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OZET

PARAOKSONAZ Q VE R iZOENZIMLERININ SAFLASTIRILMASI VE
BAZI CEVRE KiRLETiCiLERE KARSI AFiNiTESININ ARASTIRILMASI

Nahit GENCER
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali
(Doktora Tezi /Tez Damismam: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)

Balikesir, 2008

Bu calismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip paraoksonaz (PON1) Q ve R izoenzimlerini
saflastirmak i¢in yeni bir hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli sentezlenmistir.
Hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye
uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra ligand olarak hidrofobik bir molekiil
olan 9-aminofenantrenin L-tirozine kenetlenmesi sonucu sentezlenmistir.

Sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile uygulanan hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi yoOntemleri kullanilarak insan
serumundan Q ve R izoenzimleri ayr1 ayri saflastirilmistir. Saflastirilan PON1Q ve R
izoenzimleri SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik 43 kDa
molekiil agirligina sahip tek bant elde edilmistir.

Insan serum PON1 enziminin paraokson substratina karst Ky ve Vmax
degerleri Linewear-Burk yontemi ile Q izoenzimi i¢in 0,599 mM ve 55 U/mL, R
izoenzimi i¢in 0,492 mM ve 50 U/mL olarak bulunmustur.

Bu calismada Mn, Hg, Co, Cd, Ni ve Cu ile purtapyr, agroform, practucer ve
roundup ticari isimleriyle kullanilan bazi ¢evre kirleticilerin saflastiriimis PON1 9,
ve PON1,9pr izoenzimleri iizerindeki in vitro etkisi belirlenmistir. S6z konusu ¢evre
kirleticilerinin bu izoenzimlerden R tipini daha fazla inhibe ettigi saptanmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz (PON1), Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi, Cevre kirleticiler, inhibisyon.
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ABSTRACT

PURIFICATION OF PARAOXONASE Q AND R IZOENZYMES
AND THE iNVESTiIGATIiON OF THE AFFINIiTY TO SOME
ENVIRONMENTAL POLLUTANTS

NAHIT GENCER

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(PhD. Thesis / Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)

Balikesir, Turkey, 2008

In this study, a new gel of hydrophobic interaction chromatography for
purification of paraoxonase (PON1) Q and R izoenzyme, which are of important
physiological function in metabolism with detoxification and antioxidant activity,
were synthesized. The gel was synthesized with Sepharose-4B-L-tyrosine and 9-
aminophenantrene as hydrophobic ligand. Sepharose-4B was activated with CNBr
and than L-tyrosine was added as extension arm.

Human serum paraoxonase was purified with ammonium sulfate precipitation
and with synthesized hydrophobic interaction chromatography. On SDS-
polyacyrilamide gel electrophoresis, purified human serum paraoxonase yielded a
single band of 43kDa on SDS-PAGE.

The Ky and Vi values were determined by the method of Lineweaver-Burk
plots, using paraoxon as substrate. The Ky and V,x were 0.599 mM and 55 U/ml
for Q izoenzyme, 0.492 mM and 50 U/ml for R izoenzyme respectively.

The effect of some environmental pollutants on purified human serum
PON1,92q and PON1 9k in vitro was determined. The pollutants were Mn, Hg, Co,
Cd, Ni, Cu, purtapyr, agroform, practucer, roundup. All of them caused an inhibition
effect on purified human serum paraoxonase in vitro. In addition, the inhibition of
paraoxonase activity for R izoenzyme by these pollutants was more than that of Q
izoenzyme.

KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Hydrophobic interaction
chromatography, environmental pollutants, Inhibition
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PON1) organik fosforlu bir insektisit olan parationun aktif
metaboliti paraoksonu hidroliz etme yetenegine sahip A-esterazlar grubundan bir
enzimdir [1]. PONI1, HDL’ye bagl, organofosfat ajanlar1 (OP) ve sinir gazlarini
hidrolizine, LDL’nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna ve bakteri
endotoksinlerine kargi koruyucu rol oynayan oOnemli bir karaciger enzimidir.
LDL’nin oksidasyonu arteroskleroz siirecinin baglangi¢ evresini olusturmasi,
enzimin antioksidan 6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [2,3]. Arterosklerotik
hastaliklara kars1 viicuttaki savunma mekanizmalarindan biri de paraoksonaz

enzimidir.

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda bulunur.
PONI1, PON2 ve PON3 olmak iizere bilinen ii¢ iiyeye sahiptir. Yapisal yonden
biiyiik benzerlikler gosteren bu genlerden PON1’e yonelik cok yogun calisilmalar
yapilmaktadir. PONI, fizyolojik substratlarinin belirlenmesi ve arterosklerozis ile
iligkisinin ortaya konmasi nedeniyle, PON2 ve PON3’e gore nispeten daha iyi
aydinlatilan gendir [4]. PONI geni, Q/R 192 ve M/L 55 olmak iizere iki onemli
polimorfizm gostermektedir. Bunlar i¢inde en yaygin Q/R 192 polimorfizmidir.
Ciinkii PON1 enzim aktivitesindeki bu polimorfizm substrat bagimlidir ve farkl
etnik kokenli populasyonlara gore degiskenlik gosterdigi yapilan c¢alismalarla

gosterilmistir [5].

Son yillarda artan cevre kirliligi, baz1 bilesiklerin insan saghigina etkilerinin

daha fazla arastirilmasma sebep olmaktadir. Ozellikle metabolizmada ©nemli



fizyolojik fonksiyonlara sahip enzimlerin aktivitelerinin bazi agir metallerden ve
tarim ilaclarindan ne 6lgiide etkilendigi son derece onemlidir. Bu calismamizda Mn,
Hg, Co, Cd, Ni ve Cu metallerinin ve purtapyr ((RS)-5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-
okzo-2-imidazolin-2-yl)  nikotinik  asit), practucer (Propil-3-(dimetilamino)
propilkarbomat hidroklorid), agroform (2,4-Diolorofenoksi asetik asit dimetil amin
tuzu) ve roundup (Glifosfat-Amin tuzu N-(fosfonometil) glisin ) ticari isimleri ile
satilan tarim ilaclarinin PON1,929 ve PON1,9r izoenzimleri iizerine in vitro

etkilerinin arastirilmasi amaglanmastir.

Bunun i¢in asagidaki ¢alismalar planlanmistir;

e Paraoksonaz enziminin aktivite metodunun laboratuvar sartlarinda
oturtulmasi

e Q ve R tiirlerinin tayin yontemlerinin laboratuvar sartlarinda optimizasyonu

® Yeni bir hidrofobik jel sentezi

¢ insan serumundan hidrofobik etkilesim kromatografisi ile paraoksonaz Q ve
R izoenzimlerinin ayr1 ayr saflagtiriimasi

¢ SDS-PAGE elektroforezi ile safliginin kontrolii

e Optimum sartlarda Q ve R izoenzimlerinin substrata ilgisinin biyokimyasal
ifadesi olan Ky ve V¢ degerlerinin bulunmasi

e Onemli cevre kirleticilerinden olan 6 agir metal ve 4 tarim ilacimin saf Q ve
R izoenzim aktivitesine in vitro etkisi

¢ inhibisyona neden olan agir metallerin ve tarim ilaclarinin, inhibisyon

mekanizmasinin belirlenmesi



1.1. Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1)

Paraoksonaz, Aldridge siniflama sistemine gore A grubu arildialkilfosfataz
sinifi ester hidrolaz enzimidir. Onceleri organofosfat bilesiklerini hidroliz etme
ozelligi nedeni ile toksikoloji alaninda ¢alisilmis, son yillarda ise antioksidan etkileri
nedeni ile kroner kalp hastaligi riskinden korunulabilecegi diisiiniilerek giincellik

kazanmistir [1].

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil
asetat, propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. Insan
serumunda ilk kez 1961’de Uriel tarafindan elektroforez sonras1 HDL
immunopresipitatlarinda saptanmistir [6]. Mackness ve ark, ilk olarak HDL-ayirim1
icin santrifiij yontemini gelistirdikten sonra, koyunlarda paraoksonaz aktivitesinin
cogunlukla apo Al igeren partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ve insan
serumunun ultra santrifiijlenmesi ile enzimin kanda HDL yapisinda tagindigini ortaya
koymuslardir [7]. Saflastinlmis sigir serum paraoksonazinin lipidlerle iligkili ve
HDL ile aym1 molekiiler kiitleye sahip oldugunu gostermislerdir. Saflastirma
sirasinda apo A-I’in paraoksonazdan ayiriminin zor olmasi, ikisinin siki iligkili
oldugunu diisiindiirmiis ve HDL kolesterol tayini sirasinda lipoprotein fraksiyonunda
aril-esteraz aktivitesine rastlamiglardir [6]. Enzim; paraokson, metil paraokson ve
klormetil paraoksona yiiksek derecede secicilik gosterdigi igin, paraoksonaz olarak
adlandirilmistir. Mackness ve ark., PON’un HDL iizerinde apo A-I’e bagiml olarak
aktivite gosterdigini ve 1991 yilinda LDL {iizerindeki lipoperoksit birikimini
azalttigin1 bulmuslardir [7]. Aynm zamanda Macness ve ark, farkli populasyonlarda
(Fransiz, Sudanh vs) polimorfizm analizleri yapilarak, allellik formlar1 belirlenmis ve
populasyon calismalar1 enzim aktivitesiyle HDL, apo A-I, apo A-II arasinda

istatistiksel iliski gosterilmistir [7]. Immunoafinite kromatografi calismalar1 insan



serum paraoksonazinin gercekte apolipoprotein A-I ve klusterin (apolipoprotein J)
iceren HDL tipleri ile iligkili oldugunu ve PON’un total HDL’ nin ¢ok kiiciik bir

boliimiinii olugturdugunu gostermistir [1,7].

Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda
enzim aktiviteleri incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonu arasindaki

iliskisi arastirilmis, enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir [8].
1.2. Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nin IUBMB) enzim
isimlendirmesinde paraoksonaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) sahiptir.
1990’11 yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak yalmiz fenolik
esterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlagilmis ve EC
3.1.8.1 ile tamimlanmistir [8]. Paraoksonaz enziminin, A grubu Arildialkilfosfataz
sinif1 bir ester hidrolaz enzimi olmasi1 nedeniyle sistematik adi arildialkilfosfatazdir.
A esteraz grubunda yer alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin Sl¢iimiinde ilk olarak

paraokson substrati kullanildig1 i¢in paraoksonaz adini almistir [9].
Q
B =0
Mo
B —0/
Sekil 1.1 Paraoksanin kimyasal yapisi (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat oOzgiilligii gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz

aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. Insan serum paraoksonaz enzimi,



parationun metabolik iiriinii olan paraoksani kataliz etme yetenegindedir. Paraoksan
organizmaya zararli olup pestisit olarak kullanilmaktadir. Paraoksanin, paraoksonaz
enzimi ile yikimi sonucu paraoksana oranla goreceli olarak daha az zararh p-nitro

fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur (Sekil 1.2) [1].
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Sekil 1.2 Paraoksonaz Enzim Mekanizmas1 [1]

1.3. Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda q21.3 ve
q22.1 arasinda bulunmaktadir [4,10]. ilk olarak memelilerde tamimlanan PON ve
PON ile iligkili genler sonralan kiimes hayvanlari, zebra balig1 ve omurgasizlardan
Caenorhabditis elegans’ta bulunmustur [11].

Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere bilinen ii¢ iiyeye
sahiptir. Bu genler bilyiik yapisal benzerlikler gostermektedir ve ortak evrimsel
onciilden gen dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli tiirleri
icersinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid diizeyinde %
70 benzerlik gosterir. Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu ii¢ genin her biri
aminoasit diizeyinde % 79-90, niikleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik
gostermektedir. PON1, PON2 ve PON3 ile karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan

105 aminoasit i¢inde ii¢ niikleotid rezidiisiiyle ayrilir [4, 12].



PON2 ve PON3, PONI1 kadar aydinlatilamamistir [4, 13]. PON2 diger
tiyelerden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin, karaciger, bobrek
ve testis gibi pek cok dokuda sentezlenmektedir. PON3, tavsan HDL’si iizerinde
lokalize olan laktonaz aktivitesi ile tanimlanabilmistir [4, 14]. PON3 enzimi de
PON1’e benzer sekilde biiyiikk cogunlukta karacigerden sentezlenir ve serumda
HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3 daha diisiikk seviyelerde bobrekte
sentezlenmektedir. PON3 geninin mRNA’s1 ve proteinine insanlardan farkli olarak

sicanlarin makrofajlarinda rastlanmistir [13, 14].

1.3.1. PON1 Biyokimyasal Yapisi

PONI1, 43-45 kDa molekiill agirligina sahip 354 aminoasit iceren bir
proteindir [12, 15]. Her molekiil total agirligin %15.8’ini olusturan ii¢ karbonhidrat
zinciri icermektedir. Izoelektrik noktas1 5.1°dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 16sin
icerigi disinda bir ozellik gostermez [16]. Yapisinda yer alan 3 sistein (Cys)
rezidiisiinden 284°teki serbest iken 42 ve 352. sistein rezidiileri arasinda disiilfit bagi
bulunur. In sitii hibridizasyon ¢alismalar1 ile PON1 geninin 7. kromozomun uzun

kolu iizerinde q21-q22° de bulundugu gosterilmistir [1, 7].

PONTI’in ince yapist 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir (Sekil 1.3). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki
disiilfit kopriisii ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini kazanir [17]. N terminal ve C
terminal uglarinin bu sekilde kovalent baglanmasi B-kirmali yapili enzimlerde nadir
goriiliir.

Uc boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7.4A aralikli iki adet

Ca™ iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal 6zellikli olup yapidan



uzaklagtirnlmas1 doniigiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [18]. Digeri ise
katalitik etkinlikte rol oynar. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A uzaklikta 5 adet aminoasit
rezidiisii (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim halindedir.
Ayni1 kalsiyum iyonu bir su molekiilii ve fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir.
PONI’in yapisi 6 adet B-kirmali tabaka ile merkezdeki Ca* iyonlar1 agisindan
diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik gostermektedir [19]. Ancak,
PONI1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi gosterirken, DFPase sadece
fosfotriesterase aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu iki enzimin aminoasit
dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [20]. PONI1 aktif bolgesinde diger B-kirmali
yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H, ve Hs) yapilart vardir (Sekil 1.3). Bu
yapilar aym1 zamanda sonlanma noktalar1 olup, aktif bolgenin korunmasi ve enzimin
HDL’ye baglanmas1 gibi kritik rollere sahiptir. PONI1 sentezlendiginde monomerik
yapt seklindedir. Enzim, HDL’ye baglanamadigi zaman oligomerizasyon
gerceklestigi belirlenmistir. Bu olay in vitro deterjanlh ortamda H, ve Hj heliksleri

ile deterjan misellerine baglanarak gerceklesir [21].

Sekil 1.3 PON1’in ii¢ boyutlu yapisi [14]



PONI iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bolgesi vardir. 1ki tanesi
(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise yiizeye bakan
bolgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PON1 memeli hiicrelerinde ekspre
edildikten sonra bu noktalardan glikozillendigi gozlenmistir [22]. PON ailesinin
hidrolitik aktivitesi i¢in, glikolizasyonun aktiviteyi onemli Olciide etkilemedigi
saptanmistir [23, 24]. Ancak enzimin yapisinda bulunan bu karbohidrat molekiilleri
spesifik olmayan hiicre membranlarina baglanmada veya kararligi ve ¢oziiniirliigii

arttirmada etkili olabilecegi aciktir [25, 26].

1.3.2. PON1’in HDL’ye Baglanmasi

HDL yaklasik 10nm c¢apinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde Oncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
Al ve aromatik heliksler yer alir [27]. HDL’ye bagh olan enzimlerden ilk kez ii¢
boyutlu yapist aydinlatilan PON1 enzimidir. PON1 hidrofobik N terminal ucuyla
sonlanir, H, ve H; hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana
baglanma yiizeyi olustururlar (sekil 1.4). Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan
zincirleri ile olusturduklan yapi karakteristigi ile HDL ara yiizeyine girebilmektedir

[26].

Sekil 1.4 PON1’in HDL’ye baglanmasi [14]



1.3.3. PON1 Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PONI1 sentezi karacigerde gerceklestiginden, serumdaki PONI1 seviyesini
belirleyen baglica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PONI1 seviyesi ve
aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [28]. Bunun nedeni enzim aktivitesini ve
peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 geninin kodlanma ve promoter bolgesinde
cok sayida polimorfizm gostermesidir. PONI1’in serumdaki aktivitesini ve
konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi tizerinde en 6nemli polimorfizm -
107 pozisyonundadir [29, 30]. PONI1 sentezinde Oonemli olan bir diger faktor
karaciger hiicrelerindeki kolesterol dengesidir. Ayrica PON1’in karacigerden

sentezini herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir [31-33].

PON1 karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde
mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bolgesi
olmas1 gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bolgesi baglanmada belirleyici oldugu
kadar salgilanma prosediirinde de o©nemli role sahiptir [34, 35]. Yapilan
calismalarda hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit hiicresine transfekte edilen
PONT’in, sentezlendikten sonra hiicre zarinin dis yiizeyine baglandigi gosterilmistir
[36]. PONT1’in karacigerde sentezlendikten sonra da once mikrozomlara, daha sonra
hiicrenin dis yiizeyine baglandigi diisiiniilmektedir [37, 38]. Hiicre zarnin dis
yiizeyinden salinmasi ve HDL’ye baglanmasi tesadif degildir. Bu baglanmada
fosfolipit kompleksi 6nemli rol oynamaktadir. PON1’in hiicreden salinmasi ve

HDL’ye baglanmas icin HDL’deki fosfolipit icerigi yeterli degildir [26, 36, 37].

