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OZET

KARBAZOL B-LAKTAM TUREVLERININ PARAOKSONAZ ENZIMI
UZERINE ETKILERININ INCELENMESI
DOKTORA TEZi
BASAK GOKCE
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KIiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)
BALIKESIR, 26.08.2013

Paraoksonaz (PONL), arilesteraz, paraoksonaz ve laktonaz aktivitesine sahip
bir ester hidrolazdir. Detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip olan paraoksonaz (PON1) enziminin fizyolojik
substrat1 heniiz tanimlanmamuistir.

Bu arastrrma iki bolimden olusmaktadir. Birinci boliimde, insan serum
paraoksonaz (PON1) enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi (Sepharose 4B-L-tirozin-1-Naftilamin) yontemleri kullanilarak
saflastirilmistir. Saflagtirilmis enzim SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde yaklasik
43 kDa molekiil agirliginda tek bant vermistir.

Aragtirmanin ikinci boliimiinde ise hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
saflagtirilan paraoksonaz (PONI1) enzimi iizerinde 36 farkli karbazol [-laktam
tlirevlerinin in vitro etkileri incelenmistir. Bilesiklerin tamaminin enzimi belirli
Olciide aktive ettigi saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: paraoksonaz (PON1), hidrofobik etkilesim
kromatografisi, karbazol f-laktam bilesikleri, in vitro



ABSTRACT

INVESTIGATING OF EFFECT OF CARBAZOLE B-LACTAM

DERIVATIVES ON PARAOXONASE ENZYME

PH.D THESIS
BASAK GOKCE
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR: PROF. DR. OKTAY ARSLAN)

BALIKESIR, 26.08.2013

Paraoxonase (PON1) is a ester hydrolase, which has arylesterase,
paraoxonase and lactonase activity. Paraoxonase (PON1) enzyme has important
physiological function on metabolism by detoxification and antioxidant activity. Its
physiological substrate has not been determined yet.

This study consist of two parts. In the first chapter, human serum paraoksonaz
(PON1) was purified by using ammonium sulfate precipitation and hydrophobic
interaction chromatography (Sepharose 4B-L-tyrosine-1-Naftilamin). Purified
enzyme was shown a single band with 43 kDa in SDS-polyacyrilamide gel
electrophoresis.

The second part of the study, the effects of 36 different carbazole f-lactam
derivatives in vitro were investigated on paraoxonase (PON1) enzyme purified with
hydrophobic interaction chromatography. It was determined that all of the
compounds activate the enzyme activity by different rate.

KEYWORDS: paraoxonase (PON1), hydrophobic interaction chromatography,
carbazole p-lactam compounds, in vitro
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1. GIRIS

Paraoksonaz HDL’ye bagli olarak bulunan, organofosfat ajanlar1 (OP) ve
sinir gazlarini hidroliz ederek LDL’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna
ve bakteri endotoksinlerine kars1 koruyucu etkisi olan dnemli bir karaciger enzimidir.
LDL’nin oksidasyonu ateroskleroz siirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi, enzimin
antioksidant 6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [4,5]. Bu enzim hakkinda son
yillarda oldukga fazla sayida arastirma yapilmis olup, sahip oldugu fonksiyonlar ve

hastaliklardaki rolii hakkinda biiyiik ilerleme kaydedilmistir [1].

Serum paraoksonaz enziminin, aromatik karboksilik asid esterleri ve
paraokson, diazookson, sarin, soman gibi organofosfat tiirevlerini detoksifiye ettigi
pek cok calisma ile gosterilmistir [55, 64, 65, 85,86]. Son yillarda PON1’in ayrica
laktonaz, siklik karbonat esterleri ve farmakolojik ajanlar1 da hidroliz ettigi

gosterilmistir [59]. Ancak fizyolojik substrati heniiz belirlenememistir.

Bu ¢alismada, ilk olarak daha onceden bilinen Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli kullanilarak insan serumundan
paraoksonaz enziminin saflastirilmas: [2] ve saflastirilan paraoksonaz enziminin
sodyum dodesil stilfat (SDS) jel elektroforezi ile enziminin yaklasik molekiil

agirhiginim tespit edilmesi planlanmistir.

Cahsmanm ikinci kisminda; paraoksonaz enziminin  katalizledigi
substratlardan laktonlarmn, nitrojen analogu olan laktam bilesiklerinin s6z konusu
enzim tlizerindeki etkilerinin arastirilmasi amac¢lanmistir. Bu amacla; literatiirde
paraoksonaz enzimi lizerinde sadece inhibisyon etkisi gosteren laktamlarin, orjinal
baz1 karbazol g tirevlerininin saf PON1 enzimi iizerindeki in vitro etkilerinin

calisilmasi hedeflenmistir.



1.1 Paraoksonaz Enziminin Tarihgesi

Paraoksonaz enzimi ilk kez 1946’da Abraham Mazur tarafindan
kesfedilmistir. Mazur, hayvan dokusunda organafosfor bilesiklerini hidroliz edebilen
bir enzim varligmi bildirmistir [3]. Daha sonra W. Norman Aldridge 1953’ten
itibaren bu enzim hakkinda ¢ok sayida caligma yapmaya baglamistir. Aldridge
paraoksonazi, propiyonat, biitirat ve p-nitrofenil asetati hidroliz eden A-esteraz
olarak teshis etmistir [4]. Aldridge substratlari, hidroliz ederken katalitik olanlar1 A-
esterazlar, substratlarin hidroliz olmasmi inhibe eden grubu B-esterazlar olmak
iizere esterazlar1 iki gruba aymrmistir. 1961°de Uriel tarafindan yapilan bir ¢alismada
ilk kez HDL ile PON iliskisi gosterilmistir [5]. 1973’te Mallinck ve ark. insan
serumunda PON’un varliginin genetik oldugunu tespit etmislerdir [6]. Takip eden
yillarda paraoksonazin c¢esitli poliformizmleri tespit edilmistir [7]. 1983’te
paraoksonazin aktivitesinin Ca* iyonuna bagli oldugu belirlenmistir [8]. Mackness
ve arkadaslar1 [9] yaptiklar1 ¢alismalar ile 1985°’te PON’un HDL {izerinde
bulundugunu, 1988’de PON’un HDL i{izerinde apoA-1’e bagimli olarak aktivite
gosterdigini [10] ve 1991 yilinda da LDL {iizerindeki lipidperoksit birikimini
azalttigin1 bulmuslardir [11]. PON’un antioksidan 6zelliginin bilinmesi, daha

sonraki yillarda hastaliklarin teshisi ve tedavisinde 6nemli rol oynamistir [12,13].

Gan ve arkadaglar1 [14] 1991 yilinda ki ¢alismalarinda paraoksonazi insan
serumundan saflagtirmislar ve enzimin hem paraoksonaz hem de arilesteraz aktivitesi
gosterdigini tespit etmislerdir. PON sican karacigerinde 1993°de kismen, 1997°de
tamamen saflastirilmistir [15,16]. Primo ve ark. [17] paraoksonaz/arilesteraz
(PON/AE) enzim ailesinin ii¢ formdan (paraoksonaz 1; PONI, paraoksonaz 2;
PON2, paraoksonaz 3; (PON3) olustugunu rapor etmislerdir. Paraoksonazin
diizopropil florofosfat, soman, sarin, p-nitro fenil asetat, 2-nitrofenil asetat, 2-naftil
asetat ve fenil asetat [14,18] iceren pek c¢ok substratt hidroliz edebildigi
belirlenmistir. Son yillarda PON1’in ayrica laktonaz, siklik karbonat esterleri ve

farmakolojik ajanlar1 da hidroliz ettigi gosterilmistir [19].



1.2 Paraoksonaz Gen Ailesi

Aslinda paraoksonaz denildiginde terminolojide paraoksonazl enzimi
anlasilmakla beraber, PON1 disinda iki farkli tiyeyi de kapsar. Paraoksonaz insan
gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak {izere bilinen 3 iiyeye sahiptir [20]. Bu ii¢
insan paraoksonazi 7. kromozomun uzun kolunda lokalize olmuslardir. Bu genler
biiyiik yapisal benzerlikler gostermektedir ve ortak evrimsel Onciilden gen
dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli tiirleri igersinde PONI,
PON2 ve PON3 aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid diizeyinde % 70 benzerlik
gosterir. Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu {ic genin her biri aminoasit
diizeyinde % 79-90, niikleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik gostermektedir [21,22].
Bu ii¢ enzimden simdiye kadar en cok calisilan PON1 olmasma ragmen, son
arastirmalarda ilgi PON2 ve PON3 enzimlerinin fonksiyonlarinin daha kapsamli

anlagilmasi iizerindedir [23] .

PON1, PON2 ve PON3 ile Karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan 105
aminoasit i¢inde ii¢ niikleotid rezidiistiyle ayrilir [21, 24]. PON1 enzime ismini veren
paraokson da dahil pestisit ve organofosfatlar1 hidroliz etme yetenegine sahip
kalsiyum bagimli bir hidrolazdir. 43-45 kDa agirlhiginda bir glikoprotein olan PON1
baslica karacigerden olmak iizere cesitli dokulardan sentezlenir[25] ve kan
dolasiminda HDL’ye bagh olarak bulunur [26]. HDL’ye baghh olmasi
arastirmacilarm dikkatini ¢gekmistir, ¢iinkii bu 6zelligi LDL nin oksidatif strese kars1
koruyucu kapasitesinin nedenidir. Kopiik hiicre olusumunu azaltir ve aterosklerozisin
gelisimini engeller [27]. PONI1 polimorfizm koroner kalp hastaligi [28], Parkinson
[29], tip 2 diyabet [30] ve bagirsak iltihabi [31] gibi bir¢ok hastalikla iliskilidir.

PON2’ye artan ilgiye ragmen, fonksiyonu ve karakteri hakkinda halen ¢ok az
bilgi mevcuttur. PON ailesinin bir liyesi olmasma ragmen dolasgimda HDL ile
bulunmaz, fakat hiicreleri oksidatif stresten korur ve hiicresel antioksidant olarak
gorev yapar. Aterosklerozisin azaltilmasinda koruyucu fonksiyonu vardir. Rosenblat
ve arkadaglar1 saflastirilmis rekombinant PON2‘nin LDL oksidasyonunu
engelledigini gostermislerdir [32]. PON1 ve PON3’ten farkli olarak plazmada
bulunmayan PON2, akciger, karaciger, kalp ve bagirsak gibi neredeyse tiim insan

dokularindan sentezlenmektedir [33]. Atardamar makrofaj hiicreleri icinde de



bulunur [34, 35] ve molekiiler agirlig1 yaklasik 40-43 kDa’dir. PON2 geninin iki
polimorfizmi vardir [36]. PON2 gen polimorfizm kardiyovaskiiler hastaliklar
[37,38], tip 2 diyabet [39,40] ve bagirsak iltihabi [41] gibi ¢esitli insan hastaliklari ile
iligkilidir.

Coklugen ailesinin 3. {iyesi olan PON3, PON1’in ekspresyonuna fonksiyon
ve lokasyon olarak benzer. insan PON3 enzimi yaklasik 43 kDa agirhgmda serumda
HDL’ye bagli bulunan ve miktar1 PON1 enziminden olduk¢a az olan bir proteindir.
Hem rekombinat PON1, hem de PON3 LDL oksidasyonunu engelleme yeteneg§ine
sahiptir, ancak PON1 daha etkilidir [42]. PONI1‘in aksine PON3 paraoksonaz
aktivitesi degil, arilesteraz aktivitesi gostermektedir [3]. PON proteinlerinden, PON3
en ge¢ bulunan ve karakterize edilendir [43]. PON3’{lin polimorfizm ve hastaliklarla

iligkisi konusunda su an ¢ok az bilgi mevcuttur [44].

