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Oz

Paraoksonaz (PON1; E.C.3.1.8.1), karacigerde sentezlenir ve spesifik substrati olan paraoksonu hidroliz eder.
Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ne bagh arilesterazlar grubundan bir enzimdir. Bu ¢alismanin amaci,
siklikla kullanilan antibiyotik ilaglarin sultamisilin, sefdinir, vankomisin hidrokloriir ve kolistimetat sodyum
etken maddelerinin insan serumunda bulunan PONI enzim aktivitesi tizerine in vitro etkilerini arastirmaktir.
Insan serumundan PON1 enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%60-80 araliginda), iyon degisim kromatografisi
ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanilarak %44,6 verimle yaklasik 320,7 kat saflagtirildi. Etken
maddelerin inhibisyon etkilerini incelemek iizere enzimin 412 nm’deki paraoksonaz aktivitesine bakildi.
Substrat olarak paraokson kullanildi. PON1 enzimi i¢in sultamisilin ve vankomisin hidrokloriir yarismasiz
inhibisyon gosterirken, sefdinir yar1 yarigmali inhibisyon, kolistimetat sodyum ise yarigmali inhibisyon etkisi
gosterdi. Ki degerleri ise sultamisilin i¢in 38.3 mM; vankomisin hidrokloriir i¢in 5.08 mM; sefdinir i¢in 0.86
mM ve Kkolistimetat sodyum igin 17.01 uM olarak hesaplandi. Bu sonuglara gore enzim aktivitesi lizerine etKi
gosteren ilag etken maddelerinin iginde, enzim aktivitesini diisiik konsantrasyonda %50 azaltmas: ile PON1
enzimi iizerinde de en kuvvetli inhibitr kolistimetat sodyum (ICso: 13.59 uM) olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonazl, Sultamisilin, Sefdinir, Vankomisin Hidrokloriir, Kolistimetat sodyum

Investigation of the In vitro Effects of Sultamycillin, Cefdinir, Vancomycin
Hydrochloride and Colistimethate Sodium Agents Used as Antibiotics on Enzyme
Activity of Human Serum Paraoxonase-I

Abctract

Paraoxonase (PON1; E.C.3.1.8.1) is synthesized in the liver and hydrolyzes its specific substrate, paraoxone. It
is an enzyme from the group of A-esterases bound to high density lipoprotein (HDL). The aim of this study was
to investigate the in vitro effects of sultamicillin, cefdinir, vancomycin hydrochloride and colistimethate sodium
active substances on the PON1 enzyme activity in human serum. The PON1 enzyme from the human serum
was purified using ammonium sulfate precipitation (in the range of 60-80%), ion exchange chromatography,
and gel filtration chromatography techniques approximately 320,7 fold with 44,6% vyield. The paraoxonase
activity of the enzyme at 412 nm was investigated to investigate the inhibition effects of the active substances.
Paraoxone was used as the substrate. Sultamycillin and vancomycin hydrochloride showed noncompetetive
inhibition for the PON1 enzyme, whereas cefdinir showed a uncompetitive inhibition and colistimethate sodium
showed a competitive inhibition effect. Ki values are determined for sultamycillin as 38.3 mM; for vancomycin
hydrochloride as 5.08 mM; for cefdinir as 0.86 mM; and for colistimethate sodium as 17.01 uM. According to
the results, it was determined that the most effective inhibitor colistimethate sodium (ICso: 13.59 uM) was
found on the PON1 enzyme with 50% reduction in activity at very low concentration.

Keywords: Paraoxonasel, sultamycillin, cefdinir, vancomycin hydrochloride, colistimethate sodium

