iizere birgok hastalik durumunun PON 1 ile iligkisine
bakilmustir.

3.6.2. PON 1 ve Koroner Kalp Hastalig:

Koroner kalp hastaligi (KKH) risk faktorleri arasinda diisiik plazma HDL
yogunlugu ilk sirada yer almaktadir. HDL nin KKH gelisimine kars1 koruyucu
etkisi kompleks bir olaydir. Caligmalar HDL nin tersine kolesterol tasinmasinda
veya arter duvarindan kolesterol uzaklagtirllmasindaki etkisinin zayiflamasi
lizerine yogunlagmaktadir. Son zamanlardaki arastirmalar KKH olusumunun
HDL’nin LDL ve hiicre membranlarint lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu
etkisinin azalmasi ile iligkilendirilmislerdir (105). PON 1; HDL’nin lipid
peroksidlerini metabolize etmesinde ve LDL’ler iizerinde birikmelerine engel
olma yetenegindeki en onemli faktordiir. Bu enzimdeki polimorfizmlerin KKH
gelismesi riski ile baglantilarinin arastirildigi ¢alismalarin bazilar1 192R  alel
varligimin yiiksek KKH riski ile iliskili bulmusken (81), baz1 ¢alismalarda 192.

konumda R veya Q varliginin KKH ile iligkilendirilmemistir (41). Yine L/M 55
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konumundaki ve promotér bolgedeki polimorfizmlerin KKH ile iliskili olup
olmadigina dair ¢alismalar kesin bir iliski oldugu sonucuna varmamistir ancak
KKH hastalarinda PON 1 aktivitesinin kontrollere gore yari yariya diisiik oldugu
bildirilmistir (105).

3.6.3. PON 1 ve Ailesel Hiperkolesterolemi

Ailesel hiperkolesterolemi (AH) heterozigotik formunun populasyondaki
oran1 % 0.2°dir. LDL reseptdr genindeki bir mutasyondan kaynaklanan LDL
reseptor sayisindaki diistlis ile karakterizedir. Yapilan ¢alismalar AH hastalarinda
normal bireylere gére PON 1 aktivitesinde HDL yogunluguna bagli olmaksizin %
20-50’1lik bir azalma oldugunu gdstermektedir. Ayni diisiis hiperkolesterolemi
olusturulan deney hayvanlarinda da gézlenmektedir (154).

3.6.4. PON 1 ve Metabolik Sendrom

Uluslararas1 diyabet federasyonu (IDF); metabolik sendromu, yiiksek
aclik kan sekeri veya tip 2 diyabet tanist konulmasi, abdominal obezite, glukoz
intoleransi, yiiksek trigliserit, diisik HDL degerleri yiiksek kan basinci gibi
patolojik durumlarin bir arada goriilmesi olarak tanimlamaktadir (145).

Insiilin direnci en 6nemli durum olmakla birlikte genetik, yasam tarzi ve
cevresel faktorler de sendromun gelisiminde rol alirlar. PON 1 enziminin degisik
polimorfizmleri insiilin direnci ile iligkilendirilmektedir. Metabolik sendromlu
hastalar kontroller ile karsilastirildiginda, PON 1 aktiviteleri onemli derecede
diisik bulunmus fakat 192. pozisyondaki Q/R polimorfizminin bir etkisi
bulunamamistir (145).

3.6.5. PON 1 ve Sinirsel Hastaliklar

Organofosfatlar ¢ogunlukla ndrotoksik etkili bilesiklerdir ve bu tiir

bilesiklere uzun siire maruziyet c¢esitli noropatiler ve noropsikolojik etkiler
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olustururlar (154). PON 1’in organofosfatlar1 detoksifiye etme kapasitesi bu
enzimin Alzheimer ve Parkinson gibi sinirsel hastaliklara duyarliliginm
degerlendirmede bir 0Olglit olarak  kullanilmasim1i  akla  getirmektedir.

Koyunlarin ilaglanmasinda diazokson metaboliti veren organofosfatlar
kullanan ¢iftgilerin eger PON 1 aktiviteleri diisiik ise ciddi bir sekilde
hastalandiklar1 goriilmiistiir (33). PON 1 antioksidan aktivitesindeki diigiisiin
Alzheimer hastaliginin gelisiminde az da olsa katkida bulunabilecegi, ve 192.
konumda R allel varliginin Alzheimer hastalik riskini disiirdiigii bildirilmigtir
(69).

3.6.6. PON 1 ve Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi genel olarak dislipidemi ve oksidatif stres ile
iligkili olup siiperoksit dismutaz, katalaz ve PON 1 gibi antioksidan enzimlerin
eksikligi goriiliir (6). Hemodiyaliz hastalarinda ve iiremi goriilen hastalarda
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi ve HDL diizeyleri azalir (154). Bobrek
naklinden sonra PON 1 aktivitesi normal diizeylere yiikselir (68).

3.6.7. PON 1 ve Tangier Hastahig

HDL eksikligine bagli olarak gelisen bir hastaliktir. HDL ile birlikte
plazma fosfolipid miktarida 6nemli derecede diistiktlir. Hastaligin HDL, apo I ve
apo II diizeylerindeki azalmadan dolayr PON 1 aktivitesindeki azalma ile iligkili
olabilecegi diisliniilmiis ancak hastalarin PON 1 yogunluklarindaki diislise ragmen
enzim aktivitelerinde bir degisim gézlemlenmemistir (80).

3.7. PON 1 ile Diabetes Mellitus (DM) Arasindaki iliski

3.7.1. Diabetes Mellitus

Diyabet (Diabetes mellitus-DM), insulin sekresyonu, insulin aktivitesi

veya her ikisinden kaynaklanan bozukluklar sonucunda, kronik hiperglisemi,
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karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasindaki diizensizliklerle karakterize bir
hastaliktir (17).

DM yasam boyu siiren, siirekli izlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik
komplikasyonlar1 nedeniyle hastanin yasam kalitesini oldukca azaltan morbiditesi,
mortalitesi ve topluma ekonomik yiikii yiiksek bir hastaliktir (8). Diinyada yaklasik
150 milyon insan DM’den etkilenmekte ve bu sayinin 2010 yilinda 215 milyona,
2025 yilinda ise 300 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (120).

Diyabet bariz nitelik kazanmissa, aglikta hiperglisemiyle karakterizedir,
sayet heniliz daha erken evrelerde ise kendini glukoz intoleransi ile gosterir. Sonug
olarak, diyabet, rutin olarak yapilan kan veya idrar glukoz testleri ya da
komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasi tizerine fark edilir. (17).

Kontrol altina alinmamis yiiksek kan sekeri uzun vadede ¢esitli
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasma yol agar. Diyabetik hastalarda artmisg
aterosklerotik, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar yaninda siklikla
hipertansiyon ve lipoprotein metabolizmasindaki bozukluklar goriiliir (10).

3.7.1.1. Diyabetin Simiflandirilmasi

Amerika Diyabet Dernegi (American Diabetes Association-ADA)
tarafindan 2007 yilinda belirlenen etiyolojik siniflandirmaya gore diyabet tipleri
(10):

I- Tip 1 DM (genellikle insiilin yetmezligi ile sonuglanan beta hiicre harabiyeti
vardir)

II- Tip 2 DM (esasen insiiliin direnci ile birlikte instilin yetersizligi veya insiilin
sekresyon defektiyle seyreden insiilin direnci)

III- Diger spesifik tipler

A- Beta hiicre fonksiyonunda genetik defektler
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1-Kromozom 20, HNF-4a (MODY 1)
2-Kromozom 7, glukokinaz (MODY 2)
3-Kromozom 12, HNF-1a (MODY 3)
4-Kromozom 13, Insiilin promotdr faktér-1 (IPF-1) (MODY 4)
5-Kromozom 17, HNF-13 (MODY 5)
6-Kromozom 2, NeuroD1 (MODY 6)
7-Mitokondriyal DNA
8-Digerleri
B-Insiilinin fonksiyonunda genetik defektler
C-Ekzokrin pankreas hastaliklari
D-Endokrinopatiler
E-llag, kimyasal maddeler
F-Enfeksiyonlar
G-Immun orjinli diabetin nadir formlar:
H- Diyabetle birlikte olan diger genetik sendromlar
IV- Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)

Tip 1 Diyabet

Tam insiilin yetmezligine yol acan B-hiicre yikimi sonucu olusmakta ve
otoimmun (Tip 1A) veya idiyopatik (Tip 1B) olarak siniflandirilabilmektedir. Bu
diyabet formunda hayatta kalmak icin insuline ihtiya¢ vardir. Tip 1 diyabetik
hastalar, hastalik agik¢a tanminir karakter kazanmadan Once metabolik olarak
normaldirler, fakat B-hiicre yikimi, otoantikorlarin kesin olarak gosterilmesiyle

erkenden yakalanabilir(17).
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Tip 2 Diyabet

Diyabetin en yaygm formunu olusturur. insulin aktivitesinde veya insiilin

sekresyonundaki herhangi bir bozuklukla karakterizedir. Genellikle diabet klinik

olarak kendini gostermeye basladiginda bu mekanizmalardan her ikisi de hastada

mevcuttur. Diyabetin bu formuyla ilgili spesifik bir etiyoloji bilinmemekle

beraber, B-hiicrelerinin otoimmun yikimi goriillmemektedir (17).

1)

2)

3)

4)

3.7.1.2.Diyabet Tam Kriterleri
ADA tarafindan yayinlanan diyabet tan1 kriterleri (10):
Klasik diyabet semptomlar1 (politiri, polidipsi ve aciklanamayan kilo kaybr1)
ile birlikte giliniin herhangi bir saatinde, son 06giin zamanmi dikkate
alinmaksizin, plazma glukoz konsantrasyonunun >200mg/dl (11.1 mmol/L).
En az 8 saatlik aclik sonrasinda plazma glukoz diizeyinin >126 mg/dl (7.0
mmol/L) olmasi.
75 gram glukoz kullanilarak uygulanacak olan Oral Glukoz Tolerans Testi
(OGTT)’nin 2. saat glukoz diizeyinin >200 mg/dl (11.1 mmol/L) olmas.
Eger aglik kan sekeri 100-125 mg/dl araliginda ise kiside bozulmus aglik
glukozu (Impaired fasting glucose-IFG), OGTT sonras1 2. saat kan sekeri
diizeyi 140-199 mg/dl araliginda ise kiside bozulmus glukoz toleransi
(Impaired glucose tolerance-IGT) mevcuttur (10).
3.7.2. Diyabetin Komplikasyonlari
3.7.2.1. Akut Komplikasyonlar

Tip 1 diyabetin baglica komplikasyonu ¢ok ciddi sonuglar dogurabilen

diyabetik ketoasidoz (DKA) dur. DKA insiilinin mutlak veya goreceli

eksikliginden kaynaklanir. Tablonun olugmasinda insiiliin yetersizliginin yaninda

insliline zit fonksiyonlu hormonlarin (glukagon, katekolaminler, kortizol)
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islevlerinin artmasindan dolay1 glukoneogenezin artmasina bagl olarak da gelisir.
Cok az oranlarda olmakla birlikte tedavinin aksatilmasi, enfeksiyon durumlar1 ve
asirt alkol tliketimi durumlarinda Tip 2 diyabetli hastalarda da ortaya
cikabilmektedir. Glikojen yikimi ve glukoz {iretimi artarken glukozun yikimi
azalir. Bu durumda organizma enerjinin lipidlerden saglanmasi yoluna gider ve
yag asitleri oksidasyonu artar. Bu durumun uzunca siireler devam etmesi kanda
asidik karakterde olan keton cisimciklerinin artisina neden olur (155).

Genelde yasl tip 2 diyabetli hastalarda goriilen baslica akut komplikasyon
poliiiri, ortostatik hipotansiyon, mental problemler, ndbetler ve bazen koma ile
tanimlanan hiperglisemik hiperosmolar nonketotik koma (non-ketotic hyper-
osmolar state-NKHS)’dir. Baslica nedeni insiilin fazlalig1 yaninda yetersiz ve
dengesiz su alimi sonucu bozulan sivi-elektrolit dengesidir. Sonug¢ olarak sivi
kaybindan dolay1 intravaskiiler hacimde diisiis goriliir (155).

3.7.2.2. Kronik Komplikasyonlar

Diyabetin kronik komplikasyonlar1 birgok organ ve sistemi etkiler ve
morbidite ve mortalitenin bagilca nedenleridir. Kronik komplikasyonlar genel
olarak vaskiiler ve vaskiiler olmayanlar olarak simiflandirilabilinir. Vaskiiler
komplikasyonlar, = mikrovaskiiler  (retinopati, noropati, nefropati) ve
makrovaskiiler (koroner arter hastaligi, periferal damar hastaligi, serebrovaskiiler
hastalik)  komplikasyonlar ~ olarak  siniflandirilir.  Vaskiiler = olmayan
komplikasyonlar ise gastroparesis, cinsel disfonksiyon ve deri lezyonlari seklinde
gortliir.

Diyabetik Retinopati

Retinopati, 15 yildan uzun siire tip 2 diyabeti olan hastalarin % 75’inde

goriiliir ve gerek {iilkemizde gerekse diinyada korliigiin en onemli sebebidir.
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Nonproliferatif ve proliferatif olmak {izere iki tipi vardir. Nonproliferatif Diabetik
Retinopatide, hasara ugramis damarlardan kan ve sivi sizar. Bunun sonucunda
0dem olur. Retinada beslenme bozulur ve tedavi edilmezse yavas yavas ilerler.
Genelde hastaligin 8-12. yillarinda gozlenir. Proliferatif diabetik retinopati
hastaligin daha da ileri evreleridir. Doku beslenmesi ¢ok bozulunca yeni damar
olusumlar1 meydana gelir. Bu yeni damar olusumlar1 ¢ok incedir, kendi kendine
gbz icine kanama yapabilir, kanama ¢ok yogun olursa retina tabakasinda
cekintilere ve dekolmana neden olabilir (155).

Diyabetik Noropati

Diyabetli hastalarin yaklasik yarisinda noropatiler goriiliir ve bu
noropatiler polindropati, mononoropati ve/veya otonom noropatiler seklinde
olabilir. Polinéropatilerde perifer duyunun kaybi eger mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler hasarlar ile birlikte ise kapanmayan iilseratif yaralar meydana
gelir. Mononoropatiler daha az goriiliirler ve bazi kraniyal ve perifer sinirlerde
hasar meydana gelir. Otonom noropatiler kalp-damar, gastrointestinal ve
metabolik sistemleri i¢ine alir (155).

Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati son donem bdbrek yetmezliginin en 6nemli sebebidir.
Hem tip 1, hem de tip 2 diyabette goriiliir. Diyabette goriilen Sliimlerin yaklasik
% 10’u diyabetik nefropatinin sonucu olarak gelisir (156).

3.8. Diabetes Mellitus ve Oksidatif Stres

Diyabet, metabolik bir bozukluk olmakla birlikte bir oksidadif stres
durumu olarak degerlendirilebilir. Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin

oksidatif stresle iligkisi uzun yillardan beri bilinmektedir (110). Kronik
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hiperglisemi 6zellikle diyabet komplikasyonlarinin gelisti§i dokularda oksidatif
streste artisa neden olmaktadir (159).

Normal kosullarda serbest radikallerin iiretilme hiz1 ve bunlarin ortamdan
temizlenme hizi denge halindedir ve oksidatif denge olarak ifade edilir. Ancak
hiicresel mekanizmalar tarafindan lretilen serbest radikal miktarinin bunlarla
miicadele etme giicii olan antioksidan kapasiteyi asmas1 durumunda oksidatif stres
durumu meydana gelir (159). Hiicresel antioksidanlar olusan serbest radikalleri
etkisizlestirmezse bu radikaller, protein, lipid ve niikleik asitlerle etkilesime
girerek proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisikliklere, membran biitiinligii
ve fonksiyon kayiplarina ve bazi mutasyonlara neden olabilirler.

3.8.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller normal fizyolojik kosullarda organizma tarafindan cesitli
fonksiyonlar1 ifa etmek iizere iretilirler. Serbest radikal dis yoriingelerinde
ortaklanmamig elektron bulunduran, stabil olmayan ve stabil hale gegmeye meyil
gosteren molekiillerdir. Ornegin siiperoksid radikali (O, ), hidrojen peroksid
(H20,) ve nitrik oksit (NO) normal fizyoloji i¢in esansiyel ti¢ reaktif oksijen tiirii
(ROS) olmakla birlikte yaslanmada ve hastalik durumunun olusumunda rol
aldiklar1 bilinmektedir (159).

3.8.1.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelir (7).

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu her bir
parcasinda ortak elektronlardan biri kalacak sekilde boliinmesi sonucu
olusabilirler.

XY . 5 X + Y
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2. Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin
heterolitik boliinmesi sonucu olusabilirler. Bu sekilde boliinmenin sonucunda
kovalent bag1 olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalir. Boylece serbest
radikaller degil, iyonlar meydana gelir.

X:Y —» X: + Y

3. Radikal olmayan bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusabilirler.

A+ e — A"

3.8.1.2. Diyabet Patogenezinde Onemli Olan Baz1 Serbest Radikaller

1. Siiperoksid (O, )

Mitokondriyal elektron transfer zincirinde rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH)’m okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD")’a
yiikseltgenmesi ile iiretilir. Yine pek ¢ok oksidaz tarafindan da iretilir (159).
Siiperoksid, nétrofillerin antibakteriyel aktivitesi, apoptozis, yangi ve vaskiiler
fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararli etkilere sahiptir. Siiperoksid molekiilii
kendi basina direkt olarak fazla zarar vermez ancak H,O, kaynagi ve gegis metal
iyonlarinin indirgeyicisi olmasi ile zararli etkilere neden olabilmektedir. Diigiik
siiperoksid diizeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara yatkinliga yol acabilir. Artmis
stiperoksid diizeyleri ise siiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile hidrojen peroksid
(H20,) ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Diyabette artmus glukoz diizeyinin
neden oldugu hiicre metabolizmasindaki bozukluk sonucu asir1 miktarda iiretilir
ve komplikasyon gelisimine katkida bulunur (159).

