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1. GENEL BAKI$

Kalp ve damar hastaliklari tim diinyada ve llkemizde 6nde gelen 6lim nedenidir. Bu
hastaliklarin yaklasik 2/3'nl koroner arter hastaligi (KAH) olusturmaktadir (1).

Yapilan bir cok epidemiyolojik calismalar KAH olusumunda bazi risk faktorlerinin eslik ettigini
gostermistir. Bu risk faktorleri; yasam bicimi, biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler gibi
degistirilebilir nitelikte olabilecegi gibi, yas, cinsiyet ve kalitim gibi degistirilmesi yada
giderilmesi olanaksiz faktorlerde olabilir (2,3).

Koroner arter hastaligi olusumunda, biyokimyasal parametrelerin icinde total ve LDL-
kolesterol’lin yliksek olmasi, HDL-kolesterol’in diisiik olmasi, hipertansiyon, diabetes
mellitus, obesite ve trombojenik faktorler’in etkisinin blyilk oldugu unutulmamalidir. Ayrica
sigara, alkol, sedanter yasam gibi fizyolojik etkilerinde Onemli bir rolii oldugunu
hatirlatmakta fayda vardir.

Koroner arter hastaligi etiyolojisinin multifaktoriyel bir 6zellige sahip olmasi nedeniyle
KAH’na yakalanma riskinin belirlenmesi icin, her bir risk faktéri'nin varligi veya yoklugu
yaninda, derecesi veya siddeti de belirlenmeli, bu kapsamda, degistirilemeyen risk
faktorlerine karsilik, varolan risk fktorlerinin degistiriimesiyle neler saglanabilecegi
hesaplanmalidir (4).

Toplumumuzda KAH gelisiminde rol oynayan en 6nemli risk faktorleri olarak kotii beslenme
aliskanlig, sigara icimi, diyabet, hipertansiyon, sismanlik, okside LDL, trigliserit ylksekligi ile
bunlarla iliskili olan HDL-kolesterol diizeyi distklUgl 6n plana ¢ikmaktadir (3).

Koroner arter hastaligina yol acan en sik ve en o6nemli etken ateroskleroz olup,
aterosklerozun ise en onemli risk faktérli kan lipidleridir. Dolayisiyla KAH riskinin teshisi
konusunda yapilan ¢alismalarin biylk kismi kan lipidlerin dlizeyi olup, gelismis ve gelismekte
olan bir ¢ok tlkelerde halkin blyik bir kisminda kolesterol seviyesi normalden yiiksektir. Bu
da yiksek KAH insidansi acisindan 6nemlidir (5). Kolesteroliin KAH riskiyle baglantisi,
yapisina girdigi lipoproteinlerin tlriine ve miktarina gore degismektedir. LDL'de bulunan
kolesterol aterojenik nitelikte iken, HDL' deki kolesterol blyilk 6l¢clide koruyucudur. LDL
konsantrasyonunun diismesi ve HDL kolesterol seviyesinin yikselmesi koroner lezyon
olusumunu geciktirmektedir (6,7).

Ateroskleroz; koroner arterlerde ¢ok yavas gelisen ve ancak uzun vyillar gectikten sonra
degisik derecelerde kalici darliklara neden olan bir hastaliktir. KAH'nin patogenezinden yalniz
basina ateroskleroz sorumlu degildir. Ani olarak gelisen dinamik koroner olaylarin da
(koroner arter spazmi, koroner arter trombozu) 6nemli rol oynadiklari anlasiilmaktadir. Kalici
olsun dinamik olsun, olaylarin baslama noktasi koroner arterlerde bdlgesel olarak gelisen
damar endotel fonksiyon bozuklugu ve/veya endotel zedelenmesidir (1).
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Damar endoteli, sadece damar sistemini ¢epe ¢evre saran bir bariyer olmayip, ayni zamanda
dolasim homeostazini ve kan basincini dengeleyen, onarim olaylarini diizenleyen bir
endokrin sistem olarak gérev yapar. Endotel zedelenmesi durumunda kalp damar sisteminde
ciddi patolojik olaylar meydana gelir. Hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve baska bir ¢ok risk
faktorl, endotel fonksiyonlarinin bozulmasinda ve/veya endotel zedelenmesinde 6nemli rol
oynar, ateroskleroz ve dolayisiyla miyokard iskemisi gelismesine neden olur (1). Endotel
hasari ile devam edip ateroskleroza kadar giden bu sitrecte KAH olusumunda cok ciddi
etkileri olan paraoksonaz enzim aktivitesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

2. PARAOXONASE ENZimi

Paraoksonaz (PON1) enzimi glikoprotein yapisinda olup karaciger tarafindan sentez edilen,
aromatik karboksilik asit esterlerini hidroliz eden ve HDL'ye sikica bagl olan esterazlardir (8-
11). LDL’nin oksidasyonu ve dolayisiyla lipid peroksitlerinin birikimi sirasinda HDL'nin bu
enzimatik mekanizmalarla lipid peroksitlerini azalttig1 bircok calismalarla ortaya konulmustur
(11-16).

Paraoksonaz aktivitesi cevresel faktorlerden etkilenebilmekte ve popilasyonlara gore
farkhlik gostermektedir (16-20). Literatir taramasi sirasinda, farkl Ulkelerde ve cesitli
hastaliklarda serum PON1 aktivitelerinin arastirildigi gértilmektedir.