1.4. Enzimin Katalitik Mekanizmasi

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

molekiilii, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir (Sekil 1.5).



Hisl34 ,_ \/ His134 /
N N
& !
\H \\ _
His115 N/‘) T Hislls - T/ * ROH

Sekil 1.5. Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [39]

Katalitik etkinlik gosteren Ca* iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bolgedeki His-His cifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giictinii arttirtr.  Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu Ca*’ iyonu ile kararli kilinir. Olusan yapidaki Ca*
iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin iizerine

yikilir ve ester bagi kopar.

PONI’in mekanizmasini agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi icin 2-

naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in ise paraoksan substratlar1 kullanilmistir.
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Bu substratlarin optimum pH araliklar saptanmis ve substratin yapisinda bulunan

yan zincirin katalizlenmeye direkt katilmadig1 sonucu bulunmustur [39].

1.5 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlari

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgiilligii gosterirken, fizyolojik
substrati tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. S0z konusu aktivitelerin tiimiiniin tek
bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gergeklestigi, substrat

seciciliginin nasil belirlendigi de heniiz tespit edilmemistir.

Son yillarda PONI’in arterosiklerozisin  Onlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda onemli rol oynadigt bilinmektedir [40, 41, 42]. PONI1 o6zellikle
LDL ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini Onleyerek ve lipit peroksitlerini
metabolize ederek arterosklerozise karst koruyuculugunu sahip oldugu laktonaz
aktivitesi ile gostermektedir [43-45]. So6z konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar
degisen lakton halkasi ihtiva eden en az 30 cesit laktonu hidrolizleyebilmektedir.
Alifatik lakton substrati olan J-valerolakton (6 halkali lakton), J-butirolakton (5
halkal1 lakton) ve e-kaprolaktondan (7 halkali lakton) daha hizli hidrolizlenmektedir.
PONI1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi alifatik laktonlara oranla daha fazladir
ve daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi ¢ekicidir ki, pek c¢ok ilacin etken
maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton halkasinda o ve ¢ ¢ift bagi olmasina
ragmen PONI1 tarafindan hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin

hidrolizlenmektedir [46-49] (Sekil 1.6).
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n=I p-Propriolakton n=2 y-Butirolakton

n=3 6-Valerolakton n=4 g-Kaprolakton

Sekil 1.6 Lakton hidrolizi [40]

Onceleri PON1’in yapisinin ve substratlarla olan iliskisinin belirlenmesinde
yapi-aktivite analizi {iizerine calismalar yapilmisti.  Bu konuda ilk olarak,
Augustinson ve Ekedahl aromatik halkali veya cift bagh aromatik esterlerin PON1
tarafindan hidrolizlendiklerini bulmustur. Bu reaksiyonda PON1’in substrat olarak
kullanacagi esterin karbon-karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmasi gerektigi
tespit edilmistir [50]. Ayrica, yapilan bir baska calismada, vinil asetat ve 4°-
siklopentil asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan
asetatin PON1 tarafindan hidrolizlenememesi bu Oneriyi desteklemektedir [43].
Lakton halkasinin olusturdugu uzaysal yapi, bu yapiy1 iceren bazi substratlarin
enzimin aktif merkezine girmesini saglayarak etkilesmelerine ve hidrolizlenmelerine
izin verir. Bu etkilesim benzer sekildeki i¢cte bulunan ester formlari icin miimkiin
degildir. Ornegin etil asetat PON1 ile hidrolizlenmezken, ayn1 sayida atom ve ester

yapisi gosteren biitirolakton iyi hidrolizlenmektedir [40, 43].

PONI1 enziminin laktonaz aktivitesi i¢in 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti olduk¢a onemlidir. Bu serbest sistein rezidiisiiniin, s6z konusu enzimin
LDL’nin okside olmasi dnlemesinde de rol almasi; PON1’in sahip oldugu laktonaz

aktivitesi araciligiyla LDL ve HDL fosfolipitlerinin yiikseltgenmeye kars1 korudugu
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disiiniilmektedir [51, 52]. Sorenson ve arkadaslar1 284. pozisyonda bulunan serbest
sistein rezidiisiiniin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli olmadigim
gostermislerdir [53]. Ancak aktif merkezdeki histidin rezidiilerinin paraoksonaz ve
arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gostermesinde ¢ok gerekli oldugu gosterilmistir.

[54].

PONI1 baz1 lakton ve karbonat esterlerini iceren ilaglar ve ilag 6n maddelerini
de hidrolizleyebilmektedir. Ornegin, diiiretik bir ila¢ olan spironolakton ve 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitorleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin bu enzim tarafindan hidrolizlenir. Onceleri yapilan calismalarda bu
hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz inhibitorlerinin hidrolizlenmesi s6z konusu
enzimin statinaz aktivitesi olarak tamimlanmistir [55, 56]. Ayrica PONI
glukokortikoid o-laktonlarin [57] sistemik metabolize edilmesinde ve on ilag
maddesi olan karbonat ester yapisindaki prulifloksasinin aktivasyonunda [58] rol
oynamaktadir.  Bunun gibi PONI’in laktonaz aktivitesinden baslica yoOnetici
ajanlarin  metabolize edilmesinde ve bunlarin istenmeyen yan etkilerinin
azaltilmasinda yararlanilmaktadir [57]. Laktonlarin isosterik formlar1 olan laktamlar
oksijen halkasi yerine azot halkasi ihtiva ederler. Laktamlar PONT’in substratini
olusturmazlarken enzimi inhibe ederler. In vitro calismalarda J-valerolaktam, e-
kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi laktamlar PON1 enziminin giicli

inhibitorleridir [43].

Insan serum PON1 enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢cok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.7) [59, 60] ve soman, sarin
ve tabun gibi organofosfat sinir ajanlarmi hidrolizleyebilmektedir [61-64]. Insan

saglhig1 acisindan organofosfatli bilesikler ise terorizm tehdidi kadar bir ¢evresel risk
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olusturur [39]. PONI1 enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu olmasinin en 6nemli

nedenlerinden biri budur.
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Sekil 1.7 Insektisitlerde yaygin olarak kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi [40]

R,0O R4 R20 R;
2N PONT AN
o~ “x *HO o7 o

R;=N(CHj), R,=CH,CHj3; X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

Ry=CHj; R,=CH(CHj3), X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

R;=CHj; R,=CH(CH3)C(CH3); X=F Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 1.8 Sinir gazlarinin hidrolizi [40]
Bu aktivitelerinin yaninda PON1 enzimi simiflandirilmada yer aldigr A-
esteraz grubunda bulunmast ile fenilasetat gibi ester substratlarim1 da
hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik

ester substratlar1 arasindadir (Sekil 1.9) [65, 53, 59].
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2-Naftil asetat

Sekil 1.9 Aromatik esterlerin hidrolizi [40]

1.6. PON1 Polimorfizmleri

Simdiye kadar yapilan caligmalarda, bir kismi PON1 geninin kodlanma
bolgesinde, digerleri intronlarda ve genin diizenleyici yani promoter bolgesinde
olmak iizere 160’dan fazla polimorfizm tespit edilmistir [66]. PONI enzim
aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimhdir ve farkli etnik kokenli
populasyonlara gore degiskenlik gosterir [1]. ilk olarak 1973’de Von Mallinckrodt
ve arkadaslarn tarafindan enzimin genetik polimorfizm gosterdigi ve enzim
aktivitelerinin trimodal dagilima sahip oldugu gosterilmistir [67]. Daha sonra
1976°da Playfer ve arkadaslar1 PON1’in insanlar arasinda diisiik, orta ve yiiksek
aktiviteye sahip polimorfik dagilim gosterdigini daha detayli bulgularla agiklamistir

[68].

Paraoksonaz aktivite polimorfizminin molekiiler temeli, PON1’in kodlanma
bolgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar sonucu iki aminoasitin yer degistirmesi
ile iligkilidir. Bu mutasyonlarda birincisi kodlanma bdolgesindeki 192. kodonda

glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimdir (sekil 1.10) [69]. Kodlanma
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bolgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda losinden (L), metiyonine (M) olan
degisimdir. Bu mutasyonun PONI’in aktivitesi iizerinde etkisi ¢ok az iken,
serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit edilmistir. PON1’in R allelinin
kodlandig1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele gore sekiz kat daha
yiiksektir [1]. Ayrica PON1 Q formu yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin metabolize
edilmesinde R formundan daha etkilidir [70]. Bu genetik polimorfizm serum protein
konsantrasyonunu da etkiler. Homozigot R bireyler homozigot Q’ya gore daha
yiiksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [7]. Farkli populasyonlardaki polimorfik
dagilim bireyler arasinda varyasyona neden olur [71]. PONI1 allozimlerinin kalitatif
ve kantitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile fenotipleme metodlar1 gelistirilmistir.
[k olarak 1983’te Eckerson tarafindan iki izoenzimin tuz ve pH’a farkli yanitlarini
temel alarak ii¢ fenotip tamimlanmistir [72]. Tuz (NaCl) varliginda homozigot R

allozim paraoksana kars1 daha yiiksek enzim aktivitesine sahiptir.
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Sekil 1.10 PON1 enzimi gen polimorfizmleri [1]
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PONI’in  kodlanma  bolgesindeki PON1  M/L55 ve Q/R192
polimorfizmlerinden baska promoter bolgesinde de en az bes polimorfizm
belirlenmistir. Bu polimorfizmler -107/-108 (C/T), -126 (C/G), -160/-162 (A/G), -
824/-832 (A/G) ve -907/-909 (C/G) bolgelerde bulunmaktadir [73, 74]. PONI
genindeki promoter polimorfizmlerinin, gen expresyonu ve enzimlerin serum
diizeyleri iizerinde giiclii etkisinin oldugu bulunmustur [12, 29]. Ayrica promoter
polimorfizmleri PONI1 geninin 3’ okunmayan bolgesi icersinde de ortaya

cikarilmigtir, fakat bunlarin 6nemi heniiz bilinmemektedir [73].

Paraoksonaz polimorfik dagilimi biiyiik interetnik degisim gostermektedir.
Tiirk populasyonunda RR allel olduk¢a diisiik bir oranda bulunmustur. Trimodal
dagilim i¢in QQ, QR ve RR allellerinin frekansi sirasiyla % 48.6, % 41.0 ve % 10.4
olarak tespit edilmistir [71]. Diisiik aktivite gosteren Q allel Avrupa, Kanada ve

Amerika’da yiiksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya’da diisiiktiir [1].

PONTI’in kodlanma bolgesindeki diger bir polimorfizm 102. kodonda
izolosinden valine olan degisimdir. PON1’in promoter bolgesinde 5 tane
polimorfizm tespit edilmistir. Bunlardan plazma PONI1 seviyesini etkileyen en

onemli olan1 C108T polimorfizmidir [75].

PONI1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagh olarak oldukca degisim
gostermektedir. S6z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasina ragmen, klinik yayinlarda PON enzim aktivitesi ile ¢esitli
hastaliklar arasinda iligkinin belirlenmesine yonelik pek ¢cok ¢aligmaya rastlanmistir.
Ayrica yapilan caligmalarda ozellikle incelenen hastaliklar ile PON1 polimorfizmi
arasinda bir baglanti olup olmadig arastirilmistir.  Oncelikle yapilan pek cok

calismada kalp damar hastaliklar1 ile PON1 R/Q192 polimorfizmi arasinda 6nemli
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bir iligski oldugu gosterilmistir [76]. Ancak baska calismada PON1’in Arjinin 192
polimorfizmi ile kalp damar hastalik riski ile iligkili olmadig1 gosterilmistir [77].
Benzer sekilde PON1’in M/LS5 polimorfizmi ile kalp damar hastaliklar1 olusma riski
arasinda bir grup calismada baglanti var iken [77], diger bir c¢alisma grubunda
herhangi bir iliski olmadig1 gosterilmistir [78]. Sonug¢ olarak, PON1 192. ve 55.
polimorfizm genotipleri direkt enzim aktivitesini etkilemektedir. PON1 aktivitesi de
geleneksel risk faktorleri disinda, kalp damar hastaliklar1 olusma tehlikesini bize

onceden haber vermektedir.

Yapilan bir calismada, Japon toplumunda tip 2 seker hastalarinda PONI
enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalik arasinda onemli bir baginti olmadigi
tespit edilmistir [79]. Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran
kigilerde Parkinson hastalifi olma riskinin istatistiksel olarak (p<0.005) yiiksek
oldugu tespit edilmistir [80]. Alzheimer hastalarinda yapilan bir ¢alismada, PON1
geninin 192. polimorfizmi R allel goriilme sikligi kontrol grubuna gore oldukca

diisiik bulunmustur [81].

1.7. Enzimin Saflastirilmasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, endoplazmik retikulum membranlarinin
parcaciklarinin uglant kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye bagh
olarak bulunmaktadir [82]. Saflastirma prosediirlerinde oncelikle s6z konusu

enzimin bagh olarak bulundugu yapilardan uzaklastirilmasi gerekmektedir.
[k olarak A-esterazlari (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafindan

tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [83] ve daha sonra Mounter tarafindan 65-100

kat saflagtirilmistir [84]. Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflastirma koyun
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serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢oktiirme yontemleri kullanilarak
Main tarafindan basarilmistir [85]. Daha sonra Furlong ve arkadaslar tarafindan
insan ve tavsandan s6z konusu enzim saflastirilmis ve cDNA’s1 karakterize edilmistir

[86].

Paraoksonaz enziminin saflagtirillmasi igin, ulasilmak istenen saflik
derecesine ve enzimin serumda veya karacigerde bulunus durumuna gore degisen
cok cesitli metotlar tamimlanmigtir. Bu metotlardan siklikla uygulananlar
hidroksiapatit  adsorbsiyonu, = DEAE-Sepharose = CL-6B iyon degistirme
kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin
A-Sepharose afinite kromatografisi, mono Q HR 5/5 anyon degistirme
kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir. Uygulanan metotlarin sirasi
enzim kaynaginin serum veya karaciger olmasma bagh olarak degisebilir. Bazi
durumlarda bir ya da diger saflastirma basamag tekrar kullanilabilir. Ornegin; Gan
ve arkadaglarinin yaptig1 calismada insan serum paraoksonaz Q ve R izoenzimlerinin
saflastirma prosediirii i¢cin iki DEAE anyon degistirme kromatografisi kullanilmistir
[16]. Furlong tavsan ve insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue
3GA-Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel

filtrasyon kromatografi yontemlerini kullanarak saflagtirmistir [87].

Paraoksonaz enzimi, karacigerde mikrozomlara, serumda da HDL’ye bagh
oldugu icin homojen bir saflik elde etmek oldukc¢a zordur [88]. S6z konusu enzimin
saflastirilmasi sirasinda bagli oldugu yapilardan uzaklastirllmas: gerekmektedir. Bu
amagla, karacigerde enzimi mikrozomlardan ayirmak icin TritonX-100 kullanilirken
[89] serumda HDL’den uzaklastirilmasi igin deterjan veya yiikksek tuz

konsantrasyonu kullanilmasi gerekmektedir [87].
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1.8. Agir Metaller ve Cevre Uzerine Etkileri

Cevre insanla birlikte tiim canli varliklar, cansiz varliklar ve canli varliklarin
eylemlerini etkileyen ya da etkileyebilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik ve toplumsal
nitelikteki tiim etkenlerdir [90]. Ancak bu etkenlerin insanlarin niifus artisi,
teknolojik gelismeler ve tiiketim aligkanliklarina bagl olarak zarar gérmesi ve bu
zararin rahatsiz edici seviyelere ulagsmasi sonucu kirlenmesi sz konusudur. Boylece
cevre kirliligi ortaya ¢ikmaktadir. Cevre kirliligi gecici veya siirekli bir bicimde
canlilara zarar veren gaz, sivi ve kati maddeler ile radyasyonun; cisim, sistem ve
cevrede meydana getirdigi olumsuz degisimlerdir. Bir bagka deyisle hava, su ve
topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinde meydana gelen arzu edilmeyen
degisimlerdir [91]. Cevre kirligine neden olan ve gittikce daha biiyiik boyutlarda
tehlike olusturan etmenlerin basinda agir metaller gelmektedir. Agir metallerin (Ag,
As, Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn, Mo, Co, Cr, gibi) toprak kirlenmesi ve ¢evreye yaptigi
zararlar c¢cok Onemli giincel sorunlar haline gelmistir. Hizli sehirlesme,
endiistrilesme, giibreleme ve pestisit kullanimi, toprak ve su kaynaklarinda toksik
metal kirliligi ile sonuglanmaktadir.  Toksik metallerin birikimindeki artma,
ekosistemde dengesizlige neden olmakta, toksik metallerin yiiksek miktarlarda ¢ogu
habitatin canli gelisimi boyunca birikmektedir. Bu durum biyolojik biiyiime
siirecinde besin zinciri boyunca transfer edilmekte ve biriktirilmektedir. Ayrica bu
metallerin besin zincirindeki yiiksek konsantrasyonu yasayan insan ve hayvan
saghigim cesitli sekillerde tehdit etmesiyle sonuclanmaktadir. Esansiyal olsun veya
olmasin agir metallerin yiiksek konsantrasyonlar1 mikroorganizmalar, bitkiler,
hayvanlar ve insanlar1 iceren canlilar alemi i¢in toksik etkisi bilinen bir gergektir [91,
92]. Onemli bir kirletici grubu olusturduklari bilinen agir metallerin; toksik ve
kanserojen etkileri oldugu gibi, canli organizmalarda birikmesi de s6z konusudur.

