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LDL

Paraoksonaz (PON1, EC.3.1.8.1) insan serumunda HDL’ye bagl olarak

bulunan ve organofosfat ajanlari (OP) ve sinir gazlarini hidroliz eden ve LDL’nin

oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna kars1 koruyucu etkisi olan énemli bir

karaciger enzimidir.

Paraoksonaz gen ailesi PON1, PON2 ve PON3 olmak {izere bilinen {i¢ iiyeye

sahiptir. Yapisal yonden biiylik benzerlikler gosteren bu genlerden PONI1 ortaya

cikarildigr siireden beri yillardir ¢caligilmaktadir.
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PONI geni Q/R 192 ve M/L 55 olmak fiizere iki O6nemli polimorfizm
gostermektedir. Bunlar i¢inde en yaygin polimorfizmi, Q/R 192 polimorfizm serum
paraoksanaz aktivitesini degistirmektedir ve farkli populasyonlar da ti¢lii fenotipik
dagiliminin  oranlarin  degistigi  gosterilmektedir (QQ, QR, RR). Bu
polimorfizminde pek ¢ok pato-fizyolojik kosullarda ilgisi gosterilmistir. En son
olarak da I/V 105 mutasyonunun Finlandiya populasyonunda prostat kanseri riskini

arttirdig bildirilmistir.

Bu caligmada, Tiirk populasyonunda farkli kanser tiirlerine sahip 82 birey ile
kontrol grubunu olusturan 79 saglikli bireyin paraoksonaz enzim aktivitesi ol¢iilerek
PON1 Q/R 192 polimorfizmin fenotipi belirlenmis ve serumda HDL’ye bagli bu

enzimin lipit seviyeleri bakimindan bir iligkinin olup olmadigi arastirilmistir.

Bazal PON aktivitesi kanserli bireylerde istatistiki olarak bir azalma
gostererek, kontrol bireylerde 0,02343 +0,01616 EU, kanser hastalarinda
0,01353+0,00931 EU olarak tespit edilmistir (p<0,001). Populasyondaki fenotipik
dagilim % 64.6 QQ, % 30.76 QR ve % 4.6 RR olarak belirlenirken, tiimorli
hastalarin PON fenotipi % 50 QQ, % 26.6 QR ve % 23.3 RR seklinde bir dagilim
gostermistir.  Bu fenotipler PCR-RFLP analizleri yapilarak tespit edilmistir.
Paraoksanaz aktivitesi ile belirlenen fenotip dagilimi ile ilgili bireylerin serumdaki

lipit ve lipoprotein diizeyleri ayn1 zamanda karsilastiriimistir.
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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF GLN-ARG 192 GENE POLYMORPHISM OF
HUMAN SERUM PARAOXONASE (PON1)

Funda AKCAY

Balikesir University , Institute of Science, Department of Biology

(Msc. Thesis / Supervisior: Doc. Dr. Feray KOCKAR
(Cosupervisior: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
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KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Atherosclerosis, LDL oxidation, Cancer,

Organophosphate, Polymorphism, Cardiovascular Disease

Paraoxonase (PON1, EC3.1.8.1) bound to HDL is an important liver enzyme
responsible for prevention of lipid peroxides accumulation in low-density

lipoprotein (LDL) and hydrolyses OP insecticides and nerve gases.

The paraoxonase gene family contains at least three members, including
PON1, PON and PON3. Amongst structure all the related three members, PON1

has been well studied since it has been identitied.
Paraoxonase gene shows two important polymorphism, Q/R 192 and

M/L55. The most common polymorphism, Q/R 192, changes the PON activity and a

triphasic phenotypic frequency distribution of PONI activity was shown in the

v



human population (QQ, QR, RR). This polymorphism have been associated with the
number of the patho-physiological conditions. More recently, it was reported that
I/V 102 polymorhism was linked to an increased risk of prostate cancer in Finnish

population.

In this study, the phenotype of PON Q/R 192 polymorphisms were
determined from 82 subject from different cancer type and 79 subjects from healthy
people by using serum paraoxonase activity. These phenotypes have been confirmed
by PCR-RFLP analysis. Their possible relationships with serum lipid and

lipoprotein levels were also investigated.

The basal PON activity from the Cancer patients (0,013534+0,00931 EU)
significantly decreased compared to controls (0,02343 +£0,01616 EU) (p<0,001).
The phenotypic distribution was determined as % 64.6 QQ, % 30.76 QR and % 4.6
RR in healthy subjects while PON phenotype in tumoured patients shows % 50 QQ,
% 26.6 QR and % 23.3 RR distribution. Moreover, the comparison of the
phenotypic distribution determined by paraoxanase activity and serum lipids and

lipoprotein levels were also carried out.
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1. GIRIS

Koroner Kalp Hastaligt (KAH), her yil milyonlarca kisinin yasamini
kaybetmesine neden olmakta ve Diinyada ve Tiirkiye’de morbidite ve mortalite
nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Arterosklerotik hastaliklar, ciddi bir
sorun olup kisinin yasam siiresi ve yasam kalitesi ile ilgilidir. Toplumdaki her 5
kisiden birisi en az bir c¢esit arterosklerotik bir hastaliga yakalanmakta ve
toplumdaki her alt1 kisiden biri 60 yasindan once arterosklerotik bir hastaliktan

Olmektedir [1].

Paraoksonaz insan serumunda ilk olarak 1961°de Uriel tarafindan
elektroforezden sonra HDL immunopresipitatlarinda saptanmistir [2]. PONI1
organik fosforlu bir insektisit olan parationun aktif metaboliti olan paraoksonu
hidroliz etme yetenegine sahip A-esterazlar grubundan bir enzimdir. Paraoksonaz,
HDL’ye bagl olarak bulunan, organofosfat ajanlar1 (OP) ve sinir gazlarini hidroliz
eden, LDL’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna ve bakteri
endotoksinlerine kars1 koruyucu etkisi olan 6nemli bir karaciger enzimidir. LDL’ nin
oksidasyonu arteroskleroz silirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi, enzimin
antioksidant 6zelliginin Onemini ortaya koymaktadir [3, 4].  Arterosklerotik
hastaliklara karg1t viicuttaki savunma mekanizmalarindan biri de paraoksonaz

(PON1) enzimidir.

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda bulunur.
PONI1, PON2 ve PON3 olmak iizere bilinen ii¢ liyeye sahiptir. Yapisal yonden
biliyiik benzerlikler gosteren bu genlerden PONI1 ortaya cikarildigi siireden beri
yillardir c¢alisilmaktadir.  PONI, fizyolojik substratlar1 ortaya ¢ikarilmasi ve
arterosklerozis ile iligkisi ortaya konulmasi nedeniyle PON2 ve PON3’e gore
nispeten daha iyi aydinlatilan gendir [5]. PONI geni, Q/R 192 ve M/L 55 olmak
iizere iki 6nemli polimorfizm gostermektedir. Bunlar i¢inde en yaygin Q/R 192

polimorfizmidir. PONI1 enzim aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimlidir ve



farkli etnik kokenli populasyonlara gore degiskenlik gosterir [2]. Bu polimorfizmin
pek cok pato-fizyolojik kosullarda ilgisi gosterilmistir. En son olarak da I/V 105
mutasyonunun Finlandiya populasyonunda prostat kanseri riskini arttirdigi

bildirilmistir [6].

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1)

Paraoksonaz, Aldridge siniflama sistemine gore A grubu arildialkilfosfataz
sinifi ester hidrolaz enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme
0zelligi nedeni ile toksikoloji alaninda ¢alisilmis, son yillarda ise antioksidan etkileri

nedeni ile KKH riskinden korunulabilecegi diisiiniilerek giincellik kazanmistir [2].

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil
asetat, propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. Insan
serumunda ilk kez 1961°de Uriel tarafindan elektroforez sonrast HDL
immunopresipitatlarinda saptanmistir [7]. Mackness ve ark, ilk olarak HDL-ayirim1
icin santrifiij yontemini gelistirdikten sonra, koyunlarda paraoksonaz aktivitesinin
cogunlukla apo Al igeren partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ve insan
serumunun ultra santrifiijjlenmesi ile enzimin kanda HDL yapisinda tasindigini
ortaya koymuslardir [8]. Saflastirilmis sigir serum paraoksonazinin lipidlerle iliskili
ve HDL ile ayn1t molekiiler kiitleye sahip oldugunu gdstermislerdir. Saflastirma
sirasinda apo A-I’in paraoksonazdan ayiriminin zor olmasi, ikisinin siki iligkili
oldugunu disiindiirmiis ve HDL kolesterol tayini sirasinda lipoprotein
fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamiglardirdir [7]. Enzim, paraokson,
metil paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek derecede secicilik gosterdigi icin,
paraoksonaz olarak adlandirilmistir. Mackness ve ark., PON’un HDL iizerinde apo
A-I’e bagimli olarak aktivite gosterdigini ve 1991 yilinda LDL iizerindeki
lipoperoksit birikimini azalttigini bulmuslardir [8]. Ayni zamanda Macness ve ark,
farkl1 populasyonlarda (Fransiz, Sudanli vs) polimorfizm analizleri yapilarak,
allellik formlar1 belirlenmis ve populasyon ¢alismalari enzim aktivitesiyle HDL, apo
A-1, apo AIl arasinda istatistiksel iliski gosterilmistir [8]. Immunoaffinite

kromatografi caligmalari insan serum paraoksonazinin gergekte apolipoprotein Al ve



klusterin (apolipoprotein J) iceren HDL tipleri ile iligkili oldugunu ve PON’un total
HDL’nin ¢ok kiigiik bir boliimiinii olusturdugunu gostermistir [2, 8].

Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda
enzim aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyon arasindaki

iligkisi arastirilmig, enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir [9].
1.2. Adlandirilmasi

Biyokimya ve Molekiiler Biyolojinin Uluslararast Nomenklatiir Komitesi’
nin (IUBMB) enzim isimlendirmesinde paraoksanaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve
EC 3.1.8.1.) sahiptir. 1990’Ih yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli
olarak yalmz fenolik esterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz

ettigi anlasilmig ve EC 3.1.8.1 ile tanimlanmstir [9].

Paraoksonaz enziminin, A grubu Arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz
enzimi olmasi nedeniyle sistematik adi arildialkilfosfatazdir. A esteraz grubunda
yer alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin Sl¢iimiinde ilk olarak paraokson substrati

kullanildig: i¢in paraoksonaz adini almistir [10].

CH3CH2\('3

NO
CH;CH{ 2

Sekil 1.1 Paraoksonun kimyasal yapis1 (O,0O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgilliigii gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz

aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Insan serum paraoksonaz enzimi, parationun metabolik iiriinii olan

paraoksani kataliz etme yetenegindedir. Paraoksan organizmaya zararli olup pestisit



olarak kullanilmaktadir.  Paraoksanin, paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu
paraoksana oranla goreceli olarak daha az zararli p-nitro fenol ve di etil hidroksi

fosfat bilesikleri olusur (sekil 1.2) [2].

S

(0] .
p nitro fenol
Et—o \” Et —O\”
B0 /P—O @—NOZ —_— /P—04@7N02 E—
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Sekil 1.2 Paraoksonaz Enzim Mekanizmasi [2]

1.3. Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda q21.3 ve
q22.1 arasinda bulunmaktadir [5, 11]. ilk olarak memelilerde tanimlanan PON ve
PON ile iliskili genler sonralar1 kiimes hayvanlari, zebra balig1 ve omurgasizlardan

Caenorhabditis elegans’ta bulunmustur [12].

Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak {iizere bilinen ii¢
ilyeye sahiptir. Bu genler biiyiik yapisal benzerlikler gostermektedir ve ortak
evrimsel Onclilden gen dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli
tiirleri igcersinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid
diizeyinde % 70 benzerlik gosterir. Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu ii¢
genin her biri aminoasit diizeyinde % 79-90, niikleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik
gostermektedir. PON1, PON2 ve PON3 ile karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan

105 aminoasit i¢inde {i¢ niikleotid rezidistiyle ayrilir [5, 13].

PON1 ortaya ¢ikarildigr siireden beri yillardir ¢alisilmaktadir. Son
zamanlarda fizyolojik substratlarinin ortaya ¢ikarilmasi ve arterosklerozis ile iligkisi

ortaya cikarilmaya c¢alisilmistir. PON2 ve PON3, PON1 kadar aydinlatilamamastir



[5, 14]. PON2’nin gen {irlinli biyolojik dokularda heniiz tanimlanamamustir, fakat
PON3, tavsan HDL’si {izerinde lokalize olan laktonaz aktivitesi ile

tanimlanabilmigtir [5, 15].

1.3.1. PON1

1.3.1.1. PON1 Biyokimyasal Yapisi

PON gen ailesi igersinde PON1 yillardir ¢alisilan ve PON2 ve PON3’e gore
en 1iyi aydinlatilan enzimdir. Serum PONI1, organofosfatlarin hidrolizini
katalizledigi bilinen kalsiyum bagimli bir esterazdir. Karaciger, bobrek, bagirsak
gibi dokulara genis ¢apta yayilmigtir. PONI1 serumda HDL’ye bagli olarak bulunur
ve PONI’in kararliligi ve baglanma ilgisindeki etki HDL icersinde sekil ve
biiytikliik degisimine neden olur [13].

PONI, 43-45 kDa molekiil agirhigina sahip 354 aminoasit igeren bir
proteindir [13, 16]. Her molekiil total agirligin %15.8’ini olusturan ii¢ karbonhidrat
zinciri igermektedir. izoelektrik noktasi 5.1°dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 18sin
icerigi disinda bir 6zellik gdstermez [17]. Yapisinda yer alan 3 sistein (Cys)
rezidiisiinden 284°teki serbest 42 ve 352. sistein rezidiileri arasinda tek disiilfid bag:
bulunur. /n sitii hibridizasyon ¢aligmalar1 ile PON1 geninin 7. kromozomun uzun

kolu tizerinde q21-q22° de bulundugu gdsterilmistir [2, 8].

PONT1’in ince yapist 4 adet zincirden olugsmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir (Sekill.3). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki
disiilfit koprisii ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini kazanir [18]. N terminal ve C
terminal uclarinin bu sekilde kovalent baglanmasi B-kirmali yapili enzimlerde nadir

goriiliir.

Uc boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7.4A aralikli iki adet
Ca™ iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan

uzaklastirilmas1 doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [19]. Digeri ise



katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A uzaklikta 5
adet aminoasit rezidiisli (Asn224, Asn270, Asn168, Asp269 ve Glu 53) ile etkilesim
halindedir. Aym kalsiyum iyonu bir su molekiilii ile fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir. PON1’in yapis1 6 adet B-kirmal tabaka ile merkezdeki Ca™
iyonlar1 agisindan diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik
gostermektedir [20]. Ancak PONI1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi
gosterirken, DFPase sadece fosfotriesterase aktivitesi gosterir. Ancak bu iki
enzimin aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [21]. PONI1 aktif
bolgede diger B-kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H, ve Hj)
yapilar1 vardir (sekil 1.3). Bunlar ayn1 zamanda sonlanma noktalaridir. Bu yap1
aktif bolgenin korunmasi ve enzimin HDL’ye baglanmas1 gibi kritik rollere sahiptir.
PONI1 sentezlendiginde monomerik yapi seklindedir. Eger HDL’ye baglanmazsa
oligomerizasyon yapabilir. Bu olay in vitro deterjanli ortamda H;, ve Hs heliksleri ile

deterjan misellerine baglanarak gergeklesir [22].

