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OZET

Aterosklerotik kalp hastaligi, en sik goriilen kardiyovaskiiler hastaliktir.
Paraoksonaz (PONI1) plazmada yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) yapisinda
bulunan bir ester hidrolazidir. PON1’in diisikk dansiteli lipoproteini (LDL)
oksidasyondan korudugu gosterilmistir. Endotel fonksiyon bozuklugu atreoskleroz
gelisiminde onemli bir faktordiir. FMD ( flow mediated dilatation ) brakiyal arter
doppler ultrasonografisi ile uygulanan nitrik oksite bagli damar genislemesini
vazomotor bir indeks olarak veren bir tekniktir. FMD ve CIMT ( karotis arter intima
medye kalmligi ) Olglimleri aterosklerozu gosteren non invaziv teknikler olup
koroner arter hastalig1 erken tanisinda 6nem tasirlar.

Biz calismamizda saglikli bir grupta non-invaziv yontemlerle, FMD ile
endotel fonksiyon bozuklugunu ve Karotis arter intima-medya kalinliklar1 ile PON1
ve Arilesteraz enzim aktiviteleri arasinda olas1 bir iligkiyi arastirmayir ve bu
parametrelerin aterosklerozun erken tayini i¢cin bir gosterge olup olmadiklarini
gostermeyi amacladik. Enzim aktivite tayinleri mikroplak okuyucuya uyarladigimiz
spektrofotometrik metotla gerceklestirildi. PON1 ve arilesteraz (ARE) arasinda
istatistiksel olarak anlamli korrelasyon bulundu. Calisma grubu PONI1 enzim
aktivitesi dagilimi bimodaldi. PON1 enzim aktivitesi ile FMD ve CIMT arasinda bir
iligki bulunmadi. ARE enzim aktivitesi ile CIMT arasinda negatif yonde anlamli bir
iligki bulundu. Literatiirde PON1 ve FMD arasinda iligki gosteren yaymlar olup bu

konuda daha ileri aragtirmalara ihtiyag vardir.
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SUMMARY

Atherosclerosis and coronary vascular diseases are the major causes of
morbidity and mortality in the western world. PONI is an ester hydrolase which is
within the structure of high-density lipoprotein (HDL). PON1 protects LDL from
oxidative modification.Endothelial dysfunction is thought to be an important factor
in the development of atherosclerosis. FMD ( flow mediated dilatation ) is an
ultrasonographic technique which provokes the release of nitric oxide, resulting in
vasodilation that can be quantitated as an index of vasomotor function. Both FMD
and CIMT (carotid artery intima-media thickness) are non invasive techniques that
have been associated with coronary risk factors.

The aim of this thesis is to characterize the relationship between
paraoxonase, arylesterase activities and FMD, CIMT as an early marker of
atherosclerosis.Enzyme activities were quantified by a spectrophotometric method
adapted to a microplate reader. The correlation between PON1 and arylesterase
activities was statistically significant. PON1 activity in our study population was
bimodal, and showed no correlation with FMD and CIMT. We found a significant
negative correlation between ARE and CIMT. Further studies are needed to

understand the relationship between PON1 and FMD that were seen in some studies.
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

ABCA1 : ATP binding casette protein
ApoAl : apolipoprotein Al

ApoJ : clusterin

ARE : arilesterase

CIMT : carotid artery intima-media thickness
FMD : Flow mediated dilatation

GSPx : glutathion peroksidase

HDL : high density lipoprotein

LDL : low density lipoprotein

LCAT : lecithine cholesterol acyl transferase
NID : Nitrate induced dilatation

NO : Nitric oxide

PAFAH : platelet activating factor acetyl hydrolase
PON : paraoksonase
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1. GIRIS VE AMAC

Aterosklerotik kalp hastaligi, en sik goriilen kardiyovaskiiler hastaliktir ve
tiim diinyada oldugu gibi toplumumuzda da 6liim sebepleri arasinda ilk siralarda yer
almaktadir. Bu hastalikla ilgili risk faktorlerinin ve belirteglerin tanimlanmast,
hastaligin 6nlenmesi ve erken tanisi i¢in biiylik onem tasimaktadir.

Aterosklerotik plakta bulunan ve olusumunda rolii olan baslica molekiiller
lipidler ve lipoproteinlerdir. Dokulara kolesterol tasiyan diisiik dansiteli lipoprotein
(low density lipoprotein, LDL) bir risk faktorii olarak tanimlanirken, dokulardan
kolesterolii alan yiiksek dansiteli lipoprotein (high density lipoprotein, HDL)
koruyucu olarak nitelendirilmistir. HDL’nin bu etkiyi gostermesinde yapisinda
bulunan baz1 proteinlerin (apolipoproteinler ve enzimler) rol oynadig: bilinmektedir.
Bu enzimlerden biri olan paraoksonaz (PON1) oOncelikle organofosfatlara karsi
etkinligi tanimlanmis, daha sonra ise HDL ile olan etkilesimi ve lipid peroksitleri
hidroliz etmedeki fonksiyonu gosterilmis olan bir enzimdir.

Endotel hiicreleri vaskiiler tonusu kontrol ederler, trombosit aggregasyonu ve
diiz kas hiicre ¢cogalmasini inhibe ederler, vazoaktif maddeler salgilayarak damar
homeostazin1 korumada onemli bir rol iistlenirler. Endotel fonksiyon bozuklugu,
aterosklerozda erken evrede gozlenen bozukluklardan birisidir. Endotel fonksiyon
bozuklugunun invaziv ve non-invaziv yontemlerle tayini aterosklerozun klinik bulgu
vermeden erken evrelerde gosterilmesi acisindan 6nemlidir. Endotel fonksiyon
bozuklugunun 6nemli gostergelerinden birisi nitrik oksit (NO) tayinidir. Bir digeri
ise, brakiyal arter doppler ultrasonografisi ile non-invaziv olarak akim aracili
genislemeyi (flow mediated dilatation, FMD) belirlemektir.

Biz calismamizda saglikli bir grupta FMD ve Karotis arter intima-medya
kalinliklar1 (carotid artery intima-media thickness,CIMT) ile PONI1 ve Arilesteraz
enzim aktiviteleri arasmnda olas1 bir iliskiyi arastirmayr ve bu parametrelerin
aterosklerozun erken tayini i¢cin bir gosterge olup olmadiklarin1  gdstermeyi

amagcladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ateroskleroz

Kardiyovaskiiler hastaliklar endiistrilesmis lilkelerde baglica mortalite ve morbidite
nedenidir. Kalp ve beyin gibi yasamsal organlar1 besleyen damarlarda aterosklerotik
lezyonlar sonucu gelisen bu hastaliklar, 2005 yilinda yaymlanan Avrupa
kardiyovaskiiler hastalik istatistiklerine gére Avrupadaki 6liimlerin yaklasik yarisiin
(%49) sebebini olusturmaktadir (1). Kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in genetik
yatkimlik, hipertansiyon, diyabet, yliksek kolesterol, obezite, stres, sigara ve yetersiz
fiziksel aktivite risk faktorii olarak gosterilmektedir (2).

Iskemik kalp hastahd1 olarak da adlandirilan koroner arter hastaligi,
miyokardin oksijen ihtiyact ile kan akimi arasindaki dengesizlik sonucu gelisen
birbiri ile yakindan iliskili sendromlar grubuna verilen isimdir. Iskemik kalp
hastaliginin en sik goriilen sebebi, koroner arterin aterosklerozuna bagli olarak
gelisen koroner arteriyel kan akimindaki azalmadir.

Ateroskleroz, esas olarak arterlerde endotel fonksiyon bozuklugu ve intimal
duvarlarda dejenerasyon ile seyreden, kronik, ilerleyici ve inflamatuvar bir hastalik
olup genetik ve c¢evresel faktorlerin etkisinde gelismektedir. Aterosklerotik
degisiklikler, yasamin ilk yillarinda baglayarak orta ve ileri yaslarda kardiyovaskiiler
hastaliklar seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Ateroskleroz olusumunda en 6nemli faktor,
kolesteroliin diisiik dansiteli lipoproteinler (low density lipoprotein, LDL) seklinde
kanda yiiksek oranda bulunmasidir (2). Bircok hiicresel bilesenin katildigi
ateroskleroz olusumunda endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri rol oynamaktadirlar.
Hasarsiz, normal bir damar endotelinde hiicreler arasindan az miktarlarda monosit ve
lipoproteinler subendotel araliga gecebilmekte veya tersi olabilmektedir. Monositler
bu bdlgeye geldikten sonra makrofajlara doniiserek fagositoz yapmaktadirlar.
Ateroskleroz olusum teorilerine gore endotel hasari1 nedeniyle bdlgeye toplanan
monosit ve makrofajlar dolasimdaki kolesterolii alarak kopiik hiicrelerini meydana
getirmektedirler. Daha sonra trombositlerin hasarli bolgeye gelmesi ve cesitli
biiylime faktorlerinin (makrofaj, endotel, trombosit kaynakli) ve sitokinlerin salinimi

sonucunda diiz kas hiicrelerinin buraya go¢ etmesi ve ¢ogalmasi ile ateroskleroz



meydana gelmektedir. Kopiik hiicreleri i¢inde biriken kolesterol plazma kaynakli
olup ozellikle LDL kolesterolii icermektedir. Deneysel ve klinik c¢alismalar,
aterosklerozun en Onemli nedenlerinden birinin  hiperlipidemi  oldugunu
gostermektedir. Aterosklerozun meydana gelmesinde en Onemli basamak ise
degisime ugramis olan okside LDL’nin damar duvarinda birikimidir. Okside LDL,
damar duvarma kolayca yerlesebilmekte sitokinlerin salinimina ve nitrik oksit
(vazodilator, antiaterojenik ve trombosit agregasyonunu azaltir) saliniminin
inhibisyonuna neden olmaktadir (2). Okside LDL damar duvarinda yagh lezyon
olusumundan komplike plak gelisimine kadar aterosklerozun her asamasinda endotel
hasarini ve aterosklerozu hizlandirmaktadir.

