T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

OBSTRUKTIF UYKU APNE SENDROMU OLAN
BIREYLERDE PARAOKSONAZ (PON1) AKTIVITESI VE
FENOTIPININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

KUBRA CIKRIKCI

BALIKESIR, MAYIS - 2018



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIiM DALI

OBSTRUKTIF UYKU APNE SENDROMU OLAN
BIREYLERDE PARAOKSONAZ (PON1) AKTIVITESI VE
FENOTIPININ BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

KUBRA CIKRIKCI

Jiiri Uyeleri : Doc. Dr. Nahit Gencer (Tez Damismani)
Do¢. Dr. Nurhan Sarioglu (Es Danismani)
Prof. Dr. Oktay Arslan
Dog¢. Dr. Hatice Ardag Akdogan

Dog. Dr. Semra Isik

BALIKESIR, MAYIS - 2018



KABUL VE ONAY SAYFASI

KUBRA CIKRIKCI tarafindan haziflanan “OBSTRUKTIF UYKU
APNE SENDROMU OLAN BIREYLERDE PARAOKSONAZ (PON1)
AKTIVITESI VE FENOTIPININ BELIRLENMESI” adl; 1oz calismasinin
savunma smavi 14.05.2018 tarihinde yapilmis olup asagida verilen jliri tarafindan
oy birligi / oy ¢oklugu ile Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Danisman
Dog. Dr. Nahit Genger

Es Danisman o
Dog. Dr. Nurhan Sarioglu //’:

Uye

Prof. Dr. Oktay Arslan

Uye

Dog. Dr. Hatice Ardag Akdogan ,,»fff;‘:‘ ______ .
L"/TyC |

Dog. Dr. Semra Isik

Uye
Dog¢.Dr. Serap Uzunoglu

’I‘i‘yc
Dr. Opr. Uvesi. Basak Gokee

Tiri tyeleri tarafindan kabul cdilmis olan bu tez Balikesir Universitesi I'en
Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunca onanmistir.

I'en Bilimleri Enstitiisi Mudiiri

Profl. Dr. Necat O/ZDIMIR




Bu tez cahsmasi Balikesir Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimi tarafindan 2017/082 nolu proje ile desteklenmistir.



OZET

OBSTRUKTIF APNE SENDROMU OLAN BiREYLERDE
PARAOKSONAZ (PON1) AKTIVITESI VE PON1 FENOTIPININ
BELIiRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
KUBRA CIKRIKCI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR. NAHIT GENCER)
(ES DANISMAN: DOC.DR. NURHAN SARIOGLU)
BALIKESIR, MAYIS - 2018

PON1, karaciger tarafindan sentezlenen, kalsiyum iceren bir serum
esterazdir. Serumda, yuksek yogunluklu liporoteinlerle (HDL) yakindan iliskilidir.
PON1, boécek oldirici ve sinir gazi olarak yaygin kullanilan organofosfat
bilesiklerini hidroliz eder. Bu nedenle, bu bilesiklerin ve yapay substratlarin
detoksifikasyonunda 6nemli rol oynar, bdylece bir kisinin bu kimyasallarin
toksitesine duyarlihgini 6nemli derecede degistirebilir. PON1, 192 kodonunda Q
(glutamin) veya R (arginin) olmak lzere 2 polimorfik formda bulunur. Q izoformu,
diazaokson, sarin ve soman gazlarinin hidrolizi icin daha ylksek aktiviteye
sahiptir. PON1 polimorfizmi birgok hastalikla iligkilendirilmistir.

Obstriktif uyku apnesi senderomu (OUAS) uykuya bagli bir rahatsizliktir
ve solunum cabasi gosterirken tekrarlayan hava yolu daralmasi ile karakterizedir.
Bu hastaligin ylksek serbest radikal seviyesi ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Bu calismada, OUAS olan 88 hasta ve 41 saglikh bireyden alinan
serumlarda PONL1 aktivitesi 6l¢lldl. Kontrol grubuna kiyasla, hasta bireylerde
PON1 aktivitesinin anlamh (p=0,022) olarak ylksek oldudu bulundu. Ayrica,
hasta ve kontrol gruplarinin Q ve R fenotip polimorfizmi belirlendi. Daha sonra
OUAS’Il Q fenotipine sahip bireylerin serumlar birlestirildi ve hidrofobik etkilesim
kromatogrofisi yontemi ile saflastiriidi. Ayni islem R fenotipli bireyler icin de
uygulandi. Saf Q ve R izoenzimleri Uzerine bazi antihistaminik ilaglarin inhibisyon
etkileri belirlendi. S6z konusu ilaglarin Q fenotipini daha fazla inhibe ettigi

saptandi.

ANAHTAR KELIMELER: Paraoksonaz, polimorfizm, uyku apnesi,

antihistaminik.



ABSTRACT

DETERMINATION OF PARAOXONASE (PON1) ACTIVITY AND PON1
PHENOTYPINE IN INDIVIDUAL OBSTRUCTIVE SLEEP APNIES
MSC THESIS
KUBRA CIKRIKCI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. NAHIT GENCER )
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. NURHAN SARIOGLU)
BALIKESIR, MAY 2018

PONL1 is a calcium-containing serum esterase synthesized by the liver. In
serum, it is closely related to with high-density lipoproteins (HDL). PONL1
hydrolyzes organophosphate compounds which are widely used as insecticides
and nerve gases. Therefore, it plays a major role in the detoxification of these
compounds and other artificial substrates, so that it may alter significantly an
individuals susceptibility to the toxicity of these chemicals. PONL1 is found in two
polymorphic forms, Q (glutamine) or R (arginine), at codon 192. Q isoform has
higher activity for hydrolysis of diazaoxone, sarin and soman. PON1
polymorphism has been associated with many diseases.

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is a sleep-related disorder
and it is characterized by recurrent airway constriction when showing breathing

effort. It is known that this disease is associated with a high level of free radicals.

In this study, PON1 activity was measured in the serum received from 41
healthy individual and 88 patients who have OSAS. Compared to the control
group, PONL1 activity in the patient individuals was found to be significantly
higher (p=0.022). Furthermore, Q and R phenotype polymorphism of patients
and control groups were determined. Serums of individuals with the OSAS Q
phenotype were then pooled and purified by the hydrophobic interaction
chromatographic method. The same procedure was also applied to the R
phenotype individuals. The inhibitory effects of some antihistamine drugs on pure
Q and R isoenzymes have been determined. It has been identified that these

drugs inhibit the Q phenotype even more.

KEYWORDS: Paraoxonase, polymorphism, sleep apnea, antihistaminic.
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PONL1), organik fosforlu bir insektisit olarak bilinen parationun
aktif metaboliti paraoksonu hidroliz edebilme yetenegine sahiptir. Aldridge siniflama
sistemine goére A grubu Arildialkilfosfataz sinifindandir [1]. PON1, karaciger
enzimidir ve HDL’ ye baghdir. PON1, orgonafosfat ajanlari (OP) ile sinir gazlarinin
hidrolizini, LDL oksidasyonu ve lipit peroksit olusumunu saglar. Bunun yani sira
bakteri endoksinlerine karsi koruyucu rol oynar [2]. Ateroskleroz surecinin baslangi¢
evresinde LDL oksidasyonu, PON1 aktivitesi ile korunur. PON1, lipit
peroksidasyonunu ve oksidatif modifikasyonlari dnleyen lipit metabolizmasi igin

oldukca 6nemli antioksidan enzimdir [3, 4].

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda PON1, PON2 ve PON3 olarak
adlandirilan kromozom 7’nin uzun kolunda yer alan Ug¢ Uyeye sahiptir. PON1’in
fizyolojik substratlarinin belirlenmesi ve ateroskerozis iligkisinden dolayr PON2 ve
PON3’ e gore daha fazla aydinlatilmis gendir [5]. PON1 geni iki dnemli polimorfizm
gOstermektedir. Bunlar Q/R 192 ve M/L 55dir. En yaygin gérulen en onemli
polimorfizm Q/R 192 polimorfizmidir. Bu polimorfizmler substrata bagimli olup, farkl
etnik kdkenli populasyonlara gore degiskenlik gostermektedir [6]. PON1 enziminin R
alellinin kodlandigi proteinin paraokson hidroliz aktivitesi Q allele gére sekiz kat
daha yuUksektir [7]. PON1 allozimlerinin kalitatif ve kantitatif farkhliklarindan dolayi

fenotip metotlari dogmustur [8].

Obstruktif uyku apnesi (OSA), solunum yolunun tam (apne) veya kismi
(hipoapne) obstriksiyonunun tekrarlanan ataklarin uyku esnasinda meydana

geldigi, solunum ¢abalarinin surdidu bir uyku ile iligkili solunum bozuklugudur [9].

PON1 Ug¢ farkh fizyolojik aktiviteye sahiptir. Bunlar detoksifikasyon aktivite,
antioksidan aktivite ve anti-bakteriyel aktivitedir. Bu ylzden bir¢gok hastalikla
iliskilendirilmigtir [10]. Literaturde PON1 aktivitesinin OUAS ile iligkisi incelenmesine

ragmen fenotip calismasi yapilmamistir.

Bu galismada, OUAS hastalarindan alinan kan serumlarinda PON1 aktivitesi
Olgulerek kontrol grubu ile kiyaslanmigtir. Ayrica 88 hastanin PON1 Q ve R fenotip
polimorfizmi belirlenmigtir. Daha sonra Q kan serumlari birlestirilerek bir araya

getirilmistir. R kan serumlari da kendi aralarinda birlestirilmistir. Sonug olarak Q ve R



olan serumlar iki ayri sekilde saflastirilmigtir. Daha sonra saf Q ve R izoenzimleri

uzerine 7 farkli antihistaminik ilacin inhibisyon etkileri belirlenmistir.

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON)

Paraoksonaz, 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve butirat’ hidroliz eden A-esteraz olarak belirlenmis ve 1961 yilinda ise
Uriel tarafindan insan kan serumunda ilk kez kesfedilmistir [11]. Mackness ve
arkadaslari, ilk kez HDL-ayrimi igin satriflj yontemini gelistirerek koyunlarda
paraoksonaz aktivitesinin ¢ogunlukla apo-Al iceren partikillerde HDL ile birlikte
bulundugunu ve insan serumunun ultra santriflijlenmesi ile enziminin kanda HDL
yapisinda tasindigini ortaya koymuslardir [12]. Saflastirilmis sigir serum
paraoksonazin lipitlerle iligkili ve HDL ile ayni molekuller kutleye sahip oldugunu
goOstermislerdir. Saflastirma sirasinda apo-Al’ in paraoksonoazdan ayriminin zor
olmasi, ikisinin siki iligkili oldugunu disundidrmustir. HDL kolestrol tayini sirasinda
ise lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamiglardir [11]. 1991
yilinda Mackness ve ark. PON’'un HDL Uzerinde apo-Al’ e bagimh olarak aktivite
gosterdigini ve LDL Gzerindeki lipoperoksit birikimini azalttigini kesfetmislerdir. Ayni
zamanda farkli populasyonlarda (Fransiz, Sudanl vs.) polimorfizm c¢alismalari
yaparak allellik formlarini belirlemiglerdir. Populasyon ¢alismalari sonucunda enzim
aktivitesiyle HDL, apo-Al, apo-All arasindaki istatiksel iliskiyi gdstermislerdir [12].
PON7’in apolipoprotein Al (Apo-l) ve klusterin (apolipoprotein J) bulunduran HDL
tipleri ile iligkili oldugu immunoafinite kromotogrofi ¢alismalari ile ortaya ¢ikmis ve
PON’ un kiguk bir bolimind olusturdugunu gostermistir. Enzim, paraokson, metil
paraokson ve klormetil paraoksonaz yuksek derecede segicilik gdOsterdigi igin,

paraoksonaz olarak adlandiriimistir [1, 12].

Sonraki vyillarda, cgesitli kardiyovaskiler hastaliklardaki enzim aktiviteleri
incelenmis, lipoproteinlerle ve lipit peroksidayonu iligkisi arastirilarak enzimin

aminoasit dizisi belirlenmistir [13].