Sekil 1.3 PONT’in ii¢ boyutlu yapis1 [15]



PONI iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bélgesi vardir. Iki tanesi
(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise yiizeye
bakan bolgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PONI memeli hiicrelerinde
ekspre edildikten bu noktalardan glikozillenir [23]. PON ailesinin hidrolitik
aktivitesi i¢in glikolizasyon onemli degildir [24, 25]. Ancak enzimin yapisinda
bulunan bu karbohidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre membranlarina

baglanmada veya kararlig1 ve ¢oziliniirliigli arttirmada etkili olabilir [26, 27].

1.3.1.2. PONT1’in HDL’ye Baglanmasi

PON1 ve PON3 karacigerde sentezlendikten sonra kana salinir, orada
spesifik olarak HDL’ye baglanir. HDL periferal hiicrelerden kolesteroliin
tasinmasini saglayan ve kendisine bagh platelet aktive eden faktor, PON1 ve PON3

gibi enzimler ile LDL’ nin oksidasyonunu onler [57, 58].

HDL yaklagik 10nm ¢apinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde Oncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
A1l ve aromatik heliksler yer alir [59]. HDL’ye bagli olan enzimlerden ilk kez ii¢
boyutlu yapist aydinlatilan PON1 enzimidir. PON1 hidrofobik N terminal ucuyla
sonlanir, H, ve H; hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana
baglanma ylizeyi olusturular (sekil 1.4). Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan
zincirleri ile olusturduklar1 yap1 karakteristigi ile HDL ara ylizeyine girebilmektedir

[27].
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Sekil 1.4 PONI1’in HDL’ye baglanmasi [15]

1.3.1.3. PON1 Sentezlenmesi ve Salgillanmasi

PONI1 sentezi karacigerde gergeklestiginden dolayi, serumdaki PONI1
seviyesini belirleyen baglica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PON
seviyesi ve aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [60]. Bunun nedeni enzim
aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 geninin kodlanma ve
promoter bolgesinde ¢ok sayida polimorfizm gostermesidir. PONI1’in serumdaki
aktivitesini ve konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi iizerinde en énemli
polimorfizm -107 pozisyonundadir [37, 38]. PONI1 sentezinde 6nemli olan bir diger
faktor karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica PON1’in karacigerden

sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir [61-63].

PON1 karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya
karacigerde mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal

hidrofobik bolgesi olmasi gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bdlgesi baglamada



belirleyici oldugu kadar salgilanma prosediiriinde de 6nemli role sahiptir [64, 65].
Yapilan calismalarda hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit hiicresine
transfekte edilen PON1 sentezlendikten sonra hiicre zarinin dis ylizeyine baglandigi
gosterilmistir [66]. PONI karacigerde sentezlendikten sonra da dnce mikrozomlara
bagli, daha sonra hiicrenin dis yiizeyine baglandig1 diistinilmektedir [67, 68].
Hiicrenin zarmin dis yiizeyinden salinmas1 ve HDL’ye baglanmasi tesadiif degildir,
bu baglanmada fosfolipit kompleksi 6nemli rol oynamaktadir ve LDL PON1’in
hiicreden salinmasina ve kendisine baglanmasi icin fosfolipit igerigi yeterli degildir

[27, 66, 67].

1.3.2. PON2

PON2, molekiiler agirhig1 yaklasik 44 kDa olan hiicre iginde elde edilen
biiylik bir proteindir [81, 82]. Paraoksonaz gen ailesinin iiyesi olan PON2 hakkinda
fazla bilgi bulunmamaktadir. PON2, hemen hemen her insan dokusundan elde

edilebilir, yiliksek oranda expresyon karaciger, bobrek, plasenta, testis ve kalpte

yapilir [4].

PON2, kromozom 7q21.3-22.1 iizerinde bulunan paraoksonaz gen ailesinin
ikinci tyesidir [4]. PONI1’e benzerlik gosteren PON2 pato fizyolojik sartlarin
sayisina bagli olarak iki polimorfizme sahiptir. Populasyon ¢alismalarinda PON2
148. pozisyonda alanin veya glisin (A/G148) ve 311. pozisyonda sistein veya serin
(C/S311) aminoasitlerinin yer degisimine bagli olarak polimorfizm gdstermektedir.
A/G148 polimorfizmi total veya LDL kolestrol seviyeleri, plazmadaki glikoz
seviyeleri ve baglangi¢ agirliginin degisimleri ile iliski halindedir [47, 83]. C/S311
polimorfizmi ise kalp damar hastaliklari, tip 2 diyabet, alzheimer ve menopoz

sonrast kemik agirligini diismesi ile iliskilidir [84-86].

PON2 genetik polimorfizmi ile farkli plazma lipoproteinleri arasinda bir
iliski bulundugu belirtilmistir. ilk olarak PON2 gen polimorfizmleri, lipoprotein
metabolizmalari iizerinde direkt bazi fonksiyonel etkilere sahiptir. Ornegin PON2
polimorfizmi lipoproteinlerin sentez ve salgilanmasi {izerinde fonksiyonel etki

gosterir. Ikinci olarak PON2 polimorfizmleri PON aktivitesini etkileyebilir. Lipit



metabolizma yolundaki bazi énemli enzimleri (lipoprotein lipaz, hepatik lipaz gibi)
aktif yada inaktif yapabilir. Bunun sonucunda lipoprotein kompozisyonu ve lipit
seviyeleri degisiklige ugrayabilir. Benzer iligki farkli etnik populasyonlardan alinan
ornekleri belirleme de zorluk yaratabilir. Bununla birlikte PON2 polimorfizminin
lipoproteinlerle iligkisi belirlenerek; PON2’nin kromozom 7 {izerindeki genetik
polimorfizmlerinin, plazma lipoproteinleri icersindeki ortak karakterlerin 6nemli

varyasyonlar ile baglantili oldugunu gosterir [13].

PON2’nin fizyolojik ve pato fizyolojik fonksiyonelleri az bilinmesine
ragmen, hiicresel diizeyde antioksidant etkisi oldugu bilinmektedir. PON2’nin
transfekte edildigi hiicrelerde oksitlenmis lipitler yada hidrojen peroksidin neden
oldugu hiicre i¢i oksidatif stres seviyesinin belirgin sekilde diistiiglinii gdosterir.
Rosenblat ve ark.’nin yaptig1 ¢alisma da saflastirilmis rekombinant PON2’nin, LDL
oksidasyonuna kars1 koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir [82, 87]. Ayrica
PON2, minimal oksitlenmis LDL’nin oksidasyonunu da geciktirebilir (MM-LDL).
Sonug¢ olarak; PON2, hiicreleri oksidatif stresten korur ve hiicresel antioksidant
olarak goérev yapar. Bununla birlikte PON2‘nin mekanizmasi tam olarak

aydinlatilamamistir [13].

1.3.3. PON3

PON3, molekiiler agirlig1 yaklasik 40 kDa olan bir proteindir. Paraoksonaz
gen kiimesi igersinde insanda kromozom 7 {izerinde PON1 ve PON2’nin arasinda
bulunur. PONI1 ve PON2’ye karsilik PON3, son zamanlarda tanimlanmis
karakterizasyonu en az bilinen proteindir. Son zamanlarda italya’nin giineyindeki
populasyon iizerinde yapilan ¢aligmalara gére PON3, 311. pozisyonda serin veya
tironin (S/T311) ve 324. pozisyonda glisin veya aspartik asit (G/D324)
aminoasitlerinin yer degisimine bagh olarak iki polimorfizm gdstermektedir. Fakat

bu polimorfizmlerin fonksiyonel 6nemi belirlenememistir [4, 13, 88].

PONTI’ benzerlik gosteren PON3’te karacigerde sentezlendikten sonra kana

salinir, orada spesifik olarak HDL’ye baglanir. HDL periferal hiicrelerden
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kolesteroliin taginmasini saglayan ve kendisine bagli platelet aktive eden faktdr,

PONI1 ve PON3 gibi enzimler ile LDL’nin oksidasyonunu onler [88].

PON1 ve PON3 arterosklerozun énlenmesinde farkli rollere sahiptir. PON3
arteroskleroza kars1 bazal koruma fonksiyonu saglarken, PON1‘in koruyucu etkisi

daha farklidir. PON1 expresyonu, arterogenezin uyarilmasi lehine baskilanir [89].

PON3, PON1 ve PON2’ye benzer olarak antioksidant 6zelliklere sahiptir.
Draganov ve ark.’larinin yaptigi bir c¢aligma; tavsan serumundan saflastirilan
PON3’lin in vitro ortamda LDL oksidasyonunu arttiran bakir1 inhibe ettigini
gostermektedir.  Yine ayni c¢alisma gostermistir ki her mikrogram {izerinden
oksidasyona kars1 LDL’yi korumada tavsan PON3’ii tavsan PON1’inden 100 kat
daha giiclidiir [4].

PON3’iin insan dokusunda saflastirilmas1 ve karakterizasyonu zordur. Insan
PON3, HepG2 hiicrelerinden klonlanmis ve karakterize edilmistir [15, 88, 89].
PON1’e karsin PON3, ne farelerin karacigerindeki aterojenik diyet ne de HepG2
hiicrelerindeki oksitlenmis fosfolipitler tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte
PON3 oksitlenmis lipitlerin birikimini 6nlemez fakat oksitlenmis LDL’nin neden
oldugu monosit kemotaksisi engeller [90]. Ayrica dogal substratlar
bilinmemektedir. PON3, PONI1 gibi paraokson ve fenilasetata benzer sentetik
substratlar1 hidroliz edemez. PON3, PONI’e gore ¢ok az arilesteraz aktivitesine
sahiptir ve paraoksonaz aktivitesi gostermez. Fakat laktonazlar1 ¢ok hizli hidroliz

eder [13, 15, 88].

1.4. PON1 Polimorfizmleri

Simdiye kadar yapilan c¢alismalarda, bir kismi PON1 geninin kodlanma
bolgesinde, digerleri intronlarda ve genin diizenleyici yani promoter bolgesinde
olmak iizere 160’dan fazla polimorfizm tespit edilmistir [28]. PONI enzim
aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimlidir ve farkli etnik kokenli

populasyonlara gére degiskenlik gosterir [2]. Ilk olarak 1973’de Von Mallinckrodt
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ve arkadaslar1 tarafindan enzimin genetik polimorfizm gosterdigi ve enzim
aktivitelerinin trimodal dagilima sahip oldugu gosterilmistir [29]. Daha sonra
1976’da Playfer ve arkadaslar1 PON1’in insanlar arasinda diisiik, orta ve yiiksek
aktiviteye sahip polimorfik dagilim gosterdigini daha detayli bulgularla agiklamistir
[30].

Paraoksonaz aktivite polimorfizminin molekiiler temeli, PON1’in kodlanma
bolgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar sonucu iki aminoasitin yer
degistirmesi ile iligkilidir. Bu mutasyonlarda birincisi kodlanma boélgesindeki 192.
kodonda glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimdir (sekil 1.5) [31]. Kodlanma
bolgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda ldsinden (L), metiyonine (M) olan
degisimdir. Bu mutasyonun PONI’in aktivitesi lizerinde etkisi ¢ok az iken,
serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit edilmistir. PON1’in R allelinin
kodlandig1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele gore sekiz kat daha
yiiksektir [2]. Ayrica PON1 Q formu yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin metabolize
edilmesinde R formundan daha etkilidir [32]. Bu genetik polimorfizm serum
protein konsantrasyonunu da etkiler. Homozigot R bireyler homozigot Q’ya gore
daha yiiksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [8]. Farkli populasyonlardaki
polimorfik dagilim bireyler arasinda varyasyona neden olur [33]. PONI
allozimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile fenotipleme
metodlar1 gelistirilmistir. {lk olarak 1983’te Eckerson tarafindan iki izoenzimin tuz
ve pH’a farkli yanitlarin1 temel alarak iki fenotip tanimlanmistir [34]. Tuz (NaCl)
varliginda homozigot R allozim (RR) paraoksana karsi daha yiiksek enzim

aktivitesine sahiptir.
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Sekil 1.5 PONI1 enzimi gen polimorfizmleri [2]

PONI’in  kodlanma  bdlgesindeki PON1  M/L55 ve Q/R192
polimorfizmlerinden baska promoter bolgesinde de en az bes polimorfizm
belirlenmistir. Bu polimorfizmler -107/-108 (C/T), -126 (C/G), -160/-162 (A/G), -
824/-832 (A/G) ve -907/-909 (C/G) bolgelerde bulunmaktadir (sekil 1.6) [35, 36].
PONT1 genindeki promoter polimorfizmlerinin, gen expresyonu ve enzimlerin serum
diizeyleri 1lizerinde giiglii etkisinin oldugu bulunmustur [13, 37]. HepG2
hiicrelerindeki lusiferaz geninde yapilan ¢aligmalarda; promoter igersindeki GACC
polimorfizmleri -909, -832, -162, ve -108 pozisyonlarinda CGGT’ye gore iki kat
daha aktiftir [37]. -107T, -824G ve -907G polimorfizmleri en yiiksek konsantrasyon
ve aktivite gosteren polimorfizmlerdir ve -107T polimorfizmi, PONI gen
expresyonu iizerinde dominant etkiye sahiptir [13, 37]. Promoter aktivitesi
icersindeki bu varyasyonlar, serum PONI konsantrasyonu ve aktivitesi i¢ersindeki

anlaml fakliliklarla iligki halindedir [37]. Ayrica promoter polimorfizmleri PON1
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geninin 3’ okunmayan bolgesi icersinde de ortaya ¢ikarilmistir, fakat bunlarin 6nemi

heniiz bilinmemektedir [35].

Iki populasyonun haplotip analizi gostermistir ki; C(108)T polimorfizminin
serum PON1 varyosyonunda %23-24 oraninda esas katilimcidir. Ayrica az da olsa
A(-162)G polimorfizmi de %]1,1 oraninda etki etmektedir. -909 ve -832.
bolgelerdeki polimorfizmlerin ise seum PONI1 diizeyindeki farkliliklarla iligkisi

bulunmamaktadir [35, 38].

-108 ve -162 polimorfizmlerini kapsayan yaklasik 200 bp’lik alan, PON1
geninin transkripsiyonu i¢in gereklidir [35, 39, 40]. -108. bolgede meydana gelen
polimorfizm PON1 serum varyasyonunun en onemli katilimcisidir. Bu polimorfizm
Spl ve Sp3 transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi i¢in konsensusun ortasinda
lokalize olmustur. Bu konsensus alan1 -108T varyasyonu varliginda engellenir [35,
37]. Spl’in baglanmasinda polimorfizmlerin etkisi ile ilgili olarak yapilan
arastirmalara gore -108. bolgeye Sp1’in baglanmasinda T’ nin varliginin C’den daha
zayif oldugu bulunmustur [38]. -162. bolgede bulunan polimorfizm, NF-1 (nuclear
factor-1) baglanma alaninin {izerinde bulunur. -162A varyasyonu NF-1’in
baglanmasinda G varyasyonuna gore daha yiiksek aktivite gostermektedir. -

162°deki bu degisim gen expresyonu lizerinde agiklanabilir [35, 36].

