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TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI YAZIM KURALLARI

Dergide yayinlanmak Uzere gonderilen makaleler, Tirk Hijyen ve Deneysel
Biyoloji Dergisi yazim kurallarina gére hazirlanmalidir. Basvurular www.
turkhijyen.org adresinden “Cevrimici Makale Gonder, Takip Et, Degerlendir
Program” araciligiyla online olarak yapilabilir.

Gonderilen yazilarda asagidaki kurallar aranir:

1- “Telif hakki devir formu” (Copyright Release Form) tim yazarlarca
imzalanarak onaylandiktan sonra Dergimize iletilmelidir. Bu forma
www.turkhijyen.org adresinden ulasilabilinir.

2- Baslik sayfasinda makale bashig1, ingilizce baslik, kisa baslik, yazar adlan,
calisilan kurumlara ait birimler, yazisma isini Ustlenen yazarin acik adresi,
telefon numaralar (sabit ve cep), elektronik posta adresi belirtilmelidir:

a) Yazinin basligi kisa olmali ve bilyiik harfle yazilmalidir.

b) Sayfa baslarina konan kisa baslik 40 karakteri gecmemelidir.

c) Akademik unvan kullanilmadan meslek unvani belirtilebilir.

d) Makale birden fazla yazar tarafindan yazilmis ise, ayn Unitede calisan
yazarlarin kurumlarinin siralamasi géz 6niinde bulundurularak soyadlari sonuna
numara verilmelidir (Ornek; Duman 1, Yilmaz 2, Cetin 1, .....).

e) Calisma bilimsel bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse dipnot veya
tesekkiir bolimiinde mutlaka belirtilmelidir.

f) Makale, kongre/sempozyumda sunulmussa sunum tirii ile birlikte dipnot
veya tesekkir bolumiinde mutlaka belirtilmelidir.

3- Yazilardaki terimler miimkiin oldugunca Tirkce ve Latince olmali, dilimize
yerlesmis kelimelere yer verilmeli ve Turk Dil Kurumunun giincel sozliigi
kullamlmalidir. Oz Tiirkce'ye 6zen gosterilmeli ve Tiirkce kaynak kullanimina
onem verilmelidir.

4- Metin icinde gecen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullanildiginda
tam ve acik yazilmali, daha sonraki kullanimda kisaltilarak verilmelidir.
Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri italik yazilmalidir: Ornegin;
Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa gibi. Yazida sadece cins adi gecen
ciimlelerde stafilokok, streptokok gibi dilimize yerlesmis cins adlan Tirkge
olarak yazlabilir. Antibiyotik isimleri dil butiinligi acisindan okundugu
gibi yazilmalidir. Antibiyotik isimleri uluslararasi standartlara uygun olarak
kisaltitmalidir.

5- Metin icerisinde bahsedilen
International” (SI)’e gore verilmelidir.
6- Yazilar bir zorunluluk olmadikca "mis'li gecmis” zaman edilgen kip ile
yazilmalidir.

7- A4 kagitlanin yalmz bir ylzii kullanilmali, her bir kenarlarindan 2,5ar cm
bosluk birakilmalidir. 12 punto, “Times New Roman” yazi karakteri ve iki satir
aralig1 (double space) kullamlmalidir.

8- Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, yazarlardan arastirma ve yayin
etigine uyumlu olunmasim istemektedir. insan arastirmalarinda, calismaya
katilanlardan bilgilendirilmis olurun (yazili veya sozli) alindigimin gerec
ve yontem bolimiinde belirtilmesi gerekmektedir. Goniilli ya da hastalara
uygulanacak prosediirlerin 6zelligi timilyle anlatildiktan sonra, kendilerinin
bilgilendirilip onaylarinin alindigini gosterir bir cimle bulunmalidir. Yerel etik
kurullarina sahip olmayan yazarlar, Helsinki Bildirgesinde (www.wma.net/e/
policy/pdf/17c.pdf) ana hatlarini ¢izilen ilkeleri izlemelidirler. Yazarlar, bu tir
bir calisma s6z konusu oldugunda, uluslararasi alanda kabul edilen kilavuzlara
ve "llac Arastirmalan Hakkinda Yonetmelik" ve daha sonra yayinlanan diger
yonetmelik ve vyazilarda belirtilen hikimlere uyuldugunu belirtmeli ve
kurumdan aldiklar “Etik Kurul Onay1”’n1 gondermelidirler.

9- Hayvanlar Ulzerinde yapilan calismalar icin de gereken izinler alinmali;
yazida deneklere agri, aci ve rahatsizlik verilmemesi icin neler yapildig acik
bir sekilde belirtilmelidir.

10- Hasta kimligini tamtacak fotograf kullamldiginda, hastanin yazili onay1
gonderilmelidir.

11- Makale yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir:

a) Arastirma yazilan; Tiirkce Ozet, ingilizce Ozet, Giris, Gerec ve Yontem,
Bulgular, Tartisma ve Kaynaklar boliimlerinden olusmalidir. Bu bolumler, sola
yaslanacak sekilde biiyiik harflerle kalin yazilmalidir. ingilizce makalelerde
Tiirkce Baslik ve Ozet bulunmalidir.

Tiirkce Ozet: Amac, Yontem, Bulgular ve Tartisma alt basliklarindan olusmalidir
(yapilandirilmis 6zet) ve en az 300, en fazla 500 sozciik icermelidir.

ingilizce Ozet (Abstract): Bashig1 ingilizce olmalidir. Tiirkce Ozet béliimiinde
belirtilenleri birebir karsilayacak sekilde “Objective, Method, Results,
Conclusion” olarak yapilandinlmalidir.

Anahtar Sozciikler: Tiirkce ve ingilizce 6zetlerin altinda verilmelidir. Anahtar
kelime sayis1 3-8 arasinda olmali ve Tip Konulan Basliklar1 (Index Medicus
Medical Subject Headings-MeSH)’nda yer alan sozciikler kullanitmalidir. MeSH
icin su internet adresine basvurulabilir: www.nlm.nih.gov/mesh MBrowser.html
Giris: Arastirmanin amaci, benzer calismalarla ilgili literatiir bilgisi kisaca
sunulmali ve iki sayfayr asmamalidir.

birimlerin sembolleri “The Systéme

Gereg ve Yontem: Arastirmanin gerceklestirildigi kurulus ve tarih belirtilmeli,
arastirmada kullanilan arac, gerec ve yontem acikca sunulmalidir. istatistiksel
yontemler acikga belirtilmelidir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular acik bir sekilde belirtilmelidir.
Tartisma: Bu bolimde, arastirmanmin sonunda elde edilen bulgular, diger
arastincilarin bulgulariyla karsilastirilimalidir. Arastinci, kendi yorumlarin bu
boliimde aktarmalidir.

Tesekkiir Boliimii: Tesekkiir boliimii, ana metnin sonunda kaynaklardan hemen
once yer almali ve bir paragrafi gegmemelidir.

Kaynaklar: Yazarlar kaynaklarin eksiksiz ve dogru yazilmasindan sorumludur.
Kaynaklar, metnin icinde gecis sirasina gore numaralandirilimalidir. Numaralar,
parantez icinde ciimle sonlarinda verilmelidir. Kaynaklarin yaziimi ile ilgili
asagida ornekler verilmistir. Daha detayli bilgi icin "Uniform Requirements for
Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997; 277: 927-
934) (http://www.nejm.org/general/text/requirements/1.htm) bakilmalidir.
Sireli yayin: Yazar(lar)in Soyadi Adimin bas harf(ler)i (alt1 veya daha az yazar
varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayis1 yedi veya daha ¢oksa yalmz ilk altisim
yazip “et al.” veya "ve ark." eklenmelidir). Makalenin basligi, Derginin Index
Medicus'a uygun kisaltilmis ismi, Yil; Cilt (Say): ilk ve son sayfa numarasi.

« Standart dergi makalesi icin 6rnek: Demirci M, Unlii M, Sahin U. A case
of hydatid lung cyst diagnosed by kinyoun staining of bronco-alveolar fluid.
Turkiye Parazitol Derg, 2001; 25 (3): 234-5.

» Yazan verilmemis makale icin ornek: Anonymous. Coffee drinking and
cancer of the panceras (Editorial). Br Med J, 1981; 283:628.

« Dergi eki icin 6rnek: Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functinal asplenia:
Demonstration of splenic activity by bone marrow scan (Abstract). Blood, 1979;
54 (Suppl 1): 26a.

Kitap: Yazar(lar)in soyadi adinmin bas harf(ler)i. Kitabin adi. Kaginc1 baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili.

« Ornek: Eisen HN. Immunology: an Introduction to Molecular and Cellular
Principles of the Immun Response. 5th ed. New York: Harper and Row, 1974.
Kitap boliimii: Bolum yazar(lar)in soyadi adinin basharf(ler)i. Bolim basligi.
In: Editor(ler)in soyadi adinin basharf(ler)i ed/eds. Kitabin adi. Kaginci baski
oldugu. Basim yeri: Yayinevi, Basim yili: Bolimiin ilk ve son sayfa numarasi.

« Ornek: Weinstein L. Swarts MN. Pathogenic properties of invading
microorganisms. In: Sodeman WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic Physiol ogy:
Mechanism of Disease. Phidelphia. WB Saunders, 1974:457-72.

Web adresi: Eger dogrudan “web” adresi referans olarak kullanilacaksa adres
ile birlikte parantez icinde bilgiye ulasilan tarih de belirtilmelidir. Web erisimli
makalelerin referans olarak metin icinde verilmesi gerektiginde DOI (Digital
Object Identifier) numarasi verilmesi sarttir.

Kongre bildirisi: Entrala E, Mascaro C. New stuructural findings in
Cryptosporidium parvum oocysts. Eighth International Congress of Parasitology
(ICOPA VIII). October,10-14, Izmir-Turkey. 1994.

Tez: Bilhan O. Labirent savaklarin hidrolik karakteristiklerinin deneysel olarak
incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitisii, 2005.
GenBank/DNA dizi analizi: Gen kalitim numaralari ve DNA dizileri makale icinde
kaynak olarak gosterilmelidir. Konuyla ilgili ayrintili bilgi igin “National Library
of Medicine” adresinde “National Center for Biotechnical Information (NCBI)”
boliimiine bakimz.

Sekil ve Tablolar: Her tablo veya sekil ayn bir sayfaya basilmali, alt ve st
cizgiler ve gerektiginde ara situn cizgileri icermelidir. Tablolar, “Tablo 1."
seklinde numaralandirilmali ve tablo basligi tablo Ust cizgisinin Ustine
yazilmalidir. Aciklayic1 bilgiye baslikta degil dipnotta yer verilmeli, uygun
simgeler (*,+,++, v.b.) kullamlmalidir. Fotograflar "jpeg” formatinda ve en az
300 dpi olmalidir. Baski kalitesinin artinlmasi icin gerekli oldugu durumlarda
fotograflarin orijinal halleri talep edilebilir.

b) Derleme tiirii yazilarda; tercihen yazar sayisi ikiden fazla olmamalidir.
Yazar(lar) daha 6nce bu konuda ¢calisma ve yayin yapmis olmali; bu deneyimlerini
derleme yazisinda tartismali ve kaynak olarak gostermelidir. Derlemelerde
Tiirkce ve ingilizce olarak baslik, 6zet ve anahtar sozciikler bulunmalidir.

c) Olgu sunumlarinda; metin yedi sayfayi, kaynak sayis1 20'yi asmamalidir.
Tiirkce ve ingilizce olarak baslik, 6zet ve anahtar sézciikler ayrica giris, olgu ve
tartisma bolimleri bulunmalidir.

d) Daha dnce yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak ya
da bilim haberi niteligi tasiyacak bilgilerin iletilmesi amaciyla yazilan yazilar,
Yayin Kurulunun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan "Editére Mektup”
bélimiinde yayinlanir. Bu yazilarin bir sayfayr asmamasi ve en fazla bes
kaynakla desteklenmesi gerekmektedir.

12- Bu kurallara uygun olmayan metinler kabul edilmez.
13- Yazarlar teslim ettikleri yazinin bir kopyasini saklamalidir.

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi
Yayin ve Dokiimantasyon Midurligi

Tel : (0312) 458 23 64

Faks : (0312) 458 24 08

e-posta : turkhijyen@rshm.gov.tr



TURK HIJYEN VE DENEYSEL BiYOLOJi DERGISI

YAYIN iLKELERI

® Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi, Refik Saydam
Hifzissthha Merkezi Bagkanligi yayin organidir. Dergi tig (3) ayda

bir ¢ikar ve dort (4) sayida bir cilt tamamlanir.

Dergide mikrobiyoloji, immiinoloji, farmakoloji, toksikoloji,
parazitoloji, entomoloji, biyokimya, gida giivenligi, cevre saghg,
halk saglig, epidemiyoloji, patoloji, fizyopatoloji, molekuler
biyoloji ve genetik ile ilgili alanlardaki 6zgiin arastirma, olgu
sunumu, derleme, editdre mektup tiiriindeki makaleler Tirkce

ve Ingilizce olarak yayimlanir.

Dergide, daha dnce baska yerde yayinlanmamis ve yayinlanmak
{izere bagka bir dergide inceleme agsamasinda olmayan makaleler

yayimlanir.

Dergi Yayin Kurulu ve Bilimsel Danigma Kurulu tarafindan uygun
goriilen yazilar, konu ile ilgili en az iki Bilimsel Danigma Kurulu
Uyesinden olumlu gorist alindiginda yayimlanmaya hak kazanir.
Bu kurullarin, yazinin icerigini degistirmeyen her tiirlti diizeltme

ve kisaltmalart yapma yetkileri vardir.
Yazilarin bilimsel ve hukuki sorumlulugu yazarlarina aittir.

Yazarlar arastirma ve yayin etigine tam olarak uyum gdstermelidir.

Dergide yayinlanan yazilarin yayn hakki Tirk Hijyen ve
Deneysel Biyoloji Dergisine aittir. Yazarlara telif icreti
3denmez.

YAZAR ICIN MAKALE KONTROL LIiSTESI

Biittin yazarlarca isim sirasina gére imzalanmis telif hakki devir

formu eksiksiz olarak dolduruldu.

Yazar isimleri agik olarak yazild:.

Her yazarin bagl bulundugu kurum adi, yazar adinin yanmna

numara verilerek baslik sayfasinda belirtildi.

Yazigmalardan sorumlu yazarin adi, adresi,
numaralari ve e-posta adresi verildi.

Tirkce ve Ingilizce basliklar ile kisa baslik yazildi.

Tirkce ve Ingilizce 8zetlerin kelime sayisi (300-500 arast) kontrol

edildi.

Tirkce ve Ingilizce anahtar kelimeler (MeSH'e uygun) verildi.

Tim kisaltmalar gézden gegirildi ve standart olmayan kisaltmalar

diizeltildi.

Metin igerisinde gecen orijinal Latince mikroorganizma isimleri

italik olarak yazildi.

Metin igerisinde bahsedilen birimlerin sembolleri the Systeme

International (SI)’e gdre verildi.

Yazilar “mig’li gegmis” zaman edilgen kip ile yazildi.

telefon-faks

Metnin tamami 12 punto Times New Roman karakteri ile cift
aralikla yazildi.

Metin sayfanin yalniz bir yiiziine yazilarak her bir kenardan
2.5 em bosluk birakild:.

Tablolar, sekiller yazim kurallarina uygun olarak ve her biri ayrt
bir sayfada verildi.

Fotograflar JPEG formatinda aktarild:.

Kaynaklar ciimle sonlarinda parantez iginde ve metin iginde
kullanim sirasina gére ardisik siraland.

Kaynaklar, makale sonunda metin i¢inde verildigi sirada listelendi.
Kaynaklar gdzden gecirildi ve tim yazar adlar, ifade ve

noktalamalar yazim kurallarina uygun hale getirildi.

Ayrica asagida belirtilen maddeleri dikkate aliniz.
Etik kurul onay1 alindi.
Bilimsel kurulug ve/veya fon destegi belirtildi.
Kongre/Sempozyumda sunumu ve sunum tiirii belirtildi.

Varsa tesekkir bdlimd olusturuldu.



YAZARLARIN DIKKATINE

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi” nin yeniden yapilanmast nedeniyle, 2007 yilindan itibaren
gecerli olmak tizere bazi degisiklikler yapilmustir. Bu nedenle yazarlarimizin makale génderirken “yeni yazim
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OZET

Amag: Bu calismada, pili¢ kesimhanelerinde yeni kesilmis pilic karkaslarindan alinan pili¢
boyun derileri ve bagirsak icerigi ile piliclerin kesimhaneye getirildigi kiimeslerden alinan
yem ve su orneklerinde termofilik Campylobacter tirlerini kiiltiir teknigi ile belirlenmesi ve
Campylobacter jejuni olarak saptanan suslarin PCR teknigi ile dogrulanmasi amaclanmistir.

Yontem: iki farkli pilic kesimhanesinden sicak (Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos) ve soguk
aylarda (Kasim, Aralik, Ocak, Subat) 160 adet pilic boyun derisi, 160 adet bagirsak icerigi ile
32’ser adet yem ve su 6rnegi olmak iizere toplam 384 6rnek alinmistir. Alinan tiim orneklerde,
termofilik Campylobacter tirlerinin izolasyon ve identifikasyonunda zenginlestirme islemine
dayali ISO (The International Organization for Standardization, 10272) yontemi kullamlmistir.
Suslar ceuE geni ile dogrulanmistir.

Bulgular: Toplam 384 oOrnegin 248 (% 64.58)’inin termofilik Campylobacter tirleri ile
kontamine oldugu saptanmistir. 160 boyun derisi 6rneginin 138 (% 86.25)’i, 160 bagirsak icerigi
orneginin 106 (% 66.25)’s1 ve 32 su orneginin dordiinde (% 12.5) termofilik Campylobacter
tirleri saptanmistir. Yemlerden yapilan analizlerde ise her hangi bir etken bulunamamistir.
Campylobacter tiirleri saptanan 138 boyun derisi 6rneginden 82 (% 51.25)’sinin, 106 bagirsak
icerigi orneginden 122 (% 76.25)’sinin ve dort kiimes suluk 6rneginden uiciintin C. jejuni oldugu
belirlenmistir. Suluklardan saptanan tum etkenler kase tipi olanlardan izole edilmis olup
damla tipi olanlardan alinan orneklerin hicbirinde Campylobacter turu belirlenememistir. Her
iki isletmeden alinan 80’er boyun ve bagirsak icerigi ile 16’sar su ve yem &rnegi olmak lizere
toplam 192’ser 6rnegin sicak aylarda 116 (% 60.42)’sinda soguk aylarda ise 91 (% 47.40)’inde C.
Jjejuni saptanmistir. Sicak aylarda alinan drneklerdeki kontaminasyon orani soguk aylara oranla
% 14.20 daha yiiksek bulunmus ve aradaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu (p=0.0021)
belirlenmistir. Klasik kiiltiir yontemleriyle tammlanan 207 C. jejuni susu, 171 (% 82.00)’i PCR
teknigi ile de dogrulanmistir. Toplam 384 6rnekten 1220 adet termofilik Campylobacter susu
izole edilmis ve bunlarin ISO yontemine gore yapilan tanimlama testleri sonucunda 649’unun
C. jejuni, 515’inin C. coli, 56’sinin C. lari oldugu saptanmistir.

Sonug: Pili¢c kiimeslerinden kesimhaneye getirilen piliclerin, kesim islemine bagli olarak
C. jejuni ile kontamine oldugu ve izolasyon ve tammlamada ceuE ile yapilan dogrulamanin
uygun oldugu dusiniilmektedir. Elde edilen verilerin 15181nda Campylobacter jejuni’nin kanatli
etlerinde bulundugu ve bunun halk sagligi yoniinden 6nem gosterdigi diisiinilmektedir.

Anahtar Sozciikler: PCR, Pilic, Campylobacter
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ABSTRACT

Objective: This study was designed to determine the presence of thermophilic Campylobacter spp. using the
conventional cultural technique from neck skin, intestinal contents of slaughtered chickens, and water, feed samples of
same flock taken at the farm level. C. jejuni strains obtained using conventional cultural techniques were confirmed using
the PCR technique.

Method: 384 samples consisting of 160 chicken neck skin, 160 intestinal content, 32 feed, and 32 water samples were
obtained from two different slaughterhouses in hot (May, June, July, August) and cold months (November, December,
January, February). The enrichment based ISO (The International Organization for Standardization, 10272) method was used
for the isolation and identification of thermophilic Campylobacter spp. in all samples. Strains were verified by ceuE gene.

Results: 248 (64.58%) of the 384 samples were found to be contaminated with thermophilic Campylobacter species.
138 (86.25%) of the 160 chicken neck skin, 106 (66.25%) of the intestinal content and 4 (12.5%) of the 32 water samples
were contaminated with thermophilic Campylobacter species. Nothing was found in the analysis of feed. C. jejuni was
the species of Campylobacter determined in 82 (51.25%) of the 138 neck skin samples, 122 (76.25%) of the 106 intestinal
contents samples and three of the four sets of drinker samples. All the factors identified in the drinkers were isolated from
bowl type ones and Campylobacter species could not be determined in none of the samples of nipple type watering system.
C. jejuni was determined in 116 (% 60.42) of the samples in hot months and 91(% 47.40) in cold months of the 192 samples
in total taken from each farm, 80 intestinal content, 80 neck, 16 water and 16 feed samples). Contamination rate for the
samples taken in warmer months was 14.20% higher than in colder months and the difference was statistically significant
(p = 0.0021). 171 (82.00%) of the 207 C. jejuni strains defined by classical culture methods were also confirmed with PCR
technique. 1220 thermophilic Campylobacter strains isolated from 384 samples in total and they were identified in 649 as
C. jejuni, 515 as C. coli and 56 as C. lari according to ISO methods.

Conclusion: It was determined that C.jejuni contamination of chicken flocks in slaughter houses occurs during the
processing. ceuE gene is found to be a good primer for confirmation of the presence of thermophilic Campylobacter spp.
in the strains. Data acquired from this study underlines that Campylobacter jejuni found in poultry meat is an important
public health hazard.

Key Words: PCR, Chicken, Campylobacter

GIRIS

Diger uilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de beyaz et
Uretiminde kanatl yetistiriciligi ve kanatl eti iiretim
sektorlerinde cok hizli bir biiyime meydana gelmistir.
Ancak, pilic eti tiuketimindeki artisa baglh olarak
gida enfeksiyon ve intoksikasyonlarinda da belirgin
bir artis oldugu ve ozellikle pilic eti tiiketiminden
kaynaklanan gida enfeksiyonlarinda Camplobacter
jejuni’nin birinci derecede rol oynadig1 bildirilmistir
(1-3).
Guillain Barré Sendromu gibi

Bunun sonucunda olusan gastroenterit ve
komplikasyonlarin
hem is glcu kaybina hem de tedavi masraflarina
yol acarak onemli ekonomik kayiplara neden oldugu
bildirilmektedir (4).
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Klasik kultir tekniklerinin hem pahali olmas1 hem
de cok zaman almalarindan dolayr tamimlamada daha
duyarli ve hizli tanimlama tekniklerinin gelistirildigi
kaydedilmistir. Polimeraz  Zincir = Reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction - PCR), invivo kosullarda
DNA

kosullara tasinmasi olarak tanmimlanmistir. Gonzalez

gerceklesen replikasyon isleminin, invitro
ve ark., C. jejunive C. coli’nin ayrniminda her iki tiirde
farkli dizilim gosteren ve siderofor tasima proteinini
kodlayan ceuE genini kullandiklarin1 bildirmislerdir
(5).

