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Paraoksonaz-1 Enziminin Bazi Kinetik Ozelliklerinin
Incelenmesi ve Ghrelin Hormonu ile iliskisi
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Ozet

Bu calismada, sigir karacigerinden saflastirilan ve metabolizma igin bilyiik 6neme sahip olan Paraoksonaz-1 (E.C. 3.1.1.2. ve E.C.
3.1.8.1.) enziminin baz1 kinetik 6zellikleri ile ghrelin hormonu arasindaki iligki arastirildi. Paraoksonaz-1 enziminin pH:7.1 ve 37
°C’de optimum aktivite gosterdigi saptandi. Substrat olarak fenil asetat kullamldiginda Ky, degeri 0.074 © 0.002 mM ve V., degeri
36.42 U/mg olarak hesaplandi. Paraoksonaz-1 enziminin aktif ghrelin hormonuna etki ettigi ve aktif ghrelin hormonunu 20 dakika

sonunda % 9.5 oraninda inaktif ghreline doniistiirdiigii tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz-1, Kinetik 6zellikler, Ghrelin, HPLC.

Abstract

In this study, some of the kinetic features of paraoxonase-1 (E.C. 3.1.1.2. and E.C. 3.1.8.1.) that is purified from bovine liver and has
major importance for metabolism and, the relationship between paraoxonase-1 and ghrelin hormone has been investigated. It is seen
that paraoxonase-1 displays optimum activity at pH: 7. 1 and 37 °C. When phenyl acetate is used as a substrate, it is calculated that
Ko value was 0.074 = 0.002 mM and Vi, value was 36.42 U/mg. It is determined that paraoxonase-1 interacts with the active ghrelin
and converts it into the inactive ghreline at the end of 20 minutes. The converting rate was found as 9.5 %.

Key Words: Paraoxonase-I, Kinetic features, Ghrelin, HPLC.

Giris

Biyokimyasal olaylar1 katalizleyerek, organizmalardaki
canliligl saglayan enzimlerin kinetik &zelliklerinin
belirlenmesi biiyiik onem tagimaktadir. Metabolizmada
onemli iglevleri olan bu enzimlerden biri de
(PON1) enzimidir. PONI
serumda HDL’ye bagli olup antioksidan ozelligi ile
okside LDL yapisindaki lipid peroksitleri hidrolizleyip
lipoprotein oksidasyonunu dnlemektedir. HDL’ye ayni
zamanda ghrelin hormonuda baglanmaktadir. PONI
inaktif
diistiniilmektedir. Bu bilgilerin 1s5181inda, bu ¢alismada
sigir  karacigerinden kismen saflagtirilmig  PONI1
enziminin, ghrelin hormonu ile iliskisi incelenmis ve
baz1 kinetik ozellikleri (K, Vima, optimum pH ve

Paraoksonaz-1 enzimi,

enziminin  ghrelini forma  getirdigi

sicaklik gibi) arastirilmistir.

Gereg ve Yontem

Paraoksonaz-1 (PON1) Enzimi

PON1 karacigerde sentezlenen, 43-45 kilo-dalton
molekiiler agirlikli, 354 aminoasit igeren glikoprotein
yapida, Ca™ bagimli bir esteraz enzimidir (1,2).
Paraoksonaz enzim aktivitesinin Ca'’a bagimli olma
ozelligi ile Co™, Mn"%, Mg"? kullanan diger A esteraz
tipi enzimlerden farkli oldugunu gosterir (3). PON1’in
genetik yapisi, insanlar ve diger populasyonlar arasinda
cok cesitlilik gosterir.
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Serumda HDL’ye bagli olarak bulunur. izoelektrik
noktast 5,1°dir. Molekiil agirligiin % 15,8’ini
olusturan {i¢ karbonhidrat zinciri igerir. PONT1’in
yapisindaki amino asitler i¢inde substrat taninmasi ve
baglanmas: igin gerekli olan serbest sisteinlerden
284’teki serbest iken, 42. ve 352. pozisyondaki
sisteinler arasinda 1 tane disiilfit bagi bulunur.

Serbest sistein substrat taninmasi ve baglanmasi igin
gereklidir. PONI’in, hidrofobik N-terminal bdlgesi
HDL lipidleriyle etkilesim igin gereklidir. N-terminal
hidrofobik bolge ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere
kolayca baglanabilmektedir. PON1’i baglayan HDL alt
birimleri, Apolipoprotein Al (Apo AI) ve Apo J
(klusterin) proteinlerini de igerdiginden, Apo Al ve

Apo  Jnin  baglanmada rol  oynayabilecegi
diisiiniilmektedir (4).
Insan serum paraoksonaz enziminin iki genetik

polimorfizmi bulunmaktadir. Bu iki polimorfizm 55. ve
192. pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya
¢ikar. Yiiz doksan ikinci pozisyondaki glutamin (Q
aleli) arginin (R aleli) ile degisince birinci
polimorfizm; 55. pozisyondaki metionin (M aleli) 18sin
(L aleli) ile degisince ikinci polimorfizm olusur. Yiiz
doksan ikinci pozisyonda glutamin varliginda PON1 A
Tipi; 192. pozisyonda arginin varliginda ise, B Tipi
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seklinde ifade edilir. Ancak son zamanlarda A Tipi Q
izoenzimi, B Tipi ise R izoenzimi, olarak ifade
edilmektedir ve PONI’in hem Q hem de R
izoenzimlerinin LDL’yi oksidasyona kars1 koruma
ozelligine sahip olduklar1 gosterilmistir. Ancak Q
izoenzimi paraoksona kars1 diisiik afiniteye sahip iken,
R izoenzimi yiiksek afiniteye sahiptir (5-8).
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Sekil 1. PON1 enziminin yapisi (5).