Krom, civa, kursun, kadmiyum, mangan, kobalt, nikel, bakir ve ¢inko gibi metaller
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dogada genellikle siilfiir, oksit, karbonat ve silikat mineralleri seklinde
bulunmaktadir.  Bunlarin suda c¢oziiniirlikleri oldukca diisiiktiir. Cok kiigiik
miktarlarda bile genellikle kuvvetli zehir etkisine sahip olan agir metaller, kirlenmis
sularda metal, katyon, tuz ve kismen anyon seklinde bulunurlar [93]. Agir metaller
biyolojik dongii icinde en Onemli zararlarim bitkilerde meydana getirmektedir.
Tohum ¢imlenmesi, ¢ikis, fide biiyiime ve gelisimi, bitkilerde bilyiime ve gelismede
gerilikler, biyomas iiretiminin diismesi, ¢icek ve meyve tutumunda azalma, verimde
diisme ve iiriin kalitesinde bozulma bu zararlardan bazilaridir. Bundan bagka agir
metallerin fotosentetik aktiviteyi sekteye ugratmasi, azot dongiisii ve baglanmasini
bozmasi, klorofil miktarin1 azaltmasi, enzim sistemlerinde bozulmalara yol agmast;
bitkilere yarayish diger elementlerin alimin1 engellemesi gibi hiicre igi

mekanizmalarda da olumsuz etkileri bulunmaktadir [94].

Genelde agir metallerin ¢evre acisindan yarattigi sorunlar; insan, hayvan ve

bitki saglig1 ile su ekosistemleri iizerindeki etkileri agisindan 6nemli olmaktadir.

Nikel (Ni); Genelde dogrudan veya dolayli yoldan atik sular yoluyla topraga gecen
nikel, normal olarak toprakta 50-500 ppm diizeyindedir. Nikel katkili ¢elik ve
ulagim endiistrisinde boya ve kozmetik sanayi ile cesitli elektrikli alet iiretiminde
kullanilan nikelin bitkilere faydasi iizerine kesin bilgiler yoktur. Ancak bitkilerdeki
birikme konsantrasyonu genellikle insan ve hayvanlara zararli diizeye ulasamaz.
Nikel 600 ppm’in iizerinde konsantrasyonlara sahip topraklar icinde kuvvetli toksit

etki yapar [95].
Kadmiyum (Cd); Plastik endiistrisinde yaygin olarak kullanilan kadmiyum elementi
bunun disinda boya sanayisinde, motor yaglarinda ve tasit lastiklerinde bulunur. Bu

nedenle toprakta kadmiyum birikimi bu endiistrinin atik sularinda, hurda plastiklerin
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¢Op olarak depolandigi alanlarda ve ozellikle yogun trafik akiminin bulundugu
otoyollarda yiiksek diizeyde bulunabilir. Kadmiyum dogal cevre icinde ¢inko ile
jeokimyasal bir iliski icinde oldugundan ayni zamanda cinko ergitme tesisleri
cevresindeki topraklarda yiiksek kadmiyum konsantrasyonunun ‘itai itai’ adi verilen
bir tiir hastaligin yaygin olarak goriildiigii ve Minimata olayr adi verilen olay
Kadmiyum kirlenmesine en carpict ornektir. Fosforlu giibrelerin bilesiminde eser
element olarak bulunan kadmiyum bu nedenle tarim topraklarinda yaygindir ve
yiiksek konsantrasyonlarda bulunabilir. Nitekim uzun yillar siiper fosfat giibresi
uygulanmis topraklarda yetisen bazi cayir bitkilerinin biinyesinde yiiksek oranda

kadmiyum elementine rastlanmistir [95].

Kobalt (Co); Insan ve hayvanlar icin oldugu kadar baz1 bitki mikroorganizmalari
icin 6nemli element olan kobalt (10- 20 ppm) 150 ppm’i asarsa o zaman toprakta
kuvvetli bir toksik etki yaratabilir. Topraga kobalt ¢esitli yollardan ve 6zellikle atik
sular ve aritma suyunda mevcut siispanse maddelerle girer. Topragin tampon
etkisinden 6tiirii biriken kobaltin iistiinde yetisen bitkinin biinyesine ge¢gmek suretiyle

fitotoksik etki yaptig1 saptanmustir [95].

Bakar (Cu); Bitkiler icin gerekli bir eser element olan bakir 6zellikle asit karakterli
topraklarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Endiistride ¢ok yaygin olarak
kullanilan bu madde topraga havadan yagisla karismak suretiyle gecer. Fakat bakirin
toprakta ve bitkide asil birikmesi bakir siilfat olarak bazi meyve bahgelerinde pestisid
olarak kullanilmasiyla gecer. Halk dilinde ‘gdz tasi” olarak bilinen bakir siilfat gerek
kuru toz halinde ve daha yaygin olarak suda erimis halde baglara ve narenciye
bahgelerine spreyleme yoluyla piiskiirtiiliir. Daha sonra bu madde gerek piiskiirtiilme
aninda dogrudan gerekse daha sonra yagmur sulariyla yikanmak suretiyle topraga

gecer. Bakir siilfat topraktaki yararli mikroorganizmalar icinde toksik etki

22



yaptigindan topraktaki humus olusumunu kisitlayarak topragin organik bakimdan
fakirlesmesine neden olabilir [95].

Civa (Hg); Civa metalinin kesfi tam olarak bilinmemektedir. Bilinen en 6nemli
minerali zencefre (HgS) dir. Civa ¢ok ugucu bir element oldugundan oda
sicaklifinda kolayca buharlasir. Zehirli bir element oldugu i¢in sicaklik arttikca
buharlasma hizi artacagi icin tehlike boyutu da artar. Herhangi bir yiizeye civa
dokiildiigii zaman iizerine toz kiikiirt dokiilmelidir ve olusan karisim temizlenirken
dikkat edilmelidir. HgS mineralinin kavrulmasiyla ile HgO elde edilir. Bu oksit

bilesiginin 1sitilmasi ile de elementel civa elde edilir [96].

Manganez (Mn); Manganez, yeryiiziinde her yerde bulunabilen cok yaygin bir
bilesendir. Manganez, gerekli toksik ii¢ iz element arasinda yer almaz. insan
viicudunda ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunursa toksiktir. Insanlar tavsiye
edilen giinliik alim miktarlann kadar almazlarsa sagliklar1 bozulur. Fakat aym

zamanda yiiksek alimlarda, saglik problemleri olusacaktir [96].

Insanlar tarafindan manganezin yiiksek alimlari, 1spanak, ¢ay ve baharatlar
gibi gidalardan kaynaklanmaktadir. En yiiksek konsantrasyonlarda manganez iceren
gidalar tahillar, piring, soya fasulyesi, yumurta, findik, zeytinyagi, yesil fasulye ve
istiridyedir. Manganezin insan viicudundaki absorbsiyonundan sonra kan yolu ile
karaciger, bobrek, pankreas ve endokrin bezlerine tasinir. Manganez etkileri baglica
solunum sisteminde ve beyinde gozlenir. Manganez zehirlenmesinin belirtileri
haltisinasyonlar, unutkanlik ve sinir hasarlaridir. Manganez ayrica Parkinson, akciger
ambolisi ve bronsite neden olabilir. Eger bir erkek manganeze uzun siireler boyunca
maruz kalirsa iktidarsizlik olusabilir. Manganez tarafindan neden olunan sendrom
sizofrenilik, matite, kaslarin zayifligi, bas agrisi ve uykusuzluk gibi belirtilere

sahiptir [96].
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Manganez insan saghigi icin gerekli bir element oldugundan, manganez
yoklugu da saglik sorunlarina neden olabilir. Bu etkiler asagidadir:
-Sismanlik
-Glikoz intoleransi
-Kan pihtilagmasi
- Deri problemleri
- Diisiik kolesterol sevileri
- Iskelet bozuklar
- Dogum hatalar
- Sa¢ renginde degisiklikler

- Norolojik semptomlar

Kronik manganez zehirlenmesi uzun siireli toz ve dumanin solunmasindan
kaynaklanir. Hastaliktan hasar goren baslica bolge merkezi sinir sistemidir ve kalict
sakatlik ile sonuglanabilir. Belirtiler bitkinlik, uykusuzluk, giicsiizliik, duygusal
bozukluk, spastik yiiriiyiis, tekrarli bacak kramplar ve felctir. Manganez bilesikleri
tozu veya dumaniyla calisan iscilerde zatiirree ve diger iist solunum yolu
enfeksiyonlar1 siklikla gozlenmistir.  Manganez bilesikleri deneysel belirsiz

tiimorgenik ajanlardir [96].

1.9. Pestisitlerin Insan Ve Cevre Uzerine Etkileri

Pestisit deyimi, insektisit (bocek oldiiriicii), herbisit (yabani ot oldiiriicii),
fungusit (kiif oldiiriicii), rodentisit (kemirgen Oldiiriicii) vb. seklinde siniflandirilan
kimyasal maddelerin tiimiinii kapsamaktadir.  Pestisitler, etkili maddelerinin

kokenlerine gore de gruplara ayrilabilir:
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1. Inorganik maddeler

2. Dogal organik maddeler

a) Bitkisel maddeler

b) Petrol yaglar1 vb.

3. Sentetik organik maddeler

a) Klorlu hidrokarbonlar

b) Organik fosforlular

c) Diger sentetik organik maddeler ( azotlu bilesikler, piretroidler)

Pestisitlerin kullanim1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir
papiriis iizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanisina dair
kayitlar bulunmustur. 19.yy’da zararlilara karsi inorganik pestisitler kullanilmas,
1940’1ardan sonra pestisit iiretiminde organik kimyadan faydalanilmis, DDT ve diger
iyi bilinen insektisit ve herbisitler kesfedilmistir. Bugiine kadar 6000 kadar sentetik
bilesik patent almasina karsin, bunlardan 600 kadar1 ticari kullanim olanagi
bulmustur. Ulkemizde tarimi yapilan kiiltiir bitkileri, sayilar1 200’ asan hastalik ve
zararlinin tehdidi altinda olup yeterli savasim yapilmadigi i¢in toplam iiriiniin
yaklagik 1/3’i kayba ugramaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan pestisitlerin
daha uzun yillar biiyiik bir kullamim potansiyeline sahip olacagi kuskusuzdur.
Formiilasyon olarak 30 000 ton civarinda olan pestisit kullanimimizda en yogun

kullanilan gruplar sirasiyla herbisitler, insektisitler, fungusitler ve yaglardir.

Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda,
toprak, su ve havada kullamlan pestisitin kendisi ya da doniisiim {riinleri
kalabilmektedir. Hedef olmayan diger organizmalar ve insanlar iizerinde olumsuz
etkileri goriilmektedir. Pestisit kalintilarinin 6nemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda

insan viicudunda organik klorlu pestisitlerin kalintilarinin bulunmasiyla anlasilmistir.
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Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik acidan bir zarar olusturmazken, bazilarinin
kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkiler
saptanmistir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir. Bu nedenle 1960
yilinda FAO ve WHO “Pestisit Kalintilann Kodeks Komitesi’ni kurmuglar ve bu
komitenin c¢aligmalar1 sonucu konu ile ilgili tamimlamalar yapilmis, bilimsel
arastirma verilerine dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum
kalinti degerleri saptanmustir.  Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan
pestisitlerin gidalarda bulunmasi1 miisaade edilebilir maksimum miktarlar {iiriin ve
ilag bazinda belirlenmistir. Bu bilgilere Tarim Bakanliinin Web sayfasindan

kolaylikla ulasmak miimkiindiir [97].

1.10. Calismalarmmzda Kullanilan Pestisitler Ve Kullanim Yerleri

1.10.1.(RS)-5-etil-2-(4_metil-5-okzo-2-imidazolin-2-yl)=nikotinik asit

Genel adi1 Imazethapyr, kimyasal olarak ise (RS)-5-etil-2-(4_metil-5-okzo-2-
imidazolin-2-yl)=nikotinik asit diye adlandirilir. Maddenin fiziksel hali renksiz
kristaldir. Etki sekli, yesil aksam ve kokler tarafindan alinan segici sistematik
herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik derecesi ¢ok yiiksek degildir. Arilarda
ve baliklarda zehirlidir. Tirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii
limititMRL) nohut i¢in 0.05 ppm’dir. Toprak herbisitleri ile karistinlabilir. Dar
yaprakli yabanci ot ilaglar1 ve Sulphonylurea’li ilaglarla karigmaz. Kullanim Yerleris
Nohutta ekim sonrasi ¢ikis Oncesinde, yabani hardal, horozibigi, kopek iiziimdi,
farekulagi, labada, kazayagi, kirmizi mercimekte ise ekim Oncesidir. Arap baklasi,
cobantaragi, tavsankulagi, san ipek ¢icegi, yumrulu cam ¢igegi, uzun siipiirge otu,
mor malkomya, yabani hardal, cayir akc¢a cicegi, Suriye geyik otu, taskesen otu,

Trakya hardali, lalemanti, pelemirde ekim sonrasi ¢ikis Oncesidir. Yabani hardal,
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yumrulu ¢cam ¢icegi, uzun siipiirge otu, Trakya hardal, cayir akca cicegi, yoncada

cikig sonrasidir [98].
H N~—="
|
o N \
CH., CH N - C
o o’ OH
CH; CHg

Sekil.1.11. (RS)-5-etil-2-(4_metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl)=nikotinik asit

1.10.2. N-(fosfonometil)glisin

Genel ad1 Glyphosate, kimyasal adi (IUPAC) ise N-(fosfonometil)glisin’dir.
Maddenin fiziksel hali kokusuz beyaz tozdur. Etki sekli yapraklar tarafindan alinan
sistemik etkili secici olmayan herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik derecesi
cok fazla olmayip arilar ve baliklarda etkilidir. Tiirk Gida Kodeksinde yer alan
maksimum rezidii limiti(MRL), sert ¢cekirdekli meyveler, findik, yumusak cekirdekli
meyveler, turuncgillerde 0.1 ppm’dir. Uziimde ise 0.02 ppm’dir. Kullamim
Yerleri; Turunggiller, bag, findik, meyve bahgeleri ve ekili olmayan alanlarda; yabani
yulaf, yabani havug, kisir brom, kus yemi, miirdiimiik, ballibaba, kanarya otu, tilki
kuyrugu, yer feslegeni, diigiin ¢icegi, turna gagasi, yabani fig, kus otu, yabani
hardal, ebe giimeci, yabani yonca, semiz otu, siitlegen, sirken, bambul otu, domuz
pitragi, zincir pitragi, kirmizi kokli tilki kuyrugu, kirpi dari, darican,, horoz ibigi,
yesil horoz ibigi, topalak, képek disi ayngi, tarla sarmasigi, 1sirgan otu, pelin otu,

kaynastir [98].
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Sekil.1.12. N-(fosfonometil)glisin

1.10.3. (2,4-dikloropenoksi)asetik asit

Genel adi 2,4-D, kimyasal adi (IUPAC); (2,4-dikloropenoksi)asetik asit’tir.
Maddenin fiziksel hali renksiz tozdur. Tuz formiilasyonlar kokler, ester
formiilasyonlar yapraklar tarafindan daha iyi almir. Akut oral olarak etkir.
Imazethapyr ve Glyphosate gore daha zehirlidir. Arilarda ve baliklarda zehirlidir.
Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limiti (MRL); Hububatta 0.2 ppm,
meyveler, celtik ve misirda 0.05 ppm’dir. Kullanim Yerleri; Hububatta akhindiba,
arap baklasi, atkuyrugu, cobangantasi, cobandegnegi, donbaba, diigiin cicegi, kdy

gociirendir [98].

o _H_
OH

Cl Cl

Sekil.1.13. (2,4-dikloropenoksi) asetik asit
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1.10.4.Propil 3-(dimetilamino) propilkarbamat hidroklorid

Genel adi, propamokarb hidroklorid; kimyasal adi (IUPAC); Propil 3-
(dimetilamino) propilkarbamat hidroklorid’dir. Maddenin fiziksel hali renksiz,
aromatik, higroskopik kristaldir. Akut oral olarak etkir. Cok zehirlidir. Arilara ve
baliklara zehirsiz olmakla beraber beraber sulara bulastirlmamasi gerekir. Tiirk
Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limiti(MRL); Tiitiin icin 1,0 ppm, hiyar
ve kabak icin 0,2 ppm’dir. Kullanim Yerleri; Aycicegi ve Patateste Mildiyo,

Kabakgillerde yalanci mildiyo ve tiitiindiir [98].

H;C

N - CH, - CH5 - CHy - NH - COO.C3H-
/

H;C

Sekil.1.14. Propil 3-(dimetilamino) propilkarbamat hidroklorid
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarda kullanilan, Sepharose-4B, 9-aminofenantren, L-tirozin,
standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCI, Triton X-100 Sigma Chemical’den;
sodyum hidroksit, amonyum siilfat, glisin, fosforik asit, asetik asit, etil alkol,
hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, 3-merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat,
akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum persiilfat, bromofenol mavisi,
gliserol, Coomassie brillant blue G-250, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat,

potasyum fosfat, kalsiyum kloriir, Cd, Hg, Ni, Mn, Cu, Co Merk’den saglanmistir.

