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OZET

ABDOMINAL AORT ANEVRIZMALI HASTALARDA SERUM
PARAOKSONAZ AKTIVITESININ ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
MIRAY REYHAN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
KIMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)
(ES DANISMAN: DOC. DR. ABDULKADIR ERCAN)
BALIKESIR, MAYIS - 2016

Insan serum paraoksonaz (PON1) enzimi viicutta antioksidan ozelligi
gosteren en onemli enzimlerden biridir. Bu enzim sayesinde viicutta olusan serbest
radikaller etkisiz hale gelmektedir.

Abdominal aort anevrizmasi, karin aortunun serbest radikaller ve diger
etkenler sonucu damarin kollajen ve elastik yapisini kaybedip kan basincina
dayanamayarak yirtilmasi sebebi ile sonu 6liimle sonuglanan bir hastaliktir. Bu
hastaliga sahip insanlarin serbest radikal seviyesinin yiiksek oldugu daha 6nceden
bilinmektedir. Buna karsilik yaptigimiz arastirmada bu hastaliga sahip insanlarin
kanlarinda PON1 enzim seviyesinin ise diisiik oldugu belirlenmistir.

Bu calismada hastalarin kan serumundaki PON1 seviyesi polimorfizm
tirlemesi yapilarak belirlenmis ve hastaligin enzim ile iliskisi yakindan
incelenmistir.

Arastirmalarimiz sonucu 56 hasta olgunun 23’{iniin (%41,1) QQ, 23’{iniin
(%41,1) QR, 10’unun (%17,9) RR fenotipi gdsterdigi bulunmustur. Kontrol grubun
ise 6’smin (%23,1) QQ, 8’inin (%30,8) QR, 12’sinin ise (%46,12) RR grubu
oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Abdominal aort anevrizmasi, PON1, polimorfizm.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SERUM PARAOXONASE ACTIVITY IN PATIENTS
WITH ABDOMINAL AORTIC ANEURYSMS
MSC THESIS
MIRAY REYHAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ABDULKADIR ERCAN)
BALIKESIR, MAY 2016

Human serum paraoxonase enzyme (PONL1) is one of the most important
enzymes in the body with an antioxidant feature. Free radicals form in the body are
defused by paraoxonase.

Abdominal aortic aneurysm is a fatal illness because of the free radicals and
other factors, blood vessels can lose its collagen and elastic structure on abdominal
aorta thus the blood vessel cannot stand to blood pressure. It is previously known
that human who had this illness, have high free radical level. According to our
study, people who have this illness also have low level PON1 enzyme in their
blood.

In this research, patients’ serum PONI1 level was determined by making

polymorphizm diversification, and illness-enzyme connection is examined closely.

Our research indicated that 23 of 56 adult patients (%41,1) QQ, 23 of them
(%41,1) QR, and 10 of them (%17,9) are RR phenotype. Moreover, it is determined
that in our control group, 6 of them are (%23,1) QQ, 8 of them are on (%30,8) QR,
and 12 of them are (%46,12) RR group.

KEYWORDS: Abdominal aortic aneurysm, PON1, polymorphism.
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PON1), organik fosforlu bir insektisit olarak bilinen parationun
aktif metaboliti paraoksonu hidroliz edebilme yetenegine sahip, Aldridge siniflama
sistemine gore A grubu Arildialkilfosfotaz sinifi olan bir enzimdir [1]. PONL1,
HDL’ye bagli bir karaciger enzimidir. Organofosfat ajanlar1 ve sinir gazlarim
hidroliz eder, LDL’ nin oksidasyonu sebebiyle lipit peroksitlerin olusumuna ve
bakteri endotoksinlerine kars1 koruyucu rol iistlenir [2]. Onceki yillarda, enzimin
organofosfat bilesiklerini hidroliz edebilme yetenegi sebebiyle toksikoloji alaninda
calisilmis oldugu ¢alismalarca gosterilmisken sonraki yillarda antioksidan etkisinden

dolay1 giincellik kazanmistir [1].

Paraoksonaz gen ailesi, PON1, PON2 ve PONS3 olarak bilinen forma sahiptir
ve insanlarda kromozom 7’nin uzun koluna yerlesmislerdir. Kendi aralarinda yapisal
bakimdan biiyiik benzerlikler gostermektedirler. Fakat PON1’e yonelik yapilan
caligmalar daha fazladir. PON1’in fizyolojik substratlarinin belirlenmesi ve
arterosklerozis ile iliskisi sebebiyle PON2 ve PON3’e gore daha fazla aydinlatilmig
gendir [3]. PONI geni iki énemli polimorfizm gosterir. Bunlar Q/R 192 ve M/L 55
dir. En yaygin goriilen polimorfizm ise Q/R 192 polimorfizmidir. Ciinkii yapilan
caligmalara gore bu polimorfizm substrat bagimli olup, farkli etnik kokenli

populasyonlara gore degiskenlik gostermektedir [4].

PONI sadece serumda degil, karaciger, ince bagirsak ve bobrekler gibi farkli
dokularda bulunmaktadir. Serumda serbest olmayip HDL’ye baglh olarak
bulunmaktadir. HDL viicuttaki lipitlerin tasinmasinda rol oynayan 5 cesit
lipoproteinden ( Silomikronlar, VLDL, IDL, LDL, HDL ) birisidir. Bunlardan LDL,
Kolestrol tasimasi nedeniyle ¢ok 6nemlidir. Ancak LDL cabuk yiikseltgenmektedir,
bunun sonucunda ise serbest radikallerin olusumuna ve kolestroliin diizensiz
dagilimina sebep olmaktadir. Diger yandan LDL’nin oksitlenmesi sonucu denetimsiz
kalan kolestrol, damarlarda arterosklerotik plak olusumuna sebep olmaktadir. Bu
sebeple damar sertligi hastaliginin birinci sebebi olarak LDL’nin oksitlenmesi

gosterilmektedir [5].



Ancak HDL’ye bagl bazi enzimlerin ( Paraoksonaz, LCAT ), koruyuculuk
rolii Ustlendigi gosterilmektedir ve ozellikle korumada birinci derece etkili olan
paraoksonaz, LDL’nin oksidasyonunu engeller ve ters-kolestrol taginmasinda etkili

olmaktadir [6].

PONI1,’in detoksifikasyon aktivite, antioksidant aktivite ve antibakteriyel
aktivite gibi li¢ farkli fizyolojik aktiviteye sahip olmasi sebebiyle bir¢ok hastaligin
tedavisinde rol aldigi diisiiniilmektedir. PONI’in aktivitesindeki azalma ve
polimorfizme ugramasi sebebiyle birgok hastalik iliskilendirilmistir [7]. Fakat aort

anevrizmali hastalarla literatiirlerde yapilmis olan ¢alismalar sinirhidir.

Bu calismada abdominal aort anevrizmasi ile daha Once anevrizma onarimi
uygulanmis en az 80 olguda PON1 polimorfizmi belirlenerek hastaligin enzim ile

iliskisi arastirilmistir.

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON)

PON1 enzimi, karacigerde sentezi gergeklesen, yapisinda kalsiyum
bulunduran, yiiksek yogunluklu lipoprotein olarak isimlendirilen HDL ile iliskili ve
43-45 kDa agirliginda bir ester hidrolaz enzimidir [8, 9, 10, 11].

Paraoksonaz ilk kez 1953’te Aldridge tarafindan p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirat’s hidrolize eden A-esteraz olarak belirlenmistir. insan
serumunda ise ilk olarak 1961°de Uriel tarafindan belirlenmistir [12]. Mackness ve
arkadaglari, santrifiij metodunu gelistirdikten sonra koyunlarda s6z konusu enzim
aktivitesinin genellikle apo Al igeren partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ve
insan serumunun ultra santrifiijlenmesi sonucunda kanda beraber tagindigini ortaya
koymuslardir [13]. Saflagtirilmig sigir paraoksonazini incelediklerinde ise s6z konusu
enzimin lipitlerle iligkili olup yiiksek yogunluklu lipoprotein ile ayni molekiiler
agirh@a sahip olduklar1 belirlemislerdir. Saflastirma yaparken, apo A-I’in
paraoksonazdan zor ayrilmasi, bu ikilinin siki iliskili oldugunu gosterrmis ve HDL
kolestrol tayini sirasinda lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine

rastlanmustir [12].



S6z konusu enzim, paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona
yiksek  secicilik  goOstermektedir ve  boylelikle  paraoksonaz  olarak
isimlendirilmektedir. Mackness ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, PON’un HDL ile
birlikte bulundugunu, Apo-Al’e bagh bir sekilde aktivite gosterdigini ve LDL
tizerinde biriken lipoperoksit miktarini azalttigi sonucuna varmiglardir. Mackness ve
arkadaglar1 yaptiklart ¢alismalarda ayni zamanda, farkli populasyondakilerin
(Sudanli, Fransiz vs) polimorfizlerini incelemis, allelik formlarini tespit etmis ve
enzim aktivitesiyle HDL, Apo-Al, Apo-All arasindaki istatiksel iliskiyi gostermistir
[13]. Immunoafinite kromatografi calismalari, PON1’in gercekte apolipoprotein A-I
(Apo-Al) ve klusterin bulunduran HDL tipleri ile iliskili oldugunu ve PON’un
HDL’nin ¢ok kii¢iik bir kismin1 olusturdugunu géstermistir [1, 13].

