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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AMELIYAT SONRASI HASTALARA VERILEN BAZI
ANTIBIYOTIKLERIN INSAN SERUMUNDAN SAFLASTIRILAN
PARAOKSONAZ-I1 ENZIMININ AKTiVITESi UZERINE IN VITRO
ETKILERININ INCELENMESI

Aycan YILMAZ
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Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Esra DILEK

Paraoksonaz (PONL1; E.C.3.1.8.1), karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz olarak
da adlandirilan, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iligkili kalsiyum bagimli A-
esterazlar grubundan bir enzimdir.

Bu calismada PONI enzimi, insan serumundan amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%60-80
araliginda), DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi ve Sephadex G-200
jel filtrasyon kromatografisi basamaklar1 kullanilarak, %47,5 verimle yaklasik 322,6
kat saflastirildi. Enzimin safligit SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol
edilerek molekiil kiitlesi yaklasik 43 kDa olarak belirlendi.

Ayrica ¢alismamizda insan serum PONI enzimi aktivitesi tizerine ameliyattan sonra
verilen baz1 antibiyotiklerin (fosfomisin, sefiksim, sefuroksim, sefaklor monohidrat)
in vitro sartlarda etkileri incelendi. Inhibisyon etkisi gdsteren bu ilaglarm ICso
degerleri ve K sabitleri belirlendi. Diisiikk dozlarda farkli inhibisyon mekanizmalari
ile enzimin aktivitesini inhibe ettigi goriildii. Bu antibiyotik ilaglardan sefiksimin in
vitro PON1 aktivitesini daha fazla diistirdiigt goriildi.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION THE IN VITRO EFFECTS OF SOME ANTIBIOTICS
GIVEN TO PATIENTS AFTER SURGERY ON PARAOXONASE-I ENZYME
ACTIVITY PURIFIED FROM HUMAN SERUM

Aycan YILMAZ

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Esra DILEK

Paraoxonase (PON1; E.C.3.1.8.1) is an enzyme from the group of calcium-dependent
A-esterases associated with high-density lipoprotein (HDL), also called
aryldialylphosphatase synthesized in the liver.

In this study, PON1 enzyme was purified from human serum with ammonium sulfate
precipitation (in the range of 60-80%), DEAE-Sephadex A-50 ion exchange
chromatography and Sephadex G-200 gel filtration chromatography steps to be
approximately 322,6 fold with 47,5% vyield. The purity of the enzyme was controlled
by SDS polyacrylamide gel electrophoresis to determine the molecular mass of about
43 kDa.

In our study, the effects of some antibiotic drugs (fosfomycin, cefixime, cefuroxime,
cefaclor monohydrate) given after surgery on human serum PON1 enzyme activity
were investigated in vitro. 1Cso values and K; constants of these drugs were
determined. It was observed that inhibition of enzyme activity was effected by low
inhibition mechanisms. It was observed that cefixim from these antibiotics decreased
more in vitro PON1 activity.
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1. GIRIS

Insanoglunun enzimleri kullanmaya baslamasi, medeniyetin baslangicindan daha
eskidir. Enzimlerin dogas1 ve nasil calismaya basladigiyla ilgili bilgiler 19. yilizyildan
once aydinlatilamamistir. Bu alandaki en biiylik gelismelerden biri 1926 yilinda James
B. Summer’in iireaz enzimini “JackBean” bitkisinden elde edip kristallendirmesi ve
protein yapisinda olmasint kesfetmesidir. Enzimlerin protein yapisinda olduklarinin
anlasilmasiyla birlikte, analiz ve saflastirma tekniklerinin tasarim c¢alismalar1 20.
yizyilda hiz kazanmistir.  Glinlimiizde 2000 kadar enzim tanimlanmis, bir¢ogu
saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200°den fazla enzim de kristallendirilmistir

(Polaina ve MacCabe, 2007; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimler; canli hiicreler tarafindan sentezlenen, canli organizmalardaki kimyasal
reaksiyonlari hizlandiran, ayrica yan {iriin olusumuna izin vermeyen %100°’1lik bir iiriin

verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir (Sayin, 2009).

Enzimler birgok 6zelligi bulunan proteinlerdir. Katalitik 6zellikleri bir¢ok inorganik ve
sentetik katalizorlerden ¢ok daha fazladir. Substratlari i¢in yiiksek afiniteye sahiptirler.
Kimyasal reaksiyonlari biiyiik dl¢tide hizlandirirlar ve sivi ¢ozeltilerde pH ve sicakligin
optimum oldugu kosullarda etkilerini gosterirler. Enzimler kimyasal enerjiyi korur,
doniistiiriir ve basit molekiillerden biyolojik makromolekiiller tiretirler (Nelson ve Cox,
2005).

Enzimler, yaklagik olarak 12.000’den 1.000.000 Da’ya degisen molekiil agirligina
sahip, uzun aminoasit zincirleridir. Enzimlerin kendine mahsus amino asit
dizilimlerinden dolay1 farkli ti¢ boyutlu yapilar1 vardir (Lehninger, 2005). Enzimler son
derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya aymi fonksiyonlu grubu olan substrat
serisine kars1 etkindirler. Hatta ayn1 maddenin izomerlerinden sadece birisiyle reaksiyon
verebilen ¢ok spesifik enzimler de vardir. Bu yiiksek segicilik sayesinde en basit

hiicrelerde bile ayn1 anda ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon birlikte meydana gelir.

Bazi enzimler katalizleme islevleri i¢in kofaktor adi verilen gruplara ihtiyag duyarken;
bazilar1 ise bu islevleri sadece protein yapilari ile olustururlar. Kofaktdr, Fe?*, Mg?*
veya Zn®* gibi bir veya daha fazla inorganik iyon ya da koenzim denen organik veya
metal-organik kompleks bir molekiildiir (Lehninger, 2005).

1



Enzimler 50-60 °C sicakligin iizerine ¢ikildiginda denatiire olurlar. Kofaktorler ise bu
sicakliklarda dayaniklidirlar. Bir protein aktivitesini gostermek igin yardimer faktorlere
ihtiya¢ duyar. Bu haliyle katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktor kompleksine
holoenzim; kofaktorii olmayan sadece protein kismindan olusan katalitik olarak inaktif

kismina ise apoenzim denir (Altan, 2000; Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimler 6zgiil olmalari nedeniyle kimyasal katalizorlerden farklidirlar. Katalitik
etkinlikleri kimyasal katalizorlerden 108-10% kat daha fazladir. Genellikle enzimler
belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalize ederler. Enzimlerin etkinlik
degeri “Turnover Sayisi” ile tanimlanmakta ve birim zamanda bir mol enzimin {iriine

doniistiirdiigii substratin mol sayis1 olarak ifade edilmektedir.

Tablo 1.1. Kofaktor olarak islev goren inorganik iyonlar ve ilgili enzimler (Lehninger,
2005)

fyonlar Enzimler

Fe?* veya Fe* Cytochrome oxidase, Catalase peroxidase

Ccu? Cytochrome oxidase

Zn?* Carbonic anhydrase, Alcohol dehydnogenase

Mg?* Hexokinase, Glucose-6-phasphatase, Pyruvate kinase
Mn? Arginase, Ribonucleotide reductase

K* Pyruvate kinase

Ni2* Urease

Mo Dinitrogenase

Se Glutathione peroxidase

Koenzimler genellikle elektronlar, belirli atom veya fonksiyonel gruplarin gecici
tastyicist olarak gorev yaparlar (Lehninger, 2005). Genellikle koenzimler tiamin (B1
vitamini), riboflavin (B2 vitamini), nikotinamid (B3 vitamini), pantotenik asit (B5
vitamini) ve lipoik asit gibi suda ¢6ziinen B vitamininin tiirevleridir. Bu bilesikler
hayvan organizmalar1 tarafindan sentezlenemediginden diyetle alinmalar1 gerekir (Keha
ve Kiifrevioglu, 2012). Koenzim fonksiyonuna sahip olan ve suda ¢dzilinen vitaminlerin

aksine sadece bir tane yagda ¢oziinen K vitamini bulunmaktadir (Lippincott, 2007).



Tablo 1.2. Grup transferi gergeklestiren bazi koenzimler (Keha ve Kiifrevioglu, 2012)

Koenzim Tasimilan Birim

FAD Hidrojen atomlar1 (elektronlar)
NAD* Hidrojen atomlar (elektronlar)
NADP* Hidrojen atomlar (elektronlar)
CoA Acil gruplar

TPP TPP

Enzimler isimlendirilirken her bir enzime iki ad verilmistir. Ilki kisa ve dnerilen isimdir.
Ikincisi ise detayll bir tamimlama igin daha kapsamli ve sistematik isimdir. Enzim
isimlerinde en sik kullanilan, reaksiyonunun substratina; ornegin, glukozidaz, lireaz,
siikraz veya yapilan isin tanimina gore; 6rnegin, laktat dehidrogenaz ve adenilat siklaz,
gibi -az eki eklenmistir. Bazi enzimlerde reaksiyon hakkinda her hangi bir bilgi
vermeyen, orijinal isimleriyle kullanilirlar. Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji Birligi, enzimlerin her birinin, sayisiz alt grup igeren, alt1 ana sinifa boliindiigi,
bir adlandirma sistemini gelistirmis ve -az eki Kkatalizlenen kimyasal reaksiyonunun
oldukca kapsamli tammmma eklenmistir. Ornegin; D-gliseraldehit-3-fosfat:NAD*
oksidorediiktaz gibi. IUBMB isimleri, nettir ve bilgi vericidir. Fakat bazen genel

kullanim i¢in olduk¢a zordur (Lippincott, 2007).

Her enzime, Enzim Komisyonu kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. harflerinden
sonra arka arkaya gelen dort rakamdan olusur (Yiiregir, 1981). Birinci rakam, enzimin
bagl oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, Uglinciisii alt-alt grubu belirtir.
Dordiincii rakam ise enzimin ayni {i¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini gosterir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Ornegin, E.C.3.1.8.1. kod numarasindaki 3 rakami, bu enzimin bir hidrolaz enzimi
oldugunu; 1 rakami, ester baglarina etki ettigini; 8 rakami, fosforik triesterleri hidroliz
ettigini ve son 1 rakami ise bu enzimin arildialkil fosfataz enzimleri arasinda ilk siray1
aldigim gostermektedir. Burada s6z konusu olan enzim, paraoksonaz, arilesteraz ve
diazokson gibi ii¢ aktiviteye sahip olan yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile iligkili
paraoksonaz enzimidir (Tiirkes, 2010).

Enzimler, katalizledikleri tepkimelere gore simiflandirilirlar. Cogu enzimler,

elektronlarin, atomlarin veya islevsel gruplarin transferini katalizler. Boylece bunlar kod
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numaralarina ve transfer tepkimesinin tipine, grup vericisine ve grup alicisina gore

siiflandirilirlar (Lehninger, 2005).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan enzimler alt1 ana sinifa

ayrilmaktadirlar (Champe vd., 2007; Keha ve Kiifrevioglu, 2012). Bunlar;
Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme (redoks) tepkimelerini katalizlerler.

Transferazlar: Yapisinda Karbon (C), Azot (N) ve Fosfor (P) tasiyan gruplarin

transferini katalizlerler.

Hidrolazlar: Molekiillerin yapisindaki baglara su katarak baglarin hidroliz oldugu

reaksiyonlar1 katalizlerler.

Liyazlar: Reaksiyona giren substratlardan bazi gruplari uzaklastirarark cift bag

olusumunu katalizlerler.

[zomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilmesini

katalize eden enzimlerdir.

Ligazlar: Iki farkli molekiiliin birleserek yeni molekiil olusumu reaksiyonunu
katalizlerler. Bu sirada enerji yoniinden yiiksek enerjili bir bagin kopmasi ile olusan

enerjiyi kullanirlar.

Enzimle Kkatalizlenen bir reaksiyonun ayirict o6zelligi; aktif bolge denilen enzim
tizerindeki sinirlandirilmis 6zel bir cep ya da bir bdlgenin i¢inde olusmasidir. Substrat
aktif bolgeye baglanan ve enzimin lizerinde aktivite gosterdigi biiyiik veya kiigiik

molekiillerdir (Bakan, 2007).

[k olarak 1880°de Adolphe Wurtz tarafindan varhi@ gdsterilmis olan enzim-substrat
kompleksi; enzim aktivitesinde merkezi bir rol oynar. ES kompleksi, ayn1 zamanda
enzim mekanizmalarinin teorik tanimlanmasi ve enzimle katalizlenen tepkimelerin
kinetik davranisini agiklayan matematiksel iglemler i¢in baslama noktasidir (Lehninger,

2005).

Enzimlerin etki mekanizmasina iki farkli agidan bakilabilir. Birincisinde kataliz,
tepkime sirasinda olusan enerji degisimi yoniinden degerlendirilir. Enzimler

katalizlenmis reaksiyondan farkli, enerji acisindan tercih edilen alternatif bir reaksiyon
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yolu saglarlar. Ikincisinde ise aktif bolgenin kimyasal olarak katalizi nasil hazirladig

tarif edilir (Lippincott, 2007).

Enzimle substrat, enzimin aktif bolgesinde baglanmaktadirlar. Bu baglanmanin sekli

substrat veya enzimin durumuna gore degisiklik gostermektedir.
a. Tek substrath enzimatik reaksiyonlar.

Anahtar kilit modeli

Indiiklenmis uyum (induced- fit) modeli

E+S — ES > E+P

Sekil 1.1. Tek substratli enzimatik reaksiyon

b. Iki substratli enzimatik reaksiyonlar

Cift yer degistirme (ping-pong) mekanizmasi

Ardisik/diuzensiz mekanizma

Sekil 1.2. Iki substratli enzimatik reaksiyon

Cift yer degistirme (ping-pong) mekanizmasinda iki substratin ise Kkaristig1
reaksiyonlarda, aktif merkeze oncelikle S1 baglanir. Bir siire sonra ilgisi azalarak iirlin
olusur. Enzimin yapisi degisir. Sonra ikinci substrat baglanir ve yine iirlin olusur. En

son enzim ilk haline geri doner.



ES,

l i

BS; === EP,

Sekil 1.3. Enzimlerin ¢ift yer degistirme (ping-pong) mekanizmast

Ardigik/diizensiz mekanizma modelinde enzime Once baglanan Si veya S» diger
substratin  baglanmasini  kolaylastirmakta ve {igli ara bir kompleks (ES1S»)
olusmaktadir. Bu ii¢lii ara kompleksten olusan bir diger tglii kompleks (EP1P»)

yapisindan trtinler (P1 ve P) sirayla ayrilmaktadir (Tiirkes, 2010).

P P

EP,

EP,

EP,P,

P, Py

Sekil 1.4. Ardisik/diizensiz enzim mekanizmasi

Enzimlerin neden oldugu hiz artislar1 10° - 107 biiyiikliigiindedir. Bu oldukca yiiksek
secicilikteki hiz artiglar iki sekilde agiklanabilir:

Birincisi; enzimatik kataliz tepkimeleri siiresince kovalent baglarin yeniden
diizenlenmesidir. Kimyasal tepkimelerin birgogu substratlar ve enzim islevsel gruplari
(6zgiil amino asit yan zincirleri, metal iyonlar1 ve koenzimler) arasinda meydana gelir.
Enzim tizerindeki katalitik islevsel gruplar substratla kovalent bag olusturabilir ve bunu
tepkime i¢in aktiflestirebilir. Baz1 gruplar substrattan enzim iizerindeki gruba gegici

olarak aktarilabilir. Birgok durumda, bu tepkimeler yalnizca enzimin aktif bolgesinde
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meydana gelir. Enzimlerin tepkimeyi hizlandirmasi; alternatif bir yol olarak daha diisiik

enerjili tepkime yolu saglayarak aktivasyon enerjisini diigiirmelerinin sonucudur.

Ikincisi ise enzim ve substrat arasindaki kovalent olmayan etkilesimdir. Aktivasyon
enerjisini diisiirmek i¢in gereken enerjinin ¢ogu substrat ve enzim arasindaki zayif
kovalent olmayan etkilesimlerden kaynaklanir. Enzimleri enzimatik olmayan cogu
katalizorden gercekten ayiran faktor Ozgiil bir ES kompleksinin olugmasidir. Bu
komplekste, enzim ve substrat arasindaki protein yapisini sabitleyen hidrojen baglari,
hidrofobik ve iyonik etkilesimleri iceren bazi giicler tarafindan olusturulur. ES
kompleksindeki her bir zayif etkilesimin olusumuna, etkilesimde kararliligin derecesini
saglayan serbest enerji salinimi eslik eder. Enzim-substrat etkilesiminden kaynaklanan
bu baglanma enerjisi, tepkimelerin aktivasyon enerjisini diislirmek icin enzimler

tarafindan kullanilan serbest enerjinin ana kaynagidir (Lehninger, 2005).

Tablo 1.3. Enzimler tarafindan olusturulan bazi hiz artislar: (Lehninger, 2005)

Enzim Hiz artisi
Siklofilin 10°
Karbonik anhidraz 107
Triozfosfat izomeraz 10°
Karboksipepsidaz A 101
Fosfogluko mutaz 10%2
Siiksinil CoA transferaz 108
Ureaz 10
Orotidin monofosfat dekarboksilaz 10Y

Enzimle katalize edilen reaksiyonlarin hizini arttiran madde aktivator olarak adlandirilir.
Aktivatorler genel olarak kiiclik iyonlar ya da fazla biiyiik olmayan bilesiklerdir
(Goziikara, 1989). Enzimle katalize edilen reaksiyonlarin hizin1 azaltan maddelere de
inhibitdr denir. Inhibitorler genel olarak kiigiik molekiil yapisina ait bilesikler ya da
iyonlardir. Enzimin aktif merkezine baglanip, enzim substrat kompleksinin olusumunu

onlerler (Voet ve Voet, 2000).

