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KISALTMALAR

: Aclik kan sekeri

: Apolipoprotein A-1

: Apolipoprotein B-100

: Apolipoprotein B-48

: Baz cifti

: Sistatyonin B sentetaz

: Kolesterol ester transfer protein

: Diyastolik kan basinci

: Deoksi-niikleotit trifosfat

: Endotelyal nitrik oksit sentaz

: Homosistein

: Yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
: Yiiksek duyarlikli C-reaktif protein

: Ara yogunluklu lipoprotein

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

: Lesitin kolesterol agil transferaz

: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol
: Lipoprotein lipaz

: Amerikan ulusal kolesterol egitim programu ii¢iincii eriskin
tedavi paneli

: Noronal nitrik oksit sentaz

: Nitrik oksit

: Nitrik oksit sentaz

: Optik dansite

: Organofosfat

: Platelet aktive edici faktor asetil hidrolaz
: Paranitrofenol

: Paraoksonaz1

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Sinirlayict enzim parga uzunluk polimorfizmi
: S-adenozil-L-homosistein

: Sistolik kan basinci

: Serbest tiroksin

: Trityodotironin

: Tiroglobulin

: Timor nekrozis faktor

: Tek niikleotit polimorfizmleri

: Tiroid peroksidaz

: Tirotropin salgilatict hormon

: Tiroid stimiile edici hormon

: Viicut kiitle indeksi

: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
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HIPOTIROIDILT HASTALARDA PARAOKSONAZ1
POLIMORFiZMi VE BAZI KARDIYOVASKULER RiSK
BELIRTECLERININ DEGERLENDIRILMESI
OZET
Amac: Hipotiroidizmde ateroskleroz riski artmistir, fakat aterosklerozun patogenezi tam
olarak aydinlatilamamustir. Paraoksonazl (PON1), antioksidan ve antiaterojenik etkileri olan
bir enzimdir. Bu calisma, hipotiroidili hastalarda ve saglikli bireylerde PON1 Q/R 192 ve
L/M 55 gen polimorfizmlerinin dagilimlarini tespit etmek ve bu polimorfizmlerin PON1
aktivitesi iizerine etkilerini arastirmak, ayrica homosistein (Hcy), nitrik oksit (NO), C-reaktif
protein (CRP) diizeylerini ve bunlarin da PON1 polimorfizmleri ile iliskisini arastirmak

amaciyla planlandi.

Gerec ve Yontem: Primer hipotiroidi tanisi almis 75 hasta ve 45 saglikli goniillii kontrol
grubu olarak calismaya alindi. PON1 192 Q/R ve 55 L/M gen polimorfizmleri ile PON1
aktivitesi, Hcy, NO ve CRP diizeyleri 6lciildii. Hasta grubu etyolojiye ve metabolik sendrom
varligina gore alt gruplara ayrilarak da incelendi.

Bulgular: Hasta grubunda, kontrollerle karsilastirildiginda PON1 aktivitesi diisiik, NO, Hcy,
CRP diizeyleri yiiksek bulundu. PON1 192 Q/R ve 55 L/M genotip dagilimlar1 ve allel
sikliklar1 bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark goriilmedi. Her iki grupta en
yiiksek paraoksonaz aktivitesi LL. ve RR genotiplerinde, orta diizeyde aktivite LM ve QR
genotiplerinde, en diisiik aktivite QQ ve MM genotiplerinde goriilmekle birlikte kontrol
grubunda 55 L/M genotipleri ile aktivite arasinda fark bulunmadi. Bu polimorfizmlerin Hcy,
NO ve CRP diizeyleri iizerine etkisinin olmadigi goriildii. Etyolojiye ve metabolik sendrom

varligina gore de polimorfizmlerin dagilim ve allel sikliklari bakimindan fark bulunmadi.

Sonu¢: PON1 Q/R 192 ve L/M 55 polimorfizmlerinin paraoksonaz aktivitesinde dnemli
degisikliklere neden oldugu, fakat hipotiroidili hastalardaki PONI1 aktivitesinin bu
polimorfizmlerden bagimsiz olarak diisiik oldugu ve bu hastalardaki artmis ateroskleroz icin
genetik bir risk olusturmadigi, ayrica PON1 aktivitesindeki diisiikliige Hcy yiiksekliginin
sebep olabilecegi ve ikisinin birlikte bu hastalardaki ateroskleroza yatkinlikta rolil
olabilecegi, artmig NO diizeylerinin de bu hastalarda oksidatif hasari artiran bir etken

oldugu sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Hipotiroidi, Homosistein, Nitrik oksit, Paraoksonazl, Polimorfizm
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EVALUATION OF PARAOXONASE1 POLYMORPHYSM AND SOME OF
CARDIOVASCULARY INDICATORS IN HYPOTHYROID PATIENTS
ABSTRACT
Aim: It is known that although atherosclerosis risk has increased in hypothyroidism,
pathogenesis of atherosclerosis in hypothyroidism has not been investigated in detail yet.
Paraoxonasel (PON1) is an enzyme that has known to be antioxidant and antiatherogenic
effects. This study was planned to determine distributions of PON1 L/M 55 and Q/R 192
gene polymorphisms in hypothyroid patients and healthy individuals and to investigate the
effects of these polymorphisms on PONI activity and also to measure Homocystein (Hcy),
Nitric oxide (NO), C-reactive protein (CRP) levels and their relation with PONI

polymorphisms.

Materials and methods: 75 primary hypothyroid patients and 45 healthy volunteers were
added to the study. PON1 192 Q/R ve 55 L/M gene polymorphisms, PON1 activity, levels of
Hcy, NO and CRP were measured. The patient group was divided into different subgroups

according to their etiology and in addition whether metabolic syndrome is present or not.

Results: In the present study, PON1 activity was decreased, NO, Hcy and CRP levels were
significantly increased in patients compared to the control group. There was no significant
difference observed in PONI 192 Q/R and 55 L/M genotype distributions and allel
frequencies between patients and control group. The highest paraoxonase activities were
seen in LL. and RR genotypes, moderate activities were seen in LM and QR genotypes and
the lowest ones in QQ and MM genotypes. There was no significant difference observed
between 55 L/M genotypes and PON1 activities in the control group. It was seen that these
polymorphisms has no effect on Hcy, NO and CRP levels. There was no difference observed
between polymorphism distribution and allel frequencies in respect to etiology and existence

of metabolic syndrome.

Conclusion: PON1 Q/R 192 and L/M 55 polymorphisms cause important changes in
paraoxonase activity. However, PONI1 activity was lower in hypothroid patients
independently from these polymorphisms and does not create any genetic risk for the
increased atherosclerosis in these patients. Decreased PON1 activity may be related to Hcy
elevation and those two together may have a role in atherosclerosis tendency in these

patients and elevated NO levels may be increased oxidative damage in these patients.

Key Words: Hypothyroidism, Homocysteine, Nitric oxide, Paraoxonasel, Polymorphism,
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1. GIRIS VE AMAC

Hipotiroidizm, tiroid hormon eksikligine bagl bir ¢ok sistemi etkileyen klinik bir
sendromdur. Tiroid hormon eksikligi genel olarak oksijen tiiketiminde azalmaya ve
organlara spesifik eksikliklere neden olur (1). Hipotiroidizm yaygin bir hastaliktir,
calisma gruplarina ve toplumlara bagli olarak farkli insidanslar bildirilmistir (2).
Hipotiroidizm, aterosklerozla sonuclanan kardiyovaskiiler durumlar i¢in artmis bir
risk tasimaktadir. Hipotiroidiye bagl aterosklerozun patogenezi karigiktir ve heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Bunun icin hiperkolesterolemi, hipertansiyon ve
bozulmus endotel fonksiyonu gibi durumlar one siiriilmiistiir. Hiperhomosisteinemi
ve artmis yiikksek duyarlikli C-reaktif protein (hsCRP) diizeyleri de hipotiroidide
ateroskleroz icin karsimiza ¢ikan risk faktorleri arasindadir (3).

Tiim diinyada 6nde gelen mortalite ve morbidite sebeplerinden olan kardiyovaskiiler
hastaliklarin patogenezinde ateroskleroz 6nemli rol oynamaktadir. Plazmada yiiksek
oranda kolesterol, 0zellikle de diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-K) ve
trigliseridin yiiksek diizeyde bulunmasinin yani sira, yiiksek dansiteli lipoprotein
kolesterol (HDL-K) seviyesinin diisiik olmasi, sigara kullanimi, hipertansiyon,
diyabet, erkek cinsiyet, egzersiz eksikligi, obezite ve stres, aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastalik icin onemli risk faktorleridir (4).

Paraoksonazl (PON1), HDL-K yapisinda bulunan, antioksidan ve antiaterojenik
etkileri olan bir enzimdir. Son yillarda yapilan arastirmalarda hipotiroidili hastalarda
ve deneysel olarak olusturulmus rat modellerinde, PONT1 aktivitesinin diisiik oldugu

gosterilmistir (5-7) .



PONI, koding bolgesinde yaygin iki polimorfizme sahiptir. Ellibesinci pozisyondaki
polimorfizm, 16sin (L) yerine metionin (M) (PON1 55 L/M) gecmesi ile
olusmaktadir. 192. pozisyondaki polimorfizm ise glutamin (Q) yerine arjinin (R)
gecmesi ile olusur (PON1 192 Q/R). PON1 gen polimorfizmlerinin, aterosklerozun
gelismesinde risk faktorii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (8).

Bu caligmanin amaci; hipotiroidili hastalarda ve saglikli bireylerde PON1 L/M 55 ve
Q/R 192 gen polimorfizmlerinin dagilimini tespit etmek ve bu polimorfizmlerin
PONT aktivitesi iizerine etkilerini arastirmaktir. Ek olarak, homosistein (Hcy), nitrik
oksit (NO), CRP diizeylerini hipotiroidili hastalarda ve saglikli bireylerde

degerlendirip, bu parametrelerin PON1 polimorfizmi ile iligkisini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. HIPOTIiROIDIiZM

Hipotiroidizm, tiroid hormon eksikligine bagl bir cok sistemi etkileyen klinik bir
sendromdur. Bebeklerde ve c¢ocuklarda hipotiroidizm biiylime ve gelismede
gecikmeye yol acar; kalict motor ve zihinsel gerilige neden olabilir. Yetigkinlerde ise
metabolik islevlerin yavaslamasina neden olur ve genellikle tiroid hormon replasman
tedavisi tedavi ile diizeltilebilir (1).

2.1.1. Epidemiyoloji

Hipotiroidizmin prevalansi genel popiilasyonda 6zellikle de kadinlarda yiiksektir.
Colorado caligmasinda 25.682 saglikli bireyde %9.5 oraninda primer hipotiroidizm
(tiroid stimiile edici hormon (TSH) >5.1 mU/l) saptanmistir. Ingiltere’de yapilmis
olan Whickham calismasinda, subklinik hipotiroidizm prevalans: kadinlarda %7.5,
erkeklerde %?2.8 olarak bulunmustur. Bu 20 yillik calisma, primer hipotiroidizmin
prevalansinin yas ve antitiroid antikorlarin pozitifligi ile arttifini gdstermistir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan {iciincii ulusal saglik ve beslenme inceleme
aragtirmasinda ise %4.6 bireyde yiiksek TSH (>4.5 mU/L) degerleri saptanmistir. Bu
oranin %0.3’ii klinik hipotiroidi, %4.3’ti ise subklinik hipotiroidi olgularindan
olusmaktadir (9).

2.1.2. Hipotiroidizm Nedenleri

Hipotiroidizm genellikle primerdir (tiroid bezinin bozuklugu), fakat ikincil
(hipotalamik veya hipofiz yetersizligi) veya nadiren tiroid hormon reseptorlerindeki

direncten kaynaklanabilir. Hipotiroidizm nedenleri Tablo 1°de gosterilmektedir.



Tablo 1. Hipotiroidizm Nedenleri (1)

Primer Hipotiroidizm

Sekonder Hipotiroidizm

Otoimmiin
Hashimoto tiroiditi
Poliglandiiler yetersizlik sendromunun
bir kismi, Tip II

Hipotalamik fonksiyon bozuklugu

Neoplazm
Tiuberkiiloz
Sarkoidoz

Iyatrojenik Langerhans hiicresi histiyositozu
P tedavisi Hemokromatozis
Tiroidektomi Radyasyon tedavisi
Ilaca baglh Hipofiz fonksiyon bozuklugu
Iyot eksikligi Neoplazm
Iyot fazlalig Hipofiz ameliyat1
Lityum Postpartum hipofiz nekrozu
Amiodarone Idiyopatik hipopituitarizm
Antitiroid ilaclar Glukokortikoid fazlalig: (Cushing
Idiopatik Sendromu)
Radyasyon tedavisi
Dogumsal

Tiroid agenezi

Tiroid disgenezi
Hipoplastik tiroid
Biyosentetik yetersizlik

Yetigkinlerde otoimmiin tiroidit (Hashimoto tiroiditi), hipotiroidizmin en yaygin
nedenidir. Bu yalin ya da poliglandiiler yetersizlik sendromu tip II’'nin (Schmidt
sendromu) bir parcast olabilir. Hipotiroidizmin iyatrojenik nedenleri arasinda B
terapisi, tiroidektomi ve lityum veya amiodarone ile tedavi bulunmaktadir. Iyot
yetersizligi veya fazlasi da hipotiroidizme neden olabilir (1). Idiopatik hipotiroidizm,
uygun klinik ve laboratuvar degerlendirmelerine ragmen, spesifik bir etiyolojik
faktoriin ortaya cikarilamadigi durumdur (10).

2.1.3. Tiroid Hormon Eksikliginin Sistemik Etkileri

Tiroid hormon eksikliginin klinik spektrumu, anormal fizik muayene bulgular
olmayan asemptomatik bireylerden, tanist fizik muayene ile kolayca konulabilen
klasik miksodemli hastalara kadar olduk¢a degiskenlik gosterir.

Tiroid hormon eksikligi, genel olarak oksijen tiikketiminde azalmaya ve organlara
spesifik eksikliklere neden olur. Yaygin semptomlari arasinda letarji ve azalmis

fiziksel yeti bulunmaktadir (10).




2.1.3.1. Deri ve cilt ekleri

Miksodemde epidermis hiperkeratozisli atrofiye hiicresel bir tabaka goriiliir. Dermis
mukopolisakkaritler, hiyaliironik asit ve kondroidin siilfatla infiltre olmustur, artmis
sivi retansiyonu ve gode birakmayan O0demle sonuclanir. Asiner bez sekresyonu
azalmistir.  Fizik muayenede, yiizey sicaklifinda azalma ve derideki
vazokonstriksiyondan kaynaklanan solukluk goriiliir. Sa¢ ve tirnaklar kirilgandir. Sag
kayb1 yaygindir, fakat tedaviyle genellikle geri doniistimliidiir (10).

2.1.3.2. Gastrointestinal Sistem

Hipotiroidizmdeki kilo artis1 metabolik hizin azalmasindan kaynaklanir. Belirgin bir
obezite goriillmez. Tat alma duyusu azalmistir. Gastrik atrofi ve azalmis gastrik asit
tiretimi yaygindir. Konstipasyon yaygindir. Hastalarin iigte birinde antiparyetal hiicre
antikorlar1 bulunur ve %10’unda pernisiy6z anemi bildirilmistir (10).

2.1.3.3. Kardiyovaskiiler Sistem

Hipotiroidizm birka¢ yonden kardiyovaskiiler sistemi etkileyebilir. Yaygin olarak
goriilen semptom ve bulgular arasinda bradikardi, hafif diastolik hipertansiyon,
azalmis nabiz basinci, soguk intoleransi ve yorgunluk bulunur. Armis sistemik
vaskiiler rezistans, azalmis kardiyak kontraktilite, azalmis kardiyak output,
hizlanmis ateroskleroz ve koroner arter hastaligr ile iliskilidir. Bu bulgular
hiperkolesterolemi ve diyastolik hipertansiyon sonucu da olabilir. Hipotiroidili
hastalar baska aterosklerotik kardiyovaskiiler risk faktorlerine de sahiptir (Tablo 2)
(11).

Kan basinct degisiklikleri, lipid metabolizmasindaki bozukluklar, azalmis kardiyak
kontraktilite ve artmis sistemik vaskiiler rezistans gibi durumlar tiroid hormon
replasmaniyla genellikle diizelir. Ayrica proteinden zengin perikardiyal ya da plevral

efiizyon goriilebilir (11).

Tablo 2. Hipotiroidizmle iliskili Kardiyovaskiiler Riskler

Bozulmus kardiyak kontraktilite ve diyastolik fonksiyon

Artmis sistemik vaskiiler rezistans
Azalmis endotel kaynakli relaksasyon faktor
Artmis serum LDL-K, azalmis HDL-K
Artmis CRP
Artmis Hey




2.1.3.4. Solunum Sistemi

Primer solunum sistemi hastalifi yoksa, hipotiroidili hastadalardaki respiratuar
fonksiyonun azalmasi anlamli degildir (10). Maksimal solunum ve difiizyon
kapasitesi azalmistir. Siddetli hipotiroidide, miyopati, solunum adelelerinin
miksddemli infiltrasyonu ve solunum merkezinin depresyonu alveolar
hipoventilasyona ve CO, retansiyonuna yol acar (12).

2.1.3.5. Hematopoetik Sistem

Miksodemli hastalarda yaygin olarak, azalmis eritrosit sayisi ile birlikte normokrom,
normositik anemi vardir. Folik asit ve B12 vitamini eksikligi nedeniyle makrositoz
goriilebilir. Hipotiroidili hastalarin %10’unda pernisiyoz anemi goriiliir. Genelde
hipotiroidili hastalarda anormal kanama bildirilmemistir. Fakat pihtilasma faktorleri
VIII ve IX’daki bozukluk, artmis kapiller frajilite ya da anormal platelet fonksiyonu
sebebiyle kanamaya yatkinlik olabilir (10).

2.1.3.6. Kas iskelet Sistemi

Miyalji, kas giicsiizliigli, kas sertligi, kramplar ve c¢abuk yorulma hipotiroidili
hastalarda c¢ok belirgindir. Tiroid hormonu iskeletin normal gelismesi ve
olgunlagmas: icin gereklidir. Eriskinde artralji, eklem sertligi, eklem efiizyonu ve
karpal tiinel sendromu olabilir (13).

2.1.3.7. Sinir Sistemi

Santral sinir sisteminin gelisimi i¢in enerji metabolizmasin etkileyen tiroid
hormonlar1 gereklidir. Fetal hayatta veya neonatal donemde eksikligi, beyin
gelisiminin duraklamasina yol acgar. Kortikal noronlarda hipoplazi, miyelinizasyonda
gecikme ve damarlanmada azalma ile karakterli degisiklikler gelisir. Eriskin yasta
baslayan hipotiroidide santral sinir sistemindeki belirtiler daha siliktir ve tiroid
hormonu ile tedaviye cevap verir. Entellektiiel fonksiyonlarda genel yavaslama
karakteristiktir. Diislinme hizi da yavaslamistir. Genellikle hafiza defekti vardir.
Yashlarda demans gelisir. Senil demans ile karisir. Hipotiroidide serebral kan
akiminda % 23, serebral glukoz metabolizmasinda %12’lik azalma mevcuttur (14).
2.1.3.8. Renal Fonksiyon

Kardiyak outputun azalmasi renal kan akimini azalmasina neden olur, ancak klinik
etkileri nadirdir. Siddetli hipotiroidizmde azalmis serbest su klirensi olabilir ve
uygunsuz antidiiiretik hormon salinimi sendromuna benzer hiponatremiye sebep olur.
Ancak antidiiiretik hormon diizenlenmesinde herhangi bir anormallik bildirilmemistir

(10).



2.1.3.9. Ureme Sistemi

Dogurganlik cagindaki kadinlarda fazla menstrual kanama yaygindir. Fertilite
azalmistir ve erken abortus insidansinda bir artis vardir. Her iki cinsiyette de libido
azalmistir. Hipotiroidizm, seks hormonlarinin metabolizmasini ve seks hormon
baglayan proteinlerin konsantrasyonlarin1 etkiler. Serum prolaktin diizeyleri
hipotiroidili kadinlarda yiikselebilir fakat tedaviyle diizelir (13).

2.1.3.10. Metabolizma

Tiroid hormon eksikligi metabolizmay:1 yavaglatir ve istirahatte enerji harcama ve
oksijen tiiketiminde azalma ortaya cikar. Termogenezdeki azalma, hastalarda goriilen
soguk intoleransinin nedenidir. Protein sentez ve yikimi azalmistir. Ancak
hipotiroidili hastalar pozitif nitrojen dengesi i¢indedirler. Kapillerlerin protein
gecirgenligi artmistir. Eflizyonlarda protein artar. Glukoz bagirsaklardan yavas
emilir. Glukozun dolasimdan uzaklastirma hiz1 da yavastir. Bu da ekzojen insiilin
ihtiyacinda azalmaya neden olur (13). Lipidlerin sentez ve yikim hizi yavaslamistir.
Lipid klirensi azalmistir. Bunun sonucu serum serbest yag asitleri, total ve LDL-K
artar. Hipotiroidili vakalarda %56 hiperkolesterolemi, %34 hiperkolesterolemi ve
hipertrigliseridemi, %4.5 hipertrigliseridemi, sadece %8.5 vakada normal lipid
profiline rastlanmistir (15).

