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YUKSEK LiSANS TEZI

SERYUM VANADAT (CeVO,) TUREVLERININ PARAOKSONAZ (PON1)
ENZIiMI UZERINE IN VITRO ETKILERININ ARASTIRILMASI
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Bu calismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile kalp damar hastaliklarinin yani sira
metabolizmada 6nemli fizyolojik fonksiyona sahip Paraoksonaz (PONI1) enzimini saflastirmak igin
hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli sentezlenmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye uzant1 kolu
olarak L-tirozin baglandiktan sonra ligand olarak hidrofobik bir molekiil olan 1-naftilamin L-tirozine
kenetlenmesi sonucu sentezlenmistir.

Siirt ilinde hizmet vermekte olan Saglik kuruluslarindan alinan atik kan &rnekleri kullanilarak
Insan Paraoksonaz enzmi sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile uygulanan hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemleri kullanilarak saflastirilmastir.

Cesitli konsantrasyonlardaki Be, Mg, Ca, Sr ve Ba’un seryum vanadat (CeVO,) tirevlerine
dope edilmis yapilari cesitli konsantrasyonlarda kullanilarak saflagtirilan Paraoksanaz (PON1) enzimi
Uzerine in vitro etkileri arastirilmistir. S6z konusu seryum vanadat tiirevleri icerisinde %10 Mg
konsantrasyona sahip CeVO, yapisinin (%10 Mg- CeVO,) 1.17x10* M ile PON1 enzimini en gicli
inhibe eden yap1 oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: PON1, Seryum Vanadat, In vitro, inhibisyon, ICso
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In this study, a gel of hydrophobic interaction chromatography for purification of Paraoxonase
(PON1) enzyme, which are important physiological function in metabolism with detoxification,
antioxidant activity and related with cardiovascular diseases were synthesized.

The hydrophobic interaction chromatography gel was synthesized with Sepharose-4B-L-
tyrosine and 1-naftilamin as hydrophobic ligand. Sepharose-4B was activated with CNBr and than L-
tyrosine was added as extension arm.

Human serum paraoxonase (PON1) was purified from waste blood samples, which taken from
Siirt health organization services, by ammonium sulfate precipitation and synthesized hydrophobic
interaction chromatographic gel.

The in vitro effects of different concentrations of Be, Mg, Ca, Sr and Ba which doped on cerium
vanadate (CeVO,) derivatives, on purified Paraoxonase (PON1) were researched. The structure of %10
Mg CeVO4 (%10 Mg- CeVO,) in the mentioned cerium vanadate derivatives was determined as the best
inhibitory effect on PON1 with 1.17x10* M concentration.

Keywords: PONL1, cerium vanadate, In vitro, inhibition, ICsq
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1. GIRIS

1.1. 2A Grubu Elementleri
1.1.1. Toprak Alkali Metaller

Berilyum (Be), magnezyum (Mg), kalsiyum (Ca), stronsiyum (Sr), baryum (Ba)
ve radyum (Ra) elementlerinden olusan gruba 2A grubu denir.

Periyodik cizelgenin 2A grubunda yer alan elementleri belirten bu grup Toprak
Alkali metalleri olarak isimlendirilir. Berilyum, magnezyum, kalsiyum, stronsiyum,
baryum ve radyumu iceren toprak alkali metallerin tepkimeye girme egilimi, alkali
metaller kadar olmasa da yiiksektir. (Bu gii¢ element agirlastik¢a artar; 6rnegin baryum
guvenlik acisindan yag icinde muhafaza edilir.). Asitler ve ametaller ile hemen
tepkimeye girerek, metalin +2 degerligine doniistiigii iyonik bilesikler verir. Berilyum,
Il. grubun en Ustiinde yer almasina ragmen grubun obiir {iyelerinden 6nemli Olcide
farkli oldugundan toprak alkali metallerden sayilmaz. Radyum elementi ise grubun
dogal radyoaktif {iyesi olarak bulunur. Bu 6zelligi ile radyum grubun diger Uyelerinden
ayrilirff MEB, 2012].

1.1.2. Genel Ozellikleri

Periyodik cetvelde S blogunun 2. sirasinda yer alan 2A grubu elementleri, grup
komsusu olan 1A grubundan daha az aktifken 3A grubundan daha aktif oldugu tespit
edilmistir. 2A grup elementlerinin son yériingelerinde 2 (nS?) elektron bulunur. Bundan
dolay1 2 elektron vererek kolayca soy gaz elektron diizenine ulasabilir ve +2 degerlikli
kararl1 bilesikler olusturur. Berilyum disindaki grup elementleri bilesiklerinde i1yonik
yapili bilesikler olustururken berilyum daha ¢ok kovalent yapili bilesikler olusturur. Bu
da berilyumun diger toprak alkali metallerinden farklilik gostermesine sebep olur.

Grup elementlerinden berilyum ve bir Olgiide magnezyum grubun diger
elementlerinden farklilik gdsterirken; kalsiyum, stronsiyum ve baryum birbirine benzer
ve periyodik cetveldeki yerlerinden beklenen ozellikleri gosterdigi goriiliir. Benzer bir
iliski berilyum, magnezyum ve kalsiyum i¢inde sdylenebilir. Berilyum grupta atom
yarigapi en kiiciik olan atomdur. Berilyum atomu +2 degerlikte iken ¢ok kiguk iyon
yarigapli olmas1 yine oksit ve hidroksitlerinin spesifik amfoter 6zellik gostermesi ve

metalin kovalent bag yapabilmesini agiklar [MEB, 2012].



1.2. Enzimler

Canlilarin yagamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in iki temel kosul vardir. Bir,
canl1 kendi kopyasini yapma kabiliyetinde olmalidir; iki, organizma yeterince ve Secici
olarak kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilme kabiliyetinde olmalidir. Canli sistemler
cevrelerindeki enerjiyi kullanirlar. Insanlar, 6rnegin, tath yiyecek ve igecekleri veya
sekerin kendisini yakit seklinde kullanarak 6nemli miktarda sukroz tiketir. Oksijenin
varliginda sukrozun CO: ve H>O’ya dontisiimii olduk¢a ekzotermik bir surectir, ortaya
cikan serbest enerji gorme, tatma, hareket ve diisiinmede kullanilabilir. Bununla birlikte,
bir ¢uval seker, CO2 ve H20’ya higbir doniisiim olmaksizin yillarca saklanabilir. Bu
kimyasal reaksiyon termodinamik olarak tercih edilir olmasina ragmen, Gok yavastir.
Lakin sukroz insanlar tarafindan tiiketildiginde saniyeler icersinde kimyasal enerjiyi
salar. ki durum arasindaki fark kataliz olayidir. Organizmalarda kataliz olmasaydi,
hayatin devam edebilmesi igin gerekli olan kimyasal reaksiyonlar uygun zaman
araliginda meydana gelemezdi.

Enzimler c¢ogunlukla yapay ve inorganik Kkatalizorlerden c¢ok daha 6nemli
olagantistii katalitik giice sahiptir. Substratlar i¢in yiiksek ozgiilliige sahiptir, kimyasal
reaksiyonlart yiikksek seviyede hizlandirir ve pH ile sicakligin optimum kosullar
altindaki sivi ¢ozeltilerde islev goriir. Biyolojik olmayan katalizérlerin pek azi bu
ozelliklerin timune sahiptir.

Enzim c¢alismasi olduk¢a pratik Oneme sahiptir. Bazi hastaliklarda, ozellikle
kaliimsal genetik anomalilerde bir veya daha ¢ok enzimin noksanligi ya da tamamen
yoklugu mevzu bahis olabilir. Farkli bir grup hastaliga da enzimin asir1 aktivitesi Sebep
olabilir. Enzimlerin aktivitelerinin kan plazmasinda, kanin sekilli elemanlarinda veya
doku sivilarinda 6lgtimii belli hastaliklarin tanisinda 6nemlidir. Bir¢ok ilacin biyolojik
etkisi enzimlerle etkilesme seviyelerine gore ortaya cikar.

Enzimler katalizledikleri 6zgul reaksiyona gore siniflandirilir [Lehninger, 2005].

1.2.1. Enzimlerin Smiflandirilmasi

Enzimler, evvelden katalitik etkileri tizerinde gosterdikleri ve “substrat” adi verilen
bilesiklerinin adlarinin sonuna, “az” eki getirilmek sureti ile adlandirislmistir. Ornegin,
ureyi Karbonmomonsit ve Amonyaga pargalayan enzime (reaz, arginini ornitin ve

ureye indirgeyen enzime arginaz, fosfat esterlerinin hidrolizlenmesini saglayan



enzimlere de fosfataz denilmistir. Bu isimler en azindan substratlara dair bilgi
verirlerken, bu konuda higbir bilgi vermeyen bazi enzim isimleri de bilim insanlari
tarafindan kullanilmistir. Ornegin pepsin, tripsin ve katalaz enzimleri. Zamanla birgok
farkli enzimin ortaya ¢ikarilmasi ile, sistematik bir adlandirma ihtiyaci hasil oldu. Bu
vesile ile enzimler, uluslararasi enzim komisyonu tarafindan, katalizledikleri tepkime
tipleri ve tepkime mekanizmalar1 gozetilerek bir siniflandirma yontemi gelistirildi.
Ancak glniimiizde, ¢ogu biyokimyaci tarafindan ilk konulan isimler hala kullanilmakta,
sistematik isimleri de ¢ogunlukla parantez i¢inde verilmektedir.

Sistematik adlandirmanin baslica 6zellikleri sunlardir:

a. Tepkimeler ve onlar1 katalizleyen enzimler 6 gruba boliinmiistiir. Herbir
grup da kendi ig¢inde 4 ile 13 arasinda alt gruba ayrilmistir. Ve bu 6 grup cesitli
ornekleriyle izah edilecektir..

b. Enzim ismi iki bolimde verilir. Ismin ilk kismi substrat veya
substratlarindir. Ikincisi ise katalizlenen tepkimenin tipinin sonuna “-az” eki getirilmis
hali, yani grup veya alt grup adidir. Substratlar aralarina iki nokta konulmak suratiyle
yazilirlar.