Enzimin aktivitesi, enzimin katalizledigi reaksiyonun hizinin, optimal sartlarda belirli
zamanda tiriine dontisen substrat miktarina goére ifade edilir. Enzimin etkisi ve aktivitesi

yiiksekse ayni zamanda daha fazla substrat molekiiliinii iiriine cevirebilir. En c¢ok
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kullanilan enzim aktivitesi birimi, IU’dir. Optimal kosullarda, 1 dakikada 1umol
substrat1 degistiren enzim etkinligi 1 IU enzim aktivitesidir. Bu da 1 saniyede 16,67

nmol substratin iiriine doniistiiriilmesine karsilik gelmektedir.

Optimal pH, 25 °C sicaklik ve doygun substrat konsantrasyonunda sadece enzim
molekiili tarafindan birim zamanda {riine doniistiiriilen substrat molekiilii sayisina,

enzimin doniisiim sayis1 denir ve kcat ile sembolize edilir.

Bazi bilesikler tarafindan enzimlerin in vivo ve in vitro aktivitelerinin azaltilmasi ya da
tamamen yok edilmesi olayia inhibisyon adi verilir. Inhibisyona neden olan bilesiklere
inhibitor denir. Biyolojik sistemlerde enzimlerin inhibe olmasi bagli basina bir kontrol
mekanizmasi olusturur. Birgok kimyasal madde, ilag ve zehirli bilesikler de etkilerini bu
sekilde gosterirler (Dilek, 2012). Enzimatik aktivite inhibisyonu doéntsimlii ve

dontisiimsiiz olmak {izere iki ana gruba ayrilir.

Doéniisiimlii  inhibisyonda enzim ile inhibitor etkilesmesi, bir denge reaksiyonu

seklindedir. Bu inhibisyon tiirii i¢ gruba ayrilir. Bunlar;

e Yarismali (kompetitif) inhibisyon: Doniigiimlii inhibisyonun en basit tipi olan bu
inhibisyon tiiriinde inhibitdr enzimin aktif bolgesine baglanmada substratla yaris
halindedir. Inhibitér yap: itibariyle substrata benzedigi igin enzimin aktif
bolgesine kolaylikla baglanir. Fakat substrat konsantrasyonu arttirilarak
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax (enzimatik reaksiyonda
ulasilabilecek maksimum hiz) degismezken, Km (enzimin substrata ilgisini
gosteren sabit) artar (Sekil 1.5) (Segel, 1975; Telefoncu, 1986; Keha ve

Kiifrevioglu, 2012).

/
SN
o

&

Sekil 1.5. Yarigmali (kompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi
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e Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon tiiriinde inhibitér ve
substrat enzim aktif bolgeye baglanirken bir yaris i¢inde degildirler. Ciinki
inhibitor yapi itibariyle substrata benzemedigi i¢in enzimin substrattan farkli bir
bolgesine baglanir ve EI ve ESI olarak iki farkli inaktif kompleks olusur. Enzimin
Vmax degeri azalirken Km degeri sabit kalir (Sekil 1.6) (Telefoncu, 1986; Keha ve
Kiifrevioglu, 2012).

S

o ]
G

Sekil 1.6. Yarigsmasiz (kompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

e Yar yarismali (unkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon tiirii ise; daha ¢ok iki
substratli reaksiyonlarda goriilmektedir. Inhibitor serbest enzime degil sadece
enzim-substrat (ES) kompleksine baglanir. Bu sekilde iiriin olusumu
sonlanmaktadir. Inhibitdrlerin varhiginda ortamdaki ES kompleksi siirekli azalir
ve sonug olarak da Kv degeri azalir. Ayrica bu ortamda ESI kompleksi siirekli var
olacagindan Vmax degeri de diiser (Sekil 1.7) (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Sekil 1.7. Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi



Multienzim sistemlerinin ¢ogu bir takim seri reaksiyonlar gostermektedirler. Bu
durumda Lineer karigik tip inhibisyon c¢esidi karsimiza g¢ikmaktadir. Doniistimlii
inhibisyon ¢esitlerinden biri olan nonkompetitif (yarismasiz) inhibisyonunun farkl
¢esidi olan lineer karisik tip inhibisyonunda; E, S ve I’nin baglanma denge sabitleri
farklilik gosterir. Bir seri reaksiyonun son iirlini, belirli bir konsantrasyona ulastiginda
sistemin ilk enzimini ya da ara noktadaki enzimi inhibe eder. Gergeklesmis olan bu
olaya da feed-back (geri besleme) inhibisyonu denir ve bu tiir enzimlere allosterik

enzim adi verilir.

Déniistimsiiz inhibisyonda, enzimlerin sahip oldugu bir veya birden fazla fonksiyonel
gruplart etkilenir. Bu inhibisyon inhibitoriin kovalent olarak enzime baglanmasi veya
zor ayrilan bir kompleks olusturmasi ile olusur. Inhibitér enzimin aktif bolgesine
kovalent olarak baglanir ve enzim yapisini bozar. Bu yiizden geriye doniis olmaz.
Doniisiimsiiz inhibisyon da Vmax degeri azalir, Kv degeri degisime ugramaz (Sekil 1.8)
(Segel, 1975; Keha ve Kiifrevioglu, 2009). Bu durum yarismasiz inhibisyona benzerlik
gosterir. Bu sebepten iki inhibisyon tiiriinii birbirinden ayirmak i¢in farkli enzim
konsantrasyonlarinda Vmax Olgiilerek bir grafik olusturulur. Elde edilen egriden

inhibisyon tiirline karar verilir.

Sekil 1.8. Déniisiimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi (inal, 2013)

Inhibisyon tiiriiniin ve K; sabitinin belirlenmesi icin en ¢ok kullanilan metot,
Lineweaver-Burk grafikleridir. Bu yontemde 1/V—1/S grafikleri sabit inhibitér ve bes
farklt substrat konsantrasyonunda c¢izilerek K sabitleri hesaplanir. K; sabitlerinin
bulunmasinda ikinci yol Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki basit substrat
konsantrasyonunda 1/V—[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K; sabitleri hesaplanir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2005; Nelson ve Cox, 2005).
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Enzim inhibisyon tiirlerine 6zgii grafikler Sekil 1.9°de goriildigi gibidir.
(a) (b) (©)
[ i

1V /v v

A e

18] 18] 18]

Sekil 1.9. (a) Yarigmali (b) Yar1 yarigsmali inhibisyon ve (c¢) Yarismasiz inhibisyon
(Dilek, 2012)

Ik kez 1938 yilinda Berzelius tarafindan kullanilan “protein” adi1 yunanca bir kelime
olan “proteuo” kelimesinden tiiretilmistir. Proteinler canlida hem yapinin olusmasinda
hem de pek ¢ok gorevin yapilmasinda dogrudan etkilidir. Sayisiz hayat fonksiyonu
proteinlere baghdir. Proteinlerin enzimatik kataliz, biiyiime ve farklilagsmanin kontrolii,
koordine hareket, sinir impluslarinin transmisyonu, depolama, tasima, mekanik destek
ve immiin koruma gibi bir¢ok islevi bulunmaktadir. Proteinlerin saflastirilmasi; hem bu
islevleri yapan molekiiliin tespiti ve olayimn mekanizmasinin agiklanmasi hem de in vitro
kosullarda endiistriyel veya analitik amacla kullanilma olanaginin arastirilmasi

yoniinden 6nemlidir (Telefoncu, 1996).

Proteinleri saflastirmadaki amag¢ saf protein elde etmekle birlikte daha sonraki
aragtirmalar igin kullanilabilecek bir protein preparati saglamaktir. Bu aragtirmalar;
protein yapisi veya yapi fonksiyon iliskisi ile protein aktivitesinin arastirilmasina ve bu
aktiviteden biyoteknolojik iiretim, analitik veya tedavi edici amagla yararlanilmasina

yoneliktir (Karadag, 2007).
Proteinlerin saflastiriimasinda kullanilacak yontemlerin siralamasi agagidaki gibidir:

e Homojenizasyon

e (Coktiirme

e lIyon degisim kromatografisi
¢ Afinite kromatografisi

e Jel gecirgenlik kromatografisi
11



Saflagtirmanin ilk basamaklarinda daha ¢ok derisiklestirmeye yonelik (yiiksek
performansli) yontemler uygulanir. Bu sayede ortamdaki su biiyiik oranda uzaklasir. Bu
amagla  ¢Oktiirme, ekstraksiyon ve absorpsiyon kromatografi  yontemleri
kullanilmaktadir. Afinite ve ultrafiltrasyon yontemlerinin bir arada kullanilmasi, yiiksek
ayirma giiclii tekniklerin kullanilmasi saflagtirma islemlerinin sayisin1 oldukga azaltir.
Ancak afinite yonteminin maliyetinden dolayr ¢oktiirme gibi ucuz yontemlerle
istenmeyen madde ve madde karisimlarinin 6nemli oranda uzaklastirilmasindan sonra
tatbik edilmelidir (Dalkavrayan, 2011).

Enzimler protein yapisinda olduklarindan, proteinlerin saflagtirma yontemleri enzimler
icinde uygulanir. Proteinlerin ¢ozelti i¢indeki davranislarindan faydalanilarak,

saflastirma iglemleri yapilmaktadir.
Saflagtirma islemleri genelde enzimlerin;

e Molekiil biiytikliigii

Coziintirliik farkliliklar

Elektriksel yiik

Adsorbsiyon davranislarindaki farkliliklar

Diger molekiillere kars1 biyolojik afinite

esasina gore gerceklestirilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2005).

Proteinlerin en ¢cok goze garpan 6zellikleri biiyiikliikleridir. Bu durum, bir proteini diger
proteinlerden ve kiiclik molekiillerden ayirmayr miimkiin kilar. Bu esasa dayali
proteinleri ayirma metodlar diyaliz, ultrafiltrasyon, yogunluk gradienti santrifiigasyonu

ve jel filtrasyon kromatografisidir.

Genel olarak disarilama kromatografisi adiyla bilinen jel filtrasyon kromatografisi,
molekiil biiyiikliiklerine gore proteinleri ayirmada kullanilan en uygun ve en etkili
metottur. Yontemin temeli, dekstran esasli metaryelleri kullanarak makromolekiilleri
molekiil biiyiikliklerindeki farkliliklara gére ayirmaktir. Yontem esasen, proteinlerin
molekiil agirliklarinin saptanmasinda ve protein ¢Ozeltilerinin tuz derisimlerinin
doniistiiriilmesinde uygulanir. Basit bir ¢alisma prensibi vardir. Kolon kiiresel yapili ve
belirli boyutta gozeneklere sahip inert jel parcaciklarindan olusmustur. Farkli boyutta

molekiilleri iceren bir ¢ozelti kolondan gecirildiginde, biiylik molekiiller gozenekli
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taneciklerin aralarindaki bosluklardan gegerek kolonda hizli ilerlerler, gozenek
boyutlarindan kii¢lik molekiiller ise gdzenek igerisine difiizlenir ve molekiil kiigiildiikce

artan bir alikonma siiresi ile kolondan ¢ikarlar.

Baz1 proteinler, belli kosullarda jel filtrasyonu metaryaline adsorba olabilmektedir.
Adsorbsiyon, iyon degisimi etkilerinden veya hidrofobik etkilesimlerinden ileri
gelmektedir. Bu nedenle iyonik kuvveti yiiksek tamponlardan kaginmak gerekir.
Enzimlerin molekiil agirhigi genelde 12.000-1.000.000 Da arasinda degistiginden,
uygun se¢ilmis 2-3 filtrasyon kolonu, basarili bir ayirim igin yeterli olabilmektedir.
Kolonun bosluk hacmi, toplam kolon hacminin genellikle %30-35’i ve ayirim igin
uygun hacim, toplam hacmin yaklasik %55’idir. Boylece 100 mL’lik toplam hacme
sahip ideal bir kolonda protein ayirimi 35-90 mL’lik eliisyon hacimlerinde ve en iyi
ayrimlar da 60 mL’ye kadar go6zlenecektir. Fakat difiizyon nedeniyle kolonun
ideallikten sapmasiyla bu degerler degisebilir. En uygun sartlarda proteinler sadece
molekiiler difizyona bagimli olarak ilerlerler. Ayrica tanecikler arasindaki kapali
alanlara sivilarin sikigsmasi ile dogan akislar kolondaki ayrisimin bozulmasina neden
olur. Bu etkilerin her ikisi daha kiiciikk partikiil boyutlu metallerin kullanilmasi ile
azaltilabilir ve daha iyi aymrim giiciine ulasilabilir. Bu nedenle tanecik i¢i ve dist
arasindaki denge daha cabuk kurulacagindan, daha biiyiik akis hizlarinda c¢aligmak
miimkiindiir. Fakat daha kiiclik tanecik boyutu kolonda s1v1 akisi i¢in daha biiylik basing
uygulamasini1 gerektirir. Bu artis taneciklerin kiiresel yapilarinin bozulmasina ve akis

hizinin giderek azalmasina sebep olabilir (Arda ve Ertan, 2008).

Jel filtrasyon kromatografisinde kolon materyali olarak Sepharose, Biogel gibi
polimerler yaninda yaygin olarak kullanilan ve bir karbohidrat tiirevi olan Sephadex
polimeridir. Sephadex yapisinda fazla miktarda hidroksil grubu ihtiva etmesi dolayisiyla
suya ve elektrolit c¢ozeltilerine ilgisi fazladir. Bu teknikte kiiciik molekiil kiitleli
proteinler ve diger safsizliklar Sephadex’in porlarina takilirlar. Biiyiik molekiil kiitleli
proteinler ise Sephadex’in porlarina takilmazlar ve molekiil kiitlelerinin biiyiikliik
sirasina gore kolondan eliie edilirler. Bu da proteinlerin ayirimlari i¢in oldukga avantajli

bir durumdur.

Jellerin 6zelliklerini belirlemede kullanilan temel terim “su kazanim degeri” dir. Bir
gram kuru jelin emebildigi su miktarina o jelin su kazanim degeri denir. Bu deger 10 ile

carpilarak jelin ticari adinin sonuna yazilir. Ornegin Sephadex G-15 jelinin su kazanim
13



degeri 1,5°dir (1 g madde 1,5 g su emebilir). Bir jelin su kazanim degeri arttikca
gozenek biiytikliigi de artar (Dilek, 2012).

Daha biiylik molekiillerin, mesela bazi proteinler ve viriislerin ayrilmasinda agardan
elde edilen ve nétral bir polisakkarit olan agaroz jeli kullanilir. Jel filtrasyon
kromatografisinde karisimlarin ayrilmasinda karisimda bulunan maddelerin molekiil
biiyiikliikleri rol oynar. Molekiiller biiyiidiik¢e ayrilma molekiil biiyiikliiglinden ziyade
molekiil kiitlesine gore olur. Ornegin; G-100 ve G-200 tipi jellerde eliie etme hacmi
yaklasik olarak molekiil kiitlesinin logaritmasi ile dogru orantilidir. Bunlardan
yararlanilarak biiyiik molekiillii bilesiklerin mesela proteinlerin molekiil kiitleleri tayin

edilebilir (Kiifrevioglu ve Ciftci, 2008; Oktay, 2010; Dilek, 2012).

Proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan bir 6zellik de ¢oziiniirlik farkliligidir. Bu
islem genelde proteinleri bulunduklar1 ¢ozeltide ayirmak ve konsantre etmek icin
kullanilir. Protein ¢oOkeltisinin az miktarda uygun bir sivida siispanse edilmesi ile
baslangigtakine gore daha yiiksek konsantrasyonda bir protein ¢ozeltisi elde edilmis
olur. Proteinlerin ¢oziiniirliigli baslica pH, iyonik siddet, ¢oziiciiniin dielektrik 6zelligi
ve sicakliga baghdir. Bu esaslara dayali proteinleri ayirma metotlar1 izoelektrik

¢Okelme, notral tuzlarla ¢oktiirme, ¢oziiciilerle fraksiyonlama ve sicaklikla ¢oktiirmedir.

Cogu globuler proteinlerin ¢oziiniirliigii, sistemin pH degerinden etkilenir. Degisik
proteinlerin iyonlagabilir R gruplar1 tasiyan aminoasitlerinin sayis1 farkli oldugundan,
izoelektrik pH’lar1 da farklidir ve bu ylizden ¢ok defa birbirinden izoelektrik ¢okelme
ile ayrilabilirler. Her protein i¢in izoelektrik pH ortamin iyon muhtevasina gore kolayca
degisebilir; ¢linkii proteinler belirli anyon ve katyonlar1 baglayabilirler. Eger bir protein
¢ozeltisi, H" ve OH" digindaki kiigiik iyonlari uzaklastirmak igin saf suya kars1 diyaliz

edilirse, izoelektrik pH, izoiyonik pH’da gergeklesir ve bu da proteine gore sabittir.

Notral tuzlar diisiik konsantrasyonlarda protein molekiillerinin ¢oziiniirliiglini artirirlar.
Bu olaya salting-in denir. MgClz ve (NH4)2SO4 gibi iki degerlikli tuzlar, NaCl, NH4Cl
ve KCI gibi tek degerliklilerden daha etkilidir. Noétral tuzlarin bu 6zelligi, onlarin iyon
siddetlerine baglidir. Bu iyonlar protein molekiilinde yan gruplarin ayrigmasini
modifiye ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda bir protein bir ¢dzeltiden

hemen hemen kantitatif olarak c¢okeltilebilir; yani yiiksek tuz konsantrasyonunda
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proteinlerin ¢oziiniirliigli azalir ve hatta ¢okerler. Bu olaya salting-out adi verilir (Dilek,

2012).

