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Oz

Paraoksonaz-1/ (PON1, EC 3.1.8.1) bir¢ok metabolik siireglerde énemli rollere sahip bir
metaloenzimdir. Bu ¢alismada Karacabey Merinos koyunundan hidrofobik etkilegim
teknigi ile PONI (mPONI) saflastirilmistir. Saf enzim iizerinde enrofloksasin ve
furosemid ilaclarimin etkileri arastirimistir. Calismada kullanilan ilaglarin, mPONI
enzimini farkli diizeylerde inhibe ettigi bulunmustur. Iaclarin ICso deSerleri ilgili
grafiklerden hesaplanarak inhibisyon giicleri saptanmistir. Bu degerlere gore furosemid
(ICs0 = 9,87 mM) ’in enrofloksasin (ICso = 42,21 mM) 'den daha gii¢lii inhibitér oldugu
tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Paraoksonaz, inhibisyon, saflagstirma, enrofloksasin, furosemid.

Investigation of the effects of some drugs on sheep Paraoxonase-1
Abstract

Paraoxonase-1 (PON1, EC 3.1.8.1) is a metalloenzyme that has important roles in many
metabolic processes. PON1 (mPON1) was isolated from Karacabey Merino sheep in this
study using the hydrophobic interaction method. The effects of enrofloxacin and
furosemide on the pure enzyme were investigated. The drugs used in the study were found
to inhibit the mPON1 enzyme at various levels. The ICso values of the drugs were
calculated from the related graphics, and their inhibition power was determined.
According to these values, furosemide (ICso = 9.87 mM) was found to be a stronger
inhibitor than enrofloxacin (ICso = 42.21 mM).
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1. Giris

Paraoksonaz (PON), PON1, PON2 ve PON3 seklinde tanimlanan ii¢ farkli enzimden
olusan bir protein ailesidir [1]. Bu enzimler arasinda PONI1 iizerinde olduk¢a fazla
calisma bulunmaktadir [2-5]. PONI1, karacigerde sentezlenir ve yiiksek yogunluklu
lipoproteinler (HDL) ile spesifik etkilestikten sonra kan dolasimina salinir [2]. PON1,
oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonuna kars1 koruma, dogal bagisikliga katki ve reaktif
molekiillerin detoksifikasyonu gibi c¢esitli biyokimyasal yollarda ¢ok islevli rollere
sahiptir. PON1 eksikligi olan hayvanlarin bircok hastaliga kars1 daha hassas oldugu
saptanmistir. Bu hayvanlarda PON1'in asir1 ekspresyonuyla veya saflastirilmis PON1’in
verilmesiyle s6z konusu hastaliklarin gelisimini 6nledigi ya da geciktirdigi gosterilmistir
[3-12]. Organofosfor (OP) zchirlenmesinde PON1 uygulamasinin son derece yararl
oldugunu gosteren caligmalar da bulunmaktadir [2,6,13].

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda hidrofobik jeller kullanilarak insan, sigir, balik ve koyun
serumlarindan PON1 enzimleri yiiksek diizeyde saflagtirilmistir [5,8,14,15]. PON1
enzimlerin birgok kimyasal maddelere karsi afiniteleri arastirilmistir [4,6,14,16-18].
Koyun PONI enzimi konusunda literatiirde ilk kapsamli ¢aligma Erol ve ark. (2013)
tarafindan yapilmis ve hidrofobik etkilesim teknigi ile Merinos ve Kivircik koyunlarin
serumundan PON1 enzimi saflastirilmistir. Bu enzimler {izerinde agir metallerin toksik
etkileri saptanmistir. Calismada kullanilan agir metallerin tamaminin Merinos PONI1
enzimini mM diizeyinde inhibe ettigi bildirilmistir [3]. Daha 6nce yapilan diger bir
calismada ise, Karacabey Merinos, Kivircik, Tahirova, Akkaraman ve Dagli¢c koyun
irklarindan serum Paraoksonaz 1 (PON1) aktivitesinin karakterizasyonu yapilmistir. Bes
farkli koyun 1rkinin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile belirlenmistir.
Farkl tiirler arasindaki sonuglarin karsilastirilmasi i¢in temel saglayabilecek ve ayrica
koyunlar icin referans degerleri olusturmak icin giivenilir bir belirte¢ olarak hizmet
edebilecek sonuglar elde edilmistir. Calisma sonucunda katalitik etkinligi en yiiksek
PONI1, Kivircik irkinda gozlenmisken, en az katalitik etkinlik Karacabey Merinos irkinda
saptanmugtir [15].

