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OZET

KOLESTEROLDEN ZENG iN DIYETIN SICAN DOKULARINDA PON1, PON2,
PON3 EKSPRESYON ve AKTIVITELER i UZERINE ETKILERININ
INCELENMESIi

Sabah, Seda
Yuksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ABD
Tez Yoneticisi: Yard. Dog. Dr. Nedim KARAGENC

Temmuz 2010, 64 sayfa

Paraoksonaz enzim ailesi PON1, PON2 ve PON3rak lzere ¢ gen igerir.
PON1 ve PON3 genel olarak karagerde eksprese edilip kana verilirler ve
plazma HDL ile birlikte ta sinirlar. PON2 serumda bulunmayip bir ¢cok dokuda
sentezlenir ve sitoplazmik yerlgim gosterir. PON'un fizyolojik substrat (lar)’i
hentz tanimlanmamstir; fakat organik fosforlu insektisitleri ve sinir gazi
yapiminda yaygin olarak kullanilan sarin, soman giborganofosfat bilesiklerinin
hidrolizini katalizlemekte ve bu nedenlein vivo ksenobiyotik metabolizmasi ve
toksikolojik calismalar icin blytuk dnem tasimaktadir. Paraoksonaz enzimleri
oksidatif hasari onleyerek yuksek derecede ateroptektif etki gosterirler. Lipit
hidroperoksitlerini hidrolize ederek ve LDL’yi oksidatif modifikasyondan
koruyarak ateroskleroz olusumunu engellerler. Bu calsmada yapilan dger
calismalardan farkh olarak tim sican (Rattus norvegicus) dokularinda PONL1,
PON2 ve PON3 mRNA ekspresyonlarini semikantitatif larak saptanmis,
paraoksonaz enzim aktivitesi ve ekspresyonu arasiadi ili ski degerlendirilmi stir.
Ayrica sicanlarda kolesterol diyeti uygulanarak olgturulacak ateroskleroz
modelinde paraoksonaz enzim miktarlariyla aktiviteeri arasindaki iliskinin nasil
etkilendigi incelenmistir. Kolesterol diyeti ile beslenen deney grubu kotrol
grubu ile karsilastirildi ginda paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri artms,
PON1 ve PON3 ekspresyonlari azalmi PON2 ekspresyonu ise dgsmemistir.
Oksidasyona duyarlilik testinde deney ortaminda bulnan biyolojik molekiller
yiksek konsantrasyonda bakir klorirle oksidasyona abi tutulmuslardir.
Antioksidan mekanizmalarla korunmus olan doku 6rneklerinde oksitlenebilir
molekiller daha fazla olacgndan test sonucunda artmg MDA duzeyleri
antioksidan potansiyelin dolayli bir gostergesi oleak ele alinmistir.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz, Ateroskleroz, Oksidtif stres



ABSTRACT

THE
EFFECTS OF CHOLESTEROL-RICH DIET ON PON1, PON2, PON3
EXPRESSIONS AND ACTIVITIES IN RAT TISSUES

Sabah, Seda
M.Sc. Thesis In Medical Biology
Supervisor: Ass. Prof. Dr. Nedim KARAGENC

July 2010, 64 page

Paraoxanase enzyme family contains three genes whi@are PON1, PON2 and
PON3. PON1 and PONS3, generally, are expressed anecseted from liver to blood
and transported along with HDL. PON2 is synthesizedn many tissues except
serum and resides in cytoplasm. Yet, none of the pkiologic PON substrates are
identified, however, it catalyzes insecticides withorganic phosphorus and
organophosphate compounds like sarin and soman thatidely used in producing
nerve gas thus it has crucial role foiin vivo xenobiotic metabolism and toxicologic
studies. Paraoxonase enzymes prevent oxidative dageaand thus have potential
atheroprotective effect. It block atherosclerosis drmation by hydrolyzing lipid
hydroperoxides and preserve LDL from oxidative modiication. In this study,
apart from other studies, PON1, PON2 and PON3 mRNAexpressions were
semiquantitatively detected in all rat Rattus norvegicus) tissues and the
relationship between paraoxanase enzyme activity dnits expression were also
assessed. Furthermore, it was also investigated thiaow the relationship between
paraoxanase enzyme amounts and activities were afted through generated
aterosclerose model by cholesterol diet. Comparintp control group, experiment
group that was feeded with cholesterol dietary hasncreased paraoxonase and
arilyasterase activities wherease PON1 and PON3 exgssions decreased and there
was no change in PON2 expression. Biological moldes that was present during
experiment were exposed oxidation by high concenttian cuprous-chloride in
oxidation susceptibility test.

Key Words: Paraoxanase, atherosclerosis, oxidativaress
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1.dRIS

Paraoksonaz enzim ailesi PON1, PON2 ve PON®&lblizere ¢ gen icerir. Bu
genler insan kromozomunda yedinci, fare kromozorauisé altinci kromozomda yer
almaktadirlar (Godfrey vd 2004). PON1 ve PON3 gevlatak karagierde eksprese
edilip kana verilirler ve plazma HDL ile birlikteaginirlar. PON2 serumda bulunmayip
bir cok dokuda sentezlenir (Teiber vd 2007).

PON1 en c¢ok ¢allan paraoksonaz enzim ailesi tyesidir. PON1 ardnesterlerin,
orgonofosfat insektisitlerin toksik okson metaletinin ve sinir gazlarinin hidrolizini
katalizlemekte ve bu nedeni@ vivo ksenobiyotik metabolizmasi ve toksikolojik
calismalar icin buyidk 6nem ganaktadir. PON1 ayni zamanda lakton hidrolizini
katalizleyerek bazi ilaclari da kapsayan bir ¢détdaun laktonizasyon reaksiyonlarinda
gorev alir (Teiber vd 2007). Paraoksonaz enzinsiilgelerinin timi antioksidan etki
gostermektedir. PON enzimlerinin antioksidan enalarak gérev almalari ateroskleroz
gelisimine kagl koruyucu bir etki sglamaktadir. PON1 enzimi aterosklerotik
lezyonlari, okside kolesterolu, okside LDL'deki akes fosfolipitleri hidrolize ederek

ateroskleroza kar koruyucu etki gosterir (Draganov ve La Du 2003).

Bu calgmada yapilan der calsmalardan farkli olarak tum sicaRgttus norvegicys
dokularinda PON1, PON2 ve PON3 mRNA ekspresyonlasemikantitatif olarak
saptayarak, enzim aktivitesi ve ekspresyonu arakindliskiyi degerlendirmek
amaclanmgtir.  Ayrica sicanlarda kolesterol diyeti uygulararaolusturulacak
ateroskleroz modelinde paraoksonaz enzim miktgtéaaktiviteleri arasindaki gkinin

nasil etkilendii incelenecektir.



2. KURAMSAL BILGILER VE L iITERATUR TARAMASI

2.1 Serbest oksijen radikalleri

Serbest oksijen radikallerisdorbitallerinde bir veya daha fazlglenmems elektron
iceren molekuler yapilar olarak tanimlanir. Oksijen tek elektron indirgenmesi
sonucu olgan serbest oksijen radikallerinin neden @duoksidan yikim; iskemi,
hiperoksijenizasyon ve doku inflamasyonu gibi bkrq@ayda yer alarak hastaliklarin
patogenezinde rol oynar. Serbest radikaller biywlgistemlerde radyoliz, fotoliz,
organik materyalin termal yikimi, metal iyonlarirve enzimlerin katalize e#ii redoks

reaksiyonlari gibi ¢gtli reaksiyonlar sonucu obwir (Simsek 1999).

Biyolojik sistemlerde oksijen fazla miktardalunan bir molektldur. Bir radikal
olmasina kayn iki adet glesmemi elektronun farkli molekiler orbitallerde yer almas
ve paralel spin gostermesi acisindan reaktiftir.yiBaden oksijen nikotinamid adenin
dintkleotit (fosfat) (NADH/NAD(P)H) oksidaz ve ks@moksidaz (XO) gibi enzimler
ile univalan rediksiyon gecirerek superoksit forawonigir. Nonenzimatik olarak,
oksijen redoks aktif bikgkleriyle reaksiyona girerek mitokondri elektronsitaa
sisteminde semiubikuinon gibi siperoksit halineep#ir. Stperoksit dismutazlar ile
superoksit anyonu enzimatik olarak dismutazlanirhigrojen peroksit ortaya cikar.
Biyolojik dokularda da superoksit enzimatik olmaydransformasyon gecirerek
hidrojen peroksit ve singlet oksijene d@efiilir. Hidrojen peroksit dier radikaller ile
reaksiyona girerek yuksek derecede reaktif hidiokadikalleri olwturur. Bu olay
Fenton reaksiyonu olarak bilinir. Bu radikaller digoleklllere oksidasyon ile zarar

verirler (Nageswara vd 2005).

Oksijen atmosferde dioksijen ya da molekilksijen (Q) olarak bulunmaktadir.
Molekdllerin oksijen ile oksitlenmesi durumunda,sg&n molekull indirgenir ve iki

tane serbest radikal ortaya ¢ik&(tteridge 1995).

Oksijen bir oksidan ajandir. Normalskilarda molekiler oksijenin @oi sitokrom
sistemi gibi hicre ici sistemler icinde reduksiyagsar. Bununla beraber %2 oraninda

bu yoldan sizan oksijenin biyolojik yapilarda unara rediksiyonu sonucu, serbest



oksijen radikalleri olarak adlandirlan reaktif dtér acga cikar. Hidrojen peroksit,
nitrik oksit, hidroksil radikali bunlardan bazilea ©Ornek olarak verilebilir.
Organizmada serbest oksijen radikalleriningtdudusu reaksiyonlar radikalin bir ger

radikal ile veya radikal olmayan ajanlar ile gésmasi ile olgur. Serbest radikaller
birbiri ile karsilastiginda kovalan bir molekul ofturacaksekilde reaksiyona girerler.
Serbest radikaller organizmada radikal olmayanolirgiicre bilgeni ile de reaksiyona
girebilir ve bu bilgenlerin yapi ve slevlerini desistirir. Boylece serbest radikaller
organizmada molekuler dizeyde bircok biyolojik pékineden olur; DNA yikimi,
proteinlerin yikimi ve enzim aktivitelerinde glgiklik, hicre membran lipitleri ve hiicre

organellerinin yikimi 6érnek olarak verilebiligitnsek 1999).

Molekuler oksijen suya indirgenebilir. Oksijegdiiksiyonunun ara basagnabir, iki
ve U¢ elektrona karik olan stperoksit anyon radikali, hidrojen pesibkve hidroksil
radikalinin formasyonudur. Molekuler oksijenin tep temel hali di radikal olarak,
elektronik olarak singlet molekuler oksijene uyalilir. Oksijen radikalleri lipitlerde
reaksiyona girerek alkil veya peroksil radikalletarak olgtururlar. Oksidan olgumu
ayrica ceitli radyasyon tipleriyle de okwr. X sinlari hidroksil radikallerinin
olusmasina, ultraviyole sinlari elektronik olarak uyarilmi c¢esitli  radikallerin
olusumuna neden olmaktadir. Ultrasound ve mikrodalgalari da reaktif oksijen

turlerinin ollsmasina sebep olur (Sies 1997).

2.1.1 Superoksit radikali (g'_)

Superoksit radikali molekiler oksijenin biekiron alarak indirgenmesi sonucunda
olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminlerferrodoksinler, indirgenmi
nikleotidler gibi yuzlerce biyolojik molekil aerdébortamda oksitlenirken stperoksit
yapimina neden olurlar. Sueperoksit sivi sollisyohitojen peroksit ve oksijen

olusumunu sglayan dismutasyon reaksiyonundan dolayi hizlicd&hy.
02-'+02-'+2H+ — HO,+ O,

Superoksit dismutaz (SOD) enzimi ile bu rewdsihizlanir. Stiperoksit radikalinin
kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyo asil 6nemi, hidrojen peroksit



kayna olmasi ve gegimetalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Sgnpksit radikali

distik pH deerlerinde daha reaktiftir, oksidan perhidroksi katii (HO,) olusturmak

Uzere protonlanir (Gutteridge 1995).
2.1.2 Hidrojen peroksit (HO>)
O, + e- +2H — H,O,

Herhangi bir sistem slUperoksit Uretecek isandiasyon reaksiyonu sonucu ayni
zamanda hidrojen peroksit de Ureliapisinda paykalmams elektron icermedginden
radikal Ozellgi tasimaz, reaktif bir tir daldir. Hidrojen peroksit o6zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepe girerek yuksek oksidasyon
dizeyindeki reaktif demir formlarini aiturur. Bu formdaki demir ¢ok gticli oksitleyici
Ozelliklere sahip olup, hicre zarlarinda lipit pgesidlasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Urat oksidaz, glukoz oksidaz, D-aminibasksidaz gibi pek ¢ok enzim
oksijene iki elektron transferi ile hidrojen perdksiretirler. Gegg metal iyonlari
yoklugunda hidrojen peroksit zayif bir oksidan ve indyigeajandir. Hidrojen peroksit
hizlica su ile kagarak vicut icinde su molekilu gibi davranir ve fealhticre zarina
difize olur. istenmeyen hidrojen peroksit hiicreden katalaz, tylomaperoksidaz ve
diger peroksidazlar ile glariya atilir (Gutteridge 1995).

2.1.3 Hidroksil radikali (OH )

Hidroksil radikali son derece reaktif bir o#tan radikaldir, yarilanma omri c¢ok
kisadir. Hidroksil radikali ikisekilde olymaktadir.iyonlastirici radyasyonun etkisi ile

sulu ortamda su molekdllerinin iyogtaasi gercekigr.
2H,0 - H0" + € + KO

Uyarilmg su molekili (HO') yikim ile, HO" ise bir su molekili ile tepkimeye
girerek hidroksil radikali olgtururlar. Bu tepkimeler ¢cok kisa surede gercgklge
uretilen ‘OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sdwu bglica kimyasal
turddr. HOz'nin iki elektron ile indirgenmesi ile su ajurken, tek elektron ile



indirgenmesiOH yapimina neden olur. Bu tur indirgenme Fe, Qu gietal iyonlari
tarafindan Kkatalizlenir. Askorbik asit, stperokgibi indirgeyici bileiklerin de
bulundigu ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar indirggmdien HO.,’den ‘OH

yapimi surekli bir duruma gelir.
Hidroksil radikali fenton reaksiyonu sonucdiajen peroksitten de admaktadir.
FE€*+H,0, —» F€*+OH + OH
FE'+ H0, » F& +HO + H

Fizyolik PH'da (7.4) , demir iyonlar ferrdr¢*) , oksijen ve fosfat iyonlari
varliginda gegici olarak ferri (B& halinde bulunurlar. Bu gegisirasinda demirden
oksijene bir elektron transferi ile stiperoksit kadi olusur (Gutteridge 1995).