2.1.2. Kullamlan Alet ve Cihazlar

Bu calismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Sogutmali santrifiij Sigma 3K15

pH metre Hana pH 211 Microprocessor
UV-Spektrofotometre Biotek Power Wave XS
Manyetik karistirict Torrey Pines Scientific
Terazi Sartorius BL 210S

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette
Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

Kromatogafi Kolonu Sigma (1,5x10 cm )
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Vorteks Fisons Whirli Mixer

Gadient Mikser Atta Magnetik Karnistiric1 ve Gadient Tiip
Buz makinesi Fiocchetti AF 10
Jel Goriintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System (UVP)

2.1.3. Kullanmilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCO; tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda

coziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0.2 M NaHCO; tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO; 450 mL distile suda
coziilerek, IN NaOH ile pH’1 8,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

0.01 M Na,HPO4 tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na,HPO4 950 mL distile
suda coziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1L.’ye

tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullamlan tampon: /M (NH4),SO, iceren, 0.1
M Na,HPO4 tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol)

(NH4),SO4 950 mL distile suda coziilerek, IN HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1L.”ye tamamlanda.

Hidrofobik jele baglannis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanilan c¢ozelti: /M

(NH4),SOy4 iceren, 0.1 M Na,HPO,4 tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M NaHPO, tamponu

(pH 8,0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 14,2g (0.1 mol)
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Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol) (NH4)2SO4 950 mL distile suda c¢oziilerek, IN HCl ile
pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14,2 g (0.1 mol)
Na,HPO, 950 mL distile suda coziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanda.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cozelti: 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 mL etanol de ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 100 mL %95’lik fosforik asit

ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 1L.”ye tamamlandi.

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin alindig1 tampon: 0,/ M

Tris-Baz tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda
coziilerek, 1IN HCI ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

Substrat c¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 pl paraokson, 1 ml asetonda
iyice c¢oziildiikten sonra ilizerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanildi.

Paraoksonaz aktivite dl¢iimiinde kullamlan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl,

iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25mmol) Tris, 200 mL distile suda
¢oziildi. 1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl, katilarak son

hacim 250 mL’ye tamamlandi.

Tuzla uyarilmis aktivite tamponu (1 M NaCl iceren salt stimulate): 3,0285¢g

(25mmol) Tris, 14,61g NaCl 200ml destile suda ¢oziildii. 1IN HCI ile pH’1 10.5’e

getirildi. 0,0555g (0,5 mmol) CaCl, katilarak son hacim 250ml’ye tamamlandi.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanmilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5 mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
[ -merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Distile su 0,5 mL

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCl 3g

Glisin 144 ¢

SDS- 1.0g

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlams1; SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin

hazirlanis1 ve kullanilan miktarlar Cizelge 2.1°de verilmektedir.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi;
0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde c¢oziildii. Bu

cozeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma cozeltisi;

Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir.

Bu amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin miktarlan

Ayirma Jeli | Yigma Jeli
%10 %3

AKkril amid/Bis
Akrilamid: 15¢  Bis: 04 g 1665mL | 2,6 mL
Alinarak son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.
Distile su 20,1 mL 12,2 mL
1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 ¢ 12,5 mL B
Alinarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave edilerek
son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 39 ¢
Alinarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave edilerek - 5 mL
son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.
% 10 'luk SDS
SDS Ig 0,5 uL. 200 pL
Almarak son hacim distile su ile 10 mL'ye tamamlanir.
TEMED 25 uL 20 uL
% 10'luk amonyum persiilfat

750 uL 400 pL

Amonyum persiilfat ~ 1g Alinarak son hacim distile su ile 10
mL'ye tamamlanir.

2.2. YONTEMLER

2.2.1. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4°C’de

ve 10 dakika santrifiij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum

ayni1 giin deneysel calismalarda kullanilmisgtir.
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2.2.2. Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olctimii icin 0,05 mL enzim cozeltisi (serum) alimip daha Onceden
hazirlanmis olan 1mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (1 mM
paraoksan) + koenzim (2 mM CaCly) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikte sonra
412 nm’de 37 °C’de 1 dakikadaki absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi. Ayni islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 Unite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’ii olarak tayin edildi.

2.2.3. Q ve R Tiiriiniin Belirlenmesi

Aktivite ol¢timil i¢in 0.05 ml serum Ornegi alinip daha 6nceden hazirlanmis
olan 1ml tampon (100mM Tris-Base pH:10.5) ve substrat (ImM paraokson)
cozeltisine hizli bir sekilde eklendikten sonra, 412nm’de 1 dakikadaki 37°C’de
absorbansta meydana gelen bazal aktivite de8eri okundu. Ayni soliisyonlara
koenzim (1M NaCl) ilave edilerek de tuzla uyarilma (salt stimulate) aktivite degeri
Olciildii. Bu sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi.
Aymi islem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak
belirlendi. 1 Unite Paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’i

olarak tayin edildi.

Paraoksonaz enzimi bazal ve tuz aktiviteleri Ol¢iimiinden sonra asagida

verilen formiil kullanilarak fenotip belirlemesi yapildi [65].

I MalCl warb@inda paracksonaz alktivitesi —  Bazal paracksonaz aldivitesi < 100%

Bazal paranksonaz altivites
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Paraoksonun yiiksek aktiviteli enzim ile hidrolizi, IM NaCl ile stimiile
edildiginde diisiik aktiviteli form inhibe olur. Bu analizde trimodal dagilim izlenir.
%60 ‘a kadar homozigot Q (A), %60 ile %200 aras1 QR (AB) ve %200 iizeri

homozigot R (B) bireyleri temsil eder.

2.2.4. Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat c¢oktiirmesi sirasinda elde edilen cozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem, proteinlerin fosforik asitli
ortamda, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [99]. Bu
yontemin diger protein tayini yontemlerinden {istiin tarafi, cok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100mM Tris-HCl tamponu (pH:8,00) ile tiim tiiplerin hacimleri
0.lmL’ye tamamlandi. SmL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe
ilave edildi. Tiipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100 mM
Tris-HCI (pH:8,00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.2).

Enzim oOrneklerinden 0,1’er mL 2 ayn tiipe alinarak iizerlerine 5’er mL

Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra 595

36



nm’de absorbanslar1 6lciildii. 1ki ©l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.2.5. Enzimin Saflastirilmasi

2.2.5.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢Okelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Bu amacla literatiirden
bakilarak %60-80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi [100] asagida verilen formiille

belirlendi;

_1.77xVx(S, - S,)

NH.,),SO
sWH.).S0. ==—"37%,

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

S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

2.2.5.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastiriimasi

2.2.5.2.1. Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Uzerine
esit hacimde distile su eklendi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr’in

hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’st 4 M NaOH ile
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hemen 11’e cikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok miktarda buz siispansiyona
katildi ve karisim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1

M Na,HCOj; tamponu (pH 10,00) ile yikand1 (Sekil 2.1).

H

OCH
+ CNBr —
CH
HCO

Bephatose-4B Aktiflegmiz matriks

Sekil 2.1. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi
2.2.5.2.2. L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks tizerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren
0,1 M NaHCOj; tamponunun (pH 10,00) soguk cozeltisi ilave edilerek 90 dk
karigtirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikanda.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCO; tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B

ayn1 tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 (Sekil 2.2).

38



CO0OH

|
NH, —?—CHQ OH

H
L-trozn II?
OCH _(f C‘|,DOH
NH—CH—CH;@OH
NCO
Aktiflestnis Matriks sepharose-4B-L-Tirozin
Sekil 2.2. L-Tirozinin Baglanmas1
2.2.5.2.3. 9-Aminofenantren Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 9-Aminofenantren 0 °C civarinda 10 mL THF igerisinde ¢oziildii. 75
mg NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL 1 M HCI i¢inde hazirlanan ¢6zelti, 9-
Aminofenantren ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra
diazolanmis  bulunan  9-Aminofenantren, 40 mL  Sepharose-4B-L-tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a c¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karnistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01M Na,HPO,
(pH: 6,0) tamponu ile yikandi ve ayn1 tamponda muhafaza edildi (Sekil 2.3). Bu siire

sonunda renksiz olan ¢ikis maddelerinden bordo renkli bir jel elde edildi.

39



H

OCH
+ CHNBy — = Q
OH
HCO

Sephatose-4B Alktiflegmiz matriks

COOH

COoOH

() e O

Sepharose-4B- L-Tirozin

O‘ N+ENCI-

Diazolanmig 9-aminofenantren

-
I
C
| I

e

I
—El: l:loDH
NH—DH—CHQQGH

=

sepharase 48-Ltirozin-S-aminofenantren

Sekil 2.3. 9-Aminofenantren bilesiginin baglanmasi
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2.2.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safligimin Kontrolii

Paraoksonaz  enziminin = hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemmli [101] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik

derecesi kontrol edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri iizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel icerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi ic¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist ylizeydeki n-biitanol
dokildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis ayirma jelinin {izerine y1igma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30
dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin
bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank
tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan

yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100 ul
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olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. f-galaktosidaz (116.0
kDa), sigir serum albumin (66.2.0 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat
dehidrogenaz (35.0 kDa), f-laktoglobulin (25.0 kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) iceren
standart protein ¢ozeltisi 1:1 oraminda numune tamponuyla karistirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 120 volt’a yikseltildi.
Yiiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme
¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme cozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢6zeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlan
belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti icinde calkalandi. Jel renksizlestirme
cozeltisinden cikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriintii

bilgisayara aktarildi.

2.2.7. Optimum sartlarda Ky ve Vn, degerlerinin bulunmasi

Ky ve Vi degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda (37°C’de
ve 0,1 M pH:8 tris-base tamponunda) paraokson substratimin sekiz farkli
konsantrasyonunda enzim aktivitesi Olctimii yapildi.  Her oOlgiim iki defa

tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindu.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk gafigi cizildi. Ky ve Viax

degerleri gafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.
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2.2.8. Baz1 Agir Metaller ve Pestisitlerin Iso degerlerinin bulunmasi

Hg, Co, Cd, Cu, Ni ve Mn agir metallerinin ve 4 pestisitin (Purtapyr: (RS)-
5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-okzo-2-imidazolin-2-yl) nikotinik asit; Practicur:
Propil-3-(dimetilamino) propilkarbomat hidroklorid; Agroform: 2,4-Diolorofenoksi
asetik asit dimetil amin tuzu; Roundup: Glifosfat-Amin tuzu N-(fosfonometil)
glisin) Isy degerlerini bulmak icin, optimum sartlarda paraoksan substratinin 1 mM
sabit konsantrasyonunda calisildi. Once agir metal ve tarim ilaclar1 ortamda enzim
aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik agir metal ve
tarim ilaglar1 konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslar 412 nm’de kore karsi
okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —
[I] gafikleri ¢izildi. Bu gafiklerden yararlanarak her bir agir metal ve tarim ilaclar

icin Iso degerleri hesaplandi.

2.2.9. Agir metaller ve pestisitler icin K; degerlerinin bulunmasi

Bazi agir metaller ve tarim ilaglarimin K; degerlerinin bulunmasi i¢in dnce
inhibitorsiiz ortamda optimum sartlarda paraokson substratinin sekiz farkli
konsantrasyonunda Q ve R izoenzimleri icin aktiviteler bulundu. Daha sonra her bir
agir metal ve tarim ilact i¢in 2 degisik sabit konsantrasyonda optimum sartlarda
aktiviteler tespit edildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk grafikleri
cizildi. Bu grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri yarigsmali
(kompetetif) inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta
olan -1/Ky (1+[I1)/K;) ifadesinden, yarigmasiz (nonkompetetif) inhibisyon i¢in 1/V
eksenini kestigi nokta olan 1/Vp, (1+[1)/K;) ifadesinden yararlanarak hesaplandi.
Denklemlerde kullanilan Ky ve V. degerleri inhibitorsiiz ortamda Q ve R

izoenzimleri i¢in ayr1 ayri bulunan degerlerdir.
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3. BULGULAR

3.1. Q ve R Fenotiplere Sahip Deneklerin Belirlenmesi

Calismamizda; 12 saglikli bireye ait kan ornekleri Balikesir Atatiirk Devlet
Hastenesi laboratuarinda goniillii deneklerden calisma yapilacagi giin taze olarak

alinmustir.

Aktivite olctimil i¢in 0.05 ml enzim Ornek ¢ozeltisi (serum) daha Onceden
hazirlanmis olan 1ml tampon (100mM Tris-Base pH:10.5) ve substrat (ImM
paraokson) cozeltisine hizla bir sekilde eklendikte sonra 412nm’de 1 dakikadaki
37°C’de absorbansta meydana gelen bazal aktivite de@eri okundu.  Aymn
soliisyonlara koenzim (1M NaCl) ilave edilerek de tuzla uyarilmis aktivite degeri
Olciildi.  Bu sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniigiim hizi tespit
edildi. Aym islem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi
olarak belirlendi. 1 iinite paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin

pmol’ii olarak tayin edildi.

Paraoksonaz enzimi bazal ve tuzlu aktiviteleri dlciimiinden sonra asagida

verilen formiil kullanilarak fenotip belirlemesi yapildi [65].

1B MalCl warh @inda paracksonaz altivitesi —  Bazal paracksonaz aldivitesi = 100%

Bazal paranksonaz altivites
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Paraoksonun yiiksek aktiviteli enzim ile hidrolizi IM NaCl ile stimiile
edildiginde diisiik aktiviteli form inhibe olur. Bu analizde trimodal dagilim izlenir.
%60’a kadar homozigot Q (veya A), %60 ile %200 aras1 QR (AB) ve %200 iizeri

homozigot R (veya B) bireyleri temsil eder.

No | isim Bazal Aktive (U) | Tuzla uyarilmus Aktivite (U) Fenotip
1 | 1. Denek 79,8 397,9 R
2 | 2.Denek 103,2 503,5 R
3 | 3. Denek 2014 644,7 R
4 | 4. Denek 57,7 73,7 Q
5 | 5.Denek 108,0 159,0 Q
6 | 6.Denek 122,8 2947 QR
7 | 7.Denek 111,8 300,9 QR
8 | 8. Denek 112,0 372,0 R
9 | 9. Denek 89,7 113,0 Q
10 | 10.Denek 87,2 105,6 Q
11 | 11. Denek 165,8 530,5 R
12 | 12. Denek 129,0 400,4 R

Cizelge 3.1. Saglikl bireylerin serum paraoksonaz bazal ve tuzlu enzim aktiviteleri
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3.2 Enzimin Saflastirilmasi

3.2.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla %60-80

amonyum siilfat ¢oktiirmesi [100] asagida verilen formiille tespit yapildi:

50, = 1.77xVx(S, - S,)

g(NH4)2 354_¢§
. 2

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

S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.2.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Boliim 2.2.5.2.3°de belirtildigi sekilde hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu
once 1M (NH4),SOy iceren 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun
dengeleme islemi bittikten sonra, jel iizerindeki tampon ¢o6zeltisi jel seviyesine kadar
indirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim ¢ozeltisi 1 M
amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1 M
(NH4),SOy4 iceren 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ve 0,1 M Tris-HCI pH:8,0
tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna
dogru tuz gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1,5 mL
halinde tiiplere toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki absorbans sifir

oluncaya kadar devam edildi. 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu kor olarak
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kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite
tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein miktari

grafigi ¢izildi (Sekil 3.1).

—s— Tuz Konsantrasyonu —e— Aktivite —a— Protein (280 nm)

Sekil 3.1 Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi

(kolondaki jel yiiksekligi 5 cm ve cap 1 cm)

3.2.3. Kantitatif Protein Tayini Icin Hazirlanan Standart Egri

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliiat ¢ozeltileri i¢in
Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Daha sonra aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlar1 tespit edildi. Sonuclar cizelge

3.2°de verildi.
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Serumdan elde edilen enzim ¢ozeltisi ve saflagtirma basamaklar1 sonundaki
enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart

¢ozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

1.2 -
7 .
E
§ 0,8 -
2 06 - y = 10,763x
R2 = 0,9764
0.4
0.2
o T T T T T 1
0 002 004 006 008 01 012
mg

Sekil 3.2 Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde

kullanilan standart grafik
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Cizelge 3.2. Q ve R Tiirii icin saflagtirma tablosu

Toplam | Protein | Toplam | Spesifik

Hacim | Aktivite %o Saflastirma
Q Tiirii Aktivite | Miktar: | Protein | Aktivite

(ml) (U/ml) Verim | Derecesi

(U/ml) | (mg/ml) | (mg) (U/mg)

Serum 36 12,9 464.4 7,5 262,5 1,76 100 -
Amonyum
Siilfat 16 18,5 296,0 7,9 126,4 2,34 63,7 1,47
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 1,5 45 67.5 0,021 0,032 2109 14,5 901
Kromatografisi

Hacim | Aktivite Top.l am PrP tein Topla.m Spe§1f:ik % Saflastirma

(ml) (U/ml) Aktivite | Miktar1 | Protein | Aktivite Verim | Derecesi
R Tiirii (U/ml) | (mg/ml) | (mg) (U/mg)

33 38,0 1254 7,3 240,00 | 5,21 100 -
Serum
Amonyum
Siilfat 11 61,0 671 8,3 91,30 7,35 55,3 1,5
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 1,5 60,0 90 0,018 0,027 3333 6,9 453
Kromatografisi
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3.3.3. Serum Paraoksonaz Q ve R izoenzimlerinin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.3.4’de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflastirilan paraoksonaz enzim numunesi
tatbik edildi. Protein bantlar iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).