Suda ¢oziinebilen nétral organik ¢oziiciilerin, 6zellikle etanol ve asetonun ilavesi, cogu
globuler proteinlerin sudaki ¢oziniirliigiinii ¢okelme derecesine kadar azaltabilir. Bu
etkinin kantitatif arastirmalari, sabit pH ve sabit iyonik siddette ¢oziiniirliiiin ortamin
dielektrik sabitinin bir fonksiyonu oldugunu gdstermistir. Etanol sudan daha kiigiik bir
dielektrik sabitine sahip oldugundan sulu protein ¢ozeltisine etanolun ilavesiyle zit

yiiklerin ¢ekimi artar ve proteinler kiimelenerek ¢okerler.

Analitik amagli ¢oktiirme igin trikloroasetik asit (TCA) veya organik ¢oziicliler (aseton,
etanol, metanol) kullanilir. Kuvvetli bir asit olan TCA, proteindeki amino asitlerin yan
zincirlerindeki iyonik gruplarin yiiklerini degistirerek i¢ elektrostatik dengeyi bozar ve
protein  denatiirasyonuna yol agar. Denatiire olan proteinler ¢Oziiniirliikleri
degiseceginden c¢okerler. Eger calismada denatiirasyonunun bir 6nemi yoksa TCA
coktliirmesi uygulanir. Asoton, etonol, metonol gibi organik c¢dziiciiler proteinlerin
¢Oziiniirliiglinli azaltarak cokmelerine yol agarlar. Denatiirasyona yol agcmamak igin

islem sogukta (0-4 °C) gerceklestirilir.

Preparatif amagli ¢oktiirme i¢in tuzlar (6rnegin, amonyum siilfat), organik ¢oziiciiler
(aseton, etanol, metanol) veya polietilen glikol (PEG) gibi organik polimerler kullanilir.
Tuzla ¢oktiirme proteinlerin deristirmesinde ve saflagtirllmasinda genellikle kullanilan
bir yontemdir. Ortama eklenecek noétral tuz, proteinlerin molekiiler yapisinin
bozulmadan bir araya gelmelerine ve c¢ozeltiden ayrilarak c¢okmelerine yol acar.
Proteinler farkli tuz konsantrasyonlarinda c¢oktiiriilerek birbirinden ve diger
molekiillerden ayrilabilir. Coktiirme isleminde genellikle amonyum stilfat ((NHa4)2SO4)
kullanilir. Amonyum siilfat ucuz ve etkin olmasi yaninda ¢ozeltide fazla 1sinmaya yol
acmayan, ¢Oziinlirliigi yiiksek, pH’1 fazla etkilemeyen bir tuzdur. Birgok protein %55
amonyum siilfat doygunlugunda ¢oker. %70 doygunluk genelde tamaminin ¢ékmesini
saglar (Arda ve Ertan, 2008).

Elektriksel yiik farkina dayanan ayirma metotlarindan biri olan iyon degisim
kromatografisinde duran fazda bulunan ve yerlerinden kolaylikla ayrilabilen iyonlar
cevrelerindeki (yliriiyen sividaki ve karisim i¢indeki) iyonlarla yer degistirirler. Bu

degisim sonucunda duran fazin fiziki goriiniimiinde degisme meydana gelmez. Iyon
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degisim kromatografisi ile basit inorganik ve organik iyonlar birbirlerinden
ayrilabilecegi gibi enzimler, hormonlar ve niikleik asitler gibi biyolojik énemi olan

polielektrolitler de kolaylikla ayrilabilir.

Iyon degisim kromotografisi ile ayrim igin iyonik yap:1 sarttir. Baslica ii¢ tip iyon
degisim materyali vardir. Bunlar; iyon degisim regineleri, iyon degisim jelleri, iyon

degisim seliilozlaridir.
Iyon degistiriciler iki boliimden olusur:

e Matriks; i¢inde ve yiizeyinde kimyasal olarak (kovalent baglarla) baglanmis yiikli
gruplar bulunan ii¢ boyutlu, ¢apraz baglarla baglanmis ¢6ziiniir olmayan dolgu
maddesidir.

o Hareketli kars1 iyonlar; kars1 iyonlar tersinir olarak ayn: yiikteki baska iyonlarca
degistirilebilirler, ¢oziiniir olmayan dolgu maddesinde herhangi bir degisiklige yol

agmazlar (Boyer, 1993).

Iyon degistirici dolgu maddesi sayet pozitif gruplarla kimyasal olarak baglanmissa,
kars1 iyonlar negatif olup, bu tiir iyon degistiriciler negatif iyonlar1 degistirdiklerinden
anyon degistiriciler olarak adlandirilirlar. Sayet dolgu maddesi negatif gruplarla
kimyasal olarak baglanmissa, kars1 iyonlar pozitif olup, bu tiir iyon degistiriciler pozitif

iyonlar1 degistirdiklerinden katyon degistiriciler olarak adlandirilirlar.

a) b)

Sekil 1.10. Iyon degistiriciler a) Anyon degistiriciler ve degistirilebilir kars1 iyonlar b)
Katyon degistiriciler ve degistirilebilir kars1 iyonlar (Pharmacia Fine Chemicals AB,
1980)

En genis c¢apta kullanilan anyon degistiricilerdeki pozitif yiikli islevsel gruplar,
aminoetil  CoHaN*Hs3,  trietilaminoetil  CoHsN™(CoHs)s  ve  dietilaminoetil
CoHaNH*(C2Hs)2 gruplanidir. Katyon degistiriciler ise negatif yiiklii gruplar olarak,
genelde siilfo (SO3") ve karboksimetil (CH.COQ") gruplari bulunur.
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Dolgu maddesi aliiminyum silikatlar, sentetik regineler, polisakkaritler vb. olabilir.
Dolgu maddesinin tabiat1 iyon degistiricilerin mekanik kararlihigini, akis 6zelligini,

bozulabilen biyolojik maddelere kars1 davranisini ve kismen de kapasitesini belirler.

pH 4-9’un disindaki pH’larda stabilitesini koruyan enzim sayisi ¢ok az oldugundan iyon
degisimi kromotografisinde kullanilan absorban sayisida sinirlidir. En ¢ok kullanilan

absorbanlar seliiloz, agoroz ve dekstranin karboksimetil ve dietilaminoetil tiirevleridir.

Saflastirma ig¢in en uygun islevsel grubu igeren matriksin segiminde, proteinin pH
stabilitesi de dikkate alinmalidir. Segilecek matriksin por 6zelligi, baglama kapasitesini

etkiledigi i¢in gz 6niinde tutulmalidir (Arda ve Ertan, 2008).

Iyon degisim kromatografisi temelde iki etaptan olusur: Birincisi 6rnek tatbiki ve iyon
degistirici tizerinde adsorpsiyon, ikincisi ise adsorbe edilen 6rnek bilesenlerinin

kolondan ayrilarak eliie edilmeleridir (Boyer, 1993).

Proteinler iyon degistiricilere zit yiiklii gruplar arasindaki iyonik etkilesimle tersinir
olarak baglanirlar. Baglanan proteinler ya tampon ¢ozeltisinin iyonik giicii kademeli
olarak arttirilarak ya da tampon c¢ozeltisinin pH’1 degistirilmek suretiyle protein
yiizeyindeki etkilesen gruplarin yiikii yok edilmek suretiyle kolondan ayri ayrn eliie
edilirler. Biitiin bu islemler esnasinda iyonik degistiricinin yiikii sabit kalacak bir pH
aralig1 secilmelidir yoksa biitiin proteinler kolondan ayrilmadan birlikte eliie olurlar.
Baglanma giicii hem proteinin izoelektrik noktasiyla hem de toplam yiikii ile iligkilidir.
Dolayisiyla ayni izoelektrik noktasina sahip iki protein denge izoelektrik fokuslama ile

ayrilmazken iyon-degisim kromatografisiyle ayrilabilirler (Johnstone ve Thorpe, 1982).

Enzimlerin saflastirma yontemlerinden biri olan afinite kromotografisinde, spesifik
ligandlar1 esasina dayanilarak proteinlerin ayrilmasi yontemidir. Ligand enzime son
derece spesifik oldugundan hemen enzimle baglanir. Diger enzim ve molekiiller
ortamda tutunamadiklarindan hemen kolonun akis yoniine ilerleyerek saflastirmak

istedigimiz enzimi yalniz birakirlar.

Protein tayiniyle saflastirmanin verimi, birim protein kiitlesi basina fonksiyonel

aktivitenin Olglilmesi ile de kag¢ kat saflastirildigi belirlenir. Protein saflik testi ve kag

yabanc1 protein icerdigi jel elektroforezi ile tespit edilir. Safsizliklarin molekiil kiitleleri

SDS-PAGE ile belirlenir ve safsizliklar jel gecirgenlik kromatografisi ile uzaklastirilir.
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Paraoksonaz (PON), organik fosforlu bir insektisit olan paratiyonun aktif metaboliti
paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip, A-esterazlar grubundan 6nemli bir karaciger
enzimidir. Diisiik yogunluklu lipoproteinin (LDL) oksidasyonunun ateroskleroz
stirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi, enzimin antioksidan 6zelliginin 6nemini ortaya
koymaktadir (Durrington vd., 2001; Ng vd., 2005). PON enziminin 6nceleri yalnizca
organofosfat bilesiklerini hidroliz etme Ozelliginin bilinmesi nedeniyle, sadece
toksikoloji alanindaki arastirma calismalari yapilmig, son yillarda ise antioksidan
ozelligi ile HDL’nin yapisinda bulundugunun anlasilmasindan dolayi, kroner arter

hastaligiyla iligkisine yonelik ¢aligmalar artmistir (Azarsiz, 2000).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nin (IUBMB) enzim adlandirma
sistemine gore ise PON enzimi iki farkli enzim numarasi (E.C.3.1.1.1 ve E.C.3.1.8.1) ile
eslestirilmistir. Fakat 1990’11 yillarda, PON enziminin arilesterazdan farkli olarak
sadece fenolik esterleri degil de fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz etmesinin
anlasilmasindan dolay1 tek bir enzim numarasiyla (E.C.3.1.8.1) tanimlanmasina karar
verilmistir (Erdem, 2004). Enzim, paraokson, metil paraokson ve klormetil paraokson’a
kars1 yiiksek derecede afinite gosterdiginden ve ayrica aktivitesinin Ol¢iimiinde ilk

olarak paraokson substrati kullanildigindan PON adin1 almistir (Mackness vd., 1998).

(CH3 CHj of
(0] o o A
w _O O w _O
- I3\ +z,o o) I3\ +oo o) I:’\ wo
)O o—< i _ 2, o—< >—N\_ 1 0— >—N\_
HsC 3 3 o
Paraokson Metil paraokson Klormetil paraokson

Sekil 1.11. Paraokson, metilparaokson ve klormetil paraoksonun kimyasal yapilari

PON enzimi genis bir substrat 6zgiilligii gosterirken, fizyolojik substrati heniiz tam
olarak belirlenememistir. Fakat arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine
sahip oldugu tespit edilmistir. insan serum PON enzimi, paratiyon’un metabolik {iriinii
olan ve organizmaya zararli bir pestisit olan paraoksondaki O-P ester baginin
hidrolizinden sorumlu olan esterazdir (Aviram vd., 1998). PON enzimi, paratiyon’un
oksidatif modifikasyonu ile metabolizmada olusan paraoksonu hidroliz ederek
paraoksona oranla goreceli olarak daha az zararli olan p-nitrofenol ile dietil fosfat
bilesiklerini olusturmaktadir (Sekil 1.12) (Mackness vd., 1998; Lee vd., 2001).
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Sekil 1.12. PON1 enziminin hidroliz reaksiyonu (Bargota vd., 2003)

HDL bagimli antioksidan bir enzim olan PON, LDL ve HDL’yi lipit
peroksidasyonundan korumakta ve HDL’nin baglica anti-aterosklerotik (damar
sertlesmesini Onleyici) bileseni olarak diisiiniilmektedir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda
diyabet, ailesel hiperkolesterolemi ve bobrek rahatsizliklar1 gibi ateroskleroz gelisimine
yatkin bireylerde PON aktivitesinin diisiik oldugu bulunmustur (Mackness vd., 2004).
PON enzim aktivitesinin yetigkinlerde yasin artisiyla iligkili olarak azaldigina dikkat
cekilmistir (Seres, 2004). PON enzim aktivitesi, yeni doganlarda ve prematiire
bebeklerde yetiskindekinin yaklasik yarisi kadardir. Dogumdan yaklasik bir yil sonra
erigkindeki diizeyine ulasir (Mackness vd., 1998). Kardiyovaskiiler hastaliklara 6nayak
olan diyet ve yasam tarzi faktorlerinin PON1 aktivitesini ve/veya konsantrasyonunu
etkiledigi gézlemlenmistir (Kudchodkar, 2000; Klemola, 2002).

Memeli tiirleri arasinda genis bir dagilima sahip olan PON enzimi, baliklarda, kuslarda
ve eklembacaklilar gibi omurgasizlarda mevcut degildir. PON gen ailesinin PONL1,
PON2 ve PON3 olmak iizere 3 tiyesi oldugu belirlenmistir. Calismalar daha ¢ok PON1
tizerine yogunlasmistir. Bu {i¢ PON enzim genlerinin memeli tiirleri arasinda yiiksek
benzerlik igeren bir aminoasit dizisine sahip oldugu bulunmustur (Primo-Parmo, 1996;
La, 1999). PON1 ve PON3 karacigerden sentezlenirken, PON2 beyin, karaciger, bobrek
ve testisler gibi birgok organdan sentezlenmektedir (La, 1999). PON2 enzimi insanda
hemen hemen tim dokularda bulunmasmna ragmen, serumda bu enzime
rastlanamamustir (Ng vd., 2001). /n vitro ¢aligmalarda PON2, aynen PON1’in gosterdigi
LDL’nin lipit peroksidasyonunu onleme ve kismen okside olmus LDL’yi indirgeme
gibi antioksidan ozellikleri oldugu belirlenmistir (Ng vd., 2001). PON3 plazmada
HDL’ye bagimli olarak bulunur ve ilk olarak karacigerde tespit edilmistir (Reddy,
2001). PON3 enzimi LDL’yi oksidasyondan korumada PON1’den daha etkilidir
(Draganov, 2000).
19



PON, aktivitesi ve kararlig1 i¢in Ca®* iyonuna bagimli, 43-45 kDa molekiil agirhigina
sahip bir enzimdir (Canales, 2003; Blatter, 1993). izoelektrik noktas: 5,1°dir. 354 amino
asit igeren serum PON1 enziminin amino asit bilesimi yiiksek 16sin igerigi disinda bir
ozellik gostermez (Gan vd., 1991). Yapisinda yer alan 3 sistein rezidiisiinden 284’deki

serbest iken 42. ve 353. sistein rezidiileri arasinda tek disitilfit bagi bulunur (Sekil 1.13).
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Sekil 1.13. insan PON1 enziminin yapis1 (Aviram vd., 1999)

N
terminal

Sekil 1.14. PON enziminin {i¢ boyutlu goriiniimii (Harel vd., 2004)

Enzimin ii¢ boyutlu yapisinda B-kirmali tabakalarin merkezinde birbirlerine 7,4 A°
uzaklikta 2 tane Ca?* iyonu bulunmaktadir. Farkli afiniteye sahip olan bu kalsiyum

iyonlarindan birisi (Cay) istte, digeri (Caz) ise merkezde bulunmaktadir. Ca; yapisal
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ozellikli olup yapidan uzaklastirilmasi doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir
(Kuo vd., 1998). Katalitik etkinlikte rol oynayan diger (Caz) kalsiyum iyonu ise 2,2-2,5
A° uzakliginda bulunan 5 adet amino asit rezidiisii (Asn224, Asn270, Asn168, Asp269,

Glu53) bir su molekiilii ve fosfat iyonunun oksijeniyle etkilesim halindedir.

PONL1 enzimi, pervane seklinde yerlesmis ve her biri 4 siradan olusan 6 adet B-kirmali
tabakadan meydana gelmistir. Enzim, amino terminaline yakin 6D tabakasinda bulunan
Cys42 kalintist ile 6C tabakasinda bulunan Cys353 kalintis1 arasinda disiilfit bagiyla
baglanarak ti¢ boyutlu yapisin1 kazanmaktadir (Jawad vd., 2002).

PON iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bélgesi vardir. iki tanesi (Asn227 ve
Asn270) P-tabakalarin merkezinde, diger ikisi yiizeye bakan bdlgede (Asn253 ve
Asn324) yer almaktadir. PON1 memeli hiicrelerinde sentezlendikten sonra bu
noktalardan glikozillenir (Harel vd., 2004).

PONL1 enzimine ilk olarak 1961 yilinda insan serumunun elektroforezi sonrasi yiiksek
yogunluklu lipoproteinlerde olusan immuno ¢okeleklerde rastlanilmistir (Mackness vd.,
2004). PON hakkinda yapilan ilk ¢alismalar, enzimin organofosfatlari, yaygin olarak
kullanilan bocek ilaglarimi hidroliz etme 06zelligi lizerine yapilan g¢alismalardir. PON
enzimi detoksifiye ve antiaterojenik (damar sertligini azaltici) etkileri ile bilinmektedir.
PONL1 birgok organofosfat bilesiklerini, sinir ajanlarini (soman, sarin gibi) ve gevreyi
tehdit edici 6zeliklerdeki bocek ilaglarini (klorpirifoz okson ve diazokson gibi) hidroliz
etme Ozelligine sahiptir (Sekil 1.16 ve Sekil 1.15). PON’un ayn1 zamanda laktonlar1 da
hidroliz edebildigi goriilmistir (Sekil 1.17).