Yiiksek dansiteli lipoprotein (high density lipoprotein, HDL) diizeyleriyle
kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda zit bir iliski oldugu gdosterilmistir (3). Serum
total kolesterol ve LDL diizeylerinin yiiksek; buna karsilik HDL diizeylerinin diisiik
olmasi, aterosklerotik kalp hastaligi i¢in risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (3).
HDL’nin ateroskleroza kars1 koruyucu etkisinde baslangicta ters kolesterol
tasinimindaki roliine odaklanilmistir. LDL, ¢ok diisilk yogunluklu lipoproteinlerin
(VLDL) dolasimda trigliseridlerini kaybedip kolesterolden zengin hale gelmeleri ile
olusur ve dokulara kolesterolii tasir. HDL ise dokulardaki kolesterolii alir, aliman
kolesterol esterlestirilir, daha da hidrofobik hale getirilerek HDL’nin merkezine
yerlestirilir ve bu sekilde kolesterol karacigere tasmir. Ancak HDL’nin
aterosklerozdaki koruyucu rolii, ters kolesterol tasimasi ile smirli degildir. HDL ayni
zamanda nitrik oksit gibi bazi damar genisletici molekiillerin sentezini arttirir,
inflamasyon ve tromboz olusumunu 6nleyici etki gosterir, adezyon molekiillerinin
sentezini azaltir ve endotel tamirini uyarir. Yapilan ¢alismalarda HDL diizeyinin,
koroner arter hastaligi gelisme olasiligmi en iyi gésteren parametrelerden biri oldugu
gosterilmistir (4). HDL kolesterol diizeyindeki her 1 mg/dL artisa karsilik koroner
arter hastaligi gelisiminde % 2-3 oraninda azalma oldugu one siiriilmiistiir (5).
HDL’nin bir bagska O6nemli etkisi ise, aterosklerozun baslangic ve gelisiminden
sorumlu tutulan LDL’deki oksidatif degisimleri onlemesidir. HDL, yaklasik %50
konsantrasyonda protein, daha diisiik konsantrasyonlarda kolesterol ve fosfolipid
iceren heterojen bir yapiya sahiptir (6). Karaciger ve ince barsaktan sentezlenen

HDL’nin yapisinda apolipoprotein Al (apo Al), apolipoprotein A2 (apo A2),



glutatyon peroksidaz (GSPx), trombosit aktive edici faktor asetil hidrolaz (PAHAF)
ve Paraoksonaz (PON1) bulunmaktadir (6).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda HDL’nin ateroskleroza karsi koruyucu
etkilerinin, yapisinda bulundurdugu PONI1 ve trombosit aktive edici faktor asetil
hidrolaz (platelet activating factor acetyl hydrolase, PAFAH) gibi enzimlerle iliskili
oldugu gosterilmistir. Bu enzimlerin lipid peroksidasyonu sonucu olusan okside
fosfolipidleri detoksifiye ettikleri ve okside LDL’nin indiikledigi ateroskleroz
gelisiminde rol oynayan mekanizmalar1 inhibe ettikleri ileri siiriilmiistiir (6).

PAFAH, hem proinflamatuvar bir molekiil olan platelet aktive edici faktorti,
hem de oksitlenmis fosfolipitleri hidroliz edici 6zelligi ile koruyucu etkide dnemli
rolii oldugu diistiniilen bir molekiildiir. Ancak PAFAH insanda, HDL’den ¢ok LDL
iizerinde bulunan bir enzimdir (7). HDL’ye 6zgii olan ve lipid peroksitleri hidroliz
etmede giiclii etkisi oldugu gosterilen enzim ise PON1’dir (8, 9). In vivo ve in vitro
kosullarda PON1 eksikliginde, LDL oksidasyonunun arttig1 ve buna paralel olarak

ateroskleroz gelisiminin hizlandig1 gosterilmistir (8).

2.2. Paraoksonaz Enzimi

Organofosfat yapili insektisitler ve sinir gazlari in vivo olarak sitokrom p-450
bagimli mikrozomal monooksijenazlar ile, oksidatif desiilfiirasyon tepkimesiyle,
oldukca toksik oksijen analoglarina (okson) aktive olurlar (oksidatif destilfiirasyon)
(10). Sonrasinda ester bagi tasiyan aktif {iriinler, esterazlarla hidrolize edilerek
viicuttan uzaklastirilirlar. Bu kimyasallar asetilkolinesterazin zayif inhibitorleridir,
organofosfat zehirlenmelerinde goriilen semptomlar bu inhibisyon sonucu
olusmaktadir.

Viicuda aliman paratiyonun enzimatik biyotransformasyonu sonucu olusan
paraokson kuvvetli bir asetilkolinesteraz inhibitoriidiir ve paratiyon zehirlenmesi
sirasinda goriilen kolinerjik krizden sorumludur. Paraokson sinaptik bileskelerde
asetilkolin birikimine yol agarak asir1 sinir uyarisina sebep olmaktadir (8).

Paraoksonaz, paratiyonun oksidatif desiilfiirasyonu ile olusan paraoksonu
hidroliz ederek paranitrofenol ve dietilfosfat olusumuna yol acar (Sekil 1). Bu siire¢

daha ¢ok tiyonlar ve oksonlar1 detoksifiye edebilen enzimlerin (glutatyon-S



transferaz, monooksijenaz, PON1) yer aldig1 karacigerde olur ve hepatik
organofosfat metabolizmas1 detoksifikasyon yoOniindedir. Memelilerde hepatik
detoksifikasyondan kagan herhangi bir okson, etki edecegi hedef dokulara ulasmadan
once kanda da serum paraoksonaz enzimi ile hidroliz edilebilir. Bazi
organofosfatlarin (6rnegin primifosmetilokson), serum paraoksonaz enzimi ile
hidrolizi hizlidir, aslinda beyine hi¢ aktif organofosfat ulagmayacagi tahmin edilebilir
(8).

Insan serum paraoksonaz enzimi paratiyon, diazion ve kloropirifos gibi cok
sayida insektisin toksik okson metabolitlerini ve soman, sarin ve tabun gibi
organofosfat sinir ajanlarmi hidroliz edebilmektedir. Insan sagligi agisindan
organofosfath bilesikler ter6rizm tehdidi kadar bir cevresel risk de olusturur.
Paraoksonaz enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu olmasmin en Onemli
nedenlerinden biri budur (8).

Paraoksonaz enziminin PONI1 aktivitesi, substrat olarak paraokson
kullanildiginda 6l¢iilen aktivitesidir ve bu substrat enzime ismini vermistir. PON1’in
arilesteraz aktivitesi ise substrat olarak fenilasetat kullanilmasi ile &lgiilen
aktivitesidir (8) (Sekil 2). Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgiilliigii
gosterirken, fizyolojik substrati tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz,
organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 3). S6z
konusu aktivitelerin tiimiiniin tek bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif
merkezde mi gerceklestigi ve substrat segiciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit

edilmemistir (9).
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28, 1335-1342 den alinmistir)




PON1 [(PON) arildialkilfosfataz, E.C.3.1.8.1.] ve arilesteraz [(ARE)
E.C.1.1.2] her ne kadar iki ayr1 enzim olarak algilansa da, yapilan ¢aligmalar sonucu
insan serumunda tek gen {riinii enzimin hem ARE hem de PONI1 aktivitesine sahip
oldugu tespit edilmistir (8, 9).

Paraoksonazla ilgili c¢aligmalar organofosfat bilesiklerini hidroliz etme
0zelligi nedeni ile 6nceleri toksikoloji alaninda iken son yillarda antioksidan etkileri
nedeni ile konu giincellik kazanmis; farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim
aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonu ile iliskisi
arastirilmis ve enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir (8).

Son yillarda yapilan yapi, aktivite c¢aligmalarinda, PONI’in dogal
aktivitesinin laktonaz oldugunu bildirilmistir ve son yaylar, enzimi Ca-bagiml
lipofilik laktonaz olarak tanimlamaktadir (9, 11). PON1 o&zellikle LDL ve HDL
lipitlerinin okside olmasini dnleyerek ve HDL ile LDL’de 5-hidroksieikozotetraenoik
asit lakton gibi yag asidi oksidasyon iirlinlerini metabolize ederek ateroskleroza karsi
koruyuculugunu sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile gostermekte denmektedir (9,
11). PONI1 ile yapilan enzim aktivite calismalarinda enzimin lakton halkasi iceren
ilaglar1 ve ila¢ On maddelerini hidrolize ettigi gdosterilmistir. PON1 enzimi
prulifloksasin’i aktif kinolon antibiyotigi NM394’¢ hidrolize eder. Yine ditiretik bir
ilag olan spironolakton ve 3-hidroksimetilglutaril-KoA rediiktaz inhibitorleri olan

mevastatin, lovastatin ve simvastatin bu enzim tarafindan hidrolize edilir (9).

2.2.1. Paraoksonaz enziminin yapisi ve ozellikleri

Insan PON1 proteini 354 aminoasitten olusan, 43 kDa molekiil agirliginda
glikoprotein yapida bir molekiildiir. izoelektrik noktas1 5.1°dir.Yapisinda iig
karbonhidrat zinciri vardir (total agirligin %15.8°1) (8). Aminoasit iceriginde yliksek
miktarda 16sin bulunur, ayrica katalitik bolgede ii¢c sistein aminoasidi mevcuttur.
Bunlardan 284. pozisyondaki serbest halde iken, diger ikisi (42.-352. amino asidler)
arasinda disiilfit bag1 bulunur (Sekil 4). Bu bag ile yap: stabilize edilir (8, 12).
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Sekil 4. PON1 enziminin yapist (4zarsiz E, S6zmen EY 2000; Turk J Biochem; 25(3):109-19°

dan alinmigstir.)

PONI1, pervane seklinde yerlesmis ve herbiri 4 siradan olusan 6 adet 3
tabakadan meydana gelmistir (Sekil 5). PON1’in yapisinda hem stabilite hem de
aktivite i¢in iki adet kalsiyum iyonu bulunur (8). Yapisal kalsiyum uzaklastirilirsa
geri-doniisiimsiliz denatiirasyon meydana gelir. Kalsiyum direkt katalitik reaksiyonda
yer alir veya aktif alanin uygun konformasyonunu saglar. Ayrica paraoksonun
“P=0"" bagmi polarize ederek fosforun niikleofilik saldiriya yatkinligini saglar ve
boylece dietilfosfatin aktif alandan ayrilmasmi kolaylastirir. Kalsiyum iyonunun
aktivitede oynadig1 6nemli rolden dolay1 enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde serum yada
heparinli plazma kullanilir (8, 9). PON1’in organofosfat substratlarina kars1 hidrolitik
aktivitesi kalsiyuma bagimli iken, lipid peroksitlerin birikimini 6nlemede kalsiyumun
gerekli olmadig bildirilmektedir (9).

PONT1’in yapisinda 3 tane hidrofobik heliks yapis1 (H1, H2 ve H3) vardir
(Sekil 5). H2 ve H3 hidrofobik heliksler aktif bolgede bulunmaktadir ve aktif bolge,
enzimin HDL ye baglanmasinda rol oynamaktadir (12).

PONI iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bdlgesi vardir. ki tanesi

(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi yiizeye bakan



bolgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PON1 memeli hiicrelerinde eksprese
edildikten sonra bu noktalardan glikozillenir (12). PON ailesinin hidrolitik aktivitesi
icin glikozilasyon onemli degildir (12). Ancak enzimin yapisinda bulunan bu
karbohidrat molekiillerinin hiicre membranlarina spesifik olmayan baglanmada veya

kararlig1 ve ¢ozliniirligii arttirmada etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Sekil 5. PONI1 proteininin {i¢ boyutlu yapisi. (a) 6’l1 B pervane yapisinin iistten
goriiniimii. N, C terminali ve merkezde 2 kalsiyum iyonu (Cal, yesil;Ca2, kirmizi)
(b) 6’l1 B pervane yapisimin yandan goriniimii. H1, H2, H3 helixlerinin goriiniimii
(Harel, M., Aharoni, A., Gaidukov ve arkadaglari 2004; Nat Struct Mol Biol. 11, 412-9’den

alinmigtir)

Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, q21.3 bdlgesinde birbirine komsu
olduklar1 bildirilen, PON1, PON2 ve PON3 olarak adlandirilmis, ti¢ adet PON geni
bulunur ve bu ii¢ gen PON gen ailesi olarak adlandirilir (9, 12). Farelerde de 6.
kromozom iizerinde ii¢ gen birbirine komsu olacak sekilde konumlanmistir (13).
PONTI geninin 9 ekzonu ve 8 intronu bulunmaktadir. Genin boyutu 26,86 kb’dir ve
mRNA’s12393 baz ciftidir.