1. Giris sebep oldugu bu olaya ise inhibisyon adi
Tanim1 yapilmis enzimlerin in vivo ve in verilir. Genel olarak inhibitorleri kiigiik
vitro aktivitelerini azaltan veya tam molekilli  bilesikler veya  iyonlardir.
anlamiyla yok olmasma sebep olan Enzimlerin inhibisyona ugramasi biyolojik
maddelere inhibitdr denir. Inhibitorlerin  sistemlerde onemli kontrol
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mekanizmalarindan en dnemlilerinden birini
olusturmaktadir. Cogu kimyasal madde, ilag
ve zehirli Dbilesikler de etkilerini bu
mekanizma ile gergeklestirirler (Dilek,
2012).Paraoksonaz (PON: E.C.3.1.8.1),
karacigerde sentezlenir ve spesifik substrati
olan paraoksonu hidroliz eder. Yiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL)’ne bagh
arilesterazlar  grubundan  bir  enzimdir.
LDL’nin oksidasyona ugramast
aterosklerozun meydana gelmesinin
baslangi¢ evresi olmasi, antioksidan 6zellige
sahip olan enzimin ne kadar 6nemli oldugu
bu sayede agiga ¢ikmaktadir (Durrington et
al., 2001; Ng et al., 2005). Enzim, paraokson,
metil paraokson ve klormetil paraokson’a
kars1 yiiksek derecede afinite gosterdiginden
ve ayrica aktivitesinin 6l¢iimiinde ilk olarak
paraokson substratt kullanildigindan PON
adin1 almistir (Mackness et al., 1998). PON,
aktivitesi ve kararligi i¢in Ca?* iyonuna
bagimli, 43-45 kDa molekiil agirligina sahip
bir enzimdir. (Canales and Sanchez-Muniz,
2003; Blatter et al., 1993). izoelektrik noktasi
5,1°dir. 354 amino asit i¢ceren serum PON1
enziminin amino asit bilesimi yiiksek oranda
16sin amino asidi igerir (Gan et al., 1991).
Amino asit dizilisinde 3 sistein kalintisindan

284’deki serbest iken 42. ve 353. sistein
kalintilar1  arasinda  tek  disiilfit bagi
olusmustur. Insan serum PON enzimi,

paratiyon’un metabolik iirlinii olan ve
organizmaya zararli bir pestisit olan
paraoksondaki O-P arasindaki ester bagimni
hidroliz eden bir esteraz enzimidir (Aviram
et al, 1998). PON enzimi, paratiyon’un
oksidatif modifikasyonu ile metabolizmada
paraoksonu  hidroliz ederek
paraoksona oranla goreceli olarak daha az
zararli olan p-nitrofenol ile dietil fosfat
bilesiklerini olusturmaktadir (Mackness et
al., 1998; Lee et al., 2001)PON enzimi
HDL’ye bagli antioksidan bir enzimdir ve
LDL ile HDL’yi lipit peroksidasyonundan
korur. Ayn1 zamanda HDL’nin baglica anti-
aterosklerotik (damar sertlesmesini Onleyici)
Birgok

olusan

parcast oldugu diisiiniilmektedir.

calismada diyabet, bobrek rahatsizliklar: ve
ailesel yiikksek kolestrol seviyesi gibi
ateroskleroz olusumuna egilimli bireylerde
PON aktivitesinin diisiik oldugu bulunmustur
(Mackness and Mackness, 2004). Bir
calismada  PON aktivitesinin
yetigskinlerde yasa bagli olarak arttigi rapor
edilmistir (Seres et al., 2004). PON enzim
aktivitesi, yeni dogan bebeklerde ve erken
dogmus bebeklerde yetiskinlerin yaklasik
yarisi civarindadir. Dogduktan sonraki bir yil
icerisinde  yetigkinlerin  diizeyine ulasir
(Mackness et al., 1998). Kardiyovaskiiler
hastaliklara 6nayak olan diyet ve yasam tarzi
faktorlerinin  PON1 ve/veya
konsantrasyonunu etkiledigi gozlemlenmistir
(Kudchodkar et al., 2000; Kleemola et al.,
2002).Enzim ¢aligmalari, canli organizmalar
icin biiyiikk bir Oneme sahiptir. Bazi
hastaliklar, 0Ozellikle kalittimsal genetik
bozukluklar, bir veya birden fazla enzimin
eksikliginde veya tamamen yoklugunda
ortaya  c¢ikmaktadir. Diger bir  grup
hastaliklara da enzimin asir1 aktivitesi, neden
olabilir. Enzim aktivitelerinin bazi dokularda,
kan  plazmasinda  veya  eritrositlerde
Olclilmesi birgok hastaligin teshisi i¢in ¢ok
onemlidir. Ilaglarin ¢ogu biyolojik etkilerini,
enzimlerle etkileserek ortaya
cikartmaktadirlar (Nelson and Cox, 2005).
Tedavi etmesi agisindan ¢esitli yollarla viicut

enzim

aktivitesini

icerisine aldigimiz ilaglarin  nasil  etki
ettiklerini  belirlemek ve daha ileri
incelemeler i¢in fayda saglamak adina

enzimlerin farkli ilaglarla olan inhibisyon
etkileri rapor edilmistir (Bayram et al., 2008;
Sarikaya et al., 2014; Dilek and Caglar,
2015; Dilek and Polat, 2016; Ciftci et al.,
2000). Yaptigimiz calisma kapsaminda insan
serum PONI1 enzimi aktivitesi iizerinde bazi
antibiyotiklerin in vitro sartlarda etkileri
incelenerek 1Cso degerleri ve Ki sabitleri
belirlenmistir. Calismada kullanilan
antibiyotiklerin, insan serum PON1 enzimi
iizerinde etkilerinin incelenmesiyle 1ilgili
herhangi bir calismaya literatiirde
rastlanilmamugtir.
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2. Materyal ve Metot