Bu calismada pili¢ kimesleri ve kesimhanelerinden
alinan orneklerde termofilik Campylobacter turlerinin
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varligi saptanarak mevsimsel dagilimi incelenmis
ve elde edilen kultiirlerden C. jejuni’nin ceuE geni
kullanmlarak PCR
amaclanmistir.

ile dogrulanmasinin yapilmasi

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmis ve iki asamadan olusmustur. Birinci
asamada, orneklerde termofilik Campylobacter
tlrlerinin varligi klasik kiltir teknigi ile belirlenmis,
ikinci asamada ise klasik kiiltlir teknigi ile
C. jejuni olarak belirlenen izolatlarin, PCR teknigi ile
dogrulamasi yapilmistir. Bu amagcla, ¢alismanin birinci
asamasinda farkli iki 160 adet pilic boyun derisi ile
160 bagirsak icerigi alinmistir. Ayrica piliclerin kesime
geldigi kiimeslerden alinan 32’ser adet yem ve su
ornegini iceren toplam 384 materyalde, klasik kiltir
teknigi kullanilarak termofilik Campylobacter’lerin
varligr arastinlmistir. Mevsimsel farkliigin etkisini
belirlemek amaciyla kiimeslere sicak (Mayis, Haziran,
Temmuz, Agustos) ve soguk aylarda (Kasim, Aralik,
Ocak, Subat) ikiser kez gidilmis ve her bir gidiste
10 boyun derisi, 10 bagirsak icerigi ile ikiser adet
yem ve su ornegi alinmistir. Alinan tim o6rneklerde,
termofilik Campylobacter tirlerinin izolasyon ve
identifikasyonda zenginlestirme islemine dayali ISO
(The International Organization for Standardization,
10272) yontemi kullamlmistir (6). Bu kapsamda, 25g
ornek 225ml Bolton broth icerisinde 24 saat 42°C’de
mikroaerofilik olarak inkiibe edilmistir. inkiibasyonu
takiben bir 6ze dolusu on zenginlestirme alinarak
CCD (Charcoal Cephaperazon Dezoxycholate) agara
cizilmis ve mikroaerofilik olarak 48 saat 42°C’de
inkibasyona birakilmistir. Takiben Campylobacter
spp acisindan tipik koloniler kanli agara aktarilmis
24 saat 42°C’de mikroaerofilik olarak inkiibe edilmis
ve buradan da Mueller Hinton Agar’da nalidiksik
asit ve sefalotin antibiyotik direnclilikleri yoniinden
incelenmistir. Takiben hippurat analizi yapilarak
hippurat pozitif, nalidiksik asite duyarli sefalotine

direncli suslar C. jejuni olarak kabul edilmistir. Tum
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asamalarda pozitif kontrol amaciyla C.jejuni (ATCC
33291,) ve negatif kontrol amaciyla Escherichia coli
(ATCC 25922,) kullamlmistir.

klasik  kulttr
teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen suslarin PCR

Calismanin  ikinci asamasinda,

teknigi ile dogrulamast yapilmisti. PCR  islemi
icin Gonzales ve ark. (1997) tarafindan onerilen
ceuE geni JEJ1:5’CCTGCTACGGTGAAAGTTTTGC’3
JEJ2:5’GATCTTTTTGTTTTGTGCTGC’3 amplifikasyonu
kullamlmistir (5).

Bu amacla, -70°C’de muhafaza edilen suslar
coziindiikten sonra, 1-2 o6ze dolusu materyal on
zenginlestirme CCD agara gecilerek, 42°C’de 24-48
saat sureyle mikroaerofilik kosullarda inkiibasyona
birakilmisti. CCD agarda ureyen koloniler 1 ml
steril bidistile su icerisinde siuispanse edilip, 95°C’de
10 dakika sureyle su banyosunda tutulmustur. Su
4°C’de 10.000

rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek DNA ekstraksiyonu

banyosundan cikartilan ornekler,

saglanmistir. Gonzales ve arkadaslari’nin onerdigi
protokol geregi toplam 25 pl hacimde optimum
konsantrasyonlar su sekilde kullanilmistir (5): 50 mM
KCl, 10 mM Tris-HCL (pH 8.3), 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM
deoksiriboniikleotid karisimi, 1 pM her bir primerden,
0.5 U Taq polymerase. Tum karisim bir ependorf tiipe
konularak, lizerine 2 pl DNA ornegi ilave edilerek
mineral yag ile kapatilmistir. Ornekler 151 dongiisii
cihazinda (Biometra Personel Cycler) 30 dongu
(94 °“C’de 30 saniye, 57 °C’de 30 saniye, 72°C’de 1
dakika, 94 °C’de 3 dakika ve son asamada 72 °C’de
5 dakika, 4°C’de muhafaza) gecirecek bicimde
tutulmustur. takiben PCR
urunlerinden 10 pl alinarak, 2 pl fikol brom fenol

Bunu amplifikasyon

mavisi ile boyanmistir. Elektroforez (Biometra
Agagel Maxi, B15359) islemi, 1 pl/ml etidyum bromid
iceren % 1.5 agaroz jelde, 100 volt altinda (Biometra
Powerpack P25) bir saat yuritilerek yapilmistir.
Daha sonra agaroz jel transilumiinatore (Biometra
TI1 UV) aktarilmis, DNA Marker yardimiyla ceuE’nin
793 bp’lik amplifikasyon driinleri ile karsilastirilarak

degerlendirilmistir (5).

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi
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Mikrobiyolojik analiz bulgularimin istatistiksel
degerlendirilmesi icin Ki Kare Testi kullanilmistir. Bu
amacla SPSS (11.5) istatistik hazir paket programi
kullamilmustir. Istatistiksel analizler 6rneklerden izole
edilen C. jejuni verileri dikkate alinarak mevsimsel ve
isletmeler arasindaki farkliliklar yoniinden yapilmistir

(SPSS, versiyon 11.5, Ref. N0:9024147)

BULGULAR

Bu calisma, 2004 ve 2005 wyillarinda sicak
aylar (Mayis, Haziran, Temmuz, Agustos) ve soguk
aylarda (Kasim, Aralik, Ocak, Subat) iki farkli pilic
kesimhanesinde gerceklestirilmistir. Alinan toplam
384 ornekte (160 adet pilic boyun derisi, 160 adet
pilic bagirsak icerigi, 32 adet su ve 32 adet yem

ornegi) klasik kiltiir yontemi kullanilarak termofilik

Campylobacter tiirlerinin  varligi  arastirilmstir.
Klasik kultur yontemiyle C. jejuni olarak belirlenen
izolatlarinin ~ PCR  teknigi ile  dogrulanmasi
yapilmistir.

Bu kapsamda incelenen toplam 384 6rnegin 248
(% 64.58)’inin, termofilik Campylobacter tirleri ile
kontamine oldugu saptanmistir.

160 boyun derisi Orneginin 138 (% 86.25)’i
termofilik Campylobacter tiirleri ile kontamine oldugu
ve bunlarin da 122 (% 76.25)’sinin C. jejuni oldugu
belirlenmistir. Ayrica 160 bagirsak icerigi 6rneginin
106 (% 66.25)’sinin termofilik Campylobacter tirleri
ile kontamine oldugu ortaya konulmus, bunlardan
82 (% 51.25)’sinde C. jejuni oldugu saptanmistir
(Tablo 1).

Tablo 1. termofilik
Campylobacter ve C. jejuni kontaminasyon duizeyleri

Piliclerden alinan  orneklerde

Campylobacter
spp. saptanan
ornek sayisi
(%)

C. jejuni
saptanan
ornek sayis1 (%)

Ornek Tipi (n)

PiLICLERDE CAMPYLOBACTER JEJUNI

Kimeslerden toplanan sekizi kase suluk, 24’G
damla suluk sisteminden olmak lizere alinan toplam
12.5)
Campylobacter turleri saptanmistir. Kase suluklardan

32 su Orneginin dordiinde (% termofilik
alinan sekiz 6rnegin dordiiniin (% 50), termofilik

Campylobacter tirleri ile kontamine oldugu

saptanmasina karsin damla suluklardan alinan
orneklerin hicbirinde (% 0) termofilik Campylobacter
tird belirlenememistir. Kiimes suluklarindan saptanan
dort termofilik Campylobacter tirinden ucgunin

C. jejuni oldugu ortaya konmustur.

Yemlerden yapilan analizlerde hic termofilik
Campylobacter bulunamamistir.

Her iki
bagirsak icerigi ile 16’sar su ve yem ornegi olmak

isletmeden alinan 80’er boyun ve
lzere toplam 192’ser ornegin sicak aylarda 116
(% 60.42)’sinda soguk aylarda ise 91 (% 47.40)’inde
C. jejuni saptanmistir (Tablo 2). Sicak aylarda alinan
orneklerde C. jejuni kontaminasyonu, soguk aylara
oranla daha yuksek duzeyde (% 14.20) bulunmustur.
istatistiksel yonden yapilan analizde de mevsimsel
farkliigin 6nemli oldugu (p=0.0021) belirlenmistir.

isletmelerden farkli aylarda toplanan érneklerin
kontaminasyon durumu Sekil 1’de ozetlenmistir.

Bu calismanin ikinci asamasinda, klasik kultur
teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen suslarin PCR
teknigi ile dogrulanmasi yapilmistir. Klasik kiltir
yontemleriyle identifiye edilen 207 C. jejuni susunun
171 (% 82.00)’i PCR teknigi ile de dogrulanmistir.
Elde edilen PCR sonuclarindan bazilar1 érnek olarak
Sekil 2’de sunulmustur.

Tablo 2. Piliclerden alinan orneklerde saptanan C. jejuni
kontaminasyonunun mevsimsel dagilimi

Pozitif ornek/Analiz edilen ornek (%)

Sicak Aylar Soguk Aylar
Ornek tipi C. jejuni C. jejuni
Boyun derisi 57/80 (71.25) 65/80 (81.25)

Bagirsak icerigi 56/80 (70.0) 26/80 (32.50)

Boyun Derisi (n=160) 138 (86.25) 122 (76.25) Suluk drnekleri 3/16 0/16
Barsak icerigi (n=160) 106 (66.25) 82 (51.25) Yem 6rnekleri 0/16 0/16
Toplam (n=320) 244 (76.25) 204 (63.75) Toplam 116/192 (60.42)  91/192 (47.40)
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Sekil 1. iki farkli pilic kesimhanesinde ve farkli érneklerde saptanan termofilik Campylobacter tiirleri ve C.jejuni

kontaminasyonunun mevsimsel dagilimi.

Sekil 2. Piliclerde saptanan C.jejuni suslarindan elde edilen PCR amplifikasyon urlnleri ornekleri. [1 ve 20 DNA marker,
2-4-5-9-10-11-13-18 negatif sonug, 3-6-7-8-12-16-17-19 pozitif sonuglar, 15 pozitif kontrol, 14 negatif kontrol (bidistile su)].

Toplam 384 ornekten 1220 adet termofilik
Campylobacter susu izole edilmistir. izole edilen
suslarin ISO yontemine gore yapilan tanmimlama
testleri sonucunda 649’unun C. jejuni, 515’inin
C. coli, 56’simin C. lari oldugu saptanmistir.

TARTISMA

Jorgensen ve ark. yaptiklarnn calismada, 181
boyun derisi 6rneginin 157 (% 86.74)’sinde termofilik
Campylobacter tiirlerinin varligim rapor etmislerdir
(7). Benzer sekilde, Berndtson ve ark. kesim sirasinda

ornekledikleri 100 adet pilice ait boyun derisi, karin
boslugu ve gogiis etinde termofilik Campylobacter
turlerinin ortalama % 83 diizeyinde bulunmasinakarsin,
boyun derisi orneklerinde termofilik Campylobacter
tlirlerinin % 89 diizeyinde bulundugunu bildirmislerdir
(8). Berrang ve ark. svap teknigi ile aldiklarn 120
gogiis derisi 6rneginin 95 (% 79.16)’inin termofilik
Campylobacter tirleri ile kontamine oldugunu
bildirmislerdir (9). Rivoal ve ark. 10’ar adet pilic
boyun derisi 6rnegini gruplandirarak, tek érnek olarak
kabul ettikleri calismada 20 grup incelemisler ve bu

Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 6 1
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gruplardan 18 (% 90)’inin termofilik Campylobacter
tiirleri ile kontamine oldugunu bildirmislerdir (10).

Rivoal ve ark. 10’arli gruplar halinde aldiklar 20
adet boyun derisi orneginin (n=200) 16 (% 80)’sinda
C. jejuni kontaminasyonu saptamislardir (28). Ono
ve Yamamoto ise, pilic kesimhanesinden ic organ
cikartma islemini takiben aldiklan, 44 pilic karkas
orneginde C. jejuni kontaminasyonunun % 77.8
diizeyinde oldugunu bildirmislerdir (11).

Bu calismanin bulgularyla

Cox ve ark. tarafindan yapilan calismada 35 adet

uyum gosteren,

siiriden alinan toplam 875 adet diski Grneginin,
542 (% 62)’sinin termofilik Campylobacter turleri ile
kontamine oldugu bildirilmistir (12). Kesimhanelerden
alinan bagirsak icerigi orneklerinde termofilik
Campylobacter turleriyle kontaminasyon Uzerine
yapilan calismalarda, Musgrove ve ark. % 63.30,
Saleha (13, 14) % 72.63 diizeylerinde kontaminasyon

bildirilmis olup, bu calismanin sonuclari ile uyumludur.

Bagirsak icerigi orneklerinde C. jejuni’nin Diker
ve ark. % 42.70, Diker ve ark. % 50.70, Beery ve ark.
% 55.60, Diker ve Yardimci % 39.10, Stern ve ark.
% 40.90, Saleha % 51.50, Shreeve ve ark. % 53, Herman
ve ark. % 54 ve Berrang ve ark. % 63 dizeyinde
bulundugu  bildirilmis  olup,  arastirmacilarin
sonuclar ile bu calismanmin bulgulan genelde uyum

gostermektedir (15-23) .

Berndtson ve ark. yaptiklann calismada, 18 pilic
kiimesine ait kase suluk ve damla suluk sistemlerinden
aldiklann su orneklerinden sadece kase suluklarda
% 21.00 diizeyinde kontaminasyon oldugunu rapor
etmislerdir (24). Yapilan baska bir calismada ise pilic
kiimeslerindeki kase suluklardan alinan 300 adet svap
orneginin 90 (% 31.00)’1nn, termofilik Campylobacter
tirleri ile kontamine oldugu bildirilmistir (9). Bu
calismada,
orneklere iliskin bulgular, baska bir calismada damla

damla suluk sistemlerinden alinan
suluk sistemlerinden alinan orneklere iliskin bulgularla
ile uyumludur (24). Aym sekilde, bu calismada kase

suluklarda saptanan bulgular (% 50.00), Berndtson
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ve ark. ile Berndtson ve ark. (25) bulgularindan (%
21-31) yiiksek olup, bu farkliigin muhtemelen Grnek
sayisi ile kiimes hijyeninden kaynaklanmis olabilecegi
dusunulmistur (24-25). Benzer sekilde, yapilan bazi
calismalarda da (24-26) kase suluklardan alinan su
orneklerinin hicbirinde termofilik Campylobacter
tlrtiniin bulunmadig1 rapor edilmistir. Ancak, Jones
ve ark. calismalarinda kase su orneklerinde termofilik
Campylobacter tirinin bulunmamasinin beklenmedik
bir sonuc oldugunu ve bunun kiimes icerisindeki ol
piliclerin bulundurulmamasiyla iliskili olabilecegini
bildirmistir (25). Aymi sekilde, Evans ve Sayers’de
100 suruye ait kumeslerden alinan, kase klorlu su
orneklerinin hicbirinde termofilik Campylobacter
tlirtnin bulunmadigini bildirmislerdir (27) .

Berndtson ve ark. pilic kimeslerindeki kase
suluklardan aldiklari, 300 adet siirlinti Orneginin
72 (% 24)’sinde C. jejuni saptamislardir (9). Aym
sekilde baska bir calismada da 18 pilic kiimesinin
kase suluk ve damla suluk sistemlerinden alinan su
orneklerinden sadece, kase suluklarda % 18 diizeyinde
C. jejuni kontaminasyonu oldugu bildirilmistir (24).
Bu calismada, kimeslerden alinan 32 adet yem
orneginin hicbirinde termofilik Campylobacter tiri
bulunamamistir. Benzer sekilde yapilan calismalarda,
Jones ve ark. ile Pearson ve ark. kiimeslerden aldiklan
sirastyla 10 ve 18 adet yem d&rneginde, termofilik
Campylobacter turl saptayamamislardir (9, 26). Yine,
Berndtson ve ark. da 18 adet kimesten aldiklari yem
orneklerinin hicbirinde, termofilik Campylobacter

tlrtnin bulunmadigini rapor etmislerdir (9).

Klasik kiiltiir teknigi ile C. jejuni olarak belirlenen
suslarin, PCR teknigi ile dogrulandigi calismalarda
elde edilen veriler arasinda farkliliklar bulundugu
gorilmektedir. Baz1 arastirmacilar, PCR teknigi ile
dogrulamasin1 yaptiklart C. jejuni suslarinin PCR
tekniginde % 100 diizeyinde oldugunu bildirmislerdir.
Bubaglamda, Gonzalez ve ark. ceuE genine 6zgli primer
ile yaptiklari calismalarinda, 12 adet C. jejuni susunun
tamamini (% 100) PCR tekniginde saptamislardir (5).
Ayni sekilde baska bir calismada kiiltiir teknigi ile pilic
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bagirsak icerigi ve karacigerlerden izole ettikleri C.
Jjejuni suslarinin tamaminin (% 100) ceuE gen sekansini
tasidiklarin1  belirlemislerdir (29). Benzer sekilde,
Wang ve ark. da ceuE genine 6zgui primer ile yaptiklan
calismada, 70 adet C. jejuni susunun tamaminin
(% 100) multipleks PCRile dogrulandigini bildirmislerdir
(30). Nayak ve ark. pilic kesimhanelerinden aldiklan
bagirsak icerigi, karaciger ile diyareli hastalarin
diski orneklerinden izole edilen C. jejuni suslarinin,
ceuE gen sekansini kullanarak PCR islemiyle % 97’sini
dogrulamislardir (30). Arastirmacilar ayrica, yiksek
MgCl2 konsantrasyonlar (3.5 mM) ile elde edilen PCR
urunlerinin, elektroforez sonucunda daha belirgin
bantlar olusturdugunu vurgulamislardir. Wang ve ark.
ceuE genine 6zgii primer kullanarak yaptigi PCR islemi
sonucunda, kiiltir tekniginde pozitif olarak belirlenen
suslarin % 8’nin PCR tekniginde dogrulanmadigin
bildirmislerdir (31). Arastirmacilar negatif sonuclarin
muhtemelen sirasinda

nedenini, ekstraksiyon

koloniyle alinan besiyerlerinden kaynaklandigin
belirtmislerdir. Nitekim Ng ve ark. da besi yeri
iceriginde bulunan pepton ve agar kalintisinin,
PCR (riinlerinin olusmasini inhibe ettigini ortaya

koymuslardir (31).
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klasik kiltur
C. jejuni olarak belirlenen 207 susun 171 (% 82)’i

Calisma sonucunda, tekniginde

PCR tekniginde de dogrulanmistir. C. jejuni’nin
tanimlamasinda onem arz eden hippurat hidrolizi
ve antibiyotik direnclilik testlerinin, glivenirliligi
diistik oldugundan yanmiltic1 sonuclar olabilecegi g6z
onunde bulundurulmalidir. Bu nedenle, termofilik
Campylobacter tirlerinin belirlenmesinde, tirlere
ozgli primerler ile PCR tekniginin daha hizli ve
olacagi Halk sagligi

yoniinden ucuz protein kaynagi olan kanatli etine olan

guvenilir dusunulmektedir.
talep yiikselmekte buna karsilik bu talebi karsilayacak
hijyenik Uretilmis arz saglanamamaktadir. Ciftlikten
sofraya bulasma kaynaklarinin ortaya konulmasi halk
sagligi yoniinden katma deger saglamaktadir.
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OZET

Amag: Bu calismada, insan ve hayvan viicudu ile bitkiler lzerinde veya cevresinde
yasayan, besin kaynaklarinin liretim, depolanma ve tiiketimi sirasinda besin degerini distiren
ya da zarara ugratan bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi canli formlarinmin yikic1 etkilerini
azaltmak icin kullanilan kimyasal maddeler olan sentetik pestisitlerden piretroid insektisit
tetrametrinin, albino fare (Mus musculus)’lerde serum proteinleri (albumin, a-globulin,
B-globulin ve y-globulin) lizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yontem: Tetrametrinin subletal dozlarn (250 ve 500 mg/kg/giin) 4-8 haftalik farelere 13
hafta siireyle ve agiz yoluyla verilmistir. Deney sonunda, farelerin kalplerinden alinan kan
ornekleri Durheim tiplerine konarak, 20-25 °C’de 45 dakika boyunca pihtilasmaya birakildiktan
sonra, sogutmali santrifijde (+4 °C), 7000-7500 rpm’de ve 15 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Santifuj isleminden sonra elde edilen yaklasik 20-30 pl serum orneklerindeki serum
proteinlerinin analizi seliiloz asetat elektroforez yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular: Calisma sonunda, kontrol grubu, aseton grubu ve tetrametrinin uygulandig
T1 ve T2 gruplarimin serumlarindaki albumin, a-globulin, B-globulin ve y-globulin diizeyi
bakimindan disi ve erkek bireyler arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir fark bulunmadigindan
(p>0.05) gruplar aras1 karsilastirmalarda cinsiyet farki goz oniine alinmamistir. Aseton
uygulanan farelerin serum protein sonuclarinin da kontrol grubundan istatistiksel olarak
farkli olmadig1 tespit edilmistir (p>0.05). Tetrametrin uygulanan gruplarin (250 ve 500 mg
tetrametrin/kg/gilin) sonuglari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda; albumin, a-globulin ve
B-globulin miktarlarinda meydana gelen degisikligin istatiksel acidan 6nemsiz; buna karsin
her iki grupta da y-globulin miktarinda, kontrol grubuna gore meydana gelen azalmanin
istatiksel acidan 6nemli oldugu belirlenmistir. T1 ve T2 gruplarinin sonuclari kendi aralarinda
karsilastinldiginda ise albumin, a-globulin ve B-globulin miktarlar bakimindan farkin 6nemsiz
(p>0.05), T2 grubundaki y-globulin miktarindaki azalmamin, T1 grubuna gore istatistiksel
acidan 6nemli (p<0.05) oldugu bulunmustur.