2.1.4 Singlet oksijen t0- )

Singlet oksijen genmemg elektron cifti bulundurmamasindan dolay! serbadikal
olarak adlandiriimaz. Oksijenin enerjetik olarakaulan bu formunda reaktivite ¢ok
yuksektir. Aldgl enerjiyi cevreye dalga enerjisieklinde verip yeniden oksijene

donebilir. Doymanmy yag asitleri ile de dgrudan tepkimeye girerek peroksi radikalini,
olusturur ve OH kadar etkin bigekilde lipit peroksidasyonunu atabilir.(Gutteridge
1995).

Singlet oksijen gier molekillerle etkilgiginde ya icerdii enerjiyi transfer eder, ya
da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbondar cift balar singlet oksijenin
tepkimeye girdéi baglardir. Bu molekillerin b@nda tokoferoller, fenoller, bilirubin,
DNA, karotenler, kolesterol, NADPH, triptofan, methin, sistein ve histidin gibi
bilesikler gelir. Doymamy yag asitleri ile dg@grudan tepkimeye girerek peroksi radikalini
(ROO) olusturur ve HO kadar etkin birsekilde lipit peroksidasyonunu {atabilir.
(Kiling 2002)



2.1.5Nitrik oksit

Nitrik oksit olusumu memeli hicrelerinde yaygindir ve NADPH’agimali nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimini gerektirir. Nitrik oksi molekuler orbitalinde genmems
elektron cifti bulundgu igin serbest radikal olarak yari 6mri ¢ok kisa(Benzer ve
Ozan 2002).

Radikal olarak reaktivitesi giik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller il
biyik bir hizla tepkimeye girer. Ozellikle lipit dikallerle (6rngin hiicre zarinda)
tepkimeye girmesi NO’ya antioksidan bir etki kazaurd Superoksit ile NO arasindaki
tepkime ile olgan peroksinitrit (ONOQ, hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip
olup radikalik tepkimeleri bgatmaya ilave olarak biyomolekullerin nitrasyonureden
olur. Peroksinitrit (ONOQ bir ¢ok biyolojik molekile zarar veren guclu lbksidandir.
Asidik ortamda aygarak metal katalizinden Pansiz olarak az miktarda hidroksil
radikali olusturur. Fizyolojik diguk dersimde Uretilen NO esas olarak oksihemoglobin

tarafindan nitrata (NOBoksitlenerek aktivitesi sonlandirilir ( Kiling @B).

Vaskduler fizyoloji ve patofizyolojide nitrik ksit, siperoksit, hidrojen peroksit ve
peroksinitrit gibi reaktif oksijen ttrleri dnemliok oynamaktadir Nitrik oksit damar
icinde endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi tanafn retilir.inflamasyon durumunda
induklenebilen bir enzim olan endotelyal nitrik gksentaz makrofaj ve diz kas
hiicrelerinde eksprese edilerek nitrik oksit Gretienyardimci olur (Kathy vd 2003).

ONOO +H" — 'OH + NO

Peroksinitrit lipit peroksidasyonunda ve pinot nitrasyonunda ©Onemli bir
mediatordir. Nitrik oksit stperoksit yoldunda superoksit dismutaz tarafindan daha
stabil reaktif oksijen tirt olan hidrojen peroksiismutazlanir. Stiperoksit ve hidrojen
peroksitin vaskuler fonksiyonlara etkisi bu mold&iih Uretildikleri miktarlara bgidir.
Dusuk miktarlarda bulunduklarinda htcre igerisindenddi haberci olarak etki
gOsterirler. Biyokimyasal yolaklarin, vaskiler dikas hcrelerinin ve fibroblastlarin
blayumelerine cevapla skili fonksiyonlari dizenlerler. 4 miktarda reaktif oksijen
turd diz kas hucrelerinde ve endotelyal hiicrelebd¢A hasarina, toksisiteye ve hatta

apoptoza neden olabilir (Kathy vd 2003).



2.2 Lipit peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu oksidatif stres altindacte zari ve g@er lipit iceren hiicresel
yapilarin dejenerezasyonunu gercefden bir strectir(Girotti 1998). Lipitler serbest
radikallerin etkilerine kan en hassas olan biyomolekdllerdir. Hicre membramiaki
kolesterol ve yg asitlerinin doymangi baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon urunleri etururlar (Girotti 1998). Lipit peroksidasyonu,
membranlarda bulunan poliansaturg weitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan
peroksitler, alkoller, aldehitler gibi géi trinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipit
hidroperoksitleri yikildginda ¢g@u biyolojik olarak aktif olan aldehidler ajur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler yabdglangictaki etki alanlarindan
diffuze olup htcrenin g@er bolumlerine hasar yayarlar, bdylece bir ¢ok dast ve

doku hasarina sebep olurlar (Benzer ve Ozan 2002).

Lipit peroksidasyonu genellikle gasitlerindeki konjuge cift @ardan bir elektron
iceren hidrojen atomlarinin ¢ikariimasi ve bununusoinda yg asidi zincirinin bir lipit
radikali halini almasi ile bdar. Lipit radikallerinin molekuler oksijenle @petkilesmesi
sonucu lipit peroksit radikalleri (LOOe) adur. Lipit peroksit radikalleri (LOOe), zar
yapisindaki dier poliansature ¥a asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
olusumuna yol acarken, kendileri de gai cikan hidrojen atomlarini alarak lipit
peroksitlerine (LOOH) doriirler ve boylece olay kendi kendini katalizleyedsyvam
eder. Lipit peroksidasyonu serbest radikal zincir reaksiynda iki radikalin zinciri
sonlandirmak icin birbirlerini tiketene kadar itl Lipit hidroperoksitleri (LOOH)
doymamsg fosfolipitlerden, glikolipitlerden ve kolesterolde tirer. Lipit
hidroperoksitler, hidroksil radikali, peroksil ri&dlleri, singlet oksijen ve peroksinitrit
gibi serbest radikaller ile uyarilan oksidatif reglonlarin ara Urinleridir (Gutteridge
1995).
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Sekil 2.1 Lipit peroksidasyonunun temel basamaklari (Youn@120

Lipit peroksidasyonu sonucu eéun lipit peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegi
metallerinin iyon kataliziyle olur. Lipit peroksidgonu serbest radikal kaynaklarinin
tumu ile uyarilabilir ve gegi metallerinin varlginda artar. Lokal olarak hidrojen
peroksitten Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil kadiolusmasi zincir reaksiyonunu
baslatabilir (Girotti 1998).

Lipit peroksitleri (LOOH) yikildginda ¢@u biyolojik olarak aktif olan aldehitler
olusur. Bu bilsikler ya hiicre dizeyinde metabolize edilirler veyalangictaki etki
alanlarindan diffize olup hiicreningdr bélimlerine hasari yayarlar. Ug veya daha
fazla cift bg iceren yg asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit (MD¥A¢ydana
gelir. Malondialdehit (MDA) kanda ve idrarda ortagikar, y& asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir gostergesi olmamakiaeraber lipit peroksidasyonunun
derecesiyle iyi korelasyon gdsterir. Bu nedenleolnyjk materyalde malondialdehit

(MDA) olctlmesi lipit peroksit seviyelerinin gostgsi olarak kullantlir.



Hucre zarinda bulunan doymaniosfolipitler, glikolipitler ve kolesterol oksidan
ataklari icin belirli hedeflerdir. Bu durum hedeftemin yapisini ve fonksiyonunu
bozarak lipit peroksidasyonunu gercekierek sitopatolojik sonuclar ortaya ¢ikmasina
neden olur. Lipit peroksidasyonu ateroskleroz, nskee karsinogenezler gibi bir ¢cok
¢esitli hastalik ile iligkilidir. Lipit peroksidasyonu ayni zamanda oksidgamelli
kemoterapotik ve fototerapotik ilaglarin sitotoksitkilerinde 6nemli rol oynar (Girotti
1998) .

2.3 Oksidatif stres

Genel olarak antioksidanlar ve oksidanlar iaideki dengenin potansiyel bir hasara
bagli olarak oksidanlar yoninde giemesi oksidatif stres olarak tanimlanir.
Antioksidan defans enzimatik ve enzimatik olmayénak Uzere iki strateji icerir (Sies
1997).

Reaktif oksijen tdrlerinin agl veya antioksidan koruma sisteminin azalmasiyla
ortaya c¢ikan oksidatif stresin klinik olarak orgemiada, ateroskleroz, hipertansiyon,
kanser, bobrek rahatsizliklari ve ndrodejenerasyibn bir cok patofizyolojik olayla
ili skili oldugu bilinmektedir (Kathy 2003).

Bluyume faktoru ve sitokinlere cevap olarakusaim fagositoz gibi normal hiicresel
olaylar sirasinda Okaryotik hicreler serbest oksijadikalleri Uretirler. Bu durumu
kompanse edebilmek icin hicreler serbest oksijafikaflerin toksik etkilerinden
korunabilmek amaciyla enzimatik ve enzimatik olmmray@ekanizmalara sahiptirler. Bu
mekanizmalar siperoksit dismutaz, katalaz, glutatgeroksidaz gibi enzimlerle etki
gosterirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar idatafyon, askorbat ve-tokoferoli
icerirler (Nagaeswara vd 2005). Patofizyolojik dutarda oksidanlarin sai artl
hicresel antioksidan sisteminin etkisini ortadaldikabilir. Bunun sonucunda oksidatif
stres ile hicrenin lipitleri, membrani, proteinled DNA’sI gibi hiicresel yapilar hasar
gorir (Kathy vd 2003).

Oksidatif stresten korunma amaciyla, gineinlarindan korunmak icin
planktonlarin deniz yizeyinin alt kisimlarina ygnteleri, DNA’nin kromatin olarak

paketlenmesi gibi canlilarin ggirdigi bir¢cok strateji vardir (Sies 1997).
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Bazi enzimler serbest radikal turlerini Ureym uygundurlar. Hicresel oksijen
reduksiyonunu gercekderen sitokrom oksidaz, demir ve bakir iyonlar rpesine
ragmen super oksit veya ghr radikalleri ortaya c¢ikarmaz. Zincir reaksiyononu
baslamasinin 6nlenmesi demir ve bakir iyonlarininglaamasini icerir. Ferritin,
transferin, seruloplasmin gibi metalgdiayan proteinler potansiyel radikal glumunun
kontrolinde o©nemli role sahiptirHUcrelerin radyasyondan korunmalari, 6zelg
pigmentler ile gercekigr, ultraviyole radyasyon igin melanin, uyarigndurumda olan

singlet oksijen igin karetonoitler gibi (Sies 1997)

2.4 Antioksidan molekil ve sistemler

Hucrelerde serbest oksijen radikallerininstludugu oksidan yikima kar birgok
koruyucu antioksidan mekanizma bulunmaktadir. Addidanlar; lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltarak ya da oksijeni uzakdaak, katalitik metal iyonlarini
uzaklgtirarak, siperoksit, hidrojen peroksit gibi rebkisijen turlerini uzaklgtirarak,
hidroksil, alkoksil ve peroksil turleri gibi serbdesdikallerin olgumunu engelleyerek
ve singlet oksijeni uzakjararak etki gosteririler (Gutteridge 1995). Okarydicrelerde
bulunan antioksidan maddeler ve enzimler tablo @eldzetlennstir.

Antioksidanlarglevlerine gore iki gruba ayrilir:
I.  Serbest radikal okwmunu 6nleyenler: Metal Blyicilar (transferrin, albumin,
seruloplazmin) ile stiperoksit dismutaz, katalaatagyon peroksidaz enzimleridir.
II.  Zincir kiran ajanlar: Ygda eriyenlerja- tokoferol, ubiquinonep- karoten; Suda

eriyenler, Glutatyon, Urat, sistein ve askorbdt§iimsek vd 1999 ).

Okaryotik organizmalar icerisinde tim hiicrelgiiclii antioksidan sistemlere
sahiptir. Cok sayida Ozefimis antioksidan enzim bulunmaktadir. Antioksidan
enzimlerin G¢ boydk sinifi, stperoksit dismutaztake ve glutatyon peroksidaz
(GSH)'dir (Kathy vd 2003, Sies 1997).
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Sekil 2.2 Antioksidan enzimler ve reaksiyonlari

Superoksit dismutaz (SOD) superoksit serbest radikahidrojen peroksit ve
molekiler oksijene dogtimuni katalizleyen antioksidan enzimdir. SOD'urydinjik
fonksiyonu oksijeni metabolize eden hicreleri stgsit serbest radikalinin lipit
peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kiakorumaktir.insanda suiperoksit dismutazin
iki izomer tipi bulunmaktadir. Cu-Zn SO8itozolde bulunur, Cu ve Zn igerir, dimerik
yapidadir, siyanitle inhibe edilir. Mn SOmitokondride bulunur, Mn icerir, tetramerik
yapidadir, siyanitle inhibe olmaz. Genel olarakrkde en bol bulunan izomer sitozolik
Cu-Zn SOD'dur (Gutteridge 1995).

