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OZET

PARAOKSONAZ 1 ENZIMININ YENI BiR HIDROFOBIK JEL iLE
SAFLASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZI
EMRE YAVUZ
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. NAHIT GENCER)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2014

Fizyolojik substratt heniiz belirlenmemis olan Paraoksonaz 1 (PONL1);
arilesteraz, paraoksonaz ve laktonaz aktivitesine sahip bir ester hidrolazdir.
Paraoksonaz 1 (PON1) enzimi detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile
metabolizmada 6nemli bir fizyolojik fonksiyona sahiptir.

Bu ¢alismada, insan paraoksonaz 1 (PON1) enzimi i¢in amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-tirozin-1-aminoantresen hidrofobik etkilesim
kromatografisinden olusan iki asamali yeni bir saflastirma stratejisi
gelistirilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmis
Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra ligand olarak
hidrofobik bir molekiil olan 1-Aminoantresenin L-tirozine kenetlenmesi sonucu
sentezlenmistir.

Sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve amonyum siilfat ¢Oktiirmesi yontemleri kullanilarak insan
serumundan paraoksonaz 1 (PONL1) enzimi saflastirilmistir. Saflagtirilan insan
serum paraoksonazi SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik
43 kDa molekiil agirligina sahip tek bant elde edilmistir. 674 kat saflastirilan
PONL1 enzimi %16,17 verimle elde edildi.

ANAHTAR KELIMELER: Paraoksonaz (PONI), hidrofobik etkilesim
kromatografisi, saflagtirma.



ABSTRACT

PURIFICATION OF THE PARAOXONASE 1 ENZYME WiTH A NEW
HYDROPHOBIC GEL

MSC THESIS
EMRE YAVUZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR: NAHIT GENCER)

BALIKESIR, JUNE 2014

Physiological substrates that are not to be determined, yet, of paraoxonase
(PONL), is an ester hydrolase, which has arylesterase, paraoxonase and lactonase
activity. Paraoxonase (PON1) enzyme has an important physiological function in
the metabolism with detoxification and antioxidant activity.

In this study, a new purification strategy for human PON1 enzyme was
developed using two-step procedures, namely ammonium sulphate precipitation
and  sepharose-4B-L-tyrosine-1-aminoantrecene  hydrophobic interaction
chromatography. The gel was synthesized with Sepharose-4B-L-tyrosine and 1-
aminoantrecene as hydrophobic ligand. Sepharose-4B was activated with CNBr
and then L-tyrosine was added as extension arm.

Human serum paraoxonase was purified with ammonium sulfate
precipitation and synthesized hydrophobic interaction chromatography. Purified
human serum paraoxonase yielded a single band of 43 kDa on SDS-PAGE. PON1
enzyme was obtained with a yield 16,17% and the prufication was 674 fold.

KEYWORDS: Paraoxonase (PON1), hydrophobic interaction chromatography
purification.
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1. GIRIS

Paraoksonaz 1 enzimi (EC 3.1.8.1, PON1) karaciger tarafindan sentezlenen,
kalsiyuma bagimli bir serum esterazdir. Serumda, yiliksek yogunluktaki
lipoproteinlere bagli olarak bulunur [1]. PONI organofosfat ajanlar1 (OP) ve sinir
gazlarinin hidrolizinde, LDL’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumunda ve
bakteri endotoksinlerine karsi koruyumada rol oynayan oOnemli bir enzimdir.
LDL’nin oksidasyonu Vve arteroskleroz siirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi, bu

enzimin antioksidan 6zelliginin 6nemini géstermektedir [2, 3].

Paraoksonazlar PON1, PON2 ve PON3 olmak {iizere bilinen ii¢ iiyeye
sahiptir. Calismalar daha c¢cok PON1’e yonelik olarak yapilmaktadir. PONI,
fizyolojik substratlarinin belirlenmesi ve arterosklerozis ile iligskisinin ortaya konmasi

nedeniyle, PON2 ve PON3’e gore nispeten daha iyi aydilatilmigtir [4].

Bu c¢alismamizda, Sepharose-4B-L-tirozin-1-Aminoantresen hidrofobik
etkilesim kromatografisi jeli kullanilarak insan serumundan Paraoksonaz 1 (PON1)
enziminin saflastirilmasi, saflastirilan Paraoksonaz 1 (PON1) enziminin sodyum
dodesil siilfat (SDS) jel elektroforezi ile yaklasik molekiil agirliginin tespit edilmesi
ve c¢alisma sonunda sentezlenen yeni jelden elde edilen verilerin mevcut diger
hidrofobik etkilesim kromatografisi jelleriyle karsilastirilarak — arastirilmasi

amagclanmistir
Bunun i¢in asagidaki ¢aligsmalar planlanmaistir;

e Yeni bir hidrofobik jel sentezi

e Sentezlenen bu yeni jel ile insan serumundan hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile paraoksonaz 1 enziminin saflastiriimasi

e SDS-PAGE elektroforezi ile safliginin kontrolii

e Yeni hidrofobik jelden elde edilen verilerin mevcut diger hidrofobik

jellerle mukayese edilmesi



1.1 Paraoksonaz Enzimleri

Paraoksonazlar (PON), Aldridge smiflama sistemine gore A grubu
arildialkilfosfataz sinifi ester hidrolaz enzimleridir [5]. PON, ilk defa 1953 yilinda
Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat, propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-
esteraz olarak belirlenmistir. Insan serumunda ilk olarak 1961°de Uriel tarafindan

elektroforez sonrasinda HDL immunopresipitatlarinda bulunmustur [6].