1.2.1 Paraoksonaz Enziminin (PON1) Genel Ozellikleri ve Yapisi

Insan serum paraoksonaz enzimi; karacigerde sentezlenen, arildialkilfosfataz
olarak da adlandirilan Ca*? bagimli, HDL ile iligkili ve 43-45 kDa molekiil agirlikli
bir ester hidrolazdir [45-47]. Kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi i¢in
gerekmektedir ve katalitik mekanizmada da rol oynamaktadwr. Aktif bolgeden
dietilfosfatin uzaklastirilmasi bu bdlgenin uygun konformasyonel yapi kazanmasini

saglar , , . raraoksonaz enziminin yapisi eKl . ozetlenmistir .
glar [45, 48, 49]. Paraok iminin yapist (Sekil 1.1) 6zetlenmistir [50]
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Paraoksonazin yapisinda bulunan N-terminal hidrofobik sinyal peptidi, HDL
ile etkilesim i¢in gerekmektedir. Paraoksonaz enzimi N-terminal hidrofobik sinyal
peptidi aracihigi ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere baglanir [51,52]. insan PON1 ve
PONS3 birincil olarak karacigerde sentezlenirken insan PON2 daha genis bir dagilim
gostermektedir. [45, 53, 54].

Paraoksonaz aktivitesi, yeni doganlarda ve prematiire bebeklerde
yetiskinlerdekinin yaklagik yarisi kadardir. Dogumdan yaklagik bir yil sonra
erigkinlerdeki diizeyine ulasir ve hayat boyu degismeden devam eder [45].
Paraoksonaz, 3 tane sistein molekiilii igerir, bunlardan iki tanesi molekiil i¢i disiilfit
bagmin olusumuna katilirken, 284. pozisyondaki sistein molekiilii ise serbest halde
bulunur. Sistein 284’iin, enzimin aktif merkezine yakin bolgede bulundugu ve bu
bolgenin substrata baglanma i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda,
sigara kullanimimnin enzimin serbest tiyol gruplarint modifiye ederek; PON1 enzim
aktivitesini inhibe ettigi gdsterilmistir [46, 55, 56]. Ug sistein rezidiisiiniin varlig
PONT1’in serin esterazlarin katalitik merkezlerinde serin amino asitleri yerine

niikleofilik sistein amino asitlerini kullanan bir sistein esteraz oldugu hipotezini

desteklemektedir [57].

Paraoksonaz enzimi, bir insektisit olan parathionun oksidatif desiilfiirilasyonu
ile olusan paraoksonu hidroliz ederek p-nitrofenol ve dietilfosfat olusumuna yol acar.
Paraokson olusumu karaciger ve diger dokularda mikrozomal sitokrom p-450 enzim
sistemi ile kataliz edilmektedir [45,48]. Paraoksonaz enzim aktivitesi -20°C’de 1 yil
stabildir.

Enzimin izoelektrik noktasi 5.1°dir. Paraoksonaz enzimi yiiksek oranda l6sin
icermektedir. Her molekiil toplam agirliginin %15.8’ini olusturan ii¢ karbohidrat

zinciri igermektedir [58, 59].

Paraoksonazin genel yapisina bakildiginda 6 adet f-kirmali yapidan olusmus
4 adet zincirden meydana geldigi goriiliir. Enzimin yapisinda goriilen N terminal ve
C terminal uglarinm kovalent baglanmasi f-kirmali yapiya sahip enzimlerde son

derece ender goriilen bir durumdur [60].



Sekil 1.2: Paraoksonaz enziminin {i¢ boyutlu yapisinin goriiniimii.

(A) p-kirmali tabakalar ve (B) H1, H2, H3 ile gosterilen hidrofobik bolgelerin /-
kirmali tabakalara gére durumu.

Sekil 1.2°de de goriildiigii gibi; A-kirmali yapilarm ortasmda 7,4 A°
araliklarla iki tane kalsiyum iyonu bulunmaktadir. Bu kalsiyum iyonlarindan bir
tanesi yapisal olup, uzaklastirilmas1 doniisiimsiiz denatiirasyona sebep olmaktadir.
Diger kalsiyum iyonu ise katalitik etkinlikte gérevlidir. Ayrica bu kalsiyum iyonu
2,1-2,5 A° mesafesinde Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu53’ den olusan 5
adet aminoasit ile etkilesim halindedir. Bunun yaninda ayni kalsiyum iyonu, fosfat

iyonunun oksijeni ve bir su molekiilii ile etkilesmektedir [61].

PON1 enzimi protein yapisi bulunmus olmasma ragmen PON1’1 saflastirmak

halen zor olmaktadir. Bunun nedeni PON1’in HDL (apoAl) ile siki iligkisidir [62].

PON1 enziminin protein yapisi bulunmus olmasina ragmen daha endojen
substratlar1 bilinmemektedir [59]. Daha yakin zamanlarda, rekombinant miihendislik

PON1’in molekiiler yapis1 aydinlatilmistir [43].



1.2.2 Paraoksonazl’in Fonksiyonlar:

1.2.2.1 Ksenobiyotik Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunu saglayan oksidasyon, rediiksiyon,
hidroliz ve konjugasyon gibi tepkimelerin siklikla bobreklerde gergeklestigi
bilinmektedir [63]. iImmunohistokimyasal olarak, glomeriiler yumak ve proksimal
tiibiillerin epitel hiicrelerinde lokalize oldugu gdsterilen PON1’ in, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonuna fonksiyonel katkismnin olabilecegi diistiniilmektedir. Renal epitel
hiicrelerinde anyon transport sistemleri ve PON1’in benzer intraselliiler dagilima
sahip olmasi; ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ve toksik etkilerine karsi
organizmanin korunmasinda PON1’in o6nemli rol oynayabilecegi goriisiinii

desteklemektedir [64].

1.2.2.2 Organofosfatlara Kars1 Koruma (Hidrolitik Aktivite)

Organofosfatlara karsi koruma, PON1’in sadece kan veya doku diizeylerine
degil; izoenzimlerine de baghdir. PON1’in, organofosfatlar1 ve diger organik
esterleri hidroliz edebilme kapasitesi, kisiler arasinda genis varyasyon gosterir. R
tipi, Q tipine gore paraoksonun hidrolizinde daha etkili olmasina ragmen;
organofosfatlarin ¢ogu, Q izoenzimi ile daha iyi hidroliz edilirler [66]. PON1’in en
iyi bilinen fonksiyonu, hidroliz yoluyla, organofosfat tiirevi sinir gazlarmi ve
insektisitleri zararsiz hale getirmesidir [65]. Insektisit olarak yaygin olarak kullanilan
paratiyon ve klorpiroposokson gibi organofosfat bilesikleri ile somon ve sarin gibi
sinir gazlari, PON1’in baslica substratlarindandir. [66,64,67]. Ancak, memelilerde
bulunan PON1’in bu substratlara kars1 afinitesi diisiik oldugundan, tarimsal alanda
calisanlarda organofosfat zehirlenmelerine sik rastlanir. Bununla beraber, kronik
olarak diisiik dozda organofosfat tiirevlerine maruz kalanlarda, PON1’in daha etkili
oldugu bildirilmistir [25]. Organofosfatlar, PON1’in yani sira, sinapslarda ve
noromuskuler kavsaklarda bulunan psddokolinesteraz ve asetilkolinesteraz gibi B-

esterazlarin da substratlaridir. Bu enzimler, organofosfatlar tarafindan doniisiimlii



olarak inhibe edildiklerinden; PON1 dolasimda ki organofosfatlar1 hidroliz etmek

suretiyle, sinir sistemini koruyan bir ajan olarak da gérev yapmaktadir [68].

1.2.2.3 Bakteriyal Endotoksinlerden Kaynaklanan Toksisiteye Karsi

Koruma

Son yillarda, HDL kompleksinin, gram negatif enfeksiyonlar sirasinda gelisen
endotoksemiye kars1 savunmada rol oynadigi; bakteriyal lipoprotein polisakkarid ile
makrofaj spesifik protein arasindaki etkilesimin, HDL tarafindan heniiz bilinmeyen
bir mekanizmayla Onledigi diistiniilmektedir. Bdylece, karaciger ve bobrek
yetmezligine, septik sokun cesitli semptomlarma ve hatta O6liime yol acabilen
sitokinlerin ~ salmimi1  engellenmektedir. PON1’in  sitokinlerin  salinimimnin

Oonlenmesinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [66].

1.2.2.4 LDL ve HDL Oksidasyonunun Onlenmesi

Oksidatif stres altinda lipid peroksidasyonu sadece LDL’de degil; HDL’ deki
lipidlerde de meydana gelmektedir [69]. PON1’in hem LDL’yi, hem de HDL’yi
oksidasyondan korudugu bildirilmistir [67]. PON1’in HDL vasitasiyla antioksidan
etkiye katkida bulundugu ve HDL’nin inhibitér etkisinde, metal iyon selasyonu
ve/veya peroksidaz benzeri aktivite ile iliskili olabilecegi ileri siiriilmektedir. HDL-
PONZ1, uzun zincirli okside fosfolipidleri hidroliz edebilme yetenegine sahiptir [70].
HDL’nin LDL oksidasyonu iizerine koruyucu etkisinin 6ncelikle PON’dan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. PON1’in, Cu®’nin indiikledigi lipoprotein
oksidasyonunu in vitro olarak inhibe ettigi ve yarigmasiz PON1 inhibitorlerinin
serbest radikal olusumunu ve Cu®"nin indiikledigi HDL oksidasyonunu artirdigi
gosterilmistir. Ayrica, PONI1’in makrofajlardan kolesterol c¢ikisini arttirdigir da
bildirilmistir [26].



1.2.2.5 Klinik Onemi ve Genetik Polimorfizm

Son yillarda yapilan calismalarla, aterosklerozun patogenezinde oksidatif
stresin onemli rol oynadig1 gosterilmistir. Serumda bulunan LDL, oksidasyona maruz
kalarak aterojenik sekli olan okside LDL formuna doniismekte ve okside {iriinlerin
makrofajlarda birikimiyle kopiik hiicreleri olusmakta; boylelikle endotelyumda yag
cizgileri meydana gelmektedir. Son olarak da aterom plagi gelismektedir [71]. Bu
prosesin, baslangic asamasinda serum PON aktivitesinin koruyucu rol oynadigi ileri
siriilmiistir. Bu nedenle, LDL’nin oksidatif modifikasyonunun &nlenmesi
ateroskleroza karst savunmada Oncelikle gereklidir [67]. PONL1, sadece
lipoproteinlerle iliskili peroksidlerin degil, ayn1 zamanda H,0, iizerine de etkilidir.
H,0, ateroskleroz olusumu sirasinda arteryal duvar hiicreleri tarafindan iiretilen
baslica reaktif oksijen metabolitidir ve oksidatif stres sirasinda daha etkili radikallere
doniistiiriilerek LDL oksidasyonuna neden olur. HDL ile iliskili PON1’in H,0,’yi
hidroliz edebilme 6zelligi ateroskleroz sirasinda olusan oksidanlarin elimine
edilmesinde 6nemli rol oynayabilir [67,72]. Ayrica, seker hastaligi [73] ve kronik
renal yetmezlikligi olan hastalarda [74] PONL1 aktivitelerinin diistiigi bildirilmistir.

PON1, enzimiyle ilgili yapilan ilk g¢alismalarda insanlarin serum PONI1
aktivitesi ol¢iildligiinde, paraoksonaz aktivitesi yoniinden kisilerin, yiiksek, orta ve
diistik aktivite gOsterenler olmak iizere ti¢ grupta toplandigi ortaya ¢ikmustir [74].
Ilerleyen yillarda PON1 geninin sekansi belirlendiginde genin kodlayan bdlgesinde
iki tane polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizminin molekiiler temeli, PON1’in
kodlanma bolgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar sonucu iki aminoasitin yer
degistirmesi ile iliskilidir [75]. Bu polimorfizmlerden ilki (192Q/R) enzimin
sentezlenmesi sirasinda 192. amino asit olarak glutamin (Q) yerine arjinin (R)
eklenmesine neden olur [76]. Bu polimorfizm enzimin katalitik aktivitesini bazi
substratlara kars1 ciddi sekilde etkilemektedir. Yapilan ilk c¢alismalarda 192R
izoformunun paraoksonu 192Q izoformundan 6 kat daha hizli hidrolizledigi
belirlenmistir. Diazokson, sarin ve soman hidrolizi yoniinden ise tam tersi bir durum
gbzlenmistir: 192Q izoformu diazokson, sarin ve somani1 192R izoformundan daha
iy1 hidrolizlemektedir. Klorprifos okson ve fenil asetat gibi bir grup substrat i¢in ise
PON1 192Q ve 192R izoformlarinin hidroliz hizinin ayni oldugu goriilmistiir [75].