Sonraki yillarda, cesitli kardiyovaskiiler hastaliklardaki enzim aktiviteleri
incelenmis, lipoproteinlerle ve lipit peroksidasyonuyla arasindaki iliski arastirilmis,

enzimin aminoasit dizisi saptanmistir [14].

Paraoksonaz enzimi insan serumunun disinda hayvanlarda da farkli miktar ve
dokularda tespit edilmistir. Ozellikle organofosfatli pestisitlerden ¢ok kolay
etkilenebilen hayvanlarda yiliksek miktarlarda bulunmustur. Yapilan c¢aligmalarda
tavsan, sican, koyun, fare ve balik gibi hayvanlardan saflastirilma yapilmis, enzimin

yapisal ve Kinetik 6zellikleri aragtirilmigtir [15, 16, 17, 18].

1.1.1 Adlandirilmasi

Paraoksonaz enzimi, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birliginin
(IUBMB) enzim isimlendirmesine gore iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1)
sahiptir. Onceki yillarda yapilan c¢alismalarin sonucunda paraoksonaz, arilesteraz
aktivitesi gosteren, karboksilik asit esterlerini hidrolizleyen, A-esterazlar grubunda
yer alan bir enzim olarak tanimlanmis ve EC 3.1.1.2 olarak isimlendirilmistir [19].
Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda ise paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak
fosfirik ve fosfirik asit esterlerini de hidrolize ettigi tespit edilmis, EC 3.1.8.1 enzim
kodu olarak isimlendirilmistir [14]. A grubu Arildialkilfosfataz sinifi bir enzim
olmas1 sebebiyle sistematik adi Arildialkilfosfatazdir. Aktivitesinin ilk Slgiimiinde

paraokson substrati kullanildig1 i¢in paraoksonaz adini almustir [8].



1.1.2 Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz enzimi yapisinda 354 aminoasit bulunduran glikoprotein yapili
bir enzimdir. PON ve PON ile iligkili genler ilk olarak memelilerde daha sonra
kiimes hayvanlari, zebra baligi ve omurgasizlardan Caenorhabditis elegans’ta

bulunmustur [20].

Insanlarda paraoksonazi kodlayan gen, 7. kromozomun uzun kolunda g21-
q22 arasina lokalize olmustur ve gen ailesi PON1, PON2 ve PON3 diye adlandirilan
li¢c liyeden olusmustur. Genler yapisal olarak birbirine benzemektedir ve bir evrimsel
onciilden gen duplikasyonlar1 ile olusmuslardir. Bu genler, bazi memeli tiirleri
icersinde aminoasit ve niikleotit dizilimi bakimindan benzerlik gostermektedir. Bu
benzerlikler aminoasit diizeyi bakimindan %65, niikleotit diizeyi bakimindan
%70’dir [8]. PON2 ve PON3, PONI kadar aydinlatilamamistir [3,21].
105.pozisyonunda lizin rezidiisii bulundurmadiklar1 igin paraoksonu hidroliz
edemezler ayrica plazmada bulunmazlar [22]. PON3 formu, tavsan HDL’si tizerinde
lokalize olan laktonaz olarak tanimlanmistir [23] . PON2 formu; beyin, bobrek,
karaciger ve testis gibi bir¢ok yapida 6zelllikle endotel tabakasinda ve aortik diiz kas
hiicrelerinde bulunurken, PON1 ve PON3 karacigerde sentezlenir ve HDL ‘ye baglh
olarak bulunur [21,24].

1.1.3 Paraoksonazin Biyokimyasal Yapisi

PON1 43-45 kDa agirhiginda molekiill agirligina sahip, yapisinda 354
aminoasit bulunduran bir proteindir [21,25]. Her molekiil toplam agirliginin
%15,8’ini olusturan, ii¢ adet karbohidrat zinciri icermektedir [26,27]. izoelektronik
noktas1 5.1 olan bu enzimin aminoasit bilesimi yiiksek 16sin 6zelligi disinda bir
Ozellik gostermez [28]. Yapisindaki 284.sistein rezidiisii (Cys) serbest olarak
bulunmaktadir. Digerleri arasinda tek di-siilfiir baglar1 bulunmaktadir [13,29,30].

284 sistein rezidiisii enzimin aktif bolgesine yakindir. Substrata baglanma igin

bu bolgenin gerekli oldugu diistiniilmektedir [9,31].



Enzimin yapis1 incelendiginde, 4 adet zincirden, 6 adet B kirmali yapilardan
olugsmustur. 3 boyutlu yapisini, 42.ve 353. Sistein rezidiileri arasinda distilfiir

kopriisii ile sonlanarak kazanmistir [23] .

PONL1 yapisinda iki adet kalsiyum iyonu bulundurmaktadir. Kalsiyumlardan
bir tanesi direk katalitik reaksiyona katilir digeri ise aktif alanin uygun
konformasyonda tutulmasim1 saglamaktadir. Bu kalsiyum iyonlar1 B-kirmali
tabakalarin merkezinde 7,4 A araliklarla bulunmaktadir. Yapisal kalsiyumu
uzaklastirmak doniisiimsiiz denatiirasyona sebep olmaktadir [32] . Katalitik etkinlikte
gorev alan kalsiyum iyonu ise, bes adet aminoasit rezidiisiiyle (Asn224, Asn270,
Asn168, Asp269 ve Glu53) etkilesim halindedir [33] .

PON 1 enziminin aktif bolgesinde diger [ kirmali yapilardan farkli olarak
hidrofobik heliks (H1, H2 ve H3) yapilari bulundurmaktadir. Bu yapilar sonlanma
noktalaridir ve aymi zamanda aktif bolgenin korunmasi ve enzimin HDL ye

baglanmasi gibi rollere sahiptir [34].

Sekil 1.1:PON1 Enziminin 3D yapisi1 a)b-kirmali yapilar b)hidrofobik bélgelerin
(H1,H2 ve H3) B kirmali tabakalara gére konumu [35].



1.1.4 PON 1’ in HDL ile iliskisi

HDL karacigerde sentezlenmektedir. Yapisinda fosfolipitler, kolestrol ve
kolestrol esterleri gibi membran bilesiklerini, apolipoprotein (Apo-Al ve Apo-All)
ve aromatik heliksler bulunmaktadir. Ortalama olarak 10 nm ¢apindadir ve kompleks

yapil1 bir lipoproteindir [35].

PONI’in substratlari, genelde lipit faz igersinde ¢oziinen hidrofobik
bilesiklerdir. Bu sebeple PON1’in enzimatik fonksiyonu i¢in HDL ve fosfolipitler
¢ok Onemlidir [36]. Lipoproteinlerin bulunmadigi bir ortamda PONI1’in kana
saliniminin az oldugu gézlemlenirken, HDL ve misel eklenmesiyle kana saliniminin
arttigr gozlemlenmektedir. Bulgular, PON1’in kana saliniminin gergeklesmesi igin
fizyolojik bir akseptore ihtiyag duydugunu ve bu akseptorinde HDL oldugunu
gostermektedir [36, 37, 38]. Buna ek olarak, enzimin kana salinimi igin
fosfolipitlerin de 6nem tasidigin1 fakat Apo-Al ve Apo-All’nin gerekli olmadigini
gostermektedir [38,39].

PON1, protein yapisinda olmasina ragmen saflastirilmasi zor olmaktadir.
Bunun sebebi ise sozkonusu enzimin HDL ile siki baglanmasidir [40]. PONL1,
hidrofobik N terminal ucuyla sonlanir, H2 ve H1 hidrofobik heliksler bir araya gelip,
potansiyel membrana baglanma yiizeyi olusturmaktadir. Heliks yapilar lizin,
triptofan ve tirozin yan zincirleri ile olusturduklar: yap: karakteristigi ile HDL ara

yiizeyine girebilmektedir [41].



A HDL
g

Hydrophobic interior

Sekil 1.2: PON1 Enziminin HDL {izerine baglanma modeli [23].

1.1.5 PONT’ in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PONI1, insanlarda karacigerde sentezlenmektedir. Enzim aktivitesi; fetlis
karacigeri, dalagi ve eriskin karacigerinde belirlenmisken, sicanlarda ise karaciger,
akciger, kalp, bobrek, ince bagirsak ve plazmada belirlenmistir [13,42]. Serum
paraoksonaz aktivitesi, prematiire bebeklerde ve normal bebeklerde yetiskin
diizeyinin yarisidir. Yetigskin diizeyine bir yilda ulasir ve o diizeyde seyretmektedir
[8]. PONL1 aktivitesi ve seviyesi bireyler arasinda degisim gostermektedir [43].
Degisiklik yasa ve cinsiyete bagh degildir [1].

