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OZET

INSAN SERUM PARAOKSONAZ ENZiMIiNiN YENI BiR
YONYTEMLE SAFLASTIRILMASI VE BAZI
ANTIBIYOTIKLERIN ENZIiM UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Selma SINAN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah

(Doktora Tezi /Tez Daniymani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
(kinci Danisman: Yrd. Dog. Dr. Feray KOCKAR)
Balikesir, 2005

Bu caligmada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
6nemli fizyolojik fonksiyona sahip paraoksonaz (PON1) enzimini saflagtirmak igin
yeni bir hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli sentezlenmigtir. Hidrofobik
etkilesim kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye uzant1 kolu
olarak L-tirozin baglandiktan sonra ligand olarak hidrofobik bir molekiil olan 1-

naftilaminin L-tirozine kenetlenmesi sonucu sentezlenmisgtir.

Sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile uygulanan hidrofobik etkilegim
kromatografisi ve amonyum siilfat ¢6ktiirmesi yo6ntemleri kullanilarak insan
serumundan PON1 enzimi saflagtirlmugtir.  Saflagtinlan PON1 enzimi SDS
poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik 43kDa molekiil agirhfma
sahip tek bant elde edilmisgtir.
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Insan serum PONI enziminin paraokson substratina karsi Ky ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile sirasiyla 4,16mM ve 227,27 U/ml olarak
bulunmustur.

Yaygmn olarak kullamlan gentamisin siilfat, sodyum ampisilin, sefazolin
sodyum, siprofloksasin, klaritromisin, kloramfenikol, rifamisin SV, klindamisin
fosfat antibiyotiklerin saflagtirilmis serum PON1 enzimi {izerindeki in vitro etkisi
belirlenmistir. S6z konusu antibiyotikler rifamisin SV antibiyotigi hari¢ hepsi in
vitro olarak PON1 enzimini inhibe ettigi saptanmigtir. Inhibisyon etkisi gésteren
antibiyotiklerden, sodyum ampisilin, sefazolin sodyum, kloramfenikol ve
klindamisin fosfat kompetitif tiirli inhibisyon gosterirken; gentamisin siilfat,
klaritromisin ve siprofloksasinin nonkompetitif inhibisyon etkisi gosterdigi
bulunmugtur.

Ayrica sdz konusu antibiyotiklerin fare serum ve karacier PON1 enzimi
Uizerindeki 2, 4 ve 6 saat sonraki in vivo etkisi aragtirilmigtir. Antibiyotikler
uygulandiktan 2, 4 ve 6 saat sonraki serum ve karaciger PON1 enzim aktivitesi
tizerindeki etkisi ile hig antibiyotik uygulanmamig kontrol grubunun PON1 enzim
aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadi: tespit edilmigtir.

Antibiyotiklerin model olarak secilen insan karacier hiicreleri (HepG2)
tarafindan {iretilen PON1 enzim aktivitesi lizerindeki in vitro etkisi belirlenmistir.
Doku kiiltiiriinde {iretilen hiicreler iizerinde antibiyotiklerin tiimiiniin uygulandiktan
2, 4 ve 6 saat sonra doza bagli olarak inhibisyon etkisi g6sterdigi belirlenmigtir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz (PON1), Hidrofobik etkilesim
kromatografisi, Gentamisin siilfat, Sefazolin sodyum, Sodyum ampisillin,
Klaritromisin, Kloramfenikol, Siprofloksasin, Klindamisin fosfat, Rifamisin SV,
Inhibisyon.
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ABSTRACT

THE PURIFICATION OF HUMAN SERUM
PARAOXONASE (PON1) BY NEWLY METHOD AND EFFECTS OF
SOME ANTIBIiOTICS ON THIS ENZYME

SELMA SINAN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

(PhD. Thesis / Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
(Cosupervisor: Dr. Feray KOCKAR)

Balikesir, Turkey, 2005

In this study, a new gel of hydrophobic interaction chromatography for
purification of paraoxonase (PON1), which is of important physiological function in
metabolism with detoxification and antioxidant activity. The gel was synthesized
with Sepharose-4B-L-tyrosine and 1-napthylamine as a hydrophobic ligand.
Sepharose-4B was activated with CNBr and than L-tyrosine was add as a extension

arm.

Human serum paraoxonase was purified with ammonium sulfate precipitation
and synthesized hydrophobic interaction chromatography. On SDS-polyacyrilamide
gel electrophoresis, purified human serum paraoxonase to give a single band on
SDS-PAGE with about weight of 43kDa.

The Ky and Viax values were determined by the method of Lineweaver-Burk
plots, using paraoxon as a substrate. The Ky and Vpax is 4.16mM and 227.27 U/mL,

respectively.
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The effect of some antibiotics which is commonly used on purified human
serum paraoxonase in vitro was determined. The name of antibiotics was gentamycin
sulfate, sodium ampicillin, cefazolin sodium, ciprofloxacin, chlarithromycin,
chloramphenicol, rifamycin SV, clindamycin phosphatet. Except of rifamycin SV, all
of them caused an inhibition effect on purified human serum paraoxonase in vitro. In
addition, the inhibition of paraoxonase activity by sodium ampicillin, cefazolin
sodium, chloramphenicol and clindamicin phosphate has competetive and
gentamycin sulfate, chlarithromycin and ciprofloxacin has non-competetive type

inhibition effect was determined.

Furthermore, effects of these antibiotics on mouse serum and liver
paraoxonase activity were investigated, after drug administration of 2, 4 and 6 hour.
The control group which is any drug administration and experiment group was

comparison with a statistical analysis.

In addition, effects of these antibiotics on paraoxonase, produced by human
hepatoma cell line (HepG2), which is a model of human liver paraoxonase, in vitro.
The data indicate that, these antibiotics have inhibition effects which is depend on

dose on human hepatoma cell line after drug administration of 2, 4 and 6 hour.

KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Hydrophobic interection chromatography,
Gentamycin sulfate, Cefazolin sodium, Sodium ampicillin, Chlarithromycin,

Chloramphenicol, Ciproflokcacin, Clindamicin phosphate, Rifamycin SV, Inhibition
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1. GIRIS

Yillardan beri tarimda, insan saglifina verdifi zararlar goz ardi edilerek,
sadece iirlin verimini arttirmak amacglh ¢esitli zararlilara kars1 organofosfath
kimyasallar kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan insektisit olan parathion
bilesiginin katabolik {irlinii sonucu olugan paraokson, bagta sinir uyarilarimin
iletiminde 6nemli rol oynayan asetilkolin esteraz ve difer bazi enzimleri inhibe
etmektedir. Ancak organizma bu etkilerin birgoguna karsi savunma sistemleri ile
donatilmigtir. Bunlardan paraoksonaz (PON1) sadece bir tanesidir. Bu enzim
paraoksani hidroliz ederek onun zararh etkilerini ortadan kaldirmaktadir [1, 2].
Enzimin detoksifikasyon 6zelligini ortaya koyan bu aktivitesinin yaninda antioksidan
aktiviteye de sahiptir. PON1 bu 6zelligi ile LDL fosfolipidlerinin oksidasyonunu
Onledigi bilinmektedir. LDL’nin oksidasyonu ateroskleroz siirecinin baglangi¢
evresini olusturmasi, enzimin antioksidant &zellifinin 6nemini ortaya koymaktadir
[3-6].

Son yillarda artan antibiyotik tiiketimi, bu bilesiklerin yan etkilerinin daha
fazla aragtirilmasina sebep olmaktadir. Ozellikle metabolizmada onemli fizyolojik
fonksiyonlara sahip enzimlerin aktivitelerinin bu bilesiklerden ne 6Slgiide etkilendigi
son derece 6nemlidir. Bu ¢aliymamizda 6zellikle iilkemizde siklikla kullamlan 8
farkl: grupta antibakteriyel antibiyotiklerin, detoksifikasyon ve antioksidan aktiviteye
sahip bu enzim tizerindeki in vitro ve in vivo etkisinin incelenmesi amaglanmgtir.
Ayrica s6z konusu antibiyotiklerin doku kiiltliri ortaminda in vitro -etkisi
aragtirlmustir. Bunun i¢in agafidaki ¢aligmalar planlanmigtir.

o Insan serumundan hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
Paraoksonaz enziminin saflagtiriimasi
e SDS-PAGE elektroforezi ile saflifinin kontrolii.



e Optimum sartlarda enzimin substrata ilgisinin biyokimyasal ifadesi
olan Ky ve Vax degerlerinin bulunmasi

e Sekiz farkli grup antibiyotigin saf enzim lizerindeki in vitro etkisi

e Inhibisyona neden olan ilaglarin inhibisyon ~mekanizmasmin
belirlenmesi

o Antibiyotiklerin fare serumu ve karacigeri iizerindeki in vivo etkisi

e S0z konusu antibiyotiklerin hiicre kiiltiirlinde insan karaciger hiicreleri

model olan HepG2 hiicre hattinda etkisinin aragtirilmasi

1.1 Paraoksonaz Enziminin Biyokimyas:
1.1.1 Adlandirilmas:

Yapilan ilk aragtirmalara gére paraoksonaz enzimi, paraoksonaz aktivitesi
gibi arilesteraz aktivitesi gésteren ve paraokson gibi ¢ok sayida aromatik karboksilik
asit esterlerini hidrolizleyebilme 6zelligine sahip A-esterazlar1 grubunda yer alan ve
EC 3.1.1.2 enzim kodu ile isimlendirilmigtir [7]. Ancak isimlendirme komitesi
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology Nomenclature
Committee) bu siniflandirmayi tekrar diizenleyerek, s6z konusu enzimi, enzim kodu
girisi EC 3.1.8 olan fosfo triester hidrolazlar veya organofosfat hidrolazlar grubunun
1 numaral1 enzimi olarak belirlenmistir [8]. Paraoksonaz enzimi de arildialkilfosataz
ismi ve EC 3.1.8.1. kodu ile bu grupta yer almaktadir [9]. Bu grupta yer alan
paraoksonaz enzimi, aktivitesinin Ol¢limiinde ilk olarak paraokson substrati
kullamldig igin bu ismi almigtir [10, 11].

1.1.2 PON Gen Ailesi

Paraoksonaz enzimi ilk olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan
serumunda bulunmustur [12, 13]. Ancak daha sonra yapilan c¢alismalarda,
paraoksonaz enziminin sadece insan serumunda degil hayvanlarda da farkhi
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Ozellikle tarimda kullamlan organofosfath



pestisitlerden en kolay etkilenebilecek hayvanlarda yiiksek seviyelerde bulunmusgtur.
Soz konusu enzim; balik, kurbaga, hindi, tavuk, tavsan, képek, sigan, koyun fare ve
balik gibi organizmalarda arastirilmis ve enziminin yapisal ve kinetik 6zellikleri
tespit edilmigtir [14-20].

1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu genin bir multigen ailesinin
tiyesi oldugu tespit edilmis ve swrasiyla PON1, PON2 ve PON3 olarak
isimlendirilmigtir [18]. Caligmalar daha ¢ok PON1 iizerine yogunlagmistir. PON1’in
karacigerden sentezlendigi daha sonra serumda HDL’ye bagh olarak bulundugu
tespit edilmigtir [21-24]. Ayrica karaciferde, endoplazmik retikulum
membranlarimin  pargaciklarinin  uglar1 kapanarak olusan mikrozomiarda da
bulunmaktadir [25, 26]. PON3 enzimi de PON1’e benzer sekilde biiyiik ¢ogunlukta
karacigerden sentezlenir ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3
daha diigiik seviyelerde bébrekte sentezlenmektedir ve PON3 geninin mRNA’s1 ve
proteinine insanlardan farkli olarak sicanlarin makrofajlarinda rastlanmigtir [27].
PON2 diger tiiyelerden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin,
karaciger, bobrek ve testis gibi pek ¢ok dokuda sentezlenmektedir [28].

1.1.3. Paraoksonaz Enziminin Ozellikleri ve ince Yapis1

Paraoksonaz, aktivitesi ve kararh i¢in Ca™ iyonuna bagimh 43-45 kDa
molekiil agirhigna sahip bir enzimdir. Izoelektrik noktasi 5.1°dir. 355 aminoasit
iceren serum PONI1 enziminin aminoasit bilesimi yiiksek 16sin i¢erigi disinda bir
ozellik gostermez [29, 30]. Yapisinda yer alan 3 sistein aminoasitinden 284°deki
serbest iken 42 ve 353. sistein rezidiileri arasinda tek disiilfit bag: bulunur. Her
molekiil toplam agirhigimin %15.8’ini olusturan ii¢ karbohidrat zinciri igermektedir
[31, 32]. In sitii hibridizasyon ¢alismalan ile PON1 geninin 7. kromozomun uzun
kolu tizerinde q21-q22° de bulundugu gosterilmistir [33].

PONY’in ince yapist 4 adet zincirden oluymus 6 adet $-kirmali yapidan
meydana gelmigtir. Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki disiilfit képriisii



ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini1 kazanir [34]. N terminal ve C terminal uglarinin bu
sekilde kovalent baglanmasi B-kirmali yapili enzimlerde nadir goriiliir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu goriintimii. (a) B-kirmali
tabakalar ve (b) hidrofobik boélgelerin (H1, H2, H3) B-kirmali tabakalara gore
durumu [35].

Ug boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7,4 A aralikls iki adet
Ca'? iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan
uzaklastirilmas1 doniiglimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [36]. Digeri ise
katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu 2,2-2,5 A uzakhkta 5
adet aminoasit (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu 53) ile etkilesim
halindedir. Ayn1 kalsiyum iyonu bir su molekilii ile fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir. PON1’in yapisi 6 adet B-kirmali tabaka ile merkezdeki Ca'? iyonlart
agisindan diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik géstermektedir
[37]. Ancak PONI esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi gésterirken, DFPase
sadece fosfotriesterase aktivitesi gdsterir. Ancak bu iki enzimin aminoasit dizilerinde
belirgin bir benzerlik yoktur [38]. PONI1 aktif bolgede diger B-kirmali yapilardan
farkli olarak hidrofobik heliks (H, ve H3) yapilar1 vardir. Bunlar ayn1 zamanda
sonlanma noktalaridir. Bu yap:r aktif bolgenin korunmasi ve enzimin HDL’ye
baglanmasi gibi kritik rollere sahiptirr PON1 sentezlendiginde monomerik yap1
seklindedir [39]. Eger HDL’ye baglanmazsa, oligomerizasyon yapabilir. Bu olay in



vitro deterjanli ortamda H, ve Hj heliksleri ile deterjan misellerine baglanarak
gergeklesir [40].

PONT1 {izerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bolgesi vardir. iki tanesi
(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise yiizeye bakan
bolgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PON1 memeli hiicrelerinde ekspre
edildikten sonra bu noktalardan glikozillenir [19]. PON ailesinin hidrolitik aktivitesi
icin glikolizasyon énemli degildir [41, 42]. Ancak enzimin yapisinda bulunan bu
karbohidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre membranlarina baglanmada veya
kararlif1 ve ¢oziiniirligii arttirmada etkili olabilir [43].

1.1.4. Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde bulunan His-His ¢ifti, kalsiyum iyonu ve su
molekiilii, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2, Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [35]



Katalitik etkinlik gosteren Ca*? iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bélgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiciinii arttirir. Olusan hidroksil iyonu
karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks tetrahedral
bir diizlem sonucu Ca'? iyonu ile kararli kilimir. Olugan yapidaki Ca*? iyonu negatif
yiiklii oksijenden uzaklagarak bag tekrar fosfat veya karbonilin fizerine yikilir ve
ester bag1 kopar.

PON1’in mekanizmasim agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi igin 2-
naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi igin paraoksan substratlar1 kullanmilmigtir. Bu
substratlarin optimum pH araliklarn saptanmis ve substratin yapisinda bulunan yan
zincirin katalizlenmeye direkt katilmadig1 sonucu bulunmugtur [35].

1.1.5 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlan

Paraoksonaz enzimi genig bir substrat Ozgiilliigii gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. S6z konusu aktivitelerin timiintin tek
bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gergeklestifi, substrat

segiciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir.

Son yillarda PONI’in arterosiklerozisin  6nlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda dnemli rol oynadif: bilinmektedir [19, 44, 45]. PONI1 &zellikle
LDL ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini o6nleyerek ve lipit peroksitlerini
metabolize ederek arterosklerozise karsi koruyuculufunu sahip oldugu laktonaz
aktivitesi ile gOstermektedir [46-48]. S6z konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar
degisen lakton halkasi ihtiva eden en az 30 ¢esit laktonu hidrolizleyebilmektedir.
Alifatik lakton substrati olan d-valerolakton (6 halkali lakton), y-butirolakton (5
halkal lakton) ve e-kaprolaktondan(7 halkali lakton) daha hizl: hidrolizlenmektedir.
PON1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi alifatik laktonlara oranla daha fazladir
ve daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi ¢ekicidir ki, pek ¢ok ilacin etken



maddesinde bulunan kumarin bilegiginin lakton halkasinda o ve B ¢ift bagi olmasina
rafmen PONI1 tarafindan hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin
hidrolizlenmektedir [49-52] (Sekil 1.3).