SOD
O+ O +2H — HO0,+ 0O,

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin ig@inmesinden sorumlu enzimdir.
Organik hidroperoksitlerin ve hidrojen peroksitirzaklgtiriimasindan sorumludur
(Gutteridge 1995). Glutatyon peroksidaz ve gluatyedilktaz sitoplazma, mitokondri
ve nlkleusta bulunan enzimlerdir. Glutatyon perd&sj indirgenmyi glutatyonu
hidrojen donort olarak kullanarak hidrojen peraksitya metabolize eder. Glukoz 6
fosfat dehidrogenaz ile ajturulan NADPH kofaktorini kullanarak glutatyon r&tiz
glutatyon disulfiti glutatyona geri cevirir. Diyabéastalarinda glutatyon peroksidaz
aktivitesi karagier, aort, pankreas, bébrek, kan ve kan hiicreleytiteelirken kalp ve

retinada démistir (Jang vd 2000). Diyabet hasgahda artan glutatyon peroksidaz
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aktivitesi, probukol, DHEA, C, E vitaminlerif-karoten, quaercetin (kargerr ve
beyinde), koenzim ¢ (karacgerde), piperin (bobrekte), aminoguanidin, melatpin

lipoik asit muamelesi ile tersine cevrilir (Maritig002).

Katalaz, hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalak etki gosterir (Gutteridge
1995). Katalaz bircok dokuda peroksizomlarda butuaa demir iceren bir enzimdir.
Katalaz eritrositlerde yiksek oranda, kalp kasewdotelde ise diik oranda bulunur
(Simsek 1999).
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Tablo 2.1Ekstraselliler, intraselltler ve membran antio&sidr ( Gutteridge 1995)

Ekstraselliler Antioksidanlar Intraselltler Membran
Antioksidanlar Antioksidanlari

Transferrin : demir iyonlarina b#anir Superoksit E Vitamini
dismutaz (SOD)

Laktoferrin :  disik pH'da ki demir Katalaz B-karoten

iyonlarina bglanir

Haptoglobulinler: hemoglobine b&anir Glutatyon Koenzim Q
peroksidaz

Hemopeksir: hem gruplarina kgganir

Albumin : bakir ve demir gruplarina glanir,

Bilirubin : bilirubin stperoksit ve hidroksi

radikali toplayicisidir

Mukus:hidroksil radikallerini toplar

Urat:normal plazma konsantrasyonunda {rat,
hidroksil, stperoksit, peroksit radikalleri yve

singlet oksijeni temizler

Glukoz: hidroksil radikallerin temizler

Askorbik asit: hidroksil radikallerin temizler

Zincir kiran ajanlar genellikle fenolik bgiglerdir. Lipit fazinda vitamin E -
tokoferol) en etkili olanidirHiicre membran fosfolipitlerinde bulunan poliansatyags
asitlerini serbegtadikal etkisinden korur. Vitamin E stperoksit vdrbksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini veigbr radikalleri indirger (Sies 1997).
Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadare ceskorbik asit ve glutatyon
tarafindan yeniden indirgenebilmekted®lutatyon peroksidaz ile vitamin E, serbest
radikallere kag birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Gluyan peroksidaz okmus
peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E peroksin sentezini engeller (Abuja ve
Albertini 2001).
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Sekil 2.3 Askorbik asit yapisi

C vitamini (askorbik asit) en ¢cok galan gucli antioksidanlardan biridir. Askorbik
asit, superoksit, hidroksil radikali ve singlet p&si uzaklgtirarak ve askorbat
peroksidaz reaksiyonu ile hidrojen peroksiti suydirgeyerek etki gosterir (Blokhina
vd 2003).Askorbik asit antioksidan etkisinin yaninda oksidasdki de gosterir. Askorbik
asit proteine b&i ferri demiri uzaklatirarak ya da dgrudan ferri demiri indirgeyerek
Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksit ile etkileye ve sonunda hidroksil radikali
olusturmaya uygun ferro demire dgtirir. Bu 6zellginden dolayi vitamin C, serbest
radikal reaksiyonlarinin 6nemli bir katalizoru velyia prooksidan olarak gerlendirilir.
Ancak bu tip etkisinin sadece gdik konsantrasyonlarda gorulgliy yuksek
konsantrasyonlarda gucli bir antioksidan olarak etkigi kaydedilmitir (Maritim
2002).

2.5 Paraoksonaz enzimi

insan serum paraoksonaz (PON) enzimi arildialkiitesf olarak da adlandirilan
Ca'? bazimh, HDL ile iliskili ve 43 - 45 kDa molekiil @rlikli hem arilesteraz hem de
paraoksonaz (arildialkil fosfataz; organofosfatrbldz; paraokson hidrolaz) aktivitesine
sahip bir ester hidrolazdir ( Ekmekg¢i vd 2004 ).NP@n fizyolojik substrat(lar)'t heniiz
tanimlanmamtir; fakat organik fosforlu insektisitleri ve singazi yapiminda yaygin
olarak kullanilan sarin, soman gibi organofosfégddilerinin hidrolizini katalizlemekte
ve bu nedenlé vivo ksenobiyotik metabolizmasi ve toksikolojik gatalar icin buyuk
onem taimaktadir (Bakol vd 2004).
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Paraoksonaz enziminin PON1, PON2 ve PON3 oliimke U¢ ayri formu vardir.
PON proteinleri dokulardaki ekspresyonlarina v@ildalarina gore, birbirleri arasinda
fark gosterirler. PON1 ve PONS3 genel olarak karade sentezlenip HDL partikiline
tasinir ve etkilerini serumda gosterir, PON2 ise belaracger, testis, bobrek ve kalpte
sentezlenerek vicut hucrelerinde sitoplazmada bulUPON proteinlerinin amino asit
dizileri arasinda % 65 oraninda benzerlik @dwildiriimektedir (Carey vd 2005).

Paraoksonaz, 3 tane sistein molekilu icetinldrdan iki tanesi molekudl ici disulfit
baginin olisumuna katilirken, 284. pozisyondaki sistein molékide serbest halde
bulunur. Sistein 284’Gn, enzimin aktif merkezinekiya bdlgede bulundiu ve bu
bdlgenin substrata Bmnma icin gerekli oldgu disuntlmektedir. PON1lde 284.
pozisyondaki sisteinde bulunan serbest silfidriubginun lipoproteinlerde lipit
peroksidasyonundan korunmaya skagerekli oldgu, fakat paraoksonaz arilesteraz
aktivitesi icin gerekli olmadgy gosterilmgtir. Bu aminoasit rezidisi PON2Y'in aktif
bblgesinde olmamasinagraen PONZX'in aktif yapisinin korunmasi icin gereklid
(Aviram vd 1998).

2.6 Oksidatif stres ve paraoksonaz gkisi

Antioksidan korumasindaki azg@heaktif oksijen tirlerinde (ROS) ag&i sebep olur.
Bunun sonucunda serbest radikaller birikir. Bumlahirikimi de anahtar organik
substratlarin (¢coklu doymamyag asitleri, proteinler ve DNA) oksitlenmesiyle toksi
etki gosterir. Bu sirec¢ oksidatif stres olarak naanir. Vicuttaki normal fonksiyonlara
zarar verir. Kanser, ateroskleroz, kistik fiorozag&zhemier ve parkinson gibi gerbir
spektrumda patolojik sonuclar glorur (Levy vd 2007). Reaktif oksijen tirleri (ROS)
hiicresel defansi etkileyerek DNA zincir kiriklarinzar iyon transport sisteminde,
enzimlerde, proteinlerde lipitlerde yeniden dizanielere ve hasara yol acabilir.
Prooksidan/antioksidan dengesindeki bozukluk nedieniartms oksidatif stres
hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet ve kronik Ie@brhastaliklari gibi ¢gtli
patolojilerle iliskilidir. Yeterli antioksidan miktari @ri ROS Uretiminin etkilerini
ortadan kaldirnr. Paraoksonaz enzimi Onceleri sadece organofosfagikbdrini
hidrolize eden bir enzim olarak bilinmekteyken dawaraki yillarda antioksidan ve

antiinflamatuvar etkiye sahip oldu gosterilmgtir ( Precourt vd 2009).
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Oksidatif hasar ile uyariigizarari 6nlemek igin antioksidanlar serbest ratikal
notralize ederek 6nemli rol oynarlar. Enzimatik elan oksidanlarof tokoferol, ¢
vitamini ve retinoit) oksijen ve peroksitleri uzafirmaya izin veren kimyasal bir
yapiya sahiplerdifinsanlar stperoksitlerin oksijen ve hidrojen perids dongimini
sglayan ve organik molekuillere gore daha az reakahphidrojen peroksitin su ve
oksijene dismutasyonuna izin veren superoksit diamuhem grubu iceren katalaz ve
hidrojen peroksit rediksiyonunun Kkatalizi ile aktifksijenleri detoksifiye eden,

glutatyon peroksidaz gibi endojen enzimatik antid&slara sahiptir (Levy vd 2007).

Paraoksonaz enzimleri lipitlerde oksidatif d@s en guclu durduruculandir ve
yuksek derecede aterosklerozu dnlemede 6nemlisadigotir. Lipit hidroperoksitlerini
hidrolize ederek ve LDL’'yi oksidatif modifikasyonda koruyarak ateroskleroz
olusumuna engel olurlar. PON2'nin bir gok dokuyadiais olmasi antioksidan roliinde
biyuk o6nem tar. Hela hicrelerinde PONZ2'ninsia ekspresyonu okside LDL
formasyonunu engellegtir. Bu gtzlemler PON2'nin antioksidan 6zelliklegin bir

gostergedir ( Levy vd 2007).

Bir cok camada PONZX'in oksidatif stresi azaltarak antiatelershik roltinin
oldugu gosterilmgtir. PON1 HDL ve LDL'yi lipit peroksidasyonuna karkorur. PON1
spesifik okside kolesteril esterleri hidrolize edayrica okside eikosonoidlere ve
dekasonoidlere karyiksek aktivite gosterir. PON1 vafinda LDL Uzerindeki okside
lipitlerin birikiminin ve bunlarin LDL proteinlerile yaptiklar kovalent etkikemlerin
ortadan kalkg gosterilmgtir (Sanvanich vd 2003). Oksidatif stresi azaltm&daN1'in
direkt etkisi PON1 “knockout” fare modeli ile vesan PONL1 transgenik fare modeli ile
yapilan camalar ile gosterilmtir. PON1 “knockout” fareden izole edilen HDL, kiiit
ortamindaki arteriyel hicrelerde LDL oksidasyoniengellemeyi bgaramaz iken zit
olarak kontrol grubu farelerden izole edilen HDLnbugerceklgtirebilmektedir. Bu
sonuclara gére PONL1 transgenik fareden izole edd®L LDL'yi oksidasyondan
korumada yaban tipe gore cok daha fazla etkiliimnsgenik farede PONZY'insia
ekspresyonu HDL'deki lipit hidroperoksit formasyanuengellemitir ve HDL yapisini
dolayisiyla fonksiyonunu korungtur. Okside LDL'deki veya okside HDL’'deki okside
lipitter PONZX’in inaktive oldgunu gosterir. Flavonoid glabridin (meyandan) veya
quercetin (kirmizsaraptan) gibi antioksidanlar LDL oksidasyonu smdai PON1 ile

birlikte lipit peroksidazlarla ikkili lipoproteinlerin icergini azaltir ve okside LDL
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kolesteril linoleat hidroperoksitleri hidrolize ee& PON1 aktivitesi ortaya cikarilir.
Calsmalarda monoenoik asit veya onlarin fosfolipit tlieei PONZ1'i oksidatif
inaktivasyondan korumada bulyuk rol oynadgosterilmgtir. Nar suyu veya Kirmizi
sarap gibi antioksidanlarin®Eare tarafindan tilketimi oksidatif stresi azaltaR®N1
aktivitesini korudgu gosterilmgtir. Saslikli bireylerde de nar suyu PON1 arilesteraz
aktivitesini arttirmgtir. Nar suyu icen karotis arter stenozlu hastadl yil icersinde
PON1 aktivitesinde anlamli bir agt(%83) gbzlenny, paralel olarak bazal ve bakir
iyonuyla indiiklenmy LDL oksidasyonunda (%90) azalma goriktiii. Intima-media
kalinhginda %35 azalma saptargtm (Aviram vd 2000).

Kolesterol sentezini 6nleyen ilaclardan oldatislerin antioksidan aktivitesi ile
serum PONLZ’in ikkili oldugu gosterilmgtir. Atorvastatin veya simvastatin tedavileri
serum PONL1 aktivitesini anlamli derecede arttirivia serum oksidatif stresi azaltirlar.
Sicanlarda, cerivastatin de PON1 aktivitesini arttiplazma antioksidan dengesini
gelistirir ve oksidatif stres seviyesini giirtr (Aviram vd 2004). Okside LDL merkezi
bir proaterojenik role sahiptir. Paraoksonaz sesiiye oksidatif stres arasinda ters bir
ili ski sz konusudur. Fare kargerinde veya HepG2 hiicrelerinde paraoksonaz mRNA
seviyesi okside LDL ile azalgtir. interlokin 6 ile ilikili olarak insan PON1 arilesteraz
aktivitesiin vitro ortamda okside LDL ile veya gkili okside lipitler ile inaktif olur. Bu
etki 284. rezidliideki serbest sisteinin oksidasyii skilidir (Godfrey vd 2004).

