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OZET

BAZI ILACLARIN PARAOKSONAZ iZOENZIMLERI (PON1 VE
PON2 ) UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI

Ayla Solmaz Avcikurt
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilimdah
Yiiksek Lisans tezi
(Tez Damismanlarn : Dog. Dr. Feray KOCKAR, Dog. Dr. Selma SINAN)

Balikesir, 2009

Bu ¢alismanin amaci, bazi ilaglarin, fizyolojik ve pato-fizyolojik durumlarda
onemleri belirlenmis PON1 ve PON2 enzimleri iizerinde in vitro etkilerinin
belirlenmesidir. Calisma, giiniimiizde kullanim1 artan antidepresan ve antipisikotik
ilaglarmn PON1 enzim aktivitesi ve antibiyotiklerin sinirli olarak makrofajlarda ifade
edilen, PON2 enzim aktivitesi tizerindeki in vitro etkisinin arastirilmasi olmak tizere
iki kisimdan olugmaktadir.  Antidepresan ve antipisikotik tedavide kullanilan
haloperidol, fluoksetin hidro kloriir, diazepam ve asepromazin maleat ilaglarinin in
vitro etkisi i¢in, insan serumundan amonyum siilfat ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflastirllan PON1 enzimi kullanilmistir.  Sefazolin sodyum,
gentamisin  siilfat, ampisilin = sodyum, kloramfenikol = sodyum  siiksinat
antibiyotiklerinin hiicre kiiltiiriinde yetistirilen U937 insan makrofaj hiicrelerinde
bulunan PON2 enzim aktivitesi iizerindeki etkisi aragtirilmistir.

Haloperidol ve Fluoksetine Hidroklortir ilag¢larinin insan serum PONI1 enzim
aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi oldugu tespit edilmis ve ICso degerleri sirasiyla
5,5mM ve 13.9mM olarak belirlenmistir. Her iki ilacin inhibisyon tipi yar1 yarismali
olarak belirlenmis ve Ki degerleri sirasiyla 4,15 ve 0,007 olarak tespit edilmistir.

Ayrica, antibiyotiklerin U937 makrofaj hiicre hattinda, dogal olarak bulunan

PON2 enzim aktivitesi iizerinde farkli siirelerde inhibisyon ve aktivasyon etkilerinin
olmadig tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: paraoksonaz, noroleptik ilag, saflastirma, inhibisyon



ABSTRACT

THE DETERMINATION OF EFFECT OF SOME DRUGS ON
PARAOXONASE ISOENZYMES (PON1 AND PON2) ACTIVITIES

Ayla Solmaz Avcikurt
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
Msc. Thesis
(Supervisors: Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR, Assoc. Prof. Dr. Selma SINAN)

Balikesir-Turkey, 2009

The aim of the study is to determine the in vitro effect of some drugs on
enzymes, PON1 and PONZ2, involving in important roles in physiological and
pathophysiological circumstances. This study could be divided into two parts, one
involves the determination of some antidepressant and antiphyciatric drugs on PON1
enzyme activity and the other includes the investigation of the effect of PON2
enzyme that is restrictly expressed in macrophages. In order to determine the effect
of, halloperidol, fluoxetin hydro clorur, diazepam and asepromazin maleat drugs
used for the therapy of Antidepressant and antipshyciatric diseases. PON1 enzyme
was purified by ammonium sulphate precipitation followed by hydrophobic
interaction chromatography from human serum. The inhibition effect of some
antibiotics, Cefazoline sodium, Gentamycine sulphate, ampisillin sodium and
Chloramphenicol sodium succicinate on PON2 enzyme activity were investigated in
human macrophages cell, namely U937 cells .

It was determined that the most inhibitory effect showing drugs on PON1
enzyme were Haloperidol and Fluoxetine HCI with 5.5 and 13.9mM ICs, values
respectively. Both drugs exhibit semi competitive inhibition effect and Ki values
were found as 4, 15 and 0,007, respectively.

In addition, the used antibiotics on PON2 enzyme in U937 macrophages cells
were found that it did not exhibite the differential effects including inhibitory or
activatory effects in different time points and concentrations of drugs.

Key words : paraoxonase,neuroleptic drug, purification, inhibition
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PONI) karacigerde sentez edilip oradan seruma salgilanan
yiiksek yogunluktaki lipoproteine (HDL) bagli kalsiyum bagimli bir esterazdir [1].
Paraoksonazin organofosfatlarin detoksifikasyonunda rolii vardir [2]. PONI1 adini
insektisid olan parathionun toksik metaboliti olan paraoksondan alir. PONI1 ayni
zamanda diger birka¢ organofosfor insektisidide (6rnegin, Chlorpyrifos Oxon,

diazoxon) ve bunun yani1 sira sarin, soman gibi sinir ajanlarini da hidroliz eder. [3]

PONZI’in aktivitesi kardiovaskiiler hastaliklarla ters orantili bir sekilde
baglantilidir [4]. PON1 LDL’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna ve
bakteri endotoksinlerine kars1 koruyucu etkisi vardir. LDL’nin oksidasyonu
arteroskleroz siirecinin baslangic evresini olusturmasi, enzimin antioksidant
Ozelliginin Onemini ortaya koymaktadir [5, 6]. Tim diinyada Kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH) o6liim nedenlerinin ilk sirasinda yer alir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarin  sikligi, gelismis iilkelerde azalma egilimine girmesine karsin,
gelismekte olan iilkelerde artma egilimindedir.  Gelismekte olan iilkelerde,
kardiyovaskiiler hastaliklar oliimlerin %80’inini sagligi bozucu durumlarin ise
%87’sini olugturmaktadir [7]. ABD’de KVH’larin direkt ve indirekt ticreti 2006 yili
igin 400 milyar dolardir. Bu iicret pek ¢ok da gelismekte olan iilkenin biit¢esine

karsilik gelmektedir [8]. Bu durum PON1 in 6nemini daha arttirmaktadir.

Ruh sagligi sorunlari, gelismis ve gelismekte olan {lkelerde, her
sosyoekonomik katmanda, her irkta ve her kiiltiirel grupta goriilebilir. Diinya Saglik
Orgiitii’ne (DSO) gore, her dort kisiden biri ruhsal ya da norolojik hastalik gegirme
riski ile kars1 karstyadir [9]. Ayrica diinyada en ¢ok sakatliga neden olan on
hastaliktan besinin ruhsal kaynakli oldugu saptanmistir.  Birlesmis Milletler
Raporlari’na gore, yeryiiziinde 450 milyon kisi halen bir ruhsal veya nérolojik
hastalikla miicadele etmektedir. Birgok iilkede yapilan toplum taramalari, ruhsal

hastaliklarin sanilandan ¢ok daha yaygin oldugunu gostermektedir. Bu nedenle tiim



tilkelerde ruh sagligi sorunlari, bir toplum sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir
[10].

Son yillarda ruhsal hastaliklarin goriilme sikligi diinyada ve iilkemizde
giderek artmaktadir ve ekonomik sikintilar, zorlu is kosullari, par¢alanms aile yapist,

azalan sosyal destek vb. nedenler bu sonugta 6nemli rol oynamaktadir [10].

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1.)

Paraoksonaz, Aldridge siniflama sistemine gore A grubu arildialkilfosfataz
smifi ester hidrolaz enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme
0zelligi nedeni ile toksikoloji alaninda ¢alisilmis, son yillarda ise antioksidan etkileri

nedeni ile KVH riskinden korunulabilecegi diistiniilerek giincellik kazanmustir [11].

Yapilan ¢aligmalar paraoksonazin organofosfatlarin detoksifikasyonunda rolii
oldugunu ve koroner kalp hastaliklarinin gelisiminde risk faktorii olan bir enzim
oldugunu gostermistir. Esterazlar A-esterazlar ve B-esterazlar olmak iizere ikiye
ayrilmislardir. Esterazlarin bu siniflamasi temelde organofosfatlarla iligkilerine gore
belirlenmektedir. A-esterazlar orgonofosfatlari hidrolize ederler. B-esterazlar ise
inhibe ederler. A-esterazlar yani orgonofosfatlar: hidrolize edenler karbamatlar ve

aromatik karboksilik esterler diye de bilinirler [2].

PONT1’in ince yapisi 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir. Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki distilfit kopriisii

ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini kazanir (sekil 1.1)[12]



Sekil 1.1 Paraoksonaz enziminin {i¢ boyutlu gériiniimii. (a) B-kirmali tabakalar ve (b)
hidrofobik bolgelerin (H1, H2, H3) B-kirmali tabakalara goére durumu [13]

Paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) ismi enzimin aktivitesini 6lgmede yaygin olarak
kullanilan substrat paraokson’ dan gelmektedir. Insektisid olan parathion bilesiginin
katabolik {irlinii paraoksondur. Paraokson sinir iletiminde rol oynayan asetil kolin
esteraz ve diger bazi enzimleri inhibe etmektedir. Paraoksonun bu zararl etkilerini
ortadan kaldiran paraoksonaz enzimidir (sekil 1.2). Yapisinda iki adet Ca +2
bulunmaktadir. Enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi igin Ca *? gerekmektedir ki
bu 6zellik onu diger A-esterazlardan ayirir. Oyleki diisopropil propilfosfatazlar

aktiviteleri i¢in Co*?, Mn*? veya Mg*? gerektirir [2].
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Sekil 1.2. Paraoksonaz Enzim Mekanizmasi [12].

Aslinda paraoksonaz denildiginde terminolojide paraoksonazl enzimi
anlasilmakla beraber ayrica PON1 disinda iki farkli iiyeyi de kapsar. Serum
paraoksonaz ailesi insan paraoksonaz 1 (PON1), PON2 ve PON3 ‘ten olusmaktadir
[14]. Bu ii¢ insan paraoksonazi 7. kromozomun uzun kolunda lokalize olmuslardir.
PONI1 355 aminoasitten meydana gelmistir Bu {i¢ insan paraoksonazi aminoasit
seviyeleri bakimindan %65, niikleotid seviyeleri bakimindan %70 benzerlik gosterir.
Insan PON1 ve PON3 birincil olarak karacigerde sentezlenirken insan PON2 daha
genis bir dagilim gostermektedir. Kalp, bobrek karaciger, akciger, plesanta , ince

bagirsak ,dalak, mide,ve testiste bulunmaktadir [14].

1.1.1 PON2

PON2 serumda bulunmaz, c¢esitli doku ve hiicrelerde bulunmaktadir.
Atardamar makrofaj hiicreleri iginde de bulunmaktadir [15, 16]. PON2, hiicreleri
oksidatif stresten korur ve hiicresel antioksidant olarak gorev yapar. Bununla birlikte
PON2‘nin mekanizmasi tam olarak aydimnlatilamamistir [17]. PON2 molekiiler
agirhgr yaklasik 44 kDa olan yaygin bir sekilde hiicre icinde ekspre olan bir
proteindir [18] Fizyolojik ve patofizyolojik rolii ile ilgili heniiz ¢ok az bilgi bulunan

PON2 enziminin son donemde o&zellikle antioksidan ozellikleriyle ilgili yayimlar



bulunmaktadir. Rosenblat ve arkadaslari saflagtirilmig rekombinant PON2’nin LDL

oksidasyonunu engelledigini gostermislerdir [19].

PON2 geninin iki polimorfizmi vardir. Birincisi Aln148Gly (148 alanin
aminoasitin glisine degisimi), ikincisi Ser311Cys (311 serin aminoasidinin sistein ile
degisimi) polimorfizmleridir. Hegele ve arkadaglariin Kanada’da yaptigi bir
calismada tip2 diabet hastalarinda homozigot PON2 Gly148 alleli tasiyanlarda diger
iki genotipi tasiyanlara gore plazma glukoz seviyelerinin oldukga yiiksek oldugu
bulunmustur [20]. Asya da yasayan Hintlilerde PON2 ser 311 alleli tasiyanlarda
kontrol grubuna gore koroner kalp hastaliklar1 olduk¢a yiliksek oranda rastlanmistir.
PON2 koroner kalp hastaliklarinda PON1 geni ile sinerjistik bir rol oynamaktadir.
Kuzey Cin’de yapilan arastirmada da PON2 ser-311 alleli tasiyanlarda tip2 diabet
arasinda ciddi bir iliski bulunmus hatta bu ¢alismada tip 2 diabetlilerde goriilen
hipertansiyonla PON2 geninin bir iligkisi oldugu kanitlanmistir [21, 22].