C. Tepkimenin dogasimi izah edecek ifadeler gerekiyorsa, parantez iginde
ismin sonunda yazilabilir.

d. Her enzime sistematik bir kod verilmistir. Bu numara E.C. (Enzyme
Code) harflerinden sonra artarda gelen dort rakamdan olusur. Birinci rakam enzimin
bagli oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, iiclinciisii alt alt grubu belirtir.
Doérdiincii rakam ise, enzimin ayni ii¢ rakama sahip enzimler arasindaki siralamasini
verir. Mesela E.C.2.7.1.1. kod numarasinda 2, bu enzimin bir transferaz enzimi
oldugunu; 7, bir fosfat transfer edildigini; 1, fosfat transferinin alkol grubuna oldugunu
ve son 1 rakami da bu enzimin alkol grubuna fosfat transferi saglayan enzimler arasinda
ki sirasim1 gostermektedir. Ornekte ki enzim hekzokinaz geleneksel adiyla bilinen,
ATP:D-heksoz 6-fosfotransferaz enzimidir.

Enzimlerin alt1 ana grubu,

1. Oksidorediiktazlar: 1ki substrat arasinda redoks tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir.
2. Transferazlar: ki substrat arasinda hidrojen (H) harici gruplarin transferini

katalizleyen enzimlerdir.



3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-Halajeniir yada P-N
baglarinin bir H2O molekiiliiniin katilimiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.

4, Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin
uzaklastirilarak, ¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen enzimlerdir.

S. Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistimini
katalizleyen enzimlerdir.

6. Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
koparilmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki molekiiliin baglanmasi

tepkimelerini katalizleyen enzimlerdir [Keha, 2005].

1.3. Kalp Damar Hastaliklar:

Kalp kaslardan olusan giiclii bir pompadir. Giinliik ortalama Binbesyiiz litre kani
pompalar. Kalp kasimin’da gorevini tam olarak yapabilmesi igin, uygun miktarda kan
almaya ihtiyaci1 vardir. Kalp ihtiyaci olan kani, kalp damarlarindan (koroner damarlar)
alir. Kalp damar hastalig1 (koroner arter hastaligi), kalp damarlarinin kismen daralmasi
yada tikanmas1 sonucu olusur. Tikanma sonucunda kalp yeteri kadar beslenemez, O;’siz
ve besinsiz kalir. Bu nedenle gerektigi gibi ¢alisamaz. Sonugta, anjina diye adlandirilan
gogiis agris1 ortaya ¢ikar. Kalp damarlarindan birinin veya birkaginin tamamen
tikanimasi ile kalp krizi goriilebilir. Kalp krizi kalp kaslarinin ve diger organlarin zarar

gbrmesine sebep olur.

1.3.1. Kalp Damarlarimin Daralmasina Ne Sebep Olur?

Kalp damarlar1 kanin rahatlikla akabilecegi tiiplere benzer. Damarlarin ¢eperleri
diiz kastan olugmustur ve esnek yapidadir. Kalpteki koroner damarlar genclik
yillarindan itibaren yavas yavas yaglanir. Zamanla yag damar duvarlarinda birikir ve
hasara sebep olur. Damarlar tikanikligi gidermek i¢in bazi maddeler salgilar. Boylece
damarlar daha da kalinlagir. Kanin iginde bulunan protein, kalsiyum gibi yapilar ve bazi
hiicreler gelip bu bolgeye yapisirlar. Bu maddeler ve yag birikintileri plaklari meydana

getirir. Plaklar genisleyerek, damarlar1 daraltir. Bu olaya ateroskleroz denir. [Url-1]



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Paraoksonaz (PON); karacigerde sentezlenen ve organik fosforlu bir insektisit
olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme kabiliyetine sahip A-
esterazlar grubundan bir serum esterazdir [Juretic ve ark., 2001; Li ve ark., 1993].
Enzim, paration disinda diizopropil florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu
insektisitlerle, yine ayn1 kimyasal gruba mensup sarin, tabun gibi sinir gazlarinin; gesitli
karbamatlarin; fenilasetat, 4-nitrofenil asetat, 2-naftil asetat gibi bircok aromatik
karboksilik asit esterlerinin hidrolizini de katalize etmektedir. PON1, HDL’ye bagli,
organofosfat ajanlari (OP) ve LDL’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna ve
bakteri endotoksinlerine karst koruyucu rol oynayan 6nemli bir enzimdir. LDL’nin
oksidasyonu arteroskleroz siirecinin baslangic evresini olusturmasi, paraoksonaz (PON)
enzimin antioksidan 6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [Durrington ve ark., 2001;
Carey ve ark., 2005].

Memeli canli tiiriinde genis bir yelpazeye sahip olan PON proteinleri; baliklarda,
kuslarda ve eklembacaklilarda tespit edilmemistir. [Durrington ve ark., 2001].
Memelilerde, 6zelikle yapilan incelemelerde insanlarda ve farelerde, ayni1 kromozomda
birbirine komsu ti¢ farkli PON geni (PON1, 2, 3) bulunmaktadir. PON genleri; farelerde
6. kromozom iizerine yerlesirken, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, q 21.3 ile
q 21.1 bolgesinde yogunlastiklar: bildirilmektedir [Hegel, 1999]. Yapisal yonden biiyiik
benzerlikler gosteren bu genlerden PONI1’e yonelik ¢ok yogun ¢alisilmalar
yapilmaktadir. PONI, fizyolojik substratlarinin belirlenmesi ve arterosklerozis ile
iligkisinin anlagilmasi ile, PON2 ve PON3’e gore nispeten daha iyi aydinlatilan gendir
[Carey ve ark., 2005]. PON1 geni, Q/R 192 ve M/L 55 olmak Uzere iki 6nemli
polimorfizm gostermektedir. Bunlardan en yaygin Q/R 192 polimorfizmidir. Ciinkii
PONI1 enzim aktivitesindeki bu polimorfizm substrat bagimlidir ve farkli etnik kdkenli
popiilasyonlara gore degiskenlik gosterdigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [GUrsu ve
ark., 2003].

Paraoksonaz enzimlerinin amino asit dizinleri arasinda %60 civarinda benzerlik
tespit edildigi bildirilmektedir. Bununla beraber, Paraoksonaz enzimlerinin dokulardaki
ekspresyonlarina ve dagilimlarina gore, birbirinden farklilagsmaktadirlar. PON1’e ait
mRNA’nin karaciger disinda beyin, kalp, bobrek, akciger ve ince bagirsak dokularinda

da bulundugu gosterilmis ve PON1’in, bu dokularin timinde endotelyal tabakada



konumlandigi, immunohistokimyasal tekniklerle tespit edilmistir. Nerdeyse butun
dokularda goriilen ve PON1 mRNA’ya kiyasla, dokular arasinda daha genis bir dagilim
gosteren PON2 geninin protein Grlnleri simdilik bilinmemektedir. Son yillarda tavsan
Karacigeri ve serumundan ayristirilan ve bir laktonaz olan PON3 gen Urlinuniin; en gok
plazma ve HDL biinyesinde oldugu bildirilmektedir [Draganov ve ark., 2000; Azarsiz,
2000].

2.1. Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1)

PON, Aldridge siniflandirma sistematigine gore A grubu arildialkilfosfataz
smifina mensup ester hidrolaz enzimidir. Evvela toksolojide organofosfat bilesiklerini
hidroliz edebilmesi nedeni ile kullanilmis, Daha sonralari ise antioksidan etkileri nedeni
ile kroner kalp hastaligi riskinden koruyabilecegi diisiincesi ile gilincellik kazanmistir
[Azarsiz, 2000]. Paraoksonazi ilk defa 1953 yilinda Aldridge W.N., p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirat1 hidroliz eden A-esteraz olarak tespit etmistir. Uriel tarafindan ise
ilk defa 1961°’de insan serumunda elektroforez sonras1t HDL immunopresipitatlarinda
tammmlanmustir[Uriel, 1961]. Mackness ve arkadaslart ilk kez HDL tasnifi igin
santrifijleme metodunu kullandiktan sonra, koyunlarda PON aktivitesinin ekseriyetle
Apo Al igeren partikillerde HDL ile beraber bulundugunu ve insan serumunun ultra
santrifiijlenmesi sonrasi enzimin kanda HDL bunyesinde tagindigini tespit etmislerdir.
[Michael ve ark., 1996]. Saflastirdiklart sigir serum PON’un lipidlerle ilgili ve HDL ile
ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Saflastirma sirasinda apo A-
I’in PON’dan ayrilmasinin gili¢ olmasi, bu ikisinin arasinda siki bir iliski oldugunu
diistindiirmiis ve HDL kolesterol analizi esnasinda lipoprotein bandinda aril-esteraz
aktivitesine rastlamislardir[Uriel, 1961]. Enzim; paraokson, metil paraokson ve
klormetil paraoksona yulksek diizeyde segicilik gosterdigi igin, paraoksonaz olarak
adlandirilmigtir.  Mackness ve arkadaslari, Paraoksonaz’in HDL Uzerinde Apo A-T’e
bagimli olarak etki gosterdigini ve 1991 yilinda LDL iizerindeki lipoperoksit birikimini
azalttigin1 kesfetmislerdir [Michael ve ark., 1996]. Ayni1 zamanda Macness ve
arkadaslar1 tarafindan farkli irklarda (Fransiz, Sudanli vs) polimorfizm analizleri
yapilarak, allellik formlar1 belirlenmis ve populasyon ¢alismalar1 enzim aktivitesiyle
HDL, Apo A-l, Apo A-II arasindaki istatistiki baglant1 ortaya konmustur[Michael ve

ark., 1996]. Immunoafinite kromatografi analizleri insan serum PON’unun gercekte



Apolipoprotein A-l ve Klusterin (apolipoprotein J) iceren HDL tipleri ile baglantili
oldugunu ve Paraoksonaz’inin tim HDL’nin ¢ok az bir kismimi olusturdugunu
gostermistir [Azarsiz, 2000; Michael ve ark., 1996].

Daha sonra yapilan analizlerde, farkli kalp hastaliklarda enzim aktiviteleri
incelenmis, lipoproteinler ve lipid peroksidasyonu arasindaki iligki arastirilarak enzimin

aminoasit dizisi belirlenmistir [Erdem, 2004].