PON1 promoter polimorfizmleri ve kodlama bdlgesinde olusan
polimorfizmler arasinda iliski bulunmaktadir. -108C ve 192R polimorfizmleri
kardiyovaskiiler hastaliklara karsi daha diisiik seviyede koruma gdsterir. Bununla
birlikte PONI1-192 (Q/R) polimorfizmi enzim aktivitesi bakimindan
diisiiniildiigiinde bagimsiz olarak hareket eder [35].
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Sekil 1.6 PONI enzimi promoter bolgesi polimorfizmleri [35]

Paraoksonaz polimorfik dagilimi biiylik interetnik degisim gostermektedir.
Tiirk populasyonunda RR allel oldukga diisiik bir oranda bulunmustur. Trimodal
dagilim i¢in QQ, QR ve RR allellerinin frekansi sirasiyla % 48.6, % 41.0 ve % 10.4
olarak tespit edilmistir [33]. Diislik aktivite gosteren Q allel Avrupa, Kanada ve
Amerika’da yiiksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya’da diisiiktiir [2].

PONI’in kodlanma bdlgesindeki diger bir polimorfizm 102. kodonda
izolosinden valine olan degisimdir [6]. PONI’in promoter bodlgesinde 5 tane
polimorfizm tespit edilmistir. Bunlardan plasma PONI seviyesini etkileyen en

onemli olan1 C108T polimorfizmidir [35].

PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak olduk¢a degisim
gostermektedir. S6z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasina ragmen, klinik yayinlarda PON enzim aktivitesi ile c¢esitli
hastaliklar arasinda iliskinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok ¢alismaya rastlanmistir.
Ayrica yapilan ¢alismalarda 6zellikle incelenen hastaliklar ile PON1 polimorfizmi

arasinda bir baglanti olup olmadig1 arastirilmistir.
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Oncelikle yapilan pek ¢ok calismada kalp damar hastaliklari ile PON1
R/Q192 polimorfizmi arasinda 6nemli bir iliski oldugu gosterilmistir [41-46].
Ancak bagka calismada PON1’in Arjinin 192 polimorfizmi ile kalp damar hastalik
riski ile iliskili olmadig1 gosterilmistir [47, 48]. Benzer sekilde PON1’in M/L55
polimorfizmi ile kalp damar hastaliklar1 olugsma riski arasinda bir grup calismada
baglant1 var iken [28, 47], diger bir ¢alisma grubunda herhangi bir iliski olmadig1
gosterilmistir [49-53]. Sonug olarak, PON1 192. ve 55. polimorfizm genotipleri
direkt enzim aktivitesini etkilemektedir. PONI1 aktivitesi de geleneksel risk
faktorleri disinda, kalp damar hastaliklar1 olusma tehlikesini bize 6nceden haber

vermektedir.

Yapilan bir ¢alismada, PON1’in 192R ve 55M polimorfizmlerinin erkeklerde
prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak herhangi iligkisi olmadig1 gosterilmistir
[6]. Japon toplumunda tip 2 seker hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PONI
enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalik arasinda 6nemli bir baginti olmadigi
tespit edilmistir [54]. Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran
kisilerde Parkinson hastaligi olma riskinin istatistiksel olarak (p<0.005) yiiksek
oldugu tespit edilmistir [55]. Alzheimer hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PON1
geninin 192. polimorfizmi R allel goriilme sikligi kontrol grubuna gore oldukca

diisiik bulunmustur [56].

1.5. PON1’in Fonksiyonel Onemi

PON1 ve bazi memeli paraoksonazlari toksik ajanlarin (OP) hiicresel
zararlarina, plazmadaki LDL’nin lipitleri oksitlemesine ve bakteri endotoksinlerine

kars1 koruyucu olarak hareket eder.  Ayrica LDL’nin lipit bilesenlerinin

oksidasyonundan olusan toksik iirlinleri de inaktive edebilir [69].
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1.5.1. Hidrolitik aktivite; Organofosfatlara kars1 koruma

Paraoksonazin arterosklerozisin dnlenmesindeki 6nemli fonksiyonlarindan
biri organofosfatlara (OP) karsi koruma saglamasidir [2]. OP bilesikleri, tarimda
pestisit olarak {rlin verimini arttirma ve veteriner ilaglart yapiminda kullanilan
fosforik asitlerin triesterleridir. OP’lerin etki mekanizmasi sinir sistemi i¢ersindeki
asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu ile iligkilidir. Asetilkolinesteraz merkezi,
somatik ve parasempatik sinir sistemindeki asetilkolinleri ve Onemli
ndrotransmitterleri hidroliz eden bir enzimdir. Paraoksonda asetil kolinleri yikan
koliesterazlarin potent inhibitoriidiir, ardistk ndron uyarilmasi ile sinaptik
bileskelerde asetilkolin birikimine yol agar. Memelilerde karacigerdeki
detoksifikasyondan kacan herhangi bir okson organofosfat etki alanina ulasmadan
once kanda serum PONI enzimiyle hidroliz edilebilir. Bu enzimin inhibisyonu ile

OP zehirlenmeleri ve sinir sisteminde bozukluklar meydana gelir [70].

Organofosfatlar, tiim bilesiklerinde organik molekiiliiniin bir parcasinda
fosfat grubu veya fosfat tiirevlerini igerirler. OP’lerin genel formiili biiyiik
cogunlugunda aynidir. Merkezde fosfat atomu bulunur ve fosfat atomunun oksijen
veya siilflirle ¢ift bag yapmasma gore fakli adlandirilir (sekil 1.7). OP, P=0O
formunda iken yalnizca asetilkolinesterazlar etkileyebilir. Genel olarak kullanildigi
insektisidlerde P=S formun oksijen analoglarina doniismesi gereklidir. R; ve R;
gruplart genelde alkil veya aril gruplaridir. X grubu genis bir degiskenlik
gostermekle Dbirlikte genelde alifatik, aromatik ve heterosiklik gruplari

tanimlamaktadir [28, 71].

(H) (yadaS)

Rl P—X Ri-R; = Metil, etil, izopropil

\

R X= Degisken grup
2
Sekil 1.7 OP bilesigi genel formiilii [71]
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Organofosfatlar tarimdaki faydalarinin yani sira insanlarin hayatini énemli
Olgiide tehdit eden toksik kimyasallardir. Paraoksonaz enzimi savunma sistemi
olusturarak OP’lerin zararl etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Soman, sarin ve tabun
gibi organofosfat sinir gazlarini hidroliz ederek bunlar1 daha az zararhi bilesiklere

doniistiirmektedir (Sekil 1.8) [71].

@)
| (0 e
RI_OP_F _— RI_OP_O + F + H3O
Plazma
R, PON, R,
Sinir gazi

Sekil 1.8 Sinir gazlarinin hidrolizi [72]

Insan serum paraoksonaz enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi
cok sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini hidrolizleyebilmektedir (Sekil

1.9) [72].

S 0
(0) | (H,0) .
R—OP—OEt —> R—OP—OFEt —— (Et),PO + R-OH + H;0
Mikrozomal Plazma
Oksidasyon PON,
OEt e OFt
Organofosforus Organofosforus Dietil fosfat
Insektisit oxon

Sekil 1.9 Organofosforus Insektisitlerin detoksifikasyonu [72]
Bu aktivitelerinin yaninda PON1 enzimi siniflandirilmada yer aldigi A-

esteraz grubunda bulunmasi ile fenilasetat gibi ester substartlarimi da

hidrolizleyebilmektedir (Sekil 1.10).[23, 27, 34, 73]
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(s)

(Tio)Fenil asetat

o N  +H0 H H \O
(SH)

2-Naftil asetat

Sekil 1.10 Aromatik esterlerin hidrolizi [12]

PON1 eksikligi gosteren bocekler organofosfat igin hedef organizmadir.
Memelilere kiyasla kuslarda organofosfat zehirlenmesine yatkinlik daha yiiksek
bulunmustur, bu da kuslarda serum PONI1 enziminin yokluguna baglidir. Benzer

durum siirtingenler ve baliklarin zehirlenmeye yatkinligini da agiklar [74].

Organofosfatlara kars1 koruma sadece enzimin kan ve dokuda bulunan
diizeylerine bagl degildir, izoenzimlere de baghdir. B tip (R izozim) paraoksonu
hidroliz etmede A tipten (Q izozim) daha etkilidir. Fakat bir¢cok organofosfat B’ye
gore A izozimi ile daha iyi hidroliz edilebilir. Bu nedenle PON1’in koruyucu rolii

degerlendirilirken PON1’in diizeyinin yanisira tipide dikkate alinmalidir [2].

1.5.2. Lipopolisakkarid inaktivasyonu; Bakteriyel endotoksinlere karsi

koruma

Insan  serumunda HDL’de  bulunan  bir  proteinin  bakteriyel
lipopolisakkaritleri inaktive ederek toksik semptomlari Onledigi saptanmistir.
Lipopolisakkarit inaktivasyonu immunolojik olmaktan ¢ok enzimatik bir
reaksiyondur. Bu reaksiyondan sorumlu enzimin PONI oldugu saptanmistir.
PONI1, bakteriyel lipopolisakkariti lipit A molekiiliindeki 4’ fosfat iizerine fosfataz
etkisi ile hidroliz eder. HDL’nin bir subfraksiyonu olan Tripanolitik faktdr (TLF)
Trypanosoma brucei brucei’e sitotoksiktir ve apo Al, PON, haptoglobulin ile iligkili
bir proteindir. Lizozomal pH’ta aktive olan PON’un peroksidaz aktivitesi oldugu

diistiniilmektedir. HDL kompleksinin endotoksin toksisitesine karst koruyucu
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oldugu bilinmektedir. Gram (-) bakteriyel enfeksiyon sirasinda endotoksemi
gelisimine kars1 korumayi bir dl¢lide saglar. PON, makrofaj hiicre yiizeyindeki
CD14 spesifik baglayicit proteinle, bakteri yiizeyinden koken alan lipoprotein
polisakkaritin etkilesimini onler. Aksi takdirde TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokin

basliklarinin salinimini baglatir, bu sitokinler degisik semptomlara neden olur [2].

Dr  Standiford’un  yaptigt  calismada;  farelere, lipopolisakkarit
enjeksiyonundan iki saat 6nce saflastirilmig PON1 enjekte edilmistir ve hayvanlarin
%601 hayatta kalmigtir. Buna karsilik farelere LPS enjeksiyonundan 2 saat sonra
PONT1 verildiginde farelerin % 30’u yasamistir. PONI enjeksiyonu hi¢ yapilmadan
LPS verildiginde biitiin fareler dlmiistiir. Bu ve diger caligmalarin sonucu olarak
PONT1’in hiicreleri LPS’den koruma yetenegine sahip oldugu anlagilmaktadir. Fakat
PONI’in tip ve diizeyinin bireylerin endotoksinlerine karst duyarliligi ve

sensitivitesinde fark yaratip yaratmadigi tartismalidir [69].

1.5.3. Oksidatif veya peroksidatif aktivite; LDL oksidasyonunun

onlenmesi

PONI, LDL oksidasyonu tizerinde HDL’nin koruyucu etkisinden sorumlu
HDL ana bilesenidir. HDL, antioksidant ve antiemflamatur 6zelliklere sahiptir ve
LDL oksidasyonunu buna bagli olarak da arterosklerozisi geciktirir. Paraoksonaz
arterosklerozise karsi koruyuculugunu sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile
gostermektedir. Enzim 4 atomdan 7 atoma kadar degisen lakton halkasi ihtiva eden

en az 30 ¢esit laktonu hidrolizleyebilmektedir [75, 76]

1.5.3.1. Arteroskleroz nedir?

Arteroskleroz, orta ve biiyiik ¢apli arterlerin kan akimini azaltabilen veya
tikayabilen subintimal kalinlasmalariyla (aterom) karakterize edilir. Gelismis
iilkelerdeki en sik Oliim nedeni arterosklerozdur.  Aterosklerotik lezyonun
bulundugu yere gore klinik sonuglar degiskenlik gosterir, 6rnegin koroner arterin
arterosklerozu miyokard enfarktiisii ve anjina pektorise yol acarken, merkezi sinir

sistemini besleyen arterlerin arterosklerozunda felg¢ ya da gegici iskemik atak
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goriilebilir. Aterosklerotik lezyonlar siklikla kan akiminin bozuldugu, arterlerin
ayrim noktalarinda olusur. Arterosklerozun sozliikk anlam1 atardamar sertlesmesidir

[91].

Atardamar duvari icten disa dogru ig, orta ve dis olmak iizere li¢ katmandan
olusur (sekil 1.11). I¢ katman bir kat hiicre, yani endotel ile onun altinda yer alan
elastik bag dokusundan olusur. Orta katmanda daha ¢ok kas dokusu egemendir.
Dis katman ise bagdokusu yapisindadir. Yapi olarak bazi agilardan trigliserit,
fosfolipit ve lipoproteine benzeyen yaglar damardaki kanin basinciyla atardamar
duvarinin i¢ katmanlarina dogru itilir. Bu yaglar olagan kosullarda atardamar
duvarimi asarak lenf dolagimina katilirlar. Ama kan dolasimindaki yaglarin ¢ok
fazla, yag molekiillerinin biliyiik olmas1 ve atardamar duvariin esnekligini yitirmesi
durumunda yaglar atardamar duvarmnin i¢ ve orta katmanlarinda sikisip kalirlar.
Atardamar duvarindaki enzimler yag molekiillerini parcalayarak arteroskleroz
olusumundan daha az 6nem tasiyan kolesterol, yag asitleri ve baska maddelerin
aciga cikmasini saglar. Serbest kalan bu maddeler atardamar duvarini tahris eder.
Damar duvari bu uyariya iltihabi bir tepki ile yanit verir. iltihap sonucu gelisen sert
bag dokusu damar duvarini sertlestirir. Bu silire¢ sirasinda yikima ugrayan
atardamar duvarinda, kolayca pargalanabilen yeni kilcal damarlar belirir. Bu da,

iltihaplanmanin daha da artmasina yol acar [92].

Yaglarin siirekli olarak birikmesi ve atardamar duvarinin belirli noktalarda
kalinlagmasi, damar duvarinin iceriye dogru katlanarak aterom plaklarinin
olusmasma neden olur. Aterom plaklar1 parcalanabilir, iilserlesebilir ya da
iceriginin bir kismin1 damara birakabilir (ateromun ezilerek peltelesmesi). Ozellikle
iilserlesme durumunda, dolagimdaki trombositlerin plak {izerinde birikmesiyle
pihtilagsma stireci baglar. Bu, daha ileride piht1 olusumuna ve damar tikanmasina yol
acacaktir. Pihtidan kopan parcgalar kan dolagimiyla tasinarak daha kiigiik ¢aptaki

atardamarlar1 tikarlar ve ciddi sonuglara neden olabilirler [91].
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Ateroskleroz

Mormal Hafif Ileri
Ateroskleroz Ateroskleroz

Damarn igi Plak

Sekil 1.11 Arteroskleroz [93]

Aterosklerotik hastaliklar halen iilkemizde ve gelismis iilkelerde birinci
siradaki ©6liim sebebi olarak yer almaktadir.  Ulkemizde de ayni egilim
goriilmektedir. Asagidaki tabloda epidemiyolojik risk faktorleri kisaca 6zetlenmistir

[91].

