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Background

-Insan serum paraoksonazi (PON1; EC 3.1.1.2 ve EC
3.1.1.8) birgcok organofosfatlar ve lipid oksitlerini hidroliz
eder. Kalsiyum, aktivitesi ve stabilitesi icin kofaktordur.
Enzimin bilinen ug¢ ayri polimorfizmi vardir: Q192R, L55M
ve T(-107)C

Some HDL particles carry PON 1

Surface Monolayer of

A Phospholipids and Free
a pOA‘I—}: i , . Cholesterol

Paraoxonase (PON1) is an
arylesterase and lactonase
. enzyme carried predominantly

a pg}.\- 1> by apolipoprotein A-l and

apolipoprotein J {clusterin)-
containing HDL particles.
Paraoxonase is responsible for
Hydrophobic Core the protection from oxidation
of Triglyceride and that HDL affords to LDL.
Cholesteryl Esters

[ TS AT R TR



-HDL icindeki PON1 aktivite dagilimi, dort ayri arastirma
grubu tarafindan incelenmistir.

-PON1, baslangicta HDL,de ve daha sonra HDLj;'te
lokalize varsayildi; fakat bu arastirmacilarin santrifugasyon
proseduru veya HDL subfraksiyonlarindaki PON1 in
dagilim profili Uzerinde verdikleri ayrintili degildi.

-Diger cgalismalar, PON1 aktivite olgumlerinin HDL,
quantifikasyonu i¢in uygun oldugunun kabul edilmesine yol
acmistir; fakat bu sadece polietilen glikol presipitasyonu
temelinde dogrulanmistir.



- Bu calismalara ragmen, HDL yogunluk turleri icindeki
PON1 lokasyonu Uuzerine dusunceler halen belirsizlik
tasimaktadir ve VHDL fraksiyonunun (p=1.216-1.256 kg/L)
goz onunde bulundurulmasi gerekir. Bu calismanin
hedefi, aktif paraoksonaz iceren HDL altgruplarini tayin
etmek ve apolipoprotein kompozisyonlarini analiz
etmek idi. Ek bir amag, HDL altfraksiyonlari icindeki PON1
aktivitesi dagiliminin PON1 polimorfizmine bagimli olma
olasiligini incelemek idi.

Do PON-1 HDL subclasses vary in dils.gg?e? |



Materyal ve metod
Ornekler

-Calisma icin 245 bireylik bir calisma grubu hazirlandi ve
bunlarin klinik muayenelerle saglikl olduklari dogrulandi.

-Ultrasantrifugasyon analizi icin serum, 49 bireylik bir alt
gruptan (%20 kadin) elde edildi.

-Bu grubun yas medyani 36, vucut kitle indeksi medyani
24,5 kg/m? ve kan basinci medyani 126/70 mmHg idi. Tum
bireyler normolipidemik idi ve medikal tedavi almamisti.
Totalin %39’u sigara icen (%22'si 210 paket/yil), %29'u >
15 gr/gun alkol kullanan idi.



-Ornek toplanmasinda lipid ve PCR olctimleri igcin EDTA Ii

tupler, ultrasantrifugasyon analizi icin serum tupleri
kullanildi.

-Tum ornekler hemen santrifuj edildi (2880g’'de 10dk) ve
bilesenler -80°C’de donduruldu.

-Cozulme sonrasinda olgumlerin tumu, kullanilan yogunluk
gradienti solusyonundaki ApoE’'nin dayaniksiz olmasi
yuzunden 57 saat icinde tamamlandi.



PON1 aktivitesi

-PON1 aktivitesi substrat olarak fenil asetat kullanilarak
tayin edildi. Orijinal prosedurden farkli olarak dilusyon igin,
su yerine substratsiz tampon solusyonu kullanildi. ki ay
uzerindeki calismalar arasi CV %8.2 idi (n=112, ortalama
konsantrasyon 0.6 U/ml, dilusyon 1:101).

-PON1 aktivitesi fosfotungstik asit (PTA)/MgCl, ile
presipitasyondan anlamli derecede etkilenmedi.



Kinetik nefelometry

-ApoA-1 ve ApoB, Beckmann protein olgum sisteminde,
firma tarafindan saglanan reaktifler kullanilarak ve firmanin

yonergelerine gore olculdu.

