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OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci insan hepatoseliiler karsinoma ve rat hepatoma hiicre
dizilerinde, peroksizom proliferatorleri ile aktive olan reseptor-alfa (PPARa)
ligandlarinin paraoksonazl (PONI) enziminin ekspresyonuna ve aktivitesine etki-
sini arastirmak ve PPARa ligandlarinin kendi reseptdr proteinlerinin ekspresyonu-
nu nasil etkiledigini incelemektir.

Yontem: Kiiltiirdeki insan hepatoseliiler karsinoma (HepG2) ve rat hepatoma (MH-
7777A) hiicreleri PPARa ligandlart (WY-14,643 ve fenofibrat) ile inkiibe edilmis-
tir. PONI aktivitesi paraokson ve fenilasetat hidrolizi iizerinden spektrofotomet-
rik olarak, PON1 ve PPARa ekspresyonu ise western blot yontemi ile degerlendi-
rilmistir.

Bulgular: Her iki PPARa ligandinin MH-7777A hiicrelerinde PON1 ekspresyonu-
nu artirdig1, HepG2 hiicrelerinde ise sadece fenofibratin hafif artirict bir etkisi ol-
dugu goriilmistiir. Her iki hiicre tipinde de WY-14,643 daha fazla olmak {izere kul-
lanilan ligandlar PPARa ekspresyonunu arttirmislardir. PON1 ekspresyonundaki
artisin aktiviteye ayni oranda yansimadigi goriilmistiir.

Sonu¢: HDL'nin aterosklerozu onleyici etkisinde 6nemli roli oldugu diisiiniilen
PONI1 ekspresyonunun in vitro kosullarda PPARa ligandlari ile tiire ve liganda
Ozgli olarak degistigi gosterilmistir. Ateroskleroz mekanizmasinda yer alan mo-
lekiiller arasindaki etkilesimlerin iyi tanimlanmasi, kardiyovaskiiler hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde dnemli bir bilgi birikimi olusturacaktur.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz, PPAR (Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive
Olan Reseptorler), fenofibrat, ateroskleroz.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the effect of peroxisome prolif-
erator activated receptor- alpha (PPAR«) ligands on the expression and activity of
paraoxonasel (PON1) enzyme and on the PPARa receptor protein expression in
human hepatocellular carcinoma and rat hepatoma cell lines.

Materials and Methods: Cultured human hepatocellular carcinoma (HepG2) and
rat hepatoma (MH-7777A) cells were incubated with PPARa ligands (WY-14,643
and fenofibrate). PONI1 activity was measured spectrophotometrically through
paraoxon and phenylacetate hydrolysis. PON1 and PPARa expressions have been
evaluated by western blotting.

Results: Both PPAR« ligands increased PON1 expression in MH-7777A cells.
In HepG2 cells only fenofibrate slightly increased PONI1 expression. In both cell
lines, PPARa ligands increased PPARa expression, with WY-14,643 having a more
prominent effect. It has been observed that the increase in PON1 expression did not
correlate with the enzyme activity.

Conclusion: This study shows that PPARa ligands regulate in vitro the expression
of PONI enzyme, that has a protective role against atherosclerosis, in a ligand and
species dependent manner. A better understanding of interactions between mol-
ecules involved in atherosclerosis will provide crucial information in the therapy
and prevention of cardiovascular diseases.

Key Words: Paraoxonase, PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptors),
fenofibrate, atherosclerosis.
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Giris