Ancak, enzim aktivitesi Ol¢limleri fizyolojik kosullarda, ortamda daha az NaCl



kullanilarak yapildiginda, 192R ve 192Q izoformlarinin diazoksonu ayni hizda
hidrolize ettigi ve 192R izoformunun klorprifos okson hidroliz hizmnin 192Q

izoformundan daha yiiksek oldugu gortilmistiir [77].

PONI geninin kodlayan bolgesinde tespit edilmis olan diger polimorfizm
(55L/M) ise enzimin 55. amino asitinde l6sinden (L) metiyonine (M) degisime yol
acar [78]. Enzimin 55. pozisyonunda metiyonin tasiyan bireylerin (55M), 55L
izoformunu tasiyanlardan daha diisik PONI1 aktivitesine sahip olduklari
gbozlenmistir. Ancak bu polimorfizmin enzimin katalitik aktivitesini direk
etkilemedigi, plazmada bulunan enzim seviyesi ile iligkili oldugu i¢in aktiviteyi
dolayl1 olarak etkiledigi ortaya ¢ikmistir [76]. PON1 geninin promotor bdlgesinde de
cok sayida genetik farkliliklar belirlenmistir [77].

1.2.3 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

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

molekiilii, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir (Sekil 1.3).

H H
Hisw,\{ Hisl?:i[{\{
B N
\\\ |\_\|
H N O
His115 N/A' > Hisl15 N ﬁ\/ * ROF
w‘\ \_[ ) o}
( g
H\O/H OR H\O \/'(/OR
- /o’ H /o)

Sekil 1.3: Paraoksonazin katalitik mekanizmasi.

Katalitik etkinlik gosteren kalsiyum iyonu, substrattaki fosfat iyonunun
negatif yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadrr. Aktif bdlgedeki His-His cifti, su
molekiiliiniin bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiciinii arttirir. Olusan
hidroksil iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen

kompleks tetrahedral bir diizlem sonucu kalsiyum iyonu ile kararl kilinir. Olusan

10



yapidaki kalsiyum iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya

karbonilin {izerine yikilir ve ester bagi kopar [96].

PONI’in mekanizmasinit agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi icin 2-
naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in ise paraoksan substratlar1 kullanilmistir.
Bu substratlarin optimum pH araliklar1 saptanmis ve substratin yapisinda bulunan

yan zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucu bulunmustur [96].

1.2.4 PONYT’in Substratlan

PON1, enzimi admi laboratuvarda en sik kullanilan substrati olan
paraoksondan almistir. Aslinda PON1 bazi sentetik substratlara karsi ¢cok usta bir
esteraz olmasmma ragmen, paraoksonaz aktivitesi biraz zayiftir. Dolayisiyla
paraoksonaz enziminin adi, tarihsel bir addir. PON1, ¢ok genis substrat yelpazesi
olan bir hidrolazdir. PON1’in hidroliz ettigi substratlar arasinda paration, diazinon ve
klorprifos gibi organofosfatli insektisitlerin toksik okson metabolitleri, sarin, soman
ve tabun gibi sinir gazlari, fenil asetat gibi aromatik ester ile, homogentisik asit
lakton, dihidrokumarin, y-butirolakton ve homosistein tiolakton gibi birgok aromatik
ve alifatik lakton, siklik karbonatlar yer almaktadir (Sekil 1.4).

Sekil 1.4: PON1 enziminin katlizledigi substratlar.

a) Organofosfatli bilesiklerin toksik okson metabolitlerinin hidrolizi

o O
Il PONI1 Il
C2H50_l|)_0 N02 Z)_» Cszo_II)—OH + HO N02
2

OC2H5 OCZHS
Paraokson Dietil fosfat P-nitrofenol
CH; CH,
?l ‘(/—\< (e) ‘(_<
PON1 I / \
C,H;O—P—0O N C,HsO—P—OH + HO N
2445 | . 7—> »Hs : B
ocH, N7 H,0 OC,H N
CH(CHs;), CH(CH),
Diazokson Dietil fosfat IMHP

IMHP: 2-izopropil-4-metil-6-hidroksi pirimidin.
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Cl

Cl
O O
1 PON1 Il
OC,H; N=— H,0 OC,H; N=
Cl Cl
Klorprifos okson Dietil fosfat TCP

TCP: 3,5,6-trikloro-2-piridinol.

b) Sinir gazlarinin hidrolizi

N~ K1 PONI Rzo\P/Rl . HX
07 “x e o’ “ou
H,0
R;=N(CHj3), R,=CH,CHj; X=CN Etil N-dimetil fosforamidosiyanidat (Tabun)
R,=CHj, R,=CH(CHy), X=F izopropil metilfofonoforidat (Sarin)
R,=CH, R,=CH(CH;)C(CH3); X=F Pinakolilmetilfofonoforidat (Soman)

c) Aromatik esterlerin hidrolizi

0]

0
I PONI I
H;C—=C=0 —7 > H;C—C—OH * OH

H,0
Fenil asetat

Asetik asit Fenol

d) Laktonlarin hidrolizi ve hidroksi asitlerin laktonlara doniistiiriilmesi

[ (CHyn PONI1 [—(CHyn n=1: p-Propirilakion

0] & *H,O OH n=2: y—Butirolakton
o) O n=3: & —Valerolakton
n=4: e—kaprolakton

OH

Dihidrokumarin R;=H 2-Kumar0.n. .
R;=OH Homogentisik asit lakton

5-HETE Lakton

PONI laktonlar1 hidrolize ettigi gibi bu reaksiyonun tersini de, yani y ve -
hidroksikarboksilik asitlerin laktonizasyonunu da katalizler [80, 81].
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PONI1 ayni zamanda fosfolipit hidroperoksitleri hidrolizleyerek LDL ve
HDL’yi oksidatif degisimlere kars1 korumasiyla da taninmaktadir [82]. Bilindigi gibi
okside olmus LDL aterojeniktir [83]. PON1’in aterosklerozun olusumunu ve
ilerlemesini engelledigini ortaya koyan bir¢ok c¢alisma yapilmistir [84,85].
Ateroskleroz, koroner kalp hastaligi, kalp krizi, beyin damar hastaliklar1 ve felg gibi
ciddi hastaliklara neden oldugu i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir. Bundan dolay1 son
yillarda, insanlarda goriilen oksidatif stres kaynakli bir¢ok hastalikta PON1’in enzim
aktivitesinin Ol¢iimii ve PON1’1 kodlayan gende bulunan polimorfizmlerin tespit

edilmesi, popiiler arastirma konular1 olmustur [86-89].

1.2.5 PON1’in inhibitorleri

Gonzalvo ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada insan karaciger
mikrozomundan saflastirilan PON1 enzimi iizerinde EDTA bilesiginin, Mg2+, Co?,
Ba%", La%*", zn**, Cu®" ve ng+ gibi metallerin ve p-hidroksiciva benzoatm inhibisyon
etkisi arastirilmistir. EDTA, baryum, lantan, bakir ve p-hidroksiciva benzoat
bilesiginin yarismali bir inhbisyona neden oldugu ve ¢inkonun ise yarismasiz bir

inhibisyon gosterdigi bildirilmektedir [90].

Literatiirde laktamlarin PONI tarafindan hidroliz edilmedigi, ancak PON1
aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir. Laktamlar, laktonlarin izosterik formudur, yani
laktonda bulunan oksijenin azotla yer degistirmis seklidir. 2000 yilinda yapilan bir
calismada, yedi tane laktam bilesiginin insan serum paraoksonaz enziminin yarigmali
inhibitorii oldugu belirlenmistir. S6z konusu laktam bilesikleri; oksindol, isatin, 3,4-
dihidro-2(1H)-kinolin, 2-hidroksikinolin, o&—valerolaktam, e—kaprolaktam ve N-
Bromo-g-kaprolaktam’dur. Isatin ve N-Bromo-e-kaprolaktam’m PON1’i doniisiimsiiz
olarak inhibe ettigi goriilmektedir. Doniislimsiiz inhibisyon olarak etki eden bu iki
bilesigin, enzimin aktif bdlgesinde hangi etkilesimlere neden oldugu heniiz

arastirilmamistir [91].

2006°da Sinan ve arkadaslarinin gentamisin siilfat ve sefazalin sodyumun
insan serum PON1’1 inhibe ettigini caligmalarinda gostermigslerdir. ICso degerleri
sirastyla 0,887 mM ve 0,0084 mM’dir. Ancak ¢aligmada kullanilan antibiyotiklerin
karaciger PON1’1 inhibe etmedigi gosterilmistir [92].
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Bazi1 analjezik ilaglar (larnokziom, indo metosin, enokziom, diklofenak
sodyum, ketoprofen, linkomisin) insan serum PON1’i ¢cok diisiik konsantrasyonlar
da inhibe etmistir. laglarm inhibisyon etkisi sirayla larnokziom> indo metosin>

enokziom> diklofenak sodyum>ketoprofen> linkomisin olarak belirlenmistir [93].

Hg, Co, Cd, Cu, Ni ve Mn agir metallerinin ve 4 pestisit tiirtiniin (Purtapyr,
Practicur, Agroform ve Roundup) saflastirilan serum PON1Q ve PON1R izoenzim
aktiviteleri tizerine etkisi arastirilmistir. Bu bilesiklerin hepsinin farkli derecede

inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir [94].

Baska bir calismada; bazi siilfonamid tiirlerinin serum PONI {izerinde
inhibisyon etkisi arastirilmistir. Sonuglar siilfosatamid, siilfosalazin, furosamid,
asetozolamid, 1,3,4-tiyadiazo-2-siilfosatamid bilesilerinin insan serum PON1’i inhibe

ettigini gostermistir [95].

1.2.6 Enzimin Saflastiriimasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, endoplazmik retikulum membranlarinin
parcaciklarinin uglar1 kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye bagh
olarak bulunmaktadir [97]. Saflastrma prosediirlerinde oncelikle s6z konusu

enzimin bagl olarak bulundugu yapilardan uzaklastirilmasi gerekmektedir.

Ik olarak A-esterazlar1 (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafindan
tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [3] ve daha sonra Mounter tarafindan 65-100 kat
saflastirilmistir [98]. Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflagtirma koyun serumundan
330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢oktiirme yontemleri kullanilarak Main tarafindan
basarilmistir [99]. Daha sonra Furlong ve arkadaslari tarafindan insan ve tavsandan

s0z konusu enzim saflastirilmis ve cDNA’s1 karakterize edilmistir [100].

Paraoksonaz enziminin saflastirilmas: icin, ulasilmak istenen saflik
derecesine ve enzimin serumda veya karacigerde bulunus durumuna goére degisen
cok c¢esitli metotlar tanimlanmistir. Bu metotlardan siklikla uygulananlar
hidroksiapatit — adsorbsiyonu, = DEAE-Sepharose CL-6B  iyon degistirme
kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin
A-Sepharose afinite kromatografisi mono Q HR 5/5 anyon degistirme
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kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir. Uygulanan metotlarn sirasi
enzim kaynagmin serum veya karaciger olmasina bagli olarak degisebilir. Bazi
durumlarda bir ya da diger saflastirma basamagi tekrar kullanilabilir. Ornegin; Gan
ve arkadaglarmin yaptig1 ¢alismada insan serum paraoksonaz Q ve R izoenzimlerinin
saflagtirma prosediirii i¢in iki DEAE anyon degistirme kromatografisi kullanilmistir
[14]. 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 saflagtirmistir [101].

Paraoksonaz enzimi, karacigerde mikrozomlara, serumda da HDL’ye bagh
oldugu i¢in homojen bir saflik elde etmek olduk¢a zordur [102]. So6z konusu
enzimin saflagtirilmast swrasinda  bagli  oldugu yapilardan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu amacla, karacigerde enzimi mikrozomlardan aywrmak igin
TritonX-100 kullanilirken [15] serumda HDL’den uzaklastirilmasi igin deterjan veya
yiiksek tuz derisimi kullanilmasi gerekmektedir [101].

1.3  B-Laktam ve B-Laktam Tiirevlerinin Genel Ozellikleri

1929 wyilinda Fleming bir petri kutusunda Penicillium kolonisinin
cevresindeki  Staphylococcus aureus kolonilerinin ~ {iremesinin  durdugunu
gbzlemlemis ve bu etKiyi penisilin adini verdigi maddenin yaptigini bildirmistir
[103]. 1940 yilinda Chain ve arkadaslari penisilinin dayanikli aktif seklini bol
miktarda sentezleyerek tedavide kullanma yolunu a¢muslardir [104]. Penisilinin
antibiyotik etkiden sorumlu ¢ekirdek kismmda f-laktam halkasi bulunur. S-laktam
halkasinin f-laktamaz gibi enzimlerle degismesi sonucu penisilinin biyolojik

aktivitesi yok olur [105].

