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Öz 

 

İnsan serum paraoksonaz 1 (PON1, EC3.1.8.1) HDL'ye bağlı olan, aktif bölgesinde 

kalsiyum içeren, organofosfat ajanlarını ve sinir gazlarını hidroliz eden, LDL'nin 

oksidasyonu ile lipit peroksitlerin oluşumuna ve bakteri endotoksinlerine karşı koruyucu 

etkisi olan önemli bir karaciğer enzimidir.  Çalışmamızda, PON1 enzimi daha önceden 

sentezi yapılmış, sepharose-4B-L-tirosin-1-naftilamin jeli kullanılarak hidrofobik 

etkileşim kromatografisi ile tamamen saflaştırılmıştır.  Enzimin saflık kontrolü de SDS – 

PAGE ile yapılmıştır. İnhibisyon ajanı olarak kullanılmak üzere 7,13-dithio-1,4,10-

trioksasiklopentadekan (DT-15-Crown-5) tiyo taç eteri SN
2 mekanizmasına göre halka 

kapama reaksiyonu sonucunda sentezlendi.  DT-15-Crown-5’in paraoksanaz enzimi 

üzerinde kuvvetli inhibisyon etkisi gözlendi.  DT-Taçeterin PON1 ile inhibisyon değeri 

(IC50) 22,62 M olarak tespit edildi. 

 

Anahtar kelimeler: Tiyo taç eter, paraoksanaz (PON), inhibisyon, hidrofobik etkileşim 

kromatografisi. 

 

 

Investigation of the effect of DT-15-Crown-5 crown ether on 

PON1 enzyme 

 

 

Abstract 

 

Human serum paraoxonase 1 (PON1, EC3.1.8.1) is an important liver enzyme which is 

bound to HDL, contains calcium in its active site, hydrolyses organophosphate agents 

and nerve gases, has protective effect against the formation of lipid peroxides by 

oxidation of LDL and bacterial endotoxins.  In our study, in order to purify the enzyme 

PON1, it was purified by hydrophobic interaction chromatography using sepharose-4B-
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L-tyrosine-1-naphthylamine gel. The purity of the enzyme was also checked by SDS - 

PAGE. 7,13-Dithio-1,4,10-trioxacyclopentadecane (DT-15-Crown-5) thio crown ether 

was synthesized as a result of the ring closure reaction according to the SN
2 mechanism 

to be used as an inhibiting agent. Strong inhibition effect of DT-15-Crown-5 on 

paraoxanase enzyme was observed. Inhibition value (IC50) of DT-Taçeter with PON1 

was determined as 22.62 M. 

 

Keywords: Thiocrown ether, paraoxanase (PON), inhibition, hydrophobic interaction 

chromatography. 

 

 

1. Giriş 

 

Lipitlerin metabolik reaksiyonlarında oldukça etkili olan paraoksonaz enzimi (PON) 

(E.C. 3.1.8.1.), insan plazmasında HDL (high density lipoprotein) biyomolekülüne bağlı 

olarak bulunur. Günümüzde sıkça rastlanan kalp-damar hastalıklarında, lipit 

metabolizmasındaki rolü ile büyük bir öneme sahiptir. Karaciğerde sentezlenen PON, 

fizyolojik fonksiyonu henüz tam olarak belirlenememiş olsa da en önemli 

özelliklerinden birisi de kolesterolün taşınmasında rol alan LDL'nin ve HDL'nin 

oksidasyonunu önlemektir. Bazı organofosfatlı bileşiklerin zehirsizleştirilmesinde de rol 

oynamaktadır. 

 

Organofosfatazların memelilerin kan plazmasındaki varlığı yaklaşık 80 yıl önce tespit 

edilmiştir [1].  Daha sonra yapılan çalışmalar bu enzimlerin paraoksonaz ve arilesteraz 

olduğunu göstermiştir [2].  Aldridge, ilk olarak organofosfatazları; A ve B olmak üzere 

iki ana grupta sınıflandırmıştır. A esterazlar organofosfat bileşiklerini hidrolizlerken, B 

esterazlar bu bileşikler tarafından inhibe edilmektedir [3, 4].  A esteraz grubunda yer 

alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin ölçümünde genellikle substrat olarak paraokson 

kullanıldığı için bu ismi almıştır. Paraokson organizmaya zararlı olup pestisit olarak 

kullanılan parationun metabolik ürünüdür [5]. Bu enzimin sistematik adı 

arildialkilfosfatazdır (E.C.3.1.8.1).  Ayrıca aktivitesi ve kararlılığı için Ca+2 'a bağımlı, 

45-kDa moleküler ağırlığa sahip, antioksidan özelliği gösteren bir enzimdir [6, 7]. 

