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OZET
PEDIATRIK DIYABETIK HASTALARDA PARAOKSONAZ GEN
POLIMORFIZM ANALIZI

Diyabetes Mellitus (DM) dunya genelinde, komplikasyonlar: nedeniyle
mortalite ve morbiditeye neden olan hastaliklar siralamasinda ilk siralarda yer alir.
Insidansinin  artmasi nedeniyle tip dinyasinda 6nemli bir yere sahiptir.
Multifaktoryel etiyolojiye sahip DM’un iliskili oldugu gen polimorfizmlerinin
cocukluk yas grubunda belirlenmesi hastaligin genetik alt yapismin anlagilmasina
yardimci olacaktir. Calismamizda DM’lu hastalar da Paraoksonazl 55 (PONL1 55)
ve PON1 192 polimorfizmlerinin DM ile iliskisinin olup olmadigin1 ve farkh
genotip gruplarinda achik glikozu, Hemoglobin Alc (HbAlc), kolesterol ve
yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile korelasyonunu belirlemeyi hedefledik.

Calismada 3-15 yas araliginda Diyabetes Mellitus tanis1 almig 75 hasta ve
bu gruba yas ve cinsiyet acisindan es 54 saglikl kiside PON1 55 ve PON1 192
polimorfizmlerini inceledik. DNA izolasyonunun ardindan, PCR ve RFLP
yontemleri ile bireylerin genotiplerini belirledik. Hasta ve kontrol grubundan
ayrica HDL, LDL, total kolesterol, glikoz ve sadece hasta grubundan HbAlc
diizeyi icin kan ornekleri aldik. istatistiksel analizler SPSS 16.0 ( Chicago ILL
USA) kullanilarak yapildi. Kategorik verilerin analizinde Chi-kare testi, numerik
verilerin analizinde t-testi kullanildi.

Incelenen polimorfizmlerde hasta ve kontrol gruplar: arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gozlenmedi (p>0,05). PON1 55 ve PON1 192 gen
polimorfizmleriyle HDL, total kolesterol, glikoz seviyeleri arasinda zayif iliski
tespit edildi (p>0,05). Hasta grubunda, HbAlc dizeyi %6,6 ve Ustl olan

hastalarda PON1 55 polimorfizm genotip sikligi HbAlc duzeyi %6,5 ve altinda



olan hastalara gore istatistiksel olarak anlamli dlgiide yiksek bulundu (p<0,05).
PON1 192 polimorfizmiyle HbAlc dizeyi arasinda anlamli iliski saptanmadi
(p>0,05).

Sonug olarak Diyabetes Mellitus ile paraoksonaz gen polimorfizmleri
arasinda anlamlt iliski bulunamasa da mevcut literatir bilgilerimize gore
paraoksonaz gen polimorfizmi ve DM iligkisi konusunda cocuk yas grubunda

yapilan ilk ¢alisma olmasi bakimindan da énemlidir.

Anahtar Kelimeler: Diyabetes Mellitus; paraoksonaz geni; pediatri



SUMMARY
PARAOXANASE GENE POLYMORPHISM ANALYSIS IN PATIENTS
WITH DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM) is one of the most important disease in the
worldwide because of consisting serious complications of mortality and
morbidity. It take important place in the world due to increasing incidence in
medicine. Determining of the gene polymorphism in childhood, Diabetes Mellitus
that associated with multifactorial etiology will lead to understanding of the
genetic background of the disease. In this study, we aimed to determine whether
the possible or impossible relationship between Paraoxonasel 55 (PON1 55) and
192 polymorphisms in pediatric patients with DM and to determine correlation
between fasting glucose, HbAlc, cholesterol and high density lipoprotein (HDL)
in among different genotype groups.

We examined PON1 55 and PON1 192 polymorphisms in 75 children who
were diagnosed with DM and 54 healty controls whose age and gender were
matched similarly with mean age 3-15. After DNA extraction we determined the
genotypes of the individuals by PCR-RFLP methods. Also, blood samples such as
HDL, LDL, total cholesterol and glycose were taken from patient group and
control group and only blood samples for HbAlc level were taken from patient
group. Statistical analysis was performed by SSPS 16.0 (Chicago ILL USA).
Quialitative data were compared between groups by the chi-square test and t-test
was used for the analysis of numerical data.

There is no significant difference between patient and healthy control
group (p>0,05) in examining polymorphisms. Weak relationship was identified

between levels of HDL, total cholesterol, glucose and polymorphisms of PON1 55

Xl



and PON1 192. PON1 55 polymorphism frequency was statistically significantly
higher in patient group with levels higher than %6,6 of HbAlc (p<0,05). There
was no significant association between PON1 192 polymorphism and HbAlc
level (p>0,05).

In conclusion, although no statistically significant relationship was found
between the paraoxanase gene poymorphism and DM, this study is important in
terms of being first study in pediatric age group about the relation between
paraoxanase gene polymorphisms and Diabetes Mellitus according to our current

literature knowledges.

Key words: Diabetes Mellitus; paraoxonase gene; pediatrics
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1. GIRIS VE AMAC

Bircok calismada Tip 1 ve Tip 2 diyabette PON1 aktivitesinin azaldigi
gosterilmistir. Bu azalmanin diyabetik hastalarda oksidatif stresin artmasi sonucu
antioksidan kapasitenin azalmasina bagli olabilecegi dustinulmektedir. Aktivite
uzerindeki etki muhtemelen genotipten bagimsizdir. Bununla birlikte PON1
55L’nin diyabetik retinopati ile iliskili oldugu belirlenmistir ve PON1 192R daha
cok kardiyovaskiler hastaligi olan diyabetiklerle iligkilidir. L55M polimorfizmi
ise azalmis glikoz toleransi, pankreas hiicre harabiyeti ve artmis instlin rezistansi
ile iligkili olarak bulunmustur (1).

Diyabetiklerde PONZ1’in azalma mekanizmas: tam bilinmemektedir. Fakat
artmis glikoz konsantrasyonu ile iligkili olabilecegi diistintlebilir. Glikasyon hem
PON’u inaktive eder hem de HDL uzerindeki lipid peroksidasyonunu arttirir.
Glike HDL oksidasyona da direngsiz hale gelir. Yiksek glikoz seviyesi olan
saglikli bireylerde de PONL1 aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir (1).

Hipergliseminin oksidatif stres ve ateroskleroza zemin hazirladig:
dustnulirse, diyabetli olgularda paraoksonazin roli ortaya ¢ikar. Diyabetik
hastalarda gorilen hiperglisemi, hiperinsulinemi, yiksek serbest yag asitleri ve
dislipidemi; reaktif oksijen Urlnlerinin (ROS) fazla uretimine bagli olabilecegi
gibi, diyabetik retinopati ve hipertansiyon gelisen olgularda izlenen dusiik serum
PON1 aktivitesi de muhtemelen lipid peroksidasyonuna yatkinhigin artmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Serum PONL1 dizeylerini etkileyen gevresel ve
genetik faktorler, HDL nin disuk yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyondan,
dolayisiyla aterosklerozdan koruma kapasitesini etkiler (1).

PONL1 192 RR ve PON1 55 LL genotipleri tip 2 diyabetli olgularda daha

sik izlenmis olup; DM, hiperkolesterolemi, bobrek yetmezligi gibi koroner kalp



hastalig: ile iligkisi oldugu bilinen hastaliklarda, dustik serum PON1 aktivitesinin
genotipten bagimsiz oldugu cesitli calismalarda rapor edilmistir. PONZ1’in
HDL’ye baglanmas: diyabetik hastalarda saglikl: insanlarla kiyaslandiginda daha
distk olup, degisik cahsmalarda PON1 aktivitesinin azalmis oldugu tespit
edilmistir (1).

Calismamizin amaci, 3-15 yas arasindaki diyabetik hastalar da PON gene
polimorfizmlerinin DM ile iliskisinin olup olmadigini arastirmak ve farkli genotip
gruplarinda acghlik glikozu, HbAlc, kolesterol ve HDL ile korelasyonunu

belirlemeyi hedeflemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diyabetes Mellitus’un Tarihcesi

Ilk olarak Kapadokyali Arateus tarafindan cok idrar yapan ve Kkilo
kaybeden insanlar sifonlu ficiya benzetilerek hastaliga eski Yunanca da “sifon”
anlamina gelen “diabetes” adi verilmistir. 7. yuzyilda ise Misirli, Hintli ve
Cinlilerce idrarin sekerli oldugu tadilmis ve “Lemadhumea” balli idrar
tanimlamas: yapilmistir. 11. yiizyilda Ibn-i Sina, kaynatilan idrardaki tortuda bal
tadin1 belirlemistir. 16. yizyilda “Thomas Willis” idrarda seker tayinini yapmis ve
19. yizyilda fizyolog “Claude Bernard” kan sekeri 6lgimii gerceklestirmistir (2).
2.2. Diyabetes Mellitus’un Tanimi

Diyabetes Mellitus kanda glikoz seviyesinin artmasi ve idrarda glikoz
atilmasi ile karakterize, insilinin yoklugu veya fonksiyonel bozukluguna bagli
olarak meydana gelen, multipl etiyolojili kronik bir hastaliktir (1, 3). Gelisiminde
beta hucrelerinin otoimmun hasarindan insulin direncine kadar degisik patolojiler
sorumludur (3). Bu patolojiler sonucunda karbonhidrat, protein ve vyag
metabolizmasinda bozukluklar meydana gelir (1).

Diyabetes Mellitus gelismekte olan ulkelerde sik rastlanan endokrin bir
hastaliktir (4). Cocukluk ¢agmin en sik gorilen kronik hastaliklar: arasindadir.
Cocuklarda ve genclerde gorilen diyabetin blyik bolimind Tip | DM
olusturmaktadir (3).

Diyabetin genel bulgular1 arasinda polilri, polidipsi, polifaji, halsizlik,
cabuk yorulma, agiz kurulugu, noktiri, kilo kaybi, gérmede bulaniklik, inatci
enfeksiyonlar, tekrarlayan mantar enfeksiyonlari, kasinti ve biyume geriligi
sayilabilir (4, 5). Diyabetes Mellitus’un akut ve kronik olmak (zere birgok

komplikasyonlar1 bulunmaktadir. Akut komplikasyonlar diyabetik ketoasidoz,



beyin 6demi ve hipoglisemi; kronik komplikasyonlar ise mikrovaskiler
komplikasyonlar  (retinopati, nefropati ve noropati),  makrovaskiler
komplikasyonlar (miyokard infarktisl, inme ve periferik arter hastaligi), blyime
geriligi, osteopeni, eklem hareketlerinde kisithilik sendromu, katarakt ve puberte
gecikmesi olarak siralanabilir (5, 6).
2.3. Epidemiyoloji

Diyabetes Mellitus gunimizde en sik gortlen endokrin hastaliklardan
biridir. Kontrol edilemeyen hiperglisemiye bagli olusan komplikasyonlardan
dolayr mortaliteye neden olan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer alir. Son 20
yilda DM hizla artmistir (4). Diyabetes Mellitus butiin toplumlarda ve wrklarda
gorulen bir hastalik olmasina ragmen, her kesimde prevalansi degiskenlik gosterir.
Papua Yeni Gine’deki kavimlerde Eskimolar’da ve ana kitada yasayan Cinliler’de
bu oran %1 iken Avustralyadaki *“aborigene”lerde, Mikronezya’daki
“Nauruan”larda %?20-45 arasinda bulunabilmektedir. Amerika’daki “Pima”
Kizilderelileri DM prevalansinin en yiiksek oldugu iwktir. Prevalansdaki bu
farklilik uluslararasinda daha belirginlesmektedir. Ornegin beyaz irka gore
Amerika Birlesik Devletleri’nde Afrika kokenli Amerikalilar arasinda iki Kat,
Meksika kokenli Amerikalilar arasinda iki buguk kat ve yerli Amerikalilar
arasinda 5 kat daha fazla diyabet gortlmektedir (7, 8).

Ulkemizde yapilan cahismalarda degisik degerler bildirilmekle beraber
2002 yilinda sonuglar1 yayinlanan TURDEP calismasina gdre prevalansin
%7.2’ye yukseldigi disunulmektedir (9).

Diyabetli hastalarin %90’1 Tip 2, %10’u ise Tip 1 DM’tur. Tip | DM, tim
yas gruplarinda gorilebilirken, esas olarak c¢ocukluk caginin (1-18 vyas)

hastaligidir. ilk 6 ay da nadir gorilirken, 4-6, 8-14 yaslar: arasinda ve puberte



Tablo 1. Diyabetes Mellitus ve glikoz metabolizmasimin diger bozukluklarinda tam kriterleri* (5)

doneminde gorilme sikhig: artar. Tip 2 diyabetin gorilme sikligi ise yasla birlikte
artar (4).
2.4. Tam ve Smiflama

Diyabet ve glikoz metabolizmasmin diger bozukluklarmin tani ve
siniflamasinda son 15 yilda degisiklikler yapilmistir. Once 1997 yilinda Amerikan
Diyabet Birligi (ADA) yeni tan: ve smiflama kriterlerini yayinlamis ve hemen
ardindan 1999’da Diinya Saglik Orgiti (WHO) bu kriterleri kiigiik revizyonlarla
kabul etmistir (5).

Diinya Saghk Orgitii ve Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF)
tarafindan 2006 yili sonlarinda yayinlanan raporda 1999 kriterlerinin korunmasi
benimsenmistir. ADA ve Avrupa Diyabet Calisma Birligi (EASD) 2007 yilinda
yayinlanan son raporlarinda ise 2003 yilindaki diizenlemenin degismemesi
gerektigini savunmaktadir (5). Diyabetes Mellitus ve glikoz metabolizmasinin
diger bozukluklarinda tani kriterleri Tablo 1°’de g0sterilmistir. Diyabetes
Mellitus’un etiyolojik siniflamas: Tablo 4’de verilmistir.

