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ABSTRACT

Paraoxonase enzyme has initially been identified as a protective barrier against
organophosphorus poisoning. In the recent years, a wide range of investigations were conducted
on this enzyme and the knowledge about its functions and the etiopathogenetic role in some
diseases has been clarified in depth.
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OZET

Paraoksonaz enzimi ilk olarak organofosfor zehirlenmesine karsi koruyucu bir bariyer olarak
tanimlanmistir. Bu enzim hakkinda son yillarda oldukca fazla sayida arastirma yapilms olup,
sahip oldugu fonksiyonlar ve hastaliklardaki roli hakkinda buyik ilerleme kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz enzimi, polimorfizim

Paraoksonaz1 Enzimi (PON1) ve Molekiiler Yapisi

Oksidatif stres ve serbest radikallerin gesitli hastaliklar ve kansere neden
oldugu bilinmektedir*?. insan viicudu serbest radikalleri uzaklastirmada cesitli
enzimatik mekanizmalara sahiptir. Sistematik adi aril dialkil fosfataz olan
paraoksonaz (EC.3.1.8.1) da bunlardan birisidir. Serumda azo boyalarin
hidroliz yetenegiyle 50-60’li yillarda esteraz olarak tanimlanan enzim, dietil-4-
nitrofenilfosfatin ~ (paraokson) enzimatik olarak hidrolizini katalizledigi
gosterildikten sonra esteraz A olarak siniflandiriimistir®*®. A esterazlarin, B
esterazlarin tersine bircok organofosfatli insektisiti, sinir gazini hidrolize
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ederek, bu tir toksik bilesiklerin detoksifikasyonunu sagladiklari anla§|lm|§t|r6.

Parathion gibi organafosfatli insektisitlerin karaciger ve diger dokulardaki
mikrosomal sitokrom p450 sistemi tarafindan oksidatif desdulfirizasyonla aktif
komponentleri olan paraoksona doniiserek’ estraz B olan asetilkolin esteraz
inhibisyonuna neden olmasi, parakson toksisitesini ortadan kaldiracak enzim
varliginin énemini ortaya koymaktadir. Paraoksonaz (PON1) paraoksonun
hidrolizini saglayan, kalsiyum bagimh ¢alisan ve birgok organofosfatl bilesigi
de hidroliz edebilemektedir®*'°. Bir baska organofosfatii insektisit grubunun
metaboliti olan klorpirifos oksonun da paraoksonaz tarafindan hidroliz edildigi
ve bu grup insektisitlerin detoksifikasyonunda énemli dlglide rol oynadigi
belirlenmistir®®**. Organofosfatlarin kullaniminin ve yayiiminin 40 yil énce
basladigini gdéz 6nune alirsak bu bilesiklerin metabolizmasi gittikce dnem
kazanmaktadir.

Memelilerde hepatik detoksifikasyon mekanizmasindan herhangi bir
nedenle kagan oksonun serum paraoksonaz tarafindan ¢ok hizli metabolize
edilerek beyine ulagsmasinin engellendigi gosterilmigtir. Paraoksonaz
memelilerde bulunmasina karsin béceklerde ve kuslarda bulunmayisi bu grup
canlilarin organofosfat zehirlenmelerine daha hassas olmalarini da
aciklamaktadir®.

insan serumundan saflagtirilan paraoksonaz (PON1) enziminin minimum
43-45 kDa molekdler kiitleye sahip ve 354 aminoasitlik bir glikoprotein oldugu,
katalitik aktivitesi icin kalsiyum iyonuna ihtiya¢g duydugu, silfidrilli ajanlarla
inhibe edilebildigi, yapisinda sisteinlerin yer aldigi gosterilmistir. Yenidogan
insanda erigkinin yarisi seviyede PON1 aktivitesi oldugu ve bir yilda yetiskin
enzim seviyesine eristigi ve dmur boyu aktivitenin sabit kaldi§i gosterilmistir.
Ayrica enzim aktivitesinin cinsiyete bagli bir degisim gostermedigi
bulunmustur'®.

insan PON7’in karacigerden sentezlenmesi ve salgilanmasiyla ilgili
calismalar bulunmakla beraber akciger, beyin, pankreas ve plasenta gibi
dokularda da %70 oraninda paraoksonazla benzerlik gosteren mRNA’lar
tespit edilmistir. Ancak Nothern Blot analizleri insan ve tavsan dokularina ait
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mRNA’larinin sadece karacigerde oldugunu géstermektedir“’.

