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INSAN SERUM PARAOKSONAZ ENZIiMIiNiN SAFLASTIRILMASI VE
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

Halil Badem

Harran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Sahabettin SELEK
Yil: 2013, Sayfa:56

Paraoksonaz enzimi ilk olarak organofosfor zehirlenmesine karsi koruyucu bir bariyer
olarak tanimmlanmistir. Bu enzim hakkinda son yillarda oldukc¢a fazla sayida arastirma
yapilmis olup, sahip oldugu fonksiyonlar ve hastaliklardaki rolii hakkinda biiyiik ilerleme
kaydedilmistir. Paraoksonaz 1 (PONT1) enzimi, esteraz ve laktonaz aktivitesi gdsteren yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) iliskili bir enzimdir. Oksidatif strese kars1 d6nemli bir antioksidan
olarak gérev yapan bu enzim, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak tizere bir¢ok

hastaligin patogeneziyle iliskilendirilmektedir.

Paraoksanaz enziminin hastalik patogenezindeki fonksiyonlarini inceleyebilmek ig¢in
saflagtirilmas1 gerekmektedir. Bu c¢alismada insan serum paraoksanaz-1 enzimi; amonyum
stilfat ¢oktlirmesi, jel filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve non-spesifik
afinite kromatografisi yontemleriyle saflastirildi. Calisma sonucunda paraoksanaz enzimi;
amonyum stlfat ¢oktiirmesi, sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi, DEAE-Sephadex
A 50 anyon degisim kromatografisi ve afinite kromatografisi teknikleri ile %25 verimle 206
kat saflastirildi. Ayrica spesifik aktivitesi 347,5 U/mg protein olarak tespit edildi. Saflastirilan
enzimin saflig; SDS poliakrilamid jel elektroforezi uygulanarak yaklasik 43 kDa molekiil
agirligina sahip tek bant elde edilmesi ile tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: insan serum PON1, Saflastirma
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PURIFICATION OF HUMAN SERUM PARAOXONASE ENZYME
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Paraoxonase enzyme has initially been identified as a protective barrier against
organophosphorus poisoning. In the recent years, a wide range of investigations were
conducted on this enzyme and the knowledge about its functions and the etiopathogenetic
role in some diseases has been clarified in depth. PON1 is a high density lipoprotein-
associated enzyme that have esterase and lactonase activities. PON, as an important anti-
oxidant enzyme against oxidative stress, has been implicated in the pathogenesis of a number

of disorders including cancer, cardiovascular and several other diseases.

Paraoxonase enzyme purification is required for function in the pathogenesis of the
disease. For this purpose, our study; Paraoxanase purification was performed by ammonium
sulphate precipitation, gel filtration chromatography, ion-exchange chromatography and non-
spesific affinity chromatography. In conclusion; Paraoxanase enzyme was purified 206 fold
with a yield of 25 % using ammonium sulfate precipitation, DEAE-Sephadex anion exchange
and Sephadex G-200 gel filtration chromatographies. Furthermore, human serum paraoxonase
had a specific activity of 347,5 units per milligram protein found to be. The purity of purified
human serum paraoxonase enzyme was checked, by yielded a single band of 43kDa on SDS-

PAGE.

Keywords: Human serum PON1, Purification
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1. GIRiS

Paraoksonaz/Arilesteraz (PON1) enzimleri glikoprotein yapisinda olup karaciger
tarafindan sentez edilen, aromatik karboksilik asit esterlerini hidroliz eden, organik fosforlu
bir insektisit olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip,
HDL'ye sikica bagh olan Ariesterazlar grubundan bir enzimdir [1]. PON1, HDL’ye bagl,
organofosfat ajanlar1 (OP) ve sinir gazlarim1 hidrolizine, LDL’nin oksidasyonu ile lipit
peroksitlerin olusumuna ve bakteri endotoksinlerine kars1 koruyucu rol oynayan énemli bir
karaciger enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme o6zelligi nedeni ile
toksikoloji alaninda c¢alisilmis, son yillarda ise antioksidan etkileri nedeni ile kroner kalp
hastalig1 riskinden korunulabilecegi diisiiniilerek giincellik kazanmistir. Ayrica Paraoksanaz;
arteroskleroz siirecinin baslangi¢ evresini olusturan LDL nin oksidasyonu ve dolayisiyla lipid
peroksitlerinin birikimi sirasinda HDL'nin bu enzimatik mekanizmalarla lipid peroksitlerini
azaltmasi enzimin antioksidan 6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [2,3]. Arterosklerotik

hastaliklara kars1 viicuttaki savunma mekanizmalarindan biri de paraoksonaz enzimidir (4)

Paraoksanaz enzimi HDL ile birlikte bulunur. HDL nin ateroskleroz gelisimine kars1
koruyucu oldugu uzun siiredir bilinmektedir. Koruyucu etkinin mekanizmasinda HDL nin ters
kolesterol tasimasi, nitrik oksit gibi baz1 damar genisletici molekiillerin sentezini arttirmasi,
inflamasyonu ve tromboz olusumunu Onleyici etki gostermesi, adezyon molekiillerinin
sentezini azaltmasi, endotel tamirini uyarmast ve LDL’deki oksidatif degisimleri 6nlemesi
bulunmaktadir. Ancak biitiin bu mekanizmalarda HDL’ nin hangi bilesenlerinin rolii oldugu
tartismalidir. Yakin zamanda PONI’in HDL’nin bir bileseni oldugunun saptanmasi, bu
tartigmali mekanizmalara aciklik getirmek bakimindan 6nem kazanmistir. PON1’in bu
mekanizmadaki islevinin daha 1yi incelenebilmesi i¢in Oncelikle serumdan saf halde elde

edilmesi gerekmektedir (5)

PON1’in HDL ile olusturdugu komplekste cok sayida baska proteinin var oldugu
bilinmektedir. Daha 6nce yapilan caligmalarda PONI1 i¢in genis bir substrat araliginin
bildirilmesi enzimin yeterince saf olarak elde edilemedigi izlenimi uyandirmaktadir. O
nedenle, bu calismada PON1’in serumdan uygun saflastirilma basamaklar1 kullanilarak diger
HDL bilesenlerinden tamamen ayristirilmasi ve saf enzimin yapisal ve islevsel 6zelliklerinin

daha 1y1 tanimlanmas1 hedeflenmistir.



Karacigerde sentezlenen PONI1, HDL’ye baglanarak dolasima salinmaktadir. Son
donemlerde yapilan ¢aligmalarda PON1’in dolasimda HDL nin bir bileseni oldugu tespiti ile
ozellikle HDL’ nin koroner arter hastaliklarindaki koruyucu roliiniin agikliga kavusmamasi
nedeni ile dnem kazanmistir. Bu nedenle ¢alismamizda PON1’in saflastirma kaynagi olarak

insan serumu se¢ildi

1.1. Paraoksonaz Enzimi (PON1) (EC. 3.1.8.1)

Paraoksonaz, Aldridge smniflama sistemine gére A grubu arildialkilfosfataz sinifi ester
hidrolaz enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme &zelligi nedeni ile
toksikoloji alaninda c¢alisilmis, son yillarda ise antioksidan etkileri nedeni ile kroner kalp

hastalig1 riskinden korunulabilecegi diisiiniilerek giincellik kazanmustir [1].

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 sonras1t HDL immunopresipitatlarinda saptanmistir
[6]. Mackness ve ark, ilk olarak HDL-ayirimi i¢in santrifiij yontemini gelistirdikten sonra,
koyunlarda paraoksonaz aktivitesinin ¢ogunlukla apo Al igeren partikiillerde HDL ile birlikte
bulundugunu ve insan serumunun ultra santrifiijlenmesi ile enzimin kanda HDL yapisinda

tasindigini ortaya koymuslardir [7].

Saflastirilmis sigir serum paraoksonazimnin lipidlerle iliskili ve HDL ile aym1 molekiiler
kiitleye sahip oldugunu gdostermislerdir. Saflastirma sirasinda apo A-I’in paraoksonazdan
ayirmminin zor olmasi, ikisinin siki iliskili oldugunu diisiindiirmiis ve HDL kolesterol tayini
sirasinda lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamislardir [6]. 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 gdsterdigini ve 1991 yilinda LDL {izerindeki lipoperoksit birikimini
azalttigin1 bulmuslardir [7]. Ayn1 zamanda Macness ve ark, farkli populasyonlarda (Fransiz,
Sudanli vs) polimorfizm analizleri yapilarak, allellik formlar1 belirlenmis ve populasyon
calismalar1 enzim aktivitesiyle HDL, apo A-I, apo A-II arasinda istatistiksel iliski
gosterilmistir [7]. Immunoafinite kromatografi ¢alismalar1 insan serum paraoksonazinin
gercekte apolipoprotein A-1 ve klusterin (apolipoprotein J) iceren HDL tipleri ile iliskili

oldugunu ve PON’un total HDL’nin ¢ok kii¢iik bir boliimiinii olusturdugunu gdstermistir



[1,7].Sonraki yillarda yapilan c¢alismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim
aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonu arasindaki iliskisi arastirilmis,

enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir [8].

1.2. Tarihce

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. (9) tarfindan p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirat't hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. 1965 yilinda, Oooms
A.J. ve Boter HL tarafindan (10), paratiyon ve paraokson hidrolizindeki stereospesifikligi ile
tanimlanmistir. 1973 'te bir grup Alman arastirici, ilk olarak insan serum paraoksonazini
genetik olarak saptamistir (11). Paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek
derecede segicilik gosterdigi igin, paraoksonaz olarak adlandinlmistir. 1985'lere kadar
paraoksonazin norotoksik olan organofosfatlar {izerine etkisi incelenmis, saflastirilmasi
yapilmig ve detoksifikasyondaki rolii arastwrilmistir (12). 1985 yilinda Mackness M.I. ve
arkadaslar1 (13), ilk olarak HDL-ayirimi i¢in santriflij rotorunu gelistirirken, HDL-kolesterol
ayirimi esnasinda lipoprotein fraksiyonunda arilesteraz aktivitesine rastlamislardir (13). Farkli
popiilasyonlarda (fransiz, sudanli vs) polimorfizm analizleri yapilmis ve allellik formlari
belirlenmistir. 1987 yilinda miyokart infarktiisi (MI) ile paraoksonaz arasindaki iligki
arastirilmis ve MI teshisinde kullanilacak bir enzim olmadigi anlagilmistir (14). 1988 yilinda
Mackness ve arkadaslar1 (15), PON1' in HDL iizerinde apo A-I'e bagimli olarak aktivite
gosterdigini ve 1991 yilinda LDL tizerindeki lipoperoksit birikimini azalttigmi bulmuslardir.
Sonraki yillarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim aktiviteleri incelenmis,
lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonuyla iliskisi arastirilmis ve enzimin aminoasit dizisi

belirlenmistir.