24.1. Tam

2.4.1.1. Tam kriterleri

Asikar DM izole IFG** izole IGT IFG+IGT DM Riski
Y iksek
APG
(>8 st achkta) >126 mg/dI 100-125 mg/dI <100 mg/dl 100-125 mg/dlI -
OGTT 2.5t PG >200 mg/dI <140 mg/dl 140-199 mg/dl | 140-199 mg/dl -
>200 mg/dl +
Rastgele PG Diyabet semptomlar: ) ) ) )
ALCH** >%6.5 ] ] ] %5.7-6.4
(>48 mmol/mol) (39-46 mmol/mol)

* Glisemi vendz plazmada glikoz oksidaz yéntemi ile “mg/dl” olarak 6lgilir. “Asikar DM” tanisi igin dort tan1 Kriterinden
herhangi birisi yeterli iken “izole bozulmus achik glikozu” (IFG), “izole bozulmus glikoz toleranst” (IGT) ve “IFG + IGT”
icin her iki kriterin bulunmas: sarttir. ** 2006 yili WHO/IDF raporunda normal aglik plazma glikozu (APG) kesim
noktasmin 110 mg/dl ve IFG 110-125 mg/dl olarak korunmasi benimsenmistir. *** Standardize metotlarla él¢iImelidir.




Bu tabloya gore diyabet tanis1 dort farkli yontemle konabilir. Tani icin iki
farkl test yapilmis ve sonucglari uyumsuz ise sonucu esik degerin tzerinde ¢ikan
test tekrarlanmali ve sonug yine diyagnostik ise diyabet tanis1 konulmalidir (5).

Tani testlerinden olan oral glikoz tolerans testi’nin (OGTT) digerlerine
gore sensitivitesi ve spesifitesi daha yiiksek olmakla birlikte emek ve maliyeti de
daha fazladir. Bu nedenle klinik pratikte daha kolay ve ucuz olan APG tercih
edilmektedir (10).

Plazma glikoz (mg/dl)=0,558+(20,254xtam kan glikoz (mg/dl)/18)

Plazma glikoz (mg/dl)=0,102+(19,295xkapiller kan glikoz (mg/dl)/18)

Plazma glikoz (mg/dl)=0,137+(18,951xserum glikoz (mg/dl)/18)

Klinikte veya hastalarin evde glisemi takibinde kullandiklari tam kan,
kapiller kan ve serum glisemi degerleri formtllerde goruldigi gibi biraz daha
dusuktir (5).

Buna gore glikoz diizeyi vendz plazmada 126 mg/dl, tam kanda 112 mg/dl,
kapiller kanda 118 mg/dl, serumda ise 120 mg/dl olarak ol¢uldr (5).

2.4.1.2. Tam testi olarak Alc (HbAlc:Al1C)

Uluslararast Diyabet Uzmanlar Komitesi 2008 yilinda, uluslararasi
standardizasyon kurallarina uyulmas: kosulu ile diyabet tanis1 icin A1C kesim
noktasmi %6,5 (48 mmol/mol) olarak belirlemistir. Tan1 amagcli olarak bu testin
kullaniimas1 komplikasyonlarin taninmasi ve komplikasyonlara bagli olusabilecek
olumsuz tablolarin 6nlenmesinde daha fazla yarar saglamaktadir (5).

2.4.1.3. Oral glikoz tolerans testi

2.4.1.3.1. OGTT endikasyonlar: (1, 11)

1. Tarama testinde achk kan sekerinin 115 mg/dl ve Uzerinde ya da

postprandiyal kan sekerinin (120. dakika ) 140 mg/dl ve tstunde bulunmasi



2. Gestasyonel diyabetin taramasi

3. Obezler (ideal vicut agirliginin %120 (zeri veya vicut kitle indeksinin
27’den buyuk oldugu durumlar) ve/veya 0zellikle agirlikl: ailesel diyabet hikayesi
olanlar

4. Otozomal dominant (genclerde gorilen erigkin tip diyabet) (MODY) tipi
diyabet hikayesi olanlar

5. Aciklanamayan n0ropati, retinopati, ateroskleroz, koroner arter
hastaligi, periferik vaskiler hastaliklar (6zellikle 50 yasin altinda olanlarda)

6. Operasyon, stres, travma, infarktis, serebral vaskuler olaylar,
kortikosteroid kullanimi, gebelik esnasinda anormal glikoz degerleri veya
glikoziri gorulenlerde, bu olaylar gectikten sonra test yapilmalidir

7. Metabolik sendrom X dusundlen kisilerde

8. Reaktif hipoglisemi dustnilen kisilerde (bu kisilerde OGTT suresi daha
uzun tutulur)

WHO ve NDDG kriterlerine gore OGTT yorumlar: Tablo 2 ve Tablo 3’de
verilmistir.

2.4.1.3.2. OGTT hazirhg (1, 5, 11)

1. Testten en az ¢ gun evvel hasta gunde en az 200 gram karbonhidrat
iceren beslenme programina alinmalidur.

2. Hastanin agir stres, akut serebral ve kardiyak olaylar, uzun sireli
inaktivite (sedanter yasam), enfeksiyon gibi OGTT yi etkileyebilecek bir sorunun
olmamasina dikkat edilmelidir. Akut hastaliklarin ge¢mesi beklenmelidir.

3. Hipopotasemi, gastrointestinal motilite ve emilim bozukluklari, agir

karaciger ve bobrek yetersizligi, Addison hastahgi, Cushing Sendromu,



hipertiroidi, akromegali, feokromasitoma gibi hastaliklarin aktif doneminde
OGTT yapilmamalidur.

4. Oral kontraseptifler, didretikler, kortikosteroidler, difenilhidantoin,
tiroksin, nikotinik asit, psikotrop ajanlar ve beta bloker gibi ilaglarin kullaniminda
testten en az bir hafta Once, yiksek doz 6strojen iceren oral kontraseptif
kullaniminda ise en azindan bir siklis once ilag kesilmelidir.

2.4.1.3.3. OGTT yapilmas (1, 5, 11)

1. Test en az 8 saatlik aclik sonrasi sabah uygulanir. Hasta sakin bir odaya
alinir. O. dakikada ilk kan drnekleri alinir.

2. Achk kan 6rnegi alindiktan sonra standart olarak 75 gram anhidréz
glikoz veya 82.5 gram glikoz monohidrat 250-300 ml su iginde eritilip 5 dakika
icinde icirilir.

3. Diinya Saglik Orgiitii'ne gore glikoz verildikten yalnizca 2 saat sonra
kan Ornegi alinmas:1 yeterli olmakla birlikte; Amerikan Ulusal Diyabet Veri
Toplama Grubu (NDDG)’nun onerdigi sekilde 2 saat stireyle 30 dakikada bir (30,
60, 90, 120. dk) kan ornegi alinmasinda fayda vardir. Reaktif hipoglisemi
dustnilen vakalarda test sliresi 5 saat kadar uzatilmaktadir.

4. Cocuklarda verilecek glikoz miktar: 1.75 g/kg (maksimum 75 g)’dr.

5. Test sirasinda Kisinin istirahat halinde olmasi gerekir.

6. Test dncesinde ve sirasinda su igilebilir, ancak gay/kahve gibi icecekler
veya sigara igilmesine izin verilmez.

Tablo 2. WHO kriterlerine gore OGTT yorumu (1, 11)

Kan glikoz diizeyi .
(vendz plazma Normal Glikoz IGT DM
toleransi (NGT)
mg/dl)
Achk <110 <140 >140
120. dk <140 <140-199 >200




Tablo 3. NDDG kriterlerine gére OGTT yorumu (1, 10)

Kan glikoz diizeyi

(ventz plazma mg/dl) NGT IGT DM
Achk <115 <140 >140
30, 60, 90. dk en az bir deger <200 >200 >200
120. dk <140 140-200 >200

24.14. Diger tam testleri

2.4.1.4.1. C-peptid diuzeyi

Pankreas beta hicre (endojen insllin) rezervini yansitir. Tip 1 diyabette
rutin olarak Olciilmesine gerek yoktur. Otoimmun diyabetin tip 2 diyabetten
ayriminda ve insulin tedavisine gegilecek tip 2 diyabet olgularinin belirlenmesinde

aclik ve uyarilmig C-peptid dizeyleri 6lgilebilir (5).

2.4.1.4.2. Adacik otoantikorlan

Anti-glutamik asit dekarboksilaz (anti-GAD), adacik hucresi sitoplazmik
antikoru (ICA), insulin otoantikoru ile anti-tirozin fosfataz, anti-fogrin antikorlar:

ve cinkotransporter-8 antikorudur. Tip 1 diyabette rutin olarak otoantikorlarin

Olgtlmesine gerek yoktur (5).




2.4.2. Smiflama

Tablo 4. Diyabetes Mellitus’un etiyolojik sitmiflamasi (5)

I. Tip 1 diyabet (Genellikle mutlak insiilin noksanhgina sebep olan B-hiicre yikimi vardir)

A. Immun aracilikli
B. Idiyopatik

11. Tip 2 diyabet (Insiilin direnci zemininde ilerleyici instlin sekresyon defekti ile karakterizedir)

111. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle dogumla birlikte diizelen diyabet

1V. Diger spesifik diyabet tipleri

A. B-hicre fonksiyonlarmimn genetik defekti (monogenik
diyabet formlar)
20. Kromozom, (HNF-40) (MODY1)
7. Kromozom, Glukokinaz (MODY?2)
12. Kromozom, HNF-1a (MODY3)
13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)
17. Kromozom, HNF-1B (MODYY5)
2. Kromozom, NeuroD1 (MODY®6)
2. Kromozom, KLF11 (MODY7)
9. Kromozom, CEL (MODY8)
7. Kromozom, PAX4 (MODY9)
11. Kromozom, INS (MODY10)
8. Kromozom, BLK (MODY11)
Mitokondriyal DNA
11. Kromozom, Neonatal DM (Kir6.2,
ABCC8, KCNJ11 mutasyonu)
o Digerleri
B. Instilinin etkisindeki genetik defektler
e Leprechaunism
Lipoatrofik diyabet
Rabson-Mendenhall sendromu
Tip A insilin direnci
Digerleri
C. Pankreasin ekzokrin doku hastahklar:
Fibrokalkul6z pankreatopati
Hemokromatoz
Kistik fibroz
Neoplazi
Pankreatit
Travma/pankreatektomi
Digerleri
D. Endokrinopatiler
Akromegali
Aldosteronoma
Cushing sendromu
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma
o Digerleri

E. flag veya kimyasal ajanlar
o Atipik anti-psikotikler
Anti-viral ilaglar
B-adrenerjik agonistler
Diazoksid
Fenitoin
Glukokortikoidler
o-Interferon
Nikotinik asit
Pentamidin
Proteaz inhibitorleri
Tiyazid grubu didretikler
Tiroid hormonu
Vacor
o Digerleri (post transplant diyabet)
F. immun aracilikh nadir diyabet formlar
e Anti-insilin reseptor antikorlari
e “Stiff-man” sendromu
o Digerleri
G. Diyabetle iliskili genetik sendromlar
e Alstrém sendromu
Down sendromu
Friedreich tipi ataksi
Huntington korea
Klinefelter sendromu
Laurence-Moon-Bied| sendromu
Miyotonik distrofi
Porfiria
Prader-Willi sendromu
Turner sendromu
Wolfram (DIDMOAD) sendromu
o Digerleri
H. Infeksiyonlar
¢ Konjenital rubella
¢ Sitomegalovirus
o Koksaki B
o Digerleri (adenovirus, kabakulak)

HNF-1a: Hepatosit niikleer faktdr-la, MODY1-10: Genglerde gdriilen eriskin tipi diyabet formlari 1-10 (maturity
onset diabetes of the young 1-10), HNF-4a: Hepatosit niikleer faktor-4a, IPF-1: instilin promotér faktér-1, HNF-1p:
Hepatosit niikleer faktor-18, NeuroD1: Norojenik diferansiyasyon 1, BLK: Beta lenfosit-spesifik kinaz, DNA:
Deoksi-riboniikleik asit, HIV: insan immun eksiklik virusu, DIDMOAD sendromu: Diabetes insipidus, diabetes
mellitus, optik atrofi ve sagirhk ile seyreden sendrom (Wolfram sendromu), KLF11: Kruppel like factor 11, CEL:
Carboxyl ester lipase (bile salt-dependent lipase), PAX4: Paired box4, ABCC8: ATP binding cassette C8, KCNJ11:

Potassium inwardly-rectifying channel J11, INS: insilin.
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Bu tablodaki diyabet etiyolojilerinden ilk tcl primer, digeri ise sekonder
diyabet formlar1 olarak bilinmektedir.
2.4.2.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus
2.4.2.1.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus’un etiyolojik simiflamasi (1)
1. Pankreas beta hiicrelerinin idiopatik otoimmun yikimi (Tip 1 DM)
2. Poliglandiler otoimmun sendrom Tip 2 (Schmidt sendromu)
3. Viral enfeksiyonlarin neden oldugu beta hicresi yikimi
e Konjenital rubella virisi
o Koksaki B (Tip B4 ve B3)
e Sitomegalovirus
4. Akut pankreatit, kronik tekrarlayict pankreatit, pankreas kanseri,
konjenital pankreas hipoplazisi ve pankreatektomiye baglh pankreas doku kaybi
5. Pankreas beta hicresinde yikima neden olan kimyasal ajanlar
6. Genetik sendromlar:
e DIDMOAD sendromu
o Fredreich ataksisi
7. Diger; Kesin olarak tanimlanamayan nedenlerle gelisen instlin salgisi
azalmasi.
Cocuklarda ve genclerde gorilen diyabetin biyik boliminu Tip | DM
olusturmaktadur. Ileri yasta nadirdir.
Tip | DM, pankreasta gelisen inflamasyon sonucu ilerleyici beta hiicre
harabiyeti ve total insulin yetersizligi ile karakterize kronik bir hastaliktir.
Genetik Faktorler:
Hastalhk; 6 numarali kromozomun kisa kolu (Gzerindeki Major

Histokompatibilite Kompleksi (Major Histocompatibility Complex - MHC)’nin
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polimorfik, insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen — HLA) olarak
bilinen kismu ile iliskilidir (3).