Sonug: Bu calismada tetrametrinin, test grubu deneklerinin serum proteinlerinden
y-globulin’in miktarinda azalmaya neden oldugunun saptanmistir. y-globulin miktarindaki
gozlenen degisikligin, s6z konusu insektisitin canli viicudunda humoral bagisikligi olumsuz
yonde etkileyebilecegi disiiniilmektedir. Dislik dozlarda da olsa bilingsiz ev ici insektisit
kullaniminin insan sagligina zararlari konusunda daha ileri arastirmalar yapilmalidir.

Anahtar Sozciikler: Sentetik piretroid, tetrametrin, Mus musculus, serum proteinleri

* Bu calisma bilim uzmanligi tezinin bir bolimuddir.

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi 2010; 67 (2): 65-71 65



Cilt 67 m Say12 m 2010 TETRAMETRIN’iN SERUM PROTEINLERINE ETKISi

ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to determine the effects of the synthetic pyrethroid insecticide tetramethrin,
which is one of the chemicals used to minimize the negative effects (decrease of nutritional value during production,
storage and consumption of food sources) of insects, rodents, wild herbs and fungus living on and/or around human and
animal body and plants, on serum proteins (albumin, a-globulin, B8-globulin and y-globulin) of albino mice (Mus musculus).

Method: Sub lethal dosages (250 and 500 mg/kg/day) of tetramethrin were given orally to mice of 4-8-weeks, for a
period of 13 weeks. At the end of the study, blood was collected by heart puncture, and then put into Durheim tubes
to coagulate at 20-25°C for 45 minutes. Tubes were centrifuged (+4 °C) at 7000-7500 rpm for 15 minutes, after which
approximately 20-30 pl serum was collected. The analysis of the serum proteins was established by cellulose acetate
electrophoresis assay.

Results: At the end of the study, gender gap analysis was not taken into consideration between male and female mice,
since there were no statistically significant difference (p> 0.05) between the levels of the albumin, a-globulin, B-globulin
in the serum of the control group, acetone group and tetramethrin applied T1 and T2 groups. It was determined that the
results of serum proteins of mice in the acetone applied group were not statistically different from the control group
(p> 0.05). Changes of the amounts of the serum albumin, a-globulin and B-globulin in the tetrametrin applied groups (250
and 500 mg tetramethrin / kg / day) compared to the control group were statistically insignificant, whereas the results of
the y-globulin were statistically significant in both groups. The results of albumin, a-globulin and B-globulin quantities are
compared between T1 and T2 groups and it were statistically insignificant (p> 0.05). On the other hand it was found that
decrease in the amount of y-globulin was statistically significant in T2 group compared to the T1 group results (p <0.05).

Conclusion: In this study it was found that tetramethrin causes a decrease on the amount of y-globulin in the test
group. It is thought that the alteration of y-globulin caused by this insecticide has specifically a critical impact upon
humoral immunity and further investigations should be done about the harmful effects of the unconscious use of this
household insecticide, even at low doses, to the human health.

Key Words: Synthetic pyrethroid, tetramethrin, Mus musculus, serum proteins

GIRIS

Pestisitler, yerinde, uygun dozlarda ve bilincli
halk saglig
bakimindan aclikla savasta,

olarak kullanildiginda, ve tarimsal
riinlerin  korunmasi
ekonomik faydalar saglayan kimyasallardir. Buna
karsin, genis alanlarda biraktiklan kalintilarla su,
toprak ve hava Kkirliligine neden olarak ekolojik
dengeyi bozmaktadirlar. Ayrica cesitli yollarla (agiz,
solunum ve deri) canli vicuduna girerek cok dusuk
miktarlarinda dahi zamanla cesitli organlarda birikmek
suretiyle organizmanin normal isleyisini olumsuz
yonde etkileyerek istenmeyen bazi durumlarin ortaya

cikmasina neden olmaktadirlar.

Pestisitler icinde zararlilara karsi en yaygin

olarak kullanmlan grup, insektisitlerdir. Dunyada

kullanilan insektisitlerin %30’nu sentetik piretroidler
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olusturmaktadir ve hedef organizmaya karst cok
toksik, kuslar ve memelilere kars1 az toksik olmalan
nedeniyle siklikla tercih edilmektedirler (1). Sentetik
piretroidler, toksik etkilerini
boceklerdeki sodyum kanallan uzerinde gostererek,

memeliler ve/veya

periferik ve merkezi sinir sistemlerindeki aksonlan
etkileyen sinir sistemi zehirleridir (2).

Sentetik piretroid grubundan bir insektisit olan
tetrametrin, 1964 yilinda sentezlenmis ve ilk kez
1965 yilinda piyasaya strilmistir. Cogunlukla ev
zararlilarinin kontroli icin aerosol ve spiral sinekkovar
seklinde kullanilmalari, ayrica diger insektisidler
ve sinerjistler ile kombine olarak hazirlanmalan
nedeniyle insanlarin bu insektisitlere maruz kalmasi
kacimlmazdir (2).
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Kanin 100 graminda 7 g kadar plazma proteini vardir
ve bunun %93’Unu serum proteinleri olusturmaktadir.
Bu proteinler, serum albumin ve serum globulinlerdir.
Kan plazmasinin osmotik basincini saglayan en onemli
proteinlerinden biri olan serum albumin; ilag, pigment,
katyon, anyon vb. maddelerin tasinmasinda rol oynar.
Ayrica cozinmeyen globulinlerin ¢oziinmesine ve
dengelenmesine de yardim eder. Kan plazmasinin
osmotik basincim saglayan ikinci derecede onemli
proteinler olan serum globulinleri, elektroforez ile
a, B ve y-globulin olarak uc¢ fraksiyona aynlirlar.
Bunlardan y-globulinler, immiinoglobulin (Ig) olarak
adlandinlan proteinleri icerirler ve bu proteinler
viicut savunmasinda humoral (sivisal) bagisiklikta
onemli rol oynarlar (3-5).

Bilimsel literatiirde, degisik insektisit gruplarinin,
cesitli deney hayvanlarinin serum proteinleri veya
humoral bagisiklik sistemi lizerine etkileri ile ilgili
cok sayida calisma bulunmasina karsin (6-9), sentetik
piretroid grubu insektisitlere ait calisma sayisi
daha azdir (10-12). Bu nedenle calismada, sentetik
piretroid grubu bir insektisit olan tetrametrinin,
albino farelerde serum proteinleri lizerine etkilerinin

belirlenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Bu arastirmada, Hacettepe Universitesi Fen
Fakultesi

Laboratuvari’nda yetistirilen, 19-27 g agirtiklarindaki

Biyoloji Bolimi, Deney Hayvanlan

erkek ve disi albino fareler  kullamlms;

beslenmelerinde deney siiresince pelet yem ve
cesme suyu kullamlmistir.  Calisma  siresince
laboratuvarin sicakligi 25+5°C ve nisbi nem %65+5

olarak ayarlanmistir.

Bu calismada kontrol, aseton ve tetrametrin

gruplan olmak Ulzere dort farkli deney grubu
olusturulmustur. Calismada tetrametrinin, 250 mg/kg
(T1 grubu) ve 500 mg/kg (T2 grubu)

farkli iki subletal dozu denenmistir. Tetrametrinin

olmak uzere

aktif maddesi asetonda cozilerek 250 ve 500 mg/
kg’lik dozlar hazirlanmis, farelerin agirliklarina gore,
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her giin yemlerine toplam 0.1 ml emdirilerek gunlik
olarak agiz yoluyla verilmistir. Her iki doz icin ¢
disi ve uc erkek olmak lzere toplam alti adet fare
kullamlmistir.  Ciftlesmeyi onlemek icin erkek ve
disiler ayn ayr1 kafeslere konulmus, bir kafeste en
fazla lc fare bulundugundan, her doz icin iki kafes
kullamlmistir.  Aynm1 uygulama, kontrol ve aseton
gruplan icin de yapilmistir. Kontrol grubu farelerde
sadece yem ve cesme suyu kullanilirken, aseton grubu
farelere cesme suyu ile birlikte aseton emdirilmis
yem verilmistir. Tetrametrin ve aseton gruplan icin
onceden hazirlanan yemler soguk ve karanlik bir
odada muhafaza edilmis; cozicu olarak kullanilan

asetonun buharlasmasi saglanmistir.

Calisma sonunda, fareler dietil eter ile anestezi
altina alinmis ve kalplerinden 0.5-1.0 ml arasinda
Alinan
tlplerine konmus, 20-25°C’de, 45 dakika pihtilasmaya

kan alinmistir. kan ornekleri; Durheim
birakildiktan sonra, sogutmali santrifiijde (+4 °C),
7000-75000 rpm’de, 15 dakika santrifuj edilmistir.
Santrifij edilen kan orneklerinden elde edilen
yaklasik 20-30 pl’lik serum, elekroforez islemine

kadar -20 °C’lik sogutucuda saklanmistir.

Serum orneklerinin analizi icin, Kohn tarafindan
gelistirilen “Seluloz Asetat Elektroforez Yontemi”
kullamlmistir (5).

Serum proteinlerine gore; dozlan, cinsiyetleri ve
hem doz hem de cinsiyet faktorlerinin etkisi altindaki
gruplan karsilastirmak amaciyla, “Tek ve iki Yénlii
Varyans Analizi” uygulanmistir. Kontrol, aseton ve
deney gruplan arasinda fark saptandigi zaman, farkli
olan grup veya gruplan saptamak amaciyla “Duncan
Testi” kullamlmistir. Onem derecesi biitiin testler icin
p<0.05 olarak kabul edilmistir (13).

BULGULAR

13 haftabk calisma sonunda, seluloz asetat
elektroforez yontemi ile saptanan serum protein
miktarlari, Tablo 1’de gosterilmistir. Buna gore kontrol

grubu, aseton grubu ve tetrametrinin uygulandig1 T1
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ve T2 gruplarinda serumdaki albumin, a-globulin,
B-globulin ve y-globulin dizeyi bakimindan disi
ve erkek bireyler arasinda istatistiksel acidan
onemli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Bu nedenle
gruplar aras1 yapilan karsilastirmalarda cinsiyet
farki goz onune alinmamistir. Gruplar arasindaki
degerlendirme sonuclart Tablo 2’de gosterilmistir.
istatiksel degerlendirmeler Tablo 2’deki sonuclara

gore yapilmistir.

Aseton grubu: Bu gruba ait farelerin serum
protein sonuglari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel acidan onemli bir farkin olmadig tespit
edilmistir (p>0.05) (Tablo 2).

Tetrametrin grubu: T1 ve T2 grubu serum protein

sonuclari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda

albumin, a-globulin ve B-globulin  miktarlan

bakimindan farkin o6nemsiz (p>0.05), buna karsin
y-globulin miktarinda meydana gelen azalmanin
istatistiksel onemli  (p<0.05)

acidan oldugu

bulunmustur (Tablo 2).

T1 ve T2 grubu serum protein sonuclan kendi
aralarinda karsilastinldiginda, albumin, a-globulin
ve B-globulin miktarlar1 bakimindan farkin onemsiz
(p>0.05), T2 grubundaki
azalmanin, T1

y-globulin miktarindaki
grubuna gore istatistiksel acidan
onemli (p<0.05) oldugu bulunmustur (Tablo 2).

TARTISMA

Bu calismanmin sonucglan, tetrametrinin T1 ve
T2 gruplarinin albino farelerin serum albumin,
a-globulin, B-globulin ve y-globulin miktarlarinda bir
takim degisiklikler meydana getirdigini gostermistir.
Bu degisikliklerden sadece, y-globulin miktarinda
meydana gelen azalmanin istatistiksel acidan onemli
oldugu, diger degisikliklerin ise istatistiksel acidan
onemsiz oldugu bulunmustur.

Yapilan literatur arastirmalarinda, tetrametrinin

albino farelerde, dogrudan serum proteinleri
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uzerine etkileriyle ilgili, herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Bundan dolay1 calisma sonuclan,
baska insektisit gruplan ve diger sentetik piretroid
grubu insektisitlerle yapilan benzer calismalarla

karsilastintmstir.

Wassermann ve arkadaslarinin klorluhidrokarbonlu
insektisitlerden dieldrin ve gama BHC ile yaptiklar
destekler niteliktedir. Bu
arastincilar erkek tavsanlara Salmonelle typhi
edildikten
miktarinin arttigini, hayvanlara dieldrin ve gama

calisma, bulgularimzi

enjekte sonra, serum Y-globulin
BHC uygulamasindan sonra ise y-globulin miktarinda
azalma oldugunu tespit etmislerdir (6). Benzer bir
calisma Street ve Sharma tarafindan DDT ve Arachlor
1254 ile yapilmis, bu ilaclarin subletal dozlarnyla
(0.184, 0.92, 2.10 ve 6.54 mg/kg/glin), dort hafta
boyunca beslenen tavsanlarda, y-globulin miktarinin
azaldig1 tespit edilmistir (7). Klimova, heptaklor
uygulanan sicanlarda y-globulin miktarinda azalma
oldugunu belirtmistir (8). Sunulan bu calismada da
yukaridaki calismalara benzer olarak, tetrametrinin
T1 ve T2 gruplarinin her ikisinde de, y-globulin

miktarinda azalma oldugu saptanmistir.

Bircok arastiricinin, pestisitlerin deney
hayvanlarinda bagisiklik sistemi {izerine etkileri ile
ilgili calismalarinda elde ettikleri bulgular, buradaki
sonuclarla paralellik gostermektedir. Wassermann
ve arkadaslar’min yaptiklar calismada, Salmonella
ve koyun kirmizi kan hiicrelerine kars1 bagisiklanmis
tavsanlar, 38 gun suresince p,p-DDT ile beslenmis,
bu siire sonunda tavsanlarda immin cevabin
yavasladigi; sadece Salmonella asilanmis tavsanlarla,
p,p-DDT ve Salmonella’ya maruz kalmis tavsanlar
karsilastinldiginda, p,p-DDT ve Salmonella grubunda,
toplam serum y-globulin miktarinin onemli derecede
azaldigr saptanmistir (9). Sentetik piretroidlerden
bagisiklik

Desi ve

sipermetrinin  (cypermethrin) tavsan

sistemine etkileri ile ilgili calismada,

arkadaslar, bu ilacin doza bagli olarak serum antikor
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miktarinda azalmaya neden oldugunu bulmuslardir
(10). Tulinska ve arkadaslari, super sipermetrinin
subakut dozlarina (12.5, 8.75 ve 4.38 mg/kg/gln)
maruz birakilan sicanlarda, ilacin disiik dozlarinin
bagisiklik sistemi Uzerine hicbir olumsuz etkisinin
olmamasina karsin, yiksek dozlarda onemli olumsuz
etkilerinin oldugunu saptamislardir (11).

Bilgili ve arkadaslan, bir sentetik piretroid tirevi
olan deltametrinin albino farelerde humoral bagisiklik
ve bazi kan parametreleri Uzerine etkileri ile ilgili
calismalarinda, 30 gun sire ile verilen deltametrinin,
bagisiklik sistemini baskiladigim, fakat l6kosit disinda
kan parametrelerini etkilemedigini belirlemislerdir
(12). Bilgili ve arkadaslari’min yaptiklann bir diger
calismada, belirli sure (28 giin) ve dozlarda verilen
organik fosforlu insektisit klorprifos (10, 20, 40 ve
80 mg/kg.ca/guin) ve diklorvosun (30, 60 mg/kg.ca/
giin) albino farelerde humoral bagisiklik Uzerine
etkisi arastirilmis ve deney sonunda icme suyu ile
birinci donemde, 80 mg/kg.ca/gun klorprifos, ikinci
donemde 40 ve 80 mg/kg.ca/gun klorprifos ile 60
mg/kg.ca/gun diklorvos verilen gruplarin humoral
bagisiklik sisteminde anlamli bir baskilanma tespit
edilmistir (14).

Das ve Mukherjee, sipermetrinin iki sub-letal
konsantrasyonuna (0.014 ve 0.003 ppm), 15, 30 ve 45
guin suiresince maruz birakilan buyiik hint sazanlarinda
(Labeo rohita), her iki konsantrasyonda da 30 ve 45
glin sonunda toplam serum protein diizeyinde azalma
oldugunu saptamislardir (15).

Al Sahhaf, 12 glin siresince organik fosforlu

insektisitlerden sumithiona (fenitrothion) maruz
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biraktigi (60 albino
toplam serum protein miktarinda disis oldugunu

belirmektedir (16).

mg/kg/gun) farelerde,

Devens ve arkadaslari, pestisitlere maruz kalan
canlilarda herhangi bir zehirlenme belirtisi gorilmese
dahi, bagisiklik
bunun da viral,

sisteminin  baskilanabilecegini,

bakteriyel ve diger bulasic
hastaliklara yakalanma tehlikesini arttirabilecegini,
ayrica bagisiklik sisteminin baskilanmasinin, timar
olusumunu etkilemesi bakimindan onemli oldugunu

ileri sirmektedir (17).

Thomas ve House, pestisitlerin toksik etkileri
bagisiklik
ispat edilmis ©nemli bir hedef organ oldugunu

bakimindan sisteminin gecerliligi

ileri stirmektedirler. Ayrica hayvanlarla yapilan

calismalarinda, nispeten kisa sureli de olsa

pestisitlere maruz kalmanin, bagisiklik sisteminin
fonksiyonunu bozdugunu, dolayisiyla bu hayvanlarda
timor olusumu ve enfeksiyona duyarliign arttirdigim
belirtmektedirler. Buna Kkarsin,

asin  duyarlibk

reaksiyonlar1 haric, pestisitlere maruz kalmayla,

bagisikik sisteminde meydana gelen fonksiyon
bozukluguna bagli olumsuz saglik etkilerinin,
insanlarla olan baglantisini  gosteren kanitlarin

yetersiz oldugunu bildirmektedirler (18).

Bu calisma sonunda, cogunlukla ev zararlilarinin
kontrolu icin aerosol ve spiral sinekkovar seklinde
evlerdeyogunolarakkullanilmakta olan tetrametrinin,
farelerde humoral bagisikliktan sorumlu serum
y-globulin miktarinin azalmasina neden olmasinin,
doza bagli olarak bagisiklik sistemini baskilayabilmesi

bakimindan 6nemli oldugu disiiniilmektedir.
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OZET

Amac: Demodex sp., insanlarin ozellikle yuz bolgesinde yaygin olarak bulunan,
eriskini solucana veya puroya benzeyen patojenik mekanizmasi tam olarak bilinmeyen
insanin kalic1 ektoparazitidir. Calismamiz bir lisede 6grenim goren yabanci uyruklu erkek
ogrencilerde Demodex sp. yayginligin1 arastirmak amaciyla yapilmistir.

Yontem: Calisma, Kayseri Germirli Anadolu imam-Hatip Lisesi’nde &grenim goren
yabanci uyruklu erkek ogrenciler iizerinde yiritilmustiir. Calisma Oncesi parazit ve
yontem hakkinda her bir 6grenciye bilgi verilmistir. Bilgilendirme sonrasi, 6grencilerin
yuzlerinden; oOzellikle burun koki, cene alt1 ve alin bolgesinden selofan-bant yontemi
ile alinan orneklerin mikroskobik incelemesi yapilmistir. Verilerin istatistiksel analizi icin
Pearson ki-kare testi kullamilmis ve p < 0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.

Bulgular: Calismaya alinan 6grencilerden Arnavutluk, Gana, Giircistan, Kamerun ve
Kirgizistan’dan gelenlerde parazit saptanmis digerlerinde ise saptanamamistir. Yaslan
15 ile 21 (yas ortalamasi: 17.52+1.36) arasinda degisen, 347 erkek 6grenci incelenmistir
ve dokuz (%2.7)’unda Demodex sp. belirlenmistir. 19 yas ve lzeri 6grencilerde parazit
goriilme oram 18 yas alt1 6grencilere gore daha yiiksek bulunmakla birlikte, yas ile parazit
goriilmesi arasindaki iliskinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Sonug: insandan insana yakin temas ile bulasan bu parazit saglikli bireylerde de
bulunabilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Demodex sp., yabanci uyruklu 6grenciler, Kayseri.

ABSTRACT

Objective: Demodex sp., permanent ectoparasite of human, is especially found in
the face of people and the adult mites are like worm and cheroot shape. Pathogenic
mechanism is not known exactly. Our study was carried out in order to investigate the
frequency of Demodex sp. among foreign male students in a high school.

Method: The study was conducted Germirli high school in Kayseri among foreign male
students. Before the study, information about parasite and study methods were given
to each student. After informed consent, cellophane-tape preparations were taken from
student’s face, especially from the base of the nose, underside of the jaw and the sides
of the forehead were examined microscopically. Pearson’s chi-square test was used for
statistically analyze and p<0.05 value was considered significant.
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YABANCI UYRUKLU OGRENCILERDE DEMODEX

Results: Demodex sp. was found in the student’s from Albanian, Ghana, Georgia, Cameroun and Kirghizistan, not found
in students from other countries. 347 male students, ages between 15 and 21 (average: 17.52+1.36), were investigated and
Demodex sp. was found in 9 (2.7%). Incidence of Demodex sp. was higher in the students older than 19 years than in the
students under the age of 18. However, correlation between the ages and parasite incidence was not statistically significant

(p>0.05).

Conclusion: This parasite transmitted by close contact from person to person can be found in healthy individuals.

Key Words: Demodex sp., foreign students, Kayseri

GIRIS

Demodex sp. tum dinyada insanlarin ozellikle
yuz bolgesinde yaygin olarak bulunan, patojenik
mekanizmas1 tam olarak bilinmeyen bir akarciktir.
Eriskini solucana veya puroya benzeyen bu akar,
insanin kalic1 ektoparazitidir. Bu cinsin Demodex
folliculorum ve Demodex brevis olma uzere iki
tird insan vicudunda yerlesmektedir. Bu akarlarin
insandan insana yakin temas ile bulastigi bildirilmistir
(1-4).

Patojenik rolu hala tartismali olmakla birlikte
rosecea, akne vulgaris, perioral dermatit, seboreik
dermatit ve blefarit patogenezinde onemli rolleri
olduklar bildirilmistir. Bununla birlikte bircok yazar
tarafindan kismen non-patojen olarak degerlendirilen
bu akarlarin deride meydana gelen hastaliklara
zemin hazirlama acisindan potansiyel bir risk
olabilecegi kanis1 yaygindir (1,3-5). immun sistemin
baskilandig1, immunsupressif ila¢ kullanan hastalarda
ve immiinolojik reaktivitenin disiik oldugu orta
yasli ve yasli kisilerde enfeksiyonun agir olabilecegi

bildirilmistir (6).

insan viicudunda yanak, cene, alin, boyun, dis
kulak yolu, sirt, kalca, g6glis, meme ucu ve genital
bolgelerdeki
derinin yag bezlerinde yasadig1 bildirilmistir. Tamida

kil folikillerinde, kil diplerinde ve

selofan-bant, deri kazintisi, punch biyopsisi ve
standart yiizeyel deri biyopsisi (SYDB) gibi yontemler

kullanilmaktadir (1,4,6).