2. Paraoksanaz Enziminin Genetik yapisi ve polimorfizimi

Paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki ayri enzim olarak algilanirsada, yapilan
calismalar ve arastrmalar gdstermistirki; Insan serumunda tek gen {iriinii enzim hem
arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip oldugu islenmistir. Hatta bu enzimin
laktonaz aktivitesine de sahip oldugunu gosteren yaymlarda mevcuttur (16). Insanda 7.
kromozomun uzun kolunda g-21.3 ve g-22.1 arasinda tanimlanabilen paraoksonaz gen
ailesinin PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 {iyesi bulunur. Gelisimsel agidan bakildiginda,
gen duplikasyonu sonucu olusarak yapisal benzerlik gosteren genlerdir. PON1, PON2 ve



PON3 genlerinin memeliler arasinda; niiklelotid seviyesinde benzerlikleri %81-90 iken
aminoasit seviyesindeki benzerlikleri %79-90 dir. PON1’de 106. kodonda (lizin) bulunurken,
PON2 ve PON3’te lizin bulunmamaktadir. Yillarca PON1 ile yapilan ¢alismalarda, insan
serum kapasitesi, ksenobiotikleri hidrolize etmesi ve aterosiklerosis arasindaki iliski
arastirilmigtir. PON2 ve PON3, hakkinda yapilan arastirmalarin azligi nedeniyle PON1 kadar
iyi anlagilamamiglardir. PON1 ve PON3 genlerinin iiriinii plazma da yer alirken, PON2’nin
hiicre i¢i yerlesimli oldugu soylenmektedir (17,18). Son yillarda yapilan bazi arastirmalarda
PON2 ve PON3 gen ailesinin PON1’in aktivitesine katkida bulundugunu ve PON2 ve PON3’
iin KAH da en az PONI kadar kiymetli oldugunu rapor etmislerdir (19). Fakat bizler PON1
den bahsederken aslinda PON1’in paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinden bahsedecegiz.
PONI1 de 2 aminoasit polimorfizmi vardir. Bunlardan biri 55. pozisyonda metionin ile 16sin
(M/L) aminoasitlerinin yer degismesiyle, digeri 192. pozisyondaki arginin ve glutamin
aminoasitlerinin yer degistirmesinden [R/Q(baz1 kaynaklarda Q yerine A genotip, R yerine B
genotip kullanilmaktadir)] meydana gelir. PON1 promotor bolgesinde bu polimorfizmlerden
baska bilinen bes tane daha polimorfizm bulunur. Populasyonlardaki polimorfik dagilim
bireyler arasinda farklilia neden olur. Polimorfizm arilesteraz aktivitesini etkilemez,
arilesteraz aktivitesi PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz, esas olarak protein
konsantrasyonunun gostergesi olarak kabul edilebilir. Yani Paraoksonaz; aktivite
polimorfizmi gostermeyen arilesteraz aktivitesine de sahiptir (20). PON1’in 55. pozisyonda
16sin (L genotip) yerine metionin (M genotip) gelmesinin aktivite {izerine etkisinin ¢ok az
oldugu belirtilmistir (21). Ancak 192. pozisyondaki arjinin yerine glutamin gelmesi aktiviteyi
en az 8 kat azaltmaktadir. Paraoksonaz enzim aktivitesindeki polimorfizm, PON1192R
izoformu, paraoksonu PONI1192Q formundan daha hizli hidroliz ederken, PON1Q192

izoformu diazokson, somon’u daha hizli hidroliz eder (22).

Paraoksonaz allozimlerin kantitatif ve kalitatif olarak farkli olduklarmin kesfi ile
fenotipleme metodlar1 gelistirilmistir. 1984'te La Du BN ve ark. dual substrat metodu diye
adlandirdiklar1 bu metoda gore (23); Iki izoenzimin tuz ve pH'ya farkli yanitlarma gore iki
fenotip tanimlamistir. Tuza yanit veren B allozim paraoksona karsi daha yiiksek enzim
aktivitesine sahiptir. Paraoksonaz aktivitesi 1M (Molarite) NaCl ile stimiile edildiginde
aktivesi artarken, arilesteraz aktivitesinde ise diisme oldugu tespit edilmistir. Bu analizde
trimodal dagilim izlenir. Genis-diisiik aktivite piki "diisiik aktiviteli homozigotlari-AA",

kiiciik yliksek aktivite piki "heterozigotlari-AB", en kii¢iik aktivite piki ise "yiiksek aktiviteli



homozigotlari-BB" temsil eder. En yaygmi homozigot-AA (QQ), ikincisi heterozigot-AB
(QR), en az olan1 homozigot-BB(RR)'dir. Paraoksonaz polimorfik dagilimi biiyiik interetnik
degiskenlik gosterir. Karakaya ve ark. (24), bu tipte trimodal dagilimi Tiirk populasyonunda
gostermistir. Ancak bu trimodal dagilimi ilk olarak Mallinckrodt ve ark, tarafindan

sergilenmistir (25).

Paraoksonaz icin ilgili insan geni ayrica HUMPONA olarak isimlendirilmektedir.
Diisiik paraoksonaz aktivitesi hiperkolestrol ve diyabetlilerin de i¢inde bulundugu KAH
hastalarinda goriiliir. Ciinkii bu gruplarda lipid peroksidasyon iiriinleri, aterosklerozis’in
gelisimini hizlandirr ve insan silomikronlarinda lipid oksidasyon ftriinlerini artirir. Ayrica
PONI1 aktivitesinin diyet alimiyla yakindan iliskili oldugu sdylenmektedir. Diyette bulunan
meyve, ¢ay ve tereyagmin PONI1 aktivitesi artirdigini ve diyet igerigindeki karbonhidrat,
protein, MUFA, PUFA, E Vitamini, flavonoidler ve Qercetin ile korele oldugunu rapor eden
calismalar mevcuttur (26) Yiiksek seviyedeki PON1’den saflastirilmis PON1192RR ve
PON155LL nin paraokson hidrolitik aktivitesi en yiiksekken, PON1192QQ ve PONI155MM
de bu aktivite en diisiiktiir. R allelin kodladig1 proteinin paraokson hidroliz aktivitesi Q allele
gore sekiz kat yiiksektir. Aktivitenin ara basamagi homozigotlardir (27). Substrat
spesifitesinin benzer basamaklar1 metil paraokson, klortion—okson gibi diger oksonlarda ve
armin’de gozlenebilir. Diger yandan paraoksonaz alloenzimlerin oksidasyondan LDL’yi
koruma kapasitesi paraokson hidrolitik aktivitesi ile tamamen terstir. Boylece, PON155MM
/PON1192QQ alloenzim bulunan bireylerin HDL ve PONI ile iliskili olarak en biiytik
koruma kapasitesine sahip olmalarinin yaninda, bu alloenzimler diazoxon ve somon ve sarin

gibi sinir gazlarmni hidroliz etmede de aktif rol tistlenirler (28,29).

Tirk populasyonunda olduk¢a diisik oranda goriilen RR alleli; dogu
populasyonlarindan diisiik Avrupa wkina yakin degerler gostermistir (30). Diisiik aktivite
goriilen Q alleli Avrupa, Kanada ve Amerika’da yliksek, Avustralya, Aborjin, Zambiya ve
Zimbabve’de diisiiktiir. Avrupa populasyonlarinda izlenen %350 civarinda diisiik aktivite
izoformu ve bimodalite Avrupa’dan uzaklasildik¢a azalir. Afrika ve dogu iilkelerinde dagilim

unimodaldir, bu wrklarda diistik aktiviteli genotip siklig1 az goriiliir.



2.1.  Yapi ve etki Mekanizmasi

Paraoksonaz (EC 3.1.8.1.) 43-45 kDa agirliginda, 354 amino asit iceren ve glikoprotein
yapisinda olan, kalsiyum bagimli bir esterazdir. Her molekiil toplam agirligin % 15.8’ini
olusturan ii¢ karbohidrat zinciri igerir. izoelektrik noktas: 5.I’dir. Insan serum paraoksonazi;
HDL’nin icerdigi apo A-1 ile yakin iliskileri olan, lipid peroksidasyon {iriinlerinin birikmesini
azaltan diger bir deyisle LDL’deki okside olmus lipidleri hidroliz eden, antioksidan etki
gosterdigi ¢esitli kaynaklarda belirtilen, enzim aktivitesi kalsiyuma bagimli karacigerden
sentezlenen esterazdir. Organofosfatlarin hidrolizini katalizler.

Karaciger, bobrek, barsak ve serumda HDL' ye bagli, yaygin olarak bulunur (22,31).
PON1, paraokson gibi fosfonik ve fosfinik asit esterleri lizerine etki eder. Selator maddeler
tarafindan inhibe olur, aktivite icin divalan katyonlara ihtiya¢ duyar (32). Insan serum
paraoksonazi yasa baglh olarak azalma gosterir (33). Serum diizeyleri bircok nedene bagh
olarak degisebilir ve enzimatik aktivite bireyler arasinda 10-40 kat degiskenlik gosterir (34).
Serum enzim aktivitesi yenidogan ve prematiir infantlarda eriskin diizeylerinkinden daha
disiiktiir. Erigskin diizeylerine dogumdan bir y1l sonra ulasilir. Fetiis’iin karaciger ve dalaginda
enzim aktivitesi gosterilmistir (35,36). Ayrica akciger, beyin, pankreas ve plasentada
bulundugu yolunda kanitlar vardir. Hayvanlarda bircok dokuda 6zellikle karaciger, bobrek,
ince barsak ve plazmada bulunur. Serum PONI1 diizeyleri diyet, akut faz reaktantlari, gebelik
ve apo A-1 metabolizmasini etkileyen bozukluklardan etkilenir (37).

Paraoksonaz’in protein kismmda 354 amino asit iginde substrat tanmmasi ve
baglanmas1 i¢in gerekli olan serbest sisteinlerin yalniz {i¢ tane sistein rezidiisii vardir.
Yapisinda bulunan ii¢ sistein amino asidinden 284’teki serbest iken, diger ikisi (Cys 42-352)
arasinda tek disiilfit bagi bulunur. Sisteinler esteraz aktif merkezinin anahtar bileseni olmasini
saglamistir. Dolayisiyla enzim aktivitesi siilfhidril bilesikleri ile inhibe olur ve bu inhibisyon
sistein ile geri doner. Bu da PON1’in antioksidan kapasitesinin serbest tiyol gruplariyla
orantili oldugunu gostermektedir (38).

