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OZET

Doktora Tezi

INSAN PON1 ENZIMIiNiN SAFLASTIRILMASI, MANYETIiK KiTOSAN
NANOPARTIKULLERI UZERINE iMMOBILIiZE EDILMESI, METAL HiBRIiT
NANO YAPILARININ HAZIRLANMASI VE BAZI ILACLARIN ENZIM SISTEMLERI
UZERINE ETKILERININ IN VITRO OLARAK ARASTIRILMASI

Farzad GHEBLEH

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Nanobilim ve Nanomiihendislik Anabilim Dali
Nanotip Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

Yaptigimiz calismada; Paraoksonaz enzimi iiclii faz ayirma teknigine (UFA) goére insan
serumundan saflastirildi. Saflastirma islemi i{ic asamada gerceklestirildi. ilk olarak insan
serumu, %60-80 amonyum siilfat doygunluguna maruz birakildi. Ikinci asamada, elde edilen
cokelek 3 mM Gilisin tamponunda (pH: 8.0) ¢oziildiikten sonra sabit n-biitanol
konsantrasyonunda 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2 oranlarinda muamele edildi ve en yiiksek
aktivite 1.0:0.5 oraninda tespit edildi. Uciincii asamada ise; birinci basamaktan elde edilen
¢Okelek ayni tamponla ¢oziildiikten sonra belirlenen n-biitanol orani ile amonyum siilfatin %20,
%25, %30, %35, %40, %45, %50 konsantrasyonlarinda tekrar ¢oktiirme iglemi yapildi ve en
yiiksek aktivite %20 amonyum siilfat konsantrasyonunda belirlendi.

Paraoksonaz (PONL1) enzimi insan serumundan %76.4 verimle, 304.5 kat saflagtirildi. Sonra,
demir-manyetik kitosan nanopartikiilleri hazirlandi ve paraoksonaz enzimini bu nanopartikiiller
tizerine kovalent olarak immobilize edildi. Bu yontemde ilk olarak, kitosanin yiizeyi Fe3O,
nanopartikiilleri ile kaplanarak manyetik hale getirildi. Daha sonra, glutaraldehit ara kolu
baglantisi ve Kitosan molekiillerine kovalent olarak baglandi.

En son asamada ise; Fe3O,-kitosan NP’leri iizerine PONI1 enzimi L-glutaraldehit ara kolu
iizerinden immobilize edildi. Immobilize enzimin baglanma yiizdesi %82.9 ve katalatik
etkinliginin artmas: ise %2.30 oraninda oldugu belirlendi. Ardindan, nano ¢icek PON1-Ca®*
hibrit yapis1 sentezlendi. Hibrit PON1 nano ¢igegi tek adimlik bir yontemle hazirlandi. Hibrit
enzimin baglanma yiizdesi ise %77.19 ve Kkatalitik etkinligin artmas:1 %26.4 olarak belirlendi.
Elde edilen nano c¢icek hibrit yapilarmin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla zebra baligi
kullanildi ve hibrit yapinin herhangi bir toksisite gostermedigi belirlendi. Ayrica immobilize ve
nano ¢igek PONI hibrit yapilarinin karakterizasyonu i¢cin SEM, TEM, EDX, FT-IR ve XRD
analizleri ayr1 ayr1 yapildi. Daha sonra serbest, immobilize ve hibrit insan PON1 enziminin
karakterizasyon (optimum pH, stabil pH, optimum sicaklik, stabile sicaklik, Vmax, Ky vd.)
caligmalar1 yapildi ve katalitik etkinlikleri birbiriyle karsilagtirildi. Calismanin son asamasinda
ise; immobilize ve hibrit PON1 enzimlerinin aktiviteleri tizerine bazi ticari antilipit ilaglarinin
(Valerik asit, Fenoksi — izobutirik asit, N-desmetil rosuvastatin) ve bazi antioksidan
bilesiklerinin (Gallik asit, kuersetin, pirogallol, askorbik asit) etkileri arastirildi. Inhibisyon
kinetikleri (1Cso ve Ki degerleri) belirlendi.

2017, 119 sayfa
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ABSTRACT

Doctoral Thesis

PURIFICATION OF PON1 ENZYME, IMMOBILIZATION OF PON1 ENZYME ON

MAGNETIC CHITOSAN NANOPARTICLES, PREPARATION OF METAL HYBRID

NANO STRUCTURES AND INVESTIGATION OF EFFECTS OF SOME DRUGS ON
ENZYME SYSTEMS AS IN VITRO

Farzad GHEBLEH

Atatiirk University
Natural Sciences Institue
Department of Nanomedicine Science
Department of Nanomedicine

Supervisor: Prof. Dr. Hayrunnisa NADAROGLU

In our work; the paraoxonase enzyme was purified from human serum according to the triple phase
separation technique (TPP). Purification was carried out in three steps: Firstly, the human serum was
exposed to 60-80% ammonium sulfate saturation. Secondly, the obtained precipitate was treated
with 1.0: 0.5, 1.0: 1.0, 1.0: 1.5, 1.0: 2 ratio at constant n-butanol concentration after dissolving in 3
mM glycine buffer (pH: 8.0) and the highest activity detected at 1.0: 0.5 serum:N-butanol. In the
third phase; after the precipitate obtained from the previous step was dissolved in the same buffer, it
was precipitated again at 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% of the ammonium sulfate ratios
with the determined N-butanol ratio, and the highest activity was determined at 20% ammonium
sulphate concentration. The paraoxonase (PON1) enzyme was purified 304.5 fold with 76.4% yield
from human serum. Then, Iron-Magnetic Chitosan nanoparticles were prepared and the enzyme
paraoxonase was covalently immobilized on these nanoparticles. In this method, first, the surface of
chitosan was magnetized by coating with Fe;O4 nanoparticles. Then, the glutaraldehyde intermediate
was covalently bound to the magnetic chitosan molecules.

In the last stage; PON1 were immobilized on the FesO,4-chitosan NPs throught the PON1 enzyme L-
glutaraldehyde intermediate. The percent binding of the immobilized enzyme was determined to be
82.68% and the increase in catalytic activity to be 2.30%.

Subsequently, the nano flower PON1-Ca®* hybrid structure was synthesized. The hybrid PON1
nanoflower was prepared in a one-step procedure. The binding percentage of hybrid enzyme was
determined as 88.49% and the increase of catalytic activity as 26.4%. The Zebrafish was used to
determine the toxicity of theobtained nano-flower hybrid structure and it was determined that the
hybrid construct did not exhibit any toxicity against zebra fish.

In addition, SEM, TEM, EDX, FT-IR ve XRD analyzes were performed separately for the
characterization of immobilized and nano-flower PON1 hybrid structures. Then, the characterization
of free, immobilized and hybrid human PON1 enzymes (optimum pH, stable pH, optimum
temperature, stable temperature, Vmax, Ky, etc) were carried out and their catalytic activities were
compared with each other.

In the last stage of the study; the effects of some antilipid drugs (Valeric acid, phenoxy — isobutyric
acid, N-desmethyl rosuvastatin) and some antioxidant compounds (Gallic acid, Quercitin,
Pyrogallol, Ascorbic acid) on the activities of immobilized and nano flower hybrid PON1 enzymes
were investigated. Inhibition kinetics (1Cso and Ki values) were determined.
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Keywords: TPP, Fe;04-chitosan NPs, Hybrid PON1, Nanoflower, Antioxidant, Antilipid drug,
Zebrafish, Toxicity
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1. GIRIS

1.1. Nanotip ve Nanoteknoloji

Nano kelimesi Latince olan “nanus” kelimesinden tiiretilmistir. Bilim alaninda ise
metrenin milyarda birini 6l¢en birim olarak kullanilmaktadir. Nanoteknoloji ise, nano
boyuttaki sistemlerin, cihazlarin tasarimi ve iretimi ile ilgilenen teknolojidir. Nano
teknolojinin en onemli kullanim alanlarindan biri tip’dir. Nanoteknolojinin tipta
kullanim alan1 oldukca genistir. Nanobiyosensorler ile hastaliklarin teshis edilmesi,
gortintiilenmesi, nano-fototermoliz edilmesi (insan viicudunun herhangi bir yerindeki
kanserli dokunun belirli bir sicaklikta patlayan nano bombalar ile yok edilmesi) gibi tiim
alanlarda kullanilabilmektedir. Nanotip tanimi ise; insanin biyolojik sistemleri

molekiiler boyutta izleme ve tedavi etmesidir (Yula et al. 2010).

1.2. Enzimler ve Tarihcesi

Canl1 hiicrelerde stirekli olarak gerceklesen binlerce biyokimyasal tepkime farkli hizlara
sahiptir. Baz1 reaksiyonlar hizlidir, bazilari ise ¢ok yavastir. Yavas reaksiyonlarin hizini
arzu edilen seviyeye ¢ikarmak i¢in, bu reaksiyonlarin gergeklestirilmesinde katalizor
kullanim1 gereklidir. Reaksiyon hizindaki bu degisiklik, enzimler adi verilen
biyokatalizorler araciligiyla yapilir. Enzimler, genel proseste degismeden biyokimyasal
reaksiyonlarin hizin1 arttiran protein katalizorlerdir. Enzimolojinin baslangici on
dokuzuncu yiizyildan baglamaktadir, ancak biyokatalizorler ekmek yapmak ve alkol
tiretmek i¢in binlerce yildir kullanilmaktadir. Enzimin ilk tanimlanmasi, 1833'de Payen
ve Persoz tarafindan yapildi. Nisastanin seker haline doniismesinden sorumlu “aktif
maddeyi” pratik olarak izole ettiler ve ona diastaz (simdi amilaz diye adlandirilir) adini
verdiler. 1834 yilinda Schwann hayvan mide duvari asit ekstraksiyonu ile bir hayvansal
kaynaktan ilk enzimi izole etti, glinimiizde bu enzim pepsin olarak bilinmektedir. On
dokuzuncu yiizyilin ikinci yarisinda Liebig fermantasyon olaymim kimyasal maddelerin

etkisinden kaynaklandigini kesfetti. Ancak daha sonra Pasteur fermantasyonun nedenini



canli mikroorganizmalar olarak acikladi ve 1879'da Kuhne bu kimyasal maddelere
enzim adini1 verdi (Copeland 2000).

1.3. Enzim

Enzimler canlilarda hiicre iginde sentezlenirler ve gorevleri kimyasal reaksiyonlari
katalizlemektir. Peptid baglariyla birbirine bagli aminoasit zincirlerlerinden
olusmaktadirlar. Molekiil agirliklari genel olarak 14.000 ila 400.000 Da arasinda
degismektedir. Enzimler ¢ogunlukla suda ¢6ziinen kolloidlerdir, ancak bazi enzimler
hiicre zarlarina sikica bagli bulunmaktadirlar. Bir enzim, spesifik bir reaksiyonu
hizlandiran ve bunu yaparken reaksiyonun sonunda kimyasal olarak degismeden kalan
ve aktivite kayb1 olmayan bir katalizordiir. Bir enzim, katalizli reaksiyonun kimyasal
yapisi degistirmemekte ve sadece bu denge yaklagimini hizlandirmaktadir. Bu nedenle
enzimler, hiicrelerdeki reaksiyon hizlarini, 10'® kat kadar arttirabilmektedirler.
Katalizorler (enzimler dahil), aktivasyon enerjisini disiiriirek ve reaksiyon hizini
arttirarak islev gormektedirler. Hem ileri hem de geri doniisiimlii katalizli reaksiyon
orani yonii ayni kalir, ¢iinkii her iki oran da ayni gegis halinden ge¢mektedir. Enzim
katalizli reaksiyonlar, (ES) kompleksi olusturmak igin, enzimde aktif bolge olarak
adlandirilan spesifik bolgede substrat baglanmasini saglar. Bu etkilesim, aktivasyon
enerjisini diisiirlir ve yeni ge¢is halinin olusumunu kolaylastirir. Enzime baglh iken
substrat tiriine doniistiiriiliir ve sonra {irin enzimden ayrilir. Bazi enzimler aktivite
gosterebilmeleri icin kofaktor denilen Fe?* Mg*, Mn* gibi iyonlara ve bazilar1 da
koenzim denilen kompleks organik molekiillere gereksinim duymaktadirlar. Enzimler
biyolojik aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler.
Enzimlerin en oOnemli Ozelliklerinden Dbiride spesifik reaksiyonlar1 katalize
edebilmeleridir. Bu 06zelliklerinden dolayr onlarin teshis ve arastirmalarinda
kullanilmalar1 ¢ok oOnemlidir. Bir enzim yalnizca belirli bir reaksiyonu kataliz
etmektedir. Her bir enzim belirli bir kimyasal bag veya islevsel grup tiirii icin
spesifikdir. Yani bir enzim, substratin girebilecegi cesitli reaksiyonlardan sadece birini
katalizleyebilir. Geleneksel olarak enzimlerin isimlendirilmesinde Pepsin, Rennin ve

"

Tripsin gibi bazi enzimlerin haricinde enzim isimleri "-az" ile biter. Uluslararasi



Biyokimya Birligi (I.U.B.B) standart olarak, enzim isimlendirmesinde hem substrat
aktiflesmesi ve hem de reaksiyonun katalize edilen tiirii esas alinarak yapilmaktadir

(Simon et al. 1959).

1.4. Enzimlerin Karakterizasyonu

Her enzim tipi, katalitik aktivitesi icin gerekli olan belirli bir "aktif bolge
konformasyonu" na sahiptir. “Aktif bolge yapisi1”, proteinin ti¢ boyutlu yapisinin yani
sira aktif bolgede bazi spesifik aminoasitlerin varhigmmi da igerir. Bu aminoasitler,
substratin baglanmas1 ve reaksiyonun katalizi ile ilgilidir. Kataliz islemi sirasinda,
enzim (E) substrat (S)1 baglar ve enzim-substrat (ES) kompleksi olusturur. Enzim
proteinleri biiyliik molekiillerdir ve enzim proteininin ¢ok kiiciik bir bolgesi, substrat
baglama ve ardindan reaksiyonun katalizinde gorev alir. Bu bolgeye "aktif bolge" veya
"aktif merkez" denir. Aktif bolgedeki kofaktorler veya koenzimler, ES-kompleksinin
olugmasini ve katalizi kolaylastirmasina yardimei olurlar. Tamamen islevsel bir enzime
holoenzim denir ve ¢ogu zaman bir protein pargasi veya bir protein olmayan kisimdan
olusur. Enzimin protein kismi ise apoenzim olarak adlandirilir ve yukarida belirtildigi

gibi, protein olmayan (organik) kisim koenzimdir (Simon et al. 1959).

1.5. Paraoksonaz Enzimi (PON1)

Paraoksonaz enzimi (PON) hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2), hem de paraoksonaz
(E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, Ca**-bagimli serum esterazlaridir. Paraoksonaz (PON)
gen ailesinin {i¢ farkli {iyesi (PON1, PON2 ve PON3) vardir (Yurttas vd 2017). Ik
olarak insan serumunda PONL1 enzimini HDL iizerinde oldugunu ortaya koymuslardir
(Mackness et al. 1996).

Mazur ve arkadaslari tarafindan ilk olarak 1946 yilinin baglarinda, PON1 enziminin

HDL lipoprotein ile iliskisi (organofosfor bilesikleri hidrolizi) kesfedilmistir.