Organofosfat bilesiklerinden parationun (parathion)
aktif katabolik metaboliti olan paraokson (o,0-dietil-o-
p-nitrofenil fosfat), enzime adina verdigi gibi, aktivite
tayininde de en ¢ok kullanilan substratlardan birisidir.
Ayrica aromatik karboksilli asit esterlerinden fenil
asetat, enzimin arilesteraz aktivitesinin tayininde
siklikla  kullaniimaktadir. PONI’in  hidrolitik
aktivitesiyle a¢iga c¢ikan p-nitrofenol veya fenol
konsantrasyonu spektrofotometrik olarak dlgiilmesi ile
PONI aktivitesi tayin edilebilmektedir (9, 10).

0
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Paraokson Dietil fosfat p-nitrofenol

Sekil 2. PON1 enziminin paraoksonu hidrolizi (11).

PON1 aktivite stabilizasyonu igin Ca™ iyonuna
gereksinim duymaktadir. Kalsiyum, dogrudan katalitik
reaksiyonlarda yer alarak ya da aktif bdlgenin uygun

konformasyonda  tutulmasini  saglayarak  etkisini
gostermektedir. Ayrica paraoksonun P=O bagmi da
polarize  ederek fosforun niikleofilik  saldiriya

yatkinligini saglar, boylece dietil fosfatin aktif alandan
ayrilmasini kolaylastirir (3).

0 PO

Dok F
en

—_— —OH + HC0T
ilasetat Fenol Asetat

Sekil 3. PON1 enziminin fenilasetat1 hidrolizi (11)

PONI’in en 1iyi bilinen koruyucu fonksiyonu,
organofosfat norotoksinleri, aromatik karboksilik asit
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esterlerini ve insektisitleri hidroliz etme yetenegidir.
Toksik organik molekiilleri hidroliz etmesi, PON1’in
tammlanan ilk fizyolojik fonksiyonudur. Organofosfat
bilesiklerini  hidroliz etme  06zelliginin  ortaya
cikartilmast sonrast PON1, toksikolojik calismalarda
dikkate alinan 6nemli bir enzim haline gelmistir (2).

PONI’in belirlenen
antiaterojenik aktiviteye sahip olmasidir. Serum PONI
enzimi

ikinci  biyolojik  fonksiyonu

plazma lipoproteinlerinin  oksidasyonunu
onlemede rolii oldugu diisiiniilmektedir. Lipidlerin
peroksidasyonu sonrasi farkli ozellik ve yapida lipid
peroksitler meydana gelir. PON1, bu lipid peroksitleri
yikima ugratabilmektedir. PON1’in HDL’ nin yapisinda
bulunmasi nedeniyle HDL ve LDL’de lipid peroksit
olusumunu ve ayni zamanda birikimini de dnler. PON1
icermesi nedeniyle HDL nin LDL’yi oksidasyona karsi
koruyucu etkisi, yani antioksidan etkisi, A ve E
vitaminlerinden daha gligliidiir (12, 13).

Mackness ve arkadaglarimin (12) ¢alismasinda, serum
PONI’in ateroskleroz siirecinin baslangi¢ evresinde
LDL fosfolipidlerini oksidasyona karsi korumada
onemli oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, HDL nin

bakirla inkiibe edilen LDL’nin oksidasyonunu
azaltarak lipid peroksit olusumunu % 90 oraninda
inhibe ettigini; HDL’den saflastillan PONI1’in

tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren maddelerin
diizeylerini ve lipoperoksit olusumunu 6nledigi ortaya
konulmustur. PONI1, lipid peroksitlerin yani sira
hidrojen peroksit iizerine de etkilidir. Aterojenez
sirasinda arter duvari hiicrelerince iiretilen major toksik
oksijen metaboliti olan hidrojen peroksit, oksidatif
kosullarda daha potent {iriinlere doniiserek LDL
oksidasyonuna neden olur. PON1’in okside LDL’deki
kolesteril linoleat hidroperoksitleri indirgemesi nedeni
ile  peroksidaz aktivitesi oldugu
diistintilmektedir. lipopolisakkarid

benzeri

Ayrica,
inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere karsi
koruma da saglamaktadir (14).

Ghrelin Hormonu

Ghrelin, gastrointestinal sistem tarafindan iiretilen,
merkezi sinir sistemini etkileyerek istahin ve viicut
agirhgimn diizenlemesinde gérev alan, 28 amino asitlik
lipopeptid yapisal ozellige sahip bir hormondur (15,
16).

Insandaki ghrelin hormonunun N-terminal ucundaki 3.
aminoasit olan serine bagli oktanil grubu 8 karbonlu bir
yag asidi igermektedir. Oktanil grubu, ghrelinin aktif
olmasi igin gereklidir. Ghrelin, 8 karbonlu bir yag
asitinin varligina gore aktivitesi degigen tek hormondur
(15, 16). Insan, rat ve domuz ghrelinin yapist Sekil
4.’de verilmistir (17). Biinyesinde yag asidi igermeyen
ghrelin ise desagile ghrelindir ve inaktifdir. Desagile
ghrelin, toplam ghrelinin % 80-90’1n1 olusturmaktadir.
Aktif ghrelin; aGAH, desagile ghrelin ise dGAH
seklinde gosterilir.  Ghrelinin  yar1  6mrii  15-20
dakikadir. Yari Omriinin kisa olmasi, muhtemelen
plazmada esteraz aktivitesinden kaynaklanmaktadir
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(18). Ciinkii ghrelin, kanda HDL’ye baglanmaktadir.
HDL’ye ayni zamanda bir kan esterazi olan
paraoksonaz da baglidir. Paraoksonazin, ghrelinin 3.
aminoasitine bagli oktanil grubundaki agil baglarim
desagilasyonla kirarak ghrelini inaktif forma getirdigi
diisiiniilmektedir (19, 20).

CHs
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Sekil 4. Insan, rat ve domuz ghrelinin yapisi (17).