R=0_ OCyHs CytP,s0 R*O\P/OC2H5 poni O. OCyHs

2 2 2 + ROH
S” "0C,Hs 0" 0CHs  +H,0 O OC,Hs

O,N*.

\ \
Cl_ N,
R= Paraokson R= || _| Klorprifoz okson %j\ _| Diazokson
Cl N N

Sekil 1.15. insektisitlerde yaygin olarak kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi
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R1=N(CH3), R,=CH,CH3 X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)
R,=CHj; R,=CH(CH53), X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)
R4,=CH, R,=CH(CH3)C(CH3)2 X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 1.16. Sinir gazlarinin hidrolizi
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Sekil 1.17. Lakton hidrolizi

PON1 enzimi bu aktivitelerinin yanisira sistematik siniflandirmada yer aldigi A-
esterazlar grubunun o6zelligi nedeniyle fenilasetat gibi ester substratlarini da
hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiyofenil asetat ve 2-naftil asetat da PON1 enziminin
aromatik ester substratlari arasinda bulunmaktadir (Sekil 1.18) (Eckerson vd., 1983; La
Du, 1992; Sorenson vd., 1995).
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Sekil 1.18. Aromatik esterlerin hidrolizi

Insan serum PON1 enzimi; HDL nin yapisinda olmakla birlikte ncelikli olarak LDL’yi
oksidasyondan koruma gibi fizyolojik role sahip bir enzimdir (Durringhton, 2001).
Yapilan immunoafinite kromatografi ¢aligmalar1 insan serum PON’un gergekte Apo Al
ve Klusterin (Apolipoprotein J) igeren HDL tipleri ile iligkili oldugunu ve PON’un

toplam HDL’nin ¢ok kii¢iikk bir bolimiinii olusturdugunu goéstermistir (Sekil 1.19)
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(Mackness vd., 1996). Apo Al, PON1’in HDL ile birlesmesi i¢in gerekli olmamasina
ragmen PON1-HDL kompleksinin stabilizasyonunu saglar (Sorenson, 1999; Oda,
2001).

Ghrelin

Sekil 1.19. HDL partikiilii ve PON enzimi (Renault, 2006)

Yiiksek yogunluklu lipoproteinler olan HDL’lerin uzun bir zamandir anti-aterojenik bir
etkiye sahip olduklar1 bilinmekte ve bu koruyucu etki kendilerine bagli bulunan
enzimlere atfedilmektedir (Gordon ve Riflind, 1989; Navab, 1996). HDL’ye bagli bu
enzimlerden biri olan PON1, karacigerden sentezlenen ve burada depolanan, genis bir
substrat ozgiilliigiine sahip olan, HDL nin bu antioksidan etkiyi gostermesinde biiyiik
bir sorumluluk iistlenen bir enzimdir (Primo-Parmo vd., 1996; Mackness vd., 1995).

PON, okside LDL’deki kolseteril linoleat hidroperoksitleri ve spesifik okside
fosfolipitleri hidroliz eder. Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil hiicrenin
yapisindaki lipitler de lipit peroksidasyonuna ugramaktadir. PON enzimi, lipit
peroksitlerinin aterojenik etkilerini nétralize eder, hiicre membranlarin1 koruyucu etki

gosterir (Aviram vd., 2000).

Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerine etkileri incelenen antibiyotiklerin

baz1 6zellikleri asagida anlatilmaktadir.
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Monurol; etkin maddesi 3 g fosfomisin olup, esdegeri 5,631 g fosfomisin
trometamol’dur. Fosfomisin alt {riner sistem enfeksiyon tedavisinde kullanilan bir
antibiyotik tiirii olup, karakteristik farmakolojik 6zellikleri ve terapdtik araligiyla genis
antimikrobiyal spektruma sahiptir. Fosfomisin, metisiline direngli Staphylococcus
aureus ve glikopeptidlere duyarl veya direncli enterokoklar gibi gram-pozitif ve bir¢ok
antibiyotige direncli Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Proteus, Salmonella
cinslerine ait tiirler ile E.coli gibi gram-negatif patojenlerin ¢oguna karsi hizli
bakterisidal aktiviteye sahiptir. Oral yoldan verilmesinden sonra idrarda yiiksek
seviyelere ulasmasi ve serum yarilanma Omriiniin uzun olmasi nedeniyle fosfomisin,
E.coli ve Enterococcus faecalis tarafindan olusturulan idrar yolu enfeksiyonlarinin tek

doz tedavisinde kullanilir.

Fosfomisine duyarli bakterilerin neden oldugu idrar yolu enfeksiyonlarinin (iltihap
olusturan mikrobik hastalik) tedavisinde ve cerrahi girisimlerin neden olabilecegi idrar
yolu enfeksiyonlarin 6nlenmesinde kullanilir. Ayrica transiiretral olarak yapilacak her
tirli tan1 ve tedavi amacli cerrahi girisimlerde (polip eksizyonu, transiiretral prostat

rezeksiyonu, ESWL islemi, kateter uygulanmasi gibi) profilaktik olarak kullanilir.

Fosfomisin, Streptomyces fradiae, Streptomyces viridochromogenes ve Streptomyces
wedmorensis tiirlerinin fermentasyon iiriinii olup fosfoenolpiriivat analogudur. Bakteri
hiicre duvarin1 olusturan peptidoglikan tabakasi, N-asetil glikozamin ve N-asetil
muramik asidin (NAMA) birbirini takip eden birimlerinin pentapeptid ¢apraz baglart ile
baglanmast sonucu olusmaktadir. Bakterinin hiicre duvar sentezinde ilk basamak
stoplazmada gerceklesmekte ve bu basamak, tiridin difosfat (UDP)-NAG’1n 3’-hidroksil
grubundan inorganik fosfatin ayrilmasi ile fosfoenol piriivattan gelen enol pirlivatin
UDP-NAG’a eklenmesini i¢ermektedir. Bu reaksiyon, E.coli gibi bakterilerde gerekli
temel bir sitoplazmik enzim olan UDP-NAG enol piriivil transferaz (MurA) enzimi

tarafindan katalize edilir (Baylan, 2010).

Fosfomisin antibakteriyel spektrumu in vitro iiriner sistem enfeksiyonlarinda sik olarak
izole edilen bircok gram negatif ve gram pozitif bakteriyi icermektedir. Bunlardan
bazilar1 E.coli, Citrobacter tiirleri, Klebsiella tiirleri, Proteus tiirleri, Staphylococcus
tirleri, Salmonella, Streptococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa ve Serratia
tiirleridir. Indol pozitif proteuslar orta derece duyarli veya direnclidir. Fosfomisin

trometamol in vitro olarak bakterinin {iriner sistem epiteline yapismasini engeller.
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Duyarl1 patojenlerin neden oldugu komplike olmamuis alt iiriner sistem enfeksiyonlarinin

tedavisinde endikedir.
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Sekil 1.20. Fosfomisin molekiiliiniin yapisal formiilii

Suprax; sefiksim adli bir ilacin etkin maddesini icermektedir. Bu ilag iiglincii kusak
sefalosporinler olarak bilinen bir antibiyotik grubuna dahildir. E.coli ve Proteus
mirabilis’e bagli {riner sistem enfeksiyonlarinda, Haemophilus influenza ve
Streptococcus pyogenes’in neden oldugu otitis mediyada, Streptococcus pyogenes’e
bagl faranjitte ve koplike olmamis gonorede oral yolla etkilidir. Oral siispansiyonu
suprax ve digerleridir. Sefiksimin yarilanma siiresi (t12)’si 3-4 saattir ve hem idrar ile

hem de safra ile viicuttan disar1 atilir (Dandan ve Brunton, 2017).

Pek c¢ok antibakteriyal ilacin etkilemedigi ciddi enfeksiyonlarda kullanilir.
Ameliyat 6ncesi veya sonrasi enfeksiyonlardan korunmak i¢in kullanilabilir. Oral
kullanilan sefiksim, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus
influenzea, Branbaella catarrbalislerin etken oldugu bronsit, siniziit, akut otutis edia,

akut pyelonefritte kullanilir.

Toksisiteleri diisiik olan antibakteriyel ilaglardir. En sik goriilen istenmeyen tesirleri
alerjik reaksiyonlardir. Penisiline alerji dykiisii olan kisilerde alerjik reaksiyon olusma

riski %5-10 artar (Dural, 2008).

Sefalosporinler B-laktam halkasi tasiyan 7-aminosefalosporanikasit yapisini teskil
etmektedirler. Viicuda giren bakterilerin etkisiz hale gelmesi ic¢in bakterilerin
yapilarinda bulunan koruyucu gorevindeki hiicre duvarinin yapimini Onleyerek

bakterisidal/ bakteriostatik (konsantrasyona gore) etki gostermektedirler.
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Sekil 1.21. Sefiksim molekiiliiniin yapisal formiilii

Cefurol; bakterilerin iizerinde 6ldiiriicti etkiye sahip ikinci kusak sefalosporin grubu bir
antibiyotiktir. Etkin madde olarak 500 mg sefuroksime esdeger miktarda sefuroksim
aksetil igerir. Sefuroksim bazi Citrobacter ve Enterobacter tiirlerine karsi daha genis
gram-negatif etkinlik ile lorakarbefe benzer. Sefuroksimin Bacteroides fragilis’e
etkinligi yoktur. Ilag 8 saatte bir verili. BOS konsantrasyonlari, plaza
konsantrasyonunun yaklasik %10’udur ve Haemophilus influenzae (ampisiline duyarli
suslar dahil), Neisseria meningitidis ve Streptococcus pneumoniae’a bagli menenjit
tedavisinde etkilidir. Sefuroksim aksetil, sufuroksimin 1-asetiloksietil esteridir. Oral
dozun %30-50’si emilir ve sonra ilag sefuroksime hidrolize olur; bunun sonucu plazma

konsantrasyonlar1 degisir (Dandan ve Brunton, 2017).

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae ve Moraxella catarrhalis
tarafindan hastane disinda olusturulan akut pndmonilerin tedavisinde kullanilacak en
optimal ikinci kusak oral sefalosporin olarak kabul edilmektedir. Epiglottit, akut siniizit,
yumusak doku enfeksiyonlari, komplike olmayan iriner sistem enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilir (Akova vd., 2005). Erken Lyme hastaliginin (kene 1sirmasi ile
insana gecen Borrelia burgdorferi adli bakterinin yol ac¢tigi hastalik) tedavisinde de
kullanilir. Kardiyak, pulmoner, 6zofajiyel ve vaskiiler operasyonlarda degisik dozlarda
kullanilmaktadir. Ikinci kusak sefalosporin grubunda olan bu ilaglar plasentay: gecerler,
kemiklere iyi niifuz ederler. Bundan dolay:1 ortapedide profilakside ameliyat ya da

tedavi Oncesi kullanilir.
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Sekil 1.22. Sefuroksim aksetil molekiiliiniin yapisal formiili

Sefklav; agiz yoluyla verilen ikinci kusak sefalosporin grubu antibiyotiktir. 1000 mg
sefaklor’a esdeger 1048,965 mg Sefaklor Monahidrat ve 125 mg Klavulanik Asit’e
esdeger 297,876 mg Potasyum Klavulanat; Syloid Karisimi igerir. Klavulanik asitin
sefklav formiiliindeki varligi, sefaklorun p-laktamaz enzimlerince pargalanmaktan korur
ve sefaklorun etkisini normalde direngli olan ¢ok sayida bakteriyi de igine alacak
sekilde genisletir. Gram (+) mikroorganizmalara daha az etkili olmalarina karsin
anaeroblara ve gram (-) basillere kars1 yiiksek aktivite gdsterirler. Indol (+) proteus ve 1.
kusak sefalosporinlere direngli olan E.coli ve Klebsialla bunlara duyarlidir (Dural,
2008). Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, E.coli ve Proteus mirabilis
tarafindan sentezlenen B-laktamazlara dayaniklidir. Alt solunum yolu enfeksiyonlari, tist
solunum yolu enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlart tedavisinde kullanilir. En 6nemli kullanilis yeri ampisiline-rezistan
Haemophilus influenzae’ye bagli otitus media’dir. Diger st solunum yolu
enfeksiyonlarina katkida bulunan Moraxella catarrhalis’e kars1 etkilidir (Akova vd.,
2005).

Sekil 1.23. Sefaklor molekiiliiniin yapisal formiilii
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2. KAYNAK OZETLERIi

Main (1956), Costa vd. (1990) ve Li vd. (1993, 1995) tarafindan gerceklestirilen
deneylerde, saflagtirllmis tavsan PONI1 enjeksiyonunun, paraokson, klorprifoz ve
klorprifoz oksona karsi koruma sagladigi goézlenmistir. Shih vd. (1998) tarafindan
yapilan ve genetik olarak modifiye edilmis farelerin kullanildig1 deneyler farede PONI1
yoklugunun fareyi klorprifoz oksona karsi asirt derecede hassas hale getirdigini
kanitlamistir. Yine PONI’den yoksun fareler diazokson ve diazinona karsi artan

hassasiyet gostermistir (Shih vd., 1998).

PON1 enzim aktivitesine ilk olarak Uriel (1961) tarafindan insan serumunun
elektroforezi sonrast HDL’lerin immuno ¢okeleklerinde rastlanmistir. Kismi
saflastirilmis sigir PON1 enziminin lipitlerle iliskili oldugu ve HDL partikiilleriyle
yaklagik ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugu bulunmustur (Kitchen vd., 1973; Don vd.,
1975). Koyunlarda, PONI1 aktivitesinin ¢ogunlugunun Apo Al iceren HDL
partikiilleriyle siki iliskili oldugu belirlenmistir (Mackness ve Walker, 1988). Insan
serumundan saflastirilmasi esnasinda Apo A1’i PON’dan ayirmanin ¢ok gii¢ olmasi,
Apo Al ve PON1’in birbirleriyle siki iliskili oldugunu diisiindiirmiistiir (La Du ve
Novais, 1989). Yapilan immunoaffinite ¢alismalari sonucu PONI1’in HDL’ye 6zgii
pargaciklar olan Apo A1 ve klusterin ile iligkili oldugu gosterilmistir (Blatter vd., 1993;
Kelso vd., 1994).

PONT1’in lipid metabolizmasindaki ve vaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu rollerin
anlasilmasi i¢in caligmalar, 1961 yilinda plazma esterazlarinin karakterizasyonuyla
baglamistir (Uriel, 1961). Enzimin vaskiiler hastaliklar1 koruyucu roliinii anlamaya
yonelik anahtar bulgu 1991 yilinda Mackness vd. (1991) tarafindan tesbit edilmistir ve
bu calismada PONI’in okside lipidlerin LDL partikiillerindeki birikimini engelledigi
gbzlemlenmistir. Bunu takiben Watson vd. (1995) PON1’in okside LDL’nin biyolojik

aktivitesini azalttigin1 agiklamistir.

Ik olarak Mallinckrodt vd. (1979) yaptiklari calismada enzimin genetik polimorfizm
gosterdigini bulmuslardir. PON enziminde, biri 55. pozisyonda (metiyonin veya 16sin),
digeri 192. pozisyonda (arginin veya glutamin) olmak iizere iki ¢esit polimorfizm

bulunmaktadir. Proteinin 192. pozisyonundaki arginin aminoasiti yiiksek aktiviteli (B
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formu) paraoksonazi belirtirken, bu pozisyonda glutamin aminoasitinin bulunmasi ise
diistik aktiviteli enzimi (A formu) belirtmektedir (Adkins vd., 1993). Polimorfizm, PON
izoenzimlerinin lipid peroksitlerle olan hidrolitik aktivitesini etkilemektedir. Mackness
vd. (1998) PON1 192 R allelinin kronik kalp hastaliklariyla pozitif olarak iliskili
oldugunu bulmustur. Enzimin 192. pozisyonundaki Q ve R allelleri substrat bagimli
polimorfizm olusturur. R polimorfizmi, paraokson gibi substratlar1 daha hizli bir sekilde
hidroliz ederken, Q allozimi somon ve sarin gibi bilesikleri daha hizli hidroliz eder
(Durrington vd., 2001); her iki allozim fenilasetat1 yaklasik ayni hizda hidroliz eder.
PON1 R192 polimorfizminin laktonaz aktivitesinin Q192 polimorfizminkinden yaklasik
iki kat fazla oldugu bulunmustur (Khersonsky ve Tawfik, 2006).

PON enzimi ilk olarak, Mackness vd. (1991) tarafindan, insan serumunun ultra
santrifiijlenmesi ile HDL’den ayristirilmis olup, HDL iizerinde Apo A1’e bagiml olarak
aktivite gosterdigi ve LDL iizerindeki lipoperoksit birikimini azalttig1 tespit edilmistir.
Ayrica PON1’in HDL’ nin ¢ok kiigiikk bir boliimiinii olusturdugu goriilmiistiir. Farkli
poplilasyonlarda (Fransa, Sudan halki vs) yapilan polimorfizm analizleri sonrasinda
enzimin allellik formlar1 ile HDL, Apo Al ve Apo A2 arasindaki istatistiksel iligki
saptanmigtir (Mackness vd., 1996; Azarsiz, 2000). Daha sonraki yillarda yapilan
calismalarda ise farkli tiirdeki kardiyovaskiiler hastaliklarla, PON enziminin aktivitesi
arasindaki baglanti arastirilmis, lipoproteinler ile lipid peroksidasyonu arasindaki

baglant1 incelenmis ve enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir (Erdem, 2004).