Cizelge 1.1 Epidemiyolojik risk faktorleri [91]

Degistirilebilir Risk Faktorleri Degistirilemez Risk Faktorleri

Sigara icilmesi (10 adet/giin'den fazla) | Ileri Yas

Hipertansiyon Erkek Cinsiyet

Kolesterol yiiksekligi Ailede erken (55 yas altinda) koroner
Damar Hastalig1 Hikayesi Bulunmasi

Lipoprotein a Yiiksekligi Seker Hastalig1

Fiziksel Aktivite Azlig1 (hareketsizlik) Kisilik Yapis1 (stresli yasanti)

Dogum Kontrol Hap1 Kullanimi1 Sismanlik (obezite)

Alkol Kullanim1
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Arteroskleroz tedavisine, hastalik klinik belirtiler vermeden 6nce baslamak
gerekir. Tedavide beslenme aligkanliklar1 yeniden diizenlenir; pihtilasma Onleyici
ve piht1 ¢oziicii (fibrinolitik) ilaglar, ayrica lipoprotein miktarini azaltarak kolesterol

sentezini ve tasinmasini 6nleyen ilaglar kullanilir.

Arterosklerozda cerrahi tedavi de uygulanabilir. Koroner damar ya da biiytik
atardamarlarin arteroskleroz sonucunda tikandigi olgularda cerrahi girisime
bagvurulabilir.  Giliniimiizde koroner baypas ameliyati ya da tikanan damarin
viicuttan alinan bir bagka damar pargasiyla degistirilmesi gibi uygulamalar

yapilmaktadir [91].
1.5.3.2. Arteroskleroz ve paraoksonaz arasindaki iliski nedir?

Son yillarda yapilan ¢ahismalar, HDL nin iizerinde bulunan Ca™a bagh
enzim olan paraoksonazin, okside olmus lipidlerin metabolizmasinda ve
arterosklerozdan korumada onemli fizyolojik rolii oldugu yoniindedir. 1991°de
Mackness grubu heterozigot familial hiperkolesterolemi ve diabetli hastalarda
genetik degisiklikten bagimsiz olarak kontrolden diisiik PON aktivitesi saptamistir
[77]. Fish eye ve Tangier hastaligi olanlarda ise ¢ok diislik, saptanamayacak
diizeyde PON aktivitesi ile karsilastirilmistir.  Bu hastaliklarda arteroskleroz
gelisimine yatkinhiktaki artis, yine PON-arterosklaroz iligkisini ve olasilikla
HDL’nin anti-aterojenik 0Ozelliklerinde PON’un Onemini ortaya koymustur.
Mackess, serum PON’un arterosklerozis siirecinin baslangi¢ evresi olan LDL
fosfolipitlerinin oksidasyonuna karsin korunmasinda énemli oldugunu ilk gdsteren
arastirmacidir [2]. Mackness ve ark. yaptigi calismada insan serum PON’de LDL
fosfolipit oksidasyonuna karsiya oksidasyonu katalizleyen bakir iyonlari
kullanmistir. Sonug¢ olarak HDL’nin bakirla inkiibe edilen LDL’de lipit peroksit
olusumunu % 90 inkiibe ettigini, HDL’den saflastirilan PON’un TBARS diizeylerini

ve lipoperoksit olusumunu 6nledigini gosterdi [69].
PON 1’in LDL’nin yan1 sira lipit peroksitlerin tagiyict HDL’1 de korudugu,
boylece makrofajlardan kolestrol ¢ikisindaki etkinligini arttirdigi tanimlanmistir.

HDL’deki PAF-AH, LCAT gibi diger enzimlere gére PON’un lipit peroksitleri
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hidroliz etmede daha giiglii oldugu bilinmektedir. PON1, lipit peroksitlerin yani sira
hidrojen peroksit lizerine de etkilidir. Arterogenez sirasinda arter duvar hiicrelerince
iiretilen major toksik oksijen metaboliti olan hidrojen peroksit, oksidatif kosullarda
daha potent iiriinlere doniiserek LDL oksidasyonuna neden olur. PON’un
oksitlenmis LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitler ve hidroksitleri

indirgemesi nedeniyle peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu diistiniilmektedir [2,69].

LDL oksidasyonundan korumasinda ve LDL oksidasyonuyla olusan toksik
metabolitlerin aktivitesinin azaltilmasinda, HDL ile iliskili olan PON’un HDL
iizerine katalizor etkisinin olabilecegi diislintilmektedir. Saflastirilmis PON’un HDL
oksidasyonu iizerine, konsantrasyon bagimli inhibitér etkisi gézlenmis, serumda
PON miktarinin artmas1 HDL’ nin oksidasyona kars1 direncini arttirmigtir. HDL nin
oksidasyona yatkinligi, PON inhibitorleri ile 6n muamele edildikten sonra artmistir.
PON inhibitorlerinin serum PON aktivitesini azalttigi ve HDL’ nin oksidasyonunu
arttirdigr gozlenmistir. HDL-PON komplexi veya saflagtirllmis PON’un LDL
oksidasyonu iizerine olan inhibitor etkisinin, metal iyon selasyonu veya peroksidaz

benzeri aktiviteden kaynaklandigi belirtilmistir.

Ayrica, deneysel ¢aligmalara gére PONI1, KAH riskini ve arterosklerotik
lezyon ilerlemesinde gerekli proinflamatuar molekiilleri yikarak azaltir.
Paraoksonaz, LDL’nin oksidasyonu ile olusan proinflamatuar molekiillerini
parcalamasiyla vaskiiler hastalik riskini azaltabilir. Ornegin; invitro’da
saflastirilmis paraoksonaz, vaskiiler hiicre kiiltiir sistemi i¢inde okside olmus
LDL’nin proinflamatuar etkisini bloke eder. PON ve apo A-I arasindaki yakin iligki,

bu iki proteinin dogrudan baglandigini diistindiirtir.

Aterosklerotik apoprotein-E eksikligi olusturulan fareler {izerinde yapilan
caligmada, serum PON aktivitesi ve serum lipidlerinin oksidatif diizeyi arasinda
negatif korelasyon saptanmistir. Apo E eksik olan farelerde hizli arteroskleroz
olusumu ve oksidatif stres artis1 belirgin olarak gozlenmistir. Benzer sekilde,
aterojenik diyet uygulanan fareler iizerinde yapilan ¢aligmada, farelerin serum PON

diizeyleri baskilanmis, oksidasyonuna karsi savunma yetenegini kaybetmis ve
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kismen okside olmus LDL’nin bu farelere enjeksiyonunu serum PON aktivitesini

belirgin sekilde diisiirmiistiir.

Insan PON1 geninde kodon 192’de DNA polimorfizmi KAH agan risk
faktoriidiir. Mackness ve ark., B allelin KAH i¢in bagimsiz risk faktorii oldugunu
ileri siirmiislerdir [77]. Calismalarinda iki allozimin LDL {izerindeki lipit
peroksitlerin birikimini 6nleme yeteneginde bireysel farkliliklar yaratan temel
elemanlar oldugunu ortaya koymustur. Mackness, A genotip PON iceren HDL nin
AB ve BB genotipine gére LDL’yi bakirla indiiklenen oksidasyona kars1 korumada
daha etkili oldugunu gostermistir. PON AA homozigotlar LDL’yi oksidasyondan

korumada daha etkindir, lipit peroksitleri metabolize etme aktivitesi yliksektir.

PONI geninde tanimlanan 55. pozisyondaki M-L polimorfizminde HDL nin
LDL’yi oksidasyondan korumadaki etkisinde MM varyantinin en etkin oldugu ve bu
bireylerin KAH gelisimine en az yatkin oldugu saptandi [2].

Yalniz, PON1 aktivitesinin 55-192 polimorfizminden bagimsiz olarak 40 kat
fazla olabilecegi ve bunun sebebi olarak, kazanilan faktorlerin HDL’nin lipid
cevresinin icerigine etkisi (PON1’in islevi), PON1 geninin promotor bdlgesi veya
heniiz tanimlanamayan bagka etkiler sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. PONI1
aktivitesi KKH hastalarinda direk olarak 6l¢iildiigiinde, hastalik tasimayan
kontrollerin yaris1 kadar oldugu gézlenmis ve bu 6l¢limlerin, MI ge¢irmis hastalarin
kardiak iskemik gogiis agrisindan birkag¢ saat sonraki dl¢iimleri olmasindan dolayi,
disik serum PONI1 aktivitesinin olaydan once meydana gelebilecegi tahmin
edilmistir. Diisiik serum PON1 aktivitesinin genotipten bagimsiz oldugu klinik ve
deneysel DM, hiperkolestrolamia ve bobrek yetmezligi gibi KKH ile iliskisi bilinen
cesitli hastaliklarla belirtilmistir [9].
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1.6. PON1 ve Cevresel Faktorler

PON1 aktivitesi yas, ¢cevresel kimyasallar, diyet, yasam sekli ve fizyolojik ve
patolojik durumlar gibi parametrelerle birlikte degisiklik gostermektedir. Yapilan
caligmalarda PONI1 aktivitesi ile yas arasindaki korelasyon sonucu yash kisilerin
genclere gore HDL oksidayonundan daha ¢ok etkilendigi gosterilmistir [78]. Yasla
birlikte PONI aktivitesindeki azalmada PONI-192 (Q/R) polimorfizmi rol
oynamaktadir [36]. Bunu yaninda lipit oksidasyon iiriinlerince zengin diyetin serum
PONI1 aktivitesini ve LDL oksidasyonuna yatkinligi degistirip degistirmeyecegi
insanlarda heniiz tam aydinlatilamamistir; ancak Sutherland ve ark.,doymus yagdan
zengin diyetin tokluk serum PON1/arilesteraz aktivitesini azalttigini, doymamis yag
iceren diyetin ise ters etki yaptigimi gosterdi [2]. James ve ark.’larinin yaptigi
caligmada sigara kullanan kisilerde kullanmayanlara oranla serum PONI1
konsantrasyon ve aktivitesinin daha diisiik oldugu saptanmistir [79]. Buna karsin
Van der Gaag ve ark.’larinin yaptigi ¢alismada KAH riski diisiik olan saglikli
erkeklerde 1limlhi alkol alimmin PONI1 aktivitesini arttirdigi belirlenmistir [80].
Gebelik gibi fizyolojik ve patolojik durumlarda da PONI aktivitesinde azalma
oldugu gozlenmistir [28].

1.7. Paraoksonaz enzimi ve diger hastaliklarla iliskisi

Paraoksonaz HDL’ye bagli olup, kalp damar hastaliklar ile iliskisinin yan1
sira, pek cok klinik yayinlarda gosterildigi gibi enzimin aktivitesinin diger
hastaliklarla da iligkili oldugu tespit edilmistir. Hipergliseminin oksidatif stres ve
arteroskleroza zemin hazirladig diisiiniiliirse, DM’li olgularda serum PON’un roli
ortaya ¢ikar.  PONI-192RR ve PONI-55LL genotipleri NIDDM’li (non-
independent Diyabetis mellitus) olgularda daha sik izlenmistir. DM,
hiperkolestrolemi, bobrek yetmezligi gibi KKH ile iligkisi oldugu bilinen
hastaliklarda diisiik serum PON1 aktivitesinin genotipten bagimsiz oldugu ¢esitli
caligmalarda rapor edilmistir [94].

Lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar etkisi ile gelisen nodronal

dejenerasyon izlenen Alzheimer hastaliginin arteroskleroz ile iliskisi bilindiginden
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PON polimorfizmi ile iligkisi incelenmis ancak istatistiksel olarak anlamli sonug

bulunamamaistir [95].

Dilek Yavuz ve ark.’larinin hipertiroidli kisilerde yaptig1 ¢aligmada kontrol
grubuna gore hipertiroidli kisilerde paraoksonaz enzim aktivitesinin diistiigi
gozlenmistir [96]. Tipl diyabetik grupta yapilan diger bir ¢alismada ise endotel
fonksiyonu ve PON aktivitesi arasinda pozitif korelasyon (r=0.40, p<0.05) oldugu
belirlenmistir [97].

Nicole Helbecque ve ark.’larinin yaptigi ¢alismada Alzheimer hastalarinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda Gln 192 ve T-107 allelleri igeren kisilerde
plazmadaki paraoksonaz seviyesinin ve PONI1 aktivitesinin diisik oldugu
gozlenmistir. Alzheimer hastalarinda yapilan diger bir ¢alismada, PON1 geninin
192. polimorfizmi R allel goriilme siklig1 kontrol grubuna goére oldukga diisiik

bulunmustur [98].

Marja Marchesani ve ark.’larinin Finlandiya populasyonunda prostat kanseri
iizerine yapilan bir caligmada, PONI [-102-V polimorfizminin kanser riskini

arttirdigr belirlenmistir [6].

Non-Hodgink lenfoma hastalalifina sahip bireylerde PONI1-192R

polimorfizminin kontrol gubuna gore oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Slavonski Broad ¢evresinde yapilan bir ¢alismada, PON1’in paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitesi hemodiyaliz hastalarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) diizeyde bir azalma gozlenmistir [99].

Paraoksonaz aktivitesinin romatizmal kireglenme ile bir iligkisi tespit
edilmigtir. Kireclenme goriillen romatizma hastalarinda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda serum paraoksonaz aktivitesinde onemli bir azalma oldugu

belirlenmistir [27].
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1.8 AMAC

HDL’nin arteroskleroz siirecindeki oOnleyici rolii 1yl bilinmektedir.
Arteroskleroz iizerine HDL’nin bu koruyucu etkisinin en muhtemel mekanizmast;
HDL nin revers kolesterol transport sistemi ile perifer dokularda fazla kolesterolun
birikmesini dnlemesi yoluyla oldugu diisiiniiliiyordu. Ancak son kanitlar, HDL nin
LDL partikiillerinin oksidatif modifikasyonunu inhibe etmesini igeren farkli yollarla
da arterosklerozu onledigi rapor edilmistir. Bu siirecte, Paraoksonaz enzimi gibi,
HDL’ye bagli birkag enzimin, LDL oksidasyonunu 6nlemede dnemli rol oynadiklari

diistiniilmektedir.

Aterosklerotik hastalik riski ile serum PON aktivitesi arasinda ters bir iliski
bulunmus ve bu iliski PON’un okside LDL iizerine olan hidrolitik aktivitesine

baglanmistir.

Serum PON aktivitesi, g¢esitli popiilasyon gruplarinin arasinda ve ayni
popiilasyon i¢inde genis varyasyonlar gosterir. Serum PON aktivitesindeki bu
varyasyonlar1 belirleyen en onemli etkenin 192. kodonda kodlanan aminoasit
degisimine (Glu-Arg) ve 55kodonda kodlanan aminoasit degisimine baglh
polimorfizmden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Paraoksonaz gen polimorfizmi ile
aterosklerotik hastalik riski arasindaki iligkiyi inceleyen bir¢ok c¢alisma yapilmis ve

bu giine kadar yapilan ¢alismalarda birbiriyle ¢elisen sonuglar elde edilmistir.

Biiyiik bir tartismanin ve birbiri ile ¢elisen ¢alisma sonuglarinin oldugu bu
konuda, biz de Tiirk popiilasyonunda PON gen polimorfizminin etkisini saptamak
amaciyla ¢alismamizda, tiimorlii ve saglikli bireylerde paraoksonaz geninin 192.

kodondaki polimorfizmini inceledik.

