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ABSTRACT

Paraoxonase (PON1) is a calcium-dependent esterase that is a component of
high density lipoprotein. PON1 serves as a protective factor against oxidative
modification of LDL. Serum PON1 activity decreases with diseases related to
lipid metabolism which increases risk of atherosclerosis. Research has focused
on two polymorphisms. PON 55 L>M polymorphism which is one of two poly-
morphism effects concentration of paraoxonase because of connection to poly-
morphism on PON 1 promoter region. PON 55 L>M polymorphism located on
PON1’s N-terminal region which has role to bind HDL. Many researches were
carried out to investigate relationship between PON1 gene polymorphism and
plasma lipoproteins. In this study, patients whose lipid profile measured in
biochemistry laboratory are investigated. We examined amino acid changes
at codon 55 in the PON1 gene by polymerase chain reaction and using restric-
tion enzymes in 80 patients (26 men, 54 women; mean age 55.31+14.6 years)
with high total cholesterol and LDL-C levels and in 60 patients (15 men, 45
women; mean age 42.75+17.7 years) with normal serum lipoprotein profile.
Distribution of genotypes in the patient and control groups were 17.5% and 5%
for MM, 40% and 51.7% for LM, 42.5% and 43.3% for LL, respectively. While the
frequency of PON1 55M allele was higher in the patient group (0.375 vs.0.308),
PONT1 55 L allele frequency was higher in the control group. There was a margi-
nal significant relationship between the PON1 M/L 55 polymorphism and hyper-
lipidemia (p=0.065). These data suggest that the PON1 M/L 55 polymorphism
may show a significant relationship with hyperlipidemia.
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OZET

Paraoksonaz 1 (PON1) enzimi yiiksek yogunluklu lipoproteinlerde (HDL) bulu-
nan, kalsiyuma bagimli bir esterazdir. PON1, lipit peroksitlerini hidroliz eder-
ek diistik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) oksidasyondan koruma yetenegine
sahiptir. Serum PON1 aktivitesi ateroskleroz riskinin yiiksek oldugu, lipit
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metabolizmasi ile ilgili bozukluklarda azalir. PON1 geninde iki
polimorfizm yaygin sekilde calisilmistir. Bunlardan biri olan
PON 55 L>M polimorfizmi, PON1 promotor bélgesindeki poli-
morfizm baglantisi yiiziinden enzim konsantrasyonunu etkiler.
PON 55 L>M polimorfizmi, PON1’in HDL ile baglanmasinda rol
oynayan N-terminal bélgesinde lokalizedir. PON1 gen polimor-
fizmi ve plazma lipoproteinleri arasindaki iliskiyi arastirmak
icin ¢esitli ¢alismalar yiirttilmustir. Calismada biyokimya
laboratuvarinda lipit profili bakilan hastalar incelendi. Total
kolesterol ve LDL-K diizeyleri yiiksek olan 80 (26 erkek, 54
kadin; ort.yas 55.31£14.6), lipit profili normal olan 60 has-
tadan (15 erkek, 45 kadin; ort.yas 42.75+17.7) genetik ince-
leme icin kan alindi. PON1 geninde 55. kodondaki aminoasit
degisiklikleri polimeraz zincir reaksiyonu ve kisitlayici enzim-
ler kullanilarak incelendi. Hasta ve kontrol gruplarinda PON 55
bélgesinde genotip dagilimi MM igin sirasiyla %17.5 ve %5, LM
icin %40 ve %51.7, LL icin ise %42.5 ve %43.3 bulundu. PON 55 M
alel frekansi hasta grubunda kontrollere gore daha fazla bulu-
nurken (0.375 ve 0.308), L alel frekansi hasta grubunda kont-
rollere gbre daha diisiik bulundu (0.625 ve 0.692). PON1 M/L 55
polimorfizmi ile hiperlipidemi arasinda marjinal anlamli iliski
gorildi (p=0.065). Bulgularimiz, PON 55 L/M polimorfizmi ile
hiperlipidemi arasinda iliski olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Hiperlipidemi, genotip, PON 55, polimor-
fizm.