2.7 Paraoksonaz ve ateroskleroz

2.7.1 Ateroskleroz gegimi

Kardiyovaskiler hastaliklarin @o ateroskleroz komplikasyonlari sonucundasotu
Ateroskleroz ilk olarak okside LDL’nin arter duvaiginden endotele transportu ile
gerceklgir. Kan plazmasinda bulunan LDL endotelin icinegioksitlenir. LDL
oksidasyonuna etki eden kargrkabiyokimyasal reaksiyonlar zinciri, endotelde um#n
serbest radikallerle gerceklie Okside LDL endotelyal hiicrelere zarar verir baon
sonucunda P-selektin gibi adezyon molekullerinimnosit kemoatraktan protein-1
(MCP-1) ve makrofaj koloni uyarici faktor (CSF) pilikemotaktik faktorlerin
ekspreyonlari uyarilir. Bu stire¢ monositlerin véemfositlerin aktive olmasiyla devam

eder.Damar duvarinin hasar gormesi, bir yangi tepkigudar. Bir akyuvar turd olan
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monositler kandan gelip arter duvarinin igine gitendotelyal hicreler, 16kositler ve
diz kas hucreleri monosit ve l6kositlerin subenlyatealana gocini giayan bluyime
faktorii ve kemoatraktan salgilarlar. Ardindan, nether desisime usrayip makrofaj
olur, bunlar da oksitlenmiLDL'yi i¢clerine alarak zamanla "koépuk hicre"leréndsr.
Kopuk hucreleri Iokositlerle birkerek ya& cizgilerini olwtururlar. Stre¢ kopuk
hicrelerinin buyime faktori salgilamasiyla devaneredunun sonucunda diz kas
hicrelerinin intimaya gocu uyarilir. DUz kas higpeoliferasyonu, makrofajlarin
cogalmasiyla ilgilidir, y& cizgileri gelgmis lezyonlara dongiir. Daha sonra
kalsifikasyon gercekkgr. Bunun sonucunda zengin lipit kor ile cevrilibféz orti
meydana gelir. Bu formasyon ayrica 6lU diz kas éléani de icerir. Fibroz plan
bozulmasi tromboz formasyonuna neden olur ve dama@nikhg ile sonuclanir

(Nagaswara vd 2004)

Insan serumunun HDL kompleksinde PON 1in 6zel lideslyonu Mackness
tarafindan gosterilmgiir (1989) ve bu enzimin lipit metabolizmasinda ntie bir
fizyolojik rol oynadgl ve ateroskleroz gslmini engelledgi saptanmgtir. Bir ¢ok
onemli aratirma ile on yilda bu ¢aimalar desteklenmgive PON1’in vaskiler dokulari

oksidatif hasardan korug@u gdsterilmgtir (Draganov ve La Du 2003).

PONZY'in, LDL-Kolesterol'i serbest radikallerinndikledgi oksidasyondan
koruyarak antioksidan fonksiyona sahip didugdsterilmgtir (Aviram vd 2000,
Heijmans vd 2000, Kelso vd 1994). Bu yolla parasks enzimi serumda ve
dokularda lipit peroksidasyonunu engelleyerek aideyozu dnler. En belirgin etkisini,
ileri dizeyde dgisiklige wrams LDL (HM-LDL)'deki kolesteril linoleat
hidroperoksitleri hidroliz ederek gdsterir. Bu dorumakrofajlarda kolesterol birikimini
engelleyerek kopuk hicre glumunu ve ateroskleroz gghini yavalatmaktadir
(Ekmekci vd 2004). HDL'nin oksidatif modifikasyonders yonde kolesterol sema
fonksiyonunda bozulmalara yol acar. Serumda HDL tik#ii icinde tginan
paraoksonaz, HDL'yi oksidasyondan koruyarak HDL-#&terol’'iin ters kolesterol

tasima fonksiyonunun devamini@ar.

Aterosklerotik plak formasyonu ve progresyarteriyel duvarinda monosit tirevli
makrofaj birikimi ile iligkilidir. Arteriyel makrofajlar lipitleri ve oksiddipitleri alirlar,
plak nekrotik korun formasyonuna sebep olan kopilcrélerine dongilrtrler.
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Aterosklerotik plak progresyonu okside LDL seviyes] HDL'nin, fosfolipitlerin,
argidonik asit turev seviyelerinin agti ve fibrinojen, APS A1, clusterin ve

paraoksonazin birikimi ile olur.

Ateroskleroz olgum slrecinde oksidatif stres buyuk bir etkendir.ndsit-makrofaj
farkhilasmasi hucresel oksidatif stresin gitla karakterizedir. Okside ygaasitleri
ateroskleroz gelimini arttirir. Plazma kolesterol profilinin @simine bali olarak
oksidatif stres artar ve dolayisiyla aterojenitarmainsan ve hayvan dokularinda, kanda,
koroner ve karotis arterlerinde plaklarda bulun&siae kolesterol driinleri kolesterol
biyosentezini arttirarak, plazma membran yapisitka exer, hicre proliferasyonuna
sebep olup ateroskleroz ganini hizlandirirlar (Tavori vd 2009).

Insan serum paraoksonaz aktivitesi kardiyovaskulastahk risk faktorleriyle
iliskilidir ve aterosklerozda duk PON1 aktivitesi go6zlenmtir. PON2 gen
polimorfizmi ile koroner kalp hastaliklari (CHD) amndaki ilgkileri iceren cok az
sayida yayin bulunmakla birlikte bazi eatalar PON2 Ser 311 polimorfizmi ile

koroner kalp hastaliklari arasindagkii oldugunu gostermektedir (Mackness vd 2006).

PON 1 seviyesi ve aktivitesi genetik olaraknfakolojik dizenlemelerle ve
beslenme akanligi ile dizenlenir. Plaklarda PON1 birikimi oksidasyartsini 6nler

ve plak progresyonunu durdurur (Mackness vd 2006).

Yapilan bazi calmalarda serum PON aktivitesi ve kolesterol, trglis HDL-
Kolesterol ve apolipoprotein Al seviyesinde anlahiti korelasyon bulunmygur. Bu
sonu¢ gosteriyor ki yuksek gaiceren ve kolesterolce zengin diyetle giluulan

aterosklerozlu farede serum PON aktivitesirdisttr ( Durak vd 2004 ).

PON1 “knockout” farede uygulanan aterojenikyedi yaban tipe gore onemli
derecede ateroskleroza neden aftmu insan PON1 enzimininsal ekspresyonunun
total plak miktarinin ve plaklardaki okside LDL weakrofaj miktarinin azalmasina
neden olarak aterosklerozu engelfgddeneysel olarak gosterilgtir. Prospektif
calismalarda digik PON1 aktivitesinin kardiyovaskuler hastaliklatoimsiz bir risk

faktort olabilecgi gosterilmitir (Mackness vd 2003). Oksidatif strese koruyudu b
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cevap olarak ateroskleroz g#ini sirasinda PON1 miktarinin insan atardamar
duvarinda artgh gbzlenmgtir ( Mackness vd 2006 ).

2.7.2 Statinler

Ateroskleroz tedavisinde kullanilan statinyeg asitleri oksidasyonunda yer algn
Hidroksi- B- metilglutaril-Koenzim A rediktaz enziminin inhtbraddrler. Serum
kolesterol seviyesini dilirerek etki gosterirler. Lipit diirtict etkilerinin yaninda statin
ve metabolitler antioksidan potansiyale de sah@tiiHossein vd 2008). Lipit gartcu
ilaclar olan statin tlrevleri ayni zamanda HDL' ¢e yukseltir. (Deakin vd 2003)
Okside LDL seviyesinin statin turevi olan atorvaistale tedavi strecinde azafgl
gosterilmitir (Harangi vd 2009). Simvastatin ile muamele edihlcrelerde promotor
aktivitesinin arttg1 gozlenmigtir. Klinik ¢alismalar, statinin tedavi stresince PON1'in
serumdaki seviyesini arttigni gostermgtir. Simvastatin kolesterol sentezini inhibe
ederek PON1 Uzerinde etkili olgtur. Simvastatinle tedavi edilen ailesel
hiperkolesterolemik hastalarda edilmeyenlere oraatam PON1 aktivitesi artmaktadir
( Deakin vd 2003).

2.8 Paraoksonaz ve HDL-LDL

Epidemiyolojik ve deneysel bir ¢ok kanit HDIrin ateroskleroz gefiminde
koruyucu etkisini desteklemektedir (Hedrick 2000araoksonaz enzimlerinin
antiaterosklerotik aktiviteleri HDL partikili Gzedeki lokalizasyonlarina Igadir.
Paraoksonazin yapisinda bulunan N-terminal hidikfabinyal peptidi, HDL ile
etkilesim icin gerekmektedir (Godfrey vd 2004). Paraoksorenzimi N-terminal
hidrofobik sinyal peptidi aracg ile fosfolipitlere ve lipoproteinlere Igganir (Ekmekgi
vd 2004). PON3 ve PONZ2'nin sinyal peptidi PON1'dérklidir, sinyal peptit
yoklugunda PONL1’in arilesteraz aktivitesi azalir (Godfuely2004).

Omurgallarda kolesterol sentezinin ggo karacgerde yer alir. Kolesterol ve
kolesterol esterleri esas olarak suda c¢oztunmez.li@ter yapildiklari dokulardan
kullanilacaklari ya da depolanacaklari dokularantaalidirlar. Bunlar apolipoprotein
adi verilen 6zgul tayici proteinlerin fosfolipitler, kolesterol, kolesol esterleri ve

triacilgliserollerin ¢aitli bilesimleriyle olusan makromolekil kompleksleri olan plazma
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lipoproteinleri seklinde bir dokudan @erine kan plazmasindastair. Apoproteinler
lipoprotein partiktllerinin birgok sinifini ofturmak tzere lipitlerle, ylizeyde hidrofilik
aminoasit yan zincirleriyle ve cekirdekte hidrofodipitlerle yuvarlak kompleksler
seklinde birlgir. Proteinler ve lipitlerin farkli bilgmleri silomikronlardan yiksek
dansiteli lipoproteinlere (HDL) kadar gigen farkli dansitelerde partikuller ghurur.
Lipitler farkli lipit ve protein bilgimine dolayisiyla farkl dansitelere ve farldleviere
sahip ceitlilikte olusan lipoproteinler olarak kan dglaninda tainir. Diyetle alinan
lipitler silomikronlara paketlenir; bunlarin triacilgliseraiceriklerinden bir kismi
kapillerlerden t@nma sirasinda lipoprotein lipaz tarafindan kasadgoz dokuya
salinir. Silomikron kalintilari karagier tarafindan alinir. Endojen lipitler ve kolestero
VLDL tarafindan karag@erden kas ve adipoz dokuya aktarilir. VLDL'den dipi
Ozutlenmesiyle bunun bir kismi yavgava karacger tarafindan tekrar alinan veya
karacger dsi dokulara kolesterol $ayan LDL'ye cevrilir. Karacger LDL, VLDL
kalintilar1 ve silomikron kalintilarini reseptér aracili endosi@zhlir. Karagter
disindaki giri kolesterol HDL olarak karagere geri doner.

HDL, reseptor aracili endositozla kagaei tarafindan alinabilir, ancak en azindan
HDL'deki kolesteroliin bir kismi ilging bir mekaniayla dger dokulara gonderilir.
HDL, hepatik ve adrenal bez gibi steroidogenik dakia SR-BI denilen plazma zari
reseptor proteinlerine BEnabilir. Bu reseptorler endositozla gde HDL'deki
kolesterol ve dier lipitlerin htcrelere kismi ve segici transferirsgacilik eder.
Bosaltiimis HDL, ayni zamanda kara@r dsi dokularda depolanan kolesterolu

toplayarak ters kolesterolstamasi yoluyla karagere getirir (Nelson ve Cox 2000).

HDL, LDL'yi oksidasyondan koruyabilme yeteinee sahiptir. Cgtli mekanizmalar
bu koruyucu roliin agiklanmasinda 6nem kazanmakt&tdi ile iliskili enzimlerin
[PON1, LCAT, Trombosit Aktive Edici Faktor Asetil iltolaz Platelet (PAF-AH)]
oksidatif modifikasyonlara kar lipoproteinleri korudguna inanilmaktadir (Mackness
vd 1998, Aviram vd 1999)Paraoksonaz; LDL-Kolesterol'li, serbest radikallerin
indukledigi oksidasyondan korumaktadir. HDL-Kolesterol yamisi bulunan PON1
enzimi, Minimal Modifiye LDL (MM-LDL)'deki okside ipitleri yikar ve bdylece arter
duvarinda yer alan hucrelerde inflamatuvar cevaguohuna kagi koruyucu etki
gosterebilir (Nelson vd 2000, Steinberg 1997).
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2.9 Paraoksonazlarin modilasyonu

PON 1 Aktivitesi
] LDL oksidasyonunun

// __ 2 inhibisyonu
' Orgonofosfat hidrolizi

Karaciger Kan

— /'"‘\_
i § r-""---"i PON1 !~ | HDL :I
ot ”’
PON1
Cevresel kimyasallar
. Sigara
" Alkol
Diyet
Yas

Biyolojik] patofizyolojik
durumlar ile modiile
edilir

Sekil 2.4 PON1 enziminin moduilasyonu

PONZ1 birincil olarak karagerde sentezlenir ve bir kismi HDL ileshili olarak
plazmaya salinir. Paraoksonaz ismini parathionkimsgnin toksik metaboliti olan
paraoksondan algtir. Paraokson paraoksonaz enziminin en coksig@h substratidir.
PON1 okside LDL formasyonunu onler ve LDL'den turgnokside fosfolipitleri
inaktive eder. PON1 ayrica HDL'deki fosfolipitleoksidasyondan koruyarak da etki
goOsterir. PON2 ve PON3 de paraoksonaz ve arilestekéivitesi yoktur fakat uzun
zincirli alifatik ve aromatik laktonlari hidrolizederek PON1 ile benzer etki goOsterirler.

PON3 kismen statin laktonlari simvastatin lavosthtdrolize eder (Costa vd 2003).
2.9.1 Ekzojen bilgikler ile PON 1 modulasyonu
2.9.1.1 Cevresel kimyasallar
Baryum, lanthanum, bakir, cinko ve civa PONLHktivéesini engeller. Bu

kimyasallarin 100nM’den az konsantrasyonlari dalade seksen oraninda inhibisyona
sebep olmaktadir (Cole vd 2002).
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2.9.1.Alaglar

Kdltir ortaminda insan hepatoma hucrelerintliH7) yapilan bir cajmada
simvastatin ve flovastatin yluzde yirmi sogtizde elli oraninda PON1 aktivitesini
distirmis ve PON1 mRNA'sinda diise neden olmgtur. Ayni hicrelerde, fenofibrik
asit (25@m) PONL1 aktivitesinde ve mRNA’'sinda yuzde otuz, zdei elli oraninda
artiska neden olmgtur (Gouedard vd 2003). Fenofibrik asit PON1 gemnpotor
aktivitesini uyarir. Sicanlarda yapilan bir gaiada fluvostatin plazma ve kargerde
PON 1 aktivitesini diiirmistur (Beltowski 2004)insanlarda yapilan cainalar da bu
deneyleri destekler. Aspirin kullanicilarinda PO&kKtivitesinde ve konsantrasyonunda
artis gbzlenmgtir. Bu etki aspirinin antiinflamatuar etkisiyle deskili olabilir (Blatter,
Garin vd 2003). Antiinflamatuvar glukokortikoit deikmetazon (1mM) fare hepatoma
hicrelerinde PON1 mRNA'sinda sekiz kat ggtneden olmgtur (Ali vd 2003).