Ghrelin ilk kez 1999 yilinda Kojima tarafindan farelerin
mide fundusunda tanimlanmistir. Ghrelinin mRNA’s1
hemen hemen biitiin dokularda tespit edilmistir. Viicutta
ghrelin {iretimindaki iki hiicresel alandan ilki oksintik
bez; digeri ise noronal hiicre gruplarinin sinaptik ileti ile
ghrelin salmimm artirdifi merkezi sinir sistemidir.
Ghrelin,
endokrin fonksiyonlara sahip X/A hiicreleri tarafindan
iretilmesinin yani1 sira az miktarda bagirsak, bobrek,
plasenta, prostat, beyin ve
tarafindan  da dolagima
verilmektedir. Ghrelinin viicud dokularinda ¢ok gemis

midenin oksintik mukozasinda yer alan

testis,
iiretilip

hipofiz bezi,
hipotalamus

bir dagilim gostermesi, ghrelinin biyolojik aktiviteyi
diizenlemede dnemli bir rolii oldugunu gosterir (21, 22).

Ghrelin, in vivo ve in vitro olarak biliylime hormonu
GHS-R  (biiyiime
reseptor) igin spesifik endojen bir ligand dzelligindedir
(15). Biiylime hormonu salgilaticilar1 (GHS), biiyiime

salgilatic hormonu  salgilatict

hormonunu salgilamasimi artirma  ozelligine
reseptorler bulunan bilesiktir (23).

sahip

Ghrelin 6nciilii preproghrelin 117 amino asitten olusur.
Salinmadan 6nce sitoplazmada enzimatik bir iglemden
gecer, 3. pozisyondaki serine n-oktanoil eklenmesi
bliyime hormonu salgilatict etkinligi icin gereklidir
(24). Ghrelin 6zellikle midede {iretildikten sonra on
hipofiz ve hipotalamik bolgedeki reseptorlerine ulasip
GH (biiyiime hormonu) salimsini uyarmakta, enerji
dengesini ve besin almimum diizenlemektedir (25).
Insanlarda enerji alimi ve viicut agirligt hipotalamustaki
merkezler tarafindan kontrol edilmektedir (26).
Hipotalamik merkezler periferden gelen uyarilar
dogrultusunda kontrol mekanizmalarini diizenlerler.
Yag dokusu kokenli leptin, beyine yag dokular
konusunda bilgi gotiirerek besin alimini azaltir ve fazla
yag birikimini engeller (27). Ghrelin ise aglik halinde
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kanda yiiksek miktarda bulunup yemek sonrasi miktar
azalmaktadir. Bu durum ghrelinin beyine besin alimim
ve yag dokusunu arttirict nitelikte bilgiler ilettigini
gostermektedir. Ghrelinin bu fonksiyonlarinin bilylime
hormonu {izerine olan etkisinden bagimsiz oldugu
diistiniilmektedir (28).

Ghrelin, kanda ve tiikriikte hizla
yiikselirken kolesistokinin hormonu yeme esnasinda

yemek Oncesi

salgilanarak doygunluk hissi verir. Bu iki hormonun
dengesi istah i¢in bilyiik bir 6nem tagimaktadir (17).

Ghrelinin biliyime hormonu ve insiilin ile iliskisi
incelendiginde sadece insiilin benzer biiylime faktorii-1
(IGF-1) ile ghrelin arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur. Buna karsin ghrelin ve insiilin diizeyleri
arasinda bir iligki bulunmamaktadir (29).

PON1 Enziminin Baz Kinetik Ozelliklerinin
Incelenmesi

Kinetik c¢alismalarda PON1 enziminin aktivitesi
Eckerson tarafindan oOnerilen tayin metodu ile

belirlendi. PON1 enziminin arilesteraz (ARE) aktivitesi,
fenilasetatt hidrolize ederek fenol ve asetik asit
olusturur. Olusan fenoliin dakikadaki absorbans
degisimi Olgiilerek ARE aktivitesi tayin edilir (30).
Fenoliin, 30 saniye araliklarla 2 dakikalik bir siire
boyunca absorbans degisimi, 270 nm dalga boyunda
spektrofotometrede &lgiildii. Olgiimler icin kér olarak,
50 mM Tris/HCI pH:7,1 olan tampon igerisinde, ] mM
fenilasetat substratt ve 1 mM CaCl, bulunan ¢ozelti
kullanildi.

Bir tinite PON1 enziminin ARE aktivitesi, bir dakikada
1 umol fenol olusturur. Aktivite degeri U/ml cinsinden
hesaplandi. Fenoliin molar ekstinksiyon katsayis1 1310
M".cm™ olarak alindu.

Degisen  fenilasetat  konsantrasyonlarinin  enzim
aktivitesine etkisinin incelenmesi i¢in (0,1-1) mM
100 ml’lik 7 ¢ozelti
hazirlandi. Cozeltilerin hazirlanmasinda 1 mM CaCl,
iceren (pH:7,1) 50 mM Tris/HCI tamponu kullanildi. 37
°C’ de PONI enziminin ARE aktivitesinin dlgiilmesiyle
elde edilen degerlere gore Michaelis-Menten ve

araliginda fenilasetat iceren

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. PON1 enzimin 50
mM Tris/HCl ve pH:7,1 olan tamponda 37 °C’ de
fenilasetat substratt icin K, ve V.« degerleri
hesaplandi.

Deney inkiibasyon sicakliginin enzim aktivitesine etkisi
incelendi. Bu amag¢ dogrultusunda 25°C, 30°C, 35°C,
37°C, 40°C sicakliklarda 30 dakikalik inkiibasyon
saglandiktan sonra
o6lgtimleri yapildi.

reaksiyon durdurulup aktivite

Isinin (56 °C ve 65 °C) enzim aktivitesi iizerine olan
etkisi incelendi. 0,3 ml enzim 6rneklerinin konuldugu
eppendorf tiipler ilk olarak 56 °C ve daha sonra 65
°C’lik su banyosunda 75 dakika inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon sonrasi PON1 enzim &rnegi buz
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banyosunda sogutulduktan sonra kalan enzim

aktiviteleri ol¢iildii.

pH’nin enzim aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi
icin degisik pH’larda tampon c¢ozeltileri hazirlandi.
Bunlar pH: 6,5-8,5 araliginda Tris/HCI tamponlar1 ve
pH: 9-11 arahginda  glisin/NaOH
kullanilarak enzim aktivitesi 6l¢iildii.

tamponlart

PON1 Enziminin Ghrelin Hormonu ile iliskisi

Ghrelin hormonunun hem aktif hem de inaktif sekli,
SGE Walkosil 11 5CI8 RS 21 peptid kolonunda, 215
nm dalga boyu, hareketli faz1 50 mM NaClO, pH: 4
olan ¢ozelti ve akis hizt 1,0 ml/dak. kosullarinda tayin
edilebilir. Aktif ghrelin hormonunun bu kolondaki
alikonma siiresi 16 dakika iken, inaktif ghrelin
hormonunun alikonma siiresi 5,9 dakikadir (31).