Mackness ve ark, ilk olarak HDL (High density Lipoprotein,Yiiksek
yogunluklu Lipoprotein)-ayirimi  i¢in  santrifiij yOntemini  gelistirmislerdir.
Koyunlarda paraoksonaz aktivitesinin ¢ogunlukla apo Al igeren partikiillerde HDL
ile beraber bulundugunu ve insan serumunun ultra santrifiijlenmesi ile enzimin kanda
HDL yapisinda tasindigini belirlemislerdir. [7]. Saflagtirllmig  sigir serum
paraoksonazinin lipidlerle iliskili ve HDL ile ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugunu
bulmuslardir. Saflagtirmada apo A-I’in paraoksonazdan ayiriminin zor olmasindan
dolay1 ikisinin siki iligkili oldugunu diisiindlirmiistiir ve HDL kolesterol tayini
sirasinda lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamiglardir [6].
Mackness ve ark., PON’un HDL fiizerinde apo A-I’e bagimli olarak aktivite
gosterdigini bulmuslardir. 1991 yilinda ise LDL {izerindeki lipoperoksit birikimini
azalttigin1  bulmuslardir. Ayn1 zamanda, farkli populasyonlarda polimorfizm
analizleri yapilarak, allellik formlar1 belirlemisler ve populasyon ¢alismalariyla
enzim aktivitesinde HDL, apo A-l ve apo A-II arasinda istatistiksel iligki oldugunu
gostermislerdir [7]. Yapilan immunoafinite kromatografi caligmalar1 insan serum
paraoksonazinin gergekte apolipoprotein A-l ve apolipoprotein J igeren HDL tipleri
ile iligkili oldugunu ve PONI’in total HDL’nin c¢ok kiigiik bir bolimiinii
olusturdugunu goéstermistir [5, 7].

1.2 Paraoksinaz Enziminin Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nin (IUBMB) enzim
isimlendirmesine gore paraoksonaz EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1. seklinde iki numaraya
sahiptir. 1990’1 yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak sadece
fenolik esterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasilmis

ve enzim EC 3.1.8.1 ile tanimlanmistir [8]. Paraoksonaz enziminin, A grubu

2



Arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz enzimi olmasindan dolay1 sistematik adi
arildialkilfosfatazdir. A esteraz grubunda olan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin

Olctimiinde ilk olarak paraokson substrati kullanildig1 i¢in paraoksonaz adini almistir

9.

Et—O_ 1
Sp—o NO,

/
Et—O

Sekil 1.1: Paraoksonun kimyasal yapisi (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat 0zgilliigli gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenememistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu bulunmustur. Insan serum paraoksonaz enzimi,
parationun metabolik iriinii olan ve organizmaya zararli olup pestisit olarak
kullanilan paraoksani kataliz etme yetenegindedir. Paraoksanin, paraoksonaz enzimi
ile yitkim1 sonucu olusan p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri paraoksana

oranla goreceli olarak daha az zararlidir [5].

1.3 Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda q21.3 ve
g22.1 arasinda bulunmaktadir [4, 10]. Ik defa memelilerde tanimlanan PON ve
PON ile iligkili genler sonralar1 kiimes hayvanlari, zebra bali§i ve omurgasizlardan

Caenorhabditis elegans’ta bulunmustur [11].

Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olarak bilinen li¢ liyeye
sahiptir. Bu genler yapisal olarak biiylik benzerlikler gostermektedir. Memeli tiirleri
icersinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid diizeyinde %
70 benzerlik gosterir. Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu {i¢ genin her biri
aminoasit diizeyinde % 79-90, niikleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik
gostermektedir. PON1, PON2 ve PON3 ile karsilastirma yapildiginda 4. ekzonda

kodlanan 105 aminoasit ig¢inde ii¢ niikleotid rezidiisiiyle ayrilir [4, 12].



PON2 ve PON3, PON1l kadar aydmlatilamamistir [4, 13]. PON2
digerlerinden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Beyin, karaciger, bobrek ve
testis gibi pek c¢ok dokuda sentezlenmektedir. PON3, tavsan HDL’si iizerinde
lokalize olan laktonaz aktivitesi ile tamimlanabilmistir [4, 14]. PON3 enzimi de
PONI1 gibi biiylik ¢ogunlukta karacigerden sentezlenir ve serumda HDL’ye bagh
olarak bulunur. Ayrica PON3 daha diislik seviyelerde bobrekte sentezlenmektedir.
PON3 geninin mRNA’s1 ve proteinine insanlardan farkli olarak siganlarin

makrofajlarinda rastlanmistir [13, 14].

1.3.1 PONZY’in Biyokimyasal Yapisi

PON1, 43-45 kDa molekill agirligina sahip 354 aminoasit iceren bir
proteindir [12, 15]. Her molekiil total agirligin % 15.8’ini olusturan ii¢ karbonhidrat
zinciri icermektedir. Izoelektrik noktas: 5.1°dir [16]. PON1’in ince yapist 4 tane

zincirden olugmus 6 adet B-kirmali yapidan meydana gelmistir (Sekil 1.2).

Ug boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7.4 A° aralikl iki tane
Ca* iyonu vardir. Ca* iyonlarindan bir tanesi yapisal Ozellikli olup yapidan
uzaklastirilmasi doniisiimsiiz denatiirasyona sebeb olmaktadir [17]. Diger Ca*? iyonu
katalitik etkinlikte rol oynamaktadir. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A uzaklikta 5 adet
aminoasit (Asn224, Asn270, Asn168, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim halindedir ve
bir su molekiilii ve fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir [18]. PON1’in aktif
bolgesinde diger B-kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (Hz ve Has)
yapilar1 vardir (Sekil 1.2). Bu yapilar sonlanma noktalar1 olup, aktif boélgenin

korunmasi ve enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere sahiptir [19].