Calismamiz, farkli Ulkelerden gelip Kayseri’de
bir lisede 6grenim goren ogrencilerde Demodex sp.
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yayginligin1 arastirmak ve elde edilen sonuclan
yapilan
amaciyla yapilmistir.

ulkemizde calismalarla  karsilastirmak

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, sadece vyabanci uyruklu erkek

ogrencilerin Germirli
Anadolu [mam-Hatip Lisesi 6grencileri iizerinde

yuritulmustdar.

ogrenim gordiigli  Kayseri
Calismaya baslamadan once her
ogrenciye parazit ve yontem hakkinda bilgi verilmis
ve ogrencilerin yiizlerinden, selofan-bant yontemi ile
ornek alinmistir.

Selofan-bant yontemi icin daha iyi yapisan ve
daha iyi sonuc alindigini saptadigimiz seffaf koli bandi
kullamlmistir. Koli bandi yaklasik 1x5 cm ebadinda
kesilerek kisinin yiiz derisine ozellikle burun koki ve
alin bolgesine yapistinilip ¢ikarildikdan sonra kisinin
kimlik bilgilerinin yazili oldugu temiz bir lam {izerine
yapistinlmistir. Toplanan selofan-bant preparatlan,
Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji
Anabilim Dali’nda 151k mikroskobunda x100 ve x400
biyltmede incelenmistir.

Verilerin istatistiksel analizi icin Pearson ki-kare
testi kullanilmis ve p < 0.05 degerleri anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR

Calismamiza, yaslarn 15 ile 21 (yas ortalamasi:
17,5+1,3)
katilmistir. Ogrencilerin yiizlerinden; 6zellikle burun

arasinda degisen, 347 erkek o6grenci
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koku, cene alt1 ve alin bolgesinden alinan 6rneklerin
mikroskobik incelemesi yapilmis ve dokuz (%2,7)’unda
Demodex sp. saptanmistir (Sekil 1,2).

Calismaya alinan 6grenciler icerisinde; Arnavutluk,
Gana, Giurcistan, Kamerun ve Kirgizistan’dan gelen
ogrencilerde parazit saptanmis digerlerinde ise
saptanamamisti. Demodex sp. goriilme sikliginin
ogrencilerin uyruklarina gore dagilimi Tablo 1’de
gosterilmistir.
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Calismamizdaki Ogrenciler 18 yas istii ve alti
olmak Uzere iki gruba ayrilarak yasa gore parazit
varlig1 da arastinlmis ve elde edilen goriilme oranlan
Tablo 2’de gosterilmistir. 19 yas ve iizeri 6grencilerde
parazit gorilme oran1 daha yuksek bulunmakla
birlikte, yas ile parazit goriilmesi arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir
(X?=0,550; p=0,458).

Sekil 2. Selofan-bant preparatinda Demodex sp.(x 40 bliyiitme)
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Tablo1. Uyruklarina gore ogrencilerde Demodex sp.

goriilme sikligi

Demodex sp. (+)

Ulke Toplam 0
%
Afganistan 34
Arnavutluk 30 3,3
Azerbaycan 16
Bosna-Hersek 18
Bulgaristan 5
Burkina Faso 1
Endonezya 10
Gana 8 25
Glrcistan 60 5
Hindistan 5
Kamerun 2 50
Karadag 1
Kazakistan 21
Kenya 7
Kirgizistan 16 6,25
KKTC 23
Kongo 1
Kosova 10
Madagaskar 4
Makedonya 15 6,6
Mogolistan 12
Nijerya 7
Pakistan 9
Raunda
Sirbistan 12
Tanzanya 3
Tayland 9
Uganda 3
Toplam 347 2,7

Tablo 2. Yasa gore 6grencilerde Demodex sp. goriilme

sikligi
Demodex sp. goriilen
Yas
n %
18 yas ve alt1 (n: 267) 6 2.24
19 yas ve usti (n: 80) 3 3.75
Toplam (n: 347) 9 2.59

X?=0,550; p=0,458
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YABANCI UYRUKLU OGRENCILERDE DEMODEX

TARTISMA

Demodex enfestasyonunun bitin dunyada yaygin
oldugu, wrk ve cinsiyet farki gostermedigi ancak
yasla dogru orantili olarak arttigi belirtilmistir (7).
ilk olarak 1841 yiinda Henle ve Berger tarafindan
bildirilmis olup, 1982 yilinda Simon tur ozelliklerini
tanimlamistir (2,8). Yurdumuzdaki ilk olgu Saygi ve
arkadaslan (9) tarafindan perianal bolgeden selofan-
bant yontemi ile hazirlanan preparatin incelenmesi
ile saptanmistir.

Turk ve arkadaslari (10), kronik blefarit ve
D.folliculorum iliskisini arastirmak amaciyla 48
blefaritli, 48 saglikli olmak iizere 96 kisiden kirpik
ornekleri almislar ve saglikli bireylerin %4.16’sinda
D.folliculorum saptamislardir. Emre ve arkadaslarinin
(11) Behcet hastaligi ve D.folliculorum arasindaki
iliskiyi arastirmak icin yaptiklar bir calismada kontrol
grubu olarak sistemik ve okiler bir rahatsiziigi
olmayan 131 kisinin yanagindan SYDB ydntemi ile
ornek almislar ve kontrol grubunda %10 pozitiflik
bulmuslardir.

Ozcelik ve arkadaslarimin (6), kronik bdbrek
yetmezligi olan ve immun sistemi baskilanmis
kisilerde D.folliculorum goriilme sikliginin arastirmak
amaciyla yaptiklar bir calismada 47 hasta ile aktif
spor yapan 38 saglikli kontrol grubunda yanak ve
kirpiklerinden  ornekler alarak incelemislerdir.
Calismaya alinan 47 hastanmin altisimin (% 12,76)
gozkapagl kirpik folikiiliinde, 12’sinin (% 25,53)
yiiziinde D.folliculorum gozlenirken, kontrollerde 38
bireyin ikisinin (% 5,26) gozkapag kirpik folikiiliinde,
yedisinin (% 18,42) ise yiziinde D. folliculorum
saptamislardir. Baysal ve arkadaslarinin (12) 101 akne
vulgarisli ve 50 saglikli bireyden selofan-bant yontemi
ile aldiklan orneklerde, akne vulgarisli hastalarin
%11.8’inde D.folliculorum saptadigi, fakat kontrol
grubunda hicbirinde D.folliculorum bulunmadig
bildirilmistir. Yazar ve arkadaslar (13), 171 Universite
ogrencisi Uzerinde selofan-bant yontemiyle yaptiklan
bir calismada % 2,9’luk pozitiflik saptarken, Ding ve
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Huang (14), 613 lise 6grencisinin dis kulak yolu salgisini
incelemis ve % 11.58’lik pozitiflik saptamislardir.

Calismamizda, 347 lise Ogrencisinin %2,7’sinde

Demodex sp. saptanmistir. Kontrol ve calisma

gruplarindan elde edilen benzer calismalarla

karsilastinldiginda bu oran selofan-bant yontemi
kullanilan calismalara gore yiksek olmasina karsin
deri biyopsisi yontemi kullanilan calismalara gore
dusuk bulunmustur. Yazar ve arkadaslarinin ayni yas
grubunda, ayn1 bolgeden, ayni yontemi kullanarak
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yaptiklan
calismada

calismada saptadiklari yayginlik, bu

elde edilen pozitiflikle uyumluluk

gosterirken, Ding ve Huang’in (14) elde ettigi oran
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OZET:

Amac: Ki-67, tumor icerisindeki prolifere hiicreleri gosterebilen bir antikordur. Ki-
67 fraksiyonunun daha yiiksek oldugu tiimorler, daha agresif seyretme egilimindedirler ve
bu vakalarda vaskiiler invazyona, kotl proliferasyona ve metastaza daha sik rastlanir. Bu
calismada kolorektal ve mesane karsinomlarinda proliferasyon belirteci olarak kullanilan Ki-
67’nin seréz ve miisindz over kanserlerinde timor proliferatif indeksi olarak kullanilabilirligi
ve prognoza etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Yontem: Bu calismada, 1996-2000 yillan arasinda, yaslari 17-82 arasinda, jinekolojik
onkoloji kliniginde opere edilen, patolojik olarak ser6z veya miisin6z over karsinomu tanisi
alan 51 olgu degerlendirilmistir. Patolojideki materyaller rutin doku takip islemlerinden
gecirildikten sonra hazirlanan parafin bloklardan 5 mm’lik kesitler yapilmis ve hematoksilen
eozinle (HE) boyanarak degerlendirilmistir. Operasyon sonrasi alinan tiimor orneklerinin
rutin patolojik islemlerden sonra streptoavidin-biotin ortaminda primer antikorlar ile Ki-67
imminreaktivitesi degerlendirilmistir.

Bulgular: Patolojik olarak seroz over karsinomu tanisi alan 29 olgu ve misindz over
karsinomu tanisi alan 22 olgu, stage, grade ve lenf nodu tutulumu acisindan degerlendirilmistir.
Seroz tumorlerin % 48’i (n=14) Ki67 pozitif saptanirken, musinoz timorlerde % 68 (n=15) Ki
67 pozitifligi saptanmistir. Seroz tiimorlerde Ki-67 indeksi 13,05; miisindz timorlerde ise
22,2 olarak tespit edilmistir (p=0,072). Tumoriin histolojik tipi ile Ki-67 indeksleri arasinda
korelasyon saptanamamistir. Ki-67 immiinoreaktivitesi ile ser6z ve miisin6z over karsinomlari
arasinda stage, grade ve lenf nodu tutulumu iliskisi arastinlmistir. Stage artisina paralel
olarak Ki-67 reaktivitesi artarken (p<0.001); lenf nodu tutulumu, grade ve timorin histolojik
tipi ile korelasyon saptanamamistir (p>0.05).

Sonug: Seroz ve musinoz karsinomlarin stage’i artikca Ki-67 immunreaktivitesi ve
proliferatif indekslerinin arttigi bulunmustur. Buna karsin grade, lenf nodu tutulumu ve
histolojik timdr tipi ile Ki-67 reaktivitesi arasinda baglanti saptanmamistir. Bu bulgular
esliginde seroz ve miisindz over kanserlerinde proliferasyon markeri olarak Ki-67 ekspresyonu
kullaniminin duyarli bir yontem olmadigi sonucuna varilmistir. Seréz ve misin6z over
kanserlerinde proliferasyon markeri olarak Ki-67 kullanimi uygun goriilmemekle beraber daha
genis sayida randomize calismaya gerek bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Seroz over karsinomu, miisindz over karsinomu, Ki-67, proliferasyon
indeksi
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ABSTRACT

Objective: Ki 67 is a antibody which could be showed proliferation in the cells. High Ki 67 expression of some tumors
have been more aggressive clinical progression, poor prognosis, more vascular invasion and more metastasis than Ki 67
negative tumors. In this study, it was aimed to determine the possibility of using Ki-67, which shows proliferation in serous
and mucinous ovarian tumors, as a tumor proliferation index and effect on prognosis.

Method: The correlation between Ki-67 and primary antibodies was examined in 51 cases, ages 17-82, which were in the
period 1996-2000 pathologically diagnosed, by the routine processes of the pathological preparates in streptoavidin-biotin
environment, to have serous and mucinous ovarian carcinomas. Pathologic determination was made Hematoxlene Eosine
painting after the routine preparing.

Results: It were diagnosed as serous(n=29) and musinous(n=22) which was determined according to stage, grade and
lymph node involment. Ki 67 seropositivity was estabilished in 48 % (n=14) of serous and 68 % (n=15) of musinous tumors.
Ki 67 indexes were found 13,05 in serous and 22,2 in musinous ovarian tumors(p=0,072). There was no correlation between
tumour histology and Ki 67 indexes. Correlations between immunoreactivity of Ki-67 and the stage, grade and lymph node
metastasis in serous and mucinous ovarian carcinoma were determined. Ki-67 indexes were increased as tumor stage was
increased (p<0.001). However, no correlation was found between Ki-67 immunoreactivity, tumor grade and lymph node
involvement (p>0.05).

Conclusion: It was determined that as the stage of the serous and mucinous ovarian carcinomas are increased, Ki-
67 immunoreactivity and proliferation index are also increased. On the other hand, grade, lymph node involvement and
histological tumor type were not correlated with Ki-67 reactivity. As a result, Ki-67 can not be used as a sensitive tumor
proliferation index in serous and mucinous ovarian carcinomas. It isn’t found suitable that Ki 67 as proliferation marker in
ovarian serous and musinous tumors but It needs to more widely randomized study about this issue.

Key Words: Serous ovarian carcinomas, mucinous ovarian carcinomas, Ki-67, proliferation index

GIRIS

Over kanserlerinin yaklasik % 90" goriiliirler (5-8). invazif kanserlere ise siklikla 50-70

epitelden ve mezotelden gelismektedir. Tum kanser

¢olomik
yas arasindaki kadinlarda rastlanir (8-10).

turlerinden kadin 6lim nedenleri arasinda besinci 1983 yiinda ilk kez Gerdes ve arkadaslan
sirada, jinekolojik kanserler arasinda birinci sirada  Almanya’da GO hiicre bélinme fazi hari¢ tim
bulunan over kanserine her yil yaklasik 100,000 hiicre sikluslarinda niikleusta mevcut olan bir

kadindan 15 ila 25’ i yakalanmaktadir (1-3). nilkleer antijene karsi monoklonal Ki-67 antikoru
gelistirmislerdir  (10). Ki-67,
prolifere hucreleri gosterebilen bir antikordur. Ki-

67 fraksiyonunun daha yiiksek oldugu tiimorler, daha

timor icerisindeki

Neoplazik doniusim hiicreler genetik olarak
onkogenlere yatkinlik ve/veya onkojenik ajanlara

maruz kalmasi sonucu olusmaktadir (4). ) o .
agresif seyretme egilimindedirler ve bu vakalarda

vaskiiler invazyona, kot proliferasyona ve metastaza
daha sik rastlanir (11).

Epitelyal over kanserlerinin %75’ i histolojik
olarak seroz tiptedir. Daha az gorllenler musinoz

(% 20), endometrioid, seffaf hicreli, brenner ve Bu calismamizda proliferasyon marker’i olan Ki-

67’nin gastrointestinal, meme, hematolojik kanserler
malignite potansiyeli olan border line timorlerdir. 4o sekilde

andiferansiye karsinomlardir. Onemli bir grup ise diisiik

proliferasyonu  basarili gostermesi

En sk 30-50 yas kadinlarda gorulen border line gorulen
tiimorler cok uzun siire gizli kalma egiliminde olup
ve ozellikle premenapozal donemde olan kadinlarda
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nedeniyle seroz ve musin0z over kanserlerinde stage,
grade, timor tipi ve lenf nodu tutulumu ile K-67’nin
iliskisi arastinlmstir.
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GEREC VE YONTEM

Hastanemizde Ocak 1996 ile Ocak 2000 tarihleri
arasinda seroz ve misinoz over tumoriu tanisi alan,
yaslar1 17-82 arasinda degisen 51 olgunun parafin blok
ve lamlan degerlendirmeye alinmis ve olgularin 29
tanesinde seroz karsinom, 22 tanesinde ise misinoz
karsinom belirlenmistir.

Olgulardan alinan ameliyat sonrasi materyaller
%10’ luk
laboratuvarina gonderilmistir. Patoloji laboratuvarindaki
doku
gecirildikten sonra parafin bloklar hazirlanmis ve bu
bloklardan 5mm’lik kesitler yapilarak hematoksilen
eozinle (HE) boyanarak degerlendirme yapilmistir.

formalinle fikse edilerek patoloji

materyaller  rutin takip  islemlerinden

Tumorler klinik ozellikleri ile baglantili olarak
grade, stage, metastaz ve tumor tipi acisindan
degerlendirilerek, DSO (Diinya Saglik Orgiitii) ve
FIGO
and Obstetrics) kriterlerine gore simflandinlmistir

(International Federation of Gynecology

Cilt 67 WM Say12 m 2010

Her olgu icin bir negatif kontrol kullanilmis, pozitif
kontrol icin ise daha énce boyanma ozelligi saptanmis
olan meme karsinomu, tonsil ve endometrial karsinom
olgularindan alinan materyaller kullanilmistir.

Istk mikroskobu ile yapilan degerlendirmede Ki-
67 icin 100 tumor hucresi sayilmis  (10’luk buyutme
alaninda) ve niikleer boyanma gosteren 0-5 timor
hiicresi icin negatif ( -), 5-15 tumor hicresi icin (+),
15-25 tumor hicresi icin (++), 25 ve lUizerindeki tumor
hiicresi icin (+++) olarak degerlendirme yapilmistir.

Elde edilen veriler istatistiksel olarak “Ki-Kare
“Mann-Whitney U testi”,
testi”, “Kruskal-Wallis testi” ve korelasyon testi
kullanilarak karsilastinlmistir.

testi”, “Fisher’s Exact

BULGULAR

Patolojik olarak seroz over karsinomu tanisi alan
29 olgu ve musinoz over karsinomu tanisi alan 22
olgu, stage, grade ve lenf nodu tutulumu acisindan

1 degerlendirilmistir.  Olgularin stage ve grade
(12). dagilimlan Sekil 1’de verilmistir.
14
14 1
2
12 T 11
10
10 A
8 8
2 8 -
=
] W serdz
=] 6 6
o 6 - 5 W misinéz
4
4 -
2 -
0
0 T T T T T T 1
stagel  stage2 stage 3 staged  gradel grade2 grade3

Sekil 1. Olgularin stage ve grade dagilimi
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Ser6z tiumorlerin % 48’i (n=14) Ki67 pozitif
saptanirken, miisinoz tumorlerde % 68 (n=15) Ki 67
pozitifligi saptanmistir (Sekil 2).

16 1

14 4

12 1

10 4
W Serdz

sayl

8 -
B Misindz

Ki67(+) Ki67(-)

Sekil 2. Olgularin Ki67 pozirtifligi

Seroz ve misindz over tumorlerinde,
arttikca paralel olarak Ki-67 indekslerinin arttig
belirlenmistir. Bu korelasyon istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur (p=0.0008) (Sekil 3).

stage
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Sekil 3. Stage’lere gore Ki 67 indeksleri

OVER KANSERLERINDE Ki-67

Serdz ve misinoz over timorlerinde, grade ile Ki-
67 indeksleri arasinda anlamli iliski saptanamamistir
(p=0,068) (Sekil 4).
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12 1
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=]

72 22
6,3
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Ki 67 indeksi
(=2}

~
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Sekil 4. Grade’lere gore Ki 67 indeksleri

Seroz tuimorlerde Ki-67 indeksi 13,05; miisinoz
tumorlerde ise 22,2 olarak tespit edilmistir (p=0,072).
Tumoriin histolojik tipi ile Ki-67 indeksleri arasinda
korelasyon bulunamamistir.

Ki-67  pozitifligi
over

Lenf tutulumu ile
degerlendirildiginde,
timorlerinde lenf nodu tutulumu ile Ki-67 pozitifligi
arasinda anlamli bir iliski saptanamamistir (p=0,066)

(Sekil 5).

nodu

seroz ve musinoz
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Sekil 5. Lenf nodu tutulumu ve Ki 67 pozitifligi
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TARTISMA

Over kanserlerinin tamist glnimizde kadin
saglig1 acisindan onemli bir sorun teskil etmektedir.
Bu olgularin yaklasik 2/3’G ileri evrelerde tam
alabilmekte ve bunun neticesi olarak da tedavi
kisitlanmakta, mortalite oranlar yiikselmektedir. (1-
3). Epitelyal over karsinomlar1 tiim over kanserlerinin
yaklasik % 80’ini olusturmakta olup kanserlerinin %

75’1 seroz ve % 20’si misinoz histolojidedir (9).

Over kanserindeki semptomlarin non spesifik
gastrointestinal semptomlar olmasi nedeniyle ancak
konabilmektedir (13-16). Ki-

67 non-histon nikleer ve ileri derecede bazik bir

ileri evrelerde tam
proteindir. 10g25’de lokalize Ki-67 geninin fonksiyonu
Antijenin % 90"
niikleolde, % 10’u ise niikleoplazmada bulunur. Ki-

kesin olarak bilinmemektedir.

67 proteini iceriginde fazla miktarlarda glutamik
asit, prolin, serin, trionin bulunur ve bu o6zelligi
nedeniyle cok hizli katabolize olur. Yar1 omri cok kisa
olup, yaklasik bir saattir. DNA icerigine bakilmaksizin
herhangi bir siklus fazinda bulunan tum hicreler Go
fazina girebildigi icin Ki-67 fraksiyon tayinlerinin bir
timorin prolifere hiicre komponenti ile ilgili anlaml
bilgiler verebilmektedir (11).

Yar1 omru cok kisa (yaklasik bir saat) ve non histon
niikleer bir protein olan Ki-67 timor icerisindeki
prolifere hiicreleri gosterebilen bir antikordur. DNA
icerigine bakilmaksizin herhangi bir siklus fazinda
bulunan tim hiicreler Go fazina girebildigi icin Ki-
67 fraksiyon tayinleri bir timorin prolifere hiicre
komponenti ile ilgili anlamli bilgiler verebilmektedir.
Ki-67 fraksiyonun daha yiiksek oldugu tiimorler daha
agresif seyretme egilimindedir. Yiiksek Ki-67 saptanan
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olgularda vaskiler invazyon, daha kotu proliferasyon
ve daha sik metastazlar gorulmustur (11).

Sengupta ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
epitelyal ovaryan karsinomlarda Ki-67 ekspresyonu
ile FIGO stage ve yasam siiresi ile iliskili oldugu
saptanmis ve Ki-67 ekspresyonu prognostik bir faktor
olarak bildirilmistir. Buna karsin grade ve tUmorin
tipi ile iliski saptanamamistir (17). invazif vulvar
karsinomlu olgularda yapilan baska bir calismada
ise Ki-67 ekspresyonunun kotu prognoz ve yasam
siiresinde azalma ile iliskili oldugu saptanmistir
(18,19). Seroz ve miisinoz over karsinomlarinda Ki-
67 indeksleri karsilastinldiginda anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu kanserle arasinda karsinomlarda
lenf nodu tutulumu ile Ki-67 immunoreaktivitesi
arasinda korelasyon saptanmamistir. Ki-67 indeksinin
spesifik olarak ser6z veya misinoz kanserlerle iliskisi
bulunamamuistir.

Seroz ve miisinoz over kanserlerinde stage arttikca
Ki-67 proliferatif indekslerinin anlamli derecede
(p<0.001).

ile Ki-67 reaktivitesi

arttigr  goriilmistiir Ancak histolojik

grade arasinda korelasyon
saptanmistir (p>0.05). Salbesen ve arkadaslarinin
yaptigi calismada endometrial karsinoma da FIGO
histolojik grade ile Ki 67

ekspresyonu korelasyonu saptanmis olup prognostik

stage, histolojik tip,
faktorler arasinda belirtilmistir (20, 21). Mesane ve
kolorektal karsinomlarda yapilan calismalarda benzer
calismalara rastlamlmistir (10, 11).