 

Paraoksonaz enziminin antioksidan ve detoksifikasyon özelliğinden dolayı son yıllarda 

bu enzim üzerinde çok yoğun çalışmalar yapılmaya başlanmıştır [8-10]. Yapılan 

çalışmalar, insan serum paraoksonaz enziminin geniş bir substrat özgüllüğüne sahip 

olduğunu göstermiştir.  Aktivite ölçümlerinde değişik substratlar kullanılırken en çok 

tercih edileni paraoksandır.  [6, 11, 12]. İnsan serum paraoksonaz enzimi yüksek oranda 

saflaştırılmış ve enzimin bazı özellikleri belirlenmiştir [13, 14].  Saflaştırılmış enzim 

üzerinde yapılan çalışmalar, enzimin üç tane sistein rezidüsü ihtiva eden, 355 

aminoasitten meydana geldiğini göstermiştir [15].  Bu sistein rezidülerinin ikisi disülfit 

köprüsü ile bağlı bir tanesinin de serbest olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca inhibitör ve 

yönlendirilmiş mutagenez çalışmaları ve aktivitesi için Ca+2'a bağımlılığı dikkate 

alınarak enzimin aktif bölgesinde Triptofan, Asparagin ve glutamin rezidülerinin 

bulunduğu gösterilmiştir [12, 16-18]. 

 

PON1'in aktivitesinin azalmasıyla birlikte ateroskleroz ve organofosfat toksisitesi riski 

olduğu kabul edilmiş ve bu nedenle, PON1'i etkileyen faktörlerin net bir şekilde 

anlaşılması gerekmiştir.  Literatürde, PON1 enziminin biyolojik fonksiyona etki 

mekanizmalarını anlamak için bazı önemli çalışmalar yapılmıştır [19, 20].   Literatürde 
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ticari olarak temin edilebilen çeşitli ilaçlar, bazı metal iyonları, kumarin türevleri ve 

pestisitlerin inhibisyon çalışması bildirilmiştir. Tüm bu nedenlerden dolayı, PON'lar 

yoğun araştırma konusu haline gelmiştir [21-26]. 

 

Tiyo taç eterlerin metal iyonlarına karşı olan ilgileri bilim adamlarının dikkatini 

çekmiştir.  1969’da Rosen ve Busch 14S4’ü sentezlediler ve bunun nikel(II) 

kompleksini hazırladılar [27].  Oksijen içeren taç eterlerin özellikle katyonlarla 

koordine davranışı yoğun olarak çözeltiden alkali metal iyonlarını izole etmek ve 

bağlamak için kullanıldı [28, 29].  Azot ve kükürt donör atomları içeren halkalı 

bileşikler onların ağır geçiş metal iyonlarıyla yüksek afinite göstermesi ve onların 

seçiciliği donör atom ve halka boyutunu değiştirerek kolayca akort edilebilir olması 

oldukça ilgi çekicidir.  O,N,S-donör taç eterler ilginç bir bileşik sınıfı oluşturur ki 

yumuşak metal katyonlar için seçici ekstraktant ve bazı enzimlerin aktivitesi için bir 

model olarak kullanılmıştır [30-32].  

 

Bu çalışmada, Çiçek ve ark. tarafından sentezlenen 7,13-dithio-1,4,10-trioksasiklo 

pentadekan (DT-15-Crown-5) [33] bileşiğinin PON1 enzimi üzerindeki inhibisyon 

etkisi in vitro şartlar altında araştırılıp IC50 değeri hesaplanmıştır.  

 

 

2.  Deneysel çalışmalar 

  

2.1.  İnhibitör olarak kullanılan tiyo taç eter 

Bu çalışmada kullanılan tiyo taç eter halka kapama yöntemiyle SN
2 mekanizmasına göre 

azot atmosferinde ve sezyum karbonat (baz) varlığında reaksiyona girdirilerek sentezi 

gerçekleştirilmiştir.  