Paraoksonaz enzimi insan serumu diginda hayvan dokularinda farkl
miktarlarda tespit edilmistir. Orgonafosfatli pestisitlerden kolay etkilenen
hayvanlarda ise yiuksek miktarda belirlenmistir. Tavsan, sigcan, koyun, fare ve balik
gibi hayvanlardan saflagtirma yapilarak enzimin yapisal ve kinetik 6zellikleri analiz
edilmistir [14, 15, 16, 17].



1.1.1 Paraoksonaz Enziminin Adlandirilmasi

Uluslararasi  Biyokimya ve Molekller Biyoloji Birliginin  (IUBMB)
isimlendirilmesine gore iki numaraya (E.C 3.1.1.2 ve 3.1.8.1) sahiptir. Paraoksonaz,
yapilan c¢alismalar sonucunda arilesteraz aktivitesi gosteren, karboksilik asit
esterlerini hidrolizleyen, A-esterazlar grubunda bulunan enzim olarak tanimlanmasi
ile EC 3.1.1.2 olarak adlandiriimistir [18]. Arilesterazdan farkh olarak fosforik asit
esterlerini de hidroliz ettigi belirlenmesi ile EC 3.1.8.1 olarak tanimlanmistir [13].
Paraoksonaz enziminin A grubu Arildialkilfosfataz sinifi bir enzimi olmasi nedeni ile
sistematik adi arildialkilfosfatazdir. Paraoksonaz enzimi, aktivite dlgiminde ilk

paraokson substratinin kullanilmasi ile paraoksonaz adini almistir [19].
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Sekil 1.1: Paraokson’un kimyasal yapisi (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat).

1.1.2 Paraoksonaz Gen Ailesi

insanda 7. kromozomun ¢21-22 bélgesinde lokalize paraoksonaz (PON)
multigen ailesi, PON1, PON2 ve PON3 olmak Uzere Ug¢ Uyeye sahiptir. Bu genler
yapisal acidan memeli tlrler icerisinde %60 aminoasit dizeyinde, %70 nukleotit

dizeyinde benzerlik gdstermektedir [5, 20].

PON2 ve PON3, PON1 kadar aydinlatilamamistir [4,18]. PON2 diger
uyelerden farkli olarak plazmada bulunmamasina ragmen beyin, karaciger, bdbrek
ve testisit gibi dokularda sentezlenmektedir. Tavsan HDL'’ si Gzerinde lokalize olan
PON3, laktonaz aktivitesi ile tanimlanmistir [5, 21]. PON3 enzimi c¢ogunlukla
karacigerde sentezlenirken serumda HDL’ ye baghdir ve dusik seviyede bdbrekte

sentezlenmektedir [18, 21].



1.1.3 PONVI’in Biyokimyasal Yapisi ve Ozellikleri

PON1, 43-45 kDa molekdl agirhginda bir glikoproteindir. 354 aminoasit igerir
[20, 21]. izoelektrik noktasi 5,1’ dir. Molekll agirhiginin %15,8’ ini olusturan (g
karbohidrat zinciri icerir. Bu enzimin aminoasit bilesimi yliksek 16sin 6zelligi haricinde

bir 6zellik gostermez [22].

Yapisinda ¢ sistein rezidisU bulundurur. Bunlardan 284’ teki serbest halde
iken, 42. ve 352. sistein reziduleri arasinda disulfit badi bulunur [1, 12]. S6z konusu
rezidlleri, 3 boyutlu yapisini disulfit képrisa ile sonlanarak kazanir. Enzim yapisi
incelendiginde 3 boyutlu yapida, 4 adet zincir ve 6 adet B-kirmali yapidan
olusmaktadir [23].

PON1 yapisinda iki adet Ca™ iyonu, B-kirmali tabaklarin merkezinde
bulunmaktadir. iki Ca*? arasindaki mesafe 7,4 A’ dur. Ca™ iyonlarindan bir tanesi
yapisal 6zelliktedir ve yapidan uzaklastiriimasi dénlsimsiz denatlrasyona sebep
olmaktadir [24]. Diger Ca*? iyonu ise katalitik reaksiyonda gérev almaktadir. Bu iyon
2,2-2,5 A uzaklikta ve 5 aminoasit rezidiisi ile etkilesim halindedir. Bunlar, Asn224,
Asn270, Asn168, Asp269 ve Glu53’ tur [25].

PON1 enziminin aktif bdlgesinde diger B-kirmali yapilardan farkh olarak
hidrofobik heliks (Hi, Hz, Hs) yapilar bulunur. Bu yapilar sonlanma noktalaridir ve
aktif bolgenin korunmasi, enziminin HDL’ ye baglanmasi gibi 6nemli rollere sahiptir
[26].

1.1.4 PONY’ in HDL ile fliskisi

HDL karacigerde sentezlenen, ortalama 10 nm capinda ve kompleks yapili
bir lipoproteindir. Yapisi, fosfolipitler, kolestrol esterleri, apoliprotein (Apo-Al ve Apo-

All) ve aromatik helikslerden olugsmaktadir [27].

PON1T in enzimatik fonksiyonu igin HDL ve fosfolipitler énemlidir ¢unku
substratlari lipit fazlari igerisinde ¢6ztnen hidrofobik bilesiklerdir [28]. PONL1,
lipoprotein bulunmadigi ortamda kana salinimi azdir. Kan saliniminin gergeklesmesi
icin fizyolojik reseptdrlere ihtiya¢ duyulur. S6z konusu reseptor ise HDL’ dir. Salinim
icin fosfolipitler 6nem tasimakta fakat apoliprotein (Apo-Al ve Apo-All) gerekili
degildir [28, 29, 30, 31].



PON1, protein yapisinda olmasina ragmen HDL’ ye siki bagh olmasindan
dolay saflastirmak zordur. PON1, hidrofobik N terminal ucuyla sonlanarak H, ve H;
hidrofobik heliksler bir araya gelip, potansiyel membrana baglanma yuzeyi
olusturmaktadir. Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan zincirlerinin olusturdukari

yap! karakteristigi ile HDL ara yuzeyine girebilmektedir [32].

1.1.5 PONT’in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PON1 karaciger tarafindan sentezlenir ve kana salinir. Enzim aktivitesi,
insanlarda fetls karacigeri, dalagi ve eriskin karacigerinde belirlenmigtir.
Hayvanlarda ise Ozellikle karaciger, bdébrek, ince bagirsak ve plazmada
bulunmaktadir [12, 32]. Bunun yani sira serum paraoksonaz aktivitesi ise yeni
dogan prematur bebeklerde eriskinlere gore yaklasik olarak yari seviyede bulunur.
Serum paraoksonaz aktivitesi, yetiskin dizeyde ise dogumdan sonra bir yilda yasam
boyu sabit kalir [19].

PON1 aktivitesi ve serum dizeyi zaman iginde sabit iken bireyler arasinda
degiskenlik goésterir [33]. PON1 geninin enzim aktivitesini, peptit konsantrasyonunu
etkileyerek kontrol eder ve promoter bdlgede cok fazla polimorfizm gostermesi
degiskenlige neden olmaktadir [34, 35]. Bu degisiklik ise yasa ve cinsiyete bagli
degildir [1].

PON1 sentezinde karaciger hucrelerindeki kolestrol dengesi 6nemli olan
diger faktorlerden biridir [36]. N-hidrofobik bdlgelere sahip PON1 karacigerde
sentezlendikten sonra serumda HDL' ye veya karacigerde mikrozomlara
baglanmaktadir [37]. Sentez tamamlandiktan sonra 6nce mikrozomlara sonrada

hicre zarinin dis yuzeyine baglandig1 dugstunulmektedir [38].

1.1.6 PONI1 Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde esteraz aktivitesi icin His-His cifti, Ca*? ve H,O

molekill yer almaktadir.
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Sekil 1.2: Paraoksonaz enziminin katalitik mekanizmasi [21].
PON1’ in katalitik mekanizmasi asagida belirtilen sira ile gergeklesir;

v Aktif bélgede bulunan His-His cifti, su molekiliinden bir proton alarak,
molekulin ndkleofilik gicund arttirir ve hidroksil iyonu olusur.

v Hidroksil iyonu, karbonil veya fosfat esterine atak yapar.

v Meydana gelen kompleks, tetrahedral diizlem sonucunda Ca*’ ile
kararl hale gelir.

v Kompleksteki Ca', negatif yiikli oksijenden uzaklasir ve bag
tekrardan karbonil ve fosfatin Uzerine yikilmaktadir. Sonu¢ olarak

ester bagl kopmaktadir [39].

1.1.7 PONTY’in Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlari

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat 0Ozelligi gosterirken, fizyolojik
substratin henltz belilenmemistir. Ancak, arilesteraz, orgonafosfat ve laktonaz

olmak Uzere Ug¢ aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

PONT’in ateroskleroza karsi koruyuculugu ve ilag metabolizmasi igin énemli
rol oynadig! tespit edilmistir [15, 40, 41]. Ateroskleroza kargi koruyuculugunu
laktonaz aktivitesi ile gostermektedir [42]. HDL ve LDL’ nin ylkseltgenmesini
Onleyerek ve lipit peroksitleri metabolize ederek yapmaktadir [27,43]. Ayrica PON1
homosistein, tiyolakton, glikokortikoit gama-lakton gibi 30 ¢esit laktonu hidroliz etme

yetenegdine sahiptir [44].
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Sekil 1.3: Lakton hidrolizi [32].

PON1 enzimi, parationun metabolik Urini olan paraoksonu kataliz etme
Ozelligine sahiptir. Paraokson, organizmaya zararlidir ve pestisit olarak
kullaniimaktadir. Paraoksonun, paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu paraoksonaza

gobre kiyasla daha az zararli olan p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri

olusur [45].
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Sekil 1.4: Paraoksonaz enziminin paratiounu pargalama mekanizmasi [1].

PON1 ayni zamanda paration, diazinon ve klorprifos gibi insektisitlerin toksik
okson metabolitleri olan [46, 47] somon, sarin ve tabun gibi orgonofosfat sinir

ajanlarini hidroliz etmektedir [48, 49].
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Sekil 1.5: Okson metabolitlerinin hidrolizi [32].
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Sekil 1.6: Oldiriici sinir gazlarinin hidrolizi [32].

PON1, A-esterazlar grubunda bulunmasi nedeniyle fenil asetat gibi esterler

subtratlarini hidrolizleyebilme kapasitesine sahiptir [50].
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Sekil 1.7: Aromatik halkaya sahip esterlerin hidrolizi [32].



1.1.8 PONL1 Polimorfizmi

GunUmuze kadar yapilan ¢alismalarda, PON1 geninin kodlanma bdlgesinde,
intronlarda ve promoter bdlgede 160°dan fazla polimorfizm belirlenmistir [51]. PON1
enzim aktivitesindeki polimorfizm substrata bagimli olmakla beraber farkli etnik

kokenli populasyonlara gore degiskenlik gostermektedir [6].

ilk kez 1973 yiinda Van Mallinckrodt ve arkadaglari PON7T’in genetik
polimorfizminin bulundugunu ve enzim aktivitelerinin trimodal dagihm gosterdigini
kesfetmiglerdir [52]. 1976 yilinda Playfer ve arkadaslari, enzimin insanlarda dusuk,
orta ve yuksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim oldugunu bulgularla detayh olarak

aciklamiglardir [53].