2.1.4. Klinik Bulgular

Hipotiroidi bulgu ve belirtileri, tiroid hormon eksikliginin gelisme hizina ve siddetine
ve ortaya ciktigi yasa goOre degisir. Genellikle tiroid hormon eksikligi yavas
gelistiginden hipotiroidi sinsi ve yavas bir baslangic gosterir. ilk degisiklikler pek
belirgin degildir. Yorgunluk, soguk intoleransi, kabizlik gibi nonspesifiktir ve iyi
tolere edilir. Bu semptomlarin farkina varilmadigi zaman, hipotiroidi ilerler ve
degisik organ ve sistemlerde eksiklik veya etkisizlik derecesine gore, degisik bulgu
ve belirtilerle seyreder.

Klinik hipotiroidide sik goriilen bulgular soguk intoleransi, kilo alimi, konstipasyon,
ciltte kuruma, bradikardi ve mental islevlerde yavaslama seklinde siralanabilir. Bu
tipik bulgularin yani sira hastalar hipotermi, konjestif kalp yetmezligi, plevral
efiizyon, ileus, intestinal psddoobstriiksiyon, koagiilopati, depresyon, psikoz, ataksi,
nobet, koma gibi bulgular ile de karsimiza cikabilmektedir (16).

2.1.5. Laboratuvar Bulgulan

Tipik semptom ve bulgular1 olan hastalarda hipotiroidi tanis1 genellikle serbest

tiroksin (sT4) Ol¢iimiiyle teyit edilir. Hipotiroidizmde serum sT4 diizeyleri diisiiktiir.



Serum total T4 diizeyleri, sT, diizeyleri ile genellikle koreledir. Ancak plazma tiroid
hormon baglayict proteinlerin diizeyindeki degisiklikler, hipotiroidi yokken serum
total T4 degerlerinde azalmaya, hipotiroidi varliginda ise normal total T4 degerlerine
neden olur (10).

Tiroid hormonlarinin biyolojik olarak en aktif formu triiyodotironin (T3) olmasina
ragmen, diisiik serum T3 konsantrasyonu hipotiroidi tanisinda yeterli degildir. Serum
T; diizeyi de serumdaki iyodotironin baglayan proteinlerin degisikliklerinden
etkilenebilir (10).

Primer hipotiroidizmde azalmis iyodotironin iiretimi serumda TSH’ min artmasina
neden olur. TSH >4 mlU/LL ve Tz, T4 normal yada normalin alt smirinda ise
subklinik, TSH >10 mlU/L ve T4 ve/veya T3 diisiik ise klinik hipotiroidi tanist konur
(17).

Hipotalamik ya da hipofiz kaynakli hipotiroidisi olan hastalarda, serum TSH diizeyi
azalmis ya da normal sinirlardadir. Sekonder hipotiroidizmli bazi hastalarda,
biyolojik olarak inaktif TSH’nin varlig1 yiiziinden normal serum TSH diizeyleri
saptanir (10).

Tirotropin salgilatict hormon (TRH)un, hipotiroidi tanist i¢in ya da hipotiroidi
sebebini belirlemek icin kullanilmas: tavsiye edilmez. Hipotalamik ya da hipofizer
hastaliklarda TRH’ya TSH cevab1 azalmistir ya da normaldir. Ancak TRH’ya TSH
cevabi, hipofiz ya da hipotalamustaki lezyonlarin belirlenmesinde yeterince spesifik
degildir. Primer hipotiroidili hastalarda ise bu cevap her zaman artmistir (10).

Tiroid peroksidaz (TPO) ve tiroglobuline (TG) kars1 olusmus antikorlar otoimmiin
tiroid hastaliklarinin tanisinda kullanilmaktadir (18).

2.1.6. Tedavi

Hipotiroidizm sentetik L-tiroksin ile tedavi edilmelidir. T3 daha biyoaktif tiroid
hormonu oldugu halde, periferik dokular fizyolojik diizeyleri aym degerde
tutabilmek i¢in T4’leri T3’e cevirirler. Boylece, L-tiroksin verilmesi T3 ve T4’lin
biyolojik olarak mevcut olmasina yol acar. Tz, kandan cabuk emilmesi ve
kaybolmast ve diizensiz kan diizeylerine neden oldugu i¢in kullanimindan
kacinilmalidir. L-tiroksin, 8 giinliik yar1 omre sahiptir, bu nedenle giinde bir kez
verilmelidir. Yetiskinlerde, ortalama yerine koyma dozu giinde 100-150 pg’dir.
Saglikli yetiskinlerde, giinde 100 pg baslama dozu i¢in uygundur. L-tiroksin

tedavisine cevap, serum TSH diizeyleri ile klinik olarak gdzlenmelidir (1).



2.1.7. Lipoproteinlerin Metabolizmasi

Kolesterol, trigliseridler ve fosfolipidler gibi ©nemli plazma lipidleri, suda
coziinebilen lipoproteinler tarafindan tasinir. Bunlar dis katmaninda protein ve
fosfolipidleri ve santral cekirdek kisminda notral lipidleri iceren, kompleks
partikiillerdir. Bu yapiya sahip c¢esitli  apolipoproteinler  bulunmaktadir.
Apolipoproteinler trigliseridlerin, endojen ve eksojen kolesteroliin tasinmasinda araci
rol oynarlar. Eksojen ve endojen lipoproteinler apolipoprotein B-48 (apo B-48) ve
apolipoprotein B-100 (apo B-100) bulundurmalarina gore tanimlanabilir.
Trigliseritten zengin lipoproteinler, barsaktan silomikronlarla ya da c¢ok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL)’lerle plazmaya girer. VLDL karacigerde glukoz ya
da serbest yag asitlerinden sentezlenen endojen trigliseridlerden zengindir.
Yiyeceklerle alinan ve safraya sekrete edilen lipidler bagirsakta emilir,
silomikronlara cevrilir ve dolasimdaki en biiyiik lipoproteinleri olustururlar. Temel
olarak trigliseridlerden olusur ve ana protein bilesenleri apo B-48 ve apolipoprotein
E’dir (9).

Silomikronlar lenfatik sistem yoluyla dolasima katilirlar ve trigliseridler lipoprotein
lipaz (LPL) tarafindan hidrolize edilir, bu enzim adipoz ve kas dokusunun kapiller
endotelinin liiminal yilizeyinde bulunur. Bu enzimin etkisi, HDL yiizeyinde bulunan
bir LPL kofaktorii olan apolipoprotein C-II'nin transferine baglidir. Bu lipoprotein
merkezinin hacmini azaltir ve fosfolipidler, anesterifiye kolesterol ve
apolipoproteinler gibi fazla yiizey bilesenlerinin saliverilmesiyle ve onlarin 6zellikle
HDL gibi diger lipoproteinlere transferi ile sonuglanir. Lipoliz sonrasit kalan
silomikron partikiilleri remnantlar olarak adlandirilirlar ve karaciger tarafindan
reseptor aracili endositozla hizlica alinirlar (19).

VLDL, hepatositler tarafindan sentezlenir ve kan dolasgimina salinir. VLDL
partikiilleri trigliseritten zengindir, temel olarak apo B-100 ve apolipoprotein E
igerir. Plazma yar1 0mrii kisadir, karacigerde LDL’ye doniistiiriiliir. Kolesterol temel
olarak kolesterol esterleri seklinde tasinir. VLDL’deki trigliseridler de LPL
tarafindan hidroliz edilirler. Silomikronlar ve VLDL, LPL tarafindan yikilinca ara
yogunluklu lipoprotein (IDL) ortaya cikar ve fosfolipidler ve kolesterol HDL’ye
transfer olur. Boylelikle dokulardan karacigere kolesterol transportu gergeklesir.
IDL, hepatik endositoz ve hepatik lipaz ve kolesterol ester transfer protein (CETP)’in

etkisiyle plazmadan temizlenir (9).



Karaciger ve ince bagirsak tarafindan disk bi¢iminde salinan 6nciil HDL partikiilleri,
baslica fosfolipid ve apolipoprotein A-1 (apo A-1) icermektedir. Fosfolipidler,
kolesterol ve bazi apolipoproteinler gibi trigliseritten zengin partikiillerin yiizey
komponentlerinin hiicre disi eklenmesi ile Onciil HDL partikiilleri kiiresel
parcaciklara doniisiir. Kolesterol, lesitin kolesterol agil transferaz etkisi ile kofaktori
A-1I’in varliginda esterlestirilmektedir. Esterifikasyon HDL ve hiicre membrani
arasinda kolesterol konsantrasyon gradiyenti olusturur. Bu durum hiicrelerden
HDLye kolesterol ¢ikist icin gereklidir (19).

Bu enzimatik siire¢, 6zellikle HDL, (HDL, kolesterol ester icerigine gére HDL, ya da
HDL; olarak siniflandirilir) olmak {izere HDL miktarinin artmasina yol acar.
Lipoproteinler arasindaki lipid transferi CETP tarafindan diizenlenir, trigliseridlerin
ve kolesterol esterlerinin degisimini aktive eder. CETP kolesterol esterlerini
HDIL,’den VLDL, IDL ve remnantlara tasir, trigliseridleri ise HDL, ye tasir. HDL,
hepatik lipaz tarafindan hidroliz edilir ve HDL3’e doniisiir. Hepatik lipaz lipoprotein
transportunda Onemli bir enzimdir, koaktivatér olarak apolipoprotein C-II
gerektirmez, IDL’nin LDL’ye, HDL,’nin de HDLs’e doniisiimiinii saglayan ana
lipolitik enzimdir. HDL, giiclii bir antiaterojeniktir ve diizeyleri hepatik lipaz
tarafindan diizenlenir.

Lipoprotein(a) kolesterol esterlerinden zengin, fizyolojik fonksiyonu tam olarak
anlasilamamasina ragmen aterojenik oldugu bilinmektedir ve endotelyal lezyonlarda
kolesterol birikimini artirir (9).

2.2. ATEROSKLEROZ

Lipidler, fibroblastlar, makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve hiicre dis1 maddeleri degisik
oranlarda iceren intimal plaklara bagli olarak meydana gelen, ilerleyici arteriyel
darlik ve tikanmalara, arterlerin esneklik ve antitrombotik 6zelliklerinin bozulmasina
yol acan hastalifa ateroskleroz denir. Ateroskleroz, nedenleri tespit edilip tedavi
edilebildigi takdirde durdurulabilen veya geriletilebilen multifaktoryel, morbid ve
mortal, sadece koroner damarlar1 degil tiim arteryel yapilar tutabilen ve etkileyen
sistemik bir hastaliktir (20).

Aterosklerotik siireci hangi olay veya olaylar dizisinin baglattig1 bilinmemektedir. Bu
stireci aciklamaya yonelik gelistirilen hipotezler icinde en yaygin kabulii hasara tepki
hipotezi gormektedir. Ross tarafindan ortaya atilan bu varsayimda olaylar1 endotel

disfonksiyonu baslatmaktadir (21).
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Kardiyovaskiiler hastalik ve ateroskleroz gelisimi icin iyi bilinen risk faktorleri 2002
yilinda Amerikan Ulusal Kolesterol Egitim Programi Ugiincii Eriskin Tedavi Paneli
(NCEP ATP III) tarafindan yaymlanmistir (22). Yapilan cesitli calismalarda bu
klasik faktorlerin yanisira diger baska risk faktorleri de tanimlanmustir (23, 24).
Tablo 3’te bu faktorler belirtilmistir. Bu risk faktorlerine, yeni tespit edilmis bazi
faktorler de eklenmistir. Yeni risk faktorleri; Apolipoprotein B, Apolipoprotein A-1,
trigliserid, trigliseritten zengin lipoprotein kalintilari, bozulmus aglik glukozu olarak

belirlenmistir (25).

Tablo 3. Aterosklerozun belirlenmis risk faktorleri

Klasik risk faktorleri Diger risk faktorleri
* Yas: Erkek > 45 = Serum Lipoprotein(a) > 33 mg/dL
Kadin > 55 = Serum Hcy > 10 nmol/L

= Hipertansiyon (kan basinci >140/90 ya = Kiiciik yogun LDL partikiilleri

da antihipertansif tedavi alan) = Hiperinsiilinemi ve insiilin direnci

= Sigara i¢imi = Abdominal obezite

= Ailede erken yasta koroner kalp = Yiiksek serum hsCRP konsantrasyonu

hastaligi: = Yiiksek lokosit ve/veya yliksek

1. dereceden erkek akraba<55 yas hematokrit

1. dereceden kadin akraba<65 yas = ACE i¢in DD genotipi

= Dislipidemi = Antioksidan vitaminlerin eksikligi

=Diyabet (koroner arter hastalig1 | = Klamidya enfeksiyonu

esdegeri) = Yiiksek plazma fibrinojen, Faktor
VII-VIII, plazminojen aktivator
inhibitor tip 1 konsantrasyonlari

2.3. HOMOSISTEIN

Hcy, metiyonin metabolizmasi sirasinda olusan ve siilfiir igceren bir aminoasittir ve
tiyol bilesiklerinin metabolik yollarinda merkezi gorev listlenmistir.

Metiyonin esansiyel bir aminoasit olup, ya diyetle alinir, ya endojen proteinlerin
bozulmasi1 sonucu ya da Hcy’nin remetilasyonuyla olusur. Metiyonin, yeni
sentezlenen proteinlerin yapisina katildigi gibi, adenozin trifosfat yardimi ile
enzimatik olarak bir siilfonyum bilesigi olan S-adenozil metiyonin’e de doniisebilir.
S-adenozil metiyonin’in metil grubu DNA metiltransferaz araciligiyla koparilarak, S-
adenozil Hey’ye doniisiir. Bunun adenozil kisminin hidrolitik olarak par¢alanmasiyla

da Hcy olusur (26).
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Viicuttaki Hcy, transsiilfiirasyon veya yeniden metilasyon (remetilasyon) yollarindan
birini kullanarak metabolize olur. Transsiilfiirasyon yolunda; vitamin B6 bagimli bir
enzim olan sistatyonin B sentetaz (CBS) enzimi gorev yapar. Hcy, CBS
katalizorliigiinde sistatyonine, o da sisteine hidrolize olur. Bu sistein de daha sonra
stilfata hidrolize olarak idrarla atilir. Remetilasyon yolunda; Hcy’den, metiyoninin
yeniden sentezi (remetilasyon) iki farkli yolla gerceklesir. Kisa yolda; betain Hcy
metil transferaz, bir metil vericisi olan betainin metil grubunu, Hcy’e aktararak
metiyonin olustururken kendisi dimetilglisine doniisiir. Uzun yolda ise 5-
metiltetrahidrofolat, bir metil grubu vericisidir. 5-10 metilentetrahidrofolat,
metilentetrahidrofolat rediiktaz araciligiyla 5- metiltetrahidrofolata doniisiir. 5-
metiltetrahidrofolatin bir metil grubu, kobalamin (vitamin B12) bagimli enzim olan
metiyonin sentetaz araciligi ile Hcy’ye aktarilarak metiyonin olusturulurken diger
taraftan da tetrahidrofolat meydana gelir. Bu tetrahidrofolat tekrar 5-10
metilentetrahidrofolata doniisiir (26).

Plazmada, total Hcy’nin %70’i proteinlere baglanarak, %?25°i disiilfid bag ile
birbirlerine baglanarak (disiilfid Hcy) ve %5’i de Hcy tiyolakton halinde bulunur.
Kang ve ark. a¢ olarak alinan kandaki plazma total Hcy seviyelerini, normal (5-15
mmol/L), orta (15-30 mmol/L), ara (30-100 mmol/L) ve agir (100 mmol/L ve iizeri)
olarak 4 gruba ayirmislardir. Yasa baglh olarak Hcy plazma seviyesi hafif artma
egilimi gosterir (26). Plazma total Hcy diizeyi bircok faktdrden etkilenmektedir
(Tablo 4) (27).

Hiperhomosisteinemi, viicutta bircok zararl etkilere yol agmaktadir. Hcy’nin serbest
radikaller gibi davranip endotel hasar1 olusturmasi ve bu olayin sonucunda da
trombosit aktivasyonu, pihtilagsma faktorlerinin modifikasyonu, trombiis formasyonu
gibi koagiilasyonu artirict etkiler meydana getirmesi, biyolojik membranlarda
oksidasyon yapmasi, LDL oksidasyonu yaparak aterosklerozu artirici etkiler ortaya
cikarmasi sayilabilmektedir (28).

Hcy’nin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ve her 5
mmol/L’lik artisin kardiyovaskiiler hastalik riskini erkeklerde 1.35, kadinlarda ise
1.42 kat artirdi@1 bildirilmistir (29). Buna karsilik 6 prospektif calismada, Hey diizeyi
ile olimciil olan ve olmayan koroner arter hastalifi arasinda herhangi bir iliski
bulunamamistir. Bir meta-analiz c¢alismasinda, arastirmalarin ¢ogunun heterojen
oldugu ve homosisteinin diigiiniildiigli gibi kalp iizerine zararh etkisinin olmadigi

fakat sagliksiz yasantinin bir gostergesi olabilecegi vurgulanmaistir (30).
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Tablo 4. Total Hcy Diizeylerini Etkileyen Faktorler

Fizyolojik Hastaliklar

Yas Vitamin B12 ve B6 eksikigi
Cinsiyet Hipotiroidi

Bobrek fonksiyonlari Diyabet

Menopoz Bobrek yetmezligi
Yasam Tarz1 Genetik

Sigara kullanimi Homozigot CBS defekti
Diyet Heterozigot CBS defekti
Alkol alimi Homosistiniiri

Egzersiz Metiyonin sentaz defekti
Mlaclar

Vitamin B12 ve B6 antagonistleri

Antiepileptikler

Kontraseptif ve hormon tedavisi

2.4. C-REAKTIF PROTEIN

CRP, 120 kDa agirliginda, non-kovalent bagli, bes 6zdes alt birimden meydana
gelen, pentraksin ailesinden, bir prototip akut faz proteinidir. Bu yapisal diizen,
serum amiloid A gibi diger akut faz proteinleri ile benzerlik gostermektedir.

Akut faz yamtinda hizlica yiikselmesi, 24-48 saat icinde binlerce kat artabilmesi,
hizlica eski seviyelerine inmesi, dilirnal varyasyon gostermemesi, yas ve cinsiyet
farki gostermemesi carpict biyolojik ozelliklerindendir (31) .

Akut hastaligi olan bireylerin serumlarinda Streptecoccus pneumoniae’nin hiicre
duvarmin C-polisakkarid antijenine baglandig: i¢cin bu ad verilmistir. Primer olarak
karacigerde sentezlenir.

Kalsiyum iyonu varliginda CRP bir ¢ok bakteri, fungus ve protozoal parazitlerin
polisakkarit alt gruplarina baglanmakla birlikte fosforil kolin, fosfatidil kolin, lesitin,
polianyonik niikleik asitlere de baglanabilir. Kalsiyum iyonu yoklugunda histonlar
gibi polikatyonlar1 baglar. Kompleks olusunca, CRP klasik kompleman yolunu
baglatan kompleman 1q’nun aktivasyonuna yol acar. CRP opsonizasyonu, fagositoz
ve hiicresel lizisi baglatir. Olusan biitiin olaylar inflamatuvar reaksiyon cevabidir.
CRP ayrica potansiyel olarak toksik hasarlanmis dokulardan salinan otojen maddeleri

de baglar ve detoksifiye eder. CRP opsonizasyondan sonra katabolize olur.
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CRP seviyeleri miyokard enfarktiisii, stres, travma, infeksiyon, inflamasyon, cerrahi
ve neoplazide dramatik olarak artar. Kronik inflamatuvar hastaliklarin aktivasyon
donemleri, obezite ve metabolik sendromda da CRP seviyeleri artmaktadir (19).
Yapilan calismalarda artmis hsCRP seviyelerinin ateroskleroz ve koroner arter
hastaligr i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (32). Buna ragmen
koroner arter hastalig1 riskini arastirmak icin rutin Sl¢timii halen onerilmemektedir.
hsCRP diizeyleri ol¢iilen ve yiiksek bulunan kisilerde LDL-K diisiiriicii tedavide
daha agresif olunmasi gerektigi tavsiye edilmektedir (31) .