2.1.1. Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nin (IUBMB) enzim
adlandirmasinda paraoksonazin iki farkli numaras: (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) vardur.
1990’11 yillardan sonra, paraoksonazin fenolik esterler disinda fosforik ve fosfinik asit
esterlerini de hidroliz ettigi goriilmiis ve EC 3.1.8.1 ile tanimlanmistir [Erdem, 2004].
Paraoksonaz enzimi, A grubu arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz enzimi oldugu
icin sistematik adi arildialkilfosfatazdir. A esteraz grubunda yer alan paraoksonaz
enzimi, aktivitesinin ilk 6lciminde paraokson substrati kullanildigindan paraoksonaz
olarak adlandirilmistir. (Sekil 2.1) [Mackness ve ark., 1998].

Et—0 \H
o/

Sekil 2. 1 Paraoksanin kimyasal yapis1 (O,0-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)

—0 NOy

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat 6zgiilliigli gosterirken, fizyolojik substrati
kesin olarak belirlenmemistir. ~ Fakat laktonaz, arilesteraz ve organofosfataz
ozelliklerine sahip oldugu tespit edilmistir.  Insan serum paraoksonaz enzimi,
parationun metabolik {rlinii olan paraoksani kataliz etme yetenegine sahiptir.
Paraoksan organizmaya zararli olup pestisit olarak kullanilmaktadir. Paraoksanin,
paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu paraoksana oranla goreceli olarak daha az zararli

p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur (Sekil 2.2) [Azarsiz, 2000].
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Sekil 2. 2 Paraoksonaz enzim mekanizmasi

2.1.2. Paraoksonaz Gen Ailesi

PON gen ailesi, insanlarda 7. kromozom’un uzun kolunda ¢21.3 ve 22.1
arasinda bulunmaktadir [Michael ve ark.,1996; Kirsty ve ark., 2003]. ilk olarak
memelilerde tanimlanan PON ve PON ile iligkili genler, sonralar1 kiimes hayvanlari,
zebra baligi ve omurgasizlardan Caenorhabditis elegans’ta bulunmustur [Uriel, 1961].
Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PONS3 olarak bilinen ¢ Uyeye sahiptir. Bu
genler bliyliik yapisal benzerlikler gostermektedir ve ortak evrimsel 6ncilden gen
dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli tiirleri icersinde PON1, PON2
ve PON3 aminoasit dizeyinde % 60, nikleotid diizeyinde % 70 benzerlik gosterir.
Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu ii¢ genin her biri aminoasit duzeyinde % 79-
90, nlkleotid duzeyinde % 81-91 benzerlik gostermektedir. PON1, PON2 ve PON3 ile
karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan 105 aminoasit i¢inde {i¢ niikleotid rezidiisiiyle
ayrilir [Michael ve ark., 1996; Liang, 2003]. PON2 ve PON3, PON1 kadar
aydinlatilamamugtir [Carey ve ark., 2005 ; Erdem, 2004]. PON2 diger tiyelerden farkli
olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi pek
¢ok dokuda sentezlenmektedir. PON3, tavsan HDL’si {izerinde lokalize olan laktonaz
aktivitesi ile tanimlanabilmistir [Carey ve ark., 2005; Mackness, 1998]. PON3 enzimi
de PON1’e benzer sekilde biiylik cogunlukta karacigerden sentezlenir ve serumda
HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3 daha diisiik seviyelerde bobrekte
sentezlenmektedir. PON3 geninin mRNA’s1 ve proteinine insanlardan farkli olarak

siganlarin makrofajlarinda rastlanmistir [Bert ve ark., 1999; Michal ve ark., 2004].



2.1.3. PONT’in Biyokimyasal Yapisi

PON1, 43-45 kDa molekiil agirhigina sahip 354 aminoasitten olusan bir
proteindir [Liang, 2003; Bharti ve ark., 2002]. Her molekulln total agirliginin %15.8’i
tic karbonhidrat zinciri icermektedir. Izoelektrik noktas: 5.1°dir. Aminoasit bilesimi
yiiksek 16sin igerigi disinda bir 6zellik gostermez [Liang, 2003]. Yapisinda yer alan 3
sistein (Cys) rezidiistinden 284’teki serbest iken 42 ve 352. sistein rezidiileri arasinda
disiilfit bagi bulunur. /n sitii hibridizasyon ¢alismalar1 ile PON1 geninin, 7.
kromozomun uzun kolu Uzerinde q21-g22’ de bulundugu gosterilmistir [Azarsiz, 2000
;Michael ve ark.,1996].

PONI’in ince yapist dort tane zincirden olugsmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir (Sekil 2.3). Enzimin 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki dislfit
koprisu ile tamamlanarak ii¢ boyutlu yapisini kazanir [Jawad , 2002]. N terminal ve C
terminal uglarinin bdyle kovalent bag yapmasi b-kirmali yapili enzimlerde nadiren
goralur.

Ug boyutlu yapida; B-kirmal tabakalarin merkezinde 7.4A° aralikli iki adet Ca*?
iyonu mevcuttur. Bunlardan bir tanesi yapisal Ozellige sahip olup yapidan
uzaklastirilmast doniisiimsiiz denatiirasyonlara neden olur. [Kuo ve ark., 1998]. Digeri
ise Katalitik etkinlikte rol oynar. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A° uzaklikta 5 adet
aminoasit rezidist (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glub3) ile etkilesim
halindedir. Ayn1 Ca*? iyonu bir su molekilii ve fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir. PON1’in yapis1 6 adet f-kirmali tabaka ile merkezdeki Ca*? iyonlari
acisindan diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik gostermektedir
[Scharff ve ark., 2001]. Ancak, PONL1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi
gosterirken, DFPase sadece fosfotriesterase aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu iki
enzimin aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [Fokine, 2003]. PON1’in
aktif bolgesinde diger B-kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H2 ve Hs)
yapilar1 vardir (Sekil 1.3). Bu yapilar ayn1 zamanda sonlanma noktalar1 olup, aktif
bolgenin korunmasi ve enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere sahiptir. PON1
sentezlendiginde monomerik yap1 seklindedir. Enzim, HDL’ye baglanamadig1 zaman
oligomerizasyon gergeklestigi belirlenmistir. Bu olay in vitro deterjanli ortamda H» ve

Hzs heliksleri ile deterjan misellerine baglanarak gerceklesir [Josse, 2002].



Sekil 2. 3. PON enziminin ii¢ boyutlu goriiniimii. (a) f-kirmah tabakalar, (b) hidrofobik bdlgelerin
(H1, H2, H3) B-kirmal tabakalara kiyasla durumu [Michal ve ark., 2004]

PONL1 iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bolgesi vardir. Iki tanesi (Asn
227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise ylizeye bakan bolgede
(Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PONI memeli hiicrelerinde ekspre edildikten
sonra bu noktalardan glikozillendigi gozlenmistir [Josse, 2002]. PON ailesinin
hidrolitik aktivitesi i¢in, glikolizasyonun aktiviteyi ©nemli Olgiide etkilemedigi
saptanmistir [Ahoroni, 2004; Josse, 1999]. Ancak enzimin yapisinda bulunan bu
karbohidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre membranlarina baglanmada veya

kararlig1 ve ¢oziinlirliigii arttirmada etkili olabilecegi agiktir [Jonas, 2000; Sinan, 2005].
2.1.4. Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Paraoksonaz enziminin aktif bdlgesinde bulunan His-His gifti, kalsiyum iyonu

ve su molekli, esteraz aktivitesinde énemli rollere sahiptir (Sekil 2.4).
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Sekil 2. 4. Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [35]

Katalitik etkinlik gosteren Kalsiyum iyonu, substrattaki fosfat iyonunun eksi
yiiklii oksijenine 2,2 A mesafededir. Aktif bolgesindeki His-His gifti, H,O molekiliinin
bir protonunu alarak su molekilinin nikleofilik kuvvetini arttirir. Olusan OH™ iyonu
karbonil yada fosfat esterine yonelir. Bu anda olusan kompleks tetrahedral bir dizlem
sonucu Ca*? iyonu ile kararli kilinir. Olusan yapidaki Ca*? iyonu eksi yiikli oksijen
(O)’den uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin tizerine yikilir ve ester bagi kopar.

PON1’in mekanizmasini izah etmek niyetiyle, esteraz aktivitesi igin 2-
naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in paraoksan substratlart kullanilmistir. Bu
substratlarin optimum pH araliklar1 tespit edilmis ve substratin yapisinda bulunan yan

zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucuna vartlmistir[Harel ve ark., 2004].

2.1.5. Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar

PON enzimi genis bir substrat 6zgiilliigii gosterirken, fizyolojik substrati kesin
olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine
sahip oldugu tespit edilmistir. S6z konusu aktivitelerin tiimiiniin tek bir aktif merkezde
mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gergeklestigi, substrat segiciliginin nasil
belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir.

Son yillarda PON1’in aterosklerozisin olusumunu énlemede ve ilag aktivitesinde

onemli etkinligi oldugu bilinmektedir [Draganov ve ark., 2004; Lusis, 2000; Mackness
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ve ark., 2001]. PONL1 ozellikle LDL ve HDL lipitlerinin yikseltgenmesinin 6niine
gecerek lipit peroksitlerini metabolize ederek aterosklerozise karsi koruyuculugunu,
sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile gbstermektedir [Billecke ve ark., 2000; Teiber,
2003]. S0z konusu enzim 4 ila 7 atom aras1 degisen lakton halkasi ihtiva eden en az 30
cesit laktonu hidrolizleyebilmektedir. Alifatik lakton substrati olan 6-valerolakton (6
halkali lakton), y-butirolakton (5 halkali lakton) ve e-kaprolaktondan(7 halkali lakton)
daha cabuk hidrolizlenmektedir. PON1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi, alifatik
laktonlara kiyasla daha fazladir ve daha kolay hidrolizlenirler. Fakat ilging bir sekil de,
pek ¢ok ilacin etken maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton halkasi o ve B ¢ift
bagi icerdigi halde PONI tarafindan hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin
hidrolizlenmektedir [Billecke ve ark., 2000; Garrett ve ark., 1971] (Sekil 2.5).