Dihidrokumarin Re=H 2 on
n=1 B-Propriolakton n=2 y-Butirolakton R;=OH Homojentisik
=3 §-Valerolakton n=4 e-Kaprolakton asit lakton

Sekil 1.3 Lakton hidrolizi [19]

Onceleri PON1’in yapisimin ve substratlarla olan iligkisinin belirlenmesinde
yapi-aktivite analizi {izerine ¢aligmalar yapilmigtir. Bu konuda ilk olarak,
Augustinson ve Ekedahl aromatik halkali veya ¢ift bagh aromatik esterlerin PON1
tarafindan hidrolizlendiklerini bulmustur. Bu reaksiyonda PON1’in substrat olarak
kullanacag esterin karbon-karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi
tespit edilmistir [53]. Ayrca, yapilan bir bagka calismada, vinil asetat ve A’
siklopentil asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan
asetatm PON1 tarafindan hidrolizlenememesi bu Oneriyi desteklemektedir [46].
Lakton halkasinin olusturdugu uzaysal yapi, bu yapiyr igeren bazi substratlarin
enzimin aktif merkezine girmesini saglayarak etkilesmelerine ve hidrolizlenmelerine
izin verir. Bu etkilesim benzer sekildeki igte bulunan ester formlar1 igin miimkiin
degildir. Ornegin etil asetat PONT1 ile hidrolizlenmezken, aym sayida atom ve ester
yapist gosteren y-biitirolakton iyi hidrolizlenmektedir [19, 46].

PON1 enziminin laktonaz aktivitesi i¢in 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti olduk¢a Snemlidir. Bu serbest sistein rezidiisiiniin, s6z konusu enzimin
LDL’nin okside olmasini 6nlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz
aktivitesi aracilifiyla LDL ve HDL fosfolipitlerinin yiikseltgenmeye kars1 korudugu



diistiniilmektedir [54, 55]. Sorenson ve arkadagslar1 284. pozisyonda bulunan serbest
sistein rezidiislintin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli olmadigim
gostermiglerdir [32]. Ancak aktif merkezdeki histidin rezidiilerinin paraoksonaz ve
arilesteraz hidrolitik aktivitelerini g6stermesinde ¢ok gerekli oldugu gosterilmisgtir.
[56].

PON1 baz lakton ve karbonat esterlerini igeren ilaglar1 ve ilag 6n maddelerini
de hidrolizleyebilmektedir. Ornegin, diiiretik bir ilag olan spironolakton ve 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitdrleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin bu enzim tarafindan hidrolizlenir. Onceleri yapilan ¢aligmalarda bu
hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz inhibit6rlerinin hidrolizlenmesi s6z konusu
enzimin statinaz aktivitesi olarak tanimlanmigtir [57, 58]. Aynca PONI
glukokortikoid &-laktonlarin [59] sistemik metabolize edilmesinde ve n ilag
maddesi olan karbonat ester yapisindaki prulifloksasinin aktivasyonunda [60] rol
oynamaktadir. Bunun gibi PON1’in laktonaz aktivitesinden baslica ynetici
ajanlarin metabolize edilmesinde ve bunlarin istenmeyen yan etkilerinin
azaltilmasinda yararlanilmaktadir [59]. Laktonlarin isosterik formlar: olan laktamlar
oksijen halkas: yerine azot halkasi ihtiva ederler. Laktamlar PON1’in substratim
olusturmazlarken enzimi inhibe ederler. In vitro calismalarda &-valerolaktam, e-
kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi laktamlar PON1 enziminin giigli
inhibitérleridir [46].

Insan serum PON1 enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi gok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.4)[61, 62] ve soman, sarin ve
tabun gibi organofosfat sinir ajanlarim hidrolizleyebilmektedir [63-66]. Insan saglig
agisindan organofosfath bilesikler ise terorizm tehdidi kadar bir gevresel risk
olusturur [35]. PON1 enziminin ¢ok y6nlii bir aragtirma konusu olmasinin en dnemli

nedenlerinden biri budur.
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Sekil 1.4 Insektisitlerde yaygimn olarak kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi
[19]
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Ri=N(CHj), R,=CH,CH; X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R=CH; R,=CH(CH3), X=F lzopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

R;=CHj; R,=CH(CH;)C(CH3); X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 1.5 Sinir gazlarnin hidrolizi [19]

Bu aktivitelerinin yaminda PON1 enzimi simiflandiriimada yer aldifi A-
esteraz grubunda bulunmasi ile fenilasetat gibi ester substratlanmi da
hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik
ester substratlari arasindadir (Sekil 1.6) [29, 32, 61].
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Sekil 1.6 Aromatik esterlerin hidrolizi [19]

1.2, PON1’in HDL’ye Baglanmas:

PON1 ve PON3 karacigerde sentezlendikten sonra kana salinir, orada spesifik
olarak HDL’ye baglanmir. HDL periferal hiicrelerden kolesteroliin tagmmasini
saglayan ve kendisine bagl platelet aktive eden faktér, PON1, LCAT ve PON3 gibi
enzimler ile LDL nin yiikseltgenmesini 6nler [67, 68].

HDL yaklasik 10 nm ¢apinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde oncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
Al ve aromatik heliksler yer alir [69]. HDL’ye bagli olan enzimlerden ilk kez iig
boyutlu yapisi aydinlatilan PON1 enzimidir [70, 71]. PON1 hidrofobik N terminal
ucuyla sonlanr, H; ve H; hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana
baglanma ylizeyi olusturular [72-74]. Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan
zincirleri ile olusturduklar1 yap1 karakteristigi ile HDL ara yiizeyine girebilmektedir
[75].

1.3. PONY’in Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PONI1 sentezi karacigerde ger¢eklestifinden dolayi, serumdaki PON1 seviyesini
belirleyen baghca faktor karaciger fonksiyonlandir. Serumdaki PON seviyesi ve

aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [76]. Bunun nedeni enzim aktivitesini ve
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peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 geninin kodlanma ve promoter bélgesinde
¢ok sayida polimorfizm gostermesidir. PON1’in serumdaki aktivitesini ve
konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi lizerinde en 6nemli polimorfizm -
107 pozisyonundadir [77-79]. PONI1 sentezinde 6nemli olan bir diger faktor
karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica PON1’in karacigerden
sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir [80-82].

PONI1 karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde
mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bolgesi
olmas1 gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bdlgesi baglamada belirleyici oldugu
kadar salgilanma prosediriinde de Onemli role sahiptir [24, 83]. Yapilan
¢aligmalarda hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit hiicresine katilarak PON1
sentezlendikten sonra hiicre zanmn dig yilizeyine baglandifn gosterilmigtir [84].
PONI1 karacigerde sentezlendikten sonra da once mikrozomlara, daha sonra hiicrenin
dis ylizeyine baglandigy diigiintilmektedir [85, 86]. Hiicrenin zarinin dig ylizeyinden
salinmasi1 ve HDL’ye baglanmas:1 tesadiif degildir, bu baglanmada fosfolipit
kompleksi onemli rol oynamaktadir ve LDL PON1’in hiicreden salinmasmna ve
kendisine baglanmas: i¢in fosfolipit igerigi yeterli degildir [84, 85].

1.4. PON1 Polimorfizmi

Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda, bir kismi PON1 geninin kodlanma
bolgesinde, digerleri intronlarda ve genin diizenleyici yani promoter bolgesinde
olmak iizere 160’dan fazla polimorfizm tespit edilmistir [87]. PONI1 enzim
aktivitesindeki polimorfizm farkl etnik k6kenli dagilimlara gére degiskenlik g6sterir
[88]. Ilk olarak 1973°de Von Mallinckrodt ve arkadaglar tarafindan enzimin genetik
polimorfizm gosterdifi ve enzim aktivitelerinin trimodal dagilima sahip oldugu
gosterilmistir [89]. Daha sonra 1976’da Playfer ve arkadaglari PON1’in insanlar
arasinda diigiik, orta ve yiiksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim gosterdigini daha
detayl bulgularla agiklamigtir [90, 91]. Paraoksonaz aktivite polimorfizminin
molekiiler temeli, PON1’in kodlanma bélgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar

sonucu iki aminoasitin yer degistirmesi ile iligkilidir. Bu mutasyonlarda birincisi
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kodlanma bolgesindeki 192. kodonda glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimdir
[92]. Bu PONI1 aktivitesindeki polimorfizm substrata bagimhidir [92]. Kodlanma
bolgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda l6sinden (L), metiyonine (M) olan
degigimdir. Bu mutasyonun PON1’in aktivitesi {izerinde etkisi ¢ok az iken,
serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit edilmigtir [93, 94]. PON1’'in R
allelinin kodlandif1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele gore sekiz kat
daha yiiksektir [95]. Ayrica PON1 Q formu yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin
metabolize edilmesinde R formundan daha etkilidir [96]. Bu genetik polimorfizm
serum protein konsantrasyonunu da etkiler. Homozigot R bireyler homozigot Q’ya
gore daha yiiksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [97]. Farkh populasyonlardaki
polimorfik dagilim bireyler arasinda varyasyona neden olur [98]. PONI1
allozimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile fenotipleme
metodlars geligtirilmistir. Ik olarak 1983’te Eckerson tarafindan iki izoenzimin tuz
ve pH’a farkli yanitlarini temel alarak iki fenotip tammlanmistir [29]. Tuz (NaCl)
varliginda homozigot R allozim (RR) paraoksana karst daha yiiksek enzim
aktivitesine sahiptir.

Paraoksonaz polimorfik dagilimi irklar arasinda olduk¢a degisim
gostermektedir [99]. Tirk populasyonunda RR allel olduk¢a diisiik bir oranda
bulunmugtur. Trimodal dagilim igin QQ, QR ve RR allellerinin frekans: sirasiyla
%48,6, %41,0 ve % 10,4 olarak tespit edilmigtir [100]. Diisiik aktivite gosteren Q
allel Avrupa, Kanada ve Amerika’da yiiksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya’da
distiktiir.

PONTI’in kodlanma boélgesindeki diger bir polimorfizm 102. kodonda
izolosinden valine olan degisimdir [101]. PON1’in promoter bélgesinde 5 tane
polimorfizm tespit edilmistir. Bunlardan plasma PON1 seviyesini etkileyen en
Onemli olan1 C108T polimorfizmidir [93, 94].

PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak olduk¢a degisim
gostermektedir. S6z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
agiklanamamasina ragmen, klinik yaymlarda PON enzim aktivitesi ile cesitli
hastaliklar arasinda iligkinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok calismaya rastlanmigtir
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[102-108]. Ayrica yapilan ¢aligmalarda ozellikle incelenen hastaliklar ile PON1
polimorfizmi arasinda bir baglant1 olup olmadig: aragtirilmistir [109-119].

Oncelikle yapilan pek ¢ok ¢alismada kalp damar hastaliklari ile PON1
R/Q192 polimorfizmi arasinda 6nemli bir iligki oldugu gésterilmigtir [102, 109-114].
Ancak bagka ¢alismada PON1’in Arjinin 192 polimorfizmi ile kalp damar hastalik
riski ile iligkili olmadifi gosterilmistir [115]. Benzer sekilde PON1’in M/L5S
polimorfizmi ile kalp damar hastaliklarai olugma riski arasinda bir grup galiymada
baglant1 var iken [87, 115], diger bir ¢aligma grubunda herhangi bir iligki olmadif
gosterilmigtir [116-119]. Sonug olarak, PON1 192. ve 55. polimorfizm genotipleri
direkt enzim aktivitesini etkilemektedir. PON1 aktivitesi de geleneksel risk faktorleri

diginda, kalp damar hastaliklan olusma tehlikesini bize 6nceden haber vermektedir.

Yapilan bir ¢alismada, PON1’in 192R ve 55M polimorfizmlerinin erkeklerde
prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak herhangi iligkisi olmadid1 gé6sterilmigtir
[101]. Japon toplumunda tip 2 seker hastalarinda yapilan bir g¢alismada, PON1
enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalik arasinda 6nemli bir bagint1 olmadig:
tespit edilmistir [120]. Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran
kigilerde Parkinson hastalifi olma riskinin istatistiksel olarak (p<0,005) yiiksek
oldugu tespit edilmistir [121]. Alzheimer hastalarinda yapilan bir galiymada, PON1
geninin 192. polimorfizmi R allel goriilme siklifi kontrol grubuna gore oldukga
diigtik bulunmustur [122].

1.5 Paraoksonaz Enziminin Kalp Damar Hastaliklar1 ve Diger Hastahklar ile
iskisi

Ilk kez Mackness tarafindan; paraoksonaz enziminin serumda o&zellikle
HDL’ye bagh olarak bulunmasi ile bu enzimin lipit metabolizmasinda 6nemli
fizyolojik rolii oldugu tespit edilmistir [21, 22]. PONI’in bu rolii 6zellikle lipit
peroksitlerini metabolize etmesi ve LDL lipitlerinin okside olmasim dnlemesi olarak
gosterilmektedir [31, 123, 124] Ozellikle PON1’in fizyolojik fonksiyonunun

belirlenmesinde, s6z konusu enzime sahip olmayan fareler ile yapilan ¢aligmalar

13



onemli ipuclan vermistir. Ornegin, bu enzime sahip olmayan farelere lipit agisindan
zengin dietle beslendiklerinde damar sertlifi (arterosklerosis) olusmustur ve bu
farelerin HDL yapilari LDL’nin yiikseltgenmesini Onlemede basarisiz olmustur
[125]. Saflagtinlmis paraoksonaz enziminin de ateroskleroz siirecinin baglangig
evresi olan LDL fosfolipidlerinin ylikseltgenmeye kars1 korunmasinda énemli oldugu
gosterilmistir [54, 126]. Ateroskleroza karsi koruyucu etkisinde baglangigta ters
kolesterol transpotundaki roliine odaklamlmig, 1990’larda atardamar duvarinda
LDL’yi oksidatif modifikasyondan korunmasi ve yilkseltgenmis LDL’nin zararli
etkilerine karst koruma gibi farkli anti-aterojenik 6zelliklere sahip oldugu
saptanmagtir [S, 127-129]. PON1’in LDL’nin yam sira lipid peroksitlerin tagiyicisi
HDL’i de korudufu, bdylece makrofajlardan kolesterol ¢ikisindaki etkinligini
arttirdi1 tammlanmugtir [55].

PONT1’in enzim aktivitesi ve serumdaki seviyesi, bireyler arasinda 13 kattan
fazla oranda degisim goOsterebilmektedir. Bu farklilik herhangi bir hastalik
durumunda, beslenmeye bagl olarak, yagama bigimi ve gevresel faktorlerle ortaya
¢ikmaktadir [87, 130-132].

Paraoksonaz HDL’ye bagli olup, kalp damar hastahklan ile iligkisinin yam
sira, pek c¢ok Kklinik yayinlarda gosterildigi gibi enzimin aktivitesinin diger
hastaliklarla da iligkili oldugu tespit edilmigtir [87, 115, 133-135]. Slavonski Broad
cevresinde yapilan bir ¢aligmada, PON1’in paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi
hemodiyaliz hastalarinin kontrol grubu ile kargilagtirldiinda istatistiksel olarak
anlaml (p<0.001) diizeyde bir azalma gozlenmistir [136]. Diger bir ¢aligmada, kalp
krizi gegirmis kisilerde, serumdaki PON1 aktivitesi ve konsantrasyonu kontrol grubu
ile kargilagtinidiginda son derece diisiik oldugu tespit edilmistir [137, 138]. Insiilin
bagiml seker hastalarinda ve yliksek kolesterolii olan hastalarda da serum
paraoksonaz aktivitesinde azalma gézlenmistir [132]. Paraoksonaz aktivitesinin
romatizmal kireglenme ile bir iligkisi tespit edilmistir. Kireglenme goriilen
romatizma hastalarinda kontrol grubu ile kargilagtirildifinda serum paraoksonaz
aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir [139]. Yiiksek tansiyon ve tip
2 seker hastalar1 yapilan bagka bir c¢aligmada, kontrol grubunun paraoksonaz

aktivitesi ile hasta grubun enzim aktivitesi arasinda O6nemli bir farklilik
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gézlenmemigtir [140]. Tip 1 seker hastalannnda da kontrol grubu ile
kargilagtinldifinda paraoksonaz enzim aktivitesinde o©Onemli bir farklihk
gbzlenmemistir. Ancak ayni ¢alismada tip 1 seker hastalarinda HDL seviyesi kontrol
grubundan oldukga yiiksek bulunmugtur [141].

1.6 Enzimin Saflagtirilmasi

Paraoksonaz enzimi karaciferde, endoplazmik retikulum membranlarinin
pargaciklarinin uglar1 kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye bagh
olarak bulunmaktadir [26]. Saflagirma prosediirlerinde oncelikle s6z konusu
enzimin bagh olarak bulundugu yapilardan uzaklagtirilmasi gerekmektedir.

Ilk olarak A-esterazlar (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafindan
tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [142] ve daha sonra Mounter tarafindan 65-100
kat saflagtimlmigtir [143]. Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflagtirma koyun
serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢Gktiirme yontemleri kullalarak
Main tarafindan basarilmistir [144]. Daha sonra Furlong ve arkadaslan tarafindan
insan ve tavsandan s6z konusu enzim saflagtinlmis ve cDNA’s1 karakterize
edilmigtir [145].