Asagidaki sekilde Paraoksonazin HDL ile etkilesim bdlgelerini gostermektedir.
Pozisyon 55 ve 192' de iki polimorfik bolge belirtilmistir. Rezidii 42 ve 353 arasinda
sisteinlerin olusturdugu disiilfit bagi ve 284 pozisyonunda sistein vardir. Potansiyel

karbohidrat zincirleri ve amino terminal ucunda hidrofobik bas gosterilmistir (39).



Sekil 1.1. HDL partikiilii ve Paraoksonaz enzimi (103).

Enzim aktivitesini 6lgmede, serum yada EDTA’s1z plazma gereklidir. Ciinkii yapisinda
kalsiyumun direk olarak katalitik reaksiyonda yer aldigi veya aktif alanin uygun
konformasyonunu saglayarak korunmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir. E52 ve D53
aminoasitlerinin kalsiyumu (Ca+2) bagladigi, histidin ve triptofan basta olmak iizere en az
yirmi aminoasit ile disiilfit baginin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesi i¢in temel oldugu
ortaya konmustur. Paraoksonaz/arilesteraz enzim aktivitelerinin Ca’’a bagimli olma
ozelligiyle CO,, Mn,, Mg, kullanan diger A esteraz tipi enzimlerden ayrilir. Tavsan ve insan
cDNA klonlarinin niikleotid dizilimleri arasinda %86, aminoasit dizilimleri arasinda %85
benzerlik gdsterilmistir. Insan ve tavsan serum paraoksonazi amino terminalinde hidrofobik

sonlanma nedeniyle diger lipoproteinlere ve lipid i¢eren partikiillere sik1 baglanir.

Bu hidrofobik bolge ile HDL’deki fosfolipidlere baglandigi ortaya konmustur.
Apolipoprotein A-1’in, paraoksonazin fosfolipidlere baglanmasi ve stabilizasyonunda rol
oynadig1 diisiiniilmiistiir. Ozellikle HDL3 faksiyonunun fazla oldugu bireylerde ve Apo J
iceriginin yiilksek oldugu HDL3’lerde paraoksonaz aktivitesinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir (40,41). Dolasimdaki PON1 ve HDL arasindaki iliski, PON1 ekspresyonu ve
biyolojik rolii, HDL ile iliskili diger proteinlerce etkilenebilecegini gdstermistir. Ornegin,

PON1 ancak HDL tarafindan sunulduktan sonra, endojen substrati ile etkilesebilir ve



biyolojik 0Ozelliklerini sergileyebilir. Bu nedenle, PON1 ve HDL arasindaki iligkinin
anlagilmasi, katalitik komponentlerinin belirlenmesi acisindan onemlidir (sekil 1). Diger
apoproteinler PON1 ve HDL iliskisine katilabilir. PON1 ve Apo A-1 arasinda iliski noniyonik
deterjanlar varliginda PON1 ve apoproteinler saflagtirilamamaktadir. Bu bulgulara ilaveten,

enzimi Apo A-1'den ayirmak i¢in noniyonik deterjanlar kullanmak gerekmektedir (22).
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Sekil 1,2. Insan serum paraoksonaz enziminin yapisi (102).

Aldridge organofosfat bilesenleri ile esterazlarin etkilesimine dayanan esteraz
simiflamasinin bir metodunu ortaya koymustur. B esterazlara organofosfatlar1 inhibe ederken,
A esterazlar ise organofosfatlar1 hidrolize eder. A esterazlar arildialkilfosfataz (paraoksonaz)
ve diisopropilflourofosfataz (DFPaze)’lar1 igerir. Organofosfatlar1 hidrolize eden A esterazlar,
karbamatlar ve aromatik karboksilik esterlerdir. B esterazlar ise karboksiesteraz ve
kolinesterazlar1 icerir. Organofosfatlar tarafindan asetilkolinesterazin inhibisyonu, insektisitler
olarak biiyiik 6lciide kullanilir ve sinir gazlari olarak pazarlanir. A esterazlar organofosfatlari

kismi olarak zararsiz maddelere hidrolize eder ve onlarin zararl etkilerine kars1 korur (42).

2.2, PON1 Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PONI1 sentezi karacigerde gergeklestiginden, serumdaki PON1 seviyesini belirleyen
baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PONI1 seviyesi ve aktivitesi bireyler
arasinda cok degiskendir (43). Bunun nedeni enzim aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu
etkileyen PONI1 geninin kodlanma ve promoter boélgesinde cok sayida polimorfizm

gostermesidir. PON1’in serumdaki aktivitesini ve konsantrasyonunu belirleyen promoter



aktivitesi tizerinde en 6nemli polimorfizm - 107 pozisyonundadir (44, 45). PONI sentezinde
onemli olan bir diger faktor karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica PONI1’in
karacigerden sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir (46-47).

PON1 karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde
mikrozomlara baglanabilmesi i¢cin sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdlgesi olmasi
gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bdlgesi baglanmada belirleyici oldugu kadar salgilanma
prosediiriinde de 6nemli role sahiptir (48, 49). Yapilan ¢alismalarda hamster ovaryum hiicresi
ve insan hepatosit hiicresine transfekte edilen PON1’in, sentezlendikten sonra hiicre zarinin
dis ylizeyine baglandigi gosterilmistir (50). PON1’in karacigerde sentezlendikten sonra da
once mikrozomlara, daha sonra hiicrenin dis yiizeyine baglandigi diisiiniilmektedir [51, 52].
Hiicre zarinin dis yilizeyinden salimmasi ve HDL’ye baglanmasi tesadiif degildir. Bu
baglanmada fosfolipit kompleksi dnemli rol oynamaktadir. PON1’in hiicreden salinmas1 ve

HDL’ye baglanmasi i¢in HDL’deki fosfolipit igerigi yeterli degildir [26, 50, 51].

Sekil 1.3. PONI1 proteininin ii¢ boyutlu yapisi. (a) 6’1 B pervane yapisinin iistten
goriiniimii. N, C terminali ve merkezde 2 kalsiyum iyonu (Cal, yesil;Ca2, kirmiz1) (b) 6’11 B

pervane yapisinin yandan goriinimii. H1, H2, H3 helixlerinin goriintimii (104).



3. PONI ve Organofosfatlar Arasindaki Iliski

Paroksonaz i¢in dogal ve fizyolojik substrat kesfedilememistir. Bu nedenle katalitik
aktivite daha onceden var olan bir enzimin evrim siirecindeki degisimi ile olusmustur.
Organofosfatl insektisitlerin ¢cok yaygin olarak kullaniliyor olmasi, bu modifikasyonda rol
oynamis olabilir. Paraoksonaz’in endojen serum ve doku substratlarma karsi spesifitesi
karakterize edilmistir. Sentetik subsratlar bu enzim aktivitesini goriintiilemek i¢cin kullanilir.
Kismen saflastirilmis PON1 enjekte edilen ratlar veya saflastirilmis PON1 enjekte edilmis
fareler (53,54) belirli organofosfat bilesiklerine karsi rezistanslarini arttrmiglardir. Bu
nedenledirki; PON1’in en 1yi bilinen koruyucu fonksiyonu organofosfat sinir ajanlari,
aromatik karboksilik asit esterleri ve insektisitleri hidrolize etme yetenegidir. Paraoksan;
asetilkolini yikan kolinesterazlarm gii¢lii bir inhibit6riidiir; Ardisik néron overstimiilasyonu

ile sinaptik aralikta asetilkolin birikimine neden olur (55).

Saf insan serum PONI1 enziminin bazi organofosfat bilesiklerini hidroliz ettigi
gosterilmesine ragmen, insan organofosfat metabolizmas1 ile iligkisi tam olarak
aciklanamamustir. Farkli populasyonlarda izlenen aktivite degiskenligi organofosfat hidroliz
hizlarinda farklilhik ile birlikte olabilmekte ve bu insanlarda segici toksisiteyi
etkileyebilmektedir. Organofosfatlara kars1 koruma sadece enzimin kan ve doku diizeylerine
degil, partikiiler izoenzimlere de baglidir. PON1192R izoformu, paraoksonu PON1192Q
formundan daha hizli hidroliz ederken, PON1192Q izoformunun diazokson, somon ve sarin’i
in vitro kosullarda daha hizli hidroliz ettigi gosterilmistir. Bu nedenle PON1’in koruyucu rolii

degerlendirilirken diizeyi, yani sira tipi de dikkate alinmalhidir (56,57,58).

Korfez savast sendromu olarak bilinen hastalik, Irak’a gonderilen Amerikan
askerlerinde gozlenmistir. Baz1 askerlerde buna bagl yorgunluk, kas giicsiizliigii ve norolojik
hasarlar goriiliirken, bir diger askerde sendrom belirtilerine rastlanmamistir (59). PON1
enziminin, Irak tarafindan kimyasal silah olarak kullanilmis olan sarin, diazokson gibi
organofosfor bilesikleri detoksifiye ettiginin anlasilmasindan sonra korfez savasina katilmig
olan askerlerde PONI1 aktiviteleri arastirilmis ve korfez savasi sendromu olan hastalarda

PONT1 aktivitesi olduk¢a diistik bulunmustur (59).
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Bir¢ok sayidaki organofosfat bilesikleri Karacigerde once mikrozomal enzimler
tarafindan metabolize edilirler. bu bilesikler serum Aesterazlar (PON1 v.s) tarafindan hidroliz
edilirler. organofosforlar1 hidroliz etmesi ayni zamanda karacigerde de oldugu diisiiniiliir.
Boylece hepatik yikimdan kagan okson, paration, somon, sarin v.b organofosfatlar kendi etki
alanina girmeden Once (bu alanlarda asetilkolinesteraz’t inhibe ederek norotoksik etki
gosterebilir) kanda serum PON1 enzimi ile hidroliz olur. Memelilere kiyasla kuslarda serum
PONT’in tam yokluguna bagli olarak organofosfat zehirlenmesine yatkinlik daha yiiksektir
(Bizim yaymlanmamis 43 bildircin ile olan bir caliyjmamizda serum paraoksonazi ve
arilesterazinda herhangi bir aktiviteye rastlamadik). Benzer durum siirlingen ve baliklarin

zehirlenmeye yatkilhigmi agiklar.