D(C|-|2)n PON1 L—(CHz)n Rs

/\OH O\ 0

O \) tH,0 OO
Dihidrokumarin

Rs=H 2-Kumaronon

R3=OH Homojentisik
asit lakton

Sekil 2. 5 Lakton hidrolizi [19]

Onceleri PON1’in yapisinin ve substratlarla olan iligkisinin belirlenmesinde
yapi-aktivite analizi lizerine ¢aligmalar yapilmistir. Bu konuda ilk olarak, Augustinson
ve Ekedahl aromatik halkali veya ¢ift baga sahip aromatik esterlerin PON1 tarafindan
hidrolizlendiklerini bulmustur. Bu tepkimede PON1’in substrat olarak kullanacagi
esterin karbon-karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi tespit edilmistir
[Augustinsson , 1968]. Ayrica, yapilan bir bagka ¢alismada, vinil asetat ve A2
siklopentil asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan
asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenememesi bu 6neriyi desteklemektedir [Billecke ve
ark., 2000]. Lakton halkasinin olusturdugu uzaysal yapi, bu yapiyr iceren bazi

substratlarin enzimin aktif merkezine girmesini saglayarak etkilesmelerine ve
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hidrolizlenmelerine izin verir. Bu etkilesim benzer sekildeki igte bulunan ester formlar
icin miimkiin degildir. Ornegin etil asetat PONI ile hidrolizlenmezken, ayn1 sayida
atom ve ester yapisina sahip y-batirolakton iyi hidrolizlenmektedir [Billecke ve ark.,
2000; Draganov ve ark., 2004].

PONL1 enziminin laktonaz aktivitesi igin 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti oldukca énemlidir. Bu serbest sistein rezidlsiinin, s6z konusu enzimin
LDL’nin okside olmasin1 6nlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz
aktivitesi araciligiyla LDL ve HDL fosfolipitlerinin ylikseltgenmeye karst korudugu
disiinilmektedir [Aviram ve ark., 1998; Aviram]. Sorenson ve arkadaslari 284.
pozisyonda bulunan serbest sistein rezidusunin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde
gerekli olmadigin1 gostermislerdir [Sorenson ve ark., 1995]. Ancak aktif merkezdeki
histidin rezidilerinin paraoksonaz ve arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gostermesinde

cok gerekli oldugu gosterilmistir [Doorn ve ark., 1999].

PONI1 bazi lakton ve karbonat esterlerini igeren ilaglari ile ilag 6n maddelerini
de hidrolizleyebilmektedir.  Mesela, diuretik bir ilagc olan spironolakton ve 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediktaz inhibitérleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin bu enzim tarafindan hidrolizlenir. ~Onceleri yapilan calismalarda bu
hidroksimetil glutaril-CoA reduktaz inhibitorlerinin hidrolizlenmesi s6z konusu enzimin
statinaz aktivitesi olarak tamimlanmustir [Vickers ve ark., 1990; Tang ve ark., 1995].
Ayrica PONI1 glukokortikoid 6-laktonlarin [Biggadike ve ark., 1990] sistemik
metabolize edilmesinde ve On ilag maddesi olan karbonat ester yapisindaki
prulifloksasinin aktivasyonunda rol oynamaktadir [Tougou ve ark., 1998]. Bunun gibi
PONT1’in laktonaz aktivitesinden baglica yonetici ajanlarin metabolize edilmesinde ve
bunlarin istenmeyen yan etkilerinin azaltilmasinda yararlanilmaktadir [Biggadike ve
ark., 1990]. Laktonlarin isosterik formlari olan laktamlar oksijen halkasi yerine azot
halkasi ihtiva ederler. Laktamlar PON1’in substratini olusturmazlarken enzimi inhibe
ederler. In vitro calismalarda §-valerolaktam, e-kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi

laktamlar PON1 enziminin glclt inhibitorleridir [Billecke ve ark., 2000].

Insan serum PONI enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 2.6) [La Du, 1992; Costa ve ark.,

2002] ve soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir ajanlarini hidrolizleyebilmektedir

13



(Sekil 2.7) [Broomfield ve ark., 1991; Baillie ve ark., 1993]. Insan saghig acisindan
organofosfatli bilesikler, ter6r tehdidi kadar bir gevresel risk olusturur [Harel ve ark.,
2004]. PONL1 enziminin farkli arastirmalara konu olmasinin en 6nemli sebeplerinden
biri budur.

R— OC,Hs R—O OC5Hs HO OC-,H
\\ / CytP4s0 NS PON; N4 215
S/ - = P %’ P + ROH
OC,Hs % \OCsz o/ \OCZH5
A N
Paraokson R= ‘ Klorprifoz okson R= M Diazokson

N c N \(

Sekil 2. 6 insektisitlerde yaygin kullamilan okson metabolitlerinin hidrolizi [Draganov ve ark., 2004]

O R Rzo R1
2 \P/ 1 PONT_ \ /
O/ \X +H20 O/ \

R1=N(CH3), R,=CH,CHj3 X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)
R;=CHjs R,=CH(CHj3), X=F lzopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)
R1=CHj3 R,=CH(CH3)C(CH3); X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 2. 7 Sinir gazlarinin hidrolizi [Draganov ve ark., 2004]

Bu aktivitelerinin yaninda PON1 enzimi smiflandirilmada yer aldigi A-esteraz
grubunda bulunmasi ile fenilasetat gibi ester substratlarini1 da hidrolizleyebilmektedir.
Ayrica, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik ester substratlar1 arasindadir

(Sekil 2.8) [Eckerson ve ark., 1983; Sorenson ve ark., 1995; La Du, 1992].
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Sekil 2. 8 Aromatik esterlerin hidrolizi [Draganov ve ark., 2004]
2.1.6. PONT’in HDL’ye baglanmasi

PON1 ve PON3 Kc‘de iiretilerek kana salinir, orada spesifik olarak HDL’ye
baglanir. HDL periferal hiicrelerden kolesteroliin tasinmasini saglayan ve kendisine
bagli platelet aktive eden faktér, PON1, LCAT ve PON3 gibi enzimler ile LDL’nin
yukseltgenmesini 6nler [La Du, 1992; Lund-Katz ve ark., 2003].

HDL yaklagik 10 nm capinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde Oncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein Al
ve aromatik heliksler yer alir [Borhani ve ark., 1997]. HDL’ye baglh olan enzimlerden
ilk kez ii¢ boyutlu yapisi aydinlatilan PON1 enzimidir [Blatter ve ark., 1993; Kelso ve
ark., 1994]. PONL hidrofobik N terminal ucuyla sonlanir, H2 ve Hi hidrofobik heliksler
bir araya gelerek potansiyel membrana baglanma yiizeyi olusturular [Deakin ve ark.,
2002; Killian ve ark., 2000]. Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan zincirleri ile
olusturduklart yap1 karakteristigi ile HDL ara yiizeyine girebilmektedir [James ve ark.,
1998].

2.1.7. PONT’in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PONI1 sentezi karacigerde gerceklestiginden dolayi, serumdaki PON1 seviyesini
belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki Paraoksonaz seviyesi ve
etkinligi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [Blatter ve ark., 1994]. Bunun nedeni enzim
aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 geninin kodlanma ve promoter
bolgesinde ¢ok sayida polimorfizm goéstermesidir. PON1’in serumdaki aktivitesini ve
konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi izerinde en 6nemli polimorfizm -107

pozisyonundadir [Leviev ve ark., 1997; Deakin ve ark., 2003]. PON1 sentezinde
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onemli olan bir diger faktor karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica
PON1’in karacigerden sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir
[Feingold ve ark., 1998; Cabana ve ark.; 2003].

PON1 karacigerde iiretildikten sonra serumda HDL’ye yada karacigerde
mikrozomlara tutunabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdlgesi olmasi
gereklidir.  N-terminal hidrofobik bodlgesi baglamada belirleyici oldugu kadar
salgilanma mekanizmasinda da 6nemli bir role sahiptir [Martoglio ve ar., 1998; Hassett
ve ark., 1991]. Yapilan ¢alismalarda hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit
hiicresine katilarak PON1 sentezlendikten sonra hiicre zarinin dis yiizeyine baglandig:
gosterilmistir [Deakin ve ark., 2002]. PONI karacigerde iiretildikten sonra ilk olarak
mikrozomlara, akabinde hiicrenin dis yiizeyine baglandigi disiiniilmektedir [Sorenson
ve ark., 1999; Oda ve ark., 2001]. Hiicrenin zarinin dis yiizeyinden salinmasi ve
HDL’ye baglanmasi tesadiif degildir, bu baglanmada fosfolipit kompleksi énemli rol
oynamaktadir ve LDL PONI’in hiicreden salinmasina ve kendisine baglanmasi igin

fosfolipit icerigi yeterli degildir [Deakin ve ark., 2002; Sorenson ve ark., 1999].

2.2. Ateroskleroz

Ateroskleroz, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan arterlerin intimasmn lipitler,
karbonhidrat temelli makromolekuller, kan ve kan Uriinleri, farklilasmis fibroz doku ve
kalsiyum  bilesiklerinin  bdlgesel — birikimlerinin = bir  kombinasyonu  olarak
tanimlanmaktadir. Ateroskleroz aterom adi verilen plaklarla karakterizedir. Ateromlar
endotelinin medya tabakasini zayiflatan ve trombiis olusumu agisindan risk olusturan
lezyonlardir. Aterosklerotik lezyonlar hemen hemen tiim doku ve organ sistemlerinde
tutuluma yol acabilmektedir. Bunlar arasinda en ¢ok etkilenen grup, koroner arterler,
aorta ve serebral arterlerdir. Koroner arterlerde meydana gelen aterosklerotik lezyonlar
miyokard enfarktiisii gelisiminde rol oynamaktadir. Miyokard enfarktiisii Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gére mortalite acisidan ilk siralarda yer almaktadir. Serebral arterdeki
tutulumlar siklikla beyin enfarktlarina yol acarak agir klinik tablolara yol agmaktadir.
Bunlarin disinda renal sistem, gastrointestinal sistem ve alt ekstremitelerdeki
aterosklerotik tutulumlar iskemik tablolara sebep olmaktadir [Global atlas, 2011].