1.1.1 PON3

Insan PON3 enzimi yaklasik 43 kDa agirhginda serumda HDL ile
bulunan seviyesi PON1 enziminden olduk¢a az olan bir proteindir. PON
proteinlerinden PON3 en ge¢ bulunan ve karakterize edilenidir [23]. Son donemde
311 kodonda serin/treonin (S/T311) ve 324 kodonda glisin ve aspartik asit
(G/D324) degisimi giiney Italya’da yapilan calismada gosterilmistir [24].

PON1’in aksine PON3 paraoksonaz aktivitesi degil, arilesteraz

aktivitesi gostermektedir. PONI1 ve PON2 ye benzer bir sekilde PON3’iin
antioksidan 6zellikleri bulunmaktadir [25].

1.2 Paraoksonaz Tarihce

Ik olarak Dr. Abraham Mazur 1946 yilinda orgonofosfor bilesiklerin

enzimler tarafindan hidroliz edildigini kesfetti [25]. Norman Aldridge tavsan ve



sicanlarin farkli dokularinda paraokson hidrolizi ile ilgili calisti. Aldridge tavsan
plazmasinda ¢ok yiliksek PONT1 seviyeleri bulundugunu ve paraoksonaz saflastirmada
kullanigh oldugunu kanitlamistir. Ayrica Aldridge esterazlar iki gruba ayirmustir.
Substratlari hidrolize ederken katalitik olanlar A-esterazlar ve substratlarin hidrolize
olmasmi inhibe eden B-esterazlar. Paraoksonaz A-esteraz grubundadir. Aldridge
farkli tiir ve dokularda A- ve B-esterazlarin inhibitor ve substratlarini ¢alismistir [26,
27]. Aldridge’in takip eden yayinlarinda serum A-esteraz paraoksonaz diye ifade
edilmis ve temelde parationun toksik okson metabolitini hidrolize etme yetenegi olan
paraoksondur. 1961 de Uriel paraoksonaz: insan serumunda elektroforezden sonra

HDL immunopresipitatlarinda saptamistir.

1980’lerde insan populasyonunda plazma PON aktivitesi polimorfik dagilimi
tizerine olmustur. 1990°dan onceki ¢alismalar PON1”in saflastirilmasi, insan PON1

geninin klonlanmasi tizerine olmustur[23].

Takip eden kesiflerde birbiriyle benzer iki enzim daha bulunmustur.
Paraoksonaz diye ifade edilen PON1 den baska PON2 ve PON3 [19]. Insan serum
PONT’i ultrasantrifiij edildiginde, PON1 HDL ile beraber ¢okmektedir [28]. Bu
bulgulart bir¢cok arastirmact dogrulamistir. Gergekten insan serumundan PONI
saflagtirmas1 boyunca apoAl’in ayrilmasi oldukga giictiir. Apo-Al ve PONL1
oldukga sik1 baglhidir PON1 oldukga giiglii hidrofobik bir N-terminale sahiptir (sekil
1.3)) [29].
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Sekil 1.3 PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanmasi [14]

PONI1 enzimi protein yapis1 bulunmus olmasina ragmen PONI 1 saflagtirmak

halen zor olmaktadir. Bunun nedeni PON1 in HDL (apoAl) ile siki iligkisidir [30].

PONI1 enziminin protein yapist bulunmus olmasima ragmen daha endojen
substratlar1 bilinmemektedir [31]. Daha yakin zamanlarda, rekombinant miithendislik

PONT’in molekiiler yapisini aydinlatmistir [23].

1.3 Paraoksonazin Gorevleri

Paraoksonazlar hayvanlar arasinda genis bir sekilde dagilmiglardir. Birgok
dokudan elde edilebilirler. Ozellikle karaciger, bobrek, ince bagirsaklar ve serumdan
elde edilirler. Genellikle boceklerde paraoksonaz yoktur. Kuslarda OF selektif
toksisitesi ile ilgili yapilan ayrintili caligmalar, kuslarda serum paraoksonazi

tamamen kayiptir [32].



PONL1, parathion, chlorpyrifos, diazinon gibi organofosfatlari hidrolize eder.
Bununla beraber PONL1 in in vitro da OF lar hidrolize edebilmesi in vivo’ da OF’
larin toksisitesini hafifletebildigini gostermektedir. Organofosfat pestisidler Ki
parathion tipik Ornegidir, genellikle tarimda kullanilan goreceli olarak toksik
olmayan siilfiir (thion) tiirevleridir. Bu pestisidler in vivo da oksidatif desiilfiirasyon
slireci olarakta bilinen sitokrom P-450 bagli mikrozomal monooksijenazlari aktive
ederler. Bu siire¢ glutatyon—S-tranferaz, monooksijenaz ve paraoksonaz gibi hem
thionlar hemde oksonlar1 detoksifiye etme Ozelligi olan ve yaygin bir sekilde
karacigerde bulunan bu enzimler tarafindan gerceklestirilir. Bu nedenle hepatik
organofosfat metabolizmasinin dengesi detoksikasyona karsi geligmistir [33].
Memelilerde hepatik detoksifikasyondan kacan oksonlar serumda paraoksonaz
tarafindan etkisizlestirili. =~ Bazi organofosfatlar ornegin pirimifoz-metilokson
serumda paraoksonaz tarafindan ¢ok hizli hidroliz edilir.  Bir¢ok ¢aligmalar
gostermistir ki memelilerde organofosfatlarin detoksifikasyonundaki farklilik serum
paraoksonazlarinda ¢ok 6nemli rol oynamaktadir [34]. Ayrica PON1 de polimorfizm
varligi da ki bu da farkli enzim seviyeleri ve Katalitik etkinligi gosterir baz1 OF a

maruz kalan kisilerin zehirlenme etkilerini daha fazla gostermesine neden olabilir.

PONI1 bir esteraz olmasina ragmen PON2 ve PON3 iin paraoksonaz aktivitesi
oldukga diisiiktiir. Bu ti¢ PON proteinin tamamida aslinda aromatik ve uzun zincirli
alifatik laktonlar1 hidrolize ederler, yani laktonazdirlar. 5-HETE lakton ve 5-
iodolakton gibi lakton tiirevlert PONI tarafindan hidrolize olmakta ve potansiyel
endojen substratlar1 oldugu diistinilmiistiir. PON1’in laktonaz aktivitesinden lokal
etkili glukokortikoid ilaglarin  gelismesinde faydalamlmistir. Oyle ki bu
glukokortikoit ilaglar ¢ok hizli hidrolize olmakta ve dolagim sisteminde ¢ok hizli
inaktive olmaktadirlar.  PONI1 sayesinde glukokortikoidlerin yan etkileri de
azalmigtir [35].

Statin laktonlar (simvastatin ve lovastatin) ve diiiretik spironolakton, 6nceleri
PONI1 tarafindan hidrolize edildigi rapor edilmesine ragmen, PON3 tarafindan
metabolize oldugu ortaya c¢ikmistir.  Ancak PONI1 antibakteriyel ilag olan
prulifloxacini 6zellikle PON1 R192 aleli bulunanlarda ¢ok yiiksek oranda hidrolize
ve aktive eder. Son yillarda yapilan ¢alismalarda PON1 ve PON2’nin bir baska



gorevi ortaya cikmistir.  Psodomonas bakterisinin patogenez ve biyofilm
olusturmasini kontrol eden tanima molekiillerini (N-agilhomoserin lakton) hidrolize
ettigi gosterilmistir. PON’larin laktonaz aktiviteleri ile yag asitlerinin oksidasyonu

ve genel yag metabolizmasinda rol oynadig1 gézlenmistir [23].

1.4 Paraoksonaz Yapisi

PONI1 aktivitesi Uriel tarafindan 1961°de insan serumundan HDL’nin
immuno-presipitasyonundan sonra elektroforezle ilk kez gosterilmistir [36] Sonraki
arastirmalarda birbirinden farkli memeli tiirlerinde bu bulgular dogrulandi [37].
Koyunlarda PON1 aktivitesinin ¢cogu HDL ile ¢ok siki bir iliski i¢cindedir ve bu HDL
parcaciklar1 apolipoprotein Al (apoAl) igermektedir.  insan serum PONI’i
ultrasantrifiij edildiginde, PON1-HDL ile beraber ¢okmektedir. Insan serumundan

PONI saflastirmasi boyunca apoAl in ayrilmasi oldukga giictiir. ApoAl ve PON1
oldukga sik1 baglidir. PON1 oldukga giiglii hidrofobik bir N-terminale sahiptir (Sekil
1.4) [38].

PON1 in gorevleri

LDL oksidasyonunun inhibisyonu

(/j1> Organofosfatiarin hidrolizi

Farmakolojik ajanlarin metabolizmasi

Apo A1 N—

PON1 modulasyonu

cevresel kimyasallar
farmakolojik ajanlar
sigara

alkol

yag

beslenme

fiziksel ve patolojik
kondusyon

Sekil 1.4 PON1 in biyolojik etkilerinin diizenlenmesi [3].



Saflastirilmis insan serum paraoksonazi molekiil agirligi yaklasik 43-45 kDa
agirhiginda ve yaklasik agirhiginin %15.8°1 ii¢ karbonhidrat zincirinden olusan bir
molekiildiir iki yapisal izoformu vardir. PON un yapisinda intramolekiiler disiilfid
bag1 Cys-41 ve Cys-352 arasinda bulunmaktadir (sekil 1.4). Birde 283 pozisyonda

tek serbest sistein rezidiisii bulunmaktadir [39].

Kalsiyum iyonunu varligi, katalitik mekanizmada iki farkli rol oynamaktadir
Birinci olarak, kalsiyum aktif boliimiin devamlilig1 i¢in zorunludur. Hem Katalitik
reaksiyonun uygunlugu, hemde aktif boliimiin konformasyonunun uygunlugunun
devamlilif1 icin bulunmasi zorunludur. Ikinci kalsiyum aktif béliimdeki dietil
fosfatin ortadan kaldirilmasini kolaylastirir, paraoksonun polarize P-O c¢ift bagini
niikleofilik atakta fosforu duyarli kilar. Pratikte, EDTA enzim calismalarinda
PONZ1’i engeller. PON1 aktivitesi yenidogan ve prematiir bebeklerde erigkindeki
seviyesinin yarisi kadardir. Dogumdan bir sene sonra normal yetigkin seviyelerine
ulagir ve dmiir boyunca ayni seviyelerde kalir. PON1’in HDL ile iligkisi olmasina
ragmen kadinlar ve erkekler arasinda acik¢a dolasan HDL farkli olmasina ragmen

PONI aktivitesinde bir farklilik yoktur [2].

1.5 Paraoksonaz Polimorfizmi ve Hastaliklarla Iliskisi

1960 ve 1970’lerde yapilan calismalar insan popiilasyonunda plazma PONI
aktivitesinin polimorfik dagilimi iizerinde olmustur. Bu ¢alismalar sonucunda iki
bilgiye ulasilmistir. Bu bilgilerden ilki bireyler arasinda plazma ve serum PONI

akvitesi ¢ok biiytiik farkliliklar gostermektedir.

Takip eden c¢alismalarda PONI1 polimorfizminde bircok farkli o6l¢iim
gelistirilmistir. ~ Cesitli pH seviyelerinde, tuz konsantrasyonlarinda ve EDTA
varliginda ve yoklugunda paraoksonaz aktivitesi farklilik gdstermektedir Sonraki
yillarda Dr. La Du ve arkadaslart PON1 polimorfizmi ¢alismalarina birkag farkl
yontem gelistirdi [40]. 1M NaCl’da Paraoksanaz’in arilesteraz aktivitesinin toplu

dagiliminda diisiik, orta ve yiiksek oranlarda aktivite goriilmesi {i¢ fenotipin akla
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uygun oldugunu gostermistir. Bu oranlarin histogramlar ii¢ fenotip aktivitesini iyi

bir sekilde saglamistir [41].

