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Paraoksonaz 1 (PONL1), karacigerde sentezlenen ve bazi lipoproteinlere bagli olarak
fonksiyon gdosteren bir izoenzimdir. Tim memelilerde bulunan bu enzim, diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu inhibe etme kabiliyeti nedeniyle anti
aterosklerotik 6zellikler gostermektedir. Ayrica organofosfat insektisitler ve homosistein
tiyolaktonlar da dahil olmak {iizere c¢esitli bilesikleri hidroliz etme 6zelliklerini
sergiledikleri bilinmektedir. Bu nedenle, serum PONI aktivitesini modiile edebilecek
faktorler lizerinde ¢ok yogun arastirmalar yapilmistir. Ancak basta koyun ve sigir olmak
tizere hayvan PONI1 enzimleri iizerine gerceklestirilen c¢alismalarin son derece sinirlt
oldugu yapilan literatiir calismalar1 sonucunda tespit edilmistir.

Doktora tezi kapsaminda yapilan bu c¢alismayr iki bélime ayirmak miimkiindiir. ilk
bolimde daha Once arastirma gurubumuz tarafindan sentezlenen Sefaroz 4B-L-tirozin-
naftilamin kimyasal yapisina sahip hidrofobik jel kullanilarak sigir serumundan PON1
(hsPON1) saflastirilmistir. Saf hsPON1 enzimi iizerinde Furosemid, Prednizolon,
Metamizol, Enroflaksasin, Meloksikam, Symfos ve Bakteral ticari adlari1 altinda bilinen
ilaglarin etkisi incelenmistir. Bu ilaglarin tiimiiniin hsPON1 enzimini farkli diizeylerde
inhibe ettigi belirlenmistir. Arastirma sonuclari, c¢alisilan ila¢ molekiilleri arasindan
hsPON1 enzimi i¢in en giiglii inhibitdriin enroflaksasin oldugunu gostermektedir.

Ikinci béliimde ise farkli bir ligant (4-iyodoanilin) kullamlarak yeni bir hidrofobik jel
sentezlenmistir. Yeni sentezlenen jel ile koyun serumundan PON1 enziminin (kPONTI)
saflagtirilmasi, %88,3 verim ile 73,4 kat olarak gergeklestirilmistir. Ayrica saf KPON1
enzimi lizerinde s6z konusu ilaglarin etkileri arastirilmistir. Calisilan bilesikler ig¢inde
kPONI igin en gii¢lii inhibitoriiniin Meloksikam oldugu belirlenmistir (ICso = 1,56 mM).

ANAHTAR KELIMELER: PON1, koyun, s1g1r, hidrofobik etkilesim kromatografisi,
inhibisyon, ilag.

Bilim Kod / Kodlart: 20104 Sayfa Sayisi: 97



ABSTRACT

PURIFICATION OF PARAOXONASE ENZYME BY HYDROPHOBIC
INTERACTION TECHNIQUE AND INVESTIGATION OF ITS AFFINITY TO
CERTAIN COMPOUNDS
PH.D THESIS
HATICE YUKSEL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. ADEM ERGUN)
BALIKESIR, JULY - 2023

Paraoxonase 1 (PON1) is an isoenzyme synthesized in the liver and functions in
association with certain lipoproteins. This enzyme, present in all mammals, exhibits
antiatherosclerotic properties due to its ability to inhibit the oxidation of low-density
lipoprotein (LDL). Additionally, it is known to exhibit hydrolytic properties towards
various compounds, including organophosphate insecticides and homocysteine
thiolactones. Therefore, extensive research has been conducted on factors that can
modulate serum PON1 activity. However, literature research has revealed that studies on
animal PON1 enzymes are extremely limited, particularly on sheep and cattle.

This study, conducted as a doctoral thesis, can be divided into two parts. In the first part,
hsPON1 was purified from bovine serum using a hydrophobic gel with a chemical
structure of Sepharose 4B-L-tyrosine-naphthylamine, previously synthesized by our
research group. The effect of drugs, namely Furosemide, Prednisolone, Metamizole,
Enrofloxacin, Meloxicam, Symphytum, and Bacterial, on pure hsPON1 enzyme was
determined. All drugs were found to inhibit the hsPON1 enzyme at different levels, with
Enrofloxacin identified as the strongest inhibitor.

In the second part, a new hydrophobic gel was synthesized using a different ligand (4-
iodoaniline). Using this newly synthesized gel, kPON1 was purified from sheep serum at a
yield of 88.3 % and 73.4-fold purification. Furthermore, the effects of the aforementioned
drugs were investigated on pure kPON1 enzyme. Among the compounds tested,
Meloxicam was identified as the strongest inhibitor of kPON1 (ICsp = 1.56 mM).

KEYWORDS: PON1, sheep, cattle, hydrophobic interaction chromatography, inhibition,
drug.
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1. GIRIS

Doktora Tezi kapsaminda bu c¢aligmada koyun ve sigir serumundan hidrofobik
etkilesim teknigi ile saflagtirllan PON1 enzimi {izerinde bazi ilaglarin inhibisyon etkileri

incelenmistir.

Protein arastirmalari alanindaki birgok makalenin basligi "Saflastirma ve karakterize
etme..." seklindedir. Bu durum bize, “Saf olmayan protein iizerinde saf diislincelerini
harcama” dzdeyisinin ne kadar yerinde bir ifade oldugunu agiklamaktadir. Onceki yillarda
proteinleri saflastirmak sadece akademik amaglara yonelik eylemleri kapsamaktaydi. Ancak
giinimiizde basta enzimler olmak {izere bircok proteinin endiistride kullanilma

potansiyellerinin ortaya ¢ikarilmasi saflagtirma isleminin 6nemini daha da artirmastir.

Canlihigi ve yasami mimkin kilan tiim biyokimyasal olaylar, enzimlerin
katalizledikleri reaksiyonlara bagli olarak gerceklesmektedir. Enzimlerin, aktif bolgelerinin,
iic boyutlu yapimnin derinliklerinde olacak sekilde tasarlanmasi onlari inanilmaz spesifik
molekiiller haline getirmektedir. Ayrica katalitik gii¢clerinin ¢ok yliksek olmasi ile yan iiriin
olusumu engellenerek, hem olduk¢a ekonomik bir iiretim ger¢eklesmekte hem de yan
irlinlerin hiicreye verecegi olasi toksik etkiler ortadan kaldirilmaktadir. Hiicreye ihtiyag
duyulan maddenin aninda karsilanmasi, enzimlerin katalitik 6zelliklerinin yiiksek olmasinin
bir diger sonucudur. Bir¢ok enzim; 1s1, pH ve iyonik siddete duyarli olacak sekilde
tasarlanmigtir. Bu sekilde ¢evredeki degisiklikler enzimlerin aktivitelerini énemli 6l¢iide
etkilemektedir. Son olarak, bazi enzimlerin ti¢ boyutlu yapilari, aktif bolge disinda baska bir
spesifik bolgeye sahip olacak sekilde tasarlanmistir. Allosterik bolgede denilen bu spesifik
yap1, modiilatdrlerden etkilenerek biyolojik reaksiyonlarin diizenlenmesinde énemli bir role

sahiptir.

Canliligin devami icin gerekli olan kimyasal proseslerde rol oynayan enzimler hiicre
yenilenmesi, sinyal iletimi ve hiicre Oliimii gibi hayati metabolik siireclerin
diizenlenmesinde, meydana gelen reaksiyonlarin kontroliiniin saglanmasi ve biyolojik
rollerin yerine getirilmesinde, rol oynayan, essiz oOzelliklere sahip olan biyolojik
katalizorlerdir (Khersonsky ve Tawfik, 2010; Sousa, Ramos, Lim ve Fernandes, 2015;
Tiirkes, Beydemir ve Kiifrevioglu, 2019). Normal sartlarda milyon yilda meydana gelmesi
miimkiin reaksiyonlarin milisaniyede meydana gelmesini milyon tane hedef molekiil

icerisinden uygun olanini segerek ve basit iiriinleri olusturarak saglayabilmeleri, enzimlerin



aktif bolgelerinin c¢evresindeki kimyasal iinitelerin konumlanmalarina bagli olarak sahip
olduklar1 katalitik giiglerinin bir sonucudur (Copley, 2003; Khersonsky ve Tawfik, 2010).
Bu nedenle canliligin molekiiler diizeyde anlasilmasi ancak enzim islevinin anlasilmasiyla

miimkiin olacaktir (Sousa ve digerleri, 2015).

Doktora tezi kapsaminda hedef enzim olan paraoksonaz (PON), hidrolaz sinifina giren
bir metaloproteindir. Hidrolaz enzimleri; protein, karbohidrat, lipit ve niikleik asitler gibi
farkli boyutlarda ve kompleksitelerde olan degisik substratlarin pargalanma reaksiyonlarini
katalizlemek tiizere tasarlanmistir (Sousa ve digerleri, 2015). Protein yapisinin nispeten
kiicik bir bolgesinde yer alan aktif bolge, katalitik islevlerde merkezi konumdadir.
Hidrolazlarin aktif bolgeleri, histidin, aspartat ve serin seklinde katalitik {icli denilen

rezidiiler olacak sekilde tasarlanmistir (Nothling ve digerleri, 2020).

Insan genomunun 7. kromozomunda kodlanan, ii¢ {iyeden olusan bir gen ailesi olan
paraoksonaz, PON1, PON2 ve PON3 adl fiyeleri icermektedir. (Clement E. Furlong,
Marsillach, Jarvik ve Costa, 2016). Bu izoenzimlerden en ¢ok bilinen ve calisilan
paraoksonaz 1 (PON1), ¢esitli aromatik karboksilik asit esterlerinin ve cesitli
organofosfatlarin hidrolizini katalize eden kalsiyum bagimli bir esterazdir (Tiirkes, Soyiit ve
Beydemir, 2015). PONI1, temel olarak karaciger tarafindan sentezlenen ve yiiksek
yogunluklu lipoproteinler (HDL) ile etkileserek salgilanan 43 kDa'lik bir metaloproteindir
(Tirkes, Soyiit ve Beydemir, 2014).

PONI1, organofosfatlarin hidrolizindeki roliine ek olarak, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) oksidasyonuna karst korumasina onemli katkilar sagladigi saptanmistir. Bu islev,
enzimin lipit peroksidi hidrolize etme yetenegi ile ilgili oldugu tahmin edilmektedir (Tiirkes
ve digerleri, 2014). PON1 ayrica oksidatif stres sirasinda HDL fonksiyonunun korunmasina
da katkida bulundugunu gosteren caligmalara rastlamak miimkiindiir (Alici, EKinci ve
Beydemir, 2008).

Ayrica detoksifikasyon ve antiaterojenik ozellikleriyle bilinen bu enzim, ilk baslarda
bir organofosfat hidrolizorii olarak karakterize edilmis ve paraokson substratini hidroliz
etmesinden dolay1 paraoksonaz olarak isimlendirilmistir (Renault ve digerleri, 2006; Selma

Sinan, Kockar ve Arslan, 2006).



Serum PONI1 seviyelerindeki azalmaya bagli olarak artan oksidatif stres ile
kardiyovaskiiler hastaliklar, diabetus mellitus, hipertreoidizm gibi dejenerasyonlar rapor
edilmistir. PONI1, diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDLs) ve yiliksek yogunluklu
lipoproteinleri ( HDLs) oksidatif stresten koruyarak ateroskleroziside igeren birgok damar
hastaligi ile iligkili oldugu bilinen bir antioksidant enzim olarak fonksiyon gordiigi

saptanmistir (Tiirkes ve digerleri, 2014).

Buna ilaveten PONI1 laktonaz aktivitesi ile c¢esitli laktonlarin hidrolizini
gerceklestirmektedir (Alici ve digerleri, 2008). Kismen saflastirilmis olan PON1’in alifatik
laktonlarin ag¢ik formunun salinim reaksiyonlarini katalizledigi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (Teiber, Draganov ve La Du, 2003). Ayrica PONI, laktonaz aktivitesi ile
homosistein tiyolaktonu hidrolize edebilmektedir. Tim bu 6zellikleriyle enzim
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Arslan, Gencer, Arslan ve Guler, 2012; Gordon,
Hofmann, Askew ve Davidson, 2011).

PONT eksikligi olan hayvanin bir¢ok hastaliga kars1 daha duyarli oldugu saptanmustir.
Bu hayvanlarin tedavisinde PON1'in asir1 ekspresyonu veya saflastirilmis PON1 verilerek
sz konusu hastaliklarin gelisiminin 6nlendigi ya da geciktirildigi gosterilmistir (Harel ve
digerleri, 2004; Koren-Gluzer, Aviram, Meilin ve Hayek, 2011; Rozenberg, Shiner, Aviram
ve Hayek, 2008; Shih ve digerleri, 1998; Tward ve digerleri, 2002; Yamashita ve digerleri,
2013).

Organofosfat (OP) zehirlenmesinde PON1 uygulamasinin son derece yararli oldugunu
gosteren ¢alismalara rastlamak miimkiindiir. PONT1 eksikligi olusturulmus hayvanlarin vahsi
tipteki muadillerine kiyasla OP zehirlenmesine kars1 daha duyarli oldugu bulunmustur ve
cesitli hayvan modellerinde saflastirilmis PON1 uygulamasinin OP zehirlenmesine karsi
koruma sagladig1 gosterilmistir (Cole ve digerleri, 2010; Costa ve digerleri, 1990; Duysen
ve digerleri, 2011; Gupta ve digerleri, 2011; Shih ve digerleri, 1998; Stevens ve digerleri,
2008; Valiyaveettil, Alamneh, Biggemann, ve digerleri, 2011; Valiyaveettil, Alamneh,
Rezk, Biggemann, ve digerleri, 2011; Valiyaveettil, Alamneh, Rezk, Perkins, ve digerleri,
2011; Wang ve digerleri, 2010). Baz1 durumlarda, PON1'in mevcut OP zehirlenmesinde
ilgili panzehirinden daha etkili oldugu gosterilmistir (Gaidukov ve digerleri, 2009).

PON1'in antimikrobiyal rolii de literatiirde bir¢ok calisma ile belgelenmistir. Bu

nedenle PONI1, insanlarda ve hayvanlarda ¢esitli kosullara karsi terapotik miidahalenin



gelistirilmesi i¢in giiglii bir aday oldugu belirtilmistir (Camps, Pujol, Ballester, Joven ve
Simo, 2011; Estin, Stoltz ve Zabner, 2010; Ozer ve digerleri, 2005).

Memeli PON1 enzimi lizerinde yapilan tiim ¢aligmalar géz oniine alindig1 zaman sigir
ve koyun PONL1 enzimleri ile dogrudan ilgili ¢alismalarin son derece sinirli oldugu
goriilmektedir (Farid, Honkawa, Fath, Nonaka ve Horii, 2013). Bu nedenle bu calismada
onemli fizyolojik fonksiyonlara sahip PONI1 enzimi, koyun ve sigir serumlarindan
saflastirilmast planlanmistir. Sigir PON1 enziminin saflastirilmasi i¢in su anda aragtirma
grubumuz tarafindan sentezlenenmis olan hidrofobik karekterli jel kullanilmistir. Ayrica
tarafimizca farkli bir ligant kullanilarak yeni bir hidrofobik jel sentezlenmistir. Bu jel
kullanilarak, koyun serumundan PONI1 enziminin saflastirilmast planlanmistir. Son olarak
saflastirilacak sigir ve koyun PONI izoenzimleri lizerine bazi ilaglarin etkileri saptanmustir.
Bu ilaglarin birgok hastaligin tedavisinde kullanilmasi, hayvan sagligi i¢in 6nemli olan bir
enzimin aktivitesinin nasil degistirileceginin bilinmesinin 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz.
Elde edilecek sonuclar temel bilimler alaninda yaygin etkiye sahip olacagi gibi 6zellikle

koyun ve s181r yetistiriciligi gibi alanlarda farkindalig1 artiracaktir.
1.1 Paraoksonaz Enzimi (EC 3.1.8.1)

Paraoksonazlar, paraoksonaz-1 (PONL1), paraoksonaz-2 (PON2) ve paraoksonaz-3
(PON3) seklinde tanimlanmis {i¢ proteinden olusan bir grup enzim ailesidir. Bunlar arasinda
iizerinde en ¢ok arastirma yapilant PON1'dir. Ancak, bu durum bu enzimin digerlerinden
cok daha o6nemli oldugu anlamima gelmez (Aharoni ve digerleri, 2004; Taler-Ver¢ic,
Goli¢nik ve Bavec, 2020). PON'lar amino asit dizilimleri agisindan ¢ok benzer olmalarina
ragmen farkli iglevlere sahiptirler ve dogal olarak farkli yerlerde bulunurlar. PON1 ve PON3
izoenzimleri, kan sistemindeki yiiksek yogunluklu lipoproteinlere bagl olarak bulunurlar
(Primo-Parmo, Sorenson, Teiber ve La Du, 1996). Bu enzimler sirasi ile organofosfatlar1 ve
hacimli statin laktonlar1 hidrolize ederken (Harel ve digerleri, 2004), PON2 birgok dokuda
(Levy ve digerleri, 2007) bulunur ve esas olarak oksidatif strese kars1 hiicre i¢i koruyucu
gorevi listlenmistir (Altenhofer ve digerleri, 2010; Giordano ve digerleri, 2013; Rosenblat ve
digerleri, 2003). PONI1 izoformlari, ilag metabolizmasinda ve kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklarin onlenmesinde 6nemli DIr rol oynamaktadirlar (B. Mackness,
Mcelduff ve Mackness, 2005; Shi ve digerleri, 2004). S6z konusu PON izoenzimleri, ayni

aktif bolgede cesitli substrat tiirlerine karst genis bir enzimatik aktivite yelpazesi



sergileyecek sekilde tasarlanmigtir (Ben-David ve digerleri, 2013, 2015). PON2, laktonaz ve
cok diisiik arilesteraz aktivitesi sergilerken, PON3, yiiksek laktonaz, zayif arilesteraz ve
neredeyse hi¢ paraoksonaz aktivitesi sergilemez. PON1’in ise farkli diizeylerde her iig¢

aktiviteyi de sergiledigi bulunmustur (La Du ve digerleri, 1999).

Diger aktivitelerine ek olarak paraoksonaz enziminin Quorum Sensing fonksiyonuna
da sahip oldugu yani quorum sensing faktoriinii inhibe ettigi bilinmektedir (Clement E.
Furlong ve digerleri, 2016). Quorum Sensing" (QS) terimi, bir¢ok gram pozitif, gram
negatif bakteri ve mantarin birbirleriyle farkli sinyal molekiilleri araciligiyla iletisim kurarak
cevrelerindeki diger mikroorganizmalarin varligini hissetmelerini saglayan bir kavramdir.
Bu sinyal molekiillerinin yogunlugu olgiilebilir ve bdylece mikroorganizmalar,
cevrelerindeki diger mikroorganizmalarm miktarmi tespit edebilirler. Uretilmis olan bu
sinyal molekiilleri sayesinde mikroorganizmalar iyi koordine olmus bir davranis
sergileyerek konagin immiin yanitindan kacabilmekte ve basarili bir enfeksiyon siireci

gerceklestirebilmektedirler (Saracli, 2006).
1.1.1 Paraoksonaz Enziminin Tarihcesi

PONTI’in varhigt ilk defa 1940’larda memeli dokularinda organofosfat pestisidleri
hidrolizleme yetenegine sahip enzim aktivitesi bulunarak rapor edilmistir (Mazur, 1946).
Norotoksik organofosfat pestisit olan okson tlirevi parathion metabolitini hidrolizleme
yetenegine bagli olarak paraoksonaz (PON) ismini almistir (Shunmoogam, Naidoo ve
Chilton, 2018). PON1’in saflastirilmasi ilk defa 1946’da tavsan bobreginden Mazur ve
arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilmistir (Mazur, 1946). 1961°de immiin sistem gostergesi
olarak varligir ortaya atilmis olan PON1 daha sonra insan serumundan saflastirilmis ve
elektroforez ile goriintiilenmistir (Isgér ve Beydemir, 2010). Genetik temelli paraoksonaz
polimorfizmi konusunda ilk defa 1976 yilinda dikkate deger arastirmalar yapilmistir.
Eckerson ve arkadaslari uzun yillar 6nce serum paraoksonaz ve serum arilesteraz
fenotiplerinin belirlenmesi i¢in uygulamasi kolay oldukca duyarli bir metod gelistirmislerdir

(Adkins, Gan, Mody ve La Du, 1993).