Bu calismamizda; lipit profilleri belirli farkli kanser tiirlerine sahip bireyler
ile saglikli kisilerde, serum paraoksonaz enzim aktivitesindeki degisimler ve
molekiiler biyoloji yontemleri kullanilarak PON Q/R 192 polimorfizminin fenotipi
belirlenmis, tiimorlii ve saglikli bireylerde enzimin lipit seviyeleri ile PONI

fenotipleri arasindaki iliskinin aragtirilmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar; Merc, Sigma, Fermentas ve

Biolabs’tan temin edilmistir.

2.1.2. Kullanmilan érnekler

Aragtirmada, 27 - 72 yas araliginda 79 saglikli ve 26 - 104 yas araliginda 82
timorli bireye ait kan kullanilmistir. Kullanilan kanlarin kolestrol, trigiliserid,
HDL ve LDL lipit degerleri belirlidir. Saglikli bireylere ait kanlar Balikesir Giliven
Tip laboratuarindan, tiimorlii bireylere ait kanlar Bursa Ali Osman S6nmez Onkoloji
Hastanesinden temin edilmistir.

2.1.3. Calismada Kullanilan Laboratuar Gerecleri

Cizelge 2.1. Caligmada Kullanilan Laboratuar Geregleri

Kullanilan Gerec Modeli

Sogutmal1 santrifiij Sigma 3K15

Mikrosantrifiij Thermo

pH metre Hana pH 211 Microprocessor
UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS
(Plaka okuyuculu)

Manyetik karistirici Torrey Pines Scientific
Terazi Sartorius BL 210S
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Otomatik pipetler

Hi-Tech ve Finipipette

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

-80 °C ultralow freezer Sanyo, Japonya

Saf su Cihazi Destilasyon 3.1(Comekta Sa,)
Buzdolab1 Arcelik, Tiirkiye

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Otoklav Hirayama HV 85

Buz makinesi

Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

Thermo-block Eliwell FALC

Jel Goriintlileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
(UVP)

PCR cihaz1 Techne

Etiv Elektromag

2.1.4. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calismanin deneysel kisimlarinda kullanilmak {izere asagida isimlendirilmis

¢oOzeltiler hazirlanmistir.

Cizelge 2.2. Aktivite Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler

Substrat ¢ozeltisi

2mM paraoksan ¢ozeltisi

10,8ul paraokson, 1ml asetonda iyice ¢oziildiikten sonra
tizerine 1ml bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanildi.

Bazal aktivite tamponu
2mM CaCl, igeren
100mM Tris-HCI, pH=8

3,0285¢g (25mmol) Tris 200ml destile suda ¢oziildi. 1N
HCl ile pH’1 8.0’e getirildi. 0,0555g (0,5mmol) CaCl,

katilarak son hacim 250ml’ye tamamlandi.

Tuzla uyarilmis aktivite
(salt stimulate) aktivite

tamponu

3,0285¢g (25mmol) Tris, 14,61g NaCl 200ml destile suda
¢oziildi. 1N HCI ile pH’1 8.0’e getirildi. 0,0555g (0,5

mmol) CaCl, katilarak son hacim 250ml’ye tamamlandi.
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2mM CaCl,, 1M NaCl
iceren 100mM Tris-HCI,
pH=8

Cizelge 2.3. DNA Izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

Proteinaz K 10mg/ml

0,01g Proteinaz K 1ml destile suda ¢oziiliir. -20°C’de

saklanir.

Sature Amonyum Asetat

(NH4Ac)

74g NHjAc, destile su ile 100ml’ye tamamlanir.
Magnetik karigtiricida  yaklagik  40°C’de  ¢oziiliir.

Filtrasyon ile steril edilir. +4 °C’de saklanir.

Niiklei Lizis Buffer
10mM Tris Base, 400mM
NaCL, 2mM EDTA
(pH=8,2)

100ul Tris Base, 4ml NaCl ve 40ul Na,EDTA 5860ul
destile suda ¢ozilir. 121°C’de 20 dakika (1,02 atm

basingta) otoklavda steril edilir. +4°C’de saklanur.

Cizelge 2.4. PCR i¢in Kullanilan Cozeltiler

dNTP karisim Her bir ntikleotitten (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 10ul
10mM almr ve steril destile su eklenerek 100ul’ye
tamamlanir.

Primer Forward | 50pmol/ul i¢in 974l steril destile su primer forward ile
sulandirilmasi karigtirthir.  Olusan karistm 5 ependorfa esit oranda
100pmol/pl i¢in  487ul | ayrilarak saklanir.

Primer Forward

Primer Reverse | 50pmol/pl i¢in 1118l steril destile su primer reverse
sulandirilmasi ile karistirilir. Olusan karisim 5 ependorfa esit oranda
100pmol/ul  i¢in  559ul | ayrilarak saklanir.

Primer Reverse
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Cizelge 2.5. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

5X/L. TBE tamponu | 54g Tris Base, 27,5g Borik Asit, 20ml 0,5M EDTA

pH:8,00 (pH:8,00) tartilir.  Uzeri destile su ile 1litreye
tamamlanir.

DNA ladder 100pul DNA ladder (1 hacim), 200ul loading dye (2

500ul DNA ladder hacim) 200ul steril destile suda (2 hacim) ¢dziiliir.

%0.8’lik agaroz jel 4g agaroz tartilarak 50ml TBE’de ¢oziiliir. 40 —

45°C’ye soguduktan sonra 2,5ul etidyum bromiir

eklenerek tanka dokuliir.

2.2. Yontemler

2.2.1. Cahsmada kullanmilan ortamin ve malzemenin temizligi ve

sterilizasyonu

Isiya dayanikli pipet uglari, ependorflar ve diger malzemeler 121°C’de 20
dakika (1,02atm basingta) otoklavda steril edildi. Cam malzemeler 180°C’de pastor
firininda 90 dakika steril edildi.

Calismaya baslamadan once pipetler ve calisilan yiizey %70’lik alkol ile

temizlendi.

2.2.2. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipline alindiktan sonra 5000rpm’de,
+4°C’de ve 10 dk santrifiij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan
serum aktivite 6l¢timiine kadar —20°C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kaynagi
olarak kullanilmistir. Geriye kalan kan ise DNA izolasyonunda kullanilmak i¢in -

20°C’de muhafaza edilmistir.
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2.2.3. Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektofotometrik olarak tayin edildi.
Paraoksonaz enzim aktivitesi Olgiimiinde substrat olarak paraokson kullanildi.
Aktivite Olglimii i¢in 0.05ml enzim ¢oOzeltisi (serum) alinip daha Onceden
hazirlanmis olan Iml tampon ( 100mM Tris-Base pH:8.00) ve substrat ( 2mM
paraokson) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikte sonra 412nm’de 1 dakikadaki
37°C’de absorbansta meydana gelen bazal aktivite degeri okundu.  Aym
sollisyonlara koenzim ( 1M NaCl,) ilave edilerek de salt stimulate aktivite degeri
olgiildii. Bu sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniigiim hizi tespit edildi.
Ayni islem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak
belirlendi. 1 iinite Paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’i

olarak tayin edildi.

Paraoksonaz enzimi bazal ve salt aktiviteleri Ol¢limiinden sonra asagida

verilen formiil kullanilarak fenotip belirlemesi yapildi [34].

I MaCl varh finda paraoksonaz aldivitesi —  Bazgal paraoksonaz aldivitesi = 100%
Bazal paranksonar aldivites

Paraoksonun yiiksek aktiviteli enzim ile hidrolizi 1M NacCl ile stimiile
edildiginde diisiik aktiviteli form inhibe olur. Bu analizde trimodal dagilim izlenir.
Genis diisiik aktivite piki (%60 alt1) homozigot AA (QQ), daha kiigiik aktivite piki
heterozigot AB (QR) ve en kiigiik aktivite piki (%200 iizeri) homozigot BB (RR)

bireyleri temsil eder.

2.2.4 Genotip Belirlenmesi

2.2.4.1 Kandan Genomik DNA izolasyonu

400uL EDTA’l1 kan 1,5ml’lik eppendorf tiiptine kondu, iizerine 1000pul
destile su pipetle eklendi ve 5 dakika iyice calkalandi. 10 dakika 3500rpm’de
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santrifiij edildi. Ustteki siv1 dikkatlice pipetle cekilerek atildi. Cékelti {izerine 1000
ul destile su eklendi ve iyice calkalandi. 10 dakika 3500rpm’de santrifiij edildi.
Ustteki s1ivi1 dikkatlice pipetle ekilerek atildi. Cokelti iizerine 250ul niiklei lizis
tamponu, 20ul % 10’luk SDS ve 20ul proteinaz K eklendi ve tiip alt-iist edilerek
¢alkalandi.  Eppendorf tiip 72C“deki su banyosunda 10 dakika bekletildi.
Eppendorf tiipe 175ul doymus amonyum asetat eklendi ve 30 saniye ¢alkalandi.
Oda 1s1sinda 15 dakika bekletildi. 4500rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Ustteki
s1vi temiz bir eppendorf tiipline aktarildi ve iizerine 2 kat1 oraninda absolu etanol
eklendi. Eppendorf tiipii yavasga alt-iist edildi. DNA’nin belirmesi gozlendi.
13000rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki sivimin tiimii pipetle atildi ve
cokelti tizerine 250ul % 75’lik etanol ilave edildi. 13000rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ustteki stvinin tiimii pipetle atildi, DNA hava kurutuldu ve iizerine 250ul
destile su eklenerek DNA ¢o6ziildii.

2.2.4.2 PCR Amplifikasyonu (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR toplam reaksiyon hacmi 50ul olacak sekilde asagidaki bilesenler bir
PCR tiipline kondu. Reaksiyonda PON192-A, PON192-B primerleri kullanildi.
Karisima en son enzim eklendi. PCR’da kullanilacak malzemeler ¢aligma esnasinda

buz tizerinde muhafaza edildi.

Steril destile su 32,8ul
dNTP Tl
PCR buffer Sul
Primer Forward (50 pmol/ul) Tul
Primer Reverse (50 pmol/ul) Tl
MgCl, (4 mM) 12ul
Kalip DNA Tul
Taq DNA Polimeraz 0,2ul

Her PCR’da negatif kontrol c¢alisildi. Negatif kontrol calisilan PCR tiipiline

DNA yerine ayn1 miktar steril destile su eklendi. PCR tiipiine konan bilesenlerin
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iyice karigmasi icin ¢ok kisa bir siire (1-2 saniye) santrifiijleme yapildi. Tiipler PCR
aletine yerlestirildi. Uygun program segilerek reaksiyon baglatildi.

95°C 3 dakika

95°C 1 dakika —
60 °C 1 dakika 35 dongii
72°C 30 saniye
72°C 10 dakika
+4°C 91 saat

PCR sonuglar1 %2’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

2.2.4.3 Etanol Presipitasyonu ile DNA’nin Yikanmasi

PCR sonrasi tiipte bulunan DNA disindaki diger bilesenleri uzaklagtirmak
icin etanol presipitasyonu ile yikama yapildi. PCR edilmis DNA 1 hacim steril
destile suda ¢oziildii. Uzerine 0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim etanol
cklendi. 30 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000rpm’de 10 dakika santrifiij yapild.
Ust faz atilarak ¢okelti iizerine 300ul %70’lik etanol ile yikandi. 10.000rpm’de 2
dakika santrifiij yapildi. Ust faz atild1. Pellet 30 pl destile suda ¢oziildii. -20 °C’de

saklandu.

2.2.4.4 Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesim

Reaksiyon karisimi agagidaki miktarlarda hazirlandi.

25ul DNA

10ul Steril destile su

4ul Reaksiyon Buffer (NEBuffer 4)
Tl Enzim (AlwI)

Karisim 37°C’de 4 saat inkiibe edildi.
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Sonuglar agaroz jel elektroforezinde % 2’lik jelde yiiritildi. -20°C’de

saklandu.

2.2.5 DNA’nin Analizi

2.2.5.1 Spektral Yontem

Izole edilen DNA’larin 260nm’de &lgiilen absorbsiyon degerleri (Azg)
mikrogram diizeyindeki miktarlarin belirlenmesini saglar. Calismamda kullandigim
DNA molekiilleri i¢in, 1 OD’nin 50pg/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna

gore DNA miktarlarinin belirlenmesinde asagidaki formiil kullanildi.

DNA (ug/ml) = Ay x sulandirim oran1 x 50

DNA safligini belirlemek amaciyla DNA’larin 260 ve 280nm dalga boyunda
Ol¢iimii yapilarak Ayeo/ Asgp oranindan DNA saflig belirlendi. Saf DNA’larda bu

oran 1,75-1,8 olmalidur.

2.2.5.2 Agaroz Jel Elektroforezi

Kullanilacak jelin biiyiikligiine gore tartilan agaroz, 50ml 0,5X/L TBE (Tris
Borat) tamponunda bir erlenmayer iginde 1sitilarak ¢6ziildii. Tampon icersindeki
agaroz iyice eridikten sonra 1siticidan alindi. 40-45°C’ye kadar sogutularak jelin
icersine 2,5ul etidyum bromiir eklendi. Agaroz jel elektroforezinin kaseti jel dokiim
aparatina yerlestirildi ve kuyucuklari olusturacak olan taraklar takildi. Jel hava
kabarcig1 olmamasina dikkat edilerek kasete dokiildi. Jelin 30 - 45 dakikada
polimerlesmesi beklendi ve taraklar c¢ikarilarak tanka yerlestirildi. Jelin ilk
kuyucuguna marker diger kuyucuklara DNA’lar yiiklendi. 80V elektrik akimi
verilerek DNA’lar yiiriitildi. UV’de gozlemlendi ve jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi.

36



Genomik DNA’lar %0,8’lik jelde 1kb marker kullanilarak yiiritiildi.
Yiikleme icin Spl destile su, Sul genomik DNA ve 2ul yiikleme boyasi kullanildi.
PCR ile amplifike edilmis DNA’lar %?2’lik jelde 100bp marker kullanilarak
yiriitiildi. Yiikleme i¢in 10ul genomik DNA ve 2ul yiikleme boyasi kullanildi.
Restriksiyon Endoniikleaz ile kesilmis DNA’lar %2’lik jelde 50bp marker
kullanilarak yiiriitiildii. Yikleme i¢in 40ul genomik DNA ve 2ul yiikleme boyast
kullanildi.

2.2.6. Lipit parametrelerin belirlenmesi

Aragtirmada, kullanilan saglikli ve tiimorlii bireylere ait kanlarin HDL, LDL,
trigliserit ve kolestrol paramatreleri belirlenmistir. Saglikli bireylere ait kanlar
Balikesir Giiven Tip laboratuarinda Integra 400 biyokimya analizatorii ile, timorli
bireylere ait kanlar Bursa Ali Osman S6nmez Onkoloji Hastanesinde Hitacchi 902

biyokimya analizatorii ile 6l¢tilmiistiir.
2.2.7 Ilstatistiksel Analiz
Istatistik analiz igin Minitab (versiyon 1.0) programi kullamlmustir.

