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OZET

MEME KANSERLI OLGULARDA PARAOKSONAZ (PON1)
POLIMORFIiZMINiN BELIRLENMESI

Mustafa Oguzhan Kaya
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah
(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danismani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
(ikinci Damsman: Doc. Dr. Selma SINAN)
Balikesir,2009

Bu ¢alismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitelerine sahip insan serum
Paraoksonaz 1 (PON1) enziminin meme kanserli olgularda aktivitelerinin tiirlemesi
yapilarak kontrol grubuyla karsilagtirlmistir. Bazal PON1 aktivitesinde kontrol
grubuna gore istatistiki bir azalma oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubundaki

fenotip dagilimi AA %14, AB %37, BB %49 olarak tespit edilmistir.

Ayrica kanserli olgulardan elde edilen serum havuzundan PONI enzimi,
Sepharose 4B-L-Tirozin -9-Aminofenantren kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak
saflagtinnlmistir. Saflastirilan enzim SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde (Sodium
Dodecyl Sulphate, PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 43 kDa molekiil agirligina
sahip tek bir bant olarak elde edilmistir. Enzimin kinetik sabitleri (Ky ve Vyax.)
Lineweaver-Burk yontemi ile saptanmistir. Ky ve Viax. degerleri sirasiyla 0,227

mM ve 62 U/ml.dak. olarak bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Paraoksonaz (PON1), Polimorfizm, Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi, Meme kanseri, LDL oksidasyonu


http://www.biyoportal.com/forum/index.php?PHPSESSID=7fa0fa24d49be013859fc79312cb1fd9&topic=92.msg102#msg102
http://www.biyoportal.com/forum/index.php?PHPSESSID=7fa0fa24d49be013859fc79312cb1fd9&topic=92.msg102#msg102

ABSTRACT

DETERMINATION OF PARAOXONASE (PON1) POLYMORPHISM ON
BREAST CANCER CASES

Mustafa Oguzhan KAYA
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(Msc. Thesis / Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Cosupervisor: Associated. Prof. Dr. Selma SINAN
Balikesir, 2009

In the present study, the activities of human serum Paraoxonase 1 (PON1)
enzyme, which has the activities of antioxidant and detoxification on breast cancer
cases, were determined and compared to the control group. It was found that basal
activity of PON1 statistically decreased compared to the control group. The
phenotype distribution in the control group was determined as AA 14%, AB 37%,
BB 49%.

In addition, the PON1 enzyme obtained from the serum pool in the cancer
cases was purified by using the gel having the chemical structure of Sepharose 4B-L-
Tirozin-9- aminophenanthrene. SDS- Polyacrylamide gel (Sodium Dodecyl Sulfate,
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) as a one single band of 43 kDa molecule
weight. The kinetic constants of the enzyme (Ky and Viuax) were determined by
Lineweaver-Burk method. Ky and Vuax values are found as 0,227 mM and 62

U/ml. min. respectively.

KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Polymorphism, Hydrophobic
Interaction, Chromatography, Breast cancer, LDL oxidation
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PON) karacigerde sentezlenen, organik fosforlu bir insektisit
olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip A-
esterazlar grubundan bir serum esterazdir [1,2]. Enzim, paration disinda diizopropil
florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu insektisitlerle, yine ayn1 kimyasal gruptan
olan sarin, tabun gibi sinir gazlarinin; g¢esitli karbamatlarin; fenilasetat, 4-nitrofenil
asetat, 2-naftil asetat gibi bircok aromatik karboksilik asit esterlerinin hidrolizini de
katalize etmektedir. PONI1, HDL’ye bagli, organofosfat ajanlar1 (OP) ve LDL’nin
oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna ve bakteri endotoksinlerine karsi
koruyucu rol oynayan 6nemli bir enzimdir. LDL’nin oksidasyonu arteroskleroz
siirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi, paraoksonaz (PON) enzimin antioksidan

6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [3,4].

Memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima sahip olan PON proteinleri,
baliklarda, kuslarda ve eklembacaklilar gibi omurgasizlarda mevcut degildir [5].
Memelilerde, en azindan insanlarda ve farelerde, ayn1 kromozom iizerinde birbirine
komsu ii¢ ayr1 PON geni (PONI, 2, 3) bulunmaktadir. Farelerde 6. kromozom
tizerine yerlesen PON genlerinin, insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, q 21.3
ile q 21.1 bolgesinde lokalize olduklar1 bildirilmektedir [6]. Yapisal yonden biiyiik
benzerlikler gosteren bu genlerden PON1’e yonelik c¢ok yogun calisgiimalar
yapilmaktadir. PONI, fizyolojik substratlarinin belirlenmesi ve arterosklerozis ile
iligkisinin ortaya konmasi nedeniyle, PON2 ve PON3’e gore nispeten daha 1yi
aydinlatilan gendir [4]. PONI1 geni, Q/R 192 ve M/L 55 olmak iizere iki énemli
polimorfizm gostermektedir. Bunlar i¢inde en yaygin Q/R 192 polimorfizmidir.
Ciinkii PON1 enzim aktivitesindeki bu polimorfizm substrat bagimhdir ve farklh
etnik kokenli popiilasyonlara gore degiskenlik gosterdigi yapilan caligmalarla

gosterilmistir [7].



PON proteinlerinin amino asit sekanslar1 arasinda % 60 oraninda benzerlik
oldugu bildirilmektedir. Bununla beraber, PON proteinleri dokulardaki
ekspresyonlarina ve dagilimlarina gore, birbirinden farklilasmaktadirlar. PON1’e ait
mRNA’nin karacigerin yani sira bobrek, kalp, beyin, ince bagirsak ve akciger
dokularinda da bulundugu gosterilmis ve PON1’in, bu dokularin hepsinde endotelyal
tabakada lokalize oldugu, immunohistokimyasal yontemlerle tayin edilmistir.
Hemen hemen tiim dokularda goriilen ve PON1 mRNA’ya gore, dokular arasinda
daha genis bir dagilim gosteren PON2 geninin protein irlinleri heniiz
bilinmemektedir. Son yillarda tavsan K¢’i ve serumundan saflastirilan ve bir
laktonaz oldugu tanimlanan PON3 gen {iriiniiniin; en ¢ok plazmada, HDL yapisinda

bulundugu bildirilmektedir [8,9].

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1)

Paraoksonaz, Aldridge siniflama sistemine gore A grubu arildialkilfosfataz
smifi ester hidrolaz enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme
0zelligi nedeni ile toksikoloji alaninda ¢alisilmisg, son yillarda ise antioksidan etkileri
nedeni ile kroner kalp hastaligi riskinden korunulabilecegi diisiiniilerek giincellik
kazanmistir [10]. Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-
nitrofenil asetat, propiyonat ve biitiratt hidroliz eden A-esteraz olarak teshis
edilmistir. Insan serumunda ilk kez 1961°de Uriel tarafindan elektroforez sonrasi
HDL immunopresipitatlarinda saptanmistir [11]. Mackness ve arkadaslar 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
tasindigin1 ortaya koymuslardir [12]. Saflastirilmis sigir serum paraoksonazinin
lipidlerle iliskili ve HDL ile ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugunu gostermislerdir.
Saflastirma sirasinda apo A-I’in paraoksonazdan ayiriminin zor olmasi, ikisinin siki
iligskili oldugunu diislindiirmiis ve HDL kolesterol tayini sirasinda lipoprotein
fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamislardir [11]. Enzim; paraokson, metil
paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek derecede secicilik gdsterdigi igin,
paraoksonaz olarak adlandirilmistir.  Mackness ve arkadaslari, PON’un HDL
tizerinde Apo A-I’e bagiml olarak aktivite gosterdigini ve 1991 yilinda LDL



tizerindeki lipoperoksit birikimini azalttigini bulmuslardir [12]. Aym1 zamanda
Macness ve arkadaslar1 farkli populasyonlarda (Fransiz, Sudanli vs) polimorfizm
analizleri yapilarak, allellik formlar1 belirlenmis ve populasyon calismalari enzim
aktivitesiyle HDL, Apo A-l, Apo A-II arasinda istatistiksel iliski gosterilmistir [12].
Immunoafinite kromatografi calismalar1 insan serum paraoksonazinin gergekte
Apolipoprotein A-1 ve Klusterin (apolipoprotein J) igeren HDL tipleri ile iligkili
oldugunu ve PON’un total HDL’nin ¢ok kii¢iik bir bdliimiinii olusturdugunu

gostermistir [10,12].

Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda
enzim aktiviteleri incelenmis, lipoproteinler ve lipid peroksidasyonu arasindaki

iliskisi arastirilmig, enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir [13].
1.2 Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nin (IUBMB) enzim
isimlendirmesinde paraoksonaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) sahiptir.
1990’11 yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak yalniz fenolik
esterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasilmig ve EC
3.1.8.1 ile tanimlanmistir [13]. Paraoksonaz enziminin, A grubu arildialkilfosfataz
siifi bir ester hidrolaz enzimi olmasi nedeniyle sistematik adi arildialkilfosfatazdir.
A esteraz grubunda yer alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin dl¢iimiinde ilk olarak

paraokson substrati kullanildig i¢in paraoksonaz adini almistir (Sekil 1.1) [14].

|
Et—0

\P
B0/

—0 NOy

Sekil 1.1 Paraoksanin kimyasal yapis1 (O,0-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 {irinli olan paraoksani kataliz etme yetenegine sahiptir.
Paraoksan organizmaya zararli olup pestisit olarak kullanilmaktadir. Paraoksanin,
paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu paraoksana oranla goreceli olarak daha az

zararli p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur (Sekil 1.2) [10].