1991 yilinda Gan ve arkadaslar tarafindan insan serumundan oldukga yiiksek saflikta
PON enzimi saflastirilmis ve iki allozimik formu tanimlanmistir (Adkins ve digerleri, 1993).
Son on yilda PON multigen ailesine ait ¢alismalar ¢ok biiyiik oranda artmigtir (Ekinci ve

Beydemir, 2009). Paraoksonazlarin yapisal c¢alismalart hakkinda yillar igerisinde birgok



makale yayimlanmistir (Rochu, Chabriére ve Masson, 2007). Paraoksonazlar ile ilgili olarak
yapilmis olan yapisal calisma (Hasset et al. 1991) ile sinyal diziliminin aragtirma sonuglari

sonucu hidrofobik bolgesinin HDL’ye bagli oldugu saptanmistir (Sorenson ve digerleri,
1999).

Detoksifikasyon enzimleri olan Serum paraoksonazlarin (PON) tiim memelilerde,
belirli omurgalilarda ve nematodlarda bulunurken bakterilerde bulunmadigi saptanmistir
(Bar-Rogovsky, Hugenmatter ve Tawfik, 2013). Ayn1 sekilde PON1’in kuslarda, baliklarda
ve bazi siirlingenlerde kayda deger oranda bulunmadigi da yapilan c¢alismalarla
belgelenmistir (Azarsiz ve Sonmez, 2000). PON1 aktivite seviyeleri ¢ok diisiik olan bu
tirler; kuslar ve baliklarda organofosfat toksisitesine karst olduk¢a savunmasiz olma soz
konusu iken, proteinin seviyesi olduk¢a yiiksek olan memeli ve diger tiirlerde toksik
bilesiklere kars1 direncin oldukga fazla oldugu saptanmistir (Monroy-Noyola A, Almenares-
Lopez D, 2021).

90’11 yillarda tanimlanmaya baslanmis olan serum PONI’in gelistirilen saflagtirma
prosediirleri yardimiyla % 95 saflikta elde edilmesi saglanmistir (Adkins ve digerleri, 1993).
Yapida bagl olan iki Ca** iyonunun varliginin belirlenmesi ile Ca** iyonlarindan birinin
yapisal digerinin kataliz i¢in gerekli oldugunun saptanmasina yol ag¢mustir (Josse ve
digerleri, 1999). Ayrica diger tamamlayic1 gruplarin, iki sistein rezidiisii ve C41 ve C352

distilfit kopriisiiniin varlig1 da belirlenmistir (Adkins ve digerleri, 1993).

Biyomiihendislik alaninda rekombinant PON1’in organofosfat maruziyetinde
kullanilabilecek uygun bir molekiil aday1 olabileceginin ortaya atilmis ve biyosensor
tasariminda kullanilabilecek enzimler oldugu sdylenmektedir (Harel ve digerleri, 2004;

Rochu ve digerleri, 2007).
1.1.2 Paraoksonaz Enzimi Adlandirilmasi

Insan serum paraoksonaz enzimi, karacigerde sentezlenen, Ca?* bagimli, HDL ile
iliskili ve 43- 45 kDa molekiil agirlikli arildialkilfosfataz olarak da adlandirilan bir ester
hidrolazdir (Donma, Orkide., H. Ekmeke¢i, 2004). Hidrolazlar, enzim komisyonu tarafindan
3 numarali grupta tanimlanmistir. Bu grupta yer alan enzimler; farkli boyut ve

kompleksitede olan substratlarin farkli kimyasal baglarinin pargalanma reaksiyonlarini



katalizlerler. Ayrica bu enzimler, parcalanan baglarin 6zelliklerine gore 13 alt gruplara

ayrilmistir (Sousa ve digerleri, 2015). S6z konusu alt gruplar Tablo 1.1 de verilmistir.

Tablo 1.1: Hidrolaz sinifina dahil edilen enzimlerin alt gruplar1 (Sousa ve digerleri, 2015).

Enzim numarasi Enzim alt simflar
(EC 3.1) Esterazlar
(EC 3.2) niikleazlar, fosfodiesterazlar, lipazlar ve glioksilazlarin ester
baglarini hidrolizleyen fosfatazlar

(EC 3.3) sekerleri, eterleri, tiyoeterleri hidrolizleyen trialkilsiilfonyum
hidrolazlar

(EC 3.4) fosfataz ve peptidazlarin baglarini pargalayan hidrolazlar

(EC 3.5) aminopeptidaz, karboksipeptidaz ve endopeptidazlarin

peptidik C-N baglarin1 amidlerin amidinlerin nitrillerin
peptidik olmayan C-N baglarinin hidrolizini katalizleyenler

(EC 3.6) asit anhidritler iizerindeki niikleosit di ve tri fosfatlarin ve
stilfonil iceren anhidritlerin hidrolizini katalizleyenler

(EC 3.7) C-C bagi tizerinde etkili olanlar

(EC 3.8) C-halide baginda etkili olanlar

(EC 3.9) P-N baglarinda etkili olanlar

(EC 3.10) S-N baginda etkili olanlar

(EC 3.11) C-P baginda etkili olanlar

Farkli baglar ve bag kuvvetleri lizerinde etkili olan s6z konusu enzimler, hidroliz
reaksiyonlari1 25 °C aktivasyon enerjilerini 21 ile 44 kcal/mol araliginda diisiirerek

gerceklestirdikleri bilinmektedir (Sousa ve digerleri, 2015).

PON1, 1940’11 yillarda memeli dokularinda organofosfat pestisidleri hidrolizleme
yetenegi ile Mazur tarafindan rapor edilerek tanimlanmis ve Uluslararasi Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi Enzim Komisyonu tarafindan arildialkilfosfataz (EC 3.1.8.1)
olarak smiflandirilmistir. PON organofosfatlar1 hidrolizledigi i¢in Noman Aldridge
tarafindan bir ’A’’ esteraz olarak smiflandirilmistir (M. Mackness ve Mackness, 2015).
Paraoksonaz (PON) [arildialkil fosfataz (EC 3.1.8.1)] ilk baslarda aromatik karboksilik
esterler ve organofosfat bilesikleri ve sinir gazlarinin hidrolizini saglamasiyla belirlenmis
olan serum aril esterazdir (Cabana ve digerleri, 2003). Klasik adin1 ise paraoksan
metabolitinin hidrolizini sagladigi igin almistir (Cabana ve digerleri, 2003). Ilgili reaksiyon

sekil 1.1°de verilmistir.
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Sekil 1.1: Paraoksonaz enziminin parathion metabolitini hidroliz reaksiyonu.
(C. E. Furlong, Richter, Seidel ve Motulsky, 1988).

Organofosfat hidrolizorii olarak da isimlendirilen PONI1, ozellikle bir organofosfat
olan paraoksan substratini difiizyon sinirlarina yakin diizeyde hidroliz ettigi bilinmektedir

(Lyagin ve Efremenko, 2021). ilgili molekiiliin yapis1 sekil 1.2 de gdsterilmistir.
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Sekil 1.2: PON1 enziminin en popiiler substrati olan paraoksanin
kimyasal yapisi. (Chambers, 2008).

1.1.3 Paraoksonaz Enziminin Gen Ailesi

Insan PON-1, -2 ve -3 genleri, kromozom 7'nin (7q21.3-922.1) uzun kolunda birbirine
cok yakin sekilde lokalize olmustur. Her biri dokuz ekson ve sekiz introndan olusur. PON
niikleotid ve amino asit dizilerinin karsilastirilmasi yapilmis ve sirasiyla yaklagik %70 ve
%60 ozdeslik gosterdigi saptanmigtir. PON1, PON2 ve PON3 enzimlerinin amino asit
benzerlikleri % 60-70 arasinda oldugu saptanmistir (Khersonsky ve Tawfik, 2005).

PON gen ailesinin iizerinde en fazla c¢alisilma yapilmis iiyesi olan PON1 HDL ile
ilskili olan ve karacigerden sentezlenen ve c¢ok genis substrat spesifikligine sahip bir
enzimdir (Clement E. Furlong ve digerleri, 2016). PON2 lokalizasyonu agisindan hiicre i¢i
olarak vurgulanan mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulundugu tespit edilmis
yaklagik 43-kDa molekiil agirligma sahip enzimdir. Karaciger, akciger, bobrek, kalp,
pankreas, ince bagirsaklar, kaslar, testis, endotelyal hiicreler ve makrofajlarda bulunan
yegane enzimdir (Clement E. Furlong ve digerleri, 2016). PON3 karacigerden ve az
miktarda da bobreklerden sentezlenen PON1’e benzer sekilde kan dolasiminda HDL’ye
bagli olarak bulunan 40 kDa molekiil agirligina sahip bir glikoproteindir. Ayrica PON3’iin
varlig1 endoplazmik retikulumun intestinal hiicrelerinde ve bazi dokularin mitokondrilerinde

de tespit edilmistir (Clement E. Furlong ve digerleri, 2016).



Sigir PON1 geni, kromozom dort {izerinde bulunur ve 33.000 baz ciftine sahip oldugu
saptanmistir. Sigir PON1 genindeki polimorfizmler ve bunlarin sigirlardaki fonksiyonel
sonuglart hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Farkli genotiplerin tanimlanmasi, PONI
aktivitesi ile iligkili olabilecek PON’in sigir saghigi ve hastaligindaki roliinii anlamak igin

olduk¢a 6nemli olacaktir (Augusto ve digerleri, 2021; Silveira ve digerleri, 2015a).
1.1.4 PON1 Enziminin Biyolojik Fonksiyonu

PON1, PON ailesinin ilk ve iizerinde en ¢ok aragtirmanin yapildigi iiyesi oldugu
goriilmektedir. Daha 6nce belirtildigi gibi, A esteraz olarak adlandirildi, ancak daha sonra,
insektisit parathion’un okson formu olan paraokson'u hidrolize etme yeteneginin kesfinden
sonra PON olarak adlandirilmistir (Aharoni ve digerleri, 2004; Michael I. Mackness, 1989;
Walker, 1993).

PONI1 karacigerde sentezlendikten sonra dolasima salinarak, esas olarak HDL, daha az
oranda cok diisiik yogunluklu lipoproteinlerde ve silomikronlara baglanarak biyolojik
fonksiyonlarini gosterirler (Taler-Verci¢ ve digerleri, 2020). Serbest PON1, HDL'ye bagh
PONI1'den daha diisiik enzimatik aktiviteye sahip oldugu saptanmastir.

PONI1, en o6nemli biyolojik fonksiyonu, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
oksidasyonunu onleyerek ve inflamatuar yanitt bozdugu bilinmektedir (Navab ve digerleri,
1991). S6z konusu enzimin, LDL igerisindeki fosfolipidlerin okside seklini inaktive ettigi ve
lipid peroksidlerinin aterojenik etkilerini nétralize ettigi saptanmistir (Aharoni ve digerleri,

2004).

Bir antioksidan savunma sistemi enzimi olan PON1’in hidrojen peroksidi de igeren
serbest oksijen radikallerini notralize ederek ve kolesterol linoleat hidroksiperoksitlerin
hidrolizini gerceklestirerek lipid peroksidasyonunu inhibe etmektedir (Aharoni ve digerleri,
2004). Ayrica Mackness ve arkadaslari tarafindan 1991°de PON1’in LDL igerisindeki lipid

peroksidlerin kiimelesmesini dnledigini gosterilmistir (Taler-Vercic ve digerleri, 2020).

PONZ’in ikinci 6nemli rolii, spesifik OP maruziyetine kars1 koruma saglamaktir.
Fareler tizerinde yapilan c¢alismalar, PON1'in Klorpirifos okson ve diazokson gibi
organofosfatlara kars1 6énemli bir koruyucu oldugu gosterilmistir (Shih ve digerleri, 1998).
Ayrica yeni dogan insanlar yetiskinlerin ifade ettigi PON1 seviyelerinin sadece ticte birini

ifade eder ve yetiskin PON1 konsantrasyonlarina ulasmak i¢in iki yila kadar ihtiyag



duyarlar. Bu durum kiigiik ¢ocuklarin OP maruziyetine kars1 artan duyarliliginin nedenini

aciklamaktadir (Marsillach, Costa ve Furlong, 2016).

PON1’in diger bir koruyucu rolii, homosistein tiolaktonun (HCTL) hidrolizidir.
HCTL, lisin rezidiileri aracilig1 ile bazi proteinlere baglanarak onlarin denatiirasyonuna ve
islev bozukluguna yol acan toksik bir metabolittir. Yiiksek kan HCTL konsantrasyonlari,
kanser, kardiyovaskiiler, norolojik ve otoimmiin hastaliklarin gelisme riskinin artmasiyla
iliskilendirilmistir (Bacchetti, Ferretti ve Sahebkar, 2019; Seshadri ve digerleri, 2002; Undas
ve digerleri, 2004; Vos, 2008). Ancak, ¢ok diisiik spesifik enzim aktivitesi nedeniyle
PONZ1’in HCTL ile fizyolojik iliskisi sorgulanmaktadir (Billecke S, Draganov, Counsell R,
2000).

1.1.5 Paraoksonaz Enzimi Yapisi

PON’lar kalsiyum iyonlar1 igeren metaloenzimlerdir (Kuo ve Du, 1998). Yapida
bulunan iki kalsiyum iyonunun farkli islevleri oldugu bilinmektedir. Yapisal kalsiyum da
denen ve proteine daha giiclii baglanan kalsiyum iyonu (Ca®"), enzimin stabilizasyonunda
onemli isleve sahip oldugu yapilan calismalar ile saptanmistir. Nitekim Ca*"’nin
uzaklastirilmasi, enzimin doniisiimsiiz denatiirasyonuna sebep oldugu bulunmustur (Harel ve
digerleri, 2004). Katalitik kalsiyum adi verilen diger iyon ise Ca** enzimin aktivitesi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir. Bu iyonun enzimden uzaklagtirilmasi aktivite kaybina neden
olurken tekrar ilave edilmesi ile aktivitenin geri kazanildigi saptanmigtir (Kuo ve Du, 1998).
Ca2+, N224, N270, N168, D269 ve E53’ iin yan zincirlerinde bulunan oksijen atomlar1 ile
etkilestigi gozlenmistir. Bu yapi, enzim-substrat kompleksinin stabilize eden oksianyon

olarak islev gortir.

Hemen hemen tiim PONI1 tiirleri, HDL’ye baglanmak igin gerekli olan sinyal
peptidlerine sahiptir (Draganov ve digerleri, 2005). PON1 ayrica yiiksek oranda

glikozillenmistir, bu da rekombinant olarak iiretilmesini zorlastirir.

E.coli’de rekombinant PONT1 {iiretmeye yonelik ilk girisimler, protein agregasyonu ile
sonuglanmistir (Brushia, Forte, Oda, La Du ve Bielicki, 2001). PON1'in dort potansiyel
glikosilasyon bolgesi vardir ve bunlardan sadece ikisi (N253 ve N324) protein yiizeyinde
bulunur ve bu nedenle glikosidazlar tarafindan N-glikosilasyon i¢in erisilebilir durumdadir

(Harel ve digerleri, 2004; Josse ve digerleri, 2002).
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(Coziiniir rekombinant PON1’in tiretimi, yapisal calismalari PON’larin aktif bolgesi
hakkinda ayrintili bilgilerin elde edilmesini saglamistir Kristal yapinin elde edilmesi ile,
enzimin benzersiz bir aktif bolge kapagina sahip, alt1 kanatli bir B-pervaneyi andiran yapisi

ortaya ¢ikarilmistir (Harel ve digerleri, 2004).

Dortten fazla beta kanathi pervanelerin, diger enzimler arasinda nadir goriilmesine
ragmen, hemen hemen tiim PON’larda goriildiigii saptanmustir. Ayrica her bir kanat spesifik
dort serit icermesi ile dikkat ¢ekmektedir. S6z konusu yapilarin planl bir sekilde 6zel olarak
kapanmasi, proteinin N- ve C-terminal uglarini birbirine baglayan Cys 42 ve Cys 385 sistein
rezidiileri arasinda disiilfit kopriilerinin olusumuna neden olur. S6z konusu bu kopriiler,
enzimin ii¢ boyutlu yapisinin stabilizasyonunda son derece onemli oldugu saptanmistir.
Nitekim, bu sistein rezidiilerinin degistirilmesi ile enzimin tamamen inaktive oldugu

gozlemlenmistir (Josse ve digerleri, 1999).

Ayrica PON1’de ilave bir serbest sistein rezidiisii vardir (Cys284). Bu rezidiiniin,
alanin ile yer degistirmesi paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinde orta derecede bir
azalma ile sonuglandigi saptanmistir (Josse ve digerleri, 1999). Buna ilaveten, Cys284,
PONZ2’in LDL’leri oksidasyondan koruma islevi i¢in gerekli oldugunu gosteren ¢aligmaya

rastlamak miimkiindiir (Aviram ve digerleri, 1998).

Her iki kalsiyum 1yonu da pervanenin merkez tlinelinde birbirine yakin olacak sekilde
konumlandigi Sekil 1.5’te goriilmektedir. PON1'in paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz
aktivitelerinin ayni aktif bolgede gerceklestigi bulunmustur (Harel ve digerleri, 2004;
Khersonsky ve Tawfik, 2006). His115, His 134, His155, His 243 ve His 285 rezidiileri,
Trp281, Aspartat ve Glutamat rezidiileri ( Asp 54, Asp 169, Asp 183, Asp 269, Asp 279,
Glu53 ve Glul95) arilesteraz ve paraoksonaz aktivitelerinde ©Onemli roller aldig

bulunmustur (Estin ve digerleri, 2010).

Ayrica His115/His134 ikilisi, hem laktonaz hem de arilesteraz aktivitelerine aracilik
eder. Bir veya her iki histidindeki mutasyonlar, her iki aktiviteyi de azalttig1 veya tamamen

ortadan kaldirdig1 saptanmistir (Tward ve digerleri, 2002).

PONZY’in stabilitesi ve Kkatalitik aktiviteleri, enzim HDL’lerle etkilesmesi sonucu
biiyiik oranda arttig1 gézlenmistir. Bu durum muhtemelen, HDL’ye baglanma boélgesi ile

aktif bolge arasinda 15 A daha uzak olmasina ragmen bu etkilesmenin aktif bolgede bir seri
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hidrojen baglarimin olusumunu tetikledigi tahmin edilmektedir. Bu hidrojen baglar1 agi,
lakton substratin1 Ca** ile aym konuma getirdigi bildirilmektedir (Ben-David ve digerleri,

2015).

Sekil 1.4: hPON1 enziminin detayli yapisi (Blaha-Nelson, Kriiger, Szeler, Ben-David ve
Kamerlin, 2017).

Sekil 1.4; A-Kirmuzi renkler hidrofobik rezidiileri, yesil renkler de Ca®* iyonlarmi temsil
etmektedir. B- Yiizeyde bulunan hidrofobik rezidii H2 ve katalitik Ca®* iyonu sayesinde
aktif bolge spesifikligi saglanmaktadir ve ayrica kristal yapi icerisinde gosterilen anahtar

rezidiiler hidrojen baglanma mesafesinden sorumludurlar (Blaha-Nelson ve digerleri, 2017).
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1.1.6 Paraoksonaz Enzimi Etki Mekanizmasi

Enzim yapisinda bulunan His134- His115 ¢ifti ve Ca** iyonu ile su molekiiliiniin
varli@1 enzimin katalitik olarak esteraz aktivitesi gostermesinde oldukg¢a onemlidir (Harel ve

digerleri, 2007).

A B His134 H His134 o
N N
. T ROH
Ser139 3 His134 H

His115 )1) . His115 +

/
7% N ”
His115 H\ H- ¥ ;
—H OR 20 OR
:Q ) O
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Sekil 1.5: Paraoksanaz enziminin katalitik bolgesi ve mekanizmasi (Harel ve digerleri,
2007).

Katalitik etkinlige sahip olan Ca** iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif yiiklii
oksijenine 2,2 A uzaklikta bulunmaktadir. Aktif bolgede bulunan His-His cifti, su

molekiiliinden bir proton alarak molekiiliin niikleofilik giiciiniin arttirtlmasini saglamaktadir.

Kataliz ortaminda olusan hidroksil iyonu karbonil veya fosfat esteri ile etkilesim
meydana getirmektedir. Reaksiyon ortaminda meydana gelen kompleksin olusturdugu
tetrahedral diizlem Ca®* iyonu ile kararli hale getirilmektedir. Son asamada olusan yapidaki
ca?t iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklagarak bagin tekrar fosfat veya karbonilin iizerine

aktarilmasina sebep olur ve ester baginin kopmasi saglanmis olur (Harel ve digerleri, 2007).
1.1.7 Paraoksonaz Enziminin Substratlar:

PON’larin hidrolitik aktivitesi i¢in substratlar genellikle molekiiler yapilarina gore

organofosfatlar, aril esterler ve laktonlar olmak iizere ti¢ kategoride siniflandirilir.
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1.1.7.1 Organofosfatlar (OP)

OP’ler yaygin olarak kullanilan bocek oOldiirticiilerdir. Bunlar, genel yapis1i O =
P(OR)3 olan fosfat trieterlerdir. Bu bilesiklerin etki mekanizmalari, sinir sistemindeki

asetilkolinesterazin inhibisyonu ile iliskilidir (Senanayake ve Karalliedde, 1987).