PON1 polimorfizmi, kendiliginden gerceklesen mutasyonlar sonucunda iki
aminoasitin yer degistirmesi ile baglantilidir. PON1 yaygin goérilen iki polimorfizme
sahiptir. Bu polimorfizimlerden birisi 3.ekzonda 55. pozisyonda metionin (M) ile
I6sinin yer degistirdigi (M/L55), bir digeri ise 6.ekzonda 192. pozisyonda glutamin ile
arginin  yer degistirdigi (Q/R192) polimorfizmleridir [54, 55]. S0z konusu
polimorfizmler gesitli substratlara karsi afinitelerinin ve katalitik aktivitelerinin farkhlik

gOstermesi Uzerinde en ¢ok calisma yapilan polimorfizm olmasina neden olmustur

[71

PON1 geni tek otozomal lokus Uzerinde allel Q ve R olarak ifade edilir. Q
allel 192.pozisyonda glutamin iceren paraoksonaz enzimini kodlarken, R alleli
192.pozisyonda arginin bulunan bir proteini kodlar. PON1’in Q formu sarin, somon
ve diazoksonu daha hizl hidroliz etmektedir. Tek aminoasitteki degisimin enzimin
aktivitesini bu derece etkilemesi enzimin yapisiyla iliskilendirilmigtir. S6z konusu
polimorfizm serum konsantrasyonunu etkilemektedir. Homozigot R alleli olan
bireyler homozigot Q alleli bireylere kiyasla daha yuksek enzim aktivitesine
sahiptirler [54,55]. M/L55 polimorfizmi ise enzimin disik serum aktivitesi ve

konsantrasyonu ile iligkilidir [56].
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Sekil 1.8: PON1 gen polimorfizmleri [1].

PON1 allozimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak farkhliklarinin bulunmasi
fenotipleme ydntemlerinin gelismesine éncii olmustur. ilk kez 1983 yilinda Eckerson
ve arkadaslar iki izoenzimin tuz ve pH’ a gére degisimlerini temel alarak t¢ fenotip
birlesmis ve tuza yanit veren R alloziminin paraokosona karsi daha ylksek

aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [57].

PON7Tin kodlanma bdlgesindeki bir diger polimorfizm 102.kodonda
izolésinden valine olan degisimdir [58]. Bunun yani sira promoter bdlgede 5
polimorfizm tespit edilmistir. Bu polimorfizmler -107/-108 (C/T), -126(C/G), -160/-162
(A/G) ve -90/-909 (C/G) bolgelerde bulunmaktadir [41, 59]. PON1 genindeki
promoter polimorfizmlerinin gen experesyonu ve enzimlerin serum duzeyleri
Uzerinde guclu etkisi bulunmustur [60, 61]. C108T polimorfizmi plazma PON1

seviyesini etkileyen en 6nemli polimorfizmlerinden biridir [58].

Paraoksonazin polimorfik dagihmi ¢gesitli irklar arasinda farkliliklar
gostermektedir [1]. Tirk popilasyonunda trimodal dagiimda QQ, QR ve RR
allellerinin frekanslari sirasiyla %48,6, %41,0 ve %10,4’ tir. Turk popullasyonunda
RR alleli ¢ok dislik oranlarda bulunmustur [62]. Amerika, Avrupa ve Kanada’ da

disuk aktivite gosteren Q alleli yiksek iken Avusturalya ve Zambiya' da disuktar

[1].
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PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak degisim gostermektedir.
PON enzim aktivitesi, c¢esitli hastaliklar ile iligskisinin yani sira s6z konusu enzimin
polimorfizmiyle de birgok hastalikla iligkisi belirlenmistir [63, 64, 65, 66, 67].

1.2  Obstriiktif Uyku Apne Sendromu (OUAS)

Obstruktif Uyku Apne Sendromu (OUAS); uyku sirasinda tekrarlanan tam
veya kismi Ust solunum yolu tikanmasi ve bu nedenle siklikla kan oksijen
doygunlugunda azalma ile karakterize sendrom olmakla birlikte en yaygin uyku

bozukluklarindan biri olarak kabul edilmektedir [68].

QOUAS’ i hastalar zayif uyku kalitesi, glindiz yorgunlugu, sabah bas agrisi,
horlama, konsantrasyon sorunlari, unutkanlk ve asiri gindiiz uyku hali gibi belirtiler
gorulmektedir [69]. Sonug¢ olarak motorlu arag kazalari, is ile ilgili yaralanmalar ve
sakatlik riskinde énemli artisa sebep olmaktadir [70, 71]. Diger uzun vadeli sonuglari
ise kardiyovaskuler, metabolik, depresyon, kanser ve nérodejenaratif gibi cesitli

hastaliklarin ilerlemesine sebep olmaktadir [72, 73, 74, 75, 76].

OUAS’ a egilimi arttiran en énemli risk faktorleri erkek cinsiyet ve obezitedir.
Bunun yani sira yas, irk, genetik 6zellik, sigara, alkol ve ila¢ kullanimi bu sendrom

icin diger risk faktorlerindedir [77].

OUAS’ |1 olgularda oncelikle fiziki muayene yapilir. Bunun amaci gelisiminde
etkili olan faktorleri tespit etmek ve en dogru tedaviyi belirlemeye galismaktir. Bu
muayenede dilin adiz igindeki boyutu, sert ve yumusak damakla olan iligkisi
degerlendirilerek tedavi slreci baslatilir [78,79]. OUAS teshisi igin “altin standart”
tani yontemi polisomnogrofidir. Hastalardan elde edilen uyku sinyallerinden,
solunum c¢abasinin, kas hareketleri ve kardiyovaskuler sinyalleri gece boyu es
zamanli olarak kaydedilmektedir [80]. OUAS siddetini siniflandirmak igin yaygin
olarak kullanilan anahtar faktorler arasinda Apne-Hipoapne indeksi (AHI), uyku saati
basina dusen apne ve hipoapnelerin toplam sayisini ifade eden ve solunum
¢abasinda artma ile iligkili arousal (RERA)’ nin bir 6zetini igeren solunum bozukluk
indeksi (RDI) bulunmaktadir. Buna gore, OUAS’ |1 erigkin bir hasta hafif (5 < AHI/RDI
< 15), orta (15=AHI/RDI<30) veya siddetli (AHI/RDI = 30) olarak siniflandiriimaktadir
[68].

Obstriktif uyku apnesi, kardiyovaskuler hastaligin (KVH), 6zellikle

hipertansiyonun gelisimi igin bagimsiz risk faktorudur [81]. Ayni zamanda isemik
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kalp hastaligi, kalp yetmezligi, inme, diyabet ve metabolik sendrom gelisimi ile

yakindan iligkili oldugu da bilinmektedir [82].

Dusuk PON1 aktivitesinin KVH igin bir risk faktéri oldugu belirtilmistir [5].
OUAS ve PON1 arsindaki iligki hakkinda bilgi sinirlidir. Ancak, KVH olan OUAS
hastalarinda KVH olmayan ya da OUAS olmayan kontrollere kiyasla daha disik
PON1 seviyeleri tespit edilmistir. PON1 aktivitesi, sadece KVH ile degil ayni
zamanda OUAS’ da gozlendigi gibi beyin-damar hastaliklari ve metabolik hastaliklar
gibi gesitli bozukluklarin gelisimi ile de iligkilidir. PON1, OUAS’ a bagh hastaliklarin
gelisimine sebep olabilir [83].

1.3 Enzimin Hastaliklar ile Iliskisi

PONL1,; dolasimda bir esterazdir ve HDL (izerinde tasinan bir laktonazdir [84].
Obezite, seker hastali§i, hipertansiyon, alkol ve genetik faktorler kalp hastaliklarina
neden olmaktadir. Koroner kalp hastaliyi (KKH), koroner arter hastaligi (KAH) ve
miyokard enfarktist (M) gibi kalp hastaliklari diinyada 6nde gelen hastaliklardir
[85, 86]. HDL konsantrasyonu, kalp hastaligi icin en glcli risk faktérlerinden biridir.
HDL' nin antioksidan aktivitesi buylk o6lctide lipit peroksitleri metabolize edebilen
paraoksonazdan kaynaklanmaktadir [87,88]. HDL' ye bagl olan paraoksonaz, kalp
damar hastaliklari ile iliskisi tespit edilmis olup bunun yaninda, enzim aktivitesinin

diger hastaliklarla da iligkili oldugu belirlenmigtir [89].

Packard ve arkadaslari koroner arter hastalikli olgularda PON1 seviyesinin

kontrol grubuna kiyasla daha dusuk oldugunu belirlemislerdir [90].

Kanserli olgularla yapilan birgok calismada, paraoksonaz aktivitesinin

azalmasinin kanser riskini arttirdigi gézlenmistir [88, 91, 92, 93, 94, 95].

Marchesani ve arkadaslari, Finlandiya’'li erkeklerde prostat kanseri olgusunu
artis riskiyle gugla bir sekilde iligkili olan 1102V olarak adlandirilan PON1 geninin
kodlanma boélgesinde bir mutasyon bulundugunu ve PON1 102V alleli tasiyan
erkeklerin prostat kanserinin ilk klinik bulgusu icin alti katindan daha fazla bir risk

olusturdugunu rapor etmiglerdir [92].

Elkiran ve arkadaslarinin yurttigu bir calismada, serum PON1 aktivitesinin,
saglkh bireylere kiyasla akciger kanseri hastalarinda anlamli olarak dusuk oldugu

ancak kisilerin sigara icimi ve metastaz durumlarindan etkilendigi saptanmistir [96].
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Lee ve arkadaglari ise akciger kanseri olan 177 hastadan olusan benzer bir
hasta-kontrol caligsmasinda, PON1 gen QQ genotipini tasiyan bireylerde akciger

kanseri geligsme riskini belirgin sekilde arttirdigini gostermistir [97].

Camuzcuoglu ve arkadasglari yaptigi bagka bir c¢alismada, serum
paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi epitelyal over kanseri olan hastalarda
kontrollerden daha duguk bulmuslardir [98].

Pasca ve arkadaslari otistik hastalarda hem PON1 arilesteraz hem de

paraoksonaz aktivitelerinin azaldigini gézlemlemislerdir [99].

Paraoksonaz aktivitesinin Alzheimer hastalarinda anlamli olarak daha disuk
oldugu 6ne surlilmis olup, PON1 R alleli tasiyan bireylerin Q allel tasiyanlara

kiyasla daha yiksek PON serum aktivitesine sahip oldugu bilinmektedir [100].

Sarandol ve arkadaslari sizofreni hastalarinin serum paraoksonaz
aktivitesinde azalmaya ve apolipoprotein B iceren lipoprotein oksidasyon oranina

bagl koroner arter hastaliginin riskini arttirabilecegini gostermistir [101].

Bodolay ve arkadaslari karigik bag dokusu hastalarinda lipit profilleri ve PON
aktivitesini degerlendirmistir. Sonug olarak, karisik bag dokusu hastalarinda azalmis
PON konsantrasyonlarinin ve PON aktivitesinin, ateroskleroz riskinin artmasina yol

acabilecegi kanisina varmiglardir [102].

PON1 ve behget hastaligi arasindaki iligkiyi inceleyen bir grup, PON1
aktivitesinin behcet hastaligi vakalarinda saglikli bireylerle karsilastirildiginda
azaldig: bildirilmis ve bagka bir ¢alismada ise PON1 ve arilesteraz enzimlerinin

Behcet hastaligindaki aktivitelerinin daha duguk oldugu bulunmusgtur [103,104].

14 Calismamizda Kullanilan ilaclar

Deneysel ¢alismamizda, ortak 6zellikleri antihistaminik olan birbirinden farkh
7 farkh ilag inhibisyon c¢alismasi yapildi. Kullanilan ilaglarin etken maddeleri;
hidroksizin HCI, setirizin, feksofenadin, ruptadin fumarat, desloratadin, ebastin ve

feniramin’ dir.

Histamin, vicuttaki dokularin gogunda mastosit adi verilen hicrelerin iginde
bulunan ve salgilandiginda bazi etkileri olan kimyasal maddedir. Antihistaminik ise,

histaminin etkisini 6nleyen maddelerdir. Histamin; alerjik enflamasyonda énemli bir
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rol oynamaktadir. Alerjik reaksiyonlar sirasinda insan bagisiklik sistemi tarafindan
salinir ve kasinti, sisme ve tikanikliga neden olur. Enerji ve endokrin hemostaz,
bilis-hafiza ve uyku-uyanma donglsu gibi temel vicut fonksiyonlarinin

dizenlenmesinde de yer alir [105].