Bu degisimin sebebi enzim aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen
PON1 geninin kontrol ve promoter bdlgesinde fazla sekilde polimorfizm
gostermesidir. S0z konusu enzimin serumdaki konsantrasyon ve aktivitesini
belirleyen promoter aktivitesi lizerindeki en 6nemli polimorfizm 107.pozisyondadir
[44,45]. Aynm1 zamanda PONL1 sentezi i¢in onemli olan bir diger faktor karaciger
hiicrelerindeki kolestrol dengeleridir [46]. PON1, karacigerde sentezlendikten sonra
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serumda HDL’ye veya karacigerde mikrozomlara baglanmaktadir ve bu baglanmanin
gerceklesmesi icin N-hidrofobik terminal bolgelerine sahip olmalidir [47]. PON1’in
karacigerde sentezi tamamlandiktan sonra 6nce mikrozomlara sonrada hiicre zarinin

dis yiizeyine baglanildigi diisiiniilmektedir [ 48 ].

1.1.6 PONZYT’in Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde esteraz aktivitesi i¢in fazla 6nem tasiyan His-His

cifti, kalsiyum iyonu ve su molekiilii bulunmaktadir.

. H H
H'SUN/ His134 y v
\
N~ %)
\\\ '
Hiss (P T Hists o T/ * ROH
/ N w\ 0
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Sekil 1.3: Paraoksonaz Enziminin katalitik mekanizmasi [23].

Aktif bolgede bulunan His-His ¢ifti, su molekiiliinden bir proton almaktadir
ve boylelikle molekiiliin niikleofilik giiclinii arttirmaktadir. Hidroksil iyonu
olugmaktadir. Olusan bu iyon, karbonil veya fosfat esterine atak yapmaktadir. Bu
sayede meydana gelen kompleks tetrahedral diizlem sonucunda kalsiyum iyonuyla

kararli hale gelmektedir. Komplesteki kalsiyum iyonu, negatif yiiklii oksijenden



uzaklagmaktadir ve bag tekrardan karbonil ve fosfatin tizerine yikilmaktadir, boylece

ester bag1 kopmaktadir [49].

1.1.7 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlari

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat ozelligi gostermektedir, fizyolojik
substrati heniliz aydinlatilamamistir. Fakat arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz

aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir.

PONTI’in ateroskleroza karsi koruyuculugu ve ilag metabolizmasi igin ¢ok
onemli oldugu belirlenmistir [16, 50, 51]. Ateroskleroza karsi koruyuculugunu
laktonaz aktivitesiyle gostermektedir. Bu enzim ayrica, homosistein, tiyolakton,

glikokortikoit gama-lakton gibi 30 ¢esit laktonu hidrolize edebilmektedir [52].

D(CHZ)” PON1 FCHZ)n R
v we g 0L UL

Dihidrokumarin Ry=H 2-Kumaronon

R3=0OH Homojentisik
asit lakton

Sekil 1.4: Lakton hidrolizi [20].

PON1 enzimi, parationun metabolik {iriinii olan paraoksonu kataliz etme
yetenegine sahiptir. Paraokson organizmaya zararlidir ve pestisit olarak
kullanilmaktadir. Paraoksonun, paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu paraoksonaz

gore daha az zararli olan p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur [54].



nitro fenol
N 5 2 —o| 0 i
o /P_O NOZ — /P—O N02 e
Metabolizra =t —O Paraoksonaz 0
. Bt —
Paration Paraoksan © \”
p
BE—0 VAN
OH

di etil hidroksi fosfat

Sekil 1.5: Paraoksonaz Enziminin parationu par¢alama mekanizmasi [1].

PON 1 ayn1 zamanda paration, diazinon ve klorpirifos gibi insektisitin toksik
okson metabolitleri olan soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir ajanlarini
hidrolize etmektedir [55,56].

R—0 OC,Hs R0 OC,Hs HO OC,H
N S CytP4s50 AN / PON; AN 2
AN P wo P "R
OC,Hs ol \002H5 o \ochs
O,N”
R

Cl § NN
= Paraokson R=\Ej\KIOrprifoz okson R= t Diazokson
N~ /
™~ c N \ N

Sekil 1.6: Okson metabolitlerinin hidrolizi [20].
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R1=N(CH3), R,=CH,CHj3 X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R1=CHjs R,=CH(CHs), X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

R1=CH3 R,=CH(CH3)C(CHs3); X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 1.7: Oldiiriicii sinir gazlarmn hidrolizi [20].

PON 1 ayn1 zamanda A-esterazlar grubunda bulunmasi sebebiyle fenil asetat

gibi ester substratlarini hidrolizleyebilme kapasitesine sahiptir [57].

%

A

O
(s)
(Tio)Fenil asetat PON1 . O/K
—_—
+H20 H H \O

(SH)

1

2-Naftil asetat

Sekil 1.8: Aromatik halkaya sahip esterlerin hidrolizi [20].



1.1.8 Enzimin Hastahklarla iliskisi

Paraoksonaz HDL’ye bagli olup, kalp damar hastaliklar ile iliskisinin
yaninda, enzimin aktivitesinin diger hastaliklarlada iligskisinin oldugu tespit
edilmistir. PON1-192RR ve PON1-55LL genotipleri non-independent Diyabetis
mellitus olgularda daha sik izlenmis olup DM, hiperkolestrolemi, bobrek yetmezligi
gibi KKH ile iligkili hastaliklarda diisiik serum paraokonaz aktivitesinin genotipten

bagimsiz oldugu ¢esitli galismalarla raporlanmistir [58].

Lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar etkisi ile ilerleyen noronal
dejenerasyon izlenen Alzheimer hastaliginin ateroskleroz ile iligkisi bilinmesi
nedeniyle PON polimorfizmi ile iligkisi incelenmigstir fakat istatistiksel olarak

anlamli bir sonug¢ bulunamamustir [59].

Yavuz ve arkadaslarmin hipertiroidli bireylerde yaptigi calismada kontrol
grubuna gore hipertiroidli bireylerde paraoksonaz enzim aktivitesinin diisiik oldugu

gozlemlenmistir [60].

Tip1 diyabetik grupta yapilan baska bir ¢alismada ise endotel fonksiyonu ve
PON aktivitesi arasinda pozitif korelasyon (r=0.40, p<0.05) oldugu belirlenmistir
[61].

Alzheimer hastalarinda yapilan diger bir calismada, PON1 geninin 192.
polimorfizmi R alleli kontrol grubuna gore fazla miktarda diisiik seviyede

bulunmustur [62].

Marchesani ve arkadaslarinin Finlandiya popiilasyonu {iizerinde prostat
kanseri olan hastalarla ilgili yaptiklari ¢alisgmada, PON1 1-102-V polimorfizminin

kanser riskini arttirdig1 saptanmistir [63].

Slavonski Broad cevresinde yapilan bir ¢calismada, PON1’in paraoksonaz ve
arilesteraz aktivitesi hemodiyaliz hastalarmin kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) diizeyde bir azalma oldugu goézlenmistir [64].

Paraoksonaz aktivitesinin romatizmal kire¢lenme ile bir iliskisi oldugu

saptanmistir. Kireclenme goriillen romatizma hastalarinda kontrol grubu ile
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karsilastirildigi zaman serum paraoksonaz aktivitesinde dnemli miktarda bir azalma

oldugu saptanmustir [65].

Birgok kanser hastasi iizerinde yapilan c¢alismada ise paraoksonaz
aktivitesinin azalmasinin kanser riskini artirdig1 gozlemlenmistir [61, 63, 66, 67, 68,

69].

Packard ve arkadaglar1 koroner arter hastalikli olgularda PONI seviyesinin

kontrol grubuna gére daha diisiikk oldugunu belirtmislerdir [70].

Selek ve arkadaslar1 yaptig1 bir ¢alismada beta-talasemi minor olan erigkin
hasta gruplarinda oksidatif stresin artarak PON1 enzim aktivitesini azalttigini ve

bununla birlikte LOOH seviyelerinin ise arttigini belirtmislerdir [71].

Altindag ve arkadaslarinin eriskin yas grubunda Romatoid Artrit (RA)’li
hastalarda yaptigi ve LOOH, SH, seruloplazmin seviyesi, paraoksonaz ve arilesteraz
aktivitelerinin degerlendirildigi calismada RA’li hasta grubunda kontrol grubuna
gore LOOH seviyesi yiiksek; SH, seruloplamin seviyesi, paraoksonaz ve arilesteraz
aktiviteleri diisiilk olarak bulunmustur. Hasta grubunda paraoksonaz aktivitesi ile

LOOH seviyesi arasinda negatif korelasyon belirtimistir [72].