Zayif hidrolize olan paraokson disinda, PON3 ve PON2 neredeyse OP aktivitelerinden
yoksundurlar (Draganov ve digerleri, 2005). Bununla birlikte, PONI1, birkag OP
insektisitinin (parathion, chlorpyrifos, malathion ve diazinon) (Khersonsky ve Tawfik, 2005)
ve sinir ajanlarinin (tabun, sarin, soman ve siklosarin) (Davies ve digerleri, 1996; Kanamori-

Kataoka ve Seto, 2009) aktif metabolitlerini giiglii bir sekilde hidrolize eder.

Paraokson, PON1 igin en iyi bilinen substratlardan biridir ve PON1’in akut OP
zehirlenmesi i¢in bir panzehir olarak terapdtik olarak kullanilmasi icin biiyiik bir potansiyel

oldugu diistiniilmektedir.

1.1.7.2 Aril Esterleri

Yapisal olarak aril esterler, aromatik bir halkaya sahip esterlerdir. Her iic PON
izoformu da arilesteraz aktivitesi sergilerken, PON2 c¢ok diisiik arilesteraz aktivitesine

sahiptir (Draganov, 2010; Teiber, Billecke, La Du ve Draganov, 2007).

Fenil asetat, PON1 i¢in en 1yi bilinen aril ester substratlarindan biridir ancak PON3
tarafindan orta hizda ve PON2 tarafindan ¢ok yavas hidrolize edilir (Draganov, Stetson,
Watson, Billecke ve La Du, 2000); Draganov ve digerleri, 2005).

PON'lar tarafindan aromatik esterlerin hidroliz hiz1 su sekildedir: PON3 > PON1 >
PON2 (Teiber ve digerleri, 2007). PON3’{in aktif bolgesi, statin lakton (siklik ester) ilaglart
gibi hacimli substratlar i¢in bir tercihe sahiptir, bu muhtemelen PON3'iin dstrojen esterleri
iceren hacimli steroid yapilarina karst PON1'e kiyasla daha yiiksek hidrolitik aktivite

gostermesinin nedenidir.

1.1.7.3 Laktonlar

Laktonlar, bir ester bagi iceren siklik karboksilik esterlerdir. Filogenetik, yapisal ve
biyokimyasal veriler, her ii¢ izoenzimlerin farkli diizeylerde laktonaz aktivitelere sahip

oldugunu ortaya koymaktadir (Ben-David ve digerleri, 2012; Billecke S, Draganov D,
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Counsell R, 2000; Draganov ve Teiber, 2008; Draganov, 2010; Draganov ve digerleri, 2005;
Teiber ve digerleri, 2018).

Laktonlar, hiicresel biiyliimeyi, bilgi aligverigini ve farklilagsmay1 etkileme yetenegine
sahip molekiillerdir. Bu nedenle, PON’larin muhtemel fizyolojik fonksiyonlarini, endojen ve
eksojen laktonlar1 hidroliz ederek ve dolayisiyla degistirerek gosterdikleri diistiniilmektedir (

Draganov ve Teiber, 2008).

PON’lar laktonlart ilgili siklik olmayan ester analoglarindan ¢ok daha hizli hidrolize
ederler (Khersonsky ve Tawfik, 2005). Diger yapi-aktivite ¢alismalari, lipofilik bes ve alt1
iiyeli lakton halkalarmin tic PON’un tiimii tarafindan yiiksek 6zgiilliikle hidrolize edildigini
gostermistir. Bu nedenle bu bilesiklerin dogal substratlar1 temsil ettigini diisiindiirmektedir

(Ben-David ve digerleri, 2012; Billecke S, Draganov, Counsell R, 2000).

PON2’nin laktonaz aktivitesi ¢ok daha sinirli oldugu saptanmistir ( Draganov ve La
Du, 2004; Teiber ve digerleri, 2018). PON1 ve PON3 ile karsilastirildiginda, PON2,
bakteriyel patojenlere karsi bir savunma mekanizmasi olarak goérev yapan bakteriyel
cekirdek algilayict molekiiller olan N-acilhomoserin y-laktonlarin (HSL'ler) hidrolizi ve
inaktivasyonu i¢in en yiiksek spesifik aktiviteyi gosterir ( Draganov ve La Du, 2004;

Senanayake ve Karalliedde, 1987).

PON3’iin kristal yapist heniiz belirlenmemis olsa da, saflastirilmis rekombinant
PON’larin kullanildig: substrat 6zgiilliik deneylerine dayanarak, PON3'iin aktif bolgesinin
PON2 ve PONZ1’den daha biiyilk oldugu goriilmektedir. Bu nedenle PON3, hacimli
substratlar1 tutma ve hidrolize etme konusunda daha biiyiik bir yetenege sahiptir, oysa PON1
ikame edilmemis ve kisa zincirli ikame edilmis laktonlar1 katalize edebilir (Draganov, 2010;

Draganov ve digerleri, 2000).

1.1.7.4 Arasidonik Asitin Biyoaktif Lipidleri

Lakto arasidonik asit ve aktif tiirevleri eikosanoidler, son yillarda PON substratlar
olarak daha fazla ilgi gormiistiir. Bu bilesikler, in vivo olarak bir dizi metabolik siirece
aracilik eder ve cesitli kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarin gelisiminde rol oynarlar

(Stgpniewska, Dotggowska, Puchalowicz, Gotembiewska ve Ciechanowski, 2017).
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Aragidonik asidin enzimatik ve enzimatik olmayan iriinleri olan 5-hidroksi-
eikosatetraenoik asit 1,5-lakton (5-HETEL) ve 4-hidroksi-dokosaheksaenoik asit (4-
HDoHE) bilesikleri her ii¢ PON enzimlerinin yiiksek 06zgiilliikte substlar1 oldugu

belirlenmistir.

Ozellikle, 5-HETEL’in simdiye kadar tanimlanan ii¢c PON’un tiimii i¢in en iyi substrat
oldugu bulunmustur (Teiber ve digerleri, 2018). PON1 en yiiksek aktiviteye sahiptir, onu bu
substrata karsi ¢ok az aktiviteye sahip olan PON3 ve PON2 takip eder. 5-HETE ve 5-
HETEL’in, peritoneal makrofaj siklooksijenaz (COX) ile birlikte trombosit notrofil
fosfolipaz A2’yi (PLA2) inhibe ettigi bilinmektedir (Chang, Blazek, Kreft ve Lewis, 1985).

Paraoksonazin 5-HETEL’i hidrolize etme yetenegi, olasi bir fizyolojik diizenleme

mekanizmasini gosterir.

PON3, eikosanoidlere, 5,6-dihidroksi-eikosatrienoik asit laktona (5,6-DHETL) ve
siklo-epoksisiklopentenona (siklo-EC) bilesiklerini oldukga yiiksek diizeyde spesifik olarak

hidroliz ettigi saptanmustir.
1.2 Enzim inhibisyonu

Enzimlerin aktivitesinin azalmasi ya da tamamen durmasi olayina enzim inhibisyonu
denilmektedir. Inhibisyona sebep olan maddeler ise inhibitér olarak adlandirilir. Enzim
inhibisyonu konusu olduk¢a 6nemlidir ve bu konuda literatiirde ¢ok sayida arastirmaya

rastlamak mumkiindur.

Enzim inhibisyonu konusunun bu kadar popiiler olmasmin genel olarak ii¢ farkli
sebebi vardir. Ilk olarak, ¢ogu ilaglar ve toksik maddeler etkilerini bu yolla gerceklestirirler.
Ikincisi, enzimatik aktivitenin kontroliinde tasarlanmis mekanizmalarin temelini enzim
inhibisyonu olusturur. Son olarak enzimlerin etki mekanizmalarinin saptanmasinda enzim

inhibisyonu, énemli bir arag olarak kullanilmaktadir.
1.2.1 PON1 izoenziminin Inhibisyonu

PONZ’in birgok kritik fizyolojik fonksiyona sahip bir enzim oldugundan bahsetmistik.

Bu nedenle s6z konusu enzimin aktivitesinin korunmasi ¢ok 6nemlidir. Farmakolojik
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uygulamalarda kullanilan biyoaktif molekiillerin bu kardiyo-koruyucu enzimin aktivitesi

tizerindeki etkilerinin arastirilmasi yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir.

Daha o6nce belirtildigi gibi PON1 aktivitesi ve yapisinin stabilitesi tamamen kalsiyuma
bagl olacak seklinde tasarlanmistir. Bu nedenle EDTA’nin, PON1 aktivitesini doniisiimsiiz
bir sekilde inhibe ettigi saptanmistir. Bununla birlikte diger bir¢cok katyonlarin da PON1
aktivitesi iizerinde inhibitor etkisi oldugu gosterilmistir. Baryum, lantan, bakir, ¢inko ve civa
katyonlariin sican veya insan karacigerinden elde edilen PONI aktivitesini inhibe ettigi

saptanmistir (Gonzalvo, Gil, Hernandez, Villanueva ve Pla, 1997).

Magnezyum, kobalt, kadmiyum ve nikel iyonlarinin da benzer sekilde PON1 iizerinde
inhibitér etkilerinin oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (Debord, Bollinger, Merle ve
Dantoine, 2003). Ayrica civa ve bakir iyonlarmin Cys285 rezidiisii lizerindeki tiyol
gruplarina baglanarak inhibisyon etkisi gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Debord ve digerleri,

2003; Gonzalvo ve digerleri, 1997).

PONL1'i in vitro olarak gii¢lii bir sekilde inhibe eden kadmiyum, metil civa veya diyet
demirine maruz birakilan farelerde in vivo olarak ayni etkinin goriilmemesi olduk¢a dikkat
cekicidir. Bu durum, plazmadaki bazi proteinlerin metalleri baglayarak PON1 enzimini bu

metallere kars1 korudugu seklinde aciklanmustir.

PONT1'in farmasotik bilesikler tarafindan modiilasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarin
cogu lipid diisiiriicii bilesiklere odaklanilmistir. Statinler ve fibratlarla yapilan bu tiir
caligmalar geliskili sonuglar vermistir. HuH7 insan hepatom hiicreleri tizerinde pravastatin,
simvastatin ve fluvastatine in vitro etkisi incelenmis ve PON1 aktivitesinde %25-50 azalma
ve PON1 mRNA’da ise benzer oranlarda diisiis gézlenmistir. Ayni hiicrelerde fenofibrik
asit, PON1 aktivitesinde %50 ve mRNA’da sirasiyla %50 ve %30 artisa neden olmustur
(Gouédard, Koum-Besson, Barouki ve Morel, 2003).

PON ayrica spironolakton, mevastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin ve
prulifloksasin gibi diiiretikler ve hipokolesterolemik ilaglarin i¢in 6nemli bir hedeftir.
(James, 2000; Malin ve digerleri, 2001; Tomas ve digerleri, 2000). Yaygin olarak kullanilan
intraven0z anesteziklerden olan etomidat, propofol ve ketaminin saflastirilmis hPON1

aktivitesi tizerindeki etkileri incelenmistir (Alici ve digerleri, 2008).
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Tiirkes ve arkadaslari, ¢ok sayida genis spektrumlu antimikrobiyal bilesikler
saflastirmis ve PON1 enzimi iizerindeki etkilerini detaylica aragtirmiglardir. Calisilan
bilesiklerden birinin yarismali digerlerinin de yarismasiz olarak enzimi inhibe ettigi

bulunmustur (Tiirkes ve digerleri, 2019).

Tiim bunlarin disinda arastirma grubumuz tarafindan gelistirilen bir yontemle hPON1
enzimi saflagtirilmis ve saf enzim {izerinde bir¢ok iyon ya da molekiiliin etkileri
saptanmistir. Bu molekiillerden birgogunun klinikte yogun bir sekilde kullanilan ilaglar
olmas1 dikkat c¢ekmektedir. Ayrica inhibitor olarak kullanilan birgok bilesigin
laboratuvarimizda sentezlenen molekiiller olmasi ¢alismalarin 6nemini artirmaktadir (Arslan
ve digerleri, 2012; Dedeoglu, Arslan ve Erzengin, 2014; Ergun, 2022; Karatas ve digerleri,
2019; Karatas, Uslu, Alici, ve digerleri, 2016; Karatas, Uslu, Alici, ve digerleri, 2016; Sayin,
Cakir, Genger ve Arslan, 2012; S Sinan, Kockar, Gencer, Yildirim ve Arslan, 2006; Selma
Sinan, Kockar ve Arslan, 2006; Selma Sinan, Kockar, Gencer, Yildirim ve Arslan, 2006).

Ancak koyun ve sigir PON enzimlerinin inhibisyonu konusundaki ¢aligmalar oldukga
sinirlidir. Merinos ve kivircik koyunlarindan PON enzimi saflagtirilmis ve bazi agir
metallerin bu enzimler Ttizerindeki etkileri saptanmigtir. Calismada kullanilan metal

iyonlarinin s6z konusu enzimleri farkli diizeylerde inhibe ettigi bulunmustur (Erol, Genger,

Arslan ve Arslan, 2013).

Bagka bir calismada ise sigir serumundan PONI1 enzimi saflagtirllmis ve sigir
hastaliklarinda kullanilan bir¢ok ilacin saf enzim iizerindeki modiilasyon etkileri
incelenmigstir. Hesaplanan 1Csp degerlerine gore bazi ilaglarin s6z konusu enzim iizerinde

giiclii inhibisyon etkisine sahip oldugu gortilmiistiir (Arslan ve digerleri, 2012).

Sigir PON enzimi tizerindeki simirl ¢alismalardan baska bir eserde ise PON1 enzimi
sigir spermlerinden saflastirllmis ve agir metallerin bu enzim iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Sperm PON enzimini gii¢lii bir sekilde inhibe eden Cu®*, Mn*, Zn®*, Ni** ve
Pb* *nin spermde oksidatif stres gelisimi ve ardindan sperm kalitesinde diisiis riskini

artirabilen ciddi toksik metaller oldugunu gostermistir (Dedeoglu ve digerleri, 2014).
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1.3 Arastirma Kapsaminda Kullanilan ilaglar

Sigir hastaliklar1 tedavisinde yaygin kullanilan Furosemid, Prednisolon, Metajin,

Enroflaxacin, Anaflex, Symfos, Siilfonamid etken maddeli ilaglar ile ilgili bilgiler asagidaki
gibidir.

1.3.1 Furosemid

Furosemide, (4-kloro-N-(2-furilmetil)-5-siilfamoil antranilik asit), sigirlarda doguma
yakin meydana gelen 6dem durumlarinda kullanilmaktadir (Shaikh, O’Driscoll ve Cullison,
2002). Furosemid mekanizmasi oldukga tartismali olan kuvvetli bir diiiretiktir. Henle kolu
ve proksimal kivrimda sodyumun geri emilimini inhibe etmektedir (Navon, Mishkinsky,

Panigel ve Schoenberg, 1975).

Furosemid insan ve veteriner ilaci olarak ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
kuvvetli asidik bir diiiretiktir. Nefronlarda (henle lobu iizerinde sodyumun geri emilimi ile
ilac etkilesimlerinin meydana geldigi yerde) fonksiyonlarindan dolay1 Loop diiiretigi olarak
siniflandirilmaktadir. Iyonlarin geri emilimi sadece sodyum ve klor ile sinirli olmayip
potasyum, magnezyum, kalsiyum ve daha fazlasimin emilimi s6z konusudur. Klinik
uygulamada Furosemid akciger ile ilgili o6demlerde, kalp, Kkaraciger ve bdobrek
hastaliklarinda ve yiiksek tansiyona baglh olarak gelisen sivi tutulumu durumlarinda tedavi

amagcli olarak kullanilmaktadir (Santini, Redigolo Pezza, Sequinel, Rufino ve Pezza, 2009a).

Ilag intramuskular ve intravendz olarak her hayvan igin giinde 500 mg’lik dozlarda

uygulanmali ve 48 saati asmamalidir (Shaikh ve digerleri, 2002).

O

O OH

SO,NH,
Cl

Sekil 1.6: Furosemid kimyasal yapist (Santini, Redigolo Pezza, Sequinel, Rufino ve Pezza,
2009Db).
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1.3.2 Prednisolon

Prednisolon antienflamatuar ve glukogenetik etkileri olan bir kortikosteroiddir (Pompa
ve digerleri, 2011a). Glukokortikoidler kortizol ve kortizon adrenal korteksten dogal olarak
sentezlenen steroid hormonlardir. Glukokortikoidlerin ¢ok iyi bilinen anti- inflamatuar
ozelliklerinin  temelinde sentetik  glukokortikoid anologlar1 olan  betamethazon,
dekamethazon, metilprednisolon ve Prednisolon, (6n madde olan prednizon kullanimiyla)
sentezlenmesi bulunmaktadir (De Clercq, Vanden Bussche, Croubels, Delahaut ve
Vanhaecke, 2014a).

Prednisolon (prednisolone (pregna-1,4-diene-11b, 17a, 21-triol-3, 20 dione),
yapisinda olan kortizol (pregn-4-ene-11b, 17a, 21-triol-3, 20-dione) ile yakindan iligkilidir
(Arioli, Casati, Fidani, Silvestri ve Pompa, 2012).

Kortikosteroidlerin ¢iftlik hayvanlar1 i¢cin tedavi amagh olarak kullanimi Avupa
Birligi tarafindan diizenlenmistir. Prednisolon maksimum rezidii limiti 4 mg/kg kas i¢i ve
yag dokusu, 10 mg/kg Kkaraciger ve bobrek ve 6 mg/kg siitte belirtilmistir (Arioli ve
digerleri, 2012).

Avrupa Birligi kortikosteroidlerin ¢iftlik hayvanlarinda tedavi amacli kullanimini
yasaklamistir. Ancak Commission Regulation (EEC) Ne 37/2010 tarafindan betametazone,
dexamethasone, metilprednisolon ve Prednisolon i¢in maksimum rezidii sinirlar1 konusunda

yeni bir diizenleme ger¢eklestirmistir (Pompa ve digerleri, 2011b).

Prednizon prednizol’un inaktif On materyalidir ve karacigerde aktive edilir. Bu
steroidlerin adrenokortik aktiviteleri kortizon ve kortizolde oldugu gibidir (Pompa ve
digerleri, 2011b).

Sekil 1.7: Prednisolon kimyasal yapist.
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1.3.3 Metajin (Metamizol)

Metajin, 1 ml’de 500 mg metamizol = dipiron(phenyl-dimethyl pyrazolone-

methylamino methane siilfonate sodium salt) igerir (Vetrehberi, 2022).

Opioid-olmayan analjezik grubu iginde olan asidik-olmayan pyrazole tiirevi olan

metamizole (dipyrone, Novalgin) yiliksek analjezik potansiyeline sahip bir maddedir

(Feldmann, Zuehlke ve Heberer, 2008).

Metamizole (dipiron) bir piralozone tiirevi oldugu, tedavi edici bir ilag oldugu 1922
yilinda ortaya atildi. Insan ve veteriner ilact olarak kullanilan en giiclii opioid-olmayan
analjeziklerden biri oldugu one siiriildi. Giinlimiizde metamizole opioid-olmayan analjezik
olarak siniflandirilirken yillarca steroid olmayan anti inflamatuar ilag sinifina ait oldugu

iddia edilmisti (Jasiecka, Maslanka ve Jaroszewski, 2014).

Kimyasal olarak, metamizole sodyum N-(2,3-dimetil-5-okso-1-fenil-3-pirazolin-4-il)-

N-metilaminometansiilfonat adlandirilir. (Jasiecka ve digerleri, 2014).

/
(\)\ / N
HO/S\\/\N N
o |/
@)

Sekil 1.8: Metamizole kimyasal yapisi.

Metamizole bir opioid-olmayan analjezik, antipretik, ve spazmolitik 6n ilagtir.
Metamizole bagirsaklarda ve kan dolasiminda hizlica aktif ilag olan N-methyl-4-
aminoantipyrine  (N-metil-4-aminoantipirin) (MAA) enzimatik olmayan doniisimii

gerceklesmektedir (Rudin ve digerleri, 2019a).