Benzil veya diger dogal penisilinlere birgok mikroorganizma iirlinden elde
edilen amidofen etkisi ile 6-aminopenilanik asit elde edilir. Bagska yan zincirler

ilavesi ile birgok yari1 sentetik penisilin elde edilmistir.

Penisilin tedavide kullanilmaya baslandig1 1940 yilindan beri pek ¢ok yeni tip
penisilin elde edilmistir. Ayrica kimyasal yapist peniline benzeyen baska

antibiyotiklerde bulunmustur [105].
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p-laktam ve 2-azetidinon, siklobiitan amitlere verilen genel isimlerdir.
Penisilinin antibiyotik etkisinin igerdigi p-laktam halkasindan kaynaklandigi
kanitlandiktan sonra bu halkanin 6nemi giderek artmis ve sentezi i¢in gliniimiize dek

stiren oldukga fazla ¢alisma yapilmistir [106, 107].

2-Azetidinon i¢in bir¢ok sentez yontemi rapor edilmis olmasina ragmen [107]
en ¢ok kabul goreni iminlerin ketenlere [2+2] siklo katilma reaksiyonlarimi iceren
Staudinger tepkimesidir. Staudinger tepkimesinde genel olarak agil kloriiriin
trietilaminle keten olusturmasi hemen ardindan ortamdaki iminin ketene katilmasi

sonucu S-laktam halkasi olusumunu igerir.

p-laktam halkasiin ilk sentezi 1907 yilinda Hermann Staudinger tarafindan
gerceklestirilmistir ve bu tepkime “Staudinger Tepkimesi” olarak taninmistir (Sekil
1.5) [108].

O R O R
N o
+
R) R
R R 2 R, R

Sekil 1.5: Staudinger tepkimesi.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

21 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan, Sepharose-4B, CNBr, L-tirozin, Tris-HCI
Tris-Baz (trihidroksimetil aminometan), 1-naftilamin, 7-amino-3,4dihidro-2(1H)-
kinolin, standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED),
paraoksan, 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, Coomassie brillant blue G-250,
sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merk’den

saglanmustir.

Bu c¢ahsmada kullanilan organik bilesikler Sakarya Universitesi Organik
Kimya Laboratuarlarinda sentezlenen orjinal karbazol f-laktam tiirevleridir . S6z
konusu bilesiklerin tamami (DMSO) dimetil siilfoksit ¢ozeltisinde ¢Oziilmistiir.
Bilesiklerin numaralari, isimleri ve fonksiyonel gruplari Tablo 2.1-2.2°de

gosterilmistir. Orjinal S-laktam tiirevlerinin sentezi Sekil 2.1°de gosterilmistir

Tablo 2.1: Orjinal karbazol B-laktam tiirevlerinin numaralar1 ve isimleri.

Bilesigin  Bilesigin

Numaras1 Adi

3a 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3,4-difenilazetidin-2-on

3b 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenil-4-p-tolilazetidin-2-on

3c 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenil-4-m-tolilazetidin-2-on

3d 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil)-3-fenilazetidin-2-on
3e 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-metoksifenil)-3-fenillazetidin-2-on
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3f
39
3h
3i
3]
3k
4a
4b
4c
4d
4e
4f
49
4h
4i
4k
am
4n
5a
5b
5C
5d
oe
5f
59
5h
5i
5k
51
5m
on

4-(3-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenilazetidin-2-on
1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on
1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on
1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(2-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on
4-(2-bromofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenilazetidin-2-on
1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-florofenil)-3-fenilazetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-fenilazetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-p-tolilazetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-m-tolilazetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil) azetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-metoksifenil) azetidin-2-on
3,3-diklor-4-(4-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
3,3-diklor-4-(3-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-nitrofenil) azetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-nitrofenil) azetidin-2-on
4-(4-bromofenil)-3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
4-(2-bromofenil)-3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-florofenil) azetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-fenilazetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-p-tolilazetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-m-tolilazetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil) azetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-metoksifenil) azetidin-2-on
3-klor-4-(4-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
3-klor-4-(3-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-nitrofenil) azetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-nitrofenil) azetidin-2-on
4-(4-bromofenil)-3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
4-(3-bromofenil)-3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
4-(2-bromofenil)-3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on
3-klor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-florofenil) azetidin-2-on

18



3n

NH,

! N
Et

1

EtOH N\ cHo
Na,CO, @—

R
e
—/ R
[ a
=
R/ PhCH,COCI O ClzCHCOCI
-

Et;N N T BN

benzen Et benzen
2n 4n

CICH,COCl1 Et;N
benzen

Sekil 2.1: Karbazol B-laktam tiirevlerinin sentezi.
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Tablo 2.2: Karbazol B-laktam tiirevlerinin fonksiyonel gruplar1 ve kod numaralari.

R
a h 3-Cl
b 4-CH; | i 4-NO;
c 3-CHz | j 3-NO;
d 4-OCHs; | k 2-NO;
e 3-OCHs;| | 4-Br
f 4ClI |m 3-Br
g n 2-Br

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Sogutmah santrifiij
pH metre
UV-Spektrofotometre
Manyetik karistirici
Terazi

Otomatik pipetler
Elektroforez sistemi
Kromatografi kolonu
Vorteks

Gadient mikser

Buz makinesi

Jel goriintiilleme sistemi

Sigma 3K15

Hana pH 211 Microprocessor
Biotek Power Wave XS

Torrey Pines Scientific

Sartorius BL 210S

Hi-Tech ve Finipipette

BIORAD

Sigma (1,5x10 cm)

Fisons Whirli Mixer

Atta Magnetik Karistiric1 ve Gadient Tiip
Fiocchetti AF 10

Gel Doc-H Imaging System (UVP)
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2.1.3 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Deneysel caligmalarda kullanilmak tizere asagidaki ¢ozeltiler hazirland1.

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar:

0,1 M NaHCOs3; tamponu (pH 10,0); 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3 950 mL
distile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye

tamamlandi.

0,2 M NaHCO;3; tamponu (pH 8,8); 8,401 g (0,1 mol) NaHCO3 450 mL distile
suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’1 8,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 500
mL’ye tamamlandi.

0,01 M Na,HPO, tamponu (pH 6,0); 1,42 g (0,01 mol) Na;HPO,4 950 mL
distile suda ¢oziilerek, IN NaOH ile pH’s1 6,0’a getirildi ve son hacim distile su ile

1L’ye tamamlanda.

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin alindig1 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

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon: 1M (NH4)2SO,4
iceren, 0,1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0); 14,2 g (0,1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1
mol) (NH4),SO4 950 mL distile suda ¢6ziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8,0’e getirildi ve

son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanilan
tampon: 1M (NH;).SO, igeren, 0,1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0) ve 0,1 M
Na;HPO, tamponu (pH 8,0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti
olusturuldu; 14,2 g (0,1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol) (NH4)>SO,4 950 mL
distile suda ¢oziilerek, 1N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1
L’ye tamamland1. 14,2 g (0,1 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI

ile pH’1 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.

21



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

iyice karistirildiktan sonra kullanild1.

Paraoksonaz aktivite 6l¢iimiinde kullamlan bazal aktivite tamponu: 2 mM
CaCl; igeren, 100 mM tris-HCI tampon (pH 8,0); 3,0285 g (25mmol) tris-HCI 200
mL distile suda ¢o6ziilerek, 1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. Daha sonra 0,0555 g (0,5

mmol) CaCl, katilarak son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Stok madde c¢ozeltileri: in vitro c¢aligmalarda kullanilan karbazol B-laktam
bilesiklerinin tamami 1.10° M olacak sekilde, dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢oziildii.

Proteinlerin kantitatif tayvininde kullanilan cozeltiler:

Fenol ayiraci: Folin-fenol ve distile sudan bire bir oranda alinarak hazirlandi.
Ayirag A: % 2’lik Na,CO3 0,1 M NaOH’da ¢6ziildii.

Ayirac¢ B: % 1 NaK tartarat distile suda ¢oziildii

Ayira¢ C: % 0,5’lik CuSQ, distile suda ¢oziildii.

Ayira¢c D: 48 mL A ayrracindan, ImL B ayrracindan, 1mL C aywracindan

konulup hazirland:.
Sigir serum albumini (BSA): 5 mg 5 mL suda ¢6ziilerek taze olarak hazirland.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5 mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
S-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g
Distile su 0,5mL
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 30
Glisin 144 ¢
SDS 109

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve

yigma jellerinin

hazirlamisi: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanigt ve

kullanilan miktarlar: Tablo 2.3’de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme c¢ozeltisi: 0,66 ¢

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 agma ¢ozeltisi: Hacimce % 7,5

asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su igermektedir. Bu amagla 75 mL

asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.

Tablo 2.3: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli | Yigma Jeli

%10 %3
Akril amid/Bis
Akril amid : 15 g Bis: 0,4 g toboml | 26mL
Alinarak son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanur.
Distile su 20,1 mL 12,2 mL
1,5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11,82 ¢ 12,5 mL _
Alinarak pH 8,8 oluncaya kadar 0,1 M NaOH ilave
edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.
0,5 M Tris-HCI (pH 6.,8)
Tris-HCI 3,94 ¢ 5mL
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Alnarak pH 6,8 oluncaya kadar 0,1 M NaOH ilave
edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

% 10 "luk SDS

SDS 19 0,5 uL 200 pL
Almarak son hacim distile su ile 10 mL'ye tamamlanir.
TEMED 25 uL 20 pL
%10'luk amonyum persiilfat

750 pL 400 uL

Amonyum persiilfat 19

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

2.2  YONTEMLER

2.2.1 Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiiptine alindiktan sonra 5000 rpm’de,

+4°C°de, 10 dakika santrifiij edilerek serumlarmin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan

serum ayni glin deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Aktivite Ol¢iimii icin 0,05 mL enzim ¢o6zeltisi (serum) almip daha Onceden

hazirlanmis olan ImL tampon [(100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (1 mM

paraoksan) + koenzim (2 mM CacCl,)] ¢6zeltisine ¢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 hiz1 tespit edildi. Ayni islem

enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 enzim
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tinitesi paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’ii olarak tayin
edildi.

2.2.3 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda elde edilen c¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem alkali kosullar altinda bitiret
reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin Cu®* katalizli oksidasyonundan sonra, ayiracta
bulunan fosfomolibdik, fosfotungisdik asiti ile heteropolimolibden mavisine
indirgenmeyi igeren Folin-Ciocalteu reaksiyonun bir kombinasyonudur. Ozetle
deneyin prensibi alkali ortamda proteinlerin peptid baglarmimn ve tirozin artiklarinin
bakir ile kompleks olusturmasina dayanir [109]. Koyu mavi olusu karakteristiktir ve
600 nm dalga boyunda absorbans verir. Yontem c¢ok duyarhdir. Ancak pH’ya
baglhdir. Hassasiyet araligi 5-100 pg/mL’dir. Ortam pH’s1 10-10,5 olmalidir. Bu
yontem triptofan ve tirozin icerigi fazla olan proteinlerin miktar tayini igin
avantajhidir. Zira ayrra¢c bu aminoasitlere daha yiiksek hassasiyet gosterir. Bu

yontemde 4 farkli ¢ozelti kullanilir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein iceren
standart s1gir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
pL alindi. Her tiipe 2 mL D ayiracindan eklendi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her tiipe 0,2 mL folin-fenol ¢ozeltisinden eklenip vorteks ile zaman
kaybetmeden karistirildi ve 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. 600 nm’de kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri ile standart grafik hazirland: (Sekil 3.1).

Protein miktarin1 6lgmek i¢in hazirlanan enzim ¢dzeltilerinde 0,1 mL 2 ayr1
tiipe konuldu. Uzerlerine 2 mL D ayiracindan eklendi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edildi. Daha sonra her tiipe 0,2 mL folin-fenol bilesigi eklenip vorteksle karistirild.
30 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 600 nm’de absorbanslar1 okundu.
Olgiimlerin ortalama absorbansmna karsilik gelen protein miktar1 standart grafik

yardimiyla hesaplandi.