Q R
_—
- —116.0
. —— R0
430 — — 450
30
— 250
— 195

Sekil 3.3. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Molekiil agirlik standartlar; (-
galaktosidaz (116.0 kDa), sigir serum albumin (66.0 kDa), yumurta albumini (45.0
kDa), karbonik anhidraz (33.0 kDa), [-laktoglobulin (25.0kDa) ve Lizozim (19.5

kDa), saf PON1 Qve R (43.0 kDa).
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3.4 Optimum Sartlarda Ky ve Vnax Degerlerinin Bulunmasi

Km ve Viax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda paraokson
substratinin degisen konsantrasyonlarinda Q ve R izoenzimi i¢in enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6l¢iim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi.
412 nm’de olciilen aktivite degerleri reaksiyon hiz1 (U/ml dakika) olarak alindi. 1/V
ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4 ve sekil
3.5). Grafikten yararlanarak Q i¢in Ky degeri 0.599 mM mM ve V.« degeri 55
U/ml dakika olarak bulunurken R i¢in Ky degeri 0,492 mM V. degeri 50 U/ml

dakika tespit edildi.
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Cizelge 3.3. Insan serum PON1Q izoenzimi icin paraokson substrati kullanilarak, Ky ve V¢ degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

100mM Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki

Tris ¢ozeltisinin  ¢ozeltisinin toplam substrat AOD Aktivite 4

tamponu hacmi hacmi hacim konsantrasyonu (412 nm) (U/ml dak) UV x10 sl
(n) (nD) (nD) (nD [S] (mM)
990 10 0,2 0,021 253 396 2
980 20 0,4 0,023 218 360 1,67
75 25 0,5 0,024 294 340 1,43
970 50 30 1050 0,6 0,025 30.1 332 1,25
965 35 0,7 0,026 31,3 320 1,19
960 40 0,8 0,026 320 313 1,11
930 50 1 0,028 338 296 1
948 52 1,04 0,029 351 285 0,96
945 55 1,1 0,030 36.9 271 0,91
940 60 1,2 0,031 380 263 0,83
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Cizelge 3.4. insan serum PON1R izoenzimi icin paraokson substrat: kullamlarak, Ky ve

Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

Enzim Substrat  Kiivetteki Kiivetteki

100mM Tris
cozeltisinin c¢ozeltisinin  toplam substrat AOD Aktivite A
tamponu 1/Vx10™  1/[S]
@ hacmi hacmi hacim konsantrasyonu (412 nm) (U/ml dak)
1
(nD) (nD) (u) [S] (mM)

975

25 0,50 0,012 14,5 688 5

7

270 30 0,60 0,018 21,7 461 2,5
965

35 0,70 0,020 24,3 412 2
960 50 1050

40 0,80 0,022 26,4 379 1,67
958

42 0,84 0,025 30,7 326 1,43
955

45 0,90 0,026 32,1 312 1,25
950

50 1 0,027 33,6 298 1
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Qtara y = 104,68x + 179,27
T 450 -
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¥ 400 -
2 <
A 350 -
300 -
250 -
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1/[S] mM™

Sekil 3.4 Saflastirilmis insan serum PON1 Q izoenziminin paraokson

substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

800 +

;B_ R tard y =98,94x + 200,97
5 700 -
S~
-
600 -
500 -
400 -
200
100 -
T - O ‘ ‘ ‘
-4 -2 0 2 4 ¥
1/[S] mM™’

Sekil 3.5. Saflastirilmig insan serum PON1R izoenziminin paraokson

substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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3.5. inhibisyona Sebep Olan Agir Metallerin ve Baz1 Pestisitlerin Is, ve

K; Degerlerinin Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz agir metallerin ve bazi tarim ilaglarimin Isg
degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda paraokson substratinin 1 mM sabit
konsantrasyonunda calisildi. Substrat ¢ozeltisi her dl¢iimde 0,1ml paraokson alindi
ve agir metal ve bazi tarim ilaglan ¢ozeltilerinden ise degisik hacimlerde alinarak
toplam 1,05 mL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibitorsiiz ortamda
enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra
optimum pH ve sicaklikta 0,05 mL enzim ¢ézeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis
olan 1 mL tampon + substrat + agir metallerin veya bazi tarim ilaclarinin ¢ozeltisine
cabuk bir sekilde eklendikten sonra 412 nm’de bir dakikada absorbansta meydana
gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplanda.
% Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.8-3.28). Bu grafiklerden yararlanarak

kullanilan her bir agir metal ve tarim ilaci icin sy degerleri hesaplandi.

Farkli agir metallerin ve tarim ilaglarimin Kj sabitlerinin bulunmasi amaciyla,
once inhibitorsiiz ortamda, optimum sartlarda, 5-8 farkli paraokson substrat
konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteler bulundu. Daha sonra caligmada kullanilan
her bir agir metal ve tarim ilaci i¢in 2 degisik sabit inhibitor konsantrasyonunda,
standart aktivite Ol¢iim kosullarinda, paraokson substrati kullamilarak aktiviteler
belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak, Lineweaver—Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 3.29- 3.49). Bu grafiklerden yararlanarak K; degerleri ve inhibisyon tiirleri

tespit edildi. K; degerleri boliim 2.2.8’de anlatildig1 gibi bulundu.
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Cizelge 3.5. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Co ve Mn’1n Is5y degerlerinin bulunmasinda kullanilan

¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100 mM Tris | 0 cafgf;;?nin nggilt:;tm Cﬁi\glet::ilnin Kivetteki Metal AA Aktivite .
tamponu . . . Konsantrasyonu % Aktivite
(ul) Metal Hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/ml dak)
(11 ((110] (D)

950 - - 0,086 52,804 100
600 350 0,333 0,062 38,068 72,1
550 Co 50 50 400 0,381 0,06 36,84 69,8
250 700 0,667 0,046 28,244 53,5
150 800 0,762 0,045 27,63 52,3
100 850 0,810 0,04 24,56 47
950 - - 0,077 94,6 100
940 10 0,095 0,053 65,1 68,7
930 20 0,191 0,047 57,7 61,1
920 Mn 50 50 30 0,286 0,040 49,1 52
910 40 0,381 0,036 442 46,7
900 50 0,476 0,029 35,6 37,6
890 60 0,571 0,022 27,0 28,6
870 80 0,762 0,019 23,3 24,7
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% Aktivite

Co inhibisyonu

y = 38,525x2 - 94,595x + 99,895

0,2

0,4 0,6 0,8 1

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.6. Saflastirilmis insan serum PON1 R izoenzimi {izerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Co i¢in % aktivite-[1] grafigi

% Aktivite

Mn inhibisyonu

120
l y =117,42x2 - 178,17x + 93,294
100
80 -
L J
60
40 - L
20 -
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

konsantrasyon (mM)

Sekil 3.7. Saflagtirilmis insan serum PON1 R izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Mn i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.6. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd ve Ni’'in Isp degerlerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Metal Kiivetteki Metal

Tris Agir Cﬁzeltisipin Ciizeltisipin Ciizeltisipin Konsantrasyonu AA Aktivite % Aktivite

Tamponu Metal Hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/ml dak)
(1) () (11)) (11))
950 - - 0,096 117,9 100
900 50 0,048 0,081 99,5 84,4
850 100 0,095 0,068 83,5 70,8
800 Cd 50 30 150 0,143 0,045 55.3 46,9
750 200 0,191 0,039 47,9 40,6
700 250 0,238 0,030 36,8 31,2
650 300 0,286 0,021 25,8 21,9
950 - - 0,103 126,5 100
900 50 0,548 0,089 109,3 86,4
890 60 0,657 0,085 104,4 82,5
880 70 0,767 0,075 92,1 72,8
870 Ni 50 50 80 0,876 0,052 63,9 50,5
850 100 1,095 0,039 47,9 37,9
830 120 1,314 0,022 27,0 21,3
810 140 1,533 0,016 19,7 15,6
790 160 1,752 0,010 12,3 9,7
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Cd inhibisyonu

120 y = 459,93x2 - 409,59x + 101,53

100
80 -
60 -
40 -
20 -

O T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4

% Aktivite

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.8. Saflastirilmis insan serum PON1 R izoenzimi {izerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Cd i¢in % aktivite-[1] grafigi

Ni inhibisyonu
120 y =-6,7618x2 - 48,077x + 106,44
100
80 -
60 -
40 -
20 -

% Aktivite

0 0,5 1 1,5 2

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.9. Saflagtirilmis insan serum PON1R izoenzimi {izerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Ni icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.7. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cu ve Hg'min Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

. Enzim Substrat Metal . .
100mM Tris |y o | Cgeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | <uvetteki Metal | Aktivite .
tamponu |y p ) Hacmi Hacmi Hacmi Konsantrasyonu | 15 | | (U/mil dak) | 70 AKtivite
(ub) (1] (mM)
(ub) () (nh

950 . - 0.091 111.8 100
900 50 0.048 0.064 78.6 68.5
890 Cu 50 50 60 0.057 0.047 57.7 51.6
880 70 0.067 0.037 45.4 40.6
870 80 0.076 0.028 34.4 30.8
860 90 0.095 0.028 34.4 30.8
950 - i 0,082 99,5 100
900 50 0,048 062 76,1 76,5
850 100 0,095 0,048 59,0 59,3
825 Hg 50 50 125 0,119 0,036 442 44.4
800 150 0,143 022 27,0 27.1
775 175 0,167 0,014 17,2 17,3
750 200 0,191 0,007 8,6 8,6
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Cu inhibisyonu

120 y = 1733,5x2 - 960,5x + 101,45

100
80 -
60 -
40 -
20 -

% Aktivite

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Konsantrasyon

Sekil 3.10. Saflastirilmis insan serum PON1 R izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Cu i¢in % aktivite-[1] grafigi

120 Hg inhibisyonu

100
80 -
60 -
40 -
20 -

y =-205,71x2 - 451,6x + 100,07

% Aktivite

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.11. Saflagtirilmis insan serum PON1 R izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Hg i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.8. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Co ve Mn’'nin Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

. Enzim Substrat Metal . .
100mM Tris |y o | Cgpeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | <uvetteki Metal AA Aktivite .
tamponu |y p ) Hacmi Hacmi Hacmi | Komsantrasyonu | 15 | (U/ml dak) | ¢ Aktivite
(ub) (1] (mM)
(uD) (nD (nh

950 . i 0.047 57716 100
550 400 293 0.039 47.892 83.0
500 450 3.30 0.034 41752 723
450 Co 50 50 500 3.67 0.029 35.612 61.7
400 550 4.03 0.024 29.472 51.1
350 600 4,40 0.02 24.56 42.6
250 700 5.13 0.015 18.42 31.9
150 800 5.87 0.008 9.824 17.0
950 ] i 0.092 58.3 100
925 25 0.238 0.077 473 81.1
900 Mn 50 50 50 0.476 0.054 322 55.2
875 75 0.714 0.042 25.8 44,2
850 100 0.952 0.033 20.3 34.8
800 150 1.429 0.024 14.7 253
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Co inhibisyonu
120 -
— - 2 _
100 + y =-2,0899x2 - 2,7657x + 101,38
@ 80 - 2
2
5 60 -
¥ 40 *
20 -
0 T T T 1
0 2 4 6 8
Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.12. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Co icin % aktivite-[I] grafigi

120 1 Mn inhibisyonu

100

80 -

50 | y = 37,739x2 - 106,68 + 100,96

% Aktivite

40 -

-0,2 0,3 0,8 1,3 1,8
Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.13. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Mn i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.9. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd ve Ni’'in Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

. Enzim Substrat Metal . .
1(%(:::11\1)40:? Afir | Cizeltisinin | Cizeltisinin | Cozeltisinin gsz:;;e&xzﬁ AA Aktivite | o
(ul) Metal Hacmi Hacmi Hacmi [1] (mM) (412 nm) (U/ml dak)
(ub) (uD (uh)

950 . i 0.113 138 100
945 5 0.048 0.099 121.6 88.1
940 10 0,095 0.082 100.7 73
930 Cd 50 50 20 0.191 0.063 77.4 56.1
920 30 0.286 0.043 528 383
910 40 0381 033 40.5 20.4
900 50 0.476 0.023 283 20.5
950 - - 0.083 101.9 100
875 75 0.238 0.077 96.1 95
865 85 0.476 0.074 90.9 89.2
860 . 30 50 90 0.714 0.066 81.1 79.6
850 Ni 100 0.952 0.055 67.6 66.3
840 110 1.429 0.034 41.8 41
830 120 131 0.030 37.0 31
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120 1 Cd inhibisyon

100

80 - y = 243,89x2 - 281,4x + 99,823

e Re = 0,9979
s
£ 60
<
o
= 40|
20 |
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Konsantrasyon

Sekil 3.14. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Cd i¢in % aktivite-[1] grafigi

Ni inhibisyonu
150 -
y =-105,02x2 + 82,992x + 99,955
100

50

% Aktivite

O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.15. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Ni icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.10. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cu ve Hg’nin Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

Enzim

Substrat

Metal

100 mM Tris Agir ozeltisinin ozeltisinin ozeltisinin Kiivetteki Metal AA Aktivite . .
Ta‘(“l;;’““ Metal ¢ Hacmi ¢ Hacmi ¢ Hacmi K"“[‘“’Ia]“g;;%"““ @12nm) | (U/mldak) | 7 AKtivite
& (uD) (uD) (uD)

950 - - 0.092 54.7 100
680 270 0.191 0.095 58.5 107
670 280 0.229 0.099 60.7 111
660 290 0.257 0.093 55.8 102
650 300 0.286 0.082 50.4 88
640 Cu 50 50 310 0.295 0.053 32.5 58
630 320 0.305 0.050 30.7 54
620 330 0314 0.039 24.0 43
610 340 0.324 0.028 17.5 30
600 350 0.332 0.022 13.5 24
590 360 0.343 0.019 11.7 21
580 370 0.352 0.007 43 8

950 - - 0.122 74.9 100
900 50 0.476 0.100 61.4 82
875 75 0.714 0.088 54.0 72
ss | He | Y 0 05 0905 Co | a1 ‘o
850 100 0,952 0,055 33,8 46
775 125 1,191 0,050 30,7 43
750 150 1.429 0.047 28.9 39
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160 -
140
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40
20 -

% Aktivite

Cu inhibisyonu

y =-2393,1x2 + 586,35x + 98,317

0,1 0,2 0,3 0,4
Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.16. Saflastirilmig insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Cu i¢in % aktivite-[I] grafigi

120
100
80 +
60 -
40 -
20 ~

% Aktivite

Hg inhibisyonu

y =6,5125x2 - 56,591x + 102,59

Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.17. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Hg i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.11. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Purtapyr ve Practicur ’in sy degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Tris Enzim | Substrat Pestisit Kiivetteki .
tamponu Pestisit Cozeltmfun gozeltnsnfun (;OZeltlSl{llIl Pestisit AA Aktivite % Aktivite
(ul) Hacmi hacmi Hacmi Konsantrasyonu (412 nm) (U/ml dak)
(u (ub) (nh [1] (mg/ml)

950 - - 0.104 127.7 100
900 50 0.48 0.078 95.8 75
850 Purtapyr >0 >0 100 0.95 0.060 737 577
800 150 1.43 0.039 47.9 37.5
750 200 1.96 0.028 344 26.9
950 - - 0.078 95.8 100
930 20 2.75 0.064 78.6 82
920 30 4.13 0.050 61.4 64
900 50 50 50 6.88 0.044 54.0 56
880 Practicur 70 9.63 0.033 40.5 42
870 80 11.00 0.029 35.6 37
830 120 16.50 0.014 17.2 18
800 150 20,63 0.009 11.1 12
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% Aktivite

120
100
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Purtapyr

y =8,9528x2 - 55,171x + 100,04
R? =0,9975
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Sekil 3.18. Saflastirilmig insan serum PON1R izoenzimi tizerine 1 mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda Purtapyr icin % aktivite-[I] grafigi

% Aktivite

Practucer

y =0,1613x2 - 7,5314x + 98,872
Re =0,9914

10 15 20 25
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.19. Saflastirilmig insan serum PONI1R izoenzimi iizerine 1 mM paraokson

substrat1 konsantrasyonunda Practicur icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.12. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Roundup ve Agroform ’in I5y degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Tris _Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki .
tamponu Pestisit (;ozeltlslfun Cozeltm{un COZeltlSl{lln Pestisit AA Aktivite % Aktivite
(ul) Hacmi Hacmi Hacmi Konsantrasyonu (412 nm) (U/ml dak)
(uD (ub) (uD) [1] (mg/ml)

950 - - 0.06 36.8 100.0
942 8 0.366 0.041 25.2 68.3
940 10 0.457 0.037 22.7 61.7
939 Roundup 50 50 11 0.503 0.03 18.4 50.0
938 12 0.549 0.029 17.8 48.3
935 15 0.686 0.026 15.9 43.3
930 20 0914 0.021 12.9 35.0
925 25 1.143 0.015 9.2 25.0
950 - - 0.065 399 100
450 500 0.181 0.053 32.5 81
400 550 0.204 0.049 30.1 76
350 50 50 600 0.227 0.041 25.2 64
300 650 0.272 0.035 21.5 53
250 Agroform 700 0.317 0.030 18.4 47
200 750 0.330 0.024 14.7 38
150 800 0.408 0.018 11.1 27
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100
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Sekil 3.20. Saflastirlmis insan serum PONIR izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Roundup i¢in % aktivite-[I] grafigi

120 Agroform
100 ¢ y =-186,5x + 106,72
R? = 0,9541
80 4
8
2
g 60-
S
40 -
S
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Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.21. Saflastirilmig insan serum PONIR izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Agroform icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.13. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Purtapyr ve Practicur ’in I5y degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar.