Sekil 1.2: PON1’in ii¢ boyutlu yapis1 [18]

1.3.2 PONYT’in HDL’ye Baglanmasi

HDL yaklasik 10 nm capinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde dncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
Al ve aromatik heliksler bulunur [20]. PON1 hidrofobik N terminal ucu ile sonlanir,
H2 ve HI hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana baglanma
yiizeyi olustururlar (Sekil 1.3). Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan zincirleri

ile olusturduklar1 yap1 karakteristigi sayesinde HDL ara yiizeyine girebilmektedir
[21].

HDL

Sekil 1.3: PON1’in HDL’ye baglanmasi [ 18]



1.3.3 PONI Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PON1 sentezi karacigerde gerceklestigi icin serumdaki PONI1 seviyesini
belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PON1 seviyesi ve
aktivitesi bireyler arasinda ¢ok farklilik gostermektedir [22]. PONI karacigerden
sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde mikrozomlara
baglanabilmesi igin sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdolgesi olmast
gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bolgesi baglanmada belirleyici oldugu kadar
salgilanmada da onemli role sahiptir [23]. PON1’in karacigerde sentezlendikten
sonra, Once mikrozomlara, daha sonra hiicrenin dis ylizeyine baglandig
disiiniilmektedir [24, 25]. Hiicre zarmmin dig yiizeyinden salinmasi ve HDL’ye
baglanmas1 tesadiif degildir. Bu baglanmada fosfolipit kompleksi onemli rol
oynamaktadir. PON1’in hiicreden salinmas1 ve HDL’ye baglanmasi i¢gin HDL’ deki
fosfolipit igerigi yeterli degildir [21, 24, 26].

1.3.4 PONI’in HDL ve LDL Oksidasyonunu Onlemesi

Oksidatif stres altinda gerceklesen lipit peroksidasyonu yalmizca LDL’de
degil; HDL’de bulunan lipitlerde de meydana gelirken, PON1’in hem LDL’nin hem
de HDL’ nin oksidasyonunu o6nledigi bildirilmistir [13,2]. PON1’in HDL ile birlikte
antioksidan etkisinin bulundugu ve HDL’nin inhibitor etkisinde, metal iyon
selasyonu veya peroksidaz benzeri aktivite ile baglantili olabilecegi tezi
savunulmaktadir [27]. HDL’nin LDL oksidasyonu iizerine olan koruyucu etkisinin
PONT1 ile iligkili oldugu ileri siiriilmektedir. PON1’in Cu®“nin harekete gecirdigi
lipoprotein oksidasyonunu in vitro diizeyde inhibe ettigi ve PON1’in yarigmasiz
inhibitorlerinin serbest radikal olusumunu ve Cu’*‘min harekete gecirdigi HDL
oksidasyonunu artirdig1 gosterilmistir. Bunlarin yaninda, PON1’in makrofaj kaynakli
kolestrol ¢ikigint arttirdigi tespit edilmistir [27].



1.4 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde bulunan His-His ¢ifti, kalsiyum iyonu ve su

molekiilii, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4: Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [32]

Katalitik etkinlik gosteren Ca®* iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bdlgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiciinii arttirir.  Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu sirada meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu Ca* iyonu ile kararli hale getirilir. Olusan yapidaki
Ca2+iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin

tizerine yikilir ve ester bagi kopar.

PON1’in mekanizmasimi agiklamak amaci ile, esteraz aktivitesi i¢in 2-
naftilasetat substratt ve fosfotriesteraz aktivitesi igin ise paraoksan substrati
kullanilmistir. Bu substratlarin optimum pH araliklar1 belirlenmis ve substratin
yapisinda bulunan yan zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucu

bulunmustur [28].



1.5  Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgilliigii gosterirken, fizyolojik
substrati tam olarak belirlenememistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivetelerine sahip oldugu tespit edilmistir. S6z konusu aktivitelerin tiimiiniin tek bir
aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gerceklestigi, substrat

seciciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir.

Son yillarda PONI1’in arterosiklerozisin ~ Onlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda énemli rol oynadig1 bilinmektedir [11, 29]. PON1 6zellikle LDL
ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini onleyerek ve lipit peroksitlerini metabolize
ederek arterosklerozise karsi koruyuculugunu sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile
gostermektedir [30-32]. S6z konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar degisen lakton
halkasi iceren en az 30 cesit laktonu hidrolizleyebilmektedir. Alifatik lakton substrati
olan  d-valerolakton,  d-butirolakton  ve  e-kaprolaktondan daha  hizh
hidrolizlenmektedir. PON1 enziminin aromatik laktonlara afinitesi alifatik laktonlara
oranla daha fazladir ve daha kolay hidrolizlerler. Ancak ilgi ¢ekicidir ki, pek cok
ilacin etken maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton halkasinda o ve 6 ¢ift

bagi olmasmna ragmen PONI tarafindan hidrolizlenememektedir, fakat

dihidrokumarin hidrolizlenmektedir [33-36].