Bu bulgular esliginde seroz ve misinoz over
kanserlerinde proliferasyon markeri olarak Ki-67
kullanim1 uygun gorilmemekle beraber daha genis
sayida randomize calismaya gerek bulunmaktadir.

3.Yavuz H, Tezcan S, Erk A. Kadin genital kanserleri.
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OZET

Genomik, herhangi bir organizmanin yapisal ve islevsel fonksiyonlarim kodlayan tim
genlerini tanimlar, bu genlerin birbirleri ve cevre ile etkilesiminin kontrolund inceler. Calisma
alanlarina gore genomik yapisal ve fonksiyonel genomik olmak lizere iki gruba ayrilmaktadir.
Yapisal genomik ise genetik ve fiziksel haritalama ve DNA baz dizilerinin belirlenmesi
yontemleriyle organizmalarin genetik bilgilerinin ortaya cikarilmasini saglar. Fonksiyonel
genomigin amaci da genlerin ekspresyonunu bicim, miktar ve zaman acisindan genom
diizeyinde inceleyerek genlerin fonksiyonlarinin 6grenilmesinin yaninda organizma agisindan
oneminin anlasilmasina da yardimci olmaktadir. Proteom; belli bir zaman ve mekanda bir
organizmanin sahip oldugu ve ifade ettigi tiim farkli proteinlerin bir toplamidir. Proteomik; belli
bir zamanda belli bir yerde bulunan tiim proteinlerin yapilarini, yerlesimlerini, miktarlarini,
translasyon sonrasi modifikasyonlarini, doku ve hiicrelerdeki islevlerini, diger proteinlerle
ve makro molekiillerle olan etkilesimini aydinlatir. Metabolomik; belirli bir zaman diliminde
dokularda, hicrelerde ve fizyolojik swvilarda lipid, karbohidratlar, vitaminler, hormonlar
ve diger hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan kiiciik molekiilli metabolitlerin yiiksek verimli
teknolojiler kullanilarak saptanmasi, miktarinin belirlenmesi ve tanimlanmasidir. Genomik ve
proteomik “ne olabileceginin” metabolomik ise “gercekte ne oldugunun” bilgisini verir. Bu
nedenle, tuim metabolitlerin ayrintili ve kantitatif olcimi (metabolomik) hastalik teshisi veya
toksik ajanlarin fenotip lzerindeki etkilerini arastirmada en ideal yontemdir. Bu derlemede
genomik, proteomik ve metabolomik konularinda da detaylica bilgiler verilmistir. Ayrica,
insan genomunun sifresinin cozilmesi; yani DNA bazlarimin dizilis sirasinin belirlenmesi,
dogustan var olan yeteneklerimiz ile bazi davranis ve hastaliklara yatkinligimizin bilinmesinin
saglamasina yardimci olan ‘insan Genom Projesi’ ve ‘insan Metabolom Projesi’ hakkinda da
genis bilgi verilmistir.

Anahtar Sozciikler: Genomik, proteomik, metabolomik

ABSTRACT

The genomics determines the whole functional and structural genes of an organism,
investigates the control of gene interactions with each other and the environmental factors.
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Genomics is divided into two groups as functional and structural genomics. Structural genomics provides to reveal
the genetic information of organisms by genetic and physical mapping and DNA base sequencing methods.
The aim of functional genomics is to facilitate to understand the gene functions in terms of organisms by analyzing
the gene expression, in terms of conformation, concentration and time on genome level. The proteome is the entire
complement of total proteins including produced and expressed proteins by an organism in a particular time and
place. The proteomics enlightens the structures, localizations, concentrations, post-translational modifications,
cell and tissue functions and the interactions with the other proteins and macro molecules of all the proteins
in a particular time and a place. The metabolomic is to determine the concentration of the small-molecule
metabolites of lipids, carbohydrates, vitamins, hormones and other cell components in cells, tissues and physiological
liquids by using high efficient technology in a particular time. Genomics and proteomics give information about
‘what is happening’ while metabolomics investigates ‘what really happens’. Therefore, metabolomics is the best
method for investigation of quantitative measurement, illness diagnosis or the effects of toxic agents on phenotype.
Detailed information about proteomics and metabolomics is given in this review. Also, extensive information is
given on The Human Genome Project and The Human Metabolom Project which help to reveal illness predispose
and behaviours, our natural gifts, human genome decoding (determination of DNA base sequence).

Key Words: Genomics, proteomics, metabolomic

GIRIiS

Kalitimin temel fiziksel ve islevsel birimi Genomik sayesinde farkli  organizmalara
olan gen, genom dizisinde yeri tanimlanabilen, ait genetik  bilgiler  karsilastirilabilmekte,
transkripsiyonu yapilan, diizenleyici ve/veya organizmalar arasindaki benzerlikler evrimsel

fonksiyonel bolgeleri olan bir bolgedir (1). dizeyde arastirilabilmekte ve organizmalarin
Genom; bir organizmanin kromozomlarinda urettikleri proteinlerin cesitleri, sayilan ve
bulunan genetik sifrelerin tamamim simgeler, Puntarn  fonksiyonlart hakkinda  bilgi  sahibi

Genom terimi, ilk kez 1920 yilinda Alman botanikci olunabilmektedir. Calisma alanlarina gore genomik

yapisal ve fonksiyonel genomik olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir.

Hans Winkler tarafindan tanimlanmistir (2). Ancak
bu terim 1986’ya kadar pek kullanilmamistir.
Genetikci Thomas Roderick bu terimi, genomun 1.1 Yapisal Genomik

haritalanmasi, sekanslanmasi ve karakterizasyonunu

tammlamak icin 8nermistir (3). Yapisal genomik; genetik ve fiziksel haritalama

ve DNA baz dizilerinin belirlenmesi yontemleriyle

1. GENOMIK organizmalarin  genetik  bilgilerinin  ortaya

cikarilmasini saglar (5).
Genomik; herhangi bir canlinin biitlin yapisal ve

Genom haritalamasi; genlerin kromozomlar

islevsel fonksiyonlarini kodlayan tiim genlerini teker

teker tammlayarak bu genlerin birbirleri ve cevre tizerinde bulundugu yerlerin (lokus) gosterilmesidir.

ile etkilesim ve iletisimlerini, zaman, yer ve miktar Genom haritalamast hem genetik hem de fiziksel

olarak Uretim ve aktivasyonlarinin kontroliini haritalama yontemleri ile yapilabilmektedir.

butunsel olarak inceleyen ve ortaya c¢ikan bilgiyi
bilgisayar veritabanlarinda isleyen, anlamlandiran
ve saklayan bilim dali olarak tanimlanir (4).
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bir diizene oturtmak amaciyla hazirlanan grafiksel

bir haritadir. Kisaca genomun matematiksel
analizi olarakda bilinen bu yontemde genlerin
kromozomlar uzerindeki lokalizasyonlarinin
bulunmasinda molekiiler biyolojik yontemler ve bir
dizi karmasik istatistiksel analizler kullanilir (6).
Ozellikle genetik hastaliklarin saptanmasi alaninda
son derece yararli bir yontem olarak karsimiza
cikmaktadir. En genel anlami ile lokalizasyonu
aranan gen ile lokalizasyonu bilinen bir genetik
belirleyicinin (marker) kusaklar arasinda birlikte

kalitilmasinin test edilmesi esasina dayanir.

“Fiziksel
parcalara ayirarak
yapay kromozomlari (YAC) veya bakteri yapay
(BAC) gibi vektorlere aktarilarak
her kromozomun bir kitapliginin olusturulmasi ve

DNA’nin
maya

haritalama”  genomik

timunu kozmid,
kromozomlari

tim kromozomlar diizeyinde birbirini takip eden
klonlarin belirlenmesi ile olusturulan bir haritadir
(6). Fiziksel ya da molekiiler haritalar, genomik
DNA’nin klonlanmis parcalarinin dizenlenmesiyle

olusturulurlar ve baz cifti sayllarina gore
ayarlanmislardir. Genetik haritadan farki, direkt
olarak DNA’y1  olusturan bazlarin  sirasinin

belirlenmesidir. Boylelikle genlerin fiziksel yapilan
kesin olarak ortaya konabilmektedir.

Cok fiziksel
gelistirilmistir. Bunlardan enonemlilicui: Restriksiyon

sayida haritalama yontemi
endoniikleazlarinca taninan dizilerin pozisyonlarinin
belirlendigi restriksiyon haritalamasi, marker iceren
bir probun hibridizasyonu ile marker bolgelerinin
haritalandigi floresan in situ hibridizasyon ve PCR
ile genomik DNA fragmentlerinin incelenerek kisa
sekanslarin haritalandig1 etiketli sekans bolgesi

(STS) haritalamasidir.

DNA dizi analizi (DNA sekanslama); DNA’nin
nikleotid saptanmasi
gelmektedir. Bu islem baz1 asamalardan olusmakta

dizisinin anlamina
olup oncelikle DNA’nin restriksiyon enzimleriyle
parcalanmasi gerekmektedir. Klonlama asamasinda
DNA 2-200 kb’lik diziler halinde cogaltilir. Daha
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elektroforezi
saglayan

sonra fluoresan maddeler ve jel
kullanilarak DNA dizisinin okunmasini
dizileme asamasi gelmektedir. En son olarak da bu
dizilerin bilgisayarda bir araya getirilmesi islemleri
ile sonlandirir.

DNA dizi analizi, gen yapisi ve genetik kontrol
mekanizmalar1 hakkinda bircok bilgi edinmemizi
1940’larda DNA baz kompozisyonu
saptama yontemleri bulunmasina karsin DNA’daki

saglamistir.

niikleotid dizilislerinin dogrudan kimyasal analizi
1960’larda gelistirilip kullanilmaya baslanmistir.
Ornegin, 1965’te Robert Holley, 75 niikleotidlik
bir tRNA molekiliniin dizisini bir yillk bir calisma
(7). 1970’lerde daha
etkin ve dogrudan niikleotid dizi analizine yonelik

sonucu saptayabilmistir
yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Herhangi bir
organizmadan cok miktarda saf DNA fragmanlan
DNA
tekniklerinin gelismesine paralel olarak dizi analizi

elde edilmesini saglayan rekombinant

yontemlerinin kullanim1 da artmistir.

DNA dizi analizinde birbirinden farkli iki yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler; Maxam ve Gilbert’in
kimyasal kirilma yontemi (8) ve Sanger-Coulson’un
zincir sonlanma yontemidir (9).

DNA baz dizilimi; taksonomi ve tir belirleme
calismalari, sosyal bilimlerde antropoloji alaninda
diinya
uzerindeki hareketleriyle ilgili arastirmalar, adli

insan  topluluklarinin ~ dagilimlari  ve

tip alaninda suclunun belirlenmesine yonelik
calismalar ve de belli ozelliklerle iliskili genlerin ya
da gen parcalarinin belirlenmesine yonelik calisma

alanlarinda kullanilabilmektedir.

1.2 Fonksiyonel Genomik

Fonksiyonel  genomigin  amaci; genlerin
ekspresyonunu, bicim, miktar ve zaman acisindan
genom diizeyinde inceleyerek genlerin
fonksiyonlarinin 6grenilmesinin yaninda organizma
acisindan oneminin anlasilmasina da yardimci

olmaktadir (5).
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Transkriptom; belli bir zamanda bir hiicre veya
dokudaki gen transkriptlerinin (RNA) timiind ifade
etmek amaciyla kullanilan bir ifadedir.

Transkriptomik; hiicre genomundan transkripsiyonla
mRNA
incelenmesidir. Bir ornekte bulunan RNA miktarina

olusan transkriptlerinin es zamanl
bagli olarak, genlerin secilmis bir alt grubunun
veya tamaminin ekspresyon dizeyini

hedeflemektedir (10).

olcmeyi

mRNA analiz yontemleri; Northern Blot (Tek
gen analizi), Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR) (Tek gen analizi) ve Mikrocip
(Microarray) (Genom boyunca analiz)’dir.

a. Northern blot: Bu yontemde DNA yerine
mRNA veya viral RNA kullanilarak islem ydratalar.
Northern blotlama dort temel adimda ve sonuclarin
boyama yapilarak gerceklestirilir. Bunlar;

1.RNA izolasyonu,
2.RNA'nin jel elektroforezinde yurutilmesi,
3.Uygun bir membrana aktarilmasi,

4.Membrandaki RNA’larin,
ve tek zincirli bir DNA prob ile melezlenmesi ve

radyoaktif isaretli

sonucun otoradyografi veya boyamayla saptanmasi
(11).

Bu yontemin avantaji, genin RNA kopyasinin
farkl
arastirilmasinda

boyutunun belirlenmesi ve dokularda
farkli  RNA Urini

kullanilmasidir. Ancak islem hacmi diisiik olan bu

olasiliginin

teknikte miktar tayini hassas degildir.

b. Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PCR): mRNA
uretimi ile ortaya cikarirlar. Normal kosullarda
RNAz

parcalandiklarindan,

Genler etkilerini

aktivitesi ile
mRNA’lar ile
sartlarinda calisilmas1 oldukca giictiir. Bu nedenle

enzimlerinin cok cabuk

laboratuvar

mRNA preparatlart mRNA'nin DNA karsilig1 olan
cDNA’ya cevrilirler ve bu halde kullanilirlar.

RTPCR’dan mRNA RNA’nin
cogaltilmasinda faydalanilir. Bu PCR cesidinde bir

veya viral
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ters transkriptaz enzimi ve DNA primeri kullanmblr.
RT-PCR iki asamali olup RNA’dan tamamlayici DNA
sentezi (ters transkripsiyon) ve tamamlayici DNA
(cDNA)’nin da standart PCR yoluyla cogaltilmasi
RT-PCR’da
olan ters transkripsiyon asamasinda
(oligo dT veya
poliadenillenmis bolgeye baglanirlar. Bu nedenle
RT-PCR ile 3’- poly (A) kuyruguna sahip mRNA’larin
cogaltma islemleri yapilabilir (12).

asamalarint  kapsar. reaksiyonun ilk
basamagi
kullanilan

primerler random)

Primer baglanma yerlerinin genelde
transkriptin tam ucunda olmamasi nedeniyle tum
RNA molekiiliinin tam kopyasinin cogu kez elde
edilememesi yontemin zayif yoniidiir. islem hacmi

Northern blot’tan yuksek mikrociplerden dusuktur.

c. Mikrogip (Microarray): ileri derecede genotip
ve gen ekspresyon analizleri icin gelistirilmis bir
tekniktir. Kiuclk ornek hacimleri kullanilarak tek
deneyde mikrocipler, Tek nikleotid polimorfizmi
(SNP) veya degisik (6rn: hastalikll) ve normal
fizyolojik kosullardaki modifiye gen ekspresyonunun
(mRNA’daki artis ve azalislar) hizli bir sekilde
calisilmasini saglar (13).

Mikrocip teknolojisi ile yaklasik 1.8*1.8 cm
ebatlarindaki bir cam Uzerinde (dizi veya array)
birden fazla DNA bolgesini (neredeyse tum bir
genomunu) tek bir seferde yuksek hassasiyette
DNA mikrocipleri aktif
cevrilebilen ya da cevrilemeyen

incelemek mumkundur.
proteinlere
RNA’larin saptanmasinda da kullanilabilir. Bu tip
analizler ekspresyon analizi ya da ekspresyon
profili belirleme seklinde adlandinlir. Mikrogip ile
tamamlanan ilk okaryotik genom Saccharomyces
cerevisiae’ninki olmustur (14).

Tipik bir genomik mikrocip calismasinin bes
temel basamagi vardir (15-16) (Sekil 1):

1. Hedef DNA/cDNA dizilerine tamamlayici
edildigi
mikroarray platformunun hazirlanmasi veya ticari

diziler iceren problarin immobilize

olarak temin edilmesi.
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2. incelenecek numuneden floresan ile

isaretlenmis cDNA/DNA/cRNA’nin hazirlanmasi.

3. lsaretlenmis cDNA/DNA/cRNA ile mikrocip
platformunun hibridizasyon soliisyonu icerisinde
karsilastirilmasi.

4. Yikama
hibridizasyonun varliginin tarayici veya okuyucu

sonrasinda platform vyiizeyinde

araciigiyla analiz edilmesi ve goriintiiniin  bir
bilgisayarda depolanmasi.

5. Depolanan goriintiinin bir yazilim araciligiyla
degerlendirilmesi ile mikrogip platformu lizerindeki
hangi noktalarda hibridizasyon olup olmadiginin ve
niceliksel olarak diizeyinin (koyu mavi-yesil-sari-
kirmizi renk yelpazesinde) degerlendirilmesi ve
yorumlanmasi.

Hedef mRMNA
hazirlanmass

RE/

RATPCR
Floresan boyalara
isarctieme

. N
R T P
N IO

AW
R

Micrearmray olusturnsimas:

LB

RBirlegtirme

=
Hedef kanisim

mikroarmy ile
hikridize cdilir

tarama

Sekil 1. Mikrocip yonteminin sematik gosterimi (16)

Mikrocip yonteminin kullanim amaclan iki

hedefe yonelik olarak uygulanmaktadir (15):

1. Gen ekspresyon diizeyinin ve diizey
farkliliklarinin olciilmesi: Ekspreyon su kosullarda
Farkli farkl
basamaklari, farkli genotipler, farkli uygulamalar,

calisilabilir; dokular, gelisim

bir uygulama sonrasi farkli zamanlar.

2. Genom baz dizisinin ve genomlar arasi dizi

farklibiklarinin ortaya konmasi: Tek nikleotid
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polimorfizmi (single nucleotide polymorphism) gibi
teknikler ile mutasyon analizleri yapilabilmektedir.
Bu amaci gerceklestirmek icin bir gende olabilecek
tim farkli mutasyon ihtimalleri tek bir ¢ip Uizerinde
test edilir SNP mikroarraylerin de yardimi ile
hastaliga veya hastaliga yatkinliga neden olan
genler saptanabilmektedir.

Bitkilerde defa
Arabidopsis’te yaprak ve kokteki gen ekspresyon

mikrocip  teknolojisi  ilk
profillerini belirlemek igcin 48 cDNA parcacigini
iceren cip kullanilarak yapilmistir (17). Daha sonra
1443 Arabidopsis geni iceren cDNA mikrocip farkl
organ ve gelisme evresinde olan bitkilerde gen
ekspresyon profilleri belirlenmistir (18). Son yillarda
mikrocip teknolojisi model bitki Arabidopsis (19),
pirinc (20), misir (21), cilek (22), fasulye (23) gibi
tarimsal agidan onemli olan bircok bitkide, farkl
kosullardaki gen ekspresyon profillerini belirlemek
icin kullanilmaktadir (24). Ayrica mikrociplerden
bitkilerde abiyotik (25) ve biyotik stresler (26),
meyve olgunlasmas1 (27), sirkadiyen saati (28),
fitokrom A sinyallemesi (29), tohum gelismesi (30)
ve nitrat asimilasyonu (31) sirasinda aktif olan
veya aktivitelerini azaltan genlerin bulunmasinda
yararlanilmaktadir. Buna benzer calismalar tum
genom DNA baz dizisi belli olan Arabidopsis ve
pirincte kullanilabilecegi gibi kismi genom DNA
dizileri belirlenmis ya da belirlenmekte olan bircok
diger bitkide de uygulanabilmektedir (32).

Mikrocip  teknolojisinin  bircok avantajlan
bulunmaktadir. Buteknoloji, genifadesimodellerinin
genel bir goruntisiini elde etmeyi mumkiin kilar.
Belli bir hucre turinun belirli bir ortam icin gen
ifadesi profili belirlenip, bu profiller farkli hiicre
tiplerive/veya farkli cevre kosullarindaki gen ifadesi
profilleriyle karsilastirilabilirler. Bu islemler icin
yuksek kararlilik ve verim elde edebilmek amaciyla
az miktarlarda DNA ornegi vyeterli olmaktadir.
Mikrocip teknolojisi sayesinde, DNA uzerindeki tek
baz degisiklikleri bile saptanabilmekte, kisa siirede

ve oldukca pratik olarak birkac bin genin analizini
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yapmak mumkiin olabilmektedir. Otomasyona dayali
bir sistem oldugu icin insan kaynakli hatalarin
ortaya cikma ihtimali de oldukca dusuktiir (33).

Mikrociplerin ~ bilimin  hizmetine sunulmasi
biiylik bir heyecan yaratmis olmasina ragmen baz
problemleri de beraberinde getirmistir. Tim deney
diizenegi nikleik asit hibridizasyon yontemine
baglidir ve yiiksek oranda benzerlik gosteren DNA
Bu nedenle

dizileri problem vyaratabilmektedir.

mikrocipten elde edilen veriler klasik gen

ekspresyon analiz yontemleriyle dogrulanmalidir.

Ayrica tum  mikrocip deneylerinin  aym

hassasiyette olmayisi, ekspresyondaki  kiicuk
degisikliklerin analizde fark edilemeyecek boyutta
olmasi, birbirinden farkli cipler kullanilarak yapilan
deneylerin karsilastirnlmasinda yasanan zorluklar,
sorunlar ve

optimizasyon ve standardizasyon

herhangi bir deneyden elde edilen sonuclan
her yoniliyle degerlendirebilecek biyoinformatik
programlarin heniuz tam gelistirilememis olmasi
karsilasilan  sorunlardan  birkacidir.  Bu  tir
sorunlarn cozebilmek amaciyla Microarray Gene
Expression Data Society gibi bazi1 yeni kuruluslar

olusturulmaktadir (33).

2. PROTEOMIK

Proteom; belli bir zaman ve mekanda bir
organizmanin sahip oldugu ve ifade ettigi tiim farkl
“Farkli

tarafindan kodlanan polipeptid

proteinlerin bir toplamidir. proteinler”
sadece genler
degil,
modifikasyonlar da icermektedir.

yapilar ayn1 zamanda sentez sonrasi
“Mekan” terimi
farkli proteinlerin farkli hiicre kompartmanlarinda
ve farkli hiicre tiplerinde ifadesini belirtir. “Zaman”
ise farkli gelisim evreleri, cevresel kosullar, cesitli
hastaliklar, yaslilik gibi sureclere isaret eder (34).
Proteom kelimesi ilk kez 1994 yilinda, Siena’da
“Iki yonlii elektroforez” toplantisinda Avustralyali
arastirmaci Marc Wilkins tarafindan onerilmis ve

kabul gormustur.
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Proteomik; belli bir zamanda belli bir yerde
bulunan tum proteinlerin yapilarini, yerlesimlerini,
miktarlarini, translasyon sonrasit modifikasyonlarini,
doku ve hiicrelerdeki islevlerini, diger proteinlerle
ve makro molekiillerle olan etkilesimini aydinlatir.
Proteomik, dinamik bir terim olup farkli kosullarda
hicre, doku veya vucut sivilarindaki proteinlerin
kantitatif analiz teknolojisi olarak tanimlanir.
Kiyaslamali proteomik ise iki farkli durum arasindaki
(normal ve hastalik, yasli ve genc) ekspresyonun
karsilastirilmasina dayanir (35).