-ApoA-Il, ayni sistemde, Dade-Behring’den saglanan insan
ApoA-I'ne karsi N-antiserum, uygun standartlar ve
kontrollerle tayin edildi.



ELISA

- ApoE ve Apod, DPC Bierman’dan alinan poliklonal
antikorlar ile nonkompetitif sandwic ELISA ydntemiyle
olculdu.

-ApoE tutucu antikor olarak, 0.2 mol/L karbonat
tamponunda (pH 10) 1:2001 oraninda dilue edilmis anti-h-
ApoE kullanildi. ApoE taniyici olarak biotinle konjuge anti-
h-ApoE (0.5 mL/L Tween 20 ve 10 g/L bovin serum
albumin iceren Dulbecco PBS ile 1:10001 oraninda diltue)
kullanildi.

-Apod tutucu antikor olarak, 0.2 mol/L karbonat
tamponunda (pH 10) 1:2001 oraninda dilue edilmis anti-h-
Apod kullanildi. ApoE taniyici olarak biotinle konjuge anti-h-
ApodJ (0.5 mL/L Tween 20 ve 10 g/L goat serum albumin
iceren Dulbecco PBS ile 1:20001 oraninda dilue) kullaniidi.



-Inkubasyon  sireleri, tutucu antikorlarin  yilzeyine
baglanmasi i¢in plagin gece boyunca birakilmasi digsinda
oda sicakliginda 2 saat idi.

-ApoE-ApoE ELISA’nin saptama sinirt 60 pmol/L ve ApoJ-
Apod ELISA'nin ise 2 nmol/L idi.

-Tum olgumler cift yapildi.

-Calismalar arasi CV ApoE-ApoE ELISA icin %5 ve ApodJ-
Apod ELISA icin %11 idi (n=62 ortalama konsantrasyonlar
ApoE-ApoE ELISA icin 13nmol/L, ApoJ-Apod ELISA igin 81
nmol/L).



Ultrasantrifugasyon

-Santrifugasyon oncesi, ApoB iceren lipoproteinler,
PTA/MgCI, kullanilarak presipite edildi. PTA/MgCI,
presipitasyonunun dogrulugu, ardisik flotasyonla onaylandi.

-Orneklerin dansitesi (presipitasyon sonrasi p=1.0285 kg/L
Ki dogal serumunkinden daha yuksek) gazlardan aritiimig
belirli  yogunluktaki solusyonlarin  (NaCl/NaBr) ilave
edilmesiyle artirildi. Her bir solusyon 1.32 mmol/L CaCl,
icerir.

-Yeterli PTA supernatant (2.22mL) ve yogunluk solusyonu
(1.58 mL; p =1.3425 kg/L) karistirildi,1.1600 kg/L dansite
elde edildi.



-Ultrasantrifugasyon sartlari asagida gosterildigi sekildedir:

santrifuj, Kontron T-1080

rotor, Beckman Ti 50.4

tupler, Beckman open-top thick-walled polikarbonat
doldurma dansitesi, 1.1600 kg/L

rotor 1sisi1 15° C

relatif santrifugal gug, 241 336 g

zaman, 22 saat

hizlanma, maksimum

yavaslama, maksimum 500 rpm’in altinda



Bilgisayar kontrollu fraksiyonel emme

-Ultrasantrifugasyon sonrasi tupleri bosaltma igin yuksek
yenilenebilme saglayan yeni bir prosedur gelistirildi.

-Bu, sivi yuzeyine santral bir kanul (Hamilton kanulu)
yerlestirmeyi ve igne icinden emme suretiyle tupun
iceriginden farkli volumleri uzaklastirmay! kapsamaktadir.

-Belirlenen sartlarda dokuz 420 pL fraksiyon elde edildi.



Genetik tipleme

- PON1,4, ve PON1.- genotipleri, bir Eppendorf Thermal
Cycler'de restriksiyon enzim analizi sonrasi PCR ile tayin
edildi.

-50 uL final volumde 60 pmol oligonukleotid primerleri, 62.5
mM KCI,12.5mM Tris-HCI (pH 8.3),1.5 mM MgCl,, 50uM
herbir deoksinukleotid trifosfat ve 1.5 U Tag-DNA polimeraz
iceren PCR reaksiyon karisiminin her birine 0.1ug DNA
eklendi.