PONT’in yapisinin ve substratlarla olan iliskisinin belirlenmesinde yapi-
aktivite analizi tizerine yapilan g¢alismalarda ilk olarak Augustinson ve Ekedahl
aromatik halkali veya c¢ift bagli aromatik esterlerin PONI1 tarafindan
hidrolizlendiklerini bulmustur. Bu reaksiyonda PON1’e substrat olan esterin karbon-
karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi tespit edilmistir [37].
Yapilan bir bagka calismada, vinil asetat ve A2-siklopentil asetatin PONI1 tarafindan
hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan asetatin PONI1 tarafindan
hidrolizlenememesi bu 6neriyi desteklemektedir [30]. Lakton halkasinin olusturdugu
uzaysal yapi, bu yapiy1 iceren bazi substratlarin enzimin aktif merkezine girmesini
saglayarak etkilesmelerine ve hidrolizlenmelerine izin verir. Bu etkilesim benzer
sekildeki igte bulunan ester formlar1 i¢in mimkiin degildir. Etil asetat PON1 ile
hidrolizlenmezken, ayni sayida atom ve ester yapist gosteren biitirolakton iyi

hidrolizlenmesi buna iyi bir 6rnektir [9, 30].



PONI1 enziminin laktonaz aktivitesi i¢in 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti olduk¢a 6nemlidir. Bu rezidiiniin, s6z konusu enzimin LDL’nin okside
olmasmi onlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz aktivitesi
araciligtyla LDL ve HDL fosfolipitlerinin ylikseltgenmeye karst korudugu
diistintilmektedir [38, 39]. Sorenson ve arkadaslari bu 284. pozisyonda bulunan
serbest sistein rezidiisiiniin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli
olmadigmi gostermislerdir [40]. Fakat, aktif merkezdeki histidin rezidiilerinin
paraoksonaz ve arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gostermesinde ¢ok gerekli oldugu

gosterilmistir. [41].

PONI1 bazi lakton ve karbonat esterlerini igeren ilaglari ve ilag 6n maddelerini
de hidrolizleyebilmektedir. Ornegin, diiiretik bir ilag olan spironolakton ve 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitorleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin PON1 tarafindan hidrolizlenir. Daha once yapilan caligmalarda bu
hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz inhibitorlerinin hidrolizlenmesi s6z konusu
enzimin statinaz aktivitesi olarak tanimlanmistir [42, 43]. Ayrica PONI
glukokortikoid d-laktonlarin [31] sistemik metabolize edilmesinde ve o©n ilag
maddesi olan karbonat ester yapisindaki prulifloksasinin aktivasyonunda [44] rol
oynamaktadir.  Bunun gibi PON1’in laktonaz aktivitesinden baglica yonetici
ajanlarin metabolize edilmesinde ve bunlarin istenmeyen yan etkilerinin

azaltilmasinda yararlanilmaktadir [31].

Insan serum PON1 enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini [45, 46] ve soman, sarin ve tabun
gibi organofosfat sinir ajanlarini hidrolizleyebilmektedir [47-50]. Bu aktivitelerinin
yaninda PON1 enzimi siiflandirilmada yer aldigi A-esteraz grubunda bulunmas: ile
fenilasetat gibi ester substratlarini da hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiofenil asetat

ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik ester substratlar1 arasindadir [40, 45, 41].

1.6  Enzimin Saflastirilmasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, endoplazmik retikulum membranlarinin
parcaciklarinin uglar1 kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye baglh

olarak bulunmaktadir [52]. Tk defa A-esterazlar1 (diizopropil fosfofloridat hidrolaz)



Mazur tarafindan tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [53] ve daha sonra Mounter
tarafindan 65-100 kat saflastirilmistir [54]. Fakat, paraoksonaz ismi ile ilk saflagtirma
islemi koyun serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢oktiirme yOontemleri
kullanilarak Main tarafindan basarilmistir [55]. Daha sonra Furlong ve arkadaslari
tarafindan insan ve tavsandan s0z konusu enzim saflagtirilmis ve cDNA’s1

karakterize edilmistir [56].

Paraoksonaz enziminin saflastirilmasi igin, ulagilmak istenen saflik
derecesine baglh olarak ve enzimin serumda veya karacigerde bulunus durumuna
gore degisen c¢ok cesitli metotlar tanimlanmistir. Bu metotlardan siklikla
uygulananlar1 hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon degistirme
kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktlirmesi, DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin
A-Sepharose afinite kromatografisi, mono Q HR 5/5 anyon degistirme
kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir. Uygulanan metotlarin sirasi enzim
kaynaginin serum veya karaciger olmasina bagli olarak degisebilir. Baz1 durumlarda
bir ya da diger saflastirma basamagi tekrar kullanilabilir [16]. Furlong tavsan ve
insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue 3GA-Agaroz, Sephadex G-
75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografi
yontemlerini kullanarak saflastirmigtir [57].

Paraoksonaz enzimi, karacigerde mikrozomlara ve serumda da HDL’ye bagh
oldugu i¢in homojen bir saflik elde etmek olduk¢a zordur [58]. Enzimin
saflagtirllmas1 sirasinda bagli oldugu yapilardan uzaklastirilmasi gerekmektedir.
Karacigerde enzimi mikrozomlardan ayirmak igin TritonX-100 kullanilirken [59]
serumda HDL’den uzaklastirilmas1 i¢in deterjan veya yiiksek tuz konsantrasyonu

kullanilmas1 gerekmektedir [57].