Mevcut ¢aligmada Karacabey Merinos koyun serumundan PONI1 enzimi hidrofobik
etkilesim teknigi ile saflastirilarak, saf enzimin bazi ilaglara kars1 afinitesi arastirilmistir.
S6z konusu ilaglarin bir¢ok hayvan hastaliklarinda sik¢a kullanilmasi ¢alismanin 6nemini
artirmaktadir. Bu ilaglarin fonksiyonlarini gosterirken PON1 enziminin aktivitesini ne
Olclide degistirdigi konusu, bu sahada ¢alisan arastirmacilar i¢in son derece 6nemli bir
husustur.

2. Deneysel calismalar

2.1. Kimyasallar
Aragtirmada substrat olarak kullanilan paraokson ile protein saflagtirma ve tayini i¢in
kullanilan diger reaktifler Sigma ve Merck firmalarindan temin edilmistir.

2.2. Kan serumunun ayrilmasi

Kan ornekleri, Karacabey Merinos koyun irkindan kesim esnasinda alinmistir. Kan
ornekleri temiz kuru tiiplere alinarak 5000 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
kan serumlar1 ayrilarak bekletilmeden arastirmamizda kullanilmistir [3].
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2.3. Paraoksonaz aktivite tayini

Paraoksonaz aktivitesi, substrat olarak paraokson kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Bu amagla, enzimin katalizledigi reaksiyon sonucu olusan p-nitrofenol,
412 nm'de 37°C'de 2 dakika boyunca takip edilmistir. Enzim aktivitesi sirasinda
kullanilan substrat konsantrasyonu reaksiyon ortaminda yaklasik 2 mM olacak sekilde
diizenlenmistir [ 14]. Bir enzim tinitesi, 37°C'de 1 umol substratin hidrolizini katalize eden
enzim miktar1 olarak tanimlanmustir [3].

2.4. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Daha once anlatildig1 sekilde hazirlanan serumdan s6z konusu enzimin, amonyum siilfat
ile ¢oktliirme islemi gerceklestirilmistir. Bu amagla tuz konsantrasyonlart %60-80
doygunluk araliginda kullanilmistir [14]. Cokelti 15.000 rpm'de 20 dakika santrifiij
edilerek toplanmistir ve 100 mM Na-fosfat tamponu (pH:7,0) i¢inde yeniden ¢oziilerek
ileri saflagtirma basamaginda kullanilmistir.

2.5. Hidrofobik etkilesim teknigi ile enzimin saflagtirilmasi

Enzimi saflagtirmak igin kullanilan Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal
yapisina sahip hidrofobik jel hazirlanmistir [14]. Enzim saflastirmak i¢in s6z konusu jel
uygun bir sekilde kolona paketlenmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen
numuneler, 100 mM Na-fosfat tamponu (pH 8,0) ile dengelenmis olan kolona
yiiklenmistir. Eliisyon islemi, NaCl gradyani kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen
her bir fraksiyon i¢in protein miktar1 280 nm’de spektrofotometrik olarak saptanmuistir.
Daha sonra protein i¢eren eliiatlar, PONT1 aktivitesi i¢in analiz edilmistir. Diger kinetik
caligmalar i¢in enzim aktivitesi igeren tiipler birlestirilmistir.

2.6. In vitro inhibisyon calismalart

mPONI enziminin, enrofloksasin ve furosemid bilesiklerine karsi afinitesini saptamak
amact ile farkli konstrasyonlarda her bir ilag, reaksiyon ortamina alinarak enzim
aktiviteleri saptanmistir. Kontrol i¢in inhibitor yoklugunda enzim aktivitesi Ol¢iilerek bu
degerin %100 oldugu varsayilmistir. Her bir ila¢ i¢in, konsantrasyona karsi, ylizde
aktivite grafigi elde edilmistir. Inhibisyon etkisi gdsteren ilaclar igin enzim aktivitesini
yartya diisiiren inhibit6r konsantrasyonu (ICso degerleri) grafiklerden saptanmistir.

3. Sonug ve tartisma

llaglar, ¢esitli hastaliklarm kontrolii, &nlenmesi ve iyilestirmesi hatta teshisi igin
sentezlenmis molekiillerdir [19]. Bu molekiiller, canli organizmadaki ¢esitli bilesiklerle
etkileserek fonksiyonlarini gergeklestirirler. Bu bilesiklerin; proteinler, niikleik asitler,
reseptorler, enzimler, hormonlar, iyon kanallar1 seklinde olabilecegi bilinmektedir.
Maglar, canli organizmalardaki ilgili makromollekiille spesifik olarak etkilesmesi amaci
ile tasarlanmistir. Ancak canli organizmanin toplam biyomolekiil matrisinin, bilinenden
¢ok daha karmasik ve incelikli olarak tasarlandigi1 kabul edilmektedir [20,21]. Bu nedenle
kullanilan ilaglarin hedef biyomolekiil disinda diger enzim ve biyomolekiiller izerindeki
etkilerinin saptanmasi giivenli dozda ila¢g kullanimi agisindan olduk¢a 6nemli bir
husustur.