ﬁ 0
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>P —0 @NGZ — > \P —0 @NGZ —
Et—0 Metabolizma Et—0 / Paraoksonaz

Paration Paraoksan

E OO
N
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0,0 detil hdroksi fosfat

Sekil 1.2 Paraoksonaz enzim mekanizmasi

1.3 Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda q21.3 ve
q22.1 arasinda bulunmaktadir [12,15]. ilk olarak memelilerde tanimlanan PON ve
PON ile iligkili genler, sonralar1 kiimes hayvanlari, zebra balig1 ve omurgasizlardan
Caenorhabditis elegans’ta bulunmustur [11]. Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2
ve PON3 olmak iizere bilinen ii¢ iliyeye sahiptir. Bu genler biiylik yapisal
benzerlikler gostermektedir ve ortak evrimsel Onciilden gen dublikasyonlarinin
meydana gelmesiyle olusur. Memeli tiirleri icersinde PON1, PON2 ve PON3

aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid diizeyinde % 70 benzerlik gosterir. Bununla



birlikte memeli tiirleri arasinda bu {i¢ genin her biri aminoasit diizeyinde % 79-90,
niikleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik gostermektedir. PON1, PON2 ve PON3 ile
karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan 105 aminoasit ig¢inde ii¢ niikleotid
rezidiistiyle ayrilir [12,16]. PON2 ve PON3, PON1 kadar aydinlatilamamistir [4,13].
PON2 diger iiyelerden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin,
karaciger, bobrek ve testis gibi pek ¢ok dokuda sentezlenmektedir. PON3, tavsan
HDL’si iizerinde lokalize olan laktonaz aktivitesi ile tamimlanabilmistir [4,14].
PON3 enzimi de PON1’e benzer sekilde biiyiik cogunlukta karacigerden sentezlenir
ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3 daha diisiik seviyelerde
bobrekte sentezlenmektedir. PON3 geninin mRNA’s1 ve proteinine insanlardan

farkl olarak sicanlarin makrofajlarinda rastlanmistir [17,18].

1.3.1 PONT’in Biyokimyasal Yapis1

PON1, 43-45 kDa molekiill agirligina sahip 354 aminoasit igeren bir
proteindir [16, 19]. Her molekiil total agirligin %15.8’ini olusturan {i¢ karbonhidrat
zinciri icermektedir. Izoelektrik noktas: 5.1°dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 18sin
icerigi disinda bir Ozellik gostermez [16]. Yapisinda yer alan 3 sistein (Cys)
rezidiisiinden 284’teki serbest iken 42 ve 352. sistein rezidiileri arasinda disiilfit bag
bulunur. In sitii hibridizasyon ¢alismalari ile PON1 geninin, 7. kromozomun uzun

kolu tizerinde q21-g22’ de bulundugu gosterilmistir [10,12].

PONT1’in ince yapist 4 adet zincirden olugsmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir (Sekil 1.3). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki
disiilfit kopriisti ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini kazanir [21]. N terminal ve C
terminal uc¢larinin bu sekilde kovalent baglanmasi b-kirmali yapili enzimlerde nadir

gortliir.

Ug boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7.4A° aralikli iki adet
Ca*? iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal 6zellikli olup yapidan
uzaklagtirilmas1 donilistimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [22]. Digeri ise

katalitik etkinlikte rol oynar. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A° uzaklikta 5 adet



aminoasit rezidisii (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim
halindedir. Aymi kalsiyum iyonu bir su molekiilii ve fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir. PON1’in yapist 6 adet B-kirmali tabaka ile merkezdeki Ca*?
iyonlar1 acisindan diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik
gostermektedir [23]. Ancak, PONL1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi
gosterirken, DFPase sadece fosfotriesterase aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu
iki enzimin aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [24]. PONI1’in aktif
bolgesinde diger B-kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H2 ve H3)
yapilar1 vardir (Sekil 1.3). Bu yapilar ayn1 zamanda sonlanma noktalar1 olup, aktif
bolgenin korunmasi ve enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere sahiptir.
PONI sentezlendiginde monomerik yapr seklindedir. Enzim, HDL’ye
baglanamadig1 zaman oligomerizasyon gerceklestigi belirlenmistir. Bu olay in vitro
deterjanli ortamda H2 ve H3 heliksleri ile deterjan misellerine baglanarak gerceklesir

[25].

Sekil 1.3. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu goriiniimii. (a) B-kirmali tabakalar ve

(b) hidrofobik bolgelerin (H1, H2, H3) B-kirmali tabakalara goére durumu [18].

PONI iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bdlgesi vardir. Iki tanesi
(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise ylizeye bakan
bolgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PONI memeli hiicrelerinde ekspre
edildikten sonra bu noktalardan glikozillendigi gozlenmistir [25]. PON ailesinin



hidrolitik aktivitesi icin, glikolizasyonun aktiviteyi 6nemli oOlgiide etkilemedigi
saptanmistir [26,27]. Ancak enzimin yapisinda bulunan bu karbohidrat molekiilleri
spesifik olmayan hiicre membranlarina baglanmada veya kararligi ve ¢oziiniirliigi

arttirmada etkili olabilecegi agiktir [28,29].

1.3.2 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde bulunan His-His ¢ifti, kalsiyum iyonu ve su

molekiilii, esteraz aktivitesinde dnemli rollere sahiptir (Sekil 1.4).

H H
His134 \/ His134 /
NT e
\\ ‘
\ H
H \ -
His115 P L IV —— O\/ * ROH

Sekil 1.4. Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [35]

Katalitik etkinlik gosteren Ca™® iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bdlgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiclinii arttirir. Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks

tetrahedral bir diizlem sonucu Ca*? tyonu ile kararli kilinir. Olusan yapidaki Ca*



iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin {izerine

yikilir ve ester bagi kopar.

PON1’in mekanizmasin1 agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi i¢in 2-
naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in paraoksan substratlar1 kullanilmistir. Bu
substratlarin optimum pH araliklar1 saptanmis ve substratin yapisinda bulunan yan

zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucu bulunmustur [30].

1.4 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar:

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgilliigii gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. S6z konusu aktivitelerin tiimiiniin tek
bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gergeklestigi, substrat

seciciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir.

Son yillarda PONI’in arterosiklerozisin ~ Onlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [31, 32, 33]. PONI1 ozellikle
LDL ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini oOnleyerek ve lipit peroksitlerini
metabolize ederek arterosklerozise karsi koruyuculugunu, sahip oldugu laktonaz
aktivitesi ile gostermektedir [34, 35]. S6z konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar
degisen lakton halkasi ihtiva eden en az 30 c¢esit laktonu hidrolizleyebilmektedir.
Alifatik lakton substrati olan 6-valerolakton (6 halkali lakton), y-butirolakton (5
halkal1 lakton) ve e-kaprolaktondan(7 halkali lakton) daha hizli hidrolizlenmektedir.
PONI1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi, alifatik laktonlara oranla daha fazladir
ve daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi ¢ekicidir ki, pek ¢ok ilacin etken
maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton halkasinda a ve B ¢ift bagi olmasina
ragmen PONI1 tarafindan hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin

hidrolizlenmektedir [36,37] (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Lakton hidrolizi [19]

Onceleri PON1’in yapisinin ve substratlarla olan iligkisinin belirlenmesinde
yapi-aktivite analizi iizerine ¢aligmalar yapilmistir.  Bu konuda ilk olarak,
Augustinson ve Ekedahl aromatik halkali veya ¢ift bagli aromatik esterlerin PON1
tarafindan hidrolizlendiklerini bulmustur. Bu reaksiyonda PON1’in substrat olarak
kullanacag1 esterin karbon-karbon cift baginin birbirine ¢ok yakin olmas1 gerektigi
tespit edilmistir [38]. Ayrica, yapilan bir bagka calismada, vinil asetat ve A®-
siklopentil asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan
asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenememesi bu Oneriyi desteklemektedir [34].
Lakton halkasinin olusturdugu uzaysal yapi, bu yapiyr igeren bazi substratlarin
enzimin aktif merkezine girmesini saglayarak etkilesmelerine ve hidrolizlenmelerine
izin verir. Bu etkilesim benzer sekildeki i¢te bulunan ester formlar1 i¢in miimkiin
degildir. Ornegin etil asetat PONI ile hidrolizlenmezken, aym sayida atom ve ester

yapis1 gosteren y-biitirolakton iyi hidrolizlenmektedir [34,39].

PONI1 enziminin laktonaz aktivitesi i¢in 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti oldukc¢a 6nemlidir. Bu serbest sistein rezidiisiinlin, s6z konusu enzimin
LDL’nin okside olmasini 6nlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz
aktivitesi araciligryla LDL ve HDL fosfolipitlerinin yilikseltgenmeye karst korudugu
diisiiniilmektedir [40,41]. Sorenson ve arkadaslar1 284. pozisyonda bulunan serbest
sistein rezidiisiiniin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli olmadigini

gostermislerdir [42]. Ancak aktif merkezdeki histidin rezidiilerinin paraoksonaz ve



arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gdstermesinde ¢ok gerekli oldugu gosterilmistir

[43].