Aterosklerotik kalp hastaliklar1 tim diinyada ve iilke-
mizde 6lim nedenleri arasinda ilk sirada yer almakta-
dir. Bu hastalikla ilgili risk faktorlerinin tanimlanma-
s, hastaligin 6nlenmesi ve erken tanisi i¢in biiyiik 6nem
tasimaktadir. Aterosklerotik plak olusumu siirecinde
yer alan hiicre ve molekiillerin gosterilmesi ve bunlarda
meydana gelen degisikliklerin tanimlanmasi yapilan ¢a-
ligmalarin temelini olusturmaktadir (1). Aterosklerotik
plakta bulunan ve olugumunda rolii olan baglica mole-
kiiller lipidler ve lipoproteinlerdir. Lipid-protein igerik-
leri ve yogunluklarina gore siniflandirilan lipoprotein-
lerin sentez yerleri ve islevleri birbirinden farklilik gos-
terir. Buna gore lipoproteinlerin dokulara kolesterol ta-
styan bir grubu (LDL) risk faktorii olarak tanimlanir-
ken, dokulardan kolesterolii alan bir diger grubu (HDL)
koruyucu olarak nitelendirilmistir (2). HDLnin bu et-
kiyi gostermesinde yapisinda bulunan bazi proteinlerin
(apolipoproteinler ve enzimler) rol oynadig bilinmekte-
dir (3). Bu enzimlerden biri olan paraoksonaz 1 (PONT1)
oncelikle organofosfatlara karsi etkinligi tanimlanmais,
daha sonra ise HDL ile olan etkilesimi ve lipid perok-
sitleri hidroliz etmedeki fonksiyonu gosterilmis olan bir
enzimdir (4). HDL’nin kolesteroliin ters taginmasini sag-
layarak aterosklerozu onledigi bilinen bir gergektir (5).
HDL, hem zardaki kolesterol diizeyini regiile ederek,
hem de LDL’nin oksidasyonunu ve inflamatuar yaniti
baskilayarak LDL’nin proaterojenik hale gelmesini en-
gellemektedir (6). HDL ayrica endotel hiicre disfonksi-
yonunu ve aktivasyonunu dnlemekte, endotelin biitiinlii-
glni koruyarak okside LDL'nin zararli etkilerini azalt-
maktadir. HDL'nin bu etkileri, yapisindaki lipidler ve bi-
yoaktif lizosfingolipidlerin yani sira ¢esitli aktivitelere
sahip olan proteinlerden de kaynaklanmaktadir. Bun-
lar arasinda, zardaki tastyici bir protein (ABCAIL, ATP
binding cassette transporter Al) aracilifiyla hiicreler-
den kolesterolii alan Apo Al’e ek olarak gesitli enzim-
ler de bulunmaktadir (3). Yapilan galismalarda LDL’de
olusan lipid peroksitlerin, HDL varliginda azaldigi ve
bu etkinin ortamdaki ¢6ziinilir antioksidanlar tiikendi-
§i durumlarda da uzun siire devam ettigi gosterilmistir
(7). Bunun HDL iizerinde yer alan bir takim enzimatik
aktivitelerle ilgili olabilecegi diisiinlilmiistiir. HDL'nin
ozellikle LDL’deki oksidatif degisiklikleri dnleyici etki-
sinde rolii olan enzimler PON1, PAFAH (platelet akti-
ve edici faktor asit hidrolaz) ve glutatyon peroksidaz’dir
(8). Bu enzimlerden 6zellikle HDL’ye 6zgii olmasi baki-
mindan PONI 6n plana ¢ikmaktadir. Baslangigta orga-
nofosfatlari hidroliz eden bir enzim olarak tanimlanan
PONT’in kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu rold
olabilecegini diisiindiiren de, HDL ile birlikte bulunma-
st ve LDL’deki lipoperoksitleri hidroliz edebilmesidir (9).
Ligandlar1 aracilig: ile aktive olan niikleer reseptorler,
6nemli hiicre fonksiyonlarinda rol alan proteinlerin sen-
tezini transkripsiyon diizeyinde kontrol eden faktorler-
dir. Hiicrelerde ¢ok genis bir protein grubunun sente-
zini regilile eden PPAR’lar diyabet, obezite, metabolik
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sendrom, ateroskleroz, kronik inflamatuvar hastaliklar
ve kanserin patogenezinde rol almaktadirlar (10-12). Bu
nedenle bu hastaliklarin tedavisine yonelik aragtirmala-
rin hedefi haline gelmislerdir ve PPAR ligandlar1 klinik
kullanimda yer almislardir. Ozellikle PPARa ligandlari
hipolipidemik etkileri nedeniyle yaygin klinik kullani-
ma sahiptirler. Bu ilaglarin ayrica hipoglisemik ve anti-
diyabetik etkileri de vardir (13). Ayrica yapilan ¢alisma-
larda PPARa ligandlarinin kendi reseptor protein eks-
presyonunu ve hiicrede yag asidi oksidasyonunu artirdi-
&1 gosterilmistir (14).

Bu calisma kapsaminda, ateroskleroz mekanizmasin-
da ve lipid metabolizmasinda dnemli rol oynayan bazi
molekiillerin transkripsiyon diizeyinde sentezini regiile
eden ve halen klinikte yaygin olarak kullanilan PPARa
ligandlarinin, PON1 ekspresyonu ve aktivitesine olan
etkileri incelenmistir. HDL yapisinda yer alan ve oksi-
datif degisiklikleri 6nleyen PON1 enzim sentezinin ve
aktivitesinin, PPARa hedef genlerinden birinin islevi
olup olmadiginin arastirilmas: kardiyovaskiiler hasta-
liklarin 6nlenmesi ve tedavisinde dnemli bir agama kay-
dedilmesini saglayacaktir.

Gerec ve Yontemler

Kimyasallar

Triton X-100, etilendiamintetraasetik asit (EDTA), glise-
rol, Na-deoksikolat, tris-HCI, protein inhibitor kokteyli,
sodyum kloriir (NaCl), fotal sigir serumu (FBS), akri-
lamid/bisakrilamid, B-merkaptoetanol, sodyum dodesil
siilfat (SDS), metanol, amonyum per siilfat (APS), phosp-
hate buffered saline (PBS), temed, glisin, Dulbecco’s mo-
dified Eagle’s medium (DMEM), penisilin-streptomisin,
L-glutamin, tripsin, fenofibrat, WY-14,643, dimetil siil-
foksit (DMSO), etanol (EtOH), fare anti-B-aktin antiko-
ru (Ab) ve BCA (bicinchoninic acid) protein tayin kiti
Sigma Chemical Company’den alindi. Keg¢i anti-PON1
Ab, tavsan anti-PPARa Ab, tavsan anti-ke¢i peroksi-
daz bagli Ab Santa Cruz Biotechnology’den, peroksidaz
bagl anti-tavsan Ab, peroksidaz bagli anti-sican Ab ve
ECL western blot analiz kiti Amersham Bioscience’ dan
saglandi.