Bu calismada PON1 enziminin ghrelin hormonuna
etkisi incelendi. ik olarak ghrelin hormonu standarti
(1600 pg/ml), 50 mM Tris/HCl 1 mM CaCl,, pH:7,1
tamponu ile 20 kat seyreltildi. HPLC’ye SGE Walkosil
11 5CI8 RS 21 peptid kolonu baglandi. HPLC’deki UV
dedektoriindeki dalga boyu 215 nm olarak ayarlandi.
1,0 ml/dak. akis hiz1 ile hareketli faz olan 50 mM
NaClO, pH: 4 olan ¢dzelti kolondan 1 saat boyunca
gecirildi. Stabil hale gelen kolona 80 pg/ml derisimli
aktif ghrelin hormonundan 20 ul enjekte edildi.
Kolondaki alikonma siiresi ve pik alanlari incelendi.
Sonraki asamada 100 pL hacimdeki PONI1 enzimi ve
ghrelin hormonu karisimi (v/v 1:1) 37 °C sicakliktaki su

banyosunda inkiibasyona birakildi. Ghrelin
hormonunun yar1 Omriiniin 15-20 dakika olmasi
nedeniyle inkiibasyon siiresi 20 dakika ile

simrlandirildi. Inkiibasyon sonrasi karisimdan 20 pL
alinarak kolona enjekte edildi, inaktif ghrelinin olusup
olugsmadig1 ve aktif ghrelin hormonu ait pik alaninda ne
tir degisimler oldugu incelendi. Ayrica ghrelin
hormonu substrat olarak kullanilarak 2 dakika siireyle
215 nm dalga boyunda spektofotometre ile PON1 enzim
aktivitesi 6l¢iildii. Konsantrasyonlar: farkl aktif ghrelin
hormonunun 1 mM CaCl, iceren 50 mM Tris/HCl
(pH:7,1) tamponunda ¢ozeltileri hazirland.
aktivitelerine baglh reaksiyon hizlar 6lgiildii.

Enzim

Ghrelin hormonunun PON1 enzim aktivitesi ilizerine
inhibitor etkisi arastirildi. Yedi farkli fenilasetat
konsantrasyonunda reaksiyon ortamina 200 pg/ml aktif
ghrelin hormonu eklenerek PON1’in ARE aktivitesine
ait reaksiyon hizi 6l¢iildii. Elde edilen degerlere gore
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek ghrelin varliginda PON1 enzimin 50 mM
Tris/HCl ve pH: 7,1 olan tamponda 37 °C’ de K, ve
Vmax degerleri hesaplandi.

Sonuclar

PON1 Enziminin Kinetik Ozelliklerinin Saptanmasi
Bu bulgular ile cizilen Michaelis-Menten grafigi Sekil
5.’de, Lineweaver-Burk  grafigi  Sekil 6.’da
gosterilmistir.
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Tablo 1. Farkli fenilasetat konsantrasyonlarimin PON1 enzim
aktivitesine etkisi.

Fenilasetat 1/s Hiz (V) 1/v
No (S) mm (mM?)  (Abs/dk)  (dk/Abs)
1 0,10 10,00 0,80 1,25
2 0,20 5,00 1,01 0,99
3 0,30 3,33 1,10 0,91
4 0,50 2,00 1,21 0,83
5 0,60 1,66 1,27 0,79
6 0,80 1,25 1,28 0,78
7 1,00 1,00 1,30 0,77
A4 qmmmmm i
E 1,2 4 Vmax
@
42 1
Eos | Vo /2
- o
:!E_: 06 - E <4— max
204
w
E 0,2 1
0 T T T T T \
0 0,2 0,4 06 0,8 1 1,2
Fenilasetat (S) mM

Sekil 5. Farkli fenilasetat konsantrasyonlarinin PON1 enzim
aktivitesine etkisi: Michaelis-Menten grafigi.

v

y = 0,0539x + 0,7163 11
R®=0,997

€ Ve =0,7163
1/Kp =-13,52

-15 -10 -5

Sekil 6. Farkli fenilasetat konsantrasyonlarmim PONI
enzim aktivitesine etkisi: Lineweaver -Burk grafigi.

50 mM Tris/HCI tamponu pH:7,1, 37 °C’de fenilasetat
substrati i¢in PONI1 enziminin Lineweaver-Burk
grafiginden elde edilen -1/K;’i -13,52 ve 1/Viu't
0,7163 iken, Michaelis-Menten grafiginde ise K, degeri
0,074 0,002 mM ve V., degeri 1,40 Abs./dak. (65,20
U/ml ve 36,42 U/mg) olarak hesaplandi.

Tablo 2. Deney sicakliginin PON1 enzim aktivitesine etkisi ve
optimum sicakligin belirlenmesi.

Deneyin Absorbanslarin
Sicakhg (°C) Ortalamasi
25 2,109
30 2,129
35 2,169
37 2,228
40 2,104

PON1 enzimi aktivitesi 35-37 °C sicaklik araliginda
artmakta ve 37 °C’de en yilksek degere ulagsmaktadir.
Inkiibasyon siiresine bagh olarak PON1 enzimi 56 °C
ve 65 °C’lerde 0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika
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bekletilerek aktivite tayini yapildi. 56 °C’de yapilan
deneyin sonuglart Tablo 3’de ve bu sonuglara gore
cizilen grafik Sekil 8.’de gosterilmistir.