PONL1 enzimi, 354 aminoasitli bir glikoproteindir. Molekiiler kiitlesi derecesine bagl
olarak (yaklasik 45 kDa) karacigerde sentezlenmektedir. Enzim kan dolasiminda HDL
lipoproteine baghdir, bu nedenle HDL'nin antiaterojenik o6zellikleri PONl1'e
atfedilmistir. Bu enzim makrofajlarin hiicresel oksidatif stresini, kolestrol-biyosentez
oranini azaltirken HDL aracilif1 ile makrofaj kolesterol akisini uyarmaktadir. Boylece
koptik hiicresi olusumuna ve aterogeneze karsi koruma saglamaktadir. PONI enzim
homosistein tiyolaktonu hidroliz ederek bazi proteinlerin homosisteinasyon zararlarini
onlemektedir. PON1'in tek serbest siilfidril grubu Cys284°te mevcuttur ve bu aminoasit

enziminin aktivitesinde dnemli rol oynamaktadir (Naik et al. 2015).

Paraoksonaz enziminin aktivite dl¢limiinde en ¢ok kullanilan substratlar:

1- Paraoksan (0-o dietil-o-p-nitrofenil fosfat)

2- Fenil asetat’dur.

Paraoksanaz enziminin aktivitesi ortamda olusan fenol miktarmnin spektrofotometrik

olarak 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (Gan et al. 2004).

PON1 enzimi spektrofotometrik testlerle aktivitesi Olgiilebilmekte ve ayrica spesifik
antikorlar1 kullanarak immiinolojik yontemlerle dogrudan incelenebilmektedir.
Spektrofotometrik Ol¢timler, PON1 enziminin substratlarini hidrolize etme esasina
dayanmaktadir. PON1 enzimi, paraokson substratini hidrolizledigi igin paraoksonaz

olarak adlandirilmistir (Yurttas vd. 2017).

Ateroskleroz hastaliginin gelisimi, serumda HDL lipoprotein ile ters orantilidir.
Literatiirlerde birgok arastirmaci bu hastaligin ilk noktasini LDL lipoproteinin
oksidasyonuna sebep olarak belirtmislerdir. PON1 enzim diizeyi ve aktivitesinin
kardiyovaskiiler hastaliklarda, hiperkolesterolemi hastalarinda, ileri yastaki insanlarda,
obezitede, menopoz doneminde, seker hastaliginda, parkinson hastaliginda ve bobrek
yetmezligi hastalarinda azaldigi belirlenmistir. Yapilan bir in vitro ¢aligmada; sigarada

bulunan toksik maddelerin PON1 enzimin aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. PON1



enziminin, organofosfat bilesiklerin detoksifikasyonuna katilma ve lipit peroksitlerini
hidrolize ederek diisiik yogunluklu lipoproteini (LDL) (kotii kolesterol) oksidasyondan

koruma fonksiyonu oldugu belirlenmistir (Mackness et al. 1995).

PON1 enzimi, organofosfat (OP) metabolitlere (OP bocek ilaglari), vaskiiler
hastaliklarin yani sira biyolojik belirteci olarak oksidatif strese bagli hastaliklar,

inflamasyon ve karaciger hastaliklara kars1 spesifik koruyucu olarak kullanilmaktadir

(Yurttas vd 2017).

Bir baska ¢alismada ise; insan serumunda lipid hidroperoksit (LOOH) seviyesi, akciger,
goglis ve kolorektal kanser hastalarinda enzimin paraoksonaz (PONL1) ve arilesteraz
(ARE) aktivitesi Ol¢iilerek arastirllmistir. Elde edilen Sonuglara gore; normal halde,
LOOH seviyesi, PON1 enzimi ve arilesteraz aktivesi artarken, kanser hastalarinda
diismektedir (kolerektal kanser hastalar1 haric). PON1 enzim konsantrasyonu ve
aktivitesi oldukca degiskendir. Insan popiilasyonlarinda enzimin serumdaki miktar ve
kalitesi bir kisinin OP zehirlenmesi veya vaskiiler hastaliklarin gelisme riskini
etkilemektedir. Bu nedenle, PON1 enzimini anlamak hayati 6nem tasimaktadir (Balci et
al. 2012).

PONI1 enziminin kanda seviyesinin azalmasi, kardiyovaskiiler, diyabet mellitus ve
kronik hastaliklarda, bdbrek yetmezligi, romatoid artrit, hipertiroidi ve insanlarda
yaslanma gibi bir¢ok metabolik bozukluklarda biyiik bir risk olugturmaktadir. Bu
nedenle, PON1 enzim inhibitorleri ve aktivatorlerinin iyi karakterize edilmesi, ilag
caligmalar1 i¢in 1yi bir baglangic noktasini olusturmaktadir. Paraoksonaz (PON1)
multigen ailesi iizerine yapilan arastirmalar son on yilda hiz kazanmistir. Onceden
yalnizca PON1 enzimi taniniyor ve arastirmacilar sadece PON1 enziminin toksikolojik
ozelligi arastiriliyordu. Zaman ilerledikge iki yeni tiye; PON2 ve PON3 enzimleri ile de
calismalar artmistir (Aviram and Rosenblat 2008).

Lipid peroksidasyonu, okidatif strese onemli bir 6rnektir. Tiim lipid iceren yapilar

Ornegin: hiicre membrani, bu olaydan dolayr hasar gorebilmektedir. Peroksit tiirevleri



doymamig fosfolipidler, glikolipidler ve Kolestrole etki ederek serbest radikal
tiirevlerinin olusumuna sebep olmaktadir. Ornegin: oksi, peroksit ve hidroksil
bilesiklerinin lipid peroksidasyonunu asir1 tiretmesi ve antioksidan 6nleme sisteminin

deformasyonunu saglayarak kanser tiirlerinin olusmasinda 6nemli rolleri vardir (Balci

vd 2012).

1.6. Enzim Immobilizasyonu

Enzim immobilizasyonu, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere yerlestirilmesi veya
hapsedilmesinin yaninda Kkatalitik aktivitelerinin de korunmasi, bu sayede de

tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasini saglamak amaciyla yapilmaktadir.

Genel anlamda {ig tiir enzim immobilizasyon yontemi vardir. Bunlar; tutuklama, ¢apraz

baglama ve tastyiciya baglama yontemleridir.

Enzimlerin immobilize edilmelerinin avantajlari ise; immobilize enzimlerin Kullanim
kolayligi, reaksiyon karigimindan enzimlerin kolayca ayrilmasinin kolayligi, tekrar
kullanilabilirlik, diistik maliyetli, sicaklik ve pH stabilitesidir. Bu avantajlarindan dolay1
immobilize enzimler ticari {rin olarak degerlendirilmektedirler.  Protein
immobilizasyonunun en 6nemli O6zelliklerinden bazilari, matrisin biyolojik olarak
uyumlu ve inert bir ortam saglamasi, yani proteinin matriks yapist ile reaksiyona

girmemesinin saglanmasidir.

Nanokristaller ve nanoporoz metal oksit yiizeyleri, enzim immobilizasyon igin yeni
matriksler olarak tanimlanmigtir. Son zamanlarda, nanopartikiiller, kiigiik boyutlar1 ve
yiiksek ylizey alanlarina sahip olmalarindan dolayr enzim immobilizasyonu i¢in ¢ok
kullanilmaktadirlar. Nanopartikiiller, mekanik 6zellikleri, yiiksek sertlik ve esneklik gibi
Ozelliklerinden dolayr enzim immobilizasyonu i¢in biyouyumlu ortamlari
saglamaktadirlar. Biyosensorlerin gelisimi i¢in bir baska Onemli faktor ise saf
enzimlerin immobilize edilmeleri sonucunda aktif formda sabitlestirilerek biyokatalizor

gorevinin etkili bir sekilde yapilmasini saglamaktir. Dahasi, enzim immobilizasyonu,



reaksiyon ortaminin Kirlenmesini énlemekte ve enzimin ortamdan uzaklastirilmasi ile
ilgili olarak, yiiksek maliyet ve enzim inaktivasyonu gibi problemlerin iistesinden

gelmek i¢in uygun bir ¢6ziim ve son derece segici bir metoddur (Ansari et al. 2012).

1.6.1. Enzimlerin immobilizasyonunun Avantajlari

1-Enzimler suda ¢oziinen spesifik katalizorlerdir ve bir tasiyiciya fiziksel, kimyasal
yontemlerle baglanarak suda ¢6ziinmez hale gelirler.

2-Immobilize enzim reaksiyon ortamindan istenilen anda uzaklastirilir ve reaksiyon
istenilen anda durdurulur. (Genellikle serbest enzimlerde reaksiyonun durdurulmasi i¢in
ortama inhibitor katilir, bunun sonucu olarak ortamda bulunan inhibitériin aritilmasi
gereklidir, buda ¢ok maliyetlidir).

3-Enzimlerin sanayi ¢apinda tekrar kullanilmasi amaci ile immobilizasyon yontemleri
kullanilmuastir.

4-Enzimler ¢evre kosullarina (pH, sicaklik, v.b) karsi daha dayanikli ve daha kararl

hale getirilmis olur (Enzimin par¢alanmasi ve inhibisyonu azalir) (Palmer 2007).

1.6.2. Enzim immobilizasyonunun Dezavantajlar

Immobilize enzimlerin aktivitesi serbest enzimlere gore azalabilir ve reaksiyon
siirecinde enzim aktivitesini kaybedebilir. Bu durumda biyo-sistemlerde immobilize
enzimlerin kullanmasini simirlamaktadir. Immobilize enzimlerin aktivitesini sabit
tutmak i¢in yeni yontemlere ihtiyag vardir. Bu amagla bazi literatiirlerde enzim ve metal
iyonlarinin inkiibasyonu rapor edilmistir. Bu konu ile ilgili ilk arastirma Stanford

Universitesi’nden 6nerilmistir (Zare et al. 2012).
1.7. Nano Hibrit Yapilar
Hibrit nano ¢igek yapisi yeni gelistirilmis bir ¢esit immobilizasyondur. Nano c¢icek

sentez mekanizmasi ii¢ asamadan olugmaktadir. Erken biiylime asamasinda, metal ca®*

birincil kristalleri olusturulmaktadir. Bu asamada, organik molekiiller (protein), esas



olarak protein amid gruplari aracilifiyla koordinasyon yoluyla metal ile kompleks
yapilar olusturulur. Bu kompleksler primer kristallerin ¢ekirdeklenmesi igin bir alan
olusturmaktadir. Ikinci bilyiime asamasinda, metal-protein Kristalleri, protein
molekiillerinin genis agglomerler olusturarak toplanmasiyla birincil yapraklar olusur.
Metal Ca”* kristallerinin kinetik olarak biiyiimesiyle bu agglomarasyonlarm (Ca®" )
baglanma bolgelerine sahip yiizeylerinde gigek benzeri yapraklar olusur. Son asamada,
anizotropik biliylime dalli bir ¢igek benzeri yapmin olusumunu saglamaktadir. Bu
biiyiime stirecinde, proteinler nano ¢igegin yapraklar igin iskelet olusturmakta ve
yapraklar1 birbirine baglamak icin bir "tutkal" gorevi yapmaktadir. Kararliligi ve
aktivitesi serbest enzimlere gore fazladir ve mikrometre boyutta olmalarina ragmen
nano ¢igek olarak adlandirilmiglardir. Enzimin stabilitesi ve verimi yiiksektir. Nano
hibrit yapilariin baslica tiirleri bakir, kalsiyum ve mangan protein ve kapsiil hibrit
yapilaridir. Enzimlerin protein gibi metal iyonlarina karsi kuvvetli bir affinitesi vardir.
Bu sekilde enzimler genellikle metal yiizeyi lizerine immobilize edilmislerdir (Wang et

al. 2015).

Zare ve arkadaglar1 2012°de immobilize enzim hazirlanmasi igin yeni bir yontem
onermiglerdir. Bu yontemde, enzimlerin faaliyetleri biiyiik 6l¢iide arttirilmigtir. Hibrit
nanogigekler c¢esitli enzimler ve metal yonleri kullanilarak kolay bir yontemle

sentezlenmislerdir.

Bagka bir arastirmada ise; Sun ve arkadaslar1 2014°de, peroksidaz enzimini kullanarak
(HRP)-organik hibrit nano ¢icek yapilarini sentezlemisler ve ortamdaki hidrojen
peroksit ve fenol miktarin1 belirlemek amaciyla kullanmiglardir. Coklu enzim
kullanilarak immobilize ve organik-inorganik hibrit nano g¢icek yapilmis ve bir
kolorimetrik sensor sentezlenmesi i¢in kullanilmistir. Enzim-inorganik hibrit nano
ciceklerin tiim avantajlar1 belirlenmemistir. Bu sebepten dolay1 bu tip hibritlerin tiim
avantajlarmin belirlenebilmesi igin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir (Wang et al.

2015).



Simdiye kadar bes biiyiik hibrit nano ¢igek tiirii sentezlenmistir. Bu hibrit nano ¢igekler;
Bakar-protein, kalsiyum-protein, mangan-protein, bakir-DNA hibrit ve kapsiiler hibrit
nano cigekleridir. Bu nano gigeklerin yapisal 6zellikleri, 6rnegin boyut, sekil ve protein
orani, uygulamalar1 arastirilmistir. Hibrit nano ¢igek tiirleri, pargaciklarin yapisina ve

kullanilan metal ve organik materyalin tiiriine gore siniflandirilmaktadir. Bunlar:

1- Bakir (II) iyonlar ile protein yapisindan olusan nanogigeklerdir. Bu kapsamda; Ge ve
arkadaslar1 2008’de bakir iyonlar ile protein etkilesim yoluyla yeni bir pargacik tiirii
olusturmuslardir. Hidrojen peroksit ve fenoliin, gorsel tespiti i¢in bakir ve HRP enzim
ile, bir hibrit nano ¢i¢ek sentezlemislerdir.

2- Li ve arkadaslar1 2010°da tripsin hibrit nano ¢icekleri sentezlemislerdir. Tripsin hibrit
nano ¢igekleri yiiksek proteolitik performans, iyi enzim Kkararliligi, yeniden
kullanilabilirlik gibi 6zellikleri gostermistir.

3-Wang ve arkadaslar1 2013°de kalsiyum iyonlari ile hibrit nano ¢igek yapilarimi
sentezlemislerdir. Bakir nano ¢igek sentezi i¢in kullanilan ayni yontemi kullanmislardir.
Bu yontemin o6nceki sentez yontemlerinden farki ise iyonik bag ile jel bi¢imli bir
kompozit sentezlemek icin kitosan ve tripolifosfat (TPP) kullaniimasidir. Kalsiyum
iyonlar1 ve TPP, kalsiyum fosfat kristallerini olusturur ve nano ¢i¢ek yapis1 bu kristaller
ile CS-TPP jel kompleksinin reaksiyonuyla elde edilmektedir. Bu yontemde katalizor,
CS-TPP jel kompleksin de kitosan ile elektrostatik etkilesim yoluyla birlestirilmistir. Bu
nedenle, her tiir katalizér bu deneyde kullanilabilir. Bu yontemde kalsiyum fosfat
olusumu ¢ekirdeklenme bolgelerinde azaldigindan, nano ¢igek olusumu i¢cin maksimum
katalizor (0.5mg) ilavesi gerekmektedir. Nano ¢icek sentezi ic¢in bu teknik, c¢esitli
organik maddelerin kullanmasi ile nanogigek iiretimini kolaylagtiran yeni bir yaklagim
saglanmistir.

4- Zhang ve arkadaglari 2015°de Manganez (Il) iyonlari ile hibrit nano cicekler
sentezlemislerdir. Mangan fosfat hibrit nano ¢igekler, insanlarda akut zehirlenmeye
neden olabilen Raktopamin'in (C18H23NO3) saptanmasi i¢in yeni bir elektrokimyasal
biyosensor olarak kullanilmiglardir. Sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi, gaz
kromatografisi-kiitle spektrometresi, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

ve biyolojik sivilarda raktopamin'in saptanmasi igin bir¢ok analitik yontem gelistirilmis
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olmasina ragmen en iyi sonu¢ Zhang ve arkadaslarinin gelistirdigi biyosensor’den
alimmistir. Yapilan bu calismada, hibrit nano c¢igeklerin kullanildigi elektrokimyasal
yontemlerin daha hassas sonug verdigi ortaya konulmustur.