Hiicrelerin Kiiltiir Ortaminda Ligandlarla In-
kiibasyonu

Rat karaciger hepatoma (MH-7777A) ve insan kara-
ciger hepatoseliiler karsinoma (HepG2) hiicre serileri
DSMZ’den (Braunschweig, Almanya) alindi. Hiicreler
DMEM Kkiiltiir ortaminda 2 mM glutamin, 4,5 g/L glu-
koz, %] (v/v) antibiyotik ¢ozeltisi ve %10 FBS eklenerek
¢ogaltildi. Her ii¢ giinde bir besi yeri degistirilerek ve
haftada bir kez tripsinle pasaj edilerek hiicrelerin kiiltiir
ortaminda devamlilig1 saglandi. Deneylerde ilk 20 pa-
sajdaki hiicreler kullanildi1 daha sonra yeni hiicreler agil-
d1. Hiicreler her bir T, flaskta 2x10° say1da olacak sekil-
de ekildi. Bir giin sonra hiicreler serumsuz besiyeri ve li-
gandlarla inkiibe edildi. Ligandlar, WY-14,643 etanolde,
fenofibrat ise DMSO iginde ¢oziilerek son konsantras-
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yonlari sirasiyla 50 uM ve 30 uM olacak sekilde kiiltiir
ortamina (maksimum %0,1 (v/v) etanol veya DMSO ola-
cak sekilde) eklendi. Hiicreler 48 saat sonra kazinarak
eppendorf tiiplere toplandi. Hiicreler lizat olugturulma-
dan 6nce PBS ile homojenize edildi ve 20 pl protein ta-
yini i¢in ayrildi. Kalan hiicreler 2000 xg’de +4°C’de 2dk
santrifiijlendi. Siipernatan atilip pellet %2 Triton X-100
iceren 50 mM Tris HCI (pH 7.4) tamponu ile homojeni-
ze edildi ve aktivite tayini i¢in kullanildi. Western blot
icin ise, hiicre pelleti proteaz inhibitor kokteyli iceren li-
zis tamponu (%] Triton X-100, 1 mM EDTA, %10 glise-
rol, %0,5 Na-deoksikolat, %0,08 SDS, tris-HCI) ile ho-
mojenize edildikten sonra deneyler yapilincaya kadar
-80 C’de saklandi.

Hiicrelerde PON1 Aktivitesinin Olciimii

PON 1 aktivitesi ol¢limleri 6n deneylerde hem kiiltiir
ortaminda hem de hiicre homojenatinda yapildi. Ancak
homojenatta olgiilen aktivite degerleri daha yiiksek bu-
lundugu i¢in deneylere hiicre homojenati ile devam edil-
di. PONI1 aktivitesi, substrat olarak paraoksonun kul-
lanildig1 yontemde paraoksonaz aktivitesi, fenilaseta-
tin kullanildig1 yontemde ise arilesteraz aktivitesi ola-
rak verildi. Her bir yontem i¢in kontrol (DMSO ve eta-
nol) dahil her kosul ¢ift ¢alisildi ve deneyler iki kez tek-
rarlandi. PONI aktivitesinin 6l¢iimii i¢in paraoksonun
enzimatik hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenoliin spekt-
rofotometrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanan yontem
kullanildi. 1 mmol/L CaCl, ve 1 mmol/L NaCl igeren
0,1 mol/L pH:8 Tris-HCI ¢ozeltisi ile reaksiyon orta-
m1 olusturuldu. Reaksiyon ortamina son konsantrasyo-
nu 1,2 mmol/L olacak sekilde paraokson ve uygun oran-
da sulandirilmig 6rnek eklenerek reaksiyon baslatild ve
olusan reaksiyon Uriinii 4-nitrofenol 412 nm’de spektro-
fotometrik olarak ol¢iildii (15). Arilesteraz aktivitesi ise
substrat olarak kullanilan fenilasetatin enzimatik hidro-
lizi sonucu olusan fenoliin 270 nm’de spektrofotometrik
olarak dlgiilmesi ile elde edildi. I mmol/L CaCl, igeren
0,1 mol/L pH:8 Tris-HCIl ¢dzeltisi ile reaksiyon ortamin-
da olusan fenol 270 nm’de spektrofotometrik olarak 6l-
culdii (16).