PON1 enziminin 56 °C’de inkiibasyona birakilarak
belirli siirelerde aktivitesi dlgiildiigiinde 75. dakikaya
kadar % 42,65 ile aktifligini korudugu ve 56 °C
sicakliga olduk¢a dayanikli bir enzim oldugu
goriilmiistiir. 65 °C’de yapilan deneyde ise enzimin 5.
dakikadan itibaren aktivitesini tamamen kaybederek
inaktif hale gegtigi tespit edilmistir.

2,24
2,22
2,2

2,18
2,16
2,14

2,12
2,1
2,08
21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41
Deney Sicakhig:

43 45

Sekil 7. PON1 enzim i¢in optimum sicakligin belirlenmesi.

PON1
incelenmesinde farkli pH’larda tampon ¢ozeltiler
hazirland1 ve bu pH’larda PON1 enziminin aktivitesi
tayin edildi.

pH’nin enzim  aktivitesine  etkisinin

Tablo 3. 56 °C sicakligin PON1 aktivitesine etkisi.

inkiibasyon  Ortalama Kalan
Siiresi Absorbans  Aktivite  inhibisyon
(56°C/dk) (Abs/1dk) (%) (%)

0 0,415 100 -

5 0,353 85,06 14,94
10 0,334 80,48 19,52
15 0,318 76,63 23,37
20 0,316 76,14 23,86
25 0,304 73,25 26,75
30 0,263 63,37 36,63
35 0,259 62,41 37,59
40 0,256 61,69 38,31
45 0,228 54,94 45,06
50 0,216 52,05 47,95
55 0,212 51,08 48,92
60 0,197 47,47 52,53
65 0,177 42,65 57,35
70 0,177 42,65 57,35
75 0,177 42,65 57,35

Enzim aktivite ol¢lisii olarak, 1 dakikalik absorbans
degisim degerleri verilmistir. Elde edilen sonuglar
Tablo 4 ve Sekil 9.’da gosterilmistir.

120 4

100 +

80 -

60 -

40

% Kalan Aktivite

20 -

0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Dakika

Sekil 8. PON1 enziminin 56 °C’deki inkiibasyon siiresine
bagli aktivite kaybi.
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PONT1 enziminin $ekil 9.’daki grafikte goriildigii gibi,
7-7,5 pH araliginda aktivitesinin yiiksek oldugu ve bu
aralikta en yliksek aktiviteyi (optimal pH) pH:7,1°de
gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 4. pH’nin enzim aktivitesine etkisi.

Ortalama Absorbans

pH (Abs/1dk)
6,5 0,758
7,0 0,910
7.1 0,918
72 0,894
73 0,878
74 0,876
7,5 0,875
8,0 0,632
8,5 0,604
9,0 0,598
9,5 0,587
10,0 0,339
10,5 0,308
11,0 0,301

PON1 Enziminin Ghrelin Hormonu ile iliskisine Ait
Bulgular

Akis hizi 1 ml/dak ve pH:4 olan hareketli faz 50 mM
NaClOy ¢ozeltisinde 215 nm dalga boyu kosullarinda
80 pg/ml aktif standart ghrelin hormonuna ait ¢alisma
kromatogrami $ekil 10.’da verilmistir.

1
w 0.8
f=
3 06
2 04
< 02
0 T T T T T T 1
6 7 8 9 10 11 12
pH

Sekil 9. pH’nin enzim aktivitesine etkisi.

&—  Aktif ghrelin hormonu

Sekil 10. 80 pg/ml standart aktif ghrelin hormonunun
kromatogrami.
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80 pg/ml standart aktif ghrelin hormonuna ait ¢alisma
kromatograminda 16,3 dakikada pik veren aktif ghrelin
hormonunun pik alani degeri 122288 olarak tespit
edildi.

Akis hizt 1 ml/dk ve pH:4 olan hareketli faz 50 mM
NaClOy ¢ozeltisinde 215 nm dalga boyu kosullarinda
80 pg/ml aktif standart ghrelin hormonu ile PONI1
enzim (1:1 v/v) karisimimin 37 °C’de 20 dakika siireyle
inkiibasyonu sonrasi elde edilen ¢alisma kromatogrami
Sekil 11.”de verilmistir.

Inaktif ghrelin hormonu

«4—— Aktif ghrelin hormonu

Sekil 11. 80 pg / ml aktif ghrelin hormonu ile PON1 enzimi
(v/v 1:1) karisiminin 37 °C’de 20 dakika inkiibasyonu sonrasi
elde edilen kromatogram.

Sekil 11.’deki kromatogramda 16,3 dakikada pik veren
aktif ghrelin hormonun pik alanm1 55412 ve 6,5
dakikada pik veren inaktif ghrelin hormonunun pik
alam1 3508 olarak tespit edildi. Aktif ghrelin
hormonunun PONI1 enzimi ile (v/v 1:1) oraninda
karisimi sonrasi ghrelin % 50 oraninda seyreltilmis
oldu, seyreltilmemis aktif ghrelinin Sekil 10.’daki pik
alanm1 122288 olarak bulunmustu, seyreltme sonrasi pik
alanin 61144 olmas1 beklendi, ancak ghrelin i¢in Sekil
11.’deki pik alan 55412 olarak hesaplandi. Bu durum,
aktif ghrelinin bir kisminin PON1 enzimi tarafindan
inaktif ghreline doniistiigiini gostermektedir. Aktif
ghrelin hormonunun inaktif forma doniisiim yiizdesi
pik alan degerlerine gore hesaplandiginda, % 9,5
oraninda doniisiim oldugunu goéstermektedir.

Tablo 5. Farkli fenilasetat konsantrasyonlarinda 200 pg/ml
Ghrelinin PON1 enzim aktivitesine etkisi.