2. Hidrojen Peroksit (H,O;)

Stiperoksidin  SOD ile dismutasyonu ile, kendiliginden veya baska
enzimatik reaksiyonlar sonucu olusur. (159). Siiperoksit iiretildigi yerde kaldigi

halde H,O, tiretildigi yerde kalmaz ve membran1 gegerek sitozole gecer. Hidrojen
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peroksid ¢ok kuvvetli bir oksitleyici molekiil olup hiicrede, katalaz (CAT),
glutatyon (GSH) ve tiyoredoksin (Trx) araciligr ile oksijen ve H,O ‘ya
doniistliriilir. H,O, serbest Fe™ ile reaksiyona girerse, demir okside olurken
hidroksil radikali olusur ve olusan hidroksil radikali iiretimi vazodilatasyon
kaybina ve bu da doku hipoksisi ve endotel hasarina neden olmaktadir (159).

3. Nitrik Oksit (NO)

Sitozolik bir enzim olan nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan olusturulur.
NO iyon kanallarii diizenleyen guanilat siklazi aktive ederek damar tonusunda
onemli bir islev goriir. Ayrica sitokrom oksidazin oksijen baglayan yiizeyi ile
oksijene karsi yarismali bir sekilde baglanarak enzimi inhibe ederek hiicresel
solunumda rol alir. NO belli sartlar altinda bir antioksidan olarak gorev yaparak
lipid peroksidasyonunu engeller (126). Buna karsin NO, O, " radikalinin artmasi
durumunda bu radikal ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusumuna neden olur
ve boylece bir prooksidan olarak da hareket edebilir (126,159). Tartismali olmakla
beraber diyabette goriilen endotel fonksiyon bozuklugundan endoteldeki NO
sentezinin diisiikliigii sorumlu tutulmaktadir (126,159).

4. Hidroksil Radikali (OH))

Oksidatif streste en reaktif radikal yani en etkin oksidan olarak bilinir.
Amino asitler, niikleik asitler, organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi hemen
hemen biitiin molekiiller ile reaksiyona girebilmektedir (47).

5. Singlet Oksijen ('O,)

Yapisinda ortaklanmamis elektron bulundurmadigindan dolay1 serbest
radikal tanimina uymadigi halde serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina
neden olmasi dolayist ile &nem kazanmaktadir. ('O,), yoriingesindeki

elektronlardan birisinin disaridan enerji almasi sonucunda bulundugu ydriingenin

38



tersine olacak sekilde yer degistirmesi neticesinde veya siliperoksit radikalinin
dismutasyonu ve H,O,’in hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda meydana gelebilir
(138).

6. Gecis Metalleri

Bir elektronun alinmasi veya verilmesinin séz konusu oldugu bazi
reaksiyonlarda metal iyonlar1 radikal reaksiyonunu hizlandirir. Metal iyonlari
lipid peroksidasyonu olusumu esnasinda olusmus lipid hidroperksitlerinin
pargalanmalarini ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederek
lipid peroksidasyonunda 6nemli rol oynarlar. Bunun sonucu olarak az zararli olan
radikallerin daha zararli hale gelmelerine katkida bulunmus olurlar. Ornegin
fenton reaksiyonunda Fe™ iyonlarinin  H;O;’1 indirgemesi sonucu OH
olugmaktadir (7).

H,0, + Fe? —— Fe” + OH + OH

3.8.1.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Molekiiller Uzerine Etkileri

Serbest radikaller bazi ¢evre kirliligi yapan maddelere maruz kalinmasi,
normal metabolizmanin yan {irlinii olarak ve radyasyon sonucu olusurlar. Bunlar
olduke¢a reaktif 6zellikte olduklarindan hiicre organellerine zarar verebilirler ve
bircok hastalikta rol oynayabilirler (141). Dejeneratif hastaliklarin ¢ogunun
serbest radikal reaksiyonlar1 kaynakli oldugunu gdsteren kanitlar bulunmaktadir.
Bu hastaliklar arasinda ateroskleroz, kanser, enflamatuar eklem hastaligi, astim,

diyabet ve dejeneratif goz hastalig1 sayilabilir (46).

Reaktivitelerine bagli olarak, serbest radikaller tiim hiicresel
komponentlerde defalarca reaksiyona girer ve hiicre i¢in ¢ok toksiktir. Tiim
hiicresel komponentler doymamis baglar ve tiyol gruplar1 seviyesinde serbest

oksijen radikalleriyle reaksiyona girebilir (112).
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Proteinlere Etkileri

Amino asit igerikleri, proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne derece
etkilenecegini belirler. Triptofan, fenilalanin, tirozin, histidin, metionin, sistein
gibi amino asitleri igeren proteinlerin serbest radikallerle reaktivitesi yiliksek

oldugu i¢in, serbest radikal reaksiyonlarindan kolaylikla etkilenmektedirler (114).
DNA Uzerine Etkileri

Iyonize edici radyasyon sonucu olusan serbest radikaller, DNA’y1
etkilemekte ve hiicrede mutasyon ve 6liime yol agmaktadir (114). DNA hasarinin
onemli olabilmesi i¢in yere spesifik, yiiksek duyarlilik, zincir kiriklarina yol
acacak sekilde olmasi veya replikasyon olusmadan Once tamir sistemlerinin

uzaklagmasi ve mutasyonlara yol agmas1 gerekir ( 32).
Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallere en ¢ok maruz kalan molekiiller lipidlerdir. Hiicre
membranlart doymamis yag asitlerinden zengin olup okside edici radikaller
tarafindan kolayca tutulurlar. Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipid
peroksidasyonu hasar vericidir. Cilinkii kendiliginden ilerleyen zincir reaksiyonlari
devam eder (32). Lipid peroksidasyon firiinlerinden malondialdehid (MDA),
membran komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agmakta ve
DNA’nin nitrojen bazlari ile reaksiyona girerek karsinojenik 6zellik tagimaktadir

87).
Sitozolik Molekiiller Uzerine Etkileri

Sitoplazmik serbest radikallerin etkisi ile sitozoldaki proteinler degisime

ugramaktadir. Hemoproteinlerden olan oksihemoglobinin, siiperoksit radikallerin
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ya da hidrojen peroksitin demirle reaksiyonu sonucu methemoglobin’e doniigsmesi

de serbest radikallerin toksik etkisinin bir bagka 6rnegidir (87).

3.9. Diyabetik Komplikasyonlarin Olusumuna Yol Ac¢an Bashca

Mekanizmalar

Diyabetik komplikasyonlarin olugsmasinin esas nedeni hipergliseminin
tetikledigi mekanizmalardir. Hiperglisemi sonucu asagidaki mekanizmalar
devreye girmektedir.

3.9.1. ilerlemis Glikosilasyon Son Uriinleri (Advanced Glycosylation

End Products-AGE) Aracili ROS Olusumu

Yiiksek glukoz yogunluklarinda glukoz, proteinlerin amino gruplar ile
enzimatik olmayan reaksiyonlara girerek proteinin bazi amino asitlerinin
glikasyona ugramasina neden olur ve bu iirliinler Amadori iriinleri olarak
adlandirilir. Amadori triinleri bir seri reaksiyondan sonra daha stabil olan
AGE’ler meydana gelir (153). Bu reaksiyonlar gegis metalleri aracilig1 ile olur.
Diyabetiklerde geg¢is metallerini baglama kapasitesi diistiigii i¢in bu reaksiyonlarin
olusumu artmaktadir. AGE’ler endotelin-1 aracilifi ile vazokonstriksiyonu
artirarak endotel hasarina yol agabilecegi gibi reseptorleri araciligt ile hiicre
ylizeyine baglanir ve kompleks biyokimyasal mekanizmalari uyararak ROS
tiretimine sebep olur (167). Bununla birlikte artmis serbest radikallerin de hiicre
ici AGE olusumunu artirdigi bildirilmistir (54). Calismalar, AGE ve serbest
radikallerin protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettigini ve PKC’nin damar kan
akimini, damar gegirgenligini, hiicre dis1 matriks bilesimini ve hiicre biiyiimesini
etkileyerek diyabetin  vaskiiller ~komplikasyonlarinin  gelisimine katkida
bulundugunu gostermektedir (31). AGE ‘lerin oksidatif stresteki roliiniin daha iyi

belirlenmesi ve antioksidanlarla engellenebilecegini gostermek igin yapilan
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caligmalarda antioksidanlarin ve AGE reseptorlerine karsi olusturulan antikorlarin
oksidatif stresi onledigi bildirilmistir (27).

3.9.2. Poliol Yol

Aldoz rediiktaz enzimi, toksik aldehidleri inaktif alkollere doniistiiriir ve
normal yogunluklarda glukoz bu enzim i¢in iyi bir substrat degildir (61). Ancak
yiiksek glukoz yogunlugunda bu enzim glukozu sorbitole doniistiirerek glukozun
fruktoza cevrilmesi yolu olan poliol yolunu baslatir. Aldoz rediiktaz enzimi bu
islemi yaparken kofaktor olarak NADPH’yi kullanir. Bu sekilde aktive olan poliol
yolu sitozolik NADPH miktarinin diigmesine ve bu da glutatyon miktarinin
azalmasma (glutatyon rediiktaz da NADPH’ye gereksinim duyar) neden olur.
Bunun sonucunda hiicre normal hiicresel fonksiyonlar sonucu olusan serbest
radikallerin etkisinde kalir. Buna ilaveten bu sekilde glukozdan iiretilen sorbitoliin
kendisi de hiicrede ozmotik stres olusturur ve retinopati, ndropati, nefropati ve
koroner kalp hastalig1 patogenezinde rol alir (25).

3.9.3. Protein Kinaz C (PKC) Aktivasyonu

Prooksidanlar PKC’nin katalitik domaini ile reaksiyona girerek enzimin
aktivitesini stimiile ederken antioksidanlar ayni yere baglanarak enzimin
aktivitesini inhibe ederler (59). Diyabetik ratlarin bobrek ve retinalarinda PKC
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (34). Yiiksek glukoz yogunluklari endotel
hiicrelerinde niikleer faktor kappa B aktivasyonuna yol agar ve bdylece hiicresel
aktiviteye ve ROS iiretimine sebep olur. PKC inhibitérlerinin varliginda bu etki

durmaktadir (150).
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3.94. Glukozun Oto-Oksidasyonu Sonucu Mitokondrilerde

Siiperoksid Uretimi

Glukoz, bir reaktif ge¢is metalin varliginda reaktif ketoaldehidlere ve
siiperoksid anyonuna doniistiiriiliir. Daha sonra siiperoksid radikali hidrojen
peroksid iizerinden ¢ok reaktif bir molekiil olan hidroksil radikaline dontisiir. Yine
glukoz fazlaliginda glikozun oksidasyonu artar ve daha ¢ok NADH’nin agiga
¢ikmasina neden olur. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile
ATP sentezi icin gereken enerjinin saglanmasinda kullanilir. Bu asamada
stiperoksid radikali meydana gelir (24). Yukarida bahsedildigi iizere siiperoksid
radikali (O, ") hiicrenin normal metabolik olaylarinin bir ara iirliniidiir. Bu tiriiniin
olugmasi sonucu doguran olaylardan glikoliz, elektron transferi ve oksidatif
fosforilasyonun akut veya kronik bir sekilde artmasi durumunda fazlaca olusacak
olan siiperoksid radikali hiicre i¢in oksidatif stres kaynagini olusturur (159).

3.10. Diyabet ve Antioksidan Sistemler

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu veya bunlarin meydana getirdigi
hasar1 6nlemek i¢in organizma bazi savunma mekanizmalarina sahiptir. Oksidan
maddelerin etkilerini ortadan kaldiran bu sistemlere antioksidan savunma
sistemleri denir (9). Normal kosullarda serbest radikaller ile antioksidanlar denge
halindedir ancak diyabette denge serbest radikallerin lehine bozulur ve bu durum
diyabetin komplikasyonlarinin = gelismesine onemli katkilar saglamaktadir.
Antioksidan savunma sistemlerinin daha etkin hale getirilmesi ve dengenin
antioksidan sistem lehine g¢evrilmesi diyabetin komplikasyonlari ile miicadelede
basarili olmay1 saglamaktadir. Antioksidanlar oksidanlarin etkilerini dort

mekanizma ile ortadan kaldirirlar (111):
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1. Temizleme veya siiplirme (Scavenging) etkisi: Antioksidan enzimler
tarafindan olusturulan bir savunma sistemi olup oksidanlarin daha zayif bir
molekiile ¢evirme seklinde cereyan eder.

2. Baskilama (Quencher) etkisi: Vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir ve
oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme seklinde olur.

3. Zincir koparma etkisi: E vitamini, hemoglobin, seruloplazmin tarafindan
gergeklestirilir ve oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engellemek seklinde
geligir.

4. Onarma etkisi

3.10.1. Antioksidan Savunma Sisteminin Enzimatik Uyeleri

3.10.1.1. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Mitokondri membraninda bulunan bir enzim olan sitokrom oksidaz,
mitokondrilerde  bulunan  solunum  zincirinin son komponenti  olup
dehidrogenazlarca substrat molekiillerinin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan
elektronlarin, son akseptorleri olan molekiiler oksijene transferinden sorumludur.
Hiicredeki oksijenin % 96’sinin elimine edilmesini saglar. Asagidaki sekilde
oksijeni ve H' iyonlarmi kullanarak H,O iiretiminde gorev alir (125).

4 Fe*'-sitokrom ¢ + 8 H + O, — 4 Fe*"-sitokrom ¢ + 2 H,O + 4 H'

3.10.1.2. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

Ug tir SOD bulunmaktadir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD,
ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve iiglinciisii de Cu igeren ve plazmadaki
stiperoksid radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir
(168).

Metalloprotein olan SOD, siiperoksid molekiillerini O, molekiiliine yiikseltgeyip,

diger siliperoksid molekiiliinii H,O,’e indirger.
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SOD
O+ O + 2H+ — 0O, + HyO,

Diyabette SOD diizeylerinin arttigi, degismedigi veya azaldigmi bildiren ve
birbiriyle ¢elisen ¢aligsmalar vardir (91,110,2,14).

3.10.1.3. Katalaz (CAT)

Peroksizomlarda yerlesik olup her biri bir prostetik grup olan ve yapisinda
Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir hemoproteindir. SOD’m
olusturdugu H,0,’i katalaz peroksidazlarla beraber oksijen ve suya parcalar.
Katalazin H,O,’e kars1 K,;,’i glutatyon peroksidaza gore daha yiiksek oldugundan
diisiik konsantrasyonlarda H,0O,’i glutatyon peroksidaz pargalarken, yiiksek
konsantrasyonlarda ise katalaz devreye girer. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger
ve bobrekte yogundur (111). Tip 2 diyabetli hastalar ilizerinde yapilan bir
calismada diyabetli hastalarin artmis serum katalaz aktivitesine sahip olduklari
vurgulanmaktadir (110). Ancak bu artisin organizmanin kendisini lipid
peroksidasyonundan korumak i¢in kompensatuvar bir mekanizma olabilecegi
vurgulanmakla beraber bagka ¢alismalarda da azalmis oldugu agiklanmigtir (2,91).

3.10.1. 4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Her birinde selenosistein bulunan 4 alt birimden olusur. Selenyum
eksikligi glutatyon peroksidaz yetersizligi sonucu dogurabilir (168). Rediikte
glutatyonu yiikseltgerken H,O,’i de suya gevirir ve bdylece membran lipidlerini
ve hemoglobini oksidan strese karsi korur ( 7).

GSH-Px
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Glutatyon peroksidaz eritrositlerdeki en kuvvetli antioksidandir ve E vitamininin

yetersiz oldugu durumlarda membrani peroksidasyona karst korur.  Yapilan
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calismalarda diyabetli hastalarda serum glutatyon peroksidaz aktivitesinin azalmis
oldugu rapor edilmektedir (91,110).

3.10.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgeyen bu enzim her birisi NADPH
baglayan, FAD baglayan ve ara bolge olmak iizere ii¢ yapisal alan iceren iki alt
birimden olusur. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar
NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra altbirimlerdeki iki sistein
arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek suretiyle okside glutatyona
aktarilmis olur (168). Glutatyon reduktaz aktivitesinin diyabette azalmis oldugunu
bildiren ¢alismalar mevcuttur (91).

3.10.1. 6. Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST glutatyon ile toksik metabolitlerin konjugasyonunu katalizleyerek
detoksifikasyonlarini saglar (158).

3.10.1.7. Hidroperoksidazlar

Hidroperoksidazlar, substrat olarak hidrojen peroksit veya organik
peroksit kullanan oksidorediiktazlar olup, zararli peroksitlere karst viicudu
korurlar. Birka¢ maddeyi elektron akseptorii olarak kullanip peroksitleri
indirgerler. Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda hidrojen peroksit
suya indirgenir (90).
H,0,+ AH,—— 2 H,0+ A

3.10.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

3.10.2.1. Vitamin A (p-karoten)

B-karoten radikal yakalayici olarak gorev yapar. Singlet oksijeni
baskilayarak, siiperoksid radikalini temizleyerek ve peroksid radikalleri ile

dogrudan etkilesime girerek antioksidan etkiler gosterir. Alfa-tokoferolle
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karsilastirildiginda oldukg¢a zayif bir antioksidandir ve a-tokoferol bittikten sonra
kullanilir (168).

3.10.2.2. Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit; kollajen sentezinde, tirozin yikiminda, epinefrin sentezinde,
safra olusumunda ve pek cok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan
olarak gorev gormesinin yaninda molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi
bilesiklerin indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle
reaksiyona girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada
oksidan ajanlara kars1 ilk antioksidan savunma ajani olarak goérev alip bir ¢ok
reaktif oksijen tiirevini (OH, ROO, O, , HOCI ve Oj;) ve reaktif nitrojen
tirevlerini (ONOO™ ) toplayict etkiye sahip giiclii bir antioksidandir (28). Bu
etkilerine ek olarak tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole donilismesini
saglayarak E vitamininin rejenerasyonunda gorev alir. Bu sirada kendisi de
dehidroaskorbik asite (DHA) okside olur. Boylece C vitamini, E vitamini ile
birlikte LDL kolesteroliin oksidasyonunu Onleyerek ateroskleroza karsi
korunmada yardimer olur. Diyabetli hastalarda C vitamini diizeylerinin, saglikli
kisilere gore anlamli sekilde diisiik oldugu bulunmustur (28,163).