PON1, PON2, PON3 genlerinin iiriinii olan proteinler, aminoasit dizilimi
acisindan birbirleriyle yaklasik %53 homoloji gostermektedir (12). Her ii¢ proteinin
dokulardaki ekspresyonlari, dagilimlar1 birbirinden farklidi. PONI proteini
karaciger ve pankreasta yliksek, beyin ve akcigerde ise az miktarda eksprese

olmaktadir. Sentezlenen ve dolasima katilan PON1 HDL yapisinda yer almakta,



toksik bazi bilesiklerin metabolizmasinin yan1 swra plazmada lipoproteinlerin
oksidasyonunu 6nlemede rolii oldugu diisiiniilmektedir (14).

Genetik faktorler ve cgesitli cevresel faktorler PON1 ekspresyonunu ve
aktivitesini diizenler. PONT1 aktivitesi bireyler aras1 (10 kattan 40 kata kadar) ve etnik
gruplar aras1 degiskenlik gosterir, cinsiyete bagh degisiklik gozlenmez (15, 16).
Serum PONI1 diizeyinin ve aktivitesinin bireyler arasinda degisken olusunun bir
nedeni PON genindeki kodlama ve promotor bdlgelerinde ¢ok sayida polimorfizm
bulunmasidir. Bireyler arasindaki degiskenligin diger sebebi beslenme sekli ve
aliskanliklardir. Sigara PON1 diizey ve aktivitesini geri doniisiimsiiz olarak azaltir
(17). Farelerle yapilan calismalarda yiiksek kolesterol iceren diyetin karaciger
dokularinda PON1 mRNA diizeylerini diislirdiigii izlenmistir (18).

PON2 proteini karaciger, beyin, kalp, bobrek, aort diiz kas hiicreleri ve testis
dokularinda (endotel tabakasinda) hiicreici protein olarak eksprese edilir, arilesteraz
ve paraoksonaz aktivitesi yoktur (10).

PON3 karacigerde sentezlenip, serumda HDL ile birlikte bulunmaktadir.
PON1’e gore arilesteraz aktivitesi smirlidir ve paraoksonaz aktivitesi yoktur ama

statin gibi laktonlar1 hidrolize edebilir (9, 10).

2.2.2. PON1-HDL iliskisi

HDL partikiiliiniin antioksidan aktivitesi, tasidigi apolipoproteinler (apoA-1,
apoE, apoJ, apoA-2, apoA-4) ve enzimler ile iligkilidir. HDL molekiiliiniin major
antioksidan aktivite iceren enzimleri PON1, PAFAH, lesitin kolesterol agil transferaz
(LCAT) ve glutatyon peroksidaz’dir (GSPx) (6). Hem PON1’in hem de PAFAH 1n
oncelikle LDL’de olusmus okside fosfolipidleri hidrolize ugratarak ateroskleroz
gelisimine kars1 koruyucu olduklar1 gosterilmistir. Ancak PON1 enziminden yoksun
fareler kullanilarak yapilan calismalarda PAFAH’m bu islevi PON1 olmadan yerine
getiremedigi ve bu korumadan birincil sorumlu enzimin PON1 oldugu bildirilmistir
(18).

PAFAH ve LCAT enzimleri de LDL’ye bagli okside fosfolipidleri hidroliz
ederler, ancak okside fosfolipidleri hidroliz eden bu ii¢ enzim arasindaki iligki acik

degildir. PAFAH’1n HDL’deki fosfolipidleri hidroliz edici etkisinin daha belirgin
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oldugu gosterilmistir (18). HDL ile iligkili PON1’in makrofajlardan HDL’ye ATP’ye
bagli tasiyict protein (ABCAL) aracili kolesterol akisini arttirdigi gdsterilmistir (19).
PAFAH insanda, HDL’den ¢ok LDL iizerinde bulunan bir enzimdir. HDL’ye 6zgii
olan ve lipid peroksitleri hidroliz etmede gii¢lii etkisi oldugu bildirilen enzim ise
PON’dur.

HDL alt gruplarindan molekiiler yapist1 daha biiyiik olan HDL2’nin
kardiyoprotektif etkisinin, molekiiler yapisi daha kiiciik olan HDL3’e gore daha ¢ok
oldugu tespit edilmistir. Ancak yapilan arastirmalarin bazilarinda PON1 enziminin
daha ¢ok HDL3 ile iligkili oldugu, bazilarinda ise HDL2 ile iliskili oldugu da
bulunmustur. Bu konuda tam bir kesinlik mevcut degildir (20). PON1 tasiyan HDL
alt gruplari, ApoAl ve Apo J (clusterin) proteinlerini de icermektedir. Apo Al ve
Apo J'nin PON1’in fosfolipidlere baglanmasi ve stabilizasyonunda rolii oldugu
disiiniilmektedir (12).

Deakin ve arkadaslarmin (21) Chinese Hamster Ovary (CHO) hiicrelerini
kullanarak PON1 salinimmi inceledigi hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda lipoproteinlerin
yoklugunda ¢ok az PON1’in salindigmi goézlemlenmistir. Fosfolipid migellerinin ve
HDL’nin salinimini stimiile etmesine ragmen LDL’nin ve lipidsiz apoAl’in
salimimda higbir etkisinin olmadigmi gostermiglerdir. Bu sonuglar, PONI’in
dolagima salinabilmesi i¢in uygun bir aliciya ihtiyaci oldugunu ve HDL nin en etkili
fizyolojik alict oldugunu gostermektedir. HDL yaklagik 10 nm ¢apinda, bilesiminde
oncelikle membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apo
Al ve amfipatik helikslerin yer aldig bir partikiildiir. PON1, N-terminalde hidrofobik
bir sinyal dizisine sahiptir. PON1 salmimindan 6nce bu bdlgenin ¢ikarilmasiyla
olugturulan mutant-PON1’in HDL’ye baglanamadig1 gosterilmistir (22). Bu da,
PON1’in HDL’ye hidrofobik N-terminal sinyal dizisi ile baglandigini
gostermektedir. N-terminalin tamami membrani gegen heliks yapidadir (Sekil 5). N-
teminal yapinm 19-18 kalintis1 hidrofilik heliks yapidadir ve heliksl (H1) olarak
adlandirilmaktadir. Heliks H2’de H1 gibi amfipatik yapidadir. H1 ve H2 yapilarmin
birbirine yakin hidrofobik kisimlar1 bir araya gelerek potansiyel membrana baglanma
yiizeyi olustururlar (22). Hepatositlerin zarlarindaki fosfolipid c¢ift tabakasinda
bulunan PONI1 hidrofobik N-terminal sinyal dizisi ile HDL’deki fosfolipidlere
baglanir (22). Kan dolasimi ile HDL periferdeki arterlere ulagir ve burada PONI

11



endoteldeki fosfolipidlere tasinir, subendotelyal alanda antioksidan olarak gorev

yapar (22).
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Sekil 6. PON1’in HDL ye transferi (Richard W. James ve Sara P. Deakin 2004, Free Radical
Biology & Medicine, Vol. 37, No. 12 den alinmistir)

2.2.3. PON1 Aktivitesi ve PON1 Polimorfizmi

Epidemiyolojik ve molekiiler caligmalar sonucu, PONI1 genininin kodlama ve
promotor bolgelerinde c¢esitli polimorfizmler tanimlanmistir. Farkli etnik ge¢misleri
olan populasyonlarda bu polimorfizmlerin goriilme siklig1 degisir.

[Ik olarak 1979’te Mallinckrodt ve arkadaslar1 (23) enzimin genetik
polimorfizm sergiledigini ve enzimin aktivitesinin trimodal dagilim gosterdigine
dikkat ¢ekmislerdir. Kodon 192°’de adenin yerine guanin bazinin ge¢gmesi (A—G
mutasyonu), proteinde glutamin (Q genotipi) yerine arjinin (R genotipi)
aminoasidinin yer almasina neden olur. Bu da bireylerde yiiksek enzim aktivitesine

yol acar (23).

12



PONI, enzim aktivitesi agisindan QQ (eski adlandirma AA) homozigot, QR
(eski adlandirma AB) heterozigot, RR (eski adlandirma BB) homozigot seklinde
trimodal bir dagilim gosterir. R alleli proteinin paraoksonaz aktivitesi Q alleline gére
8 kat daha yiiksektir. Homozigot RR bireyler yiiksek aktivite gosterirken, QR
heterozigot bireyler 1limli yiiksek ve QQ homozigot bireyler diisiik aktivite
gosterirler (24). Polimorfizm ARE aktivitesini etkilemez. Bu nedenle ARE aktivitesi
PONI aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonun
bir gostergesi olarak kabul edilir (25).

PON 1 fenotipleri kantitatif ve kalitatif olarak farkli 6zellikler gdsterirler.
PONT1’e ait iki izoenzimin (Q ve R) tuz ve pH’a farkli yanitlarin1 temel alan iki
fenotip tanimlanmistir. Paraokson, Q ve R izoenzimleri i¢in ayirt edici bir substrattir.
Tuz ile stimule edilen R fenotipi paraoksona kars1 daha yiliksek enzim aktivitesine
sahiptir. 1M NaCl varliginda paraoksonazin diisiik aktiviteli formu (Q) inhibe olur,
yiiksek aktiviteli formun aktivitesi ise (R) aksine maksimum diizeye ¢ikar.
Paraoksonun Q ve R izoenzimleri i¢in ayirt edici bir substrat olmasina karsin
fenilasetat ayirt edici bir substrat degildir, her iki izoenzim tarafindan da benzer
hizlarda hidroliz edilir. Bu nedenle, 1M NaCl varliginda 6lgiilen ve tuzla uyarilmis
PON1 aktivitesini veren degerin, fenilasetat ile Olgiilen ARE aktivite degerine
boliinmesi ile elde edilen oran (PON1/ARE) fenotip tanimlanmasinda kullanilir ( 25).
Tirkiye’de R alleli siklig1 dogu populasyonuna gore daha diisiik Avrupa irkia yakin
degerler gostermektedir (26).

2.2.4. Ateroskleroz ve PON1

PONT1’in antioksidan enzim olmasi nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
sepsis, Alzheimer ve Parkinson gibi pek ¢ok hastaligin gelismesine karsi koruyucu
rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (27).

PONI enzimi eksik olan farelerin diyet ile indiiklenen ateroskleroza duyarl
hale geldikleri ve bu farelerin HDL’ lerinin LDL oksidasyonunu 6nleyemedikleri
gosterilmistir (18). PON1’in LDL’nin yan1 sra HDL’yi de oksidasyondan korudugu

ve boylece makrofajlardan kolesterol ¢ikisini artirdigi gosterilmistir. Bu durum
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makrofajlarda kolesterol birikimini engelleyerek kopiik hiicre olusumunu ve
aterosklerozun gelisimini yavaglatmaktadir (28). PONI1, lipid peroksidlerin yanisira
hidrojen peroksit tlizerine de etkilidir. Aterojenez sirasinda arter duvari hiicrelerince
iiretilen major toksik oksijen metaboliti olan hidrojen peroksit, oksidatif kosullarda
daha potent iiriinlere doniiserek LDL oksidasyonuna neden olur. PON1’in okside
LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitlerini ve hidroksitleri indirgemesi nedeni
ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica lipopolisakkarid
inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere kars1 koruma saglamaktadir (29).