Plazma lipoprotein diizeylerinin normalden farkli oldugu Fish-eye sendromunda, HDL
kolesterol plazma konsantrasyonunun %90 oraninda, PONI1 aktivitesinin ise %89
oraninda azaldig1 gosterilmistir. Diger yandan bir baska lipoprotein metabolizma
hastaligi olan Tangier hastalifinda ise PON1 enzim aktivitesi tayin edilememistir

(Laitinen vd., 1993; Mackness vd., 1997).

Yapilan birgok c¢alismada; insan serum PON enziminin memelilerde ¢esitli
organofosfatlarin zehirin etkisini gidermede 6nemli rol oynadigi gorilmiistir (Li vd.,
1995; Pond vd., 1995). Ayrica yapilan ayrintili ¢alismalarda kuslarin organofosfatlara
kars1 memelilerden ¢ok daha hassas bir segici toksisite gosterdigi bulunmustur ve bunun
da kuslardaki serum PON enziminin neredeyse hi¢ bulunmamasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Brealey vd., 1980).
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Sorenson vd. (1995) yaptiklari ¢aligmada saflastirilmis insan ve tavsan PON1 enziminin
dogal halinde serbest stilthidril grubu bulundugunu tespit etmisler ve 284. pozisyondaki
sistein rezidiisiiniin enzimin antioksidan etkisi i¢in gerekli aktif bolgesinin bir pargasi

oldugunu bulmuslardir.

Yapilan laboratuvar c¢alismalar;; HDL nin okside edici sartlar altinda bekletildiginde
LDL {izerindeki lipit peroksit birikimini enzimatik bir mekanizmayla azalttigini
gostermistir (Mackness vd., 1993a). Yapilan bir diger ¢alisma ise PONI enziminin
HDL’nin bu 6zelligiyle ilgili parg¢alardan biri oldugunu gostermistir (Mackness vd.,
1991a, 1993b). Ayrica; PONI1 enziminin okside LDL ve HDL partikiillerinin
birikmesini sinirlandirdigi, LDL’lerin proaterojenik partikiillere doniistimiinii 6nledigi
ve okside LDL partikiillerin biyolojik etkilerini tersine ¢evirdigi ve boylece ateroskleroz
lezyonlariin olugsmasini ve ilerlemesini engelledigi goriilmiistiir (Mackness vd., 1991b,

1993b; Watson vd., 1995; Aviram vd., 1998).

PONL1 diizeyinin kardiyovaskiiler hastaliklarda, sigara igenlerde, hiperkolesterolemi
hastalarinda, ileri yasta insanlarda, obezitede, menopozda ve bobrek yetmezliklerinde
azaldigi bulunmustur (Mackness vd., 1998). Nishio ve Watanabe (1997) yaptiklari in
vitro ¢alismalarda, sigarada bulunan toksik maddelerin PON1’in enzimatik aktivitelerini
inhibe ettigini gostermislerdir. Asir1 diizeyde sigara igen bireylerde sigaranin
bilesiminde yer alan maddelerin PON1 aktivitesini azalttig1, serum oksidan aktiviteyi

ise arttirdigi, Giirsu vd. (2002) tarafindan da bildirilmistir.

Korfez Savasi Sendromu olarak adlandirilan hastalik, Irak’a gonderilen Amerikan
askerlerinde belirlenmistir. Askerlerin bazilarinda bu hastaliga bagli olarak yorgunluk,
norolojik hasarlar ve kas giigsiizliigli gibi belirtiler tespit edilmistir. Bazilarinda ise bu
belirtilere rastlanmamustir. Irak tarafindan kimyasal silah olarak kullanildig: diistiniilen
sarin, diazokson gibi organofosfat bilesiklerinin PON enzimi tarafindan zehirin etkisini
giderdiginin anlasilmasindan sonra korfez savasina katilan askerlerin PON aktiviteleri
aragtiritlmis ve korfez savasi sendromu goriilen hastalarda PON aktivitesi oldukga diisiik
tespit edilmistir (Furlong vd., 2000).

Yapilan ¢alismalar sonucu PON aktivitesinin diyabet ve ailesel hiperkolesterolemi gibi
ateroskleroz ile yakindan iliskili olan hastaliklarda diisiik oldugu goézlemlenmistir

(Mackness vd., 1991b). Yapilan galismalara gére PON1 enzimi; kronik kalp hastaliklari
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riskini, aterosklerotik lezyon ilerlemesinde gerekli proinflamatuar molekiilleri yikarak

azaltig1 bulunmustur (Azarsiz vd., 2000).

Fareler iizerinde yapilan c¢alismalarda serum PON1 enziminin, antioksidan ve
antiaterojenik etkilere sahip, HDL bagimli bir laktonaz oldugu bulunmustur (Getz ve
Reardon, 2004). PON1 enziminden yoksun farelerde ateroskleroz gelisiminin hizlandigi
ve oksidatif stresin arttigi gézlenmistir (Shih vd., 2000; Rozenberg vd., 2003). Oysa
PONI1 enzimi transfer edilen farelerde, oksidatif stresin azaldigi, lezyonlarin kiigiildigt

ve sayisinin azaldigr goriilmiistiir (Tward vd., 2002; Rozenberg vd., 2005).

Celik vd. (2005) organik solventlere maruz kalan isciler iizerinde arastirmalar
yapmuslar, organik solventlere maruz kalan iscilerden sigara igenler ile 15 yildan daha
fazla ¢aligsanlarin, antioksidan PON1 enzimi aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli
olmayan bir azalma tespit etmislerdir. Bu gibi isyerlerinde calisan iscilerin sigara
kullaniminin 6nlenmesi ve isgilerin periyodik muayenelerini yaptirmalari konusunda

egitilmeleri gerektigini belirtmislerdir (Celik vd., 2005).

Sarkar vd. (2006) geng¢ hastalarda kronik kalp hastaligi ile PON1 enzimi arasindaki
iliskiyi belirlemek amaciyla yapmis olduklar1 c¢aligmalarda, enzimin, kronik kalp

hastalarinda fenil asetata kars1 daha diistik aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir.

Nitritlerin PON1 enzimi aktivitesi lizerindeki modifiye etkisi iizerine yapilan bir
arastirmada, PON1 enzimi aktivitesinin nitritler tarafindan doz ve zaman bagimli olarak
inhibe oldugu tespit edilmistir. PON1 enziminin inhibisyonunun, triptofan, indirgenmis
glutatyon ve katalaz ilavesiyle azaltildig1 gozlemlenmis, nitrillerin inhibisyon etkisinin
enzimdeki fenil rezidiilerini nitratlayarak gosterdigi ve triptofan gibi aromatik amino

asitlerin ilavesinin bu etkiyi azaltacagi belirtilmistir (Abd-Allah ve Mariee, 2008).

PON1 aktivitesi ile semen (meni) parametreleri arasinda herhangi bir iligki olup
olmadig1 arastirilmistir ve anormal semen parametrelerine sahip erkeklerde PON1
aktivitesinin diisik oldugu goézlemlenmistir. Sonu¢ olarak PON1 aktivitesinin

subfertilite patojenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Verit vd., 2008).

Soran vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada diz osteoartriti olan hastalarda serum PON, A-
esteraz, lipid hidroperoksit ve serbest tiyol seviyelerini incelemislerdir. Calismalarini 36
hasta ve 30 saglikli birey iizerinde yapmislar ve hastalarda serum HDL kolesterol,
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serbest tiyol, PON ve arilestreraz seviyelerinin kontrol grubuna gore onemli 6lgiide
diisiik; lipid hidroperoksit ve LDL seviyelerinin ise yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir.
Bu yiizden, diisik PON ve arilesteraz aktivitelerinin osteoartritli hastalarda lipid
peroksidasyonuna artan duyarlilik ile aterosikleroz patojenezinde 6nemli rol oynadigini
belirtmislerdir (Soran vd., 2008).

Bir ¢alismada kirmizi saraptan elde edilen polifenolik ekstraktin hiperhomosisteinemi
olan fareler iizerindeki etkileri arastirilmistir. Diisiik konsantrasyonlardaki ekstraktin
plazma homosistein seviyesini disiirdiigii ve kronik hiperhomosisteinemiden
kaynaklanan hepatik ve serum PON1 aktivitesindeki azalmayi restore ettigi
gozlenmistir. Bu sonuglar kirmizi sarap polifenolik ekstraktinin, hiperhomosisteinemiye
dayali fonksiyon bozukluklarinin biyokimyasal isaretgileri iizerinde faydali etkiye sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Noll vd., 2008).

Atamer vd. (2008) tarafindan 49 hasta ve 25 saglikli bireylerde yaptiklar1 ¢alismada
karaciger yaglanmasi olan hastalarda lipid peroksidasyonu, nitrik oksit ve PON
aktivitesi bakimindan oksidadif durumdaki degisimleri degerlendirmislerdir. Hastalarda
PON1 aktivitesinin ve nitrik oksit seviyelerinin Onemli derecede azaldigini
gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak oksidadif stresin bu hastalarda PON1 sentezini
baskiladigini belirtmislerdir (Atamer vd., 2008).

Alici vd. (2008) yaptiklari ¢alismada intravendz anestezik ilaglar olarak kullanilan
etomidat, propofol ve ketaminin PON1 enzim aktivitesi iizerine in vivo ve in vitro
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada bu ilaglarin enzim aktivitesini 6nemli Olgiide

azalttigini belirtmislerdir (Alici vd., 2008).

Pasca vd. (2008) psikolojik bir fonksiyon bozuklugu olan ASD (Autism spectrum
disorders)’li hastalarda PON aktivitesi ve polimorfizmini arastirmigslar ve ASD’li
hastalarda PONZ1’in katalitik aktivitesinin ve biyoyararliligimin bozuldugunu

gozlemlemislerdir.

Liu vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada rekombinant PON1 ve PON3 enzimlerini; LDL
oksidasyonunu geciktirme, makrofaj oksidadif stresi 6nleme ve makrofaj kolesterol
akintisin1 artirma agisindan kiyaslamislardir. Her iki enzim de LDL oksidasyonunu

geciktirmistir. Fakat PON1 daha etkili olmustur. Ne PON1 ne de PON3 enzimleri
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makrofaj oksidadif stresi oOnleyememistir. PON3 makrofaj kolesterol akintisini
artirmistir. Fakat PON1 makrofajlara karsi sitotoksik bulunmustur (Liu vd., 2008).

Verit vd. (2008) hamilelik donemine ait bir hastalik olan hiperemesis gravidarum’lu
hastalarda PON1 seviyelerini arastirmislardir. 34 hasta ve 31 saglikli bireyden olusan
calismada PON1 aktivitesi spektrofotometrik olarak oOl¢lilmiistiir. Hastalarda PON1
seviyesinin diistik; lipid hidroperoksit seviyelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Diisiik
PONL1 aktivitesinin hamilelik sirasindaki enflamasyon ve artan oksidadif stresle alakali

olabilecegini belirtmislerdir (Verit vd., 2008).

Bir c¢aligmada hiperkolesterolemik postmenapozal kadinlarda serum lipoprotein
konsantrasyonu ve PON1 aktivitesi ilizerine soya fasulyesinin etkilerini arastirmislardir.
Sonu¢ olarak soya fasulyesinin serum lipoproteinlerindeki azalmayr 1limli hale
getirmesi ve PONI aktivitesini artirmas1 nedeniyle kardiyovaskiiler hastalik riskini

azalttigini belirtmislerdir (Shidfar vd., 2009).

Ekinci ve Beydemir (2009a) yaptiklar1 ¢aligmada insan serum PON1 enzimini %34,2
verim ve 3840 U mg? aktivite ile saflastirmis ve PON1 enzim aktivitesi iizerine
analjezik ilaglar olarak kullanilan, lornoksikam, indometazin, tenoksikam, diklofenak
sodyum, ketoprofen ve lincomycinin in vitro etkilerini arastirmiglardir. Sonuglara gore
analjezik ilaclar farkli inhibisyon mekanizmalar1 géstermis, inhibisyon etkisi biiyiikten
kiiciige lornoksikam, indometasin, tenoksikam, diklofenak sodyum, ketoprofen,

lincomycin olarak belirlenmistir (Ekinci ve Beydemir, 2009a).

Bagka bir calismada in vitro kosullarda insan serumundan PON1 enzim aktivitesi
izerine gemsitabin hidrokloriir, asiklovir ve 5-florouracil tibbi ilaglarinin inhibisyon
etkileri arastirllmigtir. PON1 enzimi, insan serumundan amonyum siilfat ¢okeltme,
DEAE-Sephadex A-50 iyon degisimi kromatografisi ve Sephadex G-200 jel
kromatografisi kullanilarak yaklasik %34,2 verimle yaklagik 231 kat saflastirilmistir.
Enzim SDS poliakrilamid jel elektroforezinin saflik tayini i¢in kullanilmis ve bu
yontemle molekiiler kiitle yaklasik olarak 43 kDa belirlenmistir. Gemsitabin
hidrokloriir, asiklovir ve 5- florouracil i¢in ICso degerleri sirasiyla 26,610 mM, 255,885
mM ve 564,334 mM olarak hesaplanmistir (Tiirkes vd., 2010).
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Akbaba vd. (2013) yaptiklar1 calismada yeni bromfenollerin sentezi ve PON aktiviteleri
incelenmistir. PON1 insan serumundan yaklasik %42 ve 3584 EU x mg? spesifik
aktivitesi ile saflagtirilmistir. Sentezlenen bilesikler bir organofosfat hidrolizorii ve bir
antioksidan enzim olan PONL1 iizerinde inhibitor etkileri gostermistir. ICso degerleri
0,123-1,212 mM araliginda belirlenmistir (Akbaba vd., 2013).

Baz1 enzimlerin, organizmalar icin kritik olabilen ilag hedef inhibisyonlar1 oldugu
bilinmektedir. PONL1, lipid peroksidasyonunu inhibe ederck aterogenezi 6nlemede kritik
bir role sahiptir. PON1 sadece diisiik dansiteli lipoprotein degil, HDL'min de lipid
oksidasyonunu onlemek igin HDL yapisi f{izerinde Onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Bazi tibbi ilaglarin PON1 aktivitesi tizerindeki insan serumundan in vitro
etkilerini arastirilmistir. Oksitetrasiklin hidrokloriir, netilmisin siilfat, lincomycin
hidrokloriir, klindamisin fosfat ve streptomisin siilfat i¢in K; sabitleri sirasiyla 0,2; 3,73;
18,30; 35,80 ve 56,30 mM olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar, yaygin olarak
kullanilan bu ilaglarin enzimin aktivitesini farkli inhibisyon mekanizmalar1 ile ¢ok

diisiik dozlarda inhibe ettigini gostermektedir (Dilek vd., 2013).

Tirkes vd. (2014) yaptiklar1 ¢alismada kalsiyum kanal blokerleri olan nifedipin,
nitrendipin, isradipin ve amilodipin besilatin PON1 aktivitesi {izerine etkilerini
aragtirmiglardir. Kalsiyum kanal blokerleri in vitro kosullarda PONI1 aktivitesini
azaltmistir. Inhibisyon mekanizmasi amilodipin besilatin yarismasiz iken, nifedipin,
nitrendipin ve isradipin rekabetci olarak belirlenmistir. Nifedipin, nitrendipin, isradipin
ve amlodipin besilat i¢in ICso degerleri sirasiyla 0,121 mM, 0,130 mM, 0,255 mM ve
0,304 mM oldugu ve K; sabitleri sirasiyla 0,222 + 0.049 mM, 0,151 + 0,067 mM, 0,286
+ 0,137 mM ve 0,321 + 0,002 mM oldugu hesaplanmistir ve Sonug olarak kalsiyum
kanal blokerlerinin  PON1 {izerinde diisiik seviyede inhibitor etki gosterdigi
belirlenmistir (Tirkes vd., 2014).

Tirkes vd. (2015) yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise insan serumu PON1 iizerine
antibakteriyel ilaglarin moksifloksasin hidrokloriir, levofloksasin hemihidrat, sefepim
hidrokloriir, sefotaksim sodyum ve seftizoksim sodyumun in vitro inhibisyon etkilerini
incelemislerdir. Antibakteriyel ilaglar diisiik konsantrasyonlarda PONI1 {izerinde
inhibitor etki gostermistir. K sabitleri sirasiyla 2,641 = 0,040 mM, 5,525 + 0,817 mM,
35,092 + 1,093 mM, 252,762 + 5,749 mM ve 499,244 + 10,149 mM olarak

hesaplanmistir. Moksifloksasin hidrokloriiriin inhibisyon mekanizmasi rekabetgi iken,
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levofloksasin hemihidrat, sefepim hidrokloriir, sefotaksim sodyum ve seftizoksim

sodyum, rekombinant olmayan inhibitorler oldugu belirlenmistir (Tiirkes vd., 2015).

Bir ¢alismada steroid olmayan antiinflamatuvar ilag naprokseninden elde edilen mono
ve diniikleer bakir (IT) komplekslerinin insan serum PON1 aktivitesi tizerindeki etkileri
incelenmistir. Insan PON1 enziminin, naproksenden tiiretilen iki Cu (II) kompleks ile
inhibisyonu, substrat olarak dietil 4-nitrofenil fosfat ile PON aktivite yontemi
kullanilarak arastirilmistir. Kompleksler [Cu2 (u-nap)s(3-pic)2] (1) ve [Cu(nap)2 (H20)
(4-pic)2] (2) farkli inhibisyon mekanizmalari ile in vitro PON1 aktivitesini diistirmiistiir.
Kompleks 1'in inhibisyon mekanizmasi, komplikasyonsuz iken, kompleks 2 rekabetsiz
inhibitor olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, yukarida bahsedilen kompleksler PON1
tizerinde etkili inhibitor aktivite gostermistir (Dilek ve Caglar, 2015).