3.1.  PONI ve Ateroskleroz Arasindaki liski

Paraoksonazin farelerde ateroskleroza karsi koruyuculugu gosterilmistir.Bu calismay1
PONT'" in okside olmus lipidlerin metabolizmasindaki rolii (60) ve PON1I92R zoformunun
koroner arter hastaliginda risk faktorii olarak belirlenmesi (61) yoniindeki g¢alismalar
desteklemistir. Son yillarda yapilmis olan ¢aligmalar, HDL' ye bagli bir enzim olan PON1'in
okside olmus lipidlerin metabolizmasinda ve aterosklerozdan korunmada 6nemli fizyolojik
rolii oldugu yoniindedir (60,62). Nitekim, yakin zamana ait ¢ogu c¢aligmalar, 1950’11 yillardan

itibaren organofosfatl insektisitlerin detoksikasyonu ile ilgilidir (63).

Paraoksonaz ve Apo A-1 arasindaki yakin iliski, bu iki proteinin dogrudan baglandigini
diisiindiiriir. Insan ve tavsan serumlarindan saflastirilan PON1’in sekans analizleri PON1'in
farkli bir 6zelligini gostermistir. Her iki tiirde de dolasimda bulunan formu N-term nal
hidrofobik sinyal sekansina sahiptir (,53,54,64,65). Bu bulgular, PON1'in hidrofobik N-
terminalinde sekansmin HDL ile etkilesimini kolaylastirdig1 fikrini ortaya koymustur. Bu
sinyal peptit yapisinda, biiylik ve polar rezidiiler mevcutken, daha kiiciik rezidiiler de vardir
ve sinyal peptidazlarla parcalanmalarma engel olur (65,66). Histidin ve glutamin
rezidiilerinin, pozisyon 20 ve pozisyon 21 'de sirasiyla alanin ile yer degistirilmesi, in vitro
normal ve salgilanan PONI, expresyonuna yol acar. Exprese edilen protein, Nterminal
hidrofobik sinyal sekansi boliinerek PON1' in lipoproteinlerle etkilesmesi i¢in gerekli olup

olmadig: arastirilmig ve PONI1 ile HDL birlesmesi i¢in N-terminal hidrofobik sinyal peptidin
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yapida gerekli oldugu saptanmistir. Yine N-terminal hidrofobik peptit dogrudan
fosfolipidlere, apolipoprotein noksanliginda baglanir. PON1 ve HDL, HDL iizerindeki
fosfolipidlere baglanarak dolasimda bulunabilir (67).

Serum paraoksonaz aktivitesi miyokard enfaktiislii (68), ailesel hiperkolesterolemili
(67), diyabetik (124) hastalarda sagliklilara gore daha diisiik bulunmustur. Her ne kadar
PONT' in baz1 organofosfat zehirlenmesine karsi koruyucu oldugu soylenilse de, fizyolojik
rolii bilinmemektedir. Bunun yanisira, PON1' in oksidatif hasara karsi koruyucu oldugu
belirtilmektedir (69,70,71). PON1'in LDL oksidasyonuna kars1 antioksidan HDL savunmasina
katkida bulundugu belirtilmektedir. HDL-araciliklit PON1 veya saflastirilmis PON1'in LDL
oksidasyonu prosesinde, baslangic (konjiige dien olusumu), yayilma (peroksit olusumu) ve
ayrisma (aldehit olusumu) fazlarindaki etkisi arastirilmistr. HDL'nin LDL oksidasyonu
iizerine olan inhibitor etkisinin, metal iyon selasyonu veya peroksidaz benzeri 43 aktiviteden
kaynaklandig1 sOylenilmektedir. HDL-PON1, okside olmus LDL'den ayrilan uzun zincirli
okside olmus fosfolipidleri hidroliz edebilir (68-70-71). Son olarak Apo E eksik olan
farelerde hizli ateroskleroz olusumu ve oksidatif stres artis1 belirgindir (73). Benzer sekilde,
aterojenik diyet uygulanan farelerde diyet araciliklhaortik yag kalintilaria yatkindir (74). Bu
kosullar altinda, farede serum PONI1 diizeyleri baskilanmistir ve LDL oksidasyonuna kars1
savunma yetenegini kaybetmistir. Kismen okside olmus LDL'nin bu farelere enjeksiyonu

serum PONT aktivitesini belirgin sekilde diistirmiistiir (75).
3.2. PON1' in Ox-LDL ile Etkilesimi

Yiiksek dansiteli lipoprotein bagimli PON1, LDL'yi oksidayona karsi korur ve ayni
zamanda PONI makrofajlarida oxidatif stres’den korur (76). PONI inhibitorleri HDL ile
birlikte eklendiginde, LDL oksidasyonunun artirmast hem PONI1 inaktivasyonuna hem de
HDL lipitlerinin total lipit peroksit olusumuna katilmasma baglidir (77). In vivo serum PON1
HDL'ye bagli oldugu i¢in baslica goérevi HDL'yi oksidatif stresin zararli etkilerinden
korumaktir. Bu nedenle, bir ¢ok ¢alisma HDL bagimli PON1’in yalniz LDL oksidasyonunu
degil, ayn1 zamanda HDL oksidasyonunu da (gecis metal iyonlar1 ve serbest radikalleri
aracilifiyla oksidasyon indiiklendiginde) engellemektedir . Bu etki PON1'in lipoprotein-
kaynakli peroksitlerini hidroliz edebilme 6zelligine baglidir (78). Benzer ester bagi

lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve kolesteril ester peroksitlerinde bulunabilir.

12



Okside olmus lipoproteinlerde benzer bir kimyasal yapi HDLbagimli PONI i¢in
fizyopatolojik substrat olabilir. Okside olmus HDL'de bulunan peroksitlerin PONI1
araciligiyla hidrolizi, PON1'in daha 6nce olusturulmus olan okside lipoproteinler iizerine ve
buna bagl olarak aterojenik etkileri geri ¢ceviren mekanizmalarda rol oynadigimni diistindiirtir.
Okside olmus HDL' ler iizerine PONI1 etki ettikten sonra, yag asiti hidroperoksitlerinin
birikimi azalmistir. Nitekim bu iirlinler hizla metabolize edilirken, PON1 esteraz aktivitesi

azalmamistir (78).

Paraoksonaz ve arilesteraz yalnizca lipoprotein kaynakli peroksitleri (kolesteril linoleat
hidroperoksitleri) hidroliz etmekle kalmaz, bunun yanisira hidrojen peroksiti (H202) de
hidroliz eder. PON1 spesifik lipid peroksitleri hidroliz eder veya peroksitler i¢cin hedef gorevi
goriir. H202, arteriyel duvar hiicreleri tarafindan aterogenez esnasinda tiretilen baslica reaktif
oksijen tiirtidiir (ROS) ve oksidatif stres altinda LDL oksidasyonuna neden olan daha potent
ROS'a doniisiir (79). HDL kaynakli PON1'in H,O, (peroksitlerle beraber) hidroliz etmesi,
aterosklerozda rol alan potent oksidanlarin eliminasyonunda onemlidir. Bu etki PON1'in
peroksidaz benzeri aktivitesiyle ve HDL'nin antiaterojenik ozelliklerine istirak etmesiyle

aciklanabilir (80).

Yiiksek dansiteli lipoproteinin kardiyoprotektif etkisi, aterogenik LDL oksidasyonunun
inhibisyonu veya azaltilmasi ile yorumlanmaktadir (79,81,82). Bu inhibisyonu 6zellikle MCP-
I’in endotel hiicrelerinden stimiile ederek yaptigi ileri siiriilmektedir (83). PON1, doymamis
yag asitlerinin hidroperoksi tlirevlerini elimine ederek, kismen okside olmus fosfolipidleri
metabolize eder. (78). Bu nedenle, PON1 ile KAH arasindaki korelasyon, biyoaktif lipid
molekiillerinin metabolizmasi ve okside olmus LDL' ye bagli hasara kars1 koruyucu olmasi ile
iligkilidir (84). LDL, poliansatiire yag asitlerinin oksidasyonu sonucu olusan aldehit yapidaki
bilesikleri, apolipoprotein B iizerindeki lizin rezidiilerini modifiye edebilir. Buna baglh olarak
okside olmus LDL, B/E reseptoriince tanmmamaz, makrofaj yakalayici reseptdr tarafindan
kontrolsiiz uptake ugrar. Sonug olarak, aterosklerotik lezyonlarm ilk basamaklar1 olan kopiik

hiicreleri ve yag kalintilari olusur (79).
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3.3.Cesitli Hastahklarda PON1

Hipergliseminin oksidatif stres ve ateroskleroza zemin hazirladig: diistiniilirse, DM’li
olgularda serum PONI ’in rolii ortaya ¢ikar. PON1192RR ve PON155LL genotipleri IDDM’li
(independent Diabetes mellitus) olgularda daha sik izlenmistir. Ancak yapilan bir ¢calismada
DM, hiperkolestrolemi, bobrek yetmezligi gibi KAH ile iligkisi oldugu bilinen hastaliklarda
disik serum PONI1 aktivitesinin genotipten bagimsiz oldugu ¢esitli calismalarda rapor
edilmistir. Diyabetik retinopati ve hipertansiyon gelisen olgularda izlenen diisiik serum PON1

aktivitesi, lipid peroksidasyonuna artmis yatkinliktan kaynaklanmaktadir (85).

Lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar etkisi ile gelisen noronal dejenerasyon izlenen
Alzheimer hastaliginin ateroskleroz ile iligkisi bilindiginden PON1 polimorfizmi ile iliskisi
incelenmis ancak istatistiksel olarak anlamli sonu¢ bulunamamistir (86). Hepatit C
enfeksiyonlu hasta grubunda yapilan bir ¢alismada paraoksonaz aktivitesi diisiik bulunmus ve
bunlarda PON1192RR polimorfizminin daha yiiksek oldugu tespit edilmis (87). Diistlik
dogum agirlikli yenidoganlara yiiksek miktarda C ve E vitamini verilmesiyle PON1’in

polimorfizm de ve dogum agirhiginda degisiklikler saptanmigtir.(88).