Histamin reseptérleri H;, H,, Hs, H; olmak {zere dort ana tipte
bulunmaktadir. H;, antihistaminleri alerjik hastaliklar, urtikeryal tedavisinde
kullanilan ilaglardir. H,, histamin ilaglari ise asit salinimi uyaran histamin hareketini
Onleyen ve asit salgilama uyaricilarini bloke eder ve peptik Ulser hastaligi vb.
tedavisinde kullanilir. Hs, histaminler Alzheimer hastaligi, hiperaktivite bozuklugu,
sizofereni, epilepsi gibi ruhsal durumlarin tedavisinde kullanilir. H, reseptdrleri ise

iltihaplanma, alerji, astim ve olasi tedaviler i¢in kullaniimaktadir [106].

Hidroksizin HCI, kronik ltiker, kasinti tedavisinde etkili olan bir histamin H;
reseptoru antagonistidir. Ayrica endige ve gerginliginin azaltiimasi i¢in bir antiemitik,
bir sakinlestirici olarak da etkilidir [107].

OH

Sekil 1.9: Hidroksizin HCI [107].

Setirizin, alerjik rinit, kronik Urtiker ve polen kaynakl astim tedavisinde etkili
olan gugclu ikinci nesil histamin H; antagonistidir. Birgok geleneksel antihistaminin
aksine, uyku hali veya antikolienerjik yan etkilere neden olmayan etken maddedir
[108].
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cl O U“«AD’I(DH

Sekil 1.10: Setirizin [108].

Feksofenadin, saman nezlesi ve benzer alerjik belirtilerin tedavisinde
kullanilan antihistaminik ilactir. Feksofenadin, diger ikinci ve Gg¢lincu nesil histamin
reseptdr antagonistlerine goére daha az uyusukluga sebep olan etken maddedir
[109].

OH
H,C

0

L) CH,
OH

‘ OH

Sekil 1.11: Feksofenadin [109].

Rupatadin fumarat, mevsimsel ve periyal rinitte semptomatik rahatlama ve
kronik Urtiker icin kullanilan ¢ift histmain H; reseptori ve trombosit aktivite edici
faktor reseptor antigonistidir [110].
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Sekil 1.12: Rupatadain fumarat [110].

Desloratadin, segici ve perifenal bir H; antagonist eylemi olan ikinci nesil
trisiklik bir antihistamindir. Desloratadin uzun sure bir etkiye sahiptir ve uyusukluga
neden olmaz, c¢lnkd merkezi sinir sistemine kolayca giremeyen etken maddedir
[111].

cl =
s

I=

Sekil 1.13: Desloratadin [111].

Ebastin, sedatif olmayan bir H; antihistamindir. Gézlerde kasinti ve sulanma,

saman nezlesi, kronik Urtiker, alerjik egzema tedavilerinde kullanilan etken maddedir

[112].
CHj4
O CH4
O/\/\(@)‘(

Sekil 1.14: Ebastin [112].
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Feniramin, sakinlestirici etki gosteren histamin H; antiganistlerindendir.

Saman nezlesi, rinit, alerjik tedavilerinde kullanilan etken maddedir [113].

CHs

N\

CHs

/N
=

Sekil 1.15: Feniramin [113].
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1  Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalarda kullanilan, Sepharose-4B, N,N,N,N’
tetrametilendiamin (TEMED), trihidroksimetilaminometan (Tris-Base), paraokson,

Tris HCI, Sigma Chemical’dan saglanmistir.

NaOH, amonyum silfat, etanol, HCI, sodyumdihidrojen fosfat, B-merkapto
etanol, SDS, akrilamid, amonyum persulfat, N,N-metilen bis akrilamid, brom fenol
mavisi, C.B.B G-250, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, CaCl, Merk'den

saglanmistir.

Paraoksonaz enzimini saflastirmak icin kullanilan insan kan serumlari
Balikesir Universitesi Saglik ve Uygulama Arastirma Hastanesi G6guls hastaliklari

polikliniginden Dog. Dr. Nurhan Sarioglu tarafindan temin edilmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 2.1: Calismada kullanilan alet ve cihazlar.

Kullanilan Cihaz Model
Sogutmali Santrifij Sigma 3-18K
UV-Spektrofotometre Biotek Power Wax XS
pH metre Orion model 920A
Manyetik Karistirici ARE magnetic
Hassas terazi Libror, AEG 220
Elektroforez sistemi Hoefer, HSI
Vorteks Fisons Whirli Mixer
Kromotografi Kolonu Sigma (1,5%x10)
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2.1.3 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Tablo 2.2: Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi.

Cozelti veya Tampon

Hazirlanmasi

Hidrofobik Kolonun dengeleme

tamponu

14,2 g (0,1mol) 0,2 M Na,HPO, + 1 M 132,14 ¢
(2 mol) + (NH,),S0O, 950 mL saf suda ¢ozuldi. 1
M HCl ile pH’ si 8,0’ a ayarlandi. Son hacim saf

su ile 1L’ye tamamlandi.

Eliisyonda kullanilan tampon

14,2 g (0,1 mol) Na,HPO, 950 mL saf suda
¢odzilerek, 1 M HCl ile pH’s1 8,0’ e ayarlandi. Son

hacim saf su 1L’ye tamamlandi.

Salting-out sonucunda olusan

¢bkelegin alindigi tampon

1,211 g (0,01 mol) tris-Base 95 mL distile suda
¢ozilerek, 1N HCI ile pH:8,0'a getirildi. Son

hacim saf su ile 100 mL tamamlandi.

Bazal aktivite tamponu

3,0285 g (25 mmol) Tris-base, 200 mL distile
suda ¢ozildi. 1IN HCI ile pH:8,0' a getirildi.
0,0555 g (0,5 mmol) CaCl, katilarak son hacim
250 mL’ ye tamamlandi.

PONT1 aktivitesi igin Substrat

¢cozeltisi

10,8 pl paraokson, 1 mL asetonda ¢o6zildikten
sonra Uzerine 1 mL bazal aktivite tamponu

eklendi ve karistinlarak kullanildi. (2 mM)

Tuzla uyariimis aktivite

tamponu

1,211 g (0,1 M) Tris-Base + 5,844 g (1 M) NaCl
50 mL suda c¢o6zulerek pH:10,5 a getirilir. Son

hacim 100 mL’ ye tamamlanir.

Tuzsuz aktivite tamponu

3,0275 g Tris-base (0,1 M) 200 mL distile suda
cozulerek pH:10,5" a getirilir. Son hacim 250 mL

tamamlanir.

Fenotip belirlenmede kullanilan

substrat ¢ozeltisi

10,8 ul paraokson, 4 mL tuzsuz aktivite
tamponunda ¢ézilerek hazirlandi ve karistirilarak
kullanildi. (1 mM)
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2.14 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

Tablo 2.3: Elektroforezde kullanilan ¢ozetiler ve miktarlari.

Madde Miktar
o Distile su 1,0 mL
o %10’luk SDS 8,0 mL
o Gliserol 4,0 mL
o B-merkapto etanol 2,0 mL
o Bromfenol mavisi 0,019
o 0,5 M Tris-HCI (pH:6,8) 5,0 mL

Tablo 2.4: Elektroforezde kullanilan ylritme tamponu.

Madde Miktar
o Tris-HCI 6,09
o SDS 28,89
o Gilisin 14,4 ¢

o Distile su ile hacim 2 L’ ye tamamland..

Tablo 2.5: Elektroforezde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi.

Madde Miktar
o Distile su 240 mL
o Glasiyal asetik asit 48 mL
o Metanol 240 mL
o Coomassie-Brilliant blue R-250 1,329
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Tablo 2.6: Elektroforezde yigma ve ayirma jelleri.

Yigma Jeli Ayirma Jeli

%3 %10
1,5 M Tris-HCI (pH: 8,8) - 25 mL
Akrilamid/Bis (%30) 5,2 mL 33,3mL
Saf su 24,4 mL 40,2 mL
%10’ luk SDS 400 pL 1mL
0,5 M Tris-HCI (pH: 6,8) 10 mL -
TEMED 40 pL 50 uL
%10’ luk amonyum persdlfat 40 pL 1500 pL

2.2 Y ontemler

2.2.1 Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri, jel santrifij tuplerine alindi ve santrifij 5000 rpm, +4 °C
sicakliginda 10 dakikaya ayarlandiktan sonra kan numuneleri yiklenelerek serumun

ayrilmasi saglandi. Ayrilma isleminden hemen sonra serumlar deneysel ¢calismada

kullanildi.

2.2.2 Enzimin Aktivite Tayini

PON1 enziminin aktivitesi, spektrofotometrik yéntem ile tayin edilerek aciga

¢ikan Urdndn absorbans artisi 412 nm’ de kinetik olarak izlenmektedir.

Aktivite Olgimu igin 900 pL tampon (0,1 M Tris-Base aktivite tamponu
pH:8,00) + 100 pL substrat (2 mM paraokson) ¢oézeltisi + 50 yL serum (enzim
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gozeltisi) hizli bir sekilde kiuvete eklendi. 412 nm’ de 37 °C sicaklikta 1 dakikadaki
absorbansi belirlenerek, paraoksonun p-nitrofenole enzimatik déntdsum hizi tespit
edilmis oldu. Daha sonra enzim olmadan ayni islem tekrarlandi. Absorbanstaki fark
enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 dakikada agiga c¢ikan p-nitrofenoliin pmol’i 1

Unite paraoksonaz olarak kabul edildi.

2.2.3 Q ve R Tiirlerinin Belirlenmesi

Aktivite 6lcimu igin 900 pL tuzsuz aktivite tamponu ( 0,1M Tris-Base Aktivite
tamponu pH:10,5) +100 uL substrat (2 mM paraokson) c¢ozeltisi + 50 yL serum
(enzim ¢ozeltisi) hizh bir sekilde kivete eklendi ve 412 nm’de 37 °C sicaklikta 1
dakikadaki absorbans farki belirlendi. Ayni solisyonlara 900 uL tuzlu aktivite
tamponu (0,1 M Tris-Base — 1M NaCl tamponu (pH:10,5)) eklenerek tuzla ayriima
(salt stimulate) aktivite de@eri Olculdli. Sonug¢ olarak paraoksonun p-nitrofenole
enzimatik donisim hizi tespit edildi. Ayni islem enzim olmadan tekrarlandi ve
aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 Unite paraoksonaz, dakikada

meydana gelen p-nitrofenolliin umol’ u olarak belirlendi.

Paraoksonaz enzimi bazal ve tuz aktiviteleri dlguminden sonra asagida

verilen formdl kullanilarak fenotip belirlenmesi yapildi.

1M NaCl varliginda paraoksonaz aktivitesi — Bazal paraoksonaz aktivitesi 100

Bazal Paraoksonaz aktivitesi

Yukaridaki formule goére, %60’ a kadar olan bireyler dugsuk aktiviteli
homozigot QQ (AA), %60’ 1 ile %200 arasi bireyler orta aktivite heterozigot QR (AB),
%200 ve uzerindeki bireyler ise yuksek aktiviteli homozigot RR (BB) bireyleri temsil

etmektedir.

2.2.4 Coomassie Brillant Blue ile Kantitatif Protein Tayini

Bradford yo6ntemi, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile proteinlerin
kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olusan drin 595 nm’ de maksimum
absorbans gosterir. Saflastirma basamaklarinin her asamasinda elde edilen

cozeltilerdeki protein miktar tayinleri bu yontemle belirlendi.
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1 mL’ si 1 mg protein iceren standart sigir albumin ¢Ozeltisinden tuplere
sirasiyla 0,10 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 yL alndi. Cézeltinin bulundugu
tuplerin Uzerine 0,1 M Tris-HCI tamponu (pH:8,00) ilave edilerek hacimleri 0,1 mL'
ye tamamlandi. 5 mL C.B.B. G-250 reaktifi her bir tipe eklendi ve vorteks ile
karistirildi. 10 dakika sonunda 3 mL’lik kivetlere alinarak 595 nm’ de kdre karsi
absorbans dederi okundu ve 1.tip koér olarak kullanildi. Gézlemlenen absorbans
degerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik cizildi. iki ayr tipe
enzim numunelerinden 0,1 mL alinarak, 5 er mL C.B.B. G-250 reaktifi ekledi. iki
Olcimin ortalama absorbans degerine karsilik gelen protein miktari standart grafik

ile hesaplandi.