Kimyasallar

Sephadex G-200, DEAE-Sephadex A-50,
protein analizi reaktifleri ve paraokson
Sigma-AldrichCo.’dan temin edildi. Diger

tim kimyasallar ise Merck’den temin
edilmistir.

Insan serum PON enziminin
saflastirilmasi

PON enzimi ilk olarak amonyum siilfat
coktlirmesi ve diyaliz yontemleri kullanilarak
kismi olarak saflagtirildi. Daha sonra ilk
olarak DEAE-Sephadex A-50 ile yiiklenmis
iyon degisim kolonuna tatbik edilerek
saflastirma yapildi. Aktivite gosteren tiipler
birlestirilerek Sephadex G-200 ile yiiklenmis
jel filtrasyon kolonuna tatbik edilerek ikinci
kez saflagtirma islemi gergeklestirildi. Elde

edilen insan  serum PON1 enzim
Aobp VT

EU/mL = x
18,290 VE

numunesinin safligim1 kontrol etmek i¢in
SDS- PAGE (Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi) yapildi (Sekil
1).

Insan Serum Paraoksanoz-1 Enziminin
Aktivitesinin Ol¢iimii

PON1 enziminin paraoksonaz aktivitesi
25°C’de ImM CaClz iceren 50 mM
glisin/NaOH tamponu (pH=10,5) igerisinde
paraoksonun (1 mM) substrat olarak
kullanilmasiyla belirlendi. Aktivite Ol¢iimii
paraokson ile PON1’in reaksiyonu sonucu

olusan  paranitrofenol’in 412  nm’de
absorpsiyon  vermesi  esasina  dayanir.
Paranitrofenol’iin molar ekstinksiyon

katsayis1 (¢ = 18290M! cm™ pH=10,5)
aktivitenin  hesaplanmasi i¢in  kullanilir.
Paraoksonazin enzim unitesi, 1 dakikada
hidroliz  olan  paraokson’un  mikromol
sayisidir (Renault et al., 2006). PON1 enzimi
icin aktivite hesab1 asagidaki gibi yapildt:

x 1000

Aktivite hesabinda kullanilan yukaridaki formiildeki simgeler asagida ifade edilmistir;

EU/mL: 1 mL basina enzim tinitesi

Aop: Bir dakika icerisindeki absorbans degisimi

18,290: Paranitrofenoliin pH=10,5’deki molar ekstinksiyon katsayis1

V7: Olgiim yapilan kiivetin toplam hacmi

VEe: Olgiim yapilan kiivete ilave edilen enzimin hacmi

insan Serumda Bulunan PON1 Enziminin
Aktivitesi Uzerine Baz1 Antibiyotiklerin In
Vitro Etkilerinin Belirlenmesi

Insan serum PONI1 enzim aktivitesi iizerine
baz1 antibiyotiklerin etkilerini belirlemek

amaciyla kiivet ortamina degisik

konsantrasyonlarda ilag katilarak aktivite
degerleri okundu. Kullanilan antibiyotiklerin
farkli konsantrasyonlarini olusturmak ig¢in
stok c¢ozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok
¢ozelti hacmi gereken derisimi saglamadigi
zaman kiivete katilan su hacmi azaltilarak
stok ¢ozelti hacmi yiikseltildi.
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Inhibitdér ¢aligmalariyla ilgili farkli inhibitor
konsantrasyonunda aktivite 6l¢timii yapilarak
ilag etken maddeleri igin %Aktivite-[l]
grafikleri ¢izildi, egri denkleminden ICsp
degerleri hesaplandi (Sekil 2). Bu maddelerin
Ki degerlerini belirlemek amaciyla insan
saflastirllan  PONI1
aktivitesini yartya diisiiren etken madde
konsantrasyonu ile  bu  konsantrasyon
degerinden az ve ¢cok olmak sartiyla iki farkli
inhibitéor  konsantrasyonu belirlenir. Bu
degerlerle birlikte daha onceki
caligmalarimizda deneyerek belirledigimiz