PON1 baz1 lakton ve karbonat esterlerini i¢eren ilaclar1 ve ila¢ 6n maddelerini
de hidrolizleyebilmektedir. Ornegin, diiiretik bir ilag olan spironolakton ve 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitorleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin bu enzim tarafindan hidrolizlenir. Onceleri yapilan ¢alismalarda bu
hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz inhibitorlerinin hidrolizlenmesi s6z konusu
enzimin statinaz aktivitesi olarak tanimlanmistir [44,45]. Ayrica PONI
glukokortikoid d-laktonlarin [46] sistemik metabolize edilmesinde ve on ilag
maddesi olan karbonat ester yapisindaki prulifloksasinin aktivasyonunda rol
oynamaktadir [47]. Bunun gibi PONI’in laktonaz aktivitesinden baslica yOnetici
ajanlarin metabolize edilmesinde ve bunlarin istenmeyen yan etkilerinin
azaltilmasinda yararlanilmaktadir [46]. Laktonlarin isosterik formlari olan laktamlar
oksijen halkasi yerine azot halkasi ihtiva ederler. Laktamlar PON1’in substratini
olusturmazlarken enzimi inhibe ederler. /n vitro calismalarda §-valerolaktam, e-
kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi laktamlar PONI1 enziminin gigli
inhibitorleridir [48].

Insan serum PONI enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.6) [49,50] ve soman, sarin ve
tabun gibi organofosfat sinir ajanlarimi hidrolizleyebilmektedir (Sekil 1.7) [51,52].
Insan saghg acisindan organofosfatli bilesikler ise terdrizm tehdidi kadar bir
cevresel risk olusturur [53]. PONI enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu

olmasinin en 6nemli nedenlerinden biri budur.
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Sekil 1.6 Insektisitlerde yaygin kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi [39]
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R1=N(CH3), R,=CH,CH; X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R,1=CHj R,=CH(CHz), X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

R;=CHs R,=CH(CH3)C(CHg); X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 1.7 Sinir gazlarinin hidrolizi [39]

Bu aktivitelerinin yaninda PON1 enzimi siniflandirilmada yer aldigi A-
esteraz grubunda bulunmasi1 ile fenilasetat gibi ester substratlarini da
hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik

ester substratlar1 arasindadir (Sekil 1.8) [54,55,56].
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Sekil 1.8 Aromatik esterlerin hidrolizi [39]

1.41 PONT’in HDL’ye Baglanmasi

PONI1 ve PON3 karacigerde sentezlendikten sonra kana salinir, orada spesifik
olarak HDL’ye baglanir. HDL periferal hiicrelerden kolesteroliin taginmasini
saglayan ve kendisine bagl platelet aktive eden faktor, PON1, LCAT ve PON3 gibi

enzimler ile LDL nin yiikseltgenmesini onler [56,57].

HDL yaklasik 10 nm capinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde dncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
A1l ve aromatik heliksler yer alir [58]. HDL’ye bagli olan enzimlerden ilk kez {i¢
boyutlu yapis1 aydinlatilan PON1 enzimidir [59,60]. PONI1 hidrofobik N terminal
ucuyla sonlanir, H, ve H; hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana
baglanma yiizeyi olusturular [61,62]. Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan

zincirleri ile olusturduklar yap1 karakteristigi ile HDL ara yiizeyine girebilmektedir
[63].
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1.4.2 PONT’in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PON1 sentezi karacigerde gerceklestiginden dolayi, serumdaki PONI1
seviyesini belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PON
seviyesi ve aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [64]. 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 lizerinde en 6nemli
polimorfizm -107 pozisyonundadir [65,66]. PON1 sentezinde 6nemli olan bir diger
faktor karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica PON1’in karacigerden

sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir [67,68].

PONI karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde
mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdlgesi
olmas1 gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bolgesi baglamada belirleyici oldugu
kadar salgilanma prosediiriinde de 6nemli role sahiptir [69,70]. Yapilan ¢aligmalarda
hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit hiicresine katilarak PON1
sentezlendikten sonra hiicre zarinin dis yiizeyine baglandigi gosterilmistir [71].
PONI1 karacigerde sentezlendikten sonra da 6énce mikrozomlara, daha sonra hiicrenin
dis yiizeyine baglandig1 diistiniilmektedir [72,73]. Hiicrenin zarinin dis yiizeyinden
salinmas1 ve HDL’ye baglanmasi tesadiif degildir, bu baglanmada fosfolipit
kompleksi onemli rol oynamaktadir ve LDL PON1’in hiicreden salinmasina ve

kendisine baglanmasi i¢in fosfolipit igerigi yeterli degildir [71,72].

15 PONL1 Polimorfizmi

Simdiye kadar yapilan caligmalarda, bir kismi PONI1 geninin kodlanma
bolgesinde, digerleri intronlarda ve genin diizenleyici yani promoter bolgesinde

olmak iizere 160’dan fazla polimorfizm tespit edilmistir [74]. PONI1 enzim
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aktivitesindeki polimorfizm farkl etnik kokenli dagilimlara gore degiskenlik gosterir
[75]. 1lk olarak 1973°de Von Mallinckrodt ve arkadaslari tarafindan enzimin genetik
polimorfizm gosterdigi ve enzim aktivitelerinin trimodal dagilima sahip oldugu
gosterilmistir [76]. Daha sonra 1976’da Playfer ve arkadaslar1 PON1’in insanlar
arasinda diisiik, orta ve yiiksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim gdsterdigini daha
detayli bulgularla aciklamistir [77,78]. Paraoksonaz aktivite polimorfizminin
molekiiler temeli, PON1’in kodlanma bélgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar
sonucu iki aminoasitin yer degistirmesi ile iligkilidir. Bu mutasyonlarda birincisi
kodlanma bdlgesindeki 192. kodonda glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimdir
[79]. Bu PON1 aktivitesindeki polimorfizm substrata bagimlidir. Kodlanma
bolgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda l6sinden (L), metiyonine (M) olan
degisimdir (Sekil 1.9). Bu mutasyonun PONTI’in aktivitesi lizerinde etkisi ¢ok az
iken, serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit edilmistir [80,81]. PONI1’in R
allelinin kodlandig1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele gore sekiz kat
daha yiiksektir [82]. Ayrica PON1 Q formu yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin
metabolize edilmesinde R formundan daha etkilidir [83]. Bu genetik polimorfizm
serum protein konsantrasyonunu da etkiler. Homozigot R bireyler homozigot Q’ya
gore daha yiiksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [84]. Farkli populasyonlardaki
polimorfik dagilim bireyler arasinda varyasyona neden olur [85]. PONI
allozimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile fenotipleme
metodlar1 gelistirilmistir. 1k olarak 1983’te Eckerson tarafindan iki izoenzimin tuz
ve pH’a farkli yanitlarin1 temel alarak iki fenotip tanimlanmistir [5]. Tuz (NaCl)
varhiginda homozigot R allozim (RR) paraoksana karsi daha yiiksek enzim

aktivitesine sahiptir.
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Sekil 1.9 PON1 enzimi gen polimorfizmleri [1]

PON1’in  kodlanma  bdlgesindeki PONI1  M/L55 ve Q/R192
polimorfizmlerinden baska promoter boélgesinde 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. PONI1 genindeki
promoter polimorfizmlerinin, gen expresyonu ve enzimlerin serum diizeyleri
tizerinde gii¢lii etkisinin oldugu bulunmustur. Ayrica promoter polimorfizmleri
PONT geninin 3’ okunmayan bélgesi i¢ersinde de ortaya cikarilmistir, fakat bunlarin

onemi hentiz bilinmemektedir.

Paraoksonaz polimorfik dagilimi 1rklar arasinda olduk¢a degisim
gostermektedir [85]. 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 [86]. Diisiik aktivite gosteren Q
allel Avrupa, Kanada ve Amerika’da yiiksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya’da
distiktiir.
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PONI’in kodlanma bdlgesindeki diger bir polimorfizm 102. kodonda
izolosinden valine olan degisimdir [87]. PONI’in promoter bolgesinde 5 tane
polimorfizm tespit edilmistir. Bunlardan plasma PONI seviyesini etkileyen en

onemli olan1 C108T polimorfizmidir [80,81].

PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak olduk¢a degisim
gostermektedir. S0z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasina ragmen, klinik yaymlarda PON enzim aktivitesi ile c¢esitli
hastaliklar arasinda iligkinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok calismaya rastlanmistir
[88,89]. Ayrica yapilan caligmalarda 6zellikle incelenen hastaliklar ile PONI

polimorfizmi arasinda bir baglanti olup olmadig: arastirilmistir [90,91].

Oncelikle yapilan pek cok calismada kalp damar hastaliklari ile PONI
R/Q192 polimorfizmi arasinda onemli bir iliski oldugu gosterilmistir [88,90,91].
Ancak bagka ¢alismada PON1’in Arjinin 192 polimorfizmi ile kalp damar hastalik
riski ile iligkili olmadigir gosterilmistir [92]. Benzer sekilde PONI1’in M/LS55
polimorfizmi ile kalp damar hastaliklar1 olugsma riski arasinda bir grup c¢aligmada
baglant1 var iken [74,92], diger bir ¢alisma grubunda herhangi bir iliski olmadig1
gosterilmistir [91,93].  Sonug¢ olarak, PON1 192. ve 55. polimorfizm genotipleri
direkt enzim aktivitesini etkilemektedir. PON1 aktivitesi de geleneksel risk faktorleri

disinda, kalp damar hastaliklar1 olugsma tehlikesini bize dnceden haber vermektedir.