3.10.2.3. Vitamin E (a-tokoferol)

Zincir kiric1 bir antioksidan olan vitamin E, yagda ¢6ziinen vitamin oldugu
icin hem selliiler hem de subselliiler membranlarda ve lipoproteinlerde bulunur.
Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu o-
tokoferoldiir. Hidrofobik kismina hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu
baglidir. Bu yiizden lipid peroksidasyonu sirasinda olusan peroksil ve alkoksil
radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirtlmis olur

(43).
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a-tokoferol-OH + COO' —— a-tokoferol-O° + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O”'e déniistiiriilmiis olur. Bu
radikalin ise baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonugta zincir
reaksiyonunu durdurur. Deneysel olarak streptozotosin ile diyabet olusturulan
ratlarda vitamin E ve C suplementasyonunun lipid peroksidasyonunu azalttigi
rapor edilmistir (94). Baska bir ¢alismada da tip 2 diyabetli hastalara tip 2
diyabetten korunmada ve tedavisinde E vitamininin yararli etkiler sagladigi
belirtilmistir (57).

3.10.2.4. Glutatyon (GSH)

Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir. Hiicre igerisinde
indirgenmis formda (GSH) bulunur. Aktif grubu siilthidril (-SH) grubu olup
endojen tiretilen peroksidlere karsi okside olarak onlari indirger. Glutatyon
peroksidaz bu reaksiyonu katalizler:

GSH-Px
2GSH + H,0,(ROOH) —— GSSG +2 H,0 (2ROH)

Bu sekilde okside olan glutatyon, NADPH bagimli bir reaksiyonla glutatyon

rediiktaz tarafindan tekrar indirgenir:

GR
GSSG + NADPH + H" —— NADP" + GSH

Glutatyonun etkin olarak hiicreyi koruyabilmesi i¢in biiyiik kismi rediikte halde
tutulmalidir. GSH ayrica proteinlerdeki —SH gruplarinin rediikte halde kalmalarini
saglayarak onlar1 oksidasyondan korur. Diyabette GSH diizeylerinin saglikli
kisilere gore anlamli sekilde diistik oldugu bildirilmektedir (2).
3.10.2.5. Melatonin
Antioksidan 6zelliklerinin yaninda tiimor olusumunun sinirlandirilmasi,

immun sistemin diizenlenmesi, reprodiiktif fonksiyonlarin kontrolii gibi
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fonksiyonlara sahip bir hormondur. Yapilan ¢alismalarda diyabette artmis
oksidatif stresi azalttig1 belirtilmektedir. Bilinen en reaktif radikal olan hidroksil
radikali ile reaksiyonu sonucu indolil katyon radikali olusturur. Bu radikal de
ortamdaki siiperoksid radikalini tutarak etkisizlestirir (62).

3.10.2.6. Lipoik Asid

Lipoik asit, hizla absorbe edilmesi, rediikte ve okside formlarinin

antioksidan etki gostermesi, hem su hemde lipid fazlarda ¢éziinmesi, glutatyon
diizeylerini artirmasi, diger antioksidanlarla pozitif yonde etkilesmesi, metallerle
selat yapmasi ve serbest radikalleri noétralize etmesi bakimindan ideal bir
antioksidan olarak kabul edilmektedir (19). Alfa lipoik asid agir metallerle olusan
zehirlenmelerde detoksifikasyon ajani olarak kullanilan bir antioksidandir.
Antioksidan 06zelligi kendisinin dihidro lipoik aside indirgenirken, serbest
radikalleri temizlemesinden ve de metal iyonlaryla selat yapmasindan
kaynaklanmaktadir. Hiicrelerin glukoz kullanimini artirdigi, protein glikasyonu
ve AGE olusumunu 6nledigi i¢in diyabet tedavisinde de kullanilmaktadir (19).

3.11. Lipid Peroksidasyonu ve Diabetes Mellitus

Hiicresel membranlarda bulunan doymamis fosfolipidler, glikolipidler ve
kolesterol hiicresel iglemler sonucu olusan veya iyonize ve non-iyonize radyasyon
gibi dig etmenler tarafindan tretilmis olan reaktif oksijen tiirevleri i¢in oksidan
saldirinin baslica hedefleridir. Bu reaksiyonlar hedef hiicrelerde yikici sonuglar
doguran lipid peroksidasyonu islemini baglatir (56). H,O, nin fenton reaksiyonu
ile selat yapan bir metal (Fe*" ) araciligi ile indirgenmesi sonucu (HO") a¢1ga ¢ikar
ve bu da doymamis yag asitlerinden  (LH) alilik hidrojenleri alarak
peroksidasyonu tetikler. Fosfolipidlerde hedef olan hidrojen atomu sn-2 yag acil

grubunda bulunan atom iken kolesterolde 7. karbondaki hidrojen en reaktif
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atomdur. Yag asitleri once hidrojen atomunu kaybeder ve kendi iizerinde bir
elektron kalacak sekilde parcalanir ve lipid radikali olusur. Reaktif oksijen
tiirevlerinin olusan lipid radikallerine (L) eklenmesi ile reaksiyon peroksil radikal
(LOO) ara iirtinleri ile gelisir ve lipid hidroperoksid (LOOH) tiirleri olusur (56).
Lipid peroksil radikali diger doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
yeni lipid radikallerinin olusumunu devam ettirir ve bu olay zincirleme sekilde
devam eder (Sekil 7). Bunlarin yiliksek polariteli ve uzun Omiirlii olmalari
LOOH’lar daha hassas bolgelere go¢c etmelerine ve peroksidasyonun

yayginlagsmasina neden olabilirler ( 56).

H,0 A
+ OH *LP H 7 + 0O,
Baglangi¢ Lipid
Radikali

Doymamus
Yag Asidi
Zincirin

hilyiimesi
Doymamis Lipid Peroksil Doymamis
Yag Asidi Radikali Yag Asidi

Sekil 6. Lipid peroksidasyonunun baslamasi ve gelismesi.
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Lipid peroksidasyonunun diyabet komplikasyonlarinin gelismesinde
onemli dercede katki yaptigi bir ¢ok ¢alismada vurgulanmistir (63,66). Lipid
peroksidasyonunun bu etkilerinin endojen ve eksojen antioksidanlarla
hafifletildigi bildirilmektedir (63).

3.12. PON 1 Polimorfizmleri ve Diabetes Mellitus

PON 1 genetik polimorfizmleri ve enzim aktivitelerinin diyabet ile
iligkilerine ¢ok sayida caligmada rastlanmaktadir. Konu ile ilgili yapilan
calismalarin biiyiikk bir ¢ogunlugunda PON 1 enzim aktivitesinin diyabetik
hastalarda kontrollere gore diisiik oldugu vurgulanmakla beraber (85) bazi
arastiricilar (84) PON 1 aktivitesinin diyabetiklerde kontrollere gore daha yiiksek
bulmustur. Ayrica deneysel olarak streptozosin ile olusturulmus diyabette de PON
1 aktivitesinin diistiigii bildirilmistir (123).

Lipoprotein oksidasyonunun diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin
gelismesinde en 6nemli faktor oldugu bildirilmektedir (73). Diyabetik noropati (1)
ve nefropatisi (76) olan hastalarda diisiik PON 1 aktiviteleri oldugu bildirilmistir.
PON 1 enziminin lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etkileri, bu etkilerin
enzimin geninde bulunan polimorfizmlerden etkilenmesi dolayisi ile diyabet
komplikasyonlarinin gelismesi ile PON 1 gen polimorfizmleri arasinda 6nemli
iligkilerin olabilecegini akla getirmektedir. Genin kodlayan bolgesindeki L/M 55
ve Q/R 192 polimorfizmleri enzimin belli substratlara ve lipid peroksidlerine karsi
olan aktivitelerinde belirleyici olmaktadir. PON 1 RR 192 ve LL 55 genotiplerinin
tip 2 diyabetli hastalarda goriilme sikliginin yiiksek oldugu bazi caligmalarda
bildirilirken (137,146) baz1 ¢aligmalarda bdyle bir iliski bulunamamustir (11). LL
55 genotipine sahip diyabetik bireylerde retinopati gelismesi riskinin yiiksek

oldugu bildirilmistir (86).
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PON 1 promotor bilgesinde rastlanan polimorfizmlerin de enzimin
aktivitesi, antioksidan kapasitesi ve DM ile iliskisi olabilecegi bildirilmektedir
(15). Polimorfizmlerden -907. konumda GG homozigot bireyler retinopati
gelisimine kars1 korunmus bulunurken -1074 GG ve -162 AA genotipli bireylerin
ylksek mikroalbuminiiri riski altinda olduklar1 bulunmustur (73).

PON 1 enzimi HDL iizerinde bulunur ve HDL ve LDL’leri peroksidasyona
kars1 korur. Lipid peroksidasyonu tip 2 diyabette komplikasyonlarin gelismesine
onemli bir katki saglar. Diyabette PON 1 enzim aktivitesinin diistiigii kabul
edilmektedir. PON 1 geninin kodlayan bolgesinde iki 6énemli gen polimorfizmi
goriilmekte ve bu polimorfizmler enzimin lipid peroksidasyona karsi roliinde
belirleyici olabilmektedir.

Diyabette viicudun oksidan /antioksidan dengesinin genelde oksidanlar
lehine bozulmus olmas1 oksidatif streste artisa ve komplikasyonlarin gelismesinde
onemli rol oynar.

Bu ¢aligmanin amaci; tip 2 diyabetli hastalarda ve kontrol bireylerde PON
1 L/M 55 ve Q/R 192 gen polimorfizminin dagilimini tespit etmek ve bu
polimorfizmlerin PON 1 enzim aktivitesi iizerine etkilerini arastirmak,

Viicudun enzimatik antioksidan savunma sistemi iiyelerinden SOD, CAT
ve GSH-Px enzim aktivitelerinin diyabet ve kontrol gruplarindaki diizeylerini ve
PON 1 polimorfizmlerinin bu diizeylere etkilerini arastirmak,

Lipid peroksidasyon o6lgiitii olarak malondialdehid (MDA)’in diyabet ve
kontrol gruplarindaki diizeyleri ve PON 1 polimorfizmlerinin MDA diizeyleri
lizerine etkilerini arastirmak,

PON 1 polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplarinda plazma lipid

diizeyleri lizerine etkilerini aragtirmaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplan I¢in Birey Secimi

Bu ¢alismanin materyali, Firat Universitesi Tip Merkezi Endokrinoloji
poliklinigine bagvuran tip 2 diyabet tanisi konmus olan ve en az iki yillik diyabet
gecmisi bulunan 200 hasta (115K/85 E) ve normal muayene i¢in poliklinige
basvuran diyabetik olmadigi rutin biyokimyasal testlerle tespit edilmis olan 102
(57 K/45 E) kontrol olmak iizere toplam 302 kisiden saglandi. Tip 2 diyabet
teshisi Diinya Saglik Orgiitii niin kriterlerine gore konuldu (130).

4.2.0rneklerin Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol gruplarindan sabah 12 saatlik agliktan sonra oturur halde
vendz kan Ornekleri alindi. DNA izolasyonu, plazma ve eritrosit hemolizati
hazirlanmasi i¢in ve HbAlc 6l¢limii i¢in ayr1 ayri1 olmak iizere K3EDTA igeren
tiplere 2 ml kan alindi. PON 1, glukoz, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol,
trigliserid ve kolesterol 6l¢iimlerinde kullanmak tizere serum elde etmek i¢in jelli
biyokimya tiipiine 5 ml kan alindi. KszEDTA’l tiipler 3500 rpm hizda 10 dakika
santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma 6rnekleri MDA 6&lgiimii yapilmasi
icin -80°C’de derin dondurucuda saklandi. DNA izolasyonu igin plazmanin son
50-100 ul’si ile birlikte 1okosit tabakasi toplanip kullanilincaya kadar -80°C’de
derin dondurucuda saklandi. Dipte kalan ve eritrosit iceren kisim serum fizyolojik
ile 3 kez aym1 hiz ve silirede yikanarak 4 kat (v/v) oraninda distile su ile
sulandirilarak hemoliz edildi ve SOD, CAT, GSH-Px tayinleri i¢in kullanilmak
tizere derin dondurucuda saklandi.

4.3. DNA izolasyonu ve Genotiplendirme
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4.3.1. DNA izolasyonu
Lokosit 6rneklerinden ticari bir DNA izolasyon kiti (EZNA Blood DNA
Isolation Kit, Omega Bio Tek, katalog no: D3481, ABD) kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen 200 pul DNA soliisyonundan 1 pl PCR karisiminda
kalip DNA olarak kullanilda.
43.2. L/'M 55 ve Q/R 192 Polimorfizmi I¢cin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve PZR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz
Enzimleri ile Kesimi
Gerec
Primerler, TagDNA Polimeraz, 10X PCR buffer, MgCl,, Agaroz (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD)
dNTP’ler (Larova GmbH, Teltow, Almanya)
Thermocycler (ThermoHybaid PCR Express, Hybaid company, Middlesex,
Ingiltere)
Tris (Hydroxymethyl) Aminomethane, Borik asit (Amresco, Ohio, ABD)
EDTA.2H,0, Ethidium bromide (Merck, Darmstadt, Almanya)
100 bp’lik DNA ladder (Generuler 100 bp DNA ladder SM 0241 Fermentas Life
sciences, Glen Burnie, MD, ABD)
Alw I (New England Biolabs, Cambridge, Ingiltere)
Hsp 92 II (Promega, Madison, ABD)
1XTBE Tamponu: 21,8 gr Tris, 11.2 gr borik asit ve 1.66 gr EDTA.2H,0 2 L
distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Polimeraz Zincir Reaksivonu (PZR)

PON 1 geninin L/M 55 polimorfik bolgesini ¢cogaltmak i¢in 5' GAA GAG

TGA TGT ATA GCC CCA G 3' (sense) ve 5' TTT AAT CCA GAG CTA

54



ATG AAA GCC 3' (antisens) ve PON 1 geninin Q/R 192 polimorfik bolgesini
cogaltmak i¢in 5' TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G 3' (sense) ve §'
CAC GCT AAA CCC AAA TAC ATC TC 3' (antisense) primerleri kullanildi
(74). PZR reaksiyon karigimi yaklasik 100 ng kalip DNA, her primerden 0.5 uM
, 4 dNTP’den 200 uM, 1 U Taq DNA polimeraz, 1.5 mM MgCl,, 5 ul 10X PCR
tamponu icerecek sekilde 50 ul olarak hazirlanarak  thermocyclerda
amplifikasyona birakildi. Amplifikasyonda bir defa 95 °C’de 4 dakikalik 6n
denatiirasyondan sonra denatiirasyon i¢in 95 °C’da 1 dk, baglanma i¢in 59 °C’de 1
dk, sentez i¢in 72 °C’de 1 dk olacak sekilde 32 dongii gerceklestirildi. Reaksiyon
sonucu olusan PZR iiriinii 1X TBE tamponu igerisinde hazirlanmis % 2’lik agaroz
jelde elektroforeze tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dk
siireyle boyandi ve Ultraviole (UV) transilluminatérde incelenerek sonuglar
gozlemlendi. Olusan bantlarin molekiiler agirligini saptamak amaciyla 100 bp ’lik
DNA ladder kullanildz.

RFLP ile Genotiplendirme

Elektroforez islemini miiteakip Q/R 192 polimorfizmi i¢in 99 bp’lik ve
L/M 55 polimorfizmi i¢in 170 bp’lik bantlar veren PZR iiriinleri restriksiyon
endoniikleaz (RE) ile kesim iglemine tabi tutuldu.

Q/R 192 polimorfizmi i¢in 99 bp’lik PZR iirlniniin RE kesimini
gergeklestirmek amaciyla 25 pl PZR iirlinii, 8 U Alw I enzimi, 5 pl 10X NEB
tamponu steril distile su ile 50 pl’ye tamamlanarak iyice karistirthip 3-5 sn
santrifiijlenerek 37 °C’de 8 saatlik inkubasyona birakildi. 192. konumda R varhigi
Alw I enzimi i¢in kesim noktas1 olusturur ve 192 RR homozigot bireylerde kesim
sonrast 66 ve 33 bp’lik iki bant goriiliir. 192. konumda Q varliginda ise Alw I

enzimi kesim noktas1 ortadan kalkmakta ve 192 QQ homozigot bireylerde kesim
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sonrasi esas lriin olan 99 bp’lik bant goriiliir. 192 Q/R heterozigot bireylerde ise
hem kesilmeyen 99 bp, hem de kesim {iriinleri olan 66 ve 33 bp’lik bantlar goriiliir
ve boylece PON 1 192 genotipinin tayininde kullanilir.

L/M 55 polimorfizmi igin 170 bp’lik PZR iirliniiniin RE kesimini
gerceklestirmek amaciyla 25 pul PCR iirlinii, 8 U Hsp92 II enzimi, 5 pul 10X NEB
tamponu, sigir serum albiimini (BSA 0.1 pg/ul yogunlugunda) steril distile su ile
50 ul’ye tamamlanarak iyice karistirtlip 3-5 sn santrifiijlenerek 37 °C’de 12 saatlik
inkubasyona birakildi. 55. konumda M varligr Hsp 92 II enzimi i¢in kesim noktasi
olusturur ve 55 MM homozigot bireylerde kesim sonrasi 126 ve 44 bp’lik iki bant
goriiliir. 55. konumda 1 varliginda ise Hsp 92 II enzimi kesim noktasi ortadan
kalkmakta ve 55 LL homozigot bireylerde kesim sonrasi esas iiriin olan 170 bp’lik
bant goriiliir. 55 L/M heterozigot bireylerde ise hem kesilmeyen 170 bp, hem de
kesim {irinleri olan 126 ve 44 bp’lik bantlar gorilir ve bdoylece PON1 55
genotipinin tayininde kullanilir.

RE islemine maruz birakilan iriinler % 3.5’luk agaroz jelde yukarida
bahsedildigi sekilde elektroforeze tabi tutulduktan sonra boyanip goriintiilendi ve
Polaroid GelCam ile fotograflandi.