10



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan, Sepharose-4B, 1-aminoantresen, L-tirozin,
standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCl Sigma Chemical’den; sodyum
hidroksit, amonyum siilfat, glisin, fosforik asit, asetik asit, etil alkol, hidroklorik asit,
sodyum dihidrojen fosfat, 3-merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat, akrilamid, N,N-
metilen bis-akrilamid, amonyum persiilfat, bromofenol mavisi, gliserol, Coomassie
brillant blue G-250, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat ve kalsiyum

kloriir Merk’den saglanmustir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada agsagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Cihaz Marka-Model
Sogutmali santrifiij Sigma 3K15
pH metre Hana pH 211 Microprocessor
UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS
Manyetik karistirict Torrey Pines Scientific
Terazi Sartorius BL 210S
Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette
Elektroforez Sistemi BIORAD
Kromatogafi Kolonu Sigma (1,5x10 cm)
Vorteks Fisons Whirli Mixer
Gadient Mikser Atta Magnetik Karistiric1 ve Gadient Tiip
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Buz makinesi Fiocchetti AF 10
Jel Goriintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System (UVP)

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢in kullamilan tampon: 1M (NH,;),SO, iceren, 0.1
M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol)
(NH4)2SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 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 ¢oézelti: 1M
(NHy4)2SOy igeren, 0.1 M NaHPQ, tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na,HPO, tamponu
(pH 8,0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 14,29 (0.1 mol)
Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol) (NH4)2SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1IN HCl ile
pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14,2 g (0.1 mol)
Nap;HPO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti: 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 mL etanol de ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 100 mL %95°lik fosforik asit

ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 1L’ ye tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin ahindig1 tampon: 0,1 M
Tris-Baz tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda
coziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 ul paraokson, 1 mL asetonda
lyice ¢oziildiikten sonra iizerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanilda.

Paraoksonaz aktivite 6l¢iimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl,
iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25mmol) Tris, 200 mL distile suda
¢oziildii. 1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl; katilarak son

hacim 250 mL’ye tamamlandi.
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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 30
Glisin 144 ¢
SDS 109

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi;
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanis1 ve kullanilan

miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0,66 g Coomassie
brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf asetik asit

ve 120 mL distile su ilave edildi.

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

ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Tablo 2.1: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlar

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 15¢
Bis 049
Almarak son hacim distile su ile 50

mL'ye tamamlanir.

16,65 mL

2,6 mL

Distile su

20,1 mL

12,2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82

Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M
NaOH ilave edilerek son hacim distile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12,5 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94¢
Alnarak 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.

0,5 uL

200 uL

TEMED

25 L

20 pL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1g
Almarak son hacim distile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

750 pL

400 uL
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2.2  YONTEMLER

2.2.1 Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de,
+4 °C’de ve 10 dakika santrifiij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan

serum ayni giin deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

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

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’si olarak tayin edildi [16].

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yodntem, proteinlerin fosforik asitli
ortamda, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan

kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [60].

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart si1gir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100mM Tris-HCl tamponu (pH:8,00) ile tiim tiiplerin hacimleri
0.1mL’ye tamamlandi. 5mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe
ilave edildi. Tiipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100 mM
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Tris-HCI (pH:8,00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirland1 (Sekil 3.2).

Enzim orneklerinden 0,1’er mL 2 ayn tiipe alinarak iizerlerine 5’er mL
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 dlgiildii. Iki &l¢iimiin ortalama absorbansma karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi

2.24.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla literatiirden
bakilarak %60-80 amonyum siilfat c¢oktiirmesi [61] asagida verilen formiille

belirlendi;

_L77TXVX(S, - S,)
~ 354-5,

9(NH,),S0,

V : Serum hacmi
Si1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

2.2.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi

2.24.2.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Uzerine
esit hacimde distile su eklendi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr’in

hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’st 4 M NaOH ile
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hemen 11°e ¢ikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok miktarda buz siispansiyona
katild1 ve karisim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1
M Na2HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yikand1 (Sekil 2.1).

H

OCN
+ CNBf ——— ——
OH
NCO

Sepharose-4B Aktiflegmis matriks

Sekil 2.1: Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi

2.24.2.2 L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks tizerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren
0,1 M NaHCO3 tamponunun (pH 10,00) soguk c¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
karistirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 40C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCOj3; tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 (Sekil 2.2).

ETOOH
NH, —(|3—CH; @ OH
H
L-tirozin 1[~|I
OCN _? c|:00H

- NH—CH—CH;@—OH

NCO
Aktflesmis Matriks Sepharose-4B-L-Tirozn

Sekil 2.2: L-Tirozinin Baglanmasi
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2.2.4.2.3 1-Aminoantresen Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 1-Aminoantresen 0 °C civarinda 10 mL THF icerisinde ¢oziildi. 75
mg NaNO2 ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL 1 M HCI iginde hazirlanan ¢ozelti, 1-
Aminoantresen c¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra
diazolanmis  bulunan  1-Aminoantresen, 40 mL  Sepharose-4B-L-tirozin
stispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01M
Na2HPO4 (pH: 6,0) tamponu ile yikandi ve ayni tamponda muhafaza edildi (Sekil
2.3). Bu siire sonunda renksiz olan ¢ikis maddelerinden koyu kahve renkli bir jel
elde edildi. Diazolama reaksiyonlar1 sonucu boyar maddeler elde edilir. Reaksiyon

sonucu koyu kahve renk olusmasi diazolanmanin gergeklestigini gosterir.

N

{ COOH
HN—CH —CHZQ OH

N=—7=N

=
=

Sekil 2.3: 1-Aminoantresen bilesiginin baglanmasi

2.25 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi  ile
saflagtirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemmli [62] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi.