Yapilan bir ¢alismada, PON1’in 192R ve 55M polimorfizmlerinin erkeklerde
prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak herhangi iligkisi olmadig1 gosterilmistir
[87]. Japon toplumunda tip 2 seker hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PONI
enziminin QI192R polimorfizmi ile hastalik arasinda 6nemli bir baginti olmadig
tespit edilmistir [94]. Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran
kisilerde Parkinson hastaligi olma riskinin istatistiksel olarak (p<0,005) yiiksek
oldugu tespit edilmistir [95]. Alzheimer hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PON1
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geninin 192. polimorfizmi R allel goriilme sikligi kontrol grubuna gore oldukca

diisiik bulunmustur [96].

1.6 Enzimin Saflastirilmasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, endoplazmik retikulum membranlarinin
parcaciklarinin uglar1 kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye bagh
olarak bulunmaktadir [97]. Saflastirma prosediirlerinde Oncelikle s6z konusu

enzimin bagli olarak bulundugu yapilardan uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Ik olarak A-esterazlar1 (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafindan
tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [98] ve daha sonra Mounter tarafindan 65-100
kat saflagtinnlmistir [99]. Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflastirma koyun
serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢oktiirme yontemleri kullanilarak
Main tarafindan basarilmistir [100]. Daha sonra Furlong ve arkadaslari tarafindan
insan ve tavsandan s6z konusu enzim saflagtirilmis ve cDNA’s1 karakterize edilmistir

[101].

Paraoksonaz enziminin saflagtirilmasi igin, wulasilmak istenen saflik
derecesine ve enzimin serumda veya karacigerde bulunus durumuna gore degisen
cok cesitli metotlar tanimlanmistir.  Bu metotlardan siklikla uygulananlari
hidroksiapatit — adsorbsiyonu, =~ DEAE-Sepharose = CL-6B iyon  degistirme
kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin
A-Sepharose afinite kromatografisi, mono Q HR 5/5 anyon degistirme
kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir. Uygulanan metotlarin sirasi
enzim kaynaginin serum veya karaciger olmasina bagli olarak degisebilir. Bazi
durumlarda bir ya da diger saflastirma basamag: tekrar kullanilabilir. Ornegin; Gan
ve arkadaglarmin yaptifi c¢alismada insan serum paraoksonazinin saflastirma
prosediirii i¢in iki DEAE anyon degistirme kromatografisi kullanilmigtir [102].
Furlong tavsan ve insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue 3GA-

Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel filtrasyon
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kromatografi yontemlerini kullanarak saflagtirmistir [103]. Sican karacigerinden
paraoksonaz enzimi sirasiyla hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B
iyon degistirme, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite Mono Q HR 5/5 anyon
degistirme kromatografisi ile saflastirilmistir [104]. Sigan karacigerinden PON3
enzimi de sirasiyla hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon
degistirme, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite, birinci DEAE anyon
degistirme, ikinci DEAE anyon degistirme ve konkanavalin A-Sepharose afinite

kromatografisi ile saflastiriimistir.

Paraoksonaz enzimi karacigerde mikrozomlara, serumda da HDL’ye bagh
olmasindan dolayr homojen bir saflik elde etmek olduk¢a zordur [105,106]. Soz
konusu enzimin saflastirilmasi sirasinda bagli oldugu yapilardan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu amacla, karacigerde enzimi mikrozomlardan ayirmak igin
TritonX-100 kullanilirken [107] serumda HDL’den uzaklastirilmasi i¢in deterjan
veya yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilmas1 gerekmektedir [100,101].

1.7 KANSER

1.7.1 Tanim

Kanser 6nemi giderek artan bir saglik ve yasam sorunu durumundadir. Oliim
nedeni olarak, kalp ve damar hastaliklarimin hemen ardindan gelmektedir.
Yurdumuzda en sik goriilen kanserler erkeklerde akciger, prostat, kalin barsak,
rektum, mide ve pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks,
over, mide ve pankreas kanserleri olarak siralanabilir. Deri kanseri siklig1 her iki
cinste de yliksek olmakla birlikte, deri kanserleri tedaviye iyi cevap verdiklerinden

Oltim oran1 ¢ok diistiktiir.
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1.7.2 Kanserin Biyokimyasi

Kanser, baz1 etkilerle degisime ugramis hiicrelerin, gerek yerel ve gerek uzak
noktalarda kontrolsiiz olarak c¢ogalip biiylimelerinin sonucu olusan kot huylu
hastaliklar grubudur. Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda, ihtiyaca gore
boliinerek cogalirlar. Hiicreler bir taraftan programli 6liim ya da "apoptoz" denen
olay ile yok olurken, diger taraftan da biliylime faktorlerinin etkisiyle cogalir.
Biiylime faktorleri normalde DNA'daki ¢esitli genlerin etkisiyle olusan proteinlerdir.
Bu genler mutasyona ugrayarak hiicrelerin asir1 biiylimesine sebep olurlarsa, o zaman
kanser olusur ve bu genlere de "onkogen" denir. DNA hayatin merkezi maddesi
olarak kabul edilebilir. DNA'da genler bulunmaktadir. Genler, anne veya babadan
cocuga siyah ya da sar1 sa¢ veya mavi goz gibi 6zelliklerin ya da talasemi (Akdeniz
anemisi) gibi hastaliklarin gegmesine sebep olan kalitim birimleridir. Viicudumuza
nasil biiyliyecegini bildiren, hatta davraniglarimizi belirleyen biyolojik bir programlar

dizinidir.

DNA, deoksiribontikleik asid dedigimiz hiicre ¢ekirdegi asidinin basg

harflerinden olusan bir kisaltmadir. DNA hiicrelerde kromozom seklinde bulunur.

Insan viicudunda milyarlarca hiicre vardir ve her hiicredeki DNA o hiicrenin
kontrol merkezidir. Insanda 23 c¢ift kromozom vardir. Bunlar cekirdekte ciftler
halinde bulunurlar. Yalniz son cifttekiler cinsiyet kromozomu olarak farklidir;

kadinda XX ve erkekte XY olarak bulunur.

Kanser genleri ya da onkogenler 70'li yillarin sonlarina dogru bulunmaya
baslanmis ve giliniimiize kadar ¢ok aktif arastirmalarin konusunu olusturarak,

kanserin daha iyi anlagilmasina, tan1 ve tedavinin gelistirilmesine hizmet etmislerdir.

Onkogenleri olusturan mutasyonlar, karsinojen maddelerin, viriislerin ve X
1sinlarinin etkisiyle meydana gelir. Kanser bir organda olustuktan sonra, uzak doku
ve organlara da metastaz dedigimiz yerlesmeler yapar ve genel olarak hastalar

metastazlar nedeniyle kaybedilir. Hizli ilerleyen kanserlerde metastaz erken, daha
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iyi gidigli kanserlerde ise metastaz ge¢ olusur. Metastaz olusumu tesadiiften ¢ok,
kanser hiicrelerinin bazi organlara kolay yerlesmelerini saglayan ozelliklerine
baghdir. Ormegin, kolon kanserleri karacigere, prostat kanserleri kemige metastaz
yapmayi tercih etmektedir. Burada, kanserli dokuda kan akimi, damar hiicrelerinin

aktivasyonu gibi faktorler rol oynamaktadir.

Onkogenlerin yaninda anti-onkogenler de ¢ok onemlidir. Onkogenler kansere
sebep olurken, anti-onkogenler kanseri onleyen genlerdir. Anti-onkogenlere "timort
baskilayan genler" de denir. Bunlar dogal hallerinde iken, yani mutasyona
ugramamis hallerinde iken hiicre bdliinmesini ve ¢ogalmasini frenleyen, durduran

genlerdir.

1.8 MEME KANSERI

1.8.1 Kadinlarda meme kanseri

Kadin memesi, yag, bag doku ve ¢ok sayida kiigiik siit bezinden meydana
gelir. Kadinin bebegi varsa, emzirmenin gerceklesebilmesi i¢in siit kanali adi1 verilen
kiigiik tiiplerden meme ucuna ilerler. Meme kanseri genellikle meme dokusunda bir
kitle seklinde ortaya cikar, ancak memedeki kitlelerin ¢ogu kanserli degildir.
Birlesik Krallikta, meme kanseri kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser tiiriidiir
ve genellikle 50 yas tistiindeki kadinlar1 etkiler. Ancak, kadinlarda her yasta meme
kanseri goriilmesi miimkiindiir ve nadiren olmakla birlikte bu hastalik erkekleri de

etkiler.

50-70 yas arasi tiim kadinlarin NHS Breast Screening Programme (NHS
Gogiis Taramas1 Programi) kapsaminda diizenli olarak meme kanseri taramasindan

gecmeleri gerekir.

1.9 Meme Kanserinde Etkili Oldugu Diisiiniilen Enzimler ve Etkileri

Stratus ve arkadaslarinin yaptiklar bir calismada meme kanserinde serum

arginaz aktivitesinin saglikli kadinlardan 4 kat yiiksek oldugunu saptamiglardir.
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Kanserli dokunun arginaz enzimi lirettiini veya enzim aktivitesini ileri derecede
arttirdigini diistinmiisler ve buna bagl olarak da dolagima arginaz enziminin sizmasi
sonucu serum arginaz aktivitesinin artacagini soyleyemislerdir. Ciinkii arginaz, diger

enzimlerde de oldugu gibi kan dolasimina ¢ikmaktadir [108].

Yilmaz ve arkadaslarinin yaptigi caligmalar sonucunda , antioksidan
enzimlerin kanserli hiicrelerdeki aktivite artisinin tiimor hiicrelerinde enzim
ekspresyonundaki artisa bagli olabilecegini diisiinmiislerdir. ~ Meme kanserli
hastalarin timor dokularindaki arjinaz aktivitesinde goriilen artisin, poliamin
biyosentezine substrat olarak ornitini saglamasi nedeniyle kanser olusumunda 6nemli

bir role sahip olabilecegini 6ne slirmiiglerdir [109].

