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[ PON1 ENZIMI } [Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlarﬂ

Paraoksonaz-1 (PON1) Enzimi: PON1 karacigerde
sentezlenen, 43-45 Kkilo-dalton molekiiler agirlikli, 354
aminoasit iceren glikoprotein yapida, Ca*? bagimli bir o
esteraz enzimidir (1,2). Paraoksonaz enzim aktivitesinin . IHO
Ca*?’a bagimlh olma ozelligi ile Co*?, Mn*2, Mg*? kullanan (, .
diger A esteraz tipi enzimlerden farkl: oldugunu gosterir (3). [lk baglarda Paraoksonaz’in yapisinin Ve substratlariyla olan
PONZ1’in genetik yapisi, insanlar ve diger populasyonlar n=1 j-Propriolakton n=2y-Butirolakton  Dihidrokumari Ry=H 2-Kumaron iliskisinin  belirlenebilmesi i¢in yapi-aktivite analizi tizerine
arasinda cok cesitlilik gosterir. n=3 3-Valerolakton n=4 e-Kaprolakton R;=0H Homojentisik calismalar yapilmustir. _Bu konuyla_ilgili, Augustinson ve Ekedahl
asit lakton ¢ift ~bagli aromatik  esterlerin  paraoksonaz tarafindan
hidrolizlendiklerini gostermislerdir. Bu reaksiyonda Paraoksonaz®in
o,I’dir. Molekiil agirhigmmn % 15,8%ini olusturan g substrat olarak kullanacagi esterin karbon-karbon cift bagmnin
karbonhidrat - zinciri igerir. PON1’in yapisindaki amino birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi tespit edilmistir. Lakton

asitler icinde substrat taninmasi ve baglanmasi i¢in gerekli 0 ) halkasini iceren substratlarin, bu yapimin olusturdugu halkasal

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat cesitliligi gosterebilmesine
ragmen, fizyolojik substratt halen tam olarak belirlenememistir.
Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine sahip
oldugu bulunmustur.

2 ruoksonaz

Serumda HDL’ye bagl olarak bulunur. Izoelektrik noktasi

Sekil 2. Lakton hidrolizi

olan serbest sisteinlerden 284°teki serbest iken, 42. ve 352. b ¥ -Thiobutyrolactone uzaysal yapi1 sayesinde enzimin aktif bolgesine girip enzimle
pozisyondaki sisteinler arasinda 1 tane disiilfit bagi bulunur. etkilesmesine ve hidrolizlenmelerine izin verir. Buna 6rnek olarak
Serbest sistein substrat taninmasi Ve baglanmasi igin lPONl etil asetat Paraoksonaz ile hidrolizlenmezken, ayn1 sayida atom ve
gereklidir [1]. ester yapisi gosteren y-biitirolakton iyi hidrolizlenmektedir.

Paraoksonaz’in laktonaz aktivitesi i¢in, 284. rezidiide bulunan

/\ serbest sistein aminoasiti olduk¢a Onemlidir. Bu serbest sistein

4-Mercaptobutyric acid : rezidiisiiniin, Paraoksonaz“mn LDL’nin okside olmasini onlemesinde
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DTN; T Ta— 00 . de rol almasi; Paraoksonaz“in sahip oldugu laktonaz aktivitesinin
T ARty LDL ve HDL fosfolipitlerinin yiikseltgenmesine karsi korudugu

/ \ diisiiniilmektedir. Sorenson ve arkadaslar1 284. pozisyonda bulunan
serbest sistein rezidiisiiniin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde
O gerekli olmadigin1 géstermislerdir [2].

TNB: 5-Thio-2- nntrobenzom acid

Sekil 1. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu
yapisinin, Sorunuinu, Sekil 3. Gamma-tiyobutirolakton (TBL)’nun Hidrolizi
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PON1 ENZIMININ HIDROFOBIK ETKILESIM KROMATOGRAFISI ILE
SAFLASTIRILMASI
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~*Amonyum siilfat cokeltmesi kismi saflastirma gerceklestirildi. Enzim daha sonra o g RV O‘ =
asagidaki gibi hidrofobik etkilesim kromatogratfisi ile satlastirildi. ¢
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*« Kismi olarak saflastirilan serumu hidrofobik jelin
bulundugu kolona tatbik ederiz. 1
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« Kolondaki proteinler hidrofobik karakterlerine Sekil 4. Hidrofobik etkilesim kromotografisi semasi

gore fraksiyonlara ayirilir. Q

Aktiflenmis Sepharose 4B

LAKTON AKTIVITESININ BELIRLENMESI
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PONL1 laktonaz aktivitesi, gamma-tiyobutirolakton (TBL) substrati kullanilarak ol¢iildii ve serbest siilthidril gruplariin birikimini spektrofotometrik olarak izlemek i¢in Ellman'in prosediirii kullanildi. Reaksiyon,
(50 mmol/L Tris, 1 mmol/L CaCl2, 50 mmol/L NaCl, pH 8) tampon, 50 mmol/L DTNB ve 10.5 mmol/L TBL i¢eren 900 pL karisima 100 pL enzim eklenmesiyle baslatilarak 412 nm’de ilk absorbans ol¢iildii. Bir
dakika sonra ikinci absorbans olgiilerek aradaki fark molar ekstinksiyon katsayis1 13.6 x 103 L't mol-t cm ile ¢arpilarak enzim aktivitesi 6l¢iildii [3]. Enzim aktivitesi, yapilan deneyler sonunda ortalama olarak 8568

U/L olarak hesaplandi.
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TARTISMA VE SONUC

/ PON1 (Paraoxonase-1), insanlarda bulunan bir enzimdir ve ¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. En 6nemli fonksiyonlarindan biri, organofosfatlar gibi toksik maddelerin parcalanmasinda gorev almaku)
Bununla birlikte, 6zellikle bakteriyel biyofilmlerin olusumun engellenmesinde PON1 enziminin aktivitesinin korunmasi olduk¢a énemlidir.

Laktonlar, bir halka yapisina sahip olan esterlerdir ve biyolojik sistemlerde ¢esitli rol oynarlar. PON1, o6zellikle aril esterler ve laktonlar gibi hidrolizasyona ugrayabilen birgok substrati pargalayabilir. Bu lakton
hidroliz aktivitesi, PON1'in lipit metabolizmasi tizerindeki etkileriyle ilgili onemli bir rol oynar.

Ozellikle PON1'in lakton hidroliz aktivitesinin, kardiyovaskiiler hastalik riski iizerinde etkili oldugu bulunmustur. Ornegin, HDL kolesteroliin anti-aterojenik etkileri arasinda laktonlarm hidrolizi ile iliskili olabilecek
antioksidan o6zelliklerin 6nemi vardir. PON1'in lakton hidroliz aktivitesindeki degisiklikler, kardiyovaskiiler hastalik riskini etkileyebilir ve bu nedenle bu aktivitenin diizeyi, Klinik ¢alismalarda bir belirte¢ olarak da
kullanilabilir.

Sonug olarak, PON1 enziminin lakton hidroliz aktivitesi, lipid metabolizmasi, bakteriyel biyofilm olusumunun engellenmesi ve kardiyovaskiiler saglik iizerinde 6nemli bir rol oynar. Bu aktivitenin molekiiler diizeyde
anlasilmasi, kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinin anlasilmasina ve potansiyel olarak yeni tedavi ve 6nlemlerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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