Orneklerin ve kontrol grubunun analizi anova ile yapilmistir. p<0.05 degeri icin

kontrol grubu ile 6rnek arasinda ki fark anlamlidir.
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3. BULGULAR

3.1. Saghkh ve Tiimorlii Bireylerde Paraoksonaz Enzim Aktivitesinin Ve

Fenotipinin Belirlenmesi

Caligmamizda; lipit degerleri belirli 79 saglikli bireye ait kan Ornekleri
Balikesir Giiven Tip laboratuar1 ve 82 farkli kanser tiirlerine sahip bireylere ait kan
ornekleri Bursa Ali Osman Sonmez Onkoloji Hastanesinden temin edildi.
Calismada kullanilan saglikli bireylerin cinsiyetleri ve yaslar1 c¢izelge 3.2.°de,
timorlii bireylerin cinsiyet, yas ve tlimor tipleri ¢izelge 3.3.’de gosterildi. Saglikli

hastalarda ve kanserli hastalarda temin edilemeyen bilgi * seklinde ifade edilmistir.

PON1 serumda HDL’ye bagh olarak bulunan bir enzim oldugundan dolay1
enzim aktivitesi ve lipit degerleri ile arasinda korelasyonu belirlemek amaciyla
calismada kullanilan bireylerin kolestrol, trigiliserid, HDL ve LDL degerleri
belirlendi (sekil 3.1-2). Kontrol ve saglikli bireylere ait kanlar, EDTA paraoksonazi
inhibe edeceginden dolayr kuru tiipte -20°C’de muhafaza edildi.  Serum
paraoksonaz enzim aktivitesindeki degisimler ve fenotipleri belirlemek i¢in boliim
2.2.2°de anlatildig1 gibi serum ayrildi. Daha sonra ayrilan serumda paraoksonaz
enziminin aktivitesi 412nm’de paraokson substratina kars1 spektofotometrik olarak
tayin edildi. Paraoksonaz enzim aktivitesi 6l¢iimiinde substrat olarak paraokson
kullanildi. ~ Aktivite Ol¢limii i¢in enzim ¢ozeltisi (serum) alinip, Iml tampon
(100mM Tris-Base pH:8.00) ve substrat (2mM paraokson) ¢ozeltisine eklendikten
sonra 412nm’de 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta meydana gelen bazal aktivite
degeri okundu. Ayni soliisyonlara koenzim (1M NaCl) ilave edilerek de tuz
varhiginda tuz ile uyarilmis aktivite degeri Olgiildi. Bu sekilde paraoksanin p-
nitrofenole enzimatik dontisim hizi tespit edildi. Ayni islem enzim olmadan
tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 iinite Paraoksonaz

dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’li olarak tayin edildi.
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Paraoksonaz enzimi bazal ve salt aktiviteleri Ol¢limiinden sonra asagida

verilen formiil kullanilarak fenotip belirlemesi yapildi [34].

I MalCl vathfinda paracksonaz aldivitest —

Bazal paracksonaz aldivites

Bazal paraoksonaz altdivites

x 100%

Fenotip belirlenmesinde trimodal dagilim izlenir. Genis diisiik aktivite piki
(%60 alt1) homozigot AA (QQ), daha kiiciik aktivite piki heterozigot AB (QR) ve en
kiigiik aktivite piki (%200 {izeri) homozigot BB (RR) bireyleri temsil eder.

Cizelge 3.1 Saglikli ve tiimorlii bireylerin cinsiyete gore yas araligi

n Yas

sayl (0A))
Kontrol (kadin) 32 26-76
Kontrol (erkek) 47 26-68
Kanser (kadin) 26 28-104
Kanser (erkek) 56 26-79

3.2. Kontrol ve Tiimorlii Bireylerin Karsilastirilmasi

3.2.1. Saghkh Bireylerde PON aktiviteleri ve lipit degerlerinin karsilastirilmasi

Onemli bir hastalik tanis1 konmamis yas araligi 26-76 arasinda bulunan 32

kadin, 26-68 yaslarinda 47 erkek ¢alismamiza dahil edilmistir. Her bir bireye ait

cinsiyet, yas verileri ile ilgili kisilere ait lipit degerleri kolesterol, HDL ,LDL

(mg/dl) degerleri ve bazal paraoksonaz aktivitesi , tuzla uyarilmis paraoksonaz

aktiviteleri de ¢izelge .3.2 de goriilmektedir. Bazal aktiviteleri ve tuzla uyarilmig

praoksonaz aktivitelerinden yararlanarak fenotip tahmini de yukarida belirtildigi gibi

yapilmistir.
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Buna gore; kontrol grubunu kendi i¢inde degerlendirdigimizde, kontrol
grubunda bazal aktivite genellikle 0-50 U ve kolestrol 200-250mg/dl (sekil 3.1),
bazal paraoksonaz aktivite 0-50U ve tuz ile uyarilmis aktivite 50-100 U (sekil 3.2),
bazal aktivite 0-50U arasinda ve trigliserit 100-300mg/dl (sekil 3.3) degerleri

arasinda yogunlastig1 goriilmektedir.
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Cizelge 3.2 Saglkli bireylerin serum paraoksonaz enzim aktivitesi, lipit
parametreleri ve diger bilgilerinin karsilastirilmas: (* temin edilemeyen bilgi)
Cinsiyet | Yas | CHOL | TG HDL LDL Bazal Tuzla | Fenotip
(mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | Aktive | uyarilms
L) Aktivite
)

1 | K 68 | 322 122 80.6 216.8 ] 0.035 | 0.060 AB
2 | K 33 | 181 91 45.5 117.1 12.28 | 30.08 AB
3 | K 65 |215 160 49.1 133.8  ]39.66 | 78.1 AB
4 |E 62 | 180 227 45.8 101.7 18.42 | 24.56 AA
5 |E 39 236 143 42.7 1649 |5526 |61.40 AA
6 |E 43 | 158 269 41.3 62.7 13.51 | 17.56 AA
7 | K 48 | 223 124 72.3 126.2 19.64 | 24.07 AA
8 |E 41 | 246 69 71.1 107.4 | 25.79 | 2947 AA
9 |K 39 | 364 448 44.2 264.5 ]60.17 | 122.81 AB
10 | K 45 192 69 71.1 107.4 | 20.88 |27.02 AA
11 | E 47 | 151 74 42.8 98.1 11.06 | 38.07 BB
12 | K 40 | 211 76 61.7 1342 12333 ]30.70 AA
13 | K 40 | 162 83 60.7 84.9 22.11 |23.33 AA
14 | E 44 | 280 119 48.9 207.4 | 4298 |44.21 AA
15 | K 43 | 209 86 74.9 * 20.88 | 40.53 AB
16 | E 48 | 190 131 50.1 113.5 [ 4421 |56.49 AA
17 | K 60 | 268 171 88.2 145.7 17.19 [27.02 AA
18 | E 68 | 187 97 83.8 84.3 31.93 | 33.16 AA
19 | E 40 | 150 106 43.5 85.2 29.84 | 41.75 AA
20 | K 27 | 184 87 81.9 86 60.18 | 61.40 AA
21 | E 65 |216 225 42.9 128.5 122.80 | 152.28 AA
22 |E 61 |203 90 64.5 120.8  ]27.02 |35.61 AA
23 |E 52 | 162 112 46.1 93.3 103.16 | 143.68 AA
24 | E 54 |240 125 36.3 * 14.73 | 34.39 AB
25 | E 44 | 243 95 60 163.8 |9.21 14.74 AB
26 | E 44 | 250 141 50.9 170.8 29.47 |29.47 AA
27 |E 44 | 212 454 43.1 116.2 14.74 | 24.56 AB
28 | E 45 | 209 172 30.8 143.7 | 33.16 |39.30 AA
29 |E 41 | 213 332 41.2 105.5 14.74 |22.11 AA
30 | E 28 | 151 81 39.5 95.3 22.11 | 22.11 AA
31 | K 63 316 * 43.6 2127 30.70 |38.07 AA
32 | E 50 | 182 245 40.9 92.1 40.53 | 42.98 AA
33 |E 35 | 227 335 31.9 148.9 12.28 | 25.79 AB
34 | K 53 | 165 127 54.1 85.5 12.28 | 14.74 AA
35 K 50 | 183 95 63.2 100.8 12.28 |17.19 AA
36 | E 63 | 282 298 59.2 183.2 | 51.58 | 58.95 AA
37 K 52 | 231 87 66 147.6 | 20.8 36.84 AB
38 | E 45 | 231 198 44.8 146.6 14.33 | 15.96 AA
39 | E 38 1190 93 67.9 103.5 |23.33 |33.16 AA
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Cinsiyet | Yas | CHOL TG HDL LDL | Bazal Tuzla | Fenotip

(mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | Aktive | uyarilmis

(U) | Aktivite

((8)
40 | E 52 146 192 34.5 72.9 | 14.74 14.74 AA
41 | E 41 297 * 43.7 205 | 12.28 15.55 AA
42 | K 54 214 127 64.4 1247 | 13.51 58.95 BB
43 | E 51 203 159 42.6 128.6 | 25.18 39.92 AA
44 | K 52 224 136 51.9 145.4 | 15.15 18.42 AA
45 | E 63 227 110 48.6 156.7 | 18.42 19.24 AA
46 | E 31 249 302 44 163.7| 31.93 65.09 AB
47 | E 51 225 439 39 114 | 20.88 33.16 AA
48 | K 27 206 70 48.2 1443 | 26.60 43.39 AB
49 | E 39 152 76 45.5 91.5]| 18.83 63.86 BB
50 | K 42 194 75 69.8 109.3 | 33.16 46.27 AA
51 | E 38 230 75 52.5 162.5 | 13.51 22.11 AB
52 | K 52 251 111 57.6 171.6 | 16.58 24.56 AA
53 | K 43 221 44 76.8 135 | 37.25 62.63 AB
54 | E 14 192 73 68.2 109.1 | 13.51 13.51 AA
55 | K 45 306 115 69.5 213.7 | 42.57 83.01 AB
56 | K 54 263 84 61.2 * 1 51.17 58.95 AA
57 | E 63 255 117 64.5 167.5| 21.29 56.08 AA
58 | E 32 235 226 53.5 136.6 | 43.80 87.19 AB
59 | E 42 285 188 53.2 194 | 15.15 19.24 AA
60 | E 44 212 86 45.8 148.8 | 25.79 50.76 AB
61 | K 67 273 115 69.9 180.1 39.3 81.05 AB
62 | K 50 236 66 69.2 153.3 | 26.40 31.11 AA
63 | E 48 220 74 47.9 157.5 | 13.11 18.42 AA
64 | E 30 179 149 40.8 101 | 23.33 24.56 AA
65 | E 56 235 89 76.6 140.4 | 24.97 69.18 AB
66 | K 72 186 57 89.4 *1027.02 73.07 AB
67 | E 36 125 237 33.6 67.4 | 12.28 12.28 AA
68 | K 52 237 148 53,6 1534 | 12,28 20,88 AB
69 | E 52 243 72 61,2 167,3 | 31,93 39,3 AA
70 | E 60 256 55 67,4 177,2 | 36,84 49,12 AA
71 | E 52 243 149 54,4 159,4 22,1 38,07 AB
72 | K 76 193 173 44,4 113,7 | 27,01 28,24 AA
73 | E 49 218 149 78 110,7 30,7 58,95 AB
74 | K 26 152 93 99.9 58,2 | 31,93 71,22 AB
75 | K 68 254 128 73,3 155,2 39,3 67,54 AB
76 | K 28 193 51 115,3 67,3 | 20,87 20,87 AA
77 | K 55 147 58 63,4 72| 15,96 17,19 AA
78 | E 65 246 114 74,3 149 8,5 24,56 AB
79 | E 53 182 427 38 88,6 | 29,47 60,38 AB
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Saghkh Birey

Sekil 3.1  Kontrol grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve kolestrol

degerinin karsilastirilmali grafigi

Saghkh Birvey

100

Salt stHmulate

Sekil 3.2 Kontrol grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve tuzla uyarilmis

paraoksonaz aktivitelerinin karsilagtirilmali grafigi
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Saghkh Birey

o

Sekil 3.3 Kontrol grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve trigliserit

degerinin karsilagtirilmali grafigi

3.2.2. Tumorlii Bireylerde PON aktiviteleri ve lipit degerlerinin

karsilastirilmasi

Ali Osman S6nmez Onkoloji Hastanesinden farkli tiimoérlere sahip,yaslart
28-104 arasinda degisen 26 kadin, 26-79 arasinda degisen erkek 56 hasta
caligmamizda PON 192 polimorfizmi belirlemek amaciyla g¢alismamiza dahil
edilmistir. Agirlikli olarak akciger kanseri olmak iizere ¢ok farkli tiimor tipine
sahip hastalar tedavinin farkli evrelerindeydiler. Bazi hastalarin tiimdr tipleri
konusunda bilgi edinilememistir (¢izelge 3.3). Buna gore tiimor tipleri konusunda
bir degerlendirilme yapildiginda , cinsiyet ayrimi yapilmaksizin 24 akciger kanseri,
5 meme kanseri, 3 prostat kanseri, 5 kolon kanseri, 2 cilt kanseri, 2 karaciger
kanseri, 3 beyin tlimorii, 2 pankreas kanseri, 3 over kanseri, 9 rektum kanseri, 6 non-
hodgink lenfoma, 1 mesane kanseri, 1 omurilik kanseri, 1 Intraabdominal ve 5 mide

kanserine sahip tiimorlii bireyle calisma yapilmistir.
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Tiimdrli bireyler kendi i¢inde degerlendirildiginde, bazal aktivite 0-30U
arasinda ve kolestol degerleri 0-200mg/dl  arasinda genellikle yogunlastigi
goriilmektedir (sekil 3.4). Kanser hastalarinin trigliserit diizeyinin 0-250mg/dl ve
bazal aktivitenin 0-30U arasinda (sekil 3.5) degistigi belirlenmistir.  Tuzla
uyarilmig paraoksonazin 0-40U ile ve bazal aktivite 0-30U arasinda odaklandig1 da
goriilebilir. Ayrica kanserli hastalarda goriilen bazal aktivite ile tuzla uyarilmig
aktiveler arasinda pozitif bir korelasyon goriilmektedir (R=0,581) (sekil 3.6. ve sekil
3.7). Hastalarin HDL diizeylerinin 0-60mg/dl arasinda bulundugu bazal aktivitenin
de 0-30U arasinda degistigi sekil 3.8 de goriilebilir. HDL ve bazal aktivite arasinda
beklenildigi gibi dogru oranti bir korelasyon hala goriilmektedir (R=0,102) (sekil

[

3.9). Hastalarin tuzla uyarilmis akiviteleri 0-50 U arasinda degistigi, HDL lerinde