Meme kanserli hastalarda lipid peroksidasyonundaki artis oksidatif strese
karsi koruyucu olarak artmis antioksidan savunma sistemi ile dengelenmistir.
Katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) primer enzimatik savunma sistemleridir
[110]. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) oksijen radikallerine karsi hiicresel
savunma mekanizmalarinda yer alan 6nemli bir antioksidan enzimdir. G6PD
laktasyon esnasinda meme bezinde yag asiti sentezlenmesi i¢in gerekli bir kofaktor

olan NADPH’1n iiretiminde rol almaktadir [111].

Hidrojen peroksit (H,0,), katalaz ve GSH-Px tarafindan su ve molekiiler
oksijene doniistiiriilerek metabolize edilmektedir [110]. Katalaz; kanser, diabet,
katarakt, ateroskleroz, beslenme yetersizligi ve yaslanmayi igine alan pek ¢ok
patolojik sartlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsit savunmada antioksidan sistemin
oncelikli bir enzimidir. Substrat olarak glutatyon kullanan GSH-Px ise serbest
oksijen radikalleri, peroksitler ve kanserojenlere karsi savunmada onemli bir rol
oynar. Ayrica GSH-Px lipoksigenaz ve siklooksigenaz yollarin1 degistirerek timor
olusumunda anahtar bir rol oynar. Tiimorlerde H,O; ve diger hidroperoksitlere karsi

enzim savunmasinin ilk enzimi olan GSH-Px aktivitesinde énemli artis bildirilmistir

[112,113].
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Piruvat kinaz; adenozin difosfatin substrat diizeyinde fosforilasyonunu
katalize eden glikolizin anahtar regiilator bir enzimidir. Timor hiicrelerinde
karbonhidrat metabolizmasinda degisiklikler gézlenmistir [114]. Iyi huylu ve kotii
huylu doku c¢ogalmasinda piruvat kinaz aktivitesinin genellikle arttig1 rapor
edilmistir. Bu da tiimdr hiicrelerinin metabolizmasindaki enerji ve metabolitlerin

saglanmasi icin glikolizin gerekliligini agiklamaktadir [115].

Yilmaz ve arkadaglarmin yaptigt calismalar sonucunda meme timor
hiicrelerinde GSH-Px aktivitesinin normal doku ile karsilagtirildiginda belirgin
olarak arttigini tespit etmislerdir. GSH-Px aktivitesinin insan meme dokusunda 25
kat daha yiiksek oldugunu bildirilmisler ve meme kanser hiicrelerindeki yiiksek
GSH-Px aktivitesinin genomik DNA’nin artmis ekspresyonundan meydana geldigini
ileri siirmiiglerdir [116]. Bu nedenle meme tiimér dokusunda GSH-Px aktivitesinin

artmasi hiicre cogalmasinin bir “belirteci” olabilecegini 6n gérmiislerdir.

Yiksek H»0; konsantrasyonlarinda katalaz, GSH-Px enziminden daha
etkilidir. Katalaz enzimi prostat ve meme kanser dokularinda belirgin olarak
yiiksektir. Bu artis tiimor hiicrelerindeki enzim ekspresyonundaki artmaya baglh
olabilir [117]. Kanserlerde eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz

aktivitelerinde diisiis bildirilmistir. Bu antioksidan enzimler lipid peroksidasyonuna

aracilik eden O, ve H,0,’ye kars1 eritrositleri korur [118]. Kumaraguruparan ve
arkadaslari. meme kanserli hastalarda eritrosit lipid peroksidasyondaki artis ile SOD
ve katalaz aktivitesindeki diislis arasinda bir iliskinin oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica meme tliimdrlerinde piruvat kinaz ve G6PD aktiviteleri yiiksek bulunmustur.
Kotii huylu meme kanser dokusu daha yliksek piruvat kinaz aktivitesi gosterirken,

normal meme dokusu daha diisiik enzim aktivitesi gostermistir.

Kanserli dokulardaki G6PD ve piruvat kinaz aktivitelerinin normal
dokulardakinden farkli olmasi, kismen degismis bir gen ekspresyonu ile

aciklanmustir [114].
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Meme tiimor dokusunda arjinaz aktivitesi yliksek bulunmustur. Bu sonug
arjinaz aktivitelerinin meme kanseri vakalarinda arttigimni ileri siiren caligmalarla

tutarlidir [119,117,120,121].

Meme kanserli hastalarin tiimor dokusu arjinaz aktivitelerinde saglikli
dokulardakine gore Onemli bir artis oldugu ve bu artisin poliamin biyosentezini
hizlandirmasi1 nedeni ile kanser gelisiminde Onemli bir rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Ayrica, katalaz, GSH-Px, G6PD, piruvat kinaz ve arjinaz enzimlerinin

meme kanserinde “belirte¢” olarak gorev yapabilecegi sOylenebilir.
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2 MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan, Sepharose-4B, 9-aminofenantren, L-
tirozin, standart serum albumin, trihidroksimetil aminometan (Tris-Base), paraoksan,
Tris-HCI, Sigma’dan, sodyum hidroksit, amonyum siilfat, glisin, fosforik asit, asetik
asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, amonyum persiilfat,
sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merc’den
temin edilmistir. Ayrica deneysel caligsmalarda kullanilan vakumlu tiipler (Ayset,

ClotActivator & Gel (ZS) 16x100mm, 8,5 ml) AYSET A.S.’den karsilanmistir.

Arastirmada kullanilan Paraoksonaz enzimini saflastirma amagli insan kant

T.C. Saglik Bakanligi Ali Osman Sénmez Onkoloji Hastanesi’nden temin edilmistir.
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu caligmada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmali santrifiij
Sogutmal1 Ultrasantrifiij
Multi Santrifiij

(Falkon santrifiijii)

pH metre
UV-Spektrofotometre
(Plaka okuyuculu)
Manyetik karistiric
Terazi

Otomatik pipetler

Kromatogafi Kolonu

Derin Dondurucu (-80 °C)
Vorteks
Gadient Mikser

Otoklav
Buz makinesi

Su Banyosu

Sigma 3K15
Hettich EBA 12R
Thermo IEC

Hanna pH 211 Microprocessor
Biotek Power Wave XS

Torrey Pines Scientific

Sartorius BL 210S

Hi-Tech ve Finipipette

Sigma (1 cm c¢ap ve 20 cm
uzunluk)

CFC Free

Fisons Whirli Mixer

Atta Magnetik Karistirict  ve
Gadient Tiip

Hirayama HV 85

Fiocchetti AF 10

Elektro-mag

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCO3; tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda
coziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.
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0.2 M NaHCO3; tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3; 450 mL distile suda
coziilerek, 1 N NaOH ile pH’1 8,8’¢e getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

0.01 M Na;HPO,4 tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na;HPO,4 950 mL distile
suda ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye

tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢in kullamilan tampon: 1 M (NH4),SOy iceren, 0.1
M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda ¢o6ziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu i¢in kullanilan ¢ozelti: 1M
NH4(SO), iceren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na,HPO, tamponu
(pH 8,0) ile gadient mikser kullanilarak tuz gadienti olusturuldu, 14,2g (0.1 mol)
Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO); 950 mL distile suda ¢o6ziilerek, 1IN HCI ile
pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14,2 g (0.1 mol)
Na;HPO, 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan c¢ékelegin alindigir tampon: 0,1 M
Tris-Base tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda
coziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 pl paraokson, 1 mL asetonda
lyice ¢Oziildiikten sonra iizerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanildi.

Paraoksonaz aktivite él¢ciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl,

iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25 mmol) Tris, 200 mL distile suda
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¢oziildi. 1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl; katilarak son

hacim 250 mL’ye tamamlandi.

2.2 YONTEMLER

2.2.1 Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipline alindiktan sonra 5000 rpm’de,
+4°C’de ve 10 dakika santrifiij edilerek serumlarmin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan
serum aktivite dl¢iimiine kadar —70°C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kaynagi

olarak kullanilmistir.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olglimii i¢in 0,05 mL enzim ¢ozeltisi (serum) alinip daha Onceden
hazirlanmig olan 1 mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (2 mM
paraoxon) + koenzim (2 mM CaCl,) ¢ozeltisine hizli bir sekilde eklendikte sonra
412 nm’de 1 37 °C’de 1 dakikada absorbansta meydana gelen degisim okundu. Bu
sekilde paraoxonun p-nitrofenole enzimatik doniisiim hizi tespit edildi. Ayni islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 {inite

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

2.2.3 Q ve R Tiiriiniin Belirlenmesi

Aktivite 6l¢iimii i¢in 0.05 ml serum 6rnegi alinip daha 6nceden hazirlanmig
olan 1 ml tampon (100mM Tris-Base pH:10.5) ve substrat (1 mM paraokson)
¢ozeltisine hizli bir sekilde eklendikten sonra, 412 nm’de 37 °C’de 1 dakikadaki
absorbansta meydana gelen bazal aktivite degeri okundu. Ayni soliisyonlara
koenzim (1 M NaCl) ilave edilerek de tuzla uyarilma (salt stimulate) aktivite degeri
Ol¢iildii. Bu sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi.
Ayni iglem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak

belirlendi. 1 Unite paraoksonaz, dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’u
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olarak tayin edildi. Paraoksonaz enzimi bazal ve tuz aktiviteleri 6l¢iimiinden sonra

asagida verilen formiil kullanilarak fenotip belirlemesi yapildi.