2.5. NITRIiK OKSIT

NO, endotel kaynakli 6nemli bir vazodilatatordiir ve NO sentaz (NOS) tarafindan L-
Arjinin’den sentezlenir (Sekil 1). NO iizerinde yiik tasimamasi ve eslenmemis
elektron bulundurmasi nedeniyle hiicrelerden kolaylikla gecer. Tasidig1 eslenmemis
elektron nedeniyle radikal bir molekiildiir. NO’nun diisiik konsantrasyonlarda onemli
fizyolojik rolleri vardir, ancak asir1 ve kontrolsiiz NO iiretimi hiicreler i¢in zararlidir.
NO cok kisa yar1 dmre sahiptir, 2-30 saniye i¢cinde daha stabil bir yap1 olan nitrata
oksitlenir (33).

Go0™ coo” coo™
+ * L ]
HN=O—H i wges BN-C=H o O

| | |
[.[I:-\'Hzlla {?Hz]a }_ é ; '['i:Hz]s + WO
O, + NH L MH ek NH Ntk Olsit

r . Hg':' | 3 c"z HIO !
?=NH2 C=NH-—0OH 25
|
HgM H,N o MH,
Arginin M-ur-Hidroksiarginin Sitriilin

Sekil 1. NOS Tarafindan NO Sentezi

Ug tip NOS izoformu mevcuttur ve aktivitesi icin NADPH, FAD, FMN, hem ve
tetrahidrobiyopteridine gereksinim duyar.

1) nNOS: Sinir ve bazi dokularda (akciger, pankreas, mide ve uterus) bulunan ve
kalsiyuma bagimli olan ndronal tip.

2) eNOS: Endotel hiicrelerinde bulunan ve kalsiyuma bagimli olan endotelyal tip.

3) iNOS: Immunolojik uyaranlarla indiiklenen ve kardiyomiyositler, hepatositler,
noronlar, mikroglial hiicreler, nétrofiller, vaskiiler endotel ve diiz kas hiicrelerinde

bulunan, kalsiyumdan bagimsiz indiiklenebilir tip (33).
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NO c¢ok yonlii biyolojik haberci bir molekiil olup farkli biyolojik etkilere sahiptir ve
Tablo 5’te bu etkileri gosterilmistir.

Tablo 5. NO’nun Biyolojik Etkileri (34)

Diizenleyici etkileri
Platelet agregasyonunun inhibisyonu
Renal ve intestinal gorevleri
Diiz kaslarin gevsemesi
Hiicre adezyonunun kontrolii
Damar gecirgenligine etkileri
Immiin sistemdeki fonksiyonlar

Koruyucu etkileri

Antioksidan fonksiyonu

Anti inflamatuvar etkileri

TNF toksisitesine kars: etkileri
Zararh etkileri

Antioksidanlari titketmesi

Enzim inhibisyonlari

DNA hasarlar

Lipid peroksidasyonu

Diger toksik etkenlere duyarliligi artirmasi
"Tiimdr Nekrozis Faktor

Hem antioksidan savunmaya katkida bulunur hem de asir1 miktarda iiretildiginde
radikal etki gostermektedir. NO’nun sentezlendigi yer ve ortamdaki derisimi hangi
tiir tepkimelere girecegini ve ne gibi biyolojik etkilere sahip olacagini belirleyen ana
faktorlerdir (34).

2.6. METABOLIK SENDROM

Metabolik sendrom, insiilin direnciyle baglayan abdominal obezite, glukoz
intolerans1 veya diyabet, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter hastaligi gibi
sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi 6liimciil bir endokrinopatidir.

Metabolik sendromun tiim bilesenlerinin etyopatogenezini aciklayabilecek tek bir
genetik, enfeksiydz ya da cevresel faktor heniliz tanimlanamamistir. Metabolik
sendrom, insiilin direnci zemininde gelisen heterojen bir hastaliktir. Poligenik
yatkinlik soz konusu olsa da, modern kent hayatinin getirdigi sedanter yasam ve
yilksek  kalorili  beslenme sendromun seyrini alevlendirmektedir  (35).

Kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 ile morbidite ve mortalitesi yliksektir. Metabolik

15



sendrom tanisinda kullanilan kriterler, NCEP ATP III kilavuzunda belirtilmistir

(Tablo 6). Tan1 i¢in bu bes kriterden ii¢iiniin bulunmasi yeterlidir (36).

Tablo 6. NCEP ATP III Metabolik Sendrom Tanm Kriterleri

1.Abdominal obezite (bel ¢evresi)
Erkek i¢in >102 cm
Kadin i¢in >88 cm
2.Serum trigliserid > 150 mg/dL
3.HDL-K
Erkek i¢in < 40 mg/dL
Kadin i¢in < 50 mg/dL
4.Kan basinc1 >130/ 85 mmHg
S.Aclik plazma glukozu >110 mg/dL

Ayrica Uluslarast Diyabet Kurumu da metabolik sendrom tan1 kriterleri yayinlamistir
(35). Buna gore; Abdominal obezite (Bel c¢evresi: Avrupali erkeklerde > 94 cm,
kadinlarda > 80 cm) ve asagidakilerden en az ikisinin bulunmasi gereklidir.

* Trigliserid > 150 mg/dL

* HDL-K: erkekte < 40 mg/dL, kadinda < 50 mg/dLL

» Kan basinc1 > 130/85 mmHg

= Aclik kan glukozu > 100 mg/dL veya Tip 2 diyabet
Metabolik sendrom erken olusan ateroskleroz icin risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Metabolik sendromlu hastalarda koroner arter hastaligi riski 3 kat
artmistir. Kardiyovaskiiler mortalite metabolik sendromlu hastalarda %12 iken,
metabolik sendromu olmayanlarda bu oran %?2.2 dir.
Metabolik sendrom tedavi hedefleri; insiilin direncine neden olan risk faktorlerinin
yasam sekli degisiklikleri ile kontrol altina alinmasi ve gerekli kosullarda klinik
hedeflere ulasmak amaciyla ila¢ tedavisinin baslanmasidir. Yasam tarzi degisikligi
disinda, metabolik sendromu tedavi edebilecek tek bir ajan soz konusu degildir. En
uygun tedavi yontemi, kilo kaybinin temini ve diizenli egzersiz i¢in yasam sekli
degisikliginin saglanmasi, saglikli beslenme ve sigaranin kesilmesidir (35).
2.7. PARAOKSONAZ
PON, Aldridge siniflama sistemine gore A grubu arildialkilfosfataz sinifi ester
hidrolaz enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme 6zelligi nedeni

ile toksikoloji alaninda caligilmis, son yillarda ise antioksidan etkileri nedeni ile
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koroner kalp hastaligi riskinden korunulabilecegi diisiiniilerek giincellik kazanmistir
(37).

Sonraki yillarda yapilan calismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim
aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonuyla arasindaki iliski
arastirilmis, ayrica genetik calismalar yogunluk kazanmistir (38).

2.7.1. Adlandirilmasi

Biyokimya ve Molekiiler Biyolojinin Uluslararast Nomenklatiir Komitesi’nin enzim
isimlendirmesinde PON iki numaraya (E.C. 3.1.1.2 ve E.C. 3.1.8.1.) sahiptir. 1990’1
yillardan sonra, PON’un arilesterazdan farkli olarak yalmz fenolik esterleri degil,
fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasilmis ve E.C. 3.1.8.1 ile
tanimlanmustir (39).

Esterazlar organofosfat (OP) bilesikleri ile olan iliskilerine bakilarak iki gruba
ayrilirlar. A-esterazlar OP bilesiklerini hidrolize ederler, B-esterazlar ise OP’ler
tarafindan  inhibe edilirler.  A-esterazlar, arildialkilfosfataz  (PON) ve
diizopropilflorofosfataz1  icerirler. ~ B-esterazlar  ise  karboksilesteraz  ve
kolinesterazdan olusur (40, 41).

Insektisitleri de (OP’ler, karbamat) icine alan bircok sentetik bilesik A-ester
yapisindadir. Boceklerde A-esteraz bulunmadigi i¢cin bu kimyasallar, bu canlilara
kars1 pestisid olarak kullanilirlar. Memelilerde de bu OP’lerin detoksifikasyonunun
en Onemli yolu, serum ve karaciger A-esterazlar tarafindan diisiikk toksisiteli
metabolitlerine hidrolizidir (42). PON ismi bir insektisid olan paratiyonun metaboliti
olan paraoksonu hidrolize etme kapasitesinden gelmektedir (8).

2.7.2. Paraoksonaz Gen Ailesi

Insan genomu su ana kadar belirlenmis ve PON1, PON2, PON3 olarak adlandirilan 3
adet PON geni icermektedir (Sekil 2). Her iic gen 7. kromozomun q21.3 ve g22.1
bantlar iizerinde yerlesmis olup aminoasit diizeyinde en az % 60 oraninda benzerlik
gosterirler. U¢ PON geni de yaklasik ayni uzunlukta 9 ekzondan olusur (43).
Paraoksonazlarin antioksidatif 06zellikleri vardir. PONI iclerinde en c¢ok
arastirilanidir, ancak son zamanlarda ilgi PON2 ve PON3’iin fonksiyonlarinin daha

1yi anlasilmasi i¢in bu yone dogru kaymustir (8).
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7921-q22

— PON2 PON3 PON1

—
~ 140 kb

Sekil 2. PON Gen Ailesi ve PON1, PON2 ve PON3 Genlerinin Insan 7. Kromozomu
q21. ve q22. Bantlar1 Uzerindeki Yerleri (44)

PONI1 ve PON3 HDL-K iizerinde bulunur, PON2 ise pek ¢cok dokuda bulunmaktadir.
PONI1 ayrica insan karaciger mikrozomlarinda bulunur. Primo-Parmo ve ark, PON1
mRNA’sinin karacigerden baska, bobrek, kalp, beyin, ince bagirsak ve akciger gibi
pek ¢ok dokuda bulundugunu gostermislerdir (44).

PONTI cesitli sentetik substratlara karsi etkili bir esterazdir, PON2 ve PON3 ise
yilkksek laktonaz aktivitesi gosterir. PON2 ve PON3 paraoksonaz aktivitesi
gostermez. PON icin fosfolipaz A2 etkisi, homosistein tiyolaktonun hidrolizi ve
inaktivasyonu, aterosklerotik vaskiiler hastaliklar icin risk faktorii gibi ¢esitli
fizyolojik roller bildirilmistir (37).

2.7.3. Paraoksonazl

2.7.3.1. Biyokimyasal Yapisi

Serum PONI, OP’lerin hidrolizini katalizledigi bilinen kalsiyum bagimli bir
esterazdir. Karaciger, bobrek, bagirsak gibi dokulara genis capta yayilmistir. Temel
olarak karacigerde sentezlenir ve serumda HDL’ye bagl olarak bulunur. PON1, 43-
45 kDa molekiil agirligina sahip, 354 amino asitten olusan bir glikoproteindir (8).
Izoelektrik noktast 5.1 dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 16sin icerigi disinda bir 6zellik
gostermez. Protein agirliginin %15.8’ini olusturan karbohidrat iiniteleri proteine 4
farkli noktadan bagh olarak bulunurlar. insan PON1 proteini ii¢ adet sistein igerir ve
bu ii¢ sistein molekiiliinden ikisi arasinda disiilfid bag bulunur (37). Protein
yapisinda bulunan 42. ve 352. sistein amino asitlerinin olusturdugu tek disiilfid bag,
polipeptid zincirinin halka yapida olmasina neden olmaktadir. Iki yiiz seksen
dordiincii konumdaki serbest sistein amino asidinin aktif merkez i¢in rol aldigi

diistiniilmektedir (45).
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PONI1, 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali yapidan meydana gelmistir (46).
Uc boyutlu yapida; p-kirmal tabakalarin merkezinde 7.4A° aralikli iki adet Ca*
iyonu bulunmaktadir (Sekil 3).

Sekil 3. PON1’in U¢ Boyutlu Yapisi. Altr adet B-kirmali yapi, N ve C terminal
bolgeleri ve PB-kirmali yapilarin merkezinde yer alan 2 adet kalsiyum iyonu (Cal,

yesil; Ca2, kirmizi) goriilmektedir (49).

Bunlardan bir tanesi yapisal Ozellikli olup yapidan uzaklastirilmast doniisimsiiz
denatiirasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte rol oynar. Bu
kalsiyum iyonu 2.2-2.5A" uzaklikta 5 adet aminoasit rezidiisii (Asn224, Asn270,
Asnl68, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim halindedir. Ayni kalsiyum iyonu bir su
molekiilii ile fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir (37). PON1 enziminin
kristal yapisimin incelenmesinde ve nokta mutasyonlar ile yapilan calismalar, iki Ca*
molekiilii ile birlikte bir ¢ok amino asidin katalitik aktif merkezde rol alabilecegini
gostermektedir. Yapilan nokta mutasyon analizlerinde enzimin katalitik etkisi i¢in en
onemli amino asitlerin His115 ve His134 oldugu bildirilmistir (47). PON1 aktif
bolgede diger B-kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H;, Hy ve Hj)
yapilart vardir. Bunlar aym1 zamanda sonlanma noktalaridir. Bu yap: aktif bolgenin
korunmas1 ve enzimin HDL’ye baglanmas: gibi kritik rollere sahiptir (48 ).

2.7.3.2. Paraoksonaz1’in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PON1 karacigerde sentezlenir ve seruma salgilanir. PON1’in salgilanmasinin
mekanizmas1 Onemlidir, ¢iinkii hiicre i¢inden salgilanmasini diizenleyen faktorler
enzimin serum diizeylerini etkiler. PON1’in seruma salgilanabilmesi i¢in uygun bir
alic1 gereklidir ki bu da HDL’dir. PON1, HDL’den fosfolipidler tarafindan yarigsmali

olarak uzaklastirilir, bu sayede HDL ve hiicre membranlari ile hasarli lipid alanlar
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gibi fosfolipitten zengin alanlar arasinda hareket edebilir. HDL hiicre
membranlarindan PON1’i  uzaklastinr. HDL bagimli PONI1 salgilanmasi
konsantrasyon bagimlidir ve doyurulabilir (50).

2.7.3.3. Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde bulunan His-His cifti, kalsiyum iyonu ve su molekiili,
esteraz aktivitesinde onemli rollere sahiptir.

Katalitik etkinlik gosteren Ca™ iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif yiiklii
oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bolgedeki His-His c¢ifti, su molekiiliiniin bir
protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiclinii arttirir. Olusan hidroksil iyonu
karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks tetrahedral
bir diizlem sonucu Ca** iyonu ile kararli kilinir. Olusan yapidaki Ca* iyonu negatif
yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin iizerine yikilir ve
ester bagi kopar.

PON1’in mekanizmasini agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi i¢in 2-naftilasetat ve
fosfotriesteraz aktivitesi i¢in paraoksan substratlar1 kullanilmistir. Bu substratlarin
optimum pH araliklar1 saptanmis ve substratin yapisinda bulunan yan zincirin
katalizlenmeye direkt katilmadig1 sonucu bulunmustur (49).

2.7.3.4. Paraoksonazl’in Enzimatik Aktiviteleri

PONI1 paration, diazinon ve klorprifos gibi insektisitlerin okson metabolitlerini,
sarin, soman gibi sinir ajanlarini, fenil asetat gibi esterleri, laktonlari, siklik
karbonatlar1 ve fosfolipit hidroperoksitleri iceren ¢ok cesitli substratlar1 (Tablo 7)

hidrolize eder (Sekil 4) (51).

Tablo 7. PON1’in Substratlarn

Organofosfatlarin okson metabolitleri Aril (aromatik) esterler
Paraokson Fenil asetat
Metil paraokson Tiyofenilasetat
Pirimifos-metil okson 2-naftilasetat
Klorprifos okson Aromatik laktonlar
Diazokson Alifatik laktonlar
Klortion okson Dihidrokumarin
Fenitrokson y-biitirolakton

Homosistein tiyolakton
Fosfolipid hidroperoksidler

Sinir ajanlan (gazlari) Siklik karbonatlar
Soman Prulifloksasin
Sarin
Armin
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Sekil 4. PON1’in Substratlar1 ve Enzimatik Aktiviteleri
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Pek cok OP insektisitler sitokrom P450 sistemi tarafindan biyotransformasyona
ugrarlar. PON1’in aromatik ester substratlari arasinda fenilasetat, tiyofenilasetat ve
2-naftilasetat bulunur (51).

Aromatik ve alifatik laktonlar, siklik karbonatlar da PON1 tarafindan hidrolize edilir,
ornegin; homogentisik asit lakton, dihidrokumarin, y-biitirolakton ve homosistein
tiyolakton. PON1 ayrica y- ve §-hidroksikarboksilik asitlerin tersine reaksiyonunu,
laktonizasyon, katalizler. Laktonlar bitkilerin genel yap1 taslaridir ve pek cok gida
triinlerinde dogal baharat ajanlaridir  (51). Jakubowski PON1’in bir L-Hcy
tiyolakton hidrolaz oldugunu tespit etmistir. Fakat fenilasetat ve paraoksonla
karsilastirildiginda (Km ~0.5 mM) L-homosistein tiyolakton i¢in ¢ok diisiik afiniteye
(Km ~23 mM) sahiptir (52).

PONT ayrica doymamus siklik bir karbonat olan aktif kinolon antibiyotik NM394 i¢in
on ila¢ olan prulifloksasini hidrolize eder (53).

PONT’in laktonaz aktivitesi lokal etkili glukokortikoid ilaclarin gelistirilmesinde
kullanilmistir. Glukokortikoidler sistemik dolasima ulasinca hizlica hidrolize olur ve
inaktivasyona ugrarlar ve bodylece serum PONI onlarin istenmeyen sistemik
etkilerini Onler (54). PONT1 ayrica fosfolipit hidroperoksitleri de hidrolize eder ve bu
sekilde LDL ve HDL’yi oksidatif degisikliklere kars1 korur (37).

2.7.3.5. Organofosfat Toksisitesinde Paraoksonaz1’in Rolii

OP’ler tarimdaki faydalarinin yani sira, insanlarin hayatin1 6nemli dl¢iide tehdit eden
toksik kimyasallardir. PON1, savunma sistemi olusturarak OP’lerin zararl etkilerini
ortadan kaldirmaktadir. Soman, sarin ve tabun gibi OP sinir gazlarini hidroliz ederek,
bunlar1 daha az zararl bilesiklere doniistiirmektedir (55).

Insan serum PONI’i ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi cok sayida
insektisitin toksik okson metabolitlerini de hidrolizleyebilmektedir (51).

2.7.3.6. Lipid Metabolizmasi ve Aterosklerozda Paraoksonaz1’in rolii

1980’lerde ilk kez Mackness ve arkadaslar1 PON1’in OP’ler ve fosfolipitlerin
yapilarindaki benzerliklerden dolay1, fosfolipitlerin metabolizmasinda rolii oldugunu
onermislerdir. Insanlardaki HDL iliskili PON1, LDL’yi oksidasyondan koruyabilme
yetenegine sahiptir. Cesitli mekanizmalar bu koruyucu roliin ac¢iklanmasinda énem
kazanmaktadir. HDL ile iligkili enzimlerin (Tablo 8) oksidatif modifikasyonlara kars1
lipoproteinleri korudugu diisiiniillmektedir. PON; LDL’yi, Cu iyonunun ve serbest
radikallerin indiikledigi oksidasyondan korumaktadir (56).
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Tablo 8. HDL’deki Enzimatik Aktiviteye Sahip Olan Proteinler (57)

PONI1

LCAT

PAF-AH

Apo A-1

Proteinaz (elastaz benzeri)
Fosfolipaz D

Albumin

"Platelet aktive edici faktor asetil hidrolaz

Saflagtirilmig insan PON1’inin, LDL’nin lipid peroksidasyonunun onlenmesinde
olduk¢a etkili oldugu bulunmustur. Oksidasyona karst LDL’nin korunmasinda
PONT’in, lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) ya da apo A-I’den oldukc¢a fazla
etkili oldugu bulunmustur (57).

HDL iliskili PON1, oksidatif hasardan HDL’nin korunmasinda da etkindir. Okside
HDL’deki lipid peroksitler ve kolesteril linoleat hidroperoksitlerin PON1 aracili
hidrolizi iki mekanizmayla olmaktadir. 5' pozisyonunda hidroksil grubu olan okside
lipidler veya iligkili tiirevleri lizofosfatidil kolin ve ayri ayri valerolakton iiriinleri
olusturmak i¢in PONI tarafindan laktonize edilir. Daha sonra ortamin pH’s1 ve su
icerigine bagli olarak PONI tarafindan S-hidroksikarboksilik asit olusturmak iizere
hidrolize edilir ya da degismeden kalir. PON1 tarafindan olusturulan lizofosfatidil
kolin HDL’nin makrofajlara baglanmasin1 ve HDL aracili makrofaj kolesterol disa
akisini artirir (58). PONI’in ayrica hidrojen peroksiti biiyiikk Ol¢iide hidroliz
edebildigi bulunmustur, major reaktif oksijen iriinleri oksidatif stres altinda
aterogenez boyunca iretilmektedir. Boylece PON1 LDL’nin oksidasyondan
korunmasma ek olarak ters kolesterol tasinmasinda HDL’nin antiaterojenik
fonksiyonlarini korur (59).