2.9.1.3 Klasik uyaricilar

PONZY'in uyarilabilen bir enzim olup olm&dikonusunda yapilan ¢ok az gaha
vardir. Phenobarbital, CYP 2B izoenzimine etki edidasik enzim uyaricisi hepatik
PON1 aktivitesinde ve karamr RNA seviyesinde aga neden olmg serum PON1
aktivitesini ise azaltmgtir (Costa vd 2003). Sicanlarda 3metilholantraneurseve

karacger de PON1 aktivitesini arttirgtir (Rodrigo vd 2001).
2.9.2 Hayat standartlariyla PON1 modulasyonu

2.9.2.1 Sigara kullanimi

Sigara kullanimi insan plazma PON1 aktivitesemgeller. Bu etki E ve C
vitaminleri, sUperoksit dismutaz ve Kkatalaz gibi tieksidanlar ile geri
cevrilememektedir. GSH, n-asetilsistein, 2 merkag@ool, DTT ve L-sistein gibi
serbest tiolleri inhibe edebilir. Yapilan ginamalar serum PON1 aktivitesini sigara
kullaniminin azaltfiini gostermgtir (Nishio ve Watanabe 1997).
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2.9.2.2 Alkol kullanimi

Yapilan argtirmalar sonucundan vitro insan plazma PONZ1'in etanol vegdr
alifatik alkoller ile inhibe edildii gosterilmitir. Hayvan ve insanlarda yapilan
gOzlemler sonucu giik seviyede alinan etanolin PON1 aktivitesini veiyssini
arttirdgl gosterilmgtir (Debord vd 1998). Yapilan iki ¢camada sglikli orta yslh bir
erkekler ile menapoz sonrasi kadinlagdaap ve bira ile muamele sonrasinda plazma
PON1 aktivitesisarap ve bira ile muamele edilmentiireylere gore artrgtir (Van der
Gaag vd 1999, Sierksma vd 2002). Az miktarda akddlanimi ylzde otuz dokuz
plazma PONL1 aktivitesinde ayi sebep olurken ¢ok miktarda alinan alkol sonucunda
PON1 aktivitesinde ytizde kirk dists gozlenmgtir (Rao vd 2003).

2.9.2.3 Antioksidanlar

Insanlar ve hayvanlarda yapilanvitro vein vivo ¢alismalar antioksidanlarin PON1
aktivitesini arttirdgini gostermytir. Quercetin ve glabridin gibi flavonoidler, PON1
aktivitesinde etkili antioksidanlardir. Apo-E eksiarede quercetin ile beslenme ile
yuzde yetmy bes, nar suyu ile ylizde yirmi alti yizde kirk G¢ sugdzlenmgtir (Aviram
vd 1999). Nar suyu icen 8kl on U¢ erkekte PON1 aktivitesinde yilizde yirantis
gozlenmgtir (Aviram vd 2000).

2.9.3 Yain ve cinsiyetin PON1 aktivitesi tzerine etkisi

2.9.3.1 Gefim siurecinde PON1

PON1 aktivitesinde yadnemli bir belirleyicidir. Kemirgenler ile yapilagalsmalar
serum ve karager PON1 aktivitesinin yeni g@anda ¢ok dgiik postnatal donemin
yirmi birinci gliniinden sonra angti gosterilmitir (Moser vd 1998)insanda yeni dgan
bebekte alti on eay arasinda PONL1 aktivitesi artamayaldnaaktadir. Premature
bebeklerde normal bebeklere kiyasla ylzde yirmt dé&ha dguktir (Ecobichon ve
Stephens 1973).
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2.9.3.2 PON1 ve wlanma

Plazma ve karager PON1 aktivitesinde U¢ ve yirmi dort aylik sigamdrasinda fark
bulunamamgtir (Kranth vd 2000). Son ajmrmalar PON1 aktivitesinin yalikta
azaldgini gostermektedir (Milochevitch vd 2001).

2.9.3.3 Cinsiyetin PON1 aktivitesi Uzerine etki

PON1 aktivitesinin di farelerde erkek farelere oranla ytzde on dordglyirmi alti
oraninda yuksek oldw gosterilmgtir (Wehner vd 1987).

2.9.3.4 Fizyolojik ve patolojik kgullarda PON1

PON1 aktivitesi farkli fizyolojik kgullarda ve patolojik durumlarda ggim
gosterir.insanlarla ve siganlarla yapilan galalarda hamilelik doneminde glik PON1
aktivitesi gozlenir (Weitman vd 1983). Patolojikstaiklarda PON1 aktivitesi gér.
Tip 1 ve Tip 2 diyabet diiik PON1 aktivitesi ile ikkilidir. Bu distik PON1 aktivitesi
genotipten baimsizdir ( Mackness vd 2002). Kronik bébrek yetnigzlan hastalarda
serum PON1 aktivitesi guktir. Hipertriodizm de diiik PON1 aktivitesiyle ikkilidir
(Raiszadeh vd 2004). Alzhemier hastalarinda yluzde gizde kirk oraninda sliik
PON1 aktivitesi gozlenrgiir. Yapilan calmalarda PONL1 aktivitesinin akut faz cevabi
sirasinda d@stigi gosterilmitir (Paragh vd 2002). Lipopolisakkarit serum vedaer
PON1 aktivitesini yuzde elli oraninda diimistir (Costa vd 2002). Benzer sonug
hepatik mMRNA seviyesinde de gozlentimi Bu disis kisa surelidir, kirk sekiz saat
icerisinde PONL1 aktivitesi normale doner. LPS ile2lve TNF«, ekspresyonlarinda da
degisimler olmuwtur. Ayni proinflamatuvar sitokinler HepG2 hicretele PON1
ekspresyonunda dikse neden olmgtur (Kumon vd 2003).

2.10 Paraoksonaz gen ailesi

Memeli turleri arasinda genbir dgsilima sahip olan PON proteinleri, baliklarda,
kuslarda ve eklembacaklilar gibi omurgasizlarda mewaifldir. insanda ve farede,
ayni kromozom (zerinde birbirine kem ¢ aynn PON geni (PON1, 2, 3)
bulunmaktadir. Farelerde 6. kromozom Uzerinde yend>ON genlerinin, insanlarda 7.
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kromozomun uzun kolunda, g 21.3 ile q 21.1 bolgdsinlokalize olduklari
bildiriimektedir (Bgkol vd 2004).

Insanda PONZ1’e ait mRNA’ nin kargerin yani sira bobrek, kalp, beyin, ince
bagirsak ve akgier dokularinda da bulungu goésterilmgtir. PON2’nin kalp, bébrek,
karacger, akcger, plasenta, ince Basak, dalak, mide, testis de PON3'ln ise kgeci
ve bobrekte eksprese edgdigosterilmitir (Carey vd 2005). Bir b&a calsmada ise
farenin tum dokularinda PON1 PON2 ve PON3'Un imntustokimyasal yontem ile
ekspresyonuna bakilgnve PON1 ve PON3'Un dil epitelinde, mide ve inceibsak
epitelinde, hepatositlerde, iskelet ve kalp kasingéz lens epitelinde ve retinal
tabakada, adipoz dokuda, trake ve Wrepitelinde, seminifer tubulde, spermatozoada
ve bobrek proksimal tibdltinde bulurgdugdzlenmgtir. PON2'nin ise ekspresyonunun
PON1 ve PON3'e gore dahagiik olduzu belirlenmgtir (Marsillach vd 2008).

Paraoksonaz ekspresyonu sicanda vyalniz Kaeracbobrek, akger ve beyin
dokularinda immunohistokimyasal yontem ile géinis ve varlgl bu dokularda tespit
edilmistir (Rodrigo vd 2001). Sigcan dokularinda PON prdgginin ekspresyonu ve
aktivitesiyle iligkisi literatiirde gosterilmerstir.

Bu calgmada yapilan der calsmalardan farkli olarak tim sicaRdttus norvegicys
dokularinda PON1, PON2 ve PON3 mRNA ekspresyonlasemikantitatif olarak
saptamak, enzim aktivitesi ve ekspresyonu arasindikkiyi degerlendirmek
amaclanmgtir.  Ayrica sicanlarda kolesterol diyeti uygulararaolusturulacak
ateroskleroz modelinde paraoksonaz enzim miktgtéaaktiviteleri arasindaki gkinin

nasil etkilendii incelenecektir.



27

3. MATERYAL VE METOD

3.1 Deney hayvanlarinin beslenmesi ve 6rnekierelde edilmesi

Tez cajmamizda, 15 adeRattus norvegicusleney hayvanlari ile callmistir.
Calismamizda 185 gr ortalam@idi ginda alti haftalik @i wistar sicanlar kullaniingtir.
Sicanlar otuz giin boyunca 21#16icaklginda ve (50+5%) oraninda nem bulunan
ortam kagullarinda 12 saat gunsigl 12 saat karanlik ortama maruz kalarak
beslenmglerdir. Sicanlar bu strede su ve standart pelletlgeile beslenngierdir.
Kolesterol diyeti ile beslenen grup ise %1 kolestdgeren yem ile beslenstir.
Sicanlar talg altlikli standart polipropilen-celik kafeslerdetulmuslardir. 15 sican
rastgele kontrol (n=7) ve kolesterol (n=8) olmaleré iki gruba ayrilngtir. Deney
suresi boyunca gruplarnrgi@iklari arasinda fark gézlenmegthir. Bir aylik periyodun
ardindan hayvanlardan Ketamin (90mg/kg) / Xylazi®nig/kg) kullanilarak genel
anestezi altinda abdominal aorttan arterial kannatir. Kan ornekleri kullanilana
kadar -268C de saklanngtir. Ardindan sicanlar sakrifiye edilmive alinan dokular -
20°C de saklannstir.

3.2 Dokularda RNA izolasyonu

Sakrifiye edilen sigcanlardan alinan kagaci bobrek, akger, kalp, aort, incebarsak
ve beyin dokularindan 50 mg alirgmlml Trizol (Tri Reagent Molecular Research
Centre Inc.) ile 2000 rpm’de doku homojenizatérieidlph RZR 2021) ile

homojenize edilnstir.

Homojenize edilnsi doku 6rnekleri 5 dakika 268-30°C'de inkiibasyona
birakilmstir. 0,2 ml kloroform (Merck) eklenip 15 saniye i calkalanmgtir. 15°C-
30°C'de 2 dakika inkiibasyona birakighr. Sonrasinda °2-8°C'de 12 000xg'de 15
dakika santrifilj edilmgtir. Ustte bulunan sivi faz yeni steril bir tipetakimis ve 0,5 ml
izoproponol ( Alfa Aesar) eklenip 10 dakika inkiupasa birakilmgtir. 12 000 x g'de
10 dakika santriftjj edildikten sonra supernatarklaariimis pellet kismina 1 ml % 75
etanol eklenip vortekslensgtir. Ardindan, 7500 x g'de 5 dakika santriftj eqili

supernatan kismi uzaktailmistir. 5-10 dakika alkolin u¢gmasi igin beklegme RNaz
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icermeyen su ile pellet cozilgtir. Ardindan, 10 dakika 6Q’de inkiibasyona
birakilmg ve total RNA elde edilngtir.

3.3 cDNA sentezi
Karacger, bobrek, akger, kalp, aort, incebarsak ve beyin dokularindale eldilen
RNA'lar ile 4°C kosullarinda, cDNA sentezi gercektailmisti. cDNA sentezinde

kullanilan kimyasallar @agidaki tabloda verilnstir.

Tablo 3.1cDNA sentezi reaksiyon iceii

icerik Son Konsantrasyonu Eklenen Hacim
Reaksiyon Tamponu 5X 5puL
dNTP Karisimi 10 mM 2 uL
Oligo (dT) Primer 100pmol 1uL

RNaz inhibitor 20U/uL 0,5 uL
Reverse Transkriptaz Enzimi 200U/uL 1puL

Kalip RNA 2uL

Steril bidistile Su 8,5 uL
Toplam 20 pL

cDNA sentezi reaksiyon kallari salandiktan sonra 4Z’de 1 saat ve ardindan
70°C’de 10 dakika inkiibasyon sonunda tamamlatmi
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3.4 Polimeraz zincir reaksiyonu

cDNA sentezi yapilan doku ornekleri polimerancir reaksiyonu yontemi ile
cogaltiimistir. PON1, PON2, PON3 ve Beta aktin genleri aym golimeraz zincir
reaksiyonu icin sicaklik, dongu ve zamanlarn opteniedilmgtir. Polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi PCR cihazi (Techne Ltd., Duxfor@ambridge) ile
gerceklgtirilmi stir.

Beta aktin, PON1, PON2 ve PON3 genlerinin eésyonlarinin belirlenmesi igin 4
set oligoniikleotit primer kullanilnsir. Kullanilan bu primerler -2&T’de saklanmytir.

Beta aktin, PON1, PON2 ve PON3 genleri icidldulan primer dizileri gagida

verilmistir.