Paraoksonaz enziminin saflastirilmasi i¢in, ulagilmak istenen saflik derecesine ve
enzimin serumda veya karaciferde bulunug durumuna gore defisen c¢ok ¢esitli
metotlar tammlanmistir. Bu metotlardan siklikla uygulananlann hidroksiapatit
adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon degistirme kromatografisi, Cibacron
Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi, amonyum siilfat ¢éktiirmesi,
DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin A-Sepharose afinite
kromatografisi, mono Q HR 5/5 anyon degistirme kromatografisi ve DEAE biojel
kromatografisidir. Uygulanan metotlarin siras1 enzim kaynadinin serum veya
karaciger olmasmna baglh olarak degisebilir. Bazi durumlarda bir yada diger
saflagtirma basamag tekrar kullamlabilir, Ornegin; Gan ve arkadaslarinm yaptigi
¢aligmada insan serum paraoksonazinin saflagtirma prosediirii i¢in iki DEAE anyon

degistirme kromatografisi kullamilmigtir [30]. Furlong tavsan ve insan serumundan
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paraoksonaz enzimini Cibacron Blue 3GA-Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril
M ve tekrar Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografi y6ntemlerini kullanarak
saflagtirmugtir [14]. Sican karacigerinden paraoksonaz enzimi sirasiyla hidroksiapatit
adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon degistirme, Cibacron Blue 3GA
spesifik olmayan afinite Mono Q HR 5/5 anyon degistirme kromatografisi ile
saflagtirilmigtir [146]. Sican karacigerinden PON3 enzimi de sirasiyla hidroksiapatit
adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon degistirme, Cibacron Blue 3GA
spesifik olmayan afinite, birinci DEAE anyon degistirme, ikinci DEAE anyon
degistirme ve konkanavalin A-Sepharose afinite kromatografisi ile saflastinlmugtir.

Paraoksonaz enzimi karaciferde mikrozomlara, serumda da HDL’ye bagh
olmasindan dolayr homojen bir saflik elde etmek oldukga zordur [147-150]. Sé6z
konusu enzimin saflagtirilmas: sirasinda bagli oldugu yapilardan uzaklagtirilmasi
gerekmektedir. Bu amagla, karaciferde enzimi mikrozomlardan ayirmak igin
TritonX-100 kullanilirken [151] serumda HDL’den uzaklagtirilmas: i¢in deterjan
veya yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilmasi gerekmektedir [14, 30].

1.7 Gentamisin Siilfat

Gentamisin, bir aktinomiset olan Mikromonospora purpurea’dan elde edilen,
duyarli bakterilerin normal protein sentezini inhibe ederek etkisini gosteren
bakterisid etkili bir aminoglikozid antibiyotigidir. Gentamisin E. coli, indol pozitif ve
negatif Proteus tiirleri Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella-Enterobacter-Serratia
grubu tiirleri Citrobacter tiirleri ve penisilin ve metisiline direngli Staphylococcus
tirleri de dahil genis etki spektrumuna sahiptir. Ayrica Shigella ve Salmonella
tiirlerine karsi da in vitro olarak etkilidir. Gentamisine karg1 bakteriyel direng zor
gelismektedir. Gentamisin hiicre duvari sentezini etkileyen antibiyotikler ile kombine
kullamldifi zaman D grubu streptokok suslarnn {izerinde sinerjik bir etki
gOstermektedir. Gentamisin intramiiskiiler yolla verilmesinden sonra kisa stirede (30-
60 dakika) en yiiksek plazma konsantrasyonlarina ulagir. Bébrek fonksiyonu normal
kigilerde gentamisinin yar1 mrii 2 saatten biraz fazladir [152].
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Sekil 1.7 Gentamisin siilfat bilegiginin molekiil gekli (0-2-amino-2-deoxy-D-
glucopyranosyl-~(1.4)-O-[3-deoxy-3-(methylamino)-D-xylopyranosyl-(1 6)]-2-deoxy-
D-streptamine.)

Yapilan bir ¢aliymada, gentamisin siilfat antibiyotigi in vifro ortamda glutatyon
metabolizmasinda rol oynayan glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini arttirdigi
tespit edilmigtir [153]. Shigenobu tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada insan
nétrofil hiicrelerinde ve hiicre diginda in vitro ortamda NADPH oksidaz enzimi
izerinde gentamisin siilfattn doza bagimli olarak inhibisyona neden oldugu
gosterilmigtir [154]. Ayrica gentamisin siilfatin koyun g6z mercegindeki glikoz-6
fosfat dehidrogenaz enzimini de inhibe ettigi bulunmustur [155].

1.8 Kloramfenikol

Kloramfenikol, in vitro olarak birgok gram-negatif ve gram-pozitif bakteri
lizerinde bakteriyostatik etkiye sahip Rickottsiae, lymphogranuloma-psittaccosis
grubu ve vibrio cholera’ya kars1 etkili, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Ozellikle
Salmonella typhi ve Hemophilus influenza’ya karst aktiftir. Tesirini saglam
hiicrelerde ve hiicre igermeyen sistemlerde protein sentezini etkileyerek veya inhibe
ederek gosterir. Kloramfenikol intramiiskiller yoldan verildikten sonra siiratle
diflizyona ugrar ancak dagilimi tek tip degildir. Karaciger bébreklerde yiiksek
konsantrasyonlara, beyin ve serebrospinal stvida ise diisiik konsantrasyonlara ulagir
[152].
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Sekil 1.8 Kloramfenikol bilesiginin molekiil sekli

Yapilan bir c¢aligmada, kloramfenikol antibiyotifinin sitokrom P-450
enziminin aktif bolgesindeki lizin aminoasidi ile kovalent amid bag: yaparak soz

konusu enzimi déniisiimsiiz inhibe ettigini bulunmustur [156].

1.9. Sefazolin sodyum

Sefazolin sodyum bakteri hiicre duvar: sentezini inhibe ederek bakterisid etki
gOsteren bir sefalosporindir. Sefazolin sodyum enjeksiyondan sonra kanda hizla
yiiksek konsantrasyonlara ulagir. Bobrek, karaciger ve akciger dokularina kolaylikla
gecer. Sefazolin sodyum intramiiskiiler uygulandiktan 1 saat sonra serumda
maksimum konsantrasyona ulasir ve bu diizey en etkili oldugu andir. Sefazolin
sodyumun serum yarilanma 6mrli intramiiskiiler uygulamada yaklagik 2 saattir.
Sefazolin sodyumun % 90°dan fazlasi idrarda degismeden digar1 atilir. Sefazolin
sodyum Staphylococcus aureus, (penisilaz lireten suglar dahil) Staphylococcus
epidermidis (metisiline direngli stafilokoklar hari¢) A grubu beta hemolitik
streptokoklar ve diger streptokok suslan, Streptococcus pneumoniae, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Klebsiella tiirleri Enterobacter aerogenes, Haemophilus
influenza’ya kars1 duyarhidir.

[152].
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Sekil 1.9 Sefazolin sodyum bilesiginin molekiil sekli ((6R,7R)-3-(5-metil-1,3,4-
tiyadizol-2-siilfanilmetil)-8-okso-7-[2-(1 H-tetrazol-1-il) asetilamino]-5-tiya-1-
azabisiklo [4.2.0]okt-2ene-2-karboksilat)

Sefazolin sodyum ile yapilan in vitro bir ¢aligmada koyun karacigerinden
saflagtirilan glikoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi iizerinde giiclii inhibisyon
gosteritken [157], koyun goziinden salinan glikoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi
iizerinde aktivasyonuna neden olmaktadir [155]. Benzer sekilde sefazolin sodyum
antibiyotii insan eritrositlerinden saflagtirilan karbonik anhidraz I ve II enzimi
tizerinde gii¢lii bir inhibisyon etkisi gOstermigtir [158]. Sefazolin sodyumun
bulundugu sefalosporinler ana antibiyotik grubunda bulunan sefatoksim antibiyotigi
sigir eritrositlerinden saflastirilan Glutatyon Rediiktaz enzimi {lizerinde yarigmali bir
inhibisyon g6stermigtir [153].

1.10. Sodyum Ampisilin

Bir aminopenisilanik asit tiirevi olan ampisilin genis bir spektruma sahip olup
gram (+) ve gram (-) aerob ve anerob mikroorganizmalara kars1 bakterisit etkilidir;
bu etkisini bakterilerin hiicre duvar1 mukopeptit biyosentezini inhibe ederek gosterir.
Ampisilin beta-laktamazlara karsi dayanikli degildir; kolayca parcalandifindan
etkisiz bir duruma gelir. Ampisilin beta-laktamaz salgilayan ve salgilamayan
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus
ile Staphylococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes ve

Streptococcus viridans’a in vitro etkilidir. Ayrica gram (-) mikroorganizmalardan,
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beta-laktamaz salgilayan ve salgilamayan Haemophilus influenzae, Branhamella
catarrhalis, Escherichia coli, Klebsiella, Proteus mirabilis, Neisseria gonorrhoeae
ve Proteus vulgaris, Providencia rettgeri, Providencia stuartii, Morganella morganii
ampisiline duyarlidir. Anaerob mikroorganizmalardan, Clostridium ftiirleri,
Peptococcus tiirleri, Peptostreptococcus tiitleri ve B. Fragilis dahil Bacteroides
tiirlerine ampisilin etkilidir. Ampisilin intraven6z ve intramiiskiiler uygulamadan
sonra kanda yiiksek konsantrasyonlar olugturur ve ortalama yarilanma siiresi saglam
bireylerde yaklagik 1 saattir. Uygulandiktan sonra ilk 8 saat iginde %75-85 oraninda
degismeden idrarla atilir [152].

Sekil 1.10 Sodyum ampisilin bilesiginin molekiil sekli (Monosodyum (28, SR, 6R)-
6-[(2R)-2-amino-2-fenilasetilamino]-3,3-dimetil-7-okso-4-tiyo-1-aza bisiklo [3.2.0]
heptan-2-karboksilat)

Yapilan bir in vitro ¢alismada insan eritrositlerinden izole edilen karbonik
anhidraz I ve II enzimi tizerinde ampisilinin inhibisyon etkisi tespit edilmigtir [159].
Benzer sekilde insan eritrosit glikoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi {izerinde ampisilin

in vitro inhibisyon etkisi g6stermigtir [160].

1.11. Siprofloksasin

Siprofloksasin kinolon grubunda yeni bir aktif maddedir. Bu grup maddeler
jiraz inhibitrleri olarak bilinmektedirler. Siprofloksasin genig bir bakteri
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spektrumuna kars1 giiclii bir antibakteriyel etkiye sahiptir. Siprofloksasin bakterinin
normal metabolizmasi igin gerekli bilginin kromozomdan okunmasimi engelleyerek
¢ogfalma kapasitesinde hizh bir diigiige neden olur. Ayrica siprofloksasin, bu 6zel etki
mekanizmasindan dolayi jiraz inhibitSrleri diginda kalan antibiyotiklere genel olarak
paralel direng gOstermesi ile de karakterizedir. Bundan dolay1 siprofloksasin,
aminoglikozidler, penisilinler, sefalosporinler, tetrasiklinler ve diger antibiyotiklere
direngli bakterilere de yiiksek derecede etkilidir. Siprofloksasin pseudomonas,
streptokoklar ve stafilokok suslarna kargi oldukga etkilidir. Serumda yarilanma
siiresi 3-5 saattir. Serumda proteinlere baglanma 6zelligi yaklagik olarak % 30’dur
[152].

F COOH
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Sekil 1.11 Siprofloksasin bilesiginin molekiil sekli

Siprofloksasinin de iginde bulundugu kinolon antibiyotik grubu tiyeleri
ultraviyole 1;13a maruz birakildiklarinda toksik ve mutagenik o6zellik
gostermektedirler. Bu 6zellifini 6rnegin siprofloksasin insan topoizomeraz Ila
enzimini inhibe ederek g6stermektedir [161]. Siprofloksasin antibiyotiginin katalitik
DNA zincir pasaj aktivitesini inhibe ettigi bulunmugtur [162]. Ayrica insan
karacifer mikrozomlar1 ile yapilan doku kiiltiirti ¢aligmalarinda bu antibiyotigin
karaciger metabolizmasinda 6nemli bir yeri olan P-450 enzimlerinden CYP1A2
enziminin giiclii bir yarigmali inhibitorii oldugu tespit edilmigtir [163].
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1.12. Klaritromisin

Klaritromisin bir semi-sentetik makrolid antibiyotiktir. Klaritromisin ve
metaboliti 14-OH klaritromisin viicut dokularina ve sivilarina kolayca dagilir.
Yiiksek intraseliiler konsantrasyonundan dolayi, doku konsantrasyonlari, serum
konsantrsyonlarindan daha ytiksektir. Klaritromisin, duyarli bakterinin 50S ribozom
alt iinitelerine baglanarak antibakteriyel etkisini gosterir ve protein sentezini inhibe
eder. Klaritromisin in vitro olarak birgok aerob ve anaerob gram-pozitif ve gram-
pegatif organizmalar olan Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenza, Moraxella (Branhamella)
catarrhalis, Heliobacter pylori, Listeria monocytogenes, Bordetella pertussis,
Pasteurella multocida ve Propianibacterium acnes’e karsi etkilidir. Ayrca
myobacterium avium kompleks organizmalarina da etkilidir. Klaritromisinin
ortalama terminal faz plazma yar1 6mrii doza bagimh olup 2,1 ila 4,5 saat arasinda
degismektedir [152].

Sekil 1.12 Klaritromisin bilegiginin molekiil sekli
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Makrolid grubunda yer alan Kklaritromisin antibiyotigi karaciger
metabolizmasinda 6nemli bir yeri olan P-450 enzimlerinden CYP3A enziminin
d6niigimstiz inhibitoriidiir [164, 165]. Klaritromisin ile CYP1A2, CYP2C9 ve
CYP2D6 enzimlerinin substratlan arasinda bir iligki oldugu tespit edilmis [166-168]
ve klaritromisinin in vivo ortamda insanlar lizerinde yapilan bir caligmada CYP1A2,
CYP2C9 ve CYP2D6 enzimlerinin inhibe ettii gosterilmigtir [169].

1.13. Rifamisin SV

Rifamisin SV yliksek bakterisid etkiye sahip bir antibiyotiktir. In vitro
antimikrobiyel etki diger antibiyotiklere karg1 direngli olsalar bile, gram pozitif
mikroorganizmalar {izerinde ¢ok diisik konsantrasyonlarda ve gram-negatif
mikroorganizmalar iizerinde daha yilksek konsantrasyonlarda kendini gosterir.
Antibakteriyel spektrumu Myobacterium tuberoculosis’i de kapsar. Rifosin rifamisin
grubu haricinde dier antibiyotiklerle ¢apraz direng olugturmaz. Klinik deneyler
Rifosin’in gram-pozitif mikroorganizmalarin (stafilokok, streptokok, pnomokok ve
benzerleri) neden oldugu enfeksiyonlar ile gram-negatif mikroorganizmalarin neden
oldugu bazi enfeksiyonlarin tedavisinde 6zellikle etkili oldufunu gostermistir.
Rifosin’in safrada yilkksek konsantrasyona ulagmast onu safra kesesi
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6zellikle kullamilmas1 gereken bir ilag haline getirir.
Rifosin intramuskiiler uygulamadan 6 saat sonra organizmada maksimum etki

seviyesine ulasir [152].

Sekil 1.13 Rifamisin SV bilegiginin molekiil gekli
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Calhigmamzda kullandifimiz rifosin grubundan rifamisin SV antibiyotiginin
yapilan bir ¢aliymada DNA polimeraz enziminin giiglii inhibitdrii oldugu tespit
edilmigtir [170]. Aynca Rifamisin SV tiirevlerinin insan notrofil hiicrelerinin
fonksiyonunu inhibe ettigi gésterilmistir [171].

1.14. Klindamisin fosfat

Klindamisin fosfat, in vivo kogullarda hizla hidroliz olarak antibakteriyel
etkiye sahip klindamisine doniigtir. Klindamisin, makrolidlere benzer sekilde bakteri
ribozomlarmin 50S alt birimine baglanarak, protein sentezinin ilk agamasimi inhibe
eder. Temel olarak bakteriyostatik olmakla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda
duyarl: suslara kars1 bakterisid etki gdsterir. Klindamisin, su mikroorganizmalar karg:
in vitro olarak etkilidir; Aerob gram pozitif koklardan; Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, streptokoklar ve pnémokoklar. Anaerob gram negatif
basillerden; Bacteroides tiirleri ve Fusobacterium tiirleri. Anaerob gram pozitif spor
yapmayan basillerden; Propionibacterium, FEubacterium ve Actinomyces tiirleri.
Anaerob ve mikroaerofilik gram pozitif koklardan Peprococcus tiirleri,
Peptostreptococcus tiirleri ve mikroaerofilik streptokoklar. Clostridium perfiringens
suslarmin ¢ogu klindamisine duyarlidir [152].