25



2.2.4 Enzimin Saflagtirilmasi

2.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

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

belirlendi;

_L77xvx(S, - S,)

NH, ), SO
g( 4)2 4 3545,

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

S2: I’in kesri seklinde istenilen amonyum stilfat doygunlugu

2.2.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi

PON1 enziminin saflastirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan
hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilmistir. Bunun i¢in de laboratuvarimizda
sentezledigimiz hidrofobik jel sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kullanilmustir. (
Sekil 2.2). Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NH4)2SOy4 igeren 0,1M
Tris-HCI pH 8,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra,
jel lizerindeki tampon c¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
¢oktliirmesi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi 5 mL ¢okelek tamponu ile
coziildiikten sonra, 1M amonyum siilfat doygunluguna getirildi. Ardindan ¢6zeltinin
enzim aktivitesi spektrometrik olarak belirlendikten sonra kolona tatbik edildi.
Kolona 1 M (NH,)2SO4 igeren 0,1M Tris-HCI pH 8,0 tamponu ve 0,1M Tris-HCI pH
8,0 tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Kolondan toplanan yikama ve
eliisyon ¢ozeltisi 2 mL halinde tiiplere alind1. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki

absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. 0,1M Tris-HCI pH 8,0 tamponu kor
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olarak kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm 1dk
37°C’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasma kars1 aktivite

ve protein miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.1).

COOH

NH
0—4 | H
HN—-C-C OH
H |
H
®_
'l 'I N=NCI

diazolanmis 1-naftilamin

Sepharose-4B-L-Tirozin

COOH

NH
0_4 | H
HN—C—C OH
H o
H
N:N

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

Sekil 2.2: Hidrofobik jel sepharose 4B L-tirozin 1 naftilamin.

2.25 Yeni Karbazol B-Laktam Tiirevlerinin PON Aktivitesi Uzerine

Etkilerinin Belirlenmesi

Laktam bilesiklerinin paraoksonaz enzimi iizerindeki etkilerini belirlemek
icin, optimum sartlarda paraoksan substratmin 1 mM sabit derisimde ¢alisildi. Once
maddesiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger % 100 aktivite olarak
kullanildi. Degisik f-laktam bilesikleri derisimlerine karsilik gelen absorbanslar 412

nm’de kore karst okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler
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hesaplandi. % Aktivite—derisim gafikleri ¢izildi. Biitiin f-laktam bilesikleri igin,

1,10° M madde derisimindeki % enzim aktivite degerleri bulundu.

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

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflagtirilmasindan sonra iki farkli akrilamid tepkimesinde; yigma jeli % 3, ayrma
jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE)
Laemmli [110] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi

kontrol edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri lizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Tablo 2.3’te belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm
kalana kadar dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasma dikkat edildi. Jel
yiizeyinin diizglin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra {ist ylizeydeki n-biitanol dokiildii. Daha sonra
cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis aywrma jelinin
iizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli
polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasmin bozulmamasma dikkat edilerek
cikarildi. Kuyucuklar once saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize
jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt

Ve list kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢dzelti toplam hacim 100 pL
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. f-galaktosidaz (116,0
kDa), sigir serum albumin (66,2 kDa), yumurta albumini (45,0 kDa), laktat
dehidrogenaz (35.0 kDa), p-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 termoblokda bekletildi. Numuneler
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sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant aymrma jeline ulastiginda voltaj 120 volt’a yiikseltildi.
Yiiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yiiritme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli renklendirme
¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1,5-2 saat kadar galkalayici lizerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein bantlari
belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti i¢inde calkaland:. Jel renksizlestirme
cozeltisinden c¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriinti

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, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla %60-80

amonyum siilfat ¢oktiirmesi [2] asagida verilen formiille tespit yapildi:

_L77xVx(S, -S,)

NH, ), SO
9(NH,),S0, 3546,

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

S2: 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.1.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Hidrofobik etkilesim (sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin) kolonu 6nce 1M
(NH4)2SO4 igeren 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun
dengeleme islemi bittikten sonra, jel lizerindeki tampon ¢6zeltisi jel seviyesine kadar
indirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim ¢6zeltisi 1 M
amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M
(NH4)2SO4 igeren 0,1 M Tris-HCI pH 8,0 tamponu ve 0,1 M Tris-HCI pH 8,0
tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna
dogru tuz gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 2 mL
halinde tiiplere toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 tamponu kor olarak

kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite
30



tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tlip numarasina karsi1 aktivite ve protein miktari
grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda aktivite
gosteren tiipler (44. ve 45.) birlestirildi. Serum, kolona tatbik edilen numune ve
birlestirilen eliiat ¢ozeltileri i¢cin Lowry metoduyla kantitatif protein ve aktivite
tayinleri yapilarak, spesifik aktiviteler ve saflastirma dercesi belirlendi. Sonuglar
Tablo 3.1°de verildi.

120 4 . ) rl
—&— Amonyon Siilfat Konsatrasyonu || —&—Aktivite (EU) -8~ Protein (280 nm)

100

. 80 A a3
o} c
L o
~ <o)
£ 60 1 )
= £
kv 2

o
< 40 a

20

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49
Tiip No

Sekil 3.1: Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi.
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Tablo 3.1: Hidrofobik etkilesim kromatografisi i¢in saflagtirma tablosu.

Hacim  Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik

Basamak Aktivite  Miktar1  Protein Aktivite o \erim  S2flastirma

(mb) EUML) - cymy mamL) (o) (EU/mg) Dereces

Amonyum Siilfat

L . 15 52,843 792,5115  1067,5 16012 0,0494 75,79 2,49
Coktiirmesi
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3.1.3 Kantitatif Protein Tayini Icin Hazirlanan Standart Egri

Saflagtirma basamaklarinda kantitatif protein tayini i¢in Lowry metodu
kullanilmistir. Lowry metodu kantitatif diger protein tayinlerinden oldukg¢a hassas
olup hassasiyet araligi 5-100 pg/mL’dir. S6z konusu yontemle protein miktar
tayininde sigir serum albliimin proteini standart olarak kullanilmistir. Standart
cozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.
Sekilde goriildiigii gibi regresyon katsayis1 0.9963 olarak belirlenmistir. S6z konusu
grafigin dogru denkleminden ilgili absorbansa karsilik gelen mg protein miktari

tespit edilmistir.

0,2 -
0,18 - y =0,0037x + 0,0091
0,16 - R*=10,9963

0 10 20 30 40 50
Protein (ng)

Sekil 3.2: Lowry yontemi ile protein miktarmin tayin edilmesinde kullanilan standart
grafik.

3.2 Yeni Laktam Tiirevlerinin insan Serum Paraoksonaz Enzimi

Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Caligmamizda kullandigimiz laktam bilesiklerinin paraoksonaz enzimi
tizerindeki in vitro etkilerini belirlemek bulmak i¢in, optimum sartlarda paraokson
substratmin 1 mM sabit derisiminde ¢alisildi. Her 6l¢iimde substrat ¢ozeltisi 0,05 mL
paraokson ve 0,05 mL enzim ¢6zeltisi alind1 ve laktam bilesiklerin ¢ozeltilerinden ise

degisik hacimlerde alarak toplam 1,0 mL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once
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maddesiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05 mL enzim ¢dzeltisi alinip daha
onceden hazirlanmis olan 1 mL tampon + substrat + laktam maddelerinin ¢ozeltisine
cabuk bir sekilde eklendikten sonra 412 nm’de bir dakikada absorbansta meydana
gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi.

% Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi.
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Sekil 3.3: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi {izerine 1 mM

paraokson substrati derisiminde 3a i¢in % aktivite-[1] grafigi.

Sekil 3.4: 3a maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.2: Serum PONI1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3a’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

Enzim

Substrat

Madde

100 mM .
) e ie e s RS R Kiivetteki Madde A Aktivite o
Tris Madde Cozeltlsqnn Cozeltlsqnn Cozeltnsnpm Derisimi (412 (EU/mML 4)_
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite

(pL) (uL) (L) (pL)

850 - 0 0,021 27,790 100
840 10 9,52.10% 0,037 45,439 176,190
830 2 100 100 20 1,91.10% 0,043 52,807 204,762
820 30 2,86.10% 0,050 61,403 238,095
810 40 3,81.10% 0,058 71,228 276,190
800 50 4,77.10% 0,064 78,596 304,762
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Sekil 3.5: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi {izerine 1 mM
paraokson substrati derisiminde 3b i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.6: 3b maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.3: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3b’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
850 - 0 0,029 35,61 100
840 10 9,52.10 0,046 56,49 158,621
830 20 1,91.10% 0,069 84,74 237,931
820 3b 100 100 30 2,86.10% 0,089 109,29 306,897
810 50 4,77.10% 0,103 126,49 355,172
800 60 571.10% 0,124 152,28 427,586
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Sekil 3.7: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi {izerine 1 mM

paraokson substrati derisiminde 3¢ i¢in % aktivite-[I] grafigi.

CHy

Sekil 3.8: 3¢ maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.4: Serum PONI1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gdsteren 3c’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM Enzim Substrat Madde . . ..
Tris Cozeltisinin | Cézeltisinin | Cozeltisinin | ~uvetteki Madde A Aktivite %
Madde . . . Derisimi (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) (412 nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
850 - 0 0,015 18,42 100
840 10 9,52.10 0,020 24,56 133,333
830 2 100 100 20 1,91.10% 0,030 36,84 200
820 30 2,86.10% 0,037 45 44 246,667
810 40 3,81.10% 0,049 60,17 326,667
800 50 4,77.10% 0,056 68,77 373,333

37




% Aktivite

800
700
600 -
500 -
400 -
300
200 -
100 4

20

40 60
[3d] pM

80 100

Sekil 3.9: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi {izerine 1 mM

paraokson substrati derisiminde 3d i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.10: 3d maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.5: Serum PONI1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3d’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM

Enzim

Substrat

Madde

Tris Cozeltisinin | Cézeltisinin | Cozeltisinin | ~uvetteki Madde A Aktivite %
Madde . . . Derisimi (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) (412 nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
900 - - 0,030 35,09 100
870 30 3.10% 0,036 42,10 119,98
860 40 4.10% 0,059 69,01 196,67
850 3d 50 50 50 5.10% 0,067 78,36 22331
840 60 6.10%° 0,092 107,60 306,64
830 70 7.10% 0,117 136,84 389,97
820 80 8.10% 0,156 182,46 520
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Sekil 3.11: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1 mM
paraokson substrat derisiminde 3e igin % aktivite-[I] grafigi.

OCHg;

Sekil 3.12: 3e maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.6: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3e’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM . v vie e e Substrat Madde Kiivetteki ..
. Enzim Cozeltisinin . e e e e A Aktivite
Tris . Cozeltisinin | Cozeltisinin Madde %
Madde Hacmi ) . .. (412 (EU/mL L
tamponu L Hacmi Hacmi Derisimi nm) dak) Aktivite
(nL) (wb) (nL) (uL) (mM)
850 - 0 0,039 47,895 100
840 10 9,52.10 0,042 51,579 107,692
835 2 100 100 15 1,41.10% 0,053 65,088 135,897
830 20 1,91.10% 0,062 76,140 158,974
825 25 2,38.10% 0,074 90,878 189,743
820 30 2.86.10% 0,083 101,929 212.820
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Sekil 3.13: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM

paraokson substrat1 derisiminde 3f i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.14: 3f maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.7: Serum PONI1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3f’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim . Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
900 - 0 0,034 37,77 100
890 10 1.10% 0,043 50,29 133,15
880 af 50 50 20 2.10% 0,0475 55,55 147,07
870 30 3.10% 0,057 66,67 176,51
860 40 4.10% 0,069 80,70 213,66
850 50 5.10%° 0,077 90,06 238,44
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Sekil 3.15: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi lizerine 1mM

paraokson substrati derigiminde 39 i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.16: 3g maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.8: Serum PONI1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3g’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM Enzim Substrat Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,069 84,74 100
930 20 1,91.10% 0,087 106,842 126,087
920 . 50 5o 30 2,86.10%° 0,093 114,210 134,783
890 9 60 5,72.10% 0,108 132,631 156,522
860 90 8,56.10% 0,133 163,333 192,753
850 100 9,52.10% 0,145 178,070 210,145
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Sekil 3.17: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM

paraokson derisiminde 3h i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.18: 3h maddesinin agik yapist.