PON1 enzim aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimlhidir ve farkli
populasyonlara gore degiskenlik gostermektedir [12]. Bu mutasyonlardan birincisi
kodlanma bolgesindeki 192. kodonda glutaminden (Q), arjinine (R) olan degisimdir
[42]. 192. kodonda arjinin varsa (PON1-R192) aymi kodonda glutamin bulunmasi
(PON1-Q192) durumundan ¢ok daha fazla paraoksonu hidrolize etmektedir. PONI-
Q192 ise dizokson, sarin, somon, gibi substratlart 8 kat daha hizli hidrolize eder.
Ikinci polimorfizm ise 55.-16sin/metionin aminoasitlerindeki degisimle olusmustur.
Eger 55. aminoasit metiyoninse (PON1-M55) plazma PONI1 seviyeleri aymn
pozisyonda 16sin (PON1-L55) oldugundan daha diisiiktiir. PON enziminin serumda
ki seviyeleriyle birebir iliskili olan PON1-M55L polimorfizminin genin diizenleyici
bolgesindeki PON1T108C polimorfizmiyle giiclii bir baglantisi oldugu tespit
edilmistir. Ancak diizenleyici bolgedeki PON1-T(-108)C polimorfiziminin enzimin
serum seviyesini belirlemesinde herhangi bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Ayrica
PON geninin diizenleyici bdlgesinde de diger polimorfizmleri oldugu bulunmustur.
S6z konusu polimorfizmlerin 126, 162, 832, ve 909 pozisyonlarda oldugu ve serum
PONI1 protein seviyeleri iizerinde bir etkileri olmadigi tespit edilmistir. PON1
geninin diizenleme, kodlama ve intron bolgelerinde 160 kadar tek niikleotid
polimorfizmleri oldugu tespit edilmistir. S6z konusu polimorfizmlerin pek ¢ogu

heniiz iyi karakterize edilmemistir [43].

1.5.1 PON ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Cesitli epidemiyolojik caligmalar PON1 ve koroner kalp hastaliklar1 arasinda
iliski bulmustur. Mc Elveen ve arkadaslar diisiik serum PONI1 aktivitesi ve KVH
arasindaki iligkiyi ilk gosterenlerdir [44]. Benzer sekilde Navab ve arkadaslari,
diisiik HDL ve yiiksek PONI1 aktivitesine sahip hastalarin KVH’a, yiiksek, HDL ve
diisiik PON1 e gore daha az duyarli olduklarin1 gostererek, KVH’a kars1 korunmada
PONI iligkisinin altin1 ¢izmistir. Agiklandig1 {izere hayvan deneylerinden elde

edilen sonuglar PON’lar aterogenezise kars1 koruyucudur [45].
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Arter duvarinda okside olmus LDL varlig1 aterosklerozun baslamasinin ve
ilerlemisinin en biiylik sebebidir. HDL ateroskleroz gelisimine kars1 korur ve LDL
nin okside olmasini azaltir. HDL nin bu 6zelligi biiyilkk oranda PON1 ve PON3
enzimleriyle beraber bulunmasindan gelir [46]. Aterosklorotik lezyon yapisi,
arteriyel makrofajlarin yanisira lipoproteinlerdeki atak lipidler ve artmis oksidatif
stresle karakterizedir . Oksidatif stres artmis sliperoksit anyon iiriinleri ve arterlerde
lipoproteinlerde artmis lipid peroksidasyonu ile iliski icindedir. Hiicrelerin bu
durumda kolesterol depolama kabiliyeti artmistir. Makrofajlar kopiik hiicresi haline
gelir. Bu kopiik hiicreleri aterosklerozun erken karakteristik 6zelligidir (Sekil 1.5)
[47]. Paraoksonaz 1 (PON1) HDL’ye bagl bir laktonazdir [48]. Oksidatif strese
kars1 koruyucu bir etki gostermektedir. PONI1’in aktivitesi kardiovaskiiler
hastaliklarla ters orantili bir sekilde baglantilidir [49].

Normal Atardamar Yapisi Ateroskleroz gelisen Atardamar

Sekil 1.5 Normal ve ateroskleroz gelismis atardamar yapisi [50].

PONI in sadece LDL oksidasyonuna karst koruyucu degil ayni zamanda
makrofajdan kolesterol sizintisiyla ilgili HDL’yide arttirma yetenegi vardir. PON1 e
benzer sekilde PON2 ve PON3 lipid peroksidasyonunu inhibe eder ve monosit

kemotaksisini uyaran pre-aterojenik lipitleri de inhibe ederler [51].

Koroner kalp hastaliklar1 gelisimindeki en 6nemli risk faktorlerinden biri

diisiik HDL seviyesidir. Klinik epidomiyolojik kanitlar KVH nin varlig: ile plazma
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HDL yogunlugu arasinda ters iligski oldugunu gostermektedir [52]. Bu korumanin
HDL tarafindan saglanmasin1 gosteren herhangi bir agiklama bulunmamakla birlikte
aciktir ki bu parcadaki apoproteinler olaganiistii sekilde dagilmaktadir. HDL,
LDL’nin oksidatif modifikasyonunu ve bu yiizden okside olan LDL’nin arter
duvarina zarar verici etkilerini 6nceden engelleyebilir [53]. HDL ve PON iligkisi

HDL’nin bu antioksidatif etkilerini gii¢lendirir.

Ayrica kolesterol tagimim siirecinde, HDL’nin merkezi rolii, kolesteroliin
karacigere taginimi ve boylece periferik dokulardan kolesteroliin uzaklastirilmasidir.
Iste HDL ‘nin ateroskleroz gelisimine koruyucu asil etkisi de budur [54]. Bununla
birlikte HDL nin diger ateroskleroz karsit1 ve koruyucu etkileri ¢ok ¢esitlidir. Anti-
oksidatif, anti-inflamatuar ve anti-fibrinolitik etkileri ve bunun yani sira normal
endotel fonksiyonu plak olusumunda matriks metalloproteinlerinin inhibisyonu ve

endoteliel yenilenmenin saglanmasi asil en segici 6zellikleridir [55].

1980°ler ve 1990’larin basindaki ¢alismalar, HDL’ nin in vitro ve in vivo’da
LDL oksidasyonunu inhibe edebildigini gostermistir. Oksidasyon dongiisiinde,
LDL’deki lipid peroksit {iriiniin azaltilmasi, HDL’nin en 6nemli roliidiir [56]. HDL-
bagli PON1 HDL’nin antioksidan fonksiyonundan oOncelikle sorumludur. Diger
birkag¢ HDL bagimli proteinler, apo Al, lesitin, kolesterol agil transferaz (LCAT) ve
platelet aktivator faktor agiltransferaz (PAFAH) da antioksidan 6zelliklere sahiptir,
ama PON1 antioksidant enzimler i¢inde en baskin olandir [57, 58].

PONI1 geninde hem protein kodlayan bolgede hemde promoter boliimiinde
birka¢ fonksiyonel polimorfizm meydana gelmistir. Kesin substratlarin hidrolizinin
oranin1  bliylik oranda engelleyen bolge enzimin kodlama boélgesinde Q192R
polimorfizmidir [59]. Ornegin paraokson R192R izoformu ¢ok yiiksek oranda
hidrolize eder Q192Q izoenziminin tam karsiti diger substratlar1 hidrolize eder.
Halbuki L55M polimorfizmi, promoter bdlgesi C108T polimorfizmi ile baglantilidir,
PON1 seviyelerini etkiler. Q192R ve L55M polimorfizminin etkisi, HDL’nin LDL

oksidasyonunu zayiflatmaktadir.
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Koroner aterosklerotik hastaligin, en agir formu, miyokard enfarktiisii (MI),
bir¢ok iilkede en 6nde gelen 6liim nedenidir ve 2020 yilinda kiiresel olarak en biiyiik
hastalik yiikii nedeni olarak tahmin edilmektedir.  Lipoprotein oksidasyonu
ateroskleroz olusma siireci i¢in Onemli bir baslangi¢c faktoriidiir. Serum PONI

enzimi diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ‘nin oksidasyonunu &nler [60].

Karm bolgesinde yag birikmesi olan kisilerde (metabolik sendrom) instilin
direngli tip 2 seker hastaligi ve kalp hastaligi daha sik goriilmektedir. Metabolik
sendromda artmig oksidatif stres ve insiilin direnci, hizlandirilmis ateroskleroz

gelisiminin nedenlerindendir [61].

1.5.2 PON ve Diabet

Diabet tiim diinyada 150 milyondan fazla insani etkilemektedir. 2025 yilina
kadar bu rakamin 299 milyona yiikselecegi tahmin edilmektedir. Kardiovaskiiler
hastaliklardan kaynaklanan 6liim orani 6liimlerin biiylik bir ¢ogunlugunu olusturan
koroner arter hastaligi olmayan diabet hastalarindan 2’den 8 kata kadar daha
yiiksektir.  Yiiksek glukozun biyokimyasal etkileri ateroskleroz, néropati ve
kardiyomyopatinin patofizyolojini agiklamaktadir. Insiilin bagimsiz diabet hastaligi
sonucu Oliimlerin ve i gdremezligin en biiyiik nedeni, bu hastalarda kardiovaskiiler
hastaliklarin gelismesidir. Diabetik hastalarda yiliksek oranda ateroskleroz gelisme
thtimali vardir Bu yiiksek risk birka¢ nedene baglidir. Bunlar yiiksek kan sekerine

eslik eden arteriel hipertansiyon, dislipidemi ve artmis oksidatif strestir [62].

PONI1 aktivitesi diabet hastalarinda diisiik olarak gozlenmistir. Tip 1 diabette
glikoz konsantrasyonu ile PON1 aktivitesi arasinda zit iliski bulunmustur. PON1
A162 G promoter polimorfizmine sahip Tip 1 diabet hastaligina sahip Avusturyali
adelosanslarda goriilen mikroalbiimineri ile bu polimorfizm arasinda bir iliski
oldugu saptanmistir. Bunun yani sira Tip 1 Diabet ve Tip 2 Diabet hastalarinda
gortilen diabetik komplikasyonlarin PON1 geninin ¢esitli varyantlar1 arasinda iliski
tespit edilmistir. PON1-192, PON1-55 ve PON1(-108) polimorfizmleri ile diabet

hastalarindaki kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda bir iliski oldugunu gosterilmistir
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[63]. PON1(-108) polimorfizmi ile serum glukoz konsantrasyonu arasindaki iliski
insiilin bagimsiz diabet hastalarindaki insiilin resistansiyla bu polimorfizmin iligkili

oldugunu akla getirmektedir [64].

Calismalar gostermistir ki, diabetik hastalarda serum PONI1 aktivitesi oldukca
diismiistiir [65]. Bu degisim belki de birka¢ farkli mekanizma ile meydana gelmistir.
PONI1 aktivitesi, belki de artmis oksidatif stresi inhibe etmekte ve 284
pozisyonundaki sisteindeki serbest siilfidril gruplarinin ylikseltgenme indirgenme
durumlarimi degistirmektedir [66]. Diger c¢alismalarda gosterilmistir ki PONI
lipoprotein olmayan serumda HDL ile yer degistirmekte ve enzim yoklugunda inaktif
durumda olmakta ve lipit peroksidasyonuna karsi yada makrofaj hiicrelerine
kolesterol akis1 stimiilasyonunu engelleyememektedir [67].  Tip 2 Diabet
hastalarinda sonucta PON1 belki de glikasyonu inaktive etmektedir. Bu hipotez
heniiz tam olarak ispat edilmemesine ragmen kiiltiire edilmis endotelial hiicrelerde

sekerlenmis olan HDL sagliga zararl etkiler gostermektedir [68].

1.5.3 PON ve Norolojik Hastahklar

Alzheimer hastalig1 (AH) amiloid plaklar ve ndrofibriler yumaklarin ilerleyici
bir sekilde karakterize oldugu, yasl kisilerde daha sik goriilen bir ndrolojik
hastaliktir [69]. Buna ilaveten hastalar siklikla vaskiiler komplikasyonlardan zarar
goriirler [70]. Ote yandan, AH kalitimsal faktorleri olan bir hastaliktir. Bazi
calismalar PON1 polimorfizmi ile AH’nin arasinda iliski bulmustur [71].