Proteomik calismalarinin amaclar ise sunlardir;

1.mRNA
ekspresyon diizeyleri ile iyi korele edilemez.

ekspresyon  duzeyleri, protein

2.mRNAduzeyleri,kodlanmis proteinin aktivitesini
yansitmaz.

3.mRNAdiizeyinde proteinlerin post-translasyonal
modifikasyonlari ile ilgili bilgi saglanamaz.

4.Genom ve Proteom = komplementer veri

saglar.

Proteomik alaninda uUlkemiz  adresli ilk
uluslararast yayin Nisan 2007’de Proteomics
dergisinde, dergi kapaginda da yer alarak
yayinlanmistir.  Bu  arastirmaya konu olan
mikroorganizma, odunlu bitkilerin yapisindaki
lignini tamamen mineralize edebilen, ayica

fenolik Kirleticileri parcalamakta cok etkin bir
bicimde kullanilan biyoteknolojik onemi yuksek
Phanerochaeta chrysoporium isimli bir beyaz
cirlikciil mantardir. Bu mantarin hiicreleri agir
metallerin yuksek konsantrasyonlarina direnclidir
ve bu metalleri hiicre duvarina baglama kapasiteleri
yuksektir. Bu arastirmada P chrysoporium
agir metallere verdigi yanitta yer alan protein
elemanlarinin ve protein
gen

edilmesiyle organizmanin metal

modifikasyonlarinin
tanimlanarak global ifade profilinin elde
stresiyle basa
cikabilmesini saglayan yanitin molekiiler seviyede
ogrenilmesi  amaclanmistir.

Organizmanin agir

metallere maruz kaldiginda degisen proteomlan
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referans proteom haritasiyla karsilastirilmis,
ifadelerinde degisim goriilen en az 200 adet protein
tanimlanmis ve mikroorganizmanin stres yanitinda

kullandig1 mekanizmalar aydinlatilmistir (36).

3. METABOLOMIK

2003 “insan  Genom

Projesi” insan viucudunda 30.000 civarinda gen

yiinda tamamlanan
bulundugunu, bunlarin % 99.9’unun tiim bireylerde
ayni, % 0.1%inin farkli oldugunu ortaya cikarmistir
(37). Bu % 0.1°lik fark neden baz1 kisilerin hastalik
riski tasidigini, hastaliklarin siddetinin neden
kisilerarasinda farklilik gosterdigini, neden bazi
kisilerde ilaclara daha iyi yanit alindigini aciklamada
onemli olacaktir. Yani, genlerin tanimlanmasi
ile bilinmeyenler tamamen coziimlenmemis, bu
genlerin fonksiyonlar1 arastirilmaya baslanmis,
proteomik ve transkriptomik calismalar1 yapilmistir.
Ama bu arastirmalardan elde edilen bilgiler de
klinik fenotipleri aciklamak icin yeterli olmamistir.
Cunkd,

olusan metabolitlerde saklidir (38).

klinik fenotipi belirleyen bilgi hiicrede
Metabolit;
canlilarda cesitli tepkimeler sirasinda ortaya cikan
ve normal olarak vicutta birikmeyerek baska

bilesiklere doniisen kimyasal bilesiklerdir.
belirli  bir
dokularda, hiicrelerde ve fizyolojik sivilarda lipid,

karbohidratlar,
hiicre bilesenlerinden ortaya ¢ikan kicik molekulld

Metabolomik; zaman diliminde

vitaminler, hormonlar ve diger

metabolitlerin  ylksek  verimli  teknolojiler

kullanilarak saptanmasi, miktarinin belirlenmesi
ve tanmimlanmasidir. Kicik molekiiller peptitler,
oligonikleotidler, sekerler, nukleozidler, organik
asitler, ketonlar, aldehitler, aminler, amino asitler,
lipitler, steroitler, alkaloidler ve ilaclar, insan-
bakteri urunleri gibi metabolitlerdir ve molekil

agirliklart 1.500 Da’un altindadir (39).

Genomik ve proteomik “ne olabileceginin”

metabolomik ise “gercekte ne oldugunun” bilgisini
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verir. Bu nedenle, tum metabolitlerin ayrintili ve
kantitatif olcimu (metabolomik) hastalik teshisi
veya toksik ajanlarin fenotip lzerindeki etkilerini
arastirmada en ideal yontemdir (40).

insandaki metabolitlerin sayist tam olarak
bilinmemekte; en az iki-lc bin en fazla yirmi bin
Metabolomik

beyin omurilik sivisi,

olabilecegi tahmin edilmektedir.

analizleri serum, idrar,
plazma, tukirik gibi vicut sivilarinda yapilabilir.
Bu analiz klinik biyokimya ile farmakoloji, pre-
klinik
izlemi, kanser metabolizmasi, yeni dogan taramasi
(38).

oldugu gibi metabolomik de hastalik belirleyicisi

ilag¢ denemeleri toksikoloji, transplant

alanlarinda kullanilmaktadir Proteomikte
olan veya tedavi denetimini saglayan metabolitleri
belirlemeyi amaclar. Sozgelimi; hastanin metabolik
profili ve genetik yapisina gore diyet onerilerinde
bulunulmasina imkan verir.

Metabolomik, biyoloji, kimya ve matematik
bilimdir.  Cok

degiskenli veri analiz yontemleriyle birlestirilmis

iceren  multi-disipliner  bir

kromatografi, molekiler spektroskobi ve Kkitle
gibi
vardir. Metabolomik calismalarinda esas olarak iki

spektrometrisi analitik tekniklere ihtiyac
teknoloji kullanilmaktadir. Bunlar; NMR ve degisik

kiitle spektrofotometreleridir (41).

Hedef bilesik analizleri ve metabolik profilleri
icin; Gaz Kromatografisi (GS), Yiuksek Performansli
Kromatografisi (HPLC), Magnetik
(NMR) gibi ayirma
yontemlerine dayanmaktadir.

Sivi Nikleer

Rezonans kromatografik

Parmak izi yontemleri ornek sayisinin fazla
oldugu durumlarda hizli bir sekilde profillerinin
cikarilmast icin kullanilmaktadir. Ornekler céziicii
ekstraksiyonundan sonra, Bozulmamis dokular
(magic angle spinning NMR), Sivi veya yarn kati
materyaller (NMR ve FT-IR) veya Kuru materyaller

(FT-IR) (42) analizleri gerceklestirilir.
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4. INSAN GENOM PROJESI

Tum insan genom dizisinin belirlenmesi fikri ilk
defa 1984-1986 arasinda Amerika Birlesik Devletleri
Enerji Bakanliginda (DOE) bilimsel toplantilarda
tartisilmistir.  Enerji Bakanligi ve Ulusal Saglik
Enstitlist (National Institutes of Health) tarafindan
yonetilen ve 18 ulkenin destek verdigi bu proje 1990
yiinda 15 yillik bir siire icin baslatilmistir. Projenin
ilk bes yillik bolumu (1993-1998) tamamlandiktan
sonra 1998-2003 yillarin1 kapsayan ikinci bir bes
yil sonunda proje tamamlanmistir (37). Amaci;
insan genomundaki yaklasik 3 milyar DNA bazinm
ve yaklasik 30 bin civarinda oldugu tahmin edilen
genleri tanimlamaktir. Bu projenin onemi; insan
genomunun sifresinin cozulmesi; yani DNAbazlarinin
dizilis sirasinin belirlenmesi, dogustan var olan
yeteneklerimiz ile bazi davranis ve hastaliklara
yatkinligimizin bilinmesinin saglamasidir. Saptanan
3.164.700.000
nukleotidden olusmaktadir; Bir gen ortalama 3.000

sonuclar ise; insan genomu
niikleotidden olusur ancak bu say1 cok degiskendir.
En biiyuk gen olarak bilinen distrofin geni, 2.4
milyon baz icerir, Toplam gen sayis1 29.000-36.000
arasindadir; Niikleotid dizilerinin % 99.9’u bitiin
insanlarda aymdir; Bu gune kadar insanlarda 1.5
milyon kadar tek nikleotid degisikligi bolgesi

saptanmistir.

50’den
bilinmemektedir.

Tanimlanmis  genlerin % fazlasinin

islevleri heniz Genlerimizin
buyuk kismi (% 40) sinir sisteminin olusumunda
ve desteklenmesinde gorevlidir. Bu sonuclar
ayrica genlerin hatali calismasindan kaynaklanan
norogenetik hastaliklara ¢ozim getirme surecini
de hizlandiracakti.  insan  davramislarindaki
aciklanamayan sapmalar, egilimler de bu vyolla
aciklanabilecektir. Oyle ki yeni tespit edilen bazi
genlerin uyusturucu bagimliliginda rol alabilecegi
ongoriilmektedir. Ornegin insanlardaki dopamin
tasiyici  mekanizmalarin  farkliign neden baz
kisilerin bagimli olmaya daha yatkin oldugunu

aciklayabilir yeterliliktedir (43).
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Genomun yaklasik % 2’si proteinleri kodlamakta
ve proteinleri kodlamayan dizi tekrarlari, genomun
biyik bir boliimiiniu olusturmaktadir. En fazla geni
1. Kromozom (2.968) ve en az geni Y kromozomu
(231) icermektedir. Ayn1 gen alternatif mRNA kesip
eklenmeleri ve kimyasal degisikliklere bagli olarak
degisik proteinleri kodlayabilmektedir. insan;
bitki, sinek ve kurtcuklarla ortak protein ailelerine
sahiptir ancak gen aileleri (0zellikle gelisme ve
bagisikliktan sorumlu olanlar) insanda daha fazla
yer almaktadir.

insan Genom Projesinden beklenen faydalar
Tablo1’de 6zetlenmistir;

Projenin en cok ilgi ceken sonuclarindan biri X
ve Y kromozomlarinin mutasyonla olan iliskisidir.
Projedeki arastirmacilar X ve Y kromozomlarinin
uzerindeki tekrarlanan diziler uzerinde calisarak,
erkek/kadin mutasyon oraninin 2/1 oldugunu
saptamislardir. Bu oranin temelinde, erkek cinsiyet
gelisiminde
olanak saglayabilecek daha fazla sayida hiicre

hicrelerinin yeni  mutasyonlara
bolinmesinin gerceklesmesi, sperm ve yumurta
hucrelerinde farkli DNA tamir mekanizmalarin

bulunmasi olasiliklar1 yatmaktadir (43).

5. INSAN METABOLOM PROJESI (HMP)

Metabolomik calismalar icinde cesitli isbirlikleri

olusturulmustur.  Bunlardan ilk baslayan ve
tamamlanan insan Metabolom Projesi (HMP), 2005
yiinda Kanada Alberta Universitesi’nin, Genom
Kanada ve Kanada inovasyon Kurumu’nun destegi
ile baslayan 7.5 milyon dolar butceli bir inovasyon
projesidir. HMP projesi ile insan viicudunda idrar,
beyin omurilik sivisi, plazma ve lokositlerde bir
mikromolardan daha fazla konsantrasyonda bulunan
tim metabolitleri tanimlamak, olcmek ve normal-
anormal deger araligin1 belirlemek, bu verilerin
serbestce elektronik ortamda elde edilebilir olmasim
saglamak (Human Metabolome Data Base-HMDB) ve
tanimlanan bilesiklere halkin ulasmasini saglayacak
bir kutuphane (Human Metabolome Library-HML)

olusturmak amaclanmistir.
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Tablo 1. insan Genom Projesinden beklenen faydalar

Alan

Getiriler

Molekiiler tip

Tan yontemlerinin gelistirilmesi
Hastaliklara genetik yatkinligin belirlenmesi
Genetik yapiya 6zgun ilaglarin gelistirilmesi

Gen tedavisi yontemlerinin gelistirilmesi

Cevre ve enerji

Yeni enerji kaynaklarimin gelistirilmesi
Cevre kirleticilerin saptanmasi ve kontrolu

Biyolojik ve kimyasal ajanlara kars1 koruma yontemlerinin
gelistirilmesi

Zehirli atiklarin guvenli olarak etkisizlestirilmesi

Risk degerlendirmesi

Radyasyon ve toksik ajanlarin kanserojen ve diger zararli etkilerinin
mekanizmalariyla birlikte aydinlatilmasi

Nesilden nesile gecen (kalitilabilir) mutasyonlarin ebeveynlerden
yavrulara gecme riskini azaltilmasi,

Tarim, hayvancilik ve biyoislem

Kurakliga, zararlilara, hastaliklara direncli bitkilerin gelistirilmesi
Daha saglikli ve kaliteli ciftlik hayvanlarimin gelistirilmesi

Besin degeri yiiksek iriinlerin gelistirilmesi

Biyopestisitlerin uretilmesi

Yenilebilir asilar (meyve ve sebzelerin icinde) Uretilmesi

Cevre temizlemede kullanilacak agir metal toplayici bitkiler
gelistirilmesi

Bakteri genetigi

Patojen bakterilerin kolay ve hizli saptanmasi

Biyoarkeoloji, antropoloji, evrim ve tarih

Evrimin molekiiler diizeyde gosterilmesi
Degisik toplumlarin go¢ yollarinin ve akrabaliklarinin arastirilmasi

Y kromozom mutasyonlarinin incelenmesiyle erkek dagiliminin ve
goclerinin arastirilmasi

DNA tanimlama

Adli tipta suglularin belirlenmesi. Her tiirlii cinayette ve adli vakalarda,
failin geride biraktig1 hiicre orneklerinden, herkesin kendine has
olarak yaratilmis DNA programini kullanarak gercek sucluyu belirleme
imkaninda biiyiik ilerlemeler olacaktir

Kan baglarinin saptanmasi. Analik-babalik, velayet ve miras
davalarindaki ihtilaflarin ¢oziimiinde inkarn miimkiin olmayan saglam
deliller ortaya konulacag igin bilyiik kolayliklar yasanacaktir

Cevre kirletici bakteri ve benzeri organizmalarin saptanmasi
Organ nakillerinde doku uyumunun kesin olarak saptanmasi

Soy agaclarinin gelistirilmesi
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HMP 2009 yiinda tamamlanmis ve sonuclan
www.hmdb.ca adresinde aciklanmis, bu veritabani
hakkinda bilgi yayinlanmis, halkin erisebilecegi bir
kutuphane olusturulmus ve aym web sitesinden bu
kitliphaneye bir baglanti saglanmistir.

HMDB, 2500 endojen metabolit icermektedir.
Bu metabolitler 27,700’den fazla farkli sinonimle,
115 metabolik yolla, 2080 farkli enzim, 110,000 tek
niikleotid polimorfizmi ve 862 genetik veya kazanilmis
metabolik hastalikla baglantilidir.
icin yaklastk 90 farkli sayfada degisik oOzellikler

Her metabolit

sunulmustur. HMDB endojen metabolitlerin yam sira
1500 ilag, 3900 besin bileseni icermektedir. HML’ deki
bilesik sayis1 778’dir (45,46).

SONUC

Butin bu beklenen faydalarin ortaya c¢ikmasi,
biylik bir ekonomik faaliyet alaninin ve endustrinin
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OZET

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére tiim diinyada yilda 3 milyona yakin pestisit
zehirlenmesi meydana gelmekte, bunlarin 220.000’i olumle sonuclanmaktadir. Son yillarda
siklikla kullanilan pestisitlerden olan organofosfatlar, sinir sistemi uzerinde etki gosteren
kimyasallardir. Organofosfatlar asetilkolinesteraz enzimini baskilayarak norotoksisiteye
yol acarlar. Paraoksonaz 1 (PON 1; EC 3.1.8.1) serumda yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)
tizerinde yer alan, kalsiyuma bagimli glikoprotein yapisinda bir enzimdir. Memelilerin bircok
organinda PON1 aktivitesi tespit edilmesine karsin, kuslar, baliklar ve boceklerde paraoksonaz
aktivitesi sifira yakindir. PON1’in hidrolize ettigi substratlar arasinda paration, diazinon
ve klorprifos gibi organofosfatli insektisitlerin aktif formu olan toksik okson metabolitleri;
sarin, ve soman gibi sinir gazlan; fenil asetat gibi aromatik esterler; homogentisik asit
lakton, dihidrokumarin ve homosistein tiolakton gibi bircok aromatik ve alifatik lakton ile
siklik karbonatlar yer almaktadir. Organofosfatli pestisitlerin toksikolojisi ile ilgili yapilan
ilk calismalar disiik serum PON1 aktivitesine sahip olmamn organofosfatli bilesiklerin akut
etkilerine kars1 duyarliigi arttirdigin ortaya koymustur. PON1’i kodlayan genin sekansinin
belirlenmesinin ardindan, kisiler arasinda enzimin aktivitesinde ve ifade edilme seviyesinde
farkliiklara yol acan polimorfizmler tespit edilmesi, PON1 aktiviteleri dusik olan insanlarin
organofosfat zehirlenmelerine kars1 daha hassas olabilecegini distindiirmistir. Son yillarda
yapilan calismalarda saflastirilmis PON1’in organofosfatli pestisitlere maruz kalan hayvanlara
enjekte edilmesi, dolayisi ile serum PON1 seviyesinin yapay olarak arttirilmasi ile klorprifos ve
diazinon gibi bazi organofosfatlarin toksik etkilerini azaltmamn miimkiin oldugu gdsterilmis,
ancak bu uygulamanin paration maruziyetine karsi etkili olmadigi gorilmistiir. Her ne kadar
paraoksonu hidrolizleyen enzim olarak taninsa da, PON1’in paraoksonaz aktivitesi nispeten
zayiftir. Organofosfat maruziyetine kars1 koruyucu olarak kullanilabilmesiicin PON1’in katalitik
verimi arttirilmali ve yeterli miktarda elde edilebilmelidir. Son yillarda protein miihendisligi
yontemleri kullamlarak PON1’in bazi amino asitlerinde degisiklikler yapilmis, bu PON1
varyantlar1 bakteriyel sistemlerde yeterli seviyelerde ifade edilmis ve baz1 organofosfatlara
kars1 enzim aktivitesinde artislar saglanmistir. Bu derlemede, oncelikle organofosfatlarin
genel ozelliklerine, etki mekanizmalarina ve zehirlenmelere deginilmis, ardindan PON1’in
organofosfat metabolizmasindaki roliine ve organofosfat zehirlenmelerinde antidot olarak
kullanilabilmesine yonelik arastirmalardaki son gelismeler lizerinde durulmustur.

Anahtar Sozciikler: Antidot, insektisit, organofosfat, paraoksonaz, pestisit, PONT1,
zehirlenme
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ABSTRACT

According to data from the World Health Organization, nearly 3 million pesticide poisonings occur per year worldwide;
220,000 of these poisonings result in death. Organophosphates, one of the most frequently used pesticides in recent
years, are chemicals that effect the nervous system. Organophosphates lead to neurotoxicity by suppressing the enzyme
acetylcholinesterase. Paraoxonase 1 (PON 1; EC 3.1.8.1) is a calcium dependent glycoprotein enzyme that is found on
the high density lipoprotein (HDL) in serum. Although PON1 activity has been detected in several organs of mammals,
paraoxonase activity is close to zero in birds, fish and insects. Among the chemicals that are hydrolized by PON1; the
toxic oxon metabolites of organophosphate inseciticides, which are the active forms, such as parathion, diazinon and
chlorpyrifos; nerve gases such as sarin and soman; aromatic esters such as phenyl acetate; several aromatic and aliphatic
lactones such as homogentisic acid lactone, dihydrocoumarin and homocysteine thiolactone and cyclic carbonates are
included. Earlier studies on the toxicology of organophosphate pesticides revealed that having low serum PON1 activity
increases the senstivity to the acute effects of organophosphate compounds. Following determination of the sequence of
the gene encoding PON1, identification of polymorphisms that lead to differences among people in the activity and level of
expression of the enzyme, led to the idea that people with low PON1 activity may be more sensitive to organophosphate
poisoning. In studies carried out in recent years, it was shown that injection of purified PON1 to animals that are exposed
to organophosphate pesticides, and thus increasing serum PON1 levels artificially, it was possible to reduce the toxic
effects of certain organophosphates like chlorpyrifos and diazinon; but this application was observed to be ineffective
against parathion exposure. Even though recognized as the enzyme that hydrolyzes paraoxon, paraoxonase activity of
PON1 is a bit weak. In studies carried out in recent years, it was observed that injection of purified PON1 protects against
chlorpyrifos and diazinon but was not effective against parathion exposure. In order to be used as a prophylactic agent
against organophosphate exposure, PON1’s catalytic efficiency has to be increased and the enzyme has to be obtained
in adequate amounts. In recent years, using protein engineering methods, changes were made to some amino acids of
PON1, these PON1 variants were expressed in bacterial systems at sufficient levels and increase in enzyme activity against
some organophosphates were obtained. In this review, first, general aspects of organophosphates, action mechanism and
poisonings are addressed; then, the role of PON1 in organophosphate metabolism and recent advances in the research
intended for improving PON1 so that it can be used as an antidote in organophosphate poisonings are empasized.

Key Words: Antidote, insecticide, organophosphate, paraoxonase, pesticide, PON1, poisoning

GIRIS

Pestisitler, tim akut zehirlenme etkenleri (ilkelerde ciddi bir saglik sorunudur. 1982 yilinda, 12
arasinda ilaclardan sonra ikinci sirada gelmektedir.  milyon niifuslu bir llke olan Sri Lanka’da yapilan bir
Dinya Saglik Orgiti'nin 1985 yili verilerine  arastirma, bu iilkede yilda 10.000 kisinin akut pestisit
gbre tum dinyada yilda 3 milyona yakin pestisit  zehirlenmesi siiphesiyle hastanelere basvurdugunu ve
zehirlenmesi meydana gelmekte, bunlarin 220.000’i  punlardan 1.000 kisinin 6ldiigiinii ortaya koymustur.
olumle sonuclanmaktadir (1,2). Bir tanm Ulkesi olan  Akyt pestisit zehirlenmesinden dolay1 meydana gelen
Turkiye’de 2008 yilinda Ulusal Zehir Merkezi’'ne  glimlerin, aym yil sitma, cocuk felci, bogmaca,
bildirilen 77.988 zehirlenme vakasinin = 6.503'U ifteri ve tetanozdan kaynaklanan toplam dliimlerin
(%8, 34) pestisit kaynaklidir (3). Dunyadaki pestisit iki kati
kullaniminin %20’sinin gerceklestigi Amerika Birlesik
Devletleri’nde 1988 yilinda 64 zehirlenme merkezine
yapilan 1.368.748 basvurunun 56.674’Gnin (%4, 1)
pestisitlere bagli oldugu bildirilmistir (4, 5). Olimciil Bu  derlemede,  oOncelikle  organofosfatli
pestisit zehirlenmeleri ozellikle gelismekte olan pestisitlerin genel ozellikleri, etki mekanizmalari,

olmasi, akut pestisit zehirlenmelerinin
halk sagligi acisindan 6nemini ortaya koymaktadir
(6,7).
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detoksifikasyonlar1 ve organofosfat zehirlenmelerinin
tedavisine deginilecek, daha sonra paraoksonaz 1
(PON1) enziminin organofosfat metabolizmasindaki
rolu ve PON1’in organofosfat zehirlenmelerinde
antidot olarak kullanim tizerinde durulacaktir.