Tablo 3.9: Serum PONI1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3h’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
900 - 0,030 35,04 100
890 10 1.10% 0,057 66,67 190,27
880 ah 50 50 20 2.10% 0,078 91,23 260,36
870 30 3.10% 0,087 101,75 290,38
860 40 4.10% 0,120 140,35 400,54
850 50 5.10%° 0,131 153,22 437,27
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Sekil 3.19: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1 mM

paraokson substrat derisiminde 3i i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.20: 3i maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.10: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3i’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM Enzim Substrat Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,054 66,316 100
930 20 1,91.10% 0,074 90,877 137,037
910 3i 50 50 40 3,81.10% 0,097 119,122 179,629
900 50 4,77.10% 0,113 138,771 209,259
860 90 8,56.10% 0,124 152,280 229,629
850 100 9,52.10% 0,137 168,245 253,704
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Sekil 3.21: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM

paraokson substrat1 derisiminde 3j i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.22: 3j maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.11: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3j’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM “Enz.l m . ?ubsj[r‘at‘ "Mac?d-e_ Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . : : Derisimi (412 (EU/mL .
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(pL) (uL) (L) (pL)
950 - 0 0,071 87,193 100
940 10 9,52.10 0,078 95,789 109,86
910 3 50 50 40 3,81.10% 0,093 114,210 130,99
900 ) 50 4,77.10% 0,098 120,350 138,03
870 80 7,61.10% 0,105 128,947 147,88
860 90 8,56.10% 0,117 143,684 164,79
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Sekil 3.23: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM

paraokson substrat1 derisiminde 3K i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.24: 3k maddesinin agik yapist.

Tablo 3.12: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 3K *nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (L) (L) (pL)
850 - 0 0,039 47,895 100
840 10 9,52.10% 0,052 63,859 133,333
830 2K 100 100 20 1,91.10% 0,064 78,596 164,103
810 40 3,81.10% 0,071 87,193 182,051
800 50 4,77.10% 0,085 104,386 217,949
790 60 5,71.10% 0,092 112,982 235,897
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Sekil 3.25: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 4a igin % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.26: 4a maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.13: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 4a’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (L) (L) (pL)
900 - 0 0,021 24,56 100
890 10 1.10% 0,026 30,41 123,82
880 s 50 50 20 2.10% 0,034 39,77 162,93
870 30 3.10% 0,042 49,12 200
860 40 4.10% 0,068 75,53 307,53
850 50 5.10%° 0,090 105,26 428,58
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Sekil 3.27: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi iizerine 1 mM
paraokson substrat1 derisiminde 4b i¢in % aktivite-[I] grafigi. Sekil 3.28: 4b maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.14: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 4b’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 MM Tris Enzim Substrat Madde Kiivetteki Aktivite
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Madde A -
tamponu Madde Hacmi . : . (EU/mL | % Aktivite
(L) acmi Hacmi Hacmi Derisimi (412 nm) dak)
(uL) (nL) (nL) (mM)
900 - 0 0,021 24,56 100
890 10 1.10% 0,027 31,58 128,58
880 20 2.10% 0,047 54,97 223,82
4b 50 50

870 30 3.10% 0,058 67,84 276,22
860 40 410 0,110 128,65 523,82
850 50 5.10% 0,146 170,76 695,28

47



1000
Cl1

O O CH;,
0 50 100 150 200 )

[4c] pM

% Aktivite

Sekil 3.29: Saflastirilmis msan serum ‘P‘ONl en;irpi lizerine lrpM Sekil 3.30: 4¢ maddesinin a1k yapist.
paraokson substrat1 derigsiminde 4c i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Tablo 3.15: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 4¢’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

. Enzim Substrat Madde v .
10& erMorL”s Madde | Szeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin K“Vf)tz‘;'i“iriadde A AKtivite | o\
(lﬁ—) Hacmi Hacmi Hacmi (mli/l) (412 nm) | (EU/mL dak) |
(uL) (nL) (nL)

950 - 0 0,012 14,74 100
900 50 4,77.10% 0,015 18,42 125
875 75 7.14.10% 0,024 29 .47 200
850 4 50 50 100 9,5.10% 0,045 55,26 375
825 125 12,5.10% 0,051 62,63 425
800 150 1,43.10 0,092 112,98 766,67
750 200 1,9.10% 0,113 138,77 941,67
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Sekil 3.31: Saflastirilmis insan serum PONI enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 4d i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Cl
Cl

OCH;

Sekil 3.32: 4d maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.16: Serum PON1 enzimi i{izerinde aktivasyon etkisi gosteren 4d’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

Enzim i i
100 mM Tris Cozeltisinin Ci’;bl::sri?ltin Cii';/(ljtc::i(:lin KI\lilvedttdekl A Aktivite
tamponu Madde ] ] ] a. . e' (412 (EU/mL % Aktivite
(nl) Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi nm) dak)
" (bL) (uL) (L) (mM)
950 - 0 0,018 2211 100
940 10 9,52.10 0,020 24,56 111,11
930 20 1,91.10% 0,023 28,24 127,78
910 4d 50 50 40 3,81.10% 0,026 31,93 144,44
890 60 571.10% 0,033 40,53 183,33
880 70 6,67.10% 0,049 60,17 272,22
870 80 7,61.10% 0,088 108,07 488,89
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Sekil 3.33: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM Sekil 3.34: 4e maddesinin agik yapist.

paraokson substrat1 derisiminde 4e i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Tablo 3.17: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 4€’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

) Enzim ..
100 mM Tris e e e ?ubsj[r-at- "Mao-|o!e- Kiivetteki Madde Aktivite
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin L. A %
tamponu Madde . . . Derisimi (EU/mL .
(L) Hacmi Hacmi Hacmi (MM) (412 nm) dak) Aktivite
(ub) (nL) (nL)
900 - 0 0,021 25,79 100
890 10 1.10% 0,033 40,53 157,14
830 4o 50 50 70 7.10%° 0,037 45 44 176,19
800 100 1.10% 0,041 50,35 195,24
770 130 1,3.10% 0,046 56,49 219,05
750 150 1,5.10 0,051 62,63 242 86
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Sekil 3.35: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrati derisiminde 4f i¢in % aktivite-[1] grafigi.

Cl
Cl

= :

Sekil 3.36: 4f maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.18: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 4f’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM Enzim Substrat Madde Kivetteki A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin Madde %
Madde . ; . AR (412 (EU/mL .
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi nm) dak) Aktivite
(nL) (L) (nL) (nL) (mM)
950 - 0 0,016 19,65 100
925 25 2,38.10% 0,027 33,16 168,75
900 4 50 50 50 4,77.10% 0,035 42,98 218,75
850 100 9,5.10% 0,040 49,12 250
800 150 1,43.10 0,056 68,77 350
750 200 1,9.10 0,080 08,24 500

51




300 4

% Aktivite
B
o al
o o
&

a
o
I

o

10

20 30 40
[49] pM

50

60

Sekil 3.37: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 49 i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.38: 49 maddesinin agik yapisi.

Cl

Cl

Cl

Tablo 3.19: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gdsteren 49’ nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM

Enzim

Substrat

Madde

Kiivetteki

Tris Cozeltisinin Cozeltisinin | Cozeltisinin Madde A Aktivite %
Madde , : : o, (412 (EU/mL g
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL) (mM)
900 - 0 0,034 39,77 100
890 10 1.10% 0,038 44,44 111,74
880 30 3.10% 0,043 50,29 126,45
49 50 50 05
870 40 4.10 0,072 84,21 211,74
860 50 5.10%° 0,085 99,42 249,99
850 60 6.10%° 0,089 104,09 261,73
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Sekil 3.39: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 4h i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Cl

Cl

NO,

Sekil 3.40: 4h maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.20: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 4h’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

10$rin;M Ciilzzer}filsr?nin Cig(gffsrlitln Cii'\z/cla?ggiflin Kiivetteki Madde |~ A Aktivite
tamoonu Madde Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi (412 (EU/mL | % Aktivite
b (mM) nm) dak)

(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,031 | 38,0701 100
940 10 9,52.10°% 0,041 | 50,3508 | 132,2581
930 " 5 50 20 1,91.10% 0,055 | 67,5438 | 177,4194
920 30 2,86.10°% 0076 | 97,0175 | 254,8387
910 40 3,81.10% 0,084 | 103,157 | 270,9677
900 50 4,77.10% 0,095 | 116,666 | 306,4516
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Sekil 3.41: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 4i i¢in % aktivite-[I] grafigi

S

N

/

Sekil 3.42: 4i maddesinin agik yapisi.

Cl

Cl

NO,

Tablo 3.21: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 4i’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

Enzi . i .
10$rir2M Ciiz:lfilsr?nin Cigetii;[srﬁltln Cﬁl\z/(la?ggiflin Kiivetteki Madde | A Aktivite »
tamoonu Madde Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi (412 (EU/mL | % Aktivite

b (mM) nm) dak)

(pL) (uL) (L) (nL)

950 - 0 0,048 58,947 100
940 10 9,52.10% 0,067 81,947 110,417
930 " 50 50 20 1,91.10% 0,075 92,105 133,417
910 40 3,81.10% 0,077 94,561 154,417
900 50 4,77.10% 0,109 133,859 183,333
880 70 6,67.10% 0,134 164,561 250
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Sekil 3.43: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 4K i¢in % aktivite-[I] grafigi.

S

N

/

Cl
Cl

Br

Sekil 3.44: 4k maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.22: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 4k’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

Enzim

Substrat

Madde

100 mM ) i -
Tris Cozeltisinin | Cézeltisinin | Cozeltisinin | [<uvetteki Madde A Aktivite %
Madde . . . Derisimi (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) (412 nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,015 18,421 100
900 50 4,77.10% 0,017 20,877 113,333
850 " 50 50 100 9,5.10% 0,019 23,333 126,666
800 150 1,43.10 0,023 28,245 153,333
750 200 1,9.10% 0,026 31,929 173,333
700 250 2,38.10 0,028 34,385 186,666
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Sekil 3.45: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 4m i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Cl
Cl

Sekil 3.46: 4m maddesinin acik yapisi.

Tablo 3.23: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 4m’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM [Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . . A %
Madde . . . Derisimi (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) (412 nm) dak) Aktivite
(pL) (uL) (nL) (pL)
950 - 0 0,053 65,088 100
930 20 1,91.10% 0,059 72,456 111,321
920 am 50 30 2,86.10% 0,063 77,368 118,868
910 50 40 3,81.10% 0,066 81,052 124,528
900 50 4,77.10% 0,071 87,193 133,962
890 60 5,71.10% 0,077 94,561 145,283
880 70 6,67.10% 0,001 111,754 171,697
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Sekil 3.47: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 4n i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.48: 4n maddesinin agik yapisi.

Cl
Cl

Tablo 3.24: Serum PON1 enzimi i{izerinde aktivasyon etkisi gosteren 4n’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM

Enzim

Substrat

Madde

. e ie e s .. . e v .. Kiivetteki Madde A Aktivite o
Tris Madde Cozeltlsmln Cozeltlsmln Cozeltlsqnn Derisimi (412 (EU/ML 4)_
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite

(nL) (uL) (nL) (nL)

950 - 0 0,018 22,105 100
940 10 9,52.10 0,021 25,789 116,67
920 an 50 50 30 2,86.10% 0,025 30,702 138,89
800 50 4,77.10% 0,031 38,070 172,22
790 60 5,71.10% 0,044 54,035 244 44
780 70 6,67.10% 0,049 60,175 272,22
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Sekil 3.49: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 5a i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.50: 5a maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.25: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 5a’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,015 18,421 100
900 50 4,77.10% 0,017 20,877 113,333
850 6 50 50 100 9,5.10% 0,025 30,702 166,667
800 150 1,43.10 0,026 31,929 173,333
750 200 1,9.10% 0,031 38,070 206,667
700 250 2,38.10 0,041 50,351 273,333
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Sekil 3.51: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 5b i¢in % aktivite-[I] grafigi.