100mM Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki
Tris p Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Pestisit AA Aktivite %
estisit
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Konsantrasyonu | (412 nm) | (U/ml dak) | Aktivite
(ub) (ub) (nb) (ub) [1] (mg/ml)
950 - - 0.051 62.6 100
940 10 1.38 0.041 50.4 80
930 20 2.75 0.037 45.4 73
920 Practicur 50 50 30 4.13 0.035 43.0 69
910 40 5.50 0.032 39.3 63
900 50 6.88 0.029 35.6 57
890 60 8.25 0.023 28.2 45
880 70 9.63 0.020 24.6 39
950 - - 0.075 92.1 100
50 50 20 0.48 0.044 53.4 58
880 Purtapyr 30 0.95 0.034 41.4 45
850 40 1.43 0.024 294 32
825 50 1.96 0.010 11.9 13
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Sekil 3.22. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Practicur i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.23. Saflagtirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Purtapyr i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.14. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Roundup ve Agroform ’in Isg degerlerinin bulunmasinda

kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Pestisit
Kiivetteki
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Cozeltisinin AA Aktivite
Pestisit Pestisit Konst. % Aktivite
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi (412 nm) (U/ml dak)
[I] (mg/ml)

(ub) (nb) (nb) (1Y

950 - - 0.086 105.6 100
940 10 0.046 0.074 90.9 86.0
935 15 0.069 0.068 83.5 79.1
930 Roundup 50 50 20 0.091 0.06 73.7 69.8
925 25 0.114 0.053 65.1 61.6
920 30 0.137 0.043 52.8 50.0
915 35 0.160 0.034 41.8 39.5
910 40 0.183 0.028 34.4 32.6
950 - - 0.083 101.9 100
910 40 0.181 0.064 78.6 77.1
905 45 0.204 0.055 67.5 66.3
900 50 50 50 0.226 0.044 54.0 53.0
890 60 0.272 0.035 42.9 42.2
880 Agroform 70 0.317 0.03 36.8 36.2
870 80 0.363 0.022 27.0 26.5
860 90 0.408 0.015 18.4 18.1
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Sekil 3.24. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Roundup i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.25. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi iizerine 1 mM

paraokson substrati konsantrasyonunda Agroform icin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.15. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Mn’1in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar

ve bunlara karsilik gelen substrat, Mn konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Mn Kiivetteki Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Mn Kons. AA Aktivite 4
1/vx10™ | 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Konst. 1] ((mM) | (412 nm) | (U/ml dak)
(nD) () () () () [S] (mM)
925 60 15 1,2 0,191 0,041 25,2 397 0,83
915 70 15 1,4 0,191 0,042 25,8 388 0,71
905 80 15 1,6 0,191 0,047 28,9 347 0,63
895 90 15 1,8 0,191 0,049 30,1 332 0,56
885 100 15 2,0 0,191 0,05 30,7 326 0,50
930 100 50 20 1050 1,0 0,143 0,043 26,4 379 1,00
920 60 20 1,2 0,143 0,046 28,2 354 0,83
910 70 20 1,4 0,143 0,047 28,9 347 0,71
900 80 20 1,6 0,143 0,053 32,5 307 0,63
890 90 20 1,8 0,143 0,054 33,2 302 0,56
880 100 20 2,0 0,143 0,055 33,8 296 0,5
870 110 20 2,2 0,143 0,058 35,6 281 0,46
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Cizelge 3.16. Serum PON1R izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Co’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ve

bunlara karsilik gelen substrat, Co konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuclar

100mM Enzim Substrat Co Kiivetteki Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Co Kons. AA Aktivite 4
1/vx10™ | 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Konst. 1] ((mM) | (412 nm) | (U/ml dak)
(uD) (u) (u) (u) (u [S] (mM)
900 10 40 0,2 0,293 0,01 6,1 1628 5,00
895 15 40 0,3 0,293 0,012 7,4 1357 3,33
890 20 40 0,4 0,293 0,015 9,2 1085 2,50
885 25 40 0,5 0,293 0,017 10,4 958 2,00
880 30 40 0,6 0,293 0,019 11,7 857 1,67
875 35 40 0,7 0,293 0,021 12,9 775 1,43
870 40 40 0,8 0,293 0,022 13,5 740 1,25
860 100 50 40 1050 1 0,293 0,023 14,1 708 1,00
900 10 50 0,2 0,367 0,008 4,9 2035 5,00
895 15 50 0,3 0,367 0,012 7,4 1357 3,33
890 20 50 0,4 0,367 0,013 8,0 1252 2,50
885 25 50 0,5 0,367 0,014 8,6 1163 2,00
880 30 50 0,6 0,367 0,016 9,8 1017 1,67
875 35 50 0,7 0,367 0,017 10,4 958 1,43
870 40 50 0,8 0,367 0,018 11,1 904 1,25
860 50 50 1 0,367 0,019 11,7 857 1,00
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Sekil 3.26. Saflastirilmis insan serum PON1R izoenzimi aktivitesi {izerine Mn’1in

inhibisyon etkisi [1;]=0.143 mM, [I,]=0.191 mM
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Sekil 3.27. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi iizerine Co

inhibisyon etkisi [1;]=0.293 mM, [I,]=0.367 mM



Cizelge 3.17. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd’un K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar

ve bunlara karsilik gelen substrat, Cd konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Cd Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Cd Kons. AA Aktivite 4

1/vx10 1/[S]

Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. [1] (mM) (412 nm) | (U/ml dak)

(pb) (nD (ub) (ub) (nb) [S] (mM)
840 10 100 0.2 0.1429 0.02 12.3 814 5
820 20 100 0.4 0.1429 0.028 17.2 581 2.5
815 25 100 0.5 0.1429 0.031 19.0 525 2
800 50 100 1 0.1429 0.036 22.1 452 1
790 60 100 1.2 0.1429 0.038 23.3 428 0.83
750 100 100 2 0.1429 0.041 25.2 397 0.5
700 150 100 3 0.1429 0.045 27.6 361 0.33
650 200 100 4 0.1429 0.048 29.5 339 0.25
550 100 300 100 1050 6 0.1429 0.051 31.3 319 0.17
840 10 150 0.2 0.1905 0.018 11.1 904 h)
820 20 150 0.4 0.1905 0.026 16.0 626 2.5
815 25 150 0.5 0.1905 0.028 17.2 581 2
800 50 150 1 0.1905 0.03 18.4 542 1
790 60 150 1.2 0.1905 0.033 20.3 493 0.83
750 100 150 2 0.1905 0.035 21.5 465 0.5
700 150 150 3 0.1905 0.038 23.3 428 0.33
650 200 150 4 0.1905 0.04 24.6 407 0.25
550 300 150 6 0.1905 0.041 25.2 397 0.17
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Cizelge 3.18. Serum PONI1R izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Ni’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve

bunlara karsilik gelen substrat, Ni konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Ni Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Ni Kons. AA Aktivite 4

1/vx10 1/[S]

Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. [1] (mM) (412 nm) | (U/ml dak)

(pb) (uD) (ub) (ub) (b [S] (mM)
830 40 80 0.8 0.876 0.019 11.7 857 1.25
820 50 80 1 0.876 0.024 14.7 679 1.00
810 60 80 1.2 0.876 0.028 17.2 582 0.83
790 80 80 1.6 0.876 0.03 18.4 543 0.63
780 90 80 1.8 0.876 0.032 19.7 508 0.56
760 110 80 2.2 0.876 0.034 20.9 479 0.46
740 130 80 2.6 0.876 0.042 25.8 387 0.39
730 100 140 80 1050 2.8 0.876 0.048 29.5 339 | 036
790 60 100 1.2 1.095 0.016 9.8 1018 0.83
770 80 100 1.6 1.095 0.02 12.3 814 0.63
760 90 100 1.8 1.095 0.021 12.9 775 0.56
750 100 100 2 1.095 0.023 14.1 708 0.50
740 110 100 2.2 1.095 0.024 14.7 678 0.45
730 120 100 2.4 1.095 0.026 15.6 626 0.42
720 130 100 2.6 1.095 0.029 17.8 562 0.39
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Sekil 3.28. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi iizerine Cd

inhibisyon etkisi [1;]=0,1429 mM, [I;]=0,1905 mM
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Sekil 3.29. Saflastirilmis insan serum PON1R izoenzimi aktivitesi {izerine

Ni inhibisyon etkisi [I;]=0,876 mM, [I,]=1,095 mM
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Cizelge 3.19. Serum PONI1R izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cu’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ve

bunlara karsilik gelen substrat, Cu konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuclar

100mM Enzim Substrat Cu Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Cu Kons. AA Aktivite 4

1/vx10 1/[S]

Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. [1] (mM) (412 nm) | (U/ml dak)

(ub) (nD (1D (nb) (nD [S] (mM)
930 10 10 0.2 0.095 0.006 3.7 2714 5.00
925 15 10 0.3 0.095 0.008 4.9 2035 3.33
920 20 10 0.4 0.095 0.010 6.1 1628 2.50
915 25 10 0.5 0.095 0.013 8.0 1252 2.00
910 30 10 0.6 0.095 0.015 9.2 1085 1.67
905 35 10 0.7 0.095 0.016 9.8 1017 1.43
900 40 10 0.8 0.095 0.019 11.7 857 1.25
895 45 10 0.9 0.095 0.021 12.9 775 1.11
890 100 50 10 1050 1 0.095 0.027 16.6 603 1.00
930 10 20 0.2 0.191 0.009 5.5 1809 5.00
925 15 20 0.3 0.191 0.013 8.0 1252 3.33
920 20 20 0.4 0.191 0.015 9.2 1086 2.50
915 25 20 0.5 0.191 0.018 11.1 905 2.00
910 30 20 0.6 0.191 0.022 13.5 740 1.67
905 35 20 0.7 0.191 0.026 15.9 626 1.43
900 40 20 0.8 0.191 0.027 16.6 603 1.25
895 45 20 0.9 0.191 0.030 18.4 543 1.11
890 50 20 1 0.191 0.030 18.4 543 1.00
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Cizelge 3.20. Serum PONI1R izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Hg’1n K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve

bunlara karsilik gelen substrat, Hg konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Hg Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Hg Kons. AA Aktivite 4
1/Vx10 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. [1] (mM) (412 nm) | (U/ml dak)
(n) (uD) (uD) (uD) (nD) [S] (mM)
915 25 10 0.5 0.095 0.026 15.9 626 2.00
910 30 10 0.6 0.095 0.03 184 543 1.67
905 35 10 0.7 0.095 0.032 19.6 509 1.43
900 40 10 0.8 0.095 0.033 20.3 494 1.25
895 45 10 0.9 0.095 0.036 22.1 452 1.11
890 50 10 1 0.095 0.042 25.8 387 1.00
910 100 20 20 1050 0.4 0.191 0.016 | 9824 | 1018 | 2.50
905 25 20 0.5 0.191 0.017 10.44 958 2.00
900 30 20 0.6 0.191 0.018 11.05 905 1.67
895 35 20 0.7 0.191 0.025 15.35 651 1.43
890 40 20 0.8 0.191 0.027 16.58 603 1.25
885 45 20 0.9 0.191 0.029 17.81 562 1.11
880 50 20 1 0.191 0.03 18.42 543 1.00
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Sekil 3.30. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi iizerine Cu

inhibisyon etkisi [1;]=0.095 mM, [I,]=0.191 mM
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Sekil 3.31. Saflasgtirilmis insan serum PONIR enzimi aktivitesi iizerine Hg

inhibisyon etkisi [1;]=0.095 mM, [I,]=0.191 mM
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Cizelge 3.21. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Mn’1n K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar

ve bunlara karsilik gelen substrat, Mn konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Mn Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki

Tris Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Mn AA Aktivite 4
1/Vx10 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)

(nD) () () () (nD) [S] (mM) (1] (mM)
915 25 10 0.5 0.095 0.026 16.0 625 2
910 30 10 0.6 0.095 0.030 18.5 542 1.67
900 40 10 0.8 0.095 0.035 21.5 465 1.25
890 50 10 1 0.095 0.040 24.6 407 1
880 60 10 1.2 0.095 0.044 27.0 370 0.83
870 70 10 14 0.095 0.050 30.7 326 0.71
905 100 25 20 1050 0.5 0.191 0.030 18.7 536 2
900 30 20 0.6 0.191 0.036 22.4 446 1.67
895 35 20 0.7 0.191 0.038 234 428 1.43
890 40 20 0.8 0.191 0.042 25.7 389 1.25
880 50 20 1 0.191 0.045 27.3 366 1
878 52 20 1.04 0.191 0.047 29.1 344 0.96
875 55 20 1.10 0.191 0.048 299 335 091
870 60 20 1.2 0.191 0.051 312 321 0.83
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Cizelge 3.22. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Co’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve

bunlara karsilik gelen substrat, Co konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuclar

100mM Enzim Substrat Co Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Co AA Aktivite 4
1/vx10 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(n) (uD) (nD) (nD) (nD) [S] (mM) (1] (mM)
430 20 500 0.4 3.67 0.030 18.4 543 2.50
425 25 500 0.5 3.67 0.036 22.1 452 2.00
420 30 500 0.6 3.67 0.040 24.6 407 1.67
415 35 500 0.7 3.67 0.042 25.8 387 1.43
410 100 40 500 1050 0.8 3.67 0.044 27.0 370 1.25
430 20 600 0.4 4.00 0.022 13.5 740 2.50
425 25 600 0.5 4.00 0.026 15.9 626 2.00
420 30 600 0.6 4.00 0.030 18.4 543 1.67
415 35 600 0.7 4.00 0.032 19.6 509 1.43
410 40 600 0.8 4.00 0.035 21.5 465 1.25
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Sekil 3.32. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi iizerine Mn

inhibisyon etkisi [I;]=0.095 mM, [I,]=0.191 mM
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Sekil 3.33. Saflagtirilmis insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi iizerine Co

inhibisyon etkisi [1;]=4,00 mM, [I;]=3,67 mM
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Cizelge 3.23. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd’1n K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ve

bunlara karsilik gelen substrat, Cd konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuclar

100mM Enzim Substrat Cd Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Cd AA Aktivite 4
1/vx10 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(uD) (ub) (ub) (ub) (b [S] (mM) (1] (mM)
910 20 20 0.4 0.191 0.015 9.1 1100 2.5
900 30 20 0.6 0.191 0.018 11.0 906 1.67
890 40 20 0.8 0.191 0.019 11.9 838 1.25
880 50 20 1.0 0.191 0.023 14.2 706 1
870 100 60 20 1050 1.2 0.191 0.026 15.9 628 0.83
910 20 30 0.4 0.286 0.016 10.0 996 2.5
900 30 30 0.6 0.286 0.021 12.9 776 1.67
890 40 30 0.8 0.286 0.024 14.8 678 1.25
880 50 30 1.0 0.286 0.025 15.3 652 1
870 60 30 1.2 0.286 0.028 17.2 582 0.83
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Cizelge 3.24. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Ni’1in Kj degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar

ve bunlara karsilik gelen substrat, Ni konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Ni Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Ni AA Aktivite Uvx10® | 1 /S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)

(uD (ub) (ub) (ub) (uh) [S] (mM) (1] (mM)

874 36 40 0.72 0.219 0.023 14.0 712 1.39
872 38 40 0.76 0.219 0.025 15.4 650 1.32
870 40 40 0.80 0.219 0.026 15.9 630 1.25
868 42 40 0.84 0.219 0.027 16.2 618 1.19
864 46 40 0.93 0.219 0.028 17.0 589 1.08
860 50 40 1.00 0.219 0.029 17.8 562 1.00
858 52 40 1.04 0.219 0.031 19.0 525 0.96
854 100 56 40 1050 1.12 0.219 0.032 19.7 509 0.89
874 36 50 0.40 0.438 0.017 10.5 949 2.50
872 38 50 0.50 0.438 0.021 12.7 782 2.00
870 40 50 0.60 0.438 0.023 14.3 698 1.67
868 42 50 0.64 0.438 0.025 15.3 654 1.56
864 46 50 0.70 0.438 0.026 16.1 621 1.43
860 50 50 0.76 0.438 0.027 16.6 603 1.32
858 52 50 0.80 0.438 0.030 18.4 543 1.25
854 56 50 0.90 0.438 0.031 19.0 526 1.11
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Sekil 3.34. Saflastirilmig insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi iizerine Cd

inhibisyon etkisi [I;]=0,191 mM, [I,]=0.286 mM
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Sekil 3.35. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi iizerine Ni

inhibisyon etkisi [I;]=0,219 mM, [I,]=0.438 mM
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Cizelge 3.25. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Hg 1n K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve

bunlara karsilik gelen substrat, Hg konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Hg Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Hg AA Aktivite 4
1/Vx10 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(pb) (ub) (ub) (ub) (nb) [S] (mM) (1] (mM)
915 25 10 0.5 0.762 0.034 21.2 472 2.00
910 30 10 0.6 0.762 0.037 22.9 436 1.67
900 40 10 0.8 0.762 0.042 26.2 382 1.25
890 50 10 1.0 0.762 0.047 28.9 346 1.00
885 100 55 10 1050 1.1 0.762 0.049 30.0 333 091
915 20 20 0.4 0.857 0.025 15.3 653 2.50
910 25 20 0.5 0.857 0.032 19.8 504 1.67
900 30 20 0.6 0.857 0.035 21.4 468 1.25
890 40 20 0.8 0.857 0.040 24.6 407 1.00
885 50 20 1.0 0.857 0.041 25.1 399 091
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Cizelge 3.26. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cu’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar ve

bunlara karsilik gelen substrat, Cu konsantrasyonlari ve elde edilen sonuclar

100mM Enzim Substrat Cu Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Cu AA Aktivite 4
1/vx10 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(uD) (nb) (1Y (1Y (nb) [S] (mM) [1] (mM)
900 30 20 0.60 0.191 0.018 11.0 908 1.67
890 40 20 0.80 0.191 0.023 14.1 712 1.25
882 42 20 0.84 0.191 0.024 14.5 691 1.19
876 48 20 0.96 0.191 0.026 16.1 622 1.04
874 50 20 1.00 0.191 0.027 16.5 608 1
869 100 55 20 1050 1.10 0.191 0.028 16.9 593 091
900 30 30 0.60 0.286 0.029 17.8 563 1.67
890 40 30 0.80 0.286 0.034 20.6 486 1.25
882 42 30 0.84 0.286 0.036 22.2 451 1.19
876 48 30 0.96 0.286 0.038 23.6 424 1.04
874 50 30 1.00 0.286 0.039 23.9 418 1
869 55 30 1.10 0.286 0.043 26.1 383 091
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Sekil 3.36. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi {izerine