GiRIiS

Paraoksonaz (PON1) enzimi yiiksek yogunluklu lipo-
proteinlerde (HDL) bulunan, kalsiyuma bagimli bir es-
ter hidrolazdir (1). Karacigerde sentezlenmektedir.
insanlarda PON1 ayrica bobrekler, beyin, kalp, ince
bagirsak ve akcigerde de bulunmaktadir (2,3). PON1 enzi-
mi 43 kDA molekiil agirliginda, 354 aminoasitten olusan bir
proteindir (4). PON1, kromozom 7q21.3-q22.1 bolgesinde
bulunan gen tarafindan kodlanmaktadir (5). PON1 geni,
ayn1 kromozom Uizerinde bulunan ve PON2 ile PON3’{in
de yer aldig1 bir coklugen ailesinin uyesidir. PON1’in
digerlerinden farki, N-terminalinde hidrofobik bir sinyal
dizisinin bulunmasidir (6). PON’un baslica iki fonksiyonu
bulunmaktadir. Bunlar, bir pestisid olan paraokson gibi
organofosfat bilesiklerin detoksifikasyonuna katilmak ve
lipit peroksitlerini hidrolize ederek LDL'yi oksidasyondan
korumaktir (7). PON1, LDL lipit oksidasyon Uurinlerinin
birikimini ve kolesterol tasinmasina etki ederek periferik
dokularda kolesterol birikimini onler (8). Bu ozellikleri
nedeniyle PON1 geninin, dncelikle koroner arter hastaligi
(KAH) olmak uzere kardiyovaskiler hastaliklarin pato-
genezinde rolii oldugu ileri siirlilmektedir (9-11). PON1’in
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enzimatik aktivitesi bireysel farkliliklar gostermektedir.
HDL-kolesterol konsantrasyonunun c¢ok disiik oldugu
durumlarda, serum PON1 diizeyi de dusik gozlenir (6).
Serum PON1 aktivitesinin, miyokart enfarktisu, ailesel
hiperkolesterolemi, Balikgozii hastaligi, Tangier hastaligi
ve diabetes mellitus (DM) gibi ateroskleroz riskinin yiik-
sek oldugu, lipit metabolizmasi ile ilgili hastaliklara yaka-
lanan bireylerde dusiik oldugu goriilmistir (8). PON1
aktivitesindeki degisimler bu enzimi kodlayan gendeki
polimorfizmler nedeniyledir (4). PON1 geninin kodlama
bolgesi iki polimorfik bolge icerir; pozisyon 55’de l6sin
(L) ve metiyonin (M) (55 L>M) transizyonu ve pozisyon
192’de glutamin (Q) ve arginin (R) (192 Q>R) transizyonu.
Kodlama bolgesindeki bu polimorfizme ilaveten, ozel-
likle pozisyon 107/108’de oldugu gibi promotor bolgede
onemli degisiklikler oldugu da rapor edilmistir (12). PON
55 L>M polimorfizmi, PON1’in HDL ile baglanmasinda rol
oynayan N-terminal bolgesinde lokalizedir (13-15). PON
55 L/M polimorfizminde MM homozigot bireylerde, LL
homozigotlara kiyasla paraoksona karsi daha diisiik PON1
aktivitesi bulunmaktadir (12-16). Bircok calismada serum
PON aktivitesindeki degisimin serum apo A1, LDL-K ve
HDL-K’U iceren plazma lipoprotein konsantrasyonlarinda
degisim ile iliskili oldugu one suriilmiistiir (17-19). PON1
gen polimorfizmi ve plazma lipoproteinleri arasindaki
iliskiyi saptamak icin cesitli calismalar yurutulmustir.
Leus ve ark.’nin (17) yaptiklan calismada PON1 MM 55
genotipine sahip hastalar daha iyi plazma lipoprotein
profiline sahipti. Fanella ve ark. (18) ise PON1 M55
tastyanlann tasimayanlara gore total ve LDL-K ve apoB
ortalama plazma konsantrasyonlarinin daha yiksek
oldugunu gosterdi. Bununla beraber diger popiilasyonlar-
daki baz1 diger calismalar PON1 polimorfizmi ve plazma
lipoproteinleri arasinda iliski gostermedi (20-22). PON
genotipi ve total kolesterol, HDL-K, LDL-K, apo B ve Apo
A1 oranlan arasindaki iliskiler PON genotipinin bazi bilin-
meyen mekanizmalar ile lipit metabolizmasin etkiledigini
dusundurir. Bu calismada hiperlipidemi Uzerine PON55
genotipinin etkisi arastirilmak tzere total K, LDL-K’U yuk-
sek olan hastalar ile serum lipoprotein profili normal olan
kontroller PON 55 genotipi icin karsilastinldi.