PON1in  HDL ile iligkisi Uriel tarafindan 1961'de vyapilan
immunopresipitasyon calismalariyla tespit edilmis, ancak HDL ile iligkili olarak
lipid peroksidasyonunu onlemedeki rolii 1990’lardan sonra anlasilmistir’*°.
90’l yillarda yapilan gesitli arastirmalarla PON1’in Apolipoprotein A1 (ApoA1)
ile birlikte HDL partikillerine bagdh oldugu gdsterilmisti. PON7T’'in N-
terminalinde bulunan hidrofobik sinyal dizisi ile HDL igerisine entegre oldugu
dustintlmektedir (Sekil 2.1)'®". imminoafinite kromatografisi yontemiyle
insan PON1’in ApoA1 ve clusterin igeren HDL alt grubu igerisinde bulunmasi
sonucu enzimin membran ve lipoprotein tamir ve vyapilandirma
mekanizmasinda rol oynadigini disindirmektedir (Mackness, 1998).
PON1'’in diger fizyolojik islevleri konusunda yapilan c¢esitli hayvan deneyleri
sonucunda damar igerisine bakteriyel endotoksin enjeksiyonundan sonra
HDL-PON1 aktivitesinde artis oldugu belirlenerek PON1’in bakteriyel
lipopolisakkariti hidroliz edebilecedi disunilmektedir. Bir baska calismada
izole edilen tripanolitik faktdr (TLF)-HDL partikilintin ApoA1 ve PON1 icerdigi
bulunmus ve PONTin immin cevap sonucu olusan asiri peroksidaz
aktivitesini engelleyerek sitotoksik metabolit miktarini kontrol altina alabilecegi
bildirilmigtir'®°2°,

PON17’in diger bir fizyolojik rolinin de LDL’de okside lipid birikimini
Onlemek oldugu dusunilmektedir. Bunu destekleyen arastirmalarda LDL
oksidasyonuyla sonuglanan fosfolipid hidroperoksitlerin hidrolizinin PONL1,
LCAT, PAF-AF gibi enzimler tarafindan katalizlendikleri gdsterilmistir. Bu
sonuglar okside LDL’de bulunan 2-arasidonil fosfatidilkolin fosfolipidlerinin
PON1’e substrat olmasiyla da desteklenmektedir®**2.

Paraoksonazin, okside LDL’deki kolesteril-linoleat-hidroperoksitleri ve
6zgln okside fosfolipidleri hidroliz ederek HDL’de lipid peroksit ve aldehit
birikimini  %95'e kadar azalttigi gosterilmistir'®. Paraoksonaz enzimi
tepkimesiyle lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini nétralize ettigi ve hicre
membranlarini korudugu dusunulmektedir. Ayrica paraksonazin |6kotrien
metabolizmasinda da énemli rol oynadigi Watson ve arkadaslarinin yaptigi bir
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calismayla gosterilmistir® .

HDL’nin aterosklerozu énlemedeki roltintn iki farkli yolla oldugu, bunlardan
birisinin kolesteroliin geri taginmasi, digerinin LDL oksidasyonunu dnlemesiyle
gerceklestirdigi distnilmektedir. LDL oksidasyonunun geri
dondiridlmesinden sorumlu enzimlerden bir tanesinin de PON1 oldugu
anlasiimaktadir.
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Sekil 1. Paraoksonazin yapisi™.