Tavsan inflamasyon modelinde serum amiloid A ve seruloplazmin i¢eren akut faz HDL
artist ile apo Al, PONI, PAF’ ta belirgin azalma gosterilmis ve HDL’nin
antiinflamatuar/antioksidan durumdan proinflamatuar/prooksidan duruma doniisiimii sorumlu
tutulmustur. Ateroskleroz riski bulunan tiremik renal transplantli olgularda diisitk PON1/HDL
ve PON1/apoAl oranlar1 izlenerek bu olgularda HDL nin antioksidan kapasitesinin azaldig:
istiniilmiistiir. Sporadik idiopatik Parkinson olgularinda PONI ile metabolize olan g¢evresel
norotoksinlerin yasla birlikte norodejenerasyondan sorumlu tutulabilecegi ve B allelin
Parkinson hastaligina  genetik  yatkinlik  olusturabilecegi ileri  siiriilmiistiir.(89).
Hiperhomosisteinemili autism olan ¢ocuklarda paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktiviteleri
diisik bulunmus ve bunlarda metilasyon reaksiyonlarindaki bozukluga bagli olarak
norotransmiterlerin - yapismin bozulabilecegi bildirilmistir  (90). Lipid oksidasyonuna
predispozan bir hastalik oldugu o6ne siiriilen hipertroidili hastalarda paroksonaz aktivitesi
diisik bulunmustur (91). Antikardiolipin antikorlar1 pozitif bulunan bir grup hastada

mmLDL’ye karsi otoantikorlarin arttigi, PON1 aktivitesinin belirgin olarak distiigi ve
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arteriyel tromboz gelistirme riski yliksek olan R genotipinin de artma egiliminde oldugu

izlenmistir (92). Sistemik amiloidozda diisiik PON1 aktivitesi bildirilmistir.

Plazma lipoprotein diizeylerinin normalden farkli oldugu balikg6zii sendromunda HDL
kolesterol’iin plazma konsantrasyonunun %90 oraninda, PONI1 aktivitesinin ise %89
diizeyinde azaldig1 gosterilmistir. Diger yandan bir baska lipoprotein metabolizma hastaligi
olan Tangier hastaliginda ise PONI1 enzim aktivitesi tayin edilememistir (93,94). Pilor
stenozlu infantlar yiikksek PONI1 aktivitesine sahiptirler. Pilor stenozu operasyonla
diizeltildikten bir hafta sonra enteral beslenmenin basladigi zamana kadar yiikseklik devam
eder (95). Van Lenten ve arkadaslar1 enflamasyonlu tavsan modellerinde akut faz olarak
HDL, amiloid A ve seruloplazminin arttigin1 diger taraftan apo A1 ve PON1’in ise dramatik
olarak azaldigin1 gostermislerdir (96). Baz1 deneysel calismalarda serum PON1 aktivitesinde
degisikliklere rastlanmistir; yapilan bir calismada inflamatuar cevabin bir pargasi olarak
disiiniilmekte ve ilging olarak PONI aktivitesinin kronik olarak azalmasinin, sadece
aterosklerozu artirmakla kalmayip, aynt zamanda akut inflamatuar sartlara gore daha fazla

viicut¢a kuvvetten diismeye neden oldugu goriilmiistiir (97).

Sigara gibi gevresel faktorlerin PON1 aktivitesini ve konsantrasyonunu baskilayarak
enzimin etkinligini degistirebilir. PONI1’in paraoxanase aktivitesinin hormon replasman
tedavileri ile arttig1 gosterilmistir (98). Paraoksonaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundugu prostat kanserli bir calismada PONI1 geninin 102.
kodon’unda yeni bir polimorfizm bulundugunu ve bu polimorfizm 102’de izol6sinin Valin ile
yer degistirmesiyle meydana geldigini, bu polimorfizm’in prostat kanserinin nedenlerinden

biri olabilecegini ileri siirtilmektedir (99).

4. Bakteriyel endotoksinlerin toksisitesine kars1 koruma

Paraoksonazin buraya kadar ortaya konan fonksiyonlarmin dogal fonksiyonlar:
olmadig1 diisiiniiliir. Clinkii organofosfat bilesikleri dogada bulunmayan sentetik maddelerdir
ve PONI1'in bu maddeleri hidroliz etmesi ¢alisma sonucu bulunmustur. Ox-LDL {izerine
etkisinin organik fosfatlarla fosfolipidlerdeki baglarin yapisal benzerliginden kaynaklandig:
diisiiniilirse PON1 enziminin gercek substratmin farkli olmas1 gerektigi ortaya ¢ikar. insan
serumunda HDL'de bulunan bir proteinin bakteriyel lipopolisakkaridi inaktive ederek

endotoksemik semptomlar1 Onledigi yirmi yil 6nce gosterilmis ancak lipopolisakkarid
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inaktivasyonunun immunolojik olmaktan c¢ok enzimatik bir reaksiyon oldugu ve sorumlu
enzimin PON1 oldugu yeni saptanmistir (100). PON1, bakteriyel lipopolisakkaridi ‘Lipid A’
molekiiliindeki 4 fosfat lizerine fosfataz etkisi ile hidroliz eder. HDL'nin bir alt birimi olan
tripanolitik faktor (TLF) "trypanosoma brucei brucei"e sitotoksiktir ve apo A-1, haptoglobiilin
ve PONI1 ile iligkili bir proteindir. Lizozomal pH’da PON1 peroksidaz aktivitesi gosterir.
HDL’nin gram (-) bakteriyel enfeksiyon sirasinda endotoksemi gelisimine karsit koruyucu
oldugu bilinmektedir. Baz1 bilinmeyen yollarla makrofa;j hiicre yiizeyindeki spesifik baglayict
protein (Cd14) ile lipoprotein polisakkaridin etkilesimini onler.Bu sekilde TNF-a, IL-1, IL-6
gibi sitokin salimim kaskadmin baglamast Onlenir. PON1 tip ve diizeyinin bireylerin
endotoksinlere karsi direng ve duyarliiginda fark olusturup olusturmadigi sorusu heniiz

acikliga kavusturulamamistir (101).
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5.MATERYAL ve YONTEM

5.1. Materyal

5.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin

(TEMED), diyaliz torbalari; sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), amonyum

siilfat, sodyum kloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, gliserin, potasyum

fosfat, potasyum bisfosfat, potasyum asetat, potasyum kloriir, etanol, metanol, asetik asit,

sodyum asetat, izopropanol E.Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid,

coomassie brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), , agar, 1-

naftilamin, amonyum persiilfat, B-merkaptoetanol; Sigma Chemical Comp.’den HiPrep 16/60

Sephacryl S-200 HR, (GE Healthcare), HiTrap Blue HP (GE Healthcare),, Cibacron Blue

3GA Agarose Type 3000-CL, saline suspension (Sigma), Sodium deoxycholate (Sigma),

Econo-Column Chromatography Columns, (Biorad), Amonyum Siilfat (Sigma), HiTrap AE

Ion Exchange Cartridge (Supelco) temin edilmistir.

5.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Kullanilan cihazlar

Santrifiij

Derin dondurucu

Dikey jel elektroforez sistemi
Fraksiyon kollektorii

Isitma tablasi

Jel goriintiileme sistemi dansitometri
PCR cihazi

Syringe filters

Ultra santrifiij

UV-Visible spektrofotometre

Marka

Hettich Universal 30 RF

Rewco

Biorad Mini- Protean® Tetra Cell Protein Elektroforezi
Bio-Rad, Foxy 200

Eppendorf thermomixer

Biorad GS -800

Applied Biyosistems 2720 Thermal Cycler

Corning

Beckman coulter, Optima LE- 80K

Cecil
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5.1.3. Kullanmilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

5.1.4. Amonyum siilfat ¢okeltisinin ¢6ziinmesi ve diyaliz icin kullanilan ¢o6zeltiler:

1. 2 mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI1 PH:8: 0,294 gr CaCl, ve 3,152 gr Tris/HCI tartilip 800

ml distile suda ¢oziiliip 1000 ml tamamlanda.

2. (Diyaliz i¢cin) 2 mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI pH:8: 0,294 gr CaCl, ve 3,152 gr
Tris/HCl tartilip 800ml distile suda ¢oziiliip 1000ml tamamlandi.

3-Afinite kolonu i¢in; yikama tamponu olarak 1 mM CaCl, 20 mM Tris/HCI pH:8
Hazirlanis: 800ml distile suda 0,1576 gr CaCl, ve 3,152 gr Tris/HCI tartilip ¢oziindii ve 1000
ml tamamladi. Bu tampondan 800ml alinarak 4M (233,76 gr NaCl tartilip 800ml ¢6ziindii ve
1000ml tamamland1 ), 3M(175,32 gr NaCl tartilip 800ml ¢6ziindii ve 1000ml tamamlanda),
2M (116,88gr NaCl tartilip 800ml ¢6ziindii ve 1000ml tamamland) ve 1M(58,44 gr NaCl
tartilip 800ml ¢oziindii ve 1000ml tamamlandi) NaCl hazirlandi. Eliisyon tamponu olarak 1
mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI tamponu(0,14701 gr CaCl, ile 3,152 gr Tris/HCI tartilip 800ml

¢Oziindii ve 1000ml tamamlandz.) i¢inde %0,1 sodyum deoksikolat ile hazirlandi.
4-Iyon degisim kromatografisi icin; 1 mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI PH tambonu i¢inde

15mM, 400 mM NaCl (,14701 gr CaCl, ile 3,152 gr Tris/HCI tambonu i¢inde 0,8766 gr NaCl
ve 23,376 gr NaCl )
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5.1.5. Chibacron Blue Nonspesifik affinite kolonu i¢in kullanilan tamponlar

Affinite kolonu ile saflagtirma isleminde kolonun hazirlanmasi, 6rneklerin yiiklenmesi
ve kolona baglanan proteinlerin kolondan kopmasmi saglayan tamponlardir. Tiim tamponlar
hazirlandiktan sonra, ¢6ziinmeyen maddelerin kolona zarar vermesini engellemek i¢in 0.45 pl

filtrelerden gecirildi.

PBS (pH; 7,4)

Madde Konsantrasyon Miktar

Na,HPO4 20 mM 1,429 ¢

NaCl 300 mM 8,766 g

deiyonize su 500 ml’ye tamamlanda.
Madde Konsantrasyon Miktar
Tris-HCI 20 mM 3.152¢gr
CaCl2 I mM 0.14701gr
Triton-X100 % 0,1 1 ml
PBS 1L ye tamamlandi

5.1.6.Binding Buffer; kolona 6rnek yiiklemeden 6nce kolon matriksinin, pH ve iyon
durumunu dengeye getirir, kolon matriksinin maksimum oranda paraoksonaz enziminin
baglamasini saglarken, spesifik olmayan protein baglanmasmi da engeller. Ayrica protein

orneklerinin kolona yiiklenmesinde tasiyici rol oynar.