5- Hu ve arkadaslar1 2014’de bakir (II) iyonlarrm1 DNA nano ¢igek sentezinde
kullanmiglardir. DNA kullanma nedeni ise; DNA sulu ortamda oldukga yiiksek
¢oziinlirliige sahip ve yapisinda protein gibi yiiksek bir azot atomu i¢erdiginden metal
iyonlarina baglanarak hibrit nano ¢i¢ek sentezinde kullanilabilir olmasidir. DNA hibrit
nanogigek morfolojisi ve hiicrelerin ¢oziiniirliigii yiiksek goriintiilerini elde etmek igin
floresans rezonans enerji transferini (FRET) kullanmislardir. Kisacasi, arastirmacilar
DNA sablonunda bir ilacin ve floresan boyalarin eszamanli olarak eklenmesi i¢in bir
merkez olusturmuslar ve daha sonra, DNA'y1 bir metal iyonuna baglamiglaedir. Sonug
olarak, hiicreleri etkilemeyen uzun dalga boyundaki 15181 kullanarak boyalar arasinda
FRET temelli bir goriintii elde etmislerdir. Boylece canli hiicrelerdeki ilaglarin

metabolitleri tarafindan yayilan 15181 izlemeyi basarmislardir.

6- Li Jiang ve arkadaslar1 2010°da yaptiklari ¢alismada; bakir (II) iyonlar1 ve proteini

kullanarak nano ¢igekleri sentezlediler.

1.7.1. Organik-inorganik Hibrit Nano Ciceklerin Ozellikleri

Hibrit nano ¢igeklerin boyutu ve protein konsantrasyonu degismektedir. Varyasyon
aralig1 yaklasik + 3 pm’dir. Optimize edilmis verilerin ortalama boyutu temel alinarak
nano ¢igeklerin boyutunun 2 ila 30 pum arasinda degistigi ve gbzenek boyutunun
(yapraklar arasindaki deligin ¢apidir) yaklasik 0.1um oldugu belirlenmistir. Hibrit nano
ciceklerin sekli, yuvarlak ¢iceklerin sekline benzerdir. Termogravimetrik analiz (TGA)
ile Olgiilen toplam pargacik agirligina karst protein agirliglt orani, proteinin toplam
agirh@inin - %10-66'm1  olusturdugunu gostermektedir. Ayrica, daha fazla protein
kullanildik¢a protein yiizdesi artmaktadir. Sabit bir inorganik bilesen agirligina
proteinin asir1 eklenmesi ise, kapsiilleme verimliliginde dramatik bir diigiise neden

oldugu belirlenmistir. Bu sebepten dolayi; iyi bir morfoloji ve yiiksek bir agirlik yiizdesi

elde etmek i¢in uygun miktarda protein se¢ilmelidir. Son olarak, hibrit nano ¢i¢eklerin
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enzim etkinligi serbest enzim ¢ozeltileri ile karsilastirildiginda, hibrit nano ¢igeklerin
enzim etkinliginin %85 ila %100'in iizerine ¢iktig1 belirlenmistir. Bu Sonuglar hibrit
nano giceklerin yapraklarindaki protein hareketsizligine ragmen karsilik gelen serbest
enzim soliisyonlarina gore daha yiiksek aktivite ve stabiliteye neden oldugunu
diisiindiirmektedir. Dahasi, hibrit nanogigeklerin daha once karsilasilan kiitle transferi
kisitlamasinin iistesinden geldigine dair gesitli aragtirmalar yapilmistir (Lee et al. 2015).
Bagka bir arastirmada da immobilize enzim, serbest enzimine kiyasla yaklasik %85

katalitik etkinligi muhafaza ettigi belirlenmistir (Wang et al. 2014).

1.8. Serbest ve Hibrit PON1 Enziminin Toksisite Testi

Zebra baligi (Danio rerio), Cyprinidae ailesine ait olup genel olarak Hint kitasinda
yasayan Kiiglik ve omurgali baliktir. Zebrafish modelinin ortaya ¢ikisinin sebebi bu

hayvanin diger omurgali modellere kiyasla bazi avantaji 6zelliklerinden

kaynaklanmaktadir (Lewis and Eisen 2003; McGrath and Li 2008a).

Bu avantajlari siralayacak olursak;

* Boyutlarinin kii¢iik ve maliyetlerinin diisiik olmasi

* Yiiksek dogurganliga sahip olmasi (yaklasik 200-300 yumurta / haftada)

* Yaklasik 3-4 ay siiresinde, yetigkin zebra balig1 olmasi

* Embriyonun seffaflig

* Genetik, anatomik, fizyolojik, hiicresel ve molekiiler seviyelerde insanlarla %85
oraninda benzerlige sahip olmasi

* 36 saat i¢inde gelisen tiim biiylik organlarin onciileri ile hizli embriyonik gelisme ve
dollenmeden 48 - 72 saat sonra tam gelismis larva (hpf) elde edilebilmesi

» Tamamlanmis dizi genomunun tanimlanmis olmasi

* Transgenik ve mutant zebra baliklarinin nispeten kolay bir sekilde iretilmesini
saglayan giiclii genetik araglarin artan kullanilabilirligi

* Bakim kolayligi
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* Zebra balig1 larvasi kendi yumurta sarisinin igerisinde mevcut olan besin 6geleri ile 7

giin siireyle yasayabilir.

Déllenmeden 30 dakika
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Sekil 1.1. Zebra baliginin yasam dongiisiiniin diyagrami

(Balikk yumurtalarinin déllenmesinden yaklasik 6 saat sonra gastrulasyon baslar, ardindan 2-3 giin
arasinda kulucka yapilir ve serbest larva olusur. Zebra balig1 yaklasik 3 aylikken cinsel olgunluga erisir
ve 5 yila kadar yasayabilir).

Bu ozelliklere ek olarak, embriyolarin seffafligi, morfolojik degisiklikleri (Hill et al.
2005), boyalarla ve antikorlarin (McGrath and Li 2008b) doku kesitine gerek duymadan
mikroskop altinda dogrudan ve ger¢ek zamanl olarak gozlenmesine olanak tanir. Bu
modelin diger deneysel avantajlari, gerekli olan kiiciikk miktarda ilacin, esasen cilt ve
solungaglar yoluyla kiiglik molekiillerin ¢abuk emilme kabiliyetini icermektedir. Klasik
olarak yavrular, 48 ila 72 hpf arasinda yumurtadan ¢ikana kadar embriyo olarak kabul
edilir. Daha sonra, larva donemi sarist emilimiyle baslar ve sarisi bitince balik olugmus

olur (Rubinstein 2006).
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1.9. Antioksidanlar

Gallik asit: Bitkilerde fenolik asitler hidroksi benzoik ve hidroksi sinamik asitler olarak
iki gruba ayrilirlar. Gallik asit 3, 4, 5- trihidroksibenzoik asit olarak bilinen organik bir
asittir. Sumak, c¢ay yapragi ve diger bitkilerde bulunur. Gallik asit antimantar,
antioksidan ve antiviral etkilere sahiptir. Normal hiicrelere zarar vermeden, kanser

hiicreleri lizerinde sitotoksik etki gosterir (Nizamlioglu vd 2010).

Quercetin, bir flavonol olarak kategorize edilmistir. Alt1 alt sinif flavonoid bilesiklerden
birisidir. Flavonoller ¢ok c¢esitli meyveler ve sebzeler de bulunurlar. Birgok bitkinin
kabuklarinda yaygin olarak bulunan kimyasal bir pigmenttir. Diyetlerdeki énemli bir
flavonoid olan bu madde, elma kabugu, sogan ve ¢ayda bulunur. Hiicre kiiltiiriinde
yapilan c¢alismalar, kuersetinin belli tipteki kanser hiicrelerine kars1 calistigini

gostermistir (Gregory et al. 2011).

Pirogallol, gallik asit'in 1sitilmasiyla hazirlanabilen bir trihidroksi benzen veya
dihidroksi fenoldiir. Polifenoller meyveler, sebzeler, findiklar, tohumlar, ¢igekler ve
kabuklarda dogal yaygin olarak bulunan bitki metabolitleridir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ile kolayca reaksiyona girerek giiclii antioksidan aktiviteye neden olurlar

(Mitsuhashi et al. 2008).

C-Vitamini ayn1 zamanda askorbik asit olarak da bilinir. C vitamini, kimyasal formiili
CeHsOs ve molekiil agirligr 176,12'dir. Baz1 gidalarda bulunur ve suda ¢dziinen bir
vitamindir. Bu suda ¢6ziiniir vitamin; kemik, kikirdak, kas ve kan damarlarina yapisal
ozellikler kazandiran bir protein olan kollajenin olusturulmasinda 6nemlidir. Ayrica
demir emilimi ile, kilcal damar, kemik ve dislerin korunmasina yardimeci olur (Sies et al.

1995).

Askorbik asit gii¢lii bir antioksidandir. Cilinkii bir hidrojen atomu bagislayabilir ve
nispeten stabil bir askorbil serbest radikal olusturabilir (Weber et al.1996).
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Askorbik asit dogada yaygin olarak bulunur; cogunlukla taze meyveler, hardal yapragi
ve 1spanak gibi yaprakli sebzeler C vitamininin en iyi kaynaklaridir (Tee et al. 1997).

1.10. Antilipit flaclar

Kolesterolii diistirmek icin birka¢ c¢esit ila¢ kullanilmaktadir. Bunlar igerisinde statin
olarak adlandirilan ilaglar, en ¢ok kullanilan ve kanda LDL lipoprotein seviyesini

diistiren ilaglardir. Bu ilaglar karacigerde kolesterol yapimini azaltarak etki gosterirler.

Fibrik asit tiirevleri Fibratlar; VLDL kolesterol diizeyinde azalma ve trigliseridlerin

%50 azaltilmasin sagladiklari i¢in 6zellikle hipertrigliseridemi tedavisinde 6nemlidir.

Gemfibrozil, klofibrat, fenofibrat ve bezofibrat bu grubun oOnemli ilaglaridir.
Fenofibratin, LDL kolesterol diizeyini klofibrat ve gemfibrozilden daha etkili bir sekilde
diigiirebildigi ve HDL kolesterol diizeyini de % 25'e kadar artirabildigi tespit edilmistir
(Kiligarslan vd 2003).

Bu ¢alismada {i¢ antilipit ilacinin etken maddesi segilerek analiz edildi. Bunlar;

1. Valerik asit
2. Fenoksi —izobiitiirik asit

3. N- desmetil Rosuvastatin

1.11. Lipitler

Canlilarda lipidler kan dolasiminda lipoproteinler halinde tasinmaktadir. Lipoproteinler

5 farkli sinifa ayrilmaktadir:

1. Silomikronlar

2. Cok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL)
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3. Orta yogunluklu lipoporotein (IDL)
4. Disiik yogunluklu lipoprotein (LDL)
5. Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)

Karacigerde karbonhidratlar ve yag asitleri fazla miktarda ise, endojen trigliserid
(VLDL) haline doniistiiriiliir ve kana verilirler. Zaman i¢inde VLDL’lerden salinan
serbest yag asitleri ayrilinca lipit VLDL’lerde azalir ve ara yogunluklu lipoprotein
(IDL) ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) haline dondstiiriiliir. LDL’ler kolesterolii
karacigerden baska dokulara taginmasinda rol oynar. HDL’ler ise karacigerde ve ince
bagirsak duvarlarinda sentezlenir. HDL’lerin en o©nemli goérevi kolesterolii ve
fosfolipidleri karacigere tasimaktir. Normal bir lipit metabolizmasinda sentez, depolama
ve parcalanma olaylar1 biyolojik bir denge icinde gerceklesmektedir. Bu dengelerin
bozulmasi1 halinde lipid metabolizmasi bozulur. Lipid metabolizmas1 bozukluklari

sismanlik, arteroskeleroz gibi bazi hastaliklara neden olmaktadir (Boder et al. 2010).

Lipidler karbon, hidrojen, oksijen atomlarindan ve uzun hidrokarbon zincirlerinden

olusmaktadir ((CH,0)n).

Lipidler su sekilde siniflandirilabilir;

1. Basit Lipidler

2. Bilesik Lipidler (Fosfolipidler, lipoproteinler)

3. Tiiremis Lipidler (Kolesterol)’dir.

Yaglar genelde iki farkli bilesenden olusmustur. Bu bilesenler gliserol ve yag asitleridir.

Yaglar iki formda bulunabilirler. Bunlar;

1. Doymus yaglar
2. Doymamis yaglar
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Hayvansal gidalar fazla miktarda tiiketildiginde kanda kolesterol seviyesi yiikselmekte
ve Oylece kalp, damar hastaliklari, kanser ve sismanliga neden olmaktadir. Doymus
yaglar viicutta hem kolesterol, hem de LDL seviyesinin (kotii kolesterol) (distk
yogunluklu lipoprotein) yiikselmesine neden olmaktadir. Doymamis yaglar hem HDL
seviyesini yiikseltir, hem de LDL seviyesini disiiriirler. LDL’ler kolesterolii
karacigerden bagka dokulara tasinmasinda rol oynarken; HDL kolesterolii ve

fosfolipidleri karacigere tasimakla gorevlidir (Boder et al. 2010).

1.12. Kitosan

Kitin dogal olarak olusan seliilozdan sonra ikinci dogal polimerdir. Kabuklu
hayvanlarin dis iskeletinde, mantar hiicre duvarlarinda ve diger biyolojik materyallerde
bulunmaktadir. Heksoz biriminin tekrar1 ve ikinci karbon atomundaki hidroksilin bir
asetamid grubuyla degistirilmesi haricinde seliiloz ile yapisal olarak ayni olan poli (B-
(1-4)-2-astamid-D-glukoz) yapisindadir. Kitosan, alkali varliginda deasetilasyonu ile
kitinden tiiretilmektedir. Bu nedenle kitosan, (B-(1-4)-2-amino-D-glukoz tinitelerinden
olusan ve genellikle %80°1 asan bir kopolimerdir. Kitosan, deasetilasyon derecesi ve
ortalama molekiil agirligina gore tiirlere ayrilir. Kitosanin énemli 6zellikleri; katyonik,

antimikrobiyal, antifungal ve insektisidal olmasidir (Bourtoom 2008).

Kitosan beyaz renkte, kokusuz, tatsiz, suda c¢oziinmeyen, ancak asidik coziiciilerde
¢Oziinebilen, toz seklinde bir maddedir. Kitosan ¢oktiirme, nem tutma ve film olusturma
Ozeligine sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolay1 kitosan bir¢cok farkli alanda (6rn: gida,
endiistri, ziraat, medikal, kozmetik, bioteknoloji, su aritma, vb) kullanilabilmektedir
(Bostan vd 2007).