Tip 1 diyabetli olanlarin birinci derece akrabalarinda tip 1 diyabet goriilme
oram fazladir. %95’inde HLA-DR3 veya antijenleri pozitiftir. HLA-DR3 veya
HLA-DR4’Un tek basina bulunmasi, tip | DM gelisme riskini 2-3 kat, bu
antijenlerin ikisinin ayn1 Kiside bulunmasi, riski 7-10 kat artirmaktadir. HLA-DQ
B zincirinin 57. posizyonundaki aspartik asitin homozigot yoklugu (non Asp/non
Asp), Tip | DM gelisimi igin rolatif riski yaklasik 100 kat arttirir. Heterozigot
yoklugu ise (non Asp/Asp), homozigotlara gore daha az olmakla birlikte DM
gelisme riskini artirmaktadir. DQA1 0301/DQB1 0302, DR4, DQAL 0501/DQB1
0201 ve DR3 DM gelisimi agisindan en riskli lokuslardir (3, 12).

Otoimmunite:

Beta huicre hasari, ¢ farkl: etki mekanizmasi ile olusur. Bu mekanizmalar;
antikora bagli sitotoksisite, dogal katil hucreler ve komplemanin klasik yoldan
aktivasyonudur (3).

Cevresel faktorler:

Genetik olarak yatkin bir bireyde, beslenme aliskanhklari ve diyet
icerikleri, kimyasal maddeler ve toksik ajanlar, emosyonel ve fiziksel stres,
infeksiy0z nedenler gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle otoimmun stire¢ baslamakta,
buna bagli olarak insulin eksikligi ile giden tip 1 DM gelismektedir (3, 13, 14).

Toksik ve kimyasal ajanlar:

DNA parcalanmas: ve oksidatif hasar yoluyla beta hiicre tahribatina yol

actiklar1 bilinmektedir (3).
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Emosyonel ve fiziksel stresler:

Stres, steroid salgilanmasina yol acarak insulin ihtiyacini arttirmaktadir
(15).

Beslenme ozellikleri:

Anne sutl, sut cocuklugu doneminde verilen D vitamini desteginin
diyabete neden olan gevresel faktorlere karsi koruyucu oldugu saptanmistir. Buna
karsihk, E ve C vitamini gibi antioksidanlarin eksikligi, eser elementlerin
eksikligi, yuksek nitrozamin ve nitrat dizeyleri ve g¢inkodan fakir diyetin ise
diyabet riskini arttirdig: distinilmektedir (3, 16).

Infeksiyoz ajanlar:

VirGslerin direk olarak sitotoksik etkileri ve uzun wyillar iginde
otoimmunitenin tetiklenmesi infeksiydz ajanlarin tip 1 DM uzerindeki baslica
mekanizmalaridir. Sugicegi, Rubella, Koksaki, Sitomegalovirus ve Ebstein Barr
viriistin diyabetojenik etkileri oldugu bilinmektedir (3, 17, 18).

Tip 1 DM 4 dénemde incelenir:

1. Prediyabet donemi

Asemptomatik donem olup, cevresel faktorlerin beta hicrelerine karsi
otoimmun aktivasyonu tetiklemesinden, klinik semptomlar ortaya ¢ikincaya kadar
gecen suredir. Bu donemde tespit edilen tip 1 DM’un imminomodilasyon veya
imminosupresyon tedavileri ile klinik tip 1 DM’a gegisinin engellenmesi
mumkandur (4, 19).

2. Klinik dénem

Pankreasin beta hicre kitlesinin %80’den fazlasinin harap olmasiyla

baslayan donemdir. Polilri, polidipsi, kilo kaybi gibi semptomlar giderek
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belirginlesir. Hastalar mutlak ekzojen instlin gereksinimi gosterirler. Ketoasidoz,
hipoglisemi gibi akut komplikasyonlara sik rastlanir (4, 20).
Erken Klinik Donem: Hiperglisemi ve Kklinik semptomlar baslamasina ragmen
beta hiicre rezervinin hala mevcut oldugu donemdir (4).

3. Kismi remisyon donemi

Otoimmun yikim sonrasi saglam kalan hicrelerin rejenerasyon sonucu
cogalmasina bagl olarak endojen instlin salmimimin artmas: ve ekzojen insulin
ihtiyacinin azalmasi ile karakterizedir. Bu sure 1 hafta ile 1 yil arasinda degisir (4,
19, 21).

4. Kronik donem

Pankreas beta hicre Kkitlesinin ¢ok azalmasina bagli olarak glisemi
kontrollini saglamak amaciyla yogun insulin tedavisi gereken donemdir (4).

2.4.2.1.2. Tip 1 Diyabetes Mellitus’ta semptom ve bulgular

Tip 1 DM hastalarmin gogunlugu baslangigta klasik DM semptomlar: olan
polidiri, polidipsi, polifaji, istahsizlik, kilo kayb1 ile, %25’i ise ketoasidoz
tablosunda basvururlar. Ketoasidoz belirtileri bulant;, kusma, karin agrisi,
halsizlik, bas agrisi, irritabilite, politri, polidipsi, nokturinin fazlalasmas,
dehidratasyon, asidoz, uyku hali, suur bulanikhg: ve komadir. ileri donemde
nefeste aseton kokusu, “kussmaul” solunumu ve beyin 0Gdemi gelisebilir.
Glikoziri, ketonuri, hiperglisemi, ketonemi, metabolik asidoz ve lokositoz
siklikla gorilen laboratuar bulgularidir (3, 22, 23).

2.4.2.1.3. Tip 1 Diyabetes Mellitus’un tanisi

Polilri, polidipsi, polifaji, istahsizlik, kilo kaybi gibi semptomlar: olup
diyabetten slphelenilen kisilerde taniy1r kuvvetlendirmek igin baslangi¢c olarak

biyokimya, tam idrar tetkiki, hemogram ve kan gazi parametreleri degerlendirilir.
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Tip | diyabetli hastalarda, henlz hiperglisemi ile seyreden klinik dénem

gelismeden, beta hicresindeki otoimmiin yikimin gostergesi olan otoantikorlarin

saptanmasi (ICA, 1A-2, insilin iligkili antikor (1AA), GAD) ile preklinik donemde

tan1 koyulabilmesi mumkindir. Ancak olgular cogunlukla hiperglisemi veya

diyabetik ketoasidoz (DKA) tablosunda gelirler (3, 23-25).

2.4.2.1.4. Tip 1 Diyabetes Mellitus’un tedavisi (5)

1. Insiilin injeksiyonlar:

2. Tibbi beslenme tedavisi

3. Fizik aktivite

4. Hasta ve ailenin egitimi

5. Evde kan glikoz ve keton izlemi

2.5. Diyabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

2.5.1. Akut komplikasyonlar
1. Diyabetik ketoasidoz (5)

Siklikla tip 1 DM olgularinda goralir.

Infeksiyonlar, insiilin tedavisindeki hatalar, serebrovaskiiler olaylar, stres,

pankreatit, myokard infarktiist, travma, yeme bozukluklari DKA’ya hazirlayici

faktorlerdir.

Diyabetik ketoasidozun belirti ve bulgular1 Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Diyabetik ketoasidozun belirti ve bulgular (5)

Semptomlar Fizik Muayene Bulgular:
e Halsizlik e Tagikardi
¢ Bulanti, kusma o Dehidratasyon bulgulari, hipotansiyon
o Agiz kurulugu e Takipne, Kussmaul solunumu
o Polidipsi, politri, pollakri ¢ Batinda hassasiyet
o Karin agrist o Agizda keton kokusu
o Nefes darligi o Letarji, zihinsel kiintlesme, koma
o Kilo kayhi
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Laboratuar Bulgular: (5):

1. Plazma glikoz duizeyi >250 mg/dl

2. Kan keton diizeyi >3 mmol/l

3. Kan ph<7.30

4. Serum bikarbonat dizeyi <15 meq/I

5. Serum ozmolalitesi >320 mosm/I

6. Anyon agig1 >12

7. Hafif ya da orta derecede l6kositoz

Tedavi:

Swvi ve elektrolit tedavisi, insilin tedavisi, potasyum replasmani, glikoz
infuzyonu ve bikarbonat tedavisi ketoasidozun baslica tedavi yontemleridir. Butiin
bu tedavilerin hedefi glikozu normal sinirlara getirmek, idrar ve serumdaki keton
cisimlerini temizlemek ve elektrolit dengesini duzeltmektir (5).

2. Hiperosmolar hiperglisemik durum

Ciddi hiperosmolarite (>320mQOs/l) ve hiperglisemi (>600mg/dl) tan: i¢in
yeterli olan iki Ozelliktir. Vakalarin 1/2'sinde sadece hiperosmolar hiperglisemik
durum mevcut olmakla birlikte 1/3’tUnde asidoz da s6z konusudur. Sivi elektrolit
tedavisi ve instlin tedavisi baslica tedavi yontemleridir (5).

3. Laktik Asidoz

Kanda laktat konsantrasyonunun artmasina bagli olusan anyon agikh
asidoz durumudur (5).

Kan laktat dizeyi >5 mmol/I

Ph <7.30

Tedavide hedef 48 saatte laktat dizeyini <3 mmol/l duzeyine indirmektir

(5).
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4. Hipoglisemi

Whipple triad: (kan glikoz diizeyinin <50 mg/dl olmasi, distk kan glikoz
dizeyi ile uyumlu bulgular ve bu bulgularin kan glikoz dustkligini ortadan
kaldiracak bir tedavi ile ge¢mesi) tani icin yeterlidir (5).

Hipogliseminin seviyesine gore titreme, soguk terleme, anksiyete, bulanti,
carpint;, sersemlik hissi, bas agrisi, konsantrasyon bozuklugu, konusma
bozuklugu, halsizlik, konfiizyon gorulebilir (5).

Hipogliseminin ana nedeni mutlak veya goreceli instlin fazlaligidir.

Tedavide hastanin bilinci agiksa 15-20 gram oral glikoz (4-5 kesme seker
veya 150-200 ml meyve suyu), biling kapaliysa parenteral tedavi uygulanmalidir
(5).

2.5.2. Kronik komplikasyonlar

Diyabetin makroanjiyopatik ve mikroanjiyopatik kronik komplikasyonlar:
Tablo 6’da verilmistir.

2.5.2.1. Makrovaskuler komplikasyonlar

1. Kardiyovaskiler hastaliklar (5)

Diyabetli hastalarda kardiyovaskiler hastalik en 6nemli morbidite ve

mortalite nedenidir.

= Makrovaskuler hastalik (sessiz myokard enfarktisu, sessiz iskemi,

periferik arter hastaligi, karotis arter hastaligi veya serebrovaskdler olay)
= Mikrovaskuler hastalik (6zellikle retinopati ve nefropati)

= Koroner arter hastaligi agcisindan ¢ok sayida ilave risk faktorlerinin
bulunmas: (ailevi erken koroner olay veya birinci derece akrabalarda serebro-

vaskiler olay)

= Diyabet siiresi uzun (>15 yil) olan diyabetliler
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Kardiyovaskdler hastalikdan korunma igin kan sekerinin regtlasyonunun
yanisira hipertansiyon, dislipidemi, sigara, nefropati gibi risk faktorlerinin tedavisi
gereklidir. Antiagregan ajanlar profilakside tercih edilebilir. Koroner arter
hastaligi olanlarda da yine kan sekeri regulasyonu, hipoglisemi ataklarindan
kacinma, dislipidemi tedavisi (statinler), hipertansiyon icin ACE inhibitorleri
tercih edilir (4).

2. Serebrovaskiler hastaliklar

Diyabetli hastalarda trombosit aggregasyon yeteneginin ve fibrinojen
dizeylerinin ve buna bagli olarak tromboza egilimin artmasi serebrovaskiiler
hastalik riskini arttirir (4, 26).

3. Periferik damar hastalig

Koroner serebral ve periferik arterleri etkileyen ateroskleroz diyabete bagli
olimlerin en 6nemli nedenidir (4).

2.5.2.2. Mikrovaskiler komplikasyonlar

1. Diyabetik nefropati

Erken donem nefropatiyi saptamak igin mikroalbuminari 6lgimi ile
birlikte glomeruler filtrasyon oraninin hesaplanmasi gerekir. 3-6 ay ara ile yapilan
en az iki idrar incelemesinde, persistan albtminuri (300mg/g veya >200 mcg/dk
alblimin saptanmasi) ile diyabetik nefropati tanist konur. Sabah ilk idrarda
alblmin/kreatinin orani bakilarak mikroalbumindri taramas: yapilir (5). Bu tarama
cocuklarda 12 yasindan sonra yilda bir kez yapilir.