PONT1’in antiaterojenik etkisi Tablo 9’da Ozetlenmistir. Makrofaj kopiik hiicre
olusumu, erken aterogenez gostergesidir ve hiicresel kolesterol birikimi kolesterol
giris ve cikist arasindaki dengeye baghdir. PONI, kolesterol biyosentezinin
inhibisyonu ve ¢opcii reseptdr yoluyla okside LDL’nin kaldirilmas: ile makrofaj
kolesterol birikiminde bir azalmaya katkida bulunur PON1 HDL’nin makrofajlara
baglanmasin artirir ve bdylece makrofaj fosfolipidlerindeki hidrolitik etkisiyle HDL
aracili makrofaj kolesterol cikisini uyarir, lizofosfatidil kolin meydana gelir ve

HDL nin hiicrelere baglanmasi artar (51).
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Tablo 9. PON1’in Antiaterojenik Etkilerinin Kanitlart (51)

1.0Oksidasyona kars1 LDL’yi korur
Lipid peroksitleri azaltir

2.HDLyi oksidasyona kars1 korur ve fonksiyonlarini korur
Makrofajlardan hiicresel kolesterol ¢ikisini artirir

3.0kside LDL nin etkilerini diizeltir

Inflamatuvar ve sitotoksik okside fosfolipidleri azaltir
Makrofajlarin LDL aliminmi azaltir

Okside LDL tarafindan uyarilan monosit transmigrasyonunu azaltir

4.Aterosklerotik lezyonlarda lipid peroksidleri azaltir

2.7.3.7. Paraoksonaz1’in Lipid Substratlar

PONT’in kesin substrat spesifitesi heniiz belirlenememistir. PON1 kisa zincirli
esterlere karsi yiliksek aktivite, uzun zincirli esterlere karsi ise daha diisiik aktivite
gosterir, uzun zincirli esterler lipazlarin tipik substratlaridir (49). Linoleat veya
aragsidonat iceren fosfolipidlerin hidroperoksitleri PON1’in substrati  gibi
davranmaktadir. PON1’in yag asit hidroperoksidi kisa zincirli yag asid aldehid ya da
keton tiirevlerine hidrolizi fosfolipid omurgaya tutunmayi durdurur, lizofosfolipid
tiretmek icin PAF-AH’1n bir substrati haline gelir ki bu giiclii bir proaterojeniktir
(60). Kolesteril esterlerin arasidonat ve linoleat hidroperoksit tiirevleri ayrica PON1
icin substrattirlar (59). Aviram ve arkadaslari, insan koroner ve karotid arter
aterosklerotik lezyon homojenatlarinda kolesteril linoleat hidroperoksitler ve
kolesteril linoleat hidroksitlerin PONI1 tarafindan kolesterol ve linoleik asid
hidroperoksitler ve linoleik asid hidroksidleri iiretmek icin hidroliz edildigini
gostermiglerdir. Saflastirilmis PON1 ayrica linoleik asit hidroperoksitleri, linoleik
asit hidroksitlere indirger. Bu bulgular PON1’in hem esteraz hem de peroksidaz tipi
aktiviteye sahip oldugunu gosterir (60).

2.7.3.8. Bakteriyel Endotoksinlere Kars1 Koruma

Insan serumunda HDL’de bulunan bir proteinin, bakteriyel lipopolisakkaritleri
inaktive ederek toksik semptomlar1 O©nledigi saptanmigstir. Lipopolisakkarit
inaktivasyonu, immunolojik olmaktan ¢ok enzimatik bir reaksiyondur. Bu
reaksiyondan sorumlu enzimin PONI oldugu saptanmistir. PONI1 bakteriyel
ipopolisakkariti, lipit A molekiilindeki 4' fosfat tizerine fosfataz etkisi ile hidroliz
eder. HDL’nin bir subfraksiyonu olan Tripanolitik faktdr, Trypanosoma brucei

brucei’e sitotoksiktir ve apo AI, PON, haptoglobulin ile iliskili bir proteindir.
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Lizozomal pH’da aktive olan PON1’in peroksidaz aktivitesi oldugu
diisiiniilmektedir. HDL kompleksinin endotoksin toksisitesine karsi koruyucu oldugu
bilinmektedir. Gram (-) bakteriyel enfeksiyon sirasinda, endotoksemi gelisimine
kars1 korumay1 bir dlciide saglar. PON1, makrofaj hiicre ylizeyindeki CD14 spesifik
baglayici proteinle, bakteri ylizeyinden koken alan lipoprotein polisakkaritin
etkilesimini Onler. Aksi takdirde TNF-q, interlokin-1, interlokin-6 gibi sitokin
basliklarinin salinimini baslatir, bu sitokinler degisik semptomlara neden olur (61).
2.7.3.9. Paraoksonazl Aktivitesindeki Degiskenligin Kaynaklari

Serum PONI1 aktivitesi bir popiilasyonda 40 kat degiskenlik gosterebilir. Bu
varyasyonun bir kismi genetik polimorfizmler ile aciklanmis olsa da; yas, fizyolojik
ve patolojik durumlar, diyet, yasam tarz1 (sigara, alkol gibi), cevresel kimyasallar ve
ilaclar gibi PON1 aktivitesini herhangi bir sekilde etkiledigi gosterilen faktorler de
g6zoniinde bulundurulmalidir (62).

2.7.3.10. Paraoksonazl Polimorfizmleri

Genetik polimorfizmler popiilasyonun % 1’inden fazlasinda bulunan, genomik DNA
sekanslarindaki dogal varyasyonlardir ve tek bir niikleotitte bulunan DNA
varyasyonlar1 tek niikleotit polimorfizmleri (TNPs) olarak adlandirilir (63).

Insan PON1 geninde tanimlanmis yaklasik 200 civarinda TNPs vardir (64). Bu
polimorfizmler enzim konsantrasyonunu ve protein ekpresyonunu etkiler. Sekil 5’te
5’- diizenleyici bdlgesi, kodlayan bolge ve 3’ translasyona girmeyen uctaki PON1

polimorfizmleri sematik olarak gosterilmistir (65).

909 832 -162 -126 -108 QR 192 AG CT

G/IC G/A G/A G/IC TiC | | —— ‘

0o -

El E2 E3 E4 E5 E6¢ E7 E8 E9

Sekil 5. PON1 geninin yapist. Dokuz adet ekzon (E1-E9) kutucuklar ile gosterilmistir. 5~
diizenleyici ugtaki 5 polimorfizm, kodlayan bolgedeki 2 polimorfizm ve 3 translasyona
girmeyen ugtaki 4 polimorfizm goriilmektedir, bu ¢alismada arastirilan polimorfizmler ise

kirmizi kutu i¢ine alinmistir
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Bu polimorfizmler restriksiyon endoniikleazlar ile kolayca tespit edilebilmektedirler
ve smirlayict  enzim  par¢a uzunluk  polimorfizm  (RFLP)’leri  olarak
adlandirilmaktadir (66). Bu polimorfizmler sonucunda ortaya ¢ikan PON1’ in allelik
formlar1 izozim veya allozim olarak adlandirilirlar.

2.7.3.11. Kodlayan Bolgedeki Polimorfizmler

PONT1 kodlayan bolgesi 5 adet TNPs icermektedir. Genin kodlayan bolgesinde 2
major ve yaygin TNPs goriiliir. Losin/Metiyonin degisimi 55. konumda (/M 55) ve
Glutamin/Arjinin degisimi 192. konumda (Q/R 192) goriilmektedir (66).

2.7.3.11.1. Q/R 192 Polimorfizmi

Paraokson, klorprifos okson, diazokson, soman ve sarin gibi substratlarla yapilan
PONI1 aktivite calismalari, 192 Q/R polimorfizminin, bu substratlarin hidroliz
oranlarindaki farkliliklardan sorumlu oldugunu gostermistir (65).

192 Q ve 192 R allozimleri, bu substratlara kars1 farkli afinite ve katalitik aktiviteye
sahiptir. PON1 Q izoformunun paraoksonu daha yavas, diazokson, sarin, soman ve
y-biitirolaktonu PON1 R’den daha hizli hidrolize ettigi bulunmustur. PONI1 R ise
paraoksonu hizli, diazoksonu daha yavas hidrolize eder. Fenilasetat ve
dihidrokumarin hidroliz oranlar1 polimorfizmle iligkili degildir ve her iki izoform bu
substrati esit oranlarda hidroliz eder (50).

PON1 Q izoformunu iceren HDL, LDL’yi bakirla indiiklenen oksidasyona karsi
korumada daha etkilidir. Bunun nedeni Q izoformunun fosfolipit hidroperoksitleri
metabolize etme aktivitesinin daha yiiksek olmasidir (37).

Yapilan calismalarda yaklasik olarak diisiik aktiviteli QQ allozim tasima 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 (66).

2.7.3.11.2. L/M 55 Polimorfizmi

Kodlayan bolgede 55. konumda goriilen /M 55 polimorfizmi PONI1 enzim
aktivitesini Q/R 192 polimorfizminden bagimsiz olarak etkilemektedir. Substrat
olarak paraokson kullanildigi zaman, LS5 tasiyan allozimin M55 tasiyan allozimden
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. /M polimorfizmi ayn1 zamanda
karacigerdeki enzim ekspresyonunu etkilemekte ve bunun sonucunda enzimin
serumdaki yogunlugunu belirlemektedir (67). L55 alleli M55 alleline gore daha ¢ok
eksprese olmakta ve dolayisiyla L55 alleli tasiyan bireylerin serumlarinda PON1

yogunlugu daha yiiksek olmaktadir. Ayrica LS55 izoformu daha stabil ve proteolizise
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karst daha direnglidir (68). PON1 enzim aktivitesinin degisimi bireyler arasindaki
farkliliklardan  kaynaklamir. Aymi genotipe sahip bireylerin PONI1 enzim
aktivitelerinde 13 kata kadar varan farkliliklar goriilebilmektedir. Enzimin
yogunlugunu degistirmesi nedeni ile L/M 55 polimorfizmi sadece substrata spesifik
enzim aktivitesinde degisikliZe neden olmaz, aym1 zamanda fenilasetat gibi
polimorfizmden etkilenmeyen bir substrata kars1 da enzim aktivitesinin degismesine
neden olur (69). PONT’in allel sikliklar1 etnik gruplar arasinda oldukga farklidir.
Ornegin, Kuzey Avrupa kokenli bireylerle karsilastirildiginda  Ispanyol
popiilasyonunda R 192 alleli daha fazla goriilmektedir (8).

2.7.3.12. Cesitli Hastaliklarda Paraoksonazl

Pek ¢ok calismada tip 1 ve tip 2 diyabette PONT1 aktivitesinin azaldigi bulunmustur.
Diyabetteki diisiik serum PONI aktivitesinin genotipten bagimsiz oldugu cesitli
calismalarda rapor edilmistir. Bazi calismalarda, L. 55 allelin retinopati ile iliskili
oldugu, R 192 allelin diyabetlilerdeki koroner kalp hastalig1 ile iligkili oldugu
belirtilmistir. Diyabetteki azalmig PON1 aktivitesinin mekanizmasi agik degildir,
ancak glukoz konsantrasyonundaki artisla iligkili olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica
metabolik sendromu olan hastalarda da PON1 aktivitesinin azaldigi gozlenmistir
(50).

Oksidatif stres, demans gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir. PON1 aktivitesinin vaskiiler
demanshi ve Alzheimer hastalarinda azaldigi bildirilmistir. Ancak bunun artmis
oksidasyonun bir sebebi ya da sonucu olup olmadigi bilinmemektedir.

Kronik renal yetmezlik, artmis oksidatif stresle iligkilidir ve PON1 aktivitesi bu
hastalarda  daha  diisik olarak  bulunmustur. Bir c¢alismada  bobrek
transplantasyonundan sonra PON1 aktivitesi normal diizeylerine geri donmiistiir.
Karaciger sirozu, kronik hepatit, HDL eksiklikleri ve anksiyete gibi bazi
hastaliklarda da PONT aktivitesinde degisiklikler goriilmektedir (50).

2.8. MOLEKULER TANI YONTEMLERI

2.8.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez teknigi, bir elektriksel alan icinde molekiillerin sahip olduklar1 net
elektrik yiiklerine gore farkli hareket etmeleri prensibine dayanir. Niikleik asit
parcalarimin tanimlamasi, saflastirilmasi ve ayristirilmast i¢in kullanilan en yaygin
yontemdir. DNA molekiilleri genellikle agaroz ya da poliakrilamid jel iginde
elektroforez edilir. Elektroforez asamasinda hazirlanan jellerin konsantrasyonlari

ayirma giiclinii etkilemektedir. Jellerin igerisinde, DNA molekiillerinin girip hareket
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ettigi mikroskobik porlar vardir. Jelin konsantrasyonu arttik¢a porlarin ¢api
kiiciiliirken, tam tersine konsantrasyon azaldikca porlarin ¢ap1 artmaktadir.
Ayirabildikleri DNA parcalarinin uzunluklar1 200 baz cifti (bp) ile 50 kilo baz gibi
oldukca genis aralikta olabilmektedir. Agaroz konsantrasyonu %0.5-3.0 arasinda
degistirilerek jelin por capr ayarlanabilir. Boylece kiiciik DNA pargalar i¢in yiiksek,
biiylik DNA parcalar i¢in ise diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin
jelde en uygun sekilde yiiriimesi saglanir (70-72).

2.8.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kisaca in vitro kosullarda DNA’nin ¢ogaltilmasi
islemidir. Bu teknikte DNA cogaltiminin baglamasina olanak saglayacak olan 3'OH
grubunu saglamak icin iki oligoniikleotit (primer) kullanilir. Primerler ¢cogaltmak
istedigimiz gen bolgesinin baslangic ve sondaki dizilerine komplementerdir.
Reaksiyon kalip DNA, DNA polimeraz I, primerler, deoksi-niikleotit trifosfat
(ANTP)’lar ve enzimin optimum kosullarin1 saglamak icin eklenen kimyasallarin
olusturdugu bir ortamda gerceklestirilir. PZR ii¢ temel adimdan olusur. Ilki, ¢ift
zincirli DNA’nin 1sitilarak (94°C) denatiire edilmesi (denatiirasyon); ikinci asama,
sicakligin  diisiiriilmesi ile (40-60°C) primerlerin tek zincir DNA {izerinde
kendilerine komplementer olan bdolgelere baglanmasi (annealing); son olarak,
hibritlesmeden sonra 1s1 dayanikli bir DNA polimeraz (taq polimeraz) ile (72°C’de)
yeni zincirin sentezlenmesi (extension) asamalaridir. Bu islemler 20 ya da daha ¢ok
kez tekrarlanarak istenilen DNA bolgesi ¢ogaltilmis olur (~2" kopya). Bu aritilmis
DNA bolgesi; daha sonra cesitli amaglara yonelik baska metotlar uygulanarak adli
tipta suglular1 saptama, hastaliklara neden olan gen mutasyonlarinin saptanmasi,
patojen saptama, gen ekspresyonu calismalari, populasyon genetigi ve filogenetik
analizlerde kullanilmaktadirlar (72).

2.8.3. Siirlayic1 Enzim Parca Uzunluk Polimorfizmi

RFLP, restriksiyon endoniiklezlar kullanilarak DNA’nin  kesimine dayanir.
Restriksiyon endoniikleazlar 1968 yilinda kesfedilmis bakteri enzimleridir.
Restriksiyon endoniikleazlar DNA iizerindeki bazi1 6zel dizileri tanir ve DNA’y1 bu
dizilerden keserler. Farkli bakteri suslarindan, farkli sayida bazdan olusan ve farklh
tanima dizisine sahip, farkli enzimler elde edilebilir. DNA {izerindeki restriksiyon
tammma dizilerinde olusan herhangi bir niikleotid degisimi (TNPs,
insersiyon/delesyon, translokasyon vb mutasyon cesitleri) restriksiyon enziminin o

bolgeyi tanityamamasi akabinde, kesimin gerceklesmemesine yol acar. Bu bilgiye
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dayanarak; ayn1 restriksiyon enzim kullanilarak farkli kaynakli (farkl tiir ya da birey
vs.) DNA molekiilleri sindirildiginde, farkli uzunlukta DNA parcalar1 olusabilir.
RFLP sindirim {iriinlerinin analizi genellikle agaroz ya da poliakrilamid jel
elektroforezi ile yapilir. Sindirim {iriinlerini jel elektroforezinde yiiriittiiglimiizde ise,
bir sindirim profili (goriintiisii) olusur. Jel profilinde olusan farkliliklar bize, tanima
bolgelerindeki niikleotid polimorfizmlerinin varligini belirtir. Bu yontem bize dolayl
olarak niikleotid degisimi varligini1 gosterir.

Jeldeki sindirim {irlinlerini goriintiilemek i¢in birka¢ teknik kullanilabilir. Eger bir
kuyucuga diisen DNA miktar1 50ng’dan biiyiikse, etidyum bromiir ile boyama her bir
bandin agik¢a goriintillenmesini saglar. Giimiis boyama da benzer sekildedir, fakat
daha kiiciik miktarda DNA’nin (<100pg) goriintiilenmesi i¢in ¢ok daha hassas ve
kullaniglidir.

RFLP metodu kullanilarak, PZR ile ¢ogaltilmis belirli bir gen bolgesi, tanimlanmis
0zel mutasyonlara karst uyumlu essiz bir restriksiyon enzimi ile taranabilir. Analiz
edilen gen bdlgesi, jel profilindeki bantlarin sayilarina, biiyiikliiklerine bakilarak

genotiplenebilir ve lokusa ait genotip/allel sikliklari saptanabilir (73, 74).
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3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TST-09-993) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanan ( 05.05.2009 tarih, 2005 toplanti sayili, karar no: 09/207) bu ¢alisma
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya, Tibbi Genetik, Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Anabilim Dallari’nda yapildi.

3.1. GEREC

Biyokimyasal Olciimlerde Kullamlan Kimyasallar ve Gerecler:

Biyokimyasal oOlctimlerde analitik saflikta  sigma marka kimyasal maddeler
kullanilda.

Calisma esnasinda saf su cihazlann (MINIpure, EASYpure® RF. Barnstead),
pHmetre (WTW pH330i/SET, Germany), hassas terazi (AND GR-200), santrifiij
(niive NF 400 R), buzdolab1 (Argelik), -40°C derin dondurucu(REVCO ULT 1740-5-
V40) manyetik karistirict (Labor-Brand Model L-81), ELISA okuyucu ve yikayici
(Tecan Sunrise), ELISA okuyucu (Bio-Tek, microquant), cesitli dl¢iilerde otomatik
pipetler (Socorex, Nichipet), balon jojeler, ependorf, polipropilen ve cam tiipler,
beher, baget ve cam pipetler kullanildi.

Kullanilan cam malzemeler ve polipropilen tiipler, %20 nitrik asit i¢inde 24 saat
bekletildikten sonra, sirastyla Tip 2 ve Tip 1 saf su ile 3 kez yikanarak demineralize
edildi (75). Ol¢iimlerde kullanilan ¢ozeltiler Tip 1 saf su ile hazirlandi.