H,C

OPOsH,
Sekil 1.14 Klindamisin fosfat bilesiginin molekiil sekli (Metil 7-klor-6,7,8-trideoksi-
6-[(2S, 4R)-1-metil-4-propilpiyrolidin-2-karboksamido]-1-L-treo-a-D-galakto-
oktapiyranosit 2-dihidrojen fosfat)
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Klindamisin fosfat intramiiskiller yoldan uygulandiginda, serumdaki en
yiiksek aktif klindamisin konsantrasyonlarina erigkinlerde 3 saat i¢inde ulagilir. Aktif

klindamisinin serumdaki yarilanma siiresi 3 saattir.

1.15 Paraoksonaz Enzimi Uzerinde Etkili Olan Tibbi ilaglar

Tibbi ilaglarin PONI1 aktivitesi lizerine etkisinin aragtirilmasina y6nelik
yapilan ¢alismalar, daha ¢ok PON!’in HDL’ye bagli olmasindan dolay: lipit
seviyesini etkileyen ilaglar lizerine yogunlagmistir. Ornegin, HMG koenzim A
rediiktaz inhibitorleri olan kolesterol ve trigliserit diigtiriicli olarak kullanilan statinler
ve lipit diizenleyicisi olarak kullanilan fibratlar.

Insan karaciger hiicre hatti olan HuH7 hiicreleri ile yapilan bir in vitro
caliymada pravastatin, simvastatin ve fluvastatin (10-100 pM) kiiltiir ortaminda
PONI1 aktivitesi iizerinde %25-50 azalmaya neden olmugstur ve benzer gekilde
PONT’in mRNA seviyesinde de azalmaya neden olmustur [172]. Ayni hiicreler
tizerinde yapilan diger bir ¢aligmada fenofibrik asit (250 pM) PONT1 aktivitesinde %
50, mRNA seviyesini % 30 arttirmugtir [172]. Total kolesterol, LDL ve trigliserit
diizeylerini diigtirmede kullanilan statinler PON1 enzim aktivitesini arttirirken
fenofibrik asit PON1 geninin promoter bolgesini aktif hale gecirerek aktivitesinin
artmasina neden olmugtur [172]. Bunun yaninda, simvastatinin insan Karaciger
hiicresi olan HepG2 hiicrelerinde (1,5-25 pg/ml) PON1 in promoter aktivitesini
diizenledigi bulunmustur [79]. Lipoproteinlerin izole edildigi bir diger in vitro
calismada, atorvastatinin (5-50uM) ylikseltgenmis iki metaboliti ve gemfibrozil
metabolitinin (2-80 uM) HDL ye bagli olan PON1 aktivitesini arttirdifi bulunmugtur
[54].

In vitro ortamda etkisi arastirilan ve lipit seviyesini diizenleyen ilaglarm
siganlarda in vivo etksi de aragtmlmistir. Ornegin, siganlarda yapilan bir ¢alismada,
fluvastatinin diisiik dozu (2 mg/kg/giin) sadece karacier PON1 aktivitesini
etkilerken, fluvastatinin (20 mg/kg/giin 3 hafta boyunca) hem karaciger hem de
kandaki PON1 aktivitesini azaltmistir. Ancak pravastatin (4 veya 40 mg/kg/giin 3
hafta boyunca) 6nemli bir etki gostermemektedir [173].
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S6z konusu ilaglar: kullanan insanlar tizerinde yapilan ¢aligmalarda da benzer
sonuglar elde edilmistir. Simvastatin ve dier statinler olan gemfibrozil ve
fenofibrate ile tedavi edilmis hastalarda serumdaki PON1 aktivitesinde bir artig tespit
edilmistir [79, 174-176]. Bunun yamnda, bagka bir calismada ciprofibrate,
bezafibrate ve gemfibrozil ile tedavi edilmis hastalarda serum PON1 aktivitesinde
herhangi bir degisiklik olmadig1 gosterilmigtir [177, 178].

In vitro bir bagka ¢aligmada antikolinerjik olarak kullanilan atropin, insan
plazma ve domuz karaciger PON1 enzimini inhibe ettifi gosterilmigstir [179]. Bir
bagka c¢aligmada, siirekli aspirin kullanicilarinda PON1  aktivitesi ve
konsantrasyonunda 6nemli bir artis oldugu gosterilmistir [180]. Bu etkisinin
kizarikliklara ve 6deme karsi etkili olmasi (anti-inflammatory) 6zelliginden
kaynaklandigr diistiniilmektedir. Hayvanlarda ates yiikselmesi durumunda serum
PON seviyesi azalir ve aspirin antioksidan olarak etki eder [180]. Ates distriicti
etkiye sahip glukokortikoid deksamentosa (1 mM) fare serum ve karacigerinde in
vivo olarak PON1 mRNA seviyesinin sekiz kat artmasina neden olmustur [181].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1, Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel caligmalarda kullanilan, Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin,
standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCI, Triton X-100, DMEM, TE, Fetal Calf
Serum (FCS) Sigma Chemical’den; sodyum hidroksit, amonyum siilfat, glisin,
fosforik asit, asetik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, B-
merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid,
amonyum persiilfat, bromofenol mavisi, gliserol, Coomassie brillant blue G-250,
sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merk’den
saglandi.

Aragtirmada, antibiyotiklerin in vivo etkilerini incelemek i¢in kullanilan
deney fareleri (Mus musculus) T.C. Tarim ve K&y isleri Bakanlig1 Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Paraoksonaz enzimini
saflagtrma amagl ¢aligmamizda Balikesir Devlet Hastahanesi biyokimya
laboratuarindan alian insan kanmi enzim kayna@i olarak kullamildi. Kullanmlan
antibiyotikler (gentamisin stilfat, sefazolin sodyum, sodyum ampisillin,
siprofloksasin, kloramfenikol, klaritromisin, klindamisin fosfat, rifamisin SV)
cevremizde yaygm olarak kullamlan antibiyotikler olup yerel eczaneden temin
edilmistir. Calisjmada HepG2 karacier hiicre hatti kullamlmigtir. Hiicre hatta
Izmir’den temin edilmistir.
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2.1.2, Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu caligmada agagidaki alet ve cihazlardan yararlamlmasgtir.

Sogutmal: santrifiij Sigma 3K15

Sogutmali Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R

Multi Santrifiij Thermo IEC

(Falkon santrifiijit)

pH metre Hana pH 211 Microprocessor

UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS

(Plaka okuyuculu)

Manyetik karigtiricy Torrey Pines Scientific

Peristaltik pompa Atta SJ1211

Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette

Homojenizator Miccra XRT

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm g¢ap ve 20 cm
uzunluk)

Derin Dondurucu (-80 °C) CFC Free

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Laminar Flow Telstar Bio IIA

Mikroskop Nikon TE 2000-S

Gadient Mikser Atta Magnetik Karigtiric1  ve
Gadient Tiip

Otoklav Hirayama HV 85

Buz makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

Thermo-block Eliwell FALC
Incubator

Jel Goriintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
(UVP)
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2.1.3. Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanmas:

> Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

> 0.1M NaHCO;3 tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO; 950
mL distile suda ¢6ziilerek, 1N NaOH ile pH’s1 10,0°a getirildi ve son hacim 1
L’ye tamamlanda.

> 0.2 M NaHCO;s tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCOj3; 450
mL distile suda ¢oziilerek, IN NaOH ile pH"1 8,8’e getirildi ve son hacim
distile su ile 500 mL’ye tamamland.

> 0.01 M Na;HPO, tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na,HPO,4 950
mL distile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim
distile su ile 11.’ye tamamland.

> Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon: /M
(NHy);80, igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol)
Na,HPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO); 950 mL distile suda ¢oziilerek, IN
HCl ile pH’s1 8,0’¢ getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlanda.

> Hidrofobik jele baglanmiy PON1 enziminin eliisyonu icin
kullamlan ¢bzelti: 1M NH,(SO); igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0)
ve 0.1 M Na;HPO, tamponu (pH 8,0) ile gadient mikser kullamlarak tuz
gadienti olusturuldu; 14,2g (0.1 mol) NaHPO, ve 132,14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda ¢éziilerek, IN HCI ile pH’s1 8.0’¢ getirildi ve
son hacim distile su ile 1 L’ye tamamland1. 14,2 g (0.1 mol) Na,HPO, 950
mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’ getirildi ve son hacim
distile su ile 1 L’ye tamamland.

> Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan ¢ozelti: 100 mg
Coomassie brillant blue G-250, 50 mL etanol de ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 100
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mL %95°lik fosforik asit ilave edildi. Cézeltinin son hacmi distile su ile
1L’ye tamamlandi.

> Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin alindig:
tampon: 0,1 M Tris-Baz tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95
mL distile suda ¢oziilerek, IN HCl ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi.

> Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 ul paraokson, 1
mL asetonda iyice ¢oziildiikten sonra tizerine 1 mL bazal aktivite tamponu
eklendi ve iyice karigtirildiktan sonra kullanildi.

> Paraoksonaz aktivite olgiimiinde kullanilan bazal aktivite
tamponu: 2 mM CaCl; igeren 100 mM tris-HCI, pH=8,; 3,0285 g (25mmol)
Tris, 200 mL distile suda ¢6ziildii. 1 N HCl ile pH’1 8,0’ getirildi. 0,0555 g
(0,5 mmol) CaCl, katilarak son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

> Karaciger dokusunun paraoksonaz aktivite &l¢iimii igin
hazirlanmasinda kullamilan ¢ézelti: 0,25 M Sukroz iceren 5 mM tris-HCI,
pH=7,4, 0,1513 g (1,25 mmol) tris, 200 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCl ile
pH:7.4 yapildi. 21,394 g (0,0625 mol) sukroz katilarak son hacim 250 mL’ye
tamamlanda.

> Karaciger dokusunun paraoksonaz aktivite G&lciimii icin
hazirlanmasinda kullanilan ¢ozelti: 5 mM tris-HCI, pH=7,4;, 0,1513 g
(1,25 mmol) Tris, 200 mL distile suda ¢6ziildi. 1 N HCl ile pH:7,4 yapilarak
son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

> DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium); DMEM besiyeri
~1000 mg/L glikoz ve pridoksin HCl ve NaHCOj5 ihtiva-eden hazir besi yeridir. -
Besiyeri hiicrelere verilmeden &nce 10 000 pg/ml. konsantrasyonunda
penisilin/streptomisin’den 5 mL ve son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde
L-glutamin eklendi.
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> Tuz ihtiva eden fosfat tamponu (PBS); Tablet seklinde ticari olarak
alinmig PBS tamponu igerisinde; 137 mM sodyum kloriir, 2 mM potasyum
kloriir ve 10 mM fosfat tamponu (pH 7,4) ihtiva etmektedir. 1 tablet 100 mL
distile suda ¢6ziildiikten sonra otoklavda steril edilmisgtir.

> Tripsin/EDTA ¢ézeltisi (TE); %0,05 tripsin/ %0,02 EDTA (w/v) ve
Ca’?, Mg*? igeren hazir ¢6zelti seklinde alinmugtar.

> Liziz Tamponu (HepG2 hiicrelerinin paraoksonaz enzim aktivitesi
belirlemeden dnce lizisinde kullanilan tampon); % 0,2 (v/v) Triton X-100
ihtiva eden 0,5 M K,;HPO4 tamponu (pH 7,8); 4,35 g (0,025 mol) K;HPO, 45
mL distile suda ¢6ziildii ve 1IN HCI ile pH’1 7,8’e ayarlandi. Son hacim 50
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tampona % 0,2°lik Triton X-100 eklendi ve

son hacim toplam 250 mL’ye distile su ile tamamlandz.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
B-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Distile su 0,5 mL

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Glisin 144 ¢
SDS- 10g
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> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yi1gma jellerinin
hazirlamigi; SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigumlarinin
hazirlanig1 ve kullanilan miktarlar Cizelge 2.1°de verilmektedir.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanmilan renklendirme ¢ozeltisi;
0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oziildii. Bu

¢Ozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk ac¢cma ¢ozeltisi;
Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir.

Bu amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karigtirild.
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin
miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli

%10 %03

Akril amid/Bis

Akril amid 15¢g
Bis 04¢g 16,65 2,6 mL
Almnarak son hacim distile su ile 50
mL'ye tamamlanir.

Distile su 20,1 mL 12,2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82

Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M 12,5 mL
NaOH ilave edilerek son hacim distile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3%¢g

Alnarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M 5mL
NaOH ilave edilerek son hacim distile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

% 10 'luk SDS

SDS 1g

Almarak son hacim distile su ile 10
mL'ye tamamlamnir.

0,5 uL 200 pL

TEMED 25 uL. 20 puL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 1g
Alinarak son hacim distile su ile 10

750 plL 400 pL

mL'ye tamamlanir.
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2.2. YONTEMLER

2.2.1. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4°C’de
ve 10 dakika santrifiij edilerek serumlarimin ayrilmasi saglanmigtir. Ayrilan serum
aktivite 6lgtimiine kadar —~70°C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kaynagi olarak
kullanilmstur.

2.2.2, Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olglimii i¢in 0,05 mlL enzim c¢ozeltisi (serum) almp daha Onceden
hazirlanmis olan 1mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (2 mM
paraoxon) + koenzim (2 mM CaCl,) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikte sonra
412 nm’de 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoxonun p-nitrofenole enzimatik déniisiim hizi tespit edildi. Ayni iglem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 {inite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’ii olarak tayin edildi.

2.2.3. Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat ¢Sktlirmesi sirasinda elde edilen cozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yo6ntemle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olugan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayamr [182]. Bu

__yOntemin difer protein tayini —y&ntemlerinden tistiin—taraft, —¢ok kisa slirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ézeltilerde

uzun siire kalmasidir. Bu y6ntemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.
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Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢ézeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100mM Tris-HCl tamponu (pH:8,00) ile tiim tliplerin hacimleri
0.1mL’ye tamamland:. SmL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tlipe ilave
edildi. Tipler vorteks ile kanstinlarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Koér olarak 0,1 mL’lik 100 mM
Tris-HC1 (pH:8,00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirland: (Sekil 3.1).

Hazirlanacak enzim ¢ozeltilerinden 0,1’er mL 2 ayn tiipe alinarak {izerlerine
5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karigtirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’de absorbanslar1 &l¢iildii. iki 6l¢iimiin ortalama absorbansina karsihk gelen

protein miktar: standart gafik yardimryla hesaplandi.

2.2.4. Farelerin Beslenmesi

Hayvanlar, Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enostitlistinden
getirildikten sonra 20 giin ortama uyumu saglandi. Ortama adapte olmayanlar 61dit.
Deney hayvanlar1 25°C sicaklikta sabah ve aksam giinde iki kez olmak lizere yem
fabrikasindan alinan kuzu kiispesi ile beslendi. Bakimlarinda &zellikle susuz
kalmamalarma oOzen gosterildi. Calismamizda yalmzca erkek fareler kullanildi.
Elimizdeki fareler tartilarak ortalama agirliklar: 25 g olarak tespit edildi.

2.2.4.1. Antibiyotiklerin Uygulanmasi

Her bir antibiyotik asagida belirtilen miktarlarda 9 adet fareye kas igine
enjekte edilmistir. Enjekte edildikten sonra 2, 4 ve 6 saat arayla 3 er adet fare
servikal dislokasyon yontemiyle o6ldiriildi. Oldiriilen farelerin kam kalbinden
enjektdrle kuru tiipe alinmistir, Daha &nce belirtilen yontemte kan serumu ayrildi.
Oldiiriilen farelerin karacigeri ependorf iginde dogrudan sivi azota alindi. Sivi
azottan alman karaciger dokusu ile kandan ayrilan serum daha sonra aktivite dl¢timii

i¢in yapilacak uygulamalara kadar -70°C’deki derin dondurucuda saklanmigtir.
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Sekil 2.1. Farelerin beslendigi kafesler ve ucu tiiplii olan suluklar

Sekil 2.2. Farelerin kafes i¢inde goriiniimii
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Cizelge 2.2. Uygulanan antibiyotiklerin miktarlari

Antibiyotik Ampiildeki Uygulanan
Miktar Miktar
Gentamisin siilfat (I) 40 mg/mL 3,2 mg/kg
Sodyum ampisillin (II) 0,285 g/mL 428 mg/mL
Sefazolin sodyum (III) 125 mg/mL 106,25 mg/kg
Siprofloksasin (IV) 2 mg/mL 3,2 mg/kg
Kloramfenikol (V) 0,166 g/mL 12,5 mg/kg
Klarithromysin (VI) 50 g/mL 7,14 mg/kg
Rifomycin SV (VII) 83,33 mg/mL 3,56 mg/kg
Klindamisin fosfat (VIII) 150 mg/mL 2,143 mg/kg

2.2.4.2. Doku Aktivitelerinin Bulunmasi

Dokularin aktivitesinin belirlenmesinde Fernando Gil ve arkadaslarmnin [60]
metodu modifiye edilerek uygulandi. Bu amagla sirasiyla agagidaki yollar izlenmistir.
Doku 6rneginin miktar1 belirlendikten sonra agirligimin 4 kati kadar tamponla
sulandirildi (5 mM Tris-HCI pH: 7,4, 0,25 M sukroz). Ornek, 6 dakika 10.500
dakika™ devirde mekanik homojenizatorde homojenize edildi ve 1000 rpm’de 10dk
santrifiij edilerek ¢oken biiyiik partikiiller ve nukleus uzaklagtirildi. Daha sonra
stipernatant 16000 rpm’de 60 dakika santrifiij edilerek mikrozomlarin ¢6kmesi
saglandi. Siipernatant uzaklagtirildi. Mikrosomal pellet 1 mL tamponla sulandirildi.
(5 mM Tris-HCl pH: 7,4). Sulandirilmis mikrosomal pelletden Paraoksonaz
enziminin ekstraksiyonu igin % 0,75°lik Triton X-100 eklendi. Vorteksle iyice
kargtirildi.  Paraoksonaz enziminin ¢ozeltiye alinmasi igin +4°C’de 30 dakika
bekletildi. Cozelti 16000 rpm’de 60 dakika santrifiij edildi. Siipernatanta bulunan

paraoksonaz enziminin aktivitesine bakildi.
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2.2.5. Enzimin saflagtirilmasi
2.2.5.1. Amonyum siilfat ¢oktiirme arahgmmn belirlenmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu agagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx(S, - S,)
NH,),SO, = ———2 12

g ( 4 )2 4 3.54-85,

V : Serum hacmi

S : I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Paraoksonaz enzimini saflagtirmak i¢in 0-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-
60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 araliklarinda ¢6ktiirme yapildi. Her bir aralikta elde
edilen ¢okelti en ufak hacimdeki tamponda ¢oziilerek aktivitesi ve protein miktar

tespit edildi.
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2.2.5.2. Hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile enzimin saflagtiriimasi
2.2.5.2.1. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde distile su ile birlestirildi. Karigtirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g
CNBr’in hepsi birden katildi. pH metre kullamlarak siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH
ile hemen 11°e ¢ikarild1 ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok miktarda buz siispansiyona
katildi ve karigim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1
M Na,HCO; tamponu (pH 10,00) ile yikand: ($ekil 2.3).