Nefropatinin en 6nemli sonucu son donem bdbrek yetersizligine neden

olmasidir (5).
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2. Diyabetik retinopati (5)
1. Non-proliferatif retinopati: ~ mikroanevrizmalar ve sert
eksudalar
2. Pre-proliferatif retinopati: eksudalar, kanamalar, intraretinal
mikrovaskuler anormalllikler
3. Proliferatif retinopati: neovaskularizasyon
4. Retina dekolmant
Tip 1 diyabetli hastalarda tamdan 5 yil sonra baslayarak puberteden
itibaren yilda bir retinopati taramasi yapilmali, baslangicta retinopatisi olmayan ya
da minimal retinopatisi olanlarda yilda bir, ileri evre hastalarda 3-6 ayda bir
kontrol yapilmahdir (5).
3. Diyabetik noropati
Diyabet en sik periferik noropati sebebidir. Nontravmatik amputasyonlarin
en 6nemli nedenlerinden biridir. insulin bagimli olmayan DM’da (NIDDM) en sik
rastlanan noropati periferik distal simetrik sensdryel polindropati’dir. Klasik

olarak “eldiven, corap tarz1” yayilimdan bahsedilir (4).
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Tablo 6. Diyabetes Mellitus’un mikroanjiopatik ve makroanjiopatik kronik
komplikasyonlari (1)

Diabetik retinopati (vazoproliferatif ve makilopatik)
Vitreus kanamasi

Rubeozis iritis

Glokom

Katarakt

Okuler kas felci

Goz

. Interkapiller glomeruloskleroz (Kimmelstiel
ilson)
Kronik bdbrek yetersizligi

Renal papiller nekroz

Kronik pyelonefritis

Renovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon

Bobrek

Somatik Diyabetik ndropati
Otonom Diyabetik néropatisi
Diyabetik inmeler

Periferik sinir ve MSS

Iskemik kalp hastaliklar:

Diyabetik kardiyomiyopati

Diyabetik periferik arter hastalig

Diyabetik arteriyal organ beslenme bozuklugu

Kardiyovaskuler sistem

Necrobiosis lipoidica diabeticorum
Xantoma diabeticorum

Granuloma annulare

Fronkuloz

Mikotik infeksiyonlar

Deri ve bag dokusu

Iri bebek gelisimi insidansinda artis
Konjenital defekt (bebekte)
Gebelikte miad gecikmesi

Neonatal hipoglisemi

Neonatal 6lim degerlerinde artis

Gebelik

OAWNRUOAMONRPONE OOMROAMONSRPOOAWNE

2.6. Diyabet ve Oksidatif Stres

Diyabetes Mellitus erken ve ge¢ donem komplikasyonlarinin
patogenezinde artmis serbest oksijen radikalleri, lipid peroksidasyonu ve bunlarin
yol actig1 oksidatif stres 6nemli rol oynamaktadir (27).

Serbest oksijen radikallerinin olusum hizinin artmas: ve buna karsilik
antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmas: durumu oksidatif stres olarak
tanimlanir ve bu da diyabetin ge¢ donem komplikasyonlarina neden olmaktadir.
Bir baska deyisle hiperglisemi oksidatif strese yol agmaktadir (27).

Biyolojik sistemlerdeki ROS, superoksit anyonu (20,-), hidroksil radikali

(HO-), nitrik oksit (NO-), peroksil radikali (ROO-) ve radikal olmayan hidrojen
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peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6énemli nedenlerini
olustururlar (27).

Oksidan molekdllerin  neden oldugu hasar antioksidan molekuller
tarafindan hem hicre ici hem de hicre dis1 savunma ile etkisiz hale getirilir.
Hucre dis1 savunma albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin ve drik asit gibi
cesitli molekdlleri icermektedir. Hicre ici savunma ise serbest radikal toplayici
enzimler olan superoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon reduktaz, katalaz ve sitokrom oksidaz’dir. Bu serbest
radikal toplayici enzimlerin fonksiyonlari i¢in bakir, ¢inko ve selenyum gibi eser
elementler gereklidir (27).

1980’li yillardan beri diyabette ROS’un rolu blyuk 6lglide tartigiimaktadir.
Diyabet ve diyabet komplikasyonlarmin ROS ile olan iligkisini gosteren
caligmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-
reperfiizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal Gretimini arttirdig1 ve
antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir (27).

Slperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi serbest radikal
toplayict enzimlerin ekspresyonlari ve antioksidan kapasite pankreas adacik
hicrelerinde en disik duzeydedir. Hipergliseminin toksik etkilerinin beta
hicrelerindeki oksidatif strese bagli hasara neden oldugu disunulmektedir (27).

Hidrojen peroksidin, yuksek reaktiviteye sahip bir ROS urunu olan OH
radikaline donusmesi sonrasi insulin reseptor sinyal sistemi tzerinde etkili oldugu
ve insilin tarafindan reseptor araciligi ile dizenlenen sinyal transdiksiyon
yollarinda anahtar bir rol oynayabilecegi goriist arastirmacilarin savlari arasinda

bulunmaktadir. Glikasyon aracili serbest radikal Gretiminin insilinin gen
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transkripsiyonunu azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol agtigini gdsteren
caligmalarin  bulgular1 bu goOrusi desteklemektedir. T ve B lenfositlerin,
makrofajlar gibi inflamatuvar hicrelerin beta hiicrelerine toksik etkilerini de
serbest radikaller araciligiyla yaptigi dustuntlmektedir. Diyabet olusturulan rat
deney modellerinde oksidatif stres belirteci olarak degerlendirilen 8-
hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinde de artig gozlenmistir (27).

Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu
destekleyen ¢alismalar bulunmaktadir. Ayrica endotel ve diiz kas hiicreleri yiksek
konsantrasyonda glikoz iceren ortamda inkube edildiginde de serbest radikal
olusumunun basladig1 gozlenmistir (27).

Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugunu gdsteren in
vivo calismalar bulunmaktadir. Deneysel hayvan calismalarinda insanlardakine
benzer diyabet olusturmak icin kullanilan N-nitroso tarevi D-glikozamin
yapisindaki streptozotosinin, oksidan maddeler meydana getirerek langerhans
adaciklarini selektif olarak tahrip ettigi ve uygun olmayan NO cevaplar1 vererek
diyabeti baslattig1 dustnilmektedir (1).

Arastirmacilarin  bulgulari, vaskuler komplikasyonlari olan diyabetik
hastalarda, hem LDL’nin oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda,
hiperglisemiye bagl artiglar oldugunu gostermektedir.

Diyabetik olgularda, lipidlere ilave olarak protein oksidasyonu da
artmaktadir. Ozelikle kollajen, elastin ve myelin kilifindaki ekstraselliiler
proteinlerin oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi dokularda
katarakt, mikroanjiyopati, ateroskleroz ve nefropati gibi diyabetik

komplikasyonlar gelismektedir (27).
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2.7. Paraoksonaz

Glikoprotein yapida, kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olan PON, hem
arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip bir
enzimdir (28).

2.7.1. Tarihge

1946’da Abraham Mazur hayvan dokusunda organofosfat bilesiklerini
hidroliz edebilen bir enzimin varligin: ilk kez bildirmistir (29). Bu enzim 1953
yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat, propiyonat ve bdtirat’
hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir (30, 31). 1961°de Uriel tarafindan
insan serumunda yapilan bir ¢alismada ilk kez HDL ile PON iligkisi gosterilmistir
(32). Mackness ve ark. yaptiklari ¢calismalar ile, 1985’te PON’un HDL uzerinde
bulundugunu (33), 1988’de, PON’un HDL uzerinde apoA-I’e bagimh olarak
aktivite gosterdigini (34) ve 1991 yilinda da LDL dzerindeki lipid peroksit
birikimini azalttigini bulmuslardir (35). Bu bulgularin sonucunda arastirmacilar,
kardiyovaskuler hastahiklar ile PON1 arasindaki iliskiyi arastirmaya
yonelmiglerdir.

2.7.2. Paraoksonaz gen ailesi

Paraoksonaz icin ilgili insan geni HUMPONA’d1r. Paraoksonaz gen ailesi,
insanlarda kromozom 7’°nin uzun kolunda g21.3 ve g22.1 arasinda bulunmaktadir.
Paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 (yesi vardir. Bu
genler yapisal yonden biyuk benzerlikler gostermektedir. Bu ailenin ilk bulunan
ve (stlinde en ¢ok calisma yapilan Gyesi PON1’dir ().

PON1, PON2 ve PON3 genleri memeliler arasinda; %60 sekans benzerligi

gOsterir. PON ailesi enzimleri substrata spesifik hidrolazlardir (1).

23



PON1’i PON2 ve PON3’den ayrran farklardan biri 106. kodonda
bulundurdugu lizin aminoasididir. PON1 ve PON3 karaciger ve plazmada; PON2
karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda 6zellikle endotel tabakasinda ve
aortik duz kas hicrelerinde bulunmaktadir (1).

2.7.3. PONL1 gen polimorfizmi

PON1 geninin kodlama bdlgesi iki polimorfik bolge igerir (Sekil 1).
Pozisyon 55°de l6sin (L) ve metionin (M) (55 L>M) transizyonu ve pozisyon
192°de glutamin (Q) ve arginin (R) (192 Q>R) transizyonu (28). Her iKi
polimorfizm cesitli patofizyolojik durumlarla ilgilidir. Uzerinde en ¢ok calisilan
polimorfizmler bunlardir. Clnkd bu iki alloenzimin gesitli substratlara kars:
affiniteleri ve katalitik aktiviteleri farklilik gostermektedir. Paraokson, PON1
192R tarafindan alt1 kat daha hizli hidroliz edilir. PON1 192Q ise sarin, somon ve
diazoksonu daha hizli hidroliz etmektedir. Fenilasetat ve dihidrokumarinde ise
farklilik gortlmez. Tek bir aminoasitteki degisimin enzim aktivitesini bu kadar
fazla etkilemesi enzimin yapisina baglanmistir. 192. pozisyondaki arginin aktif
bolgenin  6nemli bir yerindedir. Bu polimorfizm ayn1 zamanda LDL’yi
oksidasyondan koruma Ozelligini de etkiler. PON1 192Q alloenzimi daha
koruyucudur (1, 36, 37).

M/L55 polimorfizmi substratla iliskiyi degistirmez. Enzimin dusik serum
aktivitesi ve konsantrasyonuyla iligkilidir. M aleli tasiyanlarda disiik PON1
messanger RNA (mRNA) seviyeleri bulunmustur. L aleli tasiyanlar, daha

stabildir, proteolize daha dayaniklidir ve yiiksek serum aktivitesine sahiptir (1).
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Signal . .
Promoter sequence Coding region

U 17 Il

G-909C A-832G A-162G C-107T L55M Q192R
Sekil 1. PONL1 geninin polimorfik bolgeleri (1)

2.7.4. PON1

2.7.4.1. PONX’in yapisi

Insan serumundan saflastirilan PON1, minimum 43000 dalton agirhginda,
354 aminoasitten olusan bir glikoproteindir. Dort farkli konumda proteine bagh
olarak bulunan karbonhidrat Gniteleri agirhgmin %15,8’ini olusturur (1) (Sekil 2)
(Sekil 3).

PONZY’in amino asit bilesimi incelendiginde, 16sin igeriginin ylksek
olmasina karsilik, “kringle” yapisina sahip olacak kadar sistein icermedigi
gorulir. Bununla beraber, 42, 284 ve 353. konumlarda yer alan sistein artiklari,
PONZI’in yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine katkida bulunmaktadir. Protein
yapisinda bulunan tek distlfid bagi, polipeptid zincirinin siklik yapida olmasina

neden olmaktadir (1) (Sekil 2).
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| Paraoksonazin Yapisi

Sekil 2. insan serum Paraoksonaz enziminin yapasi (1)

Karaciger’de sentezlenen ve dolasima verilen PON1’in HDL yapisinda yer
aldig1 bilinmektedir. PON1’in HDL lipidlerine baglanmasinda hidrofobik N-
terminal bolgesinin yan: sira Apolipoprotein Al (Apo Al) ve Apo J (klusterin)
proteinlerinin de rol aldig: dustinilmektedir (1).

PONL1, 6 yaprakl beta tabakasi bir yapi1 icerir (1). Her bir yaprak 4 beta
tabakasi icerir ve enzimin merkez kisminda yapi ve Katalitik aktivitesinin
korunmasi icin gerekli olan iki kalsiyum atomu vardir. Bunlardan yapisal
kalsiyumun yapidan uzaklastirilmasi irreversibl denatiirasyona neden olmaktadir.
Digeri ise katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu bir su

molekuli ile fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir (1).
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Sekil 3. PON1’in G¢ boyutlu yapisi (38)

2.7.4.2. PONY’in substratlan

PON1 tarafindan hidrolize edilen bilesikler olan organofosfatlar
(paraokson ve diazokson), sinir gazi ajanlari (somon ve sarin) ve aromatik
esterlerin (fenilasetat) PON1’in non-fizyolojik substratlari oldugu bildirilmistir
(D).

Paroksonazin hem aril esteraz aktivitesini hem de paroksonaz aktivitesini
Olcmede en sik kullanilan substrat Parokson (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)’

dur (1) (Sekil 4).

HaC~ HQC*O‘\ I HaC—HsC—0 (ﬁ
P— —NO, PON1 '8 2 N / \
_H-C_0/ @ 2 P—OH + OH-— —NO
H3C—H,C-0 H;;C—H;C—o/ 2

parackson dietl fosfat p-tutrofencl

Sekil 4. Paraoksonazin Paraoksonu hidrolizi
Fenil asetat ise sadece arilesteraz aktivitesini O6lgmede kullanilan bir
substrattir. PON1 polimorfik dagilimi nedeniyle ayni substrata kars: farkl: aktivite

gosterir (1) (Sekil 5).
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Sekil 5. Paraoksonazin Fenil Asetat: hidrolizi

PONZ1" in lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester
peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester bagini hidroliz ettigi
gosterilmistir. Okside olmus lipoproteinler ve kolesterol esterlerinin HDL bagiml
PONL icin fizyolojik substrat oldugu diistiniilmektedir. Insan arteriyel duvar hiicre
kilturlerinde yapilan bir ¢calismada PONL1’in okside 1-palmitil-2-arasidonoil-sn-
glisero-3-fosforilkolin zerindeki fosfolipid tdrlerini hidroliz ettigi, boylece
HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruyucu etkisinin paraokson hidroliz
kapasitesinden bagimsiz oldugu gortalmastdr (1).