Kitosan iki yiizyl once kullanilmaya baslanmistir ve bir polisakkarit polimer
malzemesidir. Ana malzemesi olan kitin de dogal bir polisakkarittir ve kabuklu deniz
hayvanlarinin kabuklarinda bol miktarda bulunmaktadir. En zengin kitin kaynaklar ise:

Yengec, karides, 1stakoz ve kerevitdir (Mehdizade 2013).
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Roget, 1859 yilinda, 180°C’deki KOH c¢ozeltisine kitin ilave ederek onu kitosana
doniistiirdii. Kitin esas olarak (poli-B-(1,4)-2-asetamid-2deoksi-p-D-glukopiranaz)
monomerlerinden olugsmaktadir. Kitosanin ise, kimyasal yapist, poli-(-(1,4)-2-amino-2-
deoksi-B-D-glukopiranoz) seklindedir. Bu glikozitler yan zinciri olmayan dogrusal

polimerdirler. Seliiloz, kitin ve kitosan molekiillerinin yapisi Sekil 1.1-2.4°de

verilmigtir.
HO OH
N O HO HO
(@] 0 @]
hio OH HO 0
OH HO
Sekil 1.2. Seliiloz yapist
i NHA
C
- 0 HO AcHN
(0] O O
HO NHAc  HO O
NHAc HO
Sekil 1.3. Kitin yapisi
HO NH
- o 2 HO H,N
0 0 0 ° _
(e} O O
HO NH; HO NH, 0
HO

Sekil 1.4. Kitosan yapisi

Kitin molekiilii yapisal olarak seliilozdaki gibi dallanmamistir. Ancak seliiloz yapisinin

ikinci karbon atomuna bagli hidroksil grubunda, kitin molekiiliinde asetamid
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(-NHCOCHj3) grubu ve kitosan molekiiliinde ise amin (-NH;) grubu bulunmaktadir.
Kitosanin ikinci karbonunun pozitif yiikli olmasi ile polimer polikatyonik o&zellik
kazanmaktadir. Bu o6zelliginden dolay1r polianyonik bilesikler ile (proteinler, DNA,
hiicre zar1) birlesebilmektedir. Kitin ve kitosan non-toksik ve non-alerjik olduklarindan
dolay1 viicutta atese neden olmazlar, yani viicutta hi¢bir sorun ve higbir uyumsuzluk
gostermezler. Kitosan; laboratuar ve endiistriyel Ol¢lide kabuklu deniz iiriinlerinin
kabuklarindan hazirlanmaktadir. Bu kabuklarin kitinin %50 oraninda deasetilasyonu
sonucunda kitosan elde edilmektedir. Elde edilen kitosan yiizde bir asetik asit veya

laktik asit igeren ¢oziiciilerde ¢oziinebilmektedir (Mehdizade 2012).

Kitosan 1990’lardan beri ticari olarak satilmaktadir ve piyasada farkli tiirleri mevcuttur.
Kitosan hazirlanmasina gore farkli 6zelliklere sahiptir. Kitosan kimyasal, enzimatik ya

da kombine yontemlerle hazirlanabilmektedir (Moradi et al. 2010).

Kitosan saglik sektdriinde, su aritmada, tarim ve gida gibi cesitli sektorlerde kullanimi

mevcuttur. Kitosanin %10’u gida endiistrisinde kullanilmaktadir (No et al. 2007).

Kitosan non-toksik bilesik olmasina ragmen uzun siire kullanimi, bagirsak florasinin
kompozisyonunda degisiklere neden olabildigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada;
%10 oraninda kitosan verilen farelerde herhangi bir sorun goriilmedigi belirlenmistir.
Ayni sekilde, 12 hafta boyunca kitosan tiiketen insanlarda ise 6nemli yan etkilere neden

olmadig1 belirlenmistir (Raafat et al. 2009).

Kitosanin diger biyolojik o6zelliklerinden biri de ilag salimim araglar1 olarak

kullanilmalaridir. Kitosanin etki mekanizmasini soyle siralayabiliriz:

1. Kitosan antibakteriyel 6zellige sahiptir ve ayn1 zamanda katyonik 6zelligi vardir.
Boylece bakterilerin membraninda kalsiyum iyonlar1 ile rekabet i¢inde bulunur ve
bakteri membranlarini gegirgen yapmaktadir.

2. Kitosan oligomerleri mikroorganizma membranindan gegerek transkripsiyonda

DNA’nin RNA’ya doniisiimiinii engellemektedir.
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3. Kitosan bazi metaller ile selat olusturarak bakteriler tarafindan toksin iiretimini
engellemektedir.

4, Kitosan su emme kapasitesine sahiptir, bdylece mikroorganizmalarin 6nemli
enzimlerinin inhibe olmasina neden olmaktadir.

5. Kitosan bakteriler gibi aktif maddelerin transferini engeller. Kitosan molekiilii kati
formda oldugu igin, kitosanla dogrudan temasta olan mikroorganizmalar tutulmaktadir.
Kitosan MIC (minimum inhibitor konsantrasyon) yukarida belirtilen faktorler tarafindan
etkilenmektedir. Farkli ¢alismalarda, kitosan igin farklit MIC’lar kaydedilmistir (Moradi
et al. 2010).

Kitosan U.S.FDA tarafindan GRAS (Generally Recognized As Safe) olarak
siiflandirilmistir. EU, kitosan giinliik 3 g konsantrasyonu giivenli gida katki maddesi
olarak kabul etmistir (Commission Regulation (EU) No 432/2012) (Khanjari et al.
2013).

Bu ¢alismada;

Insan popiilasyonlarmda Paraoksonaz (PON1) enzimin serumdaki miktar ve kalitesi bir
kiginin OP zehirlenmesi veya vaskiiler hastaliklarin gelisme riskini etkilemektedir.
PON1 enzimini anlamak hayati 6nem tasimaktadir. Bu nedenle PON1 enziminin insan
serumundan saflagtiritlmasi ve magnetik kitosan nanopartikiiller lizerine kovalent olarak
immobilize edilmesi, nanogigek hibrit PON1 enzim yapilart sentezlenmesi,
karakterizasyonu ve bazi ilaglarin bu enzim sistemlerinin aktiviteleri tizerine in vitro
olarak etkilerinin arastiritlmas1 ve saflastirilan serbest enzim ve nano ¢igek hibrit
yapilarinin zebra baligi modeli {izerinde toksik etkileri in vivo olarak incelenmesi

amaclanmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Paraoksonaz Enzimi

Insan plazmasi, biitirilkolin esteraz (EC 3.1.1.8), paraoksonaz (EC 3.1.8.1), asetilkolin
esteraz (EC 3.1.1.7) 3 esteraz icermektedir.

Insan paraoksonazi (PON1) 43-45 kDa agirligindaki ve fiziksel olarak HDL ile iliskili
ve kalsiyum bagli bir enzimdir ve HDL'nin ateroprotektif etkisine katkida bulundugu
diistiniilmektedir. PON1 enzimini ile ilgili ateroskleroz obliteransli yapilan ¢alismada
PON1 durumunun, aktivitesi ve fenotip dagilimi agisindan iskemi etkisi oldugu

belirlenmistir (Magdalena et al. 2014).

PONI, yiiksek yogunluklu lipoproteinlerin (HDL) 6nemli bir bilesenidir ve HDL'nin
antioksidan/atheroprotektif 6zelliklerinden kismen sorumludur. PON1, kardiyovaskiiler
hastaliklar, Parkinson hastaligi ve kanser gibi ¢ok sayida hastalikda iliskilidir. Ek
olarak, PON1 enziminin toksik organofosfor, glukokortikoidler, muhtemel aterojenik L-

homosistein tiolakton gibi bilesiklerin hidrolizde etkili oldugu belirlenmistir.

PON1'in HDL islevinde olan 6nemi ve gesitli insan hastaliklariyla bireysel olarak
iligkisi nedeniyle, PON1 enziminin ekspresyonunu ve aktivitesini degistiren gesitli
faktorler arasindaki farmakogenomik etkilesimler, gelecekteki arastirmalar igin 6nemli

bir terap6tik hedef olusturacaktir (Daniel et al. 2013).

Paraoksonaz-1 (PON1), metabolizmada antioksidan 6zelliklere sahip organofosfatlar
hidrolizleyen bir enzimdir. Cok 6nemli islevleri nedeniyle, PON1 enzim aktivitesinin
her durumda etkilenmemesi onemlidir. Bu nedenle bu enzim aktivitesini etkileyen
faktorlerin arastirilmasina yonelik ¢alismalar biiyiik 6nem arz etmektedir. Enzimlerin
metal toksikolojisi son yillarda popiiler hale gelmistir. Burada, Pb (+2), Cr (+2), Fe (+2)

ve Zn (+2) dahil olmak {izere bazi metal iyonlarinin in vitro inhibitor etkilerini insan
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serum PON1 (EC 3.1.8.1.) enzimi iizerinde incelenmistir. Bu amagla PON1 enzimi
insan serumundan saflastirilmis ve bazi metal iyonlarin enzim aktivitesindeki
degisiklikleri analiz edilmistir. Sonuglar, metal iyonlarmin diisiik konsantrasyonlarda
PON1 enziminin iizerinde Onleyici etkiler gosterdigini ve IC (50) degerleri 0.838 ila

7.410 mM arasinda degistigi belirlenmistir (Aviram and Rosenblat 2008).

2.1.1. Insan PON1 enziminin yaslanma ile olan iliskisi

Bir¢ok c¢alisma, yas ilerledik¢e insan serum PON1 aktivitesinde meydana gelen
azalmanin sonucunda HDL'min koruyucu fonksiyonlarin1 kaybedildigini gostermistir.
Ote yandan, PON1 genindeki polimorfizm yaslanmayla iliskili olup, PON1'in uzun
omiirlii bir protein oldugu One siiriilmiistiir. Bununla birlikte, biiyiikk bir meta-analiz,
PON1-192 SNP ve insan Omrii arasinda bir iliski bulunamamustir. Yapilan bir
caligmada, PON1 enzim aktivitesi yasla azalirsa, PON1 aktivite 6l¢limlerinin 6nemli
olabilir. Fakat elde edilen bulgular PON1'in hiicresel yaslanmada islevsel bir role sahip
oldugunu ve ayn1 zamanda yaslanmaya bagli bir protein olarak islev gordiigiinii ortaya
koymaktadir. Yaslanan bir diinya niifusuyla saglikli yaslanma onemli bir hedeftir, bu
nedenle PON1'in bu yeni ve potansiyel olarak heyecan verici fonksiyonu iizerinde daha

fazla ¢alisma yapilmasi faydali olacaktir (Mackness et al. 2016).

2.1.2. insan PON1 enziminin kanser ile olan iliskisi

Diisiik PONI aktivitesi ¢ok cesitli kanser gelisimiyle baglantili oldugu yapilan
calismalara vurgulanmaktadir. Dowling ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada;
tahrip edici kemik hastaligi mevcut olan 111 multiple miyelomali hastalari incelediler
ve serum PONI1 konsantrasyonunun kemik hastaligi1 derecesine gore pozitif olarak bagl
oldugu belirlediler. Ayrica, multiple miyelomali hastalarinin tanilanmasinda PONI

enziminin tanisal bir marker olabilecegini belirttiler (Mackness et al. 2016).
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2.2. Enzimin Saflastinnimasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, mikrozomlarda ve Sserumda HDL ile bagh olarak

bulunmaktadir (Klimov et al. 1993).

PON1 enziminin saflastirilmasi i¢in, ¢ok c¢esitli metotlar tanimlanmustir. Siklikla
uygulananlari metotlar sunlar: hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE anyon degistirme,
amonyum  siilfat  ¢oktirmesi, Sepharose  4B-L-Tirozin-1-naftilamin  afinite
kromatografisidir (Demir vd 2006; Demir vd 2008; Gan et al. 2004).

Paraoksonaz enziminden homojen ve yiiksek bir saflik elde etmek oldukca zordur.
Serumda PON1 enzimi HDL’den uzaklastirilmasi igin yiiksek tuz konsantrasyonu
kullanilmas: gerekmektedir (Demir ve ark. 2006; Demir ve ark 2008; Demir ve ark

2011; Demir ve ark 2015; Gan et al.1991; Furlong et al.1991).

Kromatografik teknikler ¢ok pahali ve zaman alict basamaklardan olusur. Ug fazli
ayirma islemi (TPP), karisimlardan proteinlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi icin basit,
hizli, verimli ve genellikle tek basamakli islemdir. Bu hizli ayirma yonteminin prensibi,
li¢ asamada elde etmek i¢in amonyum siilfat (NHs) 2SO,4) ve organik bir ¢oziicii (
genellikle n-biitanol ) ile karistirlmasindan olusur. Bu yontemde enzimler veya
proteinler, santrifiij isleminden sonra ii¢ faza ayrilir. Ust faz organik bilesiklerden
(Lipidler), orta faz enzim ve alt faz sudan olusur. Amonyum siilfat kullanilmasinin bir
cok avantaji vardir. Bu avantajlar; ucuz olmasi, kolaylikla bulunmasi ve yiiksek
¢oziinlirligiidiir. Salting mekanizmasmim verimliligi amonyum Siilfat miktarma ve
¢ozeltinin  iyonik kuvvetine bagli olmaktadir. Ornegin, daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda, su molekiilleri tuz iyonlar tarafindan cekilir; daha giiglii protein-
protein etkilesimleri ortaya ¢ikar ve protein molekiilleri, hidrofobik etkilesimler yoluyla

¢okelir (Gagaoua et al. 2016).
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2.3. Hibrit PON1 Enzim

Enzimlerin nanoyapili materyallere dahil edildigi nanobiyokataliz, proteomik analiz ve
biyolojik sensorler ile ilgili potansiyel uygulamalar1 nedeniyle yapilir. Nanoporoz silis,
nano tabakalar, nanotiipler ve nanopartikiiller de dahil olmak {iizere nanoyapilar,
enzimin nanokiire ortamimin manipiilasyonunda biiyiik verimlilik sergilemektedir.
Nanogicekleri sentezlemek icin cesitli yaklasimlar gelistirilmis olmasina ragmen,
bugiine kadar yapilan girisimlerin ¢ogu elemental metallerin oksidasyonu, metal
tuzlarmin  indirgenmesi, nispeten kararsiz bilesiklerin termal ayrismasi ve
elektrokimyasal yollarla yogunlagmistir. Bunlarin arasinda, sert kosullarda (yiiksek
sicaklik, basing ve toksik organik coziiciilerin kullanilmasi), kontrolsiiz biiyiimeden
veya morfolojik deformasyonlardan kag¢inmak icin 6zel tedbirler alinmalidir. Bu
nedenle, kontrollii ve iyi diizenlenmis hiyerarsik nanogigekler icin diisiik maliyetli ve
kolay sentetik bir yontem Ge ve arkadaslar1 (2008) tarafindan elde edilmistir. Bu tiir
hibrit nanotiiplerin yeni avantajlarim1 kesfetmek icin daha fazla calisma yapmak

gerekmektedir (Zian et al. 2014).

Bir ¢alismada; yeni gelistirilen ¢igek benzeri hibrid nanopartikiil tiplerini, yapisal
ozelliklerini, olusum mekanizmalarini ve biyolojik olarak iliskili uygulamalarin1 detayl
olarak incelenmistir. Hibrid nano ¢i¢ek yapilarinin yiiksek verimlilik ve enzim
kararlihigi, ile kolayca elde edilmesi ve organik-inorganik hibrid nano ¢icegin
biyoteknoloji endiistrilerinin hizla gelismesine yol agacagi ilan edilmistir (Seung et al.
2015).