Binding /Equbilation buffer ( pH: 8,0)

Tris-HCI 20mM  3.152¢gr
CaClI2 1 mM 0.14701gr
TritonX-100 %1 1 ml
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5.1.7.Washing Buffer; Igerisindeki NaCl konsantrasyonu sayesinde kolona diisiik
iyonik giicte baglanmis paraoksanaz haricindeki proteinlerin kolondan ayrilmasimni saglayarak,
paraoksanazin yiiksek saflikta elde edilmesini saglayan en dnemli etmenlerden biridir. Bu

kolon i¢in sirasiyla 4M, 3M, 2M, 1M NaCl igeren washing buffer kullanild:.

Binding /Equbilation buffer ( pH: 8,0)

Tris-HCI 20mM 3.152gr

CaCl2 I mM 0.14701gr

TritonX-100 %1 10 ml

NaCl 4M,3M,2M, 1 M 233,76gr-175,33gr-116,88gr-58,44gr

Tablo 3. Bin ml de hazirlanmis . Washing Buffer

5.1.8.Eliisyon Buffer; kolon matriksine baglanan paraoksanazin kolondan ayrilmasmi
saglar. Bu islem eliisyon bufferin igerdigi Sodium Deoksikolat ile olmaktadir. Sodium

Deoksikolat, kolona bagli his guruplar1 ile yer degistirerek kolona baglanir, bu sayede his

iceren proteinler kolondan ayrilir.

Binding /Equbilation buffer ( pH: 8,0)

Tris-HCI 20mM  3.152gr
CaCl2 ImM 0.14701gr
TritonX-100 %1 10 ml

Sodium Deoxycholate %0,1  lgr

Tablo 4. Bin ml de hazirlanmis. Binding /Equbilation buffer ( pH: 8,0)

5.1.9. Protein miktar tayininde kullanilan tampon ve cozeltiler
Protein miktar tayininde Bradford metodu kullanildi. Bu metod i¢in kullanilan ¢6zeltiler

asagida verilen tabloya gore hazirland1.
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Bradford ayiraci

Coomassie Brillant Blue G-250 0,1 g

% 95 ‘lik etanol 50 ml
% 95°lik Fosforik asit 100 ml
deiyonize su 1L’ye tamamlandi

0,1 g Coomassie Brillant Blue G-250 50 ml % 95 ‘lik etanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozelti
izerine %95 ‘lik 100 ml Fosforik asit ilave edildikten sonra deiyonize su ile 1 L’ye

tamamlandi. 0,45 pm lik filtre ile filtre edildikten sonra 151k almayan bir siseye konarak + 4
°C’de saklandi.

Standart: 1 mg/ml BSA (bovine serum alblimin) i¢eren stok standart ¢ozeltisi kullanilarak

farkli miktarda stok igceren standartlar hazirland.
5.1.10. SDS PAGE elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

SDS PAGE elektroforezinde asagida verilen tampon ve ¢ozeltiler kullanilmastir.
1-%30 Akrilamid / %0,08 Bis akrilamid; SDS-PAGE jelininin ana bileseni olup,
polimerleserek jeli meydana getirir. Bu maddeler kullanim konsantrasyonuna bagli olarak

fakli biiyiikliikteki proteinlerinlerin birbirinden ayrilmasini saglar.

Akrilamid 30g
Bis akrilamid 0,8 g
Deiyonize saf su 100 ml’ye tamamlanda.

0.45 um filtre ile stiziiliip, + 4°C’de karanlikta saklandi.

2-1,5 M Tris-HC1 / SDS, pH=8,8; Ayirma jelinin hazirlanmasinda kullanilan

tampondur. Kullanmadan 6nce igerisinde bulunan SDS’den dolay1 kontrol edilmesi gerekir.

Tris baz 182 ¢
SDS 0,4 gr

Deiyonize saf su 100 ml’ye tamamlandu.
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0.45 um filtre ile stiziiliip + 4°C’de saklandi.

3- 0,5M Tris-HCV SDS, pH=6,8; Y1gma jelinin hazirlanmasinda kullanilir.

Tris baz 6,05 ¢
SDS 0,4 gr
Deiyonize saf su 100 ml’ye tamamlandi.

0.45 pum filtre ile stiziiliip +4°C’de sakland1.

4- %10 APS: TEMED’le beraber serbest radikal

polimerlesmenin meydana gelmesini saglar.

Amonyum persiilfat 0,1g
Deiyonize su 1 ml ¢oziiliir

Calisma oncesinde taze olarak hazirlandi.

molekiilleri olusturarak

5.1.11.Yiiriitme Tamponu, pH=8,3 (5X): Ornekleri jele yiiklendikten sonra, tank

icerisinde uygun iyonik bir ortam olusturup, protein molekiillerinin elektrik akimiyla hareket

etmesini saglar.

Tris base 15.1g

Glycine 72.0¢g

SDS 50¢g

Deiyonize su ile 1L’ye tamamlanda.

pH ayarlanmaz. Calisma yapilacagi zaman su ile 1X olarak diliie edilir.

5.1.12. 2X SDS PAGE Ornek Yiikleme Tamponu; icerisindeki B-mercaptoetanol

protein molekiiliindeki disiilfit baglarmin kopmasmi, SDS ise protein molekiiniin negatif

yiikle kaplanmasini saglayarak denatiire olmasmi saglar. Gliserol ve Bromo fenol ise

orneklerin jele kolayca yiiklenmesini ve jelde hareketinin goriintiilenmesini saglar.
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0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
Glycerol (100%)
B-mercaptoethanol
Bromophenol Blue
SDS

Deiyonize su ile

2.5ml
2.0 ml
0.4 ml
0.02¢g
04¢g

10 mI’ye tamamlandi.

Kiigiik tiiplere konulup, kullanincaya kadar -20 °C’de saklandu.

5.1.13. 1X SDS PAGE Ornek Yiikleme Tamponu; 2X SDS-PAGE tamponu

deiyonize su ile 1:1 oraninda diliie edilerek hazirlandu.

5.1.14. Boyama Cozeltisi; elektrik akimiyla jelde farkli seviyede yiirliyen protein

molekiillerinin goriintiilenmesini saglar. Bu islem ¢6zelti icerisindeki Comassie Brilliant Blue

(G-250 boyasmin protein molekiilleriyle baglanmasi sonucu olusur.

Coomassie Brilliant Blue G-250 0,1 g

Metanol
Asetik asit

Deiyonize su

+ 4°C’de karanlikta saklandi.

50 ml
10 ml

100 ml’ye tamamlanda.

5.1.14.Jel Yikama Cozeltisi; Jel yikama cozeltisi jel boyanmasi sirasinda, protein

molekiilii haricindeki jelde bulunan boyanin uzaklastirilmasmi ve protein bandlarinin jelde

ayirt edilmesini saglar

Metanol 50 ml
Asetik asit 10 ml

Deiyonize su 100 ml’ye tamamlandi.

+ 4°C’de sakland.
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5.2. METOD
5.2.1. Serum PON1 Enziminin Saflastirilmasi

Paraoksanaz Enzim saflastirilmasi i¢in Bayrak., 2008 metodu modifiye edilerek

kullanildz.

5.2.1.1. Serum Orneginin Hazirlanmasi

Saglikli goniillii kisilerden antekiibital ven yoluyla aliman antikuagiilan icermeyen tam
kan +4 °C’de 4000 rpm’ de 5 dk santriflij edilerek serumu ayrildi. Elde edilen serumda
PONT1’in paraoksonaz, arilesteraz aktivitesi otoanalizérde oOlgiildii ve Bradford metoduyla

protein tayini yapild.

5.2.1.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Proteinler ¢cok degerli elektrolitler olduklari i¢in iyonlara benzer sekilde hareket ederler.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir halde tutan su
molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan cekilir ve proteinler ¢oker (salting-
out). Gergeklestirilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri proteinlerin bu 6zellikleri esasina
dayanmaktadir. Serum PONI1 enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araligi Bayrak., 2008
yaptigi gibi %35-70 arasinda gergeklestirildi (bayrak., 2008 kaynak no:24-25). Coktiirme i¢in
kullanilan kat1 amonyum siilfat yavas yavas katilarak manyetik karistirici {izerinde bar ile

lyice ¢oziinmesi saglandi.

5.2.1.3. %35 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Elde edilen 20 ml serumu %35 amonyum siilfat doygunluguna getirmek icin 3,9 gr.
amonyum siilfat kullanildi. Sogukta 30 dakika manyetik karistirict ile yavasca karistirilarak
eklenen amonyum stilfatin ¢oziinmesi saglandi ve 60 dakika bekletildi. Daha sonra +4 °C’de
30.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Stipernatanin hacmi 6l¢iildii, protein ve aktivite tayini

yapilarak ikinci amonyum siilfat ¢oktliirmesine gegildi.
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5.2.1.4. %70 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

%35 amonyum siilfat ¢oktlirmesinden elde edilen 22 ml siipernatana 4,7 gr amonyum
siilfat eklenerek %70 amonyum siilfat doygunluguna getirildi. Bir saat bekletildikten sonra +4
°C’de 30000xg’de 15 dakika. santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatan atildi. Enzim igeren
aktif ¢okelti 2 mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI tamponunda pH 8 ¢oziildii. Son hacmi 6 ml olan
bu 6rnek bir gece boyunca, 1 mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI tamponuna kars1 gece boyunca
diyaliz edildi. Diyaliz sonrasi elde edilen 28 ml o6rnek liyofilizator  kullanilarak
kurutulduktan sonra 6 ml 2 mM CaCl,, 20 mM Tris/HCI] tamponunda pH 8 tamponu ile

coziildii. Konsantre edilen ornekte protein ve aktivite tayini yapildi.

5.2.1.3. Jel filtrasyon kromatografisi

Karisimdaki molekiillerin molekiil biiyiikliiklerinde gore ayrilmasi esasina dayanan
kromatografi teknigidir, Calismada HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR, (GE Healthcare) jel
filtrasyon kolonu kullanildi. Kolon kullanimi su sekilde gercgeklestirildi.

1. Saflastirma islemi oda 1sisinda yapild1.

2. Kolon fraksiyon kollektoriine baglandiktan sonra akis hiz1 10 ml/saat olacak sekilde

ayarlandi.
3. Kolon igerisindeki etanolii uzaklastirmak i¢in kolondan 100 ml saf su ge¢irildi.