 

 
Şekil 1.  7,13-dithio-1,4,10-trioksasiklopentadekan (DT-15-Crown-5). 

 

2.2.  PON1 enziminin insan kanından hidrofobik etkileşim kromatografisi ile 

saflaştırılması 

İnsan kan serrumu, 40 mL taze insan kanından izole edildi ve kuru bir tüpe kondu. Kan 

örnekleri 3000 rpm'de 15 dakika santrifüj edildi ve serum uzaklaştırıldı. İlk olarak, 

serum paraoksonaz, amonyum sülfat çöktürmesiyle (% 60-80) izole edildi [34]. Çökelti, 

20 dakika boyunca 15000 rpm'de santrifüjlenerek toplandı ve 100 mM Tris HC1 

tamponunda (pH 8.0) yeniden çözündürüldü. Sonra, insan serum paraoksonaz enzimini 

daha önce grubumuz tarafından sentezlenen Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin 

hidrofobik jeli ile saflaştırıldı [34].  Kolon, 1 M amonyum sülfat içeren 0.1 M Na2HP04 

tamponu (pH 8.00) ile dengelenmiştir. Elüsyonu ise amonyum sülfatlı ve amonyum 

sülfatsız 0,1 M Na2HP04 tamponu (pH 8.00)  kullanılarak amonyum sülfat gradyanı ile 

elüe edildi.  
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2.3.  PON1 enziminin aktivite tayini 

PON1 enziminin paraoksona karşı aktivitesi, Gan ve arkadaşları tarafından tarif edilen 

yöntemle spektrofotometrik olarak ölçüldü [8]. 

 

2.4.  İnhibitörün [IC50] değerlerinin bulunması 

İnhibitörlerin IC50 değerlerini bulmak için, farklı konsantrasyonlarda taç eter reaksiyon 

ortamına ilave edilerek aktivite ölçümleri yapıldı.  İnhibitörsüz ortamda bulunan enzim 

aktivitesi %100 aktivite olarak kabul edilerek, inhibitörlü ölçümlerin % aktiviteleri 

hesaplandı ve % Aktivite - [I] grafiği çizildi (Şekil 2). 

 

 

3.  Sonuçlar ve tartışma 

 

Hidrofobik etkileşim kromatogrofisi ile saflaştırılan PON1 enziminin saflık kontrolü 

SDS-PAGE ile yapılmıştır.  Şekil 2’deki inhibisyon grafiği kullanılarak inhibitör olarak 

kullandığımız bileşiğin [IC50] değeri 22,62 M olarak hesaplanmıştır.  

 

 

 

 
 

Şekil 2.  IC50 grafiği. 

 

PON1 enziminin inhibisyonu için literatürde bazı inhibitörlerden bahsedilmiştir.  

Karatas ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada bazı kumarin ve 

benzoksazinonlar PON1 enziminin aktivitesini önemli derecede düşürdüğü görülmüştür 

[35].  Bunlara ek olarak bazı anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, bazı metal iyonları 

ve bazı pestisitlerin söz konusu enzimi inhibe ettikleri belirtilmiştir [36-39]. 

 

Bazı tiyo taç eterlerin karbonik anhidraz ve polifenol oksidaz enzimlerini inhibe ettiği 

literatürde belirtilmiştir [40-43].  Tiyo taç eterlerin metal iyonlarına olan ilgisinden 

dolayı söz konusu çalışmada inhibitör olarak kullandığımız bileşik, biyomolekül olan 

PON1 enziminin aktif bölgesindeki Ca2+ iyonu ile etkileşime girerek inhibe ettiği 

söylenebilir. 

Çalışmamızda kullandığımız DT-15-Crown-5, Şekil 3.’de gösterildiği gibi PON1 

enziminin aktif bölgesinde kofaktör olarak bulunan Ca2+ ile etkileşime girdiğinden 

enzimi inhibe ettiği deneyle ispatlanmıştır.  Bu inhibitör özelliği ile DT-15-Crown-5 

ileri çalışmalarda farmakolojik ajan olarak kullanılması mümkündür.  
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