serumundan enzim

uygun bes farkli substrat konsantrasyonu ile
enzimin aktivite Olgiimleri yapildi. Her bir
inhibitér igin Lineweaver-Burk egrileri
cizildi (Sekil 3). Grafik denkleminde
yarigmali inhibisyon i¢in egime esit olan
Km/Vmax(1+[1]/Kj) ifadesinden, yarismasiz ve
yari inhibisyon i¢in Vmax=VI
max(1+[1]/Ki) formiilinden yararlanilarak K;

yarigmali

degerleri belirlendi. Sonuglar Tablo 1’de
verildi.

Bradford yontemi ile protein tayini

Bradford yonteminde boyar madde olarak
coomassie brillant blue G-250
kullanilmaktadir. iki formu olan bu boyanm
kirmiz1 formu 465 nm’de absorbans verirken,
mavi formu 595 nm’de absorbans verir.
Protein baglandigr zaman kirmizi form mavi
forma doniisiir. Baska bir ifadeyle negatif
yiikli bu boya proteinlerin pozitif yiiklerine
baglanmaktadir. 595 nm’de maksimum
absorbans veren bir kompleks olugsmaktadir.
Reaksiyon iki dakika icerisinde gergeklesir.
Bu yOntemin hassasiyeti 1-100 pg
arasindadir (Bradford, 1976).

3. Bulgular

Bu ¢alismada da PON1 enzimini saflastirmak
icin kaynak olarak insan serumu sec¢ilmis ve
amonyum  siilfat  ¢oktiirmesi, DEAE-
Sephadex A-50 iyon degisim kromatografisi
ve Sephadex G-200 jel filtrasyon
kromatografisi teknikleri kullanilarak daha

onceki calismalarimizdaki gibi
saflagtinlmistir. (Dilek and Caglar, 2015;
Dilek and Polat, 2016; Dilek et al., 2013;
Dilek et al.,, 2018). Daha sonra siklikla
kullanilan antibiyotiklerin etken
maddelerinden olan vankomisin hidrokloriir,
kolistimetat sodyum, sultamisilin ve sefdinir
etken maddelerinin bu enzim iizerindeki
inhibisyon etkileri in vitro olarak belirlendi.
Calismamizda insan serum PONI1 enzimi
tizerine inhibisyon etkisi gosteren ilaglar igin
Ki sabitlerinin  belirlenmesi  isleminde
Lineweaver-Burk grafikleri kullanilmistir
(Segel, 1986; Telefoncu, 1986). Sonuglarin
hassas bulunabilmesi i¢in her inhibitorli
calisma icin ¢ farkli sabit
konsantrasyonunda 1/V ile 1/[S] degerleri
elde edilmistir (Sekil 3). K sabiti diisiikk olan
inhibitoriin enzime ilgisi biiyilk oldugundan,
katalitik ~ aktivitesi
inhibisyon  etkisinin ~ biiyiikk  olacag
bilinmektedir. Calismada kullanilan
antibiyotiklerin, insan serum PON1 enzimi
izerinde incelenmesiyle ilgili
herhangi bir caligmaya literatiirde
rastlanilmamigtir. PON1 enzimi, insan
serumundan %44,6 verimle yaklasik 320,7
kat saflastirildi (Tablo 1). Calismamizda

inhibitor

uzerine

enzimin

etkilerinin

kullandigimiz  etken  maddelerin  ICso
degerleri sultamisilin i¢in 34.7 mM;
vankomisin hidrokloriir i¢in 3.73 mM;

sefdinir i¢in 0.59 mM ve kolistimetat sodyum
icin 13.59 puM olarak belirlenmistir. K;
sabitleri ise sultamisilin i¢in 38.3 mM;
vankomisin hidrokloriir icin 5.08 mM;
sefdinir i¢in 0.86 mM ve kolistimetat sodyum
icin 17.01 pM olarak hesaplandi (Tablo 2).
PONI1 enzimi i¢in sultamisilin ve vankomisin
hidroklortir yarigmasiz inhibisyon
gosterirken,  sefdinir  yar1  yarismali
inhibisyon, kolistimetat sodyum ise yarigmali
inhibisyon etkisi gosterdi.