Bu ilag 6zellikle diiz kaslardaki spazmlardan koken alan agrilarin giderilmesinde aktif
olmasimin yaninda antipretik Ozelliklere ve antispazmotik aktivitelerede sahiptir. Fakat
nadiren de olsa kuvvetli yan etkilere; (agrenalotozis ve akyuvarlarin sayisinda azalma
(I6kopenia) sebep oldugu i¢in giinlimiizde bazi iilkelerde (USA, UK, Sweden) kullanimi
yasaklanmistir. Metamizole’ nin kontrollii kullaniminin ise oldukg¢a giivenli oldugu
diistiniilmektedir. Essiz analjezik 6zelliklere sahip olan bu bilesigin kullanim1 Almanya’da

olduk¢a popiilerdir. Metamizole’nin insanlarda kullanimi bazi Avrupa iilkelerinde,
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Afrika’da, Asya’da ve Kuzey Amerika’da, Japonya’da ve Avustralya’da Metamizole nin

insanlarda sinirlt olarak kullanimi miimkiindiir (Feldmann ve digerleri, 2008).

Metamizole  (sodyum  N-[(2,3- dimetil-5-okso-1-fenil-3-  pirazolin-4-yl)-N-
metilamino] (MT), dipirone olarak bilinen bir pyralozone tiirevi tedavi edici ilag olarak
Almanya’da 1922 yilinda tanitilmistir. Yiiksek etkinlige sahip opioid-olmayan analjezik ilag
olan Metamizole insan ve veteriner ilact olarak siddetli agrilarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Aupanun ve digerleri, 2016a).

Polonya’da metamizole’nin insanlarda kullanim1 igin enjeksiyonluk ¢6zeltisinin elde
edilebilirligi (Sanitas, Lithuania), Pyralgin (Polpharma, Poland] ve verilen hayvan
tirlerinde; sigirlarda, koyunlarda, kegilerde, atlarda, domuzlarda ve kdopeklerde
[monopreparations: Biovetalgin (Biowet Drwalew, Poland), Injectio Pyralgini (Biowet
Putawy, Poland), Pyralgivet (Vet-Agro, Poland), Vetalgin (Intervet International, Poland);
metamizol sodyum ve hyosin biitilbromid i¢eren kompleksler hazirlanmistir (Jasiecka ve

digerleri, 2014).

Metamizole birgok iilkede agregiilotizosis endisesi nedeniyle yasaklanmasina ragmen
bilesik Brezilya ve Almanya gibi {lilkelerde ameliyat sonrasi agrilarmin giderilmesinde

kullanilmaktadir (Hoenicka, Gorki, Traeger ve Liebold, 2017).

Metamitozol’iin Annex II of Council Regulation EEC 2377/90 belirledigi maksimum
rezidi sinir siit ineklerinde 50 kg canli agirlik i¢in 1 g, eti i¢in beslenen sigir tiirlerinde 100

kg i¢in 1 g olarak kas i¢i ve yag dokusu belirlenmistir (Feldmann ve digerleri, 2008).

Insanlarda metamizol’iin kullanimi oral yoldan giinde dért kez 500 -1000 mg
araligindaki dozlarda yonlendirilmistir. Avrupa’da metamizol’iin veteriner ilac1 olarak
kullanim1 yasaklansa da bir¢ok inflamatuar durumda iskelet kaslar1 ve lI6komotor sistemin
tedavilerinde atlarda, sigirlarda ve domuzlarda kullanildigi gosterilmistir (Feldmann ve

digerleri, 2008).

Pyrazolone ila¢ olan metamizole genis bir kullanimi olan analjeziktir. Metamizole ile
tedavi edilmis hastalarin karacigelerinden alinan mikrozomlarinin analizinde sitokromlar

P450, CYP2B6 yiiksek oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Saussele ve digerleri, 2007).
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Insanlarda metamizol hizlica birincil metaboliti olan 4-methylaminoantipyrine (MAA)
hidrolize edilir. Daha sonra MAA 4-formylaminoantipyrine (FAA) ve 4-aminoantypyrine
(AA) (Levy et al., 1995) metabolize edilir (Giorgi ve digerleri, 2015).

Metamizol fizyolojik kosullar altinda primer aktif analjeziklerine hizlica hidrolizlenen
bir 6n ilagtir. Bu reaksiyon Karacigerde ve muhtemelen diger dokularda meydana gelen bu
reaksiyon (Volz and Kellner 1980), bir¢ogu analjezik 6zelliklere sahip olan en azindan yedi

metabolitin olusumuyla sonu¢lanmaktadir (Hoenicka ve digerleri, 2017).

Metamizol oral yol ile kullanimindan sonra gastrointestinal sistemde temel metabolit
olan 4-methylaminoanthypyrine (4-MAA) dontismektedir. Karacigerde meydana gelen
enzimatik olmayan reaksiyon sonucunda 4-MAA’nin diger metabolitleri: 4-
aminoanthypyrine  (4-AA),  4-N-acetylaminoanthypyrine  (4-AAA) and  4-N-
formylaminoanthypyrine (4-FAA) *dir (Bonfim ve digerleri, 2021a).
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Sekil 1.9: Metamizole’nin metabolizmasi (Rudin ve digerleri, 2019b).

Metamizole enzimatik olmayan bir doniisim ile aktif metabolit olan N-methyl-4-
aminoantipyrine (MAA) doniismektedir. MAA enzimatik olarak biyoyararlanim igin
enzimatik olarak 4-aminoantipyrine (AA) ya da N-formyl-4-aminoantipyrine (FAA)
dontisebilmektedir (Rudin ve digerleri, 2019b).
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1.3.4 Enroflaxacin

Enroflaxacin (1-Cyclopropyl-6-fluoro-7-(4-ethyl-1-piperazinyl)-1,4-dihydro-4-oxo-3-
quinolinecarboxylic acid (1-Siklopropil-6- floro-7-(4-etil-1-piperazinil)-1,4- dihidro -4-
okso-3- kinolinkarboksilik asit florokinolin ailesine ait kinolinlerin bir alt sinifidir. Nalidixic
acid 1980’lerde hayvanlarda kullanilmaya baglayan ilk fluorokinolindir. Enroflaxacin 1984
yilinda patent almis olan ilk fluorokinolindir. Enrofloxacin pKal = [5,88 — 6,06] ve pKa2 =
[7,70 — 7,74] degerlerine sahip bir zwitter iyonik molekiildiir. Ciproflaxacin enroflaxacinin

aktif metabolitidir (Trouchon ve Lefebvre, 2016).

Enroflaxacin (ENRO) ve onun aktif metaboliti olan (CIPRO) Floroquinol sinifina ait
genis spektrumlu mikrobiyallerdir. Enroflaxacin veteriner kullanimi igin bakteriyel kokenli

hastaliklarin tedavilerinde kullanilmak igin gelistirilmistir (Otero ve digerleri, 2016).

Enroflaxacin hayvanlarda Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi genis
spektrumlu aktivite gostermektedir. Enroflaxacin’in bakteriyel aktivitesi konsantrasyona
baglidir ve DNA siipersarmalin1 ve DNA sentezini 6nleme yoluyla bakteriyel DNA giraz’in
tip-II topoizomeraz) inhibisyonuna sebep olmaktadir. Enroflaxacin (Bayer Animal Health
GmbH) 0,1 M sodyum hidroksit (NaOH) konsantrasyonlarinda 10 mg/ml stok ¢ozeltileri
halinde bulunmaktadir. Uygulamalarda 10 pg/ml enrofloxacin kullanilmaktadir (Jerjomiceva
ve digerleri, 2014).

HO

Sekil 1.10: Enroflaxacin kimyasal yapisi.
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Sekil 1.11: (a) Nalidixic Acid; (b) Ciprofloxacin and (c) Enrofloxacin yapilari

(Trouchon ve Lefebvre, 2016).

Enroflaxacin  sigirlarda  solunum yolu hastaliklart  tedavisinde

fluorokinolindir. Kullanimi 2,5-5mg/kg oranlarinda 3-5 giindiir (Hamm ve digerleri, 1999).

1.3.5 Anaflex

Anaflex ticari adiyla anilan ilacin etken maddesi meloksikam bilesigidir. S6z konusu

bilesik oksikam grubu antienflamatuar bir ilag olarak kullanilir. Giiglii bir siklooksigenaz

inhibitorii olarak bilinmektedir. Prostaglandin biyosentezini inhibe ederek antienflamatuar,

analjezik ve antiromatizmal etkilerini gostermektedir. Polynoxylin vurgulanan ismi

polyoxymethyleneurea ticari adi Anaflex’ tir (Kennett ve Cohen, 1966).

Polynoxylin ve Noxythiolin (Anaflex and Noxyflex) belirli bakteriyel enfeksiyonlarin

tedavisinde kullanimi Onerilmektedir. Her iki bilesik i¢in formaldehit aciga cikardiklari

gosterilmistir (Kingston, 1965).
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Sekil 1.12: Meloksikam kimyasal yapisi.
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Kimyasal olarak polykondanse iire-formaldehit genis spektrumlu bakteriostatik
ozellikler ve ilaveten fungistatik 6zellikler gostermektedir. Polynoxylin aktivitesinin suyun
varligina bagh oldugu rapor edilmistir. Polynoxylin oral candidozis tedavisinde etkilidir
(Kennett ve Cohen, 1966).

1.3.6 Symfos

Siyanokobalamin-symfos (butofosfan siyanokobalamin kombinasyonu) vitamin B12

ve butafosfan (alfa amino fosfonik asit) bilesimidir (Sahal ve digerleri, 2017).
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Sekil 1.13: Butafosfan kimyasal yapisi.

H,NOC

Sekil 1.14: Siyanokobalamin kimyasal yapisi.

Siyanokobalamin, vitamin B12’nin sentetik bir analogudur. Vitamin B12
(adenozilkobalamin) metilmalonil CoA’nin siiksinil CoA’ya doniisiimiinde kofaktor olarak
kullanilmaktadir (Kennedy ve ark., 1990). Butafosfan ise enerji metabolizmasinda rol

oynayan organik bir fosfor bilesigidir (Yildiz, 2016).
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Ineklerde yavru zarlarinin atilamamas: beslenmeye ve gevresel bircok etmene bagli
olarak gelismektedir. Ineklerde negatif enerji dengesi olusumuna sebep olmaktadir.
Butafosfan ve Vitamin B12 kombinasyonu, ineklerin negatif enerji dengesini minimize
etmek i¢in kullanilmistir (Yildiz, 2016).

Butafosfan siyanokobalamin kombinasyonunun sigirlarda metabolizmay1 destekleyici
oldugu ve ketozis durumlarinda kontrolii sagladig1 arastirmalarla gosterilmistir. Yapilmis
olan baska bir ¢alismada sadece B12 vitamini ya da butafosfan ile kombinasyonunun

laktasyon verimini iyilestirdigi gosterilmistir (Sahal ve digerleri, 2017).
1.3.7 Bakteral

Siilfonamidler (SULs) ve Trimethoprim (TMP) sentetik antibakteriyel ajanlardir. Ilk
stilfonamid bilesigi kullanim1 1932 yilinda gerceklesmis iken TMP kullanimi 1962 yilinda
gergeklesmistir. 1968’den beri TMP’nin SULSs ile kombinasyonu TMP-SUL kombinasyonu
in vitro olarak kullanilmaktadir. Ancak TMP-SUL kombinasyonunun canlilada sinerjik
etkileri tam olarak anlagilamadigi i¢in 1970’ten beri TMP’nin tek basina kullanimi glindeme

gelmistir (Huovinen, Sundstrom, Swedberg ve Skold, 1995).

Stilfonamidler fonksiyonel grup olarak (siilfonil grubuna bagli amin grubu) i¢erdikleri
icin sulfo ilaglar olarak adlandirilan yiizyillardir insan ve hayvanlarin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ilaglardir. Antimikrobiyal 6zelliklerinin yani sira bu ilaglar bir¢ok biyolojik
karakteristiklere; ditiretik, antitiroid ajan, proteaz inhibitorii, hipoglisemik ajan,
antibakteriyel, antifungal, antitumor, antibiyotikler, asit-baz indikatorii ve antihipertroidizm

ajanlar1 sahiptirler (Isik ve digerleri, 2020).
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Sekil 1.15: Siilfadoksin genel yapis:.
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Sekil 1.16: Trimetoprim kimyasal yapisi.

Siilfonamidler para-aminobenzensulphonamide (sulfanilamid) tiirevleridir. Para-NH2
grubu radikallerin serbest amino gruplar ile yer degistirmesi i¢in gereklidir. Amid i¢indeki
NH2’nin siibstiitisyonu antibakteriyel aktivite tizerinde gesitli etkilere sahiptir (Campbell,
1999).

Avrupa Birligi’nin hayvan yetistiriciligi ile ilgili 6nerdigi oldukg¢a genis kullanimi olan
antibiyotikler;  tetrasiklinler, makrolidler, penisilinler,  aminoglioksidler  ve
stilfonamidler/trimethoprim’dir (Haller, Miiller, McArdell, Alder ve Suter, 2002).

1.4 sPON Enzimi ile Tlgili Literatiir Calismalarimin Ozeti

sPONT1 ile ilgili yapilan literatiir aragtirmalarinda, ilk donemlerde genelde klinik
agirhikli caligmalarin yapildigi goriilmektedir. Literatiirde sigir PONI iizerindeki ilk
calismada erken dogum siirecinde siit ineklerinde PON aktivitesinin nasil degistigi
saptanmistir. Bu siiregte hem enzim aktivitesinde hem de antioksidatif kapasitede 6nemli

azalma gozlenmistir (Turk ve digerleri, 2004).

sPONI iizerindeki bir diger calismada ise Holstein ve Japon siyah sigir irklar1 igin
PONI1 aktivitesinin serum ve lipoproteinlerdeki dagilimi arastirilmistir (Miyamoto,
Takahashi, Oohashi, Sato ve Oikawa, 2005).

oo

sPON1 enziminin gebelik donemlerindeki serum aktivitelerinin nasil degistigi
incelenmistir. Normal donem ile gebelik donemi karsilastirilmis ve sigirlarda normal donem
paraoksonaz aktivitesi laktasyon doneminden dnemli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir

(Turk ve digerleri, 2005).
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Klinik agirlikli baska bir calismada ise gecis donemi siit ineklerinde saglik
durumlarinin ve karaciger fonksiyonlarinin plazma paraoksonaz ile olan iligkileri
saptanmistir (Bionaz ve digerleri, 2007). Siit inekleri {izerinde yapilan bir diger incelemede
serum PONI aktivitesinin problemli dogum ile iliskisi arastirilmistir (Bademkiran, Yokus,
Cakir, Durak ve Kurt, 2008).

sPON iizerinde gercgeklestirilen klinik agirlikli ¢alismalarin bir digerinde ise siit
ineklerinde granulosa hiicreleri i¢indeki (PON) 1, 2 ve 3 dagilimi ve serum i¢indeki PON1
seviyeleri incelenmistir. Ilgili hiicrelerdeki PON1 aktivitesinin ¢cok daha yiiksek oldugu
saptanmistir (de Campos ve digerleri, 2017).

Siit ineklerindeki karaciger yaglanmasinin tanisinda PON1 aktivitesinin bir belirteg
olarak kullanilabilecegi konusunda Farid ve arkadaslarinin arastirmasi dikkat ¢ekmektedir

(Farid ve digerleri, 2013).

Sigir serum paraoksonaz 1 (PONI1) iizerinde ilk detayli arastirmalar grubumuz
tarafindan gergeklestirildigi goriilmektedir. Bu arastirmalardan birisinde sPON1 enzimi
hidrofobik etkilesim teknigi ile saflastirilmis ve bazi ilaglarin bu enzim iizerindeki etkileri
saptanmistir. Calisilan ilaglarin mM diizeyinde enzimi giiclii bir sekilde inhibe ettigi

belirlenmistir (Arslan ve digerleri, 2012).

Bir bagka kinetik c¢alismada ise saflastirilmis sigir PON1 enzim aktivitesi iizerine
baz1 agir metallerin inhibisyon etkileri saptanmistir. Hesaplanan ICsq degerlerinden caligilan

iyonlarin 6nemli 6l¢iide etkili oldugu belirtilmistir (Bilen, Beyaztas, Arslan ve Giiler, 2013).

Arastirma ekibimizin tarafindan gergeklestirilen farkli bir calismada ise hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile ilk defa sigir sperminden PON saflastirilarak agir metallerin

inhibisyon etkileri arastirilmistir (Dedeoglu ve digerleri, 2014).

Erzengin ve arkadaslari tarafindan farkli sigir PON enzimlerinin kinetik 6zellikleri
arastirllmistir. Bu amagla ilgili enzimler saflagtirilarak Km ve Vmax degerleri saptanmis ve

yaklagik enzim etkinlikleri hesaplanmistir (Erzengin, Demir, Arslan ve Sinan, 2014).

Sigir PON iizerinde yapilan bir baska calismada serumdan s6z konusu enzim
saflagtirilmis ve immobilize edilerek dogal enzime gore ozelliklerinin nasil degistigi

belirlenmistir (Sayimn ve Guler, 2015).
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Kulka ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢alismada Holstein-Fresian siit inekleri ile serum
paraoksonaz aktivitesi arasindaki korelasyon saptanmistir. Bu amagcla farkli laktasyon
evrelerindeki PON1 aktiviteleri paraokson substrati i¢in, kuru donem 97,2 (+ 22,5), dogum
sonrasi 83,2 (+ 30,7) ve laktasyon piki 90,93 (+ 29.,40) olarak, fenil asetat substrati i¢in ise
siras1 ile 207,56 (+48,7), 168,26 (+23,8) ve 184 (+50) olarak saptanmistir (Kulka ve
digerleri, 2014).

Sigir paraoksanaz enzimi iizerindeki bir diger calismada PONI1 promotdr bdolge
niikleotit polimorfizmi belirlenmis ve bu ¢aligmada siit inekleri igin serum PONT1 aktivitesi

(P < 0,05) olarak tespit edilmistir (Silveira ve digerleri, 2015b).

Folnozic ve ark. Tarafindan Holstein- Friesian siit inekleri ile gecis donemlerindeki
metabolik gostergeler olan serum lipid mobilizasyonunu ve oksidatif stres arasindaki iligki
arastirllmistir.  Bu calismada PONI1 seviyeleri ile toplam kolesterol ve HDL-C
konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli derecede pozitif bir iliski saptanirken NEFA gostergeleri

ile negatif bir iliskinin oldugu tesbit edilmistir (Silveira ve digerleri, 2015b).

Rekombinant PON1 (rPON1)’in sigir oosit maturasyonunu {izerine olan etkilerinin
saptanmasi amaciyla Rincon ve arkadaglari tarafindan bir arastirma planlanmig ve in vitro
olarak embriyo gelisimi sirasinda IVM medium (Biotecnologia Animal, Brasilia, Brazil)
0,00, 0,02, 0,04 ve 0,08 mg mlI™ uygulama sonrasinda PON1 arilesteraz aktivitesi 2,2 (+
0,4), 15,5 (+1,5), 30,2 (+ 3,0) ve 57,9 (+5,0) U mi™ saptanmustir (Rincon ve digerleri, 2016).

Sigir PON iizerinde baska bir calismada ise oksidatif strese sahip sigirlarda 6nemli

derecede diisiik enzim seviyeleri ve arilesteraz belirlenmistir (Taha ve digerleri, 2016).

Ayrica sigir PON enziminin esteraz ve paraoksonaz aktiviteleri iizerine ibuprofen ve
warfarin etkileri saptanmistir. Klinik agirlikli bir diger ¢aligmada ise farkl sigir irklarinin
normal ve dogum sonrasi donemlerdeki paraoksan ve fenilasetat substratlar1 kullanilarak

serum PON aktiviteleri saptanmistir (Kulka, Kotodziejska-Lesisz ve Klucinski, 2016).

Sigir PON ile ilgili yapilan bir baska calismada siit ineklerinde paraoksonaz-1
aktivitesi ve lipid mobilizasyonu arasindaki iliski arastirilmistir. Bu calismada buzagilarda
serum PONI aktiviteleri diisiik olarak tesbit edilmisken, 26-60 giinlilk dogum sonrasi

donemi i¢in onemli derecede arttig1 saptanmustir (Turk ve digerleri, 2016).
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Ayrica gecis donemlerindeki diivelerde, metabolik adaptasyon prosesi olarak, lipit
mobilizasyonunu ve oksidatif stresi arastirmak {izere yapilan ¢alismada PON1 seviyeleri ile
toplam kolesterol, HDL-C ve trigliseridler arasinda pozitif bir iligski saptanirken, FFA, BHB
and bilirubin seviyeleri arasinda ters bir iliskinin oldugu saptanmistir. PON1 seviyelerindeki
degisimlerin lipid metabolizmasin1 ve negatif enerji dengesini etkiledigi sonucuna

ulasilmistir (Turk ve digerleri, 2016).

Gegis donemindeki siit ineklerinde metabolik durumun belirlenmesi amaciyla PON1
enziminin belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermek amaciyla (Ercan, Yoku, Can ve
Koghan, 2017; Rohenkohl ve digerleri, 2017) yapilmis olan bir c¢alismada peripartum

donemlerinde serum PON1 aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir.