3. PARAOXONASE’IN HASTALIKLARLA iLiSKisi

Hipergliseminin oksidatif stres ve ateroskleroza zemin hazirladigi dislintlirse, DM’li
olgularda serum PON1’in roli ortaya c¢ikar. PON1 192RR ve PON1 55LL genotipleri IDDM’li
(independent Diabetes mellitus) olgularda daha sik izlenmistir. Ancak yapilan bir calismada
DM, hiperkolestrolemi, bobrek yetmezligi gibi KAH ile iligskisi oldugu bilinen hastaliklarda
distik serum PON1 aktivitesinin genotipten bagimsiz oldugu cesitli calismalarda rapor
edilmistir. Diyabetik retinopati ve hipertansiyon gelisen olgularda izlenen diisiik serum PON1
aktivitesi, lipid peroksidasyonuna artmis yatkinliktan kaynaklanmaktadir (22).

Lipid peroksidasyonu ve oksidatif hasar etkisi ile gelisen néronal dejenerasyon izlenen
Alzheimer hastaliginin ateroskleroz ile iliskisi bilindiginden PON1 polimorfizmi ile iliskisi
incelenmis ancak istatistiksel olarak anlamh sonu¢ bulunamamistir (23). Hepatit C
enfeksiyonlu hasta grubunda yapilan bir calismada paraoksonaz aktivitesi diistik bulunmus ve
bunlarda PON1 192RR polimorfizminin daha yiksek oldugu tespit edilmis (24). Disiik dogum
agirlikli yenidoganlara yiksek miktarda C ve E vitamini verilmesiyle PON1’in polimorfizm de
ve dogum agirliginda degisiklikler saptanmistir.(25).
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Tavsan inflamasyon modelinde serum amiloid A ve seruloplazmin igeren akut faz HDL artigi
ile apo Al, PON1, PAF’ ta belirgin azalma gosterilmis ve HDL'nin antiinflamatuar/antioksidan
durumdan proinflamatuar/prooksidan duruma déntisimi sorumlu tutulmustur.

Ateroskleroz riski bulunan Uremik renal transplantli olgularda disik PON1/HDL ve
PON1/apoAl oranlari izlenerek bu olgularda HDL'nin antioksidan kapasitesinin azaldig
distnilmastir. Sporadik idiopatik Parkinson olgularinda PON1 ile metabolize olan ¢evresel
norotoksinlerin yasla birlikte norodejenerasyondan sorumlu tutulabilecegi ve B allelin
Parkinson  hastaligina genetik yatkinhk olusturabilecegi ileri  sUrllmugstir.(26).
Hiperhomosisteinemili autism olan cocuklarda paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktiviteleri
distk bulunmus ve bunlarda metilasyon reaksiyonlarindaki bozukluga bagh olarak
nérotransmiterlerin  yapisinin  bozulabilecegi bildirilmigtir (27). Lipid oksidasyonuna
predispozan bir hastalik oldugu One siiriilen hipertroidili hastalarda paroksonaz aktivitesi
disik bulunmustur ( 28).

Antikardiolipin antikorlari pozitif bulunan bir grup hastada mmLDL'ye karsl
otoantikorlarin arttigl, PON1 aktivitesinin belirgin olarak dlstigu ve arteriyel tromboz
gelistirme riski yuksek olan R genotipinin de artma egiliminde oldugu izlenmistir (29).
Sistemik amiloidozda distik PON1 aktivitesi bildirilmistir.

Plazma lipoprotein dizeylerinin normalden farkli oldugu balk gozii sendromunda HDL
kolesterol’in plazma konsantrasyonunun %90 oraninda, PON1 aktivitesinin ise %89
diizeyinde azaldigi gosterilmistir. Diger yandan bir baska lipoprotein metabolizma hastaligi
olan Tangier hastaliginda ise PON1 enzim aktivitesi tayin edilememistir (30,31). Pilor stenozlu
infantlar yiksek PON1 aktivitesine sahiptirler. Pilor stenozu operasyonla duzeltildikten bir
hafta sonra enteral beslenmenin basladigi zamana kadar yikseklik devam eder (32). Van
Lenten ve arkadaslari enflamasyonlu tavsan modellerinde akut faz olarak HDL, amiloid A ve
seruloplazminin arttigini diger taraftan apo Al ve PON1’in ise dramatik olarak azaldigini
gostermislerdir (33).

Bazl deneysel ¢alismalarda serum PON1 aktivitesinde degisikliklere rastlanmistir; yapilan bir
calismada inflamatuar cevabin bir pargasi olarak distnllmekte ve ilging olarak PON1
aktivitesinin kronik olarak azalmasinin, sadece aterosklerozu artirmakla kalmayip, ayni
zamanda akut inflamatuar sartlara gore daha fazla vicutga kuvvetten diismeye neden
oldugu gorialmistir (34).

Sigara gibi cevresel faktorlerin PON1 aktivitesini ve konsantrasyonunu baskilayarak enzimin
etkinligini degistirebilir. PON1’in paraoxanase aktivitesinin hormon replasman tedavileri ile
arttigi gosterilmistir (21).

Paraoksonaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna goére anlamli olarak distk bulundugu
prostat kanserli bir calismada PON1 geninin 102. kodon’unda vyeni bir polimorfizm
bulundugunu ve bu polimorfizm 102’de izolésinin Valin ile yer degistirmesiyle meydana
geldigini, bu polimorfizm’in prostat kanserinin nedenlerinden biri olabilecegini ileri
siriilmektedir (35).
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4. PARAOXONASE OLCUMU

Paraoxonase enzim aktivitesi 6l¢iimu icin ge¢mis yillarda gesitli yontemler gelistiriimeye
calisiimigsa da pek bir basari elde edilememistir. Furlong (54,55) ve Mackness' in (56)
metotlar1 en ¢ok kullanilan metotlar olmasina ragmen uygulanadaki zorluklar, ve analitik
hatalardan dolayi yetersiz kalmigtir. Substrat olarak kullanilan paraoxonun ¢6zelti
hazirlanmasindaki zorluklar, spontane hidrolizi ve ¢ok fazla derecede toksik olmasindan
dolay1 kullanimu ile ilgili ciddi handikaplar vardir.