2.7.4.3. PONZY’in fizyolojik fonksiyonu

Ksenobiyotik Metabolizmasi Uzerine Etkisi:  Ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunu  saglayan oksidasyon, rediksiyon, hidroliz ve
konjugasyon gibi reaksiyonlarin siklikla bobreklerde ve o6zellikle proksimal
tubtllerde gerceklestigi bilinmektedir. Immunohistokimyasal olarak, glomertiler
yumak ve proksimal tibdllerin epitel hicrelerinde lokalize oldugu gosterilen
PONZ’in, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonuna fonksiyonel katkisinin olabilecegi
dustnulmektedir. Renal epitel hiicrelerinde anyon transport sistemleri ve PON1’in
benzer intraselltler dagilima sahip olmasi; ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda ve toksik etkilerine karsi organizmanin korunmasinda

PON21’in 6nemli rol oynayabilecegi goristni desteklemektedir (39).
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Organofosfatlara Kars1 Koruma (Hidrolitik Aktivite): PON1’in en iyi
bilinen fonksiyonu, hidroliz yoluyla organofosfat tirevi sinir gazlarm ve
insektisitleri zararsiz hale getirmesidir. insektisit olarak yaygin olarak kullanilan
paratiyon ve klorpiroposokson gibi organofosfat bilesikleri ile somon ve sarin gibi
sinir gazlari, PON1’in baslica substratlarindandir. Ancak, memelilerde bulunan
PONZY’in bu substratlara kars: afinitesi dustk oldugundan, tarimsal alanda
calisanlarda organofosfat zehirlenmelerine sik rastlanir. Bununla beraber, kronik
olarak dustuk dozda organofosfat turevlerine maruz kalanlarda, PON1’in daha
etkili oldugu bildirilmektedir. Organofosfatlara karsi koruma, PON1’in sadece
kan veya doku duzeylerine degil; izoenzimlerine de baglidi. PONZ1’in,
organofosfatlar1 ve diger organik esterleri hidroliz edebilme kapasitesi, kisiler
arasinda genis varyasyon gosterir. R tipi, Q tipine gore paraoksonun hidrolizinde
daha etkili olmasina ragmen; organofosfatlarin ¢cogu, Q izoenzimi ile daha iyi
hidroliz edilirler. Organofosfatlar, PONZ1’in yani sira, sinapslarda ve
néromuskiler kavsaklarda bulunan psddokolinesteraz ve asetilkolinesteraz gibi
esterazlarin da substratlaridir. Organofosfatlar bu enzimleri irreversibl olarak
inhibe ettiklerinden; PON1 dolasimdaki organofosfatlar1 hidroliz etmek suretiyle,
sinir sistemini koruyan bir ajan olarak da gérev yapmaktadir (39).

Bakteriyal Endotoksinlerden Kaynaklanan Toksisiteye Karsi
Koruma: Son yillarda, HDL kompleksinin gram negatif enfeksiyonlar sirasinda
gelisen endotoksemiye karsi savunmada rol oynadigi; bakteriyal lipoprotein
polisakkarid ile makrofaj spesifik protein CD14 arasindaki etkilesimin, HDL
tarafindan henlz bilinmeyen bir mekanizmayla Onlendigi dustnilmektedir.

Boylece, TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin salimimi engellenmektedir.
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PONZ1’in  sitokinlerin  salimmmin  6nlenmesinde  rol  oynayabilecegi
distnulmektedir (39).

LDL ve HDL Oksidasyonunun Onlenmesi: Oksidatif stres altinda lipid
peroksidasyonu sadece LDL’de degil; HDL’deki lipidlerde de meydana
gelmektedir. PON1’in hem LDL’yi hem de HDL’yi oksidasyondan korudugu
bildirilmistir. HDL’nin oksidatif modifikasyonu; ters yonde kolesterol tagima
fonksiyonunda bozulmalara yol acar. Paraoksonaz, HDL’yi oksidasyondan
koruyarak ters kolesterol tasima fonksiyonunun devammi saglar. Bu durum
makrofajlarda kolesterol birikimini engelleyerek koplk hiicre olusumunu ve
ateroskleroz gelisimini yavaslatmaktadir (1). PON1’in HDL vasitasiyla
antioksidan etkiye katkida bulundugu ve HDL nin inhibitor etkisinde, metal iyon
selasyonu ve/veya peroksidaz benzeri aktivite ile iligkili olabilecegi ileri
strtlmektedir. HDL-PON1, uzun zincirli okside fosfolipidleri hidroliz edebilme
yetenegine sahiptir. HDL’nin LDL oksidasyonu Uzerine koruyucu etkisinin
oncelikle PON’dan kaynaklandigi  disinilmektedir. PON1’in, Cu*®nin
indikledigi lipoprotein oksidasyonunu in vitro olarak inhibe ettigi ve
nonkompetetif PON1 inhibitérlerinin serbest radikal olusumunu ve Cu**’nin
indikledigi HDL oksidasyonunu artirdigi gosterilmistir. Ayrica, PONZ1’in
makrofajlardan kolesterol ¢ikisini artirdigi da bildirilmistir (39).

2.7.4.4. PONY’in sentezi

PONL1 karaciger tarafindan uretilip kana verildiginden serumdaki PON1
seviyesini belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Kanda HDL ile
birlikte bulunur (38).

Serumdaki PON seviyesi ve aktivitesi bireyler arasinda degiskenlik

gOstermektedir. Bunun nedeni enzim aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu
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etkileyen PON1 geninin kodlanma ve promoter bdolgesinde c¢ok sayida
polimorfizm gostermesidir. PON1’in serumdaki aktivitesini ve konsantrasyonunu
belirleyen promoter aktivitesi (zerinde en o6nemli polimorfizm -107
pozisyonundadir. PON1 sentezinde Onemli olan bir diger faktor karaciger
hicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica herhangi bir hastalik durumunda
PONZ1’in karacigerden sentezi etkilenmektedir. Enzim aktivitesinin ve
konsantrasyonunun PON1 geninin polimorfizmiyle birlikte diyet, yasam bi¢imi ve
cesitli hastaliklardan etkilendigi gosterilmistir (38).

2.7.4.5. PONZ’in hicrelerden salinim

Cesitli faktorler PON1 sekresyonunun mekanizmasmi degistirerek serum
diizeyinin belirlenmesini saglar. Lipoproteinlerin yoklugunda az miktarda PON1
sekrete edilir. Fosfolipid miceller ve HDL hcrelerden sekrete edilen PONZ1’i
stimule ederken, LDL ve Apo Al etki gostermez (1).

PON1 HDL ile fosfolipidlerden ayrilabilir. Membrana bagli PON1
fenilasetata etki gosterir. HDL’nin belirmesiyle bu etki ortadan kaybolur. Bu da
HDL’nin  PONZ1’i hiicre membranindan ayirabildigini gosterir. HDL ile
indiklenmis PON1 sekresyonu konsantrasyona ve reseptoére bagimlidir. HDL en
uygun alict olmasina ragmen fosfolipid kompleksin tek basina hicrelerden PON1
salmimini uyarma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (1).

Hicre membranmin dig ylzinde bulunan PONZ1’in, HDL yaklasinca
lipoproteinler vasitasiyla HDL’ye gectigi belirtilmistir. HDL igin bir reseptor
olarak daha ©nceden tanimlanan scavenger reseptdr B1 (SR-B1)’in HDL ile
PONL1 iliskisini sagladigi hipotezi ortaya atilmistir. SR-B1 HDL’nin hicre
membranina baglanmasini ve hicre ile lipoproteinler arasinda materyal degisimini

saglar. SR-B1, yiksek afinite ile HDL’ye baglanir ama bagi gevsektir ve
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fosfolipid komplekse baglanma kapasitesi vardir. Sonunda PON1’in karacigerden

bol miktarda salindig: belirtilmistir (1) (Sekil 6) (Sekil 7).

Apohl veya dider
HDL EBadlayan Ligant
Protein

Huocre Membran - ~ ,/ Membrana
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L= 5 - :
S | 2 rel

MMembrandan HDL'nin
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Sekil 6. Hucre membranminda bulunan PON1’in HDL ’ye transferi

Y HDL

Sekil 7. PON1’in HDL ’ye baglanmasi (38)

2.7.4.6. PON1 ve HDL

PON1 gen polimorfizmi varyasyonun %25’ini olusturur. %75 ise diger
faktorler tarafindan saglanr. HDL, PON1 igin serum vektoridar. Serum
konsantrasyonunun 6nemli bir gostergesidir. HDL eksikligi olan durumlarda
PON1 konsantrasyonu da dismektedir. PON1 trigliseridden zengin HDL
partiktllerinde gosterilmistir. PON1’in blytk kismi Apo Al iceren HDL ile

birliktedir. Ayn1 zamanda, HDL’nin Apo J ve clusterin ile iliskili PON1 iceren bir
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alt grubu daha vardir. PON1’in biyik ebattaki HDL ye baglanma egilimi diyabet
gibi HDL’nin azaldig: hastahiklardaki degisimini agiklayabilir (40).
2.8. PONL1 ve Oksidatif Stres

PONZ2’in, LDL’nin hiicre kaynakli oksidasyonuna karsi koruyucu oldugu
gosterilmigtir.  PONL1’in  bunu nasil yaptiginin mekanizmas: tam olarak
aciklanamamasina ragmen calismalarda PON1’in antioksidan kapasitesinde 284.
pozisyondaki serbest sisteinin rol oynadig: bildirilmistir (1).

HDL bagimli PON1’in yalniz LDL oksidasyonunu degil, ayn1 zamanda
HDL oksidasyonunu da engelledigi gosterilmistir. Bu etki PON1’in lipoprotein
aracili peroksitleri hidroliz edebilme 06zelligine baghdir. PON1 lipoprotein
kaynakl: fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester peroksitlerinde bulunan O
ve P arasindaki ester bagni hidroliz edebildigi gosterilmistir (1).

Paraoksonazin  fosfotidilkolinleri hidroliz etme kapasitesi, okside
LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve hidroksitleri indirgemesi nedeni
ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu bildirilmistir (41).

LDL Gzerine PON1’in antioksidan etkisinin endotel hucrelerine monosit
adezyonunu ve okside fosfolipidlere baglanan makrofaj kemotaksisini azalttigi
bildirilmistir (1).

2.9. PONL1 ve Diyabet

Tip 1 ve Tip 2 diyabette PONL1 aktivitesinin azaldigi pek ¢cok calismada
gOsterilmistir. Bu azalmanin diyabetik hastalarda okdidatif stresin artmasi sonucu
antioksidan kapasitenin azalmasina bagli olabilecegi dustinulmektedir. Aktivite
uzerindeki etki muhtemelen genotipten bagimsizdir. Bununla birlikte PON1
55L’nin diyabetik retinopati ile iliskili oldugu belirlenmistir ve PON1 192R daha

cok kardiyovaskiler hastaligi olan diyabetiklerle iligkilidir. L55M polimorfizmi
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ise azalmis glikoz toleransi, pankreas hiicre harabiyeti ve artmis instlin rezistansi
ile iligkili olarak bulunmustur (1).

Diyabetiklerde PON1’in azalma mekanizmas: tam bilinmemektedir. Fakat
artmis glikoz konsantrasyonu ile iligkili olabilecegi dustnulebilir. Glikasyon hem
PON’u inaktive eder hem de HDL Uzerindeki lipid peroksidasyonunu arttirir.
Glike HDL oksidasyona da direngsiz hale gelir. Yiksek glikoz seviyesi olan

sagliklilarda da PONL1 aktivitesinin azaldig: gosterilmistir (40).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Hasta ve kontrol gruplan
Dicle Universitesi Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Endokrinoloji
poliklinigine basvurmus ve diyabet tanis1 almis, yas araligi 3-15 yas olan 75 hasta
(1. grup) ve diyabeti olmayan, koroner arter hastaligi olmayan, metabolik sendrom
kriterleri bulunmayan, karaciger, bobrek ve tiroid hastaligi olmayan yas aralig: 3-
15 yas olan 54 saglikli kisiden olusan kontrol grubu (2. grup) ahndi. Her iki
gruptakilerden kan drnekleri alindi.
3.1.2. Kan ornekleri
Cahsma grubuna dahil edilen hastalardan 12 saat aclik sonrasi
etilendiamintetraasetik asit (EDTA)’li tuplere alinan en az 2 ml kan Ornekleri
DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 °C’de tutuldu. Hemoliz olan serum
ornekleri calismaya dahil edilmedi. HDL, LDL, total kolesterol ve glikoz
dizeyleri igin ise 12 saat achk sonrasi antikoagulan jelli biyokimya tlplerine
alinan kan érnekleri santriftj edildikten sonra ¢aligild.
3.1.3. Kullanilan solusyonlar ve tamponlar
1. Lysis Buffer (Reaktif A) pH 8.0
e 10 mM TRIS hidrokloriir (TRIS-HCL)
e 320 mM Sucrose
e 5 mM magnezyum Klortr (MgCl,)
Otoklav edilir ve % 1 Triton-X100 eklenir.
2. Reaktif B pH 8.0
e 400 mM TRIS-HCL

e 60 MM EDTA
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150 mM NacCl

Otoklav edilir ve %1 sodyum dodesil sulfat eklenir.

3. Sodyum Perklorate

5 M Sodium Perklorate

4. Taq DNA polimeraz Tamponu (10X)

100 mM Tris-HCI
10 mM MgCl;
500 mM potasyum klortr (KCly)

% 1 Triton X-100

5. dNTP karigimi (pH 7.4)

2 mM dATP

2mMdTTP

2 mM dCTP

2mM dGTP

6. 10 X TAE Elektroforez Tamponu

0,4 M Tris-acetate pH 7.8

10 mM Sodium EDTA pH 8.0

7. 10 X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tamponu

90 mM Tris-borate

10mM Sodium-EDTA pH 8.3

8. 10 X Agaroze Jel Elektroforezi Yukleme Karisimi

%10 Glycerol
%2,5 (w/v) Ficoll (type 400)
1mM EDTA

%0,25 Bromophenol Blue
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3.1.4. X TBE tamponu hazirlamsi

Yatay elektroforez cihazinin tanki ve agaroz jel i¢in kullanilan 10 X TBE
tamponundan 1 X TBE tamponu ara stogu hazirlandi. 1X TBE tamponu
hazirlamak icin; 10 X TBE tamponundan 100 ml alinip 1000 ml distile suya
tamamland:.