-T(-107)C polimorfizmi, amplifikasyon refrakter mutasyon
sistem (ARMS) kullanilarak tanimlandi.

-Iki eksternal primer kullanildi; PONpromotor A ve
PONpromotor B. Iki tane de 5’ internal allel-spesifik primer

kullanildi;  PONpromotor-107C ve PONpromotor-107T
kullanildi.



-Amplifikasyon protokolu, 100mL/L'den daha fazla dimetil
sulfoksit eklenmesiyle tanimlanan standart reaksiyon
karisiminin olusmasindan ibarettir.

-Eksternal 5 ve 3’ primerler ve bir internal primer (her biri
30 pmol) herbir reaksiyon karisimina eklendi. ve 30 siklus
94°C’de 30 s, 64°C'de 30 s, 72°C de 1 dk ve son olarak
72°C’de 6 dk yapild.

-PCR fraksiyonlari %2 agaroz jelinde analiz edildi.



Sonuclar

Fraksiyonasyon

-Santrifugasyon sonrasi tup iceriginin fraksiyonasyonu icin
kullanilan genelde iki igslem vardir. Bunlar kolayca
yenilenebilir dilimleme teknigi (readily reproducible slicing
technique) ve clkarma metodu (expulsion method)dur.
Birincisi, sadece iki fraksiyon saglar ve zaman alicidir;
ikincisi FC70 gibi agir flurohidrokarbonlarin kullanimina
baghdir.

-Bu calismada gelistirilen islem, yuksek yenilenmeyle (CV
yaklasik %2) kuguk parcaciklarin (250 pL’nin altinda) hizli
izolasyonuna (8 tup icin 30 dk.nin altinda) imkan
vermektedir



Dolum yogunlugu 1.1377 kg/L

- Spektrum iginde uniform bir fraksiyon olarak HDL, elde
edilmeye calisildi.
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Fig. 1. Density distributions of cholesterol and ApoA- concentration
and PON1 activity after centrifugation for 22 h at 240 000g using a
filling density of 1.1377 kg/L.

The amow indicates the operational density between HDL, and HDL,. The first
fraction (mean density. 1.1109 kg/L) contains HDL, (1.0563 = p = 1.1119

kg/L), and the last fraction (mean density, 1.1673 kg/L) contains the more
dense HDL, and the VHDL (1.1610 < p < 1.256 kg/L).



-Absolu PON1 aktivitesi degerleri ve dansite gradiyenti
icindeki  apolipoprotein  konsantrasyonlari  baslangic
miktarlarina bagimli oldugundan dolay! ordinat skalasinda
relatif degerler baz alindi.
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Fig. 1. Density distributions of cholesterol and ApoA- concentration
and PON1 activity after centrifugation for 22 h at 240 000g using a
filling density of 1.1377 kg/L.

The amow indicates the operational density between HDL,, and HDL,. The first
fraction (mean density, 1.1109 kg/L) contains HDL, (1.063 < p < 11110

kg /L), and the last fraction (mean density, 1.1673 kg/L) contains the more
dense HOL, and the VHDL (1.1610 < p < 1.256 kg/L).



-Apo A-1 ve kolesterol, siklikla bir en alt nokta p= 1.125
kg/L'de beklenen dagilim paternlerini gosterdiler.

-PON1 aktivitesinin dagihmi  sadece >1.145 Kkg/L
dansitelerde fark edilebilen bir artis nedeniyle farkl idi.
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Fig. 1. Density distributions of cholesterol and ApoAd concentration
and PON1 activity after centrifugation for 22 h at 240 000g using a
filling density of 1.1377 kg/L.

The amow indicates the operational density between HDL, and HDL,. The first
fraction (mean density, 1.1109 kg/L) contains HDL. (1.063 < p» = 11119
kg/L), and the last fraction (mean density, 1.1673 kg/L) contains the more
dense HOL, and the VHDL (1.1610 < p < 1.256 kg/L)



-Son fraksiyondaki azalma Apo A-l ile iligkiliydi ve aktif
PON1 serum  protein  fraksiyonunda  (sediment)
gosterilemedi.HDL, fraksiyonu, HDL,
fraksiyonundakinden 25 kat daha fazla PON1 aktivitesi
iceriyordu.
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Fig. 1. Density distributions of cholesterol and ApoAd concentration
and PON1 activity after centrifugation for 22 h at 240 000g using a
filling density of 1.1377 ka/L.