H

OCN
L Y Q
OH
NCO

Sepharose-4B Aktiflegmig matriks

Sekil 2.3. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi
2.2.5.2.2. L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmig matriks tizerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren
0,1 M NaHCOj; tamponunun (pH 10,00) soguk c¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
kangtirldi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.

Bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklagtirilmis oldu. Yikama 100 mL
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0,2 M NaHCO; tamponu (pH: 8.8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40 mL’si igine alind1 (Sekil 2.4).

COOH

NH, —('::—CHJ @on
H
L-tirozin 1|~Il
OCN _(|, CI:OOH
NH—CH—CH,—@O}
NCO
Aktflegmis Matniks Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 2.4. L-Tirozinin Baglanmasi

2.2.5.2.3. 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 1-naftilamin 0 °C civarinda 10 mL 1M HClI igerisinde ¢oziildii. 75 mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, 1-naftilamin g¢ozeltisine damla damla
katildi. (1-Naftilamin ¢ozeltisi hazirlanirken etanol ilave edilerek 1sitildi) 10 dakika
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan 1-Naftilamin, 40 mL Sepharose-4B-L-
tirozin stispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5°a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakhiginda karigtirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01M Na,HPO4
(pH: 6,0) tamponu ile yikand: ve aym tamponda muhafaza edildi (Sekil 2.5).
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|
—C  COOH

|
NH—éH—CH; OH

Sepharose-4B-L-Tirozin

NE=NCr

Diazolanmig 1-naftilamin

|
—C  COOH

| |
NH—CH—CH, OH
N=N

Sepharose-4B- L-Tirozin-1-naftilamin

Sekil 2.5. 1-Naftilamin bilesiginin baglanmasi

2.2.5.3. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

ile enzim safhiginin kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflagtirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemli [183] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi.
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Bu amagla elektroforez cam plakalar1 énce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri {izerine konuldu ve elektroforezin dékme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist yiizeydeki n-biitanol
dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis
ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin {izerine
tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme
jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat
edilerek gikarildi. Kuyucuklar énce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi.
Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez

tankinin alt ve tist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 1:1 oraminda numune tamponuyla karigtirildi. B-galaktosidaz (118.0
kDa), sigir serum albumin (79.0 kDa), yumurta albumini (47.0 kDa), karbonik
anhidraz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0 kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) igeren
standart protein ¢ozeltisi 1:1 oramnda numune tamponuyla karistirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
igindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulasgtiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi.
Yiiriitme iglemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarild
y1gma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme
¢ozeltisi igine konuldu ve 1,5-2 saat kadar galkalayici tizerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme g¢ozeltisinden gikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli

araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlar
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belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti igcinde ¢alkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden

¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.6. Optimum sartlarda Ky ve V., degerlerinin bulunmasi

Km ve Vpma degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
paraokson substratinin sekiz farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi &lg¢iimii
yapildi. Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk gafigi ¢izildi. Ky ve Viax

degerleri gafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.7. Antibiyotikler i¢in Is) degerlerini bulunmasi

Farkli antibiyotiklerin Isp degerlerini bulmak igin, optimum sartlarda
paraoksan substratinin 2 mM sabit konsantrasyonunda galisildi. Once antibiyotiksiz
ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik
antibiyotik konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 412 nm’de kore karsi
okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I]
gafikleri ¢izildi. Bu gafiklerden yararlanarak her bir antibiyotik igin Iso degerleri

hesaplandi.

2.2.8. Antibiyotikler i¢in K; degerlerinin bulunmasi

Farkli antibiyotikler i¢in K; degerlerinin bulunmasi i¢in énce antibiyotiksiz
ortamda optimum sartlarda sekiz farkli paraokson substrati konsantrasyonu
kullanilarak aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir antibiyotik i¢in 2 degisik sabit
antibiyotik konsantrasyonunda optimum sgartlarda aktiviteler paraokson substrati
kullanilarak tespit edildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk gafikleri
¢izildi. Bu gafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri yarigmali
(kompetetif) inhibisyon igin Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta
olan -1/Ky (1+[I]/K;) ifadesinden, yarigsmasiz (nonkompetetif) inhibisyon i¢in 1/V

eksenini kestigi nokta olan 1/Vya (1+[I)/K;) ifadesinden yararlanarak hesaplandi.
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Denklemlerde kullanilan Ky ve Vi degerleri antibiyotiksiz ortamda bulunan

degerlerdir.

2.2.9. Antibiyotiklerin HepG2 hiicreleri tarafindan iiretilen PON
iizerindeki etkisi

2.2.9.1. Hiicrelerin doku kiiltiiriinde yetistirilmesi

HepG2 hiicreleri penisilin (100 U/mL) ve streptomisin (100 pg/mL) ihtiva
eden, 1s1yla inaktive edilmis (60 dakika, 56 °C) %10 (v/v)’luk fetal serumu eklenmis
DMEM besiyerinde yetistirildi. Penisilin, streptomisin ve fetal serum (HI-FCS)
besiyerine eklenmeden 6nce, 0,2 pm gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden gegirilerek
filtre sterilizasyonu yapildi. Hiicreler 37 °C’de nemli ve hava karisiminda %5 (v/v)

CO; ihtiva eden inkiibatorde yetistirildi. Hiicre kiiltiir ortami 3 giinde bir degistirildi.

Sekil 2.6. Insan karaciger hiicre hatt: (HepG2)
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2.2.9.2. Doku kiiltiirii laboratuvarimin temizligi ve sterilizasyonu

Doku Kiiltiirii Laboratuvart her hafta periyodik olarak ¢amasir suyu igeren
sivilarla temizlendi. UV lamba kullamlarak odanin havasimn sterilizasyonu saglandi.
Caliymaya baglamadan en az yarim saat once laminar flow agilarak galiyma

ortaminin sterilizasyonu saglandi.
2.2.9.3. Cam pipetlerin ve diger cam malzemenin hazirlanmasi

Istya dayamkli cam pipetler 6ncelikle birkag¢ saat kromik asit temizleme
¢ozeltisinde bekletildi. Daha sonra deterjanli su ile yikandi, g¢esme suyu ile
durulandiktan sonra ii¢ kez dH,O ile yikandi. 180 °C pastor firninda 90 dakika
sterilize edildi. Isiya dayanikli diger cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar,
santrifiij tiipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121 °C' de 20 dakika (1,02 atm basingta )
otoklavda steril edildi.

2.2.9.4. Medyum, PBS, TE 1sitilmasi

Hiicrelerde kullamilan her tiirlii ¢ozeltinin hiicrelere zarar vermemesi igin
37°C sicakliginda olmasi gereklidir. Caligmaya baglamadan en az yarim saat 6nce
¢ozeltiler su banyosunda istenilen sicakliga getirildi.

2.2.9.5. Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Hiicreler 5 mL. medyumda 25 cm? flasklarda, igerisinde 100 U/mL penisilin,

10 pg/mL streptomisin, 0,2 mM L-glutamine ve % 10 FCS igeren DMEM medyumu

igerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.
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2.2.9.6. Hiicre kiiltiiriiniin pasajlanmasi

Flask (75°lik) igerisindeki hiicre toplulugu 3 kez PBS ile yikandi, 3mL
tripsin-EDTA ¢ozeltisi kullanilarak hiicreler plastikten ayrilincaya kadar 37 °C’de
birkag dakika inkiibe edildi. Plastikten ayrilan hiicreler santrifiij tiipiine alinarak
1000g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra hiicre pelleti %10’luk fetal
serum igeren (HI-FCS) ortamda yeniden 1:6 oraninda taze doku kiiltiiriine yayildi.
(6rnegin bir doku kiiltiirii petrisinden alinan hiicreler 6 yeni doku kiiltiirii petrilerine

subkiiltiire edildi).

2.2.9.7. Hiicrelerin Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisim hesaplamak igin,
izeri dokuz kiigiik kareye ayrilmig, Imm? alan, 0.1 mm derinligi olan ve boylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre lami kullanildi. Canli ve ol
hiicreleri ayirt etmek i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1
sulandirma oraninda) ile 3 dakika oda sicakhginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi
boyanirken canli olanlar boyanmadiklari i¢in sayim bu sekilde yapildi.

Toplam canli hiicre sayisi/mL = hemositometre sayim sonucu x 2 X 10*

2.2.9.8. Antibiyotiklerin hiicre kiiltiiriine uygulanmasi ve aktivitesinin

Bulunmasi

Flaskta yetistirilen hiicreler (HepG2) sayildiktan sonra her bir kuyucukta
250000 hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu (4x3) plakalara ekildi. Hiicrelere ekimden
24 saat sonra degisik konsantrasyonlarda antibiyotikler uygulandi. Antibiyotik
uygulandiktan 2, 4 ve 6 saat sonra hiicreler tarafindan iiretilen paraoksonaz
enziminin aktivitesine bakildi. Aktivite belirlenmeden dnce hiicreler lizis tamponu ile
pargalandi. Bunun i¢in her bir kuyucuk 3 kez soguk PBS ile yikand: ve kuyucuklara
ImL soguk PBS eklendi ve hiicre kaziyicilar ile kazindi. Daha sonra olusan hiicre
siispansiyonu ependorfa alind1 ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifuj edildi. Siipernatant
uzaklastirildi ve pellet soguk PBS ile tekrar ¢oziildii. Daha sonra 10.000 rpm’de 1 dk
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santrifiij edildi. Cokelti tizerine 100 pl lizis tamponu eklendi ve vortex ve pipetajla
hiicrelerin pargalanmas: saglandi. 10,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek iistte

kalan ¢6zeltinin paraokson substratina karg: aktivitesi belirlendi.
2.2.11. istatistik Analiz
Istatistik analiz i¢in Minitab (versiyon 1.0) progamu kullanilmigtir. Orneklerin

ve kontrol grubunun analizi t-testi ile yapildi. p<0,05 degeri i¢in kontrol grubu ile

ornek arasindaki fark anlamlidir.
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3. BULGULAR

3.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
boliim 2.2.3’de agiklandig gibi hazirlandi. Serumdan elde edilen enzim ¢ozeltisi ve
saflagtirma basamaklar sonundaki enzim ¢6zeltilerinin protein miktarlar: bu standart
grafie gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki pg proteine karsilik gelen absorbans
degerleri Sekil 3.1’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik
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3.2. Antibiyotiklerin Fare Serum ve Karaciger PON Enzimi Uzerindeki Etkisi

3.2.1. Antibiyotiklerin Serum PON Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Antibiyotiklerin fare serum paraoksonaz enzim aktivitesi iizerine etkilerini
belirlemek i¢in bolim 2.2.4.1°de anlatildify gibi serum ayrildi. Daha sonra ayrilan
serumda 412 nm’de paraokson substratina kargi aktivite belirlendi. PON aktivitesi
belirlenmesinde, kiivette toplam hacim 1,05 mL’ dir. Kiivette bulunan paraokson
subatratinin son konsantrasyonu [S]; 2mM, 2 mM CaCl, ihtiva eden 100 mM tris-baz
(pH 8,0) tamponu 1ml ve enzim kaynagt olarak kullanilan serum hacmi 50 pl’dir.
S6z konusu hacimlerde 37°C’de belirlenen bir dakikadaki olugan iiriin (p-nitrofenol)
nmol cinsinden konsantrasyonu enzim iinitesi olarak hesaplandi. Sonuglar ¢izelge 3.1

ve ¢izelge3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Antibiyotik uygulanan farelerin serum aktivitelerinin él¢iimiinde

kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve elde edilen sonuglar.

f: l.la-n lla.n Farele::il:‘ ;l:-lilmlme AA Aktivi t?
tibiyotik (saat) (412 nm) (U/mLdakika)
0,097 119,532
2 0,099 122,192
0,056 69,385
0,105 128,94
Gentamisin Siilfat 4 0,124 152,28
0,207 254,21
0,091 111,75
6 0,121 148,59
0,122 149,82
0,115 141,84
2 0,072 87,80
0,060 73,07
0,121 148,59
Sefazolin Sodyum 4 0,126 152,12
0,106 130,17
0,213 262,19
6 0,142 174,38
0,094 115,43
0,188 230,87
2 0,301 369,64
0,301 369,64
0,073 89,65
Sodyum Ampisilin 4 0,102 124,65
0,072 88,42
0,284 349,9
6 0,213 261,58
0,183 224,73
0,176 216,14
Kontrol Grubu - 0,178 218,59
0,171 209,99
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Cizelge 3.2. Antibiyotik uygulanan farelerin serum aktivitelerinin dl¢iimiinde
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve elde edilen sonuglar.

Kullanilan Fareler.i.n ('illdi.iriilme AA Aktivite
Antibiyotik s‘(‘;:a‘t’;" (412 nm) (U/mLdakika)

0,015 18,421

2 0,007 8,506

0,027 33,157

0,020 24,561

Siprofloksasin 4 0,016 19,649
0,014 17,193

0,032 39,208

6 0,056 68,771

0,052 63,859

0,016 19,649

2 0,025 30,701

0,005 6,140

0,05 61,403

Kloramfenikol 4 0,026 31,929
0,041 50,350

6 0,040 49,122

0,024 29,473

0,025 30,701

2 0,023 28,245

0,026 31,929

0,024 29,473

Klaritromisin 4 0,028 34,385
0,028 34,385

0,074 90,877

6 0,025 30,701

0,021 25,789

0,041 50,350

2 0,018 22,105

0,043 52,807

o e s 0,012 14,737
R‘fg’{’,“‘sm 4 0,014 17,192
0,043 52,807

0,038 46,666

6 0,051 62,615

0,055 67,543

0,023 28,245

2 0,033 40,526

0,037 45,438

Kh;g:gism 4 0,035 42,982
0,026 31,929

0,025 30,701

6 0,012 14,736

0,022 27,017

0,025 30,701

Kontrol Grubu - 0,020 24,561
0,033 40,526
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3.2.2. Antibiyotiklerin karaciger PON enzim aktivitesi {izerine etkisi

Antibiyotiklerin fare karaciger paraoksonaz enzim aktivitesi tizerine etkilerini
belirlemek i¢in boliim 2.2.4.2°de anlatildif1 gibi karaciger dokusunun 412 nm’de
paraokson substratina kargi aktivitesi belirlendi. PON aktivitesi belirlenmesinde,
kiivette toplam hacim 1,05 ml’dir. Kiivette son konsantrasyonu 2,0 mM olacak
sekilde 100 pl substrat, 2 mM CaCl, ihtiva eden 100 mM tris-baz (pH 8,0)
tamponundan 850 pl ve enzim kaynag olarak kullamlan karaciger ekstraktindan 100
ul eklendi. S6z konusu hacimlerde 37°C’de belirlenen bir dakikadaki olusan firiin (p-
nitrofenol) nm cinsinden konsantrasyonu enzim tinitesi olarak hesaplandi. Sonuglar

gizelge 3.3 ve ¢izelge3.4’de verildi.
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Cizelge 3.3. Antibiyotik uygulanan farelerin karaciger aktivitelerinin
6l¢timiinde kullanilan ¢ézelti miktarlan ve elde edilen sonuglar.