2.2.5 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.5.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum silfat, belirli doygunluk derecesine sahip olan proteinlerin
¢oktirmesinde kullanilan 2 degerlikli bir tuzdur. Grubumuz tarafindan belirlenen

%60-80 amonyum sulfat ¢oktirmesi [114] asagida belirtilen formille belirlendi;

1,77 XV X (S, — S1)
3,545,

g (NH,),50, =

V: Serum hacmi
Si: 1'in kesri seklinde mevcut amonyum silfat doygunlugu

S,: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum silfat doygunlugu

2.2.5.2 HEK ile Enziminin Saflastiriimasi

PON1 enziminin saflastirimasinda tuz c¢oktirmesinin ardindan hidrofobik
etkilesim kromotografi yontemi kullaniimistir. Laboratuvarimizda hidrofobik jel

sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin sentezlenmigtir (Sekil 2.1).

Oncelikle 1 M (NH,)2S0O, iceren 0,1M Tris-HCI (pH:8,0) tamponu hazirlandi.

Bu tampon ile hidrofobik etkilesim kolonu dengelendi. Dengeleme iglemi sonrasinda,
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tampon c¢dzeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Tuz ¢dktirmesi sonucu elde edilen
enzim ¢ozeltisi, 5 mL ¢okelek tamponu yardimi ile ¢ozuldi ve 1 M amonyum sulfat
doygunluguna getirildi. Cézeltinin enzim aktivitesi spektrometrik olarak belirlendi ve
kolona eklendi. Kolona 1 M (NH,),SO, iceren 0,1M Tris-HCI (pH:8,0) ve 0,1M Tris-
HCI (pH:8,0) tamponlari ile olusturulan yilksek tuz konsantrasyonundan diusuk tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti islemi gergeklestirildi. Kolondan toplanan
yikama ve ellsyon ¢ozeltilerinden 2 mL’ lik tiplere toplandi. 280 nm’ deki absorbans
degeri sifir oluncaya kadar yikama ve elisyon islemine devam edildi. Son olarak,
0,1M Tris-HCI (pH:8,0) tamponu koér olarak kullanildi. Toplanan her bir tiptn 280
nm’ de kalitatif protein tayini yapildi.

—<OCN —<OCN (|)OOH
+ CNBr —» + H,N T HZC—@‘OH
NCO

H
HO—=

Sepharose-4B Aktiflesmis Matriks L-Tirozin

N+Y=NCI J
i
——0—¢C COOH
Diazolanmis 1-Naftilamin | |
- NH—CH—CH, OH

Sepharose-4B-L-Tirozin
o—cl: (I:OOH
@ NHCCHz@OH
H
N:N

Sepharose4B-L-tirozin-1-Naftilamin

==Z

Sekil 2.1: HEK jel sentezi.
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2.2.5.3 PONY’ in Safliginin Kontrolii

Elektroforez cam plakalari ilk olarak distile su, etil alkol ile temizlendi.
Kiskaglar ile tutturulan cam plakalar jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Tablo 2.6’ da
gosterildigi gibi hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina Ustten 2-3 cm bosluk kalacak
sekilde enjektor yardimi ile dokulda. Jelin ylzeyi plrizstz olmasi icin butanol ile
ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon gézlemlendikten sonra butanol dokulda.
Once ayirma jeli eklendi ve polimerlestikten sonra Uzerine yigma jeli ilave edildi.
Kasetin icinde bulunan jel Uzerine kuyucukarin olusmasi icin tarak yerlestirildi ve
jelin polimerlesmesi beklendi. Polimerlesme goézlemlendikten sonra tarak cikartildi.
Kaset elektroforez tankina yerlestirilerek elektroforez tankinin alt ve st kismina
yuritme tamponu eklendi. HEK ile elde edilen fraksiyonlardan yuksek aktivite
gosterenler birlestirildi. Toplam hacim 100 uL olacak sekilde 1:1 oraninda numune
tamponu ile karigtirildi. Numuneler sogutularak enjektor ile kuyucuklara yuklendi.
Elektroforez, gu¢c kaynagina baglanarak 90 volta ayarlandi. Numune tamponu
icindeki boyaya ait bant, ayirma jeline ulastiginda 150 volt' a vyukseltilerek
proteinlerin hareketi gdzlemlendi. Proteinlerin jele ulasmasina 1 cm kala akim
kesildi. Cam plakalar arasindaki jel ¢ikartildi. Protein bantlarini iceren ayirma jeli
renklendirme ¢dzeltisinin icine konuldu. Daha sonra 1,5-2 saat kadar galkalayicida
birakildi. Bu c¢o6zeltiden g¢ikarilarak renk agma c¢o6zeltisine vyerlestirildi ve renk

acildiktan sonra protein bantlarinin gérintu fotografi alniarak kaydedildi.

2.2.6  Antihistaminik ilaglarin ICs5 Degerlerinin Bulunmasi

Deneysel calismada kullanilan yedi farkh ilacin etken maddeleri ve
¢ozuclleri belirlenerek, %50 inhibisyona sebep olan degerlerini belirlemek igin
reaksiyon ortaminda 1 mM paraoksonaz olacak sekilde kullanildi. Oncelikle ortamda
ilag yok iken enzim aktivitesi belirlenerek bu degerler %100 aktivite olarak kabul
edildi. ilaglarin farkli derisimlerinde gelen 412 nm’ de kore karsi absorbans degerleri
okundu. Bu degerler ile % aktiviteleri hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri gizildi ve bu

grafiklerin egimlerinden her ilacin ICsy degeri belirlendi.
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3. BULGULAR

Calismamizda 88 hasta, 41 kontrol olgunun kan serumlari alinarak enzim
fenotipi belirlenmistir. Toplam 129 olgudan alinan bu kanlar, aldiktan hemen sonra

santrifljlenip serum kismindan ayrilarak analiz edilmigtir.

Materyal ve yontemler bélimunde 2.2.3 Q ve R turlerinin belirlenmesi bashgi
altinda detaylica anlatildigi gibi s6z konusu enzimlerin tuz ve pH’a farkli cevaplarini

temel alarak farkli fenotiperi belirlenmigtir.

1M NaCl varliginda paraoksonaz aktivitesi — Bazal paraoksonaz aktivitesi 100

Bazal Paraoksonaz aktivitesi

Yukaridaki formile goére, %60’ a kadar olan bireyler dusuk aktiviteli
homozigot QQ (AA), %60 ile %200 arasi bireyler orta aktivite heterozigot QR (AB),
%200 ve Uzerindeki bireyler ise yUksek aktiviteli homozigot RR (BB) bireyleri temsil

etmektedir.

3.1 OUAS ve Kontrol Grubunda PON1 Aktivitesinin Belirlenmesi

Tablo 3.1: Obstruktif uyku apnesi olan hasta bireylerin enzim aktivitesi.

HASTA HASTA
No Bazal Aktivite (U) No Bazal Aktivite (U)
1 6,14 45 11,05
2 90,88 46 42,98
3 58,95 47 108,07
4 68,77 48 89,65
5 88,42 49 101,93
6 42,98 50 47,89
7 8,60 51 89,65
8 38,07 52 50,35
9 40,53 53 92,11
10 50,35 54 29,47
11 104,39 55 47,89
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Tablo 3.1: (Devam).

12 66,32 56 46,67
13 1,23 57 45,44
14 110,53 58 11,05
15 60,18 59 67,54
16 24,56 60 79,82
17 39,30 61 33,16
18 38,07 62 51,58
19 22,11 63 115,44
20 92,11 64 62,63
21 29,47 65 31,93
22 35,61 66 103,16
23 108,07 67 34,39
24 83,51 68 83,51
25 40,53 69 56,49
26 81,05 70 95,79
27 22,11 71 70,00
28 57,72 72 51,58
29 49,12 73 124,04
30 94,56 74 115,44
31 28,25 75 90,88
32 41,75 76 97,02
33 94,56 77 83,51
34 73,68 78 68,77
35 56,49 79 101,93
36 67,54 80 70,00
37 35,61 81 51,58
38 25,79 82 124,04
39 87,19 83 115,44
40 58,95 84 90,88
41 79,82 85 97,02
42 89,65 86 68,77
43 71,23 87 101,93
44 14,74 88 90,88
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Tablo 3.2: Saglkh bireylerin enzim aktivitesi.

28

KONTROL KONTROL
No Bazal Aktivite (U) No Bazal Aktivite (U)
1 14,74 23 40,53
2 3,68 24 76,14
3 3,68 25 3,68
4 135,09 26 61,4
5 23,33 27 62,63
6 44,21 28 33,16
7 55,26 29 12,28
8 30,7 30 47,89
9 22,11 31 70
10 27,02 32 22,11
11 20,88 33 27,02
12 65,09 34 71,23
13 65,09 35 108,07
14 25,79 36 33,16
15 55,26 37 38,07
16 36,84 38 84,74
17 56,49 39 121,58
18 73,68 40 101,93
19 38,07 41 82,28
20 87,19
21 28,25
22 63,86




Tablo 3.3: Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri.

HASTA KONTROL
n=88 n=41 P
Cinsiyet
0, 0,
Kadn n, (%) 32 (% 36,4) 21 (% 51,4) 0,08
0, 0,
Erkek n, (%) 56 (% 63,6) 20 (% 48,8)
Yas * SDI 48,212 432+ 12 0,036
Sigara kullanimi 94114 27%55 0,001
(paket/yil)
PONL1 aktivitesi
+ +
(Ul dak) 64,3 + 31 50,5 * 32 0,022
Tablo 3.4: Hasta, kontrol grubunun fenotipi ve gortlme yuzdeleri.
FENOTIP HASTA KONTROL
QQ 11 (%12,5) 11 (%26,8)
QR 34 (%38,6) 21 (51,2)
RR 43 (%48,9) 9 (%22,0)

Arastirmamizin yapilan deneysel sonuglarina gore 88 hasta olgunun 11’ inin
(%12,5) QQ, 34’ unin (% 38,6) QR, 43’ Unun (%48,9) RR fenotipi gosterdigi
belirlenmistir. Kontrol grubunun ise 11’ inin (%26,8) QQ, 21’ inin (%51,2) QR, 9
unun (%22,0) RR fenotipi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica hasta RR fenotipi anlamli
derecede yuksek bulundu (p<0,009).
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3.2  OUAS’h Bireylerde Q ve R Fenotipinin Belirlenmesi

Tablo 3.5: Obstriktif uyku apnesi olan hasta bireylerin enzim aktivitesi, yas, cinsiyet

ve fenotip bilgileri.

No Cinsiyet Yas Bazal Aktivie (U) TuzIa'U'yar|Im|§ Fenotip
aktivite (U)
1 E 70 6,14 100,70 QR
2 E 29 90,88 625,09 RR
3 E 69 58,95 181,75 QR
4 K 51 68,77 440,88 QR
5 E 30 88,42 147,37 QR
6 K 42 42,98 465,44 RR
7 K 55 8,60 467,89 RR
8 E 33 38,07 508,42 QR
9 E 60 40,53 141,23 QR
10 E 35 50,35 471,58 RR
11 E 29 104,39 1641,93 RR
12 E 77 66,32 117,89 RR
13 E 44 1,23 404,04 RR
14 E 47 110,53 611,58 RR
15 K 62 60,18 185,44 RR
16 E 69 24,56 508,42 RR
17 E 40 39,30 143,68 QR
18 E 53 38,07 766,32 RR
19 E 64 22,11 343,86 QR
20 E 47 92,11 85,96 QQ
21 K 39 29,47 195,26 QR
22 E 32 35,61 181,75 QR
23 E 51 108,07 825,26 RR
24 E 78 83,51 178,07 RR
25 E 22 40,53 293,51 QR
26 E 58 81,05 114,21 QR
27 K 49 22,11 165,79 RR
28 E 52 57,72 448,25 RR
29 K 57 49,12 378,25 QR
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Tablo 3.5: (Devam).