4.4. Biyokimyasal Ol¢iimler

4.4.1. Glukoz Olc¢iimii

Serum glukoz diizeyleri; Randox firmasi tarafindan iretilen glukoz-
oksidaz yontemine gore gelistirilen ticari kit (Randox Laboratories Ltd., U.K.)
kullanilarak OLYMPUS AU-600 otoanalizoriinde yapildi. Bu yontemde Glukoz,
havadaki oksijen varliginda glukoz oksidaz (GOD) enzimi tarafindan enzimatik
oksidasyona ugrar ve glikonik asit ile hidrojen peroksit (H>O,) meydana gelir.

Olusan H,0, ise peroksidaz (POD) enzimi ile 4-aminofenazon ve fenol ayiraglar
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kullanilarak kirmizi-menekse renkli bir bilesik olan quinoeimine doniistiiriiliir. Bu
renkli bilesigin konsantrasyonu kan glukoz konsantrasyonu ile orantilidir. Glukoz-
oksidaz yontemi 400 mg/dl glukoz diizeyine kadar lineerdir.

4.4.2. Lipid Ol¢iimleri

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin serum lipid diizeylerinin
Ol¢iilmesinde Olympus AU 600 (Olympus Optical Co Ltd, Japan) marka klinik
kimya otoanalizorii kullanildi. Serum lipidlerinden; Total Kolesterol (Katalog No:
OSR 6116) HDL-Kolesterol (Katalog No: OSR 6187 ), LDL-Kolesterol (Katalog
No: OSR 6283) ve Trigliserid (Katalog No: OSR 6133) diizeyleri Olympus
marka kitler kullanilarak kit icerigine uygun enzimatik yontemler ile 6l¢iildii.

4.4.3. Glikolize Hemoglobin (HbA1c) Ol¢iimii

Glikolize hemoglobin diizeyleri (% HbAlc), KsEDTA’l tiipe alinan kan
orneklerinden Roche (Roche Diagostics GmbH, D-68298 Mannheim, Germany)
firmasinin ~ ticari  kiti  kullanilarak  HITACHI-911  otoanalizorii  ile
immunotiirbidimetrik olarak tayin edildi. Bu yontem ile % HbAlc diizeyi 4.8-6.0
normal  kabul edilmekte ve 6.0’dan  yukarist  patolojik  olarak
degerlendirilmektedir.

4.5. Serum Paraoksonaz Aktivitesi Ol¢iimii

Serum PON 1 aktivite 6l¢iimii Eckerson ve arkadaglarinin (42) yontemi ile
yapildi.

Prensip

Paraoksonaz aktivite Ol¢iimii, substrat olarak kullanilan paraoksonun
enzimatik hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenoliin spektrofotometrik olarak

Olciilmesi esasina dayanmaktadir.
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Reaksiyon, 1 mol/L NaCl ilaveleri yapilarak NaCl-stimiile paraoksonaz
aktiviteleri tespit edilmistir. PON 1’in enzimatik hidrolizi sonucu olusan 4-nitro-
fenoliin 412 nm dalga boyunda Techcomp 8500 II uv/vis (Techcomp, China)
spektrofotometre kullanilarak olgtildii (1, 64).

Aviraclar

Paraokson, 4-nitrofenol, Tris-HCl: Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD
CaCl,, NaCl: Merck, Darmstadt, Almanya

Reaksiyon Cozeltisi: 0.1 M Tris-HCl (pH:8) cozeltisi ile igerisinde 2mM
kalsiyum kloriir, 2 mM Paraokson ve 1 mM NaCl bulunur.

Standart Cozeltisi: 0.1 mM 4-nitrofenol hazirlanir, her deneyde standart ¢6zeltisi

olarak kullanilir.

Deneyin Yapilisi

Kor, standart ve ornekler asagidaki oranlarda hazirlanir.

Kor Ornek Standart
Reaksiyon ¢ozeltisi(ul) 3500 3500 3500
Serum(u) .. . 100 ...
Standart ¢ozelti(ul) — ......... 100
Distile su(pl) 100

Iyice kanistirilir, 25 °C sicakliktaki su banyosunda 10 dakika bekletilir. Daha
sonra spektrofotometrede 412 nm’de 0. 60. ve 120. sn’deki absorbans Ol¢limleri

yapilir ve 1 dakikadaki absorbans farki belirlenerek ortalamasi alinir.

PONI1 aktivitesi icin 1 Unite, 1 nmol 4-nitrofenol/ml serum/dk olarak

tanimlanmustir.

Faktor Hesaplanmasi

Standart konsantrasyonu x 10° x 3.6

Faktor =

Standartin optik dansititesi x 0.1
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3.6: Spekrofotometri kiivetindeki toplam hacim
10° : Litreye doniistiirmek icin kullanilmistir.
0.1: Ornek serum hacmi
Paraoksonaz igin faktor degeri 3813 olarak bulundu.

U/L = A Abs X 3813 formiilii ile hesaplandi.
4.6. Eritrosit SOD Aktivitesi Olciimii

Prensip

Bu metotta siiperoksit dismutaz aktivite 6l¢limii ksantin-ksantin oksidaz
sistemi ile dretilen siiperoksit radikalinin nitroblue tetrazolium’u (NBT)
indirgeyerek renk olusmasi esasina dayanir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit
radikalinin nitroblue tetrazoliumu indirgemesi 560 nm’de maksimum absorbans
veren mavi renkli formazon olusumu ile sonlanir (151).

Ortamda enzim olmadigr durumda bu indirgenme maksimal olup, koyu
mavi bir renk olugmaktadir. Ortamda SOD varliginda ise enzim siiperoksit
anyonunu H>O,’ye ¢evirmekte boylece NBT indirgenmesi azalmakta ve renk
degisikligi meydana gelmemektedir. Renkli formazon olusumu ortamin enzim
konsantrasyonu ile ters orantili olarak gerceklesmektedir. Bdylece olusan
formazonun 560 nm’de verdigi absorbanstan SOD aktivitesi hesap edilmektedir
(151).

Ayiraclar
Na;EDTA, (NH4),SO4, Na,COj3, CuCl,, Koloroform, Etanol: Merck,

Darmstadt, Almanya

Nitroblue tetrazolium(NBT), Ksantin, Bovine serum albumine (BSA): Sigma-

Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD
Ksantin Oksidaz: Calbiochem, EMB Biosciences, Lo Jolla, CA, ABD

Olciim Reaktifi
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a) 0.3 mmol/L Ksantin; 9.13 mg aliip 200 ml distile suda ¢oziiliir.

Cozme islemi birka¢ damla 1M NaOH ilavesi ve hafif 1sitilarak yapilir.

b) 0.6 mmol/L Na,EDTA; 23 mg alinip 100 ml distile suda ¢oziiliir.

¢) 150 pmol/L NBT; 12.3 mg alimip 100 ml distile suda ¢oziiliir.

d) 400 mmol/L NaCOs3; 2.54 gr alimip 60 ml distile suda ¢oziiliir.

e) 1 gr/L Bovine Serum Albumine (BSA); 30 mg, 30 ml distile suda ¢oziiliir.
Hepsi karistirilir (toplam 490 ml) koyu renkli sisede +4°C’de saklanur.

2M (NH4),SO0y; 2.64 g Amonyum siilfat tartilir bir miktar distile suda ¢oziiliir ve
toplam hacim 10ml’e tamamlanir.

Ksantin Oksidaz (167 U/L): 10 U/0.5 ml Ksantin oksidaz stok ¢ozeltiden 8.3 ul
alinip +4°C’de sogutulmus 991.7 pl 2 M (NH4),SOy ile karistirilir.
Kloroform/Etanol (3/5) karisimi: Uc¢ kisim kloroform 5 kisim etanol ile
karistirilir.

0.8 mmol/L. CuCl, ¢ozeltisi: 13.6 mg CuCl, alinip bir miktar distile suda
coziilerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanir.

Deneyin vapilisi

Steril distile su ile bes kat oraninda diliie edilmis eritrosit hemolizat1 esit
hacimde kloroform/etanol ile karistirildi, vortekste iyice karistirildiktan sonra
4°C’de 3000 rpm’de 45 dakika santrifiije edildi. En tistteki berrak kisim SOD

aktivite tayininde kullanilmak iizere reaksiyona su sekilde birakildu:

Kor (ml) Ornek (ml)
Ol¢iim reaktifi 2.85 2.85
Stipernatant o 0.10
Distile su 0.1 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05
Toplam reaksiyon hacmi (ml) 3 3
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25°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda biitiin tiiplere 1 ml
CuCl, ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Spektrofotometre 560 nm’de

Olctim reaktifi ile sifirlanarak kor ve drneklerin absorbanslar1 kaydedildi.

Hesaplama

Absorbans (Kor) — Absorbans (Ornek)
% Inhibisyon = x 100
Absorbans(Kor)

1 Unite SOD: NBT indirgenmesini % 50 inhibe eden enzim aktivitesidir.

% Inhibisyon
U/ml SOD = X 2 X 10 (dilusyon faktorleri)
50
Gram hemoglobin basina SOD aktivitesi, spesifik aktiviteyi verir ve;
U/ml SOD
U/ gr Hbml" = formiilii ile bulunur.
gr/ Hbml"

4.7. Eritrosit Katalaz Aktivitesi Olciimii

Prensip

Katalaz enzimi H,O,’i yikarak H,O ve O,’e doniisiimiinii katalize eder.

Katalaz
2 H,0, > 2H,0 + O,
H;0,’in Katalaz tarafindan yikim hizi, H,O,’in 240 nm dalga boyundaki

absorbansinda meydana gelen azalma ile belirlenir (3).
Aviraclar

Na,HPO,4, KH;PO4: Merck, Darmstadt, Almanya

H,0,: Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD

50 mM Fosfat Tamponu ( pH: 7.0): 50 mM Na,HPO,4’tan 600 ml ile 50 mM

KH,POy4’tan 400 ml karistirilir.

30 mM Hidrojen Peroksit: 0.34 ml %30’luk H,O, fosfat tamponu ile 100 ml’ye

tamamlanir.
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Deneyin Yapilisi

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat tamponu 1 -
H,0, - 1
Ornek 2 2

Reaksiyonun baslamasi ile absorbanstaki diisiis 0., 30., 60., 90. ve 120. saniyede
kaydedilip bir 30 sn’lik absorbans azalmasi esas alinarak hesaplandi.
Log Ay X231

A,
k/sn=kxsn' =

30

kX sn'
k/gr Hbml™" =

gr Hb m!™!
k: katal; katalitik aktivite birimi
Al: Baslangigtaki absorbans
A2: 30 sn sonundaki absorbans

4.8. Eritrosit GSH-Px Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit GSH-Px aktivitesi Olgiimii i¢in OxixResearch, CA, ABD

firmasinin BIOXYTECH GPx-340 (Katalog no: 21017) kiti kullanildi.

Prensip
GSH-Px, H,O, vasitasiyla rediikte glutatyonun (GSH), okside glutatyona
(GSSG) oksidasyonunu katalize eder.

(GSH-Px)
GSSG + H,O + R-OH > 2 GSH + R-0O-O-H

Burada R-O-O-H bir hidroperoksit olup, t-biitil hidroperoksit (t-BOOH)
enzim analizi i¢in en uygun substrattir. GSSG’nin olusum orani, glutatyon

rediiktaz (GR) reaksiyonu vasitasiyla ol¢iiliir.

GSSG, GR vasttast ile yine eski indirgenmis haline doner:
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GR
GSSG + NADPH +H' » 2GSH -+ NADP"

Bu reaksiyonda NADPH’nin okside olup NADPya yiikseltgenmesi esnasinda
340 nm’deki absorbansta diisiiy meydana gelecektir ve 1 dakikalik degerler

kullanilarak bir 6rnekteki GSH-Px degeri hesaplanabilir (121).

Hesaplama

Kit ayiwraglarn tarif edildigi sekilde karigtinllip 340 nm’ye ayarh
spektrofotometrede 0., 60., 120. ve 180. saniyedeki absorbanslar1 o6l¢iildii
ortalamalar alinarak 1 dakika basina absorbansta goriilen diisiis bulundu. Bu
absorbans diisiisii tiiketilen NADPH miktar1 ile dogru orantilidir. Ornekten
kaynaklanan net diisiis 6rnek yerine su kullanilarak yapilan kor 6l¢iim degerinin
c¢ikarilmasi ile bulunur.

Absorbanstaki diisiisii tiiketilen NADPH miktarina ¢evirmek igin:
ImU/mL = 1 nmol NADPH / dk / mL = (As40/dk) /0.00622

Bulunan deger dilusyon katsayisi ile ¢arpilir, bulunan sonu¢ ml’deki Hb miktarina

béliinerek mU/gHbmI™ olarak ifade edilir.

Abs X dk' X 16
0.00622

mU/ grHb =

gr Hb/ml
16: Diliisyon faktorii
0.00622: 340 nm’deNADPH i¢in ekstinksiyon katsayis1

4.9. Hemoglobin Ol¢iimii
Eritrosit hemolizatlarindan Drabkin ydntemi ile siyanomethemoglobin

olusumuna dayanan metod ile 6l¢iilmiistiir (44).

63



Prensip

Ferrisiyanir =~ hemoglobindeki ~ Fe’”yi  Fe’"ya  doniistiirerek
methemoglabine  donlismesini  saglar ve bunu takiben KCN ile
siyanmethemoglobin meydana gelir. Olusan siyanmethemoglobinin sebep oldugu
absorbans farkinin 546 nm’de okunmasi ile Hb miktari tespit edilmis olur.

Aviraclar

KCN, Kj3Fe (CN)g, NaHCO3: Merck, Darmsatdt, Almanya
Hemoglobin standardi: Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD

Drabkin Cozeltisi: 50 mg KCN, 200 mg Ks;Fe (CN)g ve 1 g NaHCO; tartilarak

bir miktar distile suda ¢oziiliir ve 1 litreye tamamlanir. Koyu sisede 1 yil dayanir.

Hb Standardi: 18 gr liyofilize Hb standardi 100 ml distile suda ¢oziiliir. Bu

standart 18 gr/dl Hb igerir.

Deneyin Yapilisi

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Drabkin Cozeltisi 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin Standardi o 0.02 L
Hemolizat o o 0.02
Distile su 0.02

Tiipler iyice karistirtlir. Oda 1sisinda 20 dakika bekletilir. 546 nm’de kore karsi

diger tiiplerin absorbanslar1 okunur.

Hesaplama
Ornek Absorbansi

Hb ( gr/dL) = X standart Kons.(18gr/dL)
Standart Absorbansi
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4.10. Plazma MDA Olciimii
Plazmada lipid peroksidasyonu iirlinii olan MDA 6lgiimii Satoh (142) ve
Yagi’den (165) modifiye edilen yonteme gore spektrofotometrik olarak Techcomp

8500 IT UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak yapildi.

Prensip

Ug veya daha fazla ift bag ihtiva eden yag asitlerinin oksidasyonu sonucu
MDA olusur. Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA, tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile aerobik sartlarda pH 3.4’de 95 °C’de reaksiyona girerek pembe

renkli bir kompleks olusturur. Pembe renk olusumu 532 nm’de 6l¢iiliir.
Ayiraclar

Glasiyel asetik asit,: Merck, Darmstadt, Almanya

n-Butanol: Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD

H,SOy4: Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD

1,1,3,3-Tetraetoksipropan (TEP) standardi (1000nmol/ml), Fosfotungustik

asit (PTA), Tiyobarbitiirik asit (TBA): Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, ABD
0,084 N ( N/12) Siilfiirik asit (H,SOy4): 0.23 ml H,SO,4 100 mI’ye tamamlanir.
% 10 Fosfotungustik asit (PTA): 10 g PTA 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) ayiraci: 0.67 g TBA 50 ml distile suda ¢6ziiliir ve 50

ml glasiyel asetik asit eklenerek 100 ml’ye tamamlanir. Ayira¢ giinliik hazirlanir.

Standard Egri Cizimi

Standarttan diliisyon yapilarak 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 nmol/ml yogunlukta
calisma standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan standartlar tiiplere asagidaki

miktarlarda kondu:
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Kor Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Std6 Std7 Std 8

Distile su (ml) 4 3 3 3 3 3 3 3 3
TBA ayiract (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Standart (ml) - 1 1 1 1 1 1 1 1
Std yogunluklar1 (nmol/ml) 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiipler iyice karistirildiktan sonra agizlari cam bilye ile kapatilarak 95
°C’de 60 dakika kaynamaya birakildi. Kaynama bittikten sonra tiipler sogutuldu
ve her tiipe 3 ml n-butanol ilave edildikten sonra vorteksle karistirildi ve 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Standartlarin n-butanol fazi koriin n-butanol
fazina karst 532 nm’de okundu ve cikan degerlerden asagidaki egri cizildi.

Ornekler igin bu egri kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi.

Absorbans (532 nm)

0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

1,1,3,3 Tetraethoxypropane (nmol / ml)

Sekil 7. MDA standart grafigi.
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Deneyin Yapilisi

Ayrraglar tiiplere su miktarlarda konuldu:

Kor Standart Ornek
Plazma(ml) - - 0.3
N/12 H2SO4(ml) - - 2.4
%10 PTA(ml) - - 0.3

Iyice karistirilip oda 1s1sinda 5 dk bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirilarak altta kalan ¢okeltinin tizerine 3 ml
distile su ilave edilerek vortekste karigtirildi, tekrar ayni sekilde santrifiij edilip
stipernatant uzaklastirildi. Kor ve standart tiipleri ile birlikte 6rnek tiiplerde dipte

kalan ¢okeltinin iizerine asagidaki karisimlar ilave edildi:

Kor Standart Ornek
Distile su(ml) 4 3 4
TBA ayiraci(ml) 1 1 1
Standart (ml) - 1 -
Toplam(ml) 5 5 5

Vortekste karigtirthp istiine cam bilyeler konulan tiipler 95 °C’de 60 dakika
tutuldu. Cesme altinda sogutulduktan sonra her tiipe 3 ml n-butanol eklenerek
karistirild1 ve 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust faz alinarak 532 nm’de kére

kars1 absorbans degerleri okundu.