Mackness ve arkadaslar1 (30) yaptiklar1 bir arastirmada obezite, dislipidemi,
hipertansiyon, insiilin direnci ve bozulmus glukoz toleransi gelistirilen, kombine
leptin ve LDL reseptor eksikligi olan farelerde diisiik PON1 aktivitesi saptamislardir.
Insan PON1 geninin adenoviriis araciligi ile bu farelere enjeksiyonu sonucu, PON1
ekspresyonunun, ateroskleroz gelisimini inhibe ettigi, total plak hacmini azalttigi,
plazmadaki ve plaktaki okside LDL miktarini azaltigini gostermislerdir. PONI
ekspresyonunun, plazma total kolesterol, trigliserid diizeylerini ve HDL profilini
etkilemedigi bu nedenle PON1’in antiaterosklerotik etkisini lipid ve lipoproteinleri
azaltarak degil, LDL oksidasyonunu azaltarak gosterdigi sonucuna varilmistir.

PON1 QR polimorfizmiyle koroner kalp hastaligi arasindaki iliskiyi
inceleyen ¢alismalarda ¢eliskili sonuglar elde edilmistir (8). Bazi caligmalarda PON1
RR genotipinin koroner kalp hastaliginda daha yiiksek bir siklikla mevcut oldugu
gosterilmistir. Bu da PON1 RR gen polimorfizminin aterosklerozda bir risk faktori

olabilecegi varsayimina yol agmustir.
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2.3. Endotel

Vaskiiler homeostazin ana diizenleyicisi endotel hiicreleridir. Endotel hiicreleri
vaskiiler tonusu kontrol ederler, trombosit aggregasyonu ve diiz kas hiicre
cogalmasini inhibe ederler, vazoaktif maddeler salgilayarak damar homeostazini
korumada oOnemli bir rol dstlenirler (31). Endotel fonksiyon bozuklugu,
aterosklerozda erken evrede gozlenen bozukluklardan birisidir. Endotel fonksiyon
bozuklugunun invaziv ve non-invaziv yontemlerle tayini aterosklerozun klinik bulgu
vermeden erken evrelerde gosterilmesi agisindan Onemlidir. Endotel fonksiyon
bozuklugunun 6nemli gostergelerinden birisi NO tayinidir. Bir digeri ise, brakiyal
arter doppler ultrasonografisi ile non-invaziv olarak akim aracili genislemeyi (flow

mediated dilatation, FMD) belirlemektir.

2.3.1. Endotel Fonksivonlarinin Degerlendirilmesi

Endotel fonksiyonlarimmi degerlendirmenin esaslarindan biri; endotelin NO
salgilatan bir uyarana verdigi cevaba bakmaktir. Asetil kolin, bradikinin, serotonin
gibi endojen yolla tiretilen maddelerin intravendz yolla uygulanmasi ve bunu takiben
damar c¢apmda veya akim hizindaki degisikligin Olgiilmesi de degerlendirme
metodudur. Bu metodlar invaziv girisim gerektirmektedirler. Bu nedenle non-invaziv

metodlarin arastirilmasi giindeme gelmistir.

2.3.1.1. Brakival Arter Doppler Ultrasonografisi

Baslangicta endotel fonksiyonlari, koroner arter i¢ine verilen vazoaktif
maddelere (asetil kolin ya da nitrogliserin) kars1 olusan vazomotor tonus cevabi ile
degerlendirilmekte iken, arteryel yiiksek rezoliisyonlu ultrasonografi (USG)
cithazlariin gelismesi ile birlikte endotel fonksiyonlari non-invaziv olarak biiyiik
yiizeyel arterler (6rnegin: brakiyal arter) iizerinde incelenmeye baslanmistir. Brakiyal
arterin tercih edilmesinin sebebi, endotel yapisi ve aterosklerotik degisiklikler

acisindan koroner arterlerle korelasyon gdstermesidir (32, 33).

15



Brakiyal arterden yiiksek rezoliisyonlu ultrason ile akima bagli dilatasyonun (flow
mediated dilatation; FMD) ve nitratla indiiklenmis dilatasyonun (nitrate induced
dilatation; NID) degerlendirmesi, sirasiyla endotel bagimli ve endotelden bagimsiz
vazodilatasyonu gosteren girigsimsel olmayan testler olup, akima bagl dilatasyon ilk
kez Celermajer ve arkadaglari (34) tarafindan tanimlanmistir.

Non-invaziv metotlarin esas;; kan akimmin gecici olarak kesilmesini
saglamaya dayanir. On kola uygulanan tansiyon aleti mansonunun sistolik basmcin
birka¢ mmHg {izerinde sisirilmesi ile bu gegici okliizyon saglanabilir. Yaklagik 4-5
dakikalik okliizyonu takiben, kan akim hizinda ve bunu takiben damar c¢apindaki
artig; iiretilen NO miktar1 ile dogru orantilidir (33, 34).

Endotel; tlizerinde bulunan “shear stress” reseptorleri sayesinde kan akim
hizin1 algilayabilir. Bazal kosullarda kanin lineer akis hizin1 15-20 cm/sn olacak
sekilde diizenler. Endotelde azalan shear stress’e cevap olarak, akut vazodilatasyon
ve kronik damar duvar kalinlasmasi meydana gelir. Endotel disfonksiyonu
varliginda; koroner kan akimindaki benzer artisa cevaben, vazodilatasyon meydana
gelmemekte ve hatta belki de vazokonstriksiyon olmaktadir (31, 32). Iskeminin bir
komponenti de, artmis kan akimma cevap olarak uygunsuz damar
vazokonstriksiyonuna yol agan endotel disfonksiyonudur.

Akima bagh vazodilatasyon; cogunlukla NO’ya baghdir. Nitrik oksit sentaz
inhibitorleri kullanilarak yapilan hayvan deneylerinde, reaktif hiperemi agamasinda
vazodilatasyonun daha az oldugu gorilmiistiir (35). Spesifik NO sentaz inhibitorleri
kullanilarak yapilan hayvan deneylerinde, kontrol grubuna gore 2 kat daha fazla
ateroskleroz gelistigi saptanmustir. Ayni sekilde, NO prekiirsorii olan L-arginin
uygulandig1 zaman ise, kontrol grubuna gore ateroskleroz gelisiminin %50 azaldig1
goriilmiistiir (36).

Endotel fonksiyonlarmin degerlendirmesinde kullanilan en yaygin noninvaziv
metod; yiiksek ¢Oziiniirliiklii brakiyal arter Doppler USG’dir. Ayrica, koroner
arterlerdeki endotel disfonksiyonu, brakiyal arterin endotele bagli vazoreaktivitesinin
bozulmasi ile paralellik gostermektedir (37). Bu nedenle bu metod, koroner kalp

hastaliklarinin predikte edilmesinde de kullanilabilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Gerecler

pH metre (WTW inoLab, Almanya)

Otoanalizor (Roche Diagnostic Hitachi Modiiler P800, Almanya)
Nefelometre (Dade Behring BN Pro Spec, Almanya )

Mikroplak okuyucu (Tecan Infinite M200, Isvigre)

3.2. Kimyasal Maddeler

Paraoxon (Sigma, USA)

Fenil asetat (Sigma, USA)

Tris Hidrokloriir Bazi (Sigma, USA)

Kalsiyum kloriir (CaCly) (Sigma, USA)

Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma, USA)

HDL o6l¢iimii reaktifleri (Roche Diagnostic, Almanya)
Apo Al 6l¢iimii reaktifleri (Dade Behring, Almanya)

Diger malzemeler

96 kuyucuklu polistren mikroplak (655160) (Greiner bio-one)
96 kuyucuklu sikloolefin mikroplak (655801) (Greiner bio-one)

3.3. Yontemler

MAR-YC-2009-0290 protokol nolu ¢alisma 25.06.2009 tarihinde Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu tarafindan incelenerek onaylandi.
Calismaya bilinen kronik bir hastaligi olmayan ve kronik ila¢ kullanimi olmayan
fizik muayeneleri normal olan 85 goniillii dahil edildi. Katilanlarin fizik muayeneleri,
brakiyal ve karotis arter doppler-ultrasonografik degerlendirmeleri Kardiyoloji

polikliniginde gerceklestirildi. 8 saatlik gece a¢ligini takiben alinan kan 6rneginden
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HDL, apo A1l ¢alisildi. Her 6rnekten 1mL ayrild1 ve -20°C’de dondurularak saklandi.
Bu ornekler ¢oziildiikten sonra PON1 ve ARE diizeyleri ¢aligildi.

3.3.1. Paraoksonaz enzim aktivitesi 6l¢limii

PONI1 aktivite ol¢iimleri Eckerson’un yontemi referans alinarak yapildi (24).
Yontemin ilkesi, Ornekteki PONI1 enziminin paraokson substratini 37°C’de
enzimatik olarak dietil fosfata ve paranitrofenole hidroliz etmesine dayanir (Sekil 1).

PON1 o6lciimleri icin spektrofotometrede 1 M paranitrofenol c¢ozeltisi
hazirlanarak dalgaboyu taramasi yapildi ve maksimum absorbans 405 nm’de elde

edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. PON1 enzimi pararaoksonaz aktivitesi dalgaboyu-absorbans taramasi

Serum PON aktivitesi 6l¢iimii, 2 mmol/L CaCl,, 1 mol/L NaCl igeren 0,1 M
Tris-HCI1 tamponu (pH 8) icinde degisik paraokson konsantrasyonlar1 denenerek en
uygun enzim substrat orani bulunarak 37 °C’de, 405 nm dalgaboyunda kinetik olarak
gerceklestirildi.

Reaksiyonda olusan paranitrofenol miktari, 6rnekteki PONI1 aktivitesi ile
orantili oldugu i¢in, PON1 enzim aktivitesinin bir {initesi (U), dakikada olusan
paranitrofenoliin mikromol cinsinden miktar1 olarak kabul edildi. Sonuglar U/L
olarak ifade edildi.

Mikroplaktaki kuyucuklarda Ol¢lim yapabilmek ig¢in serum havuzu

olusturarak enzim aktivitesinin birim zamanda lineer olarak arttig1 en uygun substrat
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konsantrasyonu ve Ornek seyrelme oranmi seg¢ildi. PON i¢in nihai paraokson
konsantrasyonu 3 mM ve Ornek seyreltilmesi de 1:11 olarak bulundu. Enzim
aktivitesi AA/At x 1/e x 1/151k yolu x toplam hacim/6rnek hacmi formiilii kullanilarak
hesaplandi. Olgiimlerde polistren mikroplaklar kullanildi.

Paranitrofenol i¢in 37°C, pH:8, 405 nm dalgaboyunda molar absorbtivite
katsayis1 € =17600 M cm™ olarak alind1 (25).