1. ORGANOFOSFATLI PESTiSIT ZEHIRLENMELERI
1.1 Organofosfath Pestisitler

Baslica  pestisit  gruplanmn  organofosfatlar,

karbamatlar, organoklorlular ve piretiroitlerdir.
Organofosfatlar, fosfor iceren asitlerin ester, tiol
ester veya anhidrit tirevleri olup tarimda, evlerde,
bahcelerde ve veterinerlikte kullanilmaktadir.
Organofosfatlara ornek olarak malation, paration,
diazinon, forat, terbufos, fentiyon ve klorprifos gibi
insektisitler; soman, sarin ve tabun gibi sinir gazlar;
goz tedavisinde kullanilan ekotiofat ve izoflurofat
ile parazitlere karsi kullanilan triklorfon sayilabilir.
Organofosfatlar sinir sistemi lzerinde etki gosteren

kimyasallardir (8).

Organofosfatli pestisitler ilk olarak 1800’lerde
1930’larda
tanimlanarak bocek olduruci ozellikleri kesfedilmistir.

sentezlenmis ve kolinerjik etkileri
Kisa bir siire sonra da kimyasal savas ajam olarak
kullanilabilecekleri ortaya cikmistir. G-serisi silahlar
olarak bilinen sarin, soman ve tabun II. Diinya Savasi
yillarinda gelistirilmis, ancak savasta kullamlmamistir.
II. Dunya Savasi’ndan sonra organofosfatli pestisitlerin
ilk olarak
bocek olduricu

biylik olcekli Uretimine baslanmistir.
piyasaya

parationdur.

surlilen organofosfatli

Organofosfatlar son derece zehirli olmalarina
ragmen genellikle cevrede kalic1 degillerdir; giines
15181, hava ve toprakla temas ettiklerinde hidroliz
olarak parcalanirlar. Bu ozellikleri sayesinde
organofosfatlar DDT, aldrin ve dieldrin gibi kalici
organoklorlu pestisitler yerine alternatif olarak
kullanilmaya baslanmistir. Organofosfatli pestisitlerin
popilaritesi 1970’lerde

yasaklanmasindan Ne var ki,

organoklorlu pestisitlerin
sonra artmistir.

Cilt 67 m Say12 m 2010

organofosfatlilar organoklorlulara gore daha hizh
parcalansalar da, akut toksisiteleri daha yuksektir (9).

1.2 Organofosfatl Pestisit Zehirlenmeleri

Pestisit zehirlenmelerinde organofosfatli
pestisitler ilk sirada gelmektedir. Ulkemizde 2008
yiinda Ulusal Zehir Merkezi’ne yapilan pestisit

zehirlenmesi  basvurularinin  arasinda en fazla
(%47.66) zehirlenmeye yol acan grup insektisitlerdir.
%20,98’ini
olusturmustur (3).
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne  01.01.2004-
31.12.2004 tarihleri arasinda basvuran pestisit
zehirlenmesi olgularimin  %41,7’si organik fosforlu
(10).

bilesikler ile olusan zehirlenmeler diger ilkelerde

insektisit  kaynakli  zehirlenmelerin

organik fosforlu insektisitler

pesisitler ile zehirlenmistir Organofosfatli
de yaygindir. Amerika Birlesik Devletleri’nde pestisit

zehirlenmesi vakalarinin  %33’Unu  organofosfatlar
ve karbamatlarin olusturdugu bildirilmistir (5).
%31’inin

organofosfatli insektisitler ile meydana geldigi (11),

Sri Lanka’da pestisit zehirlenmelerinin

Japonya’da olgularin en fazla (%36) organofosfatli
(12).
iran’da akut pestisit zehirlenmelerinin yarisindan
(%57) pestisit kaynakli
oldugu goriilmiistiir (13). Pestisit zehirlenmelerinin

insektisitler ile zehirlendigi belirtilmistir

fazlasinin organofosfatli
boyutu degerlendirilirken akut pestisit zehirlenmesi
rakamlarinin hastane verilerinden elde edildigi ve
zehirlenme semptomlarinin spesifik olmamasindan
dolays, ciddi
hastaneye  basvuru

ancak zehirlenme durumlarinda

yapildiginin  unutulmamasi

gerektigi vurgulanmistir (14).

Yetiskinlerde pestisitler ile zehirlenme sebepleri
arasinda ilk sirada ozkiyim gelmektedir. Mesleki
maruziyet ve kaza ile alimlar da olmaktadir.

Zehirlenmelerin  bir kism1 da organofosfatlar
grubunda yer alan sinir gazlannin kimyasal savas
ajam olarak kullamldigi terdrist saldinlar sonucu
gerceklesmektedir. 1994’te
Japonya’da

saldinsinda 7 kisi olmiis,

terorist bir orgiit

tarafindan dizenlenen sarin gaz

500 kisi yaralanmistir.
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1995’te ise Tokyo metrosunda diizenlenen benzer
saldinda 12 kisi hayatim 1.000 Kisi

hastaneye kaldinlmistir (15).

kaybetmis,

1.3 Organofosfatlarin Etki Mekanizmas1 ve

Detoksifikasyonu

etki mekanizmasi asetil-

kolinesteraz enziminin baskilanmasina dayanir. Bir

Organofosfatlarin

norotransmiter olan asetilkolini, kolin ve asetik asite
parcalayan asetilkolinesteraz, merkezi ve periferik
sinir sisteminde, noromiuskiler
eritrositlerde bulunmaktadir (16). Sinir sinyallerinin

sinir liflerinden duz kaslara ve iskelet kaslarina, salgi

kavsaklarda ve

bezlerine ve otonom sinir diiglimlerine, ayn1 zamanda
merkezi sinir sistemi icerisinde iletilmesinin diizglin
islemesinde asetilkolinesteraz enziminin kritik bir
gorevi vardir (17). Organofosfatlar, asetilkolinesteraz
aktif bolgesindeki
hidroksil grubunu fosforlayarak inaktif hale getirirler.

enzimini, serin aminoasitinin

Asetilkolinesteraz  enzimi  baskilandiginda, sinir
sisteminde asetilkolin birikmeye baslar ve bunun
sonucunda muskarinik ve nikotinik reseptorler asin
uyanlir. Bu duruma “kolinerjik sendrom” denir (16).
Kolinerjik sinir kavsaklarinda asetilkolin miktarinin
artmasi, diz kaslarin kasilmasina ve salgi1 bezlerinin
salg1 yapmasina sebep olur. iskelet kasi kavsaklarinda
asirn miktarda birikmis asetilkolin uyarici olabilecegi
gibi,
sisteminde ylksek miktardaki asetilkolin, duyusal ve

hiicreyi paralize de edebilir. Merkezi sinir

davranissal bozukluklara, koordinasyon bozukluguna,
motor fonksiyonlarin baskilanmasina ve solunum
yetmezligine  yol Solunum  bozukluguna
eslik eden artmis akciger salgilan, organofosfat

gorllen

acar.
zehirlenmelerinde olimlerin en sk
karsilasilan nedenidir (17).

Bircok yapisinda

fosfora cift bagli siilfiir atomu vardir. Toksik hale

organofosfatli  pestisitin

gelmeleri icin metabolik aktivasyon ile oksonlara

donismeleri, yani yapilanndaki P=S grubunun
P=0 grubuna donusmesi gerekir. Cunku, yalmzca
yapisinda P=0 grubu bulunan organofosfatli
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bilesikler asetilkolinesterazi baskilayabilir. “Oksidatif
desiilfiirasyon” olarak adlandirilan ve karacigerde

mikrozomal sitokrom P450 enzimleri tarafindan

katalizlenen bu biyotransformasyon reaksiyonu

sonucunda organofosfatli pestisitler toksik hale

gelirler (Sekil 1) (18-20).

S sitokrom 0
I P450 I
CHs0—P— O NO, » CH;0—P— O NO,
(‘)c H. (‘)C H
205 HZO 2ks
Paration Paraokson

Sekil 1. Parationun karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi
tarafindan paraoksona biyotransformasyon reaksiyonu (20).

Sitokrom P450 enzimlerinin aktivitesi genetik
polimorfizmler, enzim inhibitorleri ve uyancilar gibi
nedenlerle kisiler arasinda degiskenlik gosterdiginden
dolay1 organofosfatlarin metabolik aktivasyon hizi da
kisiler arasinda farklilik gésterir. Ote yandan, sinir
gazlarinin (sarin, soman, tabun) yapilarinda P=0
grubu bulundugundan, toksik etki gostermeleri icin
oksidatif desulfiirasyona gerek yoktur. Bu sebeple,
bu kimyasallar asetilkolinesteraza direk baglanabilir
ve dakikalar icinde etki gosterirler. Dolayisi ile
sinir gazlarinin toksisitesinde metabolik aktivasyon
hizindaki farkliiklarin rolii yoktur (14).

Organofosfatlarin  detoksifikasyonu, plazmada
(PON1) gibi A-esterazlar tarafindan
katalizlenen hidroliz reaksiyonu ve asetilkolinesteraz,
gibi
B-esterazlara stokiyometrik baglanma reaksiyonlarini
(14).
kimyasal yapilarn geregi yagda ¢oziinen bilesiklerdir.

paraoksonaz

butirilkolinesteraz ve karboksilesteraz

icermektedir Cogu organofosfatli pestisit
Organofosfatlar yutma ve solunum yoluyla vicuda
girebildigi gibi, deri yoluyla da emilebilir. Zehirlenme
semptomlarinin ortaya ¢cikma hizi ve ciddiyeti, maruz
kalinan organofosfatin kimyasal yapisi, miktarnn ve
maruziyet seklinin yamsira, metabolik aktivasyonun

ve yikimin hiz1 gibi bircok faktore baglidir (17).
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1.4 Organofosfat Zehirlenmelerinin Tedavisi

Organofosfatli  bilesikler ile zehirlenmelerin

tedavisi, dekontaminasyon, absorbsiyonun
engellenmesi, genel destek ve yogun solunum destegi
tedavilerinin yam sira belirgin zehirlenmelerde
farmakolojik mudahale icin atropin ve oksimlerin

kullanimini icerir.

Atropin, asetilkolinin muskarinik reseptorlerdeki
kompetitif antagonistidir ve muskarinik sinapslarda
artmis  asetilkoline bagli olarak ortaya c¢ikan
kolinerjik semptomlarin geri cevrilmesinde oldukca
etkilidir. Oksimler, tedavide kullanilan diger onemli
inaktif

hale getiren fosfat grubunu enzimin yapisindan

ilac grubudur. Asetilkolinesteraz enzimini

uzaklastirarak etki gosterirler. Ancak, oksimlerin
asetilkolinesterazi yeniden aktif hale getirebilmesi
icin, enzime baglanan organofosfat yaslanma
reaksiyonuna girmeden, ilk 24-48 saat icerisinde

uygulanmasi gerekir (17).

Bu tedavilerin bazi yan etkileri oldugu da
bildirilmistir (21). Aynica, organofosfatli pestisitlerin
kimyasal savas ajam olarak kullanmilmasi durumunda
bu tip tedavilerin yetersiz kalacagiyla ilgili endiseler
de vardir (22).
olarak organofosfatlar1 detoksifiye edebilecek bazi

proteinleri arastirmaya baslamis, biitirilkolinesteraz

Bu sebeplerle arastirmacilar direk

gibi baz1 enzimlerin organofosfat zehirlenmelerinde
fayda sagladigr goriilmistir (23, 24). Ancak bu gibi
enzimlerin stokiyometrik olarak calismalari, yani
bir protein molekiliniin sadece bir organofosfat
molekulunu devre dis1 birakabilmesi ve zehirlenme
durumunda cok miktarda enzime ihtiyac duyulmasi,
kullanimlarim  kisitlamistir (25).  Katalitik olarak
daha terapatik
ajanlardir; bir molekiil enzim binlerce organofosfat

calisan enzimler ise verimli

molekullini etkisizlestirebilir. Bu tiir tedaviler
yalmzca kasitli zehirlenme durumlarinda ve buyik
Olcekli kimyasal terorist saldirnlarda degil, kazaen
gerceklesen insektisit zehirlenmelerinin tedavisinde
de kullanilabilir (26).
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2. SERUM PARAOKSONAZ 1 ENZIMININ

ORGANOFOSFATLI PESTISIT ZEHIRLENMELE-
RINDEKi ROLU
insan serum paraoksonaz enzimi (PON1),

organofosfat yapisindaki bircok pestisiti hidrolizleme
ozelliginden dolay1, organofosfat zehirlenmelerinde
kullamlmak Uzere terapatik katalitik ajan olarak
gelistirilmeye aday bir enzimdir (19). Bu derlemenin
ikinci kisminda PON1 enziminin genel ozellikleri,

organofosfatli  pestisitlerin  toksisitesindeki rolu
ve organofosfat zehirlenmelerinin  tedavisinde
kullanmlabilmesi  icin  yapilan calismalar ele

alinmaktadr.

2.1 Serum Paraoksonaz 1 Enziminin (PON1)
Genel Ozellikleri

Paraoksonaz 1 (PON 1;

lipoprotein

EC 3.1.8.1) serumda
(HDL)
pestisitlerin

yiksek dansiteli lizerinde yer
toksik

aromatik ve

alan, organofosfatli okson

metabolitlerini, baz
alifatik
lipitleri hidrolizleyen, kalsiyuma bagimli glikoprotein
yapisinda bir enzimdir (19). Molekiler agirig 43-45

kDa olan insan PON1, cogunlukla karacigerde 355

karbamatlar,

laktonlar, aromatik esterleri ve okside

amino asitten olusan bir protein olarak sentezlenir
(27, 28). Karacigerden kana salgilanmasi sirasinda
amino ucundan sadece metiyonin amino asiti
uzaklastirilir; amino ucunun geri kalani PON1’in
(29).
tamamen HDL'ye bagli olarak bulunan PON1, insan
kaninda litrede 50 mg kadar bulunur (29, 30). En
yiiksek aktivitenin belirlendigi kan disinda karaciger,
bobrek, bagirsak, beyin gibi dokularda da PON1’e

rastlanmistir.  Memelilerin bircok organinda PON1

HDL’ye baglanmasi icin gereklidir Kanda

aktivitesi tespit edilmesine karsin, kuslar, baliklar
ve boceklerde paraoksonaz aktivitesi sifira yakindir
(31). insan PON1 geninin sekansi belirlenmis ve 7.
kromozomun uzun kolunda g21.3 ile g22.1 arasinda
bulundugu bildirilmistir (32).

Turk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

101



102

Cilt 67 m Say12 m 2010

2.2 PON1’in Substratlar

PON1 enzimi adin1 laboratuvarda en sik kullanilan
olan paraoksondan almistir (Sekil 2).
Aslinda PON1 bazi sentetik substratlara karsi cok usta

substrati

bir esteraz olmasina ragmen, paraoksonaz aktivitesi
biraz zayiftir. Dolayisi ile paraoksonaz enziminin adi,
tarihsel bir addir. PON1 cok genis substrat yelpazesi
olan bir hidrolazdir (Tablo 1). PON1’in hidrolize ettigi
substratlar arasinda paration, diazinon ve klorprifos
gibi  organofosfatl
metabolitleri; sarin, soman ve tabun gibi sinir gazlari;
fenil asetat gibi aromatik esterler; homogentisik

insektisitlerin  toksik okson

asit lakton, dihidrokumarin, y-butirolakton ve
homosistein tiolakton gibi bircok aromatik ve alifatik

lakton ile siklik karbonatlar yer almaktadir (Sekil 3).

0]

| PONT
C,H;0—P— O

0C,H;s

Paraokson

H,0

ORGANOFOSFAT ZEHIRLENMELERi VE PON1 ENZiMi

Tablo 1. insan PON1 enziminin substratlar1 (31)

Organofosfath bilesiklerin

Aril (aromatik) esterler
okson metabolitleri ( )

paraokson fenil asetat

metil paraokson tiofenilasetat
pirimifos-metil okson 2-naftilasetat
klorprifos okson
diazokson Aromatik laktonlar
klortion okson Alifatik laktonlar
EPN okson dihidrokumarin
fenitrokson y-butirolakton

homosistein tiolakton

Sinir Gazlan
soman Siklik karbonatlar
sarin prulifloksasin
tabun
armin Fosfolipit hidroperoksitler

]

NO,

0C,H;s

Dietil fosfat P-nitrofenol

Sekil 2. Paraoksonun PON1 tarafindan p-nitrofenol ve dietil fosfata hidroliz reaksiyonu (31).

Sekil 3. insan PON1 enziminin aktiviteleri ve drnek substratlar (31, 34).
IMHP : 2-izopropil-4-metil-6-hidroksi pirimidin, TCP : 3,5,6-trikloro-2-piridinol

a) Organofosfatl bilesiklerin toksik okson metabolitlerinin hidrolizi

0 0
| PON1 I
C2H50— P— O NOZ 7’ C2H50—P —OH + HO N02
H,0 |
OC,H;s OC,H;s
Paraokson Dietil fosfat P-nitrofenol
CH CH
0 ’ 0 /7
|| / N\ PON1 ||
(l)CZHS N= (\ 0 N “CH(CHs)
CH(CH3)2 OC2H5 3)2
Diazokson Dietil fosfat IMHP
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Cl
0 0 cl
I — PONT || —
N H,0 N
OC,H;s Cl OC,Hs Cl
Klorprifos okson Dietil fosfat TCP
b) Sinir gazlarinin hidrolizi
R,O R,0O
e _pon e
0”7 '\ 7 07\
X Ko OH
R;=N(CH,), R,=CH,CH, X=CN Etil N-dimetil fosforoamidosiyanidat (Tabun)
R,=CH, R,=CH(CH,), X=F izopropil metilfosfonofloridat (Sarin)
R,=CH, R,=CH(CH,)C(CH,), X=F Pinakolil metilfosfonofloridat (Soman)
c) Aromatik esterlerin hidrolizi
0] 0)
PON1
H;C—C—O —> H;C—C—OH + HO
H,0
Fenil asetat Asetik asit Fenol
d) Laktonlann hidrolizi ve hidroksi asitlerin laktonlara donustirilmesi
=1: B-Propriolakton
CHy)n "
l_( 2 PON1 (CH)n n=2: y-Butirolakton
O—I\ OH n=3: §-Valerolakton
N 0] +H,0 / OH
9) n=4: e-Kaprolakton
L
Dihidrokumarin R3=H 2-Kumaronon 5-HETE lakton
R3=0OH Homogentisik asit lakton
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PON1 laktonlan hidrolize ettigi gibi bu reaksiyonun
tersini de, yani y ve 0-hidroksikarboksilik asitlerin
laktonizasyonunu da katalizler. PON1 doymamis siklik
karbonat on-ilac olan prulifloksasin’i aktif kuinolon
antibiyotik NM394’e donusturur (33, 34).

PON1 aynm1 zamanda fosfolipit hidroperoksitleri
hidrolizleyerek LDL ve HDL'yi oksidatif degisimlere
kars1 korumasiyla da taninmaktadir (35). Bilindigi
gibi okside olmus LDL aterojeniktir (36). PON1’in
aterosklerozun olusumunu ve ilerlemesini
engelledigini ortaya koyan bircok calisma yapilmistir
(37, 38).

kalp krizi, beyin damar hastaliklarn ve inme gibi

Ateroskleroz, koroner kalp hastaligl,
ciddi hastaliklara neden oldugu icin bilyiik 6nem
tasimaktadir. Bundan dolay1 son yillarda, insanlarda
gorulen oksidatif stres kaynakli bircok hastalikta
PON1’in enzim aktivitesinin ol¢cimu ve PON1’i
kodlayan gende bulunan polimorfizmlerin tespit
edilmesi,

(39-42).

popiler arastirma konulari olmustur

2.3 PON1’in Organofosfath Bilesiklerin Secici
Toksisitesindeki Roliu

PON1’in organofosfatli bilesiklerin toksisitesindeki
rolu ile ilgili kanitlar tiirler aras1 karsilastirmalardan,
PON1
calismalarindan ve PON1 geni susturulmus (knockout)

saflastirilmis enzimi  kullanilan  hayvan

farelerden gelmektedir. ilk yapilan calismalar,
organofosfatli pestisitlere karsi son derece hassas
olan kuslarin cok dusuk serum PON1 aktivitesine
sahip olduklarin1 gostermistir (43, 44). Sicanlar

organofosfatli pestisitlere kars1 kuslardan daha
dayaniklidir. Serum PON1 aktivitesi sicanlardan 7
kat yilksek olan tavsanlar da sicanlara gore daha
dayaniklidir (43). Bu ilk calismalar, dusuk serum PON1
aktivitesine sahip olmanin organofosfatli bilesiklerin
akut etkilerine karsi duyarliligi arttirdigim ortaya
koymustur (19).
PON1’in
tedavisinde kullamlmaya uygun bir enzim olabilecegi

organofosfat zehirlenmelerinin

duslincesiyle yapilan ilk calismalarda tavsan veya
insan serumundan izole edilip saflastirilmis PON1’in
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sican ve farelere organofosfat

oncesinde veya sonrasinda enjekte edilmesi ve

maruziyetinin

sonuclarinin gozlenmesi yolu izlenmistir (45-52).
1956 yilinda yaptig1 oncii calismasinda Main, tavsan
enzimini
sicanlara enjekte etmis akut
toksisitesinde belirgin bir dusus gozlemlemistir (45).
Costa ve ark. tarafindan yuritilen bir calismada ise

serumundan kismen saflastirilmis PON1
ve paraoksonun

tavsan serumundan saflastinlip sicanlara intravenoz
yolla enjekte edilen PON1 enziminin, sicanlarin
serum PON1 aktivitesini paraoksona karst 9 kat,
klorprifos oksona kars1 50 kat arttirdigi goriilmistiir.
Bu sicanlarin organik fosforlu bilesiklerin herhangi
degisik
baskilanmasinin

birine  maruz birakilmasinin  ardindan
dokulardaki asetilkolinesteraz
dizeyi olculmus, enjekte edilen PON1’in, ozellikle
klorprifos oksona karsi sicanlarin direncini arttirdig
gozlenmistir. Bu korumanin beyin ve diyafram
dokularinda daha belirgin oldugu ve organofosfatli
bilesiklerle temas cilt yoluyla gerceklestiginde de
etkili oldugu bildirilmistir (46). Farelerle yapilan
deneylerde de benzer sonuclar elde edilmistir (47).
Enjekte edilen ekzojen PON1’in, klorprifos oksonun
yani sira, insektisit olarak kullanilan klorprifosa
karst da koruma sagladigi goriilmistiir. Ustelik,
PON1 enjeksiyonunun, organofosfat maruziyetinin
oncesinde yapildiginda zehirlenmeyi engelledigi gibi,
maruziyetten sonra (3 saate kadar) yapildiginda da
koruma sagladig1 gosterilmistir (48). 2001 yilinda
adenoviral bir vektorden ifade edilen insan PONT1,
farelerde serum paraoksonaz aktivitesini %60 arttirmis
ve fareleri klorprifosun toksisitesine karst korumustur
(49). Yapilan bu calismalar, serum PON1 seviyesini
yapay olarak arttirarak bazi1 organofosfatlarin toksik

etkilerini azaltmanin miimkiin oldugunu gostermistir.