Hesaplama

Standart degerleri kullanilarak 6rneklerden okunan absorbans degerleri su

formiille hesaplandi:

Ornek Absorbansi

Ornek MDA (nmol/ml) = X Std. Yogunlugu

Standart Absorbansi
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4.11. Biyoistatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen sonuglarin biyoistatistiksel degerlendirmesi igin
SPSS 12.0 paket programi kullanildi. Biyokimyasal parametrelerin kontrol ve
hasta gruplar1 arasinda karsilagtirilmasinda Student’s t testi kullanilmistir.
Genotipler arasindaki degiskenlerin degerlendirilmesi ise tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapilmistir. PON genotipleri ile allellerinin goriilme
stkhigmm ve gruplar arasi farklilklarimin - degerlendirilmesinde % testi

kullanilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

5.1. Kontrol ve DM Grubunu Olusturan Bireylerin Genel Ozellikleri

Calismadaki bireylerin secimi kontrol ve diyabet gruplarmmin cinsiyet
oranlar1 ve yas ortalamalar1 arasinda 6nemli bir fark olmayacak sekilde yapildi.
Kontrol grubundaki bireylerin cinsiyete bagimli degisimi % 55.9 kadin ve % 44.1
erkek olarak bulunmustur. Diyabetli hastalarin kadin ve erkek oranlart ise; %
57.5ve % 42.5 olarak bulundu ve cinsiyete bagimli olarak ve gruplar arasinda
onemli bir fark goriilmedi (p>0.05). Yas ortalamasi kontrol grubunda 52.07+7.65,
diyabet grubunda 53.57+£10.12 bulundu ve gruplar arasinda O6nemli bir fark
goriilmedi (p>0.05). Aclik kan sekeri diizeyi kontrol grubunda 97.10+9.62 mg/dL,
tip 2 diyabet hastalarinda 202.18+67.80 mg/dL olarak bulunmus olup gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulundu (p<0.001). HbAlc oranlar
kontrol grubunda % 5.50+1.51 iken tip 2 diyabet hastalarinda % 9.19+2.08 olarak
bulundu.Viicut kitle indeksi kontrol grubunda 24.08+2.33 iken tip 2 diyabet
hastalarinda 29.58+4.12 olarak belirlendi. HbAlc ve wviicut kitle indeksi
bakimindan gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulundu (p<0.001). Kontrol grubu
ve tip 2 diyabet hastalarinda sistolik kan basinci sirasi ile 122.54+11.40 ve
138.60+18.56 (p<0.001), diastolik kan basinct ise 72.35+6.91 ve 80.45+10.81

(p<0.01) olarak bulundu.
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Tablo II. Kontrol ve Tip 2

biyokimyasal degerleri.

diyabetli (DM) hasta gruplarinin klinik ve

Kontrol DM Onenlilik (p)
n(Kadin/Erkek) 102(57/45) 200(115/85) AD
Yas (yil) 52.07+7.65 53.57£10.12 AD
AKS (mg/dL) 97.10+£9.62 202.18+67.80 <0.001
Diyabet siiresi (y1l) - 6.48+4.26 -
HbA1lc (%) 5.50+1.51 9.19+2.08 <0.001
HDL-kolesterol (mg/dL) 44.67+7.27 43.46+11.65 AD
LDL-kolesterol (mg/dL) 120.32+25.23 135.27+37.12 <0.001
T- kolesterol (mg/dL) 171.95£35.32 | 207.60+£59.80 <0.001
Trigliserid (mg/dL) 141.17+41.68 175.64+92.50 <0.001
SKB (mmHg) 122.54+11.40 138.60+18.56 <0.001
DKB (mmHg) 72.35+6.91 80.45+10.81 <0.01
VKIi (kg/m") 24.08+2.33 29.58+4.12 <0.001
Serum PON 1 aktivitesi (U/L)

544.92+302.52 | 500.87+328.58 AD
Eritrosit SOD aktivitesi
(U/grHb) 408.79+85.42 | 396.90+65.20 AD
Eritrosit Katalaz aktivitesi
(k/grHb) 414.64+89.55 | 384.01£90.40 <0.05
Eritrosit GSH-Px aktivitesi
(mU/grHb) 251.10+53.65 193.39+50.91 <0.01
Plazma MDA (nmol/ml) 4.66+0.96 6.34+1.65 <0.001

AD: Istatistiksel olarak anlamh degil.
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5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve RFLP ile Genotiplendirme

Bulgulan

Sekil 8a. Lokositlerden izole edilen DNA’lardan Q/R 192 polimorfik bolgesine
spesifik primerler kullanilarak elde edilen PZR {iriinliniin ethidium bromide ile
boyanmis % 3,5’luk agaroz jelin ultraviyole transilluminatdrdeki goriintiisii.

M: DNA ladder (100bp), N: Negatif kontrol, 1-10. siralar: 99 bp’lik PZR iiriinleri.

99 bp
66 bp

33 bp

Sekil 8b. Q/R polimorfik bdlgesine spesifik primerler kullanilarak elde edilen
PCR f{iriiniiniin Alw I restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi ethidium bromide ile
boyanmis % 3,5’luk agaroz jelin ultraviyole transilluminatdrdeki goriintiisii.

M: DNA ladder (100bp), 1-3. siralar: 99 bp’lik Alw I enziminin kesim noktasi
icermeyen (Q/Q 192 homozigot bireyler) ornekler, 4-6. siralar: Alw I restriksiyon
enziminin kismen kestigi (Q/R heterozigot bireyler) 6rnekler, 7-9. siralar: Alw 1
restriksiyon enziminin tamamen kestigi (R/R homozigot bireyler) 6rnekler.
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170 bp

Sekil 9a. Lokositlerden izole edilen DNA’lardan L/M 55 polimorfik bdlgesine
spesifik primerler kullanilarak elde edilen PCR {iriiniiniin ethidium bromide ile
boyanmis % 3,5’luk agaroz jelin ultraviyole transilluminatérdeki goriintiisii.

M: DNA ladder (100bp), 1-10. siralar: 170 bp’lik PCR iiriinleri.

Sekil 9b. L/M 55 polimorfik bdlgesine spesifik primerler kullanilarak elde edilen
PCR iiriiniiniin Hsp92 11 restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi ethidium bromide
ile boyanmis % 3,5’luk agaroz jelin ultraviyole transilluminatordeki goriintiisii.

M: DNA ladder (100bp), 1,4,5,7,8,12,14,15 ve 17. siralar: 170 bp’lik Hsp92 11
enziminin kesim noktasi icermeyen (L/L 55 homozigot bireyler) ornekler,
2,3,10,11 ve 16. siralar: Hsp92 II enziminin kismen kestigi (L/M heterozigot
bireyler) ornekler, 6,9 ve 13.siralar: Hsp92 1II restriksiyon enziminin tamamen
kestigi (M/M homozigot bireyler) 6rnekler.
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5.3. PON 1 Q/R 192 ve L/M 55 Genotip Dagilim ile Q/R ve L/M Allel

Sikhiginin Kontrol ve DM Gruplarindaki Dagilimlar:

5.3.1. PON 1 Q/R 192 Genotip Dagilimi ve Q/R Allel Sikhig:

Kontrol grubu ve tip 2 diyabetli hastalarin olusturdugu DM grubunun
PON 1 Q/R 192 genotip dagilimi ile Q ve R alel siklig1 Tablo 3’te gosterilmistir.
Kontrol grubunda QQ, QR ve RR genotip sikligi sirasi ile % 44.1, % 45.1 ve %
10.8 iken DM grubunda bu oranlar sirasi ile % 47.5, % 40.5 ve %12 olarak
bulundu. QQ ve RR genotipleri DM grubunda daha sik goriiliirken QR genotipi
kontrol grubunda daha sik goriildii ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi(p>0.05). Kontrol grubunda Q alleli % 66.6, R alleli %33.4 oranlarinda
bulunurken DM grubunda Q alleli %67.7, M alleli %32.3 oraninda bulundu. Her
iki grupta en sik bulunan allel Q alleli olup Q ve R allel siklig1 bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi (p>0.05).

5.3.2. PON 1 L/M 55 Genotip Dagilimi ve L/M Allel Siklig:

Kontrol grubu ve tip 2 diyabetli hastalarin olusturdugu DM grubunun
PON 1 L/M 55 genotip dagilimi ile L ve M allel siklig1 Tablo 3’te gosterilmistir.
Kontrol grubunda LL, LM ve MM genotip siklig1 sirasi ile % 42.2, % 44.1 ve %
13.7 iken DM grubunda bu oranlar sirasi ile %39.5, %48 ve %12.5 olarak
bulundu. Her iki grupta da en sik goriilen genotip LM genotipi olup kontrol
grubuna gore DM grubunda daha fazla goriildii ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05). LL ve MM genotipleri, DM grubuna goére kontrol
grubunda daha sik bulunurken bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05). Kontrol grubunda L alleli % 64.2, M alleli %35.8 oranlarinda

bulunurken DM grubunda L alleli %63.5, M alleli %36.5 oraninda bulundu. Her
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iki grupta en sik bulunan allel L alleli olup L ve M allel sikligi bakimindan

gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo III. Kontrol ve DM Gruplarinda PON 1 Q/R 192 ve L/M 55 Genotip

Dagilimi ve Q/R ve L/M Allel Siklig.

Kontrol DM
Q/R 192 Genotip dagilimi
QQ 45(%44.1) 95(%47.5) AD
QR 46(%45.1) 81(%40.5) AD
RR 11(%10.8) 24(%12) AD
Allel sikhig1
Q 136(%66.6) 271(%67.7) AD
R 68(%33.4) 129(%32.3) AD
L/M 55 Genotip dagilimi
LL 43 (% 42.2) 79 (% 39.5) AD
LM 45 (% 44.1) 96 (% 48) AD
MM 14 (% 13.7) 25 (% 12.5) AD
Allel sikhig1
L 131 (% 64.2) 254 (% 63.5) AD
M 73 (% 35.8) 146 (% 36.5) AD

AD: Istatistiksel olarak anlamh degil.
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Tablo I'Va. Kontrol ve DM gruplarinin PON 1, SOD, CAT, GSH-Px Enzim Aktiviteleri, MDA Diizeyleri ve Lipid Profillerinin
PON 1 Q/R 192 Genotiplerine Goére Dagilim1

Kontrol Grubu DM Grubu
Q/R 192 Genotipi QQ QR RR QQ QR RR
PON 1 (U/L) 414.22+188.48*° | 539.69+ 249.87°¢ | 1101.45 +263.43 | 413.65 +269.88" | 443.23 +228.23 | 1040.60+ 328.89
SOD (U/grHb) 402.68 + 43.91 405.58 £83.55 | 447.18+178.79 |393.63+65.82 |399.50+67.02 | 401.04 +58.06
Katalaz (k/grHb) 401.40+54.30 | 418.17+71.73% | 454.09+205.71 | 380.28 + 88.61 386.85+92.47 | 389.16 +93.57
GSH-Px (mU/grHb) 267.33+46.35%% [ 24034 £ 51.72" | 229.72+73.22 197.15 £ 52.00 186.83£49.19 | 200.62 +51.92
MDA (nmol/ml) 4.52+0.87° 4.78+ 0.98" 471+ 1.24 6.33+ 1.90 6.48 +1.33 5.90 +1.53
HDL-Kkolesterol
(mg /dL) 44.44 + 8.75 45.43 +6.02 42.45+5.10 43.61 +8.70 43.56 + 14.59 42.50 + 11.11
LDL-Kkolesterol
(mg /dL) 117.31+2538" | 121.89+£25.93' | 126.09 +21.97 134.13 £ 36.18 138.30 + 39.76 129.50 + 31.59
Kolesterol (mg /dL) 169.31 £33.46" | 174.54+35.88" | 171.90 +42.60' | 205.44+58.65 |210.34+63.30 | 206.87 + 53.82
Trigliserid(mg /dL) 13297 +£31.93° | 14932 £49.44'" | 140.63 + 38.08 170.95 + 69.03 186.79 + 111.84 | 156.54 + 100.68

P<0.01, kontrol grubunda QR ile karsilagtirildiginda
°P<0.05, kontrol grubunda QR ile karsilastirildiginda
‘P<0.0001, DM grubunda QQ ile kargilastirildiginda

£P<0.05, DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
'P<0.01, DM grubunda QR ile karsilastirildiginda

¥P<0.0001, DM grubunda RR ile karsilastirildiginda
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°P<(.0001, kontrol grubunda RR ile karsilastirildiginda
4p<0.05, kontrol grubunda RR ile karsilastirildiginda
P<0.01, DM grubunda QQ ile karsilastirildiginda
%’P<0.0001, DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
’P<0.05, DM grubunda RR ile karsilagtirildiginda




Tablo I'Vb. Kontrol ve DM gruplarimin PON 1, SOD, CAT, GSH-Px Enzim Aktiviteleri, MDA Diizeyleri ve Lipid Profillerinin
PON 1 L/M 55 Genotiplerine Gore Dagilimi

Kontrol Grubu DM Grubu
L/M Genotipi LL LM MM LL LM MM
PON 1 (U/L) 605.14+272.86" | 581.22+321.06™¢ | 242.57+81.13 601.50+£351.33" | 476.39+299.74' | 276.84+224.58
SOD (U/grHb) 414.90+114.54 | 400.15+55.54 417.78+58.30 396.81+71.01 399.23+62.73 388.20+56.45
Katalaz (k/grHb) 427.04+112.58 | 406.84+70.63 401.64+59.78 394.08+88.92 380.77+87.81 364.60+103.77
GSH-Px (mU/grHb) | 243.90+55.28" | 248.91+55.60" | 280.28+30.35' 197.74+52.17 190.20+51.93 191.88+43.21
MDA (nmol/ml) 4.45+0.77%¢ 4.66+1.08™" 5.31+0.83' 6.14+1.63 6.25+1.67" 7.28+1.29
HDL-Kkolesterol
(mg/ dL) 45.55+7.97 44.88+7.12 41.28+4.35 43.82+15.26 44.26+8.79 39.24+6.48
LDL-kolesterol
(mg /dL) 116.16+£23.50 | 121.06+28.66 130.71+14.36 135.29+38.72 134.94+35.09 136.44+40.89
Kolesterol (mg /dL) | 173.58+38.42" | 168.22+34.05° | 178.92+29.80/ 199.68+56.89 210.37+61.26 221.96+61.86
Trigliserit (mg/dL) | 145.90+45.00° | 131.42+£29.49"" | 158.00+57.48 176.10+82.45 171.56£91.62 189.84+123.86

*P<0.0001, kontrol grubunda MM ile karsilagtirildiginda,
“P<0.01, kontrol grubunda MM ile karsilastirildiginda
°P<0.001, DM grubunda LL ile karsilastirildiginda
£P<0.05, DM grubunda LM ile karsilastirildiginda
'P<0.0001, DM grubunda MM ile karsilastirildiginda
¥P<0.01, DM grubunda LM ile karsilastirldiginda

76

°P<0.05, kontrol grubunda MM ile karsilastirildiginda,
4p<0.0001, DM grubunda LL ile karsilastirildiginda,
P<0.01, DM grubunda LL ile karsilastirildiginda
}_’P<0.0001, DM grubunda LM ile karsilastirildiginda
’P<0.01, DM grubunda MM ile karsilastirildiginda
'P<0.05, DM grubunda MM ile karsilastirildiginda




5.4. Serum PON 1 Aktiviteleri

Serum PON 1 aktiviteleri kontrol grubunda (544.92+302.52 U/L) DM
grubunda (500.87+328.58 U/L) olarak bulunmus olup gruplar arasi farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo IT). Serum PON 1 aktiviteleri; DM
ve kontrol grubunda, Q/R 192 genotiplerine goére incelendiginde sirasi ile
413.65+269.88 ve 414.22+188.48 U/L, QR genotipinde 443.234228.23 ve
539.69+249.87 U/L (p<0.05), RR genotipinde 1040.60+328.89 ve 1101.45+263.43
U/L olarak bulundu. Her iki grupta RR genotipindeki bireylerin serum PON 1
aktivitesi QQ ve QR genotiplerindeki bireylerin PON 1 aktivitelerine gore istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.0001). Serum PON 1 aktiviteleri L/M 55 genotiplerine
gore incelendiginde, DM ve kontrol grubunda LL genotipinde sirasi ile
601.50+£351.33 ve 605.14+272.86 U/L, LM genotipinde 476.39+299.74 ve
581.224321.06 U/L (p<0.05), MM genotipinde 276.84+224.58 ve 242.57+81.13 U/L
(p>0.05) olarak bulundu. DM grubunda, LL genotipindeki bireylerin serum PON 1
aktiviteleri LM (p<0.01) ve MM (p<0.0001), genotiplerine gore, LM genotipindeki
bireylerin PON 1 aktiviteleri MM genotipine gore (p<0.05) istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Kontrol grubunda, LL genotipindeki bireylerin serum PON 1
aktiviteleri LM genotipindeki bireylerin PON 1 aktivitelerinden yiiksek bulunmasina
ragmen sonuglar istatiksel olarak anlamsiz bulunurken ayni grupta LL genotipindeki
bireylern serum PON 1 aktiviteleri, MM genotipindeki bireylerin serum PON 1
aktivitelerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore serum

PON laktiviteleri Sekil 10a ve 10b’de verilmistir.
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Kontrol DM grubu

16007 =
¥
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QQ QR RR QQ QR RR
Sekil 10a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore serum PON 1 aktiviteleri.
*: p<0.01; Kontrol grubunda QR ile karsilastirildiginda
¥: p<0.0001; Kontrol grubunda RR ile karsilastirildiginda
§: p<0.05; DM grubunda QR ile karsilagtirildiginda
+:p<0.0001; DM grubunda RR ile karsilastirildiginda
Eontrol DM grubu
1600 = -
J i
LL LB M LL LM MM

Sekil 10b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore serum PON 1 aktiviteleri.