PON enziminin belirte¢ olarak kullanilabilecegini gosteren diger bir calismada ise
gebe sigirlarda erken donem komplikasyonlarin tespiti igin paraoksonaz seviyeleri
saptanarak, klinik olarak komplikasyonlarin erken teshisi icin artmis PONI1 seviyelerinin

gosterge olabilecegi vurgulanmistir (Ercan ve digerleri, 2017).

Park ve ark. tarafindan konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada buzagilarda cinsiyet
farkliliklar1 gozetilmeksizin et kalitesi ile serum PONI seviyeleri arasindaki iliski
arastirilmis ve diisiik PON seviyeleri ile diislik et kalitesi arasinda paralellik saptanmistir

(Park ve digerleri, 2019).

Bu konuda yapilan farkli bir ¢alismada Holstein sigirlarda siiperovulasyon ile serum
PONI1 seviyelerindeki artis arasindaki iligki arastirilmistir (Alkan, Satilmis, Karasahin,
Dursun ve Erdem, 2021).

Klinik agirlikli ¢aligmada ise buzagilarda dexamethasone’un yasadisi olarak
kullaniminin serum paroksanaz / arilesteraz 1 aktivitesinin bir biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi konusunda arastirma yapilmistir. Bu amacla tedavi amaciyla kullanilan
diger glukokortikoidlerin, PON1 iizerine olan etkileri aragtirilmis ve PON1’in negatif sonug
olusturan durumlar i¢in biyomarker olarak kullanilabilecegi ancak pozitif durum igeren
sonuglar igin histolojik belirlemelere ihtiyag duyulacagi saptanmistir (Guglielmetti ve
digerleri, 2014).
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1.5 KPON enzimi ile ilgili literatiir calismalariin 6zeti

Yapilan literatiir arastirmas1 sonucu koyun PON enzimi ile ilgili ¢calismalarin son
derece smirli oldugu gorilmiistir. Tarafimizdan tespit edilen calismalar asagida

Ozetlenmistir.

Konu ile ilgili ilk rastlanan ¢aligsmada kismen saflastirilan koyun PON enziminin bazi
ozellikleri incelenerek insan PON ile karsilastirilmasi yapilmistir (Mackness, Hallam, Peard,
Warner ve Walker, 1985).

Koyun PON ile ilgili ik kapsamli aragtirmalar grubumuz tarafindan
gerceklestirilmigtir. Bu c¢alismalarin birisinde Karacabey Merinos, Kivircik, Tahirova,
Akkaraman ve Dagli¢ 1rki koyun irklarindan saflastirilan PON enziminin karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. PON1’in Km ve Vmax degerleri belirlenmis ve yaklasik katalitik
etkinlikleri saptanmugtir. Kivircik PONT en yiiksek, Karacabey Merinos PON1 ise en diisiik
etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir (M. Arslan, 2011).

Arastirma ekibimiz tarafindan gerceklestirilen bir diger calismada ise Merinos ve
Kivircik 1tk koyun kan serumlarindan hidrofobik etkilesim teknigi ile saflastirilmis olan
PON enzimlerinin kinetik ve elektroforetik 6zellikleri aydinlatilarak agir metallere karsi

afiniteleri belirlenmistir (M. Arslan, 2011).

Koyun PON enziminin inhibisyonuna yonelik baska bir ¢alismada ise karaciger
mikrozom hiicrelerinden PONT1 enzimi jel filtrasyon teknigi kullanilarak saflagtirilmis ve saf
enzim iizerinde bazi pestisitlerin etkileri arastirilmistir. Kullanilan pestisitlerin  pM

diizeyinde enzimi inhibe ettigi saptanmistir (Koncuk Cebeci, Alim ve Beydemir, 2014).

Russell ve ark. tarafindan paraoksonaz enzimi c¢esitli organofosfor metabolitlerini
hidrolizinini tiirler arasindaki farkliliga gore incelenmis ve koyun PON1 ig¢in klorpirifos-
okson 66,806 + 0,451 B, paraokson 3,843 (+0,061) D, Metil paraokson 0,937 (+0,080)
olarak saptanmustir (Carr, Dail, Chambers ve Chambers, 2015).

Koyun PON enzimi ile yapilan Kklinik agirlikli bir ¢alismada ise paraoksonaz-1’in
karaciger, bobrek ve iskembedeki dagilimini incelenmis ve PON1’in paraoksonaz aktivitesi,

karacigerde 1,74 (+0,10), bobrekte 1,42 (+0,04) tespit edilirken, iskembede varlig
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saptanamamistir. PON1’in arilesteraz aktivitesi ise karacigerde 0,26 (+0,01), bobrekte 0,25
(£0,02) olarak bulunmustur (Sharaf, Taha, Mandour, Lebda ve EImorshedy, 2016).

Deveci ve arkadaslar1 koyunlarda ayak ve agiz hastaliklarinda paraoksonaz aktivitesini
ve oksidatif stres ile olan iligkisini arastirmis ve yapilmis olan bu ¢alismada oksidatif strese
karst onemli antioksidant etkiye PONI1 konsantrasyonlarinin serum PON1 (P < 0,001)
oldugu ve kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda oldukg¢a diisiik bir degerde oldugu

saptanmistir (Deveci ve digerleri, 2018).

Ayni arastirma ekibinin yaptig1 diger bir calismada ise enfekte koyunlarda
paraoksonaz aktivitesinin nasil degistigi arastirilmistir. Sonug olarak, saglikli koyunlarda
PON1 218,54 (+17,93) U/L, olarak belirlenirken, enfekte koyunlarda bu deger 174,92

(+18,68) U/L olarak saptanmistir (Deveci ve digerleri, 2018).

Klinik agirlikli koyun PON enzimi ile ilgili farkli bir arastirmada ise koyunlarda
dogum sonrasi karaciger yaglanmasi tanisi i¢in kan paraoksonaz seviyelerinin ve diger
biyokimyasal gostergelerin  kullabilabilecegini  gosterilmistir. Caligmada  karaciger
yaglanmasi tanis1 olan koyunlar ve saglikli koyunlar olarak iki gruba ayrilarak serum PONI
seviyeleri ve diger biyokimyasal gostergeler incelenmis ve karaciger yaglanmasi olan
koyunlarda azalmig PON1 seviyeleri (P < 0,05) saptanirken kontrol grubundan 74,0 U/mL
daha diisiik seviyede saptanmistir. Bu ¢alisma koyunlarda karaciger yaglanmasi gostergesi
olarak PON1 ve diger biyokimyasal gostergelerin kullanilabilecegini dogrulamistir (Cao ve
digerleri, 2017).

Pradieé, J. ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada koyunlarda folikiiler sivi ve
seminal plazma paraoksonaz aktivitelerinin tespit edilmistir. Koyunlarda standart PONI
aktiviteleri disilerde 286,8 (+£96,2) U/mLve erkeklerde 237,6 (+18,9) U/mL olarak tesbit
edilmisken disilerde serum ve folikiiler sivi i¢indeki PON1 aktivitelerinde (148,8 + 15,7
U/mL) pozitif iligki sonucunda iki kattan daha fazla bir artis ve erkeklerde seminal plazmada
serumdan on kat daha diisiik bir seviyede (21,18 (£14,2) U/mL) aktivite belirlenmistir
(Pradie¢ ve digerleri, 2017).

Konu ile ilgili klinik bir ¢alismada karacigeri Cysticercus tenuicollis ile enfekte
koyunlarda enfeksiyon siiresince paraoksonaz aktivitesi degisimini incelemistir. Bu amagla

saglikli ve enfekte koyunlardan elde edilen PON aktiviteleri saptanmistir. Enfekte olan
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koyunlarin olusturdugu grupta PON seviyelerinde (P < 0,01) 6nemli derecelerde azalma

tespit edilmistir (Azimzadeh, Amniattalab ve Eslampanah, 2018).

Ayrica farkli bir mikroorganizma ile enfekte koyunlarda benzer ¢alismalar yapilmis ve
sonugta enfekte koyunlarda PON aktivitesinde azalma gozlemlenmistir (Irak ve digerleri,

2018).

Nadaroglu ve arkadaslar1 tarafindan Morkaraman irki normal ve emziren koyunlardan
elde edilen basta PON olmak iizere bazi enzimlerin aktivitesi tizerine florfenikol bilesiginin
etkisi arastirilmistir. Sonu¢ olarak PON1 ve CAT enziminin aktivitelerinde artis
gozlemlenirken, SOD ve GPX enzimleri, florfenikol tarafindan inhibe edildigi saptanmistir

(Nadaroglu, Kucukoglu ve Koc, 2013).

Bu konu ile ilgili tespit edebildigimiz son ¢alismada ise gebelik siireci boyunca farkli
donemlerdeki oksidatif stresin varligini tesbit etmek amaciyla bir aragtira yapilmistir. Tashla
ve ark. Tarafindan gerceklestirilen bu calismada, koyunlar; gebe olmayan kontrol grubu,
erken donem gebe, orta donem gebe, son donem gebe olarak gruplandirilmistir. Gebe
koyunlarda PON1 seviyeleri ve diger biyokimyasal parametrelerin (P < 0,05) onemli
derecede farklilik gosterdigi kaydedilmistir. Gebelik siirecindeki koyunlarda diger bazi
biyokimyasal parametrelerde artis gozlemlenirken PON-1 seviyelerinde 6nemli derecelerde

azalmalar kaydedilmistir (Tashla, Cosi¢, Kuréubié, Prodanovi¢ ve Puvada, 2021).
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller
2.1.1 Kullamlan Kimyasal Maddeler

Sefaroz 4B, L-Tirozin, 1-naftilamin, N,N,N,N’ tetrametilendiamin (TEMED),
standart serum albiimin, paraokson, trihidroksi metil aminometan (Tris-Base), sodyum
hidroksit, aseton, Tris-HCI, hidroklorik asit ve sodyum dihidrojen fosfat Sigma Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Etil alkol, amonyum siilfat, 3-merkapto etanol, sodyum dodesil
stilfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum persiilfat, bromo fenol mavisi,
gliserol, Coomassie brillant blue G-250, fosforik asit, tetrahidrofuran ve 4-iyodo anilin
Merck firmasindan temin edilmistir. Furosal / lasix (Furosemid), Cortal / Prednol
(Prednisolon), Metazin (Metajin), Ennolen (Enroflaxacin), Enaflex (Anaflex), IPM Ilag
(Symfos) ve Bakteral (Siilfonamid) piyasadan temin edilmistir. Sigir ve koyun kan
numuneleri veteriner hekim kontroliinde mezbahaneden atik kan olarak temin edilmis ve

ayn1 giin deneysel ¢alismalarda kullanilmak iizere bizlere ulastirilmistir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Sogutmali santrifiij :  Sigma 3-30K

pH metre - Orion- model 920A
UV-Spektrofotometre .  Biotek Power Wave XS
Manyetik karistirici - Torrey Pines Scientific
Terazi - Sartorius BL 210S
Otomatik pipetler - Eppendorf, Brand
Kromatografi Kolonu - Pharmacia Fine Chemicals
Gradient Mikser - Atta Magnetik Karistirict ve Gradient Tiip
Vorteks - Fisons Whirli Mixer

Buz makinesi - Fiocchetti AF 10
Elektroforez Sistemi - Hoefer, HSI

2.1.3 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

0,1 M Sodyum bikarbonat (NaHCO3) tamponu (pH: 10,0); 0,05 mol (4,2005 g) sodyum
bikarbonat 450 mL saf suda ¢oziiliip, sodyum hidroksit ile pH degeri 10’a ayarlanir. Daha

sonra hazirlanan ¢ozeltinin son hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.
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0,2 M Sodyum bikarbonat (NaHCO3) tamponu (pH: 8,8); 0,05 mol (4,2005 g) sodyum
bikarbonat 100 mL saf suda ¢oziiliip 0,05 molar sodyum hidroksit ile pH degeri 8,8’¢

ayarlanir. Daha sonra hazirlanan ¢6zeltinin son hacmi saf su ile 250 mL’ye tamamlanir.

0,01 M Di Sodyum Hidrojen Fosfat (Na,HPO, ) tamponu (pH:6); 0,700g (0,005mol)
Na;HPO, 450mL saf suda ¢oziilip pH degeri 6’ya ayarlanir. Daha sonra hazirlanan

¢Ozeltinin son hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.

Dengeleme tamponu: I M Amonyum siilfat (NH4),SO4 i¢eren, 0,1M Di Sodyum Hidrojen
Fosfat( Na,HPO,) tamponu (pH: 8,0); 7,1g (0,05 mol) Na,HPO, ve 66,079 (0,5mol) (
NH,)2SO4 450 ml saf suda ¢6ziiliip HCI ile pH degeri 8’e ayarlanir. Daha sonra hazirlanan

¢ozeltinin hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.

Eliisyon tamponu; 0,1 M Di Sodyum Hidrojen Fosfat ( Na,HPO,) tamponu (pH: 8,0); 7,1 g
(0,05 mol) Na;HPO,4 450 ml saf suda ¢oziildiikten sonra HCI ile pH degeri 8’e ayarlanir.

Daha sonra hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.

Bradford Cozeltisi; 50 mg Coomassie brillant blue G-250 25ml etanol igerisinde
¢oziildiikten sonra ¢ozeltiye 50 mL %95°lik fosforik asit ilave edilir. Daha sonra ¢ozelti

hacmi 500 ml’ye tamamlanir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin alinmasi icin kullamilan
tampon; 0,1 M Tris-Baz tamponu (pH: 8,0); 0,605g (0,005mol) Tris-Base 45 mL saf suda
¢ozildiikten sonra 0,05 molar HCI ile pH degeri 8’¢ ayarlanir ve daha sonra hacmi saf su ile

50 mL’ye tamamlanur.

Bazal aktivite tamponu; 2 mM CaCl; iceren 100 mM Tris-HCI, (pH 8); 1,642 g (12,5
mmol) Tris 100 mLsaf suda ¢oziildiikten HCI ile pH degeri 8’e ayarlanir. Daha sonra 0,0277

g (0,025 mmol) CaCl; ilave edilerek son hacim 125 ml’ye tamamlanr.

Substrat ¢ozeltisi; 5,4 ul paraokson, 0,5 mL asetonda iyice ¢6ziiliir ve daha sonra tizerine
0,5 mL bazal aktivite tamponu eklenir ve iyice karistirildiktan sonra kullanilir. Giinliik taze

olarak hazirlanmasina dikkat edilmelidir.

Akril amid/Bis ¢ozeltisi; 15 g Akril amid, 0,4 g Bis alinarak son hacim saf su ile 50 mL'ye

tamamlanir.
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1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) tamponu; 11,82 g Tris-HCI ¢ok kiigiik bir hacim saf suda
¢ozildiikten sonra 0,1 M NaOH ile pH degeri 8,8’¢ ayarlanir ve son hacim saf su ile 50

mL'ye tamamlanir.

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) tamponu; 3,94 g Tris-HCI ¢ok kiigiik bir hacim saf suda
¢ozildiikten sonra 0,1 M NaOH ile pH degeri 8,8’¢ ayarlanir ve son hacim saf su ile 50

mL'ye tamamlanir.
% 10 'luk SDS c¢ozeltisi; SDS 1g alinir ve son hacim saf su ile 10 mL'ye tamamlanir.

% 10'luk amonyum persiilfat c¢ozeltisi; 1 gram amonyum persiilfatin alinmasi ve son

hacmin saf su ile 10 mL'ye tamamlanmasiyla hazirlanir.

Elektroforez numune tamponu; Uygun bir kapta, 0,5 M Tris-HCI (pH:6,8) soliisyonundan
2,5 mL, %10Tuk SDS soliisyonundan 4,0 mL, gliserol soliisyonundan 2,0 mL, fB-
merkaptoetanol ¢ozeltisinden 1,0 mL, 0,01 g bromfenol mavisi ve saf su_c¢ozeltisinden 0,5

mL alinarak karistirilir.

Elektroforez tank tamponu; Tris-HCl’den 3 g, Glisin’den 14,4 g ve SDS’den 1,0 g alinir

ve uygun bir kapta karistirilir.

%10’luk ayirma jeli; Akril amid/Bis (16,65 mL), saf su (20,1 mL), 1,5 M tris-HCL (pH:
8,8) ( 12,5 mL) % 10 'luk SDS 0,5uL, TEMED 25uL ve 750uL %10'luk amonyum

persiilfat alinir ve uygun bir kapta karistirlir.

%3’liikk yigma jeli; Akril amid/Bis (2,6 mL), saf su (12,2 mL), 0,5 M Tris-HCL (pH: 6,8)
(5 mL) % 10 'luk SDS 200 uL, TEMED 20 pL ve 400 pL %10'luk amonyum persiilfat

aliir ve uygun bir kapta karistirilarak elde edilir.

Renklendirme c¢ozeltisi; 0,66 gram Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanol
icerisinde ¢oOziliir. Elde edilen ¢ozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL saf su ilave

edilerek karistirilir.

Renk acma cozeltisi; 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirilarak
olusturulan bu ¢6zelti hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL saf su hacim

oranlarina sahiptir.
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2.2 YONTEMLER
2.2.1  Sigir Paraoksonaz (sPON) Enzimininin Saflastirilmasi

2.2.1.1 Kan numunelerinin elde edilmesi

S1gir kan numuneleri kuru kan tiipleri igerisine alindi. Daha sonra bu numuneler, 5000
rpm’de, 10 dakika santrifiij edilip serum kisimlar1 ayrilarak bir meziir igerisinde toplandi ve

hacmi belirlendi (Erol ve digerleri, 2013).
2.2.1.2 Amonyum Siilfatla Coktiirme

Amonyum = siilfat c¢oktiirmesi ile SsPON enziminin kismen saflastirilmasi
hedeflenmektedir. Amonyum siilfat tuzunun tercih edilme sebepleri arasinda; proteinlerin
belirli doygunluk derecelerine gore ¢okelmesini saglama, protein yapisina zarar vermeme ve

2 degerlikli bir tuz olmasi gibi 6zellikleri bulunmaktadir.

Daha onceden yapilan calismalar dogrultusunda sPON enzimi i¢in de c¢okelme
fraksiyonlar1 % 60 - % 80 olarak gerceklestirildi. S6z konusu islemde kullanilacak olan

amonyum siilfat miktar1 agagidaki formiile gére hesaplandi.

1.77xV%(S, — S, )
3.54 -8,

E{NH‘J;!SO -

V: Serum hacmi
S1: Mevcut amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri seklinde)
S2: Istenilen amonyum siilfat doygunlugu (1’in kesri seklinde)

Elde edilen fraksiyonlar +4 °C’de (Tiirkes, 2019), 45 dakika boyunca 15.000 rpm‘de
(Erol ve digerleri, 2013) santrifiij edildi. Elde edilen ¢okeltiler daha sonraki saflagtirma

basamaklarinda kullanilmak tizere uygun tampon yardimiyla ¢oziildi.
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2.2.1.3 hsPON Enzimin Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi (HEK) ile

Saflastirilmasi

Grubumuz tarafindan sentezlenmis olan Sefaroz 4B-L-tirozin 1-naftilamin HEK jeli
ile hsPON enzimi sigir serumundan saflastirilmigtir. Bu amagla uygun bir kolana
paketlenmis olan jel, IM amonyum siilfat igeren 0,1 M pH’1 8 olan Na,HPO, tamponu ile
dengeleme islemi gerceklestirilmistir. Bu tampon, jel seviyesine indiginde amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonucunda elde edilen serum ¢ozeltisi kolona eklendi. 1 M (NH4),SO, igeren 0,1
M di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) tamponu (pH: 8,0) ve 0,1 M Na,HPO, tamponu
(pH: 8,0) gradient mikser kullanilarak yiiksek tuz derisiminden diisiige dogru tuz gradienti
olusturuldu. 1,5 mL fraksiyonlar halinde eliiatlar toplandi. Daha sonra kolon dengeleme

tamponuyla yikandu.

Toplanan eliiatlarda, 280 nm’de kalitatif protein tayini, Bradford metoduyla kantitatif
protein tayini ve son olarak da aktivite 6l¢timleri yapildi. Elde edilen bulgular Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2 “de verilmistir.

+

N

——O—C COOH

Q Hl\ll—(IZH—CHZ—QOH

Sekil 2.1: Sefaroz 4B-L-tirozin-1-naftilaminin yapisi.

2.2.2 Koyun Paraoksonaz (KPON1) Enzimininin Saflastirilmasi

Koyun kan numuneleri de 2.2.1.1°de bahsedilen islemlerin ardindan % 60 - % 80

araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak kismi olarak saflagtirildi.