Isik yolu sabiti kuyucugun total hacmi ve yarigap: sabitleri kullanilarak
hesaplandi .
220 mL=n.r *h = 3,14 x (3,3175 mm)’*x h

h=6.366 mm = 0,6366 cm bulundu.

PON icin secilen kosullardaki enzim aktivitesi
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Sekil 8. Paraoksonaz enzim aktivitesi absorbans zaman grafigi

Olgiimlerimizin kesinligini belirlemek i¢in yeni bir serum havuzu olusturuldu.
Sectigimiz kosullarda solusyonlar hazirlandi. Plaklardaki kuyucuklara pipetlemeler
yapildi. Plaklarda ilk satirdaki kuyucuklarda blank 6lciimler alindi. 48 6rnegin enzim
aktivitesi caligildi. Bu Ol¢imlerde ortalama enzim aktivitesi 323 + 19 (ortalama +

standart sapma) [U/L, CV %5,9 idi.
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3.3.2. Arilesteraz enzim aktivitesi 6l¢iimii

Arilesteraz aktivite dl¢iimleri Eckerson’un yontemi referans almarak yapildi
(25). Yontemin ilkesi, Ornekteki Arilesteraz enziminin fenil asetat substratini

37°C’de enzimatik olarak fenol ve asetik asite hidroliz etmesine dayanir (Sekil 9).

PONI L
/L _— + HO” >0
+H,0
o~ © 2 OH Asetik asit
Fenil Asetat Fenol

Sekil 9. Fenilasetatin enzimatik hidrolizi

Arilesteraz Olgiimleri i¢in spektrofotometrede 1 mol/L fenol c¢ozeltisi
hazirlanarak dalgaboyu taramasi yapildi ve maksimum absorbans 270 nm’de elde
edildi

Serum arilesteraz enzim aktivitesi 0l¢timii, 2 mmol/L CaCl, igeren 0,1 M
Tris-HCI tamponu (pH 8) i¢inde degisik fenilasetat konsantrasyonlar1 denenerek en
uygun enzim substrat oran1 bulunarak 25 °C’de, 270 nm dalgaboyunda kinetik olarak
gergeklestirildi.

Reaksiyonda olusan fenol miktar1 ornekteki arilesteraz aktivitesi ile orantili
oldugu i¢in, Arilesteraz enzim aktivitesinin bir iinitesi (U) dakikada olusan fenoliin
mikromol cinsinden miktar1 olarak kabul edildi. Sonuc¢lar kU/L olarak ifade edildi.

Mikroplaktaki kuyucuklarda Ol¢lim yapabilmek i¢cin serum havuzu
olusturularak enzim aktivitesinin birim zamanda lineer olarak arttig1 en uygun
substrat konsantrasyonu ve Ornek seyrelme orami secildi Arilesteraz i¢in nihai
fenilasetat konsantrasyonu 1.9 mM ve Ornek seyreltilmesi de 1:400 olarak secildi.
Enzim aktivitesi de AA/At x 1/e x 1/1s1k yolu x toplam hacim/6rnek hacmi formiilii
kullanilarak hesaplandi. Olgiimlerde sikloolefin mikroplaklar kullanilds.

Fenol igin 25°C, pH:8, 270 nm dalgaboyunda molar absorbtivite katsayis
€=1297 M cm™ olarak alind1 (24).

Isik yolu sabiti kuyucugun total hacmi ve yarigap1 sabitleri kullanilarak
hesaplandi
200 mL = 7r *h = 3,14 x (3,385mm)*x h
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h= 5,558 mm =0,555 cm bulundu.

Arilesteraz icin secilen kosullardaki enzim aktivitesi
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Sekil 10. Arilesteraz enzim aktivitesi absorbans zaman grafigi

Olgiimlerimizin kesinligini belirlemek icin yeni bir serum havuzu olusturuldu,
Sectigimiz kosullarda solusyonlar hazirlandi. Plaklardaki kuyucuklara pipetlemeler
yapildi. Plaklarda ilk satirdaki kuyucuklarda blank 6l¢iimler alindi. 48 6rnegin enzim
aktivitesi ¢alisildi. Bu Olgiimlerde ortalama enzim aktivitesi 69,6 + 5,6 (ortalama +

standart sapma) kIU/L, CV %8,1 idi.

3.3.3. Apo Al olciimii

Apo Al diizeylerinin 6lgiimleri immunonefelometrik yontem kullanilarak
yapild1 (38). Serum ornekleri BN ProSpec cihazinda Dade Behring (Almanya)
firmasmin reaktifleri kullanilarak calisildi. Yontemde serum oOrnekleri Apo Al’e
kars1 olusturulan spesifik antikorlarla muamele edildi, meydana gelen immun
komplekslerin 840nm dalgaboyunda yaptiklar1 sagilimlar 6lciildii. Sagilan 151810
siddeti ile konsantrasyon dogru orantili oldugu icin standart hesaplandi ve dl¢iimler

g/L olarak rapor edildi.
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3.3.4.HDL oélciimii

HDL o6l¢limii, enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi (39).
Serum Ornekleri Hitachi Moduler P800 otoanalizoriinde Roche Diagnostic
(Almanya) firmasinin reaktifi kullanilarak ¢alisild1.

HDL diizeyi, polietilenglikol (PEG) kolesterol esteraz ve PEG kolesterol
oksidaz kullanilarak enzimatik olarak belirlenir. PEG ile modifiye edilmis kolesterol
esteraz ve kolesterol oksidaz lipoprotein fraksiyonlarmma karsi selektif katalitik
aktivite gosterir. Kolesterol esterleri, PEG kolesterol esteraz enzimi etkisiyle serbest
kolesterol ve yag asidlerine ayrilir. Kolesterol, kolesterol oksidaz enziminin etkisiyle
A4-Kolestenon ve hidrojen perokside c¢evrilir. Hidrojen peroksid, peroksidaz
enziminin  etkisiyle = 4-aminofenazon ve  N-(2-hidroksi-3-siilfopropil)-3,5-
dimetoksianilin (HSDA) ile etkileserek pembe mavi renkte bir bilesik olusturur.
Rengin yogunlugu HDL konsantrasyonuyla direkt orantilidir ve spektrofotometrik

olarak 600 nm’de belirlendi sonuglar mg/dL olarak verildi.

3.3.5.FMD (Akima Bagh Vazodilatasyon) olciimii

Calismamizda tiim kardiyolojik muayeneler, FMD ve CIMT ol¢iimleri ayni
hekim tarafindan gerceklestirildi. Islem Oncesinde hastalar endotel fonksiyonlarini
etkileyebilecegi bilinen kafein, sigara benzeri maddeleri tiiketmemeleri konusunda
uyarildi. 10 dakikalik dinlenme periyodu sonrasi sabit sicaklik ve sessizlik saglanmis
ortamda brakiyal arterin ¢cap1 ve Doppler ile kan akim hizi tesbit edildi.

Teknigin esasi; brakiyal arter ¢apinin tansiyon aletinin mansonu sisirilmeden
once (bazal) ve manson sigirilip 5 dakika bekletildikten sonra indirilmesini takiben
hemen Olclilmesine dayanir. Bu yolla gegici olarak kan akiminin okliizyonu
saglanmakta ve ardindan mangonun indirilmesi ile meydana gelen reaktif hiperemi;
okliizyona endotelin bir cevabi olarak meydana getirilen vazodilatasyonu
(endothelium-dependent vasodilation) gostermektedir. Brakiyal arter Doppler USG
ile kan akim hizi ve damar ¢apindaki artis 6l¢iilmektedir.

Okliizyon sonrasi 0l¢iim manson indirildikten 1 dakika sonra ve diyastolun
sonunda yapilir ve FMD = arter ¢ap farki / bazal arter capt (%) formiilii ile

hesaplanir.
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3.3.6. CIMT (Karotis arter intima-medvya kalinhg ) Olciimii

Karotis arter intima-medya kalinlig1 6l¢iimii ultrasonografi cihazi ile hasta
supin pozisyonda boyun hafif ekstansiyonda iken yapilir. Hastanin viicut yapist ve

ultrasonografi cihazinin 6zelliklerine goére uygun problar secilerek dlciim alinir.

3.3.7. istatistiksel analiz

Verilerden normal dagilim gosterenler aritmetik ortalama + standart sapma,
normal dagilim gdstermeyenler ortanca (en kii¢iik deger - en biiylik deger) olarak
ifade edildi. Gruplardaki parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Simirnov testi ile degerlendirildi. Ortalamalar arasindaki arasindaki farkin anlamlilig1
normal dagilima uyanlar i¢in Student’s t testi, uymayanlar i¢in Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi. Parametreler arasi iliski Pearson (r) ve Spearman (r,)
korelasyon testleri ile degerlerlendirildi. Sayisal olmayan degiskenler arasindaki
iliski ki-kare testi ile degerlendirildi. Istatistiksel analizler Windows uyumlu
GraphPad InStat Version 3.05 programu ile yapildi. Istatiksel olarak p degeri< 0,05

ise anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubumuz yaglar1 17 ile 62 arasinda degisen 44 kadin, 41 erkek bireyden

olustu. Yaslar1 35+10 (ort+SD) olan grubun yas dagilimi normal dagilima uygundu.

Tanimlanmig kronik bir hastaliklar1 olmayan, kronik bir ila¢ kullanimi olmayan,

arteriyel tansiyonlar1 normal olan grupta 25 kisi aktif sigara igicisiydi. Calisma

grubunun demografik verileri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calisma grubu demografik verileri

Standart
Ortalama| Sapma Ortanca | En Kiigiik | En Biiyiik
Yas (y1l) 35 10 34 17 62
Boy (cm) 169 10 167 150 192
Kilo (kg) 74 15 75 43 130
BMI (kg/m?) 26,1 4,9 25,8 15,8 40,1
Sistolik Kan Basinci (mmHg) 86 11 84 60 122
Diyastolik Kan Basmci (mmHg) 121 12 126 91 138
Nabiz/dk 75 9 72 54 115

Calisma grubunun FMD degerleri % 11,58 + 4,92 (ort+SD) olarak bulundu.

Calisma grubunun doppler ultrasonografisi ile 6lgiilen CIMT degerleri 0,50 + 0,1

(ort+SD)  bulundu.

Calisma

grubunun  brakiyal

arter

ultrasonografisi

ile

degerlendirilen FMD o6lgtimleri ve ultrasonografik CIMT o6l¢limleri Tablo 2’de

Ozetlendi.

Tablo 2. Brakiyal arter ultrasonografik degerlendirmesi ve CIMT

Standart
Ortalama Sapma Ortanca En Kiiciik | En Biiyiik
Bazal Cap (mm) 3,44 0,61 3,49 1,82 5,35
FMD Cap (mm) 3,83 0,65 3,81 2,09 5,69
FMD (%) 11,58 4,92 11,84 2,03 29,89
CIMT (mm) 0,50 0,10 0,47 0,34 0,82
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Grubun PONI1 enzim aktivitesi degerleri normal dagilim gostermiyordu. PONI
enzim aktivitesi 290,1 (36,3 - 799,3) ortanca (en kiiciik-en biiyiik) TU/L bulundu.
Grubun ARE enzim aktivitesi 101,9 + 26,4 (ort+SD) kIU/L idi ve normal dagilim
gosteriyordu. Grubun HDL diizeyleri 49 + 15 (ort£SD) mg/dL ve Apo Al diizeyleri
1,2 £ 0,3 (ort=SD) g/L idi ve normal dagilim gosteriyorlardi. Calisma grubu

biyokimyasal parametrelerinin sonuglar1 Tablo 3’de 6zetlendi.