PON1-192 polimorfizminde R allel tasiyicilart genel populasyonda daha
seyrektir. R alleli ise bu hastaliga kars1 koruyucu goriinmektedir. Bununla birlikte
sonuglar bir yargiya varacak kadar kesin degildir. Ciinkii bu durumu dogrulamayan

birkag¢ aragtirmada bulunmaktadir [72].
PON2 geninin polimorfizmleri ile Alzheimer hastaligi ile iliskisi de

bulunmustur. Bir ¢alismada, bu hastalarda PON2(311) geninin C allel tasiyicilarina
yiiksek siklikta rastlanmigtir. Son zamanlarda Kafkas ve Afrika kokenli Amerikalilar
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arasinda yapilan calismada, PON1, PON2 ve PON3 gen kiimesi ve AH’daki 29 tek
niikleotit polimorfizmi arasinda bir iliski saptanmistir. AH hastalarinda bulunan
amiloid plaklar yiiksek oksidize LDL igerir. Bu hastalarda serum PONI1 aktivitesi
disiiktiir. Bu demans hastalarinda defektin HDL bagli antioksidant kapasitenin
patogenezde rol oynadigi diisiiniilmektedir. PONT1 belki de ayn1 zamanda baska bir
mekanizma ile de AH baglamasini saglamaktadir. AH olusmasinda klasik diigiince
kolinerjik noronlarin kaybi ile asetilkolin seviyelerinin diismesidir. Kolinesteraz
inhibitorleri kullanilarak plazma kolinesteraz seviyesi arttirilarak AH tedavisi,
basartyla yapilmaktadir [73]. Ancak birka¢ arastirma gostermistir ki AH da
kolinesteraz inhibitorlerine cevap verenler ve vermeyenler diye iki hasta
populasyonu vardir. PON1 kuvvetle ihtimaldir ki ¢oklu biyolojik aktiviteye sahiptir
ve aym1 zamanda c¢ok giiclii kolinesteraz inhibitoriidiir. Pola ve arkadaslar
gostermistir ki PON1(192) geninin R allel tasiyicilart AH sahip tedaviye cevap
vermeyen %41 hastadan, %70 gibi yiliksek oranda tedaviye cevap verenler

grubundandir.

Parkinson hastaligi (PH) ikinci olarak en sik goriilen dejeneratif hastaliktir.
PH 60 yasin istiindeki bireylerde %1 oraninda goriilmektedir.  Etyolojisi
bilinmemesine ragmen bu hastaliga hem genetik hemde cevresel kosullarin neden
oldugu distiniilmektedir [74]. Kirsal alanda yasamak, artezyen kuyularindan su
icmek ve tarim ilaglarina maruz kalmak PH olusma olasiligini arttirmaktadir [75].
PON1(192) ve PON1(55) gen polimorfizmi artmis PH ile iligkilidir. PON1(55)-M
aleli diisik PON1 protein sevileri ile iliskilidir, bu nedenle belkide bu allel
tagiyicilarinda c¢evresel norotoksinlerin detoksifikasyonunda bir problem vardir.
Buna ilaveten, PON1(192) geninin R allel tasiyicisi bireyler paraokson ve klorprifos
okzon substratlarina karsi yiiksek enzim aktivitesi vardir. Fakat diazokson, soman ve

sarin substratlarina kars1 diisiik enzim aktiviteleri vardir [76, 77].

1.5.4 PON ve Enfeksiyon

Quorum sensing (QS) bakteri hiicrelerinin ¢evrelerindeki populasyon

yogunlugunu algilama 6zelligidir. Bakteriler bu algilama sonucu, ¢evresel kosullara
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yanit olarak gen anlatimlarin1 diizenleyebilmektedir. QS siireci otoindiikleyici adi
verilen d6zel sinyallerin iiretimi, ¢evreye salinmasi ve bu sinyallerin yine bakteriler
tarafindan taninmasi1 agsamalarini izler. Hiicre disina salgilanan sinyal molekiillerinin
konsantrasyonu bakteri hiicre sayisina bagli olarak artar. Sinyal konsantrasyonu belli
bir esik degerine ulastiginda bakteri hiicreleri gen anlatiminda degisiklige gider.
Ozel genlerin anlatiminin ancak otoindiikleyici varliginda gerceklesmesi, bakterilerin
belli davraniglart ancak birlik halindeyken gdsterebilecegini gostermistir.  Bu
genlerin kodladig1 fonksiyonlar genellikle ¢ok sayida bakteri tarafindan yapilabilecek
tiretime yonelik davraniglardir (Sekil 1.6) [78].

Pseudomonas aeruginosa firsatct bir bakteridir. Immiin sistemi zayif
kisilerde ve Kistik fibroz gibi hastaliklarda ciddi enfeksiyonlara neden olur. Birgok
Gram-negatif bakteri P. aeruginosa acyl-homoserine lactone (AHL) iretir N-(3-
Oxododecanoyl)-L-homoserine  lactone  (30C12-HSL) P.  Aeruginosanin
ekstraselliiler viriilans faktorlerinin diizenlenmesinde ve biofilm olugsmasinda anahtar
rol oynamaktadir. Sigan ve fareler, 30C12-HSL iiretme yetenegini kaybetmis P.
aeruginosa ile enfekte edildiginde, 6nemli akciger patolojileri, bakteriyel yayilma ve
olim ile sonuglanmigtir. Boylece, 30C12 HSL, P. Aeruginosa patojenitesinde
onemli bir rol oynadig1 goriilmiistiir. 30C12 HSL okaryotik hiicrelerde immun
diizenleyici etkiler gostermektedir. Bunlar 16kosit proliferasyonunu inhibe etmek,

makrofaj ve notrofilleri aktive etmektir [79].
PON ailesi enzimler bakteriyel tanima molekiilleri (quorum sensing) olan agil

homoserin laktonlar1 hidroliz etme yetenegine sahiptir. Ozellikle PON2’nin bu

tanima faktorlerine karsi ¢ok yiiksek ilgisi oldugu gosterilmistir.
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Sekil 1.6. Psodomonas aeruginosa bakterisinin biofilm gelistirme modeli
[80].

1.6 Cahsmamizda Kullamlan ilaclar

1.6.1 Noroleptik ve Antidepresanlar

1.6.1.1 Fluoksetin Hidrokloriir

Giliniimiiz sanayilesmis toplumunda depresyon ¢ok yaygin bir sekilde
karsimiza ¢ikan bir hastaliktir. Bununla beraber depresyonda kullanilan ilaglarda bir

o kadar ¢ok piyasaya siiriilmekte ve yaygin olarak kullanilmaktadir.

Fluoksetin hidrokloriir selektif serotonin geri alim inhibitoriidiir. Antidepresif
olarak kullanilir [81]. Depresyon buna eslik eden anksietenin, ayrica bulimia
nevroza ve obsesif kompulsif hastalik tedavisinde kullanilir. Doruk plazma

konsantrasyonuna 6-8 saatte ulasilir[82].
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1.6.1.2 Haloperidol

Haloperidol genellikle sizofreni veya psikoz gibi hastaliklar1 olan insanlarin
tedavisine yardimci olmak icin kullanilan ve “antipsikotikler” adi verilen ilag
grubuna aittir [83]. Tedavide kullanildigi hastaliklar sunlardir; akut ve kronik
sizofreni, mani ve hipomani, organik psikozlar, motor tikler, psikolojik
ajitasyon,anksiete nevrozu, gerilim durumlari, depresyon durumlarinin anksiete ile

birlikte goriilen karigik nevrozlarinda endikedir [84].

Kas igine verildikten 10-20 dakika sonra plazma doruk konsantrasyonuna
ulagir. En yiiksek etkinlik 30-45 dakika sonra olusur. Agizdan alindiktan sonra 3-6

saatte plazma doruk seviyesine ulasir. Yarilanma omrii 12-22 saattir

1.6.1.3 Asepromazin Maleat

Major endikasyonu psikoz, tedavisidir. Bunun yaninda kusma ve bulanti,
hickirikta, alkolik haliisinasyonlarda ve diger ndoropsikiyatrik rahatsizliklarda
kullanilan bir antipsikotiktir. Manik durumlar, paranoya, sizofreni, ajitasyon gibi
psikozlarda endikedir [85, 86].

1.6.1.4 Diazepam

Anksiyolitik, antikonviilsan, sedatif, kas gevsetici ve hafiza zayiflatic etkilere
sahiptir. Bu sekli de anksiyete, uyuyamama, nobetler, alkol yoksunlugu, ve kas
spazmlar1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilir. En 6nemli endikasyonu anksiyete
hastaliklariyla anksiyeteye bagli semptomlarin kisa siireli tedavileridir. Akut alkol
yoksunluguna bagli akut krizlerde, tremor, akut delirium tremens ve
haliisiyonasyonlarda kullanilir. Diazepam, lokal patolojik nedenlere bagli (mafsal ve
kas enflamasyon veya travmalari) iskelet kas spazmlari, iist motor néron hastaliklari
(serebral felg ve paraplejiler) atetoz, stiffman sendromu gibi durumlarda ve gesitli

konviilzif hastaliklarda tedavi amaciyla kullanilir [87].
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1.6.2 Antibiyotikler

1.6.2.1 Gentamisin Siilfat

Antibakteriyel etkilidir. Duyarli mikroorganizmalarin yol agtig1 idrar yollart,
solunum yollari, merkezi sinir sistemi ,gastrointestinal kanal, kemik ve yumusak
doku enfeksiyonlar1 ile septisemi, gonore, enfekte yara, peritonit, septik abortus,
sepsis komplike yaniklarda endikedir [88]. Gentamisin intramiiskiiler yolla
verilmesinden sonra kisa siirede (30-60 dakika), en yiiksek plazma
konsantrasyonlarina ulasir. Bobrek fonksiyonu normal kisilerde gentamisinin yari

omril 2 saatten biraz fazladir.

NH,
NH2 X H2804
G
0]
0] 0] CHj

o OH

RHNCHR OH
NHCH;
R:H,CH

Sekil 1.7 Gentamisin siilfat bilesiginin molekiil sekli (0-2-amino-2-deoxy-D-
glucopyranosyl-(1.4)-O-[3-deoxy-3-(methylamino)-D-xylopyranosyl-(1 6)]-2-deoxy-
D-streptamine).

1.6.2.2 Sefazolin sodyum

Antibakteriyel etkilidir.  Duyarli patojenlerin neden oldugu septisemi,
bakteriyel endokardit, kolanjit, kolesistit, peritonit, lenfanjit, lenfadenit, piyolonefrit,
pyelit, sistit, tiretrit, osteomyelit, artrit, arpacik, panoftalmi gibi solunum yolu, deri
ve yumusak doku jinekolojik enfeksiyonlarin tedavisinde endikedir[89]. Sefazolin

sodyum bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek, oldiiriicii etki gosteren bir
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sefalosporindir.  Sefazolin sodyum enjeksiyondan sonra kanda hizla yiiksek
konsantrasyonlara ulagir. Bobrek, karaciger ve akciger dokularia kolaylikla geger.
Sefazolin sodyum intramiiskiiler uygulandiktan 1 saat sonra, serumda maksimum
konsantrasyona ulasir ve bu diizey en etkili oldugu andir. Sefazolin sodyumun serum
yarilanma Omrii intramiiskiiler uygulamada yaklasik 2 saattir. Sefazolin sodyumun

% 90’dan fazlasi idrarda degismeden disar1 atilir.

N
CO;Na N/‘ffCHg

o ) d

\N\ S

N s
W=N O

Sekil 1.8 Sefazolin sodyum bilesiginin molekiil sekli ((6R,7R)-3-(5-metil-
1,3,4-tiyadizol-2-siilfanilmetil)-8-0kso-7-[2-(1H-tetrazol-1-il) asetilamino]-5-tiya-1-
azabisiklo [4.2.0]okt-2ene-2-karboksilat).

1.6.2.3 Sodyum Ampisilin

Bir aminopenisilanik asit tiirevi olan ampisilin genis bir spektruma sahip olup
gram (+) ve gram (-) aerob ve anerob mikroorganizmalara karsi bakterisit etkilidir;
bu etkisini bakterilerin hiicre duvar1 mukopeptit biyosentezini inhibe ederek gosterir.
Ampisilin beta-laktamazlara karsi dayanikli degildir; kolayca pargalandigindan
etkisiz bir duruma gelir. Ampisilin intravendz ve intramiiskiiler uygulamadan sonra
kanda yiiksek konsantrasyonlar olusturur ve ortalama yarilanma siiresi saglam
bireylerde yaklagik 1 saattir. Uygulandiktan sonra ilk 8 saat i¢cinde %75-85 oraninda

degismeden idrarla atilir
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Sekil 1.9 Sodyum ampisilin bilesiginin molekiil sekli (Monosodyum (2S, 5R,
6R)-6-[(2R)-2-amino-2-fenilasetilamino]-3,3-dimetil-7-okso-4-tiyo-1-aza bisiklo
[3.2.0] heptan-2-karboksilat).