Cakmak ve arkadaslarinin beta talasemi majorlii (BTM) ¢ocuklarin {izerinde
yaptigi calismada, hasta grubunun kontrol grubuna gére serum paraoksonaz aktivitesi
azalirken, oksidadif stresin arttig1 tespit edilmistir. Paraoksonaz aktivitesinde olan
azalmanin hem oksidadif stres ile, hem de anemi ile iliskili oldugu bulunmustur.
BTM’li hastalarin diisiik serum paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri sebebiyle

aterogenez gelisimine yatkin olabilecegi belirtilmistir [73].

Yapilan bir bagka ¢alismada ise demir eksikligi anemisi ve B12 vitamini
eksikligi anemisi olan ¢ocuklarda serum paraoksonaz ve arilesteraz diizeyi
arastirilmig, hasta olgularda paraoksonaz aktivitesinin disiik oldugu gozlenmistir
[74].
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1.1.9 Paraoksonazin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

PON 1’in aktivitesi yasa ve cinsiyete gore degisim gostermemektedir [75].
Diyet, sigara, akut faz proteinleri ve hamilelik, PON1 diizeyini ve aktivitesini
etkilemektedir [5,76]. Yapilan baz1 ¢alismalarda ise bazi hastaliklarin da PON 1

aktivitesini etkiledigi yukarida belirtilmistir.

1.1.10 PONZ1 Polimorfizmi

Bugline kadar yapilan ¢alismalarda PON1 geninin kodlanma bolgesinde,
intronlarda ve promoter bolgede bulunan 160’ dan fazla polimorfizm belirlenmistir
[77]. Enzimin aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimlidir ve etnik kdkeni farkli
olan populasyonlara gore degiskenlik gosterir [1]. Ilk olarak 1973’de Von
Mallinckrodt ve arkadaslart PON 1’in genetik polimorfizminin bulundugunu ve

enzim aktivitelerinin trimodal dagilima sahip oldugunu gostermistir [78].

Ardindan 1976 yilinda Playfer ve arkadaslari enzimin insanlarda diisiik, orta

ve yiiksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim gosterdigini belirtmislerdir [79].

Paraoksonaz enziminin polimorfizmi, kendiliginden ger¢eklesen mutasyonlar
sonucunda iki aminoasitin yer degistirmesiyle meydana gelmektedir. Enzim iki farkli
yaygin kodon polimorfizmi gdstermektedir. Bu polimorfizmler 55.kodonda
metionin(M) ile 16sinin(L) yer degistirdigi (M/L55) ve 192.pozisyonda glutamin ile
arginin yer degistirdigi (Q/R192) polimorfizmleridir [80,81].

Uzerinde en ¢ok ¢alisilan polimorfizim olmasinin nedeni, ¢esitli substratlara

kars1 afinitelerinin ve Katalitik aktivitelerinin farklilik gostermesiyle ilgilidir [81].

PONTI’in R allelinin kodlandigi proteinin paraokson hidroliz aktivitesi, Q
alleline gore sekiz kat daha fazladir [1]. PON I’in Q formu sarin, soman ve
diazoksonu daha hizli hidrolize etmektedir. Tek bir aminoasitteki degisimin enzimin
aktivitesini bu derece etkilemesi enzimin yapisiyla iliskilendirilmistir [80,81]. Bu
polimorfizm serum konsantrasyonunu da etkilemektedir. Homozigot R alleli olan
bireyler homozigot Q alleli bireylere nazaran goére daha yiiksek enzim
konsantrasyonuna sahiptir [3].

14



M/L55 polimorfizmi ise enzimin disik serum aktivitesi ve
konsantrasyonuyla iligkilidir. M alleli tasiyanlarda diisik PON 1 mRNA seviyeleri

bulunmusken, L alleli daha stabil ve proteolize kars1 daha dayaniklidir ve bu durum

yiiksek serum aktivitesine sahip oldugunu kanitlar [82].

PON 1 allozimlerinin kalitatif ve kantitatif farkliliklar1 sebebiyle fenotipleme
yontemleri gelistirilmigtir. 1983°de ilk olarak Eckerson iki izoenzimin tuz ve pH’a

gore degisimlerini temel alarak ti¢ fenotip tanimlamistir [30].
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Sekil 1.9: PON1 gen polimorfizmleri [1].

PONT’in kodlanma bolgesindeki diger bir polimorfizim ise 102.kodonda
izolosinden valine olan degisimdir [83]. Bu polimorfizmlerin disinda promoter
bolgesinde de en az 5 polimorfizm daha belirlenmistir. S6z konusu polimorfizmler -
107/-108 (C/T), -126 (C/G), -160/-162 (A/G), -824/-832 (A/G) ve -907/-909
(C/G)’dir [49,85]. PON1 genindeki promoter polimorfizminin ise gen experesyonu
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ve enzimlerin serum diizeyleri tizerinde gii¢lii etki gosterdigi belirlenmistir [85,86].
Promoter bolgede plazma PONI1 seviyesini etkileyen en onemli polimorfizm

C108Tdir [83] .

A
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Sekil 1.10: PON1 Enziminin promoter bolgesi [84].

Paraoksonazin  polimorfik dagilimi g¢esitli irklar arasinda  farklilik
gostermektedir [1]. Tirk popiilasyonunda RR alelli ¢ok diisiikk oranlarda
bulunmusken, trimodal dagilimda QQ, QR ve RR allelerin frekanslar1 sirasiyla
%48.6,%41.0 ve %10.4 olarak bulunmustur [87]. Diisiik aktivite gosteren Q alleli
Amerika, Avrupa ve Kanada’da yiiksek ama Avusturalya Zambiya’da diigiik olarak

bulunmustur [1].

Paraoksonaz enziminin polimorfizmiyle bir¢ok hastalik arasindaki iliski tespit

edilmistir [88, 89, 90, 91, 92]

Ilk olarak yapilan pek ¢ok calismada kalp damar hastaliklar1 ile PONI
R/Q192 polimorfizmi arasinda 6nemli bir iligski oldugu belirtilmistir [88].
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Ayni sekilde bir kisim ¢aligma grubunda PON1’in M/L 55 polimorfizmi ile
kalp damar hastaliklar1 olugma riski arasinda bir baglanti oldugu belirlenmisken [89],
diger bir kisim ¢alisma grubunda ise aralarinda higbir iliski olmadig1 belirlenmistir
[90]. Boylelikle PON1’in 192.ve 55. polimorfizm genotipleri enzim aktivitesini
etkilemektedir. S6z konusu enzimin aktivitesi geleneksel risk faktorleri disinda kalp

damar hastaliklari olusma riskini bize 6nceden haber vermektedir.

Yapilan bir ¢aligmada, Japon toplumunda tip 2 seker hastalarinda PONI
enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalik arasinda 6nemli bir bagmnti olmadigi
bulunmustur [91]. Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli igeren kisilerde
Parkinson hastaligi olma riskinin istatistiksel olarak (p<0.005) yiiksek oldugu
belirlenmistir [92].

1.2 Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri, dig orbitallerinde tek sayida elektron tasiyan,
elektrik yiiklii veya yiiksiiz olan atom veya molekiillerdir. Bu tanecikler, kisa omiirli
ve kararsiz yapida olmasi sebebiyle etrafinda bulunan molekiillerle etkileserek kararli

yapiya ulasmak istemektedirler.

Oksijen aerobik canlilar i¢in yasam kaynagidir. Oksijenin biiyiik bir kismu,
mitokondride, elektron transport reaksiyonlar1 sonucu suya doniismekteyken, cok az
bir kism1 oksijen radikallerin olusumuna sebep olmaktadir. Oksijenin bir elektron
alarak indirgemesiyle siiperoksit radikalleri (O;"), iki elektron alip indirgenmesiyle
hidrojen peroksit (H,0,), ti¢ elektron alip indirgenmesiyle reaktifligi yiiksek olan

OH ve dordiincii elektron almasiyla su molekiilii olusmaktadir [93].
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Sekil 1.11: Serbest radikal olusumu [93].

Olusan oksidatif tiirler, metabolizmanin artan yan iriinleridir. Fakat,
plazmadaki zar sistemleri, endoplazmik retikulum, lizozom, peroksizom ve sitozolik

enzimlerle de reaktif oksijen tiirlerinin olusumu gézlemlenmektedir [93].

Bunlarin disinda, bazen kontrollii enflamatuar reaksiyonun bir parcasi olan
fagositler tarafindan, bazen iyonize radyasyon, ultraviyole 15181, hava kirliligi, sigara
dumani, hiperoksitler, fazla egzersiz ve iskemi nedeniyle de reaktif oksijen tiirleri

olusmaktadir [94,95,96].