Tiim bu sikintilaradan dolay1 yeni, giivenilir, hizli, standart ve otomatik bir kite olan ihtiyag¢lar
icin Rel Assay Paraoxonase Kiti 2007 de Diinya bilim insanlarinin kullanimina sunuldu.

Rel Assay Paraoxonase Test Kiti gerek manual gerekse otomatik olarak kullanilabilmesi
acisindan oldukca biiyiik bir yenilik getirmistir. Ayrica kitin likit olmasi, kullanima hazir
olmas1 ve uzun dmiirlii olmasindan dolay1 tim diinyada ciddi bir talep gérmesini saglamistir.

Rel Assay Paraoxonase kiti ile 6l¢iim yapmak i¢in bir spektrofotometre veya plate reader veya
otomatik biyokimya analizorii kullanabilirsiniz. Ayrica eger isterseniz numunelerinizi Rel
Assay Laboratuvarina gondererek Paraoxonase Enzim aktivitesi tayinini Ol¢tiirebilirsiniz. Bu
islem icin support@relassay.com adresine yazabilir veya +90 342 230 37 52 nolu telefonu
arayabilirsiniz.

5. REL ASSAY PARAOXONASE TEST KITI

5.1. Kit Bilesenleri

Tam reaktifler kullanima hazirdir.

e Reaktif 1 (Tampon) :50 ml
e Reaktif 2 (Substrat) :5ml
e Kalibrator (Lyophilized) :1 vial (Opsiyonel)

Normal sartlarda kit icerisinde Kalibratér bulunmamaktadir. Kit faktorle calistigindan dolayi
kalibrator kullanmadan asagida belirtilecek olan ¢alisma prosedirlerinde verilen faktor
degerini kullanarak ol¢lim yapabilirsiniz. Fakat yine de kalibrator isterseniz insan
serumundan Uretilmis Rel Assay paraoxonase kalibratoriini siparisle birlikte belirtmeniz
gerekmektedir. Liyofilize olarak elinize ulasan bu materyali sise lizerinde belirtilen hacimde
deiyonize su ilave ederek hazirlayip givenle kullanabilirsiniz.
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5.2. Testin Reaksiyon ilkesi

Ornekteki paraoksonaz enzimi reaksiyon ortamindaki paraokson substratini hidroliz eder
ve aciga cikan Grlinln absorbans artisi, absorbans spektrumuna uygun dalga boyunda
kinetik olarak izlenir. Nonenzimatik hidroliz degeri, 6rnek degerinden gikarilarak
enzimatik aktiviteye ait net degerler hesaplanir. Sonuclar dakikada bir mikromolar
substratin hidrolizine esit olan Unite/Litre cinsinden ifade edilir.

H;C—‘\ (Pl + H,O PON HL G (;? OH
()’—EI3 -—O_\‘- Ca™? C)-"P*-O——\_ 4+
< CHa a M CHs
E ; NO»
NO2
parackson dietiltosfat p-nitrofenol

5.3. Kullanilacak Numuneler

Serum, heparinli plazma, semen plazmasi hicbir isleme tabi tutulmadan direkt olarak
kullanilacak numune gesitleridir. Hlcre kiltlra ve gesitli dokular da numune olarak
kullanilabilir. Fakat bunlar homojenize edilmelidirler. Bu prosediir asagida gosterildigi gibidir.
Hemolizli, lipemik ve hiperbilirubinemili serumlardan ve kalsiyum baglayan antikoagiilan
kullanilan plazmalardan kaginilmalidir.

Arastirmalarda sikga kullanilan Karaciger, bébrek, beyin vb. gibi yumusak dokular numune
olarak kullanilacaksa asagidaki prosedir takip edilerek homojenat hazirlanabilir.

5.3.1. Yumusak Dokulardan Homojenat Hazirlama Prosediirii

1 gr taze doku alinir.

9 ml Working Solution* eklenir.

Mekanik homojenizator (blender) ile ezilir.
Yoksa havanda ezilir

3000 rpm de 5 dk. santrifuge edilir.
Slpernatan serum gibi calisilir.

*Working Solution:

140 mmol/L KCI (Deiyonize su icinde) veya 50 mmol/L. pH:7.40 Fosfat Tamponu (Eger
laboratuarinizda mevcut degilse relassay@relassay.com adresine yazarak veya +90 342 230
37 52 nolu telefonu arayarak siparis edebilirsiniz.)
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5.4. Hayvan Deneyi

Memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima sahip olan Paraoxonase proteinleri; kuslar, baliklar
ve eklembacaklilar gibi omurgasiz hayvanlarda mevcut degildir.

Memeli hayvanlarda bircok dokuda 6zellikle karaciger, bobrek, ince barsak ve plazmada
bulunur. Memeli hayvanlarin serumlari ve dokulari ile galisma yapilabilir. Glinimizde

paraoxonase deneyleriicin en ¢ok sicanlar kullaniimaktadir.

Galismalarda hayvanlarin serumlari, kalsiyum baglamayan antikoagiilan kullanilarak elde
edilmis plazmalari veya dokulari numune olarak kullanilabilir.

Rel Assay Paraoxonase kiti ile hayvan deneylerinde giivenle kullanilabilmektedir.
5.5. Saklama

5.5.1. Numunelerin Saklanmasi

Paraoxonase Enzim aktivitesi 6l¢lilecek olan numuneler;

Serum/Plazma 2-8°C 24 Saat
Serum/Plazma -20°C 3 Ay
Serum/Plazma -80°C 1yl

Sure ile saklanabilir.