Beta aktin geni icin ileri primer, 5-AAG AGTAT GAG CTG CCT GA-3
geri primetAEG GAT GTC AAC GTC ACA CT-3’
(UniSTS: 273)
PON1 geni icin ileri primer, 5-AAG GTC AAC ATCGT TGG TGA G-3
geri primer, 5-TAGCA GAG AAT GGC ACG GTG T -3
( UniSTS: 210664)
PON2 geni icin ileri primer, 5-CCT TGG GAA T]CAAC ACA AAC A-3
geri primer, 5- AGE5T CCA CTG AAA CAG GGA G-3
(UniSTS: 217599)
PONS3 geni icin ileri primer, 5-TAT GGA CTG GAAAG CCT CAG A-3’
geri primer, 5- AGNGC AAG GCA ACC AGA AAC C-3

(UniSTS: 210715)



Tablo 3.2Beta Aktin gen primerinin 6zellikleri

Primer Rat Beta Aktin
ozellikleri
Primerler fleri Geri
Uzunluk 20 baz 20 baz
GC igerigi % 50 % 50
Erime sicakligi 55.8C 56.5C
(50mM NacCl)
Molekl 6,166.10 6,086.0 pg/umol
agirh g png/umol

Tablo 3.3Paraoksonaz 1 gen primerinin dzellikleri

Primerler Rat Paraoksonaz 1
ozellikleri
Primerler Tleri Geri
Uzunluk 22 baz 22 baz
GC icerigi % 45.4 % 50
Erime sicakligi 55.5°C 58.9° C
(50mM NacCl)
Molekul 6,814.5 pug/umol  6,839.5 g/ pmg

agirh g

30
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Tablo 3.4Paraoksonaz 2 gen primerinin ozellikleri

Primerler Rat Paraoksonaz 2
ozellikleri
Primerler lleri Geri
Uzunluk 22 baz 22 baz
GC icerigi % 40.9 % 54.5
Erime sicakligi 54°C 58.4°C
(50mM NacCl)
Molekul 6,705.4 pg/umol 6,842.5 pg/umol
agirh g

Tablo 3.5Paraoksonaz 3 gen primerinin 6zellikleri

Primerler Rat Paraoksonaz 3
ozellikleri
Primerler lleri Geri
Uzunluk 22 baz 22 baz
GC icerigi % 50 % 50
Erime sicakligi 57.7°C 57.7°C
(50mM NacCl)
Molekul 6,768.5 pg/umol 6,755.5 pg/umol
agirh g

PON1, PON2, PON3 ve Beta aktin genlerininrsigakularindaki ekspresyonlarini
belirlemek amaciyla bu genler icin uygun olan prieen seciminden sonra PCR

ortam icergi optimize edilerek Tablo 3.6’ daki PCR kam icerigi uygulanmstir.

PON1, PON3 ve Beta aktin genleri icin PCR paoy gagidaki gibi optimize
edilmigtir:
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Denaturasyon °®4 60 saniye
Yapisma 83 60 saniye 30 Dongil
Uzama 72C 60 saniye
Son Uzama °T2 10 dakika

Tablo 3.6PON1, PON2, PON3 ve Beta aktin genleri i¢cin PCRskaricerigi

icerik Son Konsantrasyonu Eklenen Hacim
PCR Tamponu 10X 2.5 uL
MgSO, 2mM 2,5 uL
dNTP Karisimi 200pmol 0,5 pL
Reverse Primer 100 pmol/pL 1puL
Forward Primer 100 pmol/pL 1puL
cDNA 4L

Taq DNA polimeraz 5 U/uL 0.5 uL
Steril Ultra Saf Su 13 pL
Toplam 25 puL

3.5Agaroz jel hazirlanmasi

% 1,2'lik agaroz jel hazirlamak icin 0,6 graagz tartilip 50ml Tris Asetat EDTA
Tamponu (TAE) (40mM tris-base, 20mM Asetik asit, MMEDTA) icerisinde
mikrodalgada c¢ozulmgir. Icerisine 2uL Ethidium Bromide (Et-Br, 1mg/iml)
eklenerek, agaroz jel tepsisine dokigtii. Kuyucuklara numuneler ( 4ul numune, 2 pl
jel yukleme boyasi Brom fenol blue 6x) yuklennve ilk kuyuciga DNA molekiler
agirhk belirteci konulmytur. TAE ( Tris-Asetat-EDTA tamponu 1 X konsantrasy
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Sigma) tamponu icerisinde PCR urunleri 80 volt@adakika yiriitilmitir. Orneklerin
goruntileri UV jel goruntileme cihazi (Biolab BTX0-21) ile bilgisayara aktarilngtir.

3.6 Enzim aktivitesi 6lcimu icin sican dokulanin homojenizasyonu

Sican dokularinda ve serumunda paraoksondestaraz aktivitesi, malondialdehit
miktari tayini ve oksidasyona duyarlilik élciimleringerceklgtiriimesi icin sakrifiye
edilen sicanlardan alinan kargei, bébrek, ak@er, incebarsak, kalp ve beyin dokulari
% 0,9’luk 1000uL NaCl solisyonuyla 2000 rpm’de doku homojenizatpitdeidolph
RZR 2021) ile homojenize edilgtir.

3.7 Bradford yontemi ile protein konsantrasyotarinin saptanmasi

Bradford yontemi ile protein konsantrasyomarihesaplanmasi igin ilk olarak stok
BSA hazirlanmytir. 0,025 gram BSA (Sigma) tartilip, 2,5 mg/mlkstoazirlanmgtir.
Ana stok 1:10 oraninda sulandirilip, 0,25 mg/ml0{2§/ml) BSA hazirlanngtir.
250pg/ml BSA'dan 2ml alinip tzerine 8ml distileikve edilmi ve 50 pg/ml BSA ara
stok hazirlanngtir. 50pug/ml BSA ara stoktan 1ml alinip tzerine 4ddtile su ilave
edilerek 10pug/ml BSA solisyonu hazirlagtm 50ug/ml BSA ara stoktan 3ml alinip
tzerine 3 ml distile su eklengwe 25ug/ml BSA hazirlangtir. 250ug/ml stoktan 4ml
alinip tzerine 8ml distile su eklegnre 125ug/ml BSA hazirlangtir. Sonug olarak,
250ug/ml, 125ug/ml, 50pug/ml, 25ug/ml, 10pg/ml BSak&ar elde edilmytir.

Bradford yontemini uygulamak icinsagidaki islemler sirasiyla uygulansiir.
Protein konsantrasyonlari saptanacak olan homaezuimi doku 6rneklerinden 5ul
alinip, dzerine 495ul distile su steril mikro s#ijr tiplerine konmugtur ( 1:100
sulandirma). 1:100 oraninda sulandirilan doku demgiden 80ul alinngy Uzerine
720ul distile su farkh steril mikro santrifilj tigsine konulmstur (toplamda 1:1000
sulandirma). Kalibrasyon icin hazirlanan BSA konsasyonlarinda 80ul alinarak,
Uzerine 720pl distile su steril mikro santrifij [€pne konulmgtur (toplamda 1:1000
sulandirma). Bu orneklerin (izerine 200! Biorad tgiro tayin kiti ( Biorad inc.)
soltsyonu (1:5 oraninda) konulgue 15 dakika oda isisinda inklibasyona biraktimi
Ardindan, ornekler vortekslenerek 96 kuyucuklu i 200ul olacaksekilde

konulmustur. Ornekler, eliza reader ( XL 808) cihazinda 63’ de okunmstur.
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Standart BSA'lar ile olgan grafgin egimi kullanilarak konsantrasyoryagidaki formul

ile hesaplanngtir.
Konsantrasyon = (absorbans gien) X sulandirma katsayisi

3.8 Doku drneklerinde malondialdehit tayini veoksidasyona duyarlilik

Serum malondialdehit (MDA) diuzeyleri tayinpili peroksidasyonu sonucu ean
MDA'nin asit ortamda tiyobarbitiirik asitle (TBA) a&siyona girerek gorunir bolgede

532 nm de absorbans veren MDA-TBA kompleksi stltmasina dayanan
spektrofotometrik yontemle saptargtm (Dahle LK 1962).

s AN T N NG N N
H
20 |+ o/ — T 2
N\ 0 N\ \ \ /N
HO OH OH
TBA MDA TBA-MDA

Sekil 3.1 Bir Molekull tiyobarbitirik asit bir molekil MDA @ asit ortamda
kaynatildginda birlgerek TBA- MDA kompleksini olstururlar.



Tablo 3.7MDA tayini protokolu
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MDA TETIKLI KOR
Numune 100 pl 100 pl
*Numune+CuSQO, 200 pl
Etanol 1ml 1ml 1 ml
Fosfat Tamponu 0.8 mi 0.8 mi 0.8 ml
TCA 1ml 1ml 1ml
TBA 1ml 1ml 1 ml
Distile Su 0.1 ml 0.1 ml

*100 pl numune ve 100 pl CuS@arstirilip 37°C da 1 saat sureyle inkiibe edifini

(Tablo 3.7).

Tupler 30 dk sureyle kaynayan suda tutwtau

Musluk altinda sgutulduktan sonra 6000 rpm de 20 dk sureyle santedilir ve 532

nm de (Perkin Emler Lambda 25 UV/VIS spectramelésijle suya kan okunmutur.

Reaktif ve tamponlar

Fosfat Tamponu (pH: 6 ; 100 mM): 2.13 gr NaHPQ, ile 11.56 gr KHPQ, tartilip

distile suyla 1 litreye tamamlanir.

TCA (Trikloro asetik asit): % 20 TCA ( Sigma) 0.6 N HCI (Sigma).

TBA ( Tiyobarbittrik Asit, Merck):

CuSOy ¢ozeltisi: 100 uM

Etanol: % 95
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3.9 MDA standart egrisinin elde edilmesi

MDA standart @risi malondialdehitin (Bi¢-dimetilasetal) 4-160M araligindaki
standart konsantrasyonlari 10 mM MDA @&@iadan hazirlanarak 10@QlI hacmin
kullanilmasiyla elde edilngiir. 4-160 uM konsantrasyon arg@inda 13 06lgum
yapiimstir ve elde edilen dgerler grafge yerlatirilerek grafikten @rinin egimi
bulunarak bu dger Olcimlerde MDA konsantrasyonunun hesaplanmasinda

kullaniimustir.

MDA Standard E grisi

14 y =0,007x

Optik Dansite

O T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Numunenin konsant. (uM)
Sekil 3.2 MDA standart grisi.
3.10 Oksidasyona duyarlilik

Doku o&rneklerinin oksidasyona duyathlive MDA tayini ayni deney setinde
yapiimstir. 100pl doku 6rnei esit miktarda 100uM CuSQ ¢ozeltisi ile 37°C da 1 saat
sireyle inkiibe edilngtir. inkiibasyon sonrasinda her 6rnek icin birisi kogedibazal
MDA ve Uclincusu tetikli MDA (oksidasyona duyarliiédmak tizere 3 tip callmistir.
MDA degerleri, bazal MDA optik dansitesinden korin optikngditesi cikarilarak,
oksidasyona duyarhlik ise tetikli MDA optik dareigrinden bazal MDA optik

dansiteleri c¢ikarilarak hesaplargim.
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3.11 MDA ve oksidasyona duyarligin hesaplanmasi

MDA degerleri:

MDA= (ODwmpa-ODk) / 0.007 / mg protein : nmol MDA / mg protein
Oksidasyona Duyarlilik (OS):

OS = (OO-ODwpa) / 0.007 / mg protein : nmol MDA . (mg protein)saat

ODx : Kor tipuniun optik dansitesi
ODwpa : Numune (MDA) tupunidn optik dansitesi
ODy: Bakirla induklenminumunenin optik dansitesi

0.007:  Standardgenin egimi (OD / Numune Konsantrasyonu)

3.12 Serumda ve dokularda paraoksonaz aktivitesiniglcimu

PON1 enziminin paraoksonaz aktivitesi Olcimundeapison substrat olarak
kullaniimistir. PON1 enzimi gagidaki reaksiyonu katalizler.

0 0 = PON1 oH 7
I I 0 |
(@]

O-

Paraokson CHs p-Nitrofenol

Sekil 3.3 Paraoksonaz paraoksonun p-nitrofenol ve asetite gsarcalanmasini

katalizler.

Reaksiyon sonucunda ghn p-nitrofenol 405 nm de goruniur bolgede absorbans

verir. Bu Urinidn absorbsiyonu dlgilerek enziminatdsine bakilmgtir.
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Toplam 1 ml reaksiyon karminda 20 mM tris-HCI (pH:8), 1 mM CafVe 1 mM
paraokson vargnda 10ul doku ve serum orr@ge 5 dk inkiibasyon sonrasinda 6lgulgnt
tir (Cao, H vd 1999)ilk 6lcuim 30. saniyede yapilip ikinci 6lgciim 5,5. dik yapiimgtir.
IIk 6lcim hesaplamalarda kor olarak kullangtm Sonuglar ml serum tarafindan bir

dakikada olgan triin miktari olarak hesaplargbm.
3.13 Paraoksonaz aktivitesinin kalibrasyonu
0,1 mM p-nitrofenol stgundan 0.5-50uM final konsantrasyonu vereceekilde

hazirlanan standart ¢ozeltilerin optik dansitetduinarak gagidaki grafik elde edilngi

ve grafgin egimi paraoksonaz aktivitelerinin hesaplanmasindéakuimistir.
Paraokson Kalibrasyonu

127 y = 0,023

Optik dansite

0 \ \ \
0 20 40 60

Konsantrasyon( uM)

Sekil 3.4 PON1 Paraokson standagrisi

0.5-50uM son konsantrasyon arginda 15 farkh standart p-nitrofenol ¢ozeltisine
deney protokoll uygulangve elde edilen dgerlerle grafik cizilerek @m belirlenerek

formul hesaplanntir.
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3.14 Paraoksonaz aktivitesinin hesaplanmasi

Serumfigin:

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1) /0.023 x 100 /5

nmol riin. d&. m™* serum ( mU/ml)

Doku Ornekleri igin:

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1) / 0.023 x (100 / bmg protein

nmol driin. d&. mg* doku ( mU/mg)

OD; :5 dk 30 saniye sonunda optik dansite

OD; : 30 saniye sonunda optik dansite

0.023 : Standartgeisinin ezgimi ( OD / Konsantrasyon )
100 : Seyreltme faktoru

5 : 1 dakikalik aktiviteyi elde etme
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3.15 PONL1 enzimi aril esteraz aktivitesinin 6lcimu

PON1 enziminin Aril esteraz aktivitesinin dlciminigenil asetat substrat olarak
kullaniimistir (Sigma). Deneyin prensibi PON1 enziminin feadletati fenol ve asetik

asite parcalamasiyla glan fenoliin 270 nm de absorbansinin dlgilmesinarday

— PON1

\_/ H ) o+ e

asetat

Fenol

Fenilasetat

Sekil 3.5Paraoksonaz fenil asetatin fenol ve asetik asiteglanmasini katalizler.