4. Sonuc ve Tartisma

Genel olarak ilaglarin enzimler iizerindeki
inhibisyon etkileri 1Cso (Enzimin aktivitesini
%50 inhibe eden ilag konsantrasyonu) degeri
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olarak verilmektedir. Kinetik caligmalar
sirasinda enzim aktivitesini inhibe eden
antibiyotik, antineoplastik ve kalsiyum kanal
blokerlerinin  1Cso  degerleri  belirtilmistir
(ICso disik olan  inhibitoriin
inhibisyon daha yiiksektir). Ki
degerinin hesaplanarak inhibisyon tipleri
belirlenebilmektedir. Bunun i¢in en c¢ok
Lineweaver-Burk

degeri
etkisi

kullanilan yontem
egrileridir. Lineweaver-Burk egrileri en az ii¢
farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda 1/V
ye kars1 1/[S] grafigi seklinde ¢izilir. Kesim
noktalarina  bakilarak  degerlendirmeler
yapilabilir (Nelson and Cox, 2005).Yapilan
bagka calismalarda serum PONI1
enzimi baska
antibiyotiklerin ve ilaglarin in vitro sartlarda
etkileri incelenerek 1Cso degerleri ve K;
sabitleri belirlenmistir. Ekinci ve Beydemir
calismasinda ICsg degerlerini aneljezik ilaglar
olan bilinen lornoksikam, indometasin,
tenoksikam, diklofenak sodyum, ketoprofen
ve lincomycin i¢in sirasiyla 0.136; 0.195;
0.340; 1.639; 6.23 ve 9.638 mM; K; sabitleri
sirastyla 0.009; 0.097; 0.306; 0.805; 13.010
ve 11.116 mM belirlemistir (EKinci and
Beydemir, 2009). Tiirkes ¢alismasinda ICso
degerlerini palonosetron hidroklortir,
bevasizumab, nifedipin, nitrendipin,
isradipin, amlodipin besilat, moksifloksasin
hidrokloriir, siklofosfamid, levofloksasin
hemihidrat, sefepim hidrokloriir, gemsitabin
hidrokloriir i¢in sirastyla 0.025; 0.040; 0.121,
0.130; 0.255; 0.304; 1.839; 2.462; 3.959;
21.115; 26.610 mM; K; sabitleri sirasiyla
0.033; 0.054; 0.222; 0.151; 0.286; 0.321;
2.641; 3.419; 5.525; 35.092; 39.598 mM
belirlemistir (Tirkes, 2010). Dilek (2012)
calismasinda ICso degerlerini netilmisin
stilfat, linkomisin hidrokloriir, streptomisin
stilfat, oksitetrasiklin hidrokloriir, penisilin G
potasyum  kristalize, klindamisin fosfat,
akarboz, pioglitazon hidrokloriir, metotreksat
icin 3.39; 13.30; 25.39; 0.15, 32.50; 25.40;
9.82; 0.22; 0.18 mM; K; sabitleri sirasiyla
3.73; 18.30; 56.30; 0.20; 54.70; 35.80; 13.10;
0.32; 0.26 mM belirlemistir (Dilek, 2012).

insan

aktivitesi uzerinde

Bizim g¢alismamizda ki ICsp degerleri
sultamisilin i¢in 34.7 mM; vankomisin
hidrokloriir i¢in 3.73 mM; sefdinir i¢in 0.59
mM ve kolistimetat sodyum igin 13.59 uM
olarak  belirlenmistir. K; sabitleri ise
sultamisilin i¢cin 38.3 mM; vankomisin
hidrokloriir i¢in 5.08 mM; sefdinir i¢in 0.86
mM ve kolistimetat sodyum igin 17.01 uM
olarak hesaplandi. Biitiin bu c¢aligmalarda
kullanilan  antibiyotik ve ilaglar bizim
calismamizda kullanilan antibiyotikler gibi
PONI1 enzimini diisiik dozlarda dahi inhibe
etmektedir. PON1 enzimi i¢in sultamisilin ve
hidrokloriir yarigsmasiz
inhibisyon gosterirken, sefdinir yar1 yarigsmali
inhibisyon, kolistimetat sodyum ise yarigmali
inhibisyon etkisi gosterdi. Bu bilgilerden
yola ¢ikarak Kolistimetat sodyumlu ortamda
enzimin substrata olan ilgisinin azaldigim
(Km < Kwmi), maksimum hizin ise
degismedigini (Vmax = Vmaxi) sOyleyebiliriz.
Sultamisilin ve vankomisin hidrokloriir ilave
edildigi ortamda ise enzimin substrata olan
ilgisinin ~ degismedigini (Km = Kwmi),
maksimum hiz degerinin (Vmax > Vmaxi) iSe
azaldigim1 soyleyebiliriz. Sefdinirli ortamda
ise enzimin substrata olan ilgisinin arttig1
(Km > Kmi), maksimum hiz degerinin (Vmax >
Vmaxi) ise azaldig1 sdylenebilir.Elde ettigimiz