Baska bir ¢alismada, soya fasulyesinden elde edilen peroksidaz enzimi igin, organik-
inorganik yapili nano ¢icek yapisini olusturmuslardir. Yiizlerce nanopartikil iceren
hiyerarsik bir ¢igek benzeri kiiresel yapi, organik bilesen olarak soya fasulyesi
peroksidazi (SFP) ve inorganik bilesen olarak Cuz(POg4)2¢3H,0 kullanilarak
olusturulmustur. Hibrid nano ¢igeklerin yapisi, FT-IR (Fourier doniisiimii infrared
spektroskopi), XRD (X-ray diffraction) ve EDX (enerji dagilimli X-1gin1 spektroskopisi)
ile teyit edilmis ve hibrid nanogi¢eklerde gomiilic SFP'nin enzimatik aktivitesi substrat
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olarak gualikol (guaiacol) kullanilarak degerlendirilmistir. Cozeltideki serbest saf SFP
ile karistirilldiginda, hibrid nanogicekler i¢ine gomiilmiis ve enzimatik aktiviteside
serbest enzime gore artmustir (~%446). Hibrid nanogigekler ayrica, ¢evrim analizi
sirasinda miikemmel tekrar kullanilabilirlik ve tekrarlanabilirlik sergilemislerdir. Bu
sonuglar, hibrid nanogicek sentezinin etkili bir enzim immobilizasyon stratejisi

oldugunu gostermistir (Yu et al. 2015).

Nanoteknolojinin tipta ve daha 6zel olarak ila¢ dagitiminda kullanimi hizla yayilmaya
baslamistir. Halen bu alanda anestezi amacgh ve ozellikle kanser tedavisi i¢in bir¢cok
madde arastiriimaktadir. Ozellikle kullanilan ilaglarin toksisitesini ve yan etkilerini
azaltmak i¢in nanopartikiiller Kkullaniimaktadir. Par¢acik madde toksikolojisi,
kimyasallarin biyolojik matriste ¢Oziliniip ¢dzliinmemesine gore cesitli i¢ organlarin
potansiyel maruziyetini etkilediginden maddelerin toksikolojisinden farklidir. Bununla
birlikte, emilen tiirler, solunan parcaciklarin potansiyel toksikligini de etkileyebilir.
Nanopartikiiller i¢in durum, boyutlar1 viicudun igindeki cesitli biyolojik engelleri ve
olumlu bir bakis acisindan, 6zellikle kan beyin bariyerini gegme potansiyeli, morfini
beyne gotiirmek i¢in yeni yollar agabilir. Buna ek olarak, nano boyut hiicreye ve
cekirdek de dahil olmak {izere cesitli hiicre bdlmelerine erisim saglamaktadir.
Lipozomlar i¢in albiimin, jelatin ve fosfolipidler gibi biyolojik maddelerden ve ¢esitli
polimerler ile kati metal iceren nanoparcaciklar gibi daha kimyasal maddelerden ilag
verimi i¢in nanoparcaciklarin hazirlanmas1 icin halen ¢ok sayida madde
arastirtlmaktadir. Nanopartikiil toksikolojisinin tiim yonlerinin saptanmasi i¢in, daha

spesifik testlere ihtiyag duyulmaktadir (Wim et al. 2008).

2.4. Zebra Bahg

Zebra balig1 popiiler bir akvaryum baligidir ve 60'l1 yillarin sonunda George Streisinger
tarafindan bir deney hayvan modeli olarak tanitilmis olup biyomedikal arastirmalarinda
kullanimi son yillarda yayginlasmistir. Zebra baligi, toksikolojik arastirmalarda belirgin

bir model organizma olarak, ilag toksisitesi gilivenlik ve ekotoksikolojik taramay1
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degerlendirmek icin bir in vivo model olarak gittikge artan bir sekilde kullanilmaya

baslanmigtir (Parng et al. 2002).

Zebra baligi embriyo ve larvalarmin kiigikliigii (1-4 mm), hiicre kiiltiirii plakalarinda
veya petri kaplarinda test edilmesini saglamaktadir. Ayni sayida yavrunun ayni anda
birka¢ kopyanin yiiriitilmesine izin vermektedir. Ayrica, biitiin hayvani kullanmak
toksisite arastirmalari agisindan son derece avantajlidir, cilinkii insanlara kolaylikla

¢ikarilabilen korelasyon bilgileri saglamaktadirlar (Shaukat et al. 2011).

Zebra baligi modelinin toksikolojideki yararliligini birgok ¢alisma zaten kanitlamistir.
Dahasi, insanlar da dahil olmak {iizere zebrabaligi ve memeliler arasinda organ

toksisitesi ile ¢ok iyi bir korelasyon vardir (McGrath et al. 2008) .

Daha once belirtildigi gibi, zebra balig1 ile yapilan deneyler genellikle yumurta sarisi
beslenmenin baslica kaynagi olan erken yasam evresi sirasinda olusur ve tamamlayici
beslenme ihtiyact yoktur. Zebra baligi organlari, tamamen gelismemis olsalar bile,
tamamen islevsel olduklar1 zaman, gelisimin embriyonik ve larval evrelerini

icermektedir (Pickart and Klee 2014).

Zebra baligi, genetik ve gelisme gibi pek cok biyolojik kavramin 6grenilmesinin
gelistirilmesi i¢cin bir O6gretim aract olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Geleneksel olarak, hem arastirma hem de 6gretimde, zebra balig1 eseri embriyonik
asamalara odaklanmistir. Bununla birlikte, larvadan yetiskinlige kadar gecen asamalar
da incelenebilmektedir. Zebra baligi igin ¢esitli evreleme serileri bulunurken, burada
hem egitim hem de arastirma kullanimina uygun post-embriyonik olgunlasmanin
basitlestirilmis bir normalizasyon tablosu sunulmaktadir. Spesifik olarak, ii¢ larva
asamasini, genglik donemini ve yetiskin asamasi tanimlamak i¢in balik boyutunu ve
kolaylikla tanimlanmis dort dis morfolojik 6zellik (pigment goriintiisii, kuyruk yiizgeci,
anal yiizge¢ ve dorsal yiizge¢c morfolojisi) kullanilmaktadir. Bu basitlestirilmis
olgunlagsma standartlar1 hem egitim hem de arastirma protokolleri i¢in yararli bir arag

olacaktir (Singleman et al. 2014).
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Amerika Birlesik Devletleri’nde Sevin markali insektisit en ¢ok kullanilan bocek ilact
maddelerinden biridir. Sevin'deki aktif bilesen, karbaril (1-naftil-N-metilkarbamat),
asetilkolinin asetata ve kolin'e sinapsda parg¢alanmasini Onleyen bilinen bir
asetilkolinesteraz (AChE) inhibitoriidiir. Karbaril, bdceklerin felce ugramasiyla
basariyla dliimiine neden olmakla birlikte, cesitli hedef dis1 tiirlerin gelisimi tizerinde
olumsuz etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Karbaril bilesiginin toksisiesini incelemek
igin, zebrabaligi (Danio rerio) kullanilmistir. Cilinkii bunlar hem toksikoloji hem de

gelistirme ¢alismalar1 i¢in iyi bir modeldir ( Shock et al. 2012).

Bu calismada, insan (HGNC: 9204) ve zebra balig1 (Zgc: 91887) enzimleri arasindaki
biiyiik benzerlik oldugu belirlenmistir.

Zebra baligt pronefro'nun insan bobregi ile benzerliginden dolayr nefrotoksisite
aragtirmalart i¢in iyi bir model olacagi varsayilmaktadir. PONI1, bobrek hastaliginin
potansiyel bir biyolojik belirte¢i olarak incelendiginde, li¢iincii objektif tutma, PON1
aktiviteleri ile nefrotoksisite arasindaki iliski incelenerek uyusturucular arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Yapilan bu ¢alismada, zebra baligt ve insan {izerindeki
nefrotoksisite arasinda baglanti oldugu kanitlanmis ilaglar olan Tenofovir disoproksil
fumarat (TDF) ve parasetamol (PCM) iki konsantrasyonda test edilmistir. Elde edilen
bulgulardan her iki ilag i¢in de balik AREase aktivitesinde belirgin bir diisiis oldugu
gozlenmistir (Andreia Pires Afonso 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Buzdolabi (Bosch KAN62V70NE-Ever Med Medical refrigeration)
Derin dondurucu (Bosch)

Distile su cihazi (GFL 2004)

Elektroforez (BioRad)

Etiiv (P Selecta Cod:2001248)

E3 (E3: Embryo medium)

Hassas Terazi (KERN ABS)

Manyetik karistirici (Wise Stir MSH-20D, Stuart SB162-Are)
Otoklav (P Selecta)

pH Metre (Crison Basic 20)

Santrifiij (J.P. Selecta Cenrtrofriger-BL)

Sogutmali santrifiij (cetrofriger-BL 1) (P selecta)

Su Banyosu (P Selecta)

UV-VIS Spektrofotometre (PG Instrument T80 UV/VIS Spectrofotometer)
Ultrasonikator (P Selecta)

Vorteks (Heidolp)

Nanodrop Epoch UV/VIS Spectrofotometer

Mikroskop (Stereo) Zeizz

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Insan serumu, Paraoksan (CioH14NOgP), N-biitanol, Amonyum siilfat (NHy4),SO,),
CaCl,, Tripolifosfat (TPP), Fenil asetat, L-Glutaraldehit, Merck (Darmstadt, Almanya),
Sodyum asetat (C,H3zNaOy), Sodyum karbonat (Na,COs), Sodyum Fosfat (NazPOu,
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Sodyum hidroksit (NaOH), Hidroklorik asit (HCI), Coomassie Blue R250
(C4sH44N3NaO-Sy), Glisin (C,HsNO3), Demir(lH)oksit (Fe304), Kitosan(Ci2H24N20o),
Gemfibrozil (Cis5H2203), Trirole (C,OH,;CIO), Ropixon (CzHzsFN306S), Dimetil
stilfoksit (DMSQ), Fosfork asit(H3POy,).

Tiim kimyasallar analitik saflikta kullanilmistir.

3.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

3.3.1. Tampon cozeltilerin hazirlanmasi

Paraoksanaz enziminin optimum pH degerinin tayininde, farkli tamponlar kullanildi. pH
(3.0, 4.0, 5.0) degerleri icin sodyum asetat tamponu ve pH (6.0, 7.0) degerleri igin
sodyum fosfat tamponu, pH (8.0 ve 9.0) degerleri igin glisin tamponu ve pH (10.0)
degeri igin karbonat tamponu kullanildi.

3.3.2. Sodyum asetat tamponu

10 mM asetat tamponu i¢in; 0.82 g sodyum asetat 80 mL saf suda ¢oziiliip, pH degerleri
3-4-5 i¢in 0,1 M’lik NaOH ve/veya HCI ¢ozeltisi ile ayarlandiktan sonra son hacim 100

mL’ye saf su ile tamamlandi.

3.3.3. Sodyum fosfat tamponu

10 mM sodyum fosfat tamponu i¢in 7,3 g sodyum fosfat 80 mL saf suda ¢oziildiikten
sonra pH’st (8.0 ve 9.0) ayarlamak i¢in 0.1 M’lik NaOH ve/veya HCIl c¢ozeltisi

kullanildi. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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3.3.4. Gilisin tamponu

10 mM glisin tampon hazirlamasi i¢in; 0.075 g glisin 80 mL saf suda ¢oziildii, sonra pH
degerlerinin (pH: 10.0) ayarlanmasi i¢in 0.1 M’lik NaOH ve/veya HCI ¢ozeltiler

kullanildi ve son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.5. Karbonat tamponu

10 mM karbonat tampon hazirlamasi i¢in; 0.0106 sodyum karbonat 80 mL saf su’da
¢oziildii, sonra pH degerlerinin (pH: 10.0) ayarlanmasi i¢in 0.1 M’lik NaOH ve/veya

HCl ¢ozeltiler kullanildi ve son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.6. Fenil asetat cozeltisinin hazirlamasi

1 mM fenil asetat substratt hazirlamasi i¢in 0.014 gr fenil asetat 1 mL asetonda

¢oziildiikten sonra, 49 mL saf suya ilave edildi ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

3.3.7. Paraoksan ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 mM paraoksan substrati hazirlanmasi icin 0.014 gr paraoksan 1 mL asetonda

¢oziildiikten sonra, 49 mL saf suya ilave edilerek son hacim 50 mL’ye tamamlanda.

3.3.8. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

3.3.8.a. Yiiriitme tamponu

1.5 gr Tris, 7.2gr glisin, 5mL (%10) SDS son hacim 500 mL tamamlandi.
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3.3.8.b. Numune tamponu

0.65 mL 1M Tris-HCI (pH - 6.8), 3mL %]1°‘lik SDS, ImL %100 gliserol, 1ImL/ 10mL

%0.1°lik brom timol (LmL numune tamponu, 50uL- B — merkaptoethanol ilave edildi).

3.3.8.c. Ayirma jeli

15mL 1M Tris-HCI (pH - 8.8), 13.2 mL %30’luk Akrilamid, 0.6 mL %1 SDS, 7 damla
TEMED, 9.4 mL su, 0.15 amonyum persiilfat.

3.3.8.d. Yigma Jeli

0.65 mL 1M Tris-HCI (pH - 6.8), ImL Akrilamid, 0.1mL SDS, 5 damla TEMED,
7.80mL su, 0.025mL amonyum persiilfat.

3.3.8.e. Protein standardx

Miyozin (200 kDa), p-galaktosidaz(125 kDa), sigir serum albiimini (BSA), (66 kDa),
Ovalbiimin (45 kDa), Karbonik anhidraz (29 kDa), Lizozim (14.3 kDa)

3.3.9. Proteinlerin kantitatif tayininde kullanmilan Coomassie brillant blue G-250

¢ozeltinin hazirlanmasi

0.1g Coomassie brillant blue G-250 alinarak, 50 mL %95’lik etanol igerisinde ¢6ziildii.
Ardindan 100 mL %95’lik fosforik asit ilave edildi ve son hacmi saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.
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3.4. Yontem

3.4.1. PON1 enziminin saflagtirilmasi

3.4.1.a. insan serumlarmn toplamasi

Insan kam (200 mL) Atatiirk iiniversitesi kan merkezinden alindi. Kan numuneleri
kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi. Kan numuneleri 4000 xg’de 10 dak stire
ile santrifiij edilerek serum ayrildi. Elde edilen serum PONI1 enziminin ii¢ fazli ayirma

yontemine gore saflastirilmasi i¢in kullanildi (Demir et al. 2006; Demir et al. 2008).

3.4.1.b. PON 1 Enziminin saflastirilmasi asamasi

Paraoksanaz enzimi ¢l faz ayrimi teknigine gore serumdan saflastirildi (Gagaoua et
al. 2016). Bu amagla, ilk asamada kismi saflastirma yapilarak ¢oktiirme islemi yapildi.
Belirlenen araliktaki ¢okelek Tris HCl tamponunda ¢oziildii. Tkinci asamada n-biitanol
orant belirlendikten sonra, {iglincii asamada ise amonyum siilfat optimizasyonu
yapilarak en yiiksek aktivite degeri belirlendi. n-biitanol oranini belirlemek igin 4 adet
beher icerisine 15 mL’lik serum ilave edildi ve bu serumlar iizerine 1: 0.5, 1:1, 1:1.5 ve
1:2.0 oranlarinda n-biitanol eklendi. Daha sonra her bir reaksiyon karisimi ortamina 4 gr
amonyum siilfat (NH;SO,) ilave edildi. Ardindan, karisim 30 dak boyunca manyetik
karistiricida  karigtirildiktan  sonra 10 dak siireyle 5000 xg’de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra tiiplerde net olarak ii¢ faz ayrildi. Ust faz alkol, orta faz ¢okelek ve
alt faz su fazidir. Orta faz Tris/HCI tamponunda ¢6ziindiiriildii ve ayn1 tamponda 3 saat
diyaliz edildi. Sonunda diyaliz torbasi i¢indeki numunesinde enzim aktivitesi ve protein
tayini yapildi. Boylece n-biitanol optimizasyonu yapilmis ve n-biitanol’un uygun
konsantrasyonu belirlenmis oldu. Ugiincii basamakta ise; belirlenen n-biitanol’un uygun
konsantrasyonu kullanilarak amonyum siilfat optimizasyonu yapildi. Buna gore, 10 mL
serum ve 5 mL n-biitanol, 4 farkli behere ilave edildi. Amonyum siilfat miktari, serum
ve n-biitanol hacmine goére %20, %40, %60, %80 (w/v) oranlarda beherlere eklendi.