1.6.2.4 Kloramfenikol

Kloramfenikol, in vitro olarak bir¢ok gram-negatif ve gram-pozitif bakteri
lizerinde bakteriyostatik etkiye sahip, genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Ozellikle
Salmonella typhi ve Hemophilus influenza’ya Kkarsi aktiftir. Tesirini saglam
hiicrelerde ve hiicre icermeyen sistemlerde protein sentezini etkileyerek veya inhibe
ederek gosterir. Kloramfenikol intramiiskiiler yoldan verildikten sonra siiratle
diflizyona ugrar ancak dagilimi tek tip degildir. Karaciger bobreklerde yliksek

konsantrasyonlara, beyin ve serebrospinal sivida ise diisiik konsantrasyonlara ulasir.

@ Cl

H
H
N
H Cl

O. O
\N HO

Sekil 1.10 Kloramfenikol bilesiginin molekiil sekli
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AMAC

Pek ¢ok hastaliklarla direkt yada indirekt ilgileri rapor edilen ve ozellikle
kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgisi genis bir sekilde arastirllan PON ailesinin
tiyelerinin, viicutta patofizyolojik durumlarda kullanilan bazi ilaglardan nasil

etkilendikleri bilinmemektedir.

Bu calismada farkli gruptaki ilaglarin, PON1 ve PON2 enzimleri {izerine

etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmaktadir.

Bu calismamizda toplumda artik ¢ok sik kullanilmaya baslanan depresyon
ilaglar1 ve bazi noroleptik ilaglarin, son yillarda kardiovaskiiler hastaliklardan

korunmada 6nemi olan PON1 enzimi iizerindeki etkilerini incelemek olmustur.

Baz1 néroleptik ve antidepresan ilaglar ilk grup olarak secilmistir. Diinya
Saglhk Orgiitiiniin 1997 yilinda yapti§1 calismanin sonuglarina gore depresyonun
2020 yilia kadar zaman kaybina ve 6liime neden olan etkenler arasinda ikinci sirada
yer alacagi tahmin edilmektedir. Ayrica 2020 yilinda depresyonun hastalik yiikii
acisindan gelismis iilkelerde ilk sirada, gelismekte olan iilkelerde ise {iciincii sirada
olacagi bildirilmektedir [90] Bu nedenle bu grup ilacin en yaygin bulunan PONI

enzimi lizerinde etkisi in vitro olarak arastirilacaktir.
Ayrica bu ¢alismada ikinci grup olarak alinan antibiyotikler, giinlimiizde ¢ok

yaygin bicimde kulanilmakta olup hiicre hatti tizerinde antioksidan etkisi yiiksek olan

PON2 enzimi lizerine etkilerini incelemek amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

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

potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merk’den saglandi.

Calismada U937 makrofaj hiicre hatti kullanilmistir. Hiicre hatti Cardiff
Universitesi Ingiltere’den temin edilmistir. Arastirmada kulanilan ilaglar fluoksetin
hidrokloriir, asepromazin maleat, haloperidol, ampisilin sodyum, kloramfenikol
sodyum stiksinat, sefazolin sodyum, gentamisin siilfat yerel eczaneden temin

edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmal1 santrifiij Sigma 3K15

Sogutmal1 Ultrasantrifiij Hettich EBA 12R

Multi Santrifiij Thermo IEC

(Falkon santrifiijii)

pH metre Hana pH 211 Microprocessor
UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS

(Plaka okuyuculu)

Manyetik karistirici Torrey Pines Scientific

Peristaltik pompa Atta SJ1211

Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette

Homojenizator Miccra XRT

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

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

Derin Dondurucu (-80 °C) CFC Free

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Laminar Flow Telstar Bio 1A

Mikroskop Nikon TE 2000-S
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Gadient Mikser Atta Magnetik Karistirict  ve

Gadient Tiip

Otoklav Hirayama HV 85

Buz makinesi Fiocchetti AF 10

Su Banyosu Elektro-mag

Thermo-block Eliwell FALC

Inkiibator Nuare  CO,-Water  Jacket
Incubator

Jel Goriintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
(UVP)

2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullamilan tampon: 1M (NH4),SO,
igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1
mol) NH4(SO), 950 mL distile suda ¢o6ziilerek, 1N HCI ile pH’s1 8,0’¢ getirildi ve

son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanilan
cozelti: 1M NH,4(SO); igeren, 0.1 M Na,HPO,4 tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na,HPO,
tamponu (pH 8,0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 14,2g
(0.1 mol) Na;HPO,4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO), 950 mL distile suda goziilerek,
IN HCl ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14,2 g
(0.1 mol) Na;HPO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCl ile pH’s1 8,0’e getirildi

ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan c¢ozeltiler:
Fenol ayiraci : Folin-fenol ve distile sudan bire bir oranda alinarak hazirlandi

Ayrrag A : % 2’lik Na;CO3 0.1 M NaOH’ da ¢oziildii.
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Ayira¢ B : %1 NakK tartarat distile suda ¢oziildi

Ayirag C : % 0.5’lik CuSoy distile suda ¢oziildii.

Ayira¢ D : 48mL A ayiracindan, ImL B ayiracindan, ImL C ayiracindan
konulup hazirlandi.

Sigir Serum Albumini (BSA) : 5mg 5ml suda c¢oziilerek taze olarak

hazirlandi.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL sinde 1mg protein igeren
standart sigir albliimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
pl alindi. Her tipe 2mL D ayiracindan eklendi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her tiibe 0,2mL folin-fenol ¢ozeltisinden eklenip vorteks ile zaman
kaybetmeden karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 600nm de kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.1.).

Protein miktarin1 6lgmek i¢in hazirlanan enzim ¢6zeltilerinde 0,1 mL 2 ayr
tiipe konuldu.. Uzerlerine 2mL D ayiracindan eklendi. Oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildi. Daha sonra her tiipe 0,2ml folin-fenol bilesigi eklenip vorteksle
karistirildi. 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 595 nm de absorbanslari
okundu. Olgiimlerin ortalama absorbansina karsilik gelen protein miktar1 standart

grafik yardimiyla hesaplandi.

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

tamamlandi.
Paraoksonaz Substrat c¢ozeltisii 2mM paraokson ¢o6zeltisi, 10,8ul
paraokson, 1mL asetonda iyice c¢oziildiikten sonra iizerine 1mL bazal aktivite

tamponu eklendi ve iyice karistirildiktan sonra kullanildi.

Paraoksonaz aktivite ol¢iimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2

mM CaCl; i¢ceren 100mM tris-HCI, pH=8; 3,0285g (25mmol) Tris, 200mL distile
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suda ¢oziildii. 1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g(0,5 mmol) CaCl, katilarak

son hacim 250mL’ye tamamlandi.

Laktonaz aktivite ol¢iimiinde kullamilan bazal aktivite tamponu: 50 mM
tris-HCI, pH=8;0; 6,057 g Tris 80 mL distile suda ¢oziildii. 1IN HCI ile pH’1 8,0°¢
getirildi. Son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Arilesteraz aktivite ol¢iimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 100
mM tris-HCI, pH=10,5; 1.2114 gTris 80 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCI ile pH’1
10,5’e getirildi. son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

RPMI (Roswell Park Memorial Institute): RPMI besiyeri 2000mg/L
glikoz, pridoksin HCI ve NaHCOj; ihtiva eden hazir besi yeridir. Besiyeri hiicrelere
verilmeden 6nce 10 000pg/mL konsantrasyonunda penisilin/streptomisin’den 5 mL

ve son konsantrasyon 2mM olacak sekilde L-glutamin eklendi.

Tuz ihtiva eden fosfat tamponu (PBS); Tablet seklinde ticari olarak alinmis
PBS tamponu igerisinde; 137mM sodyum kloriir, 2mM potasyum kloriir ve 10mM
fosfat tamponu (pH 7,4) ihtiva etmektedir. 1 tablet 100mL distile suda ¢6ziildiikten

sonra otoklavda steril edilmistir.

Tripsin/EDTA ¢ozeltisi (TE); %0,05 tripsin/ %0,02 EDTA (w/v) ve Ca*?,

Mng2 iceren hazir ¢cozelti seklinde alinmistir.

Liziz Tamponu (U937 hiicrelerinin paraoksonaz enzim aktivitesi
belirlemeden once lizisinde kullanilan tampon); %0,2 (v/v) Triton X-100 ihtiva
eden 0,5M K;HPO, tamponu (pH 7,8); 4,35¢g (0,025 mol) K;HPO, 45mL distile suda
¢ozilildi ve IN HCI ile pH’1 7,8’¢ ayarlandi. Son hacim 50mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan tampona % 0,2’lik Triton X-100 eklendi ve son hacim toplam 250mL’ye

distile su ile tamamlandu.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

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

Distile su 0,5mL

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 39
Glisin 144 ¢
SDS 109

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin
hazirlamisi; SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanisi ve

kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.1’de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renklendirme c¢ozeltisi; 0,66 ¢
Coomassie brillant blue G-250, 120mL metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf

asetik asit ve 120mL distile su ilave edildi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk agma c¢ozeltisi; Hacimce %
7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir. Bu amagla 75mL

asetik asit ve 50mL metanol, 875mL saf su ile karistirildu.
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis
Akril amid 159

Bis 049

Almarak son hacim distile su ile 50
mL'ye tamamlanir.

16,65mL

2,6mL

Distile su

20,1mL

12,2mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82

Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M
NaOH ilave edilerek son hacim distile
su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12,5mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 3.94¢

Alinarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M
NaOH ilave edilerek son hacim distile
su ile 50 mL'ye tamamlanir.

5mL

% 10 "luk SDS

SDS 1g

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

0,5uL

200pL

TEMED

251

20uL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 1g

Alinarak son hacim distile su ile 10
mL'ye tamamlanir.

750uL

400uL
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2.2. METOD

2.2.1. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4°C’de
ve 10 dakika santrifiij edilerek serumlarmin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum
aktivite dlglimiine kadar —70°C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kayna@: olarak

kullanilmustir.

2.2.2. Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olglimi i¢in 0,05 mL enzim c¢ozeltisi (serum) alinip daha Onceden
hazirlanmis olan ImL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) ve substrat (2 mM
paraoxon) ve koenzim (2mM CaCl,) ¢ozeltisine cabuk bir sekilde eklendikten sonra
412 nm’de 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoxonun p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi. Ayn1 islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 iinite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin umol’ii olarak tayin edildi.
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2.2.3. Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum stilfat c¢oktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem alkali kosullar altinda biiiret
reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin Cu*? katalizli oksidasyonundan sonra, ayiragta
bulunan fosfomolibdik, fosfotungisdik asiti ile heteropolimolibden mavisine
indirgenmeyi iceren Folin- Ciocalteu reaksiyonun bir kombinasyonudur. Ozetle
deneyin prensibi alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin ve tirozin artiklarinin
bakir ile kompleks olusturmasina dayanir [91]. Koyu mavi olusu karakteristiktir ve
600 nm dalga boyunda absorbans verir. Yontem ¢ok duyarlidir. Ancak pH’ya
baglidir. Hasasiyet araligi 5-100’ug/mL’dir. Ortam pH’s1 10-10.5 olmalidir. Bu
yontem triptofan ve tirozin igerigi fazla olan proteinlerin miktar tayini igin
avantajlidir. Zira ayirag bu aminoasitlere daha yiiksek hassasiyet gosterir. Bu

yontemde 4 farkli ¢ozelti kullanilir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL sinde 1mg protein iceren
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100ul alindi. Her tiipe 2mID ayiracindan eklendi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her tiibe 0,2 mL folin-fenol ¢o6zeltisinden eklenip vorteks ile zaman
kaybetmeden karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 600nm de kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri ile standart grafik hazirlandi(sekil 3.1.).

Protein miktarini1 6l¢mek igin hazirlanan enzim ¢ozeltilerinde 0,1ml 2 ayr
tiipe konuldu.. Uzerlerine 2mlID ayiracindan eklendi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edildi. Daha sonra her tiipe 0,2 ml folin-fenol bilesigi eklenip vorteksle karigtirildi.
30 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 595 nm de absorbanslar1 okundu.
Olgiimlerin ortalama absorbansina karsilik gelen protein miktar1 standart grafik

yardimiyla hesaplandi.
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2.2.4. Enzimin saflastirilmasi
2.2.4.1. Amonyum siilfat ¢oktiirme

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

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

_L77xVX(S, - S,)

NH, ),SO
g(NH,),S0, 354-5,

V : Serum hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Paraoksonaz enzimini saflasgtirmak i¢in %60-80 araliginda ¢oktiirme

yapilmistir.