5.5.2. Kit’in Saklanmasi

Kit 2-8°C de saklanmalidir. Dondurulmamalidir. Reaktiflerin agzi kapatilmali, 1siktan ve
nemden korunmalidir. Bu sartlarda Uriin Gzerinde belirtilen son kullanma tarihine kadar
kullanilabilir. Kitin agzi actlip bir miktar kullanildiktan sonra da yukarida belirtilen sartlarda
saklandiginda yine son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

5.6. Uyari ve Onlemler

e Reaktifleri kullanarak galisirken eldiven ve maske kullaniniz.

e Reaktifleri solumayiniz.

e Reaktifleri cildinize temas ettirmeyiniz.

e Herhangi bir temas durumunda bol su ile yikayiniz.

e Reaktifleri herhangi bir soluma veya yutma durumunda acilen bir hekime basvurunuz.

WWW.RELASSAY.COM — RELASSAY@RELASSAY.COM




Rel Assay Diagnostics

6. MANUEL CALISMA PROSEDURU

Numune® Hacmi 25 pL®
Reagent 1° Hacmi 500 pL
Reagent 2° Hacmi 25 uL
Dalga Boyu 412 nm° veya buna en yakin uygun dalga boyu.
Okuma Yéntemi Kinetik (rate-up) ¢alisma

6.1. Calisma Adimlan

e Spektro kivetine 500 pL Reagent 1 konulur.

e Uzerine 25 pL numune eklenir karistirilir.

e Bunun da Uzerine 25 pL Reagent 2 eklenir ve karistirilir. Tam ekleme aninda
bir kronometre de zaman baglatilr.

e Hizli bir sekilde spektrofotometrede 412 nm. de ABS' alinmaya baslanir.

e 30.ve 150. saniyelerde ABS alinir.

e Buislem tim numuneler icin uygulanir.

e Sonuclar asagidaki formile gére hesaplanir.

6.2. Hesaplama

Sonug (U/L) = [ (150. Saniye ABS — 30. Saniye ABS) /2 ] x 1202,84°

6.3. Acgiklamalar

A - Numune :Serum, Heparinli Plazma, Semen Plazmasi, Hicre Klturd ve doku
homojenati

B-uL :Mikrolitre

C-Reagent 1 :Paraoxonase kit kutusu icinde, blyuk sisedeki reaktif sivi

D - Reagent 2 :Paraoxonase kit kutusu icinde, kiiclik sisedeki reaktif sivi

E-nm :Nanometre; spektrofotometrede ayarlanacak olan dalgaboyunun
birimi

F - ABS :”Absorbans”. Spektrofotometrede okunan degerin birimi

G-1202,84 : Istk yonun 1 cm kabul edildigi faktor. Eger Isik yolu 1 cm den farkli ise

hesaplamada kullanilacak olan yeni faktor; 1202,84(in 151k yolunun cm
cinsinden degerine boliinerek elde edilir.
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7. OTOMATIK ANALIZORDE CALISMA PROSEDURU

Otomatik Analizorlere asagidaki veriler girilerek aplikasyon yapilabilir. Otomatik cihazlarin
mendleri birbirlerinden farkliliklar gosterebilirler. Her cihazin kendisine ait bir algoritmasi
vardir. Fakat asagidaki veriler her cihaz igin ortak olarak kullanilacak parametreler ve
bunlarin degerleridir. Bunlarin haricinde cihazda tanimlanmasi gereken degerleri; cihazin
firmasinda bulunan aplikasyon sorumlusu personelden temin edebilirsiniz.

Firmamizda birgok cihazin  aplikasyon bilgileri mevcuttur. Bu  bilgiler igin
support@relassay.com adresine yazabilir veya +90 342 230 37 52 nolu telefonu arayip
destek alabilirsiniz.

iki Reaktif alan, 412 nm veya buna yakin bir dalgaboyuna sahip, kinetik okuma modu olan
actk sistem biyokimya otoanalizérlerinin timinde ¢alisilabilirsiniz.

Reagent 1 Hacmi 500 mL
Numune Hacmi 25 mL
Reagent 2 Hacmi 25 mL
Dalga Boyu 412 nm.
Ol¢iim Yéntemi Kinetik
Kalibrasyon Tipi Faktor ( 1202,84 )
Birim u/L
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7.1. Reaksiyon Kinetikleri ve Performans
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7.2. Testin %CV Degerleri

Stimulated Paraoxonase

HEY)
Serum Havuzlari Paraoxonase Testi %CV Testi %CV
Yiiksek Aktiviteli 4,1 4,9
Orta Aktiviteli 1,7 1,1
Diisiik Aktiviteli 1,5 1,5
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8. PARAOXONASE TESTi DEGERLENDIRMESi

Paraoxonase enzim aktivitesini etkileyen iki farkl genetik faktér vardir. Paraoxonase’in 55. ve
192. aminoasitinin gesidi aktivite tzerinde etkilidir.

PON1’in 55. pozisyonda I6sin (L genotip) yerine metionin (M genotip) gelmesinin aktivite
Uzerine etkisinin ¢ok az oldugu belirtilmistir (39). Ancak 192. pozisyondaki arjinin yerine

Y

glutamin gelmesi aktiviteyi en az 8 kat azaltmaktadir. Dolayisi ile Paraoxonase enziminin 192.

Aminoasitinin Arjinin (R)veya Glutamin (Q) olmasi aktiviteyi ciddi manada etkilemektedir. Bu
da bireyler arasinda Paraoxonase enzim aktivitesi ile iliskili hastaliklara karsi direngli veya
duyarli olma o6zelliklerini belirlemektedir. 192. Aleli RR oldugunda Aktivite yliksek, QR
oldugunda aktivite orta ve QQ oldugunda aktivite distk olur.