Bu amagcla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice

temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
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cam plaka birbiri lizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) list yiizeydeki n-biitanol
dokiildii. =~ Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis ayirma jelinin {izerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin tizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30
dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin
bozulmamasina dikkat edilerek cikarildi. Kuyucuklar dnce saf suyla sonra tank
tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. FElde edilen ¢ozelti toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. f-galaktosidaz (116.0
kDa), sigir serum albumin (66.2.0 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat
dehidrogenaz (35.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0 kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) igeren
standart protein ¢ozeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastifinda voltaj 120 volt’a ytikseltildi.
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 {izerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlari
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti i¢inde calkalandi. Jel renksizlestirme
cozeltisinden cikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriintii

bilgisayara aktarildi.
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3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Bu amacla %60-80

amonyum siilfat ¢oktiirmesi [65] asagida verilen formiille tespit yapildi:

_LT7xVx(S, - S,)

NH, ), SO
g(NH,),SO, 3546,

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

S2 1 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.1.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflagtirilmasi

Bolim 2.2.4.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu
once 1M (NH,4),SO; igeren 0,1 M Tris-HCI pH 8 tamponu ile dengelendi. Kolonun
dengeleme iglemi bittikten sonra, jel lizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar
indirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim ¢ozeltisi 1 M
amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M
(NH4)2SO; igeren 0,1 M Tris-HCI pH 8 tamponu ve 0,1 M Tris-HCI pH 8 tamponu
ile 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. 0,1 M Tris-HCI pH 8 tamponu kor olarak kullanilarak her bir
tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapildi. Elde
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edilen degerlerin tiip numarasina karsi aktivite ve protein miktar1 grafigi ¢izildi
(Sekil 3.1).

== Aktivite
140 - e Tuz Konsantrasyonu -3
== Protein 280
120

100

[0
o

(o2}
o

Aktivite (EU)

o
o
Absorbans (Protein 280 nm)

N
o

o

T

0 10 20 TuapNo 30 40 50

Sekil 3.1: Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi
(kolondaki jel yiiksekligi 5 cm ve ¢ap 1 cm)

3.1.3 Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Egri

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliiat ¢ozeltileri i¢in
Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Daha sonra aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlar1 tespit edildi. Sonuglar sekil

3.1’de verildi.

Serumdan elde edilen enzim ¢o6zeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki
enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart

¢Ozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2: Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan
standart grafik
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Tablo 3.1: PON i¢in saflagtirma tablosu

Toplam Protein Toplam Spesifik

Saflagtirma Hacim Aktivite o ] o ] Saflagtirma
Aktivite | Miktar Protein Aktivite % Verim ]

Basamag (ml) (U/ml) Derecesi
(U/ml) (mg/ml) (mg) (U/mg)

Serum 32 28,24 903,68 33,71 1078,72 0,84 100 -

Amonyum Siilfat

Coktiirmesi 11 43,60 479,60 35,24 387,64 1,24 53,07 1,48

Hidrofobik

Etkilesim 2 73,07 146,14 0,129 0,258 566,43 16,17 674

Kromatografisi
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3.2 Serum Paraoksonaz enziminin SDS Poliakrilamid  Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.5°de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflastirilan paraoksonaz enzim numunesi
tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).
kDa

=116,0  beta-galaktozidaz

o |- 662 stgir serum albumin
= 50 yumurta proteini

— - %50 [aktat dehidrojenaz

s |- 250 Rease BspdB

wow - 184 beta-laktoglobulin
s = 44 tizoim

Gel

Sekil 3.3: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Molekiil agirlik standartlari; (B-
galaktosidaz (116.0 kDa), sigir serum albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0
kDa), laktat dehidrojenaz (35.0 kDa), REase Bsp981 (25.0kDa), beta-laktoglobulin
(25.0kDa) ve lizozim (14.4kDa), saf PON1 (43.0 kDa).
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4. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip Paraoksonaz 1 (PON1) enziminin hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile saflagtirnlmasi i¢in yeni bir jel sentezlenmistir.
Sepharose-4B-Ltirozin-1-aminoantresen kimyasal yapisina sahip bu jel kullanilarak
insan serumundan PONI1 saflastirilip elektroforetik 6zelikleri incelenmis ve yeni

jelden elde edilen veriler diger jellerle kiyaslanmistir.
Lésin, fentlalanin, prolin,

izolésin, tirozin, triptofan
agismdan zengin

H2

YA HDL

Lésin, fentlalanin, prolin,
izolésin, tirozin, triptofan
agisindan zengin I

<>
LA

Sekil 4.1: PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [18].

Paraoksonaz 1 (PON1) enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin
secilmesinde en Onemli nedeni olusturmustur. S6z konusu enzim, N terminal
bolgesinde bulunan H1 ve H2 heliks yapist olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar
ile HDL’ye baglanmaktadir (Sekil 4.1) [18,65]. N-terminal bolgesini 16sin, fenil
alanin, prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18
residiiler arasi H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiiler arasi da H2 hidrofobik ucu
olusturmaktadir. Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan,
tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge

bulunmaktadir [61,65].