CHj3

Sekil 3.52: 5b maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.26: Serum PON1 enzimi i{izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5b’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM Enzim Substrat Madde . . ..
Tris Cézeltisinin Cézeltisinin Cézeltisinin Kitvetteki Madde A Aktivite %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,017 20,88 100
940 10 9,52.10 0,022 27,02 129.41
930 b 50 50 20 1,91.10% 0,028 34,39 164,71
920 30 2,86.10% 0,030 36,84 176,47
910 40 3,81.10% 0,033 40,53 194,12
900 50 4,77.10% 0,036 44,21 211,76
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Sekil 3.53: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 5¢ i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Cl

O CHg

Sekil 3.54: 5¢ maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.27: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5C’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat Madde Kiivetteki Madde Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . A %
Madde . : : Derisimi (EU/mL .
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) (412 nm) dak) Aktivite
(pL) (uL) (nL) (pL)
950 - 0 0,060 73,722 100
940 10 9,52.10% 0,070 86,009 116,66
930 20 05 0,084 103,210 140
5¢c 50 50 1,91.10
910 40 3,81.10% 0,088 108,125 146,66
870 80 7,62.10% 0,092 113,040 153,333
860 90 8,57.10% 0,098 120,412 163,333
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Sekil 3.55: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 5d i¢in % aktivite-[I] grafigi.

OCH;

Sekil 3.56: 5d maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.28: Serum PON1 enzimi i{izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5d’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin .. . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(pL) (uL) (L) (pL)
900 - 0 0,049 57,31 100
890 10 1.10% 0,054 63,16 110,21
880 - 50 50 20 2.10% 0,072 84,21 146,94
870 30 3.10% 0,084 098,25 171,44
860 40 4.10% 0,090 105,26 183,67
850 50 5.10%° 0,104 121,64 212,25
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Sekil 3.57: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigiminde 5e i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Cl

OCHj3

Sekil 3.58: 5e maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.29: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gdsteren 5e’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin .. . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,022 27,018 100
940 10 9,52.10% 0,028 34,386 127,277
930 - 50 50 20 1,91.10% 0,036 44,211 163,636
920 30 2,86.10% 0,044 54,035 200
910 40 3,81.10% 0,055 67,544 250
900 50 4,77.10% 0,081 99,474 368,182
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Sekil 3.59: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 5f igin % aktivite-[I] grafigi. Sekil 3.60: 5f maddesinin agik yapis.

Tablo 3.30: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 5f’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM [Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . : : Derisimi (412 (EU/mL .
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
900 - 0 0,034 39,77 100
895 5 5.10% 0,057 66,67 167,64
890 10 1.10% 0,081 94,74 238,22
880 5f 50 50 20 2.10% 0,089 104,09 266,42
870 30 3.10% 0,098 114,62 288,21
860 60 6.10% 0,104 121,64 304,86
850 80 8.10% 0,158 184,80 464,67

63




% Aktivite
Bl NN W
o o o a o
& © & © &
° | )

al
o
L

o

10

20 30
[5g] M

40

50

Sekil 3.61: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 59 i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.62: 5g maddesinin agik yapisi.

Cl

Cl

Tablo 3.31: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 5g’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM

Enzim

Substrat

Madde

. e ie e s n . e v .. Kiivetteki Madde A Aktivite o
Tris Madde Cozeltlsmln Cozeltlsqnn Cozeltnsnpm Derisimi (412 (EU/ML 4)_
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite

(nL) (uL) (nL) (pL)

950 - 0 0,048 58,947 100
940 10 9,52.10% 0,066 81,053 137,50
930 ; 50 50 20 1,91.10% 0,075 92,105 156,25
920 g 30 2,86.10% 0,077 94,561 160,417
910 40 3,81.10% 0,109 133,859 227,083
900 50 4,77.10% 0,134 164,561 279,167
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Sekil 3.63: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 5h i¢in % aktivite-[I] grafigi.

ClI

NO,

Sekil 3.64: 5h maddesinin agik yapisi.

Tablo 3.32: Serum PON1 enzimi iizerinde aktivasyon etkisi gosteren 5h’nin % aktivite degerlerinin bulunmasida kullanilan ¢zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,017 20,878 100
940 10 9,52.10% 0,020 24,561 117,647
930 20 1,91.10% 0,025 30,702 147,059
920 5h 50 50 30 2,86.10% 0,040 49,123 235,294
915 35 3,33.10% 0,050 61,403 204,117
910 40 3,81.10% 0,062 76,140 364,706
900 50 4,77.10% 0,067 82,281 394,118
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Sekil 3.65: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrati derisiminde 5i igin % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.66: 5i maddesinin agik yapisi.

NO,

Tablo 3.33: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5i’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonugclar.

100 mM

Enzim

Substrat

Madde

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | <uvetteki Madde A Aktivite %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,048 58,947 100
940 10 9,52.10% 0,058 71,228 120,833
910 _ 40 3,81.10% 0,074 90,877 154,167
900 Sl 50 50 50 4,77.10% 0,085 104,386 177,083
890 60 5,71.10% 0,109 133,859 227,083
880 70 6,67.10% 0,126 154,736 2625
870 80 7,61.10% 0,138 169,473 287.5
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Sekil 3.67: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM
paraokson substrat1 derigsiminde 5K i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.68: 5k maddesinin agik yapisi.

Br

Tablo 3.34: Serum PON1 enzimi lizerinde aktivasyon etkisi gosteren 5k’nin % aktivite degerlerinin bulunmasida kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM Tris _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . . %

tamponu Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
(L) Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
" (L) (nL) (uL)
950 - 0 0,048 58,947 100
945 5 4,76.10°° 0,054 66,316 112.5
940 - 50 50 10 9,52.10 0,062 76,140 129,166
935 15 1,431.10% 0,075 92,105 156,25
930 20 1,91.10% 0,099 121,579 206,25
925 25 2,385.10% 0,116 142,456 241,666
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Sekil 3.69: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derigsiminde 5l i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.70: 51 maddesinin agik yapisi.

Br

Tablo 3.35: Serum PON1 enzimi i{izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM

Enzim

Substrat

Madde

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | cuvetteki Madde A Aktivite %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,036 44,210 100
940 10 9,52.10% 0,040 49,123 111,111
930 20 1,91.10% 0,054 66,316 150
900 5l 50 50 50 4,77.10% 0,066 81,052 183,333
890 60 5,71.10% 0,08475 | 104,079 235,417
880 70 6,67.10% 0,082 100,702 227,778
870 80 7,61.10% 0,098 120,351 272,222
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Sekil 3.71: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 5m i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.72: 5m maddesinin agik yapisi.

Cl

Tablo 3.36: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5m’nin % aktivite degerlerinin bulunmasida kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonugclar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . .. %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,035 38,070 100
940 20 1,91.10% 0,041 50,351 132,258
930 Em 50 50 25 2,385.10% 0,055 67,544 177,419
920 40 3,81.10% 0,076 97,017 254,839
910 50 4,77.10% 0,084 103,157 270,968
900 60 6,67.10% 0,095 116,666 306,452
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Sekil 3.73: Saflastirilmis insan serum PON1 enzimi tizerine 1mM

paraokson substrat1 derisiminde 5n i¢in % aktivite-[I] grafigi.

Sekil 3.74: 5n maddesinin acik yapisi.

Cl

Tablo 3.37: Serum PON1 enzimi {izerinde aktivasyon etkisi gosteren 5n’nin % aktivite degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, madde derisimleri ve elde edilen sonuglar.

100 mM _Enzim Substrat ‘Madde Kiivetteki Madde A Aktivite
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin . . %
Madde . . . Derisimi (412 (EU/mL L
tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (MM) nm) dak) Aktivite
(nL) (uL) (nL) (nL)
950 - 0 0,017 20,877 100
940 10 9,52.10% 0,022 27,017 129,41
920 - 50 50 30 2,86.10% 0,028 34,386 164,7
910 40 3,81.10% 0,042 51,579 247,06
900 50 4,77.10% 0,082 100,702 482,35
890 60 5,71.10% 0,126 154,737 741,18
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Tablo 3.38: PON1 enziminin grafiklerden bulunan 1.10° M madde (3.grup) igin % pozitif modiilator degerleri.

PON aktivitesinin %

No Karbazol f-Laktam Tiirevlerinin Isimleri .
pozitif modiilator etkisi

3a 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3,4-difenilazetidin-2-on 85,07
3b 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenil-4-p-tolilazetidin-2-on 78,92
3c 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenil-4-m-tolilazetidin-2-on 38,63
3d 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil)-3-fenilazetidin-2-on 16,66
3e 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-metoksifenil)-3-fenilazetidin-2-on 11,85
3f 4-(3-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenilazetidin-2-on 33,15
39 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on 12,96
3h 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on 90,27
3i 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(2-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on 22,69
3j 4-(2-bromofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenilazetidin-2-on 9,23
3k 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-florofenil)-3-fenilazetidin-2-on 37,21
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Tablo 3.39: PON1 enziminin grafiklerden bulunan 1.10° M madde (4.grup) i¢in % pozitif modiilatér degerleri.

PON aktivitesinin %

No Karbazol f-Laktam Tiirevlerinin Isimleri o
pozitif modiilator etkisi

4a 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-fenilazetidin-2-on 23,82

4b 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-p-tolilazetidin-2-on 28,58

4c 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-m-tolilazetidin-2-on 10,11

4d 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil) azetidin-2-on 13,4

de 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-metoksifenil) azetidin-2-on 57,14

4f 3,3-diklor-4-(4-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on 35,99

vily 3,3-diklor-4-(3-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il) azetidin-2-on 11,74

4h 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-nitrofenil)azetidin-2-on 36,3

4i 3,3-diklor-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-nitrofenil)azetidin-2-on 11,72

4k 4-(4-bromofenil)-3,3-dikloro-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)azetidin-2-on 1,437

4m  1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3,4-difenilazetidin-2-on 15,41

4n 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenil-4-p-tolilazetidin-2-on 20,1
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Tablo 3.40: PON1 enziminin grafiklerden bulunan 1.10° M madde (5.grup) igin % pozitif modiilator degerleri.

PON aktivitesinin %

No Karbazol f-Laktam Tiirevlerinin Isimleri pozitif modiilatér etkisi
5a 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenil-4-m-tolilazetidin-2-on 3,4
5b 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil)-3-fenilazetidin-2-on 42,3
5¢c 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-metoksifenil)-3-fenilazetidin-2-on 18,2
5d 4-(3-klorofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenilazetidin-2-on 10,21
5e 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on 36,2
5f 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(3-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on 38,22
5¢ 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(2-nitrofenil)-3-fenilazetidin-2-on 41,5
5h 4-(2-bromofenil)-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-3-fenilazetidin-2-on 20,65
5i 1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-florofenil)-3-fenilazetidin-2-on 23,83
5k 3,3-dikloro-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-fenilazetidin-2-on 31,12
51 3,3-dikloro-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-p-tolilazetidin-2-on 13,2
5m 3,3-dikloro-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-m-tolilazetidin-2-on 25
5n 3,3-dikloro-1-(9-etil-9H-karbazol-3-il)-4-(4-metoksifenil)azetidin-2-on 45,2

73



3.2.1 Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrol Edilmesi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan serum paraoksonaz
enzimlerinin safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.6°’da 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 3.75).

116.0 kDa | ——

66.0kDa
45 0 kDa —

6.5 kDa

Sekil 3.75: Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz

enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi.
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4. SONUC VE ONERILER

Paraoksonaz (PON), hem arilesteraz hem de paraoksonaz aktivitesine sahip
bir ester hidrolazdir. Fizyolojik substrat(lar)’1 heniiz tanimlanamayan PON, insektisit
ve sinir gazi yapmminda yaygm olarak kullanilan organofosfat bilesiklerinin
hidrolizini katalizlediginden; in vivo ksenobiyotik metabolizmast ve toksikolojik
caligmalar i¢in biiylik Onem tasimaktadir [5]. Diger taraftan, plazmada yiliksek
dansiteli lipoprotein (HDL) yapisinda bulundugu belirlendikten sonra; PON’un
fizyolojik fonksiyonlarina yonelik ¢aligmalar giderek artmaktadir [7]. Giiniimiizde
PON’un kardiyovaskiiler fizyolojideki yeri, lipid ve lipoprotein metabolizmasiyla
iliskisi, potansiyel antiaterojenik etkisi ve peroksidatif hasara karsi antioksidan
ozellikleri, yogun bir sekilde arastirilmakta ve gilin gectikce daha da Onem

kazanmaktadir [3].