Daha sonra yeni sentezledigimiz Sefaroz 4B-L-tirozin-4-iyodo-anilin kimyasal
yapisina sahip HEK ile 2.2.1.3°deki gibi saflastirma islemi gergeklestirilerek eliiatlar
toplandi. Toplanan eliiatlarda, kalitatif protein tayini, kantitatif protein tayini ve aktivite

Olgtimleri yapildi.
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2.2.3  Yeni Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi (HEK) Jelinin Sentezi
2.2.3.1 Sefaroz 4B’nin Aktiflestirilmesi

[k olarak 10 mL Sefaroz 4B, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Daha sonra
lizerine esit hacimde saf su ilavesi gerceklestirildikten sonra g¢eker ocak icerisine
yerlestirildi. Manyetik karistirict ile karistirilmakta olan jel slispansiyonuna 4 g CNBr ilave

edildi.

Stispansiyonun pH’1 4 M NaOH ile 11’e ¢ikarildi ve reaksiyon ortaminin bu pH’da
muhafaza edilmesi saglandi. pH’1n sabitlendiginden emin oluncaya kadar reaksiyona devam
edildi. Reaksiyon ortaminda sicakliginda kontrolii gerektigi icin bir miktar buz siispansiyon

ortamina eklendi ve elde edilen karigim bir buhner hunisine alindi.

Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1 M Sodyum bikarbonat (NaHCOj3) tamponu

(pH:10) ile slispansiyonun yikanmasi islemi gergeklestirildi.

/ T\ —OH ) . ./_.,»—-<\ OCN
{ ) r - \ )
Ho__\» i CNO——— S
Sefaroz 4B (matriks) Aktiflestirilmis Sefaroz 4B

Sekil 2.2: Sefaroz 4B’nin aktiflestirilmesi.

2.2.3.2 L-tirozinin Baglanmasi

Sefarose -4B jeli CNBr ile aktive edildikten sonra L-tirozinin aktive edilmis olan jele
baglanmasi1 gergeklestirilir (Erol ve digerleri, 2013). CNBr ile aktiflestirilmis matriks
tizerine, 15 mg L-tirozin ihtiva eden 0,1 M Sodyum bikarbonat (NaHCO3) tamponundan
(pH: 10) 20 ml eklendi ve karigim 90 dakika boyunca karistirildi.

Elde edilen siispansiyon 16 saat 4 °C’de bekletildi. Siirenin sonunda siispansiyon
ortaminda reaksiyona girmeden kalmis olan L-tirozini uzaklagtirmak amaci ile yaklasik
olarak 1,5 L saf su ile yikandi. Yikama islemine 100 mL 0,2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8,8)
ile devam edildi. L-tirozinle modifiye Sefaroz 4B, ayni1 tamponun (0,2 M NaHCO3, pH: 8,8)

40 mL’si i¢ine alinarak uzant1 kolunun baglama islemi tamamland.
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2.2.3.3 4-lyodo-Anilin’in Baglanmasi

4-iyodo - anilin’in 0,04 mg’1 0 OC civarinda 10 ml tetrahidrofuran (THF) igerisinde
¢oziildii. 75 mg NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL 1 M HCI i¢inde hazirlanan ¢ozelti, 4-
iyodo-anilin ¢ozeltisine damla damla eklendi. Reaksiyon’un gergeklesmesi igin 10 dakika

beklendi ve boylece diazolama isleme gerceklesmis oldu.

Daha sonra diazolanmis 4-iyodo anilin, 40 mL Sefaroz 4B-L-tirozin siispansiyonuna
ilave edildi. Ortamin pH degeri 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda
karistirildi.

Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01 M di sodyum hidrojen fosfat
(Na2HPO4)  (pH 6,0) tamponu ile yikandi. Yikama isleminden sonra ayni tamponda

muhafaza edildi.

Bu siire sonunda menekse renkli olan ¢ikis maddelerinden agik kahverengiyi andiran

kiremit renginde bir jel elde edildi.

COOH

NH,
OCN HN———CH—CHZ |
0~ T ICOOH
LT”OZ'“ HN—CH—CH2—< :}——OH
CNO———=

Aktiflestiriimis Sefaroz-4B Sefaroz-4B-L-Tirozin
NH,
4-lyodo-Anilin
/
I
—C  cooH
HN—CH—CH, OH
CNO——=

Sefaroz-4B-L-Tirozin 4-lyodo Anilin

Sekil 2.3: 4-iyodo anilin bilesiginin baglanmasi.

41



2.2.4  Protein Tayini
2.2.4.1 Kalitatif Protein Tayini

HEK teknigiyle saflastirma isleminde topladigimiz eliatlarin kalitatif protein tayinleri
spektrofotometrik olarak yapildi. Bunun i¢in UV bolgede (280 nm) absorbans ol¢limleri
yapildi. Olgiimler UV bélgede alindig1 icin kuvars kiivetlerde yapildi.

Temelde bu metot, yapisinda aromatik halkaya sahip olan tirozin, triptofan ve
fenilalanin gibi  amino asitlerin 280 nm’de UV isinlar1 absorbe etmeleri ilkesine
dayanmaktadir (Jaenicke, 1987). Olgiimlerde kor olarak proteinlerin iginde bulundugu

tampon ¢ozelti kullanildi.
2.2.4.2 Kantitatif Protein Tayini

Kantitatif protein tayini i¢in, kolay uygulanabilen ve giivenilir bir analitik metot olan
Bradford Metodu kullanildi. Standart protein ¢ozeltisi olarak sigir serum albiimin kullanildi.
Spektrofotometrik yontemle yapilan Ol¢iimler 595 nm’de gergeklestirildi (Tirkes, 2019).
Bradford yontemi, kisa siirede uygulanabiliyor olma, proteinlerin bozucu faktorlerden daha

az etkilenmesi ve hassasiyetinin 1-100 pg/mL arasinda olmasi sebebiyle tercih edildi.

1 mL’lik hacimde 1 mg protein bulunan standart sigir serum albiimin ¢ozeltisinden
deney tiiplerine sirasiyla 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alindi. Tiiplerin
hacimleri 100 mM Tris-HCI tamponu (pH:8) ile 0,1 mL’ye tamamlandi. Coomassie brillant
blue G-250 reaktifinden 5SmL’lik hacimlerde tiim tiiplere eklendi ve 10 dk. boyunca vorteks
yardimiyla hizlica karistirildi. Daha sonra tiim tiiplerin kore karsit 595 nm’de absorbans
degerleri olgiildii. Olgiilen absorbans degerlerine karsilik pg/mL protein degerleri ile

standart grafik hazirlandi (Sekil 3.3).

Protein miktarin1 tespit edecegimiz enzim ¢ozeltilerinden ikiser paralel ¢alismak iizere
tiiplere 0,1 mL alindi ve iizerlerine 5 mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi eklendi.
Vorteksle 10 dk. karistirilan numunelerin 595 nm’de absorbans degerleri Olciildi. Elde
edilen iki absorbans degerinin ortalamasina karsilik gelen protein miktar1 standart grafik

yardimi ile tayin edildi.
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2.2.5 Enzim Aktivite Tayini

PONI1 enziminin aktivitesi spektrofotometrik sekilde 6l¢iildii (Gan, Smolen, Eckerson
ve La Du, 1991). Asagidaki sekilde verilen reaksiyonda olusan p-nitrofenoliin miktari, 37
°C’de 412 nm’de 1 dk.’daki absorbansta meydana gelen degisimle bulundu. Bunun icin 50
puL enzim ¢ozeltisi ve hazirlamis oldugumuz substrat + bazal aktivite tamponundan 1 mL
olacak sekilde karistirilip Ol¢lim iglemine gegildi (Renault ve digerleri, 2006). Ayni islem

enzimsiz ortamda da yapilarak aradaki fark tespit edildi ve enzim aktivitesi hesaplandi.

2.2.6  Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

Enzim Safliginin Kontrolii

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi proteinleri boyutlarina gore ayirabilmek igin
tasarlanmig bir metoddur (Ossipow, Laemmli ve Schibler, 1993). Enzimin saflig1 ve alt
birimlerinin kompozisyonu Laemli’nin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edildi
(Tiirkes, 2019).

SDS-PAGE, enzimin saflagtirma iglemlerinden sonra uygulandi. YoOnteme gore,
%10’luk ve % 3’lik akrilamid konsantrasyonlardaki yigma ve ayirma jelleri ile
sekillendirilmektedir. Elektroforez ortamina uygulanan numunelerin daha sonra Coomassie
Brillant Blue R-250, % 50 metanol ve %10 asetik asit ile goriiniir hale gelmesi saglanir.
Daha sonra elde edilen goriintii fotograflanmaktadir (Erol ve digerleri, 2013).

Elektroforez sisteminde yiirlitme alaninin olusturulmasinda kullanilan cam plakalar
once saf su ile daha sonra da etil alkol ile temizlendi ve iyice kurulandi. Cam plakalar uygun
sekilde sizdirmazlik kontrolii yapilarak sistem iizerine sabitlendi. Daha 6nce hazirlanisi
verilen ayirma jeli uygun bir sekilde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek pipet
yardimu ile st kistmda 2-3 cm bosluk kalincaya kadar plakalarin arasina ilave edildi. Birkag

saat polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in beklendi.

Polimerizasyon gerceklestikten sonra yigma jelinin ilavesinde ayrica sistemde
numunelerin eklenebilmesi i¢in gerekli olan kuyucuklarin olusturulmasi amaci ile sistemin
bir parcast olan tarak yerlestirilmesi gerceklestirildi. Polimerizasyonun gerceklestiginden
emin olundugu anda sisteme yerlestirilen tarak sistemden ¢ikarildi. Olusan kuyucuklar 6nce
saf su ile ardindan tank tamponu ile yikanarak temizlendi. Elde edilen bu jel sistemi

elektroforez sistemi igerisine yerlestirildi ve yiiriitme tamponu tank sistemine yerlestirildi.
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Hidrofobik etkilesim teknigi kullanilarak yiliksek aktivite degerine sahip numuneler
elde edildi. Bu numuneler, numune tamponu ile 1:1 oraninda karistirilarak bir ¢ozelti
olusturuldu. Diger standart numuneler de ayn1 oranda karistirildi ve 100°C'lik bir sicak su
banyosunda 3 dakika boyunca bekletildi. Ardindan, numuneler sogutuldu ve elektroforez
sistemindeki kuyucuklara yiiklendi. Sistem gii¢ kaynagma baglandi ve akim 80 volt'a
ayarlandi. Bu sekilde proteinlerin jeldeki hareketleri incelendi. Numune tamponuna ait bant,
jel tizerinde belirginlestiginde voltaj 120 volt'a yiikseltildi ve yiiriitme islemi jelin altinda 1

cm kalincaya kadar devam etti.

Son olarak, gii¢ kaynagi kapatildi ve cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.
Jelin yigma jeli igeren kuyucuklarin bulundugu kismi kesilerek protein bantlarinin
bulundugu ayirma jeli kismi kesilerek renklendirme ¢ozeltisi igerisine yerlestirildi. 1-1,5
saat calkalama islemi gerceklestirildi. Daha sonra jel bu ¢ozeltiden alinarak renksizlestirme
cozeltisi igerisine yerlestirildi. Bu ¢ozelti protein bantlar1 belirgin hale gelinceye kadar
aralikli olarak degistirildi. Bu islemlerin ardindan belirginlesmis hale gelen bantlar jel

gorlintiileme sistemi ile dijital ortama alind1 (Sekil 3.4).
2.2.7 Bazilaclarin 1Csy Degerlerinin Bulunmasi

Veteriner hekimlikte hayvan hastaliklarinin tedavisinde sikc¢a kullanilan bazi ilaglar
(Furosal / lasix (Furosemid), Cortal / Prednol (Prednisolon), Metazin (Metajin), Ennolen
(Enroflaxacin), Enaflex (Anaflex), IPM Ila¢ (Symfos) ve Bakteral (Siilfonamid), SPON1 ve

kPONT enzimleri i¢in inhibitor olarak kullanildi ve 1Csq degerleri hesaplandi.

Bunun igin, ilk olarak inhibitorsiiz ortamda enzimlerin aktiviteleri belirlendi ve bu
%100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra degisik inhibitdr derisimleriyle birlikte
enzimlerin aktiviteleri 6l¢iildli ve inhibitorsiiz aktiviteye gore % aktiviteleri belirlenerek, %
Aktivite - [I] grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4-18). Grafiklerden elde ettigimiz denklemlerden

yararlanarak % 100 aktiviteyi yartya indiren inhibit6r derisimleri (ICsg) belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat tuzu, proteinlerin belirli doygunluk derecelerine gore ¢okelmesini
saglama, protein yapisina zarar vermeme ve 2 degerlikli bir tuz olma gibi 6zellikleri tercih
edilme sebepleri arasinda verilebilmektedir.  Paraoksonaz i¢in ¢Okelme fraksiyonlari
literatiir arastirmalarina dayanilarak % 60 - % 80 olarak gerceklestirildi ve elde edilen

fraksiyonlar +4 °C’de, 20 dakika boyunca 15.000 rpm'de santrifiij edildi.

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sirasinda kullanilan tuz miktarlar1 asagida verilen formiil

ile belirlendi.

1.77xVx(S, — S, )
3.54- 5,

g(NH4)2S04 =

V: Kan serumu hacmi (mL)
S1: Amonyum siilfatin doygunlugu, 1'e boliinmiis halde ifade edilmektedir.

S2: Istenen amonyum siilfatin doygunlugu, 1'e béliinmiis halde ifade edilmektedir.

3.1.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Hidrofobik etkilesim kolonu daha 6ncede belirtildigi sekilde kolonun 1 M Amonyum
stilffat (NH,4),SOy4 igeren, 0,1 M Di Sodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO,4) tamponu (pH:8,0)
ile dengelendi. Dengeleme islemi tamamlanmis olan hidrofobik kolona amonyum siilfat
coktiirmesi sonucu elde edilen serum ¢o6zeltisi ilave edildi. Kolon ile baglanti kurulan
gradient mikserin hazneleri, 1 M Amonyum siilfat (NH,4),SO,4 igeren 0,1M Di Sodyum
Hidrojen Fosfat( Na;HPQO,4) tamponu (pH:8,0) (Tuzlu) ve 0,1 M Di Sodyum Hidrojen Fosfat
(NapHPO,) (pH:8,0) (Tuzsuz) tamponlari ile dolduruldu.

Gradient sisteminin kolon ile baglantisi saglandi. Gradient mikserdeki hazneler arasi
baglant1 sisteminin agilmasi ile tuzlu ve tuzsuz tamponlarin karigmas: saglanarak eliisyon

islemi gerceklestirildi. Eliiantlar 1,5 ml’lik hacimlerde alinmaya baslandi. Numune alimi
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elisyon tamponunun kolondan gecisi sirasinda da devam edildi. Yaklasik olarak 41 tiipliik

numune alimi1 gerceklestirildi.

Hidrofobik kolon ile saflastirilmasi gergeklestirilmis olan sigir paraoksonaz ve koyun
paraoksonaz enzimlerinin 280 nm’de kalitatif protein tayinleri ve 412 nm’de aktivite

tayinleri gergeklestirildi. Elde edilen protein-aktivite verileri grafik edilerek Sigir

Paraoksonaz, Koyun Paraoksonaz Eliisyon grafikleri ¢izildi (Sekil:3.1, Sekil:3.2).
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Sekil 3.1: hsPON1’in paraoksonaz aktivitesi.
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Sekil 3.2: KPON1’in paraoksonaz aktivitesi.
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3.1.3 Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayinleri i¢in kolay uygulanabilen ve giivenilir bir analitik metod
olan Bradford Metodu tercih edildi. Tayinler sirasinda standart olarak sigir serum albiimin

kullanild1 ve spektrofotometrik dl¢timler 595 nm’de gergeklestirildi (Ttirkes, 2019).

Tablo 3. 1: Bradford Metodu i¢in kullanilan veriler

Tiip no: Standart ~ Coomassie Cson Cson(ug/mL) Abs(595nm)
BSA (ul)  Brillant Blue G-  (mg/mL)
250 reaktifi (uL)

1 10 5100 0,00196 1,96 0,0264
2 20 5100 0,00392 3,92 0,0822
3 30 5100 0,00588 5,88 0,1233
4 40 5100 0,00784 7,84 0,2008
5 50 5100 0,00980 9,80 0,2162
6 70 5100 0,01373 13,73 0,3209
7 80 5100 0,01569 15,69 0,3367
8 90 5100 0,01765 17,65 0,4127

05 -

04 - y = 0,0233x - 0,0066

R?=0,991

Absorbans (595nm)
o
N

Ptotein (ug/mL)

Sekil 3. 3: Bradford Metodu i¢in kullanilan standart grafik.
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Tablo 3. 2: hsPON i¢in saflastirma tablosu.

Hacim Aktivite Toplam Protein  Toplam Spesifik % Saflagtirma
(mL) (U/mL) Aktivite Miktar1  Protein Aktivite  Verim Derecesi
(U/mL) (mg/mL) (mg) (U/mg)

Amonyum
siilfat 32ml  617,5 19760 1,16 37,12 532,3 - -
coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 2ml 1817,5 3635 0,015 0,03 121167,0 18,4 2276

Kromatografisi

Tablo 3.3: Koyun PON igin saflastirma tablosu

Hacim Aktivite Toplam Protein  Toplam Spesifik % Saflastirma
(mL) (U/mL) Aktivite Miktar1  Protein  Aktivite Verim Derecesi
(U/mL) (mg/mL) (mg) (U/mg)

Amonyum
siilfat 4ml 480 1920 0,79 3,16 607,6 - -
coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 2ml 847,5 1965 0,019 0,038  44605,3 88,3 734
Kromatografisi

3.1.4 Serum Paraoksonaz Enzimi I¢cin SDS Poliakrilamid jel Elektroforezi

Kantitatif SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi 6n saflagtirma basamaklar1 ve
Hidrofobik Etkilesim Kolonu ile saflastirma isleminin sonrasinda enzimin safliginin
kontrolii amaciyla yapilmaktadir. Bolim 2.2.6’da anlatilmis olan elektroforez sistemine
saflastirilmig olan paraoksonaz enzim numunesi tatbik edilerek enzimin saflik kontrolleri

gerceklestirildi.

Protein bantlari jel goriintiileme sistemi ile bilgisayar ortamina aktarildi ve elde edilen

gortintiiler Sekil 3.4°de verilmektedir.
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KPON1 sPON1 MW (kDa)

-116.0

-66.2

-45.0

-35.0

-18.4

-14.4

Sekil 3. 4: Saf KPON ve hsPON enzimlerine ait SDS-PAGE goriintiisii.

3.1.5 Serum Paraoksonaz Enzimi Uzerinde Inhibisyon Etkisi Gosteren Hayvan

Hastahklarinda Yaygin Kullaninm Olan ilaclarin IC50 degerlerinin Saptanmasi

Deneysel c¢alismalarimizda saflagtirmis oldugumuz sigir PON ve koyun PON
enzimlerinin hayvan hastaliklar1 tedavisinde yaygm kullanimi1 olan ilaglarin IC50
degerlerinin saptanmast gerceklestirildi. Paraoksan substratinin ImM’lik

konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri yapildu.

Inhibitér yoklugunda elde edilen aktivite ve inhibitér varliginda elde edilen aktivite
degerleri birbirilerine oranlanarak 100 degeri ile ¢arpilmasi suretiyle yiizde aktivite degerleri
saptandi. Elde edilen yiizde aktivite degerleri farkli ila¢ konsantrasyonlarina karsi grafik
edilerek % Aktivite-[I] ¢izildi. Elde edilmis olan grafiklerin egimlerinden ilaglarin ICsy
degerleri tayin edildi (Cizelge 3.5-3.18).
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Tablo 3.4: Furosemid ilag etken maddesine ait bilgiler ve hsPON enzimi i¢in ICso degeri

. . MA Miktan 1Csp (m M)
Ila¢ Etken Madde Kimyasal Yapisi (g/mol) (mg/mL) (Sizr)

H

0, 0
I\ H
Furosemid QVN 330,745 20 10,08
SONH,
Cl

Tablo 3.5: hSigir PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Furosemid’in ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ilag konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
‘ Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(uLl) Absorbans (U/mL
(412nm) dak)
800 100 50 50 0,0285
725 100 125 50 0,0233
700 100 150 50 0,0199 0,0339
600 100 250 50 0,0018
120
100
y =-0,266x2 - 2,0295% + 97,534
» 80 R2=0,9931
s
£ 60
g
S 40
20
0
0 5 10 15 20
Furosemid (mM)

Sekil 3.5: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflagtirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.6: Prednisolon ilag¢ etken maddesine ait bilgiler ve hsPON enzimi i¢in ICsq degeri.