Koroner kalp hastaliklar1 {izerine giiniimiize kadar yapilan caligmalar hastalik

patogenezi lizerinde genetik ve c¢evresel faktorlerin birlikte etki ettigini ortaya
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koymaktadir. Lipoprotein metabolizmasi, endotel disfonksiyonu, vaskiiler doku
duzenlenmesi, hiicre déngusu kontrold, oksidatif sistem ve enflamasyon koroner arter
hastaliklar1 agisindan olduk¢a 6nemli faktorlerdir. Bu faktorler {izerine giiniimiize kadar
yapilan g¢aligmalar bir¢cok genin siirece katkisini gostermektedir. Genetik etmenlerin
yant sira sigara kullanimi, alkol tiikketimi, diizensiz ve fazla kalorili beslenme
aliskanliklar1 ve azalmis fiziksel aktivite hastalikta rol oynayan gevresel faktorlerin

arasinda sayilabilir [Cem, 2012].

2.2.1. Koroner arter hastahg gelisiminde PON1

Rozenberg ve arkadaslarinin PON1(0) knock-out fareler iizerine yaptigi bir
caligmada, PONZ1(0)+ApoE(0) knock-out farelerde yalnizca ApoE(0) knock-out
olanlara kiyasla aterosklerotik lezyonlarda % 42 civarinda artis oldugu
g0zlenmistir[Rozenberg ve ark., 2003]. Ayrica PON1(0) farelerin makrofajlarinda
oksidatif stresin kontrol grubuna gore yuksek oldugu rapor edilmistir. Sonu¢ olarak
PON1 enziminin oksidatif stresi hem serum hem makrofajlara direkt etki ederek
azalattig1 ve bu sebep ile PON1 enzimi eksik olan farelerde ateroskleroz gelisiminde
artis gozlendigi bildirilmistir. Insanlarda ilk kez 1997 yilinda yapilan vaka-kontrollii
incelemede, serum PONL1 enzim dizeyi ve aktivitesi, koroner arter hastalarinda diger
nedenlerden bagimsiz sekilde diisiik bulunmus ve PON1 enzim aktivitesinin koroner
arter hastaligi igin bir risk habercisi olabilecegini dusiindiirmistiir.[Navab ve ark.,
1997]. Daha sonra yapilan klinik ¢alismalarda da, koroner arter hastalarinda saglam
kontrollere kiyasla PON1, HDL ve apoA-I seviyelerinde diisiikliikk goriilmiistiir[Sing ve
ark., 2007; Jayakumari ve ark., 2007]. Kabaroglu ve arkadaslarinin yaptigi kontrolli
calismada, akut koroner sendrom (38 akut miyokart enfarktiisii + 33 unstabil anjina
pektoris) ile bagvuran vakalar saglikli kontrol grubu (n=32) ile karsilastirildiginda,
oksidatif stresin hasta grubunda anlamli olarak artmig, PON1 seviyelerinin ise azalmis
oldugu bildirilmistir[Kabaroglu ve ark., 2004](p<0.01).

Diisiik PON1 seviyesinin koroner arter hastaligi ile iliskisi tespit edildikten
sonra, caligmalar PON1 polimorfizmi ile iligkisini aragtirmaya yonelmistir. PON
geninde 160°dan fazla polimorfizm tespit edilmistir. Bu polimorfizimler i¢inde en sik
gordlenler; 55.kodonda leucin(L)/methionine(M) ve 192.kodonda

glutamine(Q)/arginine(R) polimorfizmleridir [Aviram ve ark., 2005]. Koroner arter
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hastaligi tanis1 olanlarda KAH gelisimi ile PON1 polimorfizmi arasindaki iligkiyi
arastiran c¢alismalar birbiriyle uyumsuz sonuclar ortaya koymaktadir. Bunun sebebi
PON1 polimorfizminin etnisiteye gore farkliliklar gostermesi ve farkli Ulkelerde
yapilmis olan arastirmalarda farkli sonuclar elde edilmis olmasi olabilir. Japonlarda ve
Finlandiya’da yapilan ¢aligmalarda PON1 polimorfizmi ile KAH arasinda bir baglanti
ortaya koyulamamustir[Suehiro ve ark., 1996; Antikainen ve ark., 1996]. Yakin bir
zamada yayinlanan “Nurses’ Health and Health Proffesionals Follow-up Study”
calismasinda da QI92R polimorfizmi ile KAH arasinda bir iliski tespit
edilememistir.[Mukamal ve ark., 2009]. Fakat ABD, Isvicre ve Brezilya’da yapilan
calismalarda, farkli polimorfizmlerle KAH arasinda iliski oldugu iliski oldugu
bildirilmistir. Brezilyalilarda yapilan bir arastirmada, L55M polimorfizminin 6zellikle
beyaz irktaki kadin populasyonda KAH ile yiksek seviyede iliskili oldugu rapor
edilmig[Rios ve ark., 2007]. Anjiografi ile koroner hastaligi tanilanmig olan Hint ve Cin
kokenli vakalarda ise Q192R polimorfizmi daha sik bulunmus[Sanghera ve ark., 1997].
Isvigre’de yapilmus bir arastirmada da, tip 2 diyabetili koroner kalp hastalarinda Q192R
polimorfizmi ile KAH siklig1 arasinda pozitif korelasyon gézlenmis[Ruiz ve ark., 1995].
Turkiye’de yapilan arastirmalarda ise hem Q192R polimorfizmi hem de L55M
polimorfizminin koroner arter hastalif1 gelisimi agisindan risk faktorii oldugunu rapor
eden ¢aligmalar vardir[Kaman ve ark., 2009; Ozkdk ve ark., 2008; Aynacioglu ve ark.,
2000]. Wheeler ve arkadaslarini, 2004 yilinda PON gen polimorfizmi ve koroner arter
hastaligimin iligkisini arastiran 43 ¢alismay1 inceleyererek hazirladigi meta-
analizde[Wheeler ve ark., 2004], KAH gelisimi ile L55M polimorfizmi arasinda
herhangi bir iligski gorilememis, Q192R polimorfizmi ile arasindaki iligkinin ise zayif

oldugu bildirilmistir.

2.2.2. Koroner arter hastahg risk faktorleri ve PON1

KAH ¢ogunlukla bazi risk faktorlerine ikincil olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet ve sigara kullanimi koroner arter hastaligi riskini
artiran en 6nemli faktorlerdir. S6z konusu hastaliklarin tamaminda, tipki koroner arter
hastaliginda goriildiigii gibi olayin ¢ikis noktasi oksidatif stres artis1 ve buna bagl
olusan endotel hasaridir. Yapilan ¢alismalar, antioksidan bir enzim olan PON1 enzim

diizeyi ve aktivitesi, koroner arter hastaligi ile iliskili olan diyabet, hipertansiyon,
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hiperlipidemi ve sigara kullanimi ile azaldigini gostermektedir. Ayrica literatiirde rapor
edilen diger ¢alismalar, anjiografi ile koroner arter hastaligi kesin tanis1 olan hastalarda
PONI1 diizeyinin diistiigtinii bidirmektedir. Ancak polimorfizm agisindan net olarak tek
bir polimorfizm ile iligkisi gosterilememistir. Bu bilgilerin 1s18inda PON1 enzim diizeyi,
KAH gelisimi agisindan belirleyici bir gésterge olabilir. Fakat bunun klinik olarak
kanitlanmas1 i¢in prospektif ve kontrollii genis capli ¢alismalara ihtiyac vardir [Ozlem,
2011].

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan, Sepharose-4B, 1-naftilamin, L-tirozin,
standart serum albumin, trihidroksimetil aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCI,
Sigma’dan, sodyum hidroksit, amonyum sulfat, glisin, fosforik asit, asetik asit, etil
alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, amonyum persulfat, sodyum
bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merc’den temin edilmistir.
Ayrica deneysel ¢aligmalarda kullanilan vakumlu tiipler (Ayset, ClotActivator & Gel
(ZS) 16x100mm, 8,5 ml) AYSET A.S.’den karsilanmustir.

Calismalarimda kullandigim ¢esitli konsantrasyonlardaki Be, Mg, Ca, Sr ve
Ba’un seryum vanadat (CeVO,) tiirevlerine dope edilmis numuneleri Balikesir
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimi Anorganik Kimya Anabilim
dalinda gérev yapmakta olan; Prof.Dr. Figen KURTULUS, Uzm.Dr. Giilsah CELIK
GUL ve Laboratuvar grubunca hazirlanmistir.

Arastirmada kullanilan Paraoksonaz enzimini saflastirma amacli insan kani Siirt

ilinde hizmet veren ¢esitli saglik kuruluslarindan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢aligmada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmigtir.

Sogutmali santrifiij Sigma 3K15
Sogutmal1 Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R

19


http://www.bursaonkoloji.gov.tr/
http://www.bursaonkoloji.gov.tr/

Multi Santrif(j Thermo IEC

(Falkon santrif(ju)

pH metre Hanna pH 211 Microprocessor

UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS

(Plaka okuyuculu)

Manyetik karistirict Torrey Pines Scientific

Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette

Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm cap ve 20 cm
uzunluk)

Derin Dondurucu (-80 °C) CFC Free

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Gadient Mikser Atta Magnetik Karistirict  ve
Gadient Tup

Otoklav Hirayama HV 85

Buz makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

3.1.3. Kullanmilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCOs3 tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda
¢ozlup, 1IN NaOH ile pH’s1 10,0’a getirilerek ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0.2 M NaHCO3s tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda
¢cozulip, 1 N NaOH ile pH’1 8,8’¢ getirilip ve son hacim distile su ile 500 mL’ye
tamamlandi.

0.01 M Na2HPO4 tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) NaoHPO4 950 mL distile suda
¢cozulip, 1 N NaOH ile pH’st 6.0’a getirilip ve son hacim distile su ile 1 L’ye
tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1 M (NH4)2SO4 igeren, 0.1 M
NaxHPO4 tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na;HPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO):
950 mL distile suda ¢ozullp, 1 N HCI ile pH’s1 8,0°e getirilip ve son hacim distile su ile

1 L’ye tamamlanda.
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Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu i¢in kullanilan ¢ozelti: 1M
NH4(SO)z2 igeren, 0.1 M Na;HPO4 tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na,HPO4 tamponu (pH
8,0) ile gadient mikser kullanilarak tuz gadienti olusturuldu; 14,29 (0.1 mol) NazHPO4
ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO)2 950 mL distile suda ¢ozulup, IN HCI ile pH’s1 8.0°¢
getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14,2 g (0.1 mol) NazHPO4 950
mL distile suda ¢6zulip, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’¢ getirildi ve son hacim distile su ile 1
L’ye tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin alindig1 tampon: 0,1 M
Tris-Base tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda ¢6zulip,
IN HCl ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 ul paraokson, 1 mL asetonda iyice
¢oziildiikten sonra tlizerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice karistirildiktan
sonra kullanildi.