Tablo 3. Calisma grubu serum PON, ARE, HDL ve ApoAl degerleri

Standart En En
Serum Degerleri Ortalama | sapma Ortanca Kiiciik | Bilyiik
PON (IU/L) 306.,9 193,2 290,1 36,3 799,3
ARE (kIU/L) 101,9 26,4 101,1 37,4 159,4
HDL (mg/dL) 49 15 48 18 126
Apo Al (g/L) 1,2 0,3 1,2 0,2 2,0

PON1 ve ARE enzim diizeyleri ile grubun diger parametreleri arasinda
istatiksel olarak anlamli bir korrelasyon olup olmadigi arastirildi. PON1 enzim
aktivite diizeyleri ile ARE enzim aktivite diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir korrelasyon vardi (r; = 0,56, p< 0,0001 ). PON1 enzim aktivite diizeyleri
ile FMD, CIMT, HDL, ApoAl, yas, BMI, sistolik kan basinci arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir korrelasyon bulunmadi (Tablo 4).

Tablo 4. PON1 enzim aktivitesi ile yas, BMI, sistolik kan basinci, HDL, Apo Al,
ARE enzim aktivitesi, FMD, CIMT arasindaki iliski

Yas BMI Sistolik HDL ApoAl ARE FMD | CIMT
PON (kg/ mz) Kan (mg/dL) (g/L) (KIU/L) (%) (mm)
(IU/L) Basinci
(mmHg)
Iy -0,06 -0,04 0,07 0,09 0,11 0,56 -0,19 -0,16
P 0,69 0,70 0,54 0,38 0,28 <0,0001 0,07 0,14

Caliyma grubunun HDL ile ApoAl diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir korrelasyon vard1 (r = 0,57, p < 0,0001).
HDL ile BMI diizeyleri arasinda ise istatistiksel olarak anlaml1 ancak ters bir

korrelasyon gosterildi (r = - 0,47, p < 0,0001).
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Calisma grubunun brakiyal arter ultrasonografisi ile 6lgiilen FMD degerleri
ile CIMT diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli ancak ters bir korrelasyon
vardi (r = - 0,25, p = 0,02).

ARE enzim aktivite diizeyleri ile HDL diizeyleri ( r = 0,26, p = 0,01 )
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon bulundu. ARE enzim aktivite
diizeyleri ile ApoAl diizeyleri arasinda (r = 0,20, p =0,06 ) benzer korrelasyon vardi
ancak istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmadi. ARE enzim aktivite diizeyleri ile
CIMT arasinda (r = -0,23, p= 0,02 ) istatistiksel olarak anlamli ancak ters bir

korrelasyon bulundu. ARE enzim aktivite diizeyleri ile FMD arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir korrelasyon yoktu (Tablo 5).

Tablo 5. ARE enzim aktivitesi ile yas, BMI, sistolik kan basinci, HDL, Apo Al,
FMD, CIMT arasindaki iliski

Sistolik
Yas | BMI Kan HDL | ApoAl | PON | FMD | CIMT
ARE (kg/m? | Basmer | (mo/dL) | (g/L) | (IU/L) | (%) | (mm)
(KIU/L) (mmHg)
0,04 | -0,03 0,01 0,26 0,20 0,56 0,07 | -0,23
0,66 | 0,75 0,91 0,01 0,06 | <0,0001 | 050 | 0,02

PON1 enzim aktivitesindeki degisikliklerin HDL konsantrasyonuna bagh
olabilecegi disliniiliip PON1/HDL oranlar1 hesaplandi. PON1/HDL oran1 ile BMI
diizeyleri (r, = 0,24, p = 0,02 ) istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon bulundu.
PON1/HDL orani ile sistolik kan basinci diizeyleri arasinda (r, = 0,23, p = 0,03)
istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon bulundu. PON1/HDL orani ile ARE
diizeyleri arasinda (r; = 0,32, p<0,01) istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon
bulundu. PON/HDL ile diger parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

korrelasyon yoktu. (Tablo 6).
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Tablo 6. PON/HDL orani ile yas, BMI, sistolik kan basinci, Apo Al, FMD, CIMT

arasindaki iligki

Sistolik
Yas BMI Kan | ApoAl | ARE | FMD | CIMT
PON/HDL (kg/m’) | Basmea | (o/1) | (KIUL) | (%) | (mm)
(mmHg)
r. | 0,06 0,24 0,23 0,15 032 | -0,07 | 0,02
p | 055 0,02 0,03 0,16 | <0,01 | 0,51 | 0,86

PONI1 ve Arilesteraz enzim aktiviteleri sagilim grafigi hazirlandi ve PON1
aktivitesinin bimodal dagilim gosterdigi gozlendi (Sekil 11). PON1/ARE oranlarinin

frekans analizi de en az iki modu olan bir dagilim gosterdi (Sekil 12).
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Sekil 11: PONI1 ve ARE enzim aktivitelerinin birbirlerine karsi ¢izilmis sagilim
grafikleri
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Sekil 12: PON1/ARE orani frekans histogrami

Analiz sonucunda PON1/ARE orani 1,45 den kiigiik olanlarin QQ homozigot
fenotipte, 1,45 den biiylik olanlarm QR ve RR fenotiplerinde yer aldiklar1 kabul
edildi (25). Gen siklig1 degerleri QQ fenotip icin 0,38, QR ve RR fenotipleri igin
0,62 olarak hesaplandi.

QQ fenotipinde bulunanlar daha belirgin olarak ayristiklar1 igin, ¢alisma
grubu PONI1 aktivitesi agisindan diisiik aktiviteliler (QQ) ve orta ve yiiksek
aktiviteliler (QR, RR) olmak iizere iki alt gruba ayrildi. Boylece, PON aktivitesinin
gosterdigi bi- veya trimodal genis dagilimin olas1 korrelasyonlar1 gizleme olasiligini
gormek icin bu alt gruplarda PON1 enzim aktivitesi ve PON/HDL oranlar1 ile FMD,
CIMT, HDL, ApoAl, yas, BMI, sistolik kan basinci arasinda bir korrelasyon olup
olmadig1 degerlendirildi (Tablo 7- 10).

Fenotiplere gore alt gruplara ayirdigimizda da diisiik aktiviteli (QQ) ve
yiikksek aktiviteli (QR, RR) bireylerde PON1 enzim aktivitesi FMD ve CIMT
arasinda istatistiksel olarak bir iligskiye rastlanmadi.

Diistik aktiviteli (QQ) ve yiiksek aktiviteli (QR, RR) bireylerde PON1/HDL
orani ile FMD ve CIMT arasinda istatistiksel olarak bir iligkiye rastlanmadi.

Diistik aktiviteli (QQ) ve yiiksek aktiviteli (QR, RR) bireylerde PON1/HDL
orani ile BMI arasinda sirast ile, (=0,39 p=0,03) ve (r=0,49 p<0,01) anlaml bir iligki
bulundu.

Yiiksek aktiviteli (QR, RR) bireylerde PON1/HDL orani ile sistolik kan
basinci arasinda (r=0,36 p=0,01) anlaml bir iliski bulundu.
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Tablo 7. PON1 enzim aktivitesi diisiik (QQ) fenotipli bireylerde PON1 ile yas, BMI,
sistolik kan basinci, HDL, Apo Al, FMD, CIMT arasindaki iligki

Sistolik
QQ Yas | BMI Kan HDL | Apo Al | FMD | CIMT
PON (kg/m?) | Basmer | po/dL) | (g/L) (%) | (mm)
(IU/L) (mmHg)
n=32 | r| 002 ] -0,12 -0,08 0,26 0,28 | 0,08 | -0,18
p| 093 | 049 0,67 0,14 0,12 0,63 | 031

Tablo 8. PON1 enzim aktivitesi diisiik (QQ) fenotipli bireylerde PON/HDL orani ile
yas, BMI, sistolik kan basinci, Apo Al, FMD, CIMT arasindaki iliski

Sistolik
Yas BMI Kan Apo Al | FMD | CIMT
QQ (kg/m’) | Basmer | g1y | (%) | (mm)
PON/HDL (mmHg)
n=32 r -0,08 0,39 0,25 -0,18 -0,04 -0,04
p 0,67 0,03 0,15 0,31 0,81 0,82

Tablo 9. PON1 enzim aktivitesi yiiksek (QR, RR) fenotipli bireylerde PONI1 ile yas,
BMLI, sistolik kan basinci, HDL, Apo Al, FMD, CIMT arasidaki iligki

Yas | BMI Sistolik HDL | ApoAl | FMD | CIMT

QR, RR (kg/m*) | Kan | (mg/dL) | (g/L) (%) | (mm)
PON Basinci
(IU/L) (mmHg)

n=s3 | r|0.02] 020 0,02 0,13 0,15 0,02 | -0,15

plos87] o014 0,88 0,34 0,26 0,89 0,26

Tablo 10. PON1 enzim aktivitesi yiiksek (QR, RR) fenotipli bireylerde PON/HDL
ile yas, BMI, sistolik kan basmci, Apo Al, FMD, CIMT arasindaki iligki

Yas BMI Sistolik Apo Al FMD CIMT
QR, RR (kg/m’) Kan (g/L) (%) (mm)
PON/HDL Basinc
n=53 (mmHg)
0,21 0,49 0,36 -0,17 -0,01 0,11
p| 0,14 | <0,01 0,01 0,21 0,99 0,44
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Calisma grubu diisiik (QQ) ve orta-yiiksek aktiviteliler (QR, RR) olmak
iizere iki alt gruba ayrildi. Diisiik (QQ) ve orta-yiiksek aktiviteli (QR, RR) bu iki
grubun yas, BMI, sistolik kan basinci, HDL, Apo Al, FMD, CIMT, ARE ortalama
degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak Student’s t-testi ile degerlendirildi
(Tablo 11). Calisma grubunda diisiik aktiviteliler (QQ) ve orta-yiiksek aktiviteliler
(QR, RR) FMD degerleri arasindaki fark anlamli bulundu (p=0,03). Diisiik
aktiviteliler (QQ) ve orta-yiiksek aktiviteliler (QR, RR) CIMT degerleri arasmdaki
fark anlaml degildi (p=0,15).