Caglar vd. (2016) yaptiklari ¢calismada sentezlenen ve karekterize edilen yeni bakir (I1)
komplekslerinden biri olan piridin-2,5-dikarboksilik asitin insan serum PON1 enzimi
tizerine inhibisyon etkisini arastirmiglardir. PON1 enziminin spektrofotometrik olarak
PON aktivitesini 6l¢mek i¢in bir substrat olarak dietil 4-nitrofenil fosfat kullanilmistir.
[Cu(2,5-pydc)(2-aepy)(H20)]-H20 ve [Cu(2,5-pydc)(2-ampy)(H20)]-H20
kopmlekslerinin in vitro PON1 aktivitesini farkli inhibisyon mekanizmalari ile
azaltmistir. Kompleksler 1 ve 2, bu enzimin PON aktivitesini sirasiyla rekabetgi ve

kompansiz olarak inhibe etmistir (Caglar vd., 2016).

Insan serum PON1 enzim aktivitesi iizerinde romatoid artrit (RA) tedavisinde siklikla
kullanilan ti¢ farkli ilacin (ibuprofen, meloksikam ve metotreksat) in vitro etkileri
incelenmistir. RA tedavisinde kullanilan bu ilaglarin in vitro PON1 aktivitesini
azaltmistir. Inhibisyon mekanizmalar1 ibuprofen ve metotreksat i¢in yarismasiz iken,
meloksikam icin yarismali olarak belirlenmistir. ibuprofen, meloksikam ve metotreksat
igin ICso degerleri sirastyla 0,35 mM, 0,10 mM ve 0,18 mM olarak ve K; sabitleri
sirasiyla 0,890 mM, 0,125 mM ve 0,260 mM olarak hesaplanmistir. ICso ve K; degerleri,
meloksikam ilaglarinin maksimum inhibisyonunu belirtmistir. Bulunan sonuglar, in
vitro RA tedavisinde siklikla kullanilan bu ilaglarin, diisiik dozlarda farkli inhibisyon
mekanizmalar1 ile enzimin aktivitesini inhibe ettigini gostermistir (Dilek ve Polat,

2016).
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Palonosetron hidrokloriir, bevacizumab ve siklofosfamidin ilaglarinin insan serumundan
saflastirilmis PON1 tizerinde in vitro inhibitor etkileri incelenmistir. PON1 enzimi
%34,2 verimle % 231 kat saflastirilmustir. K; sabitleri sirasiyla 0,033 + 0,001; 0,054 +
0,003 mM ve 3,419 + 0,518 mM olarak bulunmustur. Ilaglarn inhibisyon oranlari
kiyaslanmis ve palonosetron hidrokloriiriin maksimum inhibisyon oranina sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayrica ilaglarin inhibisyon mekanizmalari yarismasiz olarak belirlenmistir

(Turkes vd., 2016).

Dilek vd. (2018) yaptiklar1 ¢alismada dort yeni mononiikleer palladyum (II) ve platin
(1) kompleksinin insan serum PON1 aktivitesi iizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Tk
olarak, dort yeni mononiikleer palladyum (II) ve platin (II) kompleksleri, bir nitrojen
donor ligandi 1-(2-aminoetil) pirolidin ve nonsteroidal anti-enflamatuar ilaglar
diklofenak, mefenamik asit ile sentezlenmistir. Bu bilesikler, endoskopik, termal ve
elementel analizlere tabi tutulmustur. PON1 insan serumundan yaklagik toplam verim
%39,4 ve 5651,4 EU mg/mL spesifik aktivitesi ile 304,3 kat saflagtirilmistir. Bu
kompleksler, diisiik dozlarda farkli inhibisyon mekanizmalar1 ile PON1 enziminin
aktivitesini azaltmistir. Dolayisiyla bu komplekslerin iyi bir PON1 inhibitérleri oldugu
belirlenmistir (Dilek vd., 2018).

36



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1.Kullamlan Kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan Sepharose-4B, standart serum albiimin, Triton X-100,
N,N,N’,N’-tetraetil etilendiamin (TEMED) ve diyaliz torbalar1 Sigma Aldrich;
trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum hidroksit, sodyum kloriir, amonyum siilfat,
sodyum karbonat, glisin, sodyum asetat, fosforik asit, hidroklorik asit, sodyum azotiir,
potasyum fosfat, gliserin, potasyum bifosfat, potasyum kloriir, potasyum asetat, etanol,
metanol, sodyum asetat, asetik asit Merck Chemicals; coomassie brillant blue G-250,
N,N’-metilen bisakrilamid, akrilamid, brom timol mavisi, Sephadex G-200, sodyum
dodesil siilfat (SDS), B-merkaptoetanol, amonyum persiilfat Pharmacia; calismada

kullanilan antibiyotikler ise piyasadan temin edilmistir.

3.1.2.Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Buzdolaplar1 Bosch, KGN57VOONE
Calkalamali inkiibator (8-60 °C)  Shalllab SSI5

Derin dondurucu Sanyo Ultra Low

Etiiv Simsek Laborteknik, ST120
Gama 1511 kaynagi Izotop Ob-Servo Ignis

Girdapli tiip karistirict (Vortex) Elektromag (M16)

Gli¢ kaynagi Thermo, EC 300XL

Hassas terazi And, GH202

Kar makinasi Scotsman AF-20

Kuru blok 1sitici (5-120 °C) IKA Dry Block Heater 1
Manyetik Karistirict Simsek Laborteknik, MK-200
Masaiistii sogutmali satrifiij Niive, NF 800R

Otomatik pipet Brand

Peristaltik pompa Ismatec, MCP
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Protein elektroforez diizenegi Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra Cell Sistem

Otoklav Siimer SM3

pH metre Hanna HI2211

Ultra saf su cihazi Millipore, Direct-Q3
Spektrofotometre Shimadzu, UV mini
Spektrofotometre Hach-Lange, DR5000

Su banyosu Niive NB20

Vakum pompasi Diaphragm

Yatay jel elektroforez tanki Thermo Owl Easycast B2-BP

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur. Ayrica bazi

¢Ozeltilerde kullanilan su sterilize edilmistir.

3.1.3.1. Aktivite olciimiinde kullanilan ¢o6zeltiler

e 1 mM CaCl; igeren 50 mM glisin/NaOH tamponu (pH=10,5): 3,750 g glisin ve
0,111 g CaCl; alinarak 900 mL destile suda ¢oziildii. NaOH ¢6zeltisi ile pH 10,5’¢
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

e Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmast: 35 pl paraokson alinarak 1 mL asetonda
¢oziildi. Karistm 50 mL suya manyetik karistirict esliginde yavas yavas ilave

edilip karigtir1ldi.

3.1.3.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz icin kullanilan tampon cozeltiler

e 100 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,0): 11,998 g NaH2PO4 alinip 800 mL saf suda
¢oziildi. pH’s1 1 M NaOH ile 7,0’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile
1000 mL’ye tamamlanda.

e (Diyaliz ig¢in) 1 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,0): 0,12 g NaH2PO4 alinip 900 mL
saf suda ¢oziildii. pH’s1 7,0’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 1000

mL’ye tamamlandi.
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3.1.3.3. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi icin kullanilan ¢ozeltiler

e 250 mL 100 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,0): 2,99 g NaH2PO4 alinip 200 mL saf
suda ¢oziildi. pH’s1 1 M NaOH ile 7,0’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf

su ile 250 mL’ye tamamlandi.

e 0,5 N HCI ¢ozeltisi: d=1,18 g/mL, %36,23’liikk HCI ¢6zeltisinden 4,26 mL alinip

toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e 0,5 N NaOH ¢ozeltisi: 2 g NaOH alinip bir miktar saf suda ¢6ziildii. Daha sonra

toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

e 1,5 M NaCl ¢ozeltisi: 21,915 g NaCl alinip bir miktar saf suda ¢oziildi. Daha

sonra toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.4. Jel filtrasyon kromatografi kolonunda kullanilan tampon ¢ozeltiler

e 100 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,0):11,99 g NaH2PO4 alinip 800 mL saf suda

¢oziildi. pH’s1 1 M NaOH ile 7,0’¢ ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile

1000 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.5. Elektroforez icin kullanilan c¢ozeltiler

e 1M Tris-HCI (pH=8,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 mL suda ¢oziildi, pH

ayar1 1 M HCl ile yapildiktan sora 100 mL’ye tamamlandi.

e 1M Tris-HCI (pH=6,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 mL saf suda ¢oziildd,

pH ayar1 1 M HCl ile yapildiktan sonra 100 mL’ye tamamlandi.

e %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve

34,6 g saf suda karistirilarak ¢oziildii.

e %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile

10 mL’ye tamamlanda.
e %10’Iuk SDS: 1 g SDS, 9 g saf suda ¢oziilerek elde edildi.

e Yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak
450 mL saf suda ¢ozildi; %10°luk SDS’den 5 mL ilave edildi, pH=8,3"¢

ayarland1 ve toplam hacim 500 mL’ye tamamlanda.

e Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=8)’den 0,5 mL, %10’luk SDS’den 1 mL,

%100’ lik gliserinden 1 mL ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 mL alinarak saf
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suyla 10 mL’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune
tamponundan 50 pul olacak sekilde [-merkaptoetanol ilave edildi.

o Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su olacak sekilde karistirilarak
hazirlandi.

e Jel boyama gozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL saf su igerisinde
0,1 g coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

e Jel yikama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL saf su
karistirilarak hazirlandi.

e Antikoagulant ¢ozelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat)(115,35 mmol), 3 g sitrik asit
(15,62 mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat)(177 mmol), 2,2 g NaH,PO4sH20 (15,94
mmol) ve 0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda ¢oziildii ve 1 L’ye tamamlandi.

e Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde ¢oziildii.
Bu ¢ozeltiye %95°lik 100 mL fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf suyla
1L’ye tamamlanda.

e %0,04’liikk bromtimol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 16 mL 0,01 M NaOH

icerisinde ¢6ziildii ve toplam hacim saf suyla 250 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.6. Protein tayini i¢cin kullanilan ¢ozeltiler

e Coomassie brillant blue G-250 reaktifi 100 mg coomassie brillant blue G-250,
50 mL %95’lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye %95°1ik 100 mL fosforik asit

ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf suyla 1L’ye tamamlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Kan serumunun ayrilmasi

Saglikli bireylere ait olan kan numuneleri temiz bir tiipe alindi. Oda sicakliginda
pihtilasmanin tamamlanmasi i¢in 10-30 dakika bekletildi. 1.500-3.000 rpm’de, +4 °C’da
15 dakika santrifiijlenerek sekilli elemanlarin ¢okmesi saglandi. Ustteki sarimtirak sivi
kistm olan serum dikkatli bir sekilde ayrildi. Ayrilan serum ayni giin deneysel

caligmalarda kullanilda.
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3.2.2. insan serum PON1 enziminin aktivitesinin 6l¢iimii

PON1 enziminin paraoksonaz aktivitesi 25 °C’de 1 mM CaCl; igeren 50 mM
glisin/NaOH tamponu (pH=10,5) igerisinde paraoksonun (1 mM) substrat olarak
kullanilmasiyla belirlendi. Aktivite 6l¢timii paraokson ile PON1’in reaksiyonu sonucu
olusan paranitrofenol’in 412 nm’de absorpsiyon vermesi esasina dayanir.
Paranitrofenol’iin molar ekstinksiyon katsayis1 (€=18290 M~ cm™* pH=10,5) aktivitenin
hesaplanmasi i¢in kullanilir. Paraoksonazin enzim tinitesi, 1 dakikada hidroliz olan
paraoksonun mikromol sayisidir (Renault vd., 2006). PON1 enzimi i¢in aktivite hesabi

asagidaki gibi yapildi:

Aop VT
EU/mI = X x 1000
18,290 VE

EU/mL : 1 mL’deki enzim tnitesi

AOD  : Bir dakikadaki absorbans degisimi

18,290 : Paranitrofenoliin pH=10,5’deki molar ekstinksiyon katsayisi
VT : Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

VE : Olgiimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

3.2.3. Insan serum PON enziminin saflastirilmasi

3.2.3.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitler olduklar1 i¢in iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan cekilir ve
proteinler ¢oker (salting-out). Gergeklestirilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri

proteinlerin bu 6zellikleri esasina dayanmaktadir.

Serum PONL1 enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araligi Sinan vd. (2006) yaptig1 gibi
%60-80 arasinda gergeklestirildi. Coktiirme i¢in kullanilan kat1 (NH4)2SOs yavas yavas
katilarak manyetik karistirici lizerinde bar ile iyice ¢oziinmesi saglandi. Kati amonyum

stilfat miktar1 asagidaki formiilden hesapland.
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177XV X(S,-8))
SOHa,S0.” T 3548,

g : Kati amonyum siilfat miktar

V : Enzim ¢ozeltisinin hacmi (mL)

S1 : Cozeltideki amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri seklinde)
S, : Istenilen amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri seklinde)

Once %]1’lik Triton X-100 uygulanmis numune %60 doygunlukta amonyum siilfat
coktlirmesi yapildi. Numune santrifiij tliplerine konularak 5.000xg’de 15 dakika
santrifiij yapildi (boylece yabanci proteinlerin ¢okmesi saglandi). Daha sonra %80
doygunlukta amonyum siilfat ¢oktlirmesi gerceklestirildi. Elde edilen numune santrifiij
tiiplerine konularak 5.000xg’de 15 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant kismi atildi,
cokelek minimum fosfat tamponunda (100 mM Na-fosfat, pH=7,0) ¢6ziildii. Amonyum

stilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortam +4 °C’de sabit tutulmaya ¢aligildi.

3.2.3.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz torbasina yerlestirilerek
iki saat silireyle diyaliz tamponuna (25 mM Na-fosfat pH=7,0) kars1 2 defa diyaliz
edildi. Diyaliz islemi, soguk ortamda gerceklestirildi.

3.2.3.3. DEAE-Sephadex A 50 iyon degisim kromatografisi

Iyon degistirici recine olarak DEAE-Sephadex iyon degisim recinesi kullanildi. 45-50
mL yatak hacmi elde edebilmek igin 10 g jel 100 mL saf suya konularak 80-90 °C’de 5
saat siire ile bekletilerek sisirildi. Sisirilmis jel 0,5 N 100 mL soguk HCI iginde 1 saat
bekletildikten sonra 100 mL 0,5 N NaOH ile noétralize edildi. Jel materyalinden
¢bziinmiis gaz vakum pompasi ile uzaklastirilip 3 cm? x 30 cm ebadindaki kolona
dolduruldu. Daha sonra 100 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,0) ile dengelendi. Kolonun
akis hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 15-20 mL/saat'e ayarlandi. Jel tizerindeki tampon
seviyesi jel diizeyine indirilerek diyalizden elde edilen enzim ¢ozeltisi pipet vasitasiyla
kolona tatbik edildi. Daha sonra 100 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,0) ile yikama islemi
yapildi. Yikama islemine istten ilave edilen yikama tamponunun pH ve 280 nm'deki

absorbans degerleri esit oluncaya kadar devam edildi.
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Yikama islemi bittikten sonra eliisyon i¢in gradient mikserin kolona bagli olan ve bir
mekanik karistirict ile karistirilan haznesine 250 mL 100 mM Na-fosfat tamponu
(pH=7,0), bu hazneye agilan diger hazneye ise 250 mL 1,5 M NaCl ¢6zeltisi dolduruldu.
Artan iyonik siddetle lineer gradient eliisyonu baslatildi. Eliiatlar, kolon akis hiz1 15
mL/saat'e ayarlanarak 3 mL'lik hacimler halinde tiiplere alindi. Her bir tiip igin 280
nm'de absorbans degeri ve 412 nm'de de aktivite degerleri Ol¢iildii. Aktivite gosteren
tipler birlestirilerek jel filtrasyon kromatografisi kolonuna tatbik edildi. Birlestirilen
tiiplerde kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapildi. Spesifik aktiviteler

hesaplanarak saflastirma oranlari belirlendi.

3.2.3.4. Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi

Sephadex G-200 5 g tartildi ve 200 mL saf su igerisinde karigtirildi. 90 °C’de 4 saat
bekletilerek sisirildi. Bekleyen polimer kolon materyali igerisinde bulunan hava
kabarciklart vakum pompasi ile giderildi. Kolona uygulanacak jel pH’s1 7,0 olan 100
mM Na-fosfat tamponu ile 6nceden doldurulan kolona aktarildi ve paketlendi. Ayni
tampon ile kolon dengelendi. Kolonun akis hizi peristaltik pompayla 3 mL/saat’e
ayarlandi. Dengeleme tamponu ile eliisyon sonucu alttan alinan tamponun 280 nm’de
absorbansina ve pH degerine bakildi. Degerler esit oldugu anda kolonun dengelendigi

anlagildi.

Kolon materyalinin iizerine yukaridan numune tatbik edildi. Bunun i¢in tampon tam
jelin tizerine inmesi beklendi. Numune 0,125 mL gliserol ile karistirildiktan sonra jelin
lizerine tatbik edildi. Jelin numuneyi tamamen emmesi beklendi ve iizerine pipetle
dikkatli bir sekilde yiiriitme tamponu eklendi. Daha sonra sistem, stok tampon ¢ozelti

ile kapali sistem olusturularak sabit hizla akis saglandi.

Eliisyon yapilirken eliiatlar yaklagik 5 mL’lik tiiplere toplandi. Her tiip i¢cin 280 nm’de
absorbans degerleri ve 412 nm’deki aktivite degerlerine bakildi. Aktivitenin olmadig:
gozlendigi anda eliisyon islemi durduruldu. Aktivite gosteren tiipler birlestirilerek
protein ve aktivite degerleri belirlendi. Bu degerlerden faydalanarak saflastirma

katsayis1 ve verim hesaplandi (Tablo 4.1).