The amow indicates the operational density between HOL., and HDL,. The first
fraction (mean density. 1.1109 kg/L) contains HDL, (1.063 < p < 11119

kg /L), and the last fraction imean density, 1.1673 kg/L) contains the more
dense HOL, and the VHDL (1.1610 < p < 1.256 kg/L).



-Aktivite/apolipoprotein (U/nmol) olarak ifade edilen Apo A-
I'deki PON1 aktivitesi, daha az yogun fraksiyonlarda PON1
aktivitesi ile orantili, fakat son fraksiyonda degildi. Burada
her iki deger dusmus, oran artmistir.
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Fig. 1. Density distributions of cholesterol and ApoAd concentration
and PON1 activity after centrifugation for 22 h at 240 000g using a
filling density of 1.1377 kg/L.

The amow indicates the operational density between HDL, and HDL,. The first
fraction (mean density, 1.1109 kg/L) contains HDL. (1.063 < p» = 11119
kg/L), and the last fraction (mean density, 1.1673 kg/L) contains the more
dense HOL, and the VHDL (1.1610 < p < 1.256 kg/L)



HDL,; ve VHDL nin flotasyonu

-HDL’den aktif PON1'un ayrilmasi icin gecerli dagilim
paternleri olup olmadigini kontrol etmek igin, yuksek
dansitelerde (p=1.216 ve 1.256 Kkg/L) santrifugasyonlar
yapildi.

-Bu amag¢ icin HDL, slicing teknigi kullanilip
ultrasantrifugasyon araciligyla uzaklastrildi ve alt fraksiyon
ya 1.216 ya da 1.256 kg/L yogunlukta santrifuj edildi.
--ApoA-| ve kolesterol, p=1.216 kg/L’da tamamen yuzeyde
kaldilar fakat aktif PON1 in yuzdesi (orani), kulanilan
yogunluk araliginin Gzerinde nispeten sabit (%12) idi.



-VHDL (p=1.256 Kkg/L) ile flotasyon calismalari, bu
fraksiyonun, ApoA-I'in tumundeki ve kolesterolln
tumundeki gibi PON1 aktivitesinin tumund icerdigini
gOstermistir. Iki santrifugasyon sonrasi PON1 geri kazanim
ortalamasi %87.5 idi (n=5).
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Fig. 2. Density distributions of cholesterol and Apod-l concentrations
and PON1 activity after centrifugation of the HDL,, after removal of the
HDL, at a filling density of 1.256 kg/L (240 000g at 30 h).

Fractions 1-8 comespond to the mean densities 1.22 and 1.28 kg/L, respec-
tivaly.



Dolum yogunlugu 1.16 kg/L

-ApoA-I, %6.5 ve %16 arasinda yuzdelerle incelenen
yogunluk araliginda diger tarafla esit olarak dagilimistir.
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Fig. 3. Density distributions of Apod-, Apoddl, and cholesterol concen-

trations (filling density, p = 1.1600 kg/L; centrifugation for 22 h at

240 Q00g).

The eror bars indicate the interindividual mean variation. The first fraction (mean
density, 1.12335 kg/L) containg HOL: and less dense HDL; (1063 < p <
1.1365 kgrL), and the last fraction (mean density, 1.1907 kg/L) contains the
more dense HOL; and the VHDOL (118584 < p < 1.266 kg/L).



-En yuksek yuzde, 1.063-1.1366 kg/L yogunluk araliginda
gozlendi. HDL'nin tumunun santrifuj edilmesinden dolayi
bu, 1.1335 kg/L ortalama dansite ile daha az yogun HDL,
kadar HDL, igeren ilk fraksiyona uyar.
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Fig. 3. Density distributions of ApoA-, Apod- |, and cholesterol concen:
trations (filling density, p = 1.1600 kg/L; centrifugation for 22 h at
240 000g).