Tablo 11. QQ genotipi ve QR, RR genotipi tasiyan grupta dlgiilen parametrelerin

ortalamalar1 arasindaki farkin istatiksel degerlendirmeleri

QQ Genotipi (n=32) | QR, RR Genotipi (n=53) | p Degeri
Yasg 36,2 £7,9 34,9 £11,5 0,27
BMI (kg/m’) 26,7+5 25,7 +4,7 0,18
sis.KB (mmHg) 120,6 + 12,6 121,9+ 12,8 0,29
HDL (mg/dL) 48,9 +12,5 48,7 + 15,7 0,48
FMD (%) 12,8 £5,6 10,8 +4,3 0,03
CIMT (mm) 0,5+0,09 0,49 0,1 0,15
Apo Al (g/L) 1,24 +£0,28 1,23 £0,27 0,45
PON (IU/L) 109 + 33 426 + 144,9 <0,0001
Ary (kKIU/L) 94,6 £23,5 106,3 +27.2 0,02
PON/HDL 2,3+0,8 9,57 +5,1 <0,001

Sigara ile PON1 aktivitesi arasindaki dagilimi incelemek i¢in, sigara igenler
ve icmeyenler ile diisiik ve yiiksek aktiviteliler olacak sekilde 4x4 olasilik tablolar1
hazirlandi. Sigara i¢cimi ile diisiik ve yliksek aktiviteye sahip olma dagilimi arasinda
ki-kare testi uygulanarak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi bulundu
(p=0,84). Sigara icen ve igmeyen grupta Olciilen diger parametrelerin ortalamalari
arasindaki fark Mann Whitney testi ile degerlendirildi. Sigara igenlerde ApoAl,
HDL ve ARE diizeyleri ortalamalari, igmeyenlerden anlamli olarak daha diisiiktii

(strast ile; p=0,01, p<0,01, p=0,03).
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Tablo 12. Sigara igen ve igmeyen grupta Olgiilen parametrelerin ortalamalari

arasindaki farkin istatiksel degerlendirmeleri

Sigara Igen (n=25) | Sigara Igmeyen (n=60) p Degeri
Apo Al (g/L) 1,17+0,27 1,26+0,28 p=0,01
HDL (mg/dL) 44,4+19,7 50,6+11,4 p<0,01
PON /HDL 8,3+8,0 6,2+3,7 p=0,41
ARE (kIU/L) 95,1+£23,6 104,8+27,1 p=0,03
FMD (%) 11,6+4,6 11,5+5,0 p=0,41
CIMT (mm) 0,52+0,1 0,49+0,09 p=0,09
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5.TARTISMA

PONI1 enzimi karacigerde sentezlenir, dolasgmda HDL yapisinda yer alir,
toksik bazi bilesiklerin metabolizmasinin yan1 swra plazmada lipoproteinlerin
oksidasyonunu 6nlemede rolii oldugu disiiniilmektedir (14). PON1’in 6zellikle LDL
ve HDL lipitlerinin okside olmasmi onleyerek ve HDL ve LDL’de 5-
hidroksieikozotetraenoik asit lakton gibi yag asidi oksidasyon iirlinlerini metabolize
ederek ateroskleroza karsi koruyucu rolii oldugu diistiniilmektedir (9,11). In vivo ve
in vitro kosullarda PONI1 eksikliginde, LDL oksidasyonunun arttig1 ve buna paralel
olarak ateroskleroz gelisiminin hizlandig1 gosterilmistir (8, 18).

PON1 enzim aktivite tayini substrat olarak kullanilan paraoksonun 4-
nitrofenol’e doniisiim hizinin kinetik olarak spektrofotometrik metotla 6l¢iilmesi
esasina dayanir. Biz 6l¢timlerimizi Eckerson’un yontemini referans alarak mikroplak
okuyucuya uyarladik. Literatiirde mikroplak okuyucuda enzim tayininin yapildig:
baska bir ¢alismaya rastlanmamistir. Manuel spektrofotometre ile yapilan 6l¢timlerde
uygun goriilen enzim substrat orani segilerek kuvartz kiivetlerde tek bir 6rnegin
kinetik Ol¢iimleri gergeklestirilir. Toksik paraokson ve fenilasetat substrat
solusyonlar1 1siktan korunarak, en az 20 dakika siire ile karistirilarak homojenize
edilir. Bu ol¢limlerdeki zorluklar arasinda en onemlisi substrat ¢ozeltilerinin iki saat
icinde spontan hidroliz gelistirmeleridir. Kiivetlerde tek tek ol¢lim yapildigindan
stabil 6l¢timler yapabilmek i¢in siire kisithdir. Cok 6rnekli ¢caligmalarda ayni substrat
soliisyonundan Ol¢tim gerceklestirebilmek zorlasir. Her 06lgiim sonrasi kuvartz
kiivetlerin toksik substat solusyonundan temizlenmesi gerekmektedir, aseton gibi
coziicliler kullanilarak yapilan temizlemede kiivette artiklar kalabilmektedir. Ayrica
farkli giinlerde yapilan Olctimlerde ortamin 1s1 degisiklikleri, kullanilan tampon
cozeltisinin pH’smin stabilitesi gibi etmenler oOlgiilen enzim aktivitelerinde
tutarsizliklar olusabilmesine neden olmaktadir. Bu nedenlerle PON1 ve ARE
enzimlerinin Ol¢iim yOntemlerini mikroplak okuyucuya uyarlayarak daha fazla
sayida Ornegi es zamanli olarak calisabilmeyi ve bir 6rnegin {liglii dl¢climlerini alarak
pipetlemeden kaynaklanabilecek hatalar1 en aza indirmeyi sagladik. Sonug olarak bir
plakta 28 6rnegin enzim aktivitesi 4 dakikada 6l¢iildii. Her plakta ilk 12 kuyucugu

blank 6l¢timleri i¢in ayirdik. Ardarda serum havuzu ile yaptigimiz 6lg¢iimlerde iki
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plaktaki blank ol¢iimleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=
0,08), bu da bize solusyonlarimizda enzim aktivitesini etkileyecek spontan bir
hidrolizin olmadigin1 gosterdi.

Bu calismada endotel disfonksiyonunun bir gostergesi olarak kabul edilen
FMD ve CIMT degerleri ile paraoksonaz ve arilesteraz enzimleri arasmndaki
korrelasyon degerlendirildi.

Calisma grubumuz tanimlanmis kronik bir hastaliklar1 olmayan ve kronik ilag
kullanim1 olmayan , yaslar1 35 + 10 (ort£SD) olan 85 goniillii bireyden olusturuldu.
Calisma grubunun HDL diizeyleri 49 + 15 (ort+SD) mg/dL, ApoAl diizeyleri 1,2 +
0,3 (ort£SD) g/L olgiildii.

Calisma grubunun FMD degerleri %11,58 + 4,92 (ort+SD) idi. Literatiirdeki
goriis FMD degerleri %10 altinda olan bireylerde endotel disfonksiyonu oldugu
yoniindedir (33). Bizim grubumuzdaki 31 kisinin % FMD degerleri %10°nun altinda
tespit edilmistir.

Calisma grubunun Doppler ultrasonografisi ile odlgiilen CIMT degerleri
ortalamas1 0,50 £ 0,1 mm bulundu. Literatirde CIMT’in normal deger aralig1 ile
ilgili bir kesin bir veri yoktur. Bazi calismalarda 0,6 mm, baz1 ¢aligmalarda ise 0,8
mm lizerindeki degerlerin koroner aterosklerozla iliskili oldugu kabul edilmektedir
(40). Calisma grubumuzda 11 kisinin CIMT degerleri 0,6 mm {izerinde 6l¢iildi.

Bu veriler g¢alisma grubumuzda klinik bulgusu olmayan fakat
preaterosklerotik siirecte olan bireyler olabilecegini diistindiirdii.

Calisma grubunun brakiyal arter ultrasonografisi ile Ol¢lilen FMD degerleri
ile CIMT diizeyleri arasinda anlamli korrelasyon gosterildi (r= -0,25, p=0,02). Bu
iligki bize preaterosklerotik siirecteki endotel fonksiyonu bozuklugunun non-invaziv
gostergeleri olan FMD ve CIMT 6l¢limlerinin tutarl oldugunu diisiindiirdii.

Olgiimlerimizde ¢alisma grubunun PON1 enzim aktivitesi diizeylerini 290,1
(36,3- 799,3) IU/L bulduk. PON1 enzim aktivitesi degerleri istatiksel olarak normal
dagilim gostermiyordu. Literatiirde saglikli insanlarda 6l¢iilen PON1 enzim aktivitesi
Ol¢timlerinin oldukca genis bir deger araliginda oldugu goriilmektedir. Mackness ve
arkadaglar1 282 saglikli bireyde yaptiklar1 Olgiimlerde PONI enzim aktivitesi
ortalamasini 214,6 (26,3-620,8) IU/L (41), Yukio Ikeda ve arkadaslar1 161 saglikli
bireyde yaptiklar1 6lctimlerde PON1 enzim aktivitesini 129 + 62 (ort+=SD) IU/L (42)
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bulmuslardir. Tiirkiyede yapilmig ¢aligmalarda da farkli sonuglara rastlanmaktadir.
Karakaya ve arkadaslar1 51 saglikli bireyde yaptigi Olciimlerde PONI1 enzim
aktivitesini 321,29 + 16,04 (ort+=SD) IU/L (43) bulmuslardir. Bulunan normal
degerlerin farklt olusunun nedenleri arasinda; enzim aktivitesinin tayini igin
kullanilan metodun farkli olmasi, manuel yontemlerdeki standardizasyon
problemleri, enzim aktivitesi hesaplanirken kullanilan absorbtivite katsayismnin farkl
olmasi, grubun yaslarinin farkli olmasi, grup se¢imi igin kullanilan kriterlerin farkl
olmasi ve popiilasyonlarin farkli olmasi olabilir.

Grubun ARE enzim aktivitesi 101,9 + 26,4 (ort+=SD) kIU/L olup literatiir ile
uyumlu idi (24). Erel ve arkadaglar1 160 saglikli bireyde yaptiklar1 6l¢iimlerde ARE
enzim aktivitesi 169 + 24 (ort=SD) kIU/L (44) bulmuslardir. Saglikli insanlarda
PONI1 enziminin ARE aktivitesi ile yapilan caligmalara daha az rastlanmaktadir.
Fenilasetatn ~ PON1 ile hidrolizini gdsteren ARE  aktivitesi PONI1
polimorfizimlerinden etkilenmemektedir. Bu baglamda fenilasetat ya da
polimorfizim etkisinden bagimsiz farkli substratlarla PON1 enzim aktivitesinin
Olciilerek hastaliklarla iliskisinin incelenmesi daha tanisal verileri saglayabilir.

Calismamizda PON1 enzim aktivitesi ile HDL arasinda (rs = 0,09, p=0,38) ve
PONI1 enzim aktivitesi ile Apo Al arasinda (rs = 0,11, p=0,28) istatistiksel olarak
anlaml bir korrelasyona rastlanmadi. ARE enzim aktivitesi ile HDL arasinda (r =
0,26, p=0,02) istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon bulundu. ARE enzim
aktivitesi ile Apo Al arasinda (r = 0,20, p=0,06) istatistiksel olarak anlamli bir
korrelasyon yoktu. Bu durum PONIlde aktivitede onemli degisiklere yol acan
polimorfizimlerin etkisi olabilir seklinde yorumlandi. PONI enzimi ile diger
parametrelerin korrelasyonlarinin incelenmesinde enzim kiitle Slgiimleri ile de
faydali veriler saglanabilecegi diisiiniildi.