IM NaCl varliginda paraoksonaz aktivitesi — Bazal paraoksonaz aktivitesi
X100

Bazal paraoksonaz aktivitesi

Paraoksonun yiiksek aktiviteli enzim ile hidrolizi, 1 M NaCl ile stimiile
edildiginde diisiik aktiviteli form inhibe olur. Bu analizde trimodal dagilim izlenir.
%60 ‘a kadar homozigot Q (A), % 60 ile % 200 aras1 QR (AB) ve % 200 iizeri
homozigot R (B) bireyleri temsil eder.

2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirme Arahginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

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

ONHay2s504 =

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

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu
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2.2.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi Ile Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.2.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde distile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g
CNBr’in hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak stispansiyonun pH’s1 4 M
NaOH ile hemen 11°e ¢ikarild1 ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona
pH degismeyene kadar devam edildi (10-15 dakika). Cok miktarda buz
siispansiyona katildi ve karisim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL

sogutulmus 0,1 M Na,HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yikand1 (Sekil 2.1).

H

OCH
+ CNBr — = Q
OH
O

Sepharose-4B Altiflegmig matriles

Sekil 2.1 Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi
2.2.4.2.2 L-tirozinin Baglanmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis matriks {izerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren
0,1 M NaHCO;3 tamponunun (pH 10,00) soguk c¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
karistirildi.  Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCOj3; tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 (Sekil 2.2).
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COOH

|
NH, —?—CH; OH

H
L-tirozm 1”4
CCH _C[ C|:OOH
NH—CH—CHQ@OH
HCO
Llktflesmis Matriks sepharose-4B-L-Tirozm

Sekil 2.2 L-Tirozinin baglanmasi

2.2.4.2.3 9-Aminofenantren Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 9-aminofenantren C? civarinda 10 mL THF icerisinde ¢ozildii. 75 mg
NaNO, ihtiva eden C%deki 5 mL 1 M HCI icinde hazirlanan ¢ozelti, 9-
aminofenantren ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra
diazolanmis  bulunan  9-aminofenantren, 40 mL  Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karigtirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01M Nay;HPO,4
(pH: 6,0) tamponu ile yikand1 ve ayni1 tamponda muhafaza edildi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 1-Naftilamin bilesiginin baglanmasi

2.2.4.2.4 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDSPAGE)

ile Enzim Safliginin Kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatografisi  ile
saflastirllmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi
(SDSPAGE) yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi. Bu amagla
elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice temizlendi. Daha sonra
plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki cam plaka birbiri
tizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi. Ayirma jeli plakalar

arasina Ustten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildi. Jel icerisinde hava kabarcigi
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kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist yiizeydeki n-
biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis ayirma jelinin tizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin tzerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30
dakika).  Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin
bozulmamasina dikkat edilerek jellerin bulundugu kaset eclektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve st kismina yiiriitme tamponu konuldu.
Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek
aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢6zelti toplam hacim 100 pL olacak
sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karigtirildi. B-galaktosidaz (116.0 kDa),
sigir serum albumin (66,2 kDa), yumurta albumini (45,0 kDa), laktat dehidrogenaz
(35.0 kDa), p-laktoglobulin (25.0 kDa) ve lizozim (19.5 kDa) i¢eren standart protein
¢ozeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3
dakika 100 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara
yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin
jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu igindeki boyaya ait bant
ayirma jeline ulastiginda voltaj 120 volt’a yiikseltildi. Ydiiritme islemine proteinler,
jelin altina 1 cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra akim kesilerek yiiriitme
durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jeli kesilip
ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi i¢ine
konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha sonra jel
renklendirme ¢o6zeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti iginde calkalandi. Jel renksizlestirme
cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriinti

bilgisayara aktarildi.
2.2.5 Optimum Sartlarda Ky ve Viax Degerlerinin Bulunmasi
Km Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda

paraokson substratinin bes farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi dl¢timii yapildi.

Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.
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1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Ky Ve Vmax

degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

L+ S=ES—> L+ P

Lineweaver-Burk Grafigi ve denklemi

Vo Venax [S]  Vinax
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Michaelis-Menten grafigi ve denklemi

N |—
[ -t

maxT"

7T

[S]

Vinax[S]

" Ky + [S]
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3 BULGULAR

Bu bélimde enzimin kontrol grubu ve kanserli hastalardaki aktivitesi,
fenotiplerinin belirlenmesi, kolesterol degerleri, HDL, LDL ve TG (Trigliserit)

degerleri verilmistir.

3.1 Saghkhh Ve Tiimorlii Bireylerde Paraoksonaz Enzim Aktivitesinin Ve

Fenotipinin Belirlenmesi

Calismamizda Lipit degerleri belirli 35 saglikli bireye ait kan ornekleri
goniillilerden ve 32 meme kanserli bireylere ait kan 6rnekleri Bursa Ali Osman
Sonmez Onkoloji Hastanesi’nden temin edildi. Calisgmada kullanilan saglikli
bireylerin yas ve diger bilgileri Cizelge 3.2.’de, tiimorlii bireylerin yas ve diger

bilgileri Cizelge 3.3.’de gosterildi.

PONI serumda HDL’ye bagli olarak bulunan bir enzim oldugundan dolay1
enzim aktivitesi ve lipit degerleriyle arasinda korelasyonu belirlemek amaciyla
caligmada kullanilan kolesterol, trigliserit, HDL ve LDL degerleri Cizelge 3.1 ve
Cizelge 3.2’ de verilmistir. Serum paraoksonaz enzim aktivitesindeki degisimler ve

fenotipleri belirlemek i¢in kan serumu ayrildi.

Aktivite Olglimii i¢in 0.05 ml enzim Ornek ¢ozeltisi (serum) daha 6nceden
hazirlanmig olan 1 ml tampon (100mM Tris-Base pH:8,00) ve substrat (ImM
paraokson) ¢ozeltisine hizla bir sekilde eklendikte sonra 412 nm’de 37°C’de 1
dakikadaki absorbansta meydana gelen bazal aktivite degeri okundu. Ayni
soliisyonlara koenzim (1M NaCl) ilave edilerek de tuzla uyarilmis aktivite degeri
Ol¢iildii. Bu sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi.
Ayni iglem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak
belirlendi. 1 Unite paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin umol’u

olarak tayin edildi.
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Paraoksonaz enzimi bazal ve tuzlu aktiviteleri OSlgiimiinden sonra bolim

2.2.3. de agiklandigi iizere fenotip belirlemesi yapildi.

Paraoksonun yiiksek aktiviteli enzim ile hidrolizi 1M NacCl ile stimiile
edildiginde diisiik aktiviteli form inhibe olur. Bu analizde trimodal dagilim izlenir.
%60’a kadar homozigot Q (veya A), %60 ile %200 arast QR (AB) ve %200 iizeri
homozigot R (veya B) bireyleri temsil eder.

Cizelge 3.1 Saglikli ve tiimdrlii bireylerin yas aralig1 ve say1 dagilimi

Kisi Sayis1 Yas Aralig
Kontrol 30 21-67
Kanserli 33 28-82

3.2 Enzimin Saflastiriimasi

3.2.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla %60-80

amonyum siilfat ¢oktlirmesi agagida verilen formiille tespit yapildi:

3.2.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastiriimasi

Hidrofobik etkilesim kolonu once 1M (NHy4),SO, igeren 0,1 M Tris-HCI
pH:8,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra, jel
tizerindeki tampon c¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
coktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim c¢ozeltisi 1 M amonyum siilfat
doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M (NH,),SO4 igeren
0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ve 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile olusturulan
yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz gradienti

uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1,5 mL halinde tiiplere toplandi.
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Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi.
0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de
kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapildi.

3.2.3 Serum Paraoksonaz Kanserli ve Kontrol Grubunun SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezine serumdan
saflagtirilan paraoksonaz enzim numunesi tatbik edildi. Protein bantlarini igeren

jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.1).

iV
-
_— —— 116.0
L —— 660
430 —— — 450
S 330
4250
— 19.5

Sekil 3.1 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz enziminin

SDS-polakrilamid jel elektroforez goriintiisii
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3.3 Kontrol Ve Tiimorlii Bireylerin Karsilastirilmasi

3.3.1 Saghkh Bireylerde PON Aktiviteleri Ve Lipit Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Onemli bir hastalik tanis1 konmamus yas araligi 21-67 arasinda bulunan 30
kadin ¢alismamiza dahil edilmistir. Her bir bireye ait yas verileri ile ilgili kisilere
ait lipit degerleri, kolesterol, HDL, LDL (mg/dl) degerleri ve bazal paraoksonaz
aktivitesi, tuzla uyarilmis paraoksonaz aktiviteleri de Cizelge 3.2’de goriilmektedir.
Bazal aktiviteleri ve tuzla uyarilmig paraoksonaz aktivitelerinden yararlanarak

fenotip tayini de yukari da belirtildigi gibi yapilmistir.