En 6nemli reaktif oksijenler, O, (siiperoksit) radikali, H,O,, OH~ ve singlet
oksijendir. Bunlarin disinda HOCI, ROO, RCOO, HO,~, RO’dir [94].

Serbest radikaller erken yaslanma, kanser, otoimmiin hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar gibi bircok hastaligin etyopatogenezinden sorumlu
tutulmustur [97-99].

Serbest oksijen radikallerinin olusumu enflamasyon, radyasyona maruz kalma
ve yaglanma gibi durumlarda artmaktadir. Normalden yiiksek, parsiyel oksijen
basinct (PO) ve ozon, azot dioksit gibi kimyasal maddeler ya da bazi ilaglarin
etkisiyle de artar. Yiiksek konsantrasyonlardaki ROS’nin proteinler, lipitler ve

niikleik asitler gibi hiicre yapilar1 tizerine zararli etkileri bulunmaktadir [100,101].
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Artmig reaktif oksijen tiirleri viicut igerisinde, hiicre organelleri ve
membranlarinda bulunan lipit ve proteinlerin yapisint bozmaktadir. Hiicre i¢inde
bulunan yararli enzimleri etkisiz ve zararli hale getirmektedir. DNA molekiiliinii
tahrip etmektedir, mitokondride aeorobik solunumu bozmaktadir, hiicrenin potasyum
kaybini artirmaktadir, dokularda makrofajlarin toplanmasini kolaylastirmaktadir ve

trombosit agregasyonunu artirmaktadir [101].

Organizmada prooksidan/antioksidan dengesindeki bozukluk sebebiyle artan
reaktif oksijen tiirlerinin kontrolii ¢ok Onemlidir. Bunun ig¢in serbest oksijen
radikallerinin toksisitesini azaltmak amaciyla antioksidan sistemler devreye
girmektedir [102]. Enzimatik antioksidanlar, siiperoksit dismutaz(SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz, katalaz, tiyoredoksin
rediiktaz, peroksi redoksinler (Prx) ve NAD(P)H: ubikinonoksidorediiktaz (NQOT1)
gibi antioksidan enzimlerdir. Enzimatik olmayan antioksidanlar, E, C, A vitaminleri,

glutatyon, irik asit, alblimin, bilurubin gibi yapilardir [93].

1.2.1 Siiperoksit Radikali (O;.")

Molekiiler oksijen bir elektron alarak indirgenip kararsiz bir yapi olan

stiperoksit radikaline doniismektedir.
02 +e — 02._

H,0; kaynagidir ve canlilarda ilk olusan serbest radikal tiirevidir. Hiicre dist
ortamlarda endotel hiicreler, lenfositler, trombositler, fibroblastlar ve diger hiicreler
tarafindan normal hiicresel reaksiyonlar sonrasi ortaya ¢ikan zayif bir oksidan olan
O2.7’nin kendi basina onemli hiicre hasarlarina yol agmasinin miimkiin olmadig:
diistiniilmektedir. Fakat stiperoksit, radikalleri oksitleyici ve metal iyonlar

rediikleyici etkileri ile oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlar1 baslatabilir
[103].

Aktiflesmis fagositik 16kositlerden fazla miktarda siiperoksit iiretilmektedir.
Fagozom i¢ine ve bulunduklari ortama verilebilir. Antibakteriyel etki i¢in gerekli
olan bu radikal yapimi, daha fazla ROS olusumunu da baslatabilmektedir [94,99,
104, 105].
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1.2.2 Hidrojen Peroksit ( H,O,)

Oksijenin dismutasyonuyla ya da oksijenin dogrudan indirgenmesiyle

olusmaktadir.
20,7+ 2 H" — H,05 + Oy

Yagda ¢oziiniir, boylelikle membranlardan kolayca gecebilmektedir. En giiclii
yiikseltgeyicilerdendir. Su ortaminda bir¢ok inorganik iyonu yiikseltgeyebilmektedir
ya da indirgeyebilmektedir [106]. Radikal 6zelligi tasimamaktadir, reaktif bir tiir
degildir. Fakat gecis metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikallerinin ana kaynagi

olmasi sebebiyle 6nem tagimaktadir [107].

1.2.2.1.1 Hidroksil Radikali (OH")

En tehlikeli reaktif oksijen radikalidir. Normal biyolojik fonksiyonlarda da
kullanilmaktadir. Fagositoz ve gesitli enzimatik katalizlerde iiretilmektedir [94, 104,
108].

H,0,’nin UV’ye maruz kalmasi ile OH " radikali olusmaktadir. OH " radikali
en reaktif radikaldir. Tiim molekiillere hiicum ederek zarar vermektedir. Piirin ve
pirimidin bazlar ile etkilesime girmektedir [109]. Arasidonik asitler, doymamis yag
asit yan zincirlerinden hidrojen atomunu ¢ikartmakta ve sonugta H,O olusumunu
saglamaktadir. OH™ ile olusan en 1yi tanimlanmis biyolojik hasar, “lipit

peroksidasyonu” olarak adlandirilan radikalik zincir reaksiyonudur [94,104].

O, +Fe™— 0, + Fe™
Fe™ + H,0, — Fe™ + OH +OH" (Fenton reaksiyonu)

H,O, + O, — OH +0O, ~ +OH™ (Haber Weiss reaksiyonu)
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1.2.3 Singlet Oksijen

Reaktivitesi yiiksek bir O, tiiriidiir. Doymamis yag asitleri ile tepkime vererek
peroksil radikalini olusturmaktadir ve lipid peroksidasyonunu baslatmaktadir [94].
Ozellikle karbon-karbon sigma ve pi baglarina sahip baglar singlet oksijenin
tepkimeye girdigi noktalardir. Bu bilesiklerden bazilar1 bilirubin, tokoferoller,
fenoller, karotenler, DNA, kolesterol, NADPH, triptofan, metionin, sistein ve
histidindir. Bu bilesikler singlet oksijenini ortamdan uzaklastirip ona bagh

gerceklesen tepkimeleri sonlandirmaktadir [94, 95, 110, 111].

1.3 PON1 ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikalleri oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif stres,
oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde

bozulmasi durumudur [112].

Insan serum paraoksonazin, diisiik yogunluklu lipoprotein’nin oksidasyonuna
karst 6nlem aldig: tespit edilmistir [113]. Aviram ve arkadaslarinin yapmis oldugu
bir ¢alismada 284.sistein rezidiisiinde mutasyon bulunan insan serum paraoksonaz

enziminin LDL’yi oksidasyona karsi koruyamadigini belirtmislerdir [114].

Insan serum paraoksonazin sadece LDL oksidasyonunu degil, ayn1 zamanda
HDL oksidasyonunu da engelledigi belirtilmistir. Bu durum s6z konusu enzimin

peroksitleri hidroliz etmesiyle ilgilidir [115].

Daha onceki arastirmalarda paraoksonaz diizeyiyle oksidatif stres arasinda

iliski oldugu kanitlanmistir [6].

14 Abdominal Aort Anevrizmasi

Anevrizma, atardamar duvarlarinin zayiflamasiyla olusan, damar ¢apinin %50
sinden daha fazla genislemesine yol agan bir ¢esit balonlagsmadir. Patogenezde en
onemli faktor elastin ve kollojen yapisindaki dejenerasyondur. Anevrizmalarin

boyutu zamanla biiyliyebilmektedir. Bir anevrizma ¢ok fazla biiyiidiigiinde hayati
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tehlikelere yol acabilen kanamalara neden olabilmektedir hatta bu durum direk
olime kadar gidebilmektedir. Anevrizma iginde kiigiik bir kan pihtist da
olusabilmektedir. Kan pihtistnin  kiiciik pargalar1  koparak viicut iginde
dolasabilmektedir. Eger bu kan pihtis1 dolasip beyin veya kalp damarinda sikisirsa
kalp krizine yol agabilmektedir. Bobrek ve karaciger gibi diger hayati organlarda ise
normal fonksiyonu bozabilmektedir [116].

Karin bolgesinde sismeye baslayan aortta belli bir ¢aptan sonra i¢indeki kan
basincina maruz kalarak yirtilmaktadir. Bu durum sonucu hastanin 6liim riski %
60’1n {izerine ¢ikar. Abdominal aort anevrizmasi 65 yas {istiindeki yetiskinlerin
%9’unda goriiliir ve anevrizma vakalari yilda yaklasik olarak 15.000 kisinin 6liimiine
neden olmaktadir [117]. Abdominal aort anevrizmali hastalara hipertansiyon ve
hiperlipideminin agresif tedavisi Onerilir. Bu konuda Satah tarafindan yapilan
calisma 6nemlidir ¢iinkii Abdominal Aort anevrizmasi’nin korunmasiyla ilgili olan
terapiye yeniden dikkat ¢ekmektedir [118]. Son zamanlarda yapilan g¢esitli
calismalarda ise aort anevrizmalarinin endovaskiiler stent greft ile tedavisinin

gerceklesebilecegi belirtilmistir [119].