PONL1 Geni Polimarfizmleri

Paraoksonaz aktivitesinin tespiti ile birlikte bu enzim igin genetik polimorfik
farkliliklarin varligi da arastiriimaya baslanmis ve insan serum paraoksonazi
icin ilk genetik polimorfizm 70’li yillarda tanimlamistir®. Yapilan galismalarla
paraoksonaz aktivitesinin iki farkh fenotipini kontrol eden ayni otozomal
lokusta yer alan iki allel oldugu belirlenmistir®*. 1983 yilinda paraksonazin ¢
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farkl aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis, Avrupali bireylerde %72 oraninda
dusik aktiviteli enzim sentezlenmesine neden olan alleller daha sik
gorilmistar®.

DNA’da nikleotit seviyesinde calismalarin baslamasi sonucu kistik fibréz
(CF) geni ile beraber rastlantisal olarak ayni lokusta yer alan paraksonazi
kodlayan PON geninin dizisi ortaya cikartiimistir’®?®_ Bu calismalardan
sonra Hassett ve ark. insan serum ve tavsan paraoksonaz cDNA klonlarini
tanimlamiglardir*®. Daha sonra Humbert ve ark. insan serum paraoksonaz
polimorfizmlerinin molekuler dayanagini enzim aktivitesiyle birlikte tespit
etmislerdir29. izole edilen (¢ bagimsiz cDNA klonlarinda 55. ve 192.
aminoasit kodonlarinda farkhliklar bulmuslardir. PON1 geninin sik goérilen bu
iki polimorfizminden birisi 3. ekzonda 55. pozisyonda amino asit dizisini
I6sinden metiyonine (L55M) farklilastiran C/G nukleotit degisimi ve digeri 6.
ekzonda 192. pozisyonda amino asit dizisini glutaminden arjinine (Q192R)
farklilastiran A/T nikleotit degisimi oldugu belirlenmistir®.

Gen bolgesi igerisinde yer alan PON1'e 6zgu Gg¢lncl bir polimorfizm ise 4.
ekzonun 102. pozisyondaki A/G transisyonunun, amino asit dizisini
izolosinden valine farklilastirdigi gosterilmistir®”.

Enzim seviyesine etki eden diger énemli polimorfik pozisyonlar da PON1
geni promotor bélgesinde PON -162, PON -108 bélgesinde yer almaktadir®.

-909 -832 -162 -126 -108 L55M 1102V Q192R
G/IC G/IA GIAGIC TI/IC AIG (o723
3 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9

Sekil 2. PON1 geninin yapisi. Mavi ve mor renkli kutucuklar dokuz ekzonu (E1-9)
simgelemektedir. 5 promotor bdlgede 5, kodlanan bdlgede 3, 3’ translasyona ugramayan
bdlgede 4 polimorfizm gdsterilmistir'®.
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PON1’in Q192R polimorfizminin enzim aktivitesi Uzerinde etkili oldugu
gorulmastir. 192. pozisyonda GIn (Q) igeren bireylerin serum paraoksonaz
enzim aktiviteleri Arg (R) igeren bireylerinkine gére daha dusuk bulunmustur.
Arg icerenler yulksek aktiviteli paraoksonaza sahipken GIn polimorfizmi
tasiyanlar disik aktiviteli paraoksonaz bulundurmaktadir. Bu polimorfizm,
substrat olarak paraokson kullanildiginda 192. pozisyon i¢in A (Q alleli duguk
aktiviteli) ve B (R alleli ylUksek aktiviteli) alloenzimleri olarak
tanimlanmislardir®®. Ancak genotiplemenin sadece enzim aktivitesi tayiniyle
dogru sonug¢ vermeyecedi, allozim belirleme galismalarinda kullanilan substrat
degistirildiginde enzim aktivitesinde farkhliklar gértlmesi, polimorfizmlerin
tespitinde SNP genotipleme yontemlerinin kullaniimasini zorunlu kilmistir.
Sinir gazi, sarin, diaoksozon gibi substratlar kullanildiginda A alloziminin B
allozimine goére bunlari daha hizli hidrolize ettigi gdsterilmistir. Fenilasetat
substrat olarak kullanildiginda ise iki allozim arasinda aktivite farklihgi
gézlenmemi§tir3°.