Sonra manyetik karistirici lizerinde karistirildi. Daha sonra 10 dak siireyle reaksiyon
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karisimi1 5000 xg’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiiplerde ii¢ faz ayrildi ve tekrar
orta faz Tris/HCI tamponunda ¢6ziindiiriiliip su faz1 ve ¢okelek fazi ayn1 tamponda 3
saat boyunca diyaliz edildi. Ardindan her bir reaksiyon ortamindan alinan numunelerde
enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi. Ikinci amonyum siilfat ¢oktiirmesi %25, %30,

%35, %40, %45 ve %50 oranlarinda tekrarlandi (Nadaroglu vd 2016; Onem vd 2016).

Belirlenen optimizasyon miktarlarindaki n-biitanol ve amonyum siilfat kullanarak enzim
saflastirildi. 50 mL serum 25 mL n-biitanol ve 15 gr amonyum siilfat (%20) ile
karistirildi, sonra manyetik karistirici tizerinde 150 xg’de 30 dak karigtirildi. Daha sonra
10 dak 5000 xg’de santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra tiiplerde ii¢ faz ayrildi. Sekil
(3.2) gore ii¢ faz goriildii. Sadece orta faz enzim olarak kullanildi. Orta ve alt fazlarin
ayr1 ayr1 3 mL alinarak, enzim aktivitesi ve protein miktar1 belirlendi. Orta fazi Tris HCI

pH:8 taponunda ¢ozdiikten sonra 3 saat boyunca diyaliz edildi.

Bu islem i¢in kullanilacak uygun amonyum siilfat miktarlar1 asagida verilen formiile

gore hesaplandt:

1.77xVx (S, — S1)
gr (NH),80, =

Sekil 3.1. Diyaliz agamast
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Sekil 3.2. Serum iiglii faz ayrim (UFA) gériintiisii

3.4.2. Protein tayini

Enziminin protein miktar1 tayini, Bradford yontemi kullanilarak belirlendi. Bu
yontemde, 5 mL Coomassie brillant ¢ozeltisi igine 100 puL enzim ilave edilip, 10 dak
stire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Karisim vortekslendikten sonra ortamin
absorbanslarindaki degisim 595 nm’de spektrofotometrede okundu. Grafik ¢izilip
degerlendirildi (Bradfort 1976).

3.4.3. Enzim Aktivite Tayini

3.4.3.a. Paraoksanaz aktivitesi

Paraoksonaz aktivitesi icin paraokson ve arilesteraz aktivitesi ic¢in aril esterlerin

hidrolizi amaciyla fenil asetat substrat olarak kullanilir(Thomas et al 2004).

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi. Aktivite dl¢limi

icin 0.1 mL enzim alinip daha 6nceden hazirlanmis olan 0.4 mL tampon (10 mM Glisin,
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pH:8.0) ve 0.5 mL paraoksan (1 mM) substrati ortama ilave edilip 10 dak 37°C’de
inkiibe ettikten sonra ortamin absorbans degisimi 412 nm’de spektrofotometrede
okundu. Bu reaksiyonun mekanizmasi; paraoksonaz enziminin reaksiyon ortamindaki
paraoksan substratini hidroliz etmesi ardindan p-nitrofenole doniismesi sonucu ortamin
absorbansinin degisimine neden olmaktadir. PON1 enzim aktivitesi, bir dakikada bir
mikromolar substratin hidrolizine esit olan EU/mI cinsinden iirin miktar1 olarak ifade
edilir (Renealt et al. 2006).

HO
H3;C O
e\ N PON ™ _\O I N
O—P—0— H,O0 —> i N
| CHy © 7T | CHa
0 OH
- p-Nitrofenol
Dietilfosfat

Paraokson

Sekil 3.3. PON1lenzimin paraoksanaz aktivitesi reaksiyonu

3.4.3.b. Aril Esteraz Aktivitesi

Paraoksanaz enzim numunelerinin aril esteraz aktivite tayini fenil asetat substrati
kullanilarak belirlendi. Bu amagla 1 mM fenil asetatin ¢ozeltisi 10 mM Glisin, pH:8.0
tamponu igerisinde hazirlandi. Enzim numunesi substrat ortamina ilave edildi ve 37
°C’deki su banyosundaki 15 dak inkiibasyonun ardindan 270 nm’de absorbans degisimi
kaydedildi. Koér numune enzim numunesi yerine saf su kullanilarak hazirlandi. Aril
esteraz aktivitesi hesaplanirken reaksiyon igin molar ekstinksiyon kat sayis1 1310 M
cm ! olarak alindi ve enzimin 1 EU/mL’si 1 pmol fenil asetat substratini optimum

kosullar altinda hidroliz eden enzim miktari olarak tanimlandi (Demir et al. 2008).
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0]
O‘é—CH3 + HZO —_— ©0H+ CH3COOH

Fenil asetat Fenol Asetik asit

Sekil 3.4. PON1enzimin aril esteraz aktivitesi reaksiyonu
3.4.4. SDS-PAGE yontemi ile enzimin molekiiler agirhiginin saptanmasi

Saflagtirilan PON1 enziminin molekiiler agirligini ve biyiikliglinii belirlemek i¢in

%10’luk SDS-PAGE poliakrilamid jel elektroforezi kullanilmustir.
3.4.4.a. SDS-PAGE ayirma jeli

22.5mL 1M Tris-HCI (pH 8.8), 19.8 mL %30’luk Akrilamid, 0.9mL %1 SDS, 0.4 mL
TEMED, 14.1 su, 0.15 amonyum persiilfat ¢ozeltileri karigtirilarak jel kasetine enjektor
yardimiyla yeterli miktarda doldurulur. Hazirladigimiz jelin polimerizasyonu i¢in oda

sicakliginda yaklasik 1 saat beklenir.
3.4.4.b. SDS-PAGE yigma jeli

1.24 mL 1M Tris-HCI (pH - 6.8), ImL Akrilamid, 0.1mL SDS, 0.1 mL TEMED, 7.80
mL su, 0.025 mL amonyum persiilfat ¢ozeltileri karistirilarak yigma jeli hazirlanir ve
ornek kuyucuklarinin olusmasi i¢in bir tarak yerlestirilerek bir enjektdr yardimiyla
ayirma jelinin {izerine doldurulur. Tarak yerlestirilirken hava kabarciginin olmamasina
dikkat edilir. Cilinkii bu hava kabarciklar1i polimerizasyonu inhibe etmektedir.
Polimerizasyon islemi tamamlanincaya kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
Polimerizasyon iglemi tamamlandiktan sonra tarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat

ederek c¢ikarilmistir.
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3.4.4.c. Ornegin ve standardin hazirlanmasi

SDS-PAGE i¢in ornekleri numune tamponu ve enzim c¢ozeltisi deney tiiplerinde
hazirlanmistir. Hazirlanan oOrnekler 3 dakika 95 °C’de kaynar su banyosunda

bekletilmistir.

3.4.4.d. Enzim orneklerinin SDS-PAGE jeline yiiklenmesi ve yiiriitiilmesi

Saflagtirilan PON1 enzim ¢6zeltisi 20 pL, standart protein ise 4 pL konsantrasyonunda
jele yiiklenmistir. Ornekler jele yiiklendikten sonra iist yiizey saf su ile yikanmugtir.
Daha sonra yiirlitme tamponu elektroforez sisteminin alt bélmesine doldurulmustur ve
jel elektroferizi igerisine yerlestirilerek jelin {izeri de yliriitme tamponu ile
doldurulmustur. Sistem giic kaynagina baglanarak 20 mA akimda yaklasik 4 saat

siiresince elektroforez islemi devam etmistir.

3.4.4.e. SDS-PAGE jelinin boyanmasi ve goriintiilenmesi

SDS-PAGE elektroforez yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra cam plakalat dikkatli bir
sekilde cikarilarak tamamlandiktan sonra Coomassie Blue R-250 boyama ¢d6zeltisi ile
oda sicakliginda (¢alkalayici iistiinde) 2 saat boyanmistir. Boyama igleminden sonra geri
kalan boyay1 uzaklastirmak icin hazirlanan yikama ¢ozeltisi ile birka¢ kez yikanmistir.
Daha net bant goriintiileri elde etmek i¢in 1 gece yikama ¢ozeltiSinde bekletilmistir.

Belirgenlesen bantlarin goriintiisii kamera goriintiisii ile kaydedilmistir.

3.4.5. Demir-Manyetik kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasi

2 g kitosan (2mg/mL) asetik asit (1%, v/v) ¢ozeltisinde tamamen ¢oziilmiistiir, 1.54 g
Fe,O3 nanopartikiiller (Fe,O3 NP’ler nano toz halinde), 100 mL saf suda, karistirict
tizerinde 200 xg’de 24 saat siire ile karistirildi. Daha sonra bu karisitma 5 mL 1 M

NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. Ardindan 5 mL L-glutaraldehit (1%) ortama ilave edildi.
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Reaksiyondan sonra manyetik kitosan NP’leri saf su ile yikandiktan sonra 35 °C’de
kurutuldu (Colak et al. 2012; Nadaroglu vd 2014; Onem et al. 2016; Soleymeni et al.
2017). llgili tiim reaksiyonlar Sekil 3.5-3.7°da verildi Sonra elde edilen bu manyetik

nanopartillerin SEM ve TEM goriintiileri alindi.
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Sekil 3.5. Kitosanin yiizeyi Fe3O4 nanopartikiilii ile kaplanmasi
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Sekil 3.6. Magnetik Fe3O4kitosan NP molekiillerine L-glutaraldehit baglanma
reaksiyonu

3.4.6. PON1 enziminin Fe3zOg4-kitosan NP’leri iizerine baglanmasi

Iki tiipe (kor ve enzim), her tiipe 0.05 g FesO, - kitosan NP ve 1mL enzim ve 1mL
tampon (Glisin tamponu pH: 10.0) ilave edildi. Sonra ultrasonik su banyosunda 30 °C 1
saat bekletildi. Enzim Demir-kitosana iizerine kovalent olarak bagladiktan sonra

optimum pH, sicaklik ve zaman degerleri belirlendi (Nadaroglu ve Onem 2014; Onem



39

et al. 2016; Nadaroglu ve Sonmez 2016; Onem ve Nadaroglu 2017; Soleymeni et al.
2017).

HO — oH o op o on

HO
HO HO
OH Ol ol
;

;
HO r
aH 0 o O on

CHz0O CH20

H ::O; ~ M ::0; r
\0 OH 0, wOH o
H ™ + NHa
H N= H

N=CH N==cH(CH,).cHO

N H NHz H

o X oMo
OHY O
o—FH N o—FH D
CH,0, CH,0
HO on ono % H o g
B on Mo on H°

OH

3

r
HO
O (HLE R Ho™ oy

HQ — on HO  op HO
HO
o HO

o M o1l
o F

h
CH 207 on L on

8]
CH,0' CHZDO
H o H
. "
H OH
0. NC o} Ho\
NN Conseonr— Gz

N H NH; H
\0 H o
O OHY O
o—FH “No—FH
CH,0., CH,0
HO o HO % HO &
”Ur ap o on MO on
Ho ™ oy o "5y o™ oy

Sekil 3.7. Insan PON1 enziminin FesO4- kitosan NP’ler iizerine immobilize edilmesi
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3.4.7. PON1-Ca?* hibrit nano ¢i¢ek yapilarinin sentezi

Kitosan %1 asetik asit soliisyonu (2 mg/mL) i¢inde ¢oziiliir. Ardindan 3 mL kitosan
cozeltisine, 1.2 mL (Tripolyphosphate) TPP ¢ozeltisi eklendi. Bu ¢ozelti, 10 dakika
karistirildi. Daha sonra, 4.2 mL (0.1 M) CaCl, yukaridaki karistma eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika karistirildi. Ortama 2.5 EU/mI insan serumundan saflagtirilmisg
olan PON1 enzimi eklendi. Bir giin oda sicakliginda bekletildikten sonra, stipernatant
kisminda protein tayini yapildi. Ardindan ii¢ kere saf su ile yikandi ve baglanmayan
proteinler ortamdan uzaklastirildi. Bu asamadan sonra ¢okelek 37°C kurutuldu.
Kurutulmus nano ¢icek yapilarinin SEM, EDX, FT-IR ve TEM analizleri kullanilarak
karakterizasyonu yapildi (Zare et al. 2012).

3.4.8. Serbest, manyetik ve hibrit PON1 enzimlerin optimum ve stabil pH

degerlerinin incelenmesi

Serbest, manyetik ve hibrit PON1 enziminin optimum pH degerinin tespiti i¢in, farkli
tamponlarda (pH 3-10) 37°C sicaklikta 15 dk. bekletilip sonra (279 nm) enzim
aktiviteleri ol¢lilmiistiir. Yapilan olgtimlerde pH (3.0, 4.0, 5.0) degerleri i¢in sodyum
Na-asetat tamponu ve pH (6.0, 7.0) degerleri i¢in Na-fosfat tamponu, pH (8.0 ve 9.0)
degerleri i¢in glisin tamponu ve pH (10.0) degeri i¢in karbonat tamponu kullanildi.
Stabil pH i¢in, farkli tamponlar ile ayarlanan farkli pH’larda: 3-10 enzim bir hafta
stiresinde 4°C saklandi. Sonra her giin aktivite dl¢timii yapildi Manyetik ve hibrit PON1
enzim, optimum ve stabil pH belirlenmesi i¢in bu nano yapilar yaptiktan sonra optimum

pH ve stabil pH 6l¢timleri yapildi.

3.4.9. Serbest, Manyetik ve hibrit PON1 enzim optimum ve stabil sicakhk

degerlerinin belirlenmesi

Serbest, manyetik ve hibrit PON1 enziminin optimum sicaklik i¢in farkli sicakliklarda
enzim ¢ozeltileri (20°C-90°C igin) 15 dak bekledikten sonra aktivite 6l¢iimleri yapildi.
Stabil sicaklik icin PON1 enzim bir saat 37°C sicaklik da bekletildi. ilk bir saat de her
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15 dk ve ikinci saat de her 30 dk sonunda 279 nm’de spektrofotometrik olarak aktivite
dl¢iimii yapildi. Immobilize ve hibrit PON1 enzimlerinin, optimum ve stabil sicaklik

belirlenmesi i¢in bu nano yapilar sentezlendikten sonra analizler gergeklestirildi.

3.4.10. Zebra bahg: kullanilarak yapilan in vivo toksisite ¢alismalari

Bu ¢alismada 6nce, balik yumurtalar1 toplandi. Yumurta almak i¢in, bir gece dncesinde
disi ve erkek baliklar alindi. Disi balik sayisi, erkek baligin yarisi kadar olarak
ayarlandi. En uygun saat aksam saat olarak 16.00- 17.00 arasi segildi baliklar bir
akvaryuma alindi. Ardindan, ertesi sabah saat 9.00- 10.00 aras1 zebra baliklarina ait
yumurtalar alindi. Sonra, baliklar i¢in besin maddeleri hazirlandi (E3: Embriyo
medium). Sonra zebra baligina uygulanacak serbest ve hibrit PON1 enzimin dozlar
(kullanilan dozlar 50 mg/L, 100mg/L, 250mg/L, 500mg/L, 1000mg/L, 2000mg/L)
belirlendi. Zebra baliklarina yapilan uygulamalarin ardindan, baliklar sonra ilk 24 saat
boyunca izlenerek ortamda mantar olusan embriyolari temizlemek igin her saat baliklar
kontrol edildi. Calisma boyunca her giin goriintiileme yapildi ve hazirlanan diliisyonlar
olacak sekilde tekrar uygulandi. Bu goriintilleme islemleri 24, 48, 72, 96, 120
saatlerinde yapildi. Her goriintiileme Olim orani-hag (yumurtadan g¢ikma) orani-

anormallik oran1 belirlendi ve 120 saatin sonunda deneye son verildi.