Fenilasetat 1/s Hiz (V) 1/v

No (S) mM (mM?)  (Abs/dk)  (dk/Abs)
1 0,10 10,00 1,01 0,99
2 0,20 5,00 1,26 0,79
3 0,30 3,33 1,38 0,72
4 0,50 2,00 1,49 0,67
5 0,60 1,66 1,52 0,66
6 0,80 1,25 1,56 0,64
7 1,00 1,00 1,63 0,61
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Ghrelin hormonu varliginda PON1 enziminin ARE
aktivitesine etkisine ait bulgular Tablo 5.’de
verilmistir. Bu sonuglara gore ¢izilen Michaelis-
Menten grafigi Sekil
grafigi ise Sekil 13.’de verilmistir.

12.’de ve Lineweaver—Burk

1.8

S T T

E 174 o) Vmax

=

< 17

z ¢

Nogg 777 Vmax/2

=0

EU‘S g

a 0.4 4

T 02

= 9 ; . : ; . ‘
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1,2

Fenilasetat (mM)

Sekil 12. Farkli fenilasetat konsantrasyonlarinda 200 pg/ml
Ghrelinin PON1 enzim aktivitesine etkisi: Michaelis-Menten
grafigi.

2> 1,24
s
y = 0,0407x + 0,5848 1
R? = 0,9967
0,8 -
-1/Km:-14,37 0.6 4

& 1/V,,,,:0,5848

Sekil 13. Farkli fenilasetat konsantrasyonlarinda 200 pg/ml
Ghrelinin PONI1 enzim aktivitesine etkisi: Lineweaver-Burk
grafigi.

37 °C’de, pH: 7.1, 50 mM Tris/HCI tamponu ile farkli
fenilasetat konsantrasyonuna Kkarsilik, ortama 200
pg/ml ghrelin hormonu ilave edilmesi sonrast dlgiilen
reaksiyon  hizlan = Lineweaver-Burk  grafigine
yerlestirildiginde; PON1 enzimi i¢in hesaplanan -1/K;:
-14,37 ve 1/Vya: 0,5848 olarak hesaplandi. Degisen
substrat konsantrasyonuna karsilik gelen reaksiyon
hizlarinin Michaelis-Menten grafigine doniistiiriilmesi
sonrasi hesaplanan K, degeri 0,070 * 0,002 mM ve
Vmax degeri 1,71 Abs./dak. (79,63 U/ml ve 44,48
U/mg) olarak bulunmustur.

Tartisma

PONI1 enziminin bazi kinetik 6zellikleri incelenirken
ilk olarak konsantrasyonlar1 farkli fenilasetat
substratinin enzim aktivitesine etkisi aragtirildi. PON1
enzimin Michaelis-Menten kinetigine uygunlugu Sekil
5.’de verilen grafik verilerinden tespit edildi. Sekil
6.’daki Lineweaver-Burk grafigine gore -1/K;,:-13,52
1/Vimax: 0,7163 degerleri bulundu. Fenilasetat substrati
icin PON1 enziminin 37 °C’de ve 50 mM Tris/HCl
tamponu pH:7,1°de yapilan aktivite 6lglimlerine gére
cizilen Michaelis-Menten grafiginde ise K, degeri
0,074 % 0,002 mM ve V,,,, degeri 1,40 Abs./dak. (65,20
U/ml ve 36,42 U/mg) olarak hesaplandi. Bu bulgular
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literatiirle uyumludur, ¢linkii literatiirde genellikle
paraoksan ve fenilasetat substratlarina karst PONI1
enziminin K, degerinin 0,78-4,16 mM araliginda, V.
15,175 U/ml civarinda oldugu rapor
edilmistir [32, 33]. Bu degerlere goére sigir
karacigerinden saflasgtirlan PON1 enziminin K,
degerinin daha diisiik ve V,,,x degerinin yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu durum, sigir karaciger PONI

degerinin

enziminin, insan ve rat kaynaklt PON1 enzimine gére
¢ok daha diisiik substrat konsantrasyonlarinda bile
antioksidan aktivite gosterebildigini, toksik bilesikleri
detoksifiye edebildigini ortaya koymaktadir.

Kinetik ¢alismalarda PON1’in optimum sicaklik ve pH
dereceleri, enzimin 1stya kars1 dayaniklilig1 ve ghrelin
hormonu ile PONI enzimi arasindaki iligki
arastirilmistir. PON1 enziminin aktivite artist 35-37 °C
araliginda gozlenmis, ancak PONI1 igin optimal
sicaklik derecesinin 37 °C oldugu tespit edilmistir.
PON1 enziminin aktivite artist pH 7,0-7,5 araliginda
gozlenirken, optimal aktivitenin pH: 7,1’de meydana
geldigi ortaya konulmustur. Bu bulgular ve degisik
kaynaklardan elde edilen PONI1 {izerinde yapilan
arastirma sonuglart ile karsilastirildiginda, genel olarak
enzimler i¢in optimum pH ve sicaklik degerlerinin
birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmistiir (32-34). PON1
enziminin 56 °C ve 65 °C sicakliklarda inkiibasyonu
sonrast  aktivite ve  denatiirasyon  diizeyleri
olgiildiigiinde, 56 °C’de 65-75 dakikalik inkiibasyon
sonrasi enzim aktivitesinin % 42,65’1 korurken, 65 °C’
de inkiibasyonun 5. dakikasindan sonra aktivitenin
kaybedildigi goriildii. Literatiirde, rat
karacigerinden saflagtirilan PON1 enziminin 52,5 ve
55 °C’de 15 ve 60 dakikalik inkiibasyon siiresince hizli
bir denatiirasyonun meydana geldigi rapor edilmistir
(34). sonuglarimiz, sigir  karacigerinden
saflagtirilan  PON1 1s1ya
karacigerinden saflagtirilan PON1’e gore cok daha
dayanikli oldugunu gostermektedir.

tamamen

Bizim

enziminin karsi, rat

Bizim yaptigimiz kinetik ¢aligmalar, PON1 enziminin
ghrelin hormonunu substrat olarak kullanabildigini ve
aktif inaktif
dontistiirebildigi ortaya koymustur. Ghrelinin yari
omrii 15-20 dakikadir. Bu hormonun yar1 émriiniin kisa

ghrelinin ~ bir  kismim ghreline

olmasinin nedeni, muhtemelen plazma PONI nin
esteraz aktivitesinden kaynaklandigi belirtilmistir.
Bunu destekleyen en 6nemli veri, kanda ghrelinin ve
PON1 enziminin HDL’ye bagli olmasidir. PON1’in,
ghrelinin 3. aminoasitine bagli olan oktanil grubundaki
acil baglarimi desagilasyonla kirarak ghrelini inaktif
forma getirdigi rapor edilmistir (19, 20).