Genetik Analizlerde Kullanilan Kimyasallar:

Calismanin her asamasinda molekiiler grade kalitesinde kimyasallar ve Tip 1

kalitesinde saf su kullanildi.
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= Agaroz (SeaKem, 50005)

= Borik asit (Carlo Erba, 302177)

* Bromfenol mavisi (Sigma, B-5525)

= EDTA (Qualikems, E035112)

* Etidium Bromid (Sigma, E7637)

* Xylene cyanoleff (Sigma, X-4126)

* OQOrange G, Sodium Salt (Amresco, E783-50 G)

= QGlyserin (Sigma, G-7757)

= HCI (Sigma)

* Tris-base (Sigma)

= NIlalll Restriksiyon Enzim (Fermentas, ER1831)

= Alwl Restriksiyon Enzim (Fermentas, ER1322)

= dNTP karisimi (Fermentas)

»= Molekiiler Boyut Marker’1 (Fermentas)

* PZR tampon seti (Fermentas)

* Taq DNA Polimeraz (Fermentas)

* MagNa Pure LC DNA isolation Kit I (Roche, REF 03 003 990 001)

=  Primerler (Metabion)
Genetik Analizlerde Kullamlan Cihazlar:

* Thermal cycler (Corbett)

= Mikro 22 Hettich Mikrosantrifij

* Thermo Electron Corporation EC 340 Maxicell, Primo Electrophoretic gel

system

» Mikrodalga firin, Argelik MD 581

* Vilber Lourmat UV/Visible Spectrofotometre

= UVPEC3 Chemi HR 410 Imaging System (Cambridge, UK)

= MagNa-pure LC otomatik DNA RNA izolasyon sistemi (Roche)
3.2. CALISMA GRUBU
Hasta Grubu: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji Poliklinigi’ne
basvuran ve primer hipotiroidi tanis1 almis olan, yas ortalamasi 42.35£11.21 yil ve
63’1 kadin, 12’si erkek toplam 75 hasta bu tezin calisma grubunu olusturmaktadir.
Hasta grubu tedavi almamig subklinik ve klinik hipotiroidili hastalardan olusturuldu.
TSH diizeyi yiiksek (>4 mU/L) ve sTs, sT4’ii normal veya normalin alt sinirinda olan

hastalar subklinik, TSH yiiksek (>10 mU/L) ve T4 ve/veya T3 degeri diisiik olanlar
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da klinik hipotiroidi olarak degerlendirildi. Anti-TPO ya da anti-TG diizeyleri pozitif
olan hastalar Hashimoto tiroiditine bagli hipotiroidi olarak degerlendirildi.
Hashimoto tiroiditi olmayan grup ise postoperatif, radyoaktif iyot tedavisine bagl ve
idiopatik hipotiroidili hastalardan olusmakta idi. Ayrica hastalar NCEP ATPIII
kriterlerine gore metabolik sendrom olanlar ve olmayanlar olarak iki gruba ayrildi.
Kontrol Grubu
Herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, herhangi bir nedenle ila¢ kullanmayan, 18
yas istii saglikli, hipotiroidili hastalarin yas (40.62+5.24) ve cinsiyet (40 kadin, 5
erkek) dagilimina benzer sekilde secilen 45 goniillii kontrol grubu olarak calismaya
dahil edildi.
Hastalar bu caligsma hakkinda bilgilendirilmis ve goniillii olur formlart alinmastir.
Calisma sirasinda hastalardan ve kontrol grubunu olusturan goniillillerden sabah
aclik kanlar1 alindi. Yapilacak analizlere uygun sekilde, kan 6rnekleri EDTA’l1 ve
diiz tiiplerde toplandi.
Hasta ve kontrol gruplarindan alman vendz kan Grnekleri, +4°C’de 10 dakika 3000
rpm’de santrifiij edildi. Kontrol grubunda ayrilan serum Orneklerinden bir kismi ile
rutin analizler yapildi. Diger serum ve plazma Srnekleri alikotlara ayrilarak -40°C’de
saklandi. Hastalardan ve kontrol gruplarindan EDTA’Ll tiipe alinan periferik
kanlardan genetik laboratuvarinda, MagNa-pure LC cihazinda MagNa Pure LC DNA
isolation Kit I kullanilarak DNA izolasyonu otomatik olarak yapildi. Elde edilen
DNA ornekleri +4°C’de saklandi.
3.3. YONTEM
Calisma gruplarina ait 6rneklerde yapilan analizler

* Rutin analizler

* Biyokimyasal dl¢iimler

* Genetik ¢calisma
olmak lizere ii¢ baslik altinda toplandi.
3.3.1. Rutin Analizler
Calisma gruplarindan elde edilen serum orneklerinde glukoz, total kolesterol,
trigliserid, HDL-K, LDL-K, sT3, sT4, TSH, anti-TPO, anti-TG ve CRP 0lciimii
yapildi.
CRP, Dade Behring BN2 marka otoanalizoérde nefelometrik yontemle ¢alisildi.
Glukoz, total kolesterol, trigliserid, HDL-K, LDL-K diizeyleri Olympus AU 640

otoanalizoriinde uygun ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii.
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sT3, sT4, TSH, anti-TPO ve anti-TG ol¢iimleri Roche COBAS E601-A
otoanalizoriinde ¢aligildi.

3.3.2. Biyokimyasal Olciimler

Calisma giiniine kadar dondurularak saklanan serum Orneklerinde PON1 aktivitesi,
NO ve Hcy diizeyleri dl¢iildii.

3.3.2.1. PON1 Aktivitesinin Olciimii

Prensip

Paraoksonun, PONI1 tarafindan hidrolizi ile olusan sar1 renkli paranitrofenoliin (PNP)

neden oldugu absorbans artisinin, 412 nm’de izlenmesi esasina dayanir (76).

CH:CH,O \ (|J| PON1 CH:CH;O \ |C|]
P NO; ——p P__OH+OH O NO,
e 2
CH:CH,0O CH:CH;O
Paraokson Dietilfosfat p-nitrofenol
Reaktifler

» Glisin tamponu: 50 mM, pH 10.5
= Paraokson: 1.0 mM olacak sekilde, metanolde hazirlandi.
* CaCl, (kalsiyum kloriir): 1.0 mM olacak sekilde 50 ml (50 mM) glisin
tamponunda hazirlandi.
Prosediir
Deney ortaminda 50 mM glisin tamponu, 1.0 mM CaCl, ve 1.0 mM paraokson
icerecek sekilde reaksiyon karisimi hazirlandi. PONlaktivitesi calisma prosediirii

Tablo 10°da verildi.

Tablo 10. PON1 Aktivitesi Calisma Prosediirii

Kor Numune
Reaksiyon karisimi 200 ul 200 ul
Serum - 7l
Tip 1 su 7wl -
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Pipetleme islemlerinden hemen sonra, 25°C’de ve 412 nm dalga boyunda, kor ve
numunelerdeki optik dansite (OD) artis1, 5 dakika siireyle izlendi.
Hesaplama
Numune ve kor tiipleri i¢in, AOD/dk degerleri hesaplandi. Numune AOD/dk
degerlerinden kor degeri ¢ikarilarak, net AOD/dk degerleri bulundu.
Bir iinite PON1, standart deney sartlarinda, dakikada 1 mikromol PNP olusumunu
katalizleyen enzim aktivitesi (U/L: mikromol PNP/dk/L) olarak tanimlandi.
PNP’nin molar ekstinksiyon katsayisi (e=16.9x10° M'em™) kullamlarak PON
aktivitesi hesaplandi. Serum Orneklerinde bazal PON1 aktivitesi U/L olarak verildi.
PONT aktivitesi icin degiskenlik katsayis1 degeri %2.5 olarak bulundu.
3.3.2.2. Nitrik Oksit Diizeyi Olciimii
NO 6l¢iimii, Cayman marka (Katalog No.780001) Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay
kiti ile yapildi.
Prensip
NO’in yar1 omrii ¢cok kisadir, saniyeler icinde ortamdaki oksijen ile reaksiyona
girerek, nitrat ve nitrit iyonlarina doniisiir. Nitrit iyonlarinin %95°1 nitrata oksitlenir.
NO o6l¢limii, son {iiriinler olan nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin iki basamakta
olciilmesi esasina dayanir. Ik basamakta, NADPH ve FAD varliginda, nitrat
rediiktaz kullanilarak, nitrat, nitrit formuna doniistiiriiliir. Ikinci basamakta olusan
toplam nitrit, Griess reaksiyonuyla Olciiliir. Griess reaksiyonu, nitritin primer bir
aromatik amin (Siilfanilamid-Griess Reagent 1) ile diazotizasyonu ve N-(1-naftil)
etilendiamin (NNED-Griess Reagent 2) ile mor renkli azo bilesikleri olusturmasi
esasina dayanir. 540 nm’de olusan rengin absorbansi dl¢iiliir.
Reaktifler
* Calisma tamponu: 1 mL calisma tamponu 50 mL Tip 1 su ile diliie edilerek
hazirlandi.
» Nitrat Rediiktaz: Liyofilize haldeki enzim, calisma Oncesi tampon ile diliie
edilerek hazirlandi. Calisma siiresince buz iizerinde tutuldu.
* Enzim Kofaktorleri: Liyofilize haldeki kofaktorler, calisma dncesi tampon ile
diliie edilerek hazirlandi. Caligsma siiresince buz iizerinde tutuldu.
» Nitrat Standardi: Liyofilize haldeki standart, calisma tamponu ile uygun
oranlarda diliie edilerek; 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 uM
konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi.

=  QGriess Reaktifi 1: Siilfanilamid
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=  QGriess Reaktifi 2: NNED

Ornek Hazirhg

Serum Orneklerine, calisma Oncesi, sartorius minisart marka (0,2 pum) filtrelerle

ultrafiltrasyon islemi uygulandi.

Calisma Prosediirii

Calisma prosediirii Tablo 11°da verilmistir.

Tablo 11. NO Calisma Prosediirii

Kor Numune Standart

Calisma tamponu 200 pLL 40 uL 80 upL (belirtilen
hacimlerde standart
+ calisma
tamponu)

Numune - 40 uLL -

Enzim kofaktorii - 10 uLL 10 uLL

Nitrat rediiktaz - 10 pL. 10 pL.

Oda 1s1sinda 3 saat inkiibasyona birakildi.

Griess Reaktifi 1 - 50 uL 50 ulL

Griess Reaktifi 2 - 50 uL 50 uL

Renk olusumu icin oda 1sisinda 10 dakika bekletilen numune ve standartlarin
absorbansi, 540 nm’de kore karsi okundu.

OD (540nm)

1 .
0.9 1
0.8
0.7 4
0.6
0.5 4
0.4 4
0.3 -
0.2
0.1 -

v =0,0268x
r=0.9984

& Seril

Dogrusal (Seri 1)

0

0 10

30

Mikromol/L
40

Sekil 6. NO Standart Grafigi
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Sekil 6’da gosterilen NO standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu
absorbanslara gore konsantrasyonlari hesaplandi. Kor degeri standart ve numunelerin
absorbanslarindan cikarildi. NO seviyeleri, pmol/L olarak verildi.

3.3.2.3. Homosistein Diizeyi Olciimii

Axis-Shield marka Axis Homocysteine Enzim Immun Assay (EIA) (REF FHCY100)
kiti kullanilarak Hcy diizeyleri dl¢iildii.

Prensip

Protein bagli Hcy, serbest Hcy’ye doniistiiriiliir ve Ol¢iim Oncesi bir ayristirma
prosediiriinde S-adenozil-L-homosistein (SAH)’e enzimatik olarak cevrilir.
Ornekteki Hey’nin protein bagh ve karisik disiilfit formlar dithiothreitol kullanilarak
serbest Hey’ye doniistiiriiliir.

Prot-SS-Hcy Dithiothreitol

*RI—SS—Hcy » Hcy

Hcy-SS-Hcey

“R1: Herhangi bir tiyol kalintist

Ornekteki Hcy, SAH hidrolazin kullanimi ve adenozin ilavesi ile SAH’a cevrilir.
SAH-hidrolaz

Hcy + Adenozin » SAH + H,O

Daha sonra, kati-faz enzim immundl¢iim, drnekte bulunan SAH ve monoklonal anti-
SAH antikorundaki baglama bolgeleri ile plate’in duvarlarina baglanmis immobilize
SAH arasindaki yarismaya dayandirilmistir. Sonra baglanmamis anti-SAH
antikorlar1 uzaklastirilir, Horse radish peroxidase ile isaretlenmis sekonder tavsan
anti-mouse antikoru eklenir. Peroksidaz aktivitesi substrat ilavesinden sonra
spektrofotometrik olarak Sl¢iiliir ve absorbans drnekteki Hey konsantrasyonu ile ters
iliskilidir.
Prosediir
Ornek 6n islem prosediirii
1. Ornek 6n islem soliisyonu, belirtildigi sekilde hazirlandi. 10 numune icin
belirtilen hacimler su sekildedir; 4.5 mL Reagent A, 0.25 mL Reagent B, 0.25
mL Reagent C karistirtlir. Bu calismada, belirtilen miktarlarin 20 kati
hesaplanarak hazirlandi.
2. Kalibratorler ve drnekler plastik ya da cam tiiplerde su sekilde diliie edildi; 25
pL kalibrator/6rnek + 500 pL 6rnek 6n islem soliisyonu karistirilip 37°Cde,
30 dakika parafilmle kapatilarak inkiibe edildi.
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inkiibasyonu takiben 500 pL Reagent D ilave edildi. Kanstinhip 18-25°C’de
15 dakika bekletildi.

Ardindan 500 pL. Reagent E ilave edildi. Karistirilip 18-25°C’de 5 dakika
bekletildi.

Mikrotitre plate prosediirii

1. 25 pL dilie edilmis kalibratdrler ve ornekler SAH kaplhi kuyucuklara
pipetlendi.
2. 200 pL Reagent F biitiin kuyucuklara eklendi. 30 dakika 18-25°C"de inkiibe
edildi. Biitiin inkiibasyon asamalarinda plate’in kapag: kapatildi.
3. Otomatik elisa yikayicida 4 kez yikama islemi yapildi.
4. 100 pL. Reagent G biitiin kuyucuklara eklendi. 20 dakika 18-25°C’de inkiibe
edildi.
5. Yikama islemi tekrar yapildi.
6. 100 pL Reagent H biitiin kuyucuklara eklendi. 10 dakika 18-25°C’de inkiibe
edildi.
7. 100 pL Reagent S biitiin kuyucuklara eklendi.
8. Karigtirilip 15 dakika i¢inde 450 nm’de absorbansi okundu.
Hesaplama
Sekil 10°da verilen kalibrasyon egrisi cizilerek, bilinmeyen Orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi. Hey diizeyleri pmol/L olarak verildi.

0

Mikromol/L

60

50 4

40

30

20

10 A

y = 2,3494y 155
r=0,9909

* Seril
Us (Seri 1)

. . . OD (450nm)
0,5 1 1,5

Sekil 7. Hey Standart Grafigi
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3.3.3. Genetik calisma

Hipotiroidili hastalarda ve kontrol grubunda izole edilen DNA’lardan, PON1 geninde
55 L/M ve 192 Q/R polimorfizmleri arastirildi.

3.3.3.1. PZR Amplifikasyonu

Amplifikasyonda Kullanilacak Primerlerin Secimi:

Kullanilacak primerler, yapilan literatiir taramas1 sonucuna gore belirlendi (Tablo 12)
(66). Belirlenen primerler sentezlettirildi ve liyofilize halde gelen primerler 10
pmol/pL konsantrasyonda olacak sekilde distile su ile ¢oziildii.

Uygulanan PZR Protokolii:

PZR reaksiyonunda yer alan biitiin bilesenler (PZR tamponu, dNTP, Primerler, Taq
DNA Polimeraz) ve PZR siklus sicaklik profilleri tek tek kontrol edilerek
standardizasyonlar1 yapildi. Sonu¢ta PZR reaksiyonunda kullanilan karisim asagidaki

miktar ve konsantrasyonlarda hazirlandi (Tablo 13).

Tablo 12. Kullanilan Primerler (66)

PON1 192 Q/R: (Fragman biiyiikliigii: 99 bp)
Forward Primer; 5’-TAT TGT TGC TGT GGG ACC TGA G-3’
Revers Primer ; 5’-CAC GCT AAA CCC AAATAC ATC TC-3

PONT1 55 L/M: (Fragman biiyiikliigii: 170 bp)
Forward Primer; 5°’-GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G-3°
Revers Primer ; 5°-TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC-3’

Tablo 13. 50 pL Hacim Icerisinde Gerceklestirilen PZR Reaksiyonunda Kullanilan

Maddeler ve Son Konsantrasyonlari

Kullanilan Stok 192 Q/R i¢in 55 L/M igin Son
Madde konsantrasyon eklenen miktar eklenen miktar konsantrasyon
Steril apirojen 50 ul’e 50 ul’e
su tamamlayacak tamamlayacak

kadar kadar
PZR tamponu 10x S5uL S5uL 1x
MgCl, 25 mM 4 uL 4 pL 2.0 mM
dNTP karigimi 10 mM 1 ul 1 ul 200 M
Primer 5’ 10 pmol/ pLL 5ul 5ul 50 pmol
Primer 3’ 10 pmol/ pLL 5ul 5ul 50 pmol
Taq DNA 10 U/uL 0.2 pL. 0.2 pL. 2U
Polimeraz
Kalip DNA S5uL S5uL
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Thermal Cycler’da Tablo 14’te gosterilen PZR sicaklik profili kullanilarak

amplifikasyon gerceklestirildi.

Tablo 14. PZR Programi

95°C 5 dakika
95°C 40 saniye | 35
61°C 1 dakika Cevrim
72°C 1 dakika
72°C 10 dakika

3.3.3.2. PZR Uriinlerinin Elektroforezde Degerlendirilmesi

Elektroforezde Kullamilan Soliisyonlar:

Etidyum Bromid Stok Soliisyonu: (Molekiiler analiz icin 20 mg/mL
konsantrasyonda) 200 mg etidyum bromid tartilarak 10 mL distile suda
¢oziildi.

10 x TBE (Agaroz Jel Elektroforezi icin, stok soliisyon): 108 gr Tris (0.04
M), 55 g Borik Asit, 40 mL 0.5 M EDTA (pH:8), hepsi karigtirilarak bir
miktar suda ¢ozdiiriildii, sonra distile su ile 1 litreye tamamland.

1 x TBE: 10 x TBE stok soliisyondan 1/10 oraninda distile su ile diliie
edilerek hazirlandi.

0.5 M EDTA: 186.1 gr disodyum EDTA (2 sulu) tartilip bir miktar suda
cozdiiriildii, pH’1 NaOH ile 8.0 olacak sekilde ayarlandi ve sonra distile su ile
1 litreye tamamlandi.

Loading buffer (yiikkleme tamponu): 80 mg xylene cyanoleff, 40 mg
bromfenol mavisi, 80 mg orange G, 20 mL gliserin, 20 mL TE (tris EDTA
karisimi-pH:8.0)

Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve DNA’nin Yiiklenmesi

Elde edilen PZR diiriinleri %?2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Molekiiler Biyoloji’de

kullanilan agarozdan 3 gr tartilarak 150 mL 1xTBE tamponunda karistirildi. Bu

karisim mikrodalga firinda eritildi. Daha sonra sogutuldu. Uzerine 5 pg/mL

konsantrasyonlu Etidyum Bromid soliisyonundan 5 pl ilave edilip karistirildi.

Onceden hazirlanmis elektroforez tankina taraklar yerlestirildi ve bu agaroz

soliisyonu tanka dokiildii, sertlesinceye kadar bekletildi. Uzerine 1xTBE tamponu

eklendikten sonra taraklar c¢ikarildi. 10 ul. DNA ve 5 pl. DNA yiikleme tamponu
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karistirilarak jele yiiklendi. Elektroforez 100 mV, 80 mA kosullarinda 30-40 dakika
arasinda uygulandi.

Jeldeki DNA ultraviyolede, baz cift sayist bilinen standart olarak kullanilan DNA
boyut marker ile karsilastirilarak goriintiilendi. PZR iiriinii kontrol edildikten sonra
restriksiyon enzimi ile muamele edildi.

3.3.3.3. Restriksiyon Enzimi Kesimi ile Polimorfizmlerin Saptanmasi

PZR iiriinii saptanmis Orneklerde restriksiyon enzimi kesimi yapildi. 192 Q/R
polimorfizmi i¢in Alwl restriksiyon enzimi kullanild1 (66). Bu kesim 10 pl. PZR
ornegine uygulandi. 1 pLL enzim kullanildi. 37°C’de bir gece inkiibe edilerek kesim
yapildi. %4’°liik agaroz jelde;

QQ —» 99 bp.

QR —» 99 bp. + 66 bp. + 33 bp.

RR —» 66 bp. + 33 bp.

goriintiilendi.

55 L/M polimorfizmi ic¢in Nlalll restriksiyon enzimi kullanildi (66). Bu kesim 17 pL.
PZR 6rnegine uygulandi. 1 pL enzim kullamldi. 37°C’de bir gece inkiibe edilerek
kesim yapildi. %4’liik agaroz jelde;

MM —» 126 bp. + 44 bp.

ML —» 170 bp. + 126 bp. + 44 bp.

LL —» 170 bp.

goriintiilendi.

Restriksiyon enzimi kesim yontemi uygulanan PZR iiriinlerinden 10 pLL alinip, 5 pL
yiikkleme tamponu ekleyerek jele yiikleme yapildi. Elektroforeze tabi tutulduktan
sonra ultraviyole transilliiminator’de belirlenen bp’ler degerlendirildi.

3.3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Veriler IBM SPSS Statistics 20 istatistik paket programinda degerlendirildi.
Tanimlayici istatistikler olarak normal dagilim goOsteren sayisal degiskenler icin
aritmetik ortalama + standart sapma; normal dagilim gostermeyen degiskenler icin
median (%25-%75.°ci persentil) olarak belirtildi. Her gruptaki katilimci sayist,
tablolarda “n” olarak gosterildi. Kategorik degiskenler arasindaki karsilastirmalar Ki-
kare testinin exact yontemi ile yapildi. Normal dagilim gosteren sayisal degiskenler
icin gruplar arasi1 kargilagtirmalar bagimsiz iki 6rnek t testi ve tek yonlii varyans
analizi ile yapildi. Varyans analizi sonucu fark bulunmasi durumunda coklu

karsilastirma testi olarak parametrik Tukey testi kullanildi. . Normal dagilim
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gostermeyen sayisal degiskenler icin gruplar arasi karsilastirmalar Mann-Whitney U
testi ve Kruskal Wallis Analizi ile yapildi. Kruskal Wallis Analizi sonucu fark
bulunmasi durumunda ¢oklu karsilastirma testi olarak parametrik olmayan Tukey
testi kullanildi. Genel dogrusal modellere gore diizeltmeler yapildi.