Bu calismada, Zebra baliklarmin yumurtalar1 {i¢ gruba ayrildi. Birinci grup Kontrol
grubu-alt: adet ikinci grup; Serbest enzim grubu- alti adet Ugiincii grup; Hibrit enzim
grubu-alt1 adet (Her grupta alti farkli dozda uygulama yapildi). Toplam13 petri kab1

kullanildi ve her petri ortamina 30’ar tane yumurta konuldu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. PON1 Enzim Saflastirilma Basamaklar

PONI1 enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%60-80) ve tiigli faz ayirim yontemi
kullanilarak insan serumundan saflastirildi. Bu maksatla amonyum siilfat ¢oktiirmesi
(%60-80) yapilarak on saflastirmaya tabi tutulan insan serumu daha sonra sabit
amonyum siilfat konsatrasyonunda 1:0,5, 1:1, 1:1.5, 1:2 oranlarinda n-biitanol
kullanilarak PON1 enzimi ara fazda elde edildi. Ardindan yapilan aktivite 6lglimlerine
gore, 1:0.5 serum, n-biitanol konsantrasyonunda maksimum PON1 aktivite degeri
belirlendi (Cizelge 4.1). Elde edilen ¢okelek 10 mM glisin (pH:10.0) tamponunda
coziildiikten sonra yukarida belirlenen n-biitanol konsantrasyonunda amonyum siilfat
optimizasyonuna tabi tutuldu. Bu amagla, enziminin saflastirilmasinda %20, %40, %60,
%80’lik birinci amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve en iyi ¢oktiirme PON1 enzimi
icin %20’lik amonyum siilfat konsantrasyonunda elde edildi (Sekil 4.2). ikinci
amonyum siilfat ¢coktiirmesinde ise, yine ayni biitanol konsantrasyonu uygulanarak
%25, %30, %35,%40, %45, %50’ ik amonyum siilfat oranlarinda ¢6tiirme yapildi ve en
iyi PON1 enzimi i¢in ayrilmanin %25’lik amonyum siilfat konsantrasyonunda oldugu
goriildii (Sekil 4.3). Yapilan 6l¢tim gore, elde edilen sonuglar ile aktivite, yiizde verim,
spesifik aktivite, saflastirma kat sayis1 degerleri hesaplandi ve elde edilen bulgular
Cizelge 4.1°de verildi.
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Cizelge 4.1. Saflastirilan PON1 enzimine ait saflastirma profili

Asamalar Hacim |Aktivite | Toplam 9% | Protein | Spesifik |Saflastirma
(mL) |(EU/mL) |Aktivite (mg Aktivite |Katsayisi
protein |(EU/mL)
/mL)
Serum 50 379.9 18999 100 1318 0.288 -
Amonyum
siilfat(%60-%080) 15 329.6 4944  86.7 568 0..58 2.01
n-Biitanol(1:0,5) 15 320.3 | 4804.5 84.3 236 1.35 4.68
1. Amonyum
siilfat(20%) 15 307.8 4617 81 41.8 7.36 25.56
1. Amonyum
siilfat(25%) 15 290.31 | 43546 76.4 3.31 87.7 304.5
I Saflagtirma katsaysi = 0p\Verim
120 - 1,2
100 -1
80 L 08 &
E 2
< 60 - 06 3
S E
40 - 04 &
&
20 - 0,2
0 0
1:0,5 1:01 1:15 1:02

Serum :N-Biitanol oram

Sekil 4.1. N-biitanol optimizasyonu
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0 - 0,2
O T T T 0
40 60 80
% Amonyum siilfat konsantrasyonu
Sekil 4.2. Amonyum siilfat optimizasyonu
90 - - 1,6

= %\Verim
75

1

Saflastirma katsays1

%Verim
Saflastirma katsayisi

%Amonyum siilfat konsantrasyonu

Sekil 4.3. Amonyum siilfat optimizasyonu

Sekil 4.1°de goriildiigi gibi en yiiksek aktivite (372.32 EU/mL) 1:0.5 serum: biitanol
oraninda goriiliir. En diisiik aktivite degeri 1:2 serum: biitanol oraninda (290.86 EU/mL)
goriildii. Sekil 4.2 ve 4.3 karsilastirildiginda en yiiksek PON1 aktivitesinin %20 (313.82
EU/mL) amonyum siilfat doygunlugunda belirlendi. En disiik aktivite degeri %75 (170
EU/mL) amonyum siilfat doygunlugnda elde edildi.
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Yapilan bir ¢alismada enzim i¢in dietilaminoetil-Sephadex anyon degisim
kromatografisi ve Sepharose 4B-4-fenil-2-naftalinamin hidrofobik etkilesim gibi
dogrudan kromatografik yontemler kullanarak insan serumdan paraoksanaz (hPON1)
elde etmesi i¢in yeni bir aritma teknigi sundular. Yapilan bu ¢alismada PON21lenzimini,
4775 U/mg enzim aktivitesi ve %32'lik bir verimle 302 kat saflastirdiklari belirlenmistir
(Demir vd 2006; Demir vd 2008).

Robert ve arkadaslar1 (2017) antioksidatif/antiaterojenik 6zelliklerinden dolayr insan
paraoksonaz 1 enzimini biiyiik miktarlarda tiretmek i¢in bir rekombinant bakuloviriis
(BV) iirettiler. Yaptiklar1 caligmada insan PON1 enzimini saflagtirmak igin ii¢ basit
kromatografi teknigini kullandilar (DEAE-Sepharose, Sephacryl S-200 ve Concanavalin
A) (Robert et al. 2017).

4.2. Serum Paraoksonaz SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

UFA metoduyla insan serumundan saflastirilan PON1 enziminin alt birim sayisini
belirlemek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve elde edilen jel
fotografi Sekil 4.4’de verildi. Ayrica jel filtrasyon kromatografisi ile saflastirilan PON1

enziminin molekiil agirligi 45 kDa olarak belirlendi.

1

|
4 «— 45kDa

\
|

Sekil 4.4. Paraoksanaz enziminin SDS-page jel elektroforezi fotografi
(I: Standart protein : 30kDa, 40kDa, 50kDa, 100kDa, 130kDa, 150kDa, 250kDa : Karbonik anhidraz; 40
kDa: 1l: insan serumundan saflastirilan PON1 enzimi



46

4.3. Serbest, Iimmobilize ve Nano Cicek PON1 Enziminin Optimum pH,
Optimum Sicaklik, Stabil pH ve Stabil Sicakhik Calismalarinin Sonuclar:

Serbest, immobilize ve nano ¢igcek PON1 hibrit enzimleri i¢in optimum pH degerleri
farkli tampon sistemleri kullanilarak pH 3-10 araliginda belirlendi ve elde edilen
sonuglar Sekil 4.5’de verildi. Elde edilen bulgulardan pH degeri 4.0’nin altinda ve
10.00’un iizerine ¢iktig1 zaman Serbest, immobilize ve nano ¢igek PONI hibrit
enzimleri keskin bir aktivite kayb1 gostermislerdir. Ancak pH:8.0°de tiim PON1 enzim

sistemleri igin maksimum aktivite gériilmektedir (Sekil 4.5).

250

—e—SerbestPON1 —@—Iimm-PON1 Hibrit-PON1

200
2

S 150
&=
3

£ 100
E
<«

50

0

2 4 6 8 10 12

pH

Sekil 4.5. Serbest, immobilize ve Hibrit PON1 pH optimizasyonu

Stabile pH’da uygun (pH (3.0, 4.0, 5.0) degerleri i¢in sodyum Na-asetat tamponu ve pH
(6.0, 7.0) degerleri i¢in Na-fosfat tamponu, pH (8.0 ve 9.0) degerleri i¢in glisin tamponu
ve pH (10.0) degeri i¢in karbonat tamponu) segilen tampon sistemlerinde 4°C’de
bekletilen enzim sistemleri kullanilarak serbest, immobilize ve hibrit PON1
enzimlerinin aktiviteleri 7 giin siireyle belirlendi. Elde edilen sonuglara gére pH:8.0 de 7
giin boyunca aktivite miktar1 sabit kaldig1 ve 7 giinliik siirenin sonunda tiim enzim

sistemlerinde en yiiksek aktivitenin pH:8.0 de oldugu goriildii (Sekil 4.6A-C.).
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Sekil 4.6. (devam)
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Sekil 4.6. Serbest, immobilize ve nano ¢icek PON1 enzimlerinin stabil pH grafigi

Serbest, immobilize ve nano ¢icek PONT hibrit enzimleri {izerine sicakligin etkisi de
arastirildi. Optimum sicaklik belirlenmesi i¢in, 20 ile 90°C sicaklik araliklarinda
10°C’lik birimlerde sicaklik arttirilarak aktivite degeri Olgtildii. Elde edilen sonuglara

gore optimum sicaklik tiim enzim sistemleri i¢in 37°C olarak belirlendi (Sekil 4.7).

300 7 —e—Serbest PON1 —@—Iimm-PON1 Hibrit PON1

250

200

150

100 ~

Aktivite(EU/mL)

50 -

10 30 50 70 90
Sicaklik (°C)

Sekil 4.7. Serbest, immobilize ve nano ¢igek PONL1 hibrit aktiviteleri tizerine sicakligin
etkisi
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Stabil sicaklik belirlenmesinde ise 2 saat siirenin sonunda serbest, immobilize ve hibrit
PONL1 enzim sistemleri i¢gin maksimum aktivite stabilitesinin 37°C’de oldugu belirlendi
(Sekil 4.8).

—8— Serbest PON1 =@=imm. PON1 Hibrit PON1

W

500

400

300

200

Aktivite (EU/mL)

100

0 T T T T T 1
15 30 45 60 90 120

Zaman (Dak)

Sekil 4.8. Serbest, Immobilize ve Hibrit PON1 nano ¢igek aktiviteleri iizerine zamana
bagli olarak sicakligin etkisi (Stabil Sicaklik)

4.4. PON1 Enzimin Vmax ve Ky Sonuclar:

Kwm Ve Vax degerlerinin bulunmasi amaciyla serbest, Fe3O4-kitosan NP’lere immobilize
ve nano ¢icek hibrit PON1 enzimlerine ait paraokson ve finil asetat substratlari i¢in

Linewever burk grafikleri ¢izilmis ve Sekil 4.31 ve 4.32°de verilmistir.

Serbest, immobilize ve nano ¢igek hibrit PON1 enzimlerinin Viax Ve Ky degerlerinin
bulunmasi amaciyla paraokson ve fenil asetat substratlari kullanildi. Bu amagla 5 farklh
substrat konsantrasyonunda aktivite Ol¢timleri yapildi ve elde edilen degerler 1/V’ye
kars1 1/S c¢izilerek Lineweaver-Burk grafikler ¢izildi (Sekil 4.9-10). Grafiklerden

yararlanarak Ky ve Vyax degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.9. Serbest Immobilize ve Hibrit PON1 enzimin Fenil asetat substrat ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10. Serbest, Immobilize ve Hibrit PON1 enzimin Paraokson substrat ile elde
edilen Lineweaver-Burk grafigi

Hibrit PON1 enzimi, hem Paraokson hemde fenil asetat substratlara kars1 daha yiiksek
aktivite serbest ve immobilize PON1 enzime gore gosterdigi belirlenmistir. Hibrit
PON1 enzimin, fenil asetat substrat ile Vimax Ve Ky degerleri sirasiyla 625 umol/Ldak ve
0.062 mM belirlendi. Hibrit PON1 enzimin, Paraokson substrat ile Vmax ve Kwu
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degerleri sirasiyla 370 umol/Ldak ve 0.037 mM olarak belirlendi. Cizelge 4.2°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Serbest Immobilize ve Hibrit PON1 enzimin fenil asetat ve Paraokson
substratlar1 i¢in Vmax ve Ky degerleri

Fenil asetat Paraokson
Vmax Kwm Vmax Kwm
(uwmol/Ldak) (mim) (nwmol/Ldak) (mM)
Serbest PON1 526.3 0.210 238.1 0.071
Immobilize PON1 555.5 0.111 250 0.051
Hibrit PON1 625 0.062 370 0.037

Cizelge 4.2°den goriildiigii gibi, serbest PON1 enzimi ve manyetik kitosan NP’lerine
immobilize PON1 enzimi ve ¢icek hibrit yapisindaki PON1 enziminin Vmax degeri
artarken Ky degerinde diisiis oldugu belirlenmistir. Buradan enzimin hem paraoksan
hemde fenil asetat substrlarina karsi ilgisinin arttigt acik¢a goriilmektedir. Vmax
degerindeki artigin nano ¢icek hibrit PON1 enziminin diger yapiya gore daha kararli bir

hal aldig1 seklinde yorumlamak miimkiindiir.

4.5. immobilize ve Hibrit PON1 Yapilarnin SEM, EDX, TEM ve FT-IR

Karakterizasyonu

Immobilize PON1 ve nano ¢igek hibrit PON1 enzim morfolojisinin goriintiilenmesinde
SEM analizi i¢in Zeiss marka Sigma 300 model Taramali Elektron Mikroskopu, TEM
analizi i¢in Stem modlu Hitachi marka 7700 geg¢irimli elektron mikroskobu (TEM), X-
1sin1 kirimim (XRD) analizi i¢in PANanlytical Empyrean X-Ray Difraktometresi(UK)
ve FT-IR analizi i¢in ise Bruker VERTEX 70v cihazi kullanilmigtir. Tiim yapilan
analizler ile nanopartikiillerin yiizey topografisi ile ilgili bilgi elde edilmistir.
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PON1 enziminin insan serumundan UFA yontemine gore saflastirilmasmin ardindan

manyetik kitosan nanopartikiilleri lizerine immobilizasyonuna iliskin numunelere ait

SEM goriintiileri Sekil 4.11- 4.12°da verilmistir.