Paraoksonaz aktivite ol¢ciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl;
iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25 mmol) Tris, 200 mL distile suda ¢6zuldu.
1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl katilarak son hacim 250

mL’ye tamamlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipine alinarak 5000 rpm’de, +4°C’de ve 10
dakika santrifiij edilmis ve serumlarinin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum aktivite
Olgimiine kadar —70°C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra enzim kaynagi olarak

kullanilmistir.

3.2.2. Enzim Aktivite Tayini

PONL1 enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak analiz edildi. Aktivite
6lcimi icin 0,05 mL enzim ¢ozeltisi (serum) alinarak daha evvel hazirlanmis olan 1 mL
tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (2 mM paraokson) + koenzim (2 mM
CaCly) ¢ozeltisine hizli bir sekilde ilave edildikten sonra 412 nm’de 37 °C’de 1
dakikada absorbans dizeyinde ki degisim okundu. Bu sekilde paraoksonun p-

nitrofenole enzimatik dontisim hizi belirlendi.  Aynmi islem enzim eklenmeden
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tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak tespit edildi. 1 Unite paraoksonaz

aktivitesi dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’ii olarak tayin edildi.

3.2.3 Enzimin Saflastirilmasi
3.2.3.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Arahiginin Belirlenmesi

(NH4)2S04, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin ¢okelmesini
saglayan 2 degerlikli, ¢cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak uygun

amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formulle tespit edildi:

1.77xVX(S, - S,)
3.54-5,

O(NHay2504 =

V : Serum volimi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut (NH4)2SO4 doygunlugu
Sz : 1’in kesri seklinde istenilen (NH4)2SO4 doygunlugu

3.2.3.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi
3.2.3.2.1. Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit hacimde
distile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr’in tamami
birden katildi. pH metre yardimiyla siispansiyonun pH’s1t 4 M NaOH ile kullanilarak
11’e ¢ikarildi ve tepkime bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyon pH degismeyene kadar
strdurdldd (10-15 dakika). Cok miktarda buz siispansiyona eklenerek ve karisim bir
buhner hunisine aktarildi. Akabinde 250 mL sogutulmus 0,1 M Na,HCO3 tamponu (pH
10,00) ile yikand1 (Sekil 3.1).

H

OCH
+ CHBr — = Q
OH
O

Sepharose-4B Altiflesmis matriks

Sekil 3.1 Aktiflestirme reaksiyonu (Sepharose 4B)
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3.2.3.2.2. L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matrikse, 15 mg tirozin ihtiva eden 20 mL 0,1 M
NaHCO3 tamponunun (pH 10,00) soguk ¢ozeltisi eklenerek 90 dk karistirildi. Bundan
sonra stispansiyon 4°C’de 16 saat dinlendirildi. Bu slrenin sonunda yikama suyu 280
nm’de absorbans vermeyinceye degin saf su ile yikandi. Boylelikle tepkimeye
girmeyen tirozin tamamen uzaklastiritlmis oldu. Yikama islemi 100 mL’lik 0,2 M
NaHCO3 tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B ayni
tamponun 40 mL’si i¢ine konuldu (Sekil 3.2).

COOH

|
i H, _?_ CH, OH
H
L-tirozin 1|~|I
QCH _(lj CfOOH
NH—CH—CHQ@OH
NCO
Aletiflesenis Matriks Sepharose-4B-L-Tirozn

Sekil 3. 2 L-Tirozinin baglanmasi

3.2.3.2.3. 1-naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 1-naftilamin 0 C° civarinda 10 mL THF igerisinde ¢oziildii. 75 mg
NaNO; ihtiva eden C%deki 5 mL 1 M HCI i¢inde hazirlanan ¢ozelti, 1-naftilamin
cozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan 1-
naftilamin, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5°a
cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve
ardindan 200 mL 0,01M Na;HPO4 (pH: 6,0) tamponu ile yikand1 ve ayni tamponda
muhafaza edildi (Sekil 3.3).
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-
[
—-Ll“ COOH

NH—CH—CH, OH

mepharose-4B-L-Tirozn

ME=HNCr

Diazolatittug 1-naftilamin

-
|
—C  COOH
NH—CH—CH, OH
N=N

Sepharose-4B- L-Tirozit- 1 -naftilatein

Sekil 3. 3 1-Naftilamin bilesiginin baglanmasi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Enzimin Saflastirilmasi
4.1.1. Amonyum Sulfat Coktirmesi

Amonyum sulfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢cok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla %60-80

amonyum sulfat ¢oktlrmesi asagida verilen formiille tespit yapildi:

1.77xVx(S, - S,)
3.54-8,

O(NH4y2s04 =

V : Serum hacmi
S1: 1’in kesri seklinde meveut amonyum siilfat doygunlugu

S2 : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu
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Sekil 4. 1. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %0.1 Be-CeVOq i¢in % aktivite-[%00.1 Be-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 213. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %0.5 Be-CeVOa icin % aktivite-[%00.5 Be-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 3. Saflastirilms insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %1 Be-CeVOs icin % aktivite-[%1 Be-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 4. Saflastirilmis insan serum PON]1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %2 Be-CeVOq igin % aktivite-[%62 Be-CeVOs] grafigi
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Sekil 4. 14. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %4 Be-CeVOs icin % aktivite-[%4 Be-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 6. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %6 Be-CeVOq igin % aktivite-[%66 Be-CeVOs] grafigi
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Sekil 4. 715. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %8 Be-CeVOq igin % aktivite-[%68 Be-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 8. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %10 Be-CeVOs igin % aktivite-[%10 Be-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 10. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %0.1 Mg-CeVOz: igin % aktivite-[%00.1 Mg-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 11. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %60.5 Mg-CeVOu igin % aktivite-[% 0.5 Mg-CeVOs] grafigi
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Sekil 4. 12. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %1 Mg-CeVOu igin % aktivite-[%1 Mg-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 13. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %2 Mg-CeVO: icin % aktivite-[%2 Mg-CeVOs] grafigi

41



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

a1
o

% Activity

-0,00004 0,00001 0,00006 0,00011 0,00016 0,00021 0,00026
[%4 Mg-CeVO,](M)

Sekil 4. 14. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %4 Mg-CeVO: i¢in % aktivite-[%4 Mg-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 15. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %6 Mg-CeVOs igin % aktivite-[%6 Mg-CeVOa] grafigi
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Sekil 4. 16. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %8 Mg-CeVOs i¢in % aktivite-[%8 Mg-CeVOq] grafigi
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Sekil 4. 17. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %10 Mg-CeVOs igin % aktivite-[%10 Mg-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 19. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %00.1 Ba-CeVOq i¢in % aktivite-[200.1 Ba-CeVO4| grafidi
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Sekil 4. 20. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %00.5 Ba-CeVO: i¢in % aktivite-[200.5 Ba-CeVO4| grafidi
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Sekil 4. 21 . Saflastirilnns insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %1 Ba-CeVOys icin % aktivite-[%1 Ba-CeVO.] grafigi
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Sekil 4. 22. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %2 Ba-CeVO: icin % aktivite-[%2 Ba-CeVO.] grafigi
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Sekil 4. 23. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %4 Ba-CeVO;s icin % aktivite-[%4 Ba-CeVO.] grafigi
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Sekil 4. 24. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %6 Ba-CeVO: icin % aktivite-[%6 Ba-CeVO.] grafigi
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Sekil 4. 25. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %8 Ba-CeVO: i¢in % aktivite-[%8 Ba-CeVO.] grafigi
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Sekil 4. 26. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %10 Ba-CeVOs i¢in % aktivite-[%10 Ba-CeVOu4] grafigi
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Sekil 4. 28. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %0.1 Ca-CeVOs igin % aktivite-[%0.1 Ca-CeVOq4] grafigi
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Sekil 4. 29. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %0.5 Ca-CeVO:s icin % aktivite-[%0.5 Ca-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 30. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %1 Ca-CeVOsu icin % aktivite-[%1 Ca-CeVOs] grafigi
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Sekil 4. 31. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %2 Ca-CeVOq igin % aktivite-[%62 Ca-CeVOa4] grafigi
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Sekil 4. 32. Saflagstirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %4 Ca-CeVOq igin % aktivite-[%04 Ca-CeVOa] grafigi
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Sekil 4. 33. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %6 Ca-CeVOu igin % aktivite-[%66 Ca-CeVOa4] grafigi
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Sekil 4. 34. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %8 Ca-CeVOq igin % aktivite-[%68 Ca-CeVO.] grafigi
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Sekil 4. 35. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %10 Ca-CeVOu igin % aktivite-[%10 Ca-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 37. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %00.1 Sr-CeVOys icin % aktivite-[%60.1 Sr-CeVOa] grafigi
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Sekil 4. 38. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %60.5 Sr-CeVOs igin % aktivite-[%060.5 Sr-CeVOa] grafigi
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Sekil 4. 39. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %1 Sr-CeVOs icin % aktivite-[%1 Sr-CeVOq4] grafigi
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Sekil 4. 40. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %2 Sr-CeVOs icin % aktivite-[%2 Sr-CeVOq4] grafigi
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Sekil 4. 41. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %4 Sr-CeVOs igin % aktivite-[%4 Sr-CeVOq4] grafigi
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Sekil 4. 42. Saflagtirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %6 Sr-CeVOs icin % aktivite-[%6 Sr-CeVO4] grafigi
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Sekil 4. 43. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %8 Sr-CeVOs icin % aktivite-[%8 Sr-CeVOq4] grafigi
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Sekil 4. 44. Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM paraokson substrati
konsantrasyonunda %10 Sr-CeVOq igin % aktivite-[%610 Sr-CeVOs] grafigi



13ye.ad

[FON8D-1S 95]-3UAIN R 0p UIDI TOASD-IS ¢, EPUNUOASE.ULSUOY Nesqns uosyorsed JAW | SULIAZN MWUIZUd [NOJ WNIIS Uesul STULIDSSes "Gy *f [PS