Abdominal Aort Anevrizmasi ¢esitli nedenlere bagli olarak olugmaktadir.
Bunlardan en 6nemlileri sigara kullanimidir. S6z konusu hastalik, epidemolojik ve
patolojik arastirmalarda siklikla aterosklerozlu hastalarda meydana gelmektedir ve
iki hastalik asamasi bir¢ok risk faktorii tasimaktadir. Bunun yaninda diyabet, yiiksek
kolestrol, yliksek tansiyon, bikiispit aort kapagi ve genetik faktorler hastaliga sebep
olan etkenlerdir [120].

Abdominal Aort anevrizmali hastalarin %40’inda siddetli karmn agrisi
seklinde septom gostermekte iken, %60’mnda higbir septom gozlenmemektedir.
Kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite dnemli bir nedeni olan aort anevrizmalar1 60
yas st erkeklerin bir kismim etkilemektedir [121]. Anevrizmalarin
patofizyolojisinde artmis vaskiiler enflamasyon, mekanik stres ve reaktif oksijen
tirleri (ROS) ile damar duvar yapisini bozmasi iliskilendirilmisken son dénemde
yapilan caligmalar oksidatif stresin bu mekanizmalarin tliimiine etki ettigini
gostermis, ROS un kontrolsiiz artis1 ile damar yapisindaki kollajen yapisinin

bozulmasi ve diiz kas hiicre apoptozinin indiiklenmesi dogrudan iliskilendirilmistir

[122].
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S6z konusu hastaliga kars1 yapilan diger bir ¢alismada ise, eser elementlerin
hastaliga karsi etkisi incelenmis, damar duvarindaki eser element diizeyindeki
degisiklilerin lipit peroksidasyonunu artirip, antioksidan kapasiteyi azaltarak damar

yapisinin bozulmasiyla birlikte hastaliga yol agabilecegini gostermislerdir [119].

Antioksidan etkisi ve anti-aterojenit etkisi iyi bilinen insan serum
Paraoksonaz enzimi (PON1)’in, birgok hastaliga 11k tutabilecegi gbzlenmistir ve bu

yiizden popularite kazanmigtir [123,124].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1  Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢alismalarda kullanilan trihidroksimetil aminometan (Tris-Base),

paraokson, Sigma’dan, sodyum kloriir Merck’den karsilanmistir.

Paraoksonaz enzimini saflastirma amacli kullanilan insan kami Balikesir

Universitesi Saglik ve Uygulama Arastirma Hastanesinden temin edilmistir.

2.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢alismada asagidaki alet ve cihazlar kullanilmigtir:
Sogutmali santrifiij (Sigma, EBA-12R)
UV-spektrofotometre (Biotek Power Wax XS)

Buz makinasi (Scotsman DA)

pH metre (Orion model 920A)

Manyetik Karistirici (Combimag RCO)

Hassas Terazi (Libror, AEG-220)

Derin Dondurucu (-80 °C) (Indesit)

Ependorf Tiipler (Iso-Lab)

Kiivet (Bio-Cell)
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2.3  Kullamlan Cozeltiler

Tuzsuz Bazal Aktivite Tamponu;

0.1 M Tris Base Aktivite Tamponu (pH 10.5) ; 3.0275 g (0.02mol) Tris Base, 200
ml saf suda ¢6ziildii. IN NaOH ile pH” s1 10.5 a getirildi ve son hacim saf suyla 250

ml’ye tamamlandi.

Tuzlu Aktivite Tamponu;

0.1 M Tris Base -1 M NaCl Tamponu (pH 10.5) ; 1.211 g (0.001mol ) Tris Base ve
5,844 g (0.1 mol) NaCl saf suda ¢oziildii. pH’s1 10,5’e getirildi ve son hacim saf

suyla 100 ml ye tamamlandi.

Substrat Cozeltisi; 10,8 pul paraokson, 4 pl tuzsuz bazal aktivite tamponu ile soguk

ortamda iyice karistirildiktan sonra kullanildi.

24 Yontemler

24.1 Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri kuru santrifiij tiiplerine alinarak 5000 rpm de, +4°C
sicakliginda 10 dakika stiresince santrifiij edilerek serumdan ayrilmasi saglanmistir.
Ayrilan serumlar -70° C de muhafaza edilmistir. Analiz sirasinda enzim kaynagi

olarak kullanilmistir.

2.4.2 Enzim aktivite Tayini

Paraoksonun PONI1 tarafindan olusan sar1 renkli paranitrofenoliin sebep

oldugu absorbans artis1 spektrofotometrik olarak Sl¢giilmektedir. Kan serumlarindaki
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enzim (PONI), reaksiyon ortamindaki paraokson substratini hidroliz etmektedir.

Agiga ¢ikan iiriiniin absorbans artis1 412 nm’de kinetik olarak izlenmektedir.

Aktivite Ol¢timii i¢in Oncelikle 850 ul tampon (0,1M Tris-Base Aktivite
Tamponu pH:10.5) ve 100 pl substrat (paraokson) ¢ozeltisi alindi. Ardindan 100 ul
serum (enzim ¢ozeltisi) 6rnegi hizli bir sekilde eklendi ve 412 nm’de 37 °C
sicaklikta 1 dakikadaki absorbansi belirlendi. Boylelikle paraoksonun p-nitrofenole
enzimatik doniisim hiz1 tespit edildi. Aynmi islem enzim olmadan tekrarlanarak
aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 Unite paraoksonaz dakikada

meydana gelen p-nitrofenoliin umol’ii olarak tayin edildi.

2.4.3 Q ve R Tiiriiniin Belirlenmesi

Aktivite ol¢timii i¢in Oncelikle 850 pl tuzsuz aktivite tamponu (0,1M Tris-
Base Aktivite Tamponu pH:10.5) ve 100 pl substrat (paraokson) ¢ozeltisi alindi.
Ardindan 100 pl serum (enzim ¢dzeltisi) 6rnegi hizli bir sekilde eklendi ve 412
nm’de 37 °C sicaklikta 1 dakikadaki absorbansi belirlendi. Ayni1 soliisyonlara 850 pl
tuzlu aktivite tamponu (0.1 M Tris Base -1 M NaCl Tamponu (pH 10.5) ) eklendi
tuzla uyarilma (salt stimulate) aktivite degeri Ol¢iildii. Boylelikle paraoksanin p-

nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi.

Ayni iglem enzim olmadan tekrarlandi ve aradaki fark enzim aktivitesi olarak
belirlendi. 1 Unite paraoksonaz, dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’u

olarak belirlendi.

Paraoksonaz enzimi bazal ve tuz aktiviteleri 6l¢iimiinden sonra asagida verilen

formiil kullanilarak fenotip belirlemesi yapildi.

1M NaCl varliginda paraoksonaz aktivitesi — Bazal paraoksonaz aktivitesi 100

Bazal Paraoksonaz aktivitesi
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Bu formiile gore, %60’a kadar olan bireyler diisiik aktiviteli homozigot (QQ)
veya (AA), %60 ile %200 aras1 bireyler orta aktivite heterozigot (QR) veya (AB),
%200 ve tlizerindeki bireyler ise yiiksek aktiviteli homozigottur (RR) veya (BB).
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3. BULGULAR

Bu caligmada 26 saglikli ve 56 Abdominal aort anevrizma tanist konmus
bireylerde PONI1 polimorfizmi incelendi. Arastirmamizda kullanilan hasta ve
saglikli bireylerin demografik o6zellikleri Tablo 3.1’de verilmistir. Tablo 3.1’de
goruldiigli gibi 56 Abdominal aort anevrizmali hasta serumlar1 kullanilmistir. Bu
hastalardan 44’1 erkek 12’si kadindir. Yaslar1 66,35+9,32 dir. Viicut kitle endeksleri
ortalamasi, 27,73+3,04°dir. Hasta bireyler arasindaki sigara kullanan kisiler ise 39
olarak belirlenmistir. Kontrol grubumuz ise 26 kisiden olusmaktadir. Bu grubun 21’1
erkek, 5 ise kadindir. Yaslari, 27,73+3,04°diir. Viicut kitle endeksleri 25,83+4,19

seklindedir. Sigara kullanan kisilerin sayist 8’dir.

Tablo 3.1: Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri.