Hiicrelerde PONI ve PPARa. Protein Ekspres-
yonlarinin Western Blot Yontemi ile Gosteril-
mesi

Farkli ligandlar ile muamele edilmis olan hiicre lizat-
larinda BCA (Bicinchoninic Acid) kiti ile protein tayi-
ni yapild1. Her bir érnekten 30 pg protein, %10’luk po-
liakrilamid jel elektroforezine yiiklendi ve 2 saat stire-
since yuritiildii. Daha sonra jel {izerindeki proteinler
PVDF membrana (Amersham Bioscience) transfer edil-
di. Membranlar o6nce tavsan poliklonal anti-PPARa Ab
(1:1000) ile daha sonra anti-tavsan ikincil Ab (1:5000)
ile inkiibe edildi. Membran iizerinde isaretlenmis olan
bantlar ECL kiti kullanilarak goriiniir hale getirildi ve
film iizerinde goriintiilendi. Ayn1 membranlar, yikana-
rak baglanmis olan antikorlar uzaklastirildiktan sonra,
kegi poliklonal anti-PON1 Ab (1:1000) ve tavsan anti-
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keci ikincil Ab (1:5000) ile inkiibe edildi ve bantlar film
tizerinde goriintiillendi. Son olarak membranlar monok-
lonal fare anti-B-aktin Ab ile ve anti-fare ikincil Ab ile
inkiibe edildi ve goriintiilendi. Her bir deney en az bes
kez tekrarland1 ve burada elde edilen sonuglardan en iyi
goriintiilenebilenler sunuldu. Image J programi kullani-
larak bilgisayar destekli dansitometrik analiz yapildi.

Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 5.0.1 programi ve
‘Student ¢ Test” kullanilarak yapildi. P<0,05 degerleri an-
lamli olarak kabul edildi.

Bulgular

PPARa Ligandlarimin Karaciger Hiicrelerin-
de PONI Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri
PONI1 aktivitesi sonuglari, substrat olarak paraoksonun
kullanildig1 yontemde paraoksonaz aktivitesi, fenilase-
tatin kullanildig1 yontemde ise arilesteraz aktivitesi ola-
rak verildi. Enzim aktiviteleri iinite/mg protein olarak
hesaplandi. HepG2 hiicre serisinde substrat olarak pa-
raoksonun ve fenilasetatin kullanildig: her iki 6lgiim-
de, kontroller (etanol ve DMSO) ile karsilastirildigin-
da WY-14,643 ve fenofibrat ile PON1 aktivitesinde an-
laml1 bir degisim izlenmedi (Sekil 1 ve 2). Ayni sekilde,
MH-7777A hiicrelerinde, substrat olarak paraoksonun
kullanildig1 yontemle, kontroller ile karsilastirildiginda
her iki ligandla muamele edilen hiicrelerde PONI1 akti-
vitesinde herhangi bir artis gézlenmedi (Sekil 3). Ancak
MH-7777A hiicrelerinde, WY-14,643 ligandinin ariles-
teraz aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa
neden oldugu gosterildi (p=0,047) (Sekil 4).

PPARa Ligandlarinmin Karaciger Hiicrelerin-
de PONI ve PPARa Ekspresyonlart Uzerine
Olan Etkileri

PPARa ve PONI1 ekspresyonu western blot yontemi ile
tespit edildi. HepG2 ve MH-7777A hiicrelerinde PPARa
bandinin ~52 kDa biiyiikliigiinde ve PON1 bandinin ~43
kDa biiyiikligiinde olduklar1 gézlendi. HepG2 hiicrele-
rinde WY-14,643 ile muamele edilen hiicrelerde kontrol
ile karsilastirildiginda PPARa ekspresyonunda artis iz-
lenirken PON1 protein ekspresyonunda herhangi bir de-
gisim gozlenmedi. Fenofibrat ile muamele edilen hiicre-
lerde ise PONI1 protein ekspresyonunda artis izlenirken
PPARa protein ekspresyonunda herhangi bir etki gortil-
medi. MH-7777A hiicrelerinde her iki ligand ile mua-
mele edilen hiicrelerde kontroller ile karsilastirildigin-
da hem PPARa hem de PONI protein ekspresyonlarinda
artig izlendi (Sekil SA, 6A).

PPARa ve PONI Protein Ekspresyonlarinin
Dansitometrik Analizleri

PPARa ve PON1 protein ekspresyonlarini gosteren bant-
larin dansitometrik analizleri ‘Image J* programi kulla-
nilarak yapildi. Kontroller ve ilaglar ile muamele edilen
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HepG2 Hlcrelerinde Paraoksonaz Aktivitesi

100 4
a0
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o

Paraoksonaz aktivitesi {|Ufmg protein)

Etanol W-14 643 DS Fenofibrat

Sekil 1. HepG2 hiicre serisinde paraoksonaz (PONI1) aktivitesi.
WY-14,643 etanolde, fenofibrat ise DMSO iginde ¢oziilerek son
konsantrasyonlar: sirastyla 50 uM ve 30 uM olacak sekilde kiiltiir
ortamina eklendi.