Endotel disfonksiyonu zemininde gelisen aterosklerotik siireglerde PONI
aktivitesinde azalma c¢alismalarla desteklenmistir (45). PON1 aktivitesinde azalma
HDL’deki azalmaya bagli olabilir. PON1 HDL' ye bagl bir enzimdir, HDL azaldig1
icin, enzim miktar1 dolayistyla da enzim aktivitesi azalabilir. HDL' nin lipid ¢evresi
degismis olabilir. Boylece, HDL ve PONI' in etkilesimi bozulabilir ve bunun

sonucunda PONI1 aktivitesi azalmis olabilir. PON1’in sentezi azalmis ve/veya
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katabolizmas1 artmis olabilir. Bu enzim lipid peroksitlerinin olusumunu
onlemektedir, bunu yaparken aktivitesi azalmis olabilir (16).

PONI1 enzim aktivitesindeki degisiklerin HDL konsantrasyonuna bagli
olabilecegi diisiiniilip PON1/HDL oranlar1 hesaplandi. PONI1/HDL oranlar1 diger
parametreler arasindaki korrelasyonlar incelendi. PON1/HDL orani ile ARE arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon vardi (rs =0,32, p<0,01). Ancak yine
PONI enzim aktivitesi ile oldugu gibi PON1/HDL orami ile FMD (r; = -0,07,
p=0,51) ve PONI1/HDL orant ile CIMT (ry =0,02, p=0,86) diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon bulunmada.

PONI1 enzim aktivitesi ve BMI diizeyleri arasinda (rs = -0,04, p=0,70) bir
korrelasyon yokken, PON1/HDL diizeyi ile BMI diizeyleri (rs = 0,24, p=0,02) ve
sistolik kan basinci diizeyleri arasinda (rs = 0,23, p=0,03 ) istatistiksel olarak anlamli
bir korrelasyon ortaya ¢ikt1.

ARE enzim aktivitesi ile CIMT diizeyleri arasinda (r = -0,23, p= 0,02 )
istatistiksel olarak anlamli ancak ters bir korrelasyon mevcuttu. Bu korrelasyon
klinik ateroskleroz belirtileri goriilmeden endotel fonksiyonunu degerlendirmesi
acisindan ARE enzim aktivitesi tayininin daha degerli oldugunu gosterdi.

PON1 enzim aktivite diizeyleri ile ARE enzim aktivite diizeyleri arasinda
korelasyon testine gore istatistiksel olarak anlamli bir iliski mevcuttu (ry =0,56, p<
0,0001 ). PON/ARE oran1 histogramina bakarak ¢alisma grubunda PONI1 enzim
aktivite diizeyleri yoniinden bimodal bir dagilim oldugunu goriildii. Gen siklig1
degerleri QQ fenotipi i¢in 0,38, QR ve RR fenotipleri i¢in 0,62 olarak hesaplandi.
Paraoksonaz/arilesteraz’in polimorfik dagilimi irklar arasinda biyiik degiskenlik
gostermektedir (15). Avrupa populasyonlarinda bimodalite ve % 53 diisiik aktivite
izoformu izlenmekte, Avrupa'dan uzaklasildikca bu oran azalmaktadir. Afrika ve
Uzakdoguda dagilim unimodaldir, bu wklarda disiik aktiviteli genotip
saptanmamustir. Ingilizlerde PON1 aktivite dagiliminmn diisiik ve yiiksek aktivite
alelleri igceren bimodal o6zellikte oldugu bulunmustur (13). Aynacioglu ve
arkadaglarinm yaptig1 bir ¢alismada Tiirk toplumun PONI1 QQ genotipi i¢in gen
sikl1g1 0,49, QR ve RR genotipi i¢in gen siklig1 0,51 (46) bulunmustur. Karakaya ve
arkadaglar1 (43) trimodal dagilimi Tirk populasyonunda gostermislerdir. Bizim

calisgma grubumuz kronik hastalig1 olmayan, kronik ila¢ kullanim hikayesi olmayan
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85 kisiden olugsmaktaydi. Daha ¢ok kisinin katilimiyla olusturulan bir grupla orta ve
yiiksek aktiviteliler arasindaki ayrim ortaya ¢ikabilir ve trimodal bir dagilim
gosterilebilirdi ya da PON1 gen tayinine yonelik incelemelerle kesin bir ayrim
yapilabilirdi.

Polimorfizm tayini yapilan bazi ¢alismalarda genotipler arasinda koroner
arter hastalig1 gelismesi ag¢isindan anlamli farklar izlenmistir. Mackness ve
arkadaslari, Ingiltere'de farkli iki bdlgede PONI polimorfizmi ile koroner arter
hastalig1 risk iliskisini arastirdiklarnda PONI1R allel sikligin1 koroner arter hastaligi
ile iligkili (47) bulmuslardir. R alloenziminin lipid peroksitleri hidrolize edici
etkisinin daha diisiik, bdylece LDL'nin oksidasyonunu geciktirmede daha az etkili
oldugu ileri stirtilmiistiir (45). PON1 QR polimorfizmiyle koroner kalp hastalig
arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda celiskili sonucglar da mevcuttur. Bazi
calismalar da PON1 RR genotipinin koroner kalp hastaliginda daha diisiik bir siklikta
oldugu ya da etkilemedigi yoniindedir.

Calismamizda fenotiplemesi yapilan ¢alisma grubu PONT1 aktivitesi agisindan
diisiik aktiviteliler (QQ) ve orta ve yiiksek aktiviteliler (QR, RR) olmak tizere iki alt
gruba ayrildi. Bu alt gruplarda PON1 enzim aktivitesi ve PON/HDL oranlar1 ile
FMD, CIMT, HDL, ApoAl, yas, BMI, sistolik kan basinci, arasinda iligski
istatistiksel olarak degerlendirildi.

[statistiksel analizler sonucunda alt gruplarm (QQ, QR-RR) PONI enzim
aktiviteleri ile FMD degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon
bulunmadi (sirast ile r; =0,08, p=0,63 ve 1, =0,02, p=0,89).

Istatistiksel analizler sonucunda alt gruplarm (QQ, QR-RR) PONI enzim
aktiviteleri ile CIMT degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon
bulunmadi (sirast ile r; = -0,18, p=0,31 ve r, = -0,15, p=0,26).

Istatistiksel analizler sonucunda alt gruplarin (QQ, QR-RR) PONI1/HDL
oranlar1 ile FMD degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon
bulunmadi (sirasi ile 1y = -0,04, p=0,81 ve r, = -0,01, p=0,99).

Istatistiksel analizler sonucunda alt gruplarm (QQ, QR-RR) PONI1/HDL
oranlar1 ile CIMT degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korrelasyon

bulunmadi (sirast ile r; = -0,04, p=0,82 ve 1, =0,11, p=0,44).
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PON1/HDL orani ile sistolik kan basinci diizeyleri arasinda (r; =0,23, p=0,03)
istatistiksel olarak gosterilen iliski QR-RR genotipli yiiksek aktiviteli alt grupta da
mevcuttu (r; =0,36, p=0,01). Kimura ve arkadaglar1 (48) yaptiklar1 calismada
tansiyon artigi ile FMD’nin diistiiglinii gozlemlemislerdir.

Calismamizda PONI1 ve arilesteraz enzim aktiviteleri ile FMD ve CIMT
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunmadi (Tablo 4, Tablo 5). Korelasyon
katsay1 degerleri negatifti. Negatif korelasyon katsay1 degerleri diisiik ve orta yiiksek
aktiviteli gruplarda gruplarda da gozlendi. Diisiik ve orta ytiksek aktiviteli gruplarda
sigara i¢cimi ile enzim aktivitesi arasinda bir iligki bulunmadi (p=0,84). Bu iki grubun
yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark izlenmedi (p=0,27). Bu
durum 53 kisiden olusan orta-yiiksek aktiviteli grupta enzim aktivitesi ile endotel
fonksiyonlarmi etkileyebilecek baska bir faktor olabilecegini diisiindiirdii. PON1 QR
polimorfizmiyle koroner kalp hastaligi arasindaki iliskiyi inceleyen caligmalarda
celiskili sonuglar elde edilmistir. Bazi ¢alismalarda PON1 RR genotipinin koroner
kalp hastaliginda daha yiiksek bir siklikla mevcut oldugu gosterilmistir. Bu da
PONIQR gen polimorfizminin aterosklerozda bir risk faktorii olabilecegi
varsayimina yol agmustir ( 45). Bizim ¢alismamiza benzer bir ¢alisma Mackness ve
arkadaslar1 (47) tarafindan Ingiltere’de yapilmustir. Farkli iki sehirden olusturulan
186 ve 165 kisiden olusan saglikli iki grupta PON1 enzim aktivitesi ve PONIQR
polimorfizmini incelemislerdir. R alleli yiiksek ve PON1 enzim aktivitesi yiiksek
grup koroner arter hastaligi agisindan diger gruba gore daha riskli bulunmustur. Bu
grubun serum PONI1 enzim konsantrasyonu diger gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisilk Olclilmiis. Bu sonu¢ bize enzim aktivitesi dl¢liimiindense
konsantarasyonu tayini ile daha anlamli sonuglar alinabilecegini diistindiirdii.

Sigaranin LDL oksidayonunu arttirarak PON1 enzim aktivitesini azalttig1
calismalarla gosterilmistir (15). Bizim ¢alisma grubumuzda sigara i¢imi ile diisiik ve
yiiksek aktiviteye sahip olma dagilimi arasinda ki-kare testi uygulanarak istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig: bulundu (p=0,84). Sigara icen ve igmeyen grupta
Olglilen diger parametrelerin ortalamalar1 arasindaki fark Mann Whitney testi ile
degerlendirildi. Sigara icenlerde ApoAl, HDL ve ARE diizeyleri ortalamalari,
icmeyenlerden anlamli olarak daha disiiktii ve bu fark literatiirle uyumlu olarak

degerlendirildi (sirast ile; p=0,01, p<0,01, p=0,03) (15).
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Sonu¢ olarak bu c¢alisma ile PON1 ve ARE enzim aktiviteleri tayini
mikroplak okuyucuya uyarlanarak manuel spektrofotometrik yonteme goére hem
Olgtim tutarliligi hem de 6l¢iim hizi yoniinden iistiin bir yontem standardize edilmis
oldu. Bu yontem ile saglikli bireylerde yapilan PON1 ve ARE enzim aktivite
Olgtimleri degerlendirildi. Calisma grubunda PONI1 aktivitesi yoniinden bimodal bir
dagilim izlendi. Yapilan PON1 ve ARE enzim aktivite Slglimleri ile endotel
disfonksiyonunun non invaziv gostergesi kabul edilen FMD 6lglimleri arasinda bir
korrelasyon yoktu. Yapilan PON1 ve ARE enzim aktivite 6l¢timleri ile grubun CIMT
degerleri arasinda olas1 bir korrelasyon incelendi. ARE enzim aktivite diizeyleri ile
CIMT arasinda (r = -0,23, p= 0,02 ) istatistiksel olarak anlamli ancak ters bir
korrelasyon bulundu. Incelenen tiim istatistiksel degerlendirmeler 1s13inda PON
enzim kiitle Olclimiiniin de yapildigi daha ¢ok katilimli c¢alismalar ile
preaterosklerotik slirecin  degerlendirilmesi agisindan daha tanisal verilere

ulagilabilecegi diistiniildii.
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