Kullanilan 81 dﬁfn’?lﬁlee::’il;eleri AA Aktivite

Antibiyotik (sant) (412 nm) (U/mLdakika)

0,042 25.79

2 0,043 26,77

0,067 41,14

y 0,029 17.80

Ge‘S‘:f]fn;Itsm 4 0,035 21,49

0,045 28,24

0,088 54,035

6 0,099 60,79

0,092 57.10

0,021 13,50

2 0,034 21,49

0,027 17,19

s 0,044 27,01

Sodyees 4 0,054 33,16

0,041 25.17

0,076 46,66

6 0,075 46,05

0,052 31,93

2 0,071 4421

0,063 39,29

Sodyum 0,027 16,58

Ampisilin 4 0,041 25,17

0,038 23,33

0,024 14,73

6 0,026 15,96

0,044 27.63

0,020 15,35

Kontrol Grubu ; 0,042 25,79

0,043 26,40
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Cizelge 3.4. Antibiyotik uygulanan farelerin karaciger aktivitelerinin
6l¢iimiinde kullamlan ¢6zelti miktarlar1 ve elde edilen sonuglar.

Kullanilan Farelerin dldiiriilme AA Aktivite
Antibiyotik siireleri (saat) (412 nm) (U/mLdakika)
0,032 19,649
2 0,024 14,736
0,022 13,508
0,019 11,666
Siprofloksasin 4 0,022 13,508
0,017 10,438
0,028 17,192
6 0,028 17,192
0,039 23,947
0,023 14,122
2 0,039 23,947
0,021 12,894
0,019 11,666
Kloramenikol 4 0,011 6,754
0,021 12,894
0,022 13,508
6 0,014 8,596
0,015 9210
0,029 17,807
2 0,019 11,666
0,020 12,280
0,017 10,438
Klaritromisin 4 0,023 14,122
0,019 11,666
0,015 9,210
6 0,009 5,526
0,017 10,438
0,026 15,964
2 0,018 11,052
0,021 12,894
o 0,013 7,082
leg‘{‘,lsm 4 0,019 11,666
0,015 9210
0,027 16,578
6 0,025 15,350
0,022 13,508
0,045 27,631
2 0,040 24,561
0,051 31,315
. - 0,036 22,105
Kh;g:?::sm 4 0,029 17.807
0,035 21,491
0,021 12,890
6 0,022 13,508
0,021 12,894
0,020 15,35
Kontrol Grubu - 0,042 25,79
0,043 26,40
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Cizelge 3.5. Uygulanan antibiyotiklerin serum ve karaciger paraoksonaz enzim

aktivitesi {izerine etkisinin istatistiksel degerlendirilmesi

Antibiyotik Siire Aktivite (Serum) Aktivite (Karaciger)
(saat) Ortalama+SD p Ortalama+SD p
Kontrol 214,91+4 .43 - 22,513+6,211 -
. . 2 103,69+29,73 31,23348,593 >0,05
Gentamicin stilfat
4 178,48+66,62 22,510+5,294 >0,05
6 136,72421,63 57,307+3,385 0,001
Kontrol 214,91+4.43 - 22,51346,211 -
. e1e 2 323,38+80,12 >0,05 38,47746,180
Sodyum ampisilin - '
4 100,91420,57 0,001 21,693+4,523
6 278,74+64,32 >0,05 19,440%7,119
Kontrol 214,91+4.43 - 22,513+6,211 -
, 2 + 0,004 17,393+3.999 >0,05
Sefazolin sodyum 101,1635,95 ——
4 143,63+11,79 0.001 28,447+4,184 >0,05
6 184,00+£73,85 >0,05 93,53+ 81,72 >0,05
Kontrol 31,92948,053 - 15,14510,938 -
. ) 2 20,06+12,36 >0,05 15,964+3,250 >0,05
Siprofloksasin ——
4 20,468+3,752 >0,05 11,871+1,545 RO
6 57,31£15,79 >0,05 19,444+3,900 >0,05
Kontrol 31,929+8,053 - 15,1451+0,938 -
. 2 31,93+ 8,05 16,98816,058
Kloramfenikol >0,05
4 46,67+20,84 >0,05 10,438+3,249
6 42.98+11,71 >0,05 10,438+2,676
Kontrol 31,929+8,053 - 15,1451+0,938
. .. 2 30,292+1,876 13,918+3,382
Klaritromisin >0,05
4 32,748+2,836 >0,05 12,075+1,876
6 49,12136,24 >0,05 8,39148,391
Kontrol 31,929+8,053 - 15,145+0,938 -
. . 2 4 + ,303+2,481
Rifamisin SV 1,75+17,06 >0,05 13,3031+2,48
4 28,25+21,31 >0,05 9,619+1,876 U
6 58,941+7,51 >0,05 15,145+1,545 >0,05
Kontrol 31,929+8,053 - 15,14510,938 -
. .. 2 38,070+8,856 27,836+3,382
Klindamisin Fosfat >0,05
4 37,455+7,816 >0,05 20,468+2,325
6 24,15118,359 >0,05 13,097+0,356

55



Serum PON Aktivitesi

300 -

250 -

200 -

YAV %

100 -

50 -

* Istatistik olarak anlamh degerler (p<0,05), K; kontrol grubu, 2, 4, 6; 2saat, 4 saat ve 6 saat sonraki %aktiviteler
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Sekil 3.3. Antibiyotiklerin in vivo sartlarda karaciger paraoksonazinin % aktivitesi {izerine etkisi

* Istatistik olarak anlaml degerler (p<0.05), K; kontrol grubu, 2, 4, 6; 2saat, 4 saat ve 6 saat sonraki %aktiviteler
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3.3. Enzimin Saflagtiriimas:

3.3.1. Amonyum siilfat Céktiirme Arahigimin Belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme aralifim belirlemek i¢in; Cizelge 3.1°de verilen
hacimlerdeki serum 6rnegine yine Cizelge3.6’da verilen amonyum siilfat miktarlari
0°C’de eklenmigtir. 30 dakika manyetik karigtiricida yavasga karigtirilarak eklenen
amonyum siilfatin ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra 15000 rpm’de 4°C’de 30 dakika
santrifiij edilmigtir. Cokelek ¢oziilebilen minimum hacimde tamponla (100 mM Tris-
Baz pH:8,00) ¢oziilmiistiir.

Cizelge 3.6. Amonyum siilfat ¢oktiirme araliinin belirlenmesinde kullanilan
¢ozeltiler ve hacimleri

Kullanilan
Protein
Aralk Coktiirme Hacim Amonyum . Aktivite
Degeri Arah@ (mL) ilfat mikt: " )
egeri a siilfat miktar:
(mg/mL)
(8
1 0-10 50 2,57 1020,00 40,53
2 10-20 50 2,64 855,71 35,61
3 20-30 48 2,62 5927,14 34,38
4 30-40 47 2,65 4555,71 79,82
5 40-50 45 2,62 3370,00 97,02
6 50-60 45 2,71 1555,70 157,19
7 60-70 43 2,68 3020,00 267,72
8 70-80 41 2,65 1584,28 272,63
9 80-90 40 2,68 634,20 73,68

10 90-100 38 2,65 498,57 42,98
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Sekil 3.4.’de goriildiigii gibi amonyum stilfat ¢oktlirme aralifi 60-80 aralif

olarak belirlenmigtir.

3.3.2. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile enzimin saflagtirlimasi

Béliim 2.2.3.3.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan hidrofobik etkilegsim kolonu
once 1M (NH4),S0;4 igeren 0,1 M Tris-HC] pH:8,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun
dengeleme iglemi bittikten sonra, jel {izerindeki tampon ¢6zeltisi jel seviyesine kadar
indirildi. Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim g¢ézeltisi 1 M
amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M
(NH4),SO;4 igeren 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu ve 0,1 M Tris-HCI pH:8,0
tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diigiik tuz konsantrasyonuna
dogru tuz gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1,5 mL
halinde tiiplere toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu kér olarak
kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite
tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina karsi aktivite ve protein miktari
grafigi ¢izildi (Sekil 3.5). Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim
aktivitesine rastlanan tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen
eliiat ¢ozeltileri igin Bradford metoduyla kantitatif protein ve aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlari tespit edildi. Sonuglar ¢izelge
3.7°de verildi.
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3.3.3. Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflagtirilan serum paraoksonaz enziminin
safigimi kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.3.4’de anlatildif) sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflagtirilan paraoksonaz enzim numunesi
tatbik edildi. Protein bantlan igeren jellerin goriintiileri jel goriintilleme sistemi ile
bilgisayara aktarild: (Sekil 3.6).

118.0

79.0
47.0
PON1

33.0

230

19.5

Sekil 3.6 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflagtirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Molekiil agirhk standartlar; (f-
galaktosidaz (118.0kDa), sifir serum albumin (79.0kDa), yumurta albumini (47.0
kDa), karbonik anhidraz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0kDa) ve Lizozim (19.5
kDa)
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3.4 Optimum sartlarda Ky ve Vo Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Viax degerlerinin bulunmasi1 amaciyla, optimum sartlarda paraokson
substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Olgtimleri yapildi. Her
Olglim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 412 nm’de 6lgiilen
aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.7). Grafikten yararlanarak Ky
degeri 4,16 mM ve Vpa, degeri 227,27 U/mldakika olarak bulundu.

y =183,11x + 43,534

1IN (1074
.S
S

1/[S] (M)

Sekil 3.7. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enziminin paraokson substrati ile

elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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3.5. inhibisyona Sebep Olan Antibiyotiklerin Isp ve K; Degerlerinin

Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz antibiyotiklerin Isp degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda paraokson substratinin 2 mM sabit konsantrasyonunda c¢aligildi.
Substrat ¢6zeltisi her dlglimde 0,1ml paraokson alindi ve antibiyotik ¢ozeltilerinden
ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1,05mL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu.
Once antibiyotiksiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullamldi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05 mL enzim ¢ozeltisi alimp daha
Onceden hazirlanmig olan 1 mL tampon+substrat +antibiyotik ¢6zeltisine ¢abuk bir
sekilde eklendikten sonra 412 nm’de bir dakikada absorbansta meydana gelen
degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. %
Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.8-3.15). Bu grafiklerden yararlanarak her bir
antibiyotik i¢in Isq degerleri hesaplandi.

Farkli antibiyotiklerin K; sabitlerinin bulunmasi amaciyla, 6nce antibiyotiksiz
ortamda, optimum sartlarda, 5-8 farkli paraokson substrat konsantrasyonuna bagh
olarak aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir antibiyotik igin 2 degisik sabit
antibiyotik konsantrasyonunda, standart aktivite Olciim kosullarinda, paraokson
substrati kullanilarak aktiviteler belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak,
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22). Bu
grafiklerden yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit edildi. K; degerleri
boliim 2.2.8’de anlatildig1 gibi bulundu.
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120 1 y = -8,6827% - 78,961x + 103,13
R2=0,9731

% Aktivite (U)
)
o

1,2 1,4
I (mg/mi)

Sekil 3.8. Saflagtirilmis insan serum paraoksonaz enzimi tizerine 2mM paraokson
substrati konsantrasyonunda gentamisin stilfat igin % aktivite-[I] grafigi

=y
N
o

y = 0,0026x - 1,8261x + 98,029

% Aktivite (U)
E

R? = 0,9921
80 -|
60 -
40
20 |
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Il (mg/mt)

Sekil 3.9. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM paraokson
substrat1 konsantrasyonunda sodyum ampisillin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.10. Serum PONI1 enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gésteren sefazolin sodyum ve siprofloksasin’in Isy degerlerinin bulunmasinda

kullamilan ¢ozeltilerin miktarlari ve bunlara kargilik gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlan ve elde edilen sonuglar

100mM Tris nzm.ﬁ.w, o | o ..H_.mw»m @mﬂ.wm.% %ﬂﬂ:ﬁﬂ AA Aktivit
s . 0Z€ 1nin 0ZC Inin 0Z¢ 1nimn 0 € . e
nﬁﬂc_ws: Antibiyotik Hacmi ’ hacmi G Hacmi Nc_.wm. (412 nm) (U/ml dak) % Aktivite

i (uD) (ub (u)) [I] (mg/ml)

900 - - 0,096 117,89 100
890 10 0,0012 0,091 111,75 94,79
885 Sefazolin 15 0,0018 0,083 101,93 86,46
875 Sodyum 50 100 25 0,0029 0,067 82,28 69,79
850 50 0,0059 0,023 28,24 23,95
825 75 0,0089 0,06 7,368 6,25
800 100 0,012 0,04 4,912 4,116
900 - - 0,094 115,44 100
850 50 0,095 0,091 111,75 96,8
820 80 0,152 0,087 106,84 92,55
800 100 0,190 0,076 93,33 79,78
750 Siprofloksasin 50 100 150 0,285 0,057 69,99 6063
740 160 0,304 0,055 67,54 58,51
720 180 0,342 0,042 51,58 44,68
710 190 0,362 0,029 35,61 30,85
700 200 0,381 0,013 15,964 13,829
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120 1

100 ¢ y = 723437 - 17724x + 109,83
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Sekil 3.10. Saflagtirilmis insan serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda sefazolin sodyum i¢in % aktivite-[I] grafigi

120 -
y= ~710,5x2 + 68,973x + 98,255
2
100 R? = 0,9804
80 -
9
=
g 60 -
-3
40 |
20 -
.
0 T T T T L T T T 1
0 0056 01 015 02 025 03 035 04 045
IV (mg/ml)

Sekil 3.11. Saflagtirilmig insan serum paraoksonaz enzimi {izerine 2mM paraokson

substrat: konsantrasyonunda siprofloksasin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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120 - y = -96785x% + 1326,5x + 101,79
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Sekil 3.12. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enzimi lizerine 2mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda kloramfenikol igin % aktivite-[I] grafigi

=) y = -1,9889¢ - 0,5587x + 105,04
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Sekil 3.13. Saflagtirilmig insan serum paraoksonaz enzimi {izerine 2mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda klaritromisin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.14. Saflagtirilmig insan serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda rifamisin SV icin % aktivite-[I] grafigi

y =-201,38¢ + 131,5x + 95,171
R?=0,9758
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Sekil 3.15. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enzimi lizerine 2mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda klindamisin fosfat igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.16. Saflagtirllmig insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi {izerine
gentamisin siilfatin inhibisyon etkisi [I;]=0.190mg/ml, [I,]=0.762mg/ml
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Sekil 3.17. Saflastirilmig insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi {izerine sodyum
ampisillinin inhibisyon etkisi [I;]=0.0101mg/ml, [I,]=0.0135mg/ml
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Sekil 3.18. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi iizerine
sefazolin sodyumun inhibisyon etkisi [I;]=0.0089mg/ml, [I,]=0.012mg/ml
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Sekil 3.19. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi lizerine
siprofloksasinin inhibisyon etkisi [I;]=0.190mg/ml, [I;]=0.381mg/ml



18

¥0 186 ITL1 #10°0 91€0°0 4 00T 54! SL9
§0 979 L6ST €10°0 91£0°0 0°C 00C 001 00L
99°0 0101 66 800°0 91£0°0 §°1 00C SL SCL
01 0S¢el V'L 900°0 91€0°0 0°l 00C 0S 0SL
£L°0 651 6879 150°0 LETO0 0°¢ 0S01 0S1 051 0S 00
¥0 081 5SS S¥0°0 LETO0 (S 051 4! STL
$0 [4%4 01ty SE0°0 LETO0 0T 0St 001 0SL
99°0 1233 ST'8C €20°0 LETO0 Sl 0St SL SLL
01 8Ly 60T L10°0 LETO0 01 0S1 0S 008
(uAw) [ | Gaw) [S] () ) ) () ()

Orep (/) | (wmua zxp) *SUOY ‘SUOY wWeH moeH ey [eH nuodurey
[SIT |, 0TXA/T | opammy VV | Ywodiquuy | jensqng | wedol | wiusppze) | wimisppzed | upuispRze) SUL

PPPSARY] | PPNAANY | DPRAANY | Ypoiiqnuy jeaisqng wzuy Q0T

Te[SnUos USJIP2 SP[2 9A LIB[UOASRNULSUOY YNOAIqNUR ‘jensqns US[oS JI[iSIey vIe[ung A LIe[Ie)yIu
UHS[N[ZQS UBTUR[[Y] BPUISLWUN[ng ULSgop 'y un, [ONUSJURION] Ua1alsQs IS0 UOASIqIYUT 9pULISZn [MZud [NQd WSS L€ Bz1)




[4]

§T0 186 6101 | 6000 619 (44 0€1 011 09
0 0911 79°8 LO0°0 61°9 0C 0€1 001 0LL
99°0 0291 L19 000 619 ST 0€1 SL S6L
01 0€0T 6y ¥00°0 61°9 01 0€1 0S 0C8
0C 0LOV S¥'T 200°0 61°9 S0 0€1 ST Sv8
£€°0 0LE 20°LT 7200 19L% 5T 0501 001 szl 0s SLL
0 ¥S¢E $T'8T €20°0 19L% (44 001 011 06L
99°0 s Sy'81 S10°0 19L% Sl 001 SL 678
0’1 06 90°11 600°0 19L% 01 001 0S 058
0T 0S€l 0F'L 900°0 19L% S0 001 ST L8
(qu/dw) 1T | GQam) [S] (L) (I (L)) () ()

Grep (wy/n) | (wu Zyp) "Suoy| *suoy| wReH ey oy ey nuodure)
[SI/T | OTXA/T | apamyy \A% ynodiquuy | jensqng | wedol | wsppPze) | UMISHPZES | WIMISHIOZO) SLLJ,

DIPIPANY | PORARY | pepeany] | ypodiquuy |  jexsqng wzuy Q0T

Te[SnUOS US[IPS SP[d SA LIR[UOASEIURSUOY YNOAIqNUE Yensqns us[od JiiSrey ere[unq A LIR[IRDTIX

UHS[N[oZQ3 Ue[rUe[IY epuIsewuNing UULSZSp 'Y UL UISIWONLIED] USIS)SeS ISDHO UOASIqIUI 9pULISZN MWIZUS [NOJ WSS ‘§T°¢ 8P71)




g 1200
© Kontrot ; i
mi1 =
Al2
T ¥ T T B
03 0,1 01 0.3 0,5 07 0,9 1,1
18] M-1

Sekil 3.20. Saflagtilmus insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi {izerine
kloramfenikoliin inhibisyon etkisi {1;]=0.0237mg/ml, [1,}=0.0316mg/ml
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Sekil 3.21. Saflagtnlnug insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi {zerine
klaritromisinin inhibisyon etkisi [I;}=4.761mg/m}, [1:]=6.19mg/ml
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Sekil 3.22. Saflagtinlmig insan serum paraoksonaz enzimi aktivitesi {izerine
klindamisin fosfatin inhibisyon etkisi [I;]=0.0476mg/ml, [1;]=0.0952mg/ml

Cizelge 3.20. Insan serum paraoksonaz enzimi igin 2mM paraokson substrat
konsantrasyonunda %50 inhibisyona sebep olan antibiyotik konsantrasyonlar1 ve

Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan inhibisyon tipleri ve K; degerleri.