HepG2 Hiicrelerinde Arilesteraz Aktivitesi

Avilesteraz Aktivitesi (Ufrmg protein)

Etanol WyY-14 543 DMS0 Fenafibrat

Sekil 2. HepG2 hiicre serisinde arilesteraz aktivitesi. WY-14,643
etanolde, fenofibrat ise DMSO i¢inde ¢oziilerek son konsantrasyonlari
sirastyla 50 uM ve 30 uM olacak sekilde kiiltiir ortamina eklendi.

MH-7777A Hicrelerinde Paracksonaz Aktivitesi

a0
70
B0
&0 T T
40 A
30
20 A
10 A
a T T |
Etanol WyY-14 543 [0 j1=1] Fenofibrat

Paraoksonaz AMivitesi (Ufmg protein)

Sekil 3. MH-7777A hiicre serisinde paraoksonaz (PONI) aktivitesi.
Kiiltiir ortamina, WY-14,643 etanolde, fenofibrat ise DMSO iginde
¢oziilerek ve son konsantrasyonlari sirastyla 50 uM ve 30 uM olacak
sekilde eklendi.

MH-7777TA Hicrelerinde Arilesteraz Aktivitesi

*
45
44
35 A
3
2 4
15
14
054
0 T T

W14 B43 OMS0

Arilesteraz Aktivitesi (U/mg protein)
=)
[ig]

Etanal Fenofibrat

Sekil 4. MH-7777A hiicre serisinde arilesteraz aktivitesi. Kiltiir
ortamina, WY-14,643 etanolde, fenofibrat ise DMSO i¢inde ¢oziilerek
ve son konsantrasyonlar: sirastyla 50 pM ve 30 uM olacak sekilde
eklendi. * p=0,047
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PPAR:y. dapresyonu
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PON'1 ekspresyonu
o
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Sekil SA. HepG2 hiicrelerinde protein ekspresyonlari. Hiicreler
etanol, DMSO, 50 pM WY-14,643 ve 30 uM fenofibrat ile 48 saat
inkiibe edildikten sonra PPARa ve PONI protein ekspresyonlarina
bakildi. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1: Etanol, 2:
DMSO, 3: WY-14,643, 4: Fenofibrat. SB. HepG2 hiicrelerinde PPARa
ve PONI protein ekspresyonlarinin dansitometrik analizleri.

A

PPARG | # | * '

PON1

EtDH DMED WY14£43 Fenofbrat

N

EtoOH DMEO

WY 14643 Fenoflbrat

Sekil 6A. MH-7777A hiicrelerinde protein ekspresyonlari. Hiicreler,
etanol, DMSO, 50 uM WY-14,643 ve 30 uM fenofibrat 48 saat inkiibe
edildikten sonra PPARa ve PONI1 protein ekspresyonlarina bakildi.
B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1: Etanol, 2: DMSO, 3:
WY-14,643, 4: Fenofibrat. 6B. MH-7777A hiicrelerinde PPARa ve
PONI protein ekspresyonlarinin dansitometrik analizleri.
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hiicrelerdeki protein bant yogunluklari, f-aktine ait bant
yogunluklarina oranlanarak protein ekspresyonlart sa-
yisal olarak ifade edildi. Etanol ve DMSO ile muamele
edilen orneklerin sonuglar1 1 (bir) kabul edilerek diger
orneklerin hesaplamalar1 yapildi (Sekil 5B, 6B).

Tartisma

Koroner arter hastaliklarinda yas, cinsiyet, aile dykii-
sii, genetik yatkinlik ve dogum agirlig1 gibi faktorler de-
gistirilemez risk faktorleri olarak tanimlanirken; yiik-
sek total kolesterol, yiiksek LDL, diisiik HDL, yiiksek
kan basinci, sigara, egzersiz eksikligi, obezite, diyabet
ve glukoz intoleransi gibi faktorler degistirilebilir kabul
edilmektedir (7). Ateroskleroz ve kardiyovaskiiler has-
taliklarin gelisiminde HDL 6nemli bir yere sahiptir ve
HDL diizeylerinin diisiik olmas1 kardiyovaskiiler hasta-
liklar i¢in risk faktorii olarak degerlendirilir.