0-60mg/dl arasinda degistigi goriilmektedir (sekil 3.10).
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Cizelge 3.3 Tiimorli bireylerin serum paraoksonaz enzim aktivitesi, lipit
parametreleri ve diger bilgilerinin karsilastirilmas: (* temin edilemeyen bilgi)
Cinsi | Ya | Kanser CH TG HD | Bazal | Tuzla Fenoti
yet ) Tiiri OL | (mg/ L | Aktiv | uyarilm p
(mg/ | dl) | (mg/ e )
dl) dl) (U) | Aktivite
L)
1|E 57 | Akciger 206 *1 159 | 50,35 106,84 | AB
Kanseri
2 K 63 | Miyelom 115 460 | 19.4 | 35,61 40,53 AA
Kanseri
3|E 56 | Pankreas 157 164 | 28.6 | 27,43 28,24 | AA
Kanseri
4 | E 71 | Akciger 298 70 | 77.7 | 24,56 77,37 BB
Kanseri
5 K 82 | Vajen 144 98 | 314 | 6,14 22,11 BB
Kanseri
6 | K 10 | Hepatocel 261 138 | 62.1 | 54,04 73,70 | AA
4 lular
Kanser
71 E 41 | * 225 189 | 33.5| 14,74 18,42 | AA
8 | K 43 | Meme 68 124 | 46.5 3,68 20,88 BB
Kanseri
9 E 59 | Akciger 91 142 | 23.5| 24,56 24,56 | AA
Kanseri
10 | E 49 | Akciger 123 88 | 23.2| 33,56 77,38 AB
Kanseri
11 | E 70 | * 131 | 117.3 | 114.| 17,19 44,82 AB
9
12 | E 73 | * 87 61| 23.5| 11,05 11,05 AA
13 | E 78 | Akciger 230 193 | 514 | 21,7 42,75 AB
Kanseri
14 | K 72 | * 195 104 | 51.8 | 20,06 23,33 AA
15 | E 26 | * 206 96 | 61.7| 27,02 45,85 AB
16 | E 54 | Akciger 171 141 | 30.6 | 14,74 18,42 | AA
Kanseri
17 | E 38 | * 71 104 40| 18,42 38,07 AB
18 | E 76 | Pankreas 132 78 | 27.7 3,68 29,92 BB
Kanseri
19 | E 56 | Omurilik 128 131 | 44.7| 11,05 11,05 AA
Kanseri
20 | K 53 | Metastasti 118 93| 67.2| 11,05 17,19 | AA
k meme
Kanseri
21 | E 46 | Karaciger 131 59| 71.3 | 12,28 13,51 AA
Kanseri
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Cinsi | Ya | Kanser CH TG HD | Bazal | Tuzla Fenoti
yet $ Tiri OL | (mg/ L | Aktiv | uyariim p
(mg/ dl) | (mg/ e )
dl) dl) (U) | Aktivite
(L))

22 | K 37 | * 116 126 | 42.9| 13,51 18,42 | AA

23 | E 51 | Kolon 176 99 | 52.6 | 13,51 17,19 | AA
Kanseri

24 | K * Metastasti 94 88| 32.6| 4,91 54,03 BB
k

25 | E Akciger 142 70 | 47.1 | 22,11 46,67 AB

26 | E Mide 136 119 | 39.7 6,14 8,6 AA
Kanseri

27 | E 75 | Akciger 179 137 | 25.2 9,82 15,96 AB
Kanseri

28 | E * 96 571 73.1 8,6 8,6 AA

29 | K * 133 138 46 43 6,14 | AA

30 | E Akciger 163 72| 65.9 7,37 98| AA
Kanseri+
Beyin
Metastaz

31| E 79 | Akciger 131 163 | 32.1 6,96 9,82 | AA
Kanseri

32 | K 30 | Meme 196 59| 84.5 6,14 24,56 BB
Kanseri

33| E Akciger 191 150 | 514 | 7,37 19,65 AB
Kanseri

34 | E 50 | Akciger 146 68 | 434 1,22 3,68 BB
Kanseri

35| K 64 | Endom 122 169 | 17.1 7,37 15,96 | AB
Kanseri

36 | E 44 | Non- 123 69 | 564 3,68 15,96 BB
Hodging
Lenfoma

37 | K * Akciger 217 55| 459 | 14,73 22,11 AA
Kanseri

38 | E * Akciger 192 182 | 58.9 6,14 23,33 BB
Kanseri

39 | E * Karaciger 152 116 | 38.1 | 15,96 209 | AA
Met.+
Primeri

40 | K * Over 282 283 | 41.6 6,14 24,56 BB
Kanseri

41 | K 48 | Meme 179 207 | 38.3 7,37 14,73 AB
Kanseri

42 | E * Metastasti 135 74| 41.3 | 22,11 46,66 AB
k
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Cinsi | Ya | Kanser CH TG HD | Bazal | Tuzla Fenoti
yet $ Tiri OL | (mg/ L | Aktiv | uyariim p
(mg/ dl) | (mg/ e )
dl) dl) (U) | Aktivite
(L))
43 * Kolon 238 165 41,75 47,89 | AA
Kanseri
44 | E 54 | Rektum 248 151 | 67.8| 9,82 2456 | AB
Kanseri
45 | E 50 | Akciger 107 235 36| 11,05 13,51 AA
Kanseri
46 | E 39 | Testis 211 78 | 36.3 9,82 25,79 AB
Embriyon
el Kanseri
47 | E 66 | Non- 118 272 53| 12,28 12,28 | AA
Hodging
Lenfoma
48 | K Mide 184 114 | 45.6 | 25,79 29,47 | AA
Kanseri
49 | K 75 | Mide 124 99 | 58,2 | 25,79 31,93 AA
Kanseri+
KC Met.
50 | E 47 | Akciger 64 171 62 | 29,47 31,93 AA
Kanseri
51 | E 68 | Kolon 158 107 | 49.1 | 14,74 35,61 AB
Kanseri
52 | E 55 | Akciger 122 112 56 | 14,73 14,73 AA
Kanseri
53 | K 49 | Meme 113 103 48 | 15,96 17,19 | AA
Kanseri
54 | K 37 | Non- * 73 *1 25,79 30,70 | AA
Hodging
Lenfoma
Kanseri
55 | E 44 | Rektum 91 64 47| 24,56 4544 | AB
Kanseri
56 | K * Over 137 447 | 19,1 9,82 17,19 | AB
Kanseri
57 | E * Akciger 148 132 | 44,3 | 15,96 36,8 | AB
Kanseri+
Kemik
Met.
58 | E 68 | Bas 39 127 77 | 23,33 23,33 AA
Boyun
Kanseri
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Cinsi | Ya | Kanser CH TG HD | Bazal | Tuzla Fenoti
yet $ Tiri OL | (mg/ L | Aktiv | uyariim p
(mg/ dl) | (mg/ e )
dl) dl) (U) | Aktivite
(L))
59 | E 57 | Hepatocel 133 54 40 | 25,79 25,79 AA
lular
Kanseri
60 | K 56 | Rektum 152 135 70,8 | 19,65 24,56 | AA
Kanseri+
Kemik
Met.
61 | E 55 | Non- 198 109 | 47,6 | 40,53 49,12 | AA
Hodging
Lenfoma
62 | E 71 | Prostat 120 74 | 26,5 8,6 11,05 AA
Kanseri
63 | E 68 | Akciger 133 102 | 34,1 | 25,79 2947 | AA
Kanseri
64 | K 55 | Mesane 124 80 | 29,5 30,7 35,61 AA
Kanseri
65 | E 74 | Akciger 194 94 | 42,7 | 44,21 49,12 | AA
Kanseri
66 | E 50 | Akciger 145 127 | 11,2 | 491 38,07 BB
Kanseri
67 | E 47 | Akciger 76 71| 21,3 | 42,98 47,88 | AA
Kanseri
68 | K 37 | Non- 158 169 | 27,4 | 23,33 27,02 | AA
Hodging
Lenfoma
69 | E 56 | Akciger 161 133 46 | 27,01 28,25 AA
Kanseri+
Beyin
Met.
70 | K * Mide 134 156 27| 19,65 42,88 AB
Kanseri
71 | K 50 | Rektum 174 71| 35,8 | 14,74 24,56 | AB
Kanseri
72 | E 48 | Non- 143 107 | 25,3 | 20,88 28,25 AA
Hodging
Lenfoma
Kanseri
73 | K 78 | Metastasti 152 77 | 23,3 | 31,93 46,66 | AA
k Kanseri
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Cinsi | Ya | Kanser CH TG HD | Bazal | Tuzla Fenoti
yet $ Tiri OL | (mg/ L | Aktiv | uyariim p
(mg/ dl) | (mg/ e )
dl) dl) (U) | Aktivite
(L))
74 | E 41 | Testis 125 199 | 17,6 | 50,35 50,35 AA
Kanseri
75 | E 56 | Akciger 132 267 | 14,3 | 14,74 35,61 AB
Kanseri
76 | E 43 | * 245 119 | 19,5 | 13,51 33,16 AB
77 | E 30 | Kolon 117 48 | 25,7 | 24,56 41,75 AB
Kanseri
78 | E 31 | Cilt 181 119 | 28,5 | 19,65 27,02 | AA
Kanseri+
Met.
79 | E 55 | Intraabdo 102 118 | 13,7 | 22,10 33,16 | AA
minal
Kitle
80 | K 28 | Kolon 103 135 31,8 7,37 54,03 BB
Kanseri
81 | E Cilt 82 98| 17,1 | 14,73 34,39 AB
Kanseri
82 |E 69 | * 95 115 14,8 | 24,56 58,95 AB
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Tiimorli birey

Sekil 3.4 Tiimorlii grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve kolestrol

degerinin karsilagtirilmali grafigi

Timorlii birey

Sekil 3.5 Tiimorlii grubunda paraoksonaz enzimi bazal PON aktivite ve

trigliserit degerinin karsilastirilmali grafigi
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Timorlii birey

Sekil 3.6 Tiimorlii grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve tuzla

uyarilmis paraoksonaz aktivitesinin karsilagtiritlmali grafigi

Timorlii birey

Tm ATEHE+ D4 IFNITH
R-Caquared = 0521

T
=0

salt stmulate

Sekil 3.7 Tiimorli grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve tuzla

uyarilmig aktivitelerinin istatistiksel korelasyon grafigi
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Timarlii birey

Sekil 3.8. Tiimorlii grubunda paraoksonaz enzimi bazal PON aktivite ve

HDL degerinin karsilastirilmali grafigi

Timdrlii birey

T BL2ET 46+ OL1 350 14X

F-Znuared = 0,102

Sekil 3.9 Tiimorlii grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve HDL

degerinin istatistiksel korelasyon Grafigi
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Tiimarlii birey

Sekil 3.10 Kontrol grubunda paraoksonaz enzimi bazal aktivite ve tuzla

uyarilmig PON aktivitelerinin karsilastirilmali grafigi

3.3. Kontrol ve Tiimérlii Bireylerin Karsilastirmah Analizi

Konrol gruplar1 ve farkli tiimor tiplerine sahip bireyler istatistiki olarak
ANOVA kulanilarak analiz ediliginde cizelge 3.4’deki sonuglar elde edilmistir.
Tiim saglikli bireylerde ve kanserli, bireylerde tiim lipit degerlerinin, bazal ve tuz
uyarilmig paraoksonaz aktivitesinin ortalama, standart sapma, minimum, maximum
ve p degerleri belirlenmistir. 0.005’den kiigiik degerler istatistiki olarak anlamli
kabul edilmistir. p degerlerine bakilarak tiimorlii bireylerde kontrol gruplarina gore
bazal aktivite, tuzla uyarilmig paraoksonaz aktivitesi istatistiki olarak anlamli olarak
azalmistir (¢izelge 3.4, sekil 3.12). Lipit parametrelerinden kolestrol diizeyinde de
kanserli hastalarda anlamli bir azalis bulunmustur (¢izelge 3.4 ve sekil 3.11). Ayrica
yukarida anlatildigi saglikli bireylerde ve kanser hastalarda bazal ve tuz ile
uyarilmig paraoksonaz aktivitesi kullanilrak yapilan yukaridaki hesaplama sonucu
genotip tayini yapilmistir. Buna gére Kontrol grubu nun %50 AA, %.26 AB ve
%24BB fenotipi belirlenmesine karsin, Kanserli hastalarda %65 AA, % 4 AB ve %
31 BB olarak belirlenmistir (sekil 3.13.).
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aktivitesi ve lipit parametrelerinin istatistiksel degerlendirilmesi

Cizelge 3.4 Kontrol ve hasta gruplarda olcililen serum paraoksonaz enzim

Ort. | Standart Minimum Maximum | Pdegeri
Sapma (Kon X
Kan)
K [Bazal PON 28,59 U| 420,01 9,21 122,80 -
O |Aktivite
N [Tuzla 43,66 U| 28,91 13,51 152,28 -
T (uyarilmis PON
R |Aktivite
O [Kolestrol 220,17 | #4521 146,00 364,00 -
L Trigliserit 147,1 +95,7 44,00 454,00 -
HDL 55,39 +14,57 30,80 89,40 |
LDL 13593 | 41,11 62,70 264,50 |
H [Bazal PON 16,03 +13,51 1,22 54,04 |0 *
A |Aktivite
S |Tuzla 28,27 +22,11 3,68 106,84 10,001 *
T |uyarilmis PON
A |Aktivite
Kolestrol 156,15 | +54,29 64,00 298,00 |0 *
Trigliserit 129,97 1| +£70,39 55,00 460,00 10,285
HDL 49,82 +23,75 17,10 159,00 10,188
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300

250

*
200 |
150
100 -
. - i
0 : : : : :

mg/di

Kon Kolestrol Kan Kolestrol Kon HDL Kan HDL kon trigliserit Kan Trigliserit

Sekil 3.11 Kontrol ve hasta gruplarda lipit degerlerinin karsilastiriimali
grafigi. * degeri ANAVO analizi sonucu p degerinin 0,005’ten kiiciik oldugu

anlamli degerleri gostermektedir.
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EU
IS
S

Kon Bazal Aktivite Kan Bazal Aktivite Kon Salt stimulate Kan Salt stimulate

Sekil 3.12 Kontrol ve hasta gruplarda paraoksonaz aktivitelerinin
karsilagtirilmali grafigi. * degeri ANAVO analizi sonucu p degerinin 0,005’ten

kiigiik oldugu anlaml1 degerleri gostermektedir.

504~
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304

204

mZpRAEDT S

104

0

W Tom Gl

Ok ontral

Sekil 3.13 PON1 192Q/R (A/B) fenotiplerinin kontrol ve hasta gruplarindaki

dagilimlar
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3.4. Saghkh ve Tiimorlii Bireylerde Fenotip Belirlenmesi

3.4.1. PCR-RFLP Stratejisi

Paraoksonaz enzim aktivitesinden elde edilen fenotiplerin genotipteki
durumunu dogrulamak i¢in PCR-RFLP analizi yapildi. Buna gore
Paraksonaz 1 geninin + tat /+ ve + gat /+ arasina diisen 151 bplik bir bolge
PCR ile genomik DNA’dan amplifige edildi. FElde edilen {iriin fenol
kloroform ve etanol presipitasyonuyla yikandiktan sonra Alwl restriksiyon

enzimiyle kesilerek elde edilen bantlarin varligima gore genotiplemeye

gidildi (sekil 3.14).

F R
— — |
I 1 I |_|
].5' ].h]_] ;i].“‘]:
\l} RFLP
F R
_} {_
66hp S4bp
151bp

Sekil 3.14 PCR-RFLP stratejisi (QQ- 151bp, QR- 151bp,
66bp, 84bp, RR- 66bp, 84bp)

58



3.4.2. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA bolim 2.2.4.1.°de belirtildigi gibi EDTA’L tiiplere
alinmis kandan izole edildi. izole edilen genomik DNA’lar %0.8’lik agaroz
jel elektroforezinde yliriitiilerek jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara
aktarild1 (sekil 3.15). DNA konsantrasyonlar1 spektroskobik yontemler

kullanilarak belirlendi.