GEREC ve YONTEM

Calismada biyokimya laboratuvarinda serum lipit pro-
fili bakilan hastalar incelendi. Hastalarin kanlari 3500
rpm’de 10 dakika santrifuj edilerek serumlar aynistinldi.
Serum total kolesterol, trigliserid ve HDL dizeyleri
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Tablo 1. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zelliklei ve lipoprotein diizeyleri

HASTA KONTROL
Sayl % Ort+SS Sayi % Ort+SS p
Yas 55.31+14.6 0.001
Cinsiyet 0.001
Erkek 26 325 15 25
Kadin 54 67.5 45 75
DM 20 25 15 25
T.Kolesterol 243.3+26.6 160.85+19.7 0.001
HDL-K 58.35+15.2 54+13.8 0.083
LDL-K 158.2+20.1 86.2+15.3 0.001
TG 134.7+44.1 103.4+37.1 0.001

spektrofotometrik yonteme dayali Olympus marka ticari
kitler kullanilarak Olympus AU 2700 (Japonya) oto-
analizorde calisildi. LDL-K diizeyleri Friedewald hesap-
lama yontemi ile belirlendi. Total kolesterol ve LDL-K
diizeyleri yiiksek olan 80, lipit profili normal olan 60
hastadan genetik inceleme icin K2-EDTA’li hemogram
tipune yaklasik 5’er cc venoz kan ornekleri alindi. DNA
izolasyonuna kadar toplanan kanlar -80 °C’de muhafaza
edildi. Norgen Biotek Corp. Blood Genomic DNA Isolation
Kit (Kanada) kullanilarak DNA izolasyonu gerceklestirildi.
Elde edilen DNA ornekleri polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) kullanilarak amplifiye edildi. Amplifikasyonda PON
55 L/M polimorfizmi icin su primerler kullamldi:

5’-GAA ATG GAT CCA CAT CCT GC-3’ (forward),
5’-TTG AAA GTG GGC ATG GGT AT-3’(reverse)

Reaksiyon icin 25 pl hacimde PZR karisimi hazirlandi.
Karisim icin 20-100 ng DNA, 100 pm dNTPs, 20 pmol
primer (Forward ve Reverse primer), 1.5 mM MgCl2, 20
mM Tris-HCl PH 8.6, 50 mM KCl, 0.2 U Taq polymerase
(MBI Fermentas) kullamldi. PZR, 94 °C’de 5 dakika, 94
°C’de 1 dakika, 59 °C’de 1 dakika, 72 °C’de 1 dakika
(35 siklus), 72 °C’de 10 dakika olacak sekilde, 1s1 dongu-
leyici kullanilarak gerceklestirildi. PZR urunlerine PON
55 L/M polimorfizmi icin Nlalll (New England Bio Labs.)
kisitlayic1 (restriksiyon) enzimi  kullanildi. PZR Uriin-
leri 5U Nlalll enzimiyle gece boyunca 37 °C’ de inkiibe

edildi. Kesim urunleri %2’lik agaroz jel elektroforez-
inde yiiriitiilerek Kodak image 2000MM (USA) cihazinda
goruntilendi.

istatistiksel Degerlendirme

Tanimlayici istatistikler, incelenen siirekli degiskenler
icin ortalamaz standart sapma (SD), kesikli degiskenler
icin adet ve vylizdeleriyle verildi. Genotip dagiliminm
karsilastirmak icin ki-kare, diger o6zellikler icin Mann-
Whitney U-testi kullamld. istatistiksel incelemeler SPSS
15.0 stirimi kullamlarak gerceklestirildi. P degeri icin
anlamlilik diizeyi <0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hasta (%57.15) ve kontrol grubunun (%42.85) buyuk
cogunlugu kadinlardan olusmaktaydi. Her iki grupta
da hastalarin %25’i diyabetikti (Tablo 1). Yuksek total
kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserit sikliginin hasta
grubunda anlamli olarak daha fazla oldugu gozlendi.
HDL-K degerlerinde gruplar arasinda anlamli fark yok-
tu. Kontrol grubu anlamli olarak daha gencti (Tablo 1).
Hasta grubunda PON 55 bolgesinde M homozigotlarin
oranmi  %17.5, L homozigotlarin oram %42.5, LM
heterozigotlarin oram ise %40 idi. Kontrol grubunda
ise PON 55 bolgesinde M homozigotlarin oram %5, L
homozigotlarin oranit %43.3, LM heterozigotlarin orani