Yapilan bir ¢ok calisma, gesitli mekanizmalarla etki gos-
teren hipolipidemik ilaglarin, serum PONI aktivitesini
etkileyerek veya HDL ve LDL {izerindeki okside lipid-
leri uzaklastirarak antiaterojenik etki yaptigi hipotezini
desteklemektedir. PON1 enzimi ve PPARa reseptdriiniin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi ve tedavisinde ¢ok
6nemli rolleri oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu iki proteinin
birbiri ile olan etkilesimi gesitli ¢caligmalarla ortaya konul-
maya ¢alisilmistir. Fare hepatoma hiicreleri ile yapilan bir
calismada PPARa ligandlarinin NFkB tarafindan baski-
lanan PON1 ekspresyonunda artisa neden oldugu belirtil-
mistir (18). Bizim ¢alismamizda da PPARa ligandlarimin
ozellikle rat hepatoma hiicrelerinde PONI ekspresyonu-
nu artirdig1 gosterilmistir. Bazi in vivo ¢alismalarda plaz-
ma lipid diizeyleri normal olan ratlara PPARa agonisti fe-
nofibratin verilmesi ile plazma PONI1 aktivitesinin dnem-
li derecede azaldig1 gozlenmistir (19, 20). Insan hepato-
ma hiicre dizilerinde yapilan diger ¢alismalarda ise feno-
fibrat ve statinlerin PONI geni iizerine zit etkiler meyda-
na getirdikleri, fenofibratin PON1 enzim aktivitesini ar-
tirdig1, farkls statinlerin ise azalttig1 6ne stirtilmiistiir (21,
22). Bizim ¢alismamizda ise fenofibratin, PON1 ekspres-
yonunu, insan hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde hafif
diizeyde, rat hepatoma hiicrelerinde ise belirgin diizeyde
artirdigr gorilmiistiir.

Bu calismada hiperlipidemide yaygin olarak kullani-
lan fenofibratin ve potent bir PPARa ligandi olan WY-
14,643’ln, insan (HepG2) ve rat (MH-7777A) kaynak-
I1 karaciger hiicre dizilerinde PONI enzim aktivitesi ve
protein ekspresyonuna etkileri incelenmistir. Daha 6nce
yaptigimiz bir ¢aligmada rat ve insan kaynakli hiic-
re gruplarinda farkli ligandlarla farkli hiicresel yanitlar
olustugu gosterilmistir (23). O nedenle bu ¢alismamiz-
da da, PONI ekspresyonu ve aktivitesi agisindan karaci-
ger hiicrelerinde hem tiire hem de liganda 6zgii bir cevap
olup olmadigi incelenmistir.

HepG2 hiicrelerinde WY-14,643 ile muamele edilen hiic-
relerde kontrol ile karsilagtirildiginda PON1 ekspresyo-
nunda herhangi bir degisim gézlenmezken fenofibrat ile
muamele edilen hiicrelerde bir artis izlenmistir. Bu so-
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nug ile klinikte kullanilan fibrat analogu ilaglarin PON1
protein miktarint artirarak HDL'nin antiaterojenik etki-
sine katkida bulunabilecegi diistiniilmiistiir. MH-7777A
hiicrelerinde ise her iki ligand PON1 ekspresyonunu be-
lirgin bir gekilde artirmistir. Dolayistyla PON1 ekspres-
yonu agisindan da tiirler arasinda liganda 6zgii fark-
I1 etkiler olabilecegi goriilmiistiir.Calismamizda ayrica
bu ligandlarin kendi baglandiklar1 reseptor proteinleri-
nin (PPARa) ekspresyon diizeylerine etkileri degerlen-
dirilmistir. Daha 6nce yapmis oldugumuz calismalar-
da, fibrat grubu ligandlarin hem rat hepatoma hiicrele-
rinde hem de in vivo kosullarda karaciger hiicrelerinde
PPARa ekspresyonunu belirgin diizeyde artirdigi goste-
rilmistir (14, 23). Bu ¢aligmamizda da her iki ligand ile
muamele edilen MH-7777A hiicrelerinde kontroller ile
karsilastirildiginda hem PPARa hem de PONI protein
ekspresyonlarinda artis izlenmigtir. HepG2 hiicrelerin-
de PPARa protein ekspresyonunun, kendi ligandi olan
WY-14,643 ile arttig1 ancak fenofibrat ile degismedigi
gozlenmigtir. Bu sonug, daha 6nceki ¢alismamizda gos-
terdigimiz WY-14,643{in her iki tiire ait hiicrede de giig-
It bir etkisi oldugu, ancak fibratlarin rat hiicrelerinde
¢ok etkili olmalarina karsilik insan kaynakli hiicrelerde
yag asitleri ile kiyaslandiginda daha zayif bir PPARo. in-
diikleyicisi olduklari sonucuyla uyumludur (23).