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz derisiminde saflastirilacak
biyomolekiilde bulunan hidrofobik ylizey ile apolar ligand arasindaki hidrofobik

etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir. Bu
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teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece dnemli oldugu rapor edilmistir.
Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir dneme sahiptir. Diisiik hidrofobik
karaktere sahip ligandlar kullanildigi zaman ayrilacak molekiillerin kolonda
etkilesimini saglayabilmek i¢in yiiksek tuz konsantrasyonu uygulama zorunlulugu
vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim riski daha
fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda ise
saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi igin eliisyon sirasinda
problemler ortaya ¢ikabilir [62]. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik etkilesim
kromatografi jellerinde hidrofobik ug olarak diiz zincirli alkil ligandlar1 ve aril
ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir [63]. Bunlardan isopropil, butil, oktil ve
fenil bilesikleri en c¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler hidrofobik etkilesim
jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [62]. Diiz zincirli alkil
ligandlar saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amagla ¢alismamizda ligand olarak 1-

aminoantresen bilesigi tercih edilmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve derisimi de
olduk¢a Onemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan tuzlar Na;SOg,
K2SOy4, (NH4)2SO4, NaCl, NH,CI, NaBr ve NaSCN olmasina ragmen (NH,4),SO4 en
cok tercih edilendir [64].

PON1 insan serumundan saflastirmak i¢in hidrofobik etkilesim
kromataografisi uygulanmadan Once bu kromatografi prosediirine uygun On
saflagtirma yontemi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Amonyum siilfat

¢oktiirme araligt %60-80 olarak literatiirdeki gibi gergeklestirilmistir [65].

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardisik {ic basamakta
sentezlenmistir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflestirilmistir ve buna uzanti kolu olarak L-tirozin baglanmistir. Daha sonra,
diazolanmig 1-aminoantresen bilesigi eklenmistir. Sepharose-4B’nin matriks olarak
secilmesinin baslica sebebi ¢ok iyi akis O6zelligine sahip olmasi ve ayrica serbest
—OH gruplart tasidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire igerisinde
aktiflestirilebilmesidir. Bu amacla literatiirde karbodiimid bilesiklerinin de
kullanildigr ¢aligmalar bulunmaktadir [67]. Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse

primer amin grubunun baglanir ve amid bagi olusur. Bu bag kromatografi
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islemlerinde dayaniklidir, fakat aktiflestirilme sirasinda jel, pH 4,5’da 24 saat siire ile
karigtirilmasi islemi kromatografi sirasinda jelin akis o6zelliklerini olumsuz yonde
etkilemektedir [67]. Baska bir matriks aktiflestirme isleminde epoksi bilesikleri
kullanilmistir [68]. Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli olan bu yapilar, 16
saat aktiflestirme ve 16 saat ligand baglama siiresi olmak iizere toplam 32 saatte
gerceklesmektedir. Uzun silire alan bu karistirma islemleri, polisakkarit
partikiillerinin fiziksel yapisinin deformasyonuna sebep olabilir. Sonu¢ olarak,

hazirlanacak hidrofobik jelin akis 6zellikleri olumsuz yonde etkilenecektir.

Calismamizda kullanilan CNBr ile aktiflestirme islemi yaklasik 5 dakika
kadar kisa bir siirede gerceklestirilmektedir. Boylece jelin fiziksel yapisindaki
deformasyon sakincalar1 ortadan kaldirilmistir. Yeni hidrofobik jel, paraoksonaz
enzimin saflagtirma asamalarinin sayisim1 azaltmak ve yliksek bir saflastirma

katsayisiyla enzimi saflastirmak icin sentezlenmistir.

Arastirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand
olan 1-aminoantresen L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada L-
tirozin uzant1 kolu olarak da gorev yapmaktadir ve ligandin matrikse baglanmasinda

da son derece uygun bir adaptor molekiildiir.

Diiz zincirli alkil ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril
ligandlarinda hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amacla
caligmamizda ligand olarak 1-aminoantresen bilesigi kullanilmistir. PON1 enziminin
H1 ve H2 boélgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik aminoasitlerin
bulunmasi secilen ligandin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik
etkilesim yapacagi goz Oniine alinarak, olduk¢a uygun bilesik oldugu kanaatini

uyandirmaktadir.

PONL1 enziminin hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilmasi ilk
olarak Sinan ve arkadaslari tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada hidrofobik karaktere
sahip Sepharose-4B-L-tirozin-2-naftilamin jeli kullanilmistir ve enzim 227 Kkat
saflagtirnlmistir  [65]. Yapilan bir diger c¢alismada Sepharose-4B-L-tirozin-2-
naftilamin jeli modifiye edilerek gelistirilirken, saflagtirma islemi sirasinda, ek olarak
uygulanan iki basamak sonucunda enzim 302 kat saflastirllmistir [69]. Basit
kromatografik yontemler kullanilan bir baska calismada iyon degisim ve jel

filtrasyon kromatografisi kullanilirken enzim yaklagik 225 kat saflastirilmistir [70].
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M. Sentiirk ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada ise TritonX-100 ile muamele
edilen serum, basit kromatografik yOntemlerin uygulanmasindan sonra
Sepharose-4B-anilin-2-naftilamin jeli ile saflastirma uygulanmis ve islem sonunda
enzim 394,3 kat saflastinnlmistir [71]. Genger ve arkadaslarmin yaptigi bir baska
calismada ise ligand olarak hidrofobik karakteri 2-naftilamin’den daha biiyiik olan 9-
aminofenantren bilesigi kullanilmistir ve PON1 enzimi 526 kat saflastirilmigtir [72].
Ba galisma sonucu insan serumundan PON1 enzimi sentezlenilen jel ile 674 kat

saflastirilmis, amaclanan yiiksek saflagtirma derecesine ulasilmistir.

Sinan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada PON1 enzimi %72,54 verimle 227
kat saflagtirilmig, basit kromatografik yontemler kullanilan c¢aligma ile
karsilastirildiginda elde edilen saflagtirma katsayisinin yaklasik ayni oldugu fakat
verim %39,8 ile Sinan ve arkadagslarinin ¢alismasina gore daha disiiktiir. Sinan ve
ark. kullandig1r yontemin bir diger avantaji saflastirmanin 3 adimda yapilmasidir.
Daha kisa yoldan ve daha yiiksek verimle aymi saflagtirma katsayisina ulasilmasi

Sinan ve ark. kullandig1 yontemin daha iyi oldugu kanaatini uyandirmaktadir.