Bu calismada, PON1 enziminin ghrelin hormonuna
etkisini arastrmak i¢in HPLC kullanilmustir. Sekil
10.’da 215 nm dalga boyunda aktif ghrelin hormonu
icin elde edilen kromatogram ve Sekil 11.’de ise
ghrelin hormonunun PON1 enzimi ile inkiibasyonu
sonrast elde edilen  kromatogram  sonuglari
karsilastirildi. Sekil 10.’da 80 pg/ml standart aktif
ghrelin hormonuna ait kromatogramda aktif ghrelin
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hormonunun 16,3. dakikada pik verdigi ve pik alanmimn
122288 oldugu, Sekil 11.’deki kromatogramda ise aktif
ghrelin hormonun yine 16,3 dakikada pik verdigi ve
pik alaninin 55412 oldugu; inaktif ghrelin hormonunun
6,5 dakikada pik verdigi ve pik alaninin 3508 oldugu
tespit edildi. Aktif ghrelin hormonunun PON1 enzimi
ile v/v1:1 oraninda karistirilmasi sonrast ghrelin % 50
oraninda seyreltilmis oldu, bu durumda 16.3.
dakikadaki pik alanmm, 122288’in yarisi, yani 61144
olmasi beklenirdi. Ancak aktif ghrelin i¢in hesaplanan
pik alan degerinin 55412 oldugu tespit edildi. Bu
bulgular, aktif ghrelin igin 5732’lik bir pik alan
azalmasinin meydana geldigini gostermektedir. Aktif
ghrelin i¢in pik alamndaki bu azalma, PON1 etkisiyle

aktif ghrelinin  bir kismmim inaktif ghreline
doniismesinden kaynaklanmaktadir. Ciinkd,
kromatogramin  6.5’inci  dakikasinda, normalde

bulunmayan ancak ghrelinin PON1’le muamelesinden
sonra ortaya ¢ikan bir pik bulunmaktadir. Aktif ghrelin
hormonunun inaktif forma doéniisiim yiizdesinin, pik
alan degerlerine gore hesaplandiginda, % 9,5 oldugu
bulunmustur.

Ghrelin  hormonunun  PON1 ARE
aktivitesine etkisi aragtirildi. Farkl1
konsantrasyonlardaki fenilasetata karsilik ortama 200
pg/ml sabit
PONV’in arilesteraz aktivitesi iizerine etkisi incelendi.
Elde edilen veriler Tablo 5’de Ozetlenmis ve bu

enziminin

konsantrasyonda ghrelin ilavesinin

verilere gore cizilen Michaelis-Menten grafigi Sekil
12.’de verilmistir. Bu grafikten PON1’in K,;’i 0,070 *
0,002 mM ve V.’1 1,71 Abs./dak. (79,63 U/ml ve
44,48 U/mg) olarak hesaplandi. Bu sonuglar, ortama
ghrelin ilavesinin PON1’in fenilasetata olan afinitesini
(Kyn) ve hizint (Vi) 6nemli derecede artirdigini, yani

enzim aktivitesi izerine aktivatér olarak etki
gosterdigini ortaya koymaktadir.
Sonu¢  olarak; sigir  karacigerinden  kismen

incelenen PON1
enziminin fenilasetata karst K, Vi, optimal sicaklik
ve pH degerlerinin sirasiyla 0.074 mM, 1.40 Abs./dak.
(65.20 U/ml ve 36.42 U/mg), 37 °C, 7.1 oldugu tespit
edilmistir. Bu arastirmanin en 6nemli bilimsel sonucu
olan, PON1’in; agil-ghrelini (aktif form) substrat
olarak kullanabildigini ve aktif ghrelinin %9.5’luk
kismini deagile-ghreline (inaktif form) doniistiirebildigi

saflagtirllarak  kinetik  6zellikleri

ilk defa ortaya konularak literatiire kazandirilmustir.

Tesekkiir

Bu calisma Firat Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri
(FUBAP) birimi tarafindan desteklenmistir (no: 1447). Bu
destekten dolayi tesekkiirlerimizi bildiririz.

Kaynaklar

1.Primo-Parmo SL, Sorenson RC, Teiber J, La Du BN.
The  human paraoxonase/aterosklerozun
aryesterase gene (PONI) is one member of a multigene
family. Genomics 1996; 33: 498-509.

serum



Askin ve ark.; Paraoksonaz-1 Enzimi ve Ghrelin Hormonu

2.Mackness MI, Mackness B, Durrington PN, Connelly
PW, Hegele RA. Paraoxonase: biochemistry, genetics
and relationship to plasma lipoproteins. Curr Opin
Lipidol 1996; 7: 69-76.

3.Erden 1. ST Elevasyonlu Miyokard Infarktiislii (stemi)
Hastalarda Insan Paraoxonase Geni  met-leu/SS
polimorfizmi. Uzmanlik Tezi, 2004.

4.Deakin SP, James RW. Genetic and environmental
modulating serum concentrations and activities of the
antioxidant enzyme paraoxonase-1. Clin Sci 2004; 107:
435-47.

5.La Du BN, Aviram M, Billecke S, Navab M. On the
physical role(s) of the paraoxonases. Chem Biol Inter
1999; 120: 379-88.