‘

(W[FOAD-IS %] €000

520000

70000

ST0000

10000

500000

POA2DIS 01% -
POAPD-IS 8% +
POARDIS 9% ®
POARD-IS +%
POARDIS T% ~
POARDIS 1% Vv

POA2D-IS 0% M

FOARD-IS 1°0% *

TNOd

0¢

or

09

08

00T

- oct

ANADIY 2,

72



Tablo 4. 21. Serum PONL1 enzimi lizerine inhibisyon etkisi gosteren CeVOa tiirevli bilesiklerin ICsp

degerleri

Bilesik % Metal Konsantrasyonu ICso Values (10*M)
Be-CeVOq 0.1 1.35
Be-CeVOq 0.5 1.31
Be-CeVOq 1 1.25
Be-CeVOq 2 1.24
Be-CeVOq 4 1.23
Be-CeVOq 6 1.22
Be-CeVOq 8 1.20
Be-CeVOq 10 1.19
Mg-CeVOq 0.1 1.48
Mg-CeVO4 0.5 1.47
Mg-CeVOg4 1 1.40
Mg-CeVO, 2 1.34
Mg-CeVO4 4 1.28
Mg-CeVOq 6 1.25
Mg-CeVOg4 8 1.22
Mg-CeVO, 10 1.17
Ca-CeVOq 0.1 1.32
Ca-CeVOq4 0.5 1.50
Ca-CeVOq 1 1.58
Ca-CeVOq4 2 1.64
Ca-CeVOqy 4 1.71
Ca-CeVOq4 6 1.88
Ca-CeVOqy 8 1.97
Ca-CeVOqy 10 2.13
Sr-CeVOq 0.1 1.55
Sr-CeVOq4 0.5 1.52
Sr-CeVOq 1 1.51
Sr-CeVOq4 2 1.45
Sr-CeVOq 4 1.39
Sr-CeVOq 6 1.35
Sr-CeVOq4 8 1.34
Sr-CeVOq 10 1.30
Ba-CeVOq 0.1 1.74
Ba-CeVOq 0.5 1.60
Ba-CeVOq 1 1.48
Ba-CeVOq 2 1.42
Ba-CeVOq 4 1.34
Ba-CeVOq 6 1.24
Ba-CeVOq 8 1.20
Ba-CeVOq 10 1.18
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu tez calismasinda, antioksidan ve detoksifikasyon aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip PONI1 enziminin hidrofobik etkilesim
kromatogrofisi ile saflastirma icin ilk kez Sinan ve arkadaglari tarafindan sentezlenen
Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip jel sentezlenmistir[Sinan,
2005]. insan serumundan PON1 enzimi saflastirilmis, Be, Mg, Ba, Ca ve Sr’un farkl
yiizdelerde dope edildigi CeVOs tiirevli bilesiklerin inhibisyon etkileri incelenmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatogrofisi ile saflastirma teknigi segilmesinin en
onemli sebeblerinden birisi PON1 enziminin sahip oldugu hidrofobik karakterdir. PON1
enzimi, N terminal bolgesinde bulunan Hi ve H> heliks yapisi olarak isimlendirilen
hidrofobik yapilar ile HDL’ye baglanmaktadir. (Sekil 5.1) [Billecke ve ark., 2000;
Sorenson ve ark., 1999; Sorenson ve ark., 1999]. N-terminal bolgesini 16sin, fenil
alanin, prolin, isoldsin, tirozin, tiriptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18
residiiler aras1 Hi hidrofobik ucu, 185-202 residiller arast da H> hidrofobik ucu
olusturmaktadir. Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan, tirozin
ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge bulunmaktadir
[Harel ve ark., 2004; Killian ve ark., 2000].

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardisik ii¢ basamakta
sentezlenmistir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildi ve
buna uzant1 kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmig 1-naftilamin bilesigi
katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin baslica sebebi cok iyi akis
ozelligine sahip olmasi ve ayrica serbest -OH gruplari tagidigindan, CNBr ile ¢ok kisa
bir siire icerisinde aktiflesebilmesidir. Bu amagla literatiirde karbodiimid bilesiklerinin
de kullanildig1 bildirilmektedir[Keha, 1982]. Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse
primer amin grubunun baglanmasi ile amid bagi olusmaktadir. Bu bag kromatografi
islemlerinde dayaniklidir. Fakat aktiflestirme sirasinda jel, pH 4,5°da 24 saat sure ile
karistirilmaktadir. Bu islem kromatografi sirasinda jelin akis oOzelliklerini olumsuz
etkilemektedir [Keha, 1982]. Bir baska aktiflestirme isleminde epoksi bilesiklerinden
yararlanilmigtir [Wistrand ve ark., 1975]. Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli

olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve 16 saat ligand baglama siiresi olmak iizere
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toplam 32 saatte gerceklesmektedir. pH nin 10 civarinda olmasi, jelin kimyasal yapisin
etkilememesine ragmen uzun siire karistirma islemleri, polisakkarit partikillerinin
fiziksel yapisinin deformasyonuna sebep olabilir. Sonug olarak, hazirlanacak hidrofobik
jelin akis 6zellikleri olumsuz yonde etkilenecektir. Calismamizda kullanilan CNBr ile
aktiflestirme islemi sadece 5 dakikada gerceklesmektedir. Boylece jelin fiziksel

yapisindaki deformasyon riskleri ortadan kaldirilmstir.

Lésin, fenilalanin, prolin,
2 izolssin, tirozin, triptofan
agisindan zengin

Ya HDL

Lésin, fentlalanin, prolin,
izolésin, tirozin, triptofan
agisindan zengin

Sekil 5. 1. PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli

Literatiirde kromatografik matriks olarak kullanilan bir baska bilesik
EUPERGIT C-250L ticari ismi ile temin edilen ve oksiran gruplari igeren jeller de
kullanmilmistir. S6z konusu bilesik baglamada spesifik olmamasina ragmen, tizerinde
tasidig1 oksiran gruplari ile gesitli proteinlerin saflagtirilmasinda kromatografik matriks
olarak sec¢ilmistir [Canales ve ark., 1990]. Ayrica bu jel herhangi bir aktivasyona gerek
duyulmadan ligand immobilize edilmektedir. Bunun yaninda uzun siire kullanilabilir
olmasi, mekanik etkilere kars1 dayanikli olmas1 ve akis 6zelliginin iyi olmasi1 sebebiyle
de oldukc¢a kullanighdir. Fakat yapilan bir ¢alismada sepharose-4B ile sentezlenen
afinite jeli ile Eupergit ile hazirlanan afinite jeli karsilastirildiginda Sepharose-4B ile

daha iyi akiskanlik ve saflik elde edilmistir [Ozensoy ve ark., 2004].
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Arastirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand (1-
Naftilamin) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada L-tirozin uzanti
kolu olarakta gorev yapmaktadir. Uzanti kolunun hidrofobik etkilesim
kromatografisindeki 6nemi afinite kromatografisinde oldugu gibi [Arslan ve ark., 1997;
Jakoby ve ark., 1974] agik¢a belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-
tirozin bilesiginin 6nemli oldugu kanaati yaygindir.

Bu kromatografinin temel prensibi, yiksek tuz konsantrasyonunda saflastirilacak
biyomolekiilde bulunan hidrofobik ylizey ile apolar ligand arasindaki hidrofobik
etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir. Bu teknikte
ligand ve matriks yapisinin son derece onemli oldugu bilinmektedir[Robyt ve ark.,
1990]. Kullanilacak ligandin hidrofobik karakteri kritik bir 6neme sahiptir. Diisuk
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildigi zaman ayrilacak molekiillerin kolanda
etkilesimini saglayabilmek icin yuksek tuz konsantrasyonu uygulama zorunlulugu
vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim riski daha
fazladir. Yiksek hidrofobik karaktere sahip ligandin tercih edildigi durumda ise
saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi icin ellisyon sirasinda
problemler ortaya c¢ikabilir[Robyt ve ark., 1990]. Genellikle ticari olarak bulunan
hidrofobik etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik u¢ olarak diz zincirli alkil
ligandlart ve aril ligandlari gibi molekiiller kullanilmaktadir[Url-3].  Bunlardan
isopropil, butil, oktil ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popller
hidrofobik etkilesim jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goérilmektedir [Jakoby ve
ark., 1974]. Duz zincirli alkil ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril
ligandlarinda hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amacla
caligmamizda ligand olarak 1-naftilamin bilesigi kullanilmigtir. PON1 enziminin Hi ve
H> bolgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi
tarafimizdan segilen ligandin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik
etkilesim yapacagi g0z Onune alinarak, olduk¢a uygun bilesik oldugu kanaatindeyiz.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve konsantrasyonu
da oldukca onemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan tuzlar Na>SOg,
K2SO4, (NH4)2SO04, NaCl, NH4Cl1, NaBr, NaSCN olmasina ragmen amonyum siilfat en
cok tercih edilendir[Aquiar ve ark., 1999; Kmunkova ve ark.,1998].
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Aragtirmamizda PON1 enzimini insan serumundan saflagtirmak igin hidrofobik
etkilesim kromataografisi uygulanmadan 6nce bu kromatografi prosediiriine uygun 6n
saflagtirma yontemi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Paraoksan subsurati
kullanilarak PON1 enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araligt %60-80 olarak
literatiirde verilmistir [Sinan, 2005]. Serum proteinlerinin organik ¢ozucdler ile
coktiirtilmesi yontemi amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminden daha ¢ok tercih edildigi
bildirilmektedir[Mounter ve ark., 1953]. Ancak ¢alismamizda saflastirma yonteminin
ikinci basamagi olan hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in amonyum siilfat
¢oktiirmesi uygun oldugu igin se¢ilmistir. Literatiirde yer alan insan serumundan PONI1
enziminin izolasyon yontemlerinde genellikle saflastirmanin ilk basamagi bir cesit
hidrofobik jel olan Cibacron Blue 3GA’dir. Ancak jel ticari olarak alinmaktadir ve
icerigi tam olarak bilinmemektedir.