Antibiyotik Isp (mg/ml)  K;(mM) Inhibisyon Tipi
Gentamisin siilfat 0,6293 0,221+0,005 Yarismasiz
Sodyum ampisillin 27,51 0,00714+0,00068 Yarigmali
Sefazolin sodyum 0,00404 0,0121+0,00065 Yarismal
Klaritromisin 5,12 0,00011+0,000036 Yarigmasiz
Kloramfenikol 0,0309 0,00642+0,00317 Yarismali
Siprofloksasin 0,313 6,5x107°+4,59x1077 Yarigmasiz
Rifamisin SV Etkisiz Etkisiz Etkisiz
Klindamisin fosfat 0,902 0,0291+0,0077 Yarigmali

85



3.6. Antibiyotiklerin HepG2 Hiicreleri Tarafindan Uretilen PON
Uzerindeki Etkisi

Caligmamizda kullandiimiz antibiyotiklerin insan karaciger hiicresi HepG2
tarafindan tiretilen paraoksonaz aktivitesi tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in bolim
2.2.9.8°de anlatildigy gibi doku kiiltiirtinde yetigtirilen hiicrelerin {izerine, farkli
konsantrasyonlarda antibiyotikler uygulanmigtir. Antibiyotikler uygulandiktan 2,4 ve
6 saat sonra hiicreler lizis edilerek 2mM paraokson substratina karsi aktivitesi
belirlenmistir. Once antibiyotik uygulanmayan ortamda {iretilen paraoksonaz
aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullamldi. Daha sonra farkl:
konsantrasyonlarda antibiyotik uygulanan ortamda tiretilen paraoksonaz aktiviteleri
optimum pH ve sicaklikta belirlendi. Elde edilen aktivite degerlerinden % aktiviteler
hesaplandi. Antibiyotik konsantrasyonuna kars1 % aktivite grafigi ¢izildi (Sekil 3.23,
3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 3.28, 3.29, 3.30). Bu grafiklerden yararlanarak her bir
antibiyotik i¢in uygulandiktan 2, 4 ve 6 saat sonra aktiviteyi % 50 azaltan antibiyotik

konsantrasyonu (Iso) hesaplandi.
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Sekil 3.23. Gentamisin siilfat’in doku kiiltiirtindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki

in vitro etkisi
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Sekil 3.24. Ampisillinin doku kiiltiirtindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki in vitro

etkisi
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Sekil 3.25. Sefazolin sodyumun doku kiiltiiriindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki

in vitro etkisi
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Sekil 3.26. Siprofloksasinin doku kiilttiriindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki in
vitro etkisi
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Sekil 3.27. Kloramfenikoliin doku kiiltiirtindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki in
vitro etkisi
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Sekil 3.28. Klaritromisinin doku kiiltiiriindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki in
vitro etkisi
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Sekil 3.29. Rifamisin SV’nin doku kiiltiiriindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat sonraki in
vitro etkisi
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Sekil 3.30. Klindamisin fosfat’in doku kiiltiirtindeki 2 (A), 4 (B) ve 6 (C) saat

sonraki in vitro etkisi

102



Cizelge 3.29. Insan karacifer paraoksonaz enzimi igin 2mM paraokson substrat

konsantrasyonunda 2, 4 ve 6 saat sonra %50 inhibisyona sebep olan antibiyotik

konsantrasyonlari
150 (mg/ml)

Antibiyotik 2 saat 4 saat 6 saat
Gentamisin siilfat 7.4 6,34 4,70
Sodyum ampisillin 47,43 44,23 32,66
Sefazolin sodyum 215,71 119,77 146,66
Klaritromisin 30,116 52,152 15,77
Kloramfenikol 43,89 29,98 23,62
Siprofloksasin 139,3 132,5 239,5
Rifamisin SV 8,94 2,11 2,65
Klindamisin fosfat 28,06 54,33 21,75

Doku kiiltiiriinde tiretilen PON1 enzim aktivitesi lizerine antibiyotiklerin
etkisi ve doza bagh olarak aktivitede meydana gelen azalma sekil 3.31, 3.32 ve
3.33’de siitlin grafigi seklinde verilmigtir. Sekillerde goriildiigii gibi doza bagh
olarak farkl stirelerde aktivitede ani azalma veya lineer azalma g6zlenmektedir.
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Sekil 3.31. HepG2 karaciger hiicreleri iizerinde 2 saat sonunda konsantrasyona bagl aktivitede gériilen degisimler
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3.7. istatistiksel Analiz

Antibiyotiklerin fare serum ve karacifer paraoksonaz enzim aktivitesinin
b6lim 2.2.4.4°de anlatildigr gibi kontrol grubu ile karsilagtinildifinda istatistiksel
olarak anlamli olup olmadifr tespit edilmistir. Kontrol grubu degerleri ile
karsilagtirma ve standart sapma degerleri ile birlikte sonuglar ¢izelge 3.3’de
verilmigtir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
O6nemli fizyolojik fonksiyona sahip PON1 enziminin hidrofobik etkilegim
kromatografisi ile saflagtirilmasi i¢in yeni bir jel sentezlendi. Sepharose-4B-L-
tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip bu jel kullanilarak insan serumundan
PONI1 enzimi saflagtirilmis, kinetik ve elektroforetik 6zelikleri incelenmisgtir.

PONI1 enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin segilmesinde en &nemli
sebeplerden birisi olmugstur. Sz konusu enzim, N terminal bolgesinde bulunan H1
ve H2 heliks yapis1 olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye
baglanmaktadir (Sekil 4.1) {35, 85 184]. N-terminal bolgesini 16sin, fenil alanin,
prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18
residiiler arast H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiiler aras1 da H2 hidrofobik ucu
olusturmaktadir. Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan,
tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bdlge
bulunmaktadir [35, 74].

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardisik ii¢ basamakta
sentezlenmigtir. Once matriks olarak segilen Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildi
ve buna uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmig 1-naftilamin
bilesigi katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak se¢ilmesinin baslica sebebi ¢ok iyi
akis ozellifine sahip olmasi ve ayrica serbest —-OH gruplan tasidigindan, CNBr ile
c¢ok kisa bir siire igerisinde aktiflestirilebilmesidirr Bu amagla literatiirde
karbodiimid bilesiklerinin de kullanildig: bildirilmektedir [185]. Karbodiimid ile
aktiflestirilmis matrikse primer amin grubunun baglanmasi ile amid baf
olugmaktadir. Bu bag kromatografi islemlerinde dayaniklidir. Fakat aktiflestirilme
sirasinda jel, pH 4,5°da 24 saat siire ile karistinlmaktadir. Bu islem kromatografi
sirasinda jelin akis ozelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir [185]. Bir bagka
aktiflestirme isleminde epoksi bilesiklerinden yararlamlmigtir [186]. Kromatografi
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islemlerinde gayet dayanikli olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve 16 saat ligand
baglama siiresi olmak iizere toplam 32 saatte gergeklesmektedir. pH’nmn 10
civarinda olmasi, jelin kimyasal yapisim etkilememesine ragmen uzun siire
kanstirma islemleri, polisakkarit partikiillerinin fiziksel yapisimin deformasyonuna
sebep olabilir. Sonug olarak, hazirlanacak hidrofobik jelin akis 6zellikleri olumsuz
yonde etkilenecektir. Caligmamizda kullanilan CNBEr ile aktiflestirme islemi sadece 5
dakikada gergeklestirilmektedir. Boylece jelin fiziksel yapisindaki deformasyon
sakincalar1 ortadan kaldirilmig oldu.

Lésin, fenitatanin, prolin,
2 izolésin, tirozn, triptofan
apsindan zengin
HDL

L

Losin, fenilalanin, prolin,
izolssin, tirozin, triptofan <=4
agisindan zengin

Sekil. 4.1. PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [35]
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Literatiirde kromatografik matriks olarak kullamlan bir bagka bilesik
EUPERGIT C-250L ticari ismi ile temin edilen ve oksiran gruplan igeren jeller de
kullamlmigtir. S6z konusu bilegik baglamada spesifik olmamasina ragmen, {izerinde
tagidigt oksiran gruplan ile ¢egitli proteinlerin saflagtirilmasinda kromatografik
matriks olarak secilmigtir [187]. Aymca bu jel herhangi bir aktivasyona gerek
duyulmadan ligand immobilize edilebilmektedir. Bunun yaminda uzun siire
kullanilabilir olmasi, mekanik etkilere karsi dayanikli olmas1 ve akig 6zelliginin iyi
olmas: sebebiyle de olduk¢a kullanighdir. Fakat yapilan bir ¢aliymada sepharose-4B
ile sentezlenen afinite jeli ile Eupergit ile hazirlanan afinite jeli karsilagtirildiginda
Sepharose-4B ile daha iyi akigkanlik ve saflik elde edilmigtir [188].

Aragtirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand (1-
Naftilamin) L-tirozin bilegigi aracilift ile immobilize edilmigstir. Burada L-tirozin
uzanti kolu olarak da gorev yapmaktadir. Uzant1 kolunun hidrofobik etkilesim
kromatografisindeki énemi afinite kromatografisinde oldugu gibi [189,190] acik¢a
belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-tirozin bilesiginin Snemli
oldugu kanaatindeyiz.

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflagtirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilegmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Bu teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece 6nemli oldugu bildirilmektedir
[191]. Kullamlacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir 6neme sahiptir. Diigiik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullamldify zaman ayrilacak molekiillerin
kolanda etkilesimini saflayabilmek i¢in yiikksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunluluu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilegim
riski daha fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda
ise saflastinlacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacag: igin eliisyon
sirasinda problemler ortaya ¢ikabilir [191]. Genellikle ticari olarak bulunan
hidrofobik etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik ug¢ olarak diiz zincirli alkil
ligandlar1 ve aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir [192]. Bunlardan
isopropil, butil, oktil ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler
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hidrofobik etkilesim jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [190].
Diiz zincirli alkil ligandlar saf hidrofobik karakter g6sterirlerken, aril ligandlarinda
hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amagla galiymamizda
ligand olarak 1-naftilamin bilesigi kullanilmigtir. PON1 enziminin H1 ve H2
bolgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi
tarafimizdan secilen ligandin ve immobilizasyon i¢in kullanilan L-tirozinin s6z
konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik etkilesim yapacadi g6z oniine

alinarak, olduk¢a uygun bilesik oldugu kanaatindeyiz.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullamilan tuzun tipi ve
konsantrasyonu da olduk¢a énemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan
tuzlar Na;SO4, K5SO4 (NH4)2S04, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina ragmen
amonyum siilfat en ¢ok tercih edilendir {193, 194].

Aragtirmamizda PON1 enzimini insan serumundan saflagtirmak igin
hidrofobik etkilesim kromataografisi uygulanmadan 6nce bu kromatografi
prosediiriine uygun 6n saflagtirma yontemi olarak amonyum stilfat ¢oktiirmesi
yapilmistir. Paraokson substrati kullamilarak PON1 enziminin amonyum stilfat
¢oktlirme aralifi %60-80 bulunmugtur. Literatiirde PON1 enzimi i¢in amonyum
stilfat ¢coktiirme yontemi ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. Ancak genel olarak
serum esterazlarimin saflagtirilmasinda amonyum siilfat ve etanol ¢oktiirmesi
uygulanmigtir. Serum proteinlerinin organik ¢oziiciiler ile ¢ktiiriilmesi yontemi
amonyum siilfat ¢oktiirme yonteminden daha ¢ok tercih edildigi bildirilmektedir
[143]. Ancak ¢aliymamizda saflagtirma ydnteminin ikinci basamagi olan hidrofobik
etkilesim kromatografisi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygun oldugu igin
segilmigtir.  Literatiirde yer alan insan serumundan PON1 enziminin izolasyon
yontemlerinde genellikle saflagtirmanin ilk basama: bir gesit hidrofobik jel olan
Cibacron Blue 3GA’dir. Ancak jel ticari olarak alinmaktadir ve igerigi tam olarak

bilinmemektedir.
Bu yo6ntemle insan serumundan PON1 enzimi 227 kat saflagtinlmgtir.

Furlong ve arkadaglar1 4 basamaktan olugan agarose blue, sephadex G-200, DEAE
Trisakril M ve Sephadex G-75 yontemlerini kullanarak tarafimizdan gozlenen
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saflagtirma katsayisindan daha diigiik bir deger (62,1) elde etmislerdir [14]. Ancak
bir bagka ¢alismada sadece li¢ basamaktan olusan blue agaroz, DEAE I ve DEAE II
yontemlerini kullanarak yaklagpik 600 kat saflagtirma derecesine ulagmislardir. Bu
¢alismada ayrica ti¢ basamakta PON1 enziminin Q ve R polimorfik formlari ayr ayr
saflagtinlmigtir [30].

Ayrica PON1 enzimi sigan ve tavsan karacifer ve serumundan
saflagtirilmugtir [146, 14, 195, 196]. Enzimin serumdan ve karacigerden saflagtirma
basamaklarinda kismen farklilik bulunmaktadir. Serumdan HDL’ye bagh olan
PONT1’in izolasyonunda, Cibacron blue 3GA ve daha sonra degisik DEAE bio gel,
DEAE Sepharose CL-6B, DEAE-seliiloz, Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi
kromatografi yontemleri kullanilmustir [14, 15,30, 146].

Aragtirmamizda saflagtirilan enzim igin SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirh@ yaklagik 43 kDa olarak tahmin edilen PON1 enzimi tek bant olarak SDS-
PAGE jelinde g6zlenmigtir. Bu deger literatiirle uygunluk géstermektedir. PON1’in
minimum molekiil agirhigim1 Gan ve arkadagslarn 43kDa olarak belirlemiglerdir [30].
Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil agurhifimin %15.8°i kadar karbohidrat
molekiili bulunmaktadir. Molekiil agirhig: tasidigi karbohidrat zincirinin varlifina
bagh olarak degismektedir [14]. Ihtiva ettigi bu karbohidrat zinciri enzimin
hidrolizleme reaksiyonu igin gerekli degildir. S6z konusu molekiilin PON1’in
¢oziiniirliigiint ve kararlilifimi arttirmada ve zar yapisina baglanmada gorevi oldugu
diigtintilmektedir [41, 42]. Karbonhidrat i¢ermeyen PON1 enziminin molekiil
agirh@ 37 kDa’dur [14]. Ayrica PON1 serumda HDL’ye bagli oldugu bolgelerin
yakininda bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada da saflagtirnlabilmektedir. Bu
durumda molekiil agirhg 47-54kDa oldugu rapor edilmistir [150]. PON1 enziminin
molekiil agirhifn tiirden tlire defismemekte ve insan PON1 enziminin molekiil
agirhig ile tavsan, sigan ve koyunun PON1 enziminin molekiil agirhgi benzerlik
géstermektedir [14-18].

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapili jel kullanilarak saflagtirilan insan

serum paraoksonaz enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax )optimum pH ve
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sicaklikta [197] paraokson substrati kullanilarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 4,16mM ve 227,27
U/mldak olarak bulunmugtur. Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen PONI1
enzimlerinin paraokson substrati i¢in farkli Ky ve Vmax degerleri bildirilmektedir.
Insan serum PON1 enziminin paraokson substratinin Km degeri 3,8 mM [198] ve 2,5
mM [65] olarak verilmigstir. Sicanlarda Ky degeri 1,690 mM ve 7,5mM arasinda
degismektedir [146, 199]. Insan serum PON1 enziminin paraokson substratina kars:
Vmax degeri olarak 47,64 [200] ve 233,7 [32]. Sorenson ve arkadaglarimin
¢ahiymalarinda insan serum PON1 enziminin paraokson substratina karsi Vmax

degeri tarafimizdan tespit edilen Vy,qx degeri ile benzerlik géstermektedir.