Bu arastrrma iki bolimden olusmaktadir. Birinci boliimde, insan serum
paraoksonaz (PON1) enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi (Sepharose 4B-L-tirozin-1-Naftilamin) [2] yontemleri kullanilarak
saflastiriimistir.

Lésin, fenulalanin, prolin,

1zolésin, tirozin, triptofan
agismndan zengin

H2

Yo HDL

Lésin, fenilalanin, prolin,
1zolésin, tirozin, triptofan

=" | X
agismdan zengin R

Sekil 4.1: PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [96].

PON enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin se¢ilmesinde en Onemli
sebeplerden birisi olmustur. S6z konusu enzim, N terminal bdlgesinde bulunan H1 ve
H2 heliks yapis1 olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye baglanmaktadir
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(Sekil 4.1) [51, 59, 96]. N-terminal bdlgesini 16sin, fenil alanin, prolin, isoldsin,
tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 residiiler aras1 H1
hidrofobik ucu, 185-202 residiiler aras1 da H2 hidrofobik ucu olusturmaktadir.
Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan, tirozin ve lizin

aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge bulunmaktadir [96,111].

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz derisiminde saflastirilacak
biyomolekiilde bulunan hidrofobik yilizey ile apolar ligand arasindaki hidrofobik
etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekcgesi artan entropi ile agiklanmaktadir. Bu
teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece 6nemli oldugu rapor edilmistir.
Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir 6neme sahiptir. Diigiik hidrofobik
karaktere sahip ligandlar kullanildigi zaman ayrilacak molekiillerin kolonda
etkilesimini saglayabilmek icin 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 icin eliisyon sirasinda
problemler ortaya c¢ikabilir [112]. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik
etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik ug olarak diiz zincirli alkil ligandlar1 ve
aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir [113]. Bunlardan isopropil, butil, oktil
ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler hidrofobik etkilesim
jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [112]. Diiz zincirli alkil
ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesimler gézlenir. Bu amacla ¢alismamizda ligand olarak 1-

naftilamin bilesigi kullanilmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve derisimi de
oldukca Onemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan tuzlar NaySOs,
K2S04, (NH4)2SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr ve NaSCN olmasima ragmen (NH4),SO4 en
cok tercih edilendir [114]

Arastirmamizda paraoksonaz enzimini insan serumundan saflastirmak igin
hidrofobik etkilesim kromataografisi uygulanmadan o6nce bu kromatografi
prosediiriine uygun 6n saflastirma yontemi olarak (NHg)2SO4 ¢Oktiirmesi yapilmistir.
Literatiirde paraoksonaz enziminin en uygun amonyum siilfat ¢oktiirme aralig1 %60-

80 olarak rapor edilmistir [2].
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Bu yontemle insan paraoksonaz enzimi 508 kat saflastirilmistir. Enzimin
serumdan ve karacigerden saflastrma basamaklarinda kismen farklilik
bulunmaktadir. Serumdan HDL’ye bagli olan paraoksonaz’mn izolasyonunda,
Cibacron blue 3GA ve daha sonra degisik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B,
DEAE-seliiloz, Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi kromatografi yontemleri
kullanilmistir [100].

Aragtirmamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirhig1 yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen paraoksonaz enzimi tek bant olarak
SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gostermektedir.
Paraoksonaz’m minimum molekiil agirlhigmi Gan ve arkadaslar1 43 kDa olarak
belirlemislerdir [115]. Fakat enzimin yapisinda, toplam molekiil agirliginin %15.8’1
kadar karbohidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirhig: tasidigr karbohidrat
zincirinin varhigina bagl olarak degismektedir [116]. Igerdigi bu karbohidrat zinciri
enzimin hidrolizleme tepkimesi i¢in gerekli degildir. S6z konusu molekiiliin
paraoksonaz’in ¢Ozlniirliigiinii ve kararliligini arttirmada ve zar yapisina baglanmada
gorevi oldugu diisiiniilmektedir [117]. Paraoksonaz’in molekiil agirlhigi tiirden tiire
degismemekte ve insan, tavsan, sican ve koyunun paraoksonaz enziminin molekiil

agirhigi hemen hemen benzerlik géstermektedir [100].

Arastrmanim ikinci boéliimiinde, hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
saflagtirilan paraoksonaz (PONI1) enzimi iizerinde 36 farkli karbazol A-laktam
tirevlerinin in vitro etkileri incelenmistir. Maddelerin tamami  DMSO‘da

¢Oziilmiistiir.

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgilliigii gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenememistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. S6z konusu aktivitelerin tiimiiniin tek
bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gerceklestigi, substrat

se¢iciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir [7].

Aragtrmamizda PON1’in hidrolizledigi substratlardan laktonlarmn, izosterik
formu olan laktam bilesikleri ile ¢alisilmistir. Laktamlar, laktonlardan farkli olarak
oksijen halkas1 yerine azot halkasi ihtiva ederler. Laktamlar PON1’in substratini

olusturmazlarken enzimi inhibe ederler. In vitro calismalarda §-valerolaktam, e-
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kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi laktamlar PON1 enziminin gigli
inhibitdrleridir [91].

Calimamizda PONI iizerine in vitro etkilerinin ¢aligildigi bilesikler, enzimin
giiclii inhibitorleri olan laktam yapilarindan farkli olarak g laktam yapisindadir.
Ayrica tiim bilesikler, iki benzen ve bir pirol halkasi ile olusan karbazol yap: ihtiva
etmektedir. Literatiirde karbazol halkasina sahip f-laktam bilesiklerin DNA
polimeraz enziminin gii¢lii inbitorleri oldugu bilinmektedir [118]. Karbazol halkasina
sahip f-laktam yapilarmm PONI enzimi iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalar
mevcut degildir. Ancak; f-laktam yapisina sahip antibiyotiklerin paraoksonaz enzimi
tizerine etkilerinin incelendigi arastirmalar yapilmistir. Sinan ve arkadaslar1 sodyum
amfisilin antibiyotiginin in vitro enzim aktivitesi lizerinde yiiksek konsantrasyonda
(27,51 mg/ml) % 50 inhibisyona neden oldugunu fakat fare karaciger ve serumunda
ise sirasiyla 2 ve 4 saat sonunda istatiksel olarak daha anlamli bir inhibisyon
gosterdigini tespit etmislerdir [2]. Ekinci ve arkadaslar1 seftazidim pentahidrat,
sefuroksim sodium, seftriakson sodium antibiyotiklerinin serum PON1 enzimini

inhibe ettigini ¢alismalarinda géstermislerdir [119].

Arastirmamizda s6z konusu bilesiklerin tamaminin enzimi belirli 6lgiide
pozitif modiile ettigi saptanmistir. Sonuglar sekil 4.2’de gosterilmistir. Pozitif
modiilatorler, enzimin aktivitesini artirirlar; negatif modiilatorler ise enzimin
aktivitesini azaltirlar. Negatif modiilatorlere inhibitér denildigi gibi, pozitif
modiilatorlere simulatér ya da aktivator denir. Bazi1 enzimlerin iki veya daha fazla
modiilatorii vardir ki; birka¢c modiilatorlii enzimler genellikle her bir modiilator igin
farkli spesifik yere sahiptirler. Birgok enzim igin substrat, stimiilator etkili
modiilatérdiir. Modiilatérii ve substrati ayni olan enzimler olabilecegi gibi

modiilatorii substratindan farkli olan enzimler de olabilir [120].
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B-Laktam Bilesikleri

Sekil 4.2: 1.10° M madde derisimindeki S-laktam bilesiklerinin % PON1 aktivitesi
iizerine pozitif modulator etkisi

Maddelerinin tamammm 1.10° M madde derisiminde ki PON1 aktivitesinin
pozitif modiilator ylizdeleri hesaplanmistir. Calisilan bilesikler arasinda en giiglii
pozitif modiilator etkisine sahip bilesikler 3a, 3b ve 3h olarak belirlenmistir. S6z
konusu bilesiklerin, serum PONI1 aktivitesinde sirayla % 85.07, % 78.92 ve %
90.27’lik artig tespit edilmistir. Bu maddelerin ortak 6zelligi 4. ve 5. gruptakilerin
foksiyonel gruplarindan (Cl, CI-Cl) farkli olarak benzen halkasi icermesidir. Benzer
sekilde c¢alismamizda kullanilan orijinal karbazol B-laktam bilesikleri, PON1
iizerinde inhibisyon etkisi gosteren [B-laktam antibiyotiklerden ¢ok daha apolar

yapiya sahiptirler.

Literatiirde de, aromatik yapilarin alifatik yapilardan daha iyi hidrolize
oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur. PON1 enziminin aromatik laktonlar
afinitesi alifatik laktonlara oranla daha fazladir ve daha kolay hidrolizlenirler [91].
Onceleri PON1’in yapisinin ve substratlarla olan iligkisinin belirlenmesinde yapi-
aktivite analizi {izerine ¢aligmalar yapilmistir. Bu konuda ilk olarak, Augustinson ve
Ekedahl aromatik halkali veya ¢ift bagli aromatik esterlerin PONI tarafindan
hidrolizlendiklerini bulmustur [122]. Bu reaksiyonda PON1’in substrat olarak
kullanacag: esterin karbon-karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmas1 gerektigi
tespit edilmistir [91]. Ayrica, yapilan bir baska caligmada, vinil asetat ve A2-
siklopentil asetatin PONT1 tarafindan hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan
asetatin PONI1 tarafindan hidrolizlenememesi bu oOneriyi desteklemektedir [91].
Lakton halkasmin olusturdugu uzaysal yapi, bu yapiyr iceren bazi substratlarin

enzimin aktif merkezine girmesini saglayarak etkilesmelerine ve hidrolizlenmelerine
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izin verir. Bu etkilesim benzer sekildeki igte bulunan ester formlar1 icin miimkiin

degildir. [79, 91]

Paraoksonaz enziminin laktonaz aktivitesinin, paraoksonaz ve arilesteraz
aktivitelerinden farkli bir mekanizma iizerinden yiiriir. PON1 enziminin laktonaz
aktivitesi i¢in 284. rezidlide bulunan serbest sistein aminoasiti olduk¢a Onemlidir.
Bu serbest sistein rezidusiniin, soz konusu enzimin LDL’nin okside olmasini
onlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz aktivitesi araciligiyla
LDL ve HDL fosfolipitlerinin yiikseltgenmeye karsi korudugu diisiiniilmektedir
[123, 124]. Sorenson ve arkadaslar1 284. pozisyonda bulunan serbest sistein
rezidiisiniin  arilesteraz  ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli olmadigini
gostermislerdir [59]. Ancak aktif merkezdeki histidin rezidiilerinin paraoksonaz ve

arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gostermesinde ¢ok gerekli oldugu gosterilmistir.
[125].

Paraoksonaz enziminin hastaliklarla ve metabolizmayla olan iliskisi yogun
bir sekilde arastirilmakta ve gilin gectikce daha da O©nem kazanmaktadir.
Aragtirmamizin, paraoksonaz enzimin kendi 0zgiil substratlarinin, katalizledigi
reaksiyonlarin belirlenebilmesi ve enzimin fizyolojik fonksiyonlarinin aydinlatilmasi

adina yapilacak ¢alismalara 6nemli katkilar saglayacagini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak yapilan ¢alismalarda asagida bulgular elde edilmistir:
e Insan serum paraoksonaz 1 enzimi (NH4),SO4 ¢oktiirmesi ve Sepharose 4B
L-tirozin 1-naftilamin kimyasal yapismna sahip bir hidrofobik etkilesim

kromatografisi jeli ile iki asamada saflastirilmistir.

e (NH4)2SO4 ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflastirilan insan serum PON1 enzimi SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik
43 kDa molekiil agirliginda tek bant elde edilmistir

e Enzimin orijinal karbazol S-laktam tiirevlerine kars1 ilgisi arastirilmistir. Bu
maddelerin tamammnmn insan serum PONI enzimini aktive ettigi tespit
edilmigtir. Bu orijinal karbazol f-laktam tiirevlerinin PON1 enzimi iizerine

etkisi tarafimizdan ilk defa incelenmistir.
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e Sodyum dodesil siilfat (SDS) jel elektroforezi ile her iki jelden de saflastirilan

PONI enzimlerinin yaklagik molekiil agirliklar1 tespit edilmistir.
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