2.2.4.2. Hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile enzimin saflastiriimasi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi i¢in laboratuarimizda
daha 6nce sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapisinda hidrofobik jel
kullanilmistir. Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NH4)2S0O4 iceren
0,1M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten
sonra, jel tizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum stilfat
coktliirmesi sonucu elde edilen serum enzim ¢ozeltisi 1M amonyum siilfat
doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M (NH4),SO4
igceren 0,IM Tris-HCI pH:8,0 tamponu ve 0,1M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile
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olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz
gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1,5 mL halinde tiiplere
toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar
devam edildi. 0,1M Tris-HCI pH:8,0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen

degerlerin tlip numarasina karsi aktivite ve protein miktar1 grafigi cizildi.

2.2.4.3. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile enzim safliginin kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemli tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi [92].

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri ilizerine konuldu ve elektroforezin dékme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildi. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra iist yiizeydeki n-biitanol dokiildii.
Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma
jelinin {izerine y1gma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli
polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasima dikkat edilerek
cikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize
jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt

ve list kismina yliriitme tamponu konuldu.

34



Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiikksek aktivite gOsterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. B-galaktosidaz (118.0
kDa), sigir serum albumin (79.0 kDa), yumurta albumini (47.0 kDa), karbonik
anhidraz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0 kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) igeren
standart protein ¢ozeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla kanstirildi.  Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a yikseltildi.
Yiiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
y1gma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme
¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel renksizlestirme
cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriinti

bilgisayara aktarildi.

2.2.5. Optimum sartlarda Ky, ve V. degerlerinin bulunmasi

Kum Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
paraokson substratinin yirmi farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi Ol¢iimii
yapildi. Her 6l¢iim 1ki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

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

degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.
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2.2.6. Tlaclar igin ICsq degerlerini bulunmasi

Farkli ilaglarin lsp degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda paraoksan
substratinin 2 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Once ilagsiz ortamda enzim
aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi.  Degisik ilag
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 412nm’de kore karsi okundu. Elde
edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I] gafikleri

cizildi. Bu grafiklerden yararlanarak her bir ilag i¢in ICso degerleri hesaplandi.

2.2.7. llaclar i¢in K; degerlerinin bulunmasi

Farkli ilaglarin igin Kj degerlerinin bulunmasi ig¢in 6nce ilagsiz ortamda
optimum sartlarda yirmi farkli paraokson substrati konsantrasyonu kullanilarak
aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir ilag ig¢in 2 degisik sabit ilag
konsantrasyonunda optimum sartlarda aktiviteler paraokson substrati kullanilarak
tespit edildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk gafikleri c¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri, yarigmasiz
(nonkompetetif) inhibisyon i¢in 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Viyax (1+[1]/Kj)
ifadesinden yararlanarak hesaplandi. Denklemlerde kullanilan Ky ve Vmax degerleri

ilagsiz ortamda bulunan degerlerdir.

2.2.8. Tlaclarin U937 hiicreleri tarafindan iiretilen PON2 iizerindeki
etkisi

2.2.8.1. Hiicrelerin doku Kiiltiiriinde yetistirilmesi
U937 hiicreleri penisilin (100 U/mL) ve streptomisin (100 pg/mL) ihtiva
eden, 1s1yla inaktive edilmis (60dak., 56 °C) %10 (v/v)’luk fetal serumu eklenmis

RPMI besiyerinde yetistirildi.  Penisilin, streptomisin ve fetal serum (HI-FCS)

besiyerine eklenmeden 6nce, 0,2 um gozenek biiyiikliigiine sahip filtreden gegirilerek
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filtre sterilizasyonu yapildi. Hiicreler 37 °C’de nemli ve hava karisiminda %35 (v/v)

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

2.2.8.2. Doku Kkiiltiirii laboratuvarinin temizligi ve sterilizasyonu

Doku Kiiltiirii Laboratuvar1 her hafta periyodik olarak ¢amasir suyu iceren
stvilarla temizlendi. UV lamba kullanilarak odanin havasinin sterilizasyonu
saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat dnce laminar flow agilarak ¢aligma

ortaminin sterilizasyonu saglandi.

2.2.8.3. Cam pipetlerin ve diger cam malzemenin hazirlanmasi

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

otoklavda steril edildi.

2.2.8.4. Medyum, PBS, TE 1sitilmasi
Hiicrelerde kullanilan her tiirlii ¢ozeltinin hiicrelere zarar vermemesi igin

37°C sicakliginda olmasi gereklidir. Calismaya baslamadan en az yarim saat dnce

cozeltiler su banyosunda istenilen sicakliga getirildi.
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2.2.8.5. Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Hiicreler 5SmL medyumda 25cm? flasklarda, igerisinde 100U/mL penisilin,
10pg/mL streptomisin, 0,2mM L-glutamine ve % 10FCS iceren RPMI medyumu

icerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak tiretildi.

2.2.8.6. Hiicre Kiiltiiriiniin pasajlanmasi

Flask (75’lik) igerisindeki hiicre toplulugu santrifiij tiiptine alinarak 1000g’de
5dk santrifiij edildi. Santrifiijlemeden sonra hiicre pelleti %10’luk fetal serum igeren
(HI-FCS) ortamda yeniden 1:6 oraninda taze doku kiiltiiriine yayildi. (6rnegin bir

doku kiiltiirii petrisinden alinan hiicreler 6 yeni doku kiiltiirii petrilerine pasajlandi.

2.2.8.7. Hiicrelerin Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak i¢in,
tizeri dokuz kii¢lik kareye ayrilmais, Imm? alan, 0.1 mm derinligi olan ve boylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre lami kullanildi.  Canli ve o6li
hiicreleri ayirt etmek icin 10ul hiicre siispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1
sulandirma oraninda) ile 3 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi
boyanirken canli olanlar boyanmadiklar i¢in sayim bu sekilde yapildi.

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

2.2.8.8. llaclarin hiicre kiiltiiriine uygulanmasi ve aktivitesinin

Bulunmasi

Flaskta yetistirilen hiicreler (U937) sayildiktan sonra her bir kuyucukta
250000 hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu (4x3) plakalara ekildi. Hiicrelere ekimden
24 saat sonra degisik konsantrasyonlarda ilaglar uygulandi. Ila¢ uygulandiktan sonra

her bir ilacin serumda etki siiresine gore farkli siireler sonunda hiicreler tarafindan
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iretilen paraoksonaz enziminin aktivitesine bakildi. Aktivite belirlenmeden Once
hiicreler lizis tamponu ile parcalandi.. Daha sonra olusan hiicre siispansiyonu
ependorfa alind1 ve 1000rpm’de 5 dakika santrifuj edildi. Siipernatant uzaklastirildi
ve pellet soguk PBS ile tekrar ¢oziildii. Daha sonra 10.000 rpm’de 30 dk santrifiij
edildi. Cokelti tizerine 100ul lizis tamponu eklendi ve sonikatér (20x20sn)
kullanilarak hiicrelerin parcalanmasi saglandi. 15,000 rpm’de 30 dakika santrifiij

edilerek iistte kalan ¢ozeltinin, laktonaz ve arilesteraz aktiviteleri belirlendi.
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3. BULGULAR

Bu calismada iki farkli gruptaki ilaclarin paraoksonaz enzimleri {izerinde
inhibisyon etkileri belirlenmistir. Caligmanin ilk asamasinda, son yillarda pek ¢ok
tilkede iretimi, kullanimi artan cagimizin hastaligi olarak kabul edilen psikiatrik
hastaliklarda tedavi amagh kullanilan psikiyatrik grubu ilaglarin, insan serumunda

saflastirilmis PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkilerinin belirlenmistir.

Calismamizin ikinci asamasinda, farkli gruptaki 4 farkli antibiyotigin PON2
enzimleri tizerinde in vitro etkileri belirlenmesi amaglanmustir. Hiicre i¢inde ekspre
olan ve katalitik laktonaz aktivitest PON1 e gore yiliksek olan ve makrofaj
hiicrelerinde ekspre olan PON2 enziminin inhibisyon etkilerinin belirlenmesi
oldukca dnem arz etmektedir. Ozellikle bagisiklik sisteminde, tanima molekiillerinin
olusumunda gorevi oldugu rapor edilen PON2 enziminin bu hiicreleri de bagisiklik
sisteme yardimci olarak kullanilan antibiyotikler iizerinde etkilerinin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle ¢calismada, makrofaj hiicre hatti modeli U937 hiicre hatti

tizerinde, bu antibiyotiklerin etkileri belirlenmesi amag¢lanmaktadir.
3.1 Insan serum PONI1 enzimi iizerine baz1 antipsikiyatrik ilaglarin
etkilerinin belirlenmesi
3.1.1 Serum PONI1 saflastirilmasi
Bolim 2.2.5.1 ve 2.2.5.2°de belirtildigi gibi amonyum siilfat ve hidrofobik
etkilesim kromatografisi yontemleri kullanilarak PON1 enzimi insan serumundan

kismen izole edilmistir. Cizelge 3.1 saflagtirma tablosunda gosterildigi gibi s6z

konusu enzim %9,96 verimle 125 kat saflastirilmistir.
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Cizelge. 3.1. PON1 enziminin saflagtirma tablosu

Protein Toplam  Spesifik
Hacim Aktivite 'oPlam . P _ P o %  Saflagtirma
Basamak Aktivite Miktar1 Protein  Aktivite

Verim Derecesi
(mb)  (UmL)  (ymr) (mg/mL)  (mg)  (U/mg)

Serum 57 57,72 3290,04  1271,34 72466,38  0,0454 100 -

Amonyum Siilfat

Coktiirmesi 20 8596 17192 10848 21696 00791  52.25 1,74
Hidrofobik
Etkilesim 3 10929 327,87 10,98 32.94 9.95 9.96 1256

Kromatografisi

3.1.2. Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Egri

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliiat ¢ozeltileri igin
Lowry metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Daha sonra aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlar1 tespit edildi. Sonuglar ¢izelge
3.1’de verildi. Paraoksonaz aktivitesi Gan ve arkadaslarimin uyguladigi yontem
kullanilarak insan serumundan belirlenmisstir.  Bu yonteme goére, 1 {inite

paraoksonaz dakikada meydana gelen 4-p-nitrofenol’iin pumol’ii olarak tayin
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edilmektedir. Paraoksonun hidrolizi ile agifa ¢ikan 4-p-nitrofenoliin 37°C’de,

412nm’de absorbans 6l¢limiine dayanmaktadir [93].

Serumdan elde edilen enzim ¢ozeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki
enzim c¢ozeltilerinin protein miktarlar1 standart grafige gore belirlendi. Standart
cOzeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de

gosterilmistir.

0,45 7

A R o

- O Vv L v e

N A w R~
1 1 1 1 1 1

Absorbans(595nm)
o

o

o

o O
1

7 T T T T T 1

0050 20 40 60 80 100 120

Serum albumin(mg)

Sekil 3.1 Lowry yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan standart grafik

3.1.3. Serum Paraoksonaz 1 izoenziminin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.5.3.’de anlatildig1 sekilde hazirlanan
SDS poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflagtirilan paraoksonaz enzim
numunesi tatbik edildi. Protein bantlar1 i¢eren jellerin goriintiileri jel goriintiileme

sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Molekiil agirlik standartlart; ( B-
galaktosidaz (116.0 kDa), sigir serum albumin (66.0 kDa), yumurta albumini
(45.0kDa), karbonik anhidraz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0kDa) ve Lizozim
(19.5kDa), saf PON1 Qve R (43.0 kDa).