Buna gore kontrol grubunu kendi icinde degerlendirdigimizde, kontrol
grubunda bazal aktivite genellikle 0-50 U araliginda olmakla birlikte 50 ve tizeri U
degerleri de tespit edilmistir. Kolesterol degerleri 150-250 mg/dl (Sekil 3.2), tuzla
uyarilmis aktivite genellikle 40-200 U olmakla birlikte daha diisiik degerler ve daha
yiiksek degerlere de rastlanmustir (Sekil 3.3). Ayrica trigliserit (TG) 50-150 mg/dl
(Sekil 3.4), HDL 30-70 mg/dl (Sekil 3.5), LDL 50-200 mg/dl (Sekil 3.6) arasinda

yogunlastig1 goriilmektedir.
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Cizelge 3.2. Saglikli bireylerin serum paraoksonaz enzim aktivitesi, lipit
parametreleri ve diger bilgilerinin karsilastirilmasi
Tuzla
Bazal Uyarilmis
Cinsi- CHOL | TG HDL |LDL Aktivite | Aktivite
yet Yas | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (U) (V) Fenotip
1 |K 37 73,45 20,88 44,21 AB
2 |K 67 61,23 55,25 57,72 AA
3 |K 34 152,71 [62,22 |64,62 |75,64 |14,74 58,95 BB
4 |K 29 176,53 [81,96 62,31 |97,82 |3,68 180,53 BB
5 |K 31 57,81 23,33 70,00 AB
6 K 28 107,09 [54,56 |45,09 |511 14,74 50,35 BB
7 |K 29 193,38 | 111,48 |66,93 |104,15 | 42,98 112,98 AB
8 |K 29 13,51 39,30 AB
9 |K 58 51,58 152,28 AB
10| K 43 |228,18 | 226,11 |3545 |147,5 |58,95 186,67 BB
111K 49 [199,78 (87,15 |46,45 [1359 |1596 35,61 AB
12| K 55 31,93 121,58 BB
13| K 37 181,28 [54,63 |50,56 |[119,79 |52,81 187,89 BB
14| K 46 40,53 116,67 AB
15| K 61 25,79 47,89 AB
16 |K 34 14,74 33,16 AB
17| K 31 167,37 |58,42 |52,92 102,78 |34,39 36,39 AA
18 | K 23 17,13 89,65 BB
19 | K 37 |15456 |150,37 |43,49 [81,01 |38,07 97,02 AB
20 K 27 1449 |71,45 180,34 |50,25 |38,07 120,35 BB
21 | K 52 278,42 | 111,76 | 66,67 |189,38 |30,70 138,77 BB
22 |K 54 211,86 |105,28 |50,67 |140,13 | 14,74 30,70 AB
23 | K 33 8,60 45,44 BB
24 | K 39 |370,42 |695,05 |35,85 |[195,55 |12,28 72,46 BB
25| K 47 |193,62 201,83 | 28,73 |124,53 |9,82 24,56 AB
26 | K 35 24,56 54,03 AB
27 |K 24 114155 |59,7 74,35 |55,25 |22,10 88,42 BB
28 | K 41 |182,52 484,29 |35,34 |50,32 |6,14 41,75 BB
29| K 27 9,82 39,30 BB
30K 23 76,14 81,05 AA
31K 21 136,32 445,79 BB
32K 24 101,93 155,96 AA
33K 25 169,47 648,42 BB
34 K 22 114,21 124,03 AA
35| K 32 136,32 487,54 BB
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Sekil 3.2 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve kolesterol

degerlerinin karsilastirilmali grafigi
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Sekil 3.3 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve tuzla uyarilmis

paraoksonaz aktivitelerinin karsilastirilmali grafigi
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Sekil 3.4 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve trigliserit

degerlerinin karsilastirilmali grafigi
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Sekil 3.5 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL

degerlerinin karsilagtirilmali grafigi
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Sekil 3.6 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve LDL

degerlerinin karsilastirilmali grafigi
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3.3.2 Timorlii Bireylerde PON Aktiviteleri Ve Lipit Degerlerinin

Karsilastirilmasi

Bursa Ali Osman Sonmez Onkoloji Hastanesi’nden meme kanseri tespit
edilmis, yaslar1 28-82 arasinda degisen 33 kadin hasta calismamizda PON 192
polimorfizmi belirlemek amaciyla ¢alismamiza dahil edilmistir. Bu 33 hastanin her

biri tedavilerinin farkli evrelerindeydi.

Hastalar kendi i¢inde degerlendirildiginde, bazal aktivite 15-70 U, kolesterol
degerleri 115-240 mg/dl, trigliserit diizeyi 50-235 mg/dl, tuzla uyarilmis aktivite
degerleri 25-190 U, HDL diizeyi 30-90 mg/dl, LDL diizeyi 30-160 mg/dl arasinda

degistigi goriilmektedir.
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Cizelge 3.3 Kanserli bireylerin serum paraoksonaz enzim aktivitesi, lipit
parametreleri ve diger bilgilerinin karsilastirilmast
Bazal Tuzla

Cinsi- CHOL |TG HDL LDL Aktivite Uyarilms

yet Yas | (mg/dl) | (mg/dl) |(mg/dl) | (mg/dl) | (U) Aktivite (U) | Fenotip
1 K 28 |116,89 (51,18 66,07 40,57 37,63 38,07017 AA
2 |K 58 |165,55 |[49,52 65,12 90,53 36,84 63,85964 AB
3 |K 82 [161,06 |128,16 |90,25 45,17 41,75 111,75437 | AB
4 K 51 |153,53 |97,92 60,61 |73,34 68,77 99,47367
5 |K 41 176,94 |163,56 |39,53 104,68 |58,95 76,14034 AA
6 K 69 |195,36 |54,86 75,4 108,96 |26,53 28,24561
7 |K 43 226,56 |277,25 |36,5 134 28,25 92,10525 BB
8 |K 63 |223,78 |118,46 |57,28 142,8 17,19 63,85964 BB
9 K 46 |193,36 |180,78 |57,5 99,68 45,44 128,94735 | AB
10| K 46 18,42 92,10525 BB
11| K 72 234,05 |227,83 |61,78 126,7 27,02 31,92982 AA
12 | K 32 212,49 (85,71 76,14 119,2 1,23 20,87719 BB
13| K 50 182,63 |129,33 |71,26 85,5 35,61 111,75437 | BB
14 | K 59 179,61 |159,59 |63,27 84,42 15,96 19,64912
15| K 49 162,97 |122,31 |42,71 95,79 44,21 65,08771 AA
16 | K 33 8,60 9,82456
17 | K 42 116,12 |68,95 70,03 32,28 50,35 184,2105 BB
18 | K 51 |193,53 |72,42 70,12 108,93 [49,12 135,0877 AB
19| K 53 36,84 50,35087 AA
20| K 53 121,95 |166,9 54,5 34,07 9,82 29,47368 AB
21| K 75 |175,93 |[126,31 |47,82 102,84 |23,33 97,01753 BB
22 | K 42 148,36 |113,59 |47,39 78,25 4,91 61,4035 BB
23| K 50 |135,18 |[127,2 55,6 54,14 15,96 82,28069 BB
24| K 72 |170,91 |48,82 78,37 82,76 15,96 62,63157 BB
25K 52 1191,28 |85,93 90,31 83,79 17,19 39,29824 AB
26 K 66 |219,12 |217,5 72,98 102,65 |6,14 25,78947 BB
27 K 63 |237,59 |189,81 (62,47 137,15 | 70,00 105,61402 |AA
28 |[K 56 202,25 |111,1 63,54 116,48 57,72 117,89472 | AB
29 K 60 |226,33 |163,96 |74,59 118,95 76,14 186,66664 | AB
30 K 38 175,62 |91,71 58,78 98,5 67,54 120,35086 |AB
31K 79 147,86 |98,59 54,4 72,12 39,30 79,82455 AB
32K 51 |166,62 |78,76 58,07 92,81 71,23 126,49121 | AB
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Sekil 3.8 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL degerlerinin siitun grafigi
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Sekil 3.9 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve tuzla

uyarilmis aktivite degerlerinin karsilastirilmali grafigi
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Sekil 3.10 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve kolesterol

degerlerinin karsilagtirilmali grafigi
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Sekil 3.11 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve trigliserit

degerlerinin karsilastirilmali grafigi
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Sekil 3.12 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve LDL

degerlerinin karsilagtirilmali grafigi
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Sekil 3.13 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin tuzla uyarilmis aktivite ve

LDL degerlerinin karsilagtirilmali grafigi
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Sekil 3.14 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL

degerlerinin karsilastirilmali grafigi
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Sekil 3.15 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin tuzla uyarilmis aktivite ve