Bu amagla bu ¢alismada, Karacabey Merinos koyun serumundan PONI enzimi,

hazirlanan hidrofobik kolon kullanilarak saflagtirilmistir. Saf mPON1’in gesitli hayvan
hastaliklar1 tedavisinde kullanilan enrofloksasin ve furosemid ilaglarina karsi afinitesi
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aragtirtlmis ve bu calisma ilk defa gerceklestirilmistir. Elde edilen yiizde aktivite
grafikleri Sekil 1 ve Sekil 2’de verilmistir. ICso degerleri bu grafikler kullanilarak
hesaplanmistir. Calismamiz sonucunda s6z konusu ilaglarin mPON1’i hangi dozda ne
Olctlide etkiledigi ortaya ¢ikarilmstir.

PONI1 enzim kaynag1 olarak Karacabey Merinos koyunu se¢ilmistir. Merinos koyun 1rki,
et ve yapagi veriminin arzu edilir diizeyde olmasi nedeni ile diinyanin ¢esitli bolgelerinde
yetistirilmektedir. Annelik i¢giidiisii, hemen hemen yilin her mevsiminde kizginhk
gosterme yetenekleri bu koyun irkinin popiiler olmasinin diger nedenleri arasinda
sayilabilir [3]. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, Karacabey Merinos, Kivircik, Tahirova,
Akkaraman ve Daglic koyun irklarindan serum PON aktiviteleri arastirilmistir. Bu
amagla PONI1 enzimlerinin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile
belirlenmistir. Katalitik etkinligi en yiiksek PON1, Kivircik irkindan gézlenmisken, en az
katalitik etkinlik Karacabey Merinos irkinda saptanmistir [15]. Bu durum Karacabey
Merinos PONI1 enziminin aktivitesinin onemini daha da artirmaktadir. Bu nedenle
tedavide kullanilan ilaglarin Karacabey Merinos PON1 aktivitesini ne 6l¢iide etkiledigi
diger irklara gore ¢ok daha dnemli oldugu kanisindayiz.
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Sekil 2. Furosemid i¢in inhibisyon grafigi
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S6z konusu arastirmada kullanilan ilaglarin ikisinin de mPONI enzimini farkl
diizeylerde inhibe ettigi saptanmistir. Sekil 1 ve Sekil 2’de sunulan grafiklerden her bir
ilacin ICso degerleri saptanmistir. Bu degerlere gore, ICso degeri 9,87 mM olan
furosemidin, ICsp degeri 42,21 mM olan enrofloksasinden daha gii¢lii bir inhibit6r oldugu
sOylenebilir. Daha dnce yapilan baska bir ¢calismada Merinos ve Kivircik koyunlarindan
saflagtirllan PON1 enzimleri {izerinde agir metallerin toksik etkileri arastirilmistir.
Caligmada kullanilan agir metal iyonlarinin tamaminin Merinos PON1 ve Kivircik PON1
tizerinde inhibitor etkisi gosterdigi bildirilmistir. Merinos PON1 ve Kivircik PONT1 i¢in
ICs0 degerleri sirastyla 0,747 ile 5,140 mM ve 0,530 ile 4,220 mM arasinda degisen diisiik
konsantrasyonlarda oldugu bulunmustur [3]. 1Cso degerleri karsilastirildiginda, bu
calismada kullanilan ilaglarin mPON1 enzimi {izerinde agir metal iyonlarindan daha az
toksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica Nadaroglu ve ark. (2013) tarafindan
genis spektrumlu florofornisol antibiyotiginin Kivircik koyunundan saflagtirilan PON1
enzimi tizerindeki etkileri arastirilmis ve ilging bir sekilde PON1 enziminin aktivitesini
artirdig1 saptanmistir [13].

Ayrica baska bir ¢alismada bazi pestisitlerin koyun karacigerinden saflastirilan PON1
enzimi iizerine etkisi aragtirilmis ve ICso degerlerinin 0,0103 ile 0,2 uM araliginda oldugu
tespit edilmistir [4]. Bu degerlere bakildiginda, s6z konusu pestisitlerin bu ¢aligmada
kullanilan ilaglardan ¢ok daha fazla toksik etki gosterdigi anlasilmaktadir.
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