3.1.5. Agaroz jel hazirlansi

%1’lik agaroz jel hazirlamak icin 1 gram agaroz hassas terazide tartilip,
meziurde Olculen 100 ml 1 X TBE tamponuyla beher icinde karistirilarak
mikrodalgada 1sitildi. Kaynamaya basladiktan ve homojen bir karigim elde
edildikten sonra, beher mikrodalgadan c¢ikarilmis, ortalama 60°C’ye gelen
karigima 0,1 pg/uL Etidium bromur (EtBr) (%0.005 final konsantrasyonu olacak
sekilde) karstirilarak yatay elektroforez tankina yerlestirilecek iki yani kapal: 10
cm - 15 cm ebatlarindaki kasete dokildu. %3’luk agaroz jel hazirlamak igin 3
gram agaroza 100 ml 1 X TBE tamponu eklenip karistirilarak mikrodalgada
isitildi. Kaynadiktan sonra ortalama 60°C’ye gelen karisima EtBr ilave edilip
karistirilan jel, yatay elektroforez tankinin kasetine dokuldu.
3.2. Metod

3.2.1. Periferik kandan DNA izolasyon yontemi

Sodium EDTA’L tiplere 5-10 ml kan ahndi. Santrifij 4°C igin 6n
sogutmaya hazirlandi. 5-10 ml kan 50 ml’lik polypropylene santrifiij tliplerine
aktarildi ve Uzerine 40 ml lysis buffer eklendi (Reaktif A). Elle hafifce iki
dakikalik bir sure icin karistirildi. 4°C de 10 dakika sure ile 3000 rpm de santrifij

edildi. Hiicrelere zarar vermeksizin supernatant hipo suyuna dokuld.
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Tuplere 2 ml Reaktif B eklendi ve hafifce karistirarak hticre ¢okeltilerin
¢ozilmeleri saglandi. Bu suspansiyon daha sonra 15 ml’lik kapakli polypropylene
tuplerine aktarildi.

Her bir tipe 5M’lik Sodium Perklorat’tan 500ul eklendi ve tupler kan
dondirme (rotary mix) cihazina kondu, oda isisinda 15 dakika sire ile karismasi
saglandi. Tupler 30 dakika 65°C’lik sicak blokta inkiibe edildi.

Her bir tlipe daha énceden -20°C’de birakilan kloroform’dan 2 ml eklendi.
10 dakikalik sure icin oda sicaklhiginda rotary mix'e kondu. 10 dakika 1400X g de
santrifuj edildi.

DNA iceren faz (Ustteki berrak tabaka) plastik pastor pipetleri kullanilarak
15 mP’lik yeni bir santriflij tlplne aktarildi. DNA igeren volimin 2 kat: kadar
soguk etanol (daha dnceden 4°C’de birakilmis) ilave edildi. Hafifce karistirarak
DNA’nin presipite olmasi saglandi. Plastik 6ze ile presipite olan DNA alindi ve 3-
5 dakika disarda bekletilerek kurumas: saglandi. Daha sonra 1,5 mlI’lik eppendorf
tuplerine 200ul bidistile su buffer kondu. Uzerinde DNA’nin kurumas: saglanan
plastik 6ze kesildi ve i¢cinde TE buffer bulunan tiipe kondu.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 6rneklerin ¢ogalmasi

Eksonlarin PCR ile c¢ogaltilmasi i¢cin 50 ul’lik hacimde PCR karigimi
hazirlandi. Her bir 6rnek igin 38,8 ul H,O, 0.5 Unite Taq Polimerase enzimi, Taq
Polimeraz enziminin ¢ahismasi icin gereksinim duydugu 10X reaksiyon ¢ozeltisi
(50 mM KCL, 100 mM Tris-HCI Ph 9.0 25°C de) triton X-100, 1.5-2.5 mM
MgCl,, 2mM dNTP’s, 200 ng primer ile karisim elde edildi. Kisilere ait hedef
DNA 100-150 ng olacak sekilde PCR karisimina eklendi. Buharlasmanin
engellenmesi i¢in karisimin Uzerine 30ul mineral yag damlatilarak 6rneklerin
Techne PHC3 (USA) thermal cyclerda amplifikasyon islemleri gerceklestirildi.
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3.2.2.1. PONL1 Leu55Met (L55M) polimorfizmi PCR asamasi

PON1 L55M polimorfizmi igin; 5 pl genomik DNA (100 ng), her bir
primerden (F ve R) 1 ul (10 pmol/ul) (5 GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA
G 3’ vereverse 5° TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC 37) (0,2 uM), 5 ul
Taq Buffer (10 X), 3 pul MgCl; (25 mM), 4 ul dNTP (2.5 mM), ve 0.5 ul Taq
DNA Polimeraz enzimi (5 u/ul) PCR grade suyla toplam hacim 50 ul olacak
sekilde tamamlanarak PCR gerceklestirildi. PON1 L55M polimorfizminin, uygun
primerlerle yapilan PCR’min thermocycler programi; 95°C’de 5 dakika baslangi¢
denatlrasyonunu takiben 94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 55 °C’de 45 saniye
hibridizasyon, 72 °C’de 1 dakika uzama (30 dongi) ve son olarak 72 °C’de 5
dakika final uzamasi seklinde referans alinan kaynaktan yeniden duzenleme ile
optimize edildi (42). 10 pl PCR urund ile 2 ul yikleme tamponu karisimi, %1’lik
jele yuklenerek 90 V’da 45 dk. kadar yaratulup, 170 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki
bantlarin varlig: kontrol edildi.

3.2.2.2. PON1 GIn192Arg (Q192R) polimorfizmi PCR asamasi

PON1 Q192R polimorfizmi igin; 7,5 ul genomik DNA (150 ng), her bir
primerden (F ve R) 1,5 ul (10 pmol/ul) (PON 192 polimorfizmi igin forward
S’TAT TGTTGCTGTGGGACCTGA G 3’ ve rewerse 5 CAC GCT AAA CCC
AAA TAC ATC TC 3°) (0.3 uM), 5 pl Taq Buffer (10 X), 2 ul MgCl, (25 mM), 5
ul dNTP (2.5 mM), ve 1 ul Taqg DNA Polimeraz enzimi (5u/ul) PCR grade suyla
toplam hacim 50 pl olacak sekilde tamamlanarak PCR gerceklestirildi. PON1
Q192R polimorfizminin, uygun primerlerle yapilan PCR’min thermocycler
programi; 96°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 95°C’de 1
dakika denatlirasyon, 58 °C’de 1 dakika hibridizasyon, 72 °C’de 2 dakika uzama

(35 dongu) ve son olarak 72 °C’de 10 dakika final uzamas: seklinde referans
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alinan kaynaktan yeniden dizenleme ile optimize edildi (43). Bant varligina
bakilmak tizere, 10 pul PCR urunu ile 2 ul yikleme tamponu karisimi, %1’lik jele
yuklenerek 90 V’da 45 dk. kadar yurataltp, 99 b¢ uzunlugundaki bantlarin varlig:
kontrol edildi.

3.2.3. PCR urdnlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

PCR Urinleri, spesifik restriksiyon enzimleri ile Kkesilerek ilgili
polimorfizmin varlig: saptanmustir.

3.2.3.1. PON1 L55M polimorfizm bolgesi enzim kesimi

15 pl’lik PCR drund, 0,5 ul (5 tnite) Nla 11 restriksiyon enzimi (10 u/ul)
ve 2 ul 10X NE Buffer 4 ile son hacim 25 pl’ye tamamlanacak sekilde PCR grade
su ilave edilerek; 37 °C’de 8 saat 65°C’de 20 dakika (1 dongu) olmak Uzere
kesildi. 25 pl’lik enzim kesim drinu ile 5 pl 6X yikleme tamponu karisimi, %
3’ltk agaroz jelde 100 bp molekuler agirlik belirteci (Fermentas) ile 90 V’da bir
saat ydratalip, ultraviyole (UV) altinda goruntulenmistir. Kesim drunleri, MM
polimorfizminde 126- ve 44- bg, ML polimorfizminde 170-, 126-, 44- bc’lik
fragmanlar vermistir. Yaban tip allele (LL) sahip bireylerin PCR drlnleri
kesilmemistir (42).

3.2.3.2. PON1 Q192R Polimorfizm Bdolgesi Enzim Kesimi

15 pl’lik PCR drtnd, 1 pl (5 tnite) Alw | restriksiyon enzimi (5 u/ul) ve 2
ul 10X NE Buffer 4 ile son hacim 25 ul’ye tamamlanacak sekilde PCR grade su
ilave edilerek; 37 °C’de 10 saat 65°C’de 20 dakika (1 dongt) olmak tzere kesildi.
25 pl’lik enzim kesim drdind ile 5 pl yiukleme tamponu karisimi, % 3’liik agaroz
jelde 100 bp DNA molekiler agirlik belirteci (Fermentas) ile 90 V’da bir saat

yurataldd, UV altinda goruntulendi. Kesim drtinleri RR alleli 66- ve 33- bg, QR
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alleli 66-, 33- ve 99- b¢ fragmanlar vermistir. QQ (yaban tip) alleli kesilmemistir
(43).

3.2.3.3. Enzim kesimi trunleri

Calisilan polimorfizmlere ait enzim kesim sonuglar: Sekil 8 ve Sekil 9’da
gosterilmistir.

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PCR sonrasi spesifik amplifikasyonun ve PCR artefaktlarinin olup
olmadigmin kontrol edilmesi igin agaroz jel kullanildi. Amplifikasyonun
incelenmesi icin % 1’lik agaroz jeli hazirland1 ve 6rnekler agaroz jel islemine tabii
tutuldu. 1 gram agaroz tartilip, beher icinde 1X TBE tampon ile 100 ml’ye
tamamlandi. Manyetik karistiricili 1siticida kaynatildi. Yaklasik 50-55°C'ye kadar
sogutulduktan sonra tzerine konsantrasyonu 1 mg/ul olacak sekilde etidyum
bromid eklenip karstirildi. Jel soguduktan sonra jel tabagina dokdldd.
Elektroforeze baslamadan Once tank, taraklar ve jel yatagi temizlendi. Tankin
beng Uzerindeki dengesi ayarlandi. Jel donduktan sonra elektroforez tankina
yerlestirildi. Uzerine 1 XTBE elektroforez tamponu dokildi. 8ul PCR Griini 2pul
yukleme tamponu ile karstirilarak jeldeki kuyucuklara yiklendi. Ayrica her jelin
bir kuyucuguna 100 b¢'lik size marker yiklendi. Yukleme islemi bittikten sonra
elektrodlar yerlestirilerek 6rnekler 30-45 dakika 80-100 V’ta yurdtuldd. Ydritme
islemi tamamlandiktan sonra jel ultraviyole transilluminator altinda incelenerek
amplifikasyonun basarili olup olmadigi kontrol edildikten sonra jelin fotografi

cekildi.
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Sekil 9. PON1 Q192R i¢in PCR-RFLP enzim kesim sonuglar:

3.2.5. Istatistiksel Analiz

Cahismada elde edilen kategorik veriler yiizde ve frekans olarak, numerik
veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel
analizler SPSS 16.0 (Chicago ILL USA) kullanilarak yapildi. Genotip dagilim1
icin Hardy-Weinberg esitligi Chi-kare testi ile belirlendi. Kategorik verilerin
analizinde Chi-kare testi, numerik verilerin analizinde t-testi kullanildi. Anlamlilik
duzeyi p<0,05 olarak kabul edildi.

3.2.6. Aydinlatilmig Onam Formu

Calisma grubuna alinan ¢ocuklarin ailelerine s6zlii ve yazili olarak calisma
hakkinda ayrintili bilgi  verildi ve arastirmayir kabul eden ailelerden

bilgilendirilmis aile gonalli olur formu imzalatilarak izin alind.
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3.2.7. Etik Kurul
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastrmalari Etik Kurulu

tarafindan degerlendirilerek onaylandi.
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4. BULGULAR
Diyabetes Mellitus’lu hasta grubu ile saglikli kontrol grubuna ait yaslarin
ortalamalar1 ve standart sapma degerleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Kontrol ve hasta gruplarmin yasa gore dagilimi
Kontrol (n=54) Hasta (n=75) p

Yas 9,0+£3,2 yil 10,0+3,4 yil 0,08

Hasta grubunun yas ortalamas: 10,0+3,4 yil, kontrol grubunun yas
ortalamas: ise 9,0+3,2 yil idi. Hasta ve kontrol gruplar: arasinda yas ortalamalar1
acisindan istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmad: (p>0,05).

Hasta grubu ile saghikli kontrol grubuna ait cinsiyetlerin yizde olarak
degerleri Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Kontrol ve hasta gruplarmin cinsiyete gore dagilimi

Kontrol (n=54)  Hasta (n=75) P X2
n (%) n (%)
Cinsiyet 0,561 0,338
Kiz 28 (51,9) 35 (46,7)
Erkek 26 (48,1) 40 (53,3)

Hasta grubu 35’1 (%46,7) kiz, 40’1 (%53,3) erkek olmak Uzere toplam 75
hastadan; kontrol grubu ise 28’1 (%51,9) kiz, 26’s1 (%48,1) erkek olmak Uzere
toplam 54 saglhkli bireyden olusmaktadir. iki grup arasinda cinsiyet agisindan
istatistiksel olarak anlaml: fark yoktu (p>0,05, X?=0,338).