. . MA Miktar1 I1C50 (MM)
Ila¢ Etken Madde Kimyasal Yapisi (g/mol) (mg/mL) (S1gir)
Prednisolon 358,428 20 13,41

Tablo 3.7: hSigir PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Prednisolon’un ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(ul) Inhibitér(uL) Enzim(uL) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
650 100 200 50 0,0108
550 100 300 50 0,0106 0,0335
500 100 350 50 0,0021
120
100
80 y =-0,1626x%2 - 1,5271x + 99,788
2 R2=0,9971
2
£ 60
g
S 40
20
0
0 5 10 15 20 25
Prednisolon (mM)

Sekil 3. 6: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli Prednisolon konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3. 8: Metamizol ila¢ etken maddesine ait bilgiler ve hsPON enzimi i¢in ICsq degeri

. ) MA Miktari ICs0 (MM)
Ila¢ Etken Madde Kimyasal Yapisi (g/mol) (mg/mL) (S1gir)
(\)\ / N/
Metamizol HO’S\(\)/\;\j N\Q 333,341 500 24,2
o)

Tablo 3. 9: hSigir PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Metamizol’iin ICs
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢dzelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
. Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(uLl) Absorbans (U/mL
(412nm) dak)
15 100 50 50 0,0054
30 100 125 50 0,0041 0,0114
40 100 150 50 0,0027
120
100
80
® y =0,0224x2 - 2,5387x + 98,371
£ R>=0,9761
£ 60
$
o 40 ‘
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70
Metamizol (mM)

Sekil 3. 7: 1 mM paraokson substrat1 konsantrasyonunda saflastirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli Metamizol konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.10: Enroflaksasin ilag etken maddesine ait bilgiler ve hsPON enzimi igin ICs

degeri.
Ilag Etken Kimvasal Yapisi MA Miktar1 (:T?IS;.I)
Madde y P (g/mol) (mgmL) i)

[e] (e}

F
HO
. |
Enroflaksasin mrw 359,4 100 1,32

Tablo 3.11: hSigir PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Enroflaksasin’in ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
‘ Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(ul) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
848 100 2 50 0,0254
840 100 10 50 0,0037 0,0311
830 100 20 50 0,0014

120
100

80
y =5,1945x? - 46,567x + 102,5

R2=0,9972

60
40

%Aktivite

20

-20

Enrofloksasin (mM)

Sekil 3. 8: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli Enroflaksasin konsantrasyonlarina karsi % aktivite grafigi.
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Tablo 3.12: Meloksikam ila¢ etken maddesine ait bilgiler ve hsPON enzimi i¢in ICso degeri.

Ilag Etken Kimyasal Yapisi MA (g/mol) Miktari ICs0 (MM)
Madde (mg/mL) (S1g1r)
"</\R\l O OH
| A A
Meloksikam H% 351,403 5 4,31
/N\S\
N

Tablo 3.13: hSigir PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gésteren Meloksikam’in ICs
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlart ile elde

edilen veriler.
. Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(uLl) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
530 100 320 50 0,0133
525 100 325 50 0,01 0,0339
500 100 350 50 0,0067
120
100
L, 80
s
£ 60
< y =-6,218x2 + 15,192x + 100
S R2=0,9911
40
20
0
0 1 2 3 4 5 6
Meloksikam (mM)

Sekil 3. 9: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli Meloksikam konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.14: Butafosfan ilag etken maddesine ait bilgiler ve hsPON enzimi i¢in ICso degeri.

Ilag Etken Kimyasal Yapisi MA (g/mol) Miktar1 ICso (MM)
Madde (mg/mL) (S1g1r)

0 H
I

|
Butafosfan o /TXN\/\/ 178,19 100 24,3
H

Tablo 3.15: hSigir PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Butafosfan’in ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlart ile elde

edilen veriler.
‘ Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(uLl) Absorbans (U/mL
(412nm) dak)
795 100 55 50 0,0105
785 100 65 50 0,0097 0,029
770 100 80 50 0,0048
120
100 y = 0,0107%2 - 2,3102x + 99,877
R2=0,9948
° 80
=
£ 60
g
S
40
20
0
0 10 20 30 40 50
Butafosfan (mM)

Sekil 3.10: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli Butafosfan konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.16:Siilfadoksin+ Trimetoprim ilag etken maddesine ait bilgiler ve sSPON enzimi i¢in

|C5o degeri.
Ilag Etken . Miktar1 I1Cs50 (MM)
Madde Kimyasal Yapisi MA (g/mol) (mg/mL) (Sigir)
HoN o/
Tk
SO
Sulfadoksin ©0 N
310,33 100
/ /
' _ NH, | / / 5,15
Trimetoprim N o
|
HZN)\N/ o 290,32 20
o\

Tablo 3.17: hSigir PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren
Stilfadoksin/Trimetoprim’in ICsp degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve
ila¢ konsantrasyonlari ile elde edilen veriler.

. . Absorbans PON Aktivite
Tampon(pl) Substrat(ul) Inhibitdr(pnl) Enzim(ul) (412nm)  Absorbans (U/ml dak)

815 100 35 50 0,0138
810 100 40 50 0,0103
805 100 45 50 0,075 0,0332
800 100 50 50 0,063
790 100 60 50 0,0051

120

100

y =0,359x? - 11,631x + 100,39

80 R*=0,9931

60

%Aktivite

40

20

0 5 10 15
Sulfadoksin, Trimetoprin (mM)

Sekil 3.11: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis hsigir serum PON
enzimi i¢in farkli Stilfadoksin/Trimetoprim konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.18: Furosemid ila¢ etken maddesine ait bilgiler ve kKPON enzimi i¢in 1Csy degeri.

[la¢ Etken ) MA Miktar1 ICs0 (MM)
Madde ~ imvyasalYapist o0y (mgiml) (Koyun)

Os OH
O
0 330,745 20 9,87

SO,NH,

Furosemid

Cl

Tablo 3.19: Koyun PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Furosemid’in ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
. Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(pul) (412nm) Absorbans
(U/mL dak)
800 100 50 50 0,0368
750 100 100 50 0,0256
700 100 150 50 0,0215 0,0415
650 100 200 50 0,0195
600 100 250 50 0,012
120
y =0,1073x2 - 6,2563x + 101,31
100 2=0,9714
@ 80
=
£ 60
<
S 40
20
0
0 5 10 15 20
Furosemid (mM)

Sekil 3.12: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis koyun serum PON
enzimi i¢in farkli Furosemid konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.20: Prednisolon ilag etken maddesine ait bilgiler ve kPON enzimi i¢in ICsy degeri.

fla¢ Etken . ICso
Madde Kimyasal Yapisi ( I/\:In'?)l) (lr\n/hl/(:slr_l) (mM)
g g (Koyun)
Prednisolon 358,428 20 6,75

Tablo 3.21: Koyun PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Prednisolon’un ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢dzelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
. Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(pl) Enzim(uLl) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
800 100 50 50 0,0326
750 100 100 50 0,0245
700 100 150 50 0,0156 0,0415
650 100 200 50 0,0135
600 100 250 50 0,0106

120

y =0,2985x2 - 9,6103x + 101,27
R2=10,9934

100

80

60

% Aktivite

40

20

0 5 10 15
Prednisolon (mM)

Sekil 3.13: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastiriimis koyun serum PON
enzimi i¢in farkli Prednisolon konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.22: Metamizol ilag etken maddesine ait bilgiler ve kKPON enzimi igin ICsy degeri.

[la¢ Etken . Miktar1 ICs0 (MM)
Madde Kimyasal Yapisi MA (g/mol) (mg/mL) (Koyun)
o
Metamizol HO’S\\O/\;\J N 333,341 500 170,3
0

Tablo 3.23: Koyun PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren Metamizol’iin ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve ilag konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
Tampon(ul) Substrat(ul) inhibitor(ul) Enzim(ul) Azgi"zrrf’r?]r)‘s Absgr(gaanA(kLtJI/\r/rﬁe )
800 100 50 50 0,0348
750 100 100 50 0,0237
700 100 150 50 0,0144 0,0415
650 100 200 50 0,0105
600 100 250 50 0,0092

120

100

80

g y = 0,0004x2 - 0,3838x + 103,8
£ 60 R2=0,9838
<
o
> 40
20
0

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Metamizol (mM)

Sekil 3.14: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis koyun serum PON
enzimi i¢in farkli Metamizol konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.

59



Tablo 3.24: Enroflaksasin ilag etken maddesine ait bilgiler ve KPON enzimi i¢in ICsq degeri.

fla¢ Etken MA Miktari ICs0 (MM)

Madde Kimyasal Yapist (@mol)  (mg/mL)  (Koyun)
(@] (@]

HO)KEBi;[F
Enroflaksasin N N/\ 359,4 100 42,21

A bNﬁ

CHs

Tablo 3.25: Koyun PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Enroflaksasin’in ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(ul) Inhibitér(uL) Enzim(uL) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
800 100 50 50 0,0331
750 100 100 50 0,0261
700 100 150 50 0,0221 0,0415
650 100 200 50 0,0158
600 100 250 50 0,0111
120
100
y =0,0047x2 - 1,3582x + 98,959
g 80 R>=0,9961
=
£ 60
<
S 40
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Enrofloksasin (mM)

Sekil 3.15: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis koyun serum PON
enzimi i¢in farkli Enroflaksasin konsantrasyonlarina karst % aktivite grafigi.
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Tablo 3.26: Meloksikam ilag etken maddesine ait bilgiler ve kKPON enzimi i¢in ICsy degeri.

Ilag Etken Kimyasal Yapisi MA (g/mol) Miktar1 ICso (MM)
Madde (mg/mL) (Koyun)

’</\r\\1 O OH
. S)\N =
Meloksikam H 351,403 5 1,56
/N\s
0 \\o

i

Tablo 3.27: Koyun PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gésteren Meloksikam’in ICs
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlart ile elde

edilen veriler.
. Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(uLl) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
800 100 50 50 0,0282
750 100 100 50 0,0234
700 100 150 50 0,0152 0,0415
650 100 200 50 0,0105
600 100 250 50 0,0054
120
y = 3,5196x? - 35,919x + 97,435
100 R2=0,9897
» 80
S
X 60
<
> 40
20
0
0 1 2 3 4
Meloksikam (mM)

Sekil 3.16: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis koyun serum PON
enzimi i¢in farkli Meloksikam konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.

61



Tablo 3.28: Butafosfan ilag etken maddesine ait bilgiler ve KPON enzimi i¢in ICsq degeri.

Ilag Etken Kimyasal Yapisi MA (g/mol) Miktari ICso (MM)
Madde (mg/mL) (Koyun)

0 H
I |

Butafosfan HO /TXN\/\/ 178,19 100 48,3
H

Tablo 3.29: Koyun PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Butafosfan’in ICsg
degerinin saptanmasinda kullanilan ¢dzelti miktarlar1 ve ila¢ konsantrasyonlari ile elde

edilen veriler.
. Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(pl) Enzim(uLl) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
800 100 50 50 0,0266
750 100 100 50 0,0116
700 100 150 50 0,0127 0,0415
650 100 200 50 0,0099
600 100 250 50 0,0049
120
100 y =0,0043x2 - 1,1819x + 97,083
o 80 R?=10,983
=
£ 60
<
S 40
20
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Butafosfan (mM)

Sekil 3.17: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastiriimis koyun serum PON
enzimi i¢in farkli Butafosfan konsantrasyonlarina kars1 % aktivite grafigi.
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Tablo 3.30: Siilfadoksin+ Trimetoprim ila¢ etken maddesine ait bilgiler ve kPON enzimi

icin ICsg degeri.
Ilag Etken . Miktar1 ICs0 (MM)
Madde Kimyasal Yapisi MA (g/mol) (mg/mL) (Koyun)
O
N A0

Sulfadoksin 00 Ny N

310,33 100
/ /
/ / 21,3

Trimetoprim NH, |

"f N o) 290,32 20
HZN/kN/ o~
Oy

Tablo 3.31: Koyun PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren
Stilfadoksin/Trimetoprim’in ICsp degerinin saptanmasinda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve
ila¢ konsantrasyonlari ile elde edilen veriler.

' Absorbans PON Aktivite
Tampon(uL) Substrat(uL) Inhibitér(ul) Enzim(ul) (412nm) Absorbans (U/mL
dak)
800 100 50 50 0,0322
750 100 100 50 0,0203
700 100 150 50 0,0175 0,0415
650 100 200 50 0,01
600 100 250 50 0,01
120
100 y =0,0288x2 - 3,0079x + 101,06
R?=0,9862
. 80
s
v 60
<
S
40
20
0
0 10 20 30 40 50 60
Sulfadoksin, Trimetoprin (mM)

Sekil 3.18: 1 mM paraokson substrati konsantrasyonunda saflastirilmis koyun serum PON
enzimi i¢in farkl Siilfadoksin/Trimetoprim konsantrasyonlarina karsi % aktivite grafigi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Giris boliimiinde de detaylica agiklandigi gibi PONI1, disiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) oksidasyonunu inhibe etme Kkabiliyeti nedeniyle anti-aterosklerotik 6zellikler

gosteren bir enzimdir (Otocka-Kmiecik, 2022).

Ayrica organofosfat insektisitler ve homosistein tiyolaktonlar da dahil olmak {izere
cesitli bilesikleri hidroliz etme o6zelliklerini sergiledikleri bilinmektedir (Taha ve digerleri,
2016).

Bu nedenle, serum PONI aktivitesini modiile edebilecek faktorler lizerinde ¢ok yogun
aragtirmalar yapilmis ve yapilmaya devam etmektedir. Ancak basta koyun ve sigir olmak
iizere hayvan PONI enzimleri {lizerine yapilan ¢alismalarin son derece sinirli oldugu yapilan
literatiir calismas1 sonucu tespit edilmistir. Bu nedenle ¢alismamizdan elde edilen sonuglarin

bu konudaki eksikligin giderilmesinde dnemli katkilar saglayacag diisiincesindeyiz.

Doktora tezi kapsamindaki bu galismada koyun ve sigir serumundan hidrofobik
etkilesim teknigi ile saflastirllan PON1 enzimi {izerinde bazi ilaglarin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Ilaclar, hastaliklarin kontrolii, dnlenmesi ve iyilestirmesi igin tasarlanmis
molekiillerdir (Ronconi ve Sadler, 2007). Bu molekiiller, canli organizmadaki proteinler,
niikleik asitler, reseptdrler, enzimler, hormonlar gibi c¢esitli bilesiklerle etkileserek
fonksiyonlarim1 gergeklestirirler. Bir ilacin terapétik etkisinin yalnizca hedef bolgede
diizenlenmesi ve hedef molekiille etkilesmesi istenmektedir (Grant, Hopper, Speight,
Macrobert ve Bown, 1993; Kelleher ve digerleri, 2009; March, 2022). Ancak canli
organizmanin toplam biyomolekiil matrisinin, bilinenden ¢ok daha karmasik ve incelikli
olarak tasarlandigi kabul edilmektedir (Harms ve Thornton, 2013; Weber, 2016). Bu nedenle
kullanilan ilaglarin hedef biyomolekiil disinda diger enzim ve biyomolekiiller iizerindeki
etkilerinin saptanmasimin ve giivenli dozda ila¢ kullaniminin olduk¢a 6nemli oldugu

kanaatindeyiz.

Aragtirmamizi iki boliime ayirmak miimkiindiir. Ik béliimde daha 6nce arastirma
gurubumuz tarafindan sentezlenen hidrofobik jel kullanilarak sigir serumundan sPONI
saflastirilmis ve s6z konusu ilaglara karsi afiniteleri arastirilmistir. ikinci boliimde ise farkli

bir ligant kullanilarak yeni bir hidrofobik jel sentezlenmistir. Yeni sentezlenen jel ile koyun
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serumundan kPONI1 enziminin saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Saf kPON1 enzimi

izerinde ayni ilaglarin etkileri aragtirilmigtir.

Arastirmamizda hsPON1 ve kPONI1 iizerinde etkileri incelenen ilaglar; Furosemid,
Prednisolon, Metamizol, Enroflaxacin, Meloksikam, Symfos ve Bakteral olarak

belirlenmistir. Bu bilesiklerin se¢ilis nedenleri asagida 6zetlenmistir;

Furosemid, etki mekanizmasi oldukga tartigmali olan kuvvetli bir ditiretiktir (Navon ve
digerleri, 1975). Sigirlarda doguma yakin meydana gelen Odem durumlarinda
kullanilmaktadir (Shaikh ve digerleri, 2002). Ilag¢ intramuskular ve intravendz olarak her
hayvan i¢in giinde 500 mg olacak dozlarda uygulanmaktadir (Shaikh ve digerleri, 2002).
Basta s18ir ve koyun olmak iizere bir¢ok hayvanda kullanilan oldukg¢a popiiler bir ilagtir.

Prednisolon, adrenokortikal yetmezligi, inflamatuar durumlar ve bazi kanser tiirlerini
tedavi etmek i¢in kullanilan bir glukokortikoiddir. Ayni zamanda Prednisolon, anti-
inflamatuar, immiinosupresif, anti-neoplastik ve vazokonstriktif etkileri i¢in kullanilan
kortizole benzer bir glukokortikoiddir (De Clercq, Vanden Bussche, Croubels, Delahaut ve
Vanhaecke, 2014b).

Metamizol, siddetli ve kalici ates ve agriyr gidermek icin kullanilan ates diisiiriicii ve
analjezik bir ilactir (Aupanun ve digerleri, 2016b). Metamizol (dipiron), asit olmayan
nonopioidler grubuna ait bir pirazolon tirevidir (Feldmann ve digerleri, 2008). Olumlu
gastrointestinal tolere edilebilirlige sahip giiclii bir analjezik ve ates diisiiriicii olarak kabul

edilir (Bonfim ve digerleri, 2021b).

Enroflaxacin hayvanlarda Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 genis spektrumlu
aktivite gostermektedir. Enroflaxacin’in antibakteriyel aktivitesi onun konsantrasyonu ile
yakindan alakalidir. S6z konusu bilesik, bakteriyel DNA giraz enzimini inhibe ederek,
bakteride DNA sentezini Onleme yoluyla antibakteriyel etkisini gosterdigi saptanmuistir.
Enroflaxacin, 0,1 M sodyum hidroksit konsantrasyonlarinda 10 mg/ml stok ¢ozeltileri
halinde bulunmaktadir. Uygulamalarda 10 pg/ml enrofloxacin kullanilmaktadir (Jerjomiceva
ve digerleri, 2014).

Kullanilan bilesiklerden Meloksikam Anaflex (Enaflex) ticari ad1 ile taninan ve bir¢cok
bakteriyel enfeksiyon igin kullanilan Polynoxylin etken maddesine sahip bir antibiyotiktir
(Kingston, 1965).
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Symfos ticari adi ile bilinen ilag, butafosfan ve siyanokobalamin kombinasyonudur
(Sahal ve digerleri, 2017). Siyanokobalamin, vitamin B12’nin sentetik bir analogudur.
Vitamin B12, metilmalonil CoA’nin siiksinil CoA’ya doniistimiinde kofaktér olarak

kullanilmaktadir.

Butafosfan ise enerji metabolizmasinda rol oynayan organik bir fosfor bilesigidir
(Rollin ve ark., 2010) (Sahal ve digerleri, 2017). Bu nedenle s6z konusu formiilasyon, sigir,
at, koyun, keci, kedi ve kopeklerde fosfor ve vitamin B12 (siyanokobalamin)
yetersizliginden kaynaklanan akut ve kronik metabolizma bozukluklarinin korunma ve

tedavisinde siklikla kullanilir (Yildiz, 2016).

Arastirmamizda inhibitér olarak kullanilan son ilag bakteral ticari ismi ile anilan
Trimetoprim 40 mg Siilfadoksin 200 mg iceren formiilasyona sahiptir. S6z konusu ilag basta
sigir ve koyun olmak iizere bircok hayvan tiirlinde sistemik enfeksiyonlarda
kullanilmaktadir. Ayrica viral enfeksiyonlarla komplike sekonder bakteri enfeksiyonlarinda

da oldukga siklikla kullanilir (Isik ve digerleri, 2020).

Arastirmamizin birinci kismin1 olusturan calismalar i¢in enzim kaynagi olarak
Holstein 1rki sigirlar segilmistir. Bu 1rk, ayirt edici renk isaretlerinin yani sira olagantistii siit
verimi ile dikkat ¢ekmektedir (Chester-Jones ve DiCostanzo, 1996; Keller, Eng, Zhang, Li
ve Aebersold, 2005). Holsteinler, hizli bitylime, erken olgunlagsmanin yani sira iyi yonetilirse

dogurganlik sorunu yasamayacaklar belirtilmektedir.

Bu nedenle bu irk iilkemizde ve diinyada oldukca popiilerdir. Ancak grubumuz
tarafindan daha Once yapilan bir calismada s6z konusu irktan elde edilen PON1 enzimin
katalitik giiclinlin diger irklara gore ¢ok yiiksek olmadig1 saptanmistir. Bu durum, hsPONI1

aktivitesini etkileyen maddelerin bilinmesinin ¢ok daha 6nemli olacagini diisiindiirmektedir.