The eror bars indicate the intenndividual mean vanation. The first fraction (mean
density, 1.1335 kg/L) contains HOL. and less dense HOL, (1.063 < p -
1.1365 kg/L), and the last fraction (mean density, 1.1907 kg/L) contains the
maore dense HOL; and the VHDL (11854 < , < 1,286 kg/L).



-ApoA-| dagilimindaki en alt nokta (%6.5) dikkat cekici idi.
Bu yaklasik p= 1.1675 kg/L idi. Dansitesi 1.158 kg/L den
buyuk fraksiyonlarda ApoA-ll nin orani, ApoA-l'inkinden
daha az idi.
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Fig. 3. Density distributions of ApoA-, Apod- |, and cholesterol concen:
trations (filling density, p = 1.1600 kg/L; centrifugation for 22 h at
240 000g).

The eror bars indicate the intenndividual mean vanation. The first fraction (mean
density, 1.1335 kg/L) contains HOL. and less dense HOL, (1.063 < p -
1.1365 kg/L), and the last fraction (mean density, 1.1907 kg/L) contains the
more dense HDL; and the VHDL (1.1854 < ;» < 1.256 kg/L).



-En yogun HDL, fraksiyonunda (p=1.1907 kg/L) Apo A-l
%5’'in altinda gosterildi, halbuki en az yogunluktaki
fraksiyonda (p=1.1335 kg/L) oran en yuksekti (%20nin

ustinde)
04
= o ApoA-
= & ApoA-l
8 o - Cholesterol
= \
2 \
= "\
S02] &\
% B {:“ 1
o = R
Y htﬁ}g,_ U.#iﬂx _'____,_B
— ¢
0

113 114 115 1.16 117

Density [kg/l ]

118 119

Fig. 3. Density distributions of ApoA-, Apod- |, and cholesterol concen:
trations (filling density, p = 1.1600 kg/L: centrifugation for 22 h at

240 000g).

The emor bars indicate the intenndividual mean variation. The first fraction imean
density, 1.1335 kg/L) contains HOL. and less dense HOL, (1.063 < p -
1.1365 kg/L), and the last fraction (mean density, 1.1907 kg/L) contains the
more dense HDL; and the VHDL (1.1854 < ;» < 1.256 kg/L).



- Diger HDL proteinlerin (ApoE, ApoJ ve PON1) dagilimi
yukarida tanimlanan apolipoproteinlerden oldukga farklidir.
Apoll'nin kigcuk miktarlarda gosterildigi bu fraksiyonlarda
sadece Ucu meydana gelmistir. ApoE’'nin yuzdesi, sadece
1.1675 kg/L'lik bir yogunlugun uzerinde platoya eristigi
zaman artmistir.
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Fig. 4. Density distributions of ApoE and Apol) concentrations and
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The error bars indicate the interindividual mean varation. The density ranges of
the first and the last fraction are the same as in Fig. 2.



-HDL icindeki ApoJ'nin  %99undan fazlasi, son ki

fraksiyonda bulunmustur.
-PON1 aktivite dagilimi, p=1.16 kg/L'de artar ve aktivitesi

p=1.18 kg/L'de maksimuma erisir.
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Fig. 4. Density distributions of ApoE and Apol concentrations and
PON1 activity (filling density, p = 1.1600 kg/L; centrifugation for 22 h
at 240 000g.

The error bars indicate the interindividual mean varation. The density ranges of
tha first and the last fraction are the same as in Fig. 2.



-Total PON1 aktivitesinin sadece %18i daha kucguk
yogunluk bolgesinde bulunmustur vyani aktivitesindeki
artisin baslamasindan once. Farkli dagilim paternlerinde
dikkate deger bir ozellik ApoJ konsantrasyonu ve PON1
aktivitesi arasinda ters bir iliski olmasidir.
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Fig. 4. Density distributions of ApoE and Apol concentrations and
PON1 activity (filling density, p = 1.1600 kg/L; centrifugation for 22 h
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The error bars indicate the interindividual mean varation. The density ranges of
tha first and the last fraction are the same as in Fig. 2.