Elde edilen insan serum PON1 enzim numunesinin safligin1 kontrol etmek igin SDS-
PAGE yapildi.
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3.2.4. Protein tayini

3.2.4.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, tirozin ve
fenilalanin amino asitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir
(Segel, 1968). Bu metod yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicisi
yardimiyla esit hacimde alinan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi.
Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spekrofotometrede kore karsi

okundu.

3.2.4.2. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Serum, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki protein miktar1 bu yontemle
belirlendi. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250 negatif
bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Iki formu olan bu boyanin
kirmizi formu Amax=465 nm’de absorbans verirken, mavi formu ise Amax=595 nm’de
absorbans verir. Proteinin baglandigi zaman kirmizi form mavi forma doéndsiir. Bu
yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Tekrarlanabilirligi yiiksek ve oldukca hizli
gerceklesen bir reaksiyondur. Reaksiyon iki dakika igerisinde gergeklesir. Renk
stabilitesi iki saat {izerinde devam edebilir (Bradford, 1976).

Tiiplere insan serumundan ve adi gegen saflastirma basamaklarindan elde edilen enzim
numunelerinden 0,1’er mL konularak tizerine 5’er mL Coomassie brillant blue G-250
reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi.
Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir numuneden {icer adet deneme
yapilarak bu ili¢ degerin aritmetik ortalamasindan gergek deger tesbit edildi. Elde edilen
bu degerlere gore standart grafikten yararlanilarak protein miktarlart belirlendi. Bu

metotla saflastirilan enzim ¢ozeltilerinde ve serumda protein tayini yapildi.
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3.2.5. Insan serum PON1 enziminin aktivitesi iizerine baz1 antibiyotiklerin in vitro

etkilerinin belirlenmesi

Insan serum PON1 enzim aktivitesi iizerine bazi antibiyotiklerin etkilerini belirlemek
amaciyla kiivet ortamima degisik konsantrasyonlarda antibiyotik katilarak aktivite
degerleri okundu. Kullanilan antibiyotiklerin farkli konsantrasyonlarini olusturmak igin
stok c¢ozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok ¢6zelti hacmi gereken derigimi saglamadigi
zaman kiivete katilan saf su hacmi azaltilarak stok ¢6zelti hacmi yiikseltildi. Bu sekilde
gereken konsantrasyon ayarlandi. PON1 enzimi ig¢in inhibitorlii ve inhibitorsiiz

ortamdaki aktivite kiivet igerigi tablo halinde gosterilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. insan serum PON1 enziminin aktivite dl¢iim kiivet icerigi

Kontrol Kiiveti Numune

Stok Aktivite Cozeltileri ] ]

Hacim (ul) Kons.(mM) Hacim (ul) Kons.(mM)
Glisin/NaOH (pH=10,5) 500 50 500 50
Substrat Cozeltisi 330 3 330 3
Saf Su 120 - Degisken -
flag Cozeltisi 0 - Degisken Degisken
Enzim Numunesi 5 - 50 -

3.2.5.1. insan serum PON1 enziminin aktivitesi iizerine inhibitor etkisi gosteren

antibiyotikler i¢cin ICso ve Ki degerlerinin belirlenmesine ait calismalar

Inhibitér ¢aligmalariyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite o6lgiimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren antibiyotikler belirlendi. Bu maddelerden inhibisyon
etkisi yiiksek olanlarin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi, egri denkleminden ICsp degerleri
hesaplandi. Bu maddelerin Ki degerlerini belirlemek amaciyla insan serumundan
saflagtirllan PON1 enzim aktivitesini yariya diisiiren antibiyotik konsantrasyonu ile bu
degerin altinda ve {istiinde iki sabit inhibitér konsantrasyonlarinda uygun bes substrat
konsantrasyonu ile aktivite Olclimleri yapildi. Calismalarda uygun 5 farkli substrat
konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle
her bir inhibitdr i¢cin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yarigmali

inhibisyon i¢in egime esit olan Km/Vmax(1+[1]/Ki) ifadesinden, yarismasiz ve yari
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yarismali inhibisyon i¢in Vmax=VImax(1+[1]/Ki) formiiliinden yararlanilarak K; degerleri

belirlendi. Sonuglar Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 3.2. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde fosfomisin’in ICso
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

GImNaOH PN g ST s KAt e
) (uD) N (1 () (mm) Ko (mM) - (mL)
500 330 50 120 0 1 - 1
500 330 50 115 5 1 3,63 1
500 330 50 110 10 1 7,25 1
500 330 50 100 20 1 14,50 1
500 330 50 90 30 1 21,75 1
500 330 50 80 40 1 36,30 1
500 330 50 70 50 1 43,50 1
500 330 50 60 60 1 50,80 1
500 330 50 50 70 1 58,00 1

Tablo 3.3. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde sefiksim’in ICso
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ézeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitdr konsantrasyonlari

Tampon e Kii ki .. .

olNaOH “NEN enim S I paracon e ool
) (uD) @y g (mm)  Kons (mM) - (mL)
500 330 50 120 0 1 - 1
500 330 50 115 5 1 0,111 1
500 330 50 110 10 1 0,222 1
500 330 50 100 20 1 0,446 1
500 330 50 90 35 1 0,777 1
500 330 50 80 40 1 0,888 1
500 330 50 70 50 1 1,110 1
500 330 50 60 60 1 1,332 1
500 330 50 40 80 1 1,776 1
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Tablo 3.4. Insan serumundan saflagtirilan PON1 enzimi iizerinde sefuroksim’in 1Csg
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Tampon

Kiivetteki

clisnaOH TNy Enim S et Paraokson LG i
() (ul) @y g () Koms.(mM) - (mL)
500 330 50 120 0 1 - 1
500 330 50 115 5 1 0,124 1
500 330 50 110 10 1 0,249 1
500 330 50 100 20 1 0,498 1
500 330 50 90 30 1 0,747 1
500 330 50 80 40 1 0,996 1
500 330 50 70 50 1 1,240 1
500 330 50 60 60 1 1,494 1
500 330 50 50 70 1 1,743 1

Tablo 3.5. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi {izerinde sefaklor

monohidrat’mn ICso degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitdr konsantrasyonlari

GIEnNOH PO e S WA parsocon et e
) (ul) (1 I () () Koms.(mM) - (mL)
500 330 50 120 0 1 - 1
500 330 50 110 10 1 1,29 1
500 330 50 100 20 1 2,58 1
500 330 50 90 30 1 3,87 1
500 330 50 80 40 1 5,16 1
500 330 50 70 50 1 6,45 1
500 330 50 50 70 1 9,03 1
500 330 50 40 80 1 10,32 1
500 330 50 30 90 1 11,61 1
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Tablo 3.6. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde fosfomisin’in Ki
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

TS%Tnpl\(jln . Saf Paraokson Kiivetteki Kﬁv.et.t?ki Toplam
glisin/NaOH E(nzll)m su (3mM) PaLa(\)(;]I;son konIsI;l:tbr lz:gronu hacim
(pH=105) " @ @ (M) oy (L)

(nl)

500 50 400 50 0,15 - 1
500 50 360 90 0,30 - 1
500 50 310 140 0,45 - 1
500 50 260 190 0,60 - 1
500 50 220 230 0,75 - 1
500 50 390 50 0,15 7,25 1
500 50 350 90 0,30 7,25 1
500 50 300 140 0,45 7,25 1
500 50 250 190 0,60 7,25 1
500 50 210 230 0,75 7,25 1
500 50 350 50 0,15 36,3 1
500 50 310 90 0,30 36,3 1
500 50 260 140 0,45 36,3 1
500 50 210 190 0,60 36,3 1
500 50 170 230 0,75 36,3 1
500 50 330 50 0,15 50,8 1
500 50 290 90 0,30 50,8 1
500 50 240 140 0,45 50,8 1
500 50 190 190 0,60 50,8 1
500 50 150 230 0,75 50,8 1
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Tablo 3.7. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde sefiksim’in Ki
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

TS%Tnpl\(jln . Saf Paraokson Kiivetteki Kﬁv.et.t?ki Toplam
glisin/NaOH E(nzll)m su (3mM) PaLa(\)(;]I;son konIsI;l:tbr lz:gronu hacim
(pH=105) " @ @ (M) oy (L)

(nl)

500 50 400 50 0,15 - 1
500 50 360 90 0,30 - 1
500 50 310 140 0,45 - 1
500 50 260 190 0,60 - 1
500 50 220 230 0,75 - 1
500 50 390 50 0,15 0,45 1
500 50 350 90 0,30 0,45 1
500 50 300 140 0,45 0,45 1
500 50 250 190 0,60 0,45 1
500 50 210 230 0,75 0,45 1
500 50 365 50 0,15 0,78 1
500 50 325 90 0,30 0,78 1
500 50 275 140 0,45 0,78 1
500 50 225 190 0,60 0,78 1
500 50 185 230 0,75 0,78 1
500 50 340 50 0,15 1,11 1
500 50 300 90 0,30 1,11 1
500 50 250 140 0,45 1,11 1
500 50 200 190 0,60 1,11 1
500 50 160 230 0,75 1,11 1
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Tablo 3.8. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde sefuroksim’in Kj
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

TS%Tnpl\(jln . Saf Paraokson Kilvetteki I.mv.et.t?ki Toplam
glisin/NaOH E(nzll)m su (3mM) PaLa(\)(;]I;son konlsI;lrl:tbr lz:gronu hacim
(pH=105) " @ @ (M) oy (L)

(nl)

500 50 400 50 0,15 - 1
500 50 360 90 0,30 - 1
500 50 310 140 0,45 - 1
500 50 260 190 0,60 - 1
500 50 220 230 0,75 - 1
500 50 380 50 0,15 0,50 1
500 50 340 90 0,30 0,50 1
500 50 290 140 0,45 0,50 1
500 50 240 190 0,60 0,50 1
500 50 200 230 0,75 0,50 1
500 50 360 50 0,15 1,00 1
500 50 320 90 0,30 1,00 1
500 50 270 140 0,45 1,00 1
500 50 220 190 0,60 1,00 1
500 50 180 230 0,75 1,00 1
500 50 340 50 0,15 1,49 1
500 50 300 90 0,30 1,49 1
500 50 250 140 0,45 1,49 1
500 50 200 190 0,60 1,49 1
500 50 160 230 0,75 1,49 1
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Tablo 3.9. Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde sefaklor
monohidrat’mm Kj degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢o6zeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

TS%Tnpl\(jln . Saf Paraokson Kiivetteki Kﬁv.et.t?ki Toplam
glisin/NaOH E(nzll)m su (3mM) PaLa(\)(;]I;son konIsI;l:tbr lz:gronu hacim
(pH=105) " @ @ (M) oy (L)

(nl)

500 50 400 50 0,15 - 1
500 50 360 90 0,30 - 1
500 50 310 140 0,45 - 1
500 50 260 190 0,60 - 1
500 50 220 230 0,75 - 1
500 50 380 50 0,15 2,58 1
500 50 340 90 0,30 2,58 1
500 50 290 140 0,45 2,58 1
500 50 240 190 0,60 2,58 1
500 50 200 230 0,75 2,58 1
500 50 350 50 0,15 3,87 1
500 50 310 90 0,30 3,87 1
500 50 260 140 0,45 3,87 1
500 50 210 190 0,60 3,87 1
500 50 170 230 0,75 3,87 1
500 50 320 50 0,15 6,45 1
500 50 280 90 0,30 6,45 1
500 50 230 140 0,45 6,45 1
500 50 180 190 0,60 6,45 1
500 50 140 230 0,75 6,45 1
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Protein Tayini Sonuc¢lari

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki proteinlerin kantitatif tayinleri,

Bradford yontemiyle yapilmistir.

4.2. 1Insan Serum PON1 Enziminin Saflastirilmasi1 Sonuclari

4.2.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuclari

Insan serumundan hazirlanan hemolizat %60-80 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapild1 (Sinan vd., 2006). Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen ¢okelek,
diyaliz torbasina yerlestirilerek iki saat siireyle 1 mM Na-fosfat (pH: 7,0) tampon

¢ozeltisine kars1 +4 °C’da diyaliz edildi. Her bir islem sonrasinda aktivite 6l¢iildii.

4.2.2. DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi sonuglari

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemi sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi, anyon
degistirici DEAE-Sephadex A-50 kolonuna tatbik edildi. 3’er mL’lik hacimler halinde
tiiplere alinan her bir eliiatin 280 nm’deki absorbanst ve 412 nm’deki aktivitesi ol¢iildii.
Aktivite gosteren tiipler jel filtrasyon kromatografisinde kullanilmak tizere birlestirildi.
Tip Sayisi/Aktivite grafigi ¢izildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliisyon
cozeltileri i¢in kantitatif protein tayini ve aktivite tayini yapilarak spesifik aktiviteler

hesaplandi, saflagtirma oran tespit edildi.

4.2.3. Jel filtrasyon kromatografisi sonuclari

DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi
jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi. Kolon dolgu materyali olarak Sephadex G-200
kullanildi. Tiip Sayisi/Absorbans-Aktivite grafigi ¢izildi. Kolona tatbik edilen numune
ve eliisyon ¢ozeltileri igin kantitatif protein tayini ve aktivite tayini yapilarak spesifik

aktiviteler hesaplandi, saflastirma orani tespit edildi.
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Tablo 4.1. insan serum PON1 enzimi i¢in saflasgtirma basamaklari

. . Toplam Spe§if_ik .
Aktivite  Protein Aktivite Aktivite  Verim Saflastirma
(EU/mL) (mg/mL) (EV) (EU/mg (%) Katsayisi
protein)
Triton X-100
Uygulanmis 110 8,2 2420 10,9 100 -
Serum
A.S (%60-80)
ve 140 5,3 1750 21,6 72,3 1,98
Diyaliz
DEAE
Sephadex A50 190 0,084 1330 2166,1 54,9 198,7
Iyon Degisim
Sepdadex G-200
Jel Filtrasyon 230 0,061 1150 3516,8 47,5 322,6

Kromatografisi

4.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

Amonyum = siilfat ¢oktirmesi, diyaliz, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim
kromatografisi ve Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi ile enzimin saflagtirma
basamaklar1 tamamlandiktan sonra Laemmli metoduna goére %3-8 kesikli SDS-PAGE

yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

1.Kanal

Sekil 4.1. insan serum PON1 enziminin saflastirma sonucu SDS-PAGE resmi (1.Kanal;
Jel filtrasyon kromatografisi sonrasi saflastirillan PON1, M; Standart proteinler; 70-18
kDa)
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4.4, Insan Serum PON1 Enziminin Aktivitesi Uzerine Baz1 Antibiyotikler I¢in ICso

Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalarin Sonuclar

Insan serumundan saflastirilan PON1 enzim aktivitesi {izerine bazi ilaclarin etkilerini
belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden degisik
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanarak insan serumundan saflagtirllan PON1 enzim
aktivitesi tlizerine etkileri arastirildi. Elde edilen aktivite degerleri kullanilarak;
%AKktivite-[I] degerleri bulundu. %Aktivite-[I] grafikleri gizilerek her bir antibiyotik
icin ICso degerleri hesaplandi. Grafikler Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5’de

gosterildi.

120 -
100

80 - y = 100e-0.022
60 R?=0,9952

40
20 -

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

[Fosfomisin] mM

% Aktivite

Sekil 4.2. Insan serum PON1 enzimi iizerine fosfomisin etkisi

120 -
100
80
60
40 -
20 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘

y = 100e-0,887X
R?=0,9945

% Aktivite

[Sefiksim] mM

Sekil 4.3. Insan serum PON1 enzimi iizerine sefiksim etkisi
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Sekil 4.4. Insan serum PON1 enzimi iizerine sefuroksim etkKisi
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Insan serum PON1 enzimi tizerine sefaklor monohidrat etkisi
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4.5. insan Serum PON1 Enzimi Uzerine inhibitor Etkisi Gosteren Bazn

Antibiyotikler I¢in Ki Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin Sonuclar

Insan serumundan saflastirilan PON1 enziminin inhibitdrsiiz ve inhibitdrlii ortamda bes
farkl1 substrat konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapildi. Daha sonra kullanilan ilaglar
icin ii¢ farkli sabit inhibitdr konsantrasyonu ve bes farkli substrat konsantrasyonunda
elde edilen aktivite degerleri kullanilarak; 1/V - 1/[S] degerleri bulundu. Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izilerek (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9) Ki degerleri
hesaplandi. Insan serum PON1 enzimi i¢in elde edilen sonuglar Tablo 4.2 ile asagida

verildi.

v

[ \v) T T T T

1 1 3 5 7
1/[S] mM-

Sekil 4.6. Fosfomisin i¢in K; sabitinin bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi ([I1] =7.25 mM, [I2] = 36.3 mM, [Iz] = 50.8 mM)
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Sekil 4.7. Sefiksim i¢in K sabitinin bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi ([I1] =0.45 mM, [I2] = 0.78 mM, [Iz] = 1.11 mM)
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2 4 6
1/ [S] mM?

v

[«

1
N

1
[}
o

Sekil 4.8. Sefuroksim igin K;j sabitinin bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi ([I1] =0.50 mM, [I2] = 1.00 mM, [Iz] = 1.49 mM)
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Sekil 4.9. Sefaklor monohidrat i¢in Kj sabitinin bulunmasina yonelik cizilen
Lineweaver-Burk grafigi ([I1] =2.58 mM, [l2] = 3.87 mM, [Iz] = 6.45 mM)

Tablo 4.2. Insan serum PON1 enzimi i¢in bulunan K ve 1Cso degerleri

Inhibitor (:TC]:I\S/?) Ort?rlnal\?;l & Inhibisyon Tiirii
Fosfomisin 315 27,98 + 12,25 Yarigsmasiz
Sefiksim 0,781 1,12+ 0,32 Yar1 yarigmali
Sefuroksim 1,03 2,20+ 0,22 Yarismal
Sefaklor monohidrat 4,18 4,81 +£2,25 Yarigsmasiz
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Serum PON enzimi, organofosfatlarin hidrolizini katalizleyen kalsiyum bagimli bir
esterazdir. Karaciger, bobrek, bagirsak gibi ¢esitli dokularda ve ayrica HDL bagiml
olarak serumda bulunur. PON’un dogal fizyolojik substratlar1 tamamen bilinmemekle
birlikte enzim aktivitesini izleyebilmek amaciyla sentetik substratlar kullanilmaktadir.
PON aktivitesinin miyokard enfarktiisii, ailesel hiperkolesterolemi ve diabetus mellitus
hastalarinda saglikli hastalara nazaran azaldigi tesbit edilmistir. PON’un organofosfat
toksisitesini azalttigi onerilmekle birlikte fizyolojik rolii hala bilinmemektedir (Aviram
vd., 1998).