*: p<0.0001; Kontrol grubunda MM ile karsilagtirildiginda
¥: p<0.05; DM grubunda LM ile karsilagtirildiginda

£: p<0.01; DM grubunda LM ile karsilastirildiginda

§: p<0.0001;DM grubunda LM ile karsilastirildiginda

T: p<0.05: DM grubunda MM ile karsilastirildiginda
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5.5. Eritrosit SOD Aktiviteleri

Eritrosit SOD aktiviteleri kontrol grubunda 408.79+85.42 U/grHb DM
grubunda ise 396.90+65.20 U/grHb olarak bulundu. Gruplar arasi farklilik
istatistiksel olarak onemli degildir (Tablo II). Q/R 192 genotiplerine gbére enzim
aktivitesi incelendiginde, DM ve kontrol grubunda, QQ genotipinde sirasi ile
393.63+65.82 U/grHb ve 402.68+43.91 U/grHb, QR genotipinde 399.50+67.02
U/grHb ve 405.58+83.55 U/grHb, RR genotipinde 401.04+58.06 U/grHb ve
447.18+178.79 U/grHb bulundu. Q/R 192 genotiplerine gore eritrosit SOD
aktiviteleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. Her iki grupta
RR genotipindeki bireylerin eritrosit SOD aktivitesi QQ ve QR genotiplerindeki
bireylerin SOD aktivitelerine, QR genotipindeki bireylerin eritrosit SOD aktivitesi
QQ genotipindeki bireylerin eritrosit SOD aktivitesi gére anlamli olamayan derecede
yiiksek bulundu (p>0.05). L/M 55 genotiplerine gore incelendiginde, eritrosit SOD
aktiviteleri DM ve kontrol grubunda LL genotipinde siras1 ile 396.81+71.01 U/grHb
ve 414.90+114.54 U/grHb, LM genotipinde 399.23+62.73 U/grHb ve 400.15+55.54
U/grHb, MM genotipinde 388.20+56.45 ve 417.78+58.30 U/grHb (p>0.05) bulundu.
L/M 55 genotipleri bakimindan her iki grupta grup icinde ve gruplar arasinda eritrosit
SOD aktiviteleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore

eritrosit SOD aktiviteleri Sekil 11a ve 11b’de verilmistir.
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Kontrol DM grubu
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Sekil 11a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore eritrosit SOD aktiviteleri.
Kontrol DM grubu
8007 b
z
20 600" -
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§ .
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LL LM MM LL M MM

Sekil 11b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore eritrosit SOD aktiviteleri.
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5.6. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktiviteleri

Eritrosit katalaz aktiviteleri incelendiginde DM grubunda 384.01+90.40
k/grHb kontrol grubunda ise 414.64+89.55 k/grHb olup gruplar arasi farklilik
istatiksel olarak onemli bulundu (p<0.05) (Tablo II).Enzim aktiviteleri Q/R 192
genotiplerine gore incelendiginde, DM ve kontrol grubunda, QQ genotipinde sirasi
ile 380.28+88.61 k/grHb ve 401.40+54.30 k/grHb, QR genotipinde 386.85+92.47
k/grHb ve 418.17+£71.73 k/grHb (p<0.05), RR genotipinde 389.16+93.57 ve
454.09+205.71 k/grHb olarak bulundu. Her iki grupta RR genotipindeki bireylerin
eritrosit katalaz aktivitesi QQ ve QR genotiplerindeki bireylerin katalaz aktivitelerine
gore yliksek olmasina ragmen genotipler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak
anlamsiz bulundu. L/M 55 genotiplerine gore incelendiginde, eritrosit katalaz
aktiviteleri DM ve kontrol grubunda LL genotipinde sirasi ile 394.08+88.92 k/grHb
ve 427.04+£112.58 k/grHb, LM genotipinde 380.77+87.81 k/grHb ve 406.84+70.63
k/grHb, MM genotipinde 364.60+103.77 k/grHb ve 401.64+59.78 k/grHb olarak
bulundu. L/M 55 genotipleri bakimindan her iki grupta grup ic¢inde ve gruplar
arasinda eritrosit katalaz aktiviteleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore

eritrosit katalaz aktiviteleri Sekil 12a ve 12b’de verilmistir.
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Katalaz (k/grHb)

Katalaz (k/grHb)

Kontrol DM grubu

10007 7

7507 .

500™ =
= B ==

2507 -

QQ QR RR QQ QR RR
Sekil 12a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore eritrosit katalaz aktiviteleri.

*: p<0.05; DM grubunda QR ile karsilastirildiginda

Kontrol DM grubu
10007 .

7507 =

5009 =

2507 -

LL LM MM LL LM MM

Sekil 12b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore eritrosit katalaz aktiviteleri.
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5.7. Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri

Eritrosit GSH-Px aktiviteleri incelendiginde DM grubunda 193.39+50.91
mU/grH) kontrol grubuna (251.10+£53.65 mU/grHb) gore istatistiksel olarak 6nemli
derecede diisik bulundu (p<0.01) (Tablo II). Q/R 192 genotiplerine gore
incelendiginde, DM ve kontrol grubunda, QQ genotipinde siras1 ile 197.15+£52.00
mU/grHb ve 267.33+46.35 mU/grHb (p<0.0001), QR genotipinde 186.83+49.19
mU/grHb ve 240.34+51.72 mU/grHb (p<0.0001), RR genotipinde 200.62+51.92
mU/grHb ve 229.72+73.22 mU/grHb olarak bulundu. Her iki grupta QQ
genotipindeki bireylerin eritrosit GSH-Px aktivitesi QR ve RR genotiplerindeki
bireylerin GSH-Px aktivitelerine gore yiiksek bulunmasina ragmen bu farkliliklar
istatiksel olarak anlamli degildir. L/M 55 genotiplerine gore incelendiginde, eritrosit
GSH-Px aktiviteleri DM ve kontrol grubunda LL genotipinde sirasi ile 197.74£52.17
mU/grHb ve 243.90+55.28 mU/grHb (p<0.0001), LM genotipinde 190.20+51.93
mU/grHb ve 248.91+£55.60 mU/grHb (p<0.0001), MM genotipinde 191.88+43.21
mU/grHb ve 280.28+30.35 mU/grHb (p<0.0001) bulundu. L/M 55 genotipleri
bakimindan her iki grupta grup i¢inde eritrosit GSH-Px aktiviteleri bakimindan
istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore

eritrosit GSH-Px aktiviteleri Sekil 13a ve 13b’de verilmistir.
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Sekil 13a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore eritrosit GSH-Px
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*. p<0.05; Kontrol grubunda QR ile karsilastirildiginda
¥ p<0.05; Kontrol grubunda RR ile karsilastirildiginda
§: p<0.0001; DM grubunda QQ ile karsilastirildiginda
+:p<0.0001; DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
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Sekil 13b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore eritrosit GSH-Px aktiviteleri.

*: p<0.05; Kontrol grubunda MM ile karsilagtirildiginda
¥: p<0.0001; DM grubunda LL ile karsilastirildiginda

§: p<0.0001; DM grubunda LM ile karsilastirildiginda
1: p<0.0001; DM grubunda MM ile karsilastirildiginda
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5.8. Plazma MDA Diizeyleri

Plazma MDA diizeyleri DM grubunda (6.34+1.65 nmol/ml) kontrol grubuna
(4.66+£0.96 nmol/ml) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(p<0.001) (Tablo II). Q/R 192 genotiplerine gore incelendiginde, DM ve kontrol
grubunda, QQ genotipinde sirasi ile 6.33+1.90 nmol/mL ve 4.52+0.87 nmol/mL
(p<0.0001), QR genotipinde 6.48+1.33 nmol/mL ve 4.78+0.98 nmol/mL (p<0.0001),
RR genotipinde 5.90+1.53 nmol/mL ve 4.71£1.24 nmol/mL olarak bulundu. Her iki
grupta QR genotipindeki bireylerin plazma MDA diizeyleri QQ ve RR
genotiplerindeki bireylerin plazma MDA diizeylerine gore yiiksek olmasina ragmen
sonuglar istatiksel olarak ©onmli bulunmadi. L/M 55 genotiplerine gore
incelendiginde, plazma MDA diizeyleri DM ve kontrol grubunda LL genotipinde
sirast ile 6.14+1.63 nmol/mL ve 4.454+0.77 nmol/mL (p<0.0001), LM genotipinde
6.25+1.67 nmol/mL ve 4.66+1.08 nmol/mL (p<0.0001), MM genotipinde 7.28+1.29
nmol/mL ve 5.31+£0.83 nmol/mL olarak (p<0.0001) bulundu. Her iki grupta grup
icinde plazma MDA diizeyleri MM genotipindeki bireylerde LL (p<0.01) ve LM
(p<0.05) genotipindeki bireylere gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore

plazma MDA diizeyleri Sekil 14a ve 14b’de verilmistir.
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Sekil 14a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore plazma MDA diizeyleri.
*: p<0.0001; DM grubunda QQ ile karsilastirildiginda
¥: p<0.0001; DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
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Sekil 14b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore plazma MDA diizeyleri.

*: p<0.01; Kontrol grubunda MM ile karsilagtirildiginda
¥: p<0.0001; DM grubunda LL ile karsilastirildiginda

£: p<0.05; Kontrol grubunda MM ile karsilastirildiginda
§: p<0.0001; DM grubunda LM ile karsilagtirildiginda.
+: p<0.0001; DM grubunda MM ile karsilastirildiginda
9: p<0.01; DM grubunda MM ile karsilastirildiginda

¥: p<0.05; DM grubunda MM ile karsilastirildiginda

86



5.9. Serum HDL-Kolesterol Diizeyleri

Serum HDL-kolesterol diizeyleri DM grubunda 43.46+11.65 mg/dL, kontrol
grubunda 44.67+7.27 mg/dL olarak bulundu (Tablo II). Q/R 192 genotiplerine gore
incelendiginde, DM ve kontrol grubunda, QQ genotipinde siras1 ile 43.61+8.70
mg/dL ve 44.44+8.75 mg/dL, QR genotipinde 43.56+14.59 mg/dL ve 45.43+6.02
mg/dL, RR genotipinde ise 42.50+11.11 mg/dL ve 42.45+5.10 mg/dL olarak
bulundu. Her iki grupta Q/R 192 genotipi bakimindan gruplar arasi ve grup iginde
serum HDL-kolesterol diizeyleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi. L/M 55 genotiplerine gore incelendiginde, serum HDL-kolesterol
diizeyleri DM ve kontrol grubunda LL genotipinde sirasi ile 43.82+15.26 mg/dL ve
45.55+7.97 mg/dL, LM genotipinde 44.26+8.79 mg/dL ve 44.88+7.12 mg/dL, MM
genotipinde 39.24+6.48 mg/dL ve 41.28+4.35 mg/dL olarak bulundu. Her iki grupta
L/M 55 genotipi bakimindan gruplar arast ve grup i¢inde serum HDL-kolesterol
diizeyleri bakimindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore serum

HDL-kolesterol diizeyleri Sekil 15a ve 15b’de verilmistir.
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Sekil 15a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore serum HDL-kolesterol
diizeyleri.

Kontrol DM grubu
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Sekil 15b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore serum HDL-kolesterol diizeyleri.
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5.10. Serum LDL-Kolesterol Diizeyleri

Serum LDL-kolesterol diizeyleri DM grubunda 135.27+37.12 mg/dL kontrol
grubunda ise 120.32+25.23 mg/dL olarak bulundu. Serum LDL-kolesterol diizeyleri
bakimindan gruplar aras1 farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.001) (Tablo II).
Q/R 192 genotiplerine gore incelendiginde, DM ve kontrol grubunda, QQ
genotipinde sirast ile 134.13+36.18 mg/dL ve 117.31+25.38 mg/dL (p<0.01), QR
genotipinde 138.30+£39.76 mg/dL ve 121.89+25.93 mg/dL (p<0.01), RR genotipinde
ise 129.50+£31.59 mg/dL ve 126.09+21.97 mg/dL olarak bulundu. Kontrol ve diabet
gruplarinda QQ ve QR genotipleri bakimindan serum LDL-kolesterol diizeyleri
arasindaki farklilik istatiksel olarak énemli bulundu (p<0.01). L/M 55 genotiplerine
gore incelendiginde, serum LDL-kolesterol diizeyleri DM ve kontrol grubunda LL
genotipinde sirasi ile 135.29+£38.72 mg/dL ve 116.16+£23.50 mg/dL, LM genotipinde
134.94+35.09 mg/dL ve 121.06+£28.66 mg/dL, MM genotipinde ise 136.44+40.89
mg/dL ve 130.71+14.36 mg/dL bulundu. Her iki grupta L/M 55 genotipi bakimindan
grup i¢inde serum LDL-kolesterol diizeyleri bakimindan istatiksel yonden anlamli bir
farklilik bulunmadi.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore serum

LDL-kolesterol diizeyleri Sekil 16a ve 16b’de verilmistir.
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Sekil 16a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore serum LDL-kolesterol diizeyleri.

*: p<0.01, DM grubunda QQ ile karsilastirildiginda
¥: p<0.01, DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
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Sekil 16b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore serum LDL-kolesterol diizeyleri
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5.11. Serum Kolesterol Diizeyleri

Serum kolesterol diizeyleri DM grubunda (207.60+£59.80 mg/dL) kontrol
grubuna (171.954+35.32 mg/dL) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0.001) (Tablo II). Q/R 192 genotiplerine gore incelendiginde, DM ve
kontrol grubunda, QQ genotipinde sirasi ile 205.44+£58.65 mg/dL ve 169.31+£33.46
mg/dL (p<0.01), QR genotipinde 210.34+63.30 mg/dL ve 174.54+£35.88 mg/dL
(p<0.0001), RR genotipinde ise 206.87+£53.82 mg/dL ve 171.90+42.60 mg/dL olarak
bulundu (p<0.05). Her iki grupta QR genotipindeki bireylerin serum kolesterol
diizeyleri QQ ve RR genotiplerindeki diizeylerden yiiksek bulunmus olup grup i¢inde
serum kolesterol diizeyleri bakimindan istatiksel olarak Onemli bir farklilik
saptanmadi. L/M 55 genotiplerine gore incelendiginde, serum kolesterol diizeyleri
DM ve kontrol grubunda LL genotipinde sirast ile 199.68+56.89 mg/dL ve
173.58+38.42 mg/dL (p<0.01), LM genotipinde 210.37+61.26 mg/dL ve
168.22+34.05 mg/dL (p<0.01), MM genotipinde 221.96+61.86 mg/dL ve
178.92+£29.80 mg/dL olarak bulundu (p<0.01). Her iki grupta L/M 55 genotipi
bakimindan grup i¢inde serum kolesterol diizeyleri bakimindan istatiksel olarak
anlamli bir farklilik tespit edilmedi.

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore serum

kolesterol diizeyleri Sekil 17a ve 17b’de verilmistir.
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Sekil 17a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore serum kolesterol diizeyleri.

*: p<0.01; DM grubunda QQ ile karsilastirildiginda
¥: p<0.0001; DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
1: p<0.05; DM grubunda RR ile karsilastirildiginda
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Sekil 17b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore serum kolesterol diizeyleri.
*: p<0.01; DM grubunda LL ile karsilagtirildiginda

T: p<0.01; DM grubunda LM ile karsilastirildiginda
¥: p<0.01; DM grubunda MM ile karsilagtirildiginda
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5.12. Serum Trigliserid Diizeyleri

Serum trigliserid diizeyleri DM grubunda (175.64+92.50 mg/dL) kontrol
grubuna (141.17+41.68 mg/dL) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek
bulundu (p<0.001) (Tablo II). Q/R 192 genotiplerine gore incelendiginde, DM ve
kontrol grubunda, QQ genotipinde sirasi ile 170.95+69.03 mg/dL ve 132.97+£31.93
mg/dL (p<0.0001), QR genotipinde 186.79+111.84 mg/dL ve 149.32+49.44 mg/dL
(p<0.01), RR genotipinde ise 156.54+100.68 mg/dL ve 140.63+38.08 mg/dL olarak
bulundu. Her iki grupta QR genotipindeki bireylerin serum trigliserid diizeyleri QQ
ve RR genotiplerindeki bireylerdeki diizeylerden yiiksek bulunmus olup grup i¢inde
serum trigliserid diizeyleri bakimindan istatiksel olarak onemli bir farklilik tespit
edilmedi. L/M 55 genotiplerine gore incelendiginde, serum trigliserid diizeyleri DM
ve kontrol grubunda LL genotipinde sirasi ile 176.10+82.45 mg/dL ve 145.90+45.00
mg/dL (p<0.01), LM genotipinde 171.56£91.62 mg/dL ve 131.424+29.49 mg/dL
(p<0.0001), MM genotipinde ise 189.84+123.86 mg/dL ve 158.00+57.48 mg/dL
olarak bulundu. DM grubunda L/M 55 genotipi bakimindan grup i¢inde serum
trigliserid diizeyleri bakimindan istatiksel yonden 6nemli bir farklilik tespit edilmez
iken, kontrol grubunda MM genotipindeki bireylerin trigliserid diizeyleri LM
genotipindeki bireylerin trigliserid diizeylerinden istatiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0.05).

DM grubu ve Kontrol grubunun Q/R 192 ve L/M 55 genotiplerine gore serum

trigliserid diizeyleri Sekil 18a ve 18b’de verilmistir.
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Sekil 18a. Gruplarin Q/R 192 genotiplerine gore serum trigliserid diizeyleri.
*: p<0.0001; DM grubunda QQ ile karsilastirildiginda
¥: p<0.01; DM grubunda QR ile karsilastirildiginda
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Sekil 18b. Gruplarin L/M 55 genotiplerine gore serum trigliserid diizeyleri.
*: p<0.01; DM grubunda LL ile karsilagtirildiginda

¥: p<0.05; Kontrol grubunda MM ile karsilastirildiginda
+: p<0.0001; DM grubunda LM ile karsilastirildiginda
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6. TARTISMA

Diabetes mellitus (DM), insiilin hormonunun sekresyonunda veya
fonksiyonunda eksiklik sonucu ortaya ¢ikan artmis kan glukozu ile karakterize bir
sendromdur (10). Ozellikle gelismis iilkelerde daha yiiksek oranlarda rastlanmakla
birlikte diinyadaki biitiin 6ltimlerin sebepleri arasinda 4. veya 5. siray1r almaktadir.
Glintimiizde 150 milyon olan diyabetli sayisinin 2025 yilinda 300 milyona ulasacagi
tahmin edilmektedir (155).

Diyabette goriilen kronik hiperglisemi uzun vadeli bir¢ok hasara neden
olmakta ve 6zellikle goz, bobrek, sinir, kalp ve damar gibi organlarda ¢esitli bozukluk
ve yetersizliklere neden olmaktadir (10).