4. Kolonu dengelemek i¢cin kolona Binding /Equbilation buffer (1 mM CaCl2, 20 mM
Tris/HCI) buffer yiiklendi. Kolondan akan fraksiyonunun absorbans ve pH’s1 buffer

ile ayn1 oluncaya kadar bu isleme devam edildi.

5. Protein Orneginin pH ortammi dengelemek icin; 5 ml protein Ornegi, 0.45 pl
filtrelerden gegirildikten sonra kolona yiiklendikten sonra, Ayni tampon kolondan
gecirildi.. Kolondan akan bindig tamponu 2 ml ‘lik fraksiyonlar halinde toplandi. jel
filtrasyonu sonunda toplanan tiiplerde aktivite ve protein tayini yapildi. Protein

derisimi taramalari, 280 nm’deki absorbans 6l¢timleri takibi ile yapilda.

6. Son fraksiyonda protein kalmayincaya kadar bu isleme devam edildi.Fraksiyonlar
toplandiktan sonra kolonun, bagka bir saflagtirma isleminde kullanilmasi i¢in rejenere

islemi yapildi.
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5.2.1.4. Birinci HiTrap AE Iyon Degistirici Kromatografi

Sephacryl 200HR jel filtrasyonu basamagindan elde edilen paraoksonaz aktivitesi iceren
tiipler birlestirilerek, tampon A ile dengelenen HiTrap AE Ion Exchange Cartridge (Supelco.)
kolonuna ytiklendi. Kolondan 20 ml A tamponu gecirilerek yikandiktan sonra, sonra jele
baglanmis enzim, akis hiz1 20 ml/saat olacak sekilde tampon A i¢inde hazirlanmis 0- 0,4 M

lineer NaCl gradienti ile elue edildi.

5.2.1.5. Cibacron Blue Non-spesifik Afinite Kromatografisi

HiTrap AE Ion Exchange kolonundan elde edilen paraoksonaz aktivitesi i¢eren tiipler
birlestirilerek, tampon A ile dengelenen HiTrap Blue HP (GE Healthcare) kolonuna yiiklendi.
Daha sonra kolon 90 ml/saat akis hizinda sirasi ile 4M, 3M, 2M ve 1M NaCl igeren tampon A
ile, daha sonra ise iyonik giicli azaltmak i¢in sadece tampon A ile yikandi. Kolona bagli enzim
%0,1 sodyum deoksikolat igeren tampon A ile elue edildi. Paraoksonaz aktivitesi igeren

fraksiyonlar bir sonraki basamakta kullanilmak iizere birlestirildi.
5.2.1.7.Protein miktar tayini

Bradford metoduyla protein miktar1 6lgiildii. Bu metod 0,1-200 pg protein Slgme

hassasiyetine sahiptir.

1. 1 mg/ml BSA (bovine serum albiimin) iceren stok standart ¢ozeltisi

kullanilarak farkli miktarda stok igeren standartlar hazirlandu.

2. 20 pl 6rnek ya da standart iizerine 980 pl Bradford ayiraci eklendikten sonra

vortekslendi.
3. Oda sisinda 10 dk inkube edildi.

4. Spektrofotometerede 595 nm okundu.
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5.2.1.8. SDS PAGE elektroforezi

Proteinlerin denatiire edilerek biiytikliiklerine gore ayrilmast SDS PAGE yontemi ile
yapilir. Bu yontem ile proteinler dimer, tetramer ya da molekiiler kompleks olustursalar bile
denatiire formlarinda monomer yapilar1 gozlenir. Yontem ile olusturulan jel proteinlerin

biiytikliik hesaplamasinda ve Western Blot’da kullanilabilir.

SDS PAGE jeli iki farkli 6zellikteki jelden olusur. Bunlardan ilki ayirma jelidir ve
proteinlerin asil olarak ayrimmin yapildigi jeldir. Sahip oldugu por capr dar olan bu jel
genellikle % 8-12 oraninda hazirlanir. Diger jel ise yigma jelidir. Bu jel daha genis por
biiyiikliigiine sahiptir. SDS’nin proteinleri tam olarak kaplamasi ve ayni hizada ayirma jeline

yonlendirmesi amaci ile kullanilir. Genellikle % 4-12 oraninda hazirlanir.

SDS PAGE isleminin adimlar asagida verilmistir.

1. Elektroforez camlar1 kullanilmadan 6nce su ve alkol ile yikanarak iyice temizlenir,
sonra camlar arasmda 0,75 mm olacak sekilde sistem olusturulur. Oncelikle jelin
hazirlanacag jel dokme aparati kurularak su ile test edilir. Sizdirma yapmiyorsa jel

hazirlanmaya baslanir.

2. Ayirma jeli hazirlanir, jeli hazirlarken en son asamada TEMED ve APS eklendikten

sonra camlara dokilir.

3. Ayirma jeli dokiildiikten sonra polimerlesmenin saglanmasi ve jelin iist kisminin diiz
bir sekil almasi i¢in 0,5 ml izopropanol ayirma jelinin iizerine hafif¢e eklenir 30-60 dk
arasinda oda 1sisinda jel polimerlestikten sonra, jel iizerindeki izopropanol kurutma

kagidiyla uzaklastirildiktan sonra su ile yikanip, kurutma kagidiyla su uzaklastirilir.

4. Yigma jeli, ayirma jelinin lizerine dokiildiikten sonra taraklar yerlestirilir. 30-45 dk

arasinda polimerlesme saglanir.
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10.

11.

12.

13.

Jel hazirlandiktan sonra; Protein 6rnegi 1:1 oraninda 2X SDS 6rnek tamponu ile
karistirildiktan sonra drnekler buz tizerinde tutuldu, sonra 5 dk 95 °C’de inkiibe edildi
(SDS oda 1sisinda eklendiginde protein Ornekleri proteazlar tarafindan pargalanir,
bunu Onlemek i¢in buz ilizerinde tutulur, proteazlar1 inhibe etmek icin kaynatilir).

Kaynama igsleminden sonra 6rnekler oda 1sisinda sogutuldu.

10,000 rpm ‘de 2 dk santrifiij edildikten sonra jele yiiklenir hale getirildi.

Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra kuyular 1X SDS elektroforez tamponu
ile yikanarak polimerlesmeyen monomerler uzaklastirildi.Ciinkii  kuyularda

polimerlesme olabileceginden dolay1 kuyulara 6rnek yiikleme islemi aksar.

Jeller tanka yerlestirildikten sonra i¢ kisim 1X SDS elektroforez tamponu ile

dolduruldu.

Ornekler kuyulara ayn1 miktar ve yogunlukta eklenir yoksa yan kuyucuklara yayilma
olabilir. Kuyucuklara fazla yiiklendiginde bandlarda bozulma goézlenir. Bu ylizden
kuyucuklara 20 pl den fazla 6rnek yiliklenmedi.

Protein biiytlikliiklerinin belirlenmesi i¢in belirte¢ olarak, Pageruler Prestained

marker1 (Thermo) kullanild1.

Jeller 6nce 100 V yiiritildli, bromofenol ayrma jeline geldiginde akim 120 V
¢ikarildi. Bu islem 2 saat siirdii. Calisma ortamunin 1sis1 10-20 °C arasinda olmali ve 5
%C’den diisik olmamalidir. Ortamm asir1 1smmasi bandlarin egri olmasma neden

olmaktadir.

Yiriitme islemi bittikten sonra i¢ kisimdaki tamponu alttaki tampon ile karistirmadan

dokiildii. D1s kistmdaki tampon bir kag kez daha kullanilabilir.

Camlar agilip jel ¢ikarildiktan sonra bir kdsesi isaretlenir sonrasinda boyama islemine

gecildi.
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14. Jel boyama ¢oOzeltisinde bir gece boyunca birakildi. Sonrasinda fazla boyanin
giderilmesi i¢in jel yikama c¢ozeltisine konuldu. Bandlar belirginlesip fazla boya

giderildikten sonra jel goriintiilendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulan

4.1.1.Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Bu amagla once standart grafik hazirlandi. Elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki
protein tayinleri Bradford yontemiyle yapildiktan sonra bu standart grafikten faydalanilarak

protein miktarlar1 hesaplandi (Sekil 4.1).
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Sekil 2.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin i¢in kullanilan standart grafik
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4.1. Serum PON1 Enziminin Saflastirilma Sonuclar

Paraoksonaz enzimi insan serumundan %35-%70 amonyum siilfat kesitlemesi,
HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR jel filtrasyonu, Cibacron Blue 3GA non-spesifik afinite
kromatografisi ve HiTrap AE lon Exchange iyon degistirici kromatografisi basamaklarini

iceren yontemle saflastirildi.

4.1.1. Amonyum siilfat kesitlemesi

Antikoagiilan madde icermeyen tiiplere alinan toplam kan orneginden alinan 20 ml
serum 0rnegi %35-%70 araliginda amonyum siilfat ¢oktlirmesine tabi tutuldu (Bayrak., 2008
kaynak No:24-25 ). Oncelikle serum &rnedi % 35 amonyum siilfat yogunluguna getirilerek
cokeltideki proteinler atildi. Bu islem sonrasinda elde edilen siipernatant % 70 amonyum
siilfat yogunluguna getirildi. Coken proteinler, 1 mM CaCl2 igeren 20 mM Tris/HCI (pH 8)
tamponunda ¢6ziildii ve 1 mM CaCl, iceren 20 mM Tris/HCI (pH 8) tamponuna kars1 bir gece
boyunca diyaliz edildi. Diyaliz sonras1 elde edilen 6rnek bir gece boyunca liyofilizator ile
kurutulduktan sonra 1 mM CaCl, igeren 20 mM Tris/HCI (pH 8) diliie edildi. %35-70 aras1
amonyum siilfat kesitlemesi basamagi ile PON1, paraoksonaz aktivitesine gore 1,25 kez

saflastirildi.
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4.1.2. HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR Jel Filtrasyonu

Diyalizden sonra liyofilizator ile konsantre hale getirilen 5 ml’lik %35-70 amonyum
siilfat kesitlemesi 6rnegi 1 mM CaCl, iceren 20 mM Tris/HCl tamponu (pH 8) ile
dengelenmis HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR akis hiz1 10 ml/saat olacak sekilde uygulandi
ve 2’ser ml’lik fraksiyonlar toplandi.