30 K 55 94,56 76,14 QQ
31 E 71 28,25 94,56 QR
32 K 53 41,75 218,60 RR
33 K 32 94,56 23,33 QQ
34 E 50 73,68 229,65 QQ
35 E 55 56,49 85,96 QQ
36 E 44 67,54 451,93 QR
37 E 36 35,61 665,61 QR
38 E 53 25,79 60,18 QQ
39 K 56 87,19 97,02 QQ
40 K 60 58,95 542,81 RR
41 K 47 79,82 361,05 QR
42 K 39 89,65 618,95 RR
43 K 59 71,23 158,42 QR
44 E 56 14,74 509,65 QR
45 E 37 11,05 136,32 QR
46 K 26 42,98 837,54 RR
a7 K 28 108,07 131,40 QR
48 E 42 89,65 803,16 RR
49 E 35 101,93 445,79 RR
50 K 37 47,89 525,61 RR
51 E 43 89,65 187,89 QR
52 K 48 50,35 179,30 RR
53 K 58 92,11 175,61 QQ
54 E 46 29,47 189,12 QR
55 K 60 47,89 579,65 RR
56 E 48 46,67 698,77 RR
57 E 37 45,44 390,53 RR
58 E 50 11,05 173,16 RR
59 K 51 67,54 420,00 RR
60 E 58 79,82 82,28 QQ
61 K 66 33,16 343,86 RR
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Tablo 3.5: (Devam).

62 K 39 51,58 67,54 QQ
63 E 57 115,44 431,05 QR
64 E 40 62,63 564,91 RR
65 E 31 31,93 458,07 RR
66 E 64 103,16 85,96 QR
67 E 25 34,39 679,12 RR
68 K 57 83,51 132,63 QR
69 E 52 56,49 412,63 RR
70 K 56 95,79 144,91 QR
71 E 61 70,00 402,81 QR
72 K 40 51,58 351,23 RR
73 K 52 124,04 85,96 QR
4 E 52 115,44 392,98 RR
75 E 63 90,88 950,53 RR
76 E 73 97,02 104,39 QQ
o E 49 83,51 205,09 RR
/8 K 56 68,77 132,63 QR
79 E 37 101,93 541,58 RR
80 E 54 70,00 542,81 RR
81 K 35 51,58 391,75 QR
82 K 48 124,04 800,70 RR
83 E 36 115,44 192,81 QR
84 K 20 90,88 174,39 QR
85 E 34 97,02 606,67 RR
86 E 39 68,77 499,82 RR
87 E 48 101,93 417,54 RR
88 E 39 90,88 152,28 QR
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Tablo 3.6: Saglkh bireylerin enzim aktivitesi, yas, cinsiyet ve fenotip bilgileri.

Tuzla Uyarilmig

No Cinsiyet Yas Bazal Aktivie (U) aktivite (U) Fenotip
1 E 45 14,74 447,02 QR
2 K 51 3,68 137,54 QQ
3 E 62 3,68 98,25 Q0
4 E 35 135,09 90,88 QQ
5 K 58 23,33 109,30 QQ
6 K 47 44,21 830,18 RR
7 K 51 55,26 415,09 QR
8 K 63 30,7 321,75 QR
9 K 38 22,11 92,11 QR
10 K 28 27,02 556,32 QR
11 K 58 20,88 88,42 QQ
12 K 39 65,09 100,70 QQ
13 K 32 65,09 615,26 QQ
14 K 49 25,79 120,35 QR
15 K 53 55,26 518,25 QR
16 E 67 36,84 377,02 QR
17 E 29 56,49 289,82 QR
18 E 26 73,68 440,88 QQ
19 K 27 38,07 87,19 QQ

20 E 39 87,19 101,93 QR

21 E 57 28,25 329,12 QQ

22 K 29 63,86 93,33 QR

23 K 55 40,53 125,26 QR

24 K 51 76,14 185,44 RR

25 E 35 3,68 444 56 QR

26 K 36 61,4 313,16 QR

27 K 50 62,63 114,21 QR

28 E 55 33,16 163,33 RR

29 E 36 12,28 160,88 QQ

30 E 53 47,89 68,77 QR

31 E 37 70 88,42 QR

32 K 26 22,11 101,93 RR
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Tablo 3.6: (Devam).

33 E 28 27,02 394,21 QR
34 E 35 71,23 665,61 RR
35 E 43 108,07 385,61 QR
36 K 33 33,16 164,56 RR
37 K 35 38,07 335,26 QR
38 E 31 84,74 164,56 RR
39 E 41 121,58 672,98 QR
40 E 45 101,93 164,56 RR
41 E 67 82,28 653,33 RR

3.3 Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanilarak, standart grafik
bolim 2.2.4'te aciklandidi gibi hazirlandi. Saflastirma basamaklarin her asamasinda

asagidaki standart grafige gore protein miktarlari belirlendi.

05 7 y=0,0045x + 0,0182
0,45 - R*=0,9839

04
0,35
03
0,25
02
0,15
01
0,05

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100 120

mg Protein

Sekil 3.1: Coomassie Brillant Blue ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

grafik.

34



Tablo 3.7: Q ve R turtnun saflastirma tablosu.

. Protein : . -
Hacim . Toplam Protein . Toplam Aktivite Spesifik . Saflagtirma
QQ Adim (ml) Miktan (M) Aktivite (U/ml) U/ml) Aktivite (U/mg) % Verim Derecesi
(mg/ml)
Serum 6,4 86,19 551,62 53,85 344,64 0,62 100 -
Amonyum siilfat
coktiirmesi 5 58,05 290,24 27,13 135,65 0,47 39,36 0,75
HEK 4 5,69 22,76 75,12 300,48 13,20 87,19 21,13
Hacim Protein Toplam Protein Toplam Aktivite Spesifik Saflagtirma
RR Adim Miktan P Aktivite (U/ml) P =P % Verim stirm
(ml) (mg) (U/ml) Aktivite (U/mg) Derecesi
(mg/ml)
Serum 12 90,5 1086 70 840 0,77 100 -
Amonyum silfat
coktiirmesi 10 35,83 358,33 31,52 315,2 0,88 37,52 1,14
HEK 8 4,9 39,2 78,13 625,04 15,94 74,41 20,61

35




34  QveR izoenzimlerinin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Q ve R izoenzimlerinin saflik kontroll igin bdlim 2.2.5.3' de aciklandigi

sekilde hazirlanan SDS-PAGE, serumdan saflastirilan paraoksonaz enzimin

numunesi ilave edildi ve protein bantlari iceren jellerin gorintlisu alinarak kaydedildi.

B- galaktosidaz (116.0 kDa)

Sigir serum albimin (66.0 kDa)

Yumurta albuminl (45 kDa)

Karbonik anhidraz (33.0 kDa)

Lizozim (19.5 kDa)

Sekil 3.2: Saf Q ve R izoenzimlerin elektroforez goruntisa.

3.5 Baz Antihistaminlerin Q ve R izoenzimler Uzerine inhibisyon

Etkilerinin Belirlenmesi

inhibisyon calismalarinda ilaclari etken maddeleri; Hidroksizin HCI, setirizin,
feksofenadin, rupatadin fumarat, desloratadin, ebastin, feniramin olmak Uzere 7
farkh ilag kullanildi. Bu ilaglarin substrat konsantrasyonu sabit tutularak, farkl
konsantrasyonlarda ila¢ c¢ozeltileri kullanilarak enzim aktiviteleri ve ICsq degerleri
belirlendi.
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Tablo 3.8: PONL1Q izoenzimi tzerinde inhibisyon etkisi gosteren Hidroksizin HCI-Setirizin 1Csy degerlerinin bulunmasinda ¢ozeltilerin miktarlari,

buna karslilik gelen substrat, ila¢ konsantrasyinlari ve elde edilen sonuglar.

100 Mm Enzim .. L
Tris ; Cozeltisini §ubs_tr_at_ ilag Cozeltisinin Kuvetteki llag Aktivite .
llag . Cozeltisinin . Konsantrasyonu [I] AA % Aktivite
tamponu n Hacmi - Hacmi (pl) 5 (U/mL dak)
Hacmi (pl) (MM)x10
(u1) (u1)
850 - - 0,09 110,53 100
845 5 162,86 0,035 42,98 38,89
840 Hidroksizin HCI 100 100 10 325,71 0,023 28,25 25,56
835 15 488,57 0,014 17,19 15,56
830 20 651,43 0,002 2,46 2,22
850 - - 0,09 110,53 100
835 15 183,71 0,056 68,77 62,22
830 20 244,95 0,047 57,72 52,22
Setirizin 100 100
825 25 306,19 0,021 25,79 23,33
820 30 367,43 0,013 15,96 14,44
815 35 428,67 0,002 2,46 2,22
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120 +
y =0,0003x2 - 0,3079x + 94,349
100 ¢ R*=0,9512

80 -

% AKTIVITE
()]
o

40 - S

20 - *

0 T T T T T T L\
0 100 200 300 400 500 600 700

Hidroksizin HCI-QQ, (uLM)

Sekil 3.3: PON1 Q izoenzimi Uzerine Hidroksizin HCI inhibisyonu igin % aktivite-[l]

grafigi.
120 - y =-0,2361x + 102,64
2 _
100 R?=0,9813

% AKTIVITE
(o)}
o

0 T T T 1
0 100 200 300 400

Setirizin-QQ (1M)

Sekil 3.4: PON1 Q izoenzimi tzerine Setirizin inhibisyonu i¢in % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.9: PON1Q izoenzimi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren Feksofenadin-Rupatadin fumarat 1Cs, degerlerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlari, buna karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

10_?r:\§m _ Enzim Substrat ilag Kiivetteki ilag Aktivite

tamponu llag Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Konsantrasyonu [I] AA (U/mL dak) % Aktivite
(E') Hacmi (pl) Hacmi (pl) Hacmi (pl) (|.|M)x10'6
850 - - 0,071 87,19 100
845 5 422,48 0,044 54,04 61,97
840 Feksofenadin 100 100 10 884,95 0,038 46,67 53,52
835 15 1327,43 0,026 31,93 36,62
830 20 1769,90 0,011 13,51 15,49
850 - - 0,071 87,19 100
848 2 17,90 0,058 71,23 81,69
846 Rupatadin 4 35,80 0,036 44,21 50,70

100 100

844 Fumarat 6 53,70 0,022 27,02 30,99
842 8 71,60 0,019 23,33 26,76
840 10 89,50 0,013 15,96 18,31

39




120 +
y =-0,0439x + 92,394

2:
100 ¢ R*=0,9532

80 -

% AKTIVITE
[e))]
o
*

40 -

0 T T T 1
0 500 1000 1500 2000

FEKSOFENADIN-QQ (uM)

Sekil 3.5: PON1 Q izoenzimi Uzerine Feksofenadin inhibisyonu icin % aktivite-[l]

grafigi.
120 -
y =0,0087x2 - 1,7262x + 103,07
100 R?=0,9843
80 -

% AKTIVITE
(@)}
o

40 -

20 -

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

RUPATADIN FUMARAT-QQ (1M)

Sekil 3.6: PON1 Q izoenzimi lzerine Rupatadin fumarat inhibisyonu icin % aktivite-

[I] grafigi.
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Tablo 3.10: PON1 Q izoenzimi Uzerinde inhibisyon etkisi gdsteren Desloratadin-Ebastin 1Cso degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ézeltilerin

miktarlari, buna karsilik gelen substrat, ila¢c konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

100 Mm . L i
Tris Enzim Cozeltisinin Substrat ilag Cozeltisinin Kuvetteki llag Aktivite
ilag ] Cozeltisinin Hacmi § . Konsantrasyonu [I] AA % Aktivite
tamponu Hacmi (pl) Hacmi (pl) -6 (U/mL dak)
(1) (1M)x10
()
850 - - 0,07 85,96 100
845 5 0,87 0,06 73,68 85,71
840 10 1,74 0,048 58,95 68,71
Desloratadin 100 100
835 15 2,62 0,039 47,89 55,71
830 20 3,49 0,026 31,93 37,14
825 25 4,36 0,018 22,11 25,71
850 - - 0,069 84,74 100
848 1 10,14 0,067 82,28 97,10
846 2 20,28 0,054 66,32 78,26
Ebastin 100 100
844 3 30,42 0,036 44,21 52,17
842 4 40,56 0,021 25,79 30,43
840 5 50,70 0,012 14,79 17,39
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120 - y =-17,368x + 100

R?=0,9974
100

80 -

60 -

% AKTIVITE

40 -

0 T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
DESLORATADIN-QQ (uM)

Sekil 3.7: PON1 Q izoenzim Uzerine Desloratadin inhibisyonu icin % aktivite-[l]

grafigi.