Genetik faktorlerle PON1 aktivitesi iligkisi
-Arastirilan gruplar icinde Hardy-Weinberg'e gore gen
frekansi asagidaki gibidir.
Q192: %72 (n=245),
L55: %66 (n=158)
T(-107): %44 (n=239)
-Dansite gradienti icindeki dagilima dikkatle bakildiginda,

ne L55M ne de promoter polimorfizmin kaynagi dagilim
paterni uzerinde etkilidir.



-homozigot R192 tasiyicisindaki aktivite orani, dansiteleri
1.063- 1.16 kg/L'deki fraksiyonlar icindeki wild tip alelinkinin
sadece %43'U ve en yuksek PON1 aktivitesindeki fraksiyon
icindeki wild tip alelinkinden %25 daha yuksektir.
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Fig. 5. Relationship between the density distributions of PON1 activity
and Q192R polymonshism (filling density, p = 1.1600 kg/L: centrifu-
gation for 22 h at 240 D00,

The emor bars indicate the interindividual mean variation. The density ranges of
the first and the last fraction are the same as in Fig. 3.



Molar apolipoprotein oranlarinin dagilimi

-ApoA-IV miktarlarinin orani ile ,ApoA-II'ninkilerden sadece
onda biri ihmal edilebilir. Lipoprotein (LP) A-Il:A-ll
partikulleri, HDL sahasi iginde nispeten azdir. Bu sebeple
HDL icerigi esasen Lp A-l:A-l ve Lp A-l:A-ll parcaciklari
olarak farz edilir.



- ApoA-lI ve ApoA-Il sonuglarinin molar orani igin egimin
devamindan dolayr HDL partikul sayisi ve partikul
kompozisyonu dikkat cekmektedir. Daha kompleks Lp A-
l;A-Il partikulleri ile basit LpA-I;A-l partikullerinin orani
yogunlugun artmasiyla azalir.
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Fig. &. Density distibutions of the molar Apod-l/Apod-Il ratio and the
POML activity per nmol of ApoA-l and Apok (filling density p = 1.1600
kg/L; centrifugation for 22 h at 240 000g).

The emor bars indicate the interindividual mean variation. The density ranges of
the first and the last fraction are the same as in Fig. 2.



ApoA-l, Apo A-ll, Apo-E ve ApodJ icin apolipoprotein
miktari ile PON1 aktivitesi oraninin profili

-PON1 aktivitesi 1.18 kg/L’lik bir yogunlukta maksimuma
erisir.

- ApoA-I unitesi basina total PON1 aktivitesinin maksimum
degerine (%38’e) uymaktadir
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Fig. &. Density distributions of the molar ApoA-l/Apod-ll ratio and the
POM1 activity per nmal of Apod-l and ApoE (filling density p = 11600
kg/L; centrifugation for 22 h at 240 000g).

The emor bars indicate the interindividual mean variation. The density ranges of
the first and the last fraction are the same as in Fig, 3.



-PON1/ApoA-l dagilm paterni ile  Kkarsilastirilisa,
PON1/ApoA-Il ninkinden daha az bir peak gostermistir
(veriler gosterilmemistir).

-Bu calismadaki bulgular temelinde biz HDL partikulu
basina PON1 aktivitesinin unitesi olarak PON1 aktivitesi
ekspresyonu aldik. En yuksek PON1 aktiviteli HDL
fraksiyonunda, oran 14 unite/nmol HDL partikili ve son
Kisimda aktivite 7 unite/partikul idi.

-En kuguk yogunluktaki HDL, kisimlarinda (p<1.158 kg/L)
partikul basina aktivite 1 unitenin altinda idi (< 1 unite). En
yuksek PON 1 aktiviteli kisimda sonucta partikul basina en
yuksek spesifik aktivite gosterilmistir.