HDL degerlerinin karsilastiriimali grafigi
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Cizelge 3.4 Kanserli ve kontrol grubu bireylerin 6lgiilen serum paraoksonaz enzim

aktivitesi ve lipit parametrelerinin istatistiksel degerlendirilmesi

P degeri
(Kon. X
Ortalama | Min. Max. Kan.)
Bazal PON
K | Aktivite 43,579 0,00 169,00
O |Tuzla
N | Uyarilms PON
T | Aktivite 123,298 0,00 648,00
R | Kolesterol 188,546 107,00 | 370,00
O | Trigliserit 156,221 39,00 | 695,00
L |HDL 53,902 28,00 | 80,00
LDL 105,208 50,00 | 195,00
Bazal PON
K Aktivite 36,343 0,00 76,00 | 0,555
A Tuzla
N Uyarilmis PON
3 Aktivite 79,94 0,00 186,00 | 0,919
= Kolesterol 182,101 116,00 | 237,00 | 0,000
IE Trigliserit 122,931 48,00 | 277,00 | 0,000
i HDL 61,636 32,00 | 90,00 | 0,496
LDL 95,804 32,00 | 158,00 | 0,017
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Sekil 3.16 Kontrol grubu ve kanserli bireylerde lipit degerlerinin karsilagtiriimali

grafigi
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Sekil 3.17 Kontrol grubu ve kanserli bireylerde bazal aktivite, tuzla uyarilmig

aktivite, HDL, LDL, kolesterol, ve trigliserit diizeylerinin ortalamalarini gosteren

siitun grafigi
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Sekil 3.18 PON1 192 Q/R (A/B) fenotiplerinin kontrol ve hasta gruplarindaki

dagilimlar

3.3.3 Optimum Sartlarda Ky ve Vuax. Degerlerinin Bulunmasi

Kv Ve Vvax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda paraokson
substratinin degisen konsantrasyonlarinda kanserli grup ve saglikli kontrol grubu igin
enzim aktivitesi ol¢iimleri yapildi. Her 6l¢iim iki defa yapilarak bulunan degerlerin
ortalamasi alindi. 412 nm’de 6lgiilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml.dakika)
olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). Grafikten yararlanarak kanserli grup igin Ky degeri 0.227
MM ve Vuax degeri 62 U/ml.dakika olarak bulunurken saglikli kontrol grubu igin Ky
degeri 0,775 mM Vuax degeri 206 U/ml dakika tespit edildi.
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Sekil 3.19 Kontrol grubu i¢in saflastirilmis insan serum PON1 enziminin paraokson

substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 3.20 Kanserli grup igin saflagtirilmis insan serum PON1 enziminin paraokson

substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi
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4. TARTISMA VE SONUC

Arastirmamizin birinci boliimiinde PON1 enziminin meme kanserli olgularda

polimorfizmi arastirilarak, kontrol grubuyla karsilagtirilmistir.

PONI1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak olduk¢a degisim
gostermektedir. S0z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasima ragmen, klinik yaymlarda PON enzim aktivitesi ile ¢esitli
hastaliklar arasinda iliskinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok calismaya rastlanmistir.
Ayrica yapilan caligmalarda 6zellikle incelenen hastaliklar ile PON1 polimorfizmi
arasinda bir baglanti olup olmadig1 arastirilmistir. Paraoksonaz gen polimorfizmi ile
meme kanseri riski arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarin ¢ogunda birbiriyle
celisen sonuglar elde edilmistir. Ko ve arkadaslari, Tayvan’da Cinliler arasinda
yaptiklart ¢alismadan insan paraoksonaz geninin GIn-Arg 191 polimorfizmiyle KAH
(Koroner kalp hastaligi) arasinda istatistiksel olarak anlamli iliskiye rastlanmamistir
[133]. Japon popiilasyonunda yapilan caligsmalarda; Suehiro ve arkadaslar1 [134],
134 Mlveya angina pectoris hastalarinda PON1 192 GIn/Arg genotipi, Sanghera ve
arkadaglar1 [135], Asyali Hintliler ve Cinliler arasinda PON1 Met/Leu polimorfizmi
ille KAH arasindaki iliskiyi inceledikleri c¢alismalarda anlamli iligkiye
rastlanmamistir. Yavuz ve arkadaglarinin hipertiroidli kisilerde yaptigi calismada
kontrol grubuna gore hipertiroidli kisilerde PON enzim aktivitesinin diistiigii
gozlenmistir [136]. Tipl diyabetik grupta yapilan bir g¢alismada ise endotel
fonksiyonu ve PON aktivitesi arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir
[137]. Marchesani ve arkadaslarinin Finlandiya popiilasyonunda 835 saglikli ve
1569 kanserli bireylerin kan ve serumlarimi kullanarak prostat kanseri iizerine
yaptiklart bir ¢calismada, PON1 1-102-V allelinde RR fenotipinin 6 kat daha fazla

oldugu ve bu sonucun prostat kanseri riskini arttirdig: tespit edilmistir. [138].

Arastirmamizda 28-82 yas aralifinda 33 meme kanseri hastasi ve 21-67 yas

aras1 30 saglikli kisiden alinan kan ve serumlarindan PON1 enziminin polimorfizmi
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incelenmistir. Deney grubumuzda AA fenotipi %31, AB %34,5 ve BB %34,5 dir.
Kontrol grubumuzda ise degerler sirasiyla %14, %37, %49 bulunmustur.
Sonuglardan anlasilacagi gibi deney grubumuzda PON1 AA alleli daha yiiksekken,
BB alleli kontrol grubuna gore ¢ok daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 3.18).
Meme kanseri olgularinda aktivitesi diisitk AA allelinin yiiksek olmasi ¢alismamizin
en ¢arpict sonuglarindandir. Nitekim PONT1 aktivitesinin diigiik olmasi kanser riskini

artirdig literatiirde belirtilmistir [133,134,135,136,137,138].

Aragtirmamizin ikinci boliimiinde kanserli olgulardan elde edilen PONI1
enzimini saflagtirarak, kinetik sabitleri belirlenip kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.

Enzimin saflastirilmasinda hidrofobik etkilesim kromatografisi uygulanmastir.

PONL1 enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin se¢ilmesinde en 6nemli
sebeplerden birisi olmustur. S6z konusu enzim, N terminal bolgesinde bulunan H1
ve H2 heliks yapisi olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye
baglanmaktadir (Sekil 4.1) [33,55]. N-terminal bdlgesini 16sin, fenil alanin, prolin,
isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 residiiler arasi
H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiiler arasi da H2 hidrofobik ucu olusturmaktadir.
Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan, tirozin ve lizin

aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge bulunmaktadir [42,51].
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Sekil. 4.1 PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [42]

Arastirmamizda matriks olarak secilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand (9-
aminofenantren) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada L-
tirozin uzanti kolu olarak da gorev yapmaktadir. Uzanti kolunun hidrofobik
etkilesim kromatografisindeki onemi afinite kromatografisinde oldugu gibi [139]
acikca belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-tirozin bilesiginin
onemli oldugu kanaatindeyiz. Ayrica ligantin matrikse baglanmasinda da son derece

uygun bir adaptor molekiil oldugu L-tirozinin bir bagka kullanim sebebidir.

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflagtirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Kullanilacak ligandin hidrofobik karakteri kritik bir Oneme sahiptir.  Diislik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildigt zaman ayrilacak molekiillerin
kolanda etkilesimini saglayabilmek icin yliksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunlulugu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim
riski daha fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligandin tercih edildigi

durumda ise saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi igin
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elisyon sirasinda problemler ortaya c¢ikabilir. Genellikle ticari olarak bulunan
hidrofobik etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik ug¢ olarak diiz zincirli alkil
ligandlar1 ve aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir. Bunlardan isopropil,
butil, oktil ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler
hidrofobik etkilesim jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [139].
Diiz zincirli alkil ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda
hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amagla ¢alismamizda
ligand olarak 9-aminofenantren bilesigi kullanilmistir. PONL1 enziminin H1 ve H2
bolgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi
tarafimizdan segilen ligandin s6z konusu bdlgelerle hem hidrofobik hem de aromatik
etkilesim yapacagi goz Oniine alinarak, olduk¢a uygun bilesik oldugu kanaatindeyiz.
Ayrica yapilan bir ¢alismada hidrofobik karektere sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin bilesigi kullanilmigs ve 227 kat saflastirma elde edilmistir [140]. Bu
calismada ligand olarak kullanilan 1-naftilamin bilesiginin hidrofobik karekteri bizim
caligmamizda kullandigimiz 9-aminofenantren bilesiginden daha zayiftir. Bu sebeple

bizim saflastirma oranimiz daha fazla bulunmustur.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve
konsantrasyonu da olduk¢a 6nemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan
tuzlar Na;SO4, K;SO4, (NH4),SO4 NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina ragmen

amonyum siilfat en ¢ok tercih edilendir.

Arastirmamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirlhigr yaklagik 43 kDa olarak tahmin edilen enzimimiz, kanserli ve kontrol grubu
icin ayr1 ayr1 tek bant olarak SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle
uygunluk gostermektedir. PON1’in minimum molekiil agirligin1 Gan ve arkadaslari
43 kDa olarak belirlemiglerdir [20]. Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil
agirhginin %15.8’1 kadar karbohidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirlig
tasidigr karbohidrat zincirinin varligma bagl olarak degismektedir [103]. Ihtiva
ettigi bu karbohidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu i¢in gerekli degildir.
S6z konusu molekiilin PONT’in ¢oziiniirliglinii ve kararhiligini arttirmada ve zar
yapisina baglanmada gorevi oldugu diisiiniilmektedir [26]. Karbonhidrat igermeyen

PONI1 enziminin molekiil agirligi 37 kDa’dur [103]. Ayrica PON1 serumda HDL’ye
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bagli oldugu bolgelerin yakininda bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada da
saflagtirilabilmektedir. Bu durumda molekiil agirligit 47-54 kDa oldugu rapor
edilmistir [106]. PONI1 enziminin molekiil agirligi tiirden tiire degismemekte ve
insan PONI1 enziminin molekiil agirligi ile tavsan, sican ve koyunun PONI

enziminin molekiil agirlig1 benzerlik gostermektedir [103].

Sepharose-4B-L-tirozin-9-aminofenantren yapili jel kullanilarak saflastirilan
insan serum paraoksonaz enziminin kanserli ve kontrol grubu i¢in Kinetik sabitleri
(Km ve Vmax ) optimum pH ve sicaklikta paraokson substrati kullanilarak
belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky ve Vmax degerleri
strasiyla kanserli grup i¢in 0.227 mM ve 62 U/mL.dak. , kontrol grubu i¢in ise 0.775
mM ve 206 U/mL.dak. olarak bulunmustur.
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