HASTA KONTROL

Toplam 6rnek

Sayisi (n) 56 26
Cinsiyet
Kadin 12 5
Erkek 44 21
Yas + SDI 66,35+9,32 37,15+11,48
BMI + SDI 27,7343,04 25,83+4,19
Sigara kullanimi1 39 8
PONL1 aktivitesi 90,26+7,23 136,31+10,4
(U/ ul dak)

Kan serumlarindaki enzim (PON1), reaksiyon ortamindaki paraokson

substratini hidroliz etmektedir. Reaksiyon sonucundan olusan p-nitrofenol bilesiginin
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absorbansit 412 nm’de Olgiilmesi ile elde edilen degerler formiilize edilerek,

belirlenen PON 1 aktiviteleri Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Demografik 6zelliklere gore PON1 aktivitesinin ortalama degerleri.
PON1 Aktivitesi (U/ pl dak)

Hasta Kontrol
Cinsiyet
Kadin 110,57 573,46
Erkek 31,68 192,47
Sigara Kullanan 110,57 110,48
Sigara Kullanmayan 124,57 159,71
BMI
0-18,4(zay1f) - 348,77
18,5-24,9(normal) 110,56 119,69
25,0-29,9(fazla kilolu) 85,56 174,98
30,0-34,9(sisman) 115,07 83,81
Toplam aktivite 90,26 136,31

Tabloda goriildiigii iizere, kontrol grubundaki kadinlarin enzim aktivite
ortalamasi, hasta grubundaki kadinlara nazaran daha yiiksek bulunmustur. Erkeklerin
ise ayni sekilde kontrol grubundaki enzim aktivite ortalamasi hastalara gére daha
yiiksek bulunmustur. Sigara kullanimina bakildig1 zaman, saglikli grubundaki sigara
kullanan bireylerin aktivite ortalamasi kullanmayanlara gore daha diisiik ¢ikmistir.

Hasta grubu i¢inde ayni durum s6z konusudur.

Viicut kitle endeksi i¢in ise kontrol grubundaki bireylerin en diisiik aktivite
ortalamasi zayif bireyde gozlemlenmigken, en yiiksek aktivite ortalamasi normal
bireylerde gozlemlenmistir. Hasta grubu iginse s6z konusu enzim aktivite ortalamasi,
normal kilolu bireylerde az iken, sisman bireylerde fazla ¢ikmistir. Toplam PON1
enzimi aktivite ortalamasma bakildiginda ise, kontrol grubunun enzim aktivite

ortalamasi, hasta bireylere gore yliksek ¢ikmustir.

Calismamizdaki 56 hasta,26 kontrol olgunun kan serumlar1 alinarak enzim
fenotipi belirlenmistir. Toplam 82 olgudan alinan bu kanlar, alindiktan hemen sonra

santrifiijlenip serum kismindan ayrilarak analiz edilmistir.
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Eckerson ve arkadaslarinin metodu kullanilarak PONI1 polimorfizim
belirlenmistir. Materyal ve yontemler boliimiinde detaylica agiklandigi gibi soz
konusu izoenzimlerin tuz ve pH’a farkli cevaplarini temel alarak farkli fenotipi

belirlenmistir [27].

1M NaCl varliginda paraoksonaz aktivitesi — Bazal paraoksonaz aktivitesi 100

Bazal paraoksonaz aktivitesi

Bu formiile gore, %60°a kadar olan bireyler diisiik aktiviteli homozigot (QQ)
veya (AA), %60 ile %200 aras1 bireyler orta aktivite heterozigot (QR) veya (AB),
%200 ve tlizerindeki bireyler ise yiiksek aktiviteli homozigottur (RR) veya (BB).
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Tablo 3.3:Abdominal aort anevrizmali hasta bireylerin enzim aktivitesi, yas,

cinsiyet ve fenotip bilgileri.

Cinsiyet | Yas | Bazal aktivite (U) | Tuzla uyarilms Fenotip
Aktivite (U)
1 E 71 76,14 117,89 QQ
2 E 62 82,89 127,41 QQ
3 E 63 38,07 81,97 QR
4 K 75 147,06 282,14 QR
5 E 58 72,14 351,53 RR
6 E 64 192,80 896,79 RR
7 E 73 59,56 92,10 QR
8 E 65 52,19 254,21 RR
9 E 85 49,12 86,57 QR
10 E 71 47,58 81,97 QR
11 E 83 45,74 91,18 QR
12 K 78 135,70 401,57 QR
13 E 63 49,42 69,38 QQ
14 E 76 86,27 241,08 QR
15 E 76 77,06 98,85 QQ
16 E 70 62,01 81,66 QQ
17 E 54 84,42 98,55 QQ
18 K 68 112,06 286,75 QR
19 E 75 140,32 368,72 QR
20 K 63 172,23 321,14 QR
21 E 53 141,84 286,14 QR
22 E 72 150,13 363,50 QR
23 E 67 102,23 206,08 QR
24 E 67 72,45 244,07 RR
25 K 79 189,12 618,94 RR
26 E 45 85,96 96,71 QQ
27 K 56 51,57 69,07 QQ
28 K 74 108,07 240,07 QR
29 E 78 215,52 476,18 QR
30 E 75 144,91 691,40 RR
31 E 65 100,08 317,45 RR
32 K 67 67,23 142,76 QR
33 K 68 71,84 99,47 QQ
34 E 70 25,78 63,24 QR
35 E 68 66,62 76,44 QQ
36 K 75 53,42 214,29 RR
37 E 52 38,07 93,64 QR
38 E 65 63,85 92,71 QQ
39 E 63 60,17 76,14 QQ
40 E 58 53,42 73,07 QQ
41 E 56 132,32 611,88 QR
42 E 43 63,24 77,36 QQ
43 E 73 91,49 266,18 QR
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Tablo 3.3 (devami): Abdominal aort anevrizmali hasta bireylerin enzim aktivitesi,
yas, cinsiyet ve fenotip bilgileri.

44 E 76 50,96 68,15 QQ
45 E 70 74,29 118,50 QQ
46 K 65 60,17 89,64 QQ
47 E 63 58,64 70,30 QQ
48 E 84 53,11 74,91 QQ
49 E 76 146,44 217,67 QQ
50 E 54 68,77 367,50 RR
51 K 58 158,42 202,01 QQ
52 E 64 51,57 60,17 QQ
53 E 46 73,68 162,10 QR
54 E 45 162,71 423,68 QR
55 E 70 42,36 67,85 QR
56 E 63 121,57 157,80 QQ
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Tablo 3.4: Saglikli bireylerin enzim aktivitesi, yas, cinsiyet ve fenotip bilgileri.

Cinsiyet Yas Bazal Aktivite Tuzla Fenotip
(9)] Uyarilmis
Aktivite(U)
1 K 31 276,62 917,06 RR
2 K 46 59,86 314,69 RR
3 E 32 71,84 115,74 QR
4 E 38 82,28 122,50 QQ
5 E 40 48,81 124,64 QR
6 E 44 49,12 77,98 QQ
7 E 38 74,91 112,36 QQ
8 E 47 158,72 486,31 RR
9 E 47 111,14 153,20 QQ
10 E 33 60,17 66,92 QQ
11 K 52 47,28 95,17 QR
12 E 49 245,36 756,79 RR
13 K 27 348,77 1100,67 RR
14 K 38 96,71 439,64 RR
15 E 67 74,60 120,04 QR
16 E 44 62,68 278,77 RR
17 E 66 157,80 509,03 RR
18 E 49 163,33 527,14 RR
19 E 35 345,36 1123,44 RR
20 E 31 225,35 815,13 RR
21 E 35 180,52 362,58 QR
22 E 39 163,68 436,27 QR
23 E 46 157,80 341,40 QR
24 E 47 199,25 369,95 QR
25 E 22 15,96 75,52 RR
26 E 32 66,31 76,75 QQ
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Arastirmamizda 56 hasta olgunun 23’iliniin (%41,1)QQ, 23’iiniin (%41,1) QR,

10’unun (%17,9) RR fenotipi gosterdigi bulunmustur. Kontrol grubun ise 6’simin
(%23,1) QQ, 8’inin (%30,8) QR, 12’sinin ise (%46,12) RR grubu oldugu

bulunmustur. Bu bilgilerin p degerleri Tablo 3.5’ te verilmistir.

Tablo 3.5: Hasta ve kontrol grubunun fenotipi, goriilme yiizdeleri ve p degerleri.

Fenotip Kontrol Hasta p
QQ 6 (%23,1) 23(%41,1) 0,11
QR 8(%30,8) 23(%41,1) 0,37
RR 12(%46,12) 10(%17,9) 0,007*

Tablo 3.5’te gortldigi gibi p<0,05 oldugundan RR grubu (p= 007) diger

gruplara gore istatiksel olarak olduk¢a anlamlidir. Hasta ve kontrol grubunda

bireylerin fenotipleri ve yiizdeleri Tablo 3.6’ da gosterilmistir.

Tablo 3.6:PON1 192 Q/R (A/B) fenotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki

dagilimlari
50
40
= 20
FJ oV
3
=20
) I
) Qa QR RR  Fenotip
m Hasta 41,1 41,1 17,9
m Kontrol 23,1 30,8 46,2

m Kontrol W Hasta
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4. TARTISMA VE SONUC

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu c¢alismada, paraoksonaz enziminin

polimorfizmi ile Abdominal Aort Anevrizma hastali1 arasindaki iliski incelenmistir.