Turk popllasyonuna ait saglikh bireylerden alinan numuneler (zerinde yapilmis olan
¢alismamizda asagidaki verilere ulasiimistir. Bu degerler irka, yasa, beslenme sekline, kronik
hastaliklara ve sigara kullanimina bagiml olarak degisiklik gosterebilmektedir.

Diisiik Aktiviteli Grup <200 %46
Orta Aktiviteli Grup 200-400 %44
Yiiksek Aktiviteli Grup >400 %10

e Bu calisma bilimsel veriler 1si8inda uluslararasi literatlirlere uygun olarak
hazirlanmistir.

e Bu calisma Tirkiye’de yapilmis olup Tirk poptlasyonunun numuneleri kullanilmistir.

e Bu calismada 20-60 yas saglikli bireylerden alinan numuneler kullaniimistir.

e Unutulmamaldir ki her laboratuvar kendi referans araligini kendi belirler. Bu calisma
sadece ireticinin kendisi i¢in hazirladigi 6rnek bir calismadir. Uretici firma bu verilerin
kullanimindan dogacak herhangi problemde sorumluluk kabul etmez.
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9. PON1 192 QR POLIMORFiZM (FENOTIPLEME)

Paraoksonaz ve arilesteraz her ne kadar iki ayri enzim olarak algilanirsada, yapilan ¢alismalar
ve arastirmalar gdstermistir ki; insan serumunda tek gen iriinii enzim hem arilesteraz hem
de paraoksonaz aktivitesine sahip oldugu islenmistir. Hatta bu enzimin laktonaz aktivitesine
de sahip oldugunu gésteren yayinlarda mevcuttur (40). insanda 7. kromozomun uzun
kolunda g-21.3 ve g-22.1 arasinda tanimlanabilen paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve
PON3 seklinde 3 dyesi bulunur. Gelisimsel acidan bakildiginda, gen duplikasyonu sonucu
olusarak yapisal benzerlik gosteren genlerdir. PON1, PON2 ve PON3 genlerinin memeliler
arasinda; nuklelotid seviyesinde benzerlikleri %81-90 iken aminoasit seviyesindeki
benzerlikleri %79-90 dir. PON1’de 106. kodonda (lizin) bulunurken, PON2 ve PON3'’te lizin
bulunmamaktadir. Yillarca PON1 ile vyapilan c¢alismalarda, insan serum kapasitesi,
ksenobiotikleri hidrolize etmesi ve aterosiklerosis arasindaki iliski arastirilmistir. PON2 ve
PON3, hakkinda yapilan arastirmalarin azligi nedeniyle PON1 kadar iyi anlasilamamislardir.
PON1 ve PON3 genlerinin Urlint plazma da yer alirken, PON2’'nin hicre igi yerlesimli oldugu
soylenmektedir (41,42). Son yillarda yapilan bazi arastirmalarda PON2 ve PON3 gen ailesinin
PON1’in HTLase aktivitesine katkida bulundugunu ve PON2 ve PON3’ (in KAH da en az PON1
kadar kiymetli oldugunu rapor etmislerdir (43). Fakat bizler PON1 den bahsederken aslinda
PON1’in paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesinden bahsediyoruz. PON1 de 2 aminoasit
polimorfizmi vardir. Bunlardan biri 55. pozisyonda metionin ile 16sin (M/L) aminoasitlerinin
yer degismesiyle, digeri 192. pozisyondaki arginin ve glutamin aminoasitlerinin yer
degistirmesinden [R/Q(bazi kaynaklarda Q vyerine A genotip, R vyerine B genotip
kullanilmaktadir)] meydana gelir. PON1 promotor bdlgesinde bu polimorfizmlerden baska
bilinen bes tane daha polimorfizm bulunur. Populasyonlardaki polimorfik dagilim bireyler
arasinda farklihga neden olur. Polimorfizm arilesteraz aktivitesini etkilemez, arilesteraz
aktivitesi PON1 aktivitesindeki degisikliklerden bagimsiz, esas olarak protein
konsantrasyonunun gostergesi olarak kabul edilebilir. Yani Paraoksonaz; aktivite
polimorfizmi gbstermeyen arilesteraz aktivitesine de sahiptir (44). PON1’in 55. pozisyonda
|6sin (L genotip) yerine metionin (M genotip) gelmesinin aktivite izerine etkisinin ¢ok az
oldugu belirtilmistir (39). Ancak 192. pozisyondaki arjinin yerine glutamin gelmesi aktiviteyi
en az 8 kat azaltmaktadir. Paraoksonaz enzim aktivitesindeki polimorfizm, PON19,R
izoformu, paraoksonu PON1,4,Q formundan daha hizli hidroliz ederken, PON1Q192 izoformu
diazokson, somon’u daha hizli hidroliz eder (45).

Paraoksonaz allozimlerin kantitatif ve kalitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile fenotipleme
metodlari gelistirilmistir. 1984'te La Du BN ve ark. dual substrat metodu diye adlandirdiklari
bu metoda gore (46); iki izoenzimin tuz ve pH'va farkli yanitlarina gére iki fenotip
tanimlamistir. Tuza yanit veren B allozim paraoksona karsi daha yiksek enzim aktivitesine
sahiptir. Paraoksonaz aktivitesi 1M (Molarite) NaCl ile stimile edildiginde aktivesi artarken,
arilesteraz aktivitesinde ise diisme oldugu tespit edilmistir. Bu analizde trimodal dagilim
izlenir. Genis-dlsuk aktivite piki "dusuk aktiviteli homozigotlari-AA", kiclk yiksek aktivite
piki "heterozigotlari-AB", en kiiclik aktivite piki ise "yliksek aktiviteli homozigotlari-BB" temsil
eder. En yaygini homozigot-AA (QQ), ikincisi heterozigot-AB (QR), en az olani homozigot-
BB(RR)'dir. Paraoksonaz polimorfik dagilimi biyiik interetnik degiskenlik gosterir. Karakaya
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ve ark. (47), bu tipte trimodal dagilimi Tiirk populasyonunda géstermistir. Ancak bu trimodal
dagilimiilk olarak Mallinckrodt ve ark, tarafindan sergilenmistir (48).