120 +
y=-1,801x + 108,21
100 ¢ ¢ R?=0,9691

80 -

60 -

% AKTIVITE

40 -

20 -

0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

EBASTIN-QQ (uM)

ekil 3.8: izoenzim Uzerine Ebastin inhibisyonu igin % aktivite-[I] grafigi.
Sekil 3.8: PON1 Qi im Uzerine Ebastin inhibi icin % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.11: PON1 Q izoenzimi Uzerinde imhibisyon etkisi gosteren Feniramin 1Cs, dederlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

,buna karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

100 Mm P Substrat ilag Kiivetteki ilag -
tar;: Sgnu ilag Enzwag;zi?:}:)s ihin Qézelti_sinin Qézelti.sinin Konsantrasyc_)snu [n AA (U'?rlr(wtll_vcljtaek) % Aktivite

wl) Hacmi (pl) Hacmi (pl) (MM)x10
850 - - 0,072 88,42 100
849 1 89,16 0,065 79,82 90,28

848,5 1,5 133,74 0,053 65,09 73,61
848 2 178,32 0,047 57,72 65,28

847,5 2,5 222,90 0,041 50,35 56,94
847 3 267,49 0,039 47,89 54,17

846,5 3.5 312,07 0,031 38,07 43,06
846 4 356,65 0,027 33,16 37,50

Feniramin 100 100

845,5 4,5 401,23 0,025 30,70 34,72
845 5 445,81 0,021 25,79 29,17

844.5 5,5 490,39 0,019 23,33 26,39
844 6 534,97 0,015 18,42 20,83

843,5 6,5 579,55 0,011 13,51 15,28
843 7 624,13 0,009 11,05 12,50

842,5 7,5 668,71 0,007 8,60 9,72
842 8 713,30 0,001 1,23 1,39
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110

y =0,0001x? - 0,2104x + 101,4
R?=0,9915

% AKTIVITE
Ul
o

30 -

10 -

10 O 100 200 300 400 500 600 700
FENIRAMIN-QQ (M)

Sekil 3.9: PON1 Q izoenzim Uzerine Feniramin inhibisyonu igin % aktivite-[l] grafigi.
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Tablo 3.12: PON1 R izoenzimi Uzerinde inhibisyon etkisi gdsteren Hidroksizin HCI-Setirizin 1Cso dederlerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlari, buna karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

. Enzim Substrat ilag Kiivetteki ilag .
100 Mm Tris . o N R Aktivite (U/mL .
llag Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Konsantrasyonu AA % Aktivite
tamponu (pl) . . . . dak)
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) (11 (um)x10
850 - - 0,09 110,53 100
845 5 159,14 0,035 42,98 38,89
840 H'dﬁg'z'n 100 100 10 318,29 0,023 28,25 25,56
835 15 477,43 0,014 17,19 15,56
830 20 636,57 0,002 2,46 2,22
850 - - 0,075 92,11 100
835 15 183,71 0,065 79,82 86,67
830 20 244,95 0,056 68,77 74,67
Setirizin 100 100
825 25 306,19 0,037 45,44 49,33
820 30 367,43 0,018 22,11 24,00
815 35 428,67 0,005 6,14 6,67
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120 y =0,0003x2 - 0,3151x + 94,349

Z:
100 & R%=0,9512

80 -

60 -

% AKTIVITE

20 - *
0 T T T T T T ‘ 1
0 100 200 300 400 500 600 700
Hidroksizin HCI-RR (uM)

Sekil 3.10: PON1 R izoenzim Uzerine Hidroksizin HCI inhibisyonu icin % aktivite-[l]
grafigi.

120 - y =-0,0006x2 + 0,0208x + 100,87

110 - R? = 0,9885

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 30 60 90 120150180 210240270300 330360390420 450480
SETiRiZiN-RR (uM)

%AKTIVITE

Sekil 3.11: PON1 R izoenzim Uzerine Setirizin inhibisyonu igin % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.13: PONL1 R izoenzim Uzerine Feksofenadin-Rupatadin fumarat 1Csq degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ézeltilerin miktarlari, buna

karsilik gelen substrat, ila¢ konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

100 Mm Tris Enzim ilag Kiivetteki ilag .
H o .« o e s b trat . . e . Akt“”te .« .
tamponu llag Cozeltisinin ubstra Cozeltisinin Konsantrasyonu [I] AA % Aktivite
) szeltisini ) _6 (U/mL dak)
() Hacmi (ul) Cozeltisinin Hacmi (ul) (LM)x10
Hacmi (ul)
850 - - 0,074 90,88 100
845 5 442,48 0,058 71,23 78,38
840 Feksofenadin 100 100 10 884,95 0,042 51,58 56,76
835 15 1327,43 0,022 27,02 29,73
830 20 1769,90 0,009 11,05 12,16
850 - - 0,074 90,88 100
848 2 17,90 0,065 79,82 87,84
846 . 4 35,80 0,043 52,81 58,11
R;patad't” 100 100

844 umara 6 53,70 0,036 44,21 48,65
842 8 71,60 0,02 24,56 27,03
840 10 89,50 0,014 17,19 18,92
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120 -~
y =-0,0507x + 100,27

100 R?=0,997

80

60
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40

20
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0 500 1000 1500 2000

FEKSOFENADIN-RR (1M)

Sekil 3.12: PON1 R izoenzimi Uzerine Feksofenadin inhibisyonu igin % aktivite-[l]

grafigi.

120 ~
y =-0,8239x + 89,125
100 ¢ R*=0,9178

80 -

% AKTIVITE
(o))
o
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O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

RUPOTADIN FUMARAT-RR (uM)

Sekil 3.13: PON1 R izoenzimi Gzerine Rupadatin fumarat inhibisyonu igin % aktivite-

[1] grafigi.
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Tablo 3.14: PON1 R izoenzimi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren Desloratadin-Ebastin 1Cs, degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ézeltilerin

mikatarlari, buna karsilik gelen sustrat ilag konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

100 Mm Tris _ Enzim Substrat ilag Kiivetteki llag Aktivite
tamponu (ul) llag Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Konsantrasyonu AA (U/mL dak) % Aktivite
ponu (i Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (pl) [1] (UM)x10°®
850 - - 0,066 81,05 100
845 5 0,87 0,044 54,04 66,67
840 10 1,74 0,043 52,81 65,15
Desloratadin 100 100
835 15 2,62 0,034 41,75 51,52
830 20 3,49 0,023 28,25 34,85
825 25 4,36 0,015 18,42 22,73
850 - - 0,071 87,19 100
849 1 10,14 0,062 76,14 87,32
848 2 20,28 0,053 65,09 74,65
Ebastin 100 100
847 3 30,42 0,037 45,44 52,11
846 4 40,56 0,018 22,11 25,35
845 5 50,70 0,013 15,96 18,31
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120 + y =-16,484x + 99,062
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Sekil 3.14: PON1 R izoenzimi Uzerine Desloratadin inhibisyonu igin % aktivite-[]

grafigi.
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Sekil 3.15: PON1 R izoenzimi Gzerine Ebastin inhibisyonu icin % aktivite-[I] grafigi.
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Tablo 3.15: PON1 R izoenzimi Uzerinde inhibisyon etkisi gosteren Feniramin ICsq degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ézeltilerin miktarlar

,buna karsilik gelen substrat, ilag konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

10'(I')ri'\£m _ Enzim Substrat ilag Kiivetteki ilag Aktivite N

tamponu llag Qézelti_sinin Qézelti_sinin Cézelti_sinin Konsantrasyc_)enu AA (U/mL dak) % Aktivite
() Hacmi (pl) Hacmi (pl) Hacmi (pl) [1] (uM)x10
850 - - 0,079 97,02 100
849 1 89,16 0,073 89,65 92,41
848,5 1,5 133,74 0,069 84,74 87,34
848 2 178,32 0,065 79,82 82,28
847,5 2,5 222,90 0,059 72,46 74,68
847 3 267,49 0,054 66,32 68,35
846,5 3,5 312,07 0,049 60,18 62,03
846 4 356,65 0,043 52,81 54,43
8455 Feniramin 100 100 45 401,23 0,045 55,26 56,96
845 5 445,81 0,04 49,12 50,63
844,5 55 490,39 0,037 45,44 46,84
844 6 534,97 0,033 40,53 41,77
843,5 6,5 579,55 0,029 35,61 36,71
843 7 624,13 0,025 30,70 31,65
8425 7,5 668,71 0,022 27,02 27,85
842 8 713,30 0,015 18,42 18,99
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Sekil 3.16: PON1 R izoenzimleri Uzerine Feniramin inhibisyonu igin % aktivite-[]

grafigi.

Tablo 3.16: PON1 Q ve R izoenzimlerinin ilaglar icin % aktivite-[l] grafigi sonucunda

elde edilen ICso degerleri.

ILACLAR QQ (pM) RR (uM)
Hidroksizin HCI 853 883
Setirizin 222 274
Feksofenadin 965 991

Rupatadin Fumarat 38 47

Desloratadin 2,87 2,97
Ebastin 32,3 32,4
Feniramin 282 411
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, obstriktif uyku apne sendromu olan 88 hasta ve 41 saglkh
bireyden alinan serumlarda PON1 aktivitesi ol¢uldu. Kontrol grubuna kiyasla, hasta
bireylerde PON1 aktivitesinin anlamh (p=0,022) olarak ylksek oldugu bulundu.
Ayrica hasta ve kontrol gruplarinin Q ve R fenotip polimorfizmi belirlendi. Daha
sonra OUAS’ I Q fenotipine sahip bireylerin serumlari birlestirildi ve hidrofobik
etkilesim kromatografisi yontemi ile saflagtirildi. Ayni igslem R fenotipli bireyler icin de
uygulandi. Her iki izoenzimin saflik kontroli SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile
belirlendi ve yaklasik olarak 43,0 kDa olarak tespit edildi. Bulunan bu molekl agrhigi
literatir ile uygunluk gostermektedir. Ayrica bu izoenzimlerin her basamakta aktivite
ve protein degerleri Olgllerek saflastirma dereceleri hesaplandl. Saf Q ve R

izoenzimleri lUzerine bazi antihistaminik ilaglarin inhibisyon etkileri bulundu.

PONL1 enzimi, karacigerde sentezlenen ve yuksek yogunluklu lipoprotein ile
iliskili olarak plazmaya salinan bir kalsiyum igeren laktonazdir [115, 116]. Tezimizin
giris kisminda da ayrintili olarak anlatildigi gibi s6z konusu enzim detoksifikasyon,
antioksidan ve anti bakteriyel t¢ farkl fizyolojik fonksiyona sahiptir [10]. Bu nedenle

enzim Uzerinde yodun calismalar yapilmakta ve giderek ilgi artmaktadir.

PON1, organofosfor bilesiklerin bazi toksik metabolitlerini hidroliz eder. Bu
nedenle, PON1 aktivitesi ve ekspresyon seviyeleri, organofosfor zehirlenmesine
duyarlihdin inflamasyon ve oksidatif strese bagli hastaliklarin gelisme riskinin

belirlenmesinde dnemlidir [117].

Obstriktif uyku apnesi, uyku sirasinda Ust hava yolunun gegici olarak
tamamen ve kismen tikkanmasi ile karakterizedir [118]. Uyku sorunlarinin
hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, diyabet gibi c¢esitli Klinik
bozukluklarla iligkili oldugu bilinmektedir [119]. OUAS siddeti; hafif (5= AHI/RDI <
15), orta (15 < AHI/RDI< 30) veya siddetli (AHI/RDI > 30) olarak siniflandiriimaktadir
[68]. Orta siddetli OUAS, hipertansiyon, koroner hastalik, inme kalp yetmezligi ve
artiyal fibrasyondan kaynaklanan artmis kardiyovaskuler hastalik riski ile iligkilidir
[120].