Sayisal degiskenler arasindaki iligskiler Spearman Korelasyon Analizi ile incelendi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hipotiroidili Hasta ve Kontrol Gruplarim Olusturan Bireylerin Genel
Ozellikleri

Hasta ve kontrol gruplarina ait demografik veriler ve laboratuvar degerleri Tablo
15’te gosterildi.

Primer hipotiroidisi olan 75 hastada cinsiyet dagilimi, 63 kadin (%84) ve 12 erkek
(%16) olarak bulundu. Hasta grubunun yas ortalamasi1 42.3+11.2 yil olarak
hesaplandi.

Kontrol grubundaki 45 saglikli kisinin 40’1 kadin (%88.9), 5’1 erkek (%11.1) olarak
bulundu. Kontrol grubunun yas ortalamasi 40.6+5.2 yil olarak bulundu.

Yas ortalamalar1 ve cinsiyet dagilimlari acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak fark olmadig belirlendi (p>0.05).

Bel cevresi, viicut kiitle indeksi (VKI), sistolik kan basinct (SKB), diyastolik kan
basinct (DKB), aclik kan sekeri (AKS), TSH ve Anti-TPO degerleri hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05).

Ayrica hasta grubunda sigara igme aliskanligr olan 9 kisi (%12), diyabeti olan 7 kisi
(%9.3), hipertansiyonu olan 11 kisi (%14.7) tespit edildi. Kontrol grubunda ise
bunlarin hi¢biri yoktu.

Hasta grubunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda total kolesterol, trigliserid ve
LDL-K diizeyleri anlaml1 olarak yiiksek bulundu (p<0.05). HDL-K diizeylerinde ise
her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo
16).
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Tablo 15. Hipotiroidili Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik Verileri ve AKS,
TSH ve Anti-TPO Degerleri

Parametre Hasta Kontrol p degeri
m=75) (n=45)

Yas (yil) 42.3+11.2 40.6%5.2 0.257

Cinsiyet

Kadin 63 (%84) 40 (%88.9) 0.592

Erkek 12 (%16) 5 (%11.1)

VKi (kg/m”) 29.3 (25.9-33.7) 24.9 (21.8-27.7) <0.001

Bel cevresi (cm) 96.6+13.1 87.4£10.3 <0.001

Sigara icme 9 (%12) 0 (%0) 0.026

aliskanlig

(>5adet/giin)

Diyabet 7 (%9.3) 0 (%0) 0.044

Hipertansiyon 11 (%14.7) 0 (%0) 0.007

SKB (mmHg) 120 (110-130) 110 (100-120) 0.003

DKB (mmHg) 70 (60-80) 70 (60-70) 0.002

AKS (mg/dL) 94 (87-100) 82 (78.5-88.5) <0.001

TSH (uU/mL) 28.8 (12.1-67.2) 1.6 (1.1-2.1) <0.001

Anti-TPO (IU/mL) 415.5 (45.3-1300) 9.47 (5.9-17.3) <0.001

Tablo 16. Hipotiroidili Hasta ve Kontrol Gruplarinin Lipid profilleri, CRP, Hcy, NO

Diizeyleri ve PON1 Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Parametre Hasta Kontrol p
(n=75) (n=45)

Total Kolesterol 228 (183-272) 171 (159-193.5) <0.001
(mg/dL)

Trigliserid (mg/dL) 170 (108-224) 101 (74-130.5) <0.001
HDL-K (mg/dL) 46 (39-53.2) 47 (42-59) 0.251
LDL-K (mg/dL) 144 (107-188) 100 (89-119.5) <0.001
CRP (mg/L) 3.3(3.34.2) 3.4 (3.2-34) 0.005
Hcy (umol/L) 8.8 (6.4-12.6) 7.3 (5.3-8.9) 0.008
NO (umol/L) 19.1 (14.4-23.1) 16.7 (11.1-20.9) 0.014
PONI1 aktivitesi (U/L) 43.0 (23.4-76.9) 66.4 (32.0-91.1) 0.033
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CRP, Hcy ve NO diizeylerine bakildiginda, hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulundu (Tablo 16). PON1 aktivitesi hasta grubunda
kontrol grubundan anlamli olarak diisiik (p<0.05) bulundu (Tablo 16).

PONI1 aktivitesi i¢cin hasta grubunda diyabet, sigara, hipertansiyon ve yas icin
diizeltmeler yapildiktan sonra, bunlardan bagimsiz olarak diisiik bulundu (p=0.482).

4.2. PZR ve RFLP ile Genotiplendirme Bulgulari
PONT 192 Q/R ve 55 L/M polimorfik bolgelerinin PZR ve RFLP sonucunda olusan

goriintiileri Sekil 8-11°de gosterilmistir.

100bp 99bp

Sekil 8. PON1 Q/R 192 Polimorfik Bolgesine Spesifik Primerler Kullanilarak Elde Edilen
PZR Uriiniiniin, Etidyum Bromide ile Boyanmis %2’lik Agaroz Jelin Ultraviyole
Transilluminatdrdeki Goriintiisi. M: DNA Boyut Marker1, 1-7. Swralar: 99bp’lik PZR

Uriinleri

4.3. PON1 Q/R 192 ve L/M 55 Genotip Dagilim ile Q/R ve L/M Allel Sikhginmin
Hasta ve Kontrol Gruplarindaki Dagilimlari
Kontrol grubundan bir kisinin DNA’s1 calismadig1 genetik analiz sonuclar1 44 kisi

tizerinden degerlendirilmistir.
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M1 2345067 89101112131415 16171818 20 M

200y

10y %oy

6obp
33bp

Sekil 9. PON1 Q/R 192 Polimorfik Bolgesine Spesifik Primerler Kullanilarak Elde Edilen
PZR Uriiniiniin Alwl Restriksiyon Enzimi ile Kesimi Sonrasi Etidyum Bromide ile
Boyanmis %4’liik Agaroz Jelin Ultraviyole Transilluminatérdeki Goriintiisii. M: DNA Boyut
Marker1, 1-2-4-9-11-13-15-17. Siralar: 99bp’lik Alwl Enziminin Kesim Noktasi icermeyen
(Q/Q 192 homozigot bireyler) Ornekler, 3-5-6-8-12-14-16-19. Siralar: Alwl Restriksiyon
Enziminin Kismen Kestigi (Q/R heterozigot bireyler) Ornekler, 7-10-18-20. Siralar: Alw I

Restriksiyon Enziminin Tamamen Kestigi (R/R homozigot bireyler) Ornekler

M1 23456789 1011121314 1516 171819 M

2000bp 1706

100bp

Sekil 10. PON1 L/M 55 Polimorfik Bolgesine Spesifik Primerler Kullanilarak Elde Edilen
PZR Uriiniiniin Etidyum Bromide ile Boyanmis %2’lik Agaroz Jelin Ultraviyole
Transilluminatdrdeki Goriintiisi. M: DNA Boyut Marker1, 1-19. Siralar: 170 bp’lik PZR

Uriinleri
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M 12 3456 7891011121314151617181920 M

200bp
100bp

Sekil 11. PON1 L/M 55 Polimorfik Bolgesine Spesifik Primerler Kullanilarak Elde Edilen
PZR Uriiniiniin Nlalll Restriksiyon Enzimi ile Kesimi Sonras: Etidyum Bromide ile
Boyanmis %4’liik Agaroz Jelin Ultraviyole Transilluminatdrdeki Goriintiisii. M: DNA Boyut
Markeri, 1-2-4-5-7-8-11-12-15-16-17-18. Siralar: 170bp’lik Nlalll Enziminin Kesim Noktasi
Icermeyen (L/L 55 homozigot bireyler) Ornekler, 3-4-6-9-14-19-20. Siralar: NlalIl
Enziminin Kismen Kestigi (L/M heterozigot bireyler) Ornekler, 10-13. Siralar: Nlalll

Restriksiyon Enziminin Tamamen Kestigi (M/M homozigot bireyler) Ornekler

4.3.1. PON1 Q/R 192 Genotip Dagilinu ve Q/R Allel Sikhig

Hipotiroidili hastalarin ve kontrol grubunun PON1 Q/R 192 genotip dagilim ile Q ve
R allel siklig1 Tablo 17°de gosterilmistir. Hipotiroidili hasta grubunda QQ, QR ve
RR genotip siklig1 sirast ile % 50.7, % 38.7 ve % 10.7 iken kontrol grubunda bu
oranlar sirasi ile % 36.4, % 50 ve %13.6 olarak bulundu. Hasta grubunda, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda QQ genotipi daha sik ve QR genotipi daha az goriildii
ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Hasta grubunda Q
alleli % 70, R alleli %30 oranlarinda bulunurken kontrol grubunda Q alleli %61, M
alleli %39 oranlarinda bulundu. Her iki grupta en sik bulunan allel Q alleli olup Q ve
R allel sikligt bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak Onemli bir fark
bulunmadi (p>0.05). Q ve R allel sikliklarinin ods oran1 (OR), OR 1.49 (0.85-2.55)
olarak bulundu.

4.3.2. PON1 L/M 55 Genotip Dagilim ve L/M Allel Sikhig

Hipotiroidili hastalarin ve kontrol grubunun PON1 L/M 55 genotip dagilimi ile L ve
M allel sikligr Tablo 17°de gosterilmistir. Hipotiroidili hasta grubunda LL, LM ve
MM genotip sikligi sirast ile % 50.7, % 33.3 ve % 16 iken kontrol grubunda bu
oranlar sirasi ile %56.8, %36.4 ve %6.8 olarak bulundu.
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Tablo 17. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PON1 Q/R 192 ve L/M 55 Genotip

Dagilimi ve Q/R ve L/M Allel Siklig

Hasta Kontrol p
(0=75) (n=44)
Q/R192
QQ 38 (%50.7) 16 (%36.4)
QR 29 (%38.7) 22 (%50) 0.338
RR 8 (%10.7) 6 (%13.6)
Allel Sikhig
Q 0.7 0.61 0.172
R 0.3 0.39 OR 1.49
(0.85-2.55)
L/M 55
LL 38 (%50.7) 25 (%56.8)
LM 25 (%33.3) 16 (%36.4) 0.355
MM 12 (%16) 3 (%6.8)
Allel Sikhig
L 0.67 0.72 0.397
M 0.33 0.28 OR 0.781
(0.44-1.385)

Her iki grupta da en sik goriilen genotip LL genotipi olup kontrol grubunda hasta
grubuna gore daha fazla goriildii ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05). Hasta grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MM genotipi daha
stk goriildii ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi(p>0.05).Hasta
grubunda L alleli % 67, M alleli %33 oranlarinda bulunurken kontrol grubunda L
alleli %72, M alleli %28 oraninda bulundu. Her iki grupta en sik bulunan allel L
alleli olup L ve M allel siklig1 bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak dnemli
bir fark bulunmadi (p>0.05). L. ve M allel sikliklarinin ods orant (OR), OR
0.781(0.44-1.385) olarak bulundu.

4.4. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PON1 Aktivitesi, Hcy, NO, CRP Diizeyleri,
Cinsiyet ve Lipid Profillerinin PON1 Q/R 192 Genotiplerine Gore Dagilimlar:
Hipotiroidili hasta ve kontrol gruplarindaki PONI1 aktivitesi, Hcy, NO, CRP
diizeyleri, cinsiyet ve lipid profillerinin PON1 Q/R 192 genotiplerine gore
dagilimlar1 Tablo 18-19°da verilmistir.

Serum PONI1 aktiviteleri; hasta ve kontrol grubunda, sirasi ile QQ genotipinde 23.4
(18.5-29.3) ve 26.2 (22.4-34.1) U/L, QR genotipinde 64.3 (55.2-84.0)ve 78.3 (65.0-
93.0) U/, RR genotipinde 90.8 (76.1-98.1) ve 119.3 (89.2-137.8) U/L olarak
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bulundu. Hasta ve kontrol grubunun her ikisinde de QR ve RR genotiplerindeki
bireylerin serum PON1 aktiviteleri QQ genotipindeki bireylerin PON1 aktivitesine
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). RR genotipine sahip hasta
ve kontrollerde PONT1 aktivitesi QR genotipine gore daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05).

Serum NO diizeyleri; hasta ve kontrol grubunda, sirasi ile QQ genotipinde 17.9
(12.9-21.7) ve 18.8 (14.7-23.2) umol/L , QR genotipinde 21.8 (16.3-26.9) ve 12.8
(10.1-18.2) pmol/L, RR genotipinde 18.4 (15.9-21.2) ve 17.3 (11.7-19.3) pumol/L
olarak bulundu. Hasta grubunda genotipler arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0.05). Kontrol grubunda QQ genotipine sahip bireylerin NO diizeyi QR
genotipine sahip bireylerden anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0.05). Diger
genotipler arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05).

Hasta ve kontrol gruplarinda Hcy, CRP, total kolesterol, trigliserid, HDL, LDL
diizeyleri ve cinsiyet acisindan genotip dagilimlari arasinda istatistiksel olarak fark

bulunmadi (p>0.05).

Tablo 18. Hasta Grubunda PON1 Aktivitesi, Hcy, NO, CRP Diizeyleri, Cinsiyet ve
Lipid Profillerinin PON1 Q/R 192 Genotiplerine Gore Dagilimi

Hasta Grubu (n=75) p
Q/R 192 QQ (n=38) QR (n=29) RR (n=8)
PONI1 (U/L) 23.4 (18.5- 64.3 (55.2-84.0)° 90.8 (76.1- <0.001
29.3)* 98.1)"
NO (umol/L) 17.9 (12.9- 21.8 (16.3-26.9) 18.4 (15.9- 0.115
21.7) 21.2)
Hcy (umol/L) 9.2 (641-12.2) 7.7 (6.5-12.6) 9.3(4.8-12.3) | 0.973
CRP (mg/L) 3.3(3.3-4.2) 3.3(3.3-4.8) 3.3(3.3-3.4) 0.7
Total kolesterol 240.7 £ 56.7 223.1 £56.2 234 +64.7 0.464
(mg/dL)
Trigliserid (mg/L) 165.5 (101- 187 (124.7-229.5) 135.5 (94- 0.215
215) 161.5)
HDL-K (mg/L) 46 (41-54) 45 (36.7-53.0) 42 (39.5-54.5) | 0.575
LDL-K (mg/L) 153.0£45.3 140.4 £57.8 157.3 £58.4 0.547
Kadin 32 (%84.2) 24 (%82.8) 7 (%87.5) 0.999
Erkek 6(%15.8) 5(%17.2) 1 (%12.5)

*® Ayni harflerin yer aldig1 gruplarda fark bulunmamaktadir.
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Tablo 19. Kontrol Grubunda PON1 Aktivitesi, Hcy, NO, CRP Diizeyleri, Cinsiyet
ve Lipid Profillerinin PON1 Q/R 192 Genotiplerine Gore Dagilimi

Kontrol Grubu (n=44) p
Q/R 192 QQ (n=16) QR (n=22) RR (n=6)
PON1 (U/L) 26.2 (22.4- 78.3 (65.0- 119.3 (89.2- | <0.001
34.1)* 93.0)° 137.8)°
NO (pmol/L) 18.8 (14.7- 12.8 (10.1- 17.3 (11.7- 0.048
23.2) 18.2)° 19.3)®
Hey (pmol/L) 7.6+2.5 73+23 55+1.3 0.169
CRP (mg/L) 3.3(3.2-3.4) 3.3(3.2-3.4) 3.4 (3.2-3.4) | 0.795
Total kolesterol 170.6 +23.8 176.0 £25.9 1755+273 | 0.805
(mg/dL)
Trigliserid (mg/L) 109.0 + 47.7 106.5 + 48.6 104.5+46.7 | 0.977
HDL-K (mg/L) 493 +15.0 48.5 + 10.1 51.5+64 0.860
LDL-K (mg/L) 101.1 £17.3 105.8 +24.1 102.8+23.0 | 0.802
Kadin 14 (%87.5) 20 (%90.9) 5 (%83.3) 0,999
Erkek 2 (%12.5) 2 (%9.1) 1 (%16.7)

** Aymi harflerin yer aldig1 gruplarda fark bulunmamaktadir.

Hasta ve kontrol gruplarinda QQ, QR ve RR genotipine sahip olan bireylerin PON1

aktivitelerini karsilastirdigimiz zaman istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmadi (p>0.05) (Tablo 20).

Tablo 20. Hasta ve Kontrol Grubunda PON1 Aktivitesi ile PON1 192 Q/R

Polimorfizmleri Arasindaki iliski

Hasta/Kontrol | p Hasta/Kontrol Hasta/Kontrol | p
QQ QR RR
PON1 23.4(18.5- | 0.185 64.3 (55.2- 0.309 | 90.8 (76.1- | 0.108
(U/L) 29.3)/26.2 84.0)/ 78.3 98.1)/ 119.3
(22.4-34.1) (65.0-93.0) (89.2-137.8)

4.5. Hasta ve Kontrol Gruplarinda PON1 Aktivitesi, Hcy, NO, CRP Diizeyleri,
Cinsiyet ve Lipid Profillerinin PON1 L/M 55 Genotiplerine Gore Dagilimlari
Hipotiroidili hasta ve kontrol gruplarindaki PONI1 aktivitesi, Hcy, NO, CRP

diizeyleri, cinsiyet ve lipid profillerinin PON1 L/M 55 genotiplerine gore dagilimlar

Tablo 21-22°de verilmistir.
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Serum PONI aktiviteleri; hasta ve kontrol grubunda, sirast ile LL. genotipinde 61.5
(36.3-90.2) ve 69.3 £ 37.7 U/L, LM genotipinde 39.8 (23.1-64.6) ve 61.5 £ 31.6 U/L,
MM genotipinde 21.7 (16.8-23.4) ve 33.4 + 10.4 U/L olarak bulundu. Hasta
grubunda LL genotipine sahip bireylerin serum PON1 aktiviteleri MM genotipindeki
PONI1
bulundu(p<0.05). LL genotipindeki bireylerin serum PONI1 aktiviteleri LM

bireylerin aktivitesine gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
genotipindeki bireylerin PON1 aktivitesine gore yiiksek fakat istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. LM genotipine sahip bireylerin serum PONI aktiviteleri MM
genotipindeki bireylerin PON1 aktivitesine gore daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05).

Kontrol grubunda LL ve LM genotipine sahip bireylerin PONI1 aktivitesi MM
genotipine sahip bireylerden daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak fark

bulunmadi (p>0.05).

Tablo 21. Hasta Grubunda PON1 Aktivitesi, Hcy, NO, CRP Diizeyleri Cinsiyet ve
Lipid Profillerinin PON1 L/M 55 Genotiplerine Gore Dagilim1

Hasta Grubu (n=75) p

L/M 55 LL (n=38) LM (n=25) MM (n=12)
PON1 (U/L) 61.5 (36.3- 39.8 (23.1- 21.7 (16.8- <0.001

90.2) 64.6)™ 23.4)°
NO (pumol/L) 202+73 19.6 +6.5 202+75 0.938
Hey (umol/L) 7.9 (6.4-12.6) | 89(6.6-12.9) | 8.5(6.0-11.5) 0.973
CRP (mg/L) 3.3 (3.3-4.1) 3.3(3.3-4.3) 3.3(3.3-7.2) 0.52
Total kolesterol | 239.4 + 63.6 221.6 +42.0 237.8 +65.0 0.464
(mg/dL)
Trigliserid 158.5 (106-211) | 170 (114.5- | 220(101.5-288) | 0.485
(mg/dL) 216.7)
HDL-K 47 (41-58) 43 (37.7-46.7) | 43.5 (35-51.5) 0.102
(mg/dL)
LDL-K 148 (98-203) 137 (113.5- 138.5 (97.5- 0.56
(mg/dL) 171.5) 187.5)
Kadin 32(%84.2) 22 (%88) 9 (%75) 0577
Erkek 6 (%15.8) 3 (%12) 3 (%25) '
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Tablo 22. Kontrol Grubunda PON1 Aktivitesi, Hcy, NO, CRP Diizeyleri Cinsiyet ve
Lipid Profillerinin PON1 L/M 55 Genotiplerine Gore Dagilimi

Kontrol Grubu (n=44) p
L/M 55 LL (n=25) LM (n=16) MM (n=3)
PONI1 (U/L) 68.9 (38.1-82.5) 70.6 (24.3- 31.4 (27.8- 0.235
93.3) 38.1)
NO (umol/L) 17.3 (11.6-20.9) 13.3 (10.6- 14.4 (11.6- 0.716
18.9) 20.4)
Hcy (umol/L) 72+£22 6.9+27 84+14 0.578
CRP (mg/L) 34 (3.2-34) 3.2(3.2-34) 34(3.4-34) 0.403
Total kolesterol 173.0 £22.6 174.8 £30.3 177.6 £15.6 0.944
(mg/dL)
Trigliserid (mg/L) | 97.0 (72.0-127.5) 94.5 (73.5- 119.0 (119.0- | 0.249
120.0) 149.7)
HDL-K (mg/L) 46.0 (43.0-56.0) 49.0 (42.5- 37.0 (34.0- 0.290
61.5) 45.2)
LDL-K (mg/L) 103.3 £19.0 102.8 £25.6 111.6 £20.0 0.804
Kadin 23(92) 13 (%81.3) 3 (%100) 0.559
Erkek 2 (%8) 3 (%18.7) 0 (%0)

Hasta ve kontrol grubunun ikisinde de NO, Hcy, CRP, total kolesterol, trigliserid,

HDL-K ve LDL-K diizeyleri ile cinsiyet dagilimlart acisindan L/M genotipleri

arasinda bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Hasta ve kontrol gruplarinda LL. ve LM genotipine sahip olan bireylerin PON1

aktivitelerini karsilastirdigimiz zaman istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmadi (p>0.05). MM genotipine sahip olan bireylerde ise hasta grubunun PON1

aktivitesi kontrol grubundan anlamli olarak diisiik (p<0.05) bulundu (Tablo 23).