Tip 2 DM multifaktoryel bir hastalik tablosu olup kalitim ve ¢evre faktorleri
arasindaki degisebilen karsilikli etkilesimler sonucunda meydana gelir. Hastaligin
meydana gelmesinde rol alan kalitsal faktorlere bakildiginda birden fazla genin
miidahil oldugu poligenik bir durum oldugu goriilmektedir (166). Genetik ¢alismalar
genom lizerindeki bazi lokuslarin veya genlerin tip 2 DM igin predispozisyon
olusturdugunu gostermekle beraber bu bolge veya genlerden her birisinin hastaliktaki
rolii hala tam agikliga kavugmamistir (166).

Lipidlerin ~ oksidasyonunun  diyabetin ~ mikro ~ ve  makrovaskiiler
komplikasyonlarinin olusmasinda 6nemli rolii vardir. Diyabetli hastalarda yapilan
calismalarda PON 1 aktivitesinin saglikli insanlara gore daha diisiik oldugu bulunmus
ve boylece PON 1, tip 2 DM ile iliskilendirilmistir (4,101).

PON 1 geninde PON 1 gen ekspresyonu, protein yogunlugu ve enzim
aktivitesi iizerinde etkili olduklari bilinen, promotoér ve kodlayan bolgelerde yer alan

birkag polimorfizm bulunmaktadir. PON 1 kodlayan bolgesinde L/M 55 ve
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Q/R 192 polimorfizmleri goriilmektedir. Bu iki polimorfizmin goriilme siklig1
degisik etnik gruplar arasinda farkliliklar gostermektedir.

55. konumda L ve M allel siklig1 diyabetli ve kontrol gruplarinin toplami
degerlendirildiginde Almanlar’da % 67 ve % 33 (29), Ingilizlerde % 66 ve % 34
(101), ispanyol toplumunda %6 1 ve % 39 (45), Fin toplumunda % 65 ve % 35 (132)
ve Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada ise (4) % 73 ve % 27 oranlarinda bulunmustur.
Diyabet hastalar1 ve diyabet olmayan bireyler iizerinde yapilan calismalarda L/M
genotip dagilimi ve L ve M allel sikligi bakimindan kontrol ve diyabetli gruplar
arasinda onemli bir fark bulunmamistir (4). Bu calismada L ve M allel siklig1
sirastyla kontrol grubunda %64.2 ve % 35.8, DM grubunda %63.5 ve %36.5
bulundu. Genotip dagilimi bakimindan kontrol grubunda sirasiyla, % 42.2 LL, %
44.1, LM ve % 13.7 MM, DM grubunda % 39.5 LL, % 48 LM ve % 12.5 oraninda
MM genotipleri bulundu. Kontrol ve DM grubu karsilagtirildiginda L ve M alel
sikligi ile L/M 55 genotip dagilimi bakimindan iki grup arasinda 6nemli bir fark
bulunmadi. Bu sonuglar PON 1 L/M 55 polimorfizminin tip 2 diyabet riski icin
onemli bir genetik yatkinlik olusturmadigi yoniindeki bulgular (4,52) ile uyum
icerisindedir. Q/R 192 polimorfizminin kontrol ve diyabetli gruplardaki dagiliminin
arastirildigr caligsmalarda farkli sonuglar bildirilmektedir. Ferre ve arkadaslari (45),
Inoue ve arkadaslari (78), ve Agachan ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmalarda (4); Q
ve R allel siklig1 ile Q/R 192 genotip dagiliminin kontrol ve diyabet gruplari arasinda
istatiksel yonden Onemli bir farklilik gostermedigini bildirmislerdir. Mevcut
calismamizda Q ve R allel siklig1 ve Q/R genotipleri dagilimi acisindan kontrol ve
diyabet gruplar arasinda kiiglik farkliliklar olmakla birlikte bu farklar istatistiksel

olarak 6nemli bulunmamisir (p>0.05). Kontrol grubunda Q ve R allel siklig1 %66.6
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ve %33.4; QQ, QR ve RR genotipleri sirastyla % 44.1, %45.1, %10.8 bulundu. DM
grubunda Q ve R allel siklig1 %67.7 ve %32.3; QQ, QR ve RR genotipleri sirastyla %
47.5, %40.5, %12 bulundu. Q/R 192 polimorfizmleri bakimindan kontrol ve diyabet
gruplari arasinda istatiksel olarak 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). Bu
bulgular; PON 1 192 polimorfizminin tip 2 diyabet i¢in genetik bir risk olusturmadigi
kanisin1  olusturmaktadir. Yapilan birgok ¢alismada da PON 1 Q/R 192
polimorfizminin diyabet ve komplikasyonlar1 i¢in genetik bir risk faktori olmadigi
bildirilmis olup (11,52,72)calismalarin sonuglari bizim c¢alismamiz ile uyum
gostermektedir. Ancak Mackness ve arkadaglar1 (101), Q allel sikligin1 kontrol
grubunda % 74, diyabetli hastalarda % 67, R allel sikligin1 kontrol grubunda % 26
diyabetli hastalarda % 33 olarak bulmus ve bu bulgulara gore R allel varliginin
diyabet icin bir risk faktorii olabilecegini bildirmistir. Ruiz ve arkadaslar1 da (137) bu
gorlisii  destekler mahiyette R allel varligmin tip 2 diyabetli hastalarda
kardiyovaskiiler bir risk faktorii oldugunu bildirmislerdir. Farkli sonuglar bu hastalik
tablolarinin gelismesinde PON 1 polimorfizmlerinin tek basina bir rolii olmadigin,
PON 2 veya diger baz1 genetik faktorlerinde rolii olabilecegini diistindiirmektedir.
Yapilan bir calismada PON 1 enziminin paraoksonaz aktivitesinin diyabet ve
ailesel hiperkolesterolemi gibi artmis aterogenez ile seyreden hastaliklarda diisiik
oldugu bildirilmigtir (101). PON 1 aktivitesi genetik ve c¢evresel faktorlerden
etkilenebilir ve bu da sonugta HDL nin LDL’yi oksidasyondan koruma kapasitesinde
azalmaya neden olarak, aterogenez gelisimine katkida bulunur (84). Diyabetik
hastalarda PON 1 55 ve 192 polimorfizmlerinin enzimin paraoksonaz aktivitesi
tizerine Onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Calismamizda PON 1 paraoksonaz

aktivite diizeyleri diyabet grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulunmakla birlikte
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bu fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi (P>0.05). Kontrol ve diyabet
gruplarinda L/M 55 polimorfizminin PON 1 aktivitesi iizerine etkileri incelendiginde
her iki grupta da PON 1 paraoksonaz aktivitesi en yiiksek LL, onu takiben LM ve en
diisiik MM genotipinde bulunmustur ve bu sonug yapilan diger ¢alismalar ile uyum
icerisindedir (4,45,78,101). Substrat olarak paraokson kullanildig1 zaman, L55
tastyan allozimin M55 tasiyan allozimden daha yiiksek aktiviteye sahip olmasinin
muhtemel sebepleri vardir (21). L/M 55 polimorfizminin karacigerdeki enzim
ekspresyonunu etkiledigi; LS55 allelinin M55 alleline gore daha ¢ok eksprese oldugu
ve dolayisiyla LS55 alleli tastyan bireylerin serumlarinda PON 1 yogunlugunun daha
yiiksek oldugu bildirilmektedir (21). Buna ilave olarak M55 izoformu LS55
izoformuna goére daha az stabil bir yapt gostermektedir (4). PON 1 192
polimorfizminin paraoksonaz aktivitesi {lizerine etkisi PON 1 55 polimorfizminden
daha belirgindir. 192. konumda R bulunduran izozimin Q bulunduran izozime gore
paraoksona karst daha yliksek aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (127).
Caligmamizda; kontrol ve diyabet gruplarinda PON 1 192 polimorfizminin PON 1
aktivitesi iizerine etkileri incelendiginde her iki grupta da PON 1 paraoksonaz
aktivitesi en yiiksek RR homozigot, onu takiben QR heterozigot ve en diisiik QQ
homozigot genotipinde bulunmustur ve bu sonu¢ yapilan biitiin diger ¢aligmalar ile
paralellik gostermektedir (4,45,78,101). Aviram ve arkadaslart (12) saflastirilmig
PON 1 QQ homozigot genotipinin RR homozigot genotipine goére LDL
oksidasyonuna karst ¢ok daha etkin oldugunu kanitlamis ancak Cao ve arkadaslari
(26) diyabet hastalarinin QQ ve RR genotiplerinin LDL oksidasyonuna karsi
koruyucu etkisinin ayni1 oranda oldugunu bildirmistir. Bu bulgular diyabetteki PON 1

aktivitesinde goriilen azalmanin esas nedeninin bu polimorfizmler olmadigini
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gostermektedir. Diyabet grubunda PON 1 aktivitesinin azalmasinin nedeni olarak
birka¢ hipotez ileri siiriilmektedir. Oncelikle; diyabetli hastalarin kan proteinlerinin
ileri derecede glikasyona ugramasinin sonucu olarak enzim aktivitesinin inhibe
oldugu diisiiniilmektedir. Daha onemlisi PON 1’in kendisi de glukoz tarafindan
glikasyona ugramakta ve bu da enzim aktivitesinde bir inhibisyona neden olmaktadr.
Yine diyabette lipoprotein kompozisyonu veya konformasyonu degismektedir ve
degisime ugramis olan HDL iizerinde bulunan PON 1 enziminin substrat ile
etkilesimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (78).

Diyabet, insiilinin iiretilmesi veya islevindeki bozukluklardan kaynaklanan
metabolik bir bozukluk olmakla birlikte oksidadif stresin oldukc¢a yogun oldugu bir
durumdur. Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin oksidatif stresle iligkisi uzun
yillardan beri bilinmektedir (110). Kronik hiperglisemi 0&zellikle diyabet
komplikasyonlarinin gelistigi dokularda oksidatif streste artisa neden olmaktadir
(159). Bir bagka deyisle hiperglisemi oksidatif strese yol agmakta yani serbest radikal
tiretimi  artmaktadir.  Hiicresel antioksidanlar olusan serbest radikalleri
etkisizlestirmezse bu radikaller, protein, lipid ve niikleik asitlerle etkilesime girerek
proteinlerin yapisini ve fonksiyonunu degistirirler, membran biitiinliigli ve fonksiyon
kayiplarina ve bazi mutasyonlara neden olabilirler. Bu reaktif oksijen tiirleri viicudun
enzimatik ve enzimatik olmayan savunma mekanizmalari tarafindan elimine edilirler
(83). Bu enzimler arasinda mitokondriyal ve sitozolik SOD; siiperoksid radikalinin
diismutasyonu ile olusan H,O, ‘i mitokondrilerde glutatyon peroksidaz, lizozomlarda
ise katalaz H,O ve O,-¢ doniistirmektedir (83). Bu eliminasyon islemlerinde 6nemli

bir rol oynayan diger bir enzim ise glutatyon rediiktaz (GR) dir. GR okside olmus
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glutatyonu indirgeyerek hidrojen vericisi olarak glutatyon peroksidazin kullanimina
sunar (83).

Antioksidan  enzimlerin  diyabetik  kosullarda  oksidatif = durumun
diizenlenmesinde onemi biiyiiktiir. Fakat diyabetik sartlarda bu enzimlerin protein
ekspresyonlarinda ve aktivitelerinde 6nemli degisimler goriiliir. Diyabette SOD, CAT
ve GSH-Px diizeylerinin arttig1, azaldigi veya degismedigini bildiren ¢ok sayida
birbirleri ile ¢gelisen ¢alisma mevcuttur.

Tip 1 diyabet hastalarinda yapilan bir ¢aligmada diyabetlilerde eritrosit SOD,
GSH-Px ve CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli olmayan azalma
saptanmustir (128).

Deneysel diyabet modelinde (147) streptozotosin ile diyabet olusturulan
ratlarda SOD ve CAT aktivitelerinde azalma GSH-Px aktivitesinde ise bir degisiklik
goriilmedigini  bildirmislerdir.  Ayrica diyabetin bu enzimlerin  protein
ekspresyonlarinda diisiise neden oldugunu ve insiilin tedavisinin her 3 enzimin
protein ekspresyonlarinit normal diizeylere getirdigini bildirmislerdir.

Abou-Seif ve arkadaglart (2), tip 2 diyabetli hastalarda SOD ve CAT
aktivitelerinin azaldigin1 ve MDA diizeylerinin arttigini bildirmislerdir.

Diyabetik kosullarda artan serbest oksijen radikallerinin SOD enzimini
oksitleyerek denatiire etmesi veya uzun siireli hiperglisemide SOD'un glikolize
edilerek inhibe olmasi enzimin aktivitesindeki diisiisiin sebebi olarak gdsterilmektedir
(75). Diyabetten kaynaklanan bagirsak Zn emilimindeki bir bozuklugun SOD
aktivitesinde diisiise neden oldugu bildirilmektedir. (58). Sundaram ve arkadaslari
(152), 467 tip 2 diyabetli hastada yaptiklar1 bir ¢alismada lipid peroksidasyonunun

onemli derecede arttigin1 ve SOD ve CAT aktivitelerinin dnemli derecede diistiigiinii
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bildirmislerdir. Diyabette SOD aktivitesinin diistiigline dair bulgularin aksine tip 2
diyabetlilerde SOD aktivitesinin kontrollere gore daha yiiksek oldugunu bildiren
caligmalar mevcuttur (91,109). Arastirmamizda; diyabetik grupta SOD aktivitesinde
azalma goriilmesine ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).
Calismamizda CAT aktivitesi kontrol grubuna gére DM grubunda diisiik
bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Diyabet
grubunda CAT aktivitesinin diisiik bulunmasi bir¢ok ¢alisma ile paralellik gosterirken
(2,91,157) baz1 calismalarda bildirilen bulgular ile uyusmamaktadir (88,109,110).
Diyabetli ve diyabetli olmayan gebeler iizerinde yapilan bir calismada CAT
aktivitesinin diyabetli olanlarda olmayanlara gére % 17 oraninda daha diisiik
bulunmustur (60). Halifeoglu ve arkadaslar1 (66), tip 2 diyabetli hastalarda SOD ve
CAT aktivitelerinin diistiigiinii ve tedavi sonrasinda énemli derecede arttigini, GSH-
Px degerlerinde ise tedavi Oncesi ile sonrasi arasinda onemli bir fark olmadigini
belirtmiglerdir. Buna karsin tip 2 diyabetlilerde lipid peroksidasyonu ve CAT
aktivitesinin arttigini, GSH-Px aktivitesinin distiigiinii ve SOD aktivitesinde ise
onemli bir degisikligin bulunmadigini bildiren ¢aligmalar mevcuttur (88,110).
Ozellikle CAT aktivitesindeki farkli sonuglarin elde edilmis olmasi her
calisma grubundaki bireylerin oksidatif stres durumlari ile iligkili olabilir. Zira CAT
aktivitesindeki artigin viicudun oksidatif stresi dengelemek amaciyla ortaya koydugu
bir savunma mekanizmast olabilir. Dolayist ile daha hafif oksidatif stres
durumlarinda CAT aktivitesi nemli derecede artis gdstermeyebilir. Katalazin H,O,’e
karst K,;’i glutatyon peroksidaza gore daha yiikksek oldugundan diisiik
konsantrasyonlarda ~ H,O,’i  glutatyon = peroksidaz  pargalarken,  yiiksek

konsantrasyonlarda ise katalaz devreye girer (111). Bu ¢alismada diyabetik grubda
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katalaz aktivitesinin artmamis olmas1 muhtemelen hastalarin biiyiik bir cogunlugunun
insiilin veya oral diyabetik kullanmalar1 nedeni ile kan glukoz diizeyinin kontrol
altinda tutulmus olmasi ve dolayisi ile serbest radikal {iretiminin asir1 olmamasi ve
olusmus olan H,O,’in de bu molekiile kars1 Km’si daha diisiik olan GSH-Px
tarafindan katalazin ekspresyonunda bir artisa neden olmasina gerek kalmadan
bertaraf edilmesi olabilir.

GSH-Px aktivitesinin tip 2 diyabette diistiiglinii bildiren ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (35,88,110). Calismamizda da GSH-Px aktivitesi diyabet grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede diisik bulunmustur (p<0.01). GSH-Px
aktivitesinin diisiik olmasi bu enzimin oksidatif strese karsi miicadele etmesinden
kaynaklanabilir (63). Fizyolojik degerlerde iiretilen H,O;’in en Onemli yikim
mekanizmas1 Glutatyon sistemidir. GSH-Px selenyum bagimli bir enzim olup diyet
veya baska nedenlerden olusabilecek herhangi bir dokudaki Se eksikligi bulunmasi
halinde bu enzimin aktivitesinde azalmaya neden olabilir. Insiilin yetersizliginde yag
asitlerinin B oksidasyonunu ve bunun sonucunda H,O, iiretiminde artisa neden olur
(63). Lipid peroksid diizeylerindeki artis GSH-Px diizeylerinde de artisa neden olur
ve bu sekilde viicudun oksidadif sisteme karst savunmasi devam etmis olur (63).
Ancak GSH-Px aktivitesindeki diislis glukozun kullanilamamasi sonucu pentoz fosfat
metabolik yolunun yavaslamasi ve daha az NADPH iiretilmesi, bunun sonucu olarak
da okside glutatyonun glutatyon rediiktaz tarafindan indirgenmesindeki azalma
nedeniyle de olabilir (35).

Diyabette artan oksidatif stresten dolay1 serbest radikal iiretimi artar (143).
Serbest radikaller yliksek reaktivitelerinden dolayr membranlarin yapisinda bulunan

doymamis yag asitleri ile etkilesime girerek peroksidasyonu baslatmaktadir. Olusan
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lipid peroksitleri kolaylikla yikilarak basta MDA olmak {izere bir¢ok iirlinler
meydana getirirler. Bu iirlinlerin bircogu hizla yikilarak baska iirtinlere doniigsmeleri
nedeni ile saptanmalar1 zorlasir ve bu ¢alismada lipid peroksidasyonun gostergesi
olarak TBA reaksiyonu ile MDA diizeyleri 6l¢giildii. MDA, diyabet hastalarinda
oksidan/antioksidan durumun belirlenmesinde kullanilmaktadir. Diyabet hastalarinda
MDA diizeyleri ile ilgili literatiirde farkli sonuglar bildirilmektedir. Onemli derecede
artiglarin  oldugunu bildiren c¢aligmalar (63,88,122,152) oldugu gibi normal
diizeylerde kaldigin1 belirten c¢alismalar da (16) mevcuttur. Hipergliseminin
proteinlerde kimyasal degisimlere ve lipid peroksidasyonunda artisa sebep oldugu
pek ¢ok deneysel calisma ile ortaya konmustur (79). PON 1 enziminin yiiksek
diizeylerde ekspresyonunun LDL’leri oksidasyona karsi koruyucu etkisinin olup
olmadigin1 arastirmak amaci ile yiiksek diizeyde PON 1 ekspresyonu yapabilen
transgenik fareler olusturulmus ve PON 1 diizeylerindeki artisin in vivo kosullarda
antioksidatif ve antiaterojenik etkileri oldugu gosterilmistir (118). PON 1 enziminin
lipid peroksitlerin LDL {izerinde birikmelerinden 6nce elimine ettigi diistiniilmektedir
(98).