- Her nmol ApoE basina PON1 aktivitenin profili, ApoE
konsantrasyonu ve PON1 aktivitesi profillerinden oldukca
farkhdir. En yuksek noktada (%20) yogunluk spektrumunun
sonunda degqildir. Fakat kisadan sonra orta olur (p=1.1675
kg/L).

| —@— ApoA-liApoh-l
| —5— PON1-activity per nmol ApoA-|

= 5 | —A— PON1-actvity pernmol ApcE [l | 04
{ L "
o A 3
-:% r'r‘/,r:#*x‘\"-. | -g
Te o CANE
L P V.| 3
Z ./ / \ T
: B
2, A ¢ °t
5 Fe S O -
e 2
= F & . =
@ 4.._1__,1_, ffz \“ 043
g2 #_—l—'i' 5%/ e .
“ S O —A—4) s 0

1.13 1.14 1,15 1.16 197 1.18 1.19
Density [ka/L]
Fig. &. Density distributions of the molar Apod-l/Apod-ll ratio and the
PONI activity per nmol of Apod-1 and Apok (filling density p = 1.1600
kg/L; centrifugation for 22 h at 240 Q00g.

The emror bars indicate the interindividual mean variation. The density ranges of
the first and the last fraction are the same as in Fig. 3.



- Her bir ApoJ nmol icin PON1 aktivite degerleri
gosterilemedi. Cunku sadece son ki kisimda Apod
tanimlanabilir konsantrasyonda idi. En yuksek PON1
aktiviteli Kisimlarda, en  yuksek  Apod iceren
Kisimlardakinden 10 kez daha yuksek PON1 aktivitesi
vardir.



TARTISMA

 Bu calismadaki HDL fraksiyonlari p=1.063- 1.256 kg/L
dansite araliginda yayilmigtir.

 HDL, izole fraksiyon olarak elde edildiginde bile, HDL,
deki PON1 aktivitesi, HDL; ve VHDL nin sadece 1/25 i
idi. Bu ilk arastirmalarda sonuclari saptamak Graham ve
ark.ca rapor edilmistir.

* Bununla beraber, HDL; in bir kisminda dusuk PON1
aktivitesi icermesiyle, bu fraksiyon yuksek yogunlukta
daha yuksek PON1 aktivitesi gostermesiyle HDL, ye
benzerlik vardir.



« HDL, ve HDL; deki PON1 aktivitesinin orani uzerinde
korunma kosullarinin etkisi onemlidir.

* Tekrar dondurulma ile degerler 1/25 ile 1/200 artirilmigtir
fakat tum aktivitede gorulebilir degisiklikler olmamistir.

* Degisiklige gorunuste depolama sirasinda HDL, deki
PON1 aktivitesinde bir dusme sebep olur.



* Degisik dansitelerde demonstre edilmis solusyonlarin
icindeki HDL, ve VHDL nin floating (yer degistirme/
yuzeyde kalma batmama) karakterleri  Uzerine
arastirmalarda; sadece HDL,iin ApoA-| asil kismi deqil
VHDL(p=1.256kg/L) de ak%lf PON1 yuzeyde Kkalip,
floatasyonu meydana getirmektedir.

« HDL; igin yogunluk araliginda, PON1 aktivitesi ve Apo
A-| konsantrasyonu arasinda korelasyon yoktur, PON1
genellikle Apo A-l ile birliktedir. PON1 aktivitesinin
gosterildigi arastirmalarda, partikullerden
ayristirilmamistir.2 santrifugasyondan sonra aktivite
kaybi ortalama %12.5 idi.



« Serum protein fraksiyonunda bu yuzden PON1 aktivitesi
serbesttir,

« HDL deki onemli miktarda PON1 aktivitesinin
ultrasantrifugasyonla ayrilma islemiyle gosterildigi ve bu
farkhhk daha yuksek santrifugasyon kuvvetlerine
atfedilebilir.



« Sorenson ve ark.na gore, HDL baglamada PON1
aktivitesi onemli degildir, bu akilda tutulmaldir,

e partikullerin ayrismasi uzanim peryotlarinin uzerine kafi
derecede yuksek gucler denendigi zaman ortaya cikar.

- p=1.256 kg/L de santrifugasyon, PTA/MgCI, ile
presipitasyon kombinasyonu pratikte  uygulanabilir
gorunur ve HDL proteinleri haric tum plasma proteinleri
elimine olur.



En yuksek PON1 aktivitesi p=1.1600kg/L de
santrifugasyonla aciga cikar.

Ilk fraksiyonlardaki Apo A-l ve Kkolesterolun yuksek
oranlari (HDL,) daha dusuk yogunluktaki fraksiyonlarin
kompresyonu ile izah edilebilir ve bu doyma
yogunlugunda 1.18 kg/L lik bir yogunluktaki fraksiyonlar
1zole edilebilir.