Sekil 4.12. PON1enzimi immobilize Fe304- kitosan NP’lerin yapisinin SEM goriintiileri

Calismanin immobilizasyonu ile ilgili ikinci asamasinda UFA yontemiyle saflastirilan
PONI1 enzimi nano c¢igek yapilart igerisinde immobilize edildi. Elde edilen yapilarin
SEM analizleri yapildi. Hibrit yapilarmin pH11 ile pH 4 arasindaki tiim yapilar ile ilgili
SEM goriintiileri ayri ayri Sekil 4.13- 4.18 arasinda verildi.
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Sekil 4.13. pH 11°’de PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nanogigek hibrit yapisinin
SEM goriintiileri
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Sekil 4.14. pH 10’de PON1 enzimi kullanilarak elde edilen nanogigek hibrit yapisinin
SEM goriintiileri
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ZEISS

Sekil 4.15. pH 9’da PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nanogigek hibrit yapisinin
SEM goriintiileri
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Sekil 4.16. pH 8’de PON1 enzimi kullanilarak elde edilen nanogicek hibrit yapisinin
SEM goriintiileri
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Sekil 4.17. pH 6’da PON1 enzimi kullanilarak elde edilen nanogigek hibrit yapisinin
SEM goriintiileri
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ZEISX

Sekil 4.18. pH 4’te PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nanogigek hibrit yapisinin
SEM goriintiileri

pH:8.0 Glisin tamponu icerisinde bulunan UFA yoéntemiyle insan serumundan
saflastirilan PON1 enziminin FezO, NP’leri ile modifiye edilen kitosan iizerine L-
glutaraldehit ara kolu iizerinden immobilizasyonundan sonra alinan numunelerde SEM
goriintiilerine  bakildiginda demir kitosan NP’lerinin  baglangictaki  ylizey
puriizliiligiiniin azaldigi ve PON1 enziminin yiizeye immobilize oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. PON1 nano c¢icek hibrit yapisinin SEM goriintiilerine bakildiginda ise
enzim immobilize nano ¢igek yapisinin en iyi pH11’de olustugu belirlendi. Ancak pH 9
ve 10’da da nano ¢igek yapilari net bir sekilde goriilirken pH daha asagiya
diisiiriildiiglinde (pH: 4 ile pH: 8 araliginda) cicek yapilarinin bozuldugu ve olugsmadigi
belirlendi.
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En iyi PON1 nano ¢igek hibrit yapist elde edilen pH’lardaki EDX (Enerji Dagilimi X-
1s1n1 analizi) analizleri de yapilmis ve elde edilen bulgular Sekil 4.19- 4.21°de verildi.
Her bir pH’daki (pH: 9, 10 ve 11) hibrit yapisina ait olan yapi igerigi de Cizelge 4.3-
4.5’da verildi.

Sekil 4.19. pH 9°da PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nano ¢igek hibrit yapisinin
EDX grafigi

Cizelge 4.3. pH 9°da PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nano ¢icek hibrit
yapisinin EDX analizi sonuglari

Element | Weight | Atomic | Error | NetInt. | K Z R A F
% % % Ratio
OK 48.9 71.1 9.3 5005.8 | 0,1013 | 1,0962 | 0,9404 | 0,1891 |1
PK 215 16.2 29 9208.6 | 0,1743 | 0,9634 | 0,9997 | 0,8334 | 1,0091

CaK 19.9 11.5 2.4 5393.3 | 0,1727 | 0,9496 | 1,0301 | 0,8996 | 1,0181
Au L 9.8 1.2 158 | 207.7 0,0684 | 0,5708 | 1,1355 | 1,0397 | 1,1817
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Sekil 4.20. pH 10’da PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nano ¢igek hibrit yapisinin
EDX grafigi

Cizelge 4.4. pH 10°da PON1 enzimi kullanilarak elde edilen nano ¢icek hibrit
yapisinin EDX analizi sonuglari

Element § Weight | Atomic | Error | Net K Z R A F

% % % Int. Ratio
OK 25,6 70,8 10,3 | 637,1 | 0,0753 | 1,3515 | 0,7937 | 0,2174 | 1
PK 9 12,8 53 | 715 0,0804 | 1,1991 | 0,8606 | 0,7441 | 1,0052
CaK 2 2,2 136 | 889 |0,017 |1,1917 | 0,9014 | 0,6864 | 1,0308
Au L 63,4 14,2 11,8 | 281,1 | 0,5519 | 0,7588 | 1,0755 | 1,0207 | 1,1245
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Sekil 4.21. pH 11°da PONI1 enzimi kullanilarak elde edilen nano ¢igek hibrit yapisinin
EDX grafigi

Cizelge 4.5. pH 11°da PON1 enzimi kullanilarak elde edilen nano ¢igek hibrit
yapisinin EDX analizi sonuglari

Element | Weight | Atomic | Error | Net K Z R A F

% % % Int. Ratio
OK 30,2 56,4 10,1 | 1618,8 | 0,0551 | 1,1703 | 0,8954 | 0,1557 | 1
PK 23,6 22,7 3,1 6237,8 | 0,2016 | 1,0334 | 0,9599 | 0,8216 | 1,008
CaK 23,4 17,4 3,1 3705,5 | 0,2032 | 1,0215 | 0,9947 | 0,8333 | 1,0202
Au L 22,8 35 11,3 | 296,2 | 0,1672 | 0,6227 | 1,1204 | 1,0316 | 1,1414

Enerji Dagilim1 X-151n1 analizi spektroskopisinde (EDX), PONI hibrit nano ¢igek
yapilarinin O, P ve Ca elementlerinin varligini ortaya koymustur (Sekil 4.19-21) ve
(Cizelge 4.3-4.5).
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EDX analizine gore en iyi PON 1 nano ¢igcek hibrit yapisinin elde edildigi pH’11daki
numunelerin EDX analizine bakildiginda diger pH’lara gore daha yiiksek ylizdede O
(%30.2), P (%23.6) ve Ca (%23.4) elementi iceridigi belirlenmistir. Bu nano ¢icek
yapisinin muntazam olarak elde edilmesinde yapi elemanlarinin daha fazla yiizede
olduklarin1 gostermektedir. Alinan numunelerin SEM analizinin yapilabilmesi i¢in
numunelerin hazirlanma asamasinda numune yiizeyleri altin NP’ler ile kaplandigindan

dolay1 EDX sonuglar1 arasinda altin elementi de goriilmiistiir.

Fe304- kitosan NP ve PONZlenzimi immobilize Fe304- kitosan NP’lerin yapilarin EDX
(Enerji Dagilim1 X-1s11 analizi) analizleri de yapilmis ve elde edilen bulgular Sekil
4.22- 4.23’de verildi. Fe304- kitosan NP ve PON1enzimi immobilize Fe304- kitosan
NP’lerin yapisina ait olan yapi icerigi de Cizelge 4.6-4.7°da verildi.

Sekil 4.22. Fe304- kitosan NP yapisinin EDX (Enerji Dagilimi X-151n1) analizleri
yapilmis elde edilen EDX grafigi
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Cizelge 4.6. Fe30s- kitosan NP yapisinin EDX (Enerji Dagilimi X-1s1n1) analizin
sonuglari

Element | Weight | Atomic | Error | Net K Z R A F
% % % Int. Ratio

13.4 30.2 8.9 729.5 |0.0492 | 1.2125 | 0.8949 | 0.3029 | 1

23.2 39.1 6.8 2892.1 | 0.1270 | 1.1592 | 0.9192 | 0.4731 | 1

Fe 63.4 30.7 2.8 2074.3 | 0.5768 | 0.8796 | 1.0331 | 1.0059 | 1.0277

Sekil 4.23. PONlenzimi immobilize Fe304- kitosan NP’lerin yapilarin EDX (Enerji
Dagilim1 X-1511) analizleri yapilmis elde edilen EDX grafigi

Cizelge 4.7. PON1enzimi immobilize Fe304- kitosan NP’lerin yapilarin EDX (Enerji
Dagilim1 X-151n1) analizin sonuglari

Element | Weight | Atomic | Error | Net K z R A F

% % % Int. Ratio
0] 52.1 72.6 6.8 1416 0.2721 1 1.0891 | 0.956 | 0.4799 |1
Na 4 3.9 121 | 67.6 0.0143 | 0.9856 | 0.9829 | 0.3603 | 1.0024
S 16.5 115 3.3 560.5 | 0.1449 | 0.9618 | 1.0173 | 0.9003 | 1.0133
Cl 4.4 2.8 7.4 122.6 | 0.0356 | 0.9142 | 1.0229 | 0.8673 | 1.015
Fe 23 9.2 4.8 161.1 | 0.1962 | 0.8162 | 1.0512 | 1.0023 | 1.0435
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Enerji Dagilimi1 X-151m1 analizi spektroskopisinde (EDX), Fe3O,- kitosan NP ve
PONZ1enzimi immobilize Fe304- kitosan NP’lerin yapilariin sirasiyla C, O, Fe ve O,
Na, S, Cl, Fe clementlerinin varligini ortaya koymustur (Sekil 4.22-23) ve (Cizelge
4.6-4-7).

Fe30,4- kitosan NP numunelerin EDX analizine bakildiginda daha yiiksek yiizdede Fe
(%63.4 ), O (%23.2) ve C (%13.4) clementi igeridigi belirlenmistir. PON1enzimi
immobilize Fe3O4- kitosan NP’lerin numunelerin EDX analizine bakildiginda daha
yiiksek yiizeyde O(% 52.1), Fe(%23), S(%16.5) elementi igeridigi belirlenmistir

4.6. XRD Analizi Sonuclari

XRD analizi atomlar arast uzakligi, kristalin yapisi, diizlemler arasi mesafeyi,
kompozisyonu, mineralin hangi mineral oldugu konusunda bilgi vermektedir. Fe3Os-
kitosan NP’leri, PONlenzimi immobilize Fe3O4-kitosan NP’lerin ve hibrit nano ¢icek
PONI enzim yapilarmin XRD analizlerine ait spektrum Sekil 5.50°de verilmistir. Mavi
renkile gosterilen grafik incelendiginde; 30.6 °, 36.2° 43.4° 57.3° ve 63.4%de yer alan
pikler Fe3O4 yapisina ait olan piklerdir. 11.4° ve 20.1%lerde yer alan pikler ise kitosan
molekiiliiniin tipik parmak izi bolgesini olusturmaktadir (Cao et al. 2014). Kirmizi
renkte gosterilen grafikle immobilize PON1 enzim yapist grafiginin manyetik kitosan
NP’lerine ait XRD grafikleri karsilastirildiginda PON1 enzim yapisindaki karbohidrat
birimlerinin ekstra pik verdigi goriilmektedir. Buradan enzimin manyetik kitosan
NP’lerine immobilize oldugu net olarak goriilmektedir. Sekil 4.24°de yesil renkle
gosterilen hibrit yapisina ait grafikte ise; 7.1° ve 18.9°°de yer alan pikler kitosan
yapisim gosterirken, 28.5° 30.2° 31.7°, 49.1°, 50.4° 62.5° ve 70.5%lerdeki pikler ise
hibrit nano ¢icek yapist igerisinde yer alan tripolifosfat, Ca yapisi ve PON enziminde
yer alan karbohidrat birimlerine aittir (Wang et al. 2014). Elde edile bulgulardan

PON1enziminin nano ¢igek hibrit yapisinin basariyla olusturuldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.24. Manyetik kitosan NP’leri, immobilize PON1 ve Hibrit nano ¢igek
PON1enzimlerine ait XRD desenleri

4.7. FT-IR Analizi Sonuclari

Fourior doniigiimlii infrared spektrofotometre (FT-IR) ile 4000 --- 623 cm™ IR
(kizilotesi infrared) alaninda 6l¢lim yapilarak numunelerde molekiillerin g¢esitli titresim

frekanslarini belirlenmesi ile fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi elde edildi.

Manyetik-kitosan NP’lerin ve immobilize ve hibrit PONlenzim yapilarina ait FT-IR
spektrumlart Sekil 4.25°de verilmistir.| Aciklamalar|

Manyetik-Kitosan FT-IR spektrumlarindan ait spektrumunda 2974 cm™ ve 2816cm™de
yer alan titresimler kitosan yapisindaki -CH3 ve -CH, gruplarina, 1666-1013 cm™de ise
amid ve sekonder amid yapisinda yer alan -C=0O ve -N-H baglarinin gerilme
titresimlerine aittir. Amid yapisinda yer alan -C-H bagmna ait titresim ise 893 cm™ ve

609 cm™*de yer aldigi spektrumdan goriilmektedir.
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Sekil 4.23’de yer alan 1593 cm™’de ki pikler kitosan yapisina ait (O-H, hidroksil ve
serbest amino gruplarmin -NH gerilme titresimlerinden) piklerdir. Magnetik kitosan
immobilize PON1 enzimi ve hibrit PON1 enzimi kiyaslandiginda 1593 cm™de
magnetik kitosan NP’lerinin piki enzim immobilize magnetik kitosan NP’lerin pikine
gore keskinligi azalmaktadir. Hibrit PON1 enzimi ise immobilize PON1 enzimine gore

daha keskin pik gostermektedir.

immobilize PON1 enzimin FT-IR spektrumlarindan yer alan 1627 cm -de yeni keskin

bir pik goriilmektedir ve -N-H pikine aittir (Guo et al. 2005).

Hibrit PON1 enzimin FT-IR spektrumlarinda yer alan 536 cm™ pik P3O10™ iyonuna
aittir. 746 cm-1 yer alan pik P,O;* iyonuna aittir. 905, 692 cm™ alanlarindaki pikler
POP yapisina aittir. 3655-1651 cml alaninda pikler (O-H)(HOH) aittir (Wang et al.
2014).

49 Hibrit PON1 ~——Imm PON1 Mag Kitosan
905
3 - 692
3655 746
2939 1651
= 2976 1034 536
£ 2
° W 1627 1593
3 3661 2976
B3720° 3661 905 69
1003
1
——2816 893
sel 29?./’ 609
1666 1013
0
4000 3516 3034 2552 2069 1587 1105 623
cm!

Sekil 4.25. Demir kitosan, immobilize ve Hibrit PONlenzimine ait FT-IR desenleri

4.8. immobilize PON 1 ve PON1 Nano Cicek Hibrit Yapisimin Tekrar

Kullanmilabilirliginin Analizi

Manyetik kitosan NP’leri iizerine ve nano ¢icek hibrit yapilarina immobilize edilen
PONL1 enzmlerinin tekrar kullanilabilirlikleri arastirildi ve sonuglar Sekil 4.26; 4.27°de

verildi.
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Sekil 4.26. Fe30, —Kitosan NP’leri tizerine immobilize paraoksonaz enziminin tekrar
kullanilabilirlik stabilite grafigi
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Sekil 4.27. Hibrit nano ¢igcek paraoksonaz enziminin tekrar kullanilabilirlik stabilite
grafigi
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Sekil 4.27°a bakildiginda Fe;O, —Kitosan NP’leri lizerine immobilize paraoksonaz
enziminin 10 kere tekrar kullanilmasimin ardindan aktivitesinin %356’sin1 halen
korudugu goriilmektedir. Hibrit nano ¢igek paraoksonaz enziminin ise 10 kere arka
arkaya aktivitesi Olciildliglinde enzimin aktivitesini %62 oraninda korudugu
belirlenmistir. Elde edilen bulgulardan hibri nano ¢i¢ek yapisindaki PON1 enziminin

daha stabil oldugu belirlenmistir.

4.9. Zebra Bahg ile ilgili Sonuclar

Insan serumundan UFA metodu kullanilarak elde edilen PON1°den elde edilen nano
cicek PON1 hibrit yapilarinin toksisitesi Zebra baliklart lizerinde arastirildi. Yapilan
deneyde zebra baliklar1 3 ana gruba ayrildi. 1. grup herhangi bir etmenle muamele
edilmeyen kontrol grubu, 2. grup serbest enzimle muamele edilen grup ve 3. grup ise
nano ¢icek PON1 hibrit yapisi ile muamele edilen grup olarak siniflandirildi. Her bir
grupta 30 zebra baligi yumurtast kullanildi ve 3 tekerriir olarak galigildi. Denemeler
esnasinda Zebra baliklarinin yumurtalarinin ilk 24 saat boyunca oOliimlerin nedeni
mantarlasma oldugu i¢in bu siire zarfindaki oliimler dikkate alinmadi. Elde edilen
sonuglar 24 saat, 48 saat, 72 saat ve 96. saatlerde izlendi ve sonuglar Cizelge 4.8-10’da

verildi.

Cizelge 4.8. Nano cicek PON1 hibrit yapilarinin Zebra baliklar1 lizerinde 24 saat
toksisite incelemelerine ait sonuglar

Kontrol | Sonu¢ | Serbest Enzim | Sonug¢ | Hibrit Enzim | Sonug