Paraoksonaz icin ilgili insan geni ayrica HUMPONA olarak isimlendirilmektedir. Dusuk
paraoksonaz aktivitesi hiperkolesterol ve diyabetlilerin de iginde bulundugu KAH
hastalarinda gorulir. Clinkd bu gruplarda lipid peroksidasyon rinleri, aterosklerozis’in
gelisimini hizlandirir ve insan silomikronlarinda lipid oksidasyon drlnlerini artirir. Ayrica
PON1 aktivitesinin diyet alimiyla yakindan iliskili oldugu soylenmektedir.Diyette bulunan
meyve, cay ve tereyaginin PON1 aktivitesi artirdigini ve diyet icerigindeki karbonhidrat,
protein, MUFA, PUFA, E Vitamini, flavonoidler ve Qercetin ile korele oldugunu rapor eden
¢alismalar mevcuttur (49) Yuksek seviyedeki PON1’den saflastirilmis PON1;9,RR ve
PON1ssLL'nin paraokson hidrolitik aktivitesi en yiksekken, PON115,QQ ve PON15sMM de bu
aktivite en dusuktir. R allelin kodladigl proteinin paraokson hidroliz aktivitesi Q allele gore
sekiz kat ylksektir. Aktivitenin ara basamagl homozigotlardir (50). Substrat spesifitesinin
benzer basamaklari metil paraokson, klortion—okson gibi diger oksonlarda ve armin’de
gozlenebilir. Diger yandan paraoksonaz alloenzimlerin oksidasyondan LDL'yi koruma
kapasitesi paraokson hidrolitik aktivitesi ile tamamen terstir. Boylece, PON1ssMM /
PON1,4,QQ alloenzim bulunan bireylerin HDL ve PON1 ile iliskili olarak en biylik koruma
kapasitesine sahip olmalarinin yaninda, bu alloenzimler diazoxon ve somon ve sarin gibi sinir
gazlarini hidroliz etmede de aktif rol Ustlenirler (51,52).

Turk populasyonunda oldukca disik oranda gorilen RR alleli; dogu populasyonlarindan
distk Avrupa irkina yakin degerler gostermistir (53). Dlsuk aktivite gortilen Q alleli Avrupa,
Kanada ve Amerika’da ylksek, Avustralya, Aborjin, Zambiya ve Zimbabve’de dusuktir.
Avrupa populasyonlarinda izlenen %50 civarinda dusuk aktivite izoformu ve bimodalite
Avrupa’dan uzaklasildik¢a azalir. Afrika ve dogu llkelerinde dagilim unimodaldir, bu irklarda
disuk aktiviteli genotip sikligi az gorulir.
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9.1. Fenotipleme Calismasi

Paraoxonase enziminin Paraoxon (Paraoxonase) ve fenilasetat (Arylesterase ) aktivitelerinin
orani kullanilarak; biraylerin lg fenotip olan QQ, QR ve RR dan hangisine ait oldugu tespit
edilebilir. Paraoxonase’in ikili substrati ile belirlenen fenotipleme, genotip analizleri ile
yuksek dogrusalliktadir. PON1 192Q/R Fenotipleme i¢in Rel Assay Stimulated Paraoxonase ve
Arylesterase kitlerini kullanarak kalaylikla, otomatik ve hizli olarak sonuca ulasabilirsiniz.

A a A
© o = N
1 1 1 1

(oe]

-uq

6 -

5

4_

3

2 T = .o~."w..¥ ---------------- Gruplar

- ® Kontroller

100 200 300 400 500

Arylesterase Aktivitesi, kU/L

Stimulated Paraoxonase/Arylesterase Ratio (X10,000)

+Hastalar

Prostat Hipertrofili Hasta ve Kontrollerde PON1 192/QR Fenotipleme Kategorizasyon
Calismasi

WWW.RELASSAY.COM — RELASSAY@RELASSAY.COM



B

v

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Rel Assay Diagnostics

10.KAYNAKCA

Ekmekci A. Koroner arter hastaliginda ve tedavisinde damar endotel fonksiyonlari. CIBA 1995, istanbul.

Onat A. Risk factors and cardiovascular disease in Turkey. Atherosclerosis 2001; 156:1-10

Kiltiirsoy H. Koroner kalp hastaligi primer ve sekonder korunma. ARGOS 2001; T.A.S istanbul

Koylan N. Koroner arter hastaligi epidemiyolojisi lipid distiriict tedavi ile ilgili buylk klinik ¢alismalar. Turk Kardiyol Dern Arsv
2000;13:9-20

Castelli W P, Wilson P W F, Deny D, Anderson K D. Cardiovascular risk factors in the elderly. Am J Cardiol. 1989; 63:12-19

Gordan T, Castelli W P, Hjortland M C. Lipoproteins cardiovascular diseases and death. The Framingam Studyo. Arch Intem Mad.
1981; 141: 1128

Mahley R W, Innearity T L, Rall S.C, Weisgraber K.H, Plasma lipoproteins, apolipoprotein structure and function. Journal of Lipid
Research. 1984; 25: 1277-94

Mackness M |, Arrol S, Durrington P N, Paraoxonase prevents accumulation of lipoperoxides in low-density lipoprotein. FEBS Lett.
1991; 286: 152-154,