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinda PON55 genotip dagilimi

HASTA (n:80)

KONTROL (n:60)

Sayi % Sayi % p
PON1 55 L/M genotipleri
LL 34 42.5 26 43.3
LM 32 40 31 51.7 0.065
MM 14 17.5 3 5
PON1 55 L/M frekansi 0.625/0.375 0.692/0.308

Eur J Basic Med Sci 2012;2(3):79-84
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ise %51.7 idi. Hasta ve kontrol gruplarinda PON55 L alel
frekansi sirasiyla 0.625/0.692, PON55 M alel frekansi
sirastyla 0.375/0.308 bulundu (Tablo 2). PON 55 L alel
frekansinin kontrol grubunda (0.625/0.692), PON 55 M
alel frekansinin ise hasta grubunda (0.375/0.308) daha
fazla bulunmasi, PON 55 M/L polimorfizmi ile hiperlipid-
emi arasinda marjinal olarak anlamli bir iliski oldugunu
gosterdi (p=0.065).

TARTISMA

Hiperlipidemi, gelismis lilkelerde cevresel ve genetik fak-
torlerin birlesimi sonucu olusan karmasik bir hastaliktir.
Kardiyovaskuler hastaliklar tim dunyada olum neden-
lerinin basinda gelmektedir. Hipertansiyon, sigara icimi,
diyabet, hiperlipidemi koroner kalp hastaligi gelisimi
icin bagimsiz risk faktorleridir (23). Kolesterol diizeyi ile
koroner arter hastaligi (KAH) mortalitesi arasinda lineer
bir iliski soz konusudur. Total koleste- rolde her 20 mg/
dl artis, KAH mortalitesinde %12’lik bir artisa sebep
olmaktadir (24). Ayrica Framingham Kalp Calismas total
kolesteroldeki her %1 yukselmenin KAH riskinde yaklasik
%2 artisa sebep oldugunu gostermistir (25).

Serum paraoksonaz enzimi HDL'ye bagli bir enzim olarak
HDL’nin antioksidatif 6zelliginden sorumludur. In vitro
calismalarda, HDL-bagimli PON1’in LDL oksidasyonunu
onledigi ve okside LDL’deki biyolojik olarak aktif olan
lipitleri parcaladigi gosterilmistir (14). PON1’in in vitro
ve in vivo LDL oksidasyonunu onlemesi, ayrica PON1’i
kodlayan PON1 genindeki polimorfizmlerin serum ak-
tivitelerine olan etkisi nedeniyle, PON1 enziminin
KAH’yi olusturan bagimsiz bir risk faktorii oldugu ileri
stirilmistir (1,6). Hiperlipidemi de KAH icin bagimsiz
bir risk faktori oldugundan dolayr PON1 diizeyleri ve
polimorfizmi ile hiperlipidemi arasindaki iliski onemli-
dir. Bircok calisma serum PON aktivitesindeki degisimin
serum apo A1, LDL-K ve HDL-K’u iceren plazma lipopro-
tein konsantrasyonlarinda degisim ile iliskili oldugunu
dustindurmustir (17-19). PON1 gen polimorfizmi ve
plazma lipoproteinleri arasindaki iliskiyi saptamak icin
cesitli calismalar yurutulmustiur. PON1 enzimini kod-
layan genlerdeki polimorfizmlerin hiperkolesterolemi
ile iliskili olup olmadig1 konusunda farkli gorisler vardir.
Calismalarin bir kisminda olumlu bir iliski saptanirken,
bazilarinda herhangi bir iliski ortaya konamamstir (20-
22). PON1 promotor bolgesindeki polimorfizm baglantis
yuzunden, PON 55 L>M polimorfizmi enzim aktivite-
sini etkiler. Bu polimorfizm, promoter bolgede oldugu
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icin gen ifadesini dogrudan etkileyerek lipoprotein
metabolizmasinda anormalliklere yol acabilecektir.
Bundan dolay1 biz, PON 55 gen polimorfizmini incelemeyi
tercih ettik. Calismamizda PON55 L alel frekansi kontrol
grubunda hasta grubuna gore daha yiiksek (0.692/0.625),
PON 55 M alel frekans1 ise hasta grubunda kontrollere
gore daha yuksek bulunmustur (0.375/0.308). Ayrica MM
homozigot orani hasta grubunda kontrol grubuna gore
daha yiiksekti (%17.5/%5). Genotip dagiimindaki bu fark
sinirda anlamliyd1 (p=0.065). Bu bulgu hiperlipideminin
(yuiksek total kolesterol ve LDL-K), PON 55 L/M polimor-
fizmi ile iliskili olabilecegini diisiindlirmistir. Fanella ve
ark. (18) Oji-Cree ve Inuit olarak adlandinlan iki yerli
Kanada popiilasyonundan alinan orneklerde PON1 M55
tastyanlarin tasimayanlara gore total ve LDL-K ve apoB
ortalama plazma konsantrasyonlarinin daha yiksek
oldugunu gosterdi. Malin ve ark. (19) LL homozigotlarin
artmis HDL konsantrasyonlarina sahip olduklarini ve
de daha yuksek apo A1 konsantrasyonlarina meyilli
olduklarini buldular. Ancak Leus ve ark.’nin Hollanda’da
ailesel  hiperkolesterolemili  hastalarda yaptiklan
calismada (17) PON1 Leu/leu 55 ve met/met 55’li birey-
ler arasinda ortalama total kolesterol ve LDL-K diizey-
lerinde anlamli farklilik oldugu bulundu. Bu calismada
PON1 M55 homozigotlar daha iyi plazma lipoprotein pro-
filine sahipti. Bununla beraber diger popiilasyonlardaki
baz1 calismalar PON1 polimorfizmi ve plazma lipopro-
teinleri arasinda iliski olmadigim1 gostermislerdir (20-
22).