PON7’in 55. pozisyonda Leu-Met degisiminin paraoksonaz aktivitesi
acisindan bir farkhlik gostermedigi ve bu pozisyon igin alloenzim tipi
olmadigini diistindiiren calismalarin yani sira”®, insiline bagl olmayan
diyabetli hastalarda bu polimorfizmin  PON aktivitesini yonlendirdigi
gosterilmistir®™ .

Diger memelilerde de insana benzer PON genlerinin (PON1, PON2,
PON3) ayni kromozom (izerinde birbirine yakin yer aldigi gosterilmigtir. PON
proteinlerinin aminoasit dizileri arasinda %60 benzerlik oldugu bilinmekle
beraber dokulardaki ifadeleri ve dagilimlari farklilik géstermektedir'*?°2,

insanda paraoksonazi kodlayan PON1 geninden baska PON2 ve PON3
genleri de 7. kromozomun g21.3-22 uzerinde, birbirine 120kb’lik uzaklikta yer
aldigi ve digerlerinin PON1 ile %65 aminoasit homolojisi ve arilesteraz
aktivitesi gosterdigi bulunmustur*® 3234 3,
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Sekil 3. PON1geninin kromozom 7 Uzerinde yerlesimi.

PON1 Polimorfizmleri ile Hastaliklar Arasindaki iligki

Lipid ve lipoprotein metabolizmasi ile iligkisi ve antioksidan o6zellikleri
yogun bir sekilde arastirilan PON1 geni polimorfizmlerinin kardiyovaskuler
hastaliklar (KAH), felg, serebral enfarktis, iskemik felg, tip Il diabetes mellitus,
Alzhemier gibi hastaliklarla iligkisi arastiriimigtir.

Amerikan ve Fransiz populasyonunda yapilan g¢alismalar sonucunda
PON1 Q192R polimorfizmi i¢in distk enzim aktiviteli Q alleli bulundurmanin
KAH igin risk faktorii olabilecegi gosterilmistir®®*"*,

Japon populasyonunda PON1 Q192R polimorfizminin populasyonda R/R
genotipinin hakim olmasi beyaz irkdaki Hardy-Weinberg’e uygun olan allel
dagihminin bulunmayisi nedeniyle KAH ile Q192R polimorfizmi arasinda
istatistiksel bir iligki kurulamamlstlrsg.

Singapur kdékenli Cinliler ve Hint Asyallarda KAH ile PON
polimorfizmlerinin iligkileri arastirilmig, Hintlilerde R alleli ile KAH arasinda irka
0zgl bir iliski oldugu belirlenirken Cinlilerde bdyle bir iliski gézlenmemistir.
Hintli KAH hastalarinda R alleli sikhdi saglikh bireylere gore oldukga ylksek
bulunmus ve Q192R polimorfizminin populasyonda KAH icin bagimsiz bir risk
faktorii olabilecegi belirlenmistir®”.

Hint populasyonunda yapilan bir bagka calismada QR genotipi ve arjinin
allel sikhginin KAH hastalarda saglikli bireylere oranla daha yiksek oldugu
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g6rilmis, KAH icin bilindik risk faktorlerinin ve aile gegmisinin genotip sikligini
etkiledigi, paraoksonaz polimorfizminin ise lipid oksidasyonunun disinda KAH
yatkinligi Gizerine etkili olabilecegi bulunmustur®.

Bir baska arastirmada, Cin populasyonunda PON1 Q192R
polimorfizminde disik enzim aktiviteli allelin (Q alleli) kardiyovaskiler
hastaliklar igin risk faktdrl olabilecegi séylenmistirsg.

KAH'll Turk hastalarda PON1 Q192R polimorfizminin hastalik ile iligkisi
arastinimis R allel sikhdinin hasta bireylerde daha ylksek oldudu, ancak
genotip ve allel dagilimlari agisindan saglikli ve hasta bireyler arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir farklilik olmadigi gériimiistir®.