Bu fraksiyonlardaki diger HDL apolipoproteinleri,
degerlendirilen HDL partikulleriyle olgulebildi.

Molar Apo A-I/Apo A-ll bolumlerinin dagilimi PON1
aktivitesinin dagilimina benzer bu yuzden PON1 aktif
partikullerinin daha dusuk Apo A- Il icerigiyle
tanimlanabilecegi sonucuna vardik.



» En yuksek PON1 aktiviteli fraksiyonda, sadece Apo A-ll
icerigi en dusuk degil Lp A-l:A-ll meydana gelisi de
minimumdur.

« calismadaki tum Apo E ler HDL ye baglanip degismeden
kalmiglardi cunku albumin fraksiyonunda Apo E
bulunamamistir.

* Apo E ve Apo J nin her ikisi de en yogun HDL, ve VHDL
partikulleriyle birlikte apolipoproteinler gibi dugunuleblllr



Apo J/ PON1 (aktivite, paraoxan kullanilmasiyla
belirlenir) oraninin aterosklerozisin ortaya cikisini
onceden haber vermek icin kolesterol / HDL
kolesterol oranindan daha uygun olabilecegi rapor
edilmistir.

Bununla beraber, paraoksonaz aktivitesi iceren HDL
partikullerin tumu Apo J icermez.

En yuksek PON1 aktiviteli fraksiyonlar, total HDL-Apo J
nin sadece onda birini kapsar.

Apo J den zengin HDL fraksiyonlari total PON 1
aktivitesinin sadece %15 ne sahiptir.



Q192 aleli dansite profili icinde genis bir yayillma
gosterdi.

Bu surprizdi cunku sadece L55M polimorfizminin PON1
aktivitesinin yayilimi uzerinde bir etkiye sahip olabilecegi
suphesi vardi fakat L55M polimorfizminin PON1
aktivitesinin yayilimi uzerine etkisinin olmadigi gosterildi



 Leviev ve ark PON1 aktivitesi ve L55M polimorfizmi
arasinda bir iligski bulmuslardi.

« Dansite araligindaki yayilimda %25 lik bir degisim Q192
R polimorfizmi icin degisik bir stabiliteye isaret
etmektedir ve bu”cok aktif” alel (R192)nin invivo olarak
Inhibe etmesi demek olacaktir.

» Ustelik cesitli dansitelerde PON1 aktivitesinin yayilimi
calismalari, ayri tutulan ilerleyici (promoter) polimorfizme
bagli degildir cunku polimorfizmi sadece enzim miktari
belirler.



Ozetle;

- PON1 aktivitesi, HDL; ve VHDL icinde daha
yuksektir, bununla beraber maksimum aktivite
p=1.18 kg/L dansiteli fraksiyonda ortaya cikar

« ApoA-ll, HDL, ve HDL; igcinde gosterilen bir proteindir.

 Apo E sadece daha yogun HDL; un bir komponentidir.
her 12 HDL partikullerinden sadece 1'i Apo E tasir



« Apo J , sadece en yuksek dansiteye ve daha fazla

miktarda protein icerigine sahip HDL orneklerinde ortaya
cikar.

 Her 42 HDL partikulunden sadece biri, Apo J-tasir



p=1.18 kg/L fraksiyon i¢indeki HDL ye gelince tespit edilen
gercekler

a.En yuksek PON1 aktivitesini ve HDL partikult basina en
yuksek spesifik aktiviteyi gosterir.

b.En dusuk Apo A-ll konsantrasyonuna ve en dusuk sayida
Lp A-l:A-ll partikul sayisina sahiptir.

c. Apo E ve Apo J fraksiyon icerigi maksimum
konsantrasyonlarda meydana getiriimemistir. Buna

karsin diger fraksiyonlar, bu gorunen yogunluk araliginda
genellikle degismis HDL partikullerinin bir toplamini igerir



Sonucta;

« PON1 aktivitesi olgumu HDL; un ultrasantrifugasyonu
uzerine belirleyici basit bir alternatif degildir

« Fakat HDL nin farkli bolumlerini belirleme ve izole etmek
Icin basit bir metoddur.
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