Bu yontemle insan serumdan PON1 enzimi 227 kat saflastirilmistir. Furlong ve
arkadaslar1 4 basamaktan olusan agarose blue, sephadex G-200, DEAE Trisakril M ve
Sephadex G-75 yontemlerini  kullanarak tarafimizdan gézlenen saflastirma
katsayisindan daha diisiik bir deger (62,1) elde etmislerdir [110]. Ancak bir baska
calismada sadece ii¢ basamaktan olusan blue agaroz, DEAE I ve DEAE II yontemlerini
kullanarak yaklasik 600 kat saflastirma derecesine ulasmiglardir. Bu ¢alismada ayrica {i¢
basamakta PON1 enziminin Q ve R polimorfik formlar1 ayr1 ayr1 saflagtirllmistir[Gan
ve ark., 1991].

Ayrica PON1 enzimi sican ve tavsan karaciger ve serumdan saflagtirilmistir
[Rodrigo ve ark., 1997; Furlong ve ark., 1991; Pond ve ark., 1998; Drangov ve ark.,
2000]. Enzimin serumdan ve karacigerden saflastirma basamaklarinda kismen farklilik
bulunmaktadir. Serumdan HDL’ye bagli olan PON1’in izolasyonunda, Cibacron blue
3GA ve daha sonra degisik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B, DEAE-seliiloz,
Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi kromatografi yontemleri kullanilmistir
[Furlong ve ark., 1991; Rodrigo ve ark., 1999; Gan ve ark., 1991; Rodrigo ve ark.,
1997].

Arastirmamizda saflastirilan enzim i¢in Sinan ve ark. tarafindan SDS-PAGE
uygulanmistir. Molekiil agirlig yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen PON1 enzimi tek
bant olarak SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunuk

gostermektedir. PON1’in minimum molekiil agirlhigin1 Gan ve arkadaglar1 43 kDa olarak
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belirlemislerdir[Gan ve ark., 1991]. Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil
agirhigimin %15.8°1 kadar karbonhidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiik agirlig:
tasidig1r karbonhidrat zincirinin varligina bagl olarak degismektedir[Furlong ve ark.,
1991]. ihtiva ettigi bu karbonhidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu igin gerekli
degildir. S6z konusu molekiiliin PON1’in ¢oziiniirliigliniin ve kararliligini arttirmada ve
zar yapisina baglanmada gorevi oldugu diistiniilmektedir[Aharoni, 2004; Josse, 1999].
Karbonhidrat igermeyen PON1 enziminin molekiil agirligi 37 kDa’dur[Furlong ve ark.,
1991]. Ayrica PONI serumda HDL’ye bagh oldugu bdélgelerin yakininda bulunan
proteinler (Apo Al) ile bir arada da saflastirilabilmektedir. Bu durumda molekiil agirlig
47-54 kDa oldugu literatiirde belirtilmistir [Zimmerman ve ark., 1989].

Calismamizda segtigimiz Be, Mg, Ba, Ca ve Sr’un farkli yiizdelerde dope
edildigi CeVOs tiirevli bilesiklerin insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi
tizerindeki in vitro etkileri arastirilmistir. inhibisyona sebep olan metal ve pestisitlerin
inhibisyon etkisi Ki ve ICso olmak {izere iki farkli degerle verilebilir. En uygun
parametre Ki sabitleridir. Cunki Ki sabitinin belirlenmesi icin en az iki sabit inhibitor
konsantrasyonunda caligmalar yapilmakta ve her bir sabit inhibitor konsantrasyonunda
bes farkli substrat konsantrasyonu i¢in hiz degerleri belirlenmektedir. Bunun sonucu
olarak c¢ok hassas sonuglar elde edilmektedir [Ozensoy ve ark., 2004]. Ayrica bu
yontemle inhibisyon mekanizmas: saptanmaktadir. Fakat bazi arastirmacilarin
inhibisyon etkisini tespit etmek icin ICso degerini de kullandiklar1 bilinmektedir. Bu
amacla  substrat  konsantrasyonlari sabit  tutularak,  degisik  inhibitor
konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik yolu ile %
50 inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonu hesaplanmaktadir. Bu yontem, Ki
sabitinin tespit edilmesine gore daha az hassas olmasina ragmen, uygulamasi daha kolay
oldugu i¢in pratikte kullanilmaktadir. Yukaridaki sebepler goz oniine alinarak Be, Mg,
Ba, Ca ve Sr’un farkl yiizdelerde dope edildigi CeVOs tiirevli bilesiklerin ICso degerleri
insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi i¢in tespit edilmistir. Farkli metaller ve bu
metallerin farkli yilizdelerde (%) dope edilmis CeVOs tiirevli bilesiklerin ICso
degerlerini bulmak amaciyla optimum sartlarda paraokson substratinin 1 mM sabit
konsantrasyonunda ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.1 - sekil 4.45 ve tablo 4.1 —
tablo 4.21°de verilmistir. Uygulanan CeVOsg tiirevli bilesikler i¢inde 0,117 mM gibi ¢ok

diisiik konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmasi ile %10 Mg konsantrasyonuna sahip
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Mg-CeVOs en kuvvetli inhibitor olarak tespit edilmistir. Literatiirde bu yap1 igin
paraokson substrati kullanilarak inhibisyon degeri simdiye kadar tespit edilmemistir.
Ayrica ¢alismada kullanilan diger tiim Be, Mg, Ba, Ca ve Sr’un farkli yiizdelerde dope
edildigi CeVOq tiirevli bilesikler icin literatiirde PON1 enzimi dahil olmak tizere higbir
enzim igin herhangi bir 1Cso degerine rastlanmamasi ¢alismanin orjinalligini daha iyi
yansittig1 diistiniilmektedir.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda, insan karacigerinden saflastirilan PON1
enzimi iizerinde EDTA bilesiginin, Mg*2, Co*?, Ba*?, La™, zZn*?, Cu*?, Hg" gibi
metallerin ve p-hidroksiciva benzoatin inhibisyon etkisi arastirildigi goriilmistiir.
EDTA, baryum, lantan, bakir ve p-hidroksiciva benzoat bilesiginin yarigmali bir
inhbisyona neden oldugu ve ¢inkonun ise yarismasiz bir inhibisyon gdosterdigi
bildirilmektedir [Pellin verk., 1990]. A. Pla ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada rat
karacigerinden saflastirilmis PON1 ve PON3 iizerinde baz1 metal iyonlarinin inhibisyon
etkisi incelenmis ve Co, Cu, Mn, ve Hg nin inhibisyon tipleri tespit edilmis, PONI i¢in
Hg’nin PON3 i¢in Cu’in en kuvvetli inhibitor oldugu A. Pla ve arkadaslar1 tarafindan
tespit edilmistir. Ayrica bu inhibitérlere karsi duyarlilik agisindan PON1 ve PON3’iin
kantitatif ve kalitatif farklar goOsterdigi gosterilmistir. Saflastirilan PONI1 igin,
inhibisyon giicii kuvvetliden zayifa dogru siralandiginda Hg?*>Co?*>Mn?">Cu?* olarak
hesaplanmistir [A.pla ve ark., 2007]. Bir baska ¢alismada Hg, Cu ve Ni tuzlarinin diisiik
konsantrasyonda PON1 aktivitesini inhibe etmesini, katalitik merkezdeki bir tiol grubu
ile etkilesme sonucu oldugu one siiriilmiistiir [E.G. ve ark., 1960].

Sonug olarak yapilan ¢alismada asagidaki bulgular elde edilmis; insan serum
PONI enzimini saflastirmak igin Sepharose 4B-Ltirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina
sahip hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli sentezlenmistir.

Be, Mg, Ba, Ca ve Sr’un farkli yiizdelerde dope edildigi CeVOs tirevli
bilesiklerin PON1 enzim aktivitesini in vitro olarak farkli diizeylerde etkiledigi ve
hepsinin farkli derecede inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir.

Be, Mg, Ba, Ca ve Sr’un farkli yiizdelerde dope edildigi CeVOs tirevli
bilesiklerin tespit edilen 1Cso degerlerinden de anlasilacagi tizere, farkli inhibisyon
sabitleri elde edilmistir. Degerler arasindaki farkliligin sebebi olarak Be, Mg, Ba, Ca ve

Sr’un iyon caplarmin farkliligi yaninda enzimin aktif bolgesiyle uygun etkilesimleri de
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sOylenebilir. Ancak Be, Mg, Ba, Ca ve Sr gruplarinin i¢inde, Ca grubunun ICsg
degerlerinin yliksek oldugu tespit edilmistir.

PON1’in ii¢ boyutlu yapisinda; B kirilmali tabakalarin merkezinde 7.4 A° aralikh
iki adet Ca*? iyonu mevcuttur. Bunlardan bir tanesi yapisal ézellige sahip olup yapidan
uzaklastirilmast doniisiimsiiz denatiirasyonlara neden olur[Kuo ve ark., 1998]. Digeri
ise Kkatalitik etkinlikte rol oynar. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5 A° uzaklikta 5 adet
aminoasit rezidiisii (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim
halindedir. Aym1 Ca*? iyonu bir su molekili ve fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir. Ayrica PON1’in aktif bolgesinde bulunan His-His gifti, kalsiyum iyonu
ve su molekiilu, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir. Katalitik etkinlik gosteren
kalsiyum iyonu, subsurattaki fosfat iyonunun eksi yikli oksijenine 2,2 A° mesafededir.
Aktif bolgesindeki His-His ¢ifti, H>O molekilinin bir protonunu alarak su
molekiiliiniin niikleofilik kuvvetini arttirir. Olusan OH™ iyonu karbonil yada fosfat
esterine yonelir. Bu anda olusan kompleks tetrahedral bir diizlem sonucu Ca*? iyonu ile
kararli kiliir. Olusan yapidaki Ca*? iyonu eksi yiklii Oz’den uzaklasarak bag tekrar
fosfat veya karbonilin lizerine yikilir ve ester bagi kopar.

Yukarida da belirtildigi iizere ve ¢alismamizda da kullanilan Ca*? iyonu PON1
aktivitesini arttirmaktadir. Ca dope edilmis grubun ICso degerlerinin diger gruplara gore
yiiksek olmasinin sebebi bu oldugu diisiiniilmektedir. Ca dope edildigi grup da dahil
olmak tizere biitiin gruplarin ICsp degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir.
Farkliliklarin Be, Mg, Ca, ve Sr’un iyon ¢aplarindan kaynaklandigimi diisiinmekle
birlikte, asil inhibisyona sebep olan grubun CeVO4 gruplarinin oldugu séylenebilir.
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