vankomisin

sonuglara gore uyguladigimiz ilag etken
maddelerinin i¢inde, enzim aktivitesini %50
oraninda azaltmasi ile en kuvvetli inhibitoriin
kolistimetat sodyum (ICso: 13.59 uM)
oldugunu belirledik. PON1 enzimi pek c¢ok
dokuda hayati fonksiyonlara sahip bir
enzimdir.  PON1 enziminin aktivitesinin
azalmasi1 baz1 durumlarda hayati tehlike
doguran sonuglara neden olabilir. Ozellikle
organofosfatlara maruz kalan insanlarda ve
vaskiiler hastalik riski olan insanlarda bu

enzimin aktivitesinin degismemesi
gerekmektedir. Bu nedenle bu enzimin hangi
maddeler tarafindan inhibe edildiginin

arastirtlmasi onemlidir. Calismamizdan elde
ettigimiz sonuglar dogrultusunda, hastalar
tizerinde ilaglarin gosterecegi yan etkilerin
nedenlerini arastirirken saglik sektdriinde
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Ozellikle hekimlere biiylik oranda yardimci olacagi kanaatindeyiz.

Sekil 1. Insan serum PON1 enziminin saflastirma sonucu SDS-PAGE resmi (1.Kanal; Jel
filtrasyon kromatografisi sonrasi saflastirilan PON1, 2.Kanal; Standart proteinler; 70-18 kDa)

120 120
100 100
80
2 60 y=100e018x g 8
£ R?=0,9908 =60 y = 1000055
z 4 Y] R2=10,973
% 40 <40 -
20 20 -
O T T T 1 0
0 2 4 6 8 0 10 20 30 40
[Vankomisin hidrokloriir] mM [Kolistimetat Sodyum] pM
120 ~ 120
100 < 100
80 -
] y = 100e0.%2 ] % 1,164
'S 60 - R2=0,9735 £ 60 y = 100e16%
£ Z R2=10,9953
< 40 - < 40 -
820 - 20 -
O T T T 1 0 T T T 1
0 20 40 60 80 0 0,5 1 15 2
[Sultamisilin] mM [Sefdinir] mM

Sekil 2. Vankomisin hidrokloriir, kolistimetat sodyum, sultamisilin ve sefdinir etken
maddelerinin Insan Serum PON1 Enzimine kars1 %Aktivite-[I] grafikleri
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Sekil 3. Vankomisin hidrokloriir (1), kolistimetat sodyum (2), sultamisilin (3) ve sefdinir (4)
etken maddelerinin PON1 enzimine karsi Lineweaver-Burk grafikleri

Tablo 1. Insan serum PON1 enzimi i¢gin saflastirma basamaklar1

Aktivite Protein ;ﬁi)ilvairtz Spesifik Aktivite Verim  Saflastirma
(EU/mI)  (mg/ml) (EV) (EU/mg protein) (%) Katsayisi
Triton X-100 Uygulanmis 90 77 2336 11,68 100 )
Serum
A.S (%60-80) ve 125 51 1672 245 716 2,09
Diyaliz
DEAE Sephadex AS0Iyon 460 4579 1945 2126.6 53,3 182.1
Degisim
Sl U 221 0059 1043 37458 44,6 320,7

Filtrasyon Kromatografisi

Tablo 2. Vankomisin hidrokloriir, kolistimetat sodyum, sultamisilin ve sefdinir ila¢ etken
maddelerinin PON1 enzimine kars1 I1Cso, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri.

1Cso degeri Ki degeri

Inhibitor (mM) (mM) inhibisyon Tipi
Vankomisin hidrokloriir 3.73 5.08 Yarigsmasiz inhib.
Kolistimetat sodyum 0.014 0.017 Yarismalr inhib.
Sultamisilin 34.7 38.3 Yarigsmasiz inhib.
Sefdinir 0.59 0.86 Yar1 yarigmali inhib.
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