Ulkemizde yapilan bir bagka ¢alismada KAH ile PON1 Q192R ve L55M
polimorfizmleri arasindaki iliski incelenmis, KAH'li bireylerde M allel frekansi
yuksek iken R alleli i¢in farklilk gérGlmemistir. Tlrk populasyonu igin PON1
L55M polimorfizminin KAH gelisiminde risk  faktori olarak
degerlendirilebilecegi belirtilmistir*.

Oksidatif stresin migren patogenezindeki 6nemi dusinllerek PON1
polimorfizmleri ¢alisiimis ve erken migren tablosu gésteren hastalarda PON1
QQ genotipi ve 192Q allelik varyantinin sikhgr 6nemli dlglide ylksek
bulunmustur®.

Fokal segmental glomerulosklerozis (FSGS) hastasi g¢ocuklarda PON1
Q192R ve L55M polimorfizmlerinin genotip dagilimlarina bakilmis ve sonug
olarak Q alleli ve/veya L alleli varhginin gocuklarda FSGS gelisimi igin risk
faktorii olabilecegi belirlenmistir®.

PON1 Q192R  polimorfizminin  serum  PON1  aktivitesi ve
membranoproliferatif glomerulonefritli (MPGN) ¢ocuklarda hastalik prognozu
ve risk faktori olarak etkileri arastiriimis, QQ genotipi ve disik enzim
aktivitesi ile MPGN gelisimi arasinda énemli bir iligski oldugu belirlenmistir**.

Avrupa ve Asya populasyonlarinda PON1 Q192R ve L55M
polimorfizmlerini Parkinson hastaligi ile iligkilendiren meta-analizi yapilmigstir.
Parkinson hastaligi gelisimi ve PON1 55M alleli arasinda bir iliski s6z konusu
iken, PON1 192 Q/R allelleri ile Parkinson gelisimi arasinda énemli bir iligki
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bulunmamigtir®.

Bugiine kadar yapilan polimorfizm g¢alismalarinin sonucunda PON1 geni
icin 250 SNP tespit edilmistir. Ancak bunlardan sayisal olarak kiguk bir kismi
PON1 enzim seviyesine etki etmektedir. En ¢ok bilinen PON1 55, PON1 192
disinda promotor boélgesinde yer alan PON -162, PON -108 polimorfizmleri
bulunmaktadir. Meksika-Amerika’li 700 ¢ocuk ve anneyle yapilan PON1 SNP
analizi sonucu promotor bdlgesi -108, -162, kodlanan boélgedeki Q192R, L55M
polimorfizmlerinin yani sira 6 SNP, 1 insersiyon, iki delesyon olmak lzere
cesitli yeni varyantlar iceren kiglk allel sikliklariyla 94 polimorfizm
saptanmistir. Ayni populasyonda PON2 ile PON3’in 3 ayri SNP’sinin
genotiplemesi yapilmig, 12 ayri PON1 ve 2 ayri PON2 polimorfizminin enzim
aktivitesini etkilemede dnemli iliski oldugu bulunmustur. Ancak enzimin miktari
ve aktivitesi Uzerine etkisi oldugdu bilinen 9 polimorfizmin ne PON1-108 ne de
PON1 192 ile baglanti esitsizligi olmadigi gézlenmistir. Meksikalilar ve beyaz
Irk arasinda benzerlikler beIirIenmistir?’z.

PON1 geninin -107 T/C, Q192R ve L55M polimorfizmlerinin ve 3 farkli
PON1 enzim aktivitesinin (diazoksonaz, paraoksonaz, arilesteraz) iskemik felg
ile iligkisi arastiriimis, iskemik felg igin risk faktori olarak diazoksonaz
aktivitesi ilk kez calisilmis ve saglikli ve hasta bireylerde her G¢ enzim
aktivitesi hemen hemen ayni bulunmustur. -107 T/T genotipinin yetigkinlerde
(>59) 1,97 kat felg riskini arttirdigi goértlmus, -107 T/C genotipli bireylerde ise
PON1 enzim aktivitesinin disik oldugu belirlenmistir. Yapilan calisma
sonucunda QR-LM-TC haplotipinin tim bireylerde iskemik felce karsi 6,94-
10,4 kat koruyucu oldugu, 55 L/L genotipi tasimanin ise iskemik felg riskini
1,78 kat arttirdigi goériilmis ve PON1 genoatiplerinin felg riski ile iligkili oldugu
ancak aktivitenin felg ile iliskisi olmadigi belirlenmigtir“ﬁ.