6.Heijmans BT, Westendorp RGJ, Lagaay AM, Knook
DL, Kluft C, Slagboom PE. Common paraoxonase gene
variants, mortality risk and fatal cardiovascular events in
elderly subjects. Atherosclerosis 2000; 149: 91-7.

7.Hasselwander O, McMaster D, Fogarty AD, Maxwell
AP, Nicholls DP, Young JS. Serum paraoxonase and
platelet-activating factor acetylhydrolase in chronic
renal, failure. Clin Chem 1998; 44: 179-182.

8.Kelso GJ, Stuart WD, Richter RJ, Furlong CE, Jordon
TJ, Harmony JAK. Apolipoprotein J is associated with
paraoxonase in human plasma. Biochemistry 1994; 33:
832-9.

9.Eckerson HW, Romson J, Wyte C, La Du BN. The
human paraoxonase-1polymorphism:
identification of phenotypes by their response to salts.
Am J Hum Genet 1983; 35: 214-27.

10.Gan N, Smolen A, Eckerson W, La Du BN.
Purification of human serum paraoxonase/arylesterase.

serum

Evidence for one esterase catalyzing both activities.
Drug Metab Dispos 1991; 19: 100-6.

11.0ztiirk H. Diabetes mellitus’da paraoksonaz aktivitesi
ve AOPP diizeyleri. Tibbi Biyokimya Uzmanlik Tezi.
2008.

12.Mackness MI, Arrol S, Durington PN. Paraoxonase
prevents accumulation of lipoperoxides in low density
lipoprotein. FEBS Lett 1991; 286: 152-4.

13.Rousselot DB, Therond P, Beaudeux  JL, Peynet J,
Legrand A, Delatre J. High density lipoproteins and the
oxidative hypothesis of atherosclerosis. Clin Chem Lab
Med 1999; 37: 939-49.

14.Aviram M, Rosenblot M, Bisgaier CL, Newton RS,
Primo Parmo SL, La Du BN. Paraoxonase inhibits high
density lipoprotein oxidation and preserves its functions.
J Clin Invest 1998; 101: 1581-90.

15.Kojima M, Hosoda H, Date Y, Nakazato M, Matsuo H,
Kangawa K. Ghrelin is a growth hormone-realising
acylated peptide from stomach. Nature 1999; 402; 656-9.

16.Aydin S, Ozkan Y, Caylak E. Ghrelin and its
biochemical functions. Turkiye Klinikleri J Med Sci
2006; 26: 272-83.

17.Aydin S. Ghrelin Hormonunun Kesfi: Arastirmalar: ve
Klinik Uygulamalari. Tiirk Biyokimya Dergisi 2007; 32:
76-89.

28

18.Ariyasu H, Takaya K, Tagami T, et al. Stomach is a
major source of circulating ghrelin and feeding state
determines plasma ghrelin-like immuno reactivity levels
in humans. J Clin Endocrinol Metab 2001; 86: 4753-8.

19.Kaiya H, Darras VM, Kangawa K. Ghrelin in birds: Its
structure, distribution and function. J Poul Sci 2007; 44:
1-18.

20.Beaumont NJ, Skinner VO, Tan TM, et al. Ghrelin can
bindto a species of high density lipoprotein associated
with paraoxonase. J Biol Chem 2003; 278: 8877-80.

21.Korbonits M, Kojima M, Kangawa K, Grossman AB.
Presence of ghrelin in normal and adenomatous human
pituitary. Endocrine 2001; 14: 101-4.

22.Gualillo O, Caminos J, Blanco M, et al. Ghrelin, a
novel placental-derived hormone. Endocrinology 2001;
142: 788-94.

23 Korbonits M, Bustin SA, Kojima M. The expression of
the growth hormone secretagogue receptor ligand
ghrelin in normal and abnormal human pitiutary and
other neuroendocrine tumors. J Clin Endocrinol Metab
2001; 86: 881-7.

24.Casanueva FF, Dieguez C. Ghrelin; the link connecting
growth with metabolism and energy homeostasis. Rev
Endocrine Dis 2002; 3: 325-38.

25.De Ambrogi M, Volpe S, Tamanini C. Ghrelin: central
and peripheral effects of a novel peptydil hormone. Med
Sci Monit 2003; 9: 217-24.

26.Schwartz MW, Woods SC, Porte D, et al. Central
nervous system control of food intake. Nature 2000; 404:
661-71.

27.Janeckova R. The role of leptin in human physiology
and pathophysiology. Physiol Res 2001; 50: 443-59.

28.Tschop M, Smiley D, Heiman ML. Ghrelin induces
adiposity in rodents. Nature 2001; 407: 908-13.

29.Soriano-Guillen L, Barrios V, Chowen J, et al. Ghrelin
levels from fetal life through early adulthood:
relationship with endocrine and metabolic and
anthropometric measures. J Pediatr 2004; 144: 30-5.

30.Eckerson H, Wyte C, La Du B. The human serum
paraoxonase/arylesterase polymorphism. Am J Hum
Genet 1983;35: 1126-38.

31.Karatag F, Aydin S, Gegkil H. Ghrelin hormonunun
HPLC ile belirlenmesi. 21. Ulusal Kimya Kongresi,
2006, Malatya.

32.Sinan S, Kogkar F, Arslan O. Novel purification
strategy for human PON1 and inhibition of the activity
by cephalosporin and aminoglikozide derived
antibiotics. Biochimie 2006; 88: 565-74.

33.Golmanesh L, Mehrani H, Tabie M. Simple procedures
for purification and stabilization of human serum
paraoxonase-1. J Biochem Biophys Methods 2008; 70:
1037-42.

34 Rodrigo L, Gil F, Hernandez AF, Marina A, Vazquez J,
Pla A. Purification and characterization of paraoxon
hydrolase from rat liver. Great Britain Biochem J 1997;
321:595-601.

iletisim Yazar
Dr. Ugur Askin
Firat Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Kimya Bolimi, Elazig.
e-posta: askinugur@hotmail.com