PON1’in toksikolojisindeki
rolini pekistiren bulgular, PON1 geni susturulmus

organofosfatlarin

farelerle yapilan calismalardan gelmektedir. Bu
farelerin serum ve karacigerlerinde paraokson ve
diazoksona karsi hidrolitik aktivite yoktur, ancak
klorprifos oksona karsi cok az hidrolitik aktivite
gosterirler. PON1 geni susturulmus farelerin yabanil tip



B. CAN DEMiIRDOGEN

farelere gore klorprifos ve diazinona karsi daha hassas
olduklan; bu pestisitlerin aktif okson formlar olan
klorprifos okson ve diazoksona kars1 hassasiyetlerinin
ise son derece artmis oldugu goriilmiistiir. Paraoksonla
yapilan calismalardan ise sasirtici bir sonuc elde
edilmistir. PON1 geni susturulmus farelerin plazma
aktivitesi

ve karacigerlerinde hi¢c paraoksonaz

bulunmamasina ragmen, yabaml tip farelere
gore paraoksona karsi hassasiyetlerinin artmadig
goriilmistir. Ote yandan, PON1 geni susturulmus
bu farelere saflastirllmis insan PON1 enzimi enjekte
edildiginde, PON1

durumuna geldigi ve bu enjeksiyonun diazoksonaz ve

plazmadaki seviyesinin  eski
klorprifos oksona kars1 direnci arttirdigr goriilmiistdir.
Ancak, bu uygulama paraokson maruziyetine karsi
insan PON1

enzimi ile yapilan kinetik calismalarda, bu enzimin

koruma saglamamistir. Saflastirilmis
paraoksonu, diazokson veya klorprifos okson kadar
verimli hidrolizleyemedigi belirlenmistir (50). Bu
dustk

hidrolizinden sitokrom P450 ve karboksilesterazlar

bulgu, konsantrasyonlarda  paraoksonun
gibi baska enzimlerin sorumlu olabilecegi diisiincesini
pekistirmistir (51). PON1’in bir organofosfatl pestisite
kars1 koruma saglayip saglamayacagini belirlemede,
katalitik verimin son derece onemli oldugu ortaya
cakmistir. Ozetle, bu hayvan calismalarindan elde

PON1’in  bazi
kritik ~ bir  rol

plazmada PON1 seviyesini arttirarak organofosfat

edilen sonuclar, organofosfatlarin

toksisitesinde oynadigim1  ve

zehirlenmelerine karst koruma saglanabilecegini

ortaya koymustur (52).

Ancak, PON1
aktivitesinde 40 kata kadar farkliik gorulmesinden

insanlar  arasinda  serum
dolayr bu enzimin insan vicudunda organofosfat
metabolizmasina ne derece katkida bulundugunu
belirlemek kolay degildir (44). Enzim aktivitesinde
goriilen bu degiskenlik bliyilk oranda PON1 enzimini
kodlayan gende bulunan nikleotit farkliiklarindan
kaynaklanmaktadir. Toplumda goriilme siklig1 en az
%1 olan bu farkliliklara polimorfizm denmektedir.
PON1  geninde katalitik
etkileyen kodlayan bolge polimorfizmlerinin ve

enzimin yetenegini
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enzimin ifade edilme seviyesini etkileyen promotor
bolge polimorfizmlerinin bulunmasi, bazi kisilerin
organofosfat toksisitesine kars1 digerlerinden daha
hassas olabilecegi diistincesini dogurmustur (52).
PON1’in genetik polimorfizmlerinin organofosfatlarin
toksisitesi lizerindeki etkisi bir sonraki bolimde detayli
bir seklide anlatilmaktadir. Genetik polimorfizmler
disinda serum PON1 aktivitesini etkileyen faktorler
arasinda yas (53), gebelik (54), kalp damar
hastaliklar1 (55, 56), beyin damar hastaliklarn (57),
diyabet (58), ailesel hiperkolesterolemi (59), bobrek
hastalig1 (60), romatid artirit (61), karaciger sirozu
(62), Alzheimer (63), hipertiroidi (64), astim (65),
beslenme (66, 67), sigara (68), alkol aliskanliklar
(69), cevresel kirleticiler ve ilaclar yer almaktadir
(70). Bu faktorlerin, organofosfat maruziyetine kars
goriilen tepkilerin insandan insana degismesine yol
acmas1 son derece olagandir. Ornegin, organofosfatli
bilesiklerin akut toksisitesi yasla degisim gosterir; genc
hayvanlarin organofosfat zehirlenmelerine kars1 daha
hassas oldugu gorulmistiir (71). Buna paralel olarak
PON1
dogumdan hemen sonra diisiik oldugunu ve zamanla

insanlarda yapilan calismalar, aktivitesinin

arttigin ortaya koymustur (53, 72). Yaslilikla beraber
PON1 aktivitesinde dusus gozlenmektedir (73).

2.4 PON1’in Genetik Polimorfizmleri

PON1 enzimiyle ilgili yapilan ilk calismalarda
serum PON1
paraoksonaz aktivitesi yoniunden kisilerin, yiiksek,

insanlarin aktivitesi olcildugilinde,
orta ve dusuk aktivite gosterenler olmak Uzere Uc
grupta toplandig1 ortaya cikmistir (74). ilerleyen
yillarda PON1 geninin sekansi belirlendiginde genin
kodlayan bolgesinde iki tane polimorfizm tespit
edilmistir. Bu polimorfizmlerden ilki (192Q/R) enzimin
192.

glutamin (Q) yerine arjinin (R) eklenmesine neden

sentezlenmesi sirasinda amino asit olarak
olur (32). Bu polimorfizm enzimin katalitik aktivitesini
baz1 substratlara karsi ciddi sekilde etkilemektedir.
Yapilan ilk calismalarda 192R izoformunun paraoksonu
192Q izoformundan 6 kat daha hizli hidrolizledigi

belirlenmistir. Diazokson, sarin ve soman hidrolizi
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yonunden ise tam tersi bir durum gozlenmistir:
192Q izoformu diazokson, sarin ve somani 192R
izoformundan daha iyi hidrolizlemektedir. Klorprifos
okson ve fenil asetat gibi bir grup substrat icin
ise PON1 192Q ve 192R izoformlarinin hidroliz
hizinin aynm oldugu goriilmistiir (75). Ancak, enzim
aktivitesi olcumleri fizyolojik kosullarda, ortamda
daha az NaCl kullanilarak yapildiginda, 192R ve
192Q izoformlarinin diazoksonu ayni hizda hidrolize
ettigi ve 192R izoformunun klorprifos okson hidroliz
hizinin  192Q izoformundan daha yiiksek oldugu
gorulmistir (50). PON1 geninin kodlayan bolgesinde
tespit edilmis olan diger polimorfizm (55L/M) ise
enzimin 55. amino asitinde losinden (L) metiyonine
(M) degisime yol acar (32). Enzimin 55. pozisyonunda
metiyonin tasiyan bireylerin (55M), 55L izoformunu
tasiyanlardan daha dusik PON1 aktivitesine sahip
Ancak bu
enzimin katalitik aktivitesini direk etkilemedigi,

olduklar gozlenmistir. polimorfizmin
plazmada bulunan enzim seviyesi ile iliskili oldugu
icin  aktiviteyi olarak etkiledigi
cikmistir (76).

de cok sayida genetik farkliliklar belirlenmistir

dolayli ortaya

PON1 geninin promotor bolgesinde

(77). Promotor bolge polimorfizmlerinden -107T/C,
PON1 ifade seviyesindeki farkliliklarin %22,4’Unden
-107T
seviyeleri

sorumlu olmas1 nedeniyle, en onemlisidir.
alelini tasiyan bireylerin serum PON1
duslktir (78).

2.5 PON7’in Genetik
Organofosfatlarin Toksisitesine Etkisi

Polimorfizmlerinin

PON1’in 192Q ve 192R izoformlarinin laboratuvar
ortaminda (in-vitro) cesitli organofosfat substratlan
hidrolizleme hizlarinda tespit edilen farkliliklar,
rodentlerle  yapilan in-vivo deneylerde de
gorulmustur. PON1 geni susturulmus farelere enjekte
edildiginde, 192R formundaki PON1,
klorprifos oksonaz aktivitesini 192Q

gore 1,7 kat daha fazla arttirmis ve klorprifos okson

plazmadaki
izoformuna

toksisitesine kars1 192Q formundaki enzimden daha

fazla koruma saglamistir. Diazokson toksisitesine
kars1 ise PON1’in her iki izoformu da benzer seviyede
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koruma saglamistir. Ancak, paraoksona karsi ne 192R
ne de 192Q izoformu koruma saglayabilmistir. PON1
192R izoformu paraoksonu 192Q izoformundan 6 kat
daha verimli hidrolizlemesine ragmen, saflastirilmis
enzimlerle yapilan in-vitro kinetik calismalar, her
iki izoformun da paraokson hidrolizi icin olculen
katalitik
okson hidrolizi

veriminin, diazokson ve  klorprifos
icin belirlenen verimden dusuk
oldugunu ortaya koymustur. Olciilen bu Kkatalitik
verim, PON1’in vicudu paraokson maruziyetinden
korumasina yetmeyecek derecede dusuktir (50) ve
paraoksonun detoksifiye edilmesinden PON1 disindaki
bazi metabolik enzimlerin sorumlu olabilecegini
(51). Daha

transgenik farelerle yapilan deneyler, elde edilmis

dusundurmektedir sonraki yillarda
olan bu sonuclan desteklemistir. Ornegin, insan PON1
enziminin 192R izoformunu ifade eden, ancak kendi
PON1 geni susturulmus fareler, insan PON1 192Q
izoformunu ifade eden farelere gore klorprifos okson

toksisitesine kars1 daha dayaniklidir (79).

Hayvanlarla yapilan bu calismalar gostermistir
ki, PON1’in
roli organofosfatin yapisina gore degismektedir.

organofosfat  metabolizmasindaki
Paraokson soz konusu oldugunda PON1’in belirgin
bir koruyucu etkisi yoktur. Diazokson maruziyetinde
zehirlenme mi korunma mi olacagini belirleyen
en onemli etken PON1’in ifade edilme seviyesidir;
192Q/R genotipleri etkisizdir. Klorprifos oksonda ise
hem enzimin ifade edilme seviyesi, hem de 192Q/R
genotipleri hassasiyeti etkilemektedir (80).

2.6 PON1 Polimorfizmlerinin Klinik Etkileri
PON1’in
aktivitesini

genetik enzim
etkilediginin

insanlarin PON1 aktivitelerinin dusuk olmasi, bu

polimorfizmlerinin
gozlenmesi ve bazi
kisilerin organofosfat zehirlenmelerine kars1 daha
hassas olabilecegi duslincesini dogurmustur (52).
Ancak, hassasiyeti belirlemede enzim aktivitesini
etkileyen PON1 genotipleri (enzimin kalitesi) kadar
PON1’in serumdaki seviyesi (enzimin miktar) de
onem tasimaktadir.
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1995’te Tokyo metrosunda diizenlenen sarin gazi
saldinsinda 12 kisi hayatin1 kaybetmistir (15). Sarin
PON1 tarafindan metabolize edilen organofosfat
yapisinda bir sinir ajamdir. Yapilan in-vitro deneylerde
PON1 192Q izoformunun sarini 192R izoformundan
10 kat mizli hidrolizledigi belirlenmistir (75). Sarini
daha yavas hidrolizleyen 192R izoformu, Japonlar
arasinda 192Q izoformundan daha yaygindir. PON1
192R genotipinin Japonlarda goriilme sikligi 0,66
iken, Kafkas irkina mensup toplumlarda 0,25-0,30
arasinda degismektedir (81, 82). Dolayisi ile Japonlar
sarin toksisitesine karsi daha hassas olabilir. Ancak,
Tokyo metrosu saldiris1 kurbanlarinin 7 tanesi sarin
hidroliz aktivitesi yiiksek olan 192Q alelini tasiyor
olmasina ragmen, akut sarin zehirlenmesine kars
korunamamislardir (83). Bunun bir nedeni, PON1’in
her bir 192Q/R genotip grubunun kendi icerisinde
enzim seviyesi yoninden farkliliklar gostermesidir.
Daha 6nce de bahsedildigi gibi PON1 enzim aktivitesini
ve seviyesini etkileyen pek cok etken vardir. Sarin gazi
saldinsina ugrayan Japonlarda ise PON1 seviyeleri
olculmemistir. Ayrica, saldin sirasinda maruz kalinan
sarin miktarinin PON1 enzimince tolere edilebilecek
miktarin Uzerinde oldugu  belirtilmistir.
PON1’in hidrolizleme aktivitesi dusuktur;
paraoksonda oldugu gibi, izoformlardan biri sarini
daha verimli hidrolizleyebiliyor olsa da, bu aktivite
sarin toksisitesinden korumaya yeterli olmamaktadir.

cok
sarini

1990-1991 yillan arasinda Korfez Savasi’nda gorev
alan Amerikan askerlerinde nedeni aciklanamayan
kronik yorgunluk, kas ve eklem agrisi, konsantrasyon
kaybr, basagris1  gibi
gorulmustur (84). “Korfez Savasi Sendromu” olarak
adlandirilan bu rahatsizligin, insanlarin savas sirasinda
maruz kaldiklar seyreltilmis uranyum, insektisitler,
sinir gazlarn, petrol kuyularindaki yanginlarda olusan
duman ve cesitli cozliculer gibi bircok kimyasal
unsurdan ve/veya sarbon ve botulinum asilarindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir (52). Korfez
Savasi’nda bulunmus olan ve sonrasinda kendini hasta
hissettigini bildiren 25 asker ve 20 saglikli kontrol
uzerinde yapilan bir calismada, norolojik semptomlar
gosterenlerin daha ¢cok PON1 192RR homozigot veya

unutkanlik ve sorunlar
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192QR heterozigot genotipinde olduklarn, 192QQ
genotipe ise daha az rastlandig1 bildirilmistir (85).
Bu calisma, sarin hidrolizleme aktivitesi dusuk olan
PON1 192R izoformunun korfez savasinda bulunmus
kisiler icin risk faktori oldugunu gostermistir. Benzer
bir calismada, kendilerinde Korfez Savasi Sendromu
belirtileri bulundugunu bildiren 152 Korfez Savasi
gazisinde PON1’in paraoksonu hidrolizleme aktivitesi,
kontrollerdekinden %50 dusuk bulunmustur. ELISA
PON1  konsantrasyonu
hastalarda %14 dusuktur. Dusuk paraoksonaz aktivitesi

metodu ile belirlenen
ve konsantrasyonunun, genetik polimorfizmlerden
bagimsiz oldugu bildirilmistir (86).

Gectigimiz yillarda, koyunlar parazitlere kars

ilaclama isinde calisan iscilerin organofosfatli
pestisitlere maruz kalmasi ile kronik merkezi sinir
sistemi rahatsizliklan arasinda iliski olup olmadigim
(87-89).
Koyunlan ilaclamak icin diazinon kullanan iscilerden
hasta olan ve bu durumun ilaclama ile ilgili olduguna

inananlar (hastalar) ile yine diazinon ile calisan, ancak

inceleyen baz1 calismalar yapilmistir

hasta olmayanlardan (kontroller) olusan iki grup
hastalarin serum diazoksonaz
oldugu
gorulmistir. Ayrica, diazokson hidroliz hizi daha

karsilastinldiginda,
aktivitesinin ~ kontrollerinkinden  dusuk
yavas olan PON1 192R alelinin frekans1 hastalarda
(0,35) kontrollerdekinden (0,23) daha yuksektir (88).
Tirkiye’de yapilan bir calismada akut organofosfat
zehirlenmesi  yasayan hastalarda  paraoksonaz
aktivitesi, kontrollerden %30 dusuk bulunmustur. Her
iki grupta da PON1 konsantrasyonu benzer bulundugu
PON1
cikmasina neden olarak organofosfatlarin PON1’i direk

olarak inaktive ettigi veya zehirlenmeye neden olan

icin, aktivitesinin  zehirlenenlerde dusik

organofosfatlarin enzimin aktivitesinin olclilmesinde
kullanilan substrat ile yarismasi one sirulmustiir (90).

insanlar  iizerinde yapilan bu calismalar

gostermistir ki, seviyesi ve
aktivitesi, kisinin organofosfat maruziyetine kars

kisinin serum PON1
gosterecegi tepkiyi etkileyebilir. ileride yapilacak

calismalarda organofosfat maruziyetinin seviyesi ve
sonuclar da dikkate alinmalidir.
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3. PON1’IN ORGANOFOSFAT ZEHIRLENME-
LERINDE ANTiDOT OLARAK KULLANIMI

PON1’in organofosfatli pestisit ve sinir gazlanyla
zehirlenmelerde antidot olarak kullanilabilmesi icin
oncelikle saflastinlmis enzimin yeterli miktarda
elde edilebilmesi gerekir. Geleneksel saflastirma
yontemleriyle elde edilen enzim miktar bu ihtiyaci
karsilamaktan ¢cok uzaktir. Bu nedenle arastirmacilar,
PON1’i
sistemler Uizerinde calismislardir (91). Ayrica, dogal

cok miktarda uretebilecek bakteriyel
insan PON1 enziminin paraoksonu ve organofosfat
yapisindaki sinir ajanlarin hidrolizleme hizinin yavas
olmasindan dolay1, enzimin aktif bolgesinde bulunan
amino asitlerin belirlenmesi ve protein mihendisligi
yontemleri  kullanilarak bu amino asitlerin
degistirilmesi yoluyla daha aktif bir enzim ortaya

cikanlmasina yonelik calismalara hiz verilmistir (92, 93).

2008 yilinda Stevens ve ark. (26) Escherichia

coli’den hem dogal insan PON1 enzimini, hem
de protein miihendisligi yontemleri ile birtakim
ozelliklerini degistirdikleri rekombinant enzimi ifade
etmeyi ve aktif sekilde saflastirmay1 basarmistir. 192.
amino asiti lisin ile degistirilmis oldugu icin 192K diye
anilan bu PON1 varyanti glikolize degildir ve bundan
dolay1 immiin reaksiyona yol acma olasiig1 diistiktiir
(26). PON1 192K’nin organofosfat maruziyeti
karsisindaki koruma kapasitesini belirlemek icin
oncelikle saflastinlmis enzim PON1 geni susturulmus
farelere enjekte edilmis ve plazmada ortaya cikan
rekombinant PON1 seviyesi diazoksonaz aktivitesi
olculerek kontrol edilmistir. Plazmada en yiksek
PON1 seviyesi enjeksiyondan 8 saat sonra olciilmiistir.
Rekombinant PON1 enjeksiyonundan 48 saat sonra bu
farelere dermal yoldan 1 mg/kg diazokson enjekte
edilmistir. PON1
diazoksonun toksik etkilerinden korudugu ve beyin
kolinesteraz aktivitesinin baskilanmasini engelledigi

192K enjeksiyonunun fareleri

gorulmustiir.
maruziyetinden sonra da etkili olup olmadigim
belirlemek

Rekombinant PON1’in organofosfat

icin yapilan deneylerde PON1 geni

susturulmus fareler oncelikle yuksek dozda (3-7 mg/kg)
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diazoksona maruz birakilmis, 10 dakika sonra da bu
farelerin bir kismina rekombinant insan PON1 192K
enzimi enjekte edilmistir. Yalmzca diazokson verilen
fareler olurken, diazokson maruziyetinden sonra
PON1 192K enjekte edilen fareler hayatta kalmis ve

organofosfat zehirlenme belirtileri hafif olmustur (50).

Organofosfat maruziyetinde etkili olabilmesi
icin PON1’in katalitik veriminin 77 civarinda olmasi
gerektigi hesaplanmistir (50). Ancak dogal insan
PON1’in katalitik verimi 73-75 civarindadir. Stevens
ve ark. tarafindan gelistirilen rekombinant PON1
192K’nin diazokson hidrolizi icin katalitik verimi
118 olarak belirlenmistir (26). PON1 192K farelere
enjekte edildiginde, serumdan saflastinlip enjekte
edilen dogal PON1 ile benzer yarilanma omrii oldugu
gorulmistir (47, 50). PON1 192K’nin toksik olmadig
ve fareler tarafindan iyi tespit

edilmistir (26). Ancak Stevens ve ark. tarafindan

tolere edildigi

uretilmis olan PON1 varyantinin, dogal PON1 enzimine
gore paraoksonaz aktivitesinde, dolayisi ile parationa
kars1 koruma kapasitesinde bir gelisme oldugundan
bahsedilmemektedir.

PON1’in paraokson hidroliz aktivitesinde umulan
artis Aharoni ve ark. tarafindan gelistirilmis olan
bazi PON1 varyantlarinda tespit edilmistir (94).
Yonlendirilmis evrim yontemiyle gelistirilmis ve
E.coli’de ifade edilmis olan bu PON1 varyantlarinin
(G2E6 ve G3(C9), paraokson, fenil asetat ve bazi sinir
gazlarina kars1 aktivitesi Otto ve ark. (95) tarafindan
degerlendirilmistir. PON1 G2E6 ve G3C9 varyantlarinin
paraoksonu dogal insan PON1 enziminden daha iyi
hidrolizledigi, ancak VX ve VR adli sinir ajanlarin
hidrolizleme hizlarinin dogal insan PON1’in gerisinde
kaldig1 goriilmistiir. Dogal PON1’in aktif bolgesinde
bulunan histidin 115 triptofan ile degistirildiginde,
enzim VR’yi hidrolizleme yetenegini kaybetmekte,
ancak paraokson ve VX’e karsi1 aktivitesi artmaktadir.
G2E6’da histidin 115’in triptofanla degistirilmesi
paraoksona karsi aktivitesini degistirmemis, ancak
VX aktivitesini arttirmistir (95). Ne var ki, paraokson
hidroliz aktivitesinde in-vitro ortamda artis tespit
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edilen bu PON1 varyantlarinin, paraokson toksisitesine
kars1 koruyuculugu hayvan deneylerinde heniiz teyit
edilmemistir.

SONUC

Bu derlemede anlatilan calismalar, PON1’in bazi
organofosfatlarin metabolizmasinda rol oynadigim
kesin olarak ortaya koymaktadir. Laboratuvar
hayvanlarn Uzerinde yapilan denemelerde serumda

PON1 miktarini yapay olarak arttirmanin bu hayvanlan
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