Hasta ve kontrol grubunda yapilan ¢alismada saptanan PON1 55 ve PON1
192 gen polimorfizmlerine ait genotip ve allel frekanslar: Tablo 9 ve Tablo 10’da

gosterilmistir.
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Tablo 9. PONL1 55 polimorfizmi genotip ve allel frekansi

PON1 55 Kontrol (n=54) Hasta (n=75) p X2
Genotipi n (%) n (%)
LL 21 (38,9) 25 (33,3) 0,516 0,422
LM 25 (46,3) 39 (52,0) 0,523 0,409
MM 8 (14,8) 11 (14,7) 0,981 0,001
Alleles
L 67 (62,0) 89 (59,3) 0,661 0,192
M 41 (38,0) 61 (40,7) 0,661 0,192

LL: Homozigot normal, LM: Heterozigot, MM: Homozigot mutant

Calismada kontrol grubu olarak alinan toplam 54 saglikli bireyden 21’i
(%38,9) PON1 55 genotipi agisindan homozigot normal (LL) iken, hasta grubu
olarak alinan toplam 75 hastadan 25’i (%33,3) homozigot normaldi. Her iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmad: (p>0,05, X?=0,422). Kontrol
grubundan 25 (%46,3) birey, hasta grubundan ise 39 (%52,0) birey heterozigot
(LM) olarak saptand: Istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p>0,05,
X?=0,409). Kontrol grubunun sekizi (%14,8), hasta grubunun ise 11’i (%14,7)
homozigot mutant (MM) olarak bulundu. Istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmad: (p>0,05, X°=0,001).

Allel frekanslart agisindan bakildiginda kontrol grubundaki 54 bireyde
bulunan L alleli sayis1 67 (%62,0) iken, hasta grubunda bu say1 89 (%59,3) idi.
Istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmadi (p>0,05, X?=0,192). Kontrol grubunda
M alleli sayis1 41 (%38,0), hasta grubunda M alleli sayis1 ise 61 (%40,7) idi.
Istatistiksel olarak anlamli fark saptanmad: (p>0,05, X?=0,192).

Tablo 10. PON1 192 polimorfizmi genotip ve allel frekansi

PON1 192 Kontrol (n=54) Hasta (n=75) p X2
Genotipi n (%) n (%)
QQ 26 (48,0) 33 (44,0) 0,641 0,218
QR 20 (37,0) 36 (48,0) 0,215 1,536
RR 8 (14,8) 6 (8,0) 0,220 1,507
Alleles
Q 72 (66,7) 102 (69,0) 0,822 0,051
R 36 (33,3) 48 (32,0) 0,822 0,051

QQ: Homozigot normal, QR: Heterozigot, RR: Homozigot mutant
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Calismada kontrol grubu olarak alinan toplam 54 saglikli bireyden 26°s1
(%48,0) PON1 192 genotipi agisindan homozigot normal (QQ) iken hasta grubu
olarak alinan toplam 75 hastadan 33’U (%44,0) homozigot normaldi. istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmad: (p>0,05, X?=0,218). Kontrol grubundan 20
(%37,0) birey, hasta grubundan ise 36 (%48,0) birey heterozigot (QR) olarak
saptand. istatistiksel olarak anlaml: fark bulunmad (p>0,05, X?=1,536). Kontrol
grubunun sekizi (%14,8), hasta grubunun ise altis1 (%8,0) homozigot mutant (RR)
olarak bulundu. istatistiksel olarak anlamli fark saptanmad: (p>0,05, X?=1,507).

Allel frekanslart agisindan bakildiginda kontrol grubundaki 54 bireyde
bulunan Q alleli sayis1 72 (%66,7) iken, hasta grubunda bu say: 102 (%69,0) idi.
[statistiksel olarak anlaml: fark saptanmad: (p>0,05, X?=0,051). Kontrol grubunda
R alleli sayis1 36 (%33,3), hasta grubunda R alleli sayis1 ise 48 (%32,0) idi.
Istatistiksel olarak anlamli fark saptanmad: (p>0,05, X?=0,051).

Hasta ve kontrol gruplarinda saptanan glikoz, HDL, LDL ve total
kolesterol duzeylerinin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 11’de
gosterilmistir.

Tablo 11. Kontrol ve hasta gruplarnmn glikoz, HDL, LDL ve total kolesterol
duzeyleri

Kontrol (n=54) Hasta (n=75) p
Glikoz 82,9+13,9 232,5+147,2 <0,05
Kolesterol 129,2+40,7 166,6+31,8 <0,05
HDL 39,21+13,3 49,6+13,7 <0,05
LDL 72,2+29,6 92,9424 4 <0,05
HbAlc 9,429

Glikoz, kolesterol, HDL ve LDL duzeyleri ‘mg/dl’ olarak 6l¢ilir.

Kontrol grubuna alinan 54 bireyde bakilan glikoz degeri ortalamasi
82,9£13,9, hasta grubuna katilan toplam 75 hastada bakilan glikoz degeri
ortalamas: ise 232,5+147,2 idi. Hasta grubunun glikoz degerleri ortalamasi

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6lglide yiiksek saptandi (p<0,05).
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Hasta grubunun total kolesterol dizeyleri ortalamasi (166,6+31,89) kontrol
grubuna (129,2+40,7) gore istatistiksel olarak anlamli 6lglide yiiksek bulundu
(p<0,05).

Hasta grubunda o6lgliilen HDL duzeyleri ortalamas: 49,6+13,7; kontrol
grubunda 6lgillen HDL diizeyleri ortalamas: ise 39,21+13,3, idi. istatistiksel
olarak anlamli fark saptand: (p<0,05).

Hasta grubunun LDL diizeyleri ortalamas: (92,9+24,4), kontrol grubuna
(72,2+29,6) gore istatistiksel olarak anlamli dl¢tide yiiksek bulundu (p<0,05).

Calismamiza alinan kontrol ve hasta gruplari dahil toplam 129 hastada
bakilan PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile glikoz degerleri arasindaki
iliski Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12. PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile glikoz degerleri
arasindaki iliski

Glikoz 109 ve alta Glikoz 110 ve st p X?
(n=66) (n=63)
n (%) n (%)
PON1 55 0,936 0,132
LL 24 (36,4) 22 (34,9)
LM 33 (50,0) 31 (49,2)
MM 9 (13,6) 10 (15,9)
PON1 192 0,343 2,141
QQ 32 (48,5) 27 (42,9)
QR 25 (37,9) 31 (49,2)
RR 9 (13,6) 5(7,9)

Glikoz degerleri “‘mg/dl’ olarak ol¢tlir.
LL: Homozigot normal, LM: Heterozigot, MM: Homozigot mutant
QQ: Homozigot normal, QR: Heterozigot, RR: Homozigot mutant

Hasta ve kontrol gruplarinin tamaminda yapilan analize gore glikoz degeri
109 ve alt1 saptanan 66 bireyden 24’0 (%36,4) PON1 55 genotipi olarak
homozigot normal (LL), 33’0 (%50,0) heterozigot (LM), dokuzu (%13,6)
homozigot mutant (MM) iken, glikoz degeri 110 ve Uzeri saptanan 63 bireyin
22’si (%34,9) homozigot normal, 31’1 (%49,2) heterozigot, 10°’u (%15,9)

homozigot mutant idi. Glikoz diizeyi 109 ve alt1 olan grup ile 110 ve st olan
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grup arasinda PON1 55 gen polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmadi (p>0,05, X°=0,132).

Hasta ve kontrol gruplarinin tamaminda yapilan analize gore glikoz degeri
109 ve alt1 saptanan 66 bireyden 32’si (%48,5) PON1 192 genotipi olarak
homozigot normal (QQ), 25’i (%37,9) heterozigot (QR), dokuzu (%13,6)
homozigot mutant (RR) iken, glikoz degeri 110 ve Uzeri saptanan 63 bireyin 27’si
(%42,9) homozigot normal, 31’i (%49,2) heterozigot, besi (%7,9) homozigot
mutant idi. Glikoz diizeyi 109 ve alt1 olan grup ile 110 ve Usti olan grup arasinda
PON1 192 gen polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad:
(p>0,05, X?=2.141).

Calismaya katilan tim bireylerde bakilan PON1 55 ve PON1 192 gen
polimorfizmleri ile HDL duzeyleri arasindaki iliski Tablo 13’de gosterilmistir.

Tablo 13. PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile HDL duzeyleri
arasindaki iliski

HDL 37 ve alt1 (n=35) HDL 38 ve Ustil (n=94) p X?
n (%) n (%)
PON1 55 0,816 0,407
LL 14 (40,0) 32 (34,0)
LM 16 (45,7) 48 (51,1)
MM 5 (14,3) 14 (14,9)
PON1 192 0,674 0,790
QQ 18 (51,4) 41 (43,6)
QR 13 (37,1) 43 (45,7)
RR 4 (11,4) 10 (10,6)

HDL dizeyi ‘mg/dl’ olarak dl¢ulir.
LL: Homozigot normal, LM: Heterozigot, MM: Homozigot mutant
QQ: Homozigot normal, QR: Heterozigot, RR: Homozigot mutant

Hasta ve kontrol gruplarmin tamaminda yapilan analize gére HDL diizeyi
37 ve alt1 saptanan 35 bireyden 14’0 (%40,0) PON1 55 genotipi olarak homozigot
normal (LL), 16’s1 (%45,7) heterozigot (LM), besi (%14,3) homozigot mutant
(MM) iken, HDL diizeyi 38 ve Uizeri saptanan 94 bireyin 32’si (%34,0) homozigot
normal, 48’1 (%51,1) heterozigot, 14’0 (%14,9) homozigot mutant idi. HDL

dizeyi 37 ve alt1 saptanan grup ile 38 ve Ustu saptanan grup arasinda PON1 55
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gen polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p> 0,05,
X?=0,407).

Hasta ve kontrol gruplarmin tamaminda yapilan analize gére HDL diizeyi
37 ve alti saptanan 35 bireyden 18’1 (%51,4) PON1 192 genotipi olarak
homozigot normal (QQ), 13’0 (%37,1) heterozigot (QR), dordi (%11,4)
homozigot mutant (RR) iken, HDL diizeyi 38 ve lzeri saptanan 94 bireyin 41’i
(%43,6) homozigot normal, 43’0 (%45,7) heterozigot, 10’u (%10,6) homozigot
mutant idi. HDL dlzeyi 37 ve alt1 saptanan grup ile 38 ve Ustl saptanan grup
arasinda PON1 192 gen polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmad: (p>0,05, X*=0,790).

Calismamiza alinan kontrol ve hasta gruplari dahil toplam 129 hastada
bakilan PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile total kolesterol degerleri
arasindaki iliski Tablo 14’de gosterilmistir.

Tablo 14. PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile total kolesterol
duzeyleri arasindaki iligki

Kolesterol 199 ve alti Kolesterol 200 ve Ustu p X2
(n=116) (n=13)
n (%) n (%)
PON1 55 0,325 2,249
LL 43 (37,1) 3(23,1)
LM 55 (47,4) 9 (69,2)
MM 18 (15,5) 1(7,7)
PON1 192 0,381 1,932
QQ 53 (45,7) 6 (46,2)
QR 49 (42,2) 7 (53,8)
RR 14 (12,1) 0 (0)

Total kolesterol diizeyi ‘mg/dI’ olarak dl¢lir.
LL: Homozigot normal, LM: Heterozigot, MM: Homozigot mutant
QQ: Homozigot normal, QR: Heterozigot, RR: Homozigot mutant

Hasta ve kontrol gruplarmin tamaminda yapilan analize gore total
kolesterol diizeyi 199 ve alti1 saptanan 116 bireyden 43’0 (%37,1) PON1 55
genotipi olarak homozigot normal (LL), 55’i (%47,4) heterozigot (LM), 18’i

(%15,5) homozigot mutant (MM) iken, total kolesterol dizeyi 200 ve Uzeri
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saptanan 13 bireyin ¢l (%23,1) homozigot normal, dokuzu (%69,2) heterozigot,
biri (%7,7) homozigot mutant idi. Total kolesterol diizeyi 199 ve alt1 saptanan
grup ile 200 ve sti saptanan grup arasinda PON1 55 gen polimorfizmi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p>0,05, X*=2,249).

Hasta ve kontrol gruplarmin tamaminda yapilan analize gore total
kolesterol duzeyi 199 ve alt: saptanan 116 bireyden 53’0 (%45,7) PON1 192
genotipi olarak homozigot normal (QQ), 49’u (%42,2) heterozigot (QR), 14’0
(%12,1) homozigot mutant (RR) iken, total kolesterol duzeyi 200 ve Uzeri
saptanan 13 bireyin altis1 (%46,2) homozigot normal, yedisi (%53,8) heterozigot
idi. Bu grupta homozigot mutant hasta saptanmadi. Total kolesterol diizeyi 199 ve
alt:1 saptanan grup ile 200 ve Usti saptanan grup arasinda PON1 192 gen
polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p>0,05,
X?=1,932).

Sadece hasta grubunda bakilan PON1 55 ve PON1 192 gen
polimorfizmleri ile HbAlc duzeyleri arasindaki iliski Tablo 15°de gosterilmistir.

Tablo 15. PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile HbAlc dizeyleri
arasindaki iliski

HbA1C %6,5 ve alta HbA1C %6,6 ve Ustil P X2
(n=14) (n=61)
n (%) n (%)
PON1 55 0,024 7,429
LL 9 (64,3) 16 (26,2)
LM 4 (28,6) 35 (57,4)
MM 1(7,1) 10 (16,4)
PON1 192 0,120 4,243
QQ 5(35,7) 28 (45,9)
QR 6 (42,9) 30 (49,2)
RR 3(21,4) 3(4,9)

LL: Homozigot normal, LM: Heterozigot, MM: Homozigot mutant
QQ: Homozigot normal, QR: Heterozigot, RR: Homozigot mutant

Yalniz hasta grubunda yapilan analize gére HbAlc duzeyi %6,5 ve alti
saptanan 14 hastadan dokuzu (%64,3) PON1 55 genotipi olarak homozigot

normal (LL), dordu (%28,6) heterozigot (LM), biri (%7,1) homozigot mutant
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(MM) iken, HbAlc dizeyi %6,6 ve Uzeri saptanan 61 hastanin 16°s1 (%26,2)
homozigot normal, 35’i (%57,4) heterozigot, 10’u (%16,4) homozigot mutant idi.
HbAlc duzeyleri farkl: iki grup arasinda PON1 55 gen polimorfizmi agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptand: (p=0,024, X?=7,429).