Tablo 23. Hasta ve Kontrol Grubunda PON1 Aktivitesi ile PON1 55 LM

Polimorfizmleri Arasindaki iliski

Hasta/Kontrol p Hasta/Kontrol p Hasta/Kontrol p
LL LM MM
PON1 61.5 (36.3- 0.731 39.8 (23.1- 0.101 21.7 (16.8- 0.048
(U/L) 90.2)/ 68.9 64.6)/ 70.6 23.4)/31.4
(38.1-82.5) (24.3-93.3) (27.8-38.1)
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4.6. Hasta Grubunda Hipertansiyon ve Diyabet’e Gore PON1 Q/R 192 ve L/M
55 Genotiplerinin Dagilim

Hasta grubundaki tansiyon ve diyabete gore PONI Q/R 192 ve L/M 55
genotiplerinin dagilimlar1 Tablo 24 ve Tablo 25’te gosterilmistir.

4.6.1. PON1 Q/R 192 Genotip Dagilinu

Hipertansif hastalarda QQ genotipi, normotansif hastalarda QR genotipi biraz daha
sik goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
Diyabeti olan hastalarda QQ ve QR genotipleri daha sik, diyabeti olmayan hastalarda
da RR genotipi daha sik goriilmesine ragmen bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0.05).

Tablo 24. Hasta Grubunda Tansiyon ve Diyabet’e Gore PON1 Q/R 192 Genotip

Dagilim
Durum 192 QQ 192 QR 192 RR p
Hipertansif 6 (%54.5) 4 (%36.4) 1 (%9.1)
w=11) 1.00
Normotansif 32 (%50) 25 (%39.1) | 7(%10.9) '
(n=64)
Diyabetik 4 (%57.1) 3 (%42.9) 0 (%0)
(n=7)
Diyabetik 34 (%50) 26 (%38.2) | 8(%11.8) | 0.755
olmayan
(n=68)

4.6.2. PON1 L/M 55 Genotip Dagilim

Hipertansif hastalarda LM ve MM genotipi, normotansif hastalarda LL genotipi
biraz daha sik goriilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi
(p>0.05).

Diyabeti olan hastalarda MM genotipi daha sik, diyabeti olmayan hastalarda da LL
ve LM genotipleri daha sik goriilmesine ragmen bu farkliliklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 25. Hasta Grubunda Tansiyon ve Diyabet’e PON1 55 L/M Genotiplerinin

Dagilimi
Durum SSLL 5SS LM 55§ MM p
Hipertansif 5 (%A45.5) 4 (%36.4) 2 (%18.2)
(n=11) L.00
Normotansif | 33 (%51.6) | 21 (%32.8) | 10 (%15.6) '
(n=64)
Diyabetik 3 (%42.9) 2 (%28.6) 2 (28.6)
(n=7)
Diyabetik 35 (%51.5) | 23 (%33.8) | 10(%14.7) | 0.749
olmayan
(n=68)

Hasta grubunda hipertansiyonu olanlarla olmayanlart CRP, Hcy ve NO diizeyleri
acisindan karsilastirdigimizda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Diyabeti
olan hastalarda CRP, ve Hcy diizeyleri acgisindan fark bulunmazken (p>0.05), NO
diizeyi anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulundu (Tablo 26).

Tablo 26. Hasta Grubunda Diyabeti Olan ve Olmayanlarda CRP, Hcy ve NO

Diizeylerinin Karsilastirilmasi

DM var (n=7) DM yok (n=68) p
CRP (mg/L) 3.3(3.3-4.5) 3.3(3.3-4.2) 0.801
Hcy (umol/L) 10.2 (5.5-13.4) 8.2 (6.4-12.5) 0.702
NO (umol/L) 25.5 (20-30.5) 18.0 (14.0-22.6) 0.012

4.7. PON1 L/M 55 ve Q/R 192 Genotip Dagilhmlarimin Hipotiroidi Etiyolojisine
Gore Degerlendirilmesi

Hipotiroidili hastalar etiyolojilerine gore Hashimoto ve digerleri olarak iki alt gruba
ayrilip kontrol grubuyla karsilastirildiginda; PON1 55 L/M ve PON1 192 Q/R
genotip dagilimlart acisindan istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo
27).

4.8. PON1 L/M 55 ve Q/R 192 Genotip Dagihmlarinin Metabolik Sendrom’a
Gore Degerlendirilmesi

Hasta grubu metabolik sendrom varligina gore iki alt gruba ayrilip, kontrol grubunda

metabolik sendromu olmayanlarla karsilastirildiginda ise; PON1 55 L/M ve PON1
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192 Q/R genotip dagilimlart agisindan anlaml bir fark bulunmad: (p>0.05) (Tablo

28).

Tablo 27. Hipotiroidi Etiyolojisine Gore PON1 L/M 55 ve Q/R 192 Genotiplerinin

Dagilimi
Hashimoto Digerleri Kontrol p
(n=59) (n=16) (n=44)
PON1 55
LL 29 (%49.2) 9 (%56.3) 25 (%56.8)
LM 21 (%35.6) 4 (%25) 16 (%36.4) 0.61
MM 9 (%15.3) 3 (%18.8) 3 (%6.8)
PON1 192
QQ 30 (%50.8) 8 (%50) 16 (%36.4)
QR 23 (%39) 6 (%37.5) 22 (%50) 0.678
RR 6 (%10.2) 2 (%12.5) 6 (%13.6)

Tablo 28. Metabolik Sendromu Olan ve Olmayan Hasta Grubu ile Metabolik
Sendromu Olmayan Kontrol Grubunda PON1 L/M 55 ve Q/R 192 Genotip

Dagilimlar
Hasta grubu Kontrol grubu p
MS olanlar MS olmayanlar MS olmayanlar
(n=35) (n=40) (n=42)
PON1 55
LL 15 (%42.9) 23 (%57.5) 24 (%57.1)
LM 13 (%37.1) 12 (%30) 15 (%35.7) 0.447
MM 7 (%20) 5(%12.5) 3 (%7.1)
PON1 192
QQ 18 (%51.4) 20 (%50) 16 (%38.1)
QR 14 (%40) 15 (%37.5) 21 (%50) 0.731
RR 3 (%8.6) 5(%12.5) 5(%11.9)

Ayrica metabolik sendromu olan ve olmayan hastalar ile kontrol grubunda metabolik

sendromu olmayanlar arasinda PONT1 aktivitesi acisindan anlamli bir fark bulunmadi

(p>0.05).
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4.9. Hipotiroidi Etiyolojisine Gore Hasta Grubu ile Kontrol Grubunda PON1
Aktivitesi, Hcy, NO ve CRP Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Etiyolojiye gore hasta grubu ile kontrol grubunu karsilastirdigimizda; PON1
aktivitesi her iki hasta grubunda da kontrollere gore daha diisiik olmasina ragmen {i¢
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05). NO diizeyleri
incelendiginde; Hashimoto olan grupta kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p<0.05), diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Hcy
diizeyleri; Hashimoto olan grupta kontrole gére anlamli yiiksek bulundu (p<0.05),
diger gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0.05). CRP diizeylerinde
hashimoto olmayan hastalarda kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu

(p<0.05), diger gruplar arasinda farklilik bulunmadi (p>0.05).

Tablo 29. Hipotiroidi Etiyolojisine Gore Hasta Grubu ile Kontrol Grubunda PONI1
Aktivitesi, Hcy, NO ve CRP Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Hashimoto (n=59) Digerleri (n=16) Kontrol (n=45) P
PON1 (U/L) 47.2 (23.5-76.3) 35.6 (21.8-71.0) 66.4 (32.0-91.1) 0.079
NO (umol/L) 19.8 (15.3-23.7)° 15.8 (13.2-19.4)™ 16.7 (11.1-20.9)° 0.01
Homosistein 8.9 (6.2-12.2) 8.5 (7.0-13.2)® 7.3 (5.3-8.9)° 0.026
(umol/L)
CRP (mg/L) 3.3 (3.3-3.9)® 3.7 (3.3-7.3) 3.4(3.2-3.4)° 0.009

* Ayni harflerin yer aldig gruplarda fark bulunmamaktadir.

Yapilan Spearman’s korelasyon analizinde kontrol grubunda PON1 aktivitesi ile NO

diizeyleri arasinda negatif korelasyon (rho=-.382, p=0.01) bulunmustur.
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5. TARTISMA

Hipotiroidizm genel populasyonda sik goriilen metabolik bir bozukluktur. Hastalik
kadinlarda daha yaygindir ve yasla birlikte goriilme sikliginin arttig: bildirilmistir
(77). Bu calismada da literatiirle uyumlu olarak hipotiroidili hastalarin %84 iinii
kadinlar olusturmustur.

Hipotiroidizm aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar igin artmis bir risk
tasimaktadir. Ancak hipotiroidiye bagli aterosklerozun patogenezi tam olarak
aydinlatilamamistir (78). Bunun i¢in ¢ok cesitli faktorler suclanmaktadir.
Hipotiroidili hastalarda ateroskleroza zemin hazirlayan bir lipid profili
bulunmaktadir. Yapilan calismalarda total kolesterol, LDL-K, HDL-K ve trigliserid
diizeylerinin yiiksek (79, 80) oldugu bildirildigi gibi, baz1 ¢calismalarda ise HDL-K ve
trigliserid diizeylerinde fark olmadig bildirilmistir (81). Total kolesterol ve LDL-K
diizeylerindeki artisin, LDL-K ve IDL-K’nin azalmis katabolizmasi ile sonug¢lanan
LDL reseptor aktivitesindeki azalmadan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (82, 83).
Azalmis lipoprotein lipaz aktivitesinin, trigliseritten zengin lipoproteinlerin klirensini
azaltacag icin, trigliserid diizeylerinin artmasina sebep olabilecegi bildirilmistir (79).
Hipotiroidizmde 6zellikle hepatik lipazin ve CETP’nin diisiik aktivitesi, kolesterol
esterlerinin HDL,’den VLDL, IDL ve HDLj’e transportunda azalmaya yol acip,
artmis HDL kolesterol diizeyleri ile sonuclanabilecegi belirtilmistir (84, 80).
Literatiirde trigliserid ve HDL-K diizeylerinde farkli sonuclar bildirilse de, bu
calismada, hipotiroidili hastalarda total kolesterol, LDL-K ve trigliserid diizeyleri
yiikksek olup, HDL-K diizeylerinde fark bulunmamistir. Hipotiroidili hastalar her ne



kadar aterojenik lipid profiline sahip olsalar da bu tek basina aterosklerozun
aciklanmasinda yeterli degildir (85).

PONT1’in aktivitesi ve konsantrasyonu populasyonlarda oldukca degiskendir.
Enzimin miktar1 ve niteligi vaskiiler hastalik gelisimi riskinde 6nemlidir. Bu yiizden
in vivo PON1 diizeylerini etkileyen faktOrlerin anlasilmasi, ozellikle de terapotik
miidahaleler i¢in bir hedef kabul edildiginde 6nemlidir (86).

Hipotiroidili hastalarda, PON1 aktivitesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar
elde edilmistir. Azizi ve ark (87) hipertiroidili ve hipotiroidili hastalarda kontrol
grubuna gore PONI1 aktivitesinin daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Saranddl ve
ark (5) tarafindan yapilan ¢alismada, deneysel hipotiroidili ratlarda kontrollere gore
PONI1 aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir. Subklinik hipotiroidili hastalarda
yapilan bir ¢alismada da PON1 aktivitesinin kontrol grubuna gore diisiikk bulundugu
bildirilmistir (7). Bagkol ve ark (6)’nin yaptiklari calismada ise tedavi Oncesi
hipotiroidili hastalarda, kontrol grubu ve tedavi sonrasina gore PON1 aktivitesinin
daha diisiik oldugu, tedavi sonrasi hastalarin PON1 aktivitelerinde artis olmasina
ragmen, kontrollerle karsilastirildiginda yine daha diisiik bulundugu bildirmistir.
Bazi1 calismalarda ise PONI aktivitesinin hipotiroidili hastalar ile kontrol grubu
arasinda farkli olmadig bildirmistir (88, 89). Bu calismada da bizi destekleyen
calismalarla uyumlu olarak, hipotiroidili hastalarda saglikli kontrollere gore PONI1
aktivitesi diisiik bulundu.

PONI1 aktivitesinin diisiikliigtiniin sebepleri heniiz netlik kazanmamistir. Bu konuyla
ilgili olarak bircok mekanizma ileri siiriilmektedir. Bunlardan biri ve en Onemlisi
oksidatif strestir. Aviram ve ark (59, 90) PONI’in, hem HDL hem de LDL’nin
oksidasyondan korunmasinda onemli rol oynadigim ileri siirmiislerdir. Bu etkinin
PONT’in lipid peroksitleri ve kolesterol linoleat hidroperoksitleri hidroliz etmesiyle
iliskili oldugu ve lipoprotein iligkili peroksitlerin hidrolizinde PON1’in inaktive
oldugu bildirilmistir. Bu inaktivasyonun, okside lipidler ile enzimin serbest siilfidril
grubu arasindaki etkilesimden kaynaklandigi belirtilmistir. Hipotiroidili hastalarda
LDL-K’nin oksidasyona daha yatkin oldugunu ve dolasimdaki okside LDL-K
diizeylerinin artti@in1 bildiren calismalar mevcuttur (91, 92). Bu c¢alismada,
hipotiroidili grupla kontrol grubu arasinda HDL-K diizeyleri agisindan fark
olmamasina ragmen PONI1 aktivitesi hasta grubunda diisiik bulunmustur. Bu da
literatiirdeki bilgilerin 1s181nda, hipotiroidili hastalarda HDL-K diizeyinden bagimsiz

olarak PON1’in aktivitesini azaltan baska faktorlerin oldugunu gostermektedir.
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Hipotiroidili hastalarda oksidatif stresin arastirildigi calismalar mevcuttur. Fakat
celiskili sonucglar bulunmaktadir. Bazi arastiricilar oksidatif stresin arttigini (5-7)
belirtirken bazilar1 bunu desteklememektedir (89). Hipotiroidizmdeki ateroskleroza
yatkinlikta, oksidatif stresin roliiniin netlik kazanabilmesi icin daha kapsaml
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan calismalarda cesitli hastaliklarda akut faz reaksiyonlar1 sirasinda PONI
aktivitesinin azaldig1 belirtilmektedir (93). Ayub ve ark (94) miyokard
enfarktiisiiniin semptomlarinin baslamasindan sonraki iki saat icinde, PONI1
aktivitesi ve konsantrasyonunun azaldigini belirtmislerdir. Kumon ve ark (95) PON1
aktivitesinin interlokin-1 ve TNF-a ile down regiile oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan bir calismada hipotiroidili hastalarin serumlarinda bu parametrelerin arttig
gosterilmistir (96). Bu calismada her ne kadar sitokin diizeylerine bakilmamis olsa
da bir enflamasyon belirteci (akut faz reaktani) olan CRP hasta grubunda yiiksek
bulundu. Bu da inflamatuvar cevaba bagli olarak da PONI aktivitesinin diisiik
olabilecegini diisiindiirdii.

PONT1’in laktonaz aktivitesi de bulunmaktadir ve endojen substratlarindan biri Hcy-
tiyolaktondur. PONI’in Hcy-tiyolaktonaz aktivitesi serumda Hcy-tiyolaktonu
detoksifiye eder ve vaskiiler koruyucu bir rol oynar. Hiperhomosisteinemik farelerde
PONI1 geninin karacigerdeki ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir. Boylece Hcy nin
azalmis PONI1 aktivitesi, bozulmus antioksidan fonksiyon ve azalmis Hcy-
tiyolaktonaz kapasitesi ile proaterojenik etkilere sebep olabilecegi bildirilmistir (97,
98). Holven ve ark (99) hiperhomosisteinemik bireylerin PON aktivitesinin saglikli
kontrollerden ©nemli Ol¢iide diisiik bulundugunu bildirmislerdir. Literatiirde
hipotiroidili hastalarda PON1 aktivitesi ve Hcy diizeylerinin birlikte degerlendirildigi
herhangi bir ¢alisma bulunamadi. ik kez bu calismada hipotiroidili hastalarda Hcy
diizeyleri yiiksek, PON1 aktivitesi ise diisiik bulundu. Hipotiroidili hastalardaki
aterogeneze yatkinligin sebeplerinden biri de, artmis Hcy diizeylerinin PONI1
aktivitesinde azalmaya yol a¢cmis olmasi olabilir. Bu calismada her ne kadar Hcy
diizeyi ile PON1 aktivitesi arasinda bir korelasyon bulunamasa da PON1’in Hcy-
tiyolaktonaz aktivitesinin degerlendirilmesinin daha iyi bilgi verebilecegi diisiiniildii.
Hasta grubunda diyabet, sigara, hipertansiyon ve yas icin diizeltmeler yapildiktan
sonra da PONI1 aktivitesi bunlardan bagimsiz olarak diisikk bulundu. Bu da bize
hipotiroidili hastalarda, PONT1 aktivitesinde bu faktorlerin disindaki bir sebeple diisiis

oldugunu gostermektedir.
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PONTI aktivitesi Hashimoto tiroiditi olan ve olmayan hastalarda, kontrol grubuna
gore diisiik fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Buradaki etken alt gruplara
ayrildiginda hasta sayinin azalmasi olabilir.

PONI1 aktivitesinin diisiik olmasinin sebeplerinden bir digeri de polimorfizmdir.
PONI1 geninde kodlayan bolgede belirgin iki tane polimorfizm bulunmaktadir. 192.
pozisyonda glutamin yerine arjinin ge¢cmesiyle 192 Q/R ve 55. pozisyonda 16sin
yerine metiyonin gecmesiyle de 55 L/M polimorfizmleri olusmaktadir (100). PON1
QR 192 polimorfizminde; 192. pozisyonda R bulunan homozigot bireylerin serum
paraoksonaz aktivitesi yiikksek, Q bulunan homozigot bireylerde diisiikk, QR bulunan
heterozigot bireylerde ise orta diizeyde aktivite goriildiigli bildirilmistir (66). Bu
calismada literatiirle uyumlu olarak, RR ve QR genotipine sahip olan hasta ve
kontrol grubundaki bireylerin PON1 aktiviteleri QQ’ya gore anlamli olarak yiiksek,
RR genotipine sahip olanlar QR’ye gore yiiksek fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Bu durum RR genotipindeki kisilerin sayisinin azlifindan kaynaklanmis
olabilir.

PONI1 55 L/M polimorfizminde; LL. ve LM allellerine sahip olanlarin MM’ye gore
daha yiliksek paraoksonaz aktivitesine sahip oldugu, LL ve LM arasinda fark
olmadig bildirilmistir (101). Bu c¢alismada da literatiirle uyumlu olarak hasta
grubunda, LL genotipine sahip olanlarin PONI1 aktiviteleri MM’den yiiksek, LM
genotipinde olanlarin MM’ye gore yiiksek fakat istatistiksel olarak anlamli degil, LL
ve LM arasinda da fark bulunmamistir. Kontrol grubunda, LL ve LM genotiplerine
sahip olanlarin aktiviteleri MM’ye gore daha yiiksek olmasina ragmen, muhtemelen
MM genotipine sahip olanlarin sayisinin sadece ii¢ kisi olmas1 sebebiyle istatistiksel
fark bulunamamuistir. Substrat olarak paraokson kullanildigi zaman, L 55 tasiyan
allozimin M 55 tasiyan allozimden daha yiiksek aktiviteye sahip olmasinin muhtemel
sebepleri oldugu bildirilmistir. 55 L/M polimorfizminin karacigerdeki enzim
ekpresyonunu etkiledigi; L 55 allelinin M 55 alleline gore daha cok ekprese oldugu
ve dolayistyla L 55 alleli tasiyan bireylerin serumlarinda PON1 yogunlugunun daha
yiikksek oldugu bildirilmektedir (102). Ek olarak M 55 izoformunun L 55 izoformuna
gore daha az stabil bir yap1 gosterdigi bildirilmistir (68).