Holstein serumundan hsPON1 enzimi, hidrofobik etkilesim teknigi kullanilarak
saflastirilmistir. S6z konusu enzimin hidrofobisitesinin diger serum proteinlerine gore
onemli derecede farklilik gostermesi bu teknigin seciminde etkili olmustur. Nitekim giris
boliimiinde de belirtildigi gibi PON1 enzimi, HDL baglama bdlgeleri nedeni ile ylizeyde
hidrofobik gruplar icerecek sekilde tasarlanmiglardir. Diger bir degisle enzimin

hidrofobisitesi teknigin uygulanmasi i¢in yeterli diizeydedir. Bu diisiince ile arastirma
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grubumuz tarafindan tasarlanan ve bir¢ok kaynaktan PONI enziminin saflastirilmasinda

kullanilan jel, bu ¢alismada hsPONI1 saflastiriimasinda da basari ile uygulanmistir.

S6z konusu jel, Sefaroz 4B-L-tirozin-naftilamin kimyasal yapisina sahiptir. hsPONI1,
ilgili hidrofobik kolondan 224 kat ve %18 verim ile saflagtirilmistir. Bu boliimde saflastirma
isleminde kullanilan jel, ilk defa Sinan ve ark. tarafindan sentezlenmis ve insan serumundan
227 kat ve % 72 verim ile insan serumundan hPON1 enzimi saflagtirilmistir. Bu degerler
tarafimizdan elde edilen saflastirma derecesi ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Ayni
kolon kullamlarak bir baska calismada Scyliorhinus canicula (LINNAEUS, 1758)
organizmasindan PON enzimi 7,93 ve %1 gibi diisiik verim ve saflastirma dereceleri ile
izole edilmistir. Erzengin ve ark. farkli bir calismada, sSPON1 enzimini s6z konusu kolonu

kullanarak 262 kat saflastirdiklar1 goriilmektedir.

Tiim bu ¢alismalar disinda ayni kolon kullanmilarak farkli sigir irklarindan degisik
saflastirma dereceleri ile PON1 enzimleri saflagtirllmistir.  Arslan ve ark. elde ettigi
saflastirma derecesi disinda tiim caligmalardan elde edilen degerler g6z Oniine alindig
zaman bu calismada saflastirma islemini ¢ok daha yiiksek degerlerde gergeklestirdigimizi

sOylemek miimkiindiir.

Saf hsPON1 enziminin ilaglara kars1 afinitesinin farkli diizeylerde oldugu saptanmastir.
Inhibisyon giiciiniin tespit edilmesi amaci ile ICso degerleri belirlenmistir. Bu amagla
literatiirde inhibitér ve enzim arasindaki baglanma sabiti olan Ki degerleri de
kullanilmaktadir. Ancak ICsq degerlerinin saptanmasi Ki degerlerine gore oldukga pratik bir
islemdir. I1Csp degeri, sabit enzim ve substrat konsantrasyonunda inhibitér konsantrasyonu

degistirerek % aktivite degerlerinin belirlenmesini kapsamaktadir.

Ayrica ilaglarin enzimlerle etkilesmesini inceleyen arastirmacilarin genel olarak ICs
degerlerini tercih etmesi sonuclarin karsilastirilmasi amaci ile bizimde bu degeri tercih

etmemizde etkili olmustur.

hsPONI1 {izerinde inhibisyon etkisi gosteren Furosemid, Prednisolon, Metamizol,
Enroflaksasin, Meloksikam, Butafosfan ve Sulfadoksin/Trimetoprim bilesikleri icin 1Cs
degerleri siras1 ile 10,08, 13,41, 24,2, 1,32, 4,31, 24,3 ve 5,15 mM olarak bulunmustur. Bu

bulgulara gére hsPON enziminin en gii¢lii inhibitoriiniin Enroflaksasin oldugunu séylemek
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miimkiindiir. Diger bilesikler i¢in saptanan ICsy degerlerin birbirlerine son derece yakin

oldugu goriilmektedir.

Literatiirde sigir PON1 enziminin inhibisyonu konusunda son derece az calismaya
rastlanmistir. Bu calismalarin biiylik bir boliimiinlin ise arastirma grubumuz tarafindan

gerceklestirildigi goriilmektedir.

Omegin Arslan ve ark. (2012) tarafindan saflastirilan hsPONI iizerinde Oxytocin,
Dexamethasone, Atropine sulphate, Gentamicin sulphate,  Sulfadoxin + trimethoprim,
Furosemid, Metamizole sodium, Toldimfos sodium bilesiklerinin inhibisyon etkisi
incelenmis ve ilgili bilesiklerin tamami sPON enzimini inhibe ettii bulunmustur. En giicli
inhibitoriin tarafimizdan da kullanilan Furosemid oldugu bulunmustur. ICsy degerlerinin

mg/mL olarak verilmesi sonuglarin karsilastirilmasini giiclestirmektedir.

Yine arastirma gurubumuz tarafindan gergeklestirilen bir baska ¢alismada sPON1
saflastirilmis ve agir metallere karsi afinitesi incelenerek sonucglar mM olarak verilmistir
(Bilen ve digerleri, 2013). Caligmadan elde edilen sonuglar, bizim bulgularimiza yakin
oldugu goriilmektedir. Bagka bir deyisle arastirmamizda kullanilan ilaglarin agir metaller

kadar enzime zarar verdigini soylemek miimkiindiir.

Dedeoglu ve arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilen benzer bir ¢alismada ise farkli
metal iyonlarinin sPON {izerindeki etkisi incelenmis ve hesaplanan ICsq degerleri
tarafimizdan bulunan degerlerle uyum igerisinde oldugu goriilmektedir (Dedeoglu ve

digerleri, 2014).

Arastirmamizin ikinci boliimiinde PON enziminin saflastirilmasi i¢in farkli bir ligant

kullanilarak yeni bir jel sentezi gerceklestirilmistir.

Giris boliimiinde de vurgulandig1 gibi onceki yillarda proteinleri saflastirmak sadece
akademik amaglara yonelik eylemleri kapsamaktaydi. Ancak giliniimiizde basta enzimler
olmak {izere bir¢ok proteinin endiistride kullanilma potansiyellerinin ortaya c¢ikarilmasi

saflastirma isleminin 6nemini daha da artirmistir (Berthold ve Walter, 1994).

Saflastirma senaryosu hazirlanirken, hedef proteinin 6zelliklerinin ayrintili olarak
bilinmesinin 6nemi ¢ok biyiiktiir. Hedef protein ham karisimdan ayirmak i¢in diger

proteinler arasindaki yapisal ve islevsel Ozelliklerindeki farkliliklarindan yararlanilir. Bu
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ozellikler arasinda boyut, sekil, yiik, izoelektrik nokta, yiikk dagilimi, hidrofobisite,
¢oOziiniirlik, yogunluk, ligand baglama afinitesi, metal baglama, tersinir birlesme,

translasyon sonras1 modifikasyonlar ve spesifik diziler veya yapilar yer alir.

Sadece 20 aminoasitten tasarlanan proteinler arasindaki fiziksel ve kimyasal
ozelliklerdeki bu olaganiistii varyasyonlardan yararlanarak, uygulanabilir bir saflagtirma
plan1 tasarlamak i¢in genellikle birkag¢ farkli fraksiyonlama ve kromatogratik basamaktan

yararlanilabilir.

Protein saflagtirmasindaki zorluklar ve giicliikler, mevcut yontemlerin en uygun
sekilde secilebilmesi ve uygulanabilmesi i¢in protein saflagtirmasi hakkinda dogru bilgi

edinmeyi degerli kilmaktadir (Berthold ve Walter, 1994).

Proteinlerin saflagtirilmasi i¢in bir¢ok yontem uygulanmasimna ragmen, iliman
kosullarda gergeklestirilmesi, hemen hemen tiim proteinlere uygulanmasi, islem kolaylig1 ve
diger metotlarin tamamlayicis1 olabilmesi gibi ¢esitli avantajlari nedeni ile Hidrofobik
Etkilesim Teknigi dikkat ¢ekmektedir. Bu nedenle kPON enzimini saflastirmak i¢in HEK

tercih sebebimiz olmustur.

Bu teknik, hidrofobik baglanma, hidrofobik kromatografisi, hidrofobik afinite
kromatografisi, iyonik olmayan adsorpsiyon kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve tuz destekli adsorpsiyon kromatografisi gibi ¢ok cesitli isimlerle
anilmaktadir. Tek bir kromatografik ayirma yontemine bu kadar c¢ok ismin verilmesi,
proteinlerin bu adsorbanlarin etkilesme mekanizma konusunda g¢esitli arastirmacilar

arasindaki anlasma eksikligini yansitiyor olabilir.

Hjertén tarafindan ortaya atilan “hidrofobik etkilesim kromatografisi” (HIC) terimi
genel kabul gérmiis gibi goriinse de gilinlimiizde teknik hala farkli isimlerle anilmaktadir
(Janson, 2012).

Giris bolimiinde detaylica agiklandigi gibi saflastirilmis PON1'e erisim, c¢esitli
faydalar saglayacaktir. Yapisal ve fonksiyonel karakterizasyonlarin1 biiyiik 06l¢iide
kolaylastiracak ve diger serum proteinlerinin tamamen ayrildigi zaman daha dogru spesifik
aktivite saptanacaktir. Bu enzim HDL'ye bagli oldugu i¢in saflastirma islemlerinde gesitli

problemler ortaya ¢ikmakta ve bu islem igin ¢ok adimli prosediirler gerekmektedir.
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Insan serumundan paraoksonaz saflastirilmas1 baslangicta Gan ve digerleri tarafindan
gerceklestirilmistir (Gan ve digerleri, 1991). Bu enzimle ilgili ileri ¢alismalar saflagtirma
prosediirlerin gelisimine sebep olmustur (C E Furlong ve digerleri, 1993; Rodrigo ve

digerleri, 1997).

Bu saflagtirma prosediirlerinin ¢ogunda, spesifik olmayan afinite kromatografisi igin
mavi agaroz (Cibacron blue 3GA) kullanilmistir. Giinlimiizde PONI enziminin
saflastirilmas1 konusunda da ¢ok sayida c¢alismaya rastlamak miimkiindiir (C E Furlong ve
digerleri, 1993; Rodrigo ve digerleri, 1997). Bu saflastirma prosediirlerinin ¢ogunda, Jel
filtrasyon, Iyon Degisim ve Hidrofobik Etkilesim teknikleri kullanilmistir. Bu prosediirler,
birden fazla adim ve daha uzun saflastirma siiresi gerektirdigi bilinmektedir (C E Furlong ve
digerleri, 1993; Gan ve digerleri, 1991; Golmanesh, Mehrani ve Tabei, 2008; Rodrigo ve
digerleri, 1997).

PON enzimin saflastirilmasi igin ilk hidrofobik adsorbanlar Yon (Yon, 1972)
tarafindan sentezlenmistir. Sefaroz 6B, siyanojen bromiir ile aktive edilmis ve ardindan
1,10-diaminodekan jele baglanmistir. Ancak elde edilen hem iyonik hem hidrofobik
karekterdeki jeller, ilgili biyomolekiilleri ¢ok giiglii bir sekilde baglayarak -eliisyon

kosullarinda proteinlerin denatiirasyonuna yol agtig1 goriilmiistiir.

Ayni yillarda Er-el, Zaidenzaig ve Shaltiel (Er-el, Zaidenzaig ve Shaltiel, 1972),
pozitif yiiklii gruplar iceren homolog bir dizi alkilamino-Sefaroz kimyasal yapisina sahip
jeller sentezlenmistir. Ayrica, Hofstee (B. H. Hofstee, 1973; B. H. J. Hofstee, 1973), CNBr
ile aktiflestirilmis Sefaroz 4B {izerinde immobilize edilmis aromatik aminlerin sentezini ve
ozelliklerini de bildirdi. Her durumda, "hidrokarbon kapli Sefaroz" adsorpsiyon davranisi,
bir dizi saflagtirllmis protein ve bazi ham biyolojik ekstraktlar kullanilarak belirlendi.
Aragtirmalarda aromatik yapili ligantlarin kullanilmas: ile daha iliman kosullarda eliisyon

islemleri gerceklestirildigi i¢in protein inaktivasyonun daha az gergeklestigi saptanmistir.

Grubumuz tarafindan daha onceki ¢aligmalarda sentezlenmis, kimyasal yapis1 Sefaroz
4B L-tirozin 1-naftilamin olan HEK jelinin modifikasyonu gerceklestirilmistir. Matriks
olarak, iyi akis ozelligi, kimyasal ve fiziksel stabilitesi gibi 6zellikler géz oniine alinarak
Sefaroz 4B tercih edilmistir. Yukarida anlatilan nedenler ile ligant olarak aromatik yapili bir
molekiil olan 4-iyodoanilin kullanilmistir. Sefaroz 4B, siyanojen bromiirle aktiflestirildikten

sonra uzanti kolu olarak L-tirozin baglanmistir. Son olarak 4-iyodoanilin diazolanarak ilgili
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yaptya immobilize edilmistir. Liganta mevcut iyot atomunun elektronik dagilimi, PON ile

hidrofobik etkilesme sirasinda liganta 6nemli farkindalik kazandiracagi diisiincesindeyiz.

Tarafimizca sentezlenen jelin kimyasal yapisi Sekil 4.1°de verilmistir. S6z konusu
yapida goriilecegi gibi diazo gruplarindan dolayi, jel ortamin pH degerine bagli olarak jel,
farkli renklerde goriilmektedir. Bu durumun gerek jelin deforme olup olmadigi gerekse
ortamin pH degerini tahmin etmede biiyiik avantaj oldugu diisiincesindeyiz. Sentezlenen

Jelin IR spektrumu Sekil 4.3’de verilmistir.

Referans materyali ve Ornek materyal i¢in elde edilen pikler karsilastirildiginda
ozellikle 6rnek materyal i¢in olusan 1052,51 cm™, 608,91 cm™ piklerin amin gruplari i¢in
karakteristik pikler oldugu saptanmistir. Ayrica 6rnek materyal yapisinda bulunan L-tirozine
ait karboksil grubu C=0 1710,41 cm™ gozlemlenen bir diger ayirt edici pik oldugu

soylenebilir.

|
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Sekil 4.1: Tarafimizca sentezlenen (Sefaroz 4B-L-tirozin-4-iyodo-Anilin) hidrofobik

etkilesim jelinin kimyasal yapisi.
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Sekil 4.2: Iyodobenzen molekiiliiniin yapisi ve elektronlarin dagiliminin sematik gdsterimi.
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Sekil 4.3: Sefaroz 4-B-4-Iyodo Anilin Hidrofobik Jel IR Spektrum Grafigi.

Arastirmamizin ikinci boliimiinde gergeklestirdigimiz ¢aligmada enzim kaynagi olarak
Karacabey Merinosu tercih edilmistir. Merinos koyun 1rki, et ve yapagi veriminin arzu edilir
diizeyde (Atav, Unal ve Soysal, 2022; Koyuncu ve Uzun, 2009; Yilmaz ve digerleri, 2014)
olmas1 nedeni ile diinyanin gesitli bolgelerinde (Ekiz, Ozcan, Yilmaz ve Ceyhan, 2005;
Ozcan, Ekiz, Yilmaz ve Ceyhan, 2004; Soysal, Cibik, Aydin ve Ak, 2011) yetistirilmektedir.
Annelik i¢giidiisii, hemen hemen yilin her mevsiminde kizginlik gdsterme yetenekleri
(Kdycii, Sezenler, Ozder ve Karadag, 2008) bu koyun irkinin popiiler olmasinin diger

nedenleri arasinda sayilabilir.

Daha 6nce grubumuz tarafindan yapilan bir ¢alismada, Karacabey Merinos, Kivircik,
Tahirova, Akkaraman ve Dagli¢c koyun irklarindan serum PON aktiviteleri arastirilmistir. Bu
amagla PONI enzimlerinin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile

belirlenmistir. Katalitik etkinligi en yiiksek PON1, Kivircik irkindan gozlenmisken, en az
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katalitik etkinlik Karacabey Merinos irkinda saptanmigtir. Bu durum Karacabey Merinos
PONI1 enziminin aktivitesinin 6nemini daha da artirmaktadir. Bu nedenle tedavide kullanilan
ilaglarin Karacabey Merinos PON1 aktivitesini ne ol¢iide etkiledigi diger irklara gore ¢ok

daha 6nemli oldugu kanisindayiz.

kPON1, Sefaroz 4B-L-tirozin-4-iyodo-anilin kimyasal yapisina sahip jel kullanilarak
koyun serumundan saflagtirilmistir. 73,4 saflastirma derecesi %88,3 verim ile islem
gerceklestirilmistir. Koyun PON enziminin saflastirilmasi konusunda literatiirde son derece

az ¢alismaya rastlanmaktadir.

Bu caligmalarin birgogu arastirma grubumuz tarafindan gerceklestirildigi dikkat
cekmektedir. Ornegin, Erol ve ark (2012) tarafindan farkli koyun irklarindan Sefaroz 4B-L-
tirozin-naftilamin jeli kullanilarak PON enzimleri saflastirilmistir. Bu ¢alismada tarafimizca
elde edilen degerlere gore daha yiiksek saflastirma dereceleri elde edilmesine ragmen

verimlerinin diisiik oldugu goriilmektedir.

Bu konuda bir diger ¢alismada ise yine ayni jel kullanilarak koyun serumundan PON
enzimi 473 kat ve %54 verimle saflastinlmistir (Sipal, 2011). Son olarak Cebeci ve ark.
tarafindan, KPONI farkli teknikler uygulanarak 141 kat saflastirma dereceleri elde edilmistir
(Koncuk Cebeci ve digerleri, 2014).

Tarafimizca yeni sentezlenen hidrofobik jel kullanilarak elde ettigimiz saflastirma
derecesi literatiirle karsilastirildiginda diisiik oldugu goriilmektedir. Ancak verimin ¢ok daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Kolonun farkli tuz, sicaklik ve pH degerlerinde calisilarak

daha ytiksek saflastirma derecelerini elde edilecegi diisiincesindeyiz.

Saflastirilan  kPON1 enzimi iizerinde Furosemid, Prednisolon, Metamizol,
Enroflaksasin, Meloksikam, Butafosfan ve Sulfadoksin/Trimetoprim ilaglarinin etkileri
incelenmistir. Kullanilan ilaglardan tamami saf kPON1 izoenzimini degisik kuvvetlerde
inhibe ettigi saptanmustir. inhibisyon giiciinii tespit etmek i¢in yukarida agiklanan nedenle
ICs0 degerleri belirlenmistir. Caligilan. bilesikler icinde kPON1 igin en gii¢lii inhibitoriin
Meloksikam oldugu goriilmektedir (ICsp = 1,56 mM). En zayif inhibitor ise 170,3 mM

Metamizol olarak saptanmuistir.

Bagka bir ¢alismada kPON enzimi {izerinde fenoxaprop-p-ethyl, lambda cyhalothrin,

imidacloprid ve dichlorvos bilesiklerinin etkisi incelenmis ve inhibisyon etkisi gdsteren

73



pestisitler ig¢in ICsy degerleri, 0,0103-0,2 uM araliginda bulunmustur (Koncuk Cebeci ve
digerleri, 2014). S6z konusu bilesiklerin, tarafimizca calisilan ilaglardan kPON1 igin ¢ok
daha gii¢lii inhibitor oldugu goriilmektedir.

Konu ile ilgili yapilan bir bagka calismada ise Merinos ve Kivircik koyun 1rklart igin
kPON1 tizerinde Mn2+, Hg‘2+, C02+, Cd2+, Ni%* ve Cu?* metal iyonlarmin inhibisyon etkisi
incelenmis ve elde edilen ICsy degerleri ¢alismamizda bulunan degerler ile uyum igerisinde
oldugu goriilmektedir. Yapilan bir baska c¢alismada kPONI1 fizerine inhibisyon etkisi
gosteren Decis 2,5 EC™, Fosforin M™, Confidor SC 350™ | Gibber 20 SI™ bilesikleri i¢in
hesaplanan 1Csy degerleri ¢alismamizda bulunan degerlere ¢ok yakin olmasi ile dikkat
cekmektedir (Sipal, 2011).

Arastirmamizda hsPON1 ve kPONI enzimleri iizerinde g¢alistigimiz ilaglarin ICsg
degerlerine bakildig1 zaman orta derecede giiclii inhibitorler oldugu sdylenebilir. Bu nedenle
ozellikle diisik PON aktivitesine sahip sigir ve koyun irklarinda s6z konusu ilaglarin

kullanim dozlarinin ¢ok daha dikkatli ayarlanmasinin gerekli oldugunu diistinmekteyiz.
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