Lipid peroksidasyonunun PON 1 L/M 55 ve Q/R 192 polimorfizmlerinden
nasil etkilendigine dair yapilan bir ¢aligmada (5) lipid peroksidasyon diizeyinin
kontrol ve diyabet hastalarinda MM ve QQ genotipi tagiyan bireylerde en yiiksek
degerlerde oldugu bildirilmistir. Bu bulgularin aksine Mackness ve arkadaslar1 (102),
MM ve QQ genotiplerdeki PON 1 enziminin lipid peroksidasyonuna karsi en yiiksek
derecede etki gosterdigini bildirmistir. Caligmamizda lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA diizeyleri kontrol grubuna gore diyabet hastalarinda 6nemli

derecede yiiksek bulunmustur(p<0.001). Genotiplere gore incelendiginde kontrol
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grubu ve diyabet hastalarinda en yiiksek MDA diizeyleri MM ve QR genotipi tagiyan
bireylerde tespit edilmistir. Buna karsilik MM ve RR genotipine sahip bireylerin PON
1 enzimlerinin diger genotiplere goére daha yiiksek paraoksonaz aktivitesine sahip
olmalarina ragmen in vitro kosullarda LDL oksidasyonuna karst en diisiik etki
gosterdikleri bildirilmistir (102). Calismamizda elde edilen bulgularin Agachan ve
arkadaslarinin (5) bulgularina daha yakin ve Mackness ve arkadaslarinin (102)
bulgularindan farkli olmasinin nedeni birinci g¢aligmanin bizim ¢alismamiz gibi in
vivo kosullarda ve ikinci ¢alismanin in vitro kosullarda yapilmig olmasinin sonucu
olabilir. Ayn1 zamanda in vivo ve in vitro kosullardaki farkli sonuglarin nedeni PON 1
enziminin lipid peroksidasyonundaki artiga veya diisiise neden olan tek etken
olmadigini, bagka faktorlerin bu degisimde rol aldigini1 gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu ve antioksidan duruma gore gruplarin Q/R 192 genotip
dagilimlar1 incelendiginde her iki grupta en yiiksek PON 1, SOD ve CAT enzim
aktiviteleri RR homozigot bireylerde goriiliirken en diisiik degerler QQ homozigot
bireylerde goriilmiistir. GSH-Px aktivitesi kontrol grubunda QQ homozigot
bireylerde en yiiksek ve RR homozigot bireylerde en diisiik bulunurken diyabet
grubunda en yiikksek GSH-Px diizeyleri RR homozigot genotipinde, en diisiik
diizeyler QR heterozigot bireylerde goriildi. MDA diizeyleri kontrol ve diyabet
grubunda QR heterozigot bireylerde en yiiksek bulunurken kontrol grubunda QQ
homozigot bireylerde, diyabet grubunda RR homozigot bireylerde en diisiik
diizeylerde bulundu. Sonug¢ta, GSH-Px aktivitesindeki artig ile MDA diizeylerindeki
azalmanin birlikte paralellik gostermesi, kontrol grubunda QQ genotipinin, diyabet
grubunda ise RR genotipinin oksidatif strese karsi koruyucu giiciiniin daha yiiksek

oldugunu diistindiirmektedir.
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Lipid peroksidasyonu ve antioksidan durum L/M 55 genotipine gore
incelendiginde, her iki grupta en yiiksek PON 1 aktivitesi LL homozigot bireylerde
goriiliirken en diisiik PON 1 aktivitesi MM homozigot bireylerde goriilmiitiir. Kontrol
grubunda en yliksek CAT aktivitesi LL homozigot bireylerde goriiliirken ayn1 grupta
en yiiksek GSH-Px aktiviteleri ve MDA diizeyleri MM homozigot bireylerde
goriilmistiir. Diyabet grubunda en yiiksek SOD aktivitesi LM heterozigot bireylerde,
en yiksek GSH-Px aktiviteleri LL homozigot bireylerde ve en yiiksek MDA
diizeyleri MM homozigot bireylerde goriildii. Diyebet grubunda GSH-Px
aktivitesindeki artis ile MDA diizeylerinde azalma birbirlerine paralellik
gostermektedir. Kontrol grubunda ise GSH-Px aktivitesi artigi ile birlikte MDA
diizeylerinde de artig goriilmektedir. Sonugta, diyabetik grupta LL genotipine sahip
bireylerin MDA diizeylerinin azalmasi ve eritrosit GSH-Px aktivitelerinin artmasi
oksidadif strese karsi bu genotipin koruyucu bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Diyabette insiilin fonksiyonundaki eksiklik ve hiperglisemi lipoprotein
diizeylerinde degisikliklere neden olur. Tip 2 diyabette goriilen baslica lipoprotein
degisikligi HDL diizeylerinin diismesi ve trigliserid diizeylerindeki artistir (55).

PON 1 enziminin LDL oksidasyonunu engelledigi ve Q/R 192
polimorfizminin ateroskleroz ile iligkisi oldugu ve RR genotipinin koroner kalp
hastalig1 icin bagimsiz bir faktéor oldugu bircok c¢alismada iddia edilmistir
(119,137,140,146). Buna karsiik PON 1 L/M 55 polimorfizminin koroner kalp
hatsalliklarp ile iliskisine yoOnelik calismalarin sayisi az olmakla birlikte LL
genotipinin hastalik riskini artirdig1 bildirilmistir (21).

Calismamizda diyabet ve kontrol gruplari arasinda PON 1 Q/R 192 ve L/M 55

polimorfizmlerinin dagilimlarinda 6nemli bir fark bulunmadi (p>0.05). Ancak,
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diyabet grubunda, kontrol grubuna gére HDL-kolesterol diizeylerinde énemli bir fark
goriilmemekle birlikte (p>0.05) kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserid diizeyleri
anlaml derecede yiiksek bulundu(p<0.001). Q/R 192 polimorfizmlerinin tip 2 diyabet
hastalarinda ve diyabetik olmayan bireylerde HDL, LDL ve kolesterol ile trigliserit
diizeyleri iizerine etkileri incelendiginde bazi onemli farkliliklarin bulundugu ve
ozellikle Q allel varligmmin daha diisiik aterojenik lipid profiline neden oldugu
goriildii. Kontrol grubunda en diisiik LDL-kolesterol, kolesterol ve trigliserid
diizeyleri diisiik paraoksonaz aktivite gosteren QQ genotipinde goriiliirken en yiiksek
kolesterol ve trigliserid diizeyleri orta derecede paraoksonaz aktivitesi gosteren QR
genotipinde ve en yiiksek LDL-kolesterol diizeyleri yiiksek paraoksonaz aktiviteli RR
genotipi tasiyan bireylerde tespit edildi. Diyabet grubunda en diisitk LDL-kolesterol
ve trigliserid diizeyleri yliksek paraoksonaz aktiviteli RR genotipinde, en diisiik
kolesterol diizeyleri ise diisiik aktiviteli QQ homozigot genotipinde goriiliirken en
yiiksek LDL-kolesterol, kolesterol ve trigliserid diizeyleri orta derecede paraoksonaz
aktiviteli QR genotipinde goriildii. Bu degisimlerin hemen hemen ayn1 siray1 takip
ettigi goz Oniinde bulunduruldugunda Q/R 192 polimorfizminin kontrol ve diyabet
gruplart igerisinde lipoproteinler iizerine belirleyici bir faktdér oldugunu
gostermektedir. Genetik olarak izole bir yap1 gosteren bir toplulugun saglikli bireyleri
lizerinde yapilan bir ¢aligmada (71), PON 1 Q/R 192 polimorfizminin lipoprotein
diizeyleri tizerinde 6nemli etkileri oldugu bulunmus ve diisiik paraoksonaz aktiviteli
QQ homozigot bireylerin QR heterozigot ve yliksek aktiviteli RR homozigot
bireylere gore dnemli derecede diisiik trigliserid, LDL-kolesterol apo B diizeylerine
sahip olduklar1 bildirilmistir. Saglikli Cin’liler {izerinde yapilan bir arastirmada (139),

diistik aktiviteli homozigot olarak siniflandirilan bireylerin heterozigot ve yiiksek
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aktiviteli homozigot bireylerden daha diisiik apoB ve trigliserit diizeylerine sahip
olduklar1 bildirilmistir. Ancak kolesterol diizeyleri bizim ¢alisgmamizda diisiik
aktiviteli QQ homozigot bireylerde diisiik bulunurken bu calismada (139) yiiksek
aktiviteli RR homozigot bireylerde daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar bizim
calismamizdaki kontrol grubu sonuglari ile paralellik géstermektedir.

Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada (4), kontrol grubunda en yiiksek kolesterol
diizeyleri bizim sonuglarimiza paralel sekilde QR heterozigot bireylerde bulunurken
en yuksek trigliserit QQ homozigot bireylerde ve en yliksek LDL-kolesterol diizeyleri
ise QR heterozigot bireylerde bulunmustur.

Kontrol grubuna gore diyabet grubundaki QQ homozigot bireylerin LDL-
kolesterol (p<0.01), kolesterol (p<0.0001) ve trigliserid (p<0.0001) diizeyleriistatiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulundu. Agachan ve arkadaslarinin (5) sonuglar1 da
bu c¢alismanin sonuglari ile uyumludur. Diyabet grubu igerisinde Q/R 192
polimorfizmlerinin plazma lipoprotein diizeylerine etkileri incelendiginde;
istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmamakla birlikte Agachan ve arkadaslari’nin
(4) bulgularma benzer sekilde LDL- kolesterol ve trigliserid diizeylerinin RR
homozigot bireylerde, kolesterol diizeylerinin QQ homozigot bireylerde en diisiik
oldugu gorildii. Ancak ¢aligmamizda en diisiik kolesterol diizeyleri QQ homozigot
bireylerde bulunurken Agachan ve arkadaglari (4) nin calismasinda en diisiik
kolesterol diizeylerinin QR heterozigot bireylerde oldugu bildirilmistir.

PON 1 L/M 55 polimorfizminin plazma lipoproteinleri ile iliskisini aragtiran
calismalarin sayisi sinirhidir (4). Calismamizda HDL-kolesterol diizeyleri bakimindan
diyabet grubu ile kontrol grubu arasinda ve gruplar igerisinde istatiksel olarak 6nemli

bir farklilik bulunmadi. Diyabet grubundaki LL homozigot bireylerin kolesterol
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(p<0.01) ve trigliserid (p<0.01) diizeylerinin kontrol grubundaki LL homozigot
bireylerin ayni oarametrelerine gore istatiksel yonden anlamli derecede yliksek
oldugu bulunurken diyabetik grubun LDL- kolesterol diizeyleri; kontrol grubundaki
genotiplerin diizeylerine gore de yliksek bulunmustur. Ancak bu sonuglar istatiksel
olarak anlamli degildir (p>0.05). Grup i¢i genotip-lipoprotein diizeyleri iliskisi
incelendiginde hem kontrol grubunda hem de diyabet grubunda LDL-kolesterol,
kolesterol ve trigliserid diizeylerinin MM homozigot bireylerde en yiiksek oldugu
goriildii. Kontrol grubunda en diisik kolesterol ve trigliserid diizeyleri LM
heterozigot bireylerde goriiliirken en diisiik LDL-kolesterol diizeyleri LL homozigot
bireylerde goriildii. Diyabet grubunda en diisiik LDL-kolesterol ve trigliserit
diizeyleri LM heterozigot bireylerde goriiliirken en diisiik kolesterol diizeyleri LL
homozigot bireylerde bulundu. Trigliserid diizeylerinin kontrol ve diyabet grubunda
MM>LM>LL sirasimi izledigi goriildi. Her iki grupta M allel varligimin plazma
lipoprotein diizeylerinde artisa neden oldugu goriilmektedir. Agachan ve arkadaslar
(4)’nin bulgular1 kontrol grubunda MM allel varliginin kolesterol ve trigliserid
diizeylerinde artisa, LDL-kolesterol diizeylerinde diisiise neden oldugunu
gostermektedir. Diyabet grubunda ise bizim bulgularimiz ile zit sayilabilecek
sonuclar bildirilmektedir. En diisik LDL- kolesterol, kolesterol ve trigliserid
diizeylerinin MM homozigot bireylerde goriildiigii bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz bulgularin diger caligma bulgulart ile tamamen uyum igerisinde
olmadig1 goriilmektedir. Bu farkliliklarin birgok nedeni olabilir. Plazma lipoprotein
diizeylerindeki degisikliklerin nedenleri arasinda genetik faktorler kadar cevresel
faktorler, beslenme aligkanliklar1 ve yasam tarzi gibi g¢alismaya alinan gruplar

arasinda ¢ok degisebilen genetik olmayan faktorler de nemli rol oynamaktadir. flk
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olarak PON 1 polimorfizmlerinin bireylerin kolesterol diizeylerinde yaklasik % 1’lik
bir degisime neden olabilecegi bildirilmis olup (71) genetik faktorlerin plazma
lipoprotein diizeylerine etkisinin arastirildigi daha genis capli bir calismada PON 1
geninin plazma lipoprotein diizeylerinde % 3.2 ile % 7.8 kadar degismesine neden
olan 9 genden birisi oldugu vurgulanmistir (70). Pavkovic ve arkadaslar1 (124),
hiperlipidemili hastalarin % 75’inde PON 1 aktivitesinin diisiik oldugunu bildirmistir.
Bu sonuglar PON 1 enzim aktivitesinin plazma lipoproteinleri ile bir iligkisi oldugunu
gostermekte fakat bu iligkinin mekanizmasi tam olarak aydinlatilmasi gereken bir
konu olarak durmaktadir. Calismamizda elde edilen bulgulara gore diyabetik olmayan
bireylerin olusturdugu kontrol grubunda R ve M allel varligi, diyabet grubunda Q ve
M allel varlig1 daha kotii bir plazma lipoprotein profiline neden olmaktadir. Her iki
grupta MM homozigot bireylerin en kotii plazma lipoprotein profiline sahip olduklari
goriilmektedir.

Calismamizda elde edilen bulgular birlikte ele alindiginda;

-PON 1 L/M 55 ve Q/R 192 polimorfizmlerinin tip 2 diyabet hastalar1 ile
diyabetik olmayan saglikli kontrol grubu arasinda genotip dagilim ve allel siklig1
bakimindan 6nemli bir fark bulunmadi. PON 1 genotip ve allel dagiliminin kontrol ve
diyabet gruplarinda farkli olmamast PON 1 L/M 55 ve Q/R 192 genotiplerinin
diyabete yatkinlik i¢in bagimsiz bir risk faktorii olmadigini géstermektedir.

-PON 1 enziminin paraoksonaz aktivitesi her iki grupta RR ve LL homozigot
bireylerde en yiiksek, QR ve LM heterozigot bireylerde orta derecede ve QQ ve MM
homozigot bireylerde en diisiik diizeylerde bulundu.

-Diyabet hastalarinda lipid peroksidasyonu 6nemli derecede artmaktadir.
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- Diyabet hastalarinda, kontrol grubuna gore eritrosit CAT aktivitesi ve GSH-
Px aktivitesi istatiksel yonden azalmis olarak bulunurken eritrosit SOD
aktivitelerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Diyabette SOD
aktivitelerinde onemli degisikliklerin goriilmemesi diyabet hastalarinda kan glukoz
diizeylerinin iyi kontrol edilmesinin sonucu oldugu diisiiniilebilir.

-Diyabet  hastalarinda  plazma  lipoproteinlerinden = HDL-kolesterol
diizeylerinde o6nemli degisiklikler goézlenmezken LDL-kolesterol, kolesterol ve
trigliserit diizeylerinde 6nemli derecede artislar gozlendi. Kontrol grubunda R ve M
allel varligi, diyabet grubunda Q ve M allel varlig1 daha kétii bir plazma lipoprotein
profiline neden olurken her iki grupta MM homozigot bireylerin en kotii plazma
lipoprotein profiline sahip olduklar1 goriildii.

Sonug¢ olarak, bu c¢alismada elde edilen bulgulara gére PON 1 geninin
kodlayan bolgesindeki L/M 55 ve Q/R 192 polimorfizmlerinin PON 1 enziminin
paraoksonaz aktivitesi lizerine onemli etkileri oldugu agik bir sekilde goriilmektedir.
Ancak bu polimorfizmlerin PON 1 enziminin antioksidan fonksiyonu, tip 2 diyabet
gelisme riski, diyabette goriilen oksidan-antioksidan sistemindeki degisiklik,
lipoprotein diizeylerindeki degisimler ile dogrudan iligkilendirilmesi zordur. Sonug
olarak, PON 1 enziminin kodlayan bolgelerindeki polimorfizmlerden bagka promotor
bolgesinde goriilen 5 polimorfizmin enzimin paraoksonaz aktivitesi ve antioksidan
fonksiyonunda rolleri vardir. Ayrica ayni ailenin diger {iyeleri olan PON 2 ve PON 3
enzimlerinin antioksidan etkileri oldugu bilinmektedir. PON 1 enziminin tip 2
diyabetin patogenezindeki roliinlin net olarak ortaya konabilmesi i¢in kodlayan
bolgedeki polimorfizmler ile birlikte promotdr bolgesinde goriilen polimorfizmlerin

ve PON 2 ile PON 3 gibi genetik faktorler ile birlikte ¢alisma gruplarinin PON 1
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aktivitesi tizerinde dogrudan etkili olduklar1 bilinen beslenme aliskanliklari, egzersiz
durumu, sigara igme durumu gibi genetik olmayan faktorlerin de incelenmesi 6nemli

derecede yararh bilgiler elde edilmesine imkan saglayacaktir.
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