3.1.4 Optimum Sartlarda Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda
paraokson substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Olgilimleri
yapildi. Her Ol¢iim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 412
nm’de Olglilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alindi. 1/V ve
1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi Grafikten yararlanarak
PON1 igin Km degeri 0.15mM ve Vmax degeri 5x10*® U/mg olarak tespit edilmistir
(Sekil3.3).
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Cizelge 3.2. Km ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

100mM Enzim Substrat Kiivetteki | Klvetteki AOD Aktivite | 1/V 1/[S]
Tristamponu ¢Ozeltisinin x10™
¢ozeltisinin | toplam Substrat (412 (U/ml (Mm™)
() Hacmi (pl) kons.( mM) nm) dak)
Hacmi (ul) | hacim(ul)

945 5 0,00011 9 11052,63 | 0,904 9090,9
940 10 ,000238 10 12280,7 0,814 4201,68
935 15 0,000357 11 13508,77 | 0,74 2800,006
930 20 0,000476 12 14736,84 | 0,678 2100,002
925 25 0,000595 13 15964,91 | 0,626 1680
920 30 0,000714 18 22105,26 | 0,452 1400,16
915 35 0,000833 27 33157,89 | 0,301 1200,48
910 40 0,000952 29 35614,03 | 0,28 1050,42
905 45 0,00107 31 38070,17 | 0,262 933,35
900 50 0,00119 41 50350,87 | 0,198 840,33
895 55 0,0013 43 52807,01 | 0,189 763,65
890 100 60 1050 0,00142 36 44210,52 | 0,226 700,03
885 65 0,00154 48 58947,36 | 0,169 634,517
880 70 0,001666 49 60175,43 | 0,166 600,24
875 75 0,00178 54 66315,78 | 0,15 560,004
870 80 0,0019 56 68771,92 | 0,145 525,21
865 85 0,00202 67 82280,69 | 0,121 494,31
860 90 0,00214 67 82280,69 | 0,121 467,28
855 95 0,00226 55 67543,85 | 0,148 442,47
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Sekil 3.3. Insan serumundan saflastirilan enzimin optimum sartlarda
Lineweaver-Burk (Km ve Vmax) grafigi

45



Cizelge 3.3. PONI enzimi lizerine inhibisyon etkisi gosteren holoperidol adli ilagin ICsq degerlerinin hesaplanmasin kullanilan ilag,tampon ve substrat

miktarlari
100mM ila¢ Enzim Substrat Ila¢ Kiivetteki ilac AA %
Tris Aktivite
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | (412
tamponu nm)
Hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM)
I
w (L) (L) (L)
845 5 0,00011904 68 100
840 10 0,000476 42 61,7
839 11 0,000576 32 45,58
837 . 13 0,000766 31 45,58
835 Holoperidol 100 100 15 0,0011 34 50,00
833 17 0,001376 30 44,10
830 20 0,0019 21 32,35
820 30 0,00342 10 14,70
810 40 0,00761 5 7,352
800 50 0,0119 3 4,411
790 60 0,017 0 1,477
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Sekil.3.4.Haloperidol adl1 ilacin ICsy deger grafigi

Antipisikotik bir ila¢ olan Haloperidol’lin insan serumundan saflastirilan
PON1 enzimin paraoksonaz enzim aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Sekil 3.4’de goriildiigii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan karisima eklenen degisik miktarlardaki ilacin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmigtir. Sekil 3.4’de belirtilen inhibisyon grafiginden ICso degeri 5.5mM olarak

hesaplanmuistir.
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Cizelge 3.4. PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren fluoksetin hidrokloriir adli ilagin ICsy degerlerinin hesaplanmasin kullanilan ilag,tampon ve

substrat miktarlari

100mM flac Enzim Substrat ilac Kiivetteki ila¢ AA [ %
Tris Aktivite
Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Konsantrasyonu
fampond Hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM) (412
(ul) nm)
(uh) (ul) (ul)

845 5 0,0000952 69 100
840 10 0,000381 58 84
830 20 0,00152 62 89,8
820 30 0,00342 56 81,1
800 50 0,00952 52 75
750 Eluoksetin 100 100 100 0,038 51 73,91
710 140 0,0746 45 65,2
690 Hidrokloriir 160 0,097 45 65,2
670 180 0,123 40 57,9
650 200 0,152 34 49,2
630 220 0,88 27 39,1
600 250 0,238 21 30,43
570 280 0,298 18 26,8
550 300 0,342 20 27,53
450 400 0,609 19 15,9
350 500 0,952 11 15,9
250 600 1,37 0 0
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Sekil 3.5.Fluoksetin hidrokloriir adli ilacin IC sy deger grafigi

Antidepresan bir ila¢ olan Fluoxetine HCI’in insan serumundan saflastirilan
PON1 enzimin paraoksonaz enzim aktivitesi {izerindeki inhibisyon etkisi
belirlenmistir. Sekil 3.5’de goriildiigii gibi enzim aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan karisima eklenen degisik miktarlardaki ilacin lineer bir etkisi oldugu tespit

edilmistir. Selik 3.5’de belirtilen inhibisyon grafiginden 1Csq degeri 13.9mM olarak

hesaplanmastir.
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Sekil.3.6. Diazepam adl1 ilagin deger grafigi
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Sekil 3.7.Asepromazin adli ilacin deger grafigi

Noroleptik ilag grubundan olan dizapem ve asepromazin maleat’in insan
serumundan saflastirilan PON1 enziminin paraoksonaz enzim aktivitesi lizerinde

herhangi bir inhibisyon etkisi gozlenmemistir.
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Cizelge 3.5. PONI enzimi iizerinde inhibisyon etkisi olan haloperidol adli ilac1 50 ul Ki degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan ilag, enzim ve substrat

konsantrasyonlari
100mM Enzim Substrat ilag Kiivetteki Kiivetteki Kiivetteki N
Cozeltisinin AA Aktivite 1/[s]
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat ilag Kons 1/vx10- )
Hacmi : (412 (U/ml a4 (Mm
Tamponu Hacmi Hacmi ) Hacim Konst. 1] (mM) nm) dak) 1)
(HL) (HL) (L) g (L) [S] (mM)
895 5 0,000119048 5 6140,35 1,628 8400
890 10 0,000238095 5 6140,35 1,628 4200
885 15 0,000357143 9 11052,63 0,904 2800
880 20 0,00047619 9 11052,63 0,904 2100
875 25 0,000595238 9 11052,63 0,904 1680
870 30 0,000714286 8 9824,56 1,017 1400
865 35 0,000833333 10 12280,7 0,814 1200
860 40 0,000952381 14 17192,98 0,581 1050
855 45 0,001071429 13 15964,91 0,626 933,33
850 100 50 >0 1050 "5 001190476 | %0119 [T 11 [ 1350877 | 0,740 | 840
845 55 0,001309524 7 8596,49 1,163 763,63
840 60 0,001428571 7 8596,49 1,163 700
835 65 0,001547619 7 8596,49 1,163 646,15
830 70 0,001666667 8 9824,56 1,017 600
825 75 0,001785714 8 9824,56 1,017 560
820 80 0,001904762 9 11052,63 0,904 525
815 85 0,00202381 8 9824,56 1,017 494,11
810 90 0,002142857 12 14736,84 0,678 466,66
805 95 0,002261905 17 20877,19 0,479 442,10
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Cizelge 3.6. PONI enzimi iizerinde inhibisyon etkisi olan haloperidol adli ilac1 30 ul Ki degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan ilag,enzim ve substrat

konsantrasyonlari
100mM Enzim Substrat ilag Kiivet Kiivetteki Kiivet
Cﬁzeltisi ) AA Aktivite 1/[5]

Tris Cozeltisi Cozeltisinin Toplam Substrat llag 1/vx10

Tamponu Hacmi Hacmi Kons. 412 (U/ml -4 (Mm’?)

Hacmi Hacim Konst. nm) dak)
(nL) (1f) (uL) (1] (mMm)
(pL) (1) [S] (mM)

915 5 0,00011904 12 14736,84 0,67857 8400
910 10 0,00023809 9 11052,63 0,90476 4200
905 15 0,00035714 14 17192,98 0,58163 2800
900 20 0,00047619 6 7368,42 1,35714 2100
895 25 0,00059523 10 12280,7 0,81429 1680
890 30 0,00071428 11 13508,77 0,74026 1400
885 35 0,00083333 10 12280,7 0,81429 1200
880 40 0,00095238 1 1228,07 8,14286 1050
875 45 0,00107142 6 7368,42 1,35714 933,33
870 100 50 30 1050 0,00119047 0,00342 8 9824,56 1,01786 840
865 55 0,00130952 11 13508,77 0,74026 763,63
860 60 0,00142857 7 8596,49 1,16327 700
855 65 0,00154761 9 11052,63 0,90476 646,15
850 70 0,00166666 12 14736,84 0,67857 600
845 75 0,00178571 10 12280,7 0,81429 560
840 80 0,00190476 13 15964,91 0,62637 525
835 85 0,00202381 15 18421,05 0,54286 494,11
830 920 0,00214285 9 11052,63 0,90476 466,66
825 95 0,00226190 11 13508,77 0,74026 442,10
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Sekil. 3.8. Haloperidol ilacinin inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.8’deki Lineweaver-Burk grafiginde goriildiigii gibi haloperidoliin insan
serum PONI1 ezniminin paraoksonaz aktivitesi lizerinde unkompetitif tip inhibisyon etkisi
gosterdigi  belirlenmistir. Haloperidoliin iki farkli konsantrasyonu (0,00342mg/ml ve
0,0119mg/ml) kullanilarak ¢izilen grafikten Ki degeri hesaplanmustir. K; degeri, yari
yarigmali (unkompetetif) inhibisyon igin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vyax

(1+[1]/K;) ifadesinden yararlanarak 4.15mM olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.7. PON1 enzimi lizerinde inhibisyon etkisi olan fluoksetin hidrokloriir adli ilact 100ul Ki degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan ilag, enzim ve
substrat konsantrasyonlari

100mM Enzim Substrat ilag Kiivet Kiivetteki | Kiivetteki | AA | Aktivite | 1/Vx10- 1/[S]
. Cozeltisinin ¢
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat | ilagKons. | (412 | (U/ml (Mm?)
Tamponu Hacmi H ; Hacmi . nm) dak)
acmi Hacim Konst. [1] (mM)
(ut) (kt) (L) b (W) | [S](mM)
845 5 0,000119 5 6140,35 1,628 8400
840 10 0,000238 9 11052,63 | 9,500 4200
835 15 0,000357 8 9824,56 1,017 2800
830 20 0,000476 9 11052,63 | 9,069 2100
825 25 0,000595 8 9824,56 1,017 1680
820 30 0,000714 11 13508,77 | 0,740 1400
815 35 0,000833 10 12280,7 0,814 1200
810 100 40 100 1050 0,00095 0,0380 15 18421,05 | 0,542 1050
805 45 0,00107 18 22105,26 | 0,452 933,33
800 50 0,00119 11 13508,77 | 0,740 840
795 55 0,00130 14 17192,98 | 0,585 763,63
790 60 0,00142 22 27017,54 | 0,370 700
785 65 0,00154 30 36842,1 0,271 646,15
780 70 0,00166 26 31929,82 | 0,313 600
775 75 0,00178 29 35614,03 | 0,280 560
770 80 0,00190 38 46666,66 | 0,214 525
765 85 0,00202 39 47894,73 | 0,208 494,11
760 20 0,00214 35 42982,45 | 0,232 466,66
755 95 0,00226 30 36842,1 0,271 442,10
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Cizelge 3.8. PONI enzimi lizerinde inhibisyon etkisi olan fluoksetin hidrokloriir adl1 ilac1 300ul Ki degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan ilag, enzim ve
substrat konsantrasyonlari

100mM Enzim Substrat ilag Cozeltisinin Kiivetteki Kuvetteki Kiivetteki | AA Aktivite 1/vx10* 1/[S]

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Hacmi Toplam Substrat ilagKons. | (412 nm) | (U/mldak) (Mm™)

Tamponu Hacmi Hacmi (uL) Hacim Konst. [1] (mMm)

(nL) (nL) (nL) (nL) [S] (mM)
645 5 0,000119 11 13508,77 0,740 8400
640 10 0,000238 9 11052,63 0,904 4200
635 15 0,000357 14 17192,98 0,585 2800
630 20 0,000476 21 25789,47 0,387 2100
625 25 0,000595 25 30701,75 0,325 1680
620 30 0,000714 28 34385,96 0,290 1400
615 35 0,000833 26 31929,82 0,313 1200
610 40 0,00095 20 24561,4 0,390 1050
605 45 0,00107 24 29473,68 0,339 933,33
600 100 50 300 1050 000119 0,342 44 54035,08 0,198 840
595 55 0,00130 31 38070,17 0,262 763,63
590 60 0,00142 40 49122,8 0,203 700
585 65 0,00154 40 49122,8 0,203 646,15
580 70 0,00166 41 50350,87 0,198 600
575 75 0,00178 39 47894,73 0,280 560
570 80 0,00190 40 49122,8 0,242 525
565 85 0,00202 35 42982,45 0,232 494,11
560 20 0,00214 35 42982,45 0,232 466,66
555 95 0,00226 28 34385,96 0,290 442,10
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Sekil. 3.9. Fluoxetine HCl ilacinin inhibisyon tipinin belirlenmesinde kullanilan
Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.9’daki Lineweaver-Burk grafiginde goriildiigii gibi fluoxetine HCI’in insan
serum PONI ezniminin paraoksonaz aktivitesi lizerinde unkompetitif tip inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlenmistir. Fluoxetine HCI’in iki farkli konsantrasyonu (0,0380mg/ml ve
0,342mg/ml) kullanilarak ¢izilen grafikten Ki degeri hesaplanmustir. K; degeri, yari
yarigmali (unkompetetif) inhibisyon igin 1/V eksenini kestigi nokta olan 1/Vyax
(1+[1)/K;) ifadesinden yararlanarak 0,007mM olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.9. Insan serum PON1 enziminin paraoksonaz enzim aktivitesi {izerine %50
inhibisyona sebep olan ilaglarin konsantrasyonlar1 ve Lineweaver-Burk grafigiklerinden
bulunan inhibisyon tipleri.