Literatiirde hipotiroidili hastalarda PON1 polimorfizminin degerlendirildigi herhangi
bir yayina rastlamadik. Lambrinoudaki ve ark (103)’nmin yaptiklar1 bir c¢alismada
postmenapozal kadinlarda PON1 R allel tasiyicilarinin daha diisiik serbest T diizeyi

ile iligkili oldugu bildirilmistir. Su ana kadar metabolik sendrom, diyabet, Alzheimer,

59



inme ve koroner kalp hastaligi gibi pek cok hastalikta PON1 polimorfizmlerini
degerlendiren calismalar yapilmistir. Bu iki polimorfizmin goriilme sikligi degisik
etnik gruplar arasinda farkliliklar gostermektedir.

Tiirkiye’de yapilan bir calismada, insiilin bagimsiz diyabet hastalar1 ve diyabetik
olmayan kontrol gruplarinda PON1 192 Q/R ve PON1 55 L/M polimorfizmleri
degerlendirilmistir. Buna gore; 192 Q allel sikligi hasta ve kontrol grubunda
sirasiyla %68.84 ve %62.14, R allel sikligr ise %31.15 ve %37.85 olarak
bildirilmistir. Genotip dagilimlar1 ise hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla %48.3
ve %33.6 QQ, %41.1 ve %57.0 QR, %10.6 ve %9.3 RR olarak bildirilmistir .

55 L allel sikligr hasta ve kontrol grubunda sirasiyla %75.12 ve %70.18, M allel
siklig1 ise %24.87 ve %29.81 olarak bildirilmistir. Genotip dagilimlar1 ise hasta ve
kontrol gruplarinda sirasiyla %54.1 ve %46.8 LL, %42.0 ve %46.8 LM, %3.9
ve %6.4 MM olarak bildirilmistir. Yapilan bu c¢alismada diyabet hastalar1 ve
kontroller arasinda 192 Q/R genotip dagilimi ve Q ve R allel sikligi bakimindan
kontrol ve diyabetli gruplar arasinda 6nemli bir fark olmadig: bildirilmistir. 55 L/M
genotip dagilimi ve L ve M allel siklig1 bakimindan da gruplar arasinda 6nemli bir
fark olmadig bildirilmistir (104).

Bu calismada ise hipotiroidili hasta grubunda QQ, QR ve RR genotip dagilimi sirasi
ile %50.7, %38.7 ve %10.7 iken kontrol grubunda bu oranlar sirasi ile %36.4, %50
ve %13.6 olarak bulundu. Hasta grubunda Q alleli %70, R alleli %30 oranlarinda
bulunurken kontrol grubunda Q alleli %61, M alleli %39 oranlarinda bulundu. Hasta
ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlart ve allel sikliklar1 bakimindan fark
bulunmadi.

Hipotiroidili hasta grubunda LL, LM ve MM genotip siklig1 sirast ile %50.7, %33.3
ve %16 iken kontrol grubunda bu oranlar sirasi ile %56.8, %36.4 ve %06.8 olarak
bulundu. Hasta grubunda L alleli %67, M alleli %33 oranlarinda bulunurken kontrol
grubunda L alleli %72, M alleli %28 oraninda bulundu. Yine hasta ve kontrol grubu
arasinda genotip dagilimlar1 ve allel sikliklari bakimindan fark bulunamadi.

Bu calisma farkli etiyolojilere bagli hipotiroidili hastalarda PON1 polimorfizminin
degerlendirildigi ilk calisma oldugu icin literatiire gore bir kiyaslama yapilamadi. Bu
sonuglar PON1 192 Q/R ve PONI1 55 L/M polimorfizmlerinin hipotiroidili
hastalardaki PON1 aktivitesinin diisiikliigli ve bu hastalardaki artmis ateroskleroz

icin onemli bir genetik yatkinlik olusturmadiginmi diisiindiirmektedir. Ancak yine de
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daha fazla hasta ve kontrol grubu iceren calismalarla bu bulgularin desteklenmesi
gerekmektedir.

Bu calismada hasta grubunda PON1 192 Q/R genotiplerine gére NO, Hcy, CRP, total
kolesterol, trigliserid, HDL-K ve LDL-K diizeyleri de incelendi fakat PON1 192
Q/R polimorfizmin bu parametreler iizerinde anlamli bir etkisi olmadigr bulundu.
Kontrol grubunda ise sadece NO diizeyleri lizerine etkisi oldugu goriildi. QQ
genotipine sahip olanlarin NO diizeyleri QR’ye sahip olanlara gére anlamli olarak
yiiksek bulundu ki QQ genotipindeki bireylerin PON1 aktivite diizeyi en diisiiktii. Bu
durum belki de kontrol grubundaki NO ve PONI aktivitesi arasindaki negatif
korelasyonu agiklayabilir.

Hasta ve kontrol gruplart arasinda PON1 192 Q/R genotiplerine gore PONI
aktivitelerini karsilastirdigimizda da anlamli bir fark bulunmadi. Bu durum bize
PONI aktivitesinin alt gruplarda da 192 Q/R genotiplerinden bagimsiz olarak diisiik
oldugunu gosterdi.

Hasta ve kontrol grubunda PON1 55 L/M genotiplerine gore NO, Hcy, CRP, total
kolesterol, trigliserid, HDL-K ve LDL-K diizeyleri incelendiginde yine PONI1 55
L/M polimorfizminin bu parametreler iizerinde anlamli bir etkisi olmadig: bulundu.
Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda PON1 55 L/M genotiplerine gore PONI1
aktivitelerini karsilastirdigimizda, sadece MM genotipine sahip olan hastalarin PON1
aktivitelerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu bulundu.
Hasta grubunda MM genotipine sahip olanlar %16, kontrol grubunda ise %6.8 olarak
goriilmiistii fakat bu fark kontrol grubundaki kisi sayist 3 ile sirli kaldigr icin
istatistiksel olarak anlamli bulunmamisti. Belki de daha fazla hasta ve kontrol
grubuyla yapilacak bir calismada gercekten de MM genotipinin goriilme sikliginin
hipotiroidili hastalarda daha fazla oldugu ve aktivitenin de buna baglh olarak diisiik
oldugu gosterilebilecektir.

Hasta grubunda diyabet ve hipertansiyonu olan kisiler de oldugu i¢in bunlarda
belirgin bir genotip dagilimi olup olmadigini inceledigimizde, PON1 192 Q/R ve
PONI1 55 L/M genotiplerinin dagilimi agisindan herhangi bir fark bulunmadi. Bu da
bize hipotiroidili hastalarda diyabet ve hipertansiyon gelisiminde PONI1
polimorfizmlerinin etkisi olmadigini gosterebilir.

Hcy kardiyovaskiiler hastaliklar, dogumsal bozukluklar, osteoporoz, Alzheimer
hastaligi ve bobrek yetmezligi gibi cesitli patolojik durumlarda bagimsiz bir risk

faktorii olarak kabul edilmektedir. Hey ile iliskili bu hastaliklarin ¢cogu ayni1 zamanda
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oksidatif stresle de iliskilidir (105). Yapilan calismalar Hcy diizeyi yiiksekliginin
aterogeneze neden olabilecegini isaret etmektedir, ancak Hcy aracili aterogenez
mekanizmasi heniiz netlik kazanmamistir. Bununla beraber bu konuda pek c¢ok
mekanizma ileri siiriilmektedir. Bunlar arasinda en 6nemlisinin oksidatif stres aracili
mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Hcy prooksidan aktiviteye sahiptir. Reaktif
stlfidril gruplan icerir (-SH), diger cogu tiyoller gibi (RSH) fizyolojik pH’da ve
oksijen varliginda oksidasyona ugrayarak (RSSR) disiilfid olusturabilir.

2RSH+0, — RSSR+0,"— H,0,

Bu reaksiyon sonucunda siiperoksit anyon radikali (0,) ve hidrojen peroksit (H,O»)

gibi cesitli reaktif oksijen tiirleri aciga ¢ikar. Olusan H,O, nin damar endotelinde
hasara neden olurken siiperoksit radikallerinin ise hem endotel hem de LDL
partikiillerini etkileyerek lipid peroksidasyonunu baslattigi bildirilmektedir (106).

Son yillarda yapilan calismalarda hiperhomosisteineminin, Hcy tiyolakton ya da
Hcy-tiyil (RS) radikali olusumu sonucunda oksidatif stresi artirdigi gosterilmistir.

Bu olusumlarin sonucunda serum proteinleri ile Hcy-tiyolaktonun reaksiyonu yeni
protein antijenleri ve otoimmiin antikorlarin olusumuna yol acarak inflamatuvar
cevabl artirdigr bildirilmistir. Hiperhomosisteineminin LDL-K ve diger plak
bilesenlerinin  oksidasyonuna neden oldugu  bildirilmistir. ~ Ayrica  S-
nitrozohomosistein olusumuyla NO’nun vazodilatdr etkisini antagonize ederek
aterogenezin erken bir asamasi olan endotelyal disfonksiyona neden oldugu
bildirilmistir (107-109).

Hcy’nin diiz kas hiicrelerini etkileyerek, fibrozis, kalsifikasyon, proteoglikan birikimi
ve elastik doku tabakalarinin hasarina yol acarak aterosklerotik plaklarin konnektif
doku degisikliklerine sebep oldugu belirtilmektedir. Hey giiclii bir prokoagulandir,
arteriyel duvarlarda mural trombiis ve fibrin birikmesini baslattig1 belirtilmektedir
(110). Hey yiiksekligi ile ilgili bildirilen bu bilgiler 1s181nda, hipotiroidili hastalarda
Hcy diizeylerinin diisiiriilmesine doniik tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi faydali
olabilir.

Bir diger ©Onemli nokta ise literatiire baktifimiz zaman hipotiroidide Hcy
diizeylerinin farkli oldugunu goérmekteyiz. Giindiiz ve ark (111)’nin c¢aligmasinda
klinik ve subklinik hastalarda kontrol grubuna gore Hcy diizeyleri yiiksek

bulunmustur. Yine Mayer ve ark (112)’min yaptiklari calismada da hipotiridili
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hastalarda Hcy diizeyleri yiiksek olarak bulunmustur. William ve ark (113) ile Ozcan
ve ark (114) ise subklinik hipotiroidili hastalarla 6tiroid kontroller arasinda Hcy
diizeyleri agisindan fark bulunmadigini bildirmislerdir. Bu calismada da hipotiroidili
hastalarda kontrol grubuna gore Hcy diizeyleri yiiksek bulundu. Yine Hashimoto
olan grupta Hcy diizeyleri kontrollere gore yiiksek bulundu. Hipotiroidili
hastalardaki artmis Hcy’nin sebebinin, bobrekler iizerine olan etkisi sonucunda
glomeriiler filtrasyon hizinin azalmasi1 olabilecegi bildirilmistir (115). Ayrica,
Hcy’nin metiyonine remetilasyonunda anahtar bir enzim olan metilentetrahidrofolat
rediiktaz’in azalmis aktivitesinin de Hcy diizeylerinin artmasina neden olabilecegi
belirtilmistir.  Hipotiroidili ~ bireylerde riboflavinin FAD’a  doniisiimiiniin
bozulabilecegi ve sonug¢ olarak metilentetrahidrofolat rediiktaz aktivitesinin de
bozulabilecegi bildirilmektedir (116, 117).

Literatiirde Hcy ile ilgili celiskili sonuglar mevcut olmakla birlikte aciklanan
mekanizmalar 1518inda belki de bu hasta grubundaki bildirilen artmis koroner kalp
hastalig1 ve aterosklerozdan Hcy diizeyindeki artisin sorumlu olabilecegi diisiiniildii.
Bu calismada serum NO diizeyi saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
yiikksek bulundu. Literatiire baktigimiz zaman, Coria ve ark (89) ile Baskol ve ark (6)
bu calismanin sonuglarina benzer sekilde hipotiroidili hastalarda serum NO
diizeylerini yiiksek bulmuslardir. Bununla beraber Ozcan ve ark (114) subklinik
hipotiroidili hastalarda, Engin ve ark (118) tiroidektomize ratlarda yaptiklar
calismalarinda, serum NO diizeylerini diisiik olarak bulmuslardir. Bu hasta grubunda
celiskili NO diizeyinin sebepleri heniiz netlik kazanmamustir.

NO, NOS tarafindan L-arjininden sentezlenir. Retikiiloendotelyal hiicreler,
polimorfoniikleer 16kositler, plateletler, fibroblastlar, néronal hiicreler, nétrofiller,
makrofajlar ve endotelyal hiicreler tarafindan iiretilir. Pek ¢cok inflamatuvar durumda
NO iiretiminin arttig1 bildirilmistir (119, 120).

Bu calismada hipotiroidili hastalarin cogunlugunu Hashimoto tiroiditli grup
olusturmaktadir ve hasta grubunu etiyolojiye gore alt gruplara ayirip inceledigimizde
de Hashimoto tiroiditi olan grupta kontrollere gore anlamli olarak NO diizeyleri
yiikksek bulundu. Vural ve ark (121) Hashimoto tiroiditli hastalarda NO diizeylerini
bu calismayla uyumlu olarak yiiksek bulmuslardir. Romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus gibi bazi1 otoimmiin hastaliklarda NO diizeylerinin arttifini1 bildiren
calismalar bulunmaktadir ve bunun sebebinin interlokin-6, TNF-a gibi inflamatuvar

sitokinler tarafindan iNOS’un aktivasyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (122,
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123). Ayrica Donckier ve ark (124) hashimoto tiroiditi'nde iNOS’un mRNA
ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada her ne kadar sitokin diizeyleri
Olciilmemis olsa da literatiirdeki bilgilere dayanarak, hipotiroidili hastalarda
inflamasyona bagli olarak NO’nun yiikselebilecegi diisiiniildii.

Ancak bu calismada ilging¢ olarak inflamatuvar bir hastalik oldugu bilinen Hashimoto
tiroiditli grupta CRP diizeylerini yiiksek beklerken kontrol grubuna gore farkli
bulunmadi. Hashimoto tiroiditi olmayan grupta kontrollere gore daha yiiksek
bulundu. Pearce ve ark (125)’nin yaptiklari calismada Hashimoto tiroiditli hastalarda
CRP kontrollerden farkli bulunmamistir. Yine Erden ve ark (126)’nin ¢alismalarinda
da Hashimoto tiroiditinde kontrollere gore CRP diizeylerinde fark olmadig
bildirilmistir. Bu durum CRP’nin nonspesifik bir akut faz reaktani olmas: ya da
Hashimoto tiroiditinde bagka sitokinlerin rol oynamasindan kaynaklanmis olabilir.
Yapilan ¢alismalarda hipotiroidili hastalarda oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir (5-
7). Bu ¢alismada baska oksidatif stres belirteclerine bakilmamais olsa da, antioksidan
bir enzim olan PON1’in diisiik olmasi, prooksidan etkileri olan Hcy’nin yiiksek
olmas1 hipotiroidili hastalardaki oksidatif stresi destekleyen bulgulardir.

Fizyolojik diizeylerde NO’nun oksidatif stresi azaltirken, iNOS kaynakli artmig NO
tiretiminin, reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerinin olusumunu artirdigi
bildirilmistir. Oksidatif stresin de NO’nun yar1 Omriinii azaltarak ve eNOS’un
ekpresyon ve aktivitesini azaltarak NO iiretimini azalttigi bildirilmistir (127).
NO’nun direk toksik etkileri oldugu gibi, siiperoksit varliginda, kuvvetli prooksidan
peroksinitrite  (NO + O, — ONOO") donistiigi, peroksinitritin de lipid
peroksidasyonu ve aminoasit rezidiilerininin nitrozasyonuna sebep oldugu, hiicre
membranlarini, hiicre sinyalizasyonunu ve hiicre yasamin1 bozdugu bildirilmektedir.
Ayrica peroksinitritin  proinflamatuvar etkileri oldugu da bildirilmistir (128).
Literatiirdeki bu bilgilere dayanarak hipotiroidili hastalarda nitrik oksit kaynakl
oksidatif stresin bulundugu, hem de oksidatif stresin sebep oldugu vaskiiler yapilarda
koruyucu rolleri olan eNOS kaynakli NO’nun azalmasina baglh ateroskleroza zemin
hazirlayan bir ortamin bulundugu diisiiniilebilir. Belki de spesifik olarak iNOS’u
azaltmaya doniik tedavi yaklagimlarinin bu hastalarda faydali olabilecegi soylenebilir.
Bu calismada hipotiroidili hastalarda NO diizeyleri yiiksek bulundu, ancak diyabeti
olan hipotiroidili hastalarda anlamli olarak daha da yiiksek NO diizeyleri goriildili.
Diyabetik ratlarda yapilan bir calismada normal ratlara gére plazma ve iiriner NO

diizeylerinin artti@ bildirilmistir (129). Yine baska bir calismada hipergliseminin
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iNOS ekspresyonunu ve NO iiretimini arttirdigi bildirilmistir (130). Bu da bize
hipotiroidi ve diyabet birlikteliginde NO diizeylerinin daha fazla arttigim
gostermektedir.

Hipotiroidizme artmis metabolik sendrom prevalansinin eslik ettigi cesitli
calismalarda bildirilmistir (131, 132). Bununla birlikte subklinik hipotiroidili
hastalarda yapilan bir ¢alismada, subklinik hipotiroidinin metabolik sendom i¢in
bagimsiz bir risk faktorii olmadigi da bildirilmistir (133).

Bu calismada metabolik sendrom sikligit da arastirildi  ve hipotiroidili
hastalarda %46.6, kontrol grubunda ise %4.4 olarak bulundu. Bu durum
hipotiroidide goriilen lipid anormallikleri, metabolizmanin yavaslamasina bagl kilo
alimina ve yine hipertansiyon riskinin artmasiyla iliskilendirilebilir. Literatiirde
metabolik sendromlu hastalarda PON1 aktivitesinin diisiik oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir. Ayrica PON1 192 Q/R polimorfizmi ag¢isindan fark
olmadig da bildirilmistir (134). Baska bir ¢calismada ise PON1 polimorfizmlerinin
metabolik sendromla iligkili oldugu gosterilmistir (135). Bu calismada PON1
aktivitesi acisindan gruplar arasinda farklilik goOriilmedi. Bu durum bize
hipotiroidideki PON1 aktivitesinin metabolik sendrom varligindan da bagimsiz
olarak diisiik oldugunu gosterdi. Bu calismada metabolik sendromu olan ve olmayan
hastalar ile kontrol grubunda PONI polimorfizmleri de degerlendirildi, gruplar
arasinda farklilik goriilmedi. Yapilan diger ¢alismalar daha fazla hasta populasyonu
ile gergeklestirildiginden ya da PON1 polimorfizmleri etnik farkliliklar gosterdigi
icin bu calismada fark bulunamamais olabilir.

Sonug olarak, PON1 192 Q/R ve 55 L/M polimorfizmlerinin, PON1 aktivitesinde
onemli degisikliklere neden oldugu, bu polimorfizmlerin genotip dagilimlar ve allel
sikliklarinin hasta ve kontrol gruplarinda farkli olmadigi, hipotiroidili hastalardaki
PONI1 aktivitesinin bu polimorfizmlerden bagimsiz olarak diisiikk oldugu ve bu
hastalardaki artmis ateroskleroz icin genetik bir risk olusturmadigi, ayrica PON1
aktivitesindeki diisiikliige Hey yiiksekliginin sebep olabilecegi ve ikisinin birlikte bu
hastalardaki ateroskleroza yatkinlikta rolii olabilecegi, yliksek NO diizeyleri

sonucunda da NO kaynakl1 oksidatif strese maruz kaldiklar1 soylenebilir.
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6. SONUCLAR

Hipotiroidili hastalarda ve saglikli kontroller iizerinde yapilan bu calismadan elde

edilen sonuclar asagida siralandz:

CRP, Hcy ve NO diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak yiiksek bulundu. PON1 aktivitesi hasta grubunda kontrol grubundan

anlamli olarak diisiik bulundu.

Hasta kontrol gruplar1 arasinda PON1 192 Q/R ve 55 L/M genotiplerinin

dagilimi ve allel sikliklar1 agisindan istatistiksel bir fark olmadig1 belirlendi.

Her iki grupta en yiiksek paraoksonaz aktivitesi LL. ve RR genotiplerinde,
orta diizeyde aktivite LM ve QR genotiplerinde, en diisiik aktivite QQ ve MM
genotiplerinde goriilmekle birlikte kontrol grubunda 55 L/M genotipleri ile

aktivite arasinda fark bulunmadi.

Bu polimorfizmlerin Hey, CRP ve lipid diizeyleri iizerine etkisinin olmadigi

goriildii.

Kontrol grubunda QQ genotipine sahip olanlarin NO diizeyleri QR’ye sahip

olanlardan yliksek bulundu. Digerleri arasinda fark bulunmadi.

Etiyolojiye ve metabolik sendrom varligina gore de polimorfizmlerin

dagilimi ve allel sikliklar1 bakimindan fark bulunmadi.
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