Son yillarda yapilan calismalar, PON enzimlerinin fizyolojik 6nemini aydinlatmaya
yonelik c¢alismalarin  Onlimiizdeki yillarda artarak devam edeceginin sinyalini
vermektedir. Spesifik organofosfatlarin PON1 tarafindan hidrolizi fizyolojik olarak ¢ok
onemlidir. Bir A-oksonaz ailesi iiyesi olan PON, asetil kolin esteraz inhibitérlerini kolin
esterazlara baglanmadan Once parcalarlar ve bu sebeple insanlari diisiik dozlardaki
organofosfat pestisitlerin zararlarindan korur. Bugiin diinya ¢apinda her yil 220.000
insanin bu tiir maddelere maruz kalmalarindan dolayr hayatin1 kaybettigi tahmin
edilmektedir. Pestisitlerin kullanildig1 c¢evrelerdeki insanlar daha yiiksek risk
altindadirlar. Ayrica lipid metabolizmasindaki rolii ne olursa olsun diisiik PON1
seviyeleri vaskiiler hastaliklar i¢in énemli bir risk faktoriidiir (James ve Deakin, 2004;
Jarvik vd., 2000, 2003a; Mackness ve Mackness, 2004; Mackness vd., 2001). PON
enzimlerinin farmakokinetik rolleri Onemlidir ve ¢ok daha fazla calismayi

gerektirmektedir ve her durumda PON1 seviyeleri nemlidir.

PONI1 enziminin saflastirilmasi asamasinda ulasilmak istenen saflik derecesi ile enzimin
serumda veya karacigerde bulunus durumuna gore degisen ¢esitli metotlar
tanimlanmistir. Bu metotlardan ¢ogunlukla kullanilanlar; hidroksiapatit adsorbsiyonu,
DEAE-Sepharose CL-6B iyon degisim kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik
olmayan afinite kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degisim
kromatografisi, Concanavalin A-Sepharose afinite kromatografisi, mono Q HR 5/5

anyon degisim kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir.
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Bazi durumlarda saflastirma basamaklar birden fazla tekrarlanabilir. Ornegin; Gan vd.
(1991) yaptig1 bir ¢alismada insan serum PON Q ve R izoenzimlerinin saflastirma
prosediirii i¢in iki defa DEAE anyon degisim kromatografisi kullanmistir. Furlong vd.
(1991) ise tavsan ve insan serumundan PON enzimini, Cibacron Blue 3GA-Agaroz,
Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel filtrasyon
kromatografisi yontemlerini kullanarak saflagtirmislardir (Furlong vd., 1991).

PON1 enziminin, karacigerde mikrozomlara, serumda ise HDL’ye bagli olmasi
nedeniyle homojen bir saflik elde etmek icin baglh oldugu yapilardan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu amagla, karacigerde bulunan enzimi mikrozomlardan ayirmak igin
Gil vd. (1993) Triton X-100 kullanilirken; serumda bulunan enzimi HDL’den
uzaklastirmak icin deterjan veya yiiksek tuz konsantrasyonunun kullanilmasi

gerekmektedir (Furlong vd., 1991).

Insan serum PON1 enziminin saflastirilmasina yénelik yapilan ilk ¢aligmalarda heparin
ve MnCl; kullanilarak diisiik yogunluklu lipoproteinler ¢oktiiriilmiis; soguk aseton
yontemiyle de lipidsizlestirme gergeklestirilmistir (Kitchen vd., 1973; Rozenberg vd.,
2005). Yapilan bu islemlerle PON1 enzimi ancak kismi olarak saflastirilabilmistir. Daha
sonra Gan vd. (1991) tarafindan lipidsizlestirme basamagini gerektirmeyen yeni bir
yontem gelistirilmis ve daha sonraki PON enzimine yonelik saflastirma g¢alismalarinin
birgogu ise bu yontemi esas almistir (Debord vd., 2003; Yeung vd., 2004). S6z konusu
calismada PON1 enzimi, 1L insan serumundan Cibacron Blue 3GA agaroz ve ardarda
iki defa DEAE iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Ancak bazi
arastirmacilar bu yontemle saflastirilan enzim oOrneklerinde albiimin ve APO
kontaminasyonu olasilig1 nedeniyle Concavalin A afinite kromatografisini de ilave
etmislerdir (Rodrigo vd., 2001; Marathe vd., 2003). Bu yontemde ise Concavalin A
afinite kromatografisinin kullanimina bagl olarak, saflagtirilan enzim 6rneklerinde bir

miktar lektin kontaminasyonu olabilecegi bildirilmistir.

Insan serum PON1 enzimi Sinan vd. (2006) tarafindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemleri kullanilarak; Alict vd. (2008), Tiirkes
(2010) ve Dilek (2012) tarafindan ise DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ile
Sephadex G200 jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak saflastirilmistir. Yavuz (2014)

calismasinda ise sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile hidrofobik etkilesim
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kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemleri ile insan serum PON1

enzimini saflastirmistir.

Calismamizda PON1 enzimini saflagtirmak i¢in kaynak olarak insan serumu sec¢ilmis ve
amonyum stilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi ve

Sephadex G-200 jel filtrasyon kromatografisi basamaklari kullanilmistir.

Amonyum stilfat ¢oktlirmesi uzun zamandan beri bilim adamlar1 tarafindan genellikle
kullanilan kismi saflastirma yontemlerindendir. Bu yontem sayesinde enzim
numunesindeki birgok safsizliklar uzaklastirilarak proteinler daha derisik halde elde
edilebilmektedir. Bu nedenle iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi dncesinde On saflasgtirma yontemi olarak %60-80 araliginda amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapilmistir (Sinan vd., 2006). Bu islemden sonra elde edilen enzim
cozeltisi diyaliz edilerek ¢ozeltideki iyonlar uzaklastirilmis ve bir sonraki asamada

enzimin kolona daha kolay bir sekilde tutunmasi saglanmaistir.

Bu caligmada saflastirma yonteminin ikinci basamaginda DEAE-Sephadex A-50 iyon
degisim kromatografisi kullanilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi basamaginda elde
edilen yaklasik 18 ml’lik enzim ¢dzeltisi iyon degisim kromatografisi kolonuna tatbik
edilmis ve enzime bagli olan proteinler DEAE-Sephadex A-50’den 1,5 M NaCl tuz

konsantrasyonunda eliie edilmistir.

DEAE-Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi kolonundan alinan ve enzim
aktivitesi gosteren eliiatlar birlestirilerek Sephadex G-200 jel filtrasyon teknigi
kullanilarak enzimimizin molekiil biiytlikliigline gore saflagtirllmast saglanmistir.
Aktivite gosteren tlipler elektroforez yapilmak iizere birlestirilerek derisiklestirme
islemine tabi tutulmustur. Elde edilen derisik insan serum PONI1 enzimi, safliginin
kontrolii i¢in tekrar SDS-PAGE’de yiiriitiilmiistiir. Yapilan bu iglemler sonrasinda

enzimin elektroforetik olarak saf oldugu diger proteinlerden ayrildig: izlenmistir.

Calismamizda insan serum PON1 enzimi %47,5 verimle yaklastk 322,6 Kkat
saflagtirilmistir. Literatiirde ise %44.,8 verimle yaklasik 256,6 kat, 9%34,2 verimle
yaklasik 231 kat, %39,4 verimle 304,3 kat saflastirma yapilmistir (Dilek, 2012; Tiirkes
vd., 2016, Dilek vd., 2018). Biitiin bu ¢alismalar birbirleriyle uygunluk gostermektedir.
Yavuz (2014) %16,17 verimle yaklasik 674 kat saflastirma yaptigi c¢alismasinda
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amonyum siilfat c¢oktlirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemlerini

uygulamistir.

Calismamizda molekiil kiitlesi yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen insan serum PON1
enzimi, tek bir bant olarak SDS-PAGE jelinde gozlemlenmistir. Bulunan bu deger
literatiirle uygunluk goéstermektedir (Gan vd., 1991; Li vd., 2000; Nguyen ve Dai-Eun,
2003; Alici vd., 2008; Ekinci ve Beydemir, 2009b; Dilek, 2012; Yavuz, 2014; Tiirkes
vd., 2016; Dilek vd., 2018). Kuo vd. (2012) iki tane N-bagh seker zinciri i¢eren insan
serum PONI1 enziminin molekiil kiitlesini 44,3 kDa, karbonhidrat igermeyen PON1
enziminin molekiil kiitlesini ise 37,3 kDa olarak belirlemislerdir. Cilinkii enzimin
yapisinda, toplam molekil kiitlesinin  %]15’i kadar karbonhidrat molekiilii
bulunmaktadir ve bu molekiil kiitlesi, karbonhidrat zincirinin varligina baglh olarak
degismektedir.  Saflastirma islemi sirasinda enzimin karbonhidrat igerigi
degisebilmektedir. Enzimin aktivitesi i¢in karbonhidrat zinciri gerekli degildir, fakat bu
karbonhidrat zincirinin PON1 enziminin yari omriind, ¢oziintrligiini, kararliligini
arttrmada ve HDL’ ye baglanmada gorevli oldugu diisiiniilmektedir (Josse vd., 1999;
Aharoni vd., 2004). Ayrica PON1 enziminin, serumda HDL ile iligkili oldugu bélgenin
yakininda bulunan proteinler (6zellikle HPBP ve Apo Al) ile bir arada saflastirilirsa,
goriinlir molekiil kiitlesinin daha genis bir aralikta degiskenlik gosterecegi rapor
edilmistir (Gaidukov ve Tawfik, 2005; Renault vd., 2006). PON1 enziminin molekiil
kiitlesi tlirden tiire degismemekte ve insan serum PONI enziminin molekiil kiitlesi ile
tavsan, sican ve koyunun PONI1 enziminin molekiil kiitlesi benzerlik gdstermektedir

(Kuo vd., 1995; Kuo vd., 1998; Allebrandt vd., 2002).

Enzim caligmalari, olduk¢a pratik bir dneme sahiptir. Baz1 hastaliklarda, o6zellikle
kalitimsal genetik bozukluklarda, bir veya birden fazla enzimin eksikligi ya da tamamen
yoklugu, s6z konusu olabilir. Diger bir grup hastaliklara da enzimin asir1 aktivitesi,
neden olabilir. Enzimlerin aktivitelerinin kan plazmasinda, eritrositlerde veya doku
orneklerinde Olciilmesi, belli hastaliklarin tanisinda 6nemlidir. Birgok ilag, biyolojik

etkilerini, enzimlerle etkileserek ortaya ¢ikartir (Lehninger, 2005).

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basma bir kontrol
mekanizmas1 olusturdugundan onemli bir olaydir. Enzimler hemen hemen biitiin

hiicresel siiregleri  katalizlediginden, enzim inhibitorlerinin bilinen en 6nemli
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farmakolojik ajanlar arasinda olmasi tesadiifi degildir. Birgok ilag ve zehirli bilesikler

etkilerini bu yolla gosterirler (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Yaptigimiz calisma kapsaminda insan serum PONI enzimi aktivitesi ilizerinde bazi
antibiyotiklerin in vitro sartlarda etkileri incelenerek 1Cso degerleri ve K; sabitleri
belirlenmistir. Caligmada kullanilan antibiyotiklerin, insan serum PON1 enzimi
tizerinde etkilerinin incelenmesiyle ilgili herhangi bir c¢alismaya literatiirde

rastlanilmamustir.

Calismamizda insan serum PONI enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren ilaclar i¢in
Ki sabitlerinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanilmistir (Segel
1975; Telefoncu, 1986). Sonuglarin hassas bulunabilmesi i¢in her inhibitorli ¢aligma
icin li¢ farkl sabit inhibitér konsantrasyonunda 1/V ile 1/[S] degerleri elde edilmistir. K
sabiti diisiik olan inhibitériin enzime ilgisi biiylikk oldugundan, enzimin katalitik

aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin biiyiik olacag: bilinmektedir.

Genel olarak ilaglarin enzimler tizerindeki inhibisyon etkileri 1Cso (enzimin aktivitesini
%50 inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir. Kinetik caligsmalar
sirasinda enzim aktivitesini inhibe eden antibiyotik, antineoplastik ve kalsiyum kanal
blokerlerinin 1Cso degerleri belirtilmistir (ICso degeri diisiik olan inhibitoriin inhibisyon
etkisi daha ytiksektir).

Yapilan bagska c¢alismalarda insan serum PONI enzimi aktivitesi iizerinde baska
antibiyotiklerin ve ilaglarin in vitro sartlarda etkileri incelenerek ICso degerleri ve K;
sabitleri belirlenmistir. Ekinci ve Beydemir (2009a) ICso degerleri aneljezik ilaglar olan
bilinen lornoksikam, indometasin, tenoksikam, diklofenak sodyum, ketoprofen ve
lincomycin i¢in sirasiyla 0,136; 0,195; 0,340; 1,639; 6,23 ve 9,638 mM; K; sabitleri
sirastyla 0,009; 0,097; 0,306; 0,805; 13,010 ve 11,116 mM belirlemistir. Tiirkes (2010)
ise yaptigi ¢alismada ICso degerlerini palonosetron hidrokloriir, bevasizumab, nifedipin,
nitrendipin, isradipin, amlodipin besilat, moksifloksasin hidrokloriir, siklofosfamid,
levofloksasin hemihidrat, sefepim hidrokloriir, gemsitabin hidrokloriir i¢in sirasiyla
0,025; 0,040; 0,121; 0,130; 0,255; 0,304, 1,839; 2,462; 3,959; 21,115; 26,610 mM; K;
sabitleri sirastyla 0,033; 0,054; 0,222; 0,151; 0,286; 0,321; 2,641; 3,419; 5,525; 35,092;
39,598 MM hesaplamistir. Dilek (2012) calismasinda 1Cso degerlerini netilmisin siilfat,

linkomisin hidrokloriir, streptomisin siilfat, oksitetrasiklin hidrokloriir, penisilin G
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potasyum kristalize, klindamisin fosfat, akarboz, pioglitazon hidrokloriir, metotreksat
i¢in sirastyla 3,39; 13,30; 25,39; 0,15, 32,50; 25,40; 9,82; 0,22; 0,18 mM; K; sabitleri
sirasiyla 3,73; 18,30; 56,30; 0,20; 54,70; 35,80; 13,10; 0,32; 0,26 mM belirlemistir.
Calismamizda bulunan ICso degerleri sefiksim, sefuroksim, sefaklor monohidrat,
fosfamisin igin sirasiyla 0,781; 1,03; 4,18; 31,5 mM; K; sabitleri ise sirasiyla 1,12; 2,20;
4,81; 27,98 mM belirlenmistir. Biitiin ¢aligmalarda kullanilan antibiyotik ve ilaglar bu
calismada kullanilan antibiyotikler gibi PON1 enzimini diisiik dozlarda dahi inhibe

etmektedir.
Sonug olarak bu tez kapsaminda;

e Insan serumundan PON1 enzimi saflastiriimistir.
e Enzimin saflagtirma basamaklarindan elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlu

oldugu tespit edilmistir.

Calisma sonucunda insan serum PON1 enzimi %47,5 verimle yaklasik 322,6 kat
saflastirilabilmistir.  Enzimin saflig1 elektroforezle kontrol edilmis ve tek bant
gozlemlenmistir.

e Insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi tizerine fosfamisin, sefiksim,
sefuroksim ve sefaklor monohidrat antibiyotiklerinin inhibisyon etkileri

incelenmistir.

Bu antibiyotikler i¢cin ICsp ve K degerleri hesaplanmig ve inhibisyon tipleri
belirlenmistir. ICso degerleri; fosfamisin i¢in 31,5 mM, sefiksim igin 0,781 mM,
sefuroksim i¢in 1,03 mM, sefaklor monohidrat icin 4,18 mM olarak, K;
sabitlerinin ortalamasi ise; fosfamisin i¢in 27,98 + 12,25 mM, sefiksim i¢in 1,12 +
0,32 mM, sefuroksim igin 2,20 + 0.22 mM, sefaklor monohidrat i¢in 4,81 + 2,25
mM hesaplanmustir. inhibisyon calismalar1 sonucunda bu antibiyotiklerin diisiik
dozlarda dahi PON1 enzimini inhibe ettigi gozlenmistir. PON1 enziminin
aktivitesinin azalmasi bazi durumlarda hayati tehlike doguran sonuglara neden
olabilir. Ozellikle organofosfatlara maruz kalan insanlarda ve vaskiiler hastalik
riski olan insanlarda bu enzimin aktivitesinin degismemesi gerekmektedir. Bu
nedenle bu enzimin hangi maddeler tarafindan inhibe edildiginin arastirilmasi

onemlidir.
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