Cu inhibisyon etkisi [1;]=0,191 mM, [1,]=0.286 mM
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Sekil 3.37. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi {izerine

Hg inhibisyon etkisi [I;]=0,762 mM, [I,]=0.857 mM
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Cizelge 3.27. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren practucer’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, practucer konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Practucer | Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki

Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Practucer AA Aktivite <
1/vx10 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)

(ul) (ul) (ul) (ul) (n) [S] (mM) [1] (mM)
880 10 60 0.2 30.90 0.016 9.8 1020 5
870 20 60 0.4 30.90 0.028 16.9 590 2.5
860 30 60 0.6 30.90 0.034 21.1 474 1.67
855 35 60 0.7 30.90 0.038 23.2 432 1.43
850 40 60 0.8 30.90 0.041 25.4 394 1.25
845 45 60 0.9 30.90 0.044 26.9 372 1.11
840 100 50 60 1050 1 30.90 0.046 28.2 355 1
835 55 60 1.1 30.90 0.048 29.5 339 0.91
890 10 50 0.2 37.08 0.022 13.5 741 2.5
880 20 50 0.4 37.08 0.030 18.2 550 1.67
870 30 50 0.6 37.08 0.036 22.2 450 1.19
858 42 50 0.84 37.08 0.038 23.4 428 1.09
854 46 50 0.92 37.08 0.039 239 418 1.04
852 48 50 0.96 37.08 0.042 25.8 388 1
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Cizelge 3.28. Serum PON1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren purtapyr’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar ve bunlara karsilik gelen substrat, purtapyr konsantrasyonlar ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Purtapyr | Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Purtapyr AA Aktivite UVx10® | 1S]
Tamponu Hacmi hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(nl) (n) (nl) (n0) (ub) [S] (mM) [1] (mM)
890 20 40 0.4 0.146 0.027 16.3 612 2.5
885 25 40 0.5 0.146 0.030 18.7 536 2
880 30 40 0.6 0.146 0.033 20.5 487 1.67
875 35 40 0.7 0.146 0.036 22.0 454 1.43
870 40 40 0.8 0.146 0.038 23.5 425 1.25
865 45 40 0.9 0.146 0.040 24.6 407 1.11
860 100 50 40 1050 1 0.146 0.042 25.8 388 1
875 25 50 0.5 0.182 0.034 20.7 484 2
870 30 50 0.6 0.182 0.037 22.7 440 1.67
865 35 50 0.7 0.182 0.040 24.6 407 1.43
860 40 50 0.8 0.182 0.043 26.3 380 1.25
855 45 50 0.9 0.182 0.044 27.0 370 1.11
850 50 50 1 0.182 0.047 28.9 346 1
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Sekil 3.38. Saflastirilmis insan serum PONI1Q izoenzimi aktivitesi iizerine

practucer inhibisyon etkisi [1;]=30,90 mM, [I,]=37,08 mM
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Sekil 3.39. Saflastirilmis insan serum PONI1Q izoenzimi aktivitesi iizerine

purtapyr inhibisyon etkisi [1;]=0,146 mM, [I,]=0.182 mM
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Cizelge 3.29. Serum PONI1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren agroform’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar ve bunlara karsilik gelen substrat, agroform konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Agroform | Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Toplam Substrat | Agroform AA Aktivite wx10* | 1]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(ul) (ul) (ul) (D) () [SI(mM) | [I] (mM)
950 40 10 0.8 0.217 0.019 233 428 1.00
940 50 10 1.0 0.217 0.020 24.6 407 0.83
930 60 10 1.2 0.217 0.021 25.8 387 0.71
920 70 10 1.4 0.217 0.023 28.2 354 0.63
910 80 10 1.6 0.217 0.026 31.9 313 0.56
900 >0 90 10 1050 1.8 0217 0.028 34.4 200 | 050
960 20 20 0.4 0.430 0.004 49 2035 2.50
950 30 20 0.6 0.430 0.006 7.4 1357 1.67
940 40 20 0.8 0.430 0.007 8.6 1163 1.25
935 45 20 0.9 0.430 0.008 9.8 1017 1.11
930 50 20 1.0 0.430 0.010 12.3 814 1.00
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Cizelge 3.30. Serum PONI1Q izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren roundup’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar ve bunlara karsilik gelen substrat, roundup konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Roundup | Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Roundup AA Aktivite UVx10* | 18]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(nl) (ul) (ul) (ul) (ub) [S] (mM) [1] (mM)
955 35 10 0.7 0.235 0.015 18.4 543 1.43
945 45 10 0.9 0.235 0.018 22.1 452 1.11
935 55 10 1.1 0.235 0.020 24.6 407 091
925 65 10 1.3 0.235 0.021 25.8 387 0.77
915 75 10 1.5 0.235 0.022 27.0 370 0.67
940 40 20 0.8 0.464 0.013 15.9 626 1.25
935 >0 45 20 1050 0.9 0.464 0.013 15.9 626 111
930 50 20 1 0.464 0.014 17.2 581 1.00
925 55 20 1.1 0.464 0.015 18.4 542 0.91
920 60 20 1.2 0.464 0.016 19.7 508 0.83
915 65 20 1.3 0.464 0.017 20.9 479 0.77
910 70 20 1.4 0.464 0.018 22.1 452 0.71
905 75 20 1.5 0.464 0.019 23.3 428 0.67
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Sekil 3.40. Saflastirilmis insan serum PONI1Q izoenzimi aktivitesi iizerine

agrofom inhibisyon etkisi [1;]=0,217 mM, [1,]=0,430 mM
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Sekil 3.41. Saflastirilmis insan serum PON1Q izoenzimi aktivitesi {izerine

roundup inhibisyon etkisi [1;]=0,235 mM, [I;]=0.464 mM
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Cizelge 3.31. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren purtapyr’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar ve bunlara karsilik gelen substrat, purtapyr konsantrasyonlar ve elde edilen sonuclar

100mM Enzim Substrat Purtapyr | Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Purtapyr AA Aktivite V10 VIS]

Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(pb) (ub) (nb) (ub) (n) [S] (mM) (1] (mM)
920 10 20 0.2 0.166 0.012 7.1 1390 h)
915 15 20 0.3 0.166 0.014 8.6 1160 3.33
910 20 20 0.4 0.166 0.017 10.5 950 2.5
905 25 20 0.5 0.166 0.020 12.3 810 2
900 30 20 0.6 0.166 0.021 12.8 780 1.67
895 35 20 0.7 0.166 0.023 14.0 712 1.43
890 100 40 20 1050 0.8 0.166 0.026 16.1 620 1.25
920 10 30 0.2 0.196 0.016 10.2 980 5
915 15 30 0.3 0.196 0.022 13.8 720 3.33
910 20 30 0.4 0.196 0.024 14.4 690 2.5
905 25 30 0.5 0.196 0.027 16.6 602 2
900 30 30 0.6 0.196 0.030 18.5 540 1.67
895 35 30 0.7 0.196 0.035 21.7 460 1.43
890 40 30 0.8 0.196 0.039 23.7 422 1.25
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Cizelge 3.32. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren practucer’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar ve bunlara karsilik gelen substrat, practucer konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Practucer | Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Practucer AA Aktivite UVx10* VIS

Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(nl) (n) (nl) (nl) (ub) [S] (mM) [1] (mM)
910 10 30 0.2 25 0.011 7.2 1380 5
905 15 30 0.3 25 0.016 10.1 990 3.33
900 20 30 0.4 25 0.018 11.0 910 2.5
895 25 30 0.5 25 0.020 12.7 790 2
890 30 30 0.6 25 0.022 13.5 740 1.67
885 35 30 0.7 25 0.024 15.0 690 1.43
880 100 40 30 1050 0.8 25 0.026 16.1 620 1.25
910 10 40 0.2 35 0.016 10.3 970 5
905 15 40 0.3 35 0.022 13.6 730 3.33
900 20 40 0.4 35 0.024 14.7 680 2.5
895 25 40 0.5 35 0.027 16.6 602 2
890 30 40 0.6 35 0.032 19.9 502 1.67
885 35 40 0.7 35 0.035 21.4 466 1.43
880 40 40 0.8 35 0.038 23.3 430 1.25
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Sekil 3.42. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi iizerine

purtapyr inhibisyon etkisi [1;]=0,166 mM, [I,]=0,196 mM
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Sekil 3.43. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi iizerine

practucer inhibisyon etkisi [I;]=25 mM, [[;]=35 mM
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Cizelge 3.33. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren agroform’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar ve bunlara karsilik gelen substrat, agroform konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Agroform | Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Agroform AA Aktivite 4
1/Vx10 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(n) () (n (nD) (nD [S] (mM) (1] (mM)
930 10 10 0.2 0.250 0.013 8.1 1234 5
925 15 10 0.3 0.250 0.017 10.5 945 3.33
920 20 10 0.4 0.250 0.019 119 840 2.5
915 25 10 0.5 0.250 0.021 13.1 760 2
910 30 10 0.6 0.250 0.024 14.7 678 1.67
905 35 10 0.7 0.250 0.027 16.8 594 1.43
900 100 40 10 1050 0.8 0.250 0.030 18.4 544 1.25
930 10 20 0.2 0.400 0.018 11.2 890 5
925 15 20 0.3 0.400 0.023 14.4 690 3.33
920 20 20 0.4 0.400 0.026 16.5 604 2.5
915 25 20 0.5 0.400 0.030 18.3 546 2
910 30 20 0.6 0.400 0.034 21.0 476 1.67
905 35 20 0.7 0.400 0.037 23.1 432 1.43
900 40 20 0.8 0.400 0.041 24.9 402 1.25
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Cizelge 3.34. Serum PONIR izoenzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren roundup’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, roundup konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Enzim Substrat Roundup | Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Roundup AA Aktivite 4
1/Vx10 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412 nm) | (U/ml dak)
(ul) (ul) (ul) (ul) (b [S] (mM) (1] (mM)
932 10 8 0.2 1.867 0.005 6.1 1628 5
927 15 8 0.3 1.867 0.007 8.6 1163 3.33
922 20 8 0.4 1.867 0.008 9.8 1017 2.5
917 25 8 0.5 1.867 0.009 11.1 904 2
912 30 8 0.6 1.867 0.011 13.5 740 1.67
907 35 8 0.7 1.867 0.013 16. 626 1.43
902 100 40 8 1050 0.8 1.867 0.016 19.7 508 1.25
897 45 8 0.9 1.867 0.018 22.1 452 1.11
920 20 10 04 2.332 0.009 11.1 904 5
915 25 10 0.5 2.332 0.011 13.5 740 3.33
910 30 10 0.6 2.332 0.015 184 542 2.5
905 35 10 0.7 2.332 0.016 19.7 508 2
900 40 10 0.8 2.332 0.018 22.1 452 1.67
895 45 10 0.9 2.332 0.021 25.8 387 1.43
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Sekil 3.44. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi {izerine

agrofom inhibisyon etkisi [1;]=0,250 mM, [I;]=0.400 mM
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Sekil 3.45. Saflastirilmis insan serum PONIR izoenzimi aktivitesi {izerine

roundup inhibisyon etkisi [I;]=1,867 mM, [I;]=2,332 mM
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Cizelge 3.35. insan serum PON1Q ve R izoenzimleri i¢in 1mM paraokson substrat

konsantrasyonunda %350 inhibisyona sebep olan agir metallerin konsantrasyonlari ve

Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan inhibisyon tipleri ve K; degerleri.

Fenotip Agir Metal Isp (mM) Ki (mM) Inhibisyon Tipi

Cu 0,061 0,047+0.002 Yarigsmal
Hg 0,106 0,075+0,011 Yarismali
Ni 1,026 0,178+0,038 Yarigsmali

R Cd 0,152 0,195+0,028 Yari Yarigsmali
Co 0,781 0,216+0,006 Yarigsmali
Mn 0,304 0,167+0,028 Yarismali
Cu 0,310 0,135+0,036 Yarigsmali
Hg 0,891 2,96+0,830 Yarigmasiz

Q Ni 1,144 0,155+0,032 Yarigsmali
Cd 0,218 0,183+0,015 Yarigsmasiz
Co 3,910 10,45+6,150 Yarigsmal
Mn 0,609 0,173+0,008 Yarigsmali
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Cizelge 3.36. insan serum PON1Q ve R izoenzimleri i¢in 1mM paraokson substrat
konsantrasyonunda %350 inhibisyona sebep olan pestisitlerin konsantrasyonlar ve

Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan inhibisyon tipleri ve K; degerleri.

Fenotip Pestisit Iso (mM) K; (mM) Inhibisyon Tipi

Roundup 2,935 2,861+1,534 Yarigsmali
Practucer 35,011 54,6+300 Yarigsmali

R Purtapyr 4,268 0,302+0,151 Yarigsmali
Agroform 2,588 0,778+0,476 Yar Yarigsmali
Roundup 0,709 0,259+0,038 Yarigsmal
Practucer 34,067 50,02+17,27 Yarigsmasiz

Q Purtapyr 3,046 0,736+0,285 Yarigsmali

Agroform 1,167 0,088+0,037 Yarigsmasiz



4. TARTISMA VE SONUC

Paraoksonaz, pestisit (klorpirifosoxon, diazooxon vs.) ve sinir gazi olarak
kullanilan  (soman, sarin vs.) organofosfat bilesiklerini hidroliz ederek
detoksifikasyonda onemli rol oynar. Bu sayede hem cevresel kirlilik hem de terorist
saldirilarinda Oonemi ortaya c¢ikmaktadir. Ayrica LDL’de olusan okside olmus
doymamis yag asitlerini de hidrolizleyebildiginden antioksidan enzim olarak
tammmlanmistir [4, 42, 43]. PONI1 Q formu yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin
metabolize edilmesinde R formundan daha etkilidir [70]. Leonid ve arkadaslarn
bunun sebebinin PON1’in HDL’ye 192. pozisyondan baglanmasi ile iliskili oldugunu
ve Q ile R izoenzimlerinin HDL’ye farkli afinitelerde baglandigini tespit etmislerdir

[102].

Insan plazma PON1’i aromatik karboksilik esterleri ve laktonlar1 da hidroliz
etmektedir.  Fizyolojik substratinin heniiz bilinmemesine ragmen Tawfik ve
arkadaslan bir¢ok laktonu diger substratlarina gore yiiksek oranda hidrolizledigi i¢in
bu enzimin fizyolojik aktivitesinin laktonaz oldugunu 6ne siirmiislerdir. Son yillarda
calismalar lakton substratlari iizerine yogunlasmistir. Bunun sebebi quorum-sensing
ile aciklanabilir. Bakteriler kendi aralarinda iletisim kurmalarini saglamak igin
cesitli lakton yapisinda olan sinyal molekiiller iiretmektedir. Bu molekiilleri
bakteriler, kendi popiilasyonunu tamimak ve populasyonundaki c¢ogalmay1
diizenlemek icin kullanir. Bu olaya quorum-sensing denilmistir. Bu molekiillerin
paraoksonaz enzimi ile hidrolizlenmesi sonucu bakterilerin ¢ogalmalarinin Oniine
gecilmis olur [103, 104]. Ancak; Q ve R izoenzimlerinin bu lakton hidrolizi ile

ilgisinin olup olmadig1 hakkinda bir calismaya literatiirde rastlanmamastir.



PON1 192 posizyonda glutamin-arginin substratlarinin yerdegistirmesi
onemli substrat bagimli polimorfizm nedenidir. PONlg9, isoformu diazokson,
soman ve sarin bilesiklerini in vitro ortamda daha yiiksek oranda hidrolizlerken,
PONI1Rj9; isoformu ise paraoksan (8 kat) ve klorofirosoksan bilesiklerini daha
yiiksek oranda hidroliz etmektedir. PONI1 genindeki bu polimorfizm, bireylerin
cevresel toksitite ve pestisitlere karsi duyarliligimi etkilemektedir [105, 106]. Bu
yiizden Q ve R tiiriiniin baz1 agir metallere (Hg, Co, Cd, Cu, Ni ve Mn) ve pestisit
olarak kullanilan bazi ¢evre kirleticilere (Purtapyr, Practicur, Agroform ve Roundup)

etkisinin arastirilmasinin énemli oldugu kanaatindeyiz.