PONI enzim aktivitesi, hem paraokson hem de fenila-
setatin substrat olarak kullanildig1 paraoksonaz ve ari-
lesteraz aktiviteleri iizerinden tayin edilmistir. Bu calis-
mada PONI aktivitesi dlglimlerinde kullanilan substrat-
lardan paraokson PON1’e 6zgiidiir, fenil asetat ise PON
dahil tiim arilesterazlarin dlgiimiinde yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Paraokson kendi kendine hidroliz olabil-
mekte iken fenil asetat daha stabildir (24). Ayrica para-
oksonla yapilan aktivite tayinlerinde, kullanilan ¢6ziicii-
ye bagli olarak bile farkli sonuglar elde edilebilmektedir.
Bu nedenle PONI1 aktivitesi 6l¢iimlerinde her iki subs-
trat da kullanilmistir. HepG2 hiicrelerinde PONI aktivi-
tesinde her iki ligandla herhangi bir aktivite artis1 goriil-
mezken, MH-7777A hiicrelerinde sadece WY-14,643’{in
PONI arilesteraz aktivitesini artirdig1 izlenmistir.
Protein ekspresyonundaki artigin, anlamli bir aktivite ar-
tist meydana getirememesi, PPARa lizerine etkili ajanla-
rin PON1 enzimi ile etkilesebilecek baska birgok prote-
inin de sentezini etkilemesi nedeniyle olabilecegini dii-
siindiirmektedir. PPARa, metabolizma ile ilgili bir ¢ok
proteinin transkripsiyon diizeyinde ekspresyonunu dii-
zenlemektedir. Ancak sentezini regiile ettigi proteinle-
rin ¢ogu heniiz bilinmemektedir. PPARa ligandlar: hiic-
relerde PON1 protein sentezini artirirken bu enzimi inhi-
be eden bagka bir¢ok proteinin sentezini de gergeklestiri-
yor olabilir. Protein-protein etkilesimleri nedeniyle in vit-
ro kosullarda PON1 ortamda bulunmasina ragmen aktivi-
tesinde bir artiga izin vermiyor olabilir. Inhibitér bir pro-
tein enzime direkt baglanarak ya da yapisal bir degisiklik
meydana getirerek aktivitesini engelliyor olabilir. Diger
bir neden ise PON1 sentezi gerceklestikten sonra, post-
translasyonel modifikasyonlardaki farkliliklar nedeniy-
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le aktif forma doniisememesi olarak diigiiniilmiistiir (25).
Bu ¢alisma kapsaminda ateroskleroz mekanizmasinda
yer alan bazi molekiilleri hedefleyen PPARa ligandla-
rinin yine ayni mekanizmada 6nemli rol oynayan PONI
proteininin ekspresyonu ve aktivitesine olan etkileri in-
celenmistir. Insan ve rat kaynakli karaciger hiicrelerinde
farkli ligandlarin tiire 6zgii farkli yanitlar olusturdugu
gozlenmistir. Hiperlipidemi tedavisinde kullanilan feno-
fibratin hem insan hem de rat kaynakli karaciger hiic-
relerinde PON1 protein miktarini artirici etkisi gortl-
miistiir. Potent bir PPARa ligandi olan WY-14,643 her
iki hiicre dizisinde PPARa protein miktarini artirirken
sadece rat kaynakli karaciger hiicrelerinde PONI eks-
presyonunu indiiklemistir. PON1 protein miktarinda-
ki artigin in vitro ortamda aktivitede herhangi bir artisa
neden olmamasi, in vivo kogullarda da ayni etkinin or-
taya c¢ikacagi anlamina gelmemektedir. Bu ¢aligmalar-
da biyolojik model olarak kiiltiirde ¢ogaltilabilen tiimor
kaynakl1 hiicreler kullanildigi i¢in normal hepatositlerin
farkli bir gen ekspresyonu oOriintiisiine sahip olabilece-
&1 unutulmamalidir. PPARa ligandlart ile in vivo kosul-
larda yapilacak olan aktivite ¢aligmalarinda, serumda
HDL’ye bagli olan PON1 enzim aktivitesi sonuglar1 pro-
tein miktar1 ile paralellik gosteriyor olabilir. Bu nedenle
PPARa’ya baglanarak etki eden ligandlarin PON1 pro-
teininin ekspresyonu ve aktivitesine olan etkilerinin, in
vivo ve klinik ¢alismalarla gosterilmesi gerekmektedir.
Ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisin-
de daha potent ajanlarin gelistirilmesi ve bu konuda tim
mekanizmalarin agiklik kazanmasi bu hastaliklar nede-
niyle 6liimlerin azalmasini saglayacaktir.

Bilgi ve tesekKkiir:
Bu calisma TUBITAK tarafindan, 1055402 no’lu proje
ile desteklenmistir.

Kaynaklar

[1]. Homma, Y. (2004). Predictors of atherosclerosis. J Atheroscler
Thromb 11: 265-270.

[2]. Mertens A, Holvoet, P. (2001). Oxidized LDL and HDL: antago-
nists atherothrombosis. FASEB J 15: 2073-2084.

[3]. Von Eckardstein A, Hersberger M, Rohrer L. (2005). Current
understanding of the metabolism and biological actions of HDL.
Curr Opin Clin Nutr 8: 147-152.

[4]. Mackness MI, Mackness B, Durington PN, Connely PW, Hegele
RA. (1996). Paraoxonase: biochemistry, genetics and relations-
hip to plasma lipoproteins. Curr Opinion Lipidol 7: 69-76.

[5]. Assmann G, Gotto AM. (2004). HDL cholesterol and protective
factors in atherosclerosis. Circulation 109 (3): 1118-1114.

[6]. Negre-Salvayre A, Dousset N, Ferretti G, Bacchetti T, Curatola
G, Salvayre R. (2006). Antioxidant and cytoprotective properti-
es of high density lipoproteins in vascular cells. Free Radic Biol
Med 41: 1031-1040.