Hernandez A F, Pla A, Valenzuela A., Gil F, Hougen H P, Villanueva E. Paraoxonase activity in human pericardial fiuid its
relationship to coronary artery disease. Int J Leg Med. 1993; 105: 321-324

Kelso G J, Stuart W D, Richter R J, Furlong C E, Jordan-Starck T C, Harmony J A. Apolipoprotein J is associated with paraoxonase in
human plasma. Biochemistry 1994; 33:832-839

Mackness M |, Arrol S, Abbott C, Durrington P N. Protection of low density lipoprotein against oxidative modification by high-
density lipoprotein associated paraoxonase. Atherosclerosis 1993; 104:129-135

Mackness M |, Harty D, Bhatnagar D, Winocour P R, Flirol S, Ishola M, Durrington P. Serum paraoxonase activity in familial
hypercholesterolemia and insulin-dependent diabetes mellitus. Atherosclerosis 1991; 86:193-199

Eckerson H W, Wyte C M, La Du B N. The human serum paraoxonase/arylesterase polymorphism. Am J Hum Genet. 1983; 35:1126-
1138

Navab M, Hama-Levy S, Van Lenten R |, Fonarow G C, Cardinez C J, Castellani L W, Brennan M L, Lusis A |, Fogelman A M, La Du B N.
Mildly oxidized LDL induces an inereased apolipoprotein J/paraoxonase ratio. J Clin Invest. 1997; 99:2005-2019

Odowara M, Tachi Y, Yamashita K. PON1 polymorphism (GIn 192-Arg) is associated with coronary heart disease in Japanese non-
insulin-dependent diabetes mellitus. J Clin end Metb 1997; 82:2257-2260

Heinecke | W, Lusis A J. Paraoxonase-gene polymorphisms associated with coronary heart disease: support for the oxidative
damage hypothesis? Am J Hum Genet 1998; 62:20-24

Kao Y L, Donaghue K, Chan A, Knight J, Silink M. A variant of paraoxonase (PON1) gene is associated with diabetic retinopathy in
IDDM. J Clin Endocrinol Metab 1998; 83:2589-2592

Gan K N, Smolen A, Eckerson H W, La Du B N. Purification of human serum paraoxonase/arylesterase. Evidence for one esterase
catalyzing both activities. Drug Metab Dispos. 1991; 19:100-106

Costa L G, Mc Donald B E, Murphy S D, Omenn G S, Richter R J. Serum PON and its influence on Paraoxon. Tox and Applied
Pharmaeology 1990; 103:66-76

Hegele R A, Connelly P W, Scherer S W, Hanley A J, Harris S R, Tsui L C, Zininan B. Paraoxonase 2 gene (PON2) G148 variant
associated with elevated fasting plasma glucose in noninsulin-dependent diabetes mellitus. J Clin Endocrinol Metab 1997;
82:3373-3377

Costa L, Vitalone A, Cole T B, Furlong C E. Modulation paraoxonase (PON1) activity. Biochemical Pharmacology 2004

James R, Leviev |, Ruiz J, Passa P, Fuegel P, Gavin MCB. Promoter polymorphism T(-107)C of the paraoxonase PON1 gene is a risk
factor for coronary heart disease in type 2 diabetic patients. Diabetes 2000; 29:390-39

Paragh G, Balla P, Katona E, Seres |, Egerhazi A, Degrell |, Serum paraoxonase activity changes in patients with Alzheimer's disease
and vascular dementia. Eur Arch Psychiatry Clin Neurosci 2002; 252:63-67

Ferre N, Marsilach J, Camps J, Rull A, Coll B, Tous M, Joven J.Genetic association of paraoxonase-1 polymorphisms and chronic
hepatitis C virus infection. Clinica chimica acta. 2005; 18:112-118

Min J, Park H, Park B, Kim YJ, Park J, Lee H, Ha E, Park E A, Hong Y C. Paraoxonase gene polymorphism and vitamin levels during
pregnancy: relationship with maternal oxidative stres and neonatal birtweigts. Reproductive toxiclogy 2006; 147:363-367

Clarimon J, Eerola J, Hellstrom O, Tienari PJ, Singleton A, Paraoxonase 1 (PON1) gene polymorphisms and Parkinson's disease in a
Finnish population.. Neurosci Lett 2004; 367:168-170

Pasca S.P, Nemes B, Vlase L, Gaygi C.E, Dronca E, Miu A.C, Dronca M,. High levels of homocysteine and low serum paraoxonase 1
arylesterase activity in chidren with autism. Life sciences 2006; 78:2244-2248

Raiszadeh F, Solati M, Etemadi A, Azizi F. Serum paraoxonase activity before and after treatment of thyrotoxicosis. Clin Endocr
2004; 60:75-80

Delgado Alves J, Ames PR, Donohue S, Stanyer L, Nourooz-Zadeh J, Ravirajan C, Isenberg DA, Noorouz-Zadeh J. Antibodies to
highdensity lipoprotein and B-2 glycoprotein-I are inversely correlated with paraoxonase activity in systemic lupus erythematosus
and primary antiphospholipid syndrome. Arthritis Rheum 2003; 48:284

Mackness MI, Mackness B, Arrol S, Wood G, Bhatnagar D, Durrington PN. Presence of paraoxonase in human interstitial fluid. FEBS
Letters 1997; 416:377-380.