HDL tarafindan tasinan bir estaraz olan PON1, anti inflamatuar roli olan
hicrelerin ve lipoproteinlerin oksidatif hasarina karsi koruyucu bir etki yapar [121].
Dusik PON1 aktivitesi kardiyovaskiler hastalik igin bir risk faktoértidir [5]. PON1 ve
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OUAS arasindaki iliski hakkindaki bilgi sinirli olmasina ragmen kardiyovaskuler olan
OUAS hastalarinda kardiyovaskiler olmayan veya OUAS disindaki kontrollerden
daha dusuk seviyede PONL1 aktivitesi oldugu belirlenmigtir [83].

Aragtirmamizda kullanilan hasta ve saglikli bireylerin demografik ozellikleri
Tablo 3.3’ de verilmigtir. Calismamizda 88 obstruktif uyku apnesi hasta serumu ve

41 kontrol gurubu caligiimistir. Sonug olarak;
1-Hastalarin yasi kontrol grubuna gore daha fazladir.
2-Hastalarin sigara kullanimi kontrol grubuna gére daha fazladir.
3-Hastalarin PON1 aktivitesi kontrol grubuna gére daha yuksek ¢ikmistir.

Birgok faktdor serum PON1 aktivitesini etkileyebilmektedir. E vitamini, C
vitamini, flovanoidler, demir ve ¢inko gibi diyet takviyeleri PON1 aktivitesini
degistirebilir. Ayrica alkol alimi, hamilelik ve egzersiz durumu gibi diger faktorler de
g6z 6nlne alinmalidir [122, 123]. Hastalarda PON1 aktivitesinin ylksek g¢ikmasi
yukaridaki parametrelerinin yaninda RR fenotip oraninin da fazla sayida olmasi ile

iligkili olabilir.

Paraoksonaz enziminde farkh polimorfizmler gorulmektedir ancak en
onemlisi kodlanma bodlgesindeki degisimdir. Bu polimorfizmler pozisyon 192'de
glutamin (Q) ve arginin (R) (192 Q>R)’ dir. Bu polimorfizmde Q allele sahip kigilerde,
R alleli tagiyanlara gore daha dusuk PON1 enzim aktivitesi gozlenir [10,124]. 192R
izoformu paraoksonu, 192Q izoformu ise somon, diazokson ve sarin gibi maddeleri
daha yuksek oranda hidroliz eder [54, 55]. Kandaki paraokson hidroliz kapasitesi
siklikla PON1 enzim aktivitesinin belirteci olarak kullanilir ve bu aktivite Q192R
polimorfizmi ile PON1 konsantrasyonundaki dedisimi yansitir [125]. Q192R
pozisyonundaki aminoasit yerlesimleri iki alloenzimine sebep olmaktadir. Q
alloenzimi, R alloenzimine kiyasla LDL Uzerindeki lipit peroksitlerin birikimini daha
¢cok engeller [126]. Paraoksonaz enziminin polimorfizmi ile birgok hastalk

iliskilendirilmistir [10].

Arastirmamizin yapilan deneysel sonuglarina gére 88 hasta olgunun 11’ inin
(%12,5) QQ, 34’ unin (% 38,6) QR, 43’ (nun (%48,9) RR fenotipi gosterdigi
belirlenmigstir. Kontrol grubunun ise 11’ inin (%26,8) QQ, 21’ inin (%51,2) QR, 9
unun (%22,0) RR fenotipi gdsterdigi belirlenmistir (Tablo 3.4). Ayrica hasta RR
fenotipi anlamli derecede yuksek bulundu (p<0,009).
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Seo T. ve ark. tarafindan yapilan bir galismada, PON71’in solunum yollarinin
sigara dumani toksiksitesine kargl korunmasinda bir rol oynayabilecegi ve 192R

allelinin hava yolu yaralanmasi igin genetik risk faktort oldugu bulunmustur. [127].

Balcerzyk A. ve ark. yaptigi bir caligmada, PON1 geninin R192Q
polimorfizmi ile KAH arasindaki olasi iligkiyi incelemistir. S6z konusu hastalikta Q

alleli taglyanlarin orani daha yuksek olarak bulunmustur [128].

Andersen H.R. ve ark. prenatal pestisit maruziyeti ile PON1 geni arasindaki
gen-cevre etkilesimini arastirmislardir. Sadece R-alleli olan c¢ocuklarda

kardiyovaskiiler risk gelismis ortaya ¢iktigini tespit etmislerdir [129].

Saadat M. ve ark. PON1 genetik polimorfizmi ve meme kanserine olan
yatkinhigini i¢in yaptigi calismada PON1 M ve Q allellerinin daha yuksek meme

kanseri riski ile iligkili oldugunu gdstermistir [130].

Yaghmaei M. ve ark. tarafindan yapilan bir ¢galismada ise PON1 R allele
sahip kadinlarin preeklampsi (gebelik zehirlenmesi) igin bir risk faktori oldugunu
bulmuslardir [131].

Moghtaderi A. ve ark. PON1 192R polimorfizminin, bir grup iran
populasyonunda lakiner enfarktisleri (beyindeki damar hasari) gelistirmede bir risk

gOstergesi olarak rol oynadigini 6ne sirmislerdir [132].

Gorshunskaia MI. ve ark. tarafindan PON1 geninin Q192R polimorfizmi
diabet mellitus tip 2 (T2DM) olan bireylerle yapilan ¢alismada, T2DM riski QQ
fenotipinin 1,47 kat daha ylksek oldugunu bulmuslardir [133].

Veiga L. ve ark. Q192R polimorfizminde R allelinin Portekiz Kafkasya
premenopozal kadinlari arasinda obezite gelisimi icin bir risk faktori oldugunu
bulmuslardir [134].

Uyar O.A. ve ark. PON1 Q192R ve L55M paraoksonaz gen polimorfizmleri
60 renal hicreli karsinom hastasi ve 60 saglikli kontrol ile yaptiklari calisma
sonucunda, hastalar ve kontroller arasinda PON1 Q192R polimorfizminde énemli
farkhliklar bulmuslardir. Q alleli hasta grubunda kontrol grubuna gére daha sik iken,

R alleli kontrol grubunda daha sik gézlemlemiglerdir [7].

Bouman HJ. ve ark. stent implantasyonu yapilan ve klopidogrel tedavisi alan

koroner arter hastaligi olan bireylerin populasyonunda PON1 Q192R genotipinin
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klinik uygunlugunu test etmiglerdir. QQ homozigot bireylerde, stent trombozlu

hastalarda yuksek bir risk gosterdigini bulmuslardir [135].

So6gut E. ve ark. PON1 gen polimorfizmlerinin yasa baglh makiler
dejenerasyon (AMD) riskini etkileyip etkilemedigini belirlemek igin yaptiklar ¢calisma
sonucunda, PON1 MM ve QQ genotipleri olan deneklerin daha digsik AMD riski
oldugunu bulmuslardir [136].

Liu H. ve ark. PON gen polimorfizmleri ve iskemik inme arasindaki iligkiyi
gOstermek icin yaptiklari bir analiz sonucu, R alel ve RR genotipinin artmis iskemik

inme riski ile iliskili oldugunu géstermiglerdir [137].

Liu T. ve ark. yaptiklari calismada, PON1 Q192R polimorfizmi, Cin
populasyonunda KAH' in duyarhligi ile anlamli olarak iligkili oldugunu bulmuslardir.

R allelinin KAH icin bir belirte¢ olabilecegi sonucuna varmiglardir [138].

Hernandez-Diaz Y. ve ark. PON1 gen polimorfizmlerinin kalp hastaliklari
Uzerine etkilerini, kalp hastaliklari icin genetik riskin PON1 gen polimorfizmleri ile
iliskili oldugunu goéstermislerdir. Q allelinin koroner arter hastaligi icin bir risk faktoru

olabilecegini belirtmislerdir [139].

Rahman M.F. ve ark. PON1 gen varyantlar ile erken baglangigh miyokart
enfarktisd (AMI) arasindaki baglantiyi ele almis ve 192R alleli, Misirlilarda erken

baslangicli igin bagimsiz bir risk faktort oldugu sonucuna varmiglardir [140].

Bu c¢alismalarin yani sira, alzheimer ve koroner arter hastaligi PON1 192Q
icin risk faktord oldugu, PON1 192R polimorfizmi astim, diyabet ve katarakt igin risk
faktorl oldugu belirtilmistir [139, 141, 142, 143, 144].

Bu calismada OUAS hastalarindan sepharose4B-L-tirozin-1-naftilamin jeli
kullanilarak QQ izoenzimi 21,13 kat ve RR izoenzimi 20,61 kat saflastiriimistir.
(Tablo 3.7). Litaratlirde sepharose4B-L-tirozin-9-aminofenantren jeli kullanilarak QQ
izoenzimi 901 kat, RR izoenzimi ise 453 kat saflastiriimistir [145]. S6z konusu
jellerin ligantlarinin farkh olmasi, saflastirma derecelerinin de farkh olmasini

etkilemektedir.

Histaminin vicuttaki etkilerini ortadan kaldirmak icin disaridan verilen ilaglara
antihistaminik denir. Bu ilaclar histaminin dokularda tutundugu reseptoérlere, daha
once tutunarak histaminin etki etmesini onler. Histamin reseptorlere tutunduktan
sonra verilen anthistaminikler ortaya ¢ikmis etkileri yok etmez ancak yeni olusacak

etkilere izin vermezler [146]. Antihistaminiklerin en sik kullanildiklari hastalik Alerjik
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Rinit (AR)’ dir. Alerjik rinit ise Obstruktif uyku apne sendromu i¢in potansiyel bir risk
faktoradur. Her hasta degisik antihistaminige duyarlidir ve bu sebeple hangisinin
segilece@i hastaya gore degisir [147]. Calismamizda antihistaminik Ozellik gOsteren
Hidroksizin HCI, Setirizin, Feksofenadin, Rupatadin fumarat, Desloratadin, Ebastin
ve Feniramin olarak toplam 7 farkli ila¢ kullaniimistir. OUAS hastalarindan alinan
kanlardan saflastirimis Q ve R izoenzinleri Uzerine bu ilaglarin in vitro etkisi
belirlendi. S6z konusu ilaglarin Q fenotipini daha fazla inhibe ettigi saptanmigtir (
Tablo 3.17).

Sonug olarak, ilaglarin hepsi in vitro kosullar altinda paraoksonaz enzim
aktiviteleri tizerinde inhibe edici etki gosterdi. ilaglarin kinetik parametreleri Tablo
3.16" da sunulmustur. ilaglarin ICs, degerleri %aktivite-[I] karsi gizilen grafik
egiminden hesaplanmistir. Hidroksizin HCI (853-883 pM), Setirizin (222-274 uM),
Feksofenadin (965-991uM), Ruptadin fumarat (38-47 uM), Desloratadin (2,87-2,97
MM), Ebastin  (32,3-32,4 puM) saflastirimis insan QQ ve RR fenotipi Uzerine
inhibisyon etkisi yaklasik olarak birbirine yakin bulunmustur. Feniramin ise QQ
fenotipi inhibisyon etkisi (282 uM) RR fenotipi Uzerine inhibisyon etkisinden (411
pm) daha fazla bulunmustur. RR fenotipi olan bireylere Feniramin ilacinin yan
etkisinin daha az olacagi goértulmektedir. Ayrica, calismamizda adi gegen
antihistaminik ilaglarin Q ve R izoenzimler Uzerine in vitro etkileri ile ilgili galismaya
literatlirde rastlanmamistir. Ancak setirizin glutatyon S-transferaz (GST) enzimi
Uzerine, desloratadin glukuronil transferaz (UGT) (3,86 pM) enzimi Uzerine,
feniramin sigan karacigeri aldehit oksidaz enzimi Gzerine (216 uM), feksofenadin ise
siklooksijenaz (COX-1, COX-2) enzimi Uzerine inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmistir [148, 149, 150, 151].
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