Elde edilen sonuclardaki bu farklilik, birinci olarak
olgu kontrol calismalarinda ornek seciminde gozlenen
degisikliklerden kaynaklanabilir. ikinci olarak ise etnik
gruplar ve hatta bireyler arasindaki farkliktan ola-
bilir. Gen polimorfizmlerinde bulunan etnik farkliliklar
nedeniyle, her bir etnik alt gruptaki ylksek veya
dusuk riskli butun bireylerde, hiperlipidemi ile ilgili
olabilen polimorfizmlerin arastinlmas1 gerekmekte-
dir. PON genotipi ve total kolesterol, HDL-K, LDL-K,
apo B ve Apo A1 oranlan arasindaki iliskiler PON
genotipinin bazi bilinmeyen mekanizmalar ile lipit
metabolizmasini etkiledigini dustndurir. PON’un  li-
poprotein metabolizmasin1 hangi mekanizmalar ile
etkileyebildigini bulmak ve farkli etnik kokenli degisik ge-
netik izolatlardaki iliskili calismalardan alinan sonuclarin
karsilastirilmasi bu yiizden onemlidir. Bu calismada bazi
kisitlamalar bulunmaktadir. Bunlardan birincisi enzim
aktivitesinin dlciilememis olmasidir. Ozellikle hetero-
zigot olgularda enzim dizeyleri, yani fenotipik goriinim
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degisiklik gostermekte, ayrica DM, PON1 aktivasyon
diizeyini etkilemektedir. ikincisi ise, olgu sayisinin sinirli
olmast ve MM aleli tasiyan hasta ve kontrol sayisinin
az olmasidir. Bu durumun genotip dagiliminda aradaki
farkin sinirda anlamli ¢ikmasina neden olabilecegini
dusiinmekteyiz. Uclinciisii HDL-K diizeylerinde hasta
ve kontroller arasinda fark olmamasidir. Dordincusu
ise calismanin ailevi hiperkolesterolemili hastalarda
yapilmamis olmasidir. Hiperlipidemi ile bu polimorfizim
arasindaki iliskiyi dogrulamak icin ozellikle otozomal
dominant gecis gosteren ailevi hiperkolesterolemili
hasta populasyonunda daha bilyiik ornek sayilarina sahip
arastirmalarin planlanmasi uygun olacaktir. Toplumlar
arasinda ve icinde cok buyuk varyasyonlar gosteren poli-
morfik yapilarin incelendigi her calismanin, bir toplum-
daki genel bilgi birikimine saglayacag katki ortadadir.
Bundan dolay1 calismamizin kisitliiklarina ragmen
onemli oldugunu diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak bulgularimiz, PON 55 L/M polimor-
fizmi ile hiperlipidemi arasinda sinirda anlamli bir
iliski oldugu yoniindedir. Bu sonug, PON 55 L/M po-
limorfizminin  hiperlipidemi gelisiminde risk fak-
tori olarak degerlendirilmesinin uygun olabilecegini
dusundurmektedir.
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