Reaksiyon toplam 3 ml hacimde 20 mM Tris-HCI (pH:8)mM CaC} ve 1 mM
fenil asetat varfiinda gerceklgmistir (Gan vd 1991). 1Qul doku 0Orngi reaksiyon
tupune eklendikten 15 saniye sonra 1. optik dandigému yapilmy ve 1,15. dk.da
ikinci okuma yapilmgtir. Birinci optik dansite hesaplamalarda kér okakallaniimistir.

Okumalar quartz kivetlerde yapikr.

Aril esteraz aktivitesi icin kalibrasyorgesi 1 mM fenol stgundan 3-90QuM son
konsantrasyon olacajekilde 10 dgisik konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ozeltiler
kullanildi. Elde edilen optik dansitelerin konsasyona gore grafi cizilerek grafgin
egimi bulundu ve enzim aktivitesini hesaplamak icuil&nildi.
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Fenil Asetat Kalibrasyonu
y = 0,0005x

Optik Dansite

0 200 400 600 800 1000
Konsantrasyon (UM )

Sekil 3.6 PONL aril esteraz standagresi.

3-900 uM son konsantrasyon arginda 10 farkli standart fenol solisyonunun
kullaniimasiyla elde edilen gerlerden grafik gizilerek@lim ¢izgisi bulunarak formdl
hesaplannstir.

3.16 PONL1 enzimi aril esteraz aktivitesinin hesaplanasi

Serum igin:

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1 )/ 0.0005 x 300 /Q®

umol Griin. di. mI* serum (U/ml)

Doku ornekleri igin:

Enzim Aktivitesi = (OD2 — OD1 ) / 0.0005 x 300 /A® / mg protein

umol Griin. dik'. mg* serum ( U/mg)

ODs: 1dk 15 saniye sonunda optik dansite



ODz: 15 saniye sonunda optik dansite
0.0005: Standartggisinin egimi ( OD / Konsantrasyon )
300: Seyreltme faktori

1000 : 1 mldeki Griin miktapmol olarak

42
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4. BULGULAR

4.1 Sican PON genlerinin ekspresyonlarinin hdenmesi

Sakrifiye edilen sicanlardan alinan kapmei akcger, kalp, beyin, bdbrek,
incebarsak ve aort dokularinin homojenizasyonumdmdan elde edilen total RNA'lar
materyal metot kisminda anlatgdl gibi cDNA'ya cevrilms uygun primerler
kullanilarak PCR slemi ile amplifiye edilmgtir. Ardindan agaroz jel elektroforezi ile
tum dokularda beta aktin pozitif kontrol olarak lmilip PON1, PON2 ve PON3

genlerinin ekspresyonlari gosterikti.

Beta aktin, PON1, PON2 ve PON3 genlerinin edésyonlarini belirlemek igin
agaroz jel elektroforezi ile yurutilen numunelegoruntileri UV jel goruntileme
cihazi ile bilgisayara aktarilgtir. Ardindan Scion image gorunti analiz programi
kullanilarak beta aktin ekspresyonu yiizde yuz &l&abul edilm§ ve beta aktine gore
PON1, PON2 ve PON3 ekspresyonlari relatif olaradap&anmytir.

Beta aktin, PON1, PON2 ve PONS3 ekspresyontarjael gortntisusekil 4.1'de

gosterilmitir.

BEA  POMIT FOMZ POMN3
159 217 199 185
bp b bp bp

Sekil 4.1 Beta aktin, PON1, PON2 ve PON3 ekspresyonlarinanmagjel goruntisi
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PON1, PON2 ve PONS3 ekspresyonlari, beta aktin ekgpnu ylz olarak belirlenip
relatif olarak hesaplangtir. PON1, PON2 ve PON3 ekspresyonlarinin ytzdéddaio
4.1’de gosterilmtir.

Tablo 4.1PON1, PON2 ve PON3 ekspresyonlarinin yizdeleri

PON1 PON2 PON3

DOKULAR Kontrol | Kolesterol| Kontrol | Kolesterol| Kontrol | Kolesterol
Karacier 75 105 67 68 73 86

Bobrek 67 91 70 63 74 83

Akciger 196 84 63 89 321 111

Aort 110 63 65 52 198 61
~ Beyin 38 58 67 67 25 30
Incebarsak 58 75 69 70 60 49

Kalp 41 55 69 73 63 80

4.2 PONL1 ekspresyonu

Karacger, bobrek, beyin, aort, incebarsak, gkci ve kalp dokularinda PONL1
ekspresyonlarinin ytzdeleri grafik olaraja@dakisekil 4.2 ‘de gosterilnstir.

Sican Dokularinda PON 1 Ekspresyonu

250 +
200 -

150 -
& Kontrol Grubu

100 + & Deney Grubu

% piksel dansitesi

50 [

Sekil 4.2 Sican dokularinda PON1 ekspresyonu

Beta aktin geni pozitif kontrol olarak kullanilar&ON1 genlerinin ekspresyonlari
belirlenmitir. Sican karager dokusunda PON1 ekspresyonu kontrol grubuna aganl
30, bobrek dokusunda % 24, beyin dokusunda % ZX¥barsakta % 17 oraninda
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artmstir. Sican aort dokusunda PON1 ekspresyonu kogtidda gore % 47 oraninda
azalmstir ve akcger dokusunda ise PON1 ekspresyonu kontrol grubalao 112

oraninda azalmtir.

4.3 PON2 ekspresyonu

Karacger, bobrek, beyin, aort, incebarsak, @kci ve kalp dokularinda PON2
ekspresyonlarinin ytzdeleri grafik olaraja@dakisekil 4.3 ‘de gosterilngtir.

Sican Dokularinda PON 2 Ekspresyonu

100 -

0 Kontrol Grubu
B Deney Grubu

% piksel dansitesi

Sekil 4.3 Sican dokularinda PON2 ekspresyonu

Beta aktin geni pozitif kontrol olarak kulltamak PON2 genlerinin ekspresyonlari
belirlenmitir. PON2 ekspresyonunda kargei, bobrek, aort, beyin, incebarsak ve kalp
dokularinda kontrol grup ve kolesterol diyeti ileestenen grup arasinda fark
gozlenmemytir. Akciger dokusunda ise kolesterol diyeti ile beslenenp@rikontrol

gruba gore % 26 oraninda PON2 ekspresyonu grtmi

4.4 PONS3 ekspresyonu

Karacger, bobrek, beyin, aort, incebarsak, &kci ve kalp dokularinda PON3
ekspresyonlarinin ytzdeleri grafik olaraja@dakisekil 4.4 ‘de gosterilngtir.
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Sican Dokularinda PON 3 Ekspresyonu

400 +

300 -

200 ~ O Kontrol Grubu

& Deney Grubu

100 -

% piksel dansitesi

Sekil 4.4 Sican dokularinda PONS3 ekspresyonu

Beta aktin geni pozitif kontrol olarak kullanilar&d@N3 genlerinin ekspresyonlari
belirlenmitir. Sican karager dokusunda PON3 ekspresyonu kontrol grubuna ore
13 oraninda artngtir. incebarsakta PON3 ekspresyonu kontrol gruba oranlal1%

akciger dokusunda % 210 ve aort dokusunda % 137 oraazalena gosterrstir.

4 5 Paraoksonaz enzim aktivitesi

PON1 enziminin paraoksonaz aktivitesi Olgcimindeagpleson substrat olarak
kullaniimistir. Sican karager, akcger, beyin, kalp, bébrek ve incebarsak dokularinda

homojenizasyonsieminin ardindan paraoksonaz enzim aktivitesi @hgigtar.

Paraoksonaz enzim aktivitesi sonuclari her doku icin aagidaki sekillerde

gosterilmitir.
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Sican Dokularinda Paraoksonaz Aktivitesi

& Kontrol Grubu
Deney Grubu

Enzim aktivitesi mU/mg protein

Sekil 4.5 Sican dokularinda paraoksonaz aktivitesi

Sigcan Serumunda Paraoksonaz Aktivitesi

250 +
- \
5 200 \\
2 150 7 \ O Kontrol Grubu
g 100 | \ Kolesterol Grubu
= -
‘gcs 50 - 8 \
E oo D

Gruplar

Sekil 4.6 Sican serumunda paraoksonaz aktivitesi

Paraoksonaz Enzim Aktivitesi sonuglaringkiin her bir doku ve siganlardan alinan
serum Ornekleri i¢cin hesaplanan ortalamalar vedstdnsapma dgrleri tablo 4.2'de

gosterilmitir.
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Tablo 4.2 Sican dokularinda ve serumunda paraoksonaz enzitivitesi

Olgcumlerine ait ortalamalar ve standart sapmgederi

Kontrol Grup Ortalama  Kolesterolden zengin diyet ile
Gruplar ve Standart Sapma | beslenen grup ortalama ve standart P
Degerleri sapma dgerleri Degeri
Karaciger 0,35%0,30 4,48+2,30 p< 0,05
Bobrek 6,88+6,25 3,47+2,37 p>0,05
Akciger 1,42+0,73 8,73+11,69 p>0,05
Kalp 1,98+2 45 0,36+0,20 p>0,05
Beyin 5,87+5,29 4,9845,05 p>0,05
Incebarsak 4,79+4,66 2,68+2,01 p>0,05
Serum 180+63,80 224+67,34 p>0,05

Sican kara@er dokusunda paraoksonaz enzim aktivitesi kolelsteigeti ile
beslenen grupta istatistiksel olarak anlamli detecazalma gosterstir (p< 0,05).
Bobrek, incebarsak, kalp, beyin dokularinda ddigttlesel anlamda anlamli olmasa da
kolesterol diyeti ile beslenen sigcan grubunda pgesawmaz aktivitesi azalma gostestim
Serum paraoksonaz enzim aktivitesinde ise istadisti olarak anlamli olmasa da
kontrol grubunda deney grubuna oranla azalma gomé&tedir. Akcger dokusunda ise

istatistiksel olarak anlamli olmasa da paraoks@mazm aktivitesinde kontrol grubunda
artis gozlenmgtir.

4.6 Arilesteraz enzim aktivitesi

PONL1 enziminin Aril esteraz aktivitesinin dlgiminigenil asetat substrat olarak
kullanilmistir. Sican karager, akcger, beyin, kalp, bobrek ve incebarsak dokularinda

homojenizasyorsieminin ardindan arilesteraz enzim aktivitesi ahgigtar.

Aril esteraz enzim aktivitesi sonuclari her lmoku icin aagidaki sekillerde
gosterilmitir.
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Sigan Dokularinda Arilesteraz Aktivitesi

400 -

300 -
O Kontrol Grubu
® Deney Grubu

200 +

100 -

Enzim aktivitesi mU/mg protein

s ~ <
S & {-'z}Q \"9& Q;Q’*\Q &
N4 o oé,& v

Sekil 4.7 Sican dokularinda arilesteraz aktivitesi

Sican Serumunda Arilesteraz Aktivitesi

& Kontrol Grubu
Kolesterol Grubu

Enzim aktivitesi mU/ml serum
(0]

Sekil 4.8 Sican dokukarinda arilesteraz aktivitesi

Aril esteraz enzim aktivitesi sonuclaringkln her bir doku ve sicanlardan alinan
serum Ornekleri icin hesaplanan ortalamalar vedstdnsapma derleri tablo 4.3'de

gosterilmitir.
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Tablo 4.3Sigan dokularinda ve serumda aril esteraz enztmitalsi olgtimlerine ait
ortalamalar ve standart sapmaeideri

Kontrol Grup Ortalama Kolesterolden zengin diyet ile P
Gruplar ve Standart Sapma | beslenen grup ortalama ve standafrtDegeri
Degerleri sapma dgerleri

Karaciger 336100 266+188 p>0,05
Bobrek 217+24 211+88 p>0,05
Akciger 99+22 78127 p>0,05
Kalp 27+10 27112 p>0,05
Beyin 44+10 3216 p<0,05
Incebarsak 335+117 350+162 p>0,05
Serum 16+2 1242 p<0,05

Sican beyin dokusunda arilesteraz enzim a&sinde kolesterol diyeti ile beslenen
grupta istatistiksel olarak anlamli derecede azafatermgtir (p< 0,05). Bdbrek,
incebarsak, karager ve akaier dokularinda da istatistiksel anlamda anlamliasianda
kolesterol diyeti ile beslenen sican grubunda stel@z aktivitesi azalma gostestii
Serum arilesteraz enzim aktivitesinde ise ist&ssli anlamda anlamli olarak<{ 0,05)

kontrol grubunda deney grubuna oranla artma gozbétexdlir.

4.7Doku orneklerinde malondialdehit tayini ve oksidasyna duyarlilik

Serumda ve sican dokularinda malondialdehit (MDA)zeyleri tayini lipit
peroksidasyonu sonucu ean MDA’nin asit ortamda tiyobarbittrik asitle (TBA)
reaksiyona girerek MDA-TBA kompleksi afturmasi sonucunda elde edilen
spektrofotometrik dgerler ile belirlenmgtir. Doku drneklerinin oksidasyona duyadili

da MDA tayini ile ayni deney setinde yapitm.