Griffith MK, Virella GT, Stevenson HC, Lopes-Virella MF. Low density lipoprotein metabolism by human macrophages activated with
low density lipoprotein immune complexes. A possible mechanism of foam cell formation. J Exp Med 1988; 168:1041-1059
Szafran Z, Nowak J, Szafran H, Janik A. Esterolytic activity of blood serum in infants with hypertrophic pylonic stenosis. J Clin Chem
Clin Biochem 1997; 17:321-324

Van Lenten BJ, Hama SY, de Beer FC, Staffonini DM, McIntyre TM, Prescott SM, La Du BN, Fogelman AM, Navab M. Anti-
inflammatory HDL becomes proinflammatory during the acute phase response. J Clin Invest 1995; 96:2758-2767

WWW.RELASSAY.COM — RELASSAY@RELASSAY.COM



34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

a4,
45,

46.
47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

Rel Assay Diagnostics

Berliner JA, Navab M, Fogelman AM. Atherosclerosis: basic mechanisms. Oxidation, inflammation, and genetics. Circulation 1995;
91:2488-2496

Marchesani M, Hakkarainen A, Tuomainen T P, Kaikkonen J, Pukkala E, Uimari P, Seppalo E, Matikainen M, Kallioniemi O P,
Schleutker J, Lehtimaki T, Salonen J T. New paraoxonase 1 polymorphism 1102V and the risk of prostate cancer in finnish Men J
Natl Cancer inst 2003; 95:812-818

Erel O. A new automated colorimetric method for measuring total oxidant status. Clin Biochem 2005; 38:1103-1111

Rel Assay Paraoxonase Assay Kit (MEGA TIP SAN VE TIC LTD STI) http://www.relassay.com/?sf=3&M=4&IDetay35=38

SELEK S. Harran University Faculty of Medicine, Sanliurfa, Turkey.

Mackness M, Durrington P, Mackness B. Paraoxonase 1 activity, concentration and genotype in cardiovascular disease. Curr Opin
Lipidol 2004; 15:399-404.

suchocka Z, swatowska J, pachecka J, suchocka P; RP-HPLC determination of Paraoxonase activity in human blood serum; J of
pharmaceutical and biomedical analysis 2006; 42:113-119

Lipincott W. Paraoxonase a cadioprotective enzyme: continuing issuess, Curr Opin Lipidol 2004; 15:261-267

Shamir R, Hartman C, Karry R, Pavlotzky E, Eliakim R, Lachter J, Suissa A, Aviram M; Paraoxonases 1, 2 and 3 are expressed in
human and Mouse gastrointestinal tract and in Caco-2 cell line: selective secretion of PON1 and PON2; Free Radical biology 2005;
39:336-344

Yang X, Gao Y, Zhou J, Zhen Y, Yang Y, Wang J, Song L, Liu Y, Xu H, Chen Z, Hui R; Plasma homocysteine thiolactone adducts
associated with risk of coronary heart disease; C Chimica acta 2006; 364: 230-234

Glilcl F, GUrsu F; The standardization of paraoxonase and arylesterase Activity Measurements; Turkish J Biochem 2003; 28:45-49
Aviram M, Davies J. A, Paraoxonase 1 and atherosclerose: Is the gene or the protein more important? Fre Radical Biology 2004;
37:1317-1323

La Du BN, Eckerson HW. The polymorphic paraoxonase/arylesterase isozymes of human serum. Fed Proc 1984; 43:2338-2341
Karakaya A., Suzen S., Sardas, S, Karakaya AE, Vural N. Analysis of the serum paraoxonase/arylesterase polymorphism in a Turkish
population. Pharmacogenetics 1991; 1:58-61

Mallinckrodt M, Geldmacher V, Hommel G, Dumbach J. On the genetics of the human serum paraoxonase. Hum Genet 1979;
50:313-326

Kleemola P, Freese R, Jauhiainen M, Pahlman R, Altfhan G, Mutanen M; Dietary determinanats of serum paraoxonase activity in
healthy humans. Atherosclerosis 2002; 160:425-432

Ombres D, Pannitteri G, Montali A, Candeloro A, Seccareccia F, Campagna F, Cantini R, Campa P P, Ricci G, Arca M. The GIn-Arg192
Polymorphism of Human Paraoxonase Gene Is Not Associated With Coronary Artery Disease in Italian Patients. Aterioscler Throm
Vasc Biol. 1998; 18:1611-1616

Garin MCB, James RW, Dussoix P, Blanché H, Passa P, Froguel P, Ruiz J. Paraoxonase polymorphism Met-Leu 54 is associated with
modified serum concentrations of the enzyme: a possible link between the paraoxonase gene and increased risk of cardiovascular
disease in diabetes. J Clin Invest 1997; 99:62—-64.

Agachan B, Ergen H A, Karaali Z E, Isbir T, PON1 55 and 192 Polymorphism and Its Effects to Oxidant-Antioksidant System in Turkish
Patients with Type 2 Diabetes Mellitus. Physiol Res 2005; 54:287-293

Karakaya A, Ibis S, Kural T, Kose SK, Karakaya A.E, Serum paraoxonase activity and phenotype distribution in Turkish subjects with
coronary heart disease and its relationship to serum lipids and lipoproteins. Chem Biol Interact 1999; 118:193-200

Furlong C E, Li W F, Brophy VH, Jarvik G P, Richter R J, Shih D M, Lusis A L, Costa L G: The PON1 gene and detoxication.

Neurotoxicology 2000; 21:581-587

Furlong CE, Richter RJ., Seidel S L, Motulsky AG. Role of genetic polymorphism of human plasma paraoxonase/arylesterase in
hydrolysis of the insecticide metabolites chlorpryfos oxon and paraoxon. Am J Hum Genet 1998; 43:230-238

Mackness M |, Arrol S, Durrington P N, Paraoxonase prevents accumulation of lipoperoxides in low-density lipoprotein. FEBS Lett.

1991; 286: 152-154,

WWW.RELASSAY.COM — RELASSAY@RELASSAY.COM


http://www.relassay.com/?sf=3&M=4&IDetay35=38