Paraoksonaz enzimi karacigerde sentezlenen bir metaloenzimdir. S6z konusu
enzim yiliksek yogunluklu lipoproteine (HDL) bagli olarak serumda bulunur. Bu
enzim, giris kisminda ayrintili olarak da belirtildigi gibi ii¢ farkli fizyolojik
fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlar; detoksifikasyon, antioksidan ve antibakteriyel
ozellikleri sayilabilir. Bu nedenle s6z konusu enzim iizerinde ¢ok yogun calismalar

yapilmakta, kongreler diizenlenmekte ve bu ilgi giin gegtikge artmaktadir [125].

Aragtirmamizda ¢alistigimiz  PON1 enziminin, aym1 zamanda bir¢ok
organofosfatlarin hidroliz reaksiyonunu katalizledigi bilinmektedir. Detoksifikasyon
aktivitesi ile birgok bilesigin norotoksititesinden sinir sistemini korudugu gibi ayni
zamanda toksik bilesiklerin diger olas1 zararlarindan da organizmayi korumaktadir

[125].

Abdominal aort anevrizmasi, karin aortasinin normal yapisini kaybetmesi
sonucu olusan Oliimciil bir damar hastaligidir. Damar duvarinda zayiflik meydana
gelir ve beklenilen ¢apin 1,5-2 katindan daha fazla genisleyerek kendini gosterir.
S6z konusu hastaligin nedenleri ise, yiliksek tansiyona bagli olarak olusan
dejenerasyon, damar yapisi igersinde gerceklesen reaksiyonlar, damar duvarinin
dogustan bozuk olmasina bagli genetik bozukluklar, reaktif oksijen tiirlerinin damar
yapisinda meydana getirdigi hasarlar, yas ve en oOnemlisi sigara kullanimidir
Ozellikle Reaktif oksijen tiirlerin artmasi bircok hastaliga neden oldugu gibi

Abdominal aort anevrizma hastaliginin da nedenlerinden birisi sayilmaktadir [120].

Normal sartlar altinda siiperoksit, nitrikoksit radikalleri ve hidrojen peroksit
gibi ROS’lar, organizmada olugmaktadir ve Onemli fizyolojik fonksiyonlara
sahiptirler. Ancak son derece reaktif bu bilesiklerin miktarlarinin artmasi ilgili

organizmanin oksidatif stresle karsi karsiya kalmasina sebep olmaktadir [112].
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PON 1, ayn1 zamanda antioksidan etkisi ile de dne ¢ikmaktadir. Bu enzimin
antioksidant aktivitesi ile diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu
onledigi bilinmektedir [37, 40, 126]. Ciinkii s6z konusu enzim, peroksidasyona
ugramis lipidleri ve ayn1 zamanda hidrojen peroksidi hidroliz etmektedir. Boylelikle
oksidasyonu o©nlenen LDL-kolestroliin hiicre icine girisinde Onemli katkilar
saglamaktadir. Lipit peroksidasyonunda R ve Q formlarinin aktiviteleri farkli

olmasina ragmen toplam PON1 aktivitesinin ¢ok daha 6énemli oldugu bilinmektedir
[42].

Paraoksonaz enziminde farkli polimorfizmlere rastlanmasina ragmen en
onemlisi, 192.pozisyondaki arginin/glutamin (R/Q) polimorfizmidir. Enzimin
192.pozisyonda arginin rezidiisiiniin bulunmasi, aktivitesinin daha yiiksek, glutamin
rezidiisiiniin bulunmasi ise s6z konusu aktivitenin daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle Q ve R polimorfizminin bir¢ok hastalikla ilgili iligkisi

incelenmistir [10].

Arastirmamizda, hasta grubunun PONI1 aktivitesi, kontrol grubuna gore
dramatik bir sekilde diisiik oldugu saptanmistir. Literatiirde PONT1 aktivitesi ile farkli
hastaliklar arasindaki iliski incelenmis ve genel olarak hasta bireylerdeki PONI
aktivitesinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Ornek olarak, akciger kanser tanist
konulan hastalardaki PON 1 aktivitesi, kontrol grubuna goére oldukg¢a diisiik oldugu
tespit edilmistir [127]. Baska bir ¢alismada ise B12 vitamin eksikligi anemisi olan
cocuklarda serum paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi incelenmis, paraoksonaz ve
arilesteraz diizeyleri hem kontrol hem de demir eksikligi anemisi grubundaki
cocuklarin ortalama degerinden diisiik bulunmustur [74]. Akut bobrek yetmezligi
tanis1 alan ¢ocuklarda paraoksonaz ve arilesteraz diizeyleri incelenmis, kontrol
grubuna gore bu enzim diizeyleri diisiik bulunmustur [128]. Travmali hastalarda
serum paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri incelenmis, kontrol grubuna gore enzim
diizeyleri daha diisiik saptanmistir [129]. Diger bir arastirmada ise sdz konusu
enzimin aort ve mitral kapak hastaliklarindaki aktivitesi arastirilmis ve hastalikli olan
kisilerde enzim aktivitesi istatiksel olarak anlamli bulunmustur [130]. Diabetes
Mellitus’da paraoksonaz aktivitesi ve aopp diizeyleri arastirilmig, enzim aktivitesi
hastalarda kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur [131]. Meme kanserli olgularda
yapilan bagka bir caligmada ise PONI1 aktivitesinin hasta grubunda azaldigi
gozlemlenmistir [132].

36



Tez kapsamindaki arastirma sonucunda Abdominal aort anevrizmasi olan
hastalardaki serum PONI1 diizeylerinin kontrol grubuna gore diigiik bulunmasinin
bircok nedeni olabilir. PON1 enziminin su ana kadar tespit edilmis aktiviteleri goz
Oniine alindig1 zaman, bu enzim aktivitesi diisiik olan bireylerin, lipit peroksidasyonu
arttig1 gibi, reaktif oksijen diizeylerinin de arttigi bilinmektedir. Bu durum soz
konusu hastaligin en énemli nedenlerinden birisi olan reaktif oksijen tiirlerinin damar

yapisinda meydana getirdigi hasarlar1 diistindiirmektedir.

Arastirmamizin bu boliimiinde Abdominal aort anevrizmasi olan hastalarda
PON1 polimorfizmi belirlenmistir. Calismamizda 56 hasta olgunun 23’{iniin
(%41,1)QQ, 23’tnlin (%41,1) QR, 10’unun (%17,9) RR fenotipi gosterdigi
bulunmustur. Kontrol grubun ise 6’smin (%23,1) QQ, 8’inin (%30,8) QR, 12’sinin
ise (%46,12) RR grubu oldugu bulunmustur. Literatiirde farkli hastaliklar ile PON
polimorfizmi arastirilmis ve farkli degerler bulunmustur. Ornegin PON1 192 QR
polimorfizmiyle koroner kalp hastaligi arasindaki iliski incelendiginde, RR
fenotipinin koroner arter hastaliginda daha yiiksek siklikta izlendigi gorilmiistiir
[134]. Bir baska calismada ise Alzheimer hastalarinda R alleli tasiyan hastalar, Q
alleli tagiyanlara gore daha yiiksek serum PONI1 aktivitesi gostermislerdir [134].

Paraoksonaz, pestisit ve diger organofosfat bilesiklerini hidroliz ederek
detoksifikasyonda onemli rol oynar. PON 1 enziminin s6z konusu aktivitesi RR
fenotipinin, QQ fenotipine gore cok daha yiliksek oldugu bilinmektedir. Pestisitler
iriin verimini artirmak ic¢in oldukca yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bununla
beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullanimimin sonucunda gidalarda, toprak, su ve
havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisiim iriinleri kalabilmektedir. Bu
maddeler besin zinciri ile insanlara ulasabildigi belirlenmistir. Cogu pestisit
kalintilarinin, kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu
etkiler saptanmistir. S6z konusu bu ksenobiyotiklerin biyotransformasyonu igin
molekiiler oksijen kullanilmasi sonucu oksidatif stres olusumunu indiikledigi
bulunmustur. Bu nedenle pestisitlerin, ROS olusumunun bir sebebi oldugu
sOylenebilir [135].

Ancak damar duvarinin i¢indeki kan basincina dayanmasini saglayan kolajen
ve elastin proteinlerin ROS ile tahrip olmast anevrizmanin en belirgin

ozelliklerindendir. Arastirmamizda segilen AAA hasta bireylerde QQ fenotipi daha
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yiikksek bulunmustur. Bu kisilerin pestisitlerin detoksifikasyon kabiliyetinin biraz
daha diisiik oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bunun sonucu olarak séz konusu
bireylerde artan oksidatif stresin, AAA’ya daha yatkin olacaktir. Nitekim literatiirde
rastladigimiz bir ¢alismada meme kanserli olgularda QQ fenotipi kontrol grubuna

gore daha yiiksek oldugu saptanmistir [132].
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