Caligmamizin bu béliimiinde fare serum ve karaciger PON1 enzimi iizerinde
gentamisin  siilfat, sodyum ampisilin, sefazolin sodyum, siprofloksasin,
kloramfenikol, klaritromisin, rifamisin SV ve klindamisin fosfat antibiyotiklerinin in
vivo etkisi incelenmigtirr Bu amagla o6zellikle antibiyotik olarak kullanilan
molekiiller suda ¢oziinmedikleri i¢in eczaneden flakon seklinde enjekte edilebilen
formlar1 segilmigtir. Giintimiizde bilingsizce kullanilan ve giderek artan antibiyotik
kullamimi insan neslinin daha zayif ve bakterilerin daha giiglii olmalarina neden
oldugu bildirilmektedir [152]. Bunun nedeni antibiyotik belirli dozda ve belirli siire
kullamldiginda ancak etki edebildigi, mikroorganizmalann yok etmektedir.
Bilingsizce kullanim sonucu s6z konusu mikroorganizmalar kullanilan antibiyotige
direng¢ gelistirmekte ve daha etkili antibiyotiklere ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica
antibiyotiklerin viicuda alindiktan 2-12 saat arasinda defisen bir slire sonra
maksimum etki gosterdikleri bilinmektedir [152]. Caligmamizda antibiyotiklerin bu
stireleri dikkate alinarak antibiyotikler fareye uygulandikta 2,4 ve 6 saat sonra s6z
konusu enzim aktivitelerine bakilmigtir. Literatiirde cesitli enzimler iizerinde bu
antibiyotiklerin etkileri siganlarda yapilan ¢aligmalarla belirlenmigtir [153, 157, 159].

Antibiyotiklerin in vivo etkisi i¢in yapilan ¢aliymamizda farelerden kan ve
karacifer dokularimi almak igin farelerin 6ldiiriilmesinde servikal dislokasyon
yontemi kullamilmigtir. Bu y6ntemin kullamlmasinin amaci 6ldiiriilme sirasinda
farenin fizyolojisinde hi¢bir degisim olmamasidir [201].
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Aragtirmamizda kullanilan antibiyotikler serum fPON1 enzimi iizerinde farkl:
etkiler goOsterdigi saptanmugtir. Makrolid grubunun en sik kullamlan
antibiyotiklerinden gentamisin siilfat fareye uygulandiktan 2saat, 4 saat ve 6 saat
sonra anlamli bir inhibisyona sebep oldugu belirlenmigtir. Sodyum ampisilin ise
sadece uygulandiktan 4 saat sonra istatistik agidan anlamli bir inhibisyona sebep
olurken 2ve 6. saatler sonunda belirli bir aktivasyona sebep oldugu goriilmektedir.
Ancak bu aktivasyon istatistik agidan anlamli degildir. Sefazolin sodyum bilesigi ise
uygulandiktan sonra 2 ve 4. saatler sonunda 6nemli bir inhibisyona sebep oldugu
bulunmustur. Uygulanan dier antibiyotikler serum fPON1 enzimi {izerinde farkli
etkilere sebep oldugu bulunmus ancak bunlarin istatistik agidan Snemli olmadig
saptanmugtir.

Antibiyotik uygulanmis farelerden elde edilen karaciger PON1 enzim
aktivitelerinin ise farkli sekilde etkilendigi saptanmigstir. Kloramfenikol, klaritromisin,
rifamisin SV ve klindamisin fosfat serum fPON1 enzimi {izerinde istatistik agidan
onemli bir etki gostermezken, karacifer fPON1 enzimi tizerinde inhibisyon etkisi
gozlenmigtir. Ayrica gentamisin siilfat, sodyum ampisilin ve sefazolin sodyum serum
fPON1 enzimi iizerinde istatistik agidan Onemli bir inhibisyona sebep olurken
karaciger fPON1 enzimi lizerinde aym etkiyi gdstermedigi saptanmugtir.

Literatlirde s6z konusu antibiyotikler ile yapilan in vivo ¢aligmalarda da bazi
enzimler tizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirtilmektedir. Gentamisin siilfat,
siganlara kas igine uygulandiktan 3 saat sonra eritrositlerde bulunan karbonik
anhidraz enzim aktivitesi tizerinde 6nemli bir inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmigtir [202). Benzer sekilde penisilin grubu antibiyotiklerinden sodyum
ampisilin de sigan eritrositlerinde bulunan karbonik anhidraz enzim aktivitesi
lizerinde 3 saat sonunda inhibisyona neden oldugu bildirilmektedir [203]. Sodyum
ampisilin antibiyotigi i¢in tarafimizdan elde edilen sonuglardan farkli olarak; yapilan
bir ¢aligmada, siganlara uygulanan sodyum ampisilin uygulandiktan 2,4 ve 6 saat
sonunda 6-fosfaglukonat dehidrogenaz enzim aktivitesi ilizerinde herhangi bir etkisi
olmadifn gosterilmistir [204]. Ayrica sefalosporinler grubunda yer alan sefazolin
sodyum benzeri bir antibiyotik olan sodyum sefuroksim bilegiginin glikoz 6-fosfat
dehidrogenaz enzim aktivitesini siganlara uygulandiktan 2.5 saat sonunda inhibe
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ettifi tespit edilmigtir [205]. Yukanida belirtilen antibiyotiklerin, karacigerde
bulunan herhangi bir enzim aktivitesi {izerine etkisi konusunda in vivo bir ¢aligmaya

rastlanmamagtir.

Calismamizda sectigimiz antibiyotiklerin aym zamanda insan serumundan
saflagtirtlan PON1 enzimi lizerindeki ir vitro etkisi aragtirlmugtir. Inhibisyona neden
olan antibiyotiklerin inhibisyon etkisi K; ve Isp olmak tizere iki farkli degerle
verilebilir. En uygun parametre K; sabitleridir. Ciinkli materyal ve yontemde
belirtildifi gibi K; sabitinin belirlenmesi i¢in en az iki sabit inhibitér
konsantrasyonunda g¢aligmalar yapilmakta ve her bir sabit antibiyotik
konsantrasyonunda bes farkli substrat konsantrasyonu igin Mz degerleri
belirlenmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok hassas sonuglar elde edilmektedir [188].
Ayrica bu yontemle inhibisyon mekanizmas:1 saptanmaktadir. Fakat bazi
aragtirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek igin Isp degerini de kullandiklar
bilinmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlar: sabit tutularak, degisik
antibiyotik konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra
grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan antibiyotik konsantrasyonu
hesaplanmaktadir. Bu y6ntem, K; sabitinin tespit edilmesine gére daha az hassas
olmasina ragmen, uygulamasi daha kolay oldufu igin pratikte kullamimaktadir.
Yukanidaki sebepler g6z oniine alinarak hem K; hem de Isy degerleri insan
serumundan saflagtirilan PON1 enzimi igin tespit edilmigtir.

Farkli antibiyotiklerin Iso degerlerini bulmak i¢in optimum sartlarda
paraokson substratinin 2 mM sabit konsantrasyonunda galisildi. Elde edilen sonuglar
Sekil 3.8-3.15 ve Cizelge 3.9-3.12°de verildi. Uygulanan antibiyotikler iginde, ¢ok
dusiik konsantrasyonda aktiviteyi % 50 azaltmas: ile sefazolin sodyum en kuvvetli
inhibitdr olarak tespit edilmistir. Elde edilen sefazolin sodyum antibiyotiginin
inhibisyon &zelligini in vivo ¢alisma da desteklemektedir. Sefazolin sodyum in vitro
etkisine benzer sekilde in vivo gartlarda fare serum PON1 enzimi iizerinde 2 ve 4 saat
sonunda istatistiksel olarak anlamli inhibisyona neden olmugtur. Literatiirde
sefazolin sodyum antibiyoti§inin, 6nemli fizyolojik fonksiyonlar olan glikoz 6-fosfat
dehidrogenaz, karbonik anhidraz I ve II ve glutatyon rediiktaz enzimleri tizerinde in
vitro ortamda giiglii inhibisyona neden oldugu tespit edilmigtir [153, 158, 204].
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Rifamisin antibiyotigi saf hPON1 enzim aktivitesi {izerinde herhangi bir
inhibisyon etkisi gézlenmemigtir. Benzer sekilde in vivo galigmada serum fPON1
enzimi lizerinde anlamli bir inhibisyon gdstermezken, karaciger fPON1 enzim
aktivitesi iizerinde kontrol grubu ile karsilagtirildigina anlamli bir inhibisyona neden
olmustur. Aym antibiyotigin DNA polimeraz enzimi iizerinde gii¢lii inhibisyon
etkisi gOsterdigi ve insan notrofil hiicrelerinin fonksiyonlarint inhibe ettigi
bilinmektedir [170, 171]. PONI enzimi lizerinde in vivo etkisi aragtirilan bir bagka
calismada klasik enzim indiikleyicisi olarak bilinen fenobarbital ile yapilmagtir.
Siganlarda yapilan bu ¢alismada kas i¢ine uygulanan fenobarbital, serumdaki hPON1
enzim aktivitesinde bir degismeye neden olmaz iken, karacifer hPON1 enzim
aktivitesinde ve miktarinda 6nemli bir artiga neden olmustur [206].

PON1 enzimi iizerindeki etkisi incelenen antibiyotiklerden sodyum ampisilin
in vitro enzim aktivitesi Uizerinde digerleri ile karsilagtirildifinda yiiksek
konsantrasyonda (27,51mg/ml) ancak % 50 inhibisyona neden oldugu bulunmustur.
Fakat fare karacifer ve serumunda ise sirasiyla 2 ve 4 saat sonunda istatistiksel
olarak anlaml bir inhibisyon géstermistir. Yapilan aragtirmalarda, sodyum ampisilin
antibiyotiginin saflagtirilmis insan karbonik anhidraz ve glukoz 6 fosfataz enzimleri
lizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmugtur [159, 160]. Antikolinerjik olarak
kullamlan atropin ilacinin PON1 enzim aktivitesi {izerine in vitro etkisi aragtirilmigtir.
Bu c¢aligmada insan plazma ve fare karacigerinden saflagtirilmig PON1 enzim
aktivitesi fizerinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir [179].

Antibiyotiklerin inhibisyon mekanizmasimi belirlemek amaci ile sabit
inhibit6r ve farkl1 substrat konsantrasyonunda PON1 enzim aktiviteleri saptanmigtir.
Lineweaver Burk grafiklerinden yararlamlarak inhibisyon mekanizmalart ve K;
degerleri bulunmustur. Inhibisyon etkisi g6steren antibiyotiklerden, sodyum
ampisilin, sefazolin sodyum, kloramfenikol ve klindamisin fosfat kompetetif tiirii
inhibisyon gosterirken; gentamisin siilfat, klaritromisina ve siprofloksasin
nonkompetetif tiirti inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmugtur. Literatiirde, sefazolin
sodyum benzeri bir bagka antibiyotik olan sefatoksim ve sefadizim antibiyotiklerinin

insan eritrositlerinde bulunan glutatyon rediikktaz enzimi tzerinde kompetetif
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inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmektedir [153]. Ayrica yapilan pek ¢ok ¢ahsmada
cesitli maddelerin serum veya karaciger PON1 enziminin inhibisyonuna neden
oldugu bulunmustur [160, 199, 207, 208]. Ornegin insan karacigerinden saflagtirilan
PON1 enzimi izerinde EDTA bilesiginin, Mg*?, Co*?, Ba?, La™, Zn'?, Cu*?, Hg"™
gibi metallerin ve civa p-hidroksi benzoat gibi civanin inhibisyon etkisi aragtirilmigtir.
EDTA, baryum, lantan, bakir ve p-hidroksiciva benzoat bilesiginin kompetetif bir
inhbisyona neden oldugu ve ¢inkonun ise nonkompetetif bir inhibisyon g6sterdigi
bildirilmektedir [199]. Ayrica karbon sayis1 degisen gesitli alifatik alkollerin ve
kobalt, nikel ve kadmiyum gibi metallerin de insan serum PON1 enzimi iizerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmigtir [207, 208].

Caligmamizda, PON1 enzim aktivitesi tizerindeki in vitro ve in vivo etkisini
inceledigimiz antibiyotiklerin, insan karacier PON1 enziminin aktivitesi iizerine
etkisini de incelemek amaciyla HepG2 insan karaciger hiicresi model olarak
kullamlmistir. Bu amagla PON1 enzimini dogal olarak iireten HepG2 hiicreleri
tizerine farkli konsantrasyonlarda antibiyotikler uygulanmistir. Daha sonra in vivo
caligmamiza paralellik géstermesi agisindan antibiyotikler uygulandiktan 2,4 ve 6
saat sonra PON1 aktivitesine bakilmistir.  Inhibisyona neden olan her bir
antibiyotigin PON1 enzim aktivitesini % S50 azaltan konsantrasyonu belirlenmigtir.
Uygulanan antibiyotiklerin Isq degerleri kargilagtinldiginda insan karaciger PON1
enzim aktivitesinde en etkili antibiyotigin rifamisin oldugu bulunmustur. Ayrica
PONI1 iizerinde inhibisyon etkisi gosteren antibiyotikler en fazla etkilerini genellikle

4 ve 6 saat sonunda gostermiglerdir.

Tibbi ilaglarn PON1 aktivitesi iizerine etkisinin aragtirilmasina yonelik
yapilan ¢aligmalarda, daha ¢ok PON1’in HDL’ye bagli olmasindan dolay: lipit
seviyesini etkileyen ilaglar {izerine yogunlasmistir. Ornegin, HMG koenzim A
rediiktaz inhibitdrleri olan kolesterol ve trigliserit diigtiriicii olarak kullanilan statinler
ve lipit diizenleyicisi olarak kullamlan fibratlar [55, 172, 177]). Lipit seviyesini
diizenleyen bu ilaglar daha ¢ok insan karacier PON1 enzim aktivitesi {izerindeki
etkisi aragtirllmigtir. Bu amagla, doku kiiltiiriinde yetistirilen ve insan karaciger hiicre
hatti olan HuH7 ve HepG2 hiicreleri tizerinde caligilmigtir. HuH7 hiicreleri ile
yapilan bir in vitro ¢aliymada pravastatin, simvastatin ve fluvastatin (10-100 pM)
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kiiltiir medyumunda PONI1 aktivitesi {izerinde %25-50 azalmaya neden olmugtur
[138]. Ayni hiicreler iizerinde yapilan diger bir ¢alismada fenofibrik asit (250 pM)
PON1 aktivitesinde % 50, mRNA seviyesini % 30 arttirmagtir [172]. Bunun yaminda,
simvastatinin insan karaciger hiicresi olan HepG2 hiicrelerinde (1,5-25 pg/ml) PON1
in promoter aktivitesini diizenledigi bulunmustur [173]. Lipoproteinlerin izole
edildigi bir diger in vitro galigmada, atorvastatinin (5-50 uM) yiikseltgenmis iki
metaboliti ve gemfibrozil metabolitinin (2-80 pM) HDL’ye bagli olan PON 1
aktivitesini arttirdig1 bulunmustur [55].

Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

v Insan serum PONI1 enzimini saflagtirmak i¢in Sepharose 4BL-tirozin 1-
naftilamin kimyasal yapisina sahip yeni bir hidrofobik etkilesim kromatografisi
jeli sentezlenmistir.

v' Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapisina sahip hidrofobik jel kullamlarak
insan serumundan PON1 enzimi saflagtirnlmigtir

v' Amonyum siilfat ¢Sktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflagtirilan insan serum PON1 enzimi SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik 43
kDa molekiil agirlifinda tek bant elde edilmigtir.

v Yaygin olarak kullanilan aminoglikozit grubu antibiyotiklerden gentamisin siilfat,
sefalosporinler grubundan sefazolin sodyum, penisilin grubu sodyum ampisilin,
amfenikol grubu kloramfenikol, makrolid grubu olan klaritromisin, kinolon
grubu siprofloksasin, aminosalisilik asit tiirevi olan rifamisin SV ve linkozamid
grubundan klindamisin fosfat gibi antibiyotiklerin serum fPON1 ve karaciger
fPON1 enzim aktivitesini in vivo olarak farkli diizeylerde etkiledigi saptanmigtir.

v' S6z konusu antibiyotikler sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin yapisina sahip

hidrofobik jel ile saflagtinlan serum hPON1 enzim aktivitesi {izerine etkisi
aragtinlmuigtir. Bu bilesiklerden gentamisin siilfat, sodyum ampisilin, sefazolin
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sodyum, siprofloksasin, kloramfenikol, klaritromisin ve klindamisin fosfatin
inhibisyon etkisi g6sterdigi saptanmusgtir.

Inhibisyona sebep olan antibiyotiklerin inhibisyon mekanizmalar saptanmigtir
S6z konusu antibiyotiklerin karacier hPON1 enzimi lizerine in vitro etkileri
aragtinlmigir. Bu amagla HepG2 insan karaciger hiicresi kullanilmigtir.

Uygulanan biitiin antibiyotiklerin doza bagli bir inhibisyon gosterdigi tespit
edilmistir.
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