PONI1 polimorfizminin organafosfatlara ve kalp hastaliklarina kars1 koruma
ile iliskisini arastiran pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Richter RJ. ve arkadaslar1 yaptig
calismalar sonucunda bireylerin sadece Q ya da R olmalarimin yaninda bu enzimin
plazmadaki protein seviyesinin de onemli oldugunu tespit etmislerdir. Bu ikisine
birden PON1 statiisii ismini vermisler ve bireyin PON1 statiisiine bakilarak karar
verilmesinin daha dogu oldugunu bildirmislerdir [107]. Ciinkii yapilan bir¢ok
calismada bir popiilasyonda PONI1 aktivitesinin kisiler arasinda 40 kata kadar ve

PONI protein seviyesinin de 13 kata kadar degistigi tespit edilmistir [62, 65, 106,
108].

Bu calismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip PONI1 enziminin hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflastirilmasi icin yeni bir jel sentezlenmistir. Sepharose-4B-L-
tirozin-9-aminofenantren kimyasal yapisina sahip bu jel kullamlarak insan
serumundan PON1Q ve R izoenzimleri saflagtirilmis, kinetik ve elektroforetik

ozelikleri incelenmistir.



PONI1 enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin secilmesinde en onemli
sebeplerden birisi olmugtur. S6z konusu enzim, N terminal bolgesinde bulunan H1
ve H2 heliks yapis1 olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye
baglanmaktadir (Sekil 4.1) [37, 39, 108]. N-terminal bolgesini 16sin, fenil alanin,
prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18
residiiler aras1 H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiiler aras1 da H2 hidrofobik ucu
olusturmaktadir. Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan,
tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge

bulunmaktadir [39, 109].

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardisik ii¢ basamakta
sentezlenmistir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildi
ve buna uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis 9-
aminofenantren bilesigi katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin
baslica sebebi ¢ok iyi akis Ozelligine sahip olmasi ve ayrica serbest —OH gruplari
tagidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire igerisinde aktiflestirilebilmesidir. Bu amacla
literatiirde karbodiimid bilesiklerinin de kullamildigi bildirilmektedir [110].
Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer amin grubunun baglanmasi ile amid
bagi olugmaktadir. Bu bag kromatografi islemlerinde dayanikhidir.  Fakat
aktiflestirilme sirasinda jel, pH 4,5’da 24 saat siire ile karistirllmaktadir. Bu islem
kromatografi sirasinda jelin akig 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir [110].
Bir bagka aktiflestirme isleminde epoksi bilesiklerinden yararlanilmistir [111].
Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve
16 saat ligand baglama siiresi olmak iizere toplam 32 saatte gerceklesmektedir.
pH’nin 10 civarinda olmasi, jelin kimyasal yapisimi etkilememesine ragmen uzun
sire  kanistirma  islemleri, polisakkarit partikiillerinin  fiziksel yapisinin

deformasyonuna sebep olabilir. Sonug¢ olarak, hazirlanacak hidrofobik jelin akis



ozellikleri olumsuz yonde etkilenecektir. Calismamizda kullanilan CNBr ile
aktiflestirme islemi sadece 5 dakikada gerceklestirilmektedir. Bdylece jelin fiziksel

yapisindaki deformasyon sakincalar1 ortadan kaldirilmastir.

Lésm, fenilalatn, prohn,
izeldsin, trozn, triptofan
arisindan zengin

H2

Ya HDL

Lésin, femlalamn, prolin,
izolasin, tirozin, triptofan <
arismdan zengin

Sekil. 4.1. PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [39]

Arastirmamizda matriks olarak secilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand (9-
Aminofenantren) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada L-
tirozin uzanti kolu olarak da gorev yapmaktadir. Uzanti kolunun hidrofobik
etkilesim kromatografisindeki onemi afinite kromatografisinde oldugu gibi [112]
acikca belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-tirozin bilesiginin
onemli oldugu kanaatindeyiz. Ayrica ligantin matrikse baglanmasinda da son derece

uygun bir adaptor molekiil oldugu L-tirozinin bir bagka kullanim sebebidir.



Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflastirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile aciklanmaktadir.
Kullanilacak ligandin hidrofobik karakteri kritik bir Oneme sahiptir.  Diisiik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildigt zaman ayrilacak molekiillerin
kolanda etkilesimini saglayabilmek icin yiiksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunlulugu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim
riski daha fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda
ise saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi i¢in eliisyon
sirasinda problemler ortaya c¢ikabilir. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik
etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik u¢ olarak diiz zincirli alkil ligandlar1 ve
aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir. Bunlardan isopropil, butil, oktil ve
fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler hidrofobik etkilesim
jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [112]. Diiz zincirli alkil
ligandlan saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amacla ¢aligmamizda ligand olarak 9-
aminofenantren bilesigi kullanilmistir. PON1 enziminin H1 ve H2 bolgelerinde fenil
alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi tarafimizdan segilen
ligandin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik etkilesim yapacagi
g0z Oniine alinarak, olduk¢a uygun bilesik oldugu kanaatindeyiz. Ayrica yapilan bir
calismada hidrofobik karektere sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bilesigi
kullanilmis ve 227 kat saflastirma elde edilmistir [100]. Bu c¢alismada ligand olarak
kullanilan I-naftilamin bilesiginin hidrofobik karekteri bizim c¢alismamizda
kullandigimiz 9-aminofenantren bilesiginden daha zayiftir. Bu sebeple bizim

saflastirma oranimiz daha fazla bulunmustur.



Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullamilan tuzun tipi ve
konsantrasyonu da oldukca onemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan
tuzlar Na,SOy, K;SO4, (NH4),SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina ragmen

amonyum siilfat en ¢ok tercih edilendir [113].

Arastirmamizda PON1Q ve R izoenzimlerini insan serumundan saflastirmak
icin hidrofobik etkilesim kromataografisi uygulanmadan once bu kromatografi
prosediiriine uygun 6n saflastirma yontemi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %60-80 olarak literatiirdeki gibi

gergeklestirilmistir [100].

Bu yontemle insan serumundan PON1Q izoenzimi 453 kat, R izoenzimi ise
901 kat saflastinlmistir. Furlong ve arkadaslar1 4 basamaktan olusan agarose blue,
sephadex G-200, DEAE Trisakril M ve Sephadex G-75 yontemlerini kullanarak
tarafimizdan gozlenen saflagtirma katsayisindan daha diisiik bir deger (62,1) elde
etmislerdir [87]. Ancak bir baska calismada sadece ii¢ basamaktan olusan blue
agaroz, DEAE I ve DEAE II yontemlerini kullanarak Q izoenzimi i¢in 580 ve R
izoenzimi icin yaklasik 563 kat saflagtirma derecesine ulagsmiglardir. Bu ¢alismada
da iic basamakta PONI enziminin Q ve R polimorfik formlar1 ayr1 ayn
saflastinlmistir [16].  Yapilan bu calismalarda proteinlerin {izerindeki iyonik
gruplardan faydalanmilarak iyon degisim kromotogrofisi kullanilmistir.  Bizim
caligmamizda ise enzimin hidrofobik karekterinden dolayr hidrofobik etkilesim

kromotografisi tercih edilmistir.

Ayrica PON1 enzimi sican karaciger ve serumundan saflastirilmistir [87].
Enzimin serumdan ve karacigerden saflagtirma basamaklarinda kismen farklilik

bulunmaktadir. Serumdan HDL’ ye bagli olan PON1’in izolasyonunda, Cibacron



blue 3GA ve daha sonra degisik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B, DEAE-
selilloz, Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi kromatografi yontemleri
kullanilmigtir [16, 87]. Bir baska caligmada ise insan serum paraoksonazi
sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bilesigi kullamlarak 227 kat saflastinlmistir

[100].

Arastirmamizda saflastirilan enzim icin SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirhigr yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen PON1Q ve R izoenzimleri tek bant
olarak SDS-PAGE jelinde go6zlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk
gostermektedir. PON1’in minimum molekiil agirligim Gan ve arkadaglan 43 kDa
olarak belirlemislerdir [16]. Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil agirliginin
%15.8’1 kadar karbohidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirligi tasidig
karbohidrat zincirinin varligma bagli olarak degismektedir [87]. Ihtiva ettigi bu
karbohidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu icgin gerekli degildir. Soz
konusu molekiilin PON1’in ¢oztintirliigiiniic ve kararliligim arttirmada ve zar
yapisina baglanmada gorevi oldugu diisiiniilmektedir [23]. Karbonhidrat icermeyen
PONI1 enziminin molekiil agirligi 37 kDa’dur [87]. Ayrica PON1 serumda HDL’ye
bagli oldugu bolgelerin yakininda bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada da
saflastirilabilmektedir. Bu durumda molekiil agirhig 47-54 kDa oldugu rapor
edilmistir [114]. PONI1 enziminin molekiill agirligr tiirden tiire degismemekte ve
insan PONI1 enziminin molekiil agirhigi ile tavsan, sican ve koyunun PONI1

enziminin molekiil agirlig1 benzerlik gostermektedir [87, 115].

Sepharose-4B-L-tirozin-9-aminofenantren yapili jel kullanilarak saflagtirilan
insan serum paraoksonaz Q ve R izoenziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax )
optimum pH ve sicaklikta [116] paraokson substrati kullanilarak belirlenmistir.

Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky ve Vi degerleri sirasiyla Q



izoenzimi i¢in 0.599 mM ve 55 U/mL, R izoenzimi i¢in ise 0.492 mM ve 50 U/mL
olarak bulunmustur. Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen PON1Q ve R
izoenzimlerinin paraokson substrati i¢cin farklh Ky ve Vmax degerleri
bildirilmektedir. Eckerson, H. ve arkadaglarimin yaptigi calismada insan serum
PONI1 R izoenziminin paraokson substratinin Ky degeri 0,46 mM ve Q i¢in 0,43 mM
olarak verilmistir [72]. Bir baska calismada R icin Ky degeri 0.271 mM ve Q i¢in
0.503 mM bulunmustur [16]. PONI1 icin sicanlarda Ky, degeri 1,690 mM ve 7,5 mM
arasinda degismektedir [117]. Insan serum PONI1 enziminin paraokson substratina
karst V. degeri olarak 47,64 EU [118], PON1Q ic¢in 62.4 EU [37] olarak

verilmistir.

Calismamizda sectigimiz agir metallerin ve baz1 pestisitlerin insan
serumundan saflastirllan PON1Q ve R izoenzimleri iizerindeki in vitro etkisi
arastirilmustir. Inhibisyona neden olan metal ve pestisitlerin inhibisyon etkisi K; ve
Isp olmak iizere iki farkli degerle verilebilir. En uygun parametre K; sabitleridir.
Ciinkii Materyal ve Yontem’de belirtildigi gibi K; sabitinin belirlenmesi i¢in en az iki
sabit inhibitor konsantrasyonunda calismalar yapilmakta ve her bir sabit inhibitor
konsantrasyonunda bes farkli substrat konsantrasyonu i¢in hiz degerleri
belirlenmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok hassas sonuglar elde edilmektedir [119].
Ayrica bu yontemle inhibisyon mekanizmas1 saptanmaktadir. Fakat baz
arastirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in Isy degerini de kullandiklar
bilinmektedir. Bu amacla substrat konsantrasyonlari sabit tutularak, degisik inhibitor
konsantrasyonlarinda, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik yolu ile
% 50 inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonu hesaplanmaktadir. Bu
yontem, K; sabitinin tespit edilmesine gore daha az hassas olmasina ragmen,

uygulamast daha kolay oldugu i¢in pratikte kullanilmaktadir. Yukaridaki sebepler



gz Oniine alinarak hem K; hem de Isy degerleri insan serumundan saflastirilan

PONI1Q ve R izoenzimleri icin tespit edilmistir.

Farkli metal ve pestisitlerin Isy degerlerini bulmak i¢in optimum sartlarda
paraokson substratinin 1 mM sabit konsantrasyonunda caligildi. Elde edilen sonuclar

Sekil 3.6-3.25 ve cizelge 3.5-3.14’de verildi.

Uygulanan metaller icinde, 0,218 mM gibi cok diisiikk konsantrasyonda
aktiviteyi % 50 azaltmasi ile Cd Q tipi i¢in, Cu da 0,061 mM ile R tipi i¢in en
kuvvetli inhibitor olarak tespit edilmistir. Literatiirde bu agir metallerin paraoxon
substrat1 kullanilarak Q ve R tipi i¢in inhibisyon degerleri simdiye kadar tespit
edilmemistir.  Ancak fenil asetat substrati kullanilarak Q tipi icin inhibisyon
degerleri tespit edilmis olup Cu en kuvvetli inhibitor olarak bulunmustur [120]. Bu
calismamizda Q tipinin R tipine gore kullanilan agir metallere kars1 daha direncli

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.35).

Agir metallerden Ni’in in vitro enzim aktivitesi lizerinde digerleri ile
karsilastirildiginda yiiksek konsantrasyonda (Q tipi icin; 1,144 mM ve R tipi icin

1,026 mM) ancak % 50 inhibisyona neden oldugu bulunmustur.

Calismamizda adi1 gegen pestisitlerin Q ve R izoenzimler tizerine etkileri ile
ilgili calismaya litaretiirte rastlanmamistir. Ancak bu pestisitlerin glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enzimi {izerine etkileri arastirilmis ve (2,4-Diklorofenoksiasetik asit

dimetilamin)’in en gii¢lii inhibitdr oldugu tespit edilmistir [97].

Kullanilan metallerin ve pestisitlerin inhibisyon mekanizmasim belirlemek

amaci ile sabit inhibitor ve farkli substrat konsantrasyonunda PON1Q ve R izoenzim



aktiviteleri saptanmistir. Lineweaver Burk grafiklerinden yararlanilarak inhibisyon
mekanizmalar1 ve K; degerleri bulunmustur. Inhibisyon etkisi gosteren metallerden
Q tipi i¢in Cu, Hg, Ni, Co ve Mn yarismali tiirii inhibisyon gosterirken Cd ise
yarigsmasiz tiirii inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur. R tipi i¢in ise Cu, Hg, Ni,
Co ve Mn yarigmal tiirii inhibisyon gosterirken Cd ise yariyarigmali tiirii inhibisyon

etkisi gosterdigi bulunmustur.

Yapilan pek ¢ok caligmada cesitli maddelerin serum veya karaciger PON1
enziminin inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur [118, 120, 121, 122]. Omegin
insan karacigerinden saflastirilan PON1 enzimi iizerinde EDTA bilesiginin, Mg*?,
Co*?, Ba? La®, Zn**, Cu**, Hg" gibi metallerin ve p-hidroksiciva benzoatin
inhibisyon etkisi arastirllmistir. EDTA, baryum, lantan, bakir ve p-hidroksiciva
benzoat bilesiginin yarigmali bir inhbisyona neden oldugu ve c¢inkonun ise

yarigsmasiz bir inhibisyon gosterdigi bildirilmektedir [123].

A. Pla ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada rat karacigerinden saflagtirilmig
PON1 ve PON3 iizerinde bazi metal iyonlarinin inhibisyon etkisi incelenmistir.
Yapilan bu caligmada Co, Cu, Mn, ve Hg nin inhibisyon tipleri tespit edilmis olup
PONI1 i¢in Hg’nin PON3 i¢in Cu’in en kuvvetli inhibitér oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bu inhibitorlere kars1 duyarlilik agisindan PON1 ve PON3’iin kantitatif ve
kalitatif farklar gosterdigi bulunmustur. Saflastirilan PON1 igin, inhibisyon giicii
kuvvetliden zayifa dogru siralandiginda  Hg**>Co**>Mn**>Cu**  olarak

hesaplanmugtir [124].

Bir bagka calismada Hg, Cu ve Ni tuzlarinin diisiik konsantrasyonda PON1
aktivitesini inhibe etmesini, katalitik merkezdeki bir tiol grubu ile etkilesme sonucu

oldugunu 6ne siirmiiglerdir [125].



Sonug olarak yapilan calismalarda asagidaki bulgular elde edilmistir;

Insan serum PON1 Q ve R izoenzimlerini saflastirmak icin Sepharose 4B-L-
tirozin-9-aminofenantren kimyasal yapisina sahip yeni bir hidrofobik etkilesim

kromatografisi jeli sentezlenmistir.

Sepharose-4B-L-tirozin-9-aminofenantren ~ yapisina  sahip  hidrofobik jel
kullanilarak insan serumundan PON1Q ve R izoenzimleri yiiksek oranda

saflagtirllmisgtir.

Amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflastirllan insan serum PONIQ ve R izoenzimlerinin SDS-PAGE

elektroforezinde yaklasik 43 kDa molekiil agirliginda tek bant elde edilmistir.

Yaygin olarak kullanilan cevre kirleticilerden Hg, Cd, Co, Cu, Ni ve Practicur
(Propil-3-(dimetilamino) propilkarbomat hidroklorit), Purtapyr ((RS)-5-etil-2-
(4-izopropil-4-metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl) nikotinik asit), Roundup (N-
(Fosfonometil) glisin) ve Agroform (2,4-Diklorofenoksiasetik asit dimetilamin)
serum PON1Q ve PONIR izoenzim aktivitelerini in vitro olarak farkli

diizeylerde etkiledigi saptanmaistir.

Hg, Co, Cd, Cu, Ni ve Mn agir metallerinin ve 4 pestisitin (Purtapyr, Practicur,
Agroform ve Roundup) sepharose-4B-L-tirozin-9-aminofenantren yapisina
sahip hidrofobik jel ile saflastirilan serum PON1Q ve R izoenzim aktiviteleri
iizerine etkisi arastirilmistir. Bu bilesiklerin hepsinin farkli derecede inhibisyon

etkisi gosterdigi saptanmaistir.



v' Inhibisyona sebep olan metaller ve pestisitlerin inhibisyon mekanizmalari

saptanmugtir.
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