MDA tayini ve oksidasyona duyarlilik testi smari her bir doku icin @gidaki
sekillerde gosterilmtir.
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Sican Dokularinda MDA T ayini

& Kontrol Grubu
Deney grubu

nmol/mg protein
N
1

Y

Sekil 4.9 Sican dokularinda MDA tayini

Sican Dokularinda Oksidasyona
Duyarlilik

£ Kontrol Grubu
Deney Grubu

nmol/mg protein

Sekil 4.10Sigan dokularinda oksidasyona duyarhlik

MDA tayini ve oksidasyona duyarlilik testi smtarina ilgkin her bir doku ve

sicanlardan alinan serum ornekleri icin hesaplaodalamalar ve standart sapma

degerleri tablo 4.4 ve tablo 4.5’de gdsteriktm.
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Tablo 4.4Sican dokularinda ve serumda MDA tayini dlcimlerait ortalamalar ve

standart sapma gerleri

Kontrol Grup Ortalama Kolesterolden zengin diyet ile P
Gruplar ve Standart Sapma | beslenen grup ortalama ve standartDegeri
Degerleri sapma dgerleri
Karaciger 2,910,6 2,910,8 p>0,05
Bobrek 4,0£0,7 4,2+0,6 p>0,05
Akciger 6,5+4,8 9,0+7,2 p>0,05
Kalp 3,7+1,4 3,1+1,3 p>0,05
Beyin 1,1+0,6 2,4+1.7 p>0,05
Incebarsak 3,722 4,5+1,9 p>0,05

Tablo 4.5Sican dokularinda ve serumda oksidasyona duyatdsti 6lcimlerine ait

ortalamalar ve standart sapmaelderi

Kontrol Grup Ortalama Kolesterolden zengin diyet ile P
Gruplar ve Standart Sapma | beslenen grup ortalama ve standartDegeri
Degerleri sapma dgerleri
Karaciger 3,6+1,4 5,241,3 p>0,05
Bobrek 5,9+0,6 6,9+1,4 p>0,05
Akciger 4,8+2,1 8,1+2 .4 p<0,05
Kalp 3,9+1,8 3,0£1,5 p>0,05
Beyin 4,1+0,8 7,1+2,6 p<0,05
Incebarsak 4,2+1,1 3,6+1,1 p>0,05

Sican beyin, incebarsak ve gkai dokularinda MDA dgerlerinde kolesterol diyeti

ile beslenen grupta istatistiksel olarak anlaminata da artigézlenmgtir. Karaciger

dokusunda ise kontrol grubu ve deney grubu arasiMIdA aciisndan fark

gOstermemtir.

Sican karager, bobrek ve beyin dokularinda istatistiksel dtamalamli bulunmasa
da deney grubunda kontrol gruba oranla oksidasytuyarlilik da ary gbzlenmgtir.
Beyin ve akcter dokularindaki oksidasyona duyarlilik da ise gegaibunda kontrol

gruba oranla agigostererek istatistiksel olarak anlamli bulugtau (p<0,05.
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4.8 Verilerin degerlendirilmesi

Deney grubu ve kontrol grubu enzim aktiviteleri, MDiayini ve oksidasyona
duyarlihk testlerine ait veriler istatistiksel dizaprogrami olan SPSS’in (Statistical
Package fort he Social Sciences) 10.0 surimundgkilendirilmis drneklemler igin
Kuruskal Wallis ve Mann Withney U testleri kullaanék dgerlendirilmistir. Gruplar
arasindaki farkin istatistiksel olarak p<0,05 dimdg anlam tayip tasimadg test

edilmigtir.
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5. TARTISMA

Tez cakmamizda PON1, PON2 ve PONS3 genlerinin ekspresyowaldrakilmgtir.
PON1 ekspresyonu ak@r, aort ve karager dokularinda gier dokulardan daha fazla
bulunmuytur. PON1 ekspresyonu karger, bobrek, beyin, incebarsak ve Kkalp
dokusunda kontrol grubuna gére artarken, @kcive aort dokularinda kolesterol diyeti
ile beslenen deney grubunda azalma gozlgimnYapilan benzer bir ¢gimada, serum
PON1 aktivitesi ve karager PON1 mRNA seviyesi U¢ hafta aterojenik diyet ile
beslenmy farelerde yuzde atgioraninda azalmgtir (Shih 1996). PON1 karagier
MRNA seviyesi yal diyet ile beslenen erkek sicanlarda kontrol grgjére azalnstir,
disi sicanlarda ise istatistiksel olarak anlamh olemas karager mRNA seviyesinde
kontrol gruba gore azalma gozletiv. Paraoksonaz aktivitesinde ve PON1 kateci
MRNA seviyesindeki azgin sebebi PON1 geninin hepatik transkripsiyonel
aktivitelerinin azalmasindan ya da PON1 mRNA moliekiinin distk stabilitesinden
kaynaklanabilir (Thomas-Moya vd 2006). Bobrek, Ibeye kalp ve aort dokularinda
PON1 ekspresyonu ilk kez bu projede gahistir. Karacger, kalp, beyin, bébrek ve
incebarsak dokularinda PON1 ekspresyonunun bgntadia kolesterol diyetiyle agti
gosterdgi saptanmy olup, bu arly kolesterol diyeti sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif
stres veya bu dokularda PON1 geninin diyetghbalarak transkripsiyonel aktivitenin

artmasina kg olabilir.

PON2 ekspresyonu calan sican dokularinda PON1 ve PON3 ekspresyomlarin
oranla daha az ekspresyon gorigtii ve diyetle akger dokusunda gorilen relatif
artis disinda herhangi bir dgsiklik izlenmemstir. Bu sonuclar sitoplazmik bir enzim
olan PON2'nin kolesterol diyeti ve sonuclarindarkilehmeyebilecgini gosterir.
PON1 ve PON3 oksidatif stres altinda inaktif olsamdakrofaj PON2 ekspresyonu ve
aktivitesi oksidatif stres altinda oksidatif strdsasi kompanse bir mekanizma olarak
artar. Paraoksonazin artfarmakolojik anlamda makrofaj kopik hicre formasynun
azalsl ve ateroskleroz gelminde digls olarak anlamlandirilabilir (Aviram ve
Rosenblat 2004).



55

PON3 ekspresyonu ise deney grubunda k@racve bobrek dokularinda arti
gosterirken akg@er ve aort dokularinda blyuk oranda azalma gosggrmPON3
ekspresyonunun karger dokusunda kolesterol diyetiyle artPON1 de oldgu gibi
kolesterol diyeti sonucunda ortaya cikan oksidaties veya bu dokularda PON1
geninin diyete bgi olarak transkripsiyonel aktivitenin artmasinasloalabilir. PON1
ve PON3 genel olarak kargerrde sentezlenip HDL ile serumaitadigindan kolesterol
diyetiyle artan serum ve dokularda oksidatif stagssina ball olarak ekspresyonlari

artms olabilir.

PON1 serum seviyeleri bireyler arasinda on éttak fazla farkhlik gosterir. Bu
varyasyon patofizyolojik faktorlerin farklgina bali olarak genotip cgtlili gi ile
gosterilebilir. Aterosklerozlu fare modellerinde SIBL/6) aterojenik diyete cevap
olarak hepatik PON1 mRNA seviyesi kontrol gruba eg@zalmgtir (Godfrey ve
Reardon 2004). Sican karger dokusunda paraoksonaz enzim aktivitesi kolelstero
diyeti ile beslenen grupta istatistiksel olarakaanl derecede azalma goéstermektedir
(p< 0,05). Bobrek, incebarsak, kalp, beyin dokulaaudd kolesterol diyeti ile beslenen
sican grubunda istatistiksel anlamda anlamli olntesgaraoksonaz aktivitesi azalma
gOstermgtir. Serum paraoksonaz enzim aktivitesinde isetigdiiesel olarak anlamli
olmasa da kontrol grubunda deney grubuna oranlémazgozlenmektedir. Akger
dokusunda ise istatistiksel olarak anlamli olmaaapdraoksonaz enzim aktivitesinde
kontrol grubunda agigdzlenmgtir. Bu sonuglar ¢agilan sican karager dokularinda
gozlenen PON1 ve PONS3 genlerinin kolesterol diyetigrtaya cikan ekspresyon
artglariyla  uyum gostermemekle birlikte kolesterol diyke beslenen sican
serumlarinda paraoksonaz aktivitesinde sagozlenmgtir. Bu durum kara@erde
sentezlenen PON1 ve PON3 enzimlerinin ka@ci hicresinden serumda HDL
partiktllerine tainmasindan ve sitoplazmada enzim miktariniryidiolmasindan
kaynaklanabilir. Bu hipotezi desteklemek ic¢in gddin dokularda PON enzimlerinin

varhiginin western blot yoéntemiyle gosterilmesi planlaktadir.

Sican beyin dokusunda arilesteraz enzim a&sinde kolesterol diyeti ile beslenen
grupta istatistiksel olarak anlamli derecede azatybatermgtir (p< 0,05). Bobrek,
incebarsak, karager ve akgier dokularinda da istatistiksel anlamda anlamliasianda
kolesterol diyeti ile beslenen sican grubunda stel@z aktivitesi azalma gostestim

Serum arilesteraz enzim aktivitesinde ise ist&ssli anlamda anlamli olarak< 0,05)
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kontrol grubunda deney grubuna oranla artma gozééaedir. Bu sonuglar Paraoksonaz
aktivitesi sonuglariyla uyumlu olup benzer mekaraiama ortaya cikngi olabilir.
Yapilan bir cagmada y&l diyet ile beslenngion iki s&likli erkekte sekiz saat sonunda
PON1 aktivitesi ylzde yirmi yedi azalghr on iki saat sonunda normal gilere
donmigtir (Sutherland vd 1999). Balik §a ylizde otuz dokuz oraninda PON1
aktivitesinde azaja neden olmgtur (Kudchodkar vd 2000). Fosfolipitlerin gaasidi
kompozisyonu PONL1 aktivitesinde etkili olabilir. yimyagli yemekler ise PON1
aktivitesini arttirirlar (Wallace vd 2001). Poligkoyag asidi PON1 aktivitesini inhibe
eder, monoenoik asit ve oleik asit PON1’i oksidatdktivasyondan korumada etkilidir
(Nguyen vd 2003). Serum PONL1 aktivitesglyadiyet ile beslenen sicanlarda % 24-26
oraninda kontrol gruba gore azajtm. Serum arilesteraz aktivitesinde ise bigiden
gozlenmemtir (Shih 1996).

Sican beyin, incebarsak ve gk&i dokularinda MDA dgerlerinde kolesterol diyeti
ile beslenen grupta istatistiksel olarak anlaminada da artigézlenmgtir. Karaciger

dokusunda ise kontrol grubu ve deney grubu arasviida degerleri degsismemistir.

Oksidasyona duyarlilik testinde deney ortamindaurmmh biyolojik molekuller
yuksek konsantrasyonda bakir klorirle oksidasyata tutulmaktadir. Antioksidan
mekanizmalarla korunmyuwolan doku drneklerinde oksitlenebilir molekilleshd fazla
olacagindan test sonucunda artniviDA duzeyleri antioksidan potansiyelin dolayh bir
gostergesi olarak ele alingtir. Sican karager, bobrek beyin ve akger dokularinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da deneybgnda kontrol gruba oranla
oksidasyona duyarlilik astigdzlenmgtir. Beyin ve akaier dokularindaki oksidasyona
duyarlihk ise deney grubunda kontrol gruba oraanas gostererek istatistiksel olarak
anlamh bulunmstur (p<0,05. Bu sonuclar kolesterol diyetiyle artmgileni gosteren
oksidatif stresin yine kolesterol diyetiyle artamtiaksidan defans sisteminin
aktivitesiyle oksidatif stresin oOnlergini dUsindirmektedir. Yapilan catalarda
kolesterolce zengin diyet ile beslenen obez farel@dipoz dokularinda hidrojen
peroksit Uretiminin artg gosterilmgtir. Bu sonug reaktif oksijen trlerinin alonasinda
adipoz dokunun etkisinin gostergesidir (Furukawa 2004). Yapilan djer bir
calismada diyet ile olgturulan aterosklerozlu hiperkolesterolemik s@vlarda ksantin

oksidaz aktivasyonu ile oksidatif stres ortaya ggtm(Nageswara vd 2004).
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6. SONUC

Bu calgmada tim sicanRattus norvegicysdokularinda PON1, PON2 ve PON3
MRNA ekspresyonlarini semikantitatif olarak saptgnme paraoksonaz enzim
aktivitesi ve ekspresyonu arasindakiskii degerlendirilmigtir. Ayrica sicanlarda
kolesterol diyeti uygulanarak cftwrulan ateroskleroz modelinde paraoksonaz enzim
ekspresyonlariyla aktiviteleri arasindakikinin nasil etkilendii incelenmg ve deney
ve kontrol gruplarinda malondialdehit miktar taywe oksidasyona duyarhlik testleri

yapiimstir.

Beta aktin geni pozitif kontrol olarak kullgemak PON1, PON2 ve PONS3 genlerinin
relatif ekspresyonlari belirlengtir. Kolesterol diyeti ile beslenen deney grubu toh
grubu ile kagilastirildiginda deney grubunda PON1 ve PON3 enzim ekspresymmia
arttigl, PON2 ekspresyonlarinin glgmedigi gosterilmitir.

Sican beyin, incebarsak ve gk&i dokularinda MDA dgerlerinde kolesterol diyeti
ile beslenen grupta agtgosterirken, karager dokunda kontrol grubu ve deney grubu

arasinda MDA dgerleri degismemistir.

Sican karager, bobrek beyin ve akger dokularinda deney grubunda kontrol gruba

oranla oksidasyona duyarlilik grg6zlenmstir.

Sican karager, bobrek, incebarsak, kalp, beyin dokusunda pamw@mz enzim
aktivitesi kolesterol diyeti ile beslenen gruptalaza gostermgtir. Serum paraoksonaz
enzim aktivitesinde kontrol grubunda deney grubwranla azalma goOzlensgtir.
Akciger dokusunda ise paraoksonaz enzim aktivitesindestayol grubunda ast
gostermgtir. Bu sonuclarla blantil olarak arilesteraz aktivitesi de tim dokdia ve
serumda kolesterol diyeti ile beslenen gruptas aytistermgtir. Bu sonuclar c¢ajilan
sican karager dokularinda gozlenen PON1 ve PONS3 genleriniredtelol diyetiyle
ortaya cikan ekspresyon alariyla uyum gostermemektedir. Bu durum kagecte
sentezlenen PON1 ve PON3 enzimlerinin ka@ci hicresinden serumda HDL

partikillerine tainmasindan ve sitoplazmada enzim miktariniryidiolmasindan



58

kaynaklanabilir. Bu hipotezi desteklemek icin gddin dokularda PON enzimlerinin
varhiginin western blot yontemiyle gosterilmesi planlaktadir.
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