ILAC ICs0(Mm) INHIBISYON TiPi
FLUOKSETIN
13,9 YARI YARISMALI
HIDRO KLORUR
HALOPERIDOL 55 YARI YARISMALI

Fluoksetin hidrokloriir adl1 ilacin Ki degeri;0,007 mM, haloperidol adli ilacin Ki

degeri 4,15 mM olarak bulunmustur.

3.2 Ilaclarin U937 hiicreleri tarafindan iiretilen PON? iizerindeki etkisi

Boliim 2.2.9.1 de anlatildigi gibi yetistirilen hiicreler {izerinde Gentamisin
stilfat, ampisilin sodyum, kloramfenikol sodyum siiksinat, sefazolin sodyum,
antibiyotiklerinin PON2 arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri {lizerindeki etkisi tespit
edilmistir.  Hiicrelere uygulanan s6z konusu antibiyotiklerin serumdaki etki
seviyesine bagli olarak belirlenen siirelerde, boliim 2.2.9.8. de anlatildig1 gibi alinan
hiicrelerin arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil
3.13‘te gosterilmigtir.
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Sekil.3.10. Gentamisin siilfatin doku kiiltiiriindeki PON2 enziminin arilesteraz ve
laktonaz aktiviteleri lizerindeki, ilag uygulandiktan 30dk, 60dk ve 120dk sonraki in
vitro etkisi
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Sekil 3.11 Ampisilin sodyum’un doku kiiltiirtindeki PON2 enziminin arilesteraz ve
laktonaz aktiviteleri lizerindeki, ilag uygulandiktan 1s, 2s ve 3s sonraki in vitro etkisi.
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Kloramfenikol Sodyum Siiksinat
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Sekil 3.12 Kloramfenikol sodyum siiksinat’in doku kiiltiirlindeki PON2 enziminin
arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri lizerindeki, ilag uygulandiktan 1s, 2s ve 3s sonraki
in vitro etkisi.
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Sekil 3.13 Sefazolin sodyum’un doku kiiltiiriindeki PON2 enziminin arilesteraz ve
laktonaz aktiviteleri tizerindeki, ila¢ uygulandiktan 45dk, 90dk ve 135dk sonraki in
vitro etkisi.
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4. TARTISMA VE SONUC

Paraoksonaz enzim ailesi, PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ iiyeden
olusmakta olup, bunlardan PON1 ve PON3 kanda HDL ye bagli olarak bulunmakta,
PON?2 ise hiicre i¢i enzim olarak smirli olarak makrofajlarda ekspre olmaktadir. Ilk
izole edilen iiyesi olan PONI, iyi huylu kolesterol olarak bilinen HDL ye bagh
bulunmasi, aktivitesinin kardiyovaskiiler hastaliklar karsi1 koruyucu etkisi olabilecegi
diisiincesini de beraber getirmistir. Ozellikle PON1 ve PON2 gen polimorfimlerinin
aktivitede farkliliklar meydana getirmesi ve diyabet, alzheimer, felg, kardiyovaskiiler
hastaliklarla iliskileri de bu enzim aktiviteleriyle korele oldugu pek ¢ok c¢alismada
rapor edilmistir[53, 54, 61, 64, 65, 66, 73, 74, 77, 78]. Fizyolojik substratlar1 ve
gorevi tam olarak bilinmeyen PON ailesinin paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu belirlenmistir. Son yillarda, dzellikle laktonaz aktivitesi
ile PON’unun Quorum sensing 6zelligi ile bakteriler arasindaki haberci molekiillerin

hidrolizini sagladigi, boylece bagisiklik sistemde gorev aldigi belirlenmistir [80,81].

Hastaliklarla iligkisi detayli olarak ortaya konmus olan PON enzimlerinin
ilaglardan nasil etkilendigine dair sinirh sayida ¢alisma vardir. PONL1 enziminin bu
tip ilaglar kullanildiginda aktivitesindeki degisiklik ilgi ¢ekicidir. Sinan ve
arkadasglar1 yaptiklart ¢aligmada antibiyotik olan ampisilin sodyum, klindamisin ve
siprofloksasinin, saflagtirilmig PON1 enzimi aktivitesinde diisiise neden olabilecek
etkilere sahip oldugu invitro, invivo ve karaciger hiicre hattt HEP3Blerde
gostermistir[94]. Daha sonra Ekinci ve ark tarafindan yapilan ¢alismada PON1

enziminin yine farkli antibiyotiklerden etkilendikleri belirlenmistir[95].

Cesitli hastaliklarda kullanilan ilaglarin kan serumunda HDL ye bagli olarak
bulunan PON1 enzimi iizerinde etkilerinin oldugu farkli ilaglarinda bu enzim
tizerinde etkilerinin belirlenmesi gerekliligini ortaya koymustur. Calismamizin ilk

kismin1 invitro olarak PON1 enzimi {lizerinde baz1 antipsikiyatrik ilaclarin etkilerinin
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belirlenmesi olusturmaktadir. Bu ilaglarin kullanimi gelisen diinyada hizli bir sekilde

artmaktadir. Ayrica genellikle kullanimlari uzun dénemleri kapsamaktadir.

Ruh sagligt sorunlar1 gelismis ve gelismekte olan {lkelerde, her
sosyoekonomik katmanda, her irkta ve her kiiltiirel grupta goriilebilir. Diinya Saglik
Orgiitii’ne (DSO) gore, her dort kisiden biri ruhsal ya da nérolojik hastalik gegirme
riski ile karsi karsiyadir[96] Ayrica diinyada en ¢ok sakatliga neden olan on
hastaliktan besinin ruhsal kaynakli oldugu saptanmistir.  Birlesmis Milletler
Raporlari’na gore, yeryiiziinde 450 milyon kisi halen bir ruhsal veya norolojik
hastalikla miicadele etmektedir. Birgok iilkede yapilan toplum taramalari, ruhsal
hastaliklarin sanilandan ¢ok daha yaygin oldugunu gostermektedir. Bu nedenle tiim

ilkelerde ruh saglig1 sorunlari, bir toplum saglig1 sorunu olarak kabul edilmektedir

[97].

Diinya Saglhk Orgiitiiniin 1997 yilinda yaptig1 ¢alismanin sonuglarma gore
depresyonun 2020 yilina kadar zaman kaybina, yeti yitimine ve dliime neden olan
etkenler arasinda ikinci sirada yer alacagi tahmin edilmektedir. Ayrica 2020 yilinda
depresyonun hastalik yiikii acisindan gelismis {ilkelerde ilk sirada, gelismekte olan

tilkelerde ise tigiincii sirada olacag bildirilmektedir [10].

Son yillarda ruhsal hastaliklarin goriilme sikligi diinyada ve iilkemizde
giderek artmaktadir ve ekonomik sikintilar, zorlu is kosullari, parcalanmis aile yapisi,

azalan sosyal destek vb. nedenler bu sonugta 6nemli rol oynamaktadir [98].

Bu durumda bireylerin ruhsal hastaliklar i¢in kullanilan ilaglar1 daha fazla
kullandiklarini, hatta bundan sonraki déonemlerde artan bir sekilde kullanmaya devam

edecekleri agikca ortadadir.

Calismamizda piyasada ¢ok sik olarak kullanilan fluoksetin hidrokloriir ve
haloperidol isimli ilaglarin, kan serumundan saflastirilmis PONI iizerinde etkileri
belirlenmistir. Haloperidol ve fluoksetin hidrokloriir’iin PON1 enzimi {izerine
inhibisyon etkileri bulundugu belirlenmistir. ICs degerleri, haloperidol ve fluoksetin

hidrokloriir i¢in swrasiyla 55 ve 13,9 mM olarak belirlenmistir.  Buna gore
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haloperidol en etkili PON1 enzimi inhibe ettigi bulunmustur. Ayrica inhibisyon
mekanizmalarida yar1 yarismali olarak belirlenmistir. Buna karsilik, Diazepam ve

asepromazin maleat’in ise herhangi bir etkisi olmamustir.

Son yillarda antioksidan oOzellikleri ve laktonaz aktivitesi ile bakteriyel
quorum quensing faktorii olarak Onemi ortaya ¢ikan PON2 enziminin; 6zellikle
enfeksiyonlarda ¢ok fazla kullanilan antibiyotikler karsisinda aktivitesinin
degisiklige ugrayip ugramadigi ¢alismamizin ikinci odagi olmustur. PON2 enzimi
hiicre i¢i gorev yapmakta olup, ifadesi bazi hiicre tiplerine sinirhdir. Ozellikle
bagisiklik sistemimizde etkin bir sekilde gorev alan makrofajlar PON iiyeleri i¢cinde
sadece PONZ2 yi ekspre etmektedir. PON2, laktonaz ve arilesteraz aktivitesine sahip
olan iiyesidir. Bu nedenle viicuttaki bir enfeksiyona kars1 kullanilan antibiyotiklerin
spesifik olarak PON2 enzim aktivitesine karsi etkilerinin belirlenmesi oldukga
onemlidir. Bu nedenle sadece PON2’yi ekspre eden U937 hiicre hatt1 kullanilmis
farkli zaman araliklarinda ve farkli konsantrasyonlarda etkileri belirlenmistir. Yaygin
olarak kullanilan aminoglikozit grubu antibiyotiklerden gentamisin siilfat,
sefalosporinler grubundan sefazolin sodyum, penisilin grubu sodyum ampisilin,
amfenikol grubu kloramfenikol secilmistir. Antibiyotikler, farkli konsantrasyonlarda
ve zamanlarda PON1 enzimi iizerinde etkileri saptanmistir. Bu calisma sadece PON2

enziminin inhibisyonunu gosteren ilk ¢alisma niteligindendedir.

Sonug olarak yapilan ¢alismalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

1-Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin  yapisina sahip hidrofobik jel

kullanilarak insan serumundan PON1 enzimi saflagtirilmistir
2-Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
yontemi ile saflagtirilan insan serum PONI1 enzimi SDS-PAGE elektroforezinde

yaklasik 43 kDa molekiil agirliginda tek bant elde edilmistir.

3-Yaygin olarak kullanilan aminoglikozit grubu antibiyotiklerden gentamisin

stilfat, sefalosporinler grubundan sefazolin sodyum, penisilin grubu sodyum
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ampisilin, amfenikol grubu kloramfenikol’iin makrofaj hiicre hatlarinda PON2

enzimi aktivitesini in vitro olarak farkli diizeylerde etkiledigi saptanmistir

4-Calismanin diger basamaginda antidepresif ve anti psikotik olarak
kullanilan; diazepam, fluoksetin hidrokloriir, haloperidol ve asepromazin maleat adli
ilaglarin sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin yapisina sahip hidrofobik jel ile
saflastirilan serum hPONI1 enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirilmistir.  Bu
bilesiklerden fluoksetin hidrokloriir ve haloperidol adli ilaglarin inhibisyon etkisi

gosterdigi saptanmugtir.

5-Inhibisyona sebep olan fluoksetin hidrokloriir ve haloperidol adli ilaglarin

inhibisyon mekanizmalarinin yar1 yarigsmali oldugu saptanmaistir.
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