M. Sentiirk ve ark. tarafindan, Sinan ve arkadaslarinin sentezledigi HEK jelini
modifiye ederek yaptiklar1 bir ¢alismada PONI1 enzimi %37,74 verimle 394 kat
saflastirilmistir. Saflastirma katsayisinin arttirilmasi i¢in Sinan ve arkadaslarinin
izledigi yoldan farkli olarak Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi Oncesi Triton-X ile
muamele edilen serum igiincii basamakta jel filtrasyon kromatografisinden
gecirilmistir. Son basamakta uzanti kolu anilin olarak modifiye edilen ve ligandi
2-Naftilamin olan HEK jeli ile saflagtirilmigtir. M. Sentiirk ve ark. tarafindan ilk iKi
saflastirma metodlarindan  olusturulan bu yontemde yasanan verim diismesine

ragmen saflagtirma katsayis1 yaklasik iki kat artarak 394 olmustur.

Genger ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, Sinan ve ark. buldugu yontem
izlenirken HEK jelinde ligant olarak 9-aminofenantren kullanilmig, 2-naftilamine
gore yapisinda fazladan 1 aromatik halka bulunduran ligandin PON1 enzimini daha
iyi saflastiracagi diisiiniilmiistiir. Nitekim PON1 enziminin H1 ve H2 bdlgelerinde
fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik aminoasitlerin bulunmasi, 9-
aminoantresenin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik olarak daha

fazla etkilesimde bulunacagi kanaatini uyandirmaktadir. Genger ve ark. yaptiklar
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calismada %14,74 verimle PONI1 enzimini 526 kat saflastirmis, elde ettikleri diisiik

verime ragmen hedefledikleri yiiksek saflastirma katsayisina ulasmiglardir.

Arastirmamizda Genger ve ark. ile benzer sekilde Sinan ve ark. buldugu
metod izlenirken HEK jelinde ligant olarak 1-aminoantresen kullanilmistir.
9-aminofenantren gibi 1-aminoantresen de 2-naftilaminle kiyaslandiginda fazladan 1
aromatik halka bulunurken 9-aminofenantren’e gore diiz yapida olmasi, bizde PON1
ile hem hidrofobik hem de aromatik olarak daha fazla etkilesimde bulunabilecegi
kanaatini uyandirmistir. Nitekim ¢alismamizda elde ettigimiz sonug %16,17 verim ve
674 saflastirma katsayisi olarak gerceklesmis, sentezlenen Sepharose-4B-L-Tirozin-
1-Aminoantresen HEK jeli PON1’i en yiiksek saflastirma katsayiyla saflastiran jel

olarak literature girecegi kanaatindeyiz.
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Tablo 4.1: Literatiirdeki Saflagtirma Metodlar

Saflastirma Basamaklari

Ligant

Verim (%)

Saflagtirma
Katsayisi

Referans

- Triton-X igeren serum
-Amonyum Siilfat

-Iyon degisim Kromatog.
-Jel filtrasyon Kromatog.
-Serum

-Amonyum Siilfat
-Hidrofobik Et. Kromatog.

- Triton-X iceren serum
-Amonyum Siilfat

-Iyon degisim Kromatog.
-Hidrofobik Et. Kromatog.

-Serum
-Amonyum Siilfat
-Hidrofobik Et. Kromatog.

-Serum
-Amonyum Stilfat
-Hidrofobik Et. Kromatog.

Yok

\ /\ /

39.8

72.54

37.74

14,74

16.17

225

227

394

526

674

[70]

[65]

[71]

[72]

Bu
calisma
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Tablo 4.2: Sepharose-4B-L-tirozin-1-aminoantresen ve Diger Jeller

-
I

il
NH—CH—CH,—@—OH

Sepharose-4B-L-Tirozin-2-Naftilamin [65]

f”\/\
S~ —// J\DH

HN@N —N@

Sepharose-4B-Anilin-2-Naftilamin [71]

Sepharose-4B-L-Tirozin-9-Aminofenantren [72]

N

% GOOH
HN—CH—CHZ—< 270[_1

N=N

Sepharose-4B-L-Tirozin-1-Aminoantresen [Bu Calisma]
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Calismamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirligr yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen PON1 tek bant olarak SDS-PAGE
jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiire uygunluk gostermektedir. PON1’in

minimum molekiil agirlig1 Gan ve arkadaslar tarafindan 43 kDa olarak belirlenmistir

[16].
Sonug olarak yapilan ¢alismalarda asagidaki bulgular elde edilmistir;

v’ Insan serum PONI1 enzimini saflastirmak icin Sepharose 4B-L-tirozin-1-
aminoantresen kimyasal yapisina sahip yeni bir hidrofobik etkilesim

kromatografisi jeli sentezlenmistir.

v Sepharose  4B-L-tirozin-1-aminoantresen yapisina sahip hidrofobik jel
kullanilarak insan serumundan PONI1 enzimi 674 kat gibi yiiksek bir oranda
saflastirilarak bilenen diger hidrofobik jellerden daha yiiksek oranda saflagtirma

verimi elde edilmistir.
v' Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile

saflastirilan PON1 enziminin SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik 43 kDa

molekiil agirhiginda tek bant elde edilmistir.
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