Hasta grubunda yapilan c¢alismaya gore HbAlc dizeyi %6,5 ve alti
saptanan 14 hastadan besi (%35,7) PON1 192 genotipi olarak homozigot normal
(QQ), altis1 (%42,9) heterozigot (QR), ucl (%21,4) homozigot mutant (RR) iken,
HbAlc dizeyi %6,6 ve Uzeri saptanan 61 hastanin 28’1 (%45,9) homozigot
normal, 30’u (%49,2) heterozigot, tcu (%4,9) homozigot mutant idi. HbAlc
dizeyleri farkl iki grup arasinda PON1 192 gen polimorfizmi agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p=0,120, X?=4,243).
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5. TARTISMA

Etiyolojisinde birden cok faktorun rol aldigi kronik bir hastalik olan
Diyabetes Mellitus guinumuzde en sik gorilen endokrin hastaliklardan biridir ve
insidans: giderek artmaktadir. Diyabete bagli komplikasyonlarin nedeni kontrol
edilemeyen hiperglisemidir. Diyabetes melllitus olusan komplikasyonlara bagl
olarak mortaliteye neden olan hastaliklar arasinda ilk siralarda yer alir. Son 20
yilda DM hizla artmustir (4).

Glikoprotein yapida, kalsiyum bagimli bir ester hidrolaz olup, hem
arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip bir
enzim olan paraoksonazin (28) PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 tipi vardir (1).
Bunlardan PONL1 ilk bulunan ve tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan tipdir. PON1’in
HDL yapisinda yer aldig1 bilinmektedir (38). PON1 55 ve PON1 192 uzerinde en
cok calisma yapilan polimorfizmlerdir. Her iki polimorfizm gesitli patofizyolojik
durumlarla ilgilidir (1).

Calismamiza katilan hasta grubunun %46,7’si kiz, %53,3’U erkek; kontrol
grubunun %51,9°u kiz, % 48,1’ erkeklerden olusmakta idi. Her iki grup arasinda
cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlaml: fark bulunmadi (p>0,05). El-Lebedy
D ve arkadaglarmin 2014 yilinda Misir’da ki erigkin populasyonda yaptigi
caligmada (44) ve Mohamed Abdel-Halem Helaly ve arkadaslarinin 2013 yilinda
yaptig1 calismada da (45) hasta ve kontrol gruplari arasinda yas ve cinsiyet
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05). Ancak bu
alanda yapilan benzer makaleler sinirli sayida ve yine eriskin caligmalari olup
literatUr bilgilerimiz sinirl idi.

El-Lebedy D ve arkadaslarnin 2014 yilinda Misir’da 50 Kisilik kontrol

grubu ve 68 Kisilik hasta grubunda yaptig: calismada PON1 55 LL, LM ve MM
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genotip frekanslar1 hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli 6lciide yulksek bulunmustur (p=0,009) (44). Mohamed Abdel-
Halem Helaly ve arkadaslarinin 2013 yilinda 100 kisiden olusan hasta grubu ve
yine 100 kisiden olusan kontrol grubunda yaptig1 ¢alismada ise eriskin kardiyak
komplikasyonlar1 olan diyabetik hasta grubunun PON1 55 LL genotip frekansi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptanmistir
(p=0,002) (45). Aynm1 caligmada mikrovaskuler komplikasyonlari olan diyabetik
hasta grubunun PON1 55 LL genotip frekans: kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli Olgude yiksek bulunmustur (p=0,001) (45). Ancak
komplikasyonlar1 olmayan diyabet hastalariyla kontrol grubu arasinda PON1 55
gen polimorfizmi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir
(p>0.05) (45). Bizim galismamizda ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
PON1 55 LL, LM, MM genotip frekans: agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmad: (p>0,05). Bu sonuglar bize PON gen polimorfizmlerinin diyabet
hastaliginin  kendisinden ziyade komplikasyonlariyla daha yakindan iliskili
oldugunu g6éstermektedir.

El-Lebedy D ve arkadaslarinin ¢alismasinda PON1 192 QQ, QR ve RR
genotip frekanslari hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli 6lctide ylksek bulunmustur (p=0,02) (44). Mohamed Abdel-Halem
Helaly ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise PON1 192 polimorfizminin QQ ve QR
genotipleri komplikasyonu olan diyabetli hastalarda kontrol grubuna gore daha sik
saptanmistir (45). PON1 192 QQ, QR ve RR genotip frekanslari agisindan
komplikasyonu olmayan diyabet hastalart ile kontrol grubu arasinda ise
istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmamistir (p=0,3) (45). Bizim c¢alismamizda

ise hasta ve kontrol gruplar1 arasinda PON1 192 QQ, QR, RR genotip frekansi
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acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p>0,05). Bu farkin
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamas: bize yine PON gen polimorfizmlerinin
komplikasyonlarla iligkisinin daha kuvvetli oldugunu dusunddrtmektedir. Ancak
bu konuda daha saglikh karsilagtirmalar yapabilmek adina ¢ocuk yas grubunda ki
tip 1 diyabetli hastalarda ¢calismalarin arttirilmas: kanaatindeyiz.

El-Lebedy D ve arkadaslarmin ¢aligmasinda PON1 55 ve PON1 192 gen
polimorfizmlerine ait L, M, Q, R allel frekanslar1 oran: hasta grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6lgtide ylksek bulunmustur (p=0,03)
(44). Mohamed Abdel-Halem Helaly ve arkadaslarinin ¢alismasinda da bu konuda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken (p=0,6) (45), bizim ¢alismamiz da
benzer sekilde allel frekanslari acgisindan kontrol ve hasta gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmad: (p>0,05).

Mohamed Abdel-Halem Helaly ve arkadaslarmin 2013 yilinda yaptigi
calismada da (45), El-Lebedy D ve arkadaslarmin calismasinda da (44) erigkin
diyabetik hasta grubunda bakilan HDL, LDL, total kolesterol diizeylerinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (45). Bizim
calismamizda da hasta grubunda bakilan glikoz, HDL, LDL, ve total kolesterol
duzeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu
(p<0,05). Bu sonuclar Diyabetes Mellitus’un lipid profilinde olumsuz yonde
degisiklige neden oldugunu bir kez daha gostermektedir.

Calismamiza katilan hasta ve kontrol gruplarinin timtnde glikoz diizeyleri
ile paraoksonaz gen polimorfizmi arasindaki iliski de irdelendi. Zhou H ve
arkadaslarmin koroner kalp hastaligi olan 86 birey, koroner kalp hastaligina aglik
hiperglisemisinin eslik ettigi 62 birey, koroner kalp hastaligina tip 2 diyabetin

eslik ettigi 46 birey ve 90 bireyden olusan kontrol grubu ile erigkin yas grubunda
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yaptiklar: ¢alismada bu dort grup arasinda PON1 55 gen polimorfizmiyle aglhk
kan duzeyleri ve Diyabetes Mellitus arasinda anlaml: bir iligki saptanmamistir
(46). Bizim calismamizda da yapilan istatistiksel analize gore glikoz duzeyi 110
ve Uzeri olan hastalarla 109 ve alt1 olan hastalar arasinda hem PON1 55 gen
polimorfizmi genotip frekansi agisindan hem de PON1 192 gen polimorfizmi
genotip frekans: agisindan anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Bu durumun
hastanin degisken glikoz dulzeylerine bagl olabilecegi disiinulmektedir. Daha
dogru sonuglar elde etmek adina hasta ve kontrol gruplarmin uzun dénem glikoz
izlemlerinin gerekli oldugunu disuinmekteyiz.

C. Aubo ve arkadaslarinin myokardiyal enfarktis gecirmis 156 kisiden
olusan hasta grubu ve 310 kisiden olusan kontrol grubu ile yaptiklar: erigkin yas
grubuna ait calismada PON1 192 gen polimorfizmi icin farkli genotip
frekanslarina sahip bireyler arasinda HDL kolesterol dizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (47). Bizim ¢alismamiza katilan
bireylerin hepsinde HDL kolesterol diizeyleri ile PON1 55 ve PON1 192 gen
polimorfizmleri arasindaki iligki incelendi. Bizim c¢alismamizda da HDL
kolesterol dlzeyi 37 ve alt1 saptanan grupla 38 ve (zeri saptanan grup arasinda
PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri genotip frekanslari agisindan
istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmadi (p>0,05).

C. Aubo ve arkadaslarmin ¢alismasinda PON1 192 gen polimorfizmi igin
farkli genotip frekanslarina sahip bireyler arasinda total kolesterol dizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli  fark saptanmamistir  (47). Bizim
calisgmamizda da total kolesterol diizeyi 199 ve altinda saptanan grupla 200 ve
Uzeri saptanan grup arasinda PON1 55 ve PON1 192 genotip frekanslari agisindan

anlaml: fark bulunmad: (p>0,05).
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Bu caligmada irdelenen son parametre ise sadece hasta grubunda
degerlendirilen paraoksonaz gen polimorfizmleri ile HbAlc duzeyleri arasindaki
iligkidir. Yapilan istatistiksel analize gore, HbAlc dizeyi %6,5 ve alt1 bulunan
hastalarla, %6,6 ve Ustl bulunan hastalar arasinda PON1 55 gen polimorfizmi
genotip frekans: agisindan anlaml: fark bulundu (p<0,05). Bu sonuca gére HbAlc
dizeyi %6,6 ve Uzeri olan grupta gorilen homozigot mutant (MM), heterozigot
(LM) ve homozigot normal (LL) hasta sayisi, HbAlc dizeyi %6,5 ve altinda
saptanan gruptaki homozigot mutant, heterozigot ve homozigot normal hasta
sayisindan fazla bulundu. Ancak HbAlc’nin ayni degerlerinde PON1 192 geni
icin istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunmadi (p>0,05). HbAlc diizeyi diyabet
hastalarinda uzun doénem glikoz degerlerini yansittigindan hiperglisemi ve
paraoksonaz gen polimorfizmi arasinda daha saglikli bir sonuca ulasilmistir. Bu
da bize diyabet hastalarinda uzun donem izlemde goOrulen aralikl
hiperglisemilerin temelinde yatan mekanizmalardan birinin PON1 55 gen
polimorfizmiyle iligkili oldugunu gostermektedir. Ancak bu alanda bizim
calisgmamiz disinda baska ¢alismalara da ihtiyag vardir.

Mevcut literatlr bilgilerimize gore calismamiz paraoksonaz gen
polimorfizmi ve Diyabetes Mellitus iliskisi konusunda ¢ocuk yas grubunda
yapilan ilk caligmadir. Bu alanda ki diger ¢alismalar erigkin yas grubuna aittir.
Eriskinlerde yapilan ¢calismalarin cogu da PON gen polimorfizmiyle degil PON1
aktivitesiyle iliskilidir.

Bu veriler 1siginda PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri ile
Diyabetes Mellitus arasinda anlamli bir iligki saptanmamasina ragmen

paraoksonaz polimorfizminin diyabetik pediatrik hastalarla iliskisinin daha
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saglikli sonuclar vermesi acgisindan hasta ve kontrol Orneklerinin arttirilmas:

kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR

1. Cahsmaya diyabet tanis1 almis 75 hasta ve 54 kontrol vaka alind.
Diyabet tanis1 alan hastalarin yas ortalamas: 10,0£3,4 yil, kontrol grubunun yas
ortalamasi ise 9,0+3,2 yil idi.

2. Hasta grubunun %46,7°si kiz, %53,3’U erkek; kontrol grubunun %
51,9’u kiz, %48,1’1 erkek idi.

3. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda PON1 55 LL, LM, MM
genotipi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

4. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda PON1 192 QQ, QR, RR
genotipi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmad: (p>0,05).

5. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda PON1 55 geni L, M allel
frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmad: (p>0,05).

6. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda PON1 192 geni Q, R allel
frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmad: (p>0,05).

7. Hasta grubunda bakilan achk glikoz diizeyi, total kolesterol, HDL ve
LDL duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dl¢iide yiksek
saptand: (p<0,05).

8. Glikoz degerleri 109 ve alt: ile 110 ve Uzeri olan iki grup arasinda
PONL1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmadi (p>0,05).

9. Hasta ve kontrol gruplarinin tamaminda yapilan analize gére HDL
diizeyi 37 ve alt1 saptanan bireyler ile HDL diizeyi 38 ve (izeri saptanan bireyler
arasinda PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmad: (p>0,05).
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10. Total kolesterol duizeyi 199 ve alt1 ile 200 ve (izeri saptanan iki grup
arasinda PON1 55 ve PON1 192 gen polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmad: (p>0,05).

11. Sadece hasta grubunda yapilan analize gére HbAlc duzeyi % 6,5 ve
alt1 saptanan 14 hastanin %64,3’0 PON1 55 genotipi olarak homozigot normal
(LL), %28,6’s1 heterozigot (LM), %7,1’i homozigot mutant (MM) iken, HbAlc
duzeyi %6,6 ve Uzeri saptanan 61 hastanin %26,2’si homozigot normal, %57,4’U
heterozigot, %16,4’U0 homozigot mutant idi. Bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 fark bulundu (p<0,05). Fakat ayn1 iki grup arasinda PON1 192 gen

polimorfizmi agisindan anlamli fark yoktu (p>0,05).
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