35

30

25

20

Aktivite U/ml)

15 * =&—PON

—i— PROTEIN
10

1357 911131517192528335052545659677678808284868890

Tiip numarasi

Sekil 2.2. Insan serum PON1 enziminin jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile
saflastirilmasindan elde edilen eliisyon grafigi

Paraoksonaz aktivitesinin saptandigi tiipler birlestirildi ve elde edilen eluat HiTrap AE

iyon degistirici kolonuna uygulandi. Bu basamaktaki saflagsma, baslangic basamagina gore,

paraoksonaz aktivitesi i¢in 16, arilesteraz aktivitesi i¢in 22 kez olarak saptandi (Tablo :1).
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4.1.3. HiTrap AE Iyon Degistirici Kromatografi

HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR jel filtrasyonu basamagindan elde edilen
paraoksonaz aktivitesi iceren fraksiyonlar 1 mM CaCl, igeren 20 mM Tris/HCI dengelenmis
iyon degistirici kolonuna yiiklendi. Akis hiz1 20 ml/saat olacak sekilde 1 mM CaCl, igeren 20
mM Tris/HCI tamponu ile yikama isleminden sonra, jele bagli enzim ayni1 tamponda 0-0,4 M
arasindaki lineer NaCl gradienti ile elue edildi. Kromatografide 2 ml’lik fraksiyonlar
toplanarak, bir sonraki basamakta kullanilmak tizere birlestirildi. Bu basamakta baslangica

gore paraoksonaz enzimi 44 kez saflastirildi
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Sekil 2.3. Insan serum PON1 enziminin HiTrap AE iyon degisim kolonundan eliisyon grafigi
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4.1.4. HiTrap Blue HP Non-spesifik Afinite Kromatografisi

HiTrap AE Iyon Degistirici kolonundan elde edilen ve paraoksonaz aktivitesi iceren
tiipler birlestirilerek, 1 mM CaCl, iceren 20 mM Tris/HCIl tamponu ile dengelenen HiTrap
Blue HP non-spesifik afinite kolonuna yiiklendi. Daha sonra 4 M NaCl iceren 1 mM CaCl,
iceren 20 mM Tris/HCI tamponu kolondan gecirildi. Daha sonra akis hizi1 60 ml/saat olacak
sekilde HiTrap Blue HP kolonu dnce sirasi ile 4M, 3M, 2M ve 1M NacCl iceren 1 mM CaCl,
iceren 20 mM Tris/HCl tampon ile, daha sonra ise iyonik giicli azaltmak i¢in sadece 1 mM
CaCl, igeren 20 mM Tris/HCI tampon ile yikandi. Paraoksonaz aktivitesi, %0,1 sodyum
deoksikolat igeren 1 mM CaCl, iceren 20 mM Tris/HCl tamponu ile elue edildi.
Kromatografide 2 ml’lik fraksiyonlar toplandi. PONT1 aktivitesi iceren fraksiyonlar bir sonraki
basamakta kullanilmak tizere birlestirildi.Bu basamakta saflagsma, baslangic basamagina gore

paraoksonaz aktivitesi i¢in 70, arilesteraz aktivitesi i¢in ise 100 kez olarak bulundu (Tablo 1).
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Sekil 2.4. Insan serum PON1 enziminin HiTrap Blue HP kromatografisi yontemi ile saflastirilmasindan elde
edilen eliisyon grafigi
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4.1.5. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin
Kontrolii

Insan serumundan elde edilen paraoksonaz enzimi numunelerinin, amonyum siilfat
cokelegi, jel filtrasyon, iyon degisim, ve afinite kromatografisinden elde edilen eliiatlardaki
enzimlerin safligm1 kontrol etmek i¢cin SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla
elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii.

Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 3.1 de gosterildi.

Sekil 3.1. Farkli saflastirma basamaklarindaki 6rneklerin SDS-poliakrilamid jel Elektroforezi
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Sekil 3.2. Farkli saflastirma basamaklarindaki 6rneklerin

e

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
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Saflastirma «

Basamaklan - e & g -
L ~ E = = o = .; —~ % L < = Z
A= o R= et o =2 - -y
:E | 2 SE | 8E |ZE |ZZEE |23
S5 |22 =8 |35 |£E5 3 |53
<2 =E|£E |2E |£2 |2a%E 2 | S

Serum
115,2 20 68,3 1366 2304 1,7 100 1

Amonyum

siilfat

coktiirmesi 415,5 5 172 860 2077,5 24 190,2| 14

(%35-70)

Sephacryl S-

200 HR jel

filtrasyon 35 42 1,05 44,1 1470 33,3 |63,8| 19,8

kromatografisi

HiTrap AE

Iyon Degistivici |y ,5 | 19 | 038 | 684 | 7245 | 1059 [314] 628

Kromatografisi

HiTrap Blue

HP Afinite | 2954 | 20 | 0,085 | 1,7 | 5908 | 3475 |25.6 | 206,0

Kromatografisi

Tablo.1 : Saflastirma Basamaklar1
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7. TARTISMA ve SONUC

Serum paraoksonaz enzimi (PONI1), organofosfatlarin hidrolizini katalizleyen
kalsiyuma bagimli bir esterazdir. Karaciger bobrek, bagirsak gibi ¢esitli dokularda ve ayrica
HDL bagimlh olarak serumda bulunur. PON1’un dogal fizyolojik substratlar1 tamamen
bilinmemekle birlikte enzim aktivitesini izleyebilmek amaciyla sentetik substratlar
kullanilmaktadir. PON1 aktivitesinin miyokard enfarktiisii, ailesel hiper kolesterolemi ve
diabetusmetillus hastalarinda saglikli hastalara nazaran azaldigi tesbit edilmistir. PON’un
organofosfat toksisitesini azalttig1 onerilmekle birlikte fizyolojik rolii hala bilinmemektedir

(105,111).

Son yillarda yapilan calismalar, PON1 ezimlerinin fizyolojik 6nemini aydinlatmaya
yonelik caligmalarin Onlimiizdeki yillarda artarak devam edeceginin sinyalini vermektedir.
Hayvan model ¢alismalarindan bellidir ki PON1’in bilinen aktiviteleri gergekten fizyolojik
oneme sahiptir. Spesifik organofosfatlarin PON1 tarafindan hidrolizi fizyolojik olarak ¢ok
onemlidir. Bir A-oksonaz ailesi {iyesi olan paraoksonaz, asetil kolin esteraz inhibitorlerini
kolin esterazlara baglanmadan Once parcalarlar ve busebeple insanlar1 diisiik dozlardaki
organofosfat pestisitlerin zararlarindan korur. Bugiin diinya ¢apinda her yil 220.000 insanin
bu tiir maruz kalmalardan dolay1 hayatim1 kaybettigi tahmin edilmektedir. Pestisitlerin
kullanildig1  ¢evrelerdeki insanlar daha yiiksek risk altindadirlar. Ayrica lipid
metabolizmasindaki rolii ne olursa olsun diisiik PON1 seviyeleri vaskiiler hastaliklar icin

onemli bir risk faktoriidiir (106,107,108,109,110,111).

Yaptigimiz bucalismada insan serumda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak PON1
enziminin farkli kromatografik metotlar denenerek saflastirilmas: ve aktivitesinin arastirilmasi

amaclanmistir.

Calismada enzimin saflastirilmasi1 islemi Bayrak., 2008 metodu modifiye edilerek
kullanildi.Serum numuneleri i¢in %35-%70 amonyum siilfat ¢oktiirmesinde elde edilen
numuneler i¢in jel filtrasyon ve Birinci HiTrap AE Iyon Degistirici Kromatografi ve Cibacron
Blue Non-spesifik Afinite Kromatografisi ~ ve Ikinci HiTrap AE Iyon Degistirici
Kromatografisitekniklerinin kullanilmasidir. Biitiin saflastirma islemleri sirasinda sicaklik
+40C’de tutulmasi gerektiginden islemler soguk ortamda gerceklestirilmistir. Boylece sicagin

sebep olacagi enzim aktivitesindeki kaybin Oniine gecilmistir.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesi uzun zamandan beri bir¢ok bilim insani1 tarafindan kullanilan
kismi saflagtirma metodudur.%35-%70 amonyum siilfat ¢oktiirmesinde sonra eldeedilen enzim
cozeltisi diyaliz edildi. Boylece enzim ¢ozeltisinden iyonlar uzaklastirildi ve jel filtrasyon kolona

tatbik edilerek enzimin kolona tutunmasi kolaylastirilmis oldu.

Enzimlerin aktivitesini etkileyen bir¢ok faktorler vardir. Bu faktorler en onemlisi pH,
sicaklik bundan dolay1 enzim saflastirma ¢aligmalarinda ortam sicakligi 6nem arz etmektedir.Bu
faktorler disinda diger faktorler arasinda substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu,
allosterik etkiler, iyonik siddet, hormonlar ve bazen amino asitler, inhibitér veya aktivatorlerin

varligi sayilabilir.

Ponl enzimini saflastirmak i¢in kullandigimiz yontemde Once enzim c¢ozeltisi
HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR igeren jel filtrasyon kolona tatbik edilerekKolon fraksiyon
kollektoriine baglandiktan sonra akis hizi 10 ml/saat olacak sekilde ayarlandi. Bu basamakta
elde edilen paraoksonaz aktivitesi iceren tiipler birlestirilerek HiTrap AE Ion Exchange
Cartridge(Supelco.) kolonuna yiiklendi. HiTrap AE lon Exchange kolonundan elde edilen
paraoksonaz aktivitesi igeren tiipler birlestirilerek HiTrap Blue HP (GE Healthcare) kolonuna
yiiklendi. HiTrap Blue HP Afinite kolonundan elde edilen paraoksonaz aktivitesi igeren
fraksiyonlar birlestirilerek, HDL’ye bagli PON1 enzimini soliibilize etmek amaciyla son
konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde Triton X-100 ilave edildi. Daha sonra %0,1 Triton X—
100 iceren tampon A ile dengelenmis HiTrap AE Ion Exchange kolonuna aktarildi.
Eliisyondan sonra ¢ikan fraksiyonlarda aktivite ve protein tayini yapildi. Enzimlerin safligini
kontrol etmek i¢in sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jelelektroforezi (SDS-PAGE)
yapilmistir. Jelde tek bandin gozlenmesi ile insan serumundan elde edilen PON1 enzimlerinin

saf olduklar1 ispatlanmistir (Sekil 3.1.)

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1.Her iki yontemle de enzim saf halde elde edilmis ve saflastirma basamaklarindan elde
edilen sonuglarin literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
2.Calisma sonucunda insan serum PONI1 enzimi % 25,6 verimle 206,0 kat saflastirila

bilmistir. Enzimin saflig1 elektroforezle kontrol edilerek tek bant gézlenmistir.
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