Sekil 3.15 izole edilen DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
(1kb marker, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 farkl1 bireylere ait genomik DNA’lar)
3.4.3. Polimeraz Zincir reaksiyonu (PCR)

Izole edilen genomik DNA’lar béliim 2.2.4.2.’de anlatildig1 gibi PON

192 forward ve reverse primerleri kullanilarak PCR yapild1 (¢gizelge 3.5 ve
3.6). %2’lik jelde yiiriitiildii (sekil 3.16).
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Cizelge 3.5. PON 192 Forward

Dizi Konsantrasyon Molekiiler Uzunluk % GC ™
Agirhk icerik
5-TAT TGT TGC TGT | 49 pmol/ul 6812 g/mol | 22-mer % 50 60.3 °C
GGG ACC TGA G-3’
Cizelge 3.6. PON 192 Reverse
Dizi Konsantrasyon Molekiiler Uzunluk % GC ™
Agirhk icerik
5’-CCT TCT GCC ACC | 56 pmol/ul 5958 g/mol | 20-mer % 60 61.4 °C
ACT CGA AC-3’
100hp 1 2 3 4
marker
—
300
200
100

Sekil 3.16 PCR amplifikasyonu yapilan DNA’larin agaroz jel elektroforez

gorlintiisii (1-negatif kontrol, 2-2. ,3-4. , 4-5. ,5-6. saglikli bireylere ait

DNA’lar)
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3.4.3.1 PCR optimizasyonu

3.4.3.1.1. DNA konsantrasyon optimizasyonu

Kandan izole edilen iki farkli bireye ait genomik DNA’lar farkli
DNA konsantrasyonlar1 elde etmek amaciyla 1/2, 1/4 ve 1/8 oranlarinda
sulandildi. Optimize edilen DNA’lar negatif kontrolde kullanilarak PCR
yapildi.  PCR sonuglar1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitildii.
Sulandirilmayan DNA’larda sulandirilan DNA’lara oranla daha net bant elde
edildi (sekil 3.17).

100bp 1 2 3 4 5 i 3 B
marker
400 :.
300 ——
200 ——i—
100 ——
1-Sulandirmadan 5-Sulandirmadan
2-1/2 oraninda sul. 6- 1/2 oraninda sul.
3-1/4 oraninda sul. 7-1/4 oraninda sul.
4-1/8 oraninda sul. 8-1/8 oraninda sul.

Sekil 3.17 Farkli DNA konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan PCR’1n

agaroz jel elektroforez goriintiisii
3.4 .3.1.2. MgCl, optimizasyonu

Farkli MgCl, konsantrasyonlar1 kullanilarak, izole edilen genomik
DNA’lar PCR yapildi. PCR esnasinda sirastyla 1mM, 2mM, 4mM ve 6mM

olmak tizere dort farkli MgCl, konsantrasyonu kullanilarak PCR yapildi.
PCR sonuglar1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde vyiiriitiildi. MgCl,
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konsantrasyonu arttik¢a diisiik konsantrasyona oranla daha net bantlar elde

edildi(sekil 3.18)

300
200

100

1- ImM MgCl, 5- 1mM MgCl,
2-2mM MgCl, 6- 2mM MgCl,
4- 6mM MgCl, 8- 6mM MgCl,

Sekil 3.18 Farkli MgCl, konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan

PCR’1n agaroz jel elektroforez goriintiisii

3.44. Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesim (RFLP)

PCR sonrasi, tiipte bulunan DNA disindaki diger bilesenleri
uzaklastirmak icin etanol presipitasyonu ile yikama yapildi. Yikanan
DNA’lar Alwl Restriksiyon enzimi kullanilarak kesim igskemi yapildi ve
%2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitillerek parca biiyiikliigiine gore
polimorfizmler belirlendi (Sekil 3.19 ve Sekil 3.20).
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S0hp 1 2

marker

150
100

=1

151bp

Sekil 3.19 RFLP yapilan DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii (QQ)

S0bp 1 2
marker
200 ——
150 —— 151hp
100 —— 84hp
50— G6hp

Sekil 3.20 RFLP yapilan DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisii (QR)
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4. TARTISMA VE SONUC

Arteroskleroz, diinyanin pek ¢ok iilkesinde 6liim ve yasam kisitlanmasinin en
onemli nedenidir. Arterosklerozu baglatan ve ilerlemesine yol acan biyokimyasal ve
hiicresel olaylar tiimiiyle agiklanabilmis degildir. Yas, cinsiyet, sigara i¢imi, ailede
iskemik kalp hastalifi Oykiisii, hiperkolesterolemi, diyabetes mellitus ve
hipertansiyon gibi endojen ve eksojen faktorlerin herbiri arterosklerozu belirgin
olarak artirmaktadir. = Ancak bu faktorler olgularin sadece bir boliimiini
aciklayabilmektedir. Bireylerin arteroskleroz ile ilgili kesin riskini belirleyebilmek
icin konuyla ilgili baska faktorler de arastirilmaktadir [100]. Bu faktorlerden biri de
arteroskleroz gelisim siirecinde LDL oksidasyonu iizerinde HDL’nin koruyucu

etkisinden sorumlu paraoksonaz enzimidir.

Paraoksonaz polimorfik dagilimi biiylik interetnik degisim gostermektedir.
Tiirk populasyonunda RR allel oldukga diisiik bir oranda bulunmustur. Trimodal
dagilim i¢in QQ, QR ve RR allellerinin frekansi sirasiyla % 48.6, % 41.0 ve % 10.4
olarak tespit edilmistir. Diislik aktivite gosteren Q allel Avrupa, Kanada ve

Amerika’da yiiksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya’da diistiktiir [2].

PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak olduk¢a degisim
gostermektedir. S6z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasina ragmen, klinik yayinlarda PON enzim aktivitesi ile c¢esitli
hastaliklar arasinda iliskinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok ¢alismaya rastlanmistir.
Ayrica yapilan c¢alismalarda 6zellikle incelenen hastaliklar ile PON1 polimorfizmi
arasinda bir baglanti olup olmadigi arastirilmistir. Paraoksonaz gen polimorfizmi ile
aterosklerotik hastalik riski arasindaki iligskiyi inceleyen c¢alismalarin ¢ogunda

birbiriyle ¢elisen sonuclar elde edilmistir.

Ko ve arkadaglari, Tayvan’da Cinliler arasinda yaptiklar1 ¢alismada insan

paraoksonaz geninin Gln-Arg 191 polimorfizmiyle KAH arasinda istatistiksel olarak
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anlaml iliskiye rastlanmamaistir [101]. Japon populasyonunda yapilan ¢aligmalarda;
Suehiro ve arkadaslar1 [102], 134 MI veya angina pectoris hastalarinda PON1 192
GIn/Arg genotipi, Sanghera ve arkadaslar1 [103], Asyali Hintliler ve Cinliler
arasinda PON1 55 Met/Leu polimorfizmi ile KAH arasindaki iligkiyi inceledikleri
caligmalarda anlamli iliskiye rastlanmamistir. Mackness ve arkadaslari, 209
Avrupa, 43 Asyali Hint kokenine sahip toplam 252 o6rnekte, serum paraoksonaz
PON1 55 wve PONI1 192 polimorfizmleriyle paraoksonaz aktivitesi ve
konsantrasyonu iizerine yaptiklar1 ¢alismada, iki populasyon arasinda PON1 192
gen polimorfizmiyle istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi ve bununla
birlikte insiiline bagimli olmayan diyabetik hastalarindaki diisiik PON aktivitesine
de sebep olamayacag belirtilmistir [104]. Japon toplumunda tip 2 diabet
hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PON1 enziminin Q192R polimorfizmi ile
hastalik arasinda 6nemli bir bagint1 olmadig: tespit edilmistir [54]. Karakaya ve
arkadaslari, KAH sahip orneklerde serum paraoksonaz aktivite, fenotip dagilimi ile
serum lipit seviyeleri ve lipoproteinlerin arasindaki iligkiyi inceledikleri
caligmalarinda, KAH ile kontrol grubu arasinda paraoksonaz genotip dagilimi
acisindan anlamli bir fark olmadigini, paraoksonaz aktivitesinin diisiikliigliniin KAH
icin risk faktorii olabilecegi belirtmislerdir [105]. Aynacioglu ve arkadaslar1 Tiirk
populasyonunda 96 KAH ve 105 kontrol grubu o6rnek ile yaptiklar1 ¢aligmada
GlIn/Arg polimorfizmi ile KAH arasinda anlamli iligkiye rastlamamiglardir [106].

Japonlar arasinda yapilan ¢aligmalarda, Zama ve arkadaslari, 75 KAH hastast
ve 115 EKG sonucunda normal goriinen kontrol grubunda yaptiklari ¢alismada,
KAH ile PON polimorfizmi arasinda anlaml iligki gézlemislerdir [107].Kuremoto
ve arkadaglari, populasyonda insan paraoksonazin R/R genotipinin lipoprotein
oksidasyonuna ve KAH hastaligina kars1 daha koruyucu oldugu belirtmis ve Japon
populasyonunda PON1 genotipinin lipoprotein modifikasyonunda tanimlanmasinin
lipoprotein  oksidasyonuna karst koruma etkileri yoluyla aterosiklerosisin
patogenezinde 6nemli rol oynayabilecegi disiiniilmiistiir [108]. Paraoksonaz
enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran kisilerde Parkinson hastalig1 olma
riskinin istatistiksel olarak (p<0.005) yiiksek oldugu tespit edilmistir [55].
Alzheimer hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PON1 geninin 192. polimorfizmi R

allel goriilme siklig1 kontrol grubuna gore oldukga diisiik bulunmustur [56].
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Dilek Yavuz ve ark.’larinin hipertiroidli kisilerde yaptig1 ¢aligmada kontrol
grubuna gore hipertiroidli kisilerde paraoksonaz enzim aktivitesinin diistiigl
gozlenmistir [96]. Tipl diyabetik grupta yapilan diger bir ¢alismada ise endotel
fonksiyonu ve PON aktivitesi arasinda pozitif korelasyon (r=0.40, p<0.05) oldugu
belirlenmistir [97].

Paraoksonaz aktivitesinin romatizmal kireclenme ile bir iliskisi tespit
edilmigtir. Kireglenme goriilen romatizma hastalarinda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda serum paraoksonaz aktivitesinde Onemli bir azalma oldugu

belirlenmistir [27].

Marja Marchesani ve ark.’larinin Finlandiya populasyonunda 835 saglikli ve
1569 kanserli bireylerin kan ve serumlarmi kullanarak prostat kanseri {izerine
yaptiklar bir ¢alismada, PON1 [-102-V polimorfizmi incelenmistir. PON1 [-102-V
allelinde RR fenotipinin 6 kat daha fazla oldugu ve bu sonucun prostat kanseri

riskini arttirdig tespit edilmistir [6].

Bizde calismamizda; HDL’ye baglh olarak bulunan ve arteroskleroz gelisim
stirecinde LDL’nin oksidasyonunu 6nleyen paraoksonaz enziminin 192. kodondaki
(GIn/Arg) gen polimorfizmini inceledik. Tiirk populasyonu iizerinde yapilan
caligmada lipit degerleri belirli 79 saglikli ve 82 tiimorlii bireye ait kan ve serum
ornekleri kullanilmistir.  Ali Osman Sonmez Onkoloji Hastanesinden farkl
tiimorlere sahip, yaslar1 28-104 arasinda degisen 26 kadin ve 26-79 arasinda degisen
56 erkek hasta c¢alismamizda PON 192 polimorfizmi belirlemek amaciyla
caligmamiza dahil edilmistir. Agirlikli olarak akciger kanseri olmak tizere c¢ok
farkli tiimor tipine sahip hastalar {izerinden calisma yiirtitiilmiistiir. Timorli ve
saglikli bireylerin paraoksonaz aktivitesi Olgiilerek fenotipleri belirlenmis ve PCR-

RFLP yapilarak bu sonuglar desteklenmistir.

Calismamiz sonucunda; tiimorlii hastalar ve saglikli bireylerde trimodal
dagilima gore belirlenen fenotip oranlarina gore anlamli sonuglar elde edilmistir.
PON enzim aktivitesi, bazal ve tuzla uyarilmis aktivite (salt stimulate) degerleri

Olciilerek ANOVA programi ile degerlendirme yapilmistir. Tiim saglikli bireylerde
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ve kanserli, bireylerde tiim lipit degerlerinin, basal ve tuz uyarilmis paraoksonaz
aktivitesinin ortalama, standart sapma, minimum, maximum ve p degerine
belirlenmistir. 0.005°den kiiciik degerler istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir. p
degerlerine bakilarak tiimorlii bireylerde kontrol gruplarina gore bazal aktivite, tuzla

uyarilmig paraoksonaz aktivitesi istatistiki olarak anlamli olarak azalmistir.

Paraoksonaz aktivite Ol¢lim sonuglarina gore, kontrol grubunu kendi iginde
degerlendirdigimizde, kontrol grubunda bazal aktivite genellikle 0-50 U ve kolestrol
200-250mg/dl, bazal paraoksonaz aktivite 0-50U ve tuz ile uyarilmis aktivite 50-100
U, bazal aktivite 0-50U arasinda ve trigliserit 100-300mg/dl degerleri arasinda

yogunlastig1 goriilmektedir.

Timorli bireyler kendi icinde degerlendirildiginde, bazal aktivite 0-30U
arasinda ve kolestol degerleri 0-200mg/dl  arasinda genellikle yogunlastigi
goriilmektedir. Kanser hastalarinin trigliserit diizeyinin 0-250mg/dl ve bazal
aktivitenin 0-30U arasinda degistigi belirlenmistir. Tuzla uyarilmis paraoksonazin
0-40U ile ve bazal aktivite 0-30U arasinda odaklandigi da goriilebilir. Ayrica
kanserli hastalarda goriilen bazal aktivite ile tuzla uyarilmis aktiveler arasinda
pozitif bir korelasyon goriilmektedir (R=0,581). HDL ve bazal aktivite arasinda
beklenildigi gibi dogru orant1 bir korelasyon da goriilmektedir (R=0,102).

Hastalarin tuzla uyarilmis akiviteleri 0-50 U arasinda degistigi, HDL lerinde 0-

PR

60mg/dl arasinda degistigi goriilmektedir.

Bununla birlikte PCR ve RFLP teknikleri kullanilarak da agaroz jel
elektroforezi goriintiileri elde edilmistir. Bunlarin sonucu olarak, tiimorlii bireylerde
QQ, QR, RR allellerinin frekanslari sirasiyla %50, %26 ve % 24, saglikli bireylerde
% 65, %31, %4 (p<0,001) oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore tlimorlii
bireylerde kontrol grubuna oranla RR allellerinin frekansi anlamli derecede

yiiksektir.

Calismamizda, HDL’ye bagl olarak bulunan ve lipit peroksitleri hidroliz eden
bir antioksidant enzim olarak taninan paraoksonaz enzim aktivitesi lipit profilleri

karsilagtirildiginda, tiimorlii bireylerde en fazla HDL de olmak {izere trigliserit ve
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kolestrol degerlerinde orta dereceli pozitif bir korelasyon bulunmustur. HDL nin
paraoksonaz enzim aktivitesi arasindaki gostermis oldugu pozitif korelasyon, bu

enzimin HDL ye bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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