[7]. Mackness MI, Abbott C, Arrol S, Durrington PN (1993). The
role of high-density lipoprotein and lipid-soluble antioxidant vi-
tamins in inhibiting low-density lipoprotein oxidation. Biochem
J294: 829-834.

[8]. Mackness MI, Durrington PN. (1995). HDL, its enzymes and its
potential influence lipid peroxidation. Atherosclerosis 115: 243-
253.

Turk J Biochem, 2010; 35 (2) ; 151-156.

156

[9]. Mackness MI, Arrol S, Durington PN. (1991). Paraoxonase pre-
vents accumulation of lipoperoxides in low density lipoprotein.
FEBS Lett 286: 152-154.

[10]. Kliewer SA., Xu HE, Lambert MH, Wilson TM. (2001). Peroxi-
some proliferator-activated receptors: from genes to physiology.
Rec Prog Horm Res 56: 239-263.

[11]. Ray DM, Akbiyik F, Bernstein SH, Phipps RP. (2005). CD40
engagement prevents peroxisome proliferator-activated recep-
tor gamma agonist-induced apoptosis of B lymphocytes and B
lymphoma cells by an NF-kappaB-dependent mechanism. J Im-
munol 174: 4060-4069.

[12]. Akbiyik F, Ray DM, Gettings KF, Blumberg N, Francis CW,
Phipps RP. (2004). Human bone marrow megakaryocytes and
platelets express PPAR (gamma), and PPAR (gamma) agonists
blunt platelet release of CD40 ligand and thromboxanes. Blood
104: 1361-1368.

[13]. Terra SG, Fracone OL, Contant CF, Gao X, Lewin AJ, Nguyen
TT. (2008). Efficacy and safety of a potent and selective pero-
xisome proliferator activated receptor alpha agonist in subjects
with dyslipidemia and type 2 diabetes mellitus. Am J Cardiol
102: 434-4309.

Akbiyik F, Cinar K, Demirpence E, Ozsullu T, Tunca R, Ha-
ziroglu R, Yurdaydin C, Uzunalimoglu O, Bozkaya H. (2004).
Ligand-induced expression of peroxisome proliferator-activated
receptor alpha and activation of fatty acid oxidation enzymes in
fatty liver. Eur J Clin Invest. 34: 429-35.

[15]. Lourdes R, Bharti M, Durington PN, Hernandez A, Mackness
MI. (2001). Hydrolysis of platelet-activating factor by human se-
rum paraoxonase. Biochem J 354: 1-7.

[16]. Juretic D, Tadjanovic M, Rekic B, Simeon-Rudolf V, Reiner E,
Baric¢i¢ M. (2001). Serum paraoxonase activities in hemodialy-
zed uremic patients: Cohort study. Croat Med J 42: 146-150.

. Poulter N. (2003). Global risk of cardiovascular disease. Heart.
89 (2): 112-115.

[18]. Han CY, Chiba T, Campbell JS, Fausto N, Chaisson M, Orasanu

G, Plutzky J, Chait A. (2006). Reciprocal and coordinate regu-

lation of serum amyloid A versus Apolipoprotein A-I and Para-

oxonase-1 by inflammation in murine hepatocytes. Arterioscler

Thromb Vasc Biol. 26: 1806-1813.

[19]. Beltowski J, Wojcicka G, Mydlarczyk M. (2002). The effect of
PPARalpha agonist, fenofibrate on lipid peroxidation, total an-
tioxidant capacity and plasma PONI activity. J Physiol Pharma-
col 53: 463-475.

[20]. Paragh G, Seres I, Harangi M, Balogh Z, Illyés L, Boda J,
Szilvassy Z, Kovacs P. (2003) The effect of micronised fenofib-
rate on paraoxonase activity in patients with coronary heart di-
sease. Diabetes Metab 29: 613-618.

[21]. Gouédard C, Koum-Besson N. Barouki R, Morel Y. (2003). Op-
posite regulation of the human paraoxonase-1 gene PON-1 by fe-
nofibrate and statins. Mol Pharmacol 63: 945-956.

[22]. van Wijk J, Coll B, Cabezas MC. (2006). Rosiglitazone modula-
tes fasting and post-prandial paraoxonase 1 activity in type II di-
abetic patients. Clin Exp Pharmacol Physiol 33: 1134-1137.

. Akbiyik F, Ray D, Bozkaya H, Demirpence E. (2004). Ligand-
and species-dependent activation of PPARalpha. Cell Physiol
Biochem 14: 269-76.

[24]. Gan KN, Smolen A, Eckerson HW, La Du BN (1991). Purifi-
cation of human serum paraoxonase/arylesterase. Evidence for
one esterase catalyzing both activities. Drug Metab Dispos 19:
100-106.

[25]. Satoh T, Taylor P, Bosron WF, Sanghani SP, Hosokawa M, La
Du BN.(2002). Current progress on esterases: From molecular
structure to function. Drug Metab Dispos 30 (5): 488-493.

[14].

[}

[17

—

[23

[}

Akbryik ve ark.