Diyabetik komplikasyonlarda PON1 Q192R, L55M polimorfizmleri ve
enzim aktivitesini belirlemek Gzere yapilan ¢alisma sonucunda Tip2 diyabette
MM ve QQ genotipleri ¢cok sik gorilmis ve enzim aktivitesinin ise hasta
bireylerde daha diisiik oldugu belirlenmistir*’*°.

Diyabetli hastalarla yapilan diger bir ¢alismada ise her iki polimorfizmle
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hastallk arasinda bir iliski bulunmasina ragmen 192 QR genotipinin
komplikasyon ortaya c¢ikmasinda 3 kat daha etkili oldugu belirlenmis ve
Q192R polimorfizminin diyabetik komplikasyon riski ile iligkisinin daha glglu
oldugu bulunmustur.

Oksidatif LDL’nin retinada bulunan kilcal damar epitelyum hiicreleri ve
perisitler icin toksik etki yarattii bilinmektedir. Bu nedenle PON1 Q192R ve
L55M polimorfizmlerinin IDDM diyabetik retinopati patogenezinde Onemli
oldugu dusunulmus ve genotip dagilimlari ile allel sikhklar arastiriimistir.
Q192R polimorfizminin hastalik gelisiminde etkili olmadigi ancak LL
genotipinin hastalikla iligkili oldugu ve L allel sikhginin hasta bireylerde ylksek
bulundugu bildirilmistir.

PONL1 geni L55M, Q192R polimorfizmlerinin diyabetik anjiyopati ve enzim
aktivitesi ile iligkileri arastirimis, Makroanjiyopatili hastalarda daha dusuk
PON1 enzim aktivitesi ve daha zayif diyabet kontroll belirlenmis, MM ve QQ
genotip sikhginin fazla oldugu bulunmustur®®.

PON1 Polimorfizmlerinin Kanser ile iligkisi

PON17’in L55M polimorfizminin gogus kanseriyle iligkisi postmenopozal
kadinlarda arastiriimig, L55M polimorfizminin heterozigot LM ve homozigot
MM genotiplerinin her ikisinin de gégus kanseri gelisiminde etkili olabilecedi,
kanser derecesinin (grade) ileri oldugu bireylerde ise homozigot M allelinin
kanser gelisiminde daha etkili oldugu bulunmustur. Ancak Q192R
polimorfizminin gégiis kanseri gelisimi ile iliskisi olmadigi bulunmustur™.

PON1*’in 4. ekzonun 102. kodonunda izolésin-valin degisimine sebep olan
polimorfizmi Fin'li prostat kanserli bireylerde arastiriimis, serum paraoksonaz
enzim aktivitesinin heterozigot bireylerde homozigot bireylere gére yaklasik
%40 daha az oldugu belirlenmistir. Istatistiksel analiz ile 102V alleli tagimanin
prostat kanseri igin risk faktorii olabilecegi sonucuna varilmistir®.

italyan populasyonunda prostat kanseri hastalariyla yapilan galismada,
PON1 Q192R polimorfizminin Q/R genotipine sahip bireylerde prostat kanseri
riskinin 6nemli olgiide arttigi bulunmustur®®. PON1 L55M polimorfizminin
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heterozigot L/M genotipli bireylerde prostat kanseri igin énemli bir risk faktoru
oldugu, belirlenmistir™.

Tark populasyonunda osteosarkomlu hastalar ile yapilan ¢alismada, PON1
Q192R polimorfizminin homozigot Q/Q ve PON1 L55M polimorfizminin
homozigot L/L genotipinin osteosarkom gelisiminde risk faktori olabilecegi
bulunmustur®>.
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