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                            (Ġkinci DanıĢman: Doç. Dr. Selma SĠNAN) 
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Bu çalışmada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitelerine sahip insan serum 

Paraoksonaz 1 (PON1) enziminin meme kanserli olgularda aktivitelerinin türlemesi 

yapılarak kontrol grubuyla karşılaştırılmıştır.  Bazal PON1 aktivitesinde kontrol 

grubuna göre istatistiki bir azalma olduğu tespit edilmiştir.  Kontrol grubundaki 

fenotip dağılımı AA %14, AB %37, BB %49 olarak tespit edilmiştir. 

 

Ayrıca kanserli olgulardan elde edilen serum havuzundan PON1 enzimi, 

Sepharose 4B-L-Tirozin -9-Aminofenantren kimyasal yapısına sahip jel kullanılarak 

saflaştırılmıştır.  Saflaştırılan enzim SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde (Sodium 

Dodecyl Sulphate, PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 43 kDa molekül ağırlığına 

sahip tek bir bant olarak elde edilmiştir.  Enzimin kinetik sabitleri (KM ve VMAX.) 

Lineweaver-Burk yöntemi ile saptanmıştır.  KM ve VMAX. değerleri sırasıyla 0,227 

mM ve 62 U/ml.dak. olarak bulunmuştur. 

 

 ANAHTAR KELĠMELER: Paraoksonaz (PON1), Polimorfizm, Hidrofobik 

Etkileşim Kromatografisi, Meme kanseri, LDL oksidasyonu 
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ABSTRACT 

 

DETERMINATION OF PARAOXONASE (PON1) POLYMORPHISM ON 

BREAST CANCER CASES 

 

Mustafa Oğuzhan KAYA 

Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry 

(Msc. Thesis / Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN) 

                                   Cosupervisor: Associated. Prof. Dr. Selma SĠNAN 

Balıkesir, 2009 

 

In the present study, the activities of human serum Paraoxonase 1 (PON1) 

enzyme, which has the activities of antioxidant and detoxification on breast cancer 

cases, were determined and compared to the control group.  It was found that basal 

activity of PON1 statistically decreased compared to the control group.  The 

phenotype distribution in the control group was determined as AA 14%, AB 37%, 

BB 49%.  

 

 In addition, the PON1 enzyme obtained from the serum pool in the cancer 

cases was purified by using the gel having the chemical structure of Sepharose 4B-L- 

Tirozin-9- aminophenanthrene.  SDS- Polyacrylamide gel (Sodium Dodecyl Sulfate, 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis) as a one single band of 43 kDa molecule 

weight.  The kinetic constants of the enzyme (KM and VMAX) were determined by 

Lineweaver-Burk method.  KM and VMAX values are found as 0,227 mM and 62 

U/ml. min. respectively. 

 

 KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Polymorphism, Hydrophobic 

Interaction, Chromatography, Breast cancer, LDL oxidation 
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1. GĠRĠġ 

 

Paraoksonaz (PON) karaciğerde sentezlenen, organik fosforlu bir insektisit 

olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme yeteneğine sahip A-

esterazlar grubundan bir serum esterazdır [1,2].  Enzim, paration dışında diizopropil 

florofosfat (DFP) gibi organik fosforlu insektisitlerle, yine aynı kimyasal gruptan 

olan sarin, tabun gibi sinir gazlarının; çeşitli karbamatların; fenilasetat, 4-nitrofenil 

asetat, 2-naftil asetat gibi birçok aromatik karboksilik asit esterlerinin hidrolizini de 

katalize etmektedir.  PON1, HDL‟ye bağlı, organofosfat ajanları (OP) ve LDL‟nin 

oksidasyonu ile lipit peroksitlerin oluşumuna ve bakteri endotoksinlerine karşı 

koruyucu rol oynayan önemli bir enzimdir.  LDL‟nin oksidasyonu arteroskleroz 

sürecinin başlangıç evresini oluşturması, paraoksonaz (PON) enzimin antioksidan 

özelliğinin önemini ortaya koymaktadır [3,4]. 

 

Memeli türleri arasında geniş bir dağılıma sahip olan PON proteinleri, 

balıklarda, kuşlarda ve eklembacaklılar gibi omurgasızlarda mevcut değildir [5].  

Memelilerde, en azından insanlarda ve farelerde, aynı kromozom üzerinde birbirine 

komşu üç ayrı PON geni (PON1, 2, 3) bulunmaktadır.  Farelerde 6.  kromozom 

üzerine yerleşen PON genlerinin, insanlarda 7.  kromozomun uzun kolunda, q 21.3 

ile q 21.1 bölgesinde lokalize oldukları bildirilmektedir [6].  Yapısal yönden büyük 

benzerlikler gösteren bu genlerden PON1‟e yönelik çok yoğun çalışılmalar 

yapılmaktadır.  PON1, fizyolojik substratlarının belirlenmesi ve arterosklerozis ile 

ilişkisinin ortaya konması nedeniyle, PON2 ve PON3‟e göre nispeten daha iyi 

aydınlatılan gendir [4].  PON1 geni, Q/R 192 ve M/L 55 olmak üzere iki önemli 

polimorfizm göstermektedir.  Bunlar içinde en yaygın Q/R 192 polimorfizmidir.  

Çünkü PON1 enzim aktivitesindeki bu polimorfizm substrat bağımlıdır ve farklı 

etnik kökenli popülasyonlara göre değişkenlik gösterdiği yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir [7]. 
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PON proteinlerinin amino asit sekansları arasında % 60 oranında benzerlik 

olduğu bildirilmektedir.  Bununla beraber, PON proteinleri dokulardaki 

ekspresyonlarına ve dağılımlarına göre, birbirinden farklılaşmaktadırlar.  PON1‟e ait 

mRNA‟nın karaciğerin yanı sıra böbrek, kalp, beyin, ince bağırsak ve akciğer 

dokularında da bulunduğu gösterilmiş ve PON1‟in, bu dokuların hepsinde endotelyal 

tabakada lokalize olduğu, immunohistokimyasal yöntemlerle tayin edilmiştir.  

Hemen hemen tüm dokularda görülen ve PON1 mRNA‟ya göre, dokular arasında 

daha geniş bir dağılım gösteren PON2 geninin protein ürünleri henüz 

bilinmemektedir.  Son yıllarda tavşan KC‟i ve serumundan saflaştırılan ve bir 

laktonaz olduğu tanımlanan PON3 gen ürününün; en çok plazmada, HDL yapısında 

bulunduğu bildirilmektedir [8,9]. 

 

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1) 

 

Paraoksonaz, Aldridge sınıflama sistemine göre A grubu arildialkilfosfataz 

sınıfı ester hidrolaz enzimidir.  Önceleri organofosfat bileşiklerini hidroliz etme 

özelliği nedeni ile toksikoloji alanında çalışılmış, son yıllarda ise antioksidan etkileri 

nedeni ile kroner kalp hastalığı riskinden korunulabileceği düşünülerek güncellik 

kazanmıştır [10].  Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yılında Aldridge W.N.  tarafından p-

nitrofenil asetat, propiyonat ve bütiratı hidroliz eden A-esteraz olarak teşhis 

edilmiştir.  İnsan serumunda ilk kez 1961‟de Uriel tarafından elektroforez sonrası 

HDL immunopresipitatlarında saptanmıştır [11].  Mackness ve arkadaşları ilk olarak 

HDL-ayırımı için santrifüj yöntemini geliştirdikten sonra, koyunlarda paraoksonaz 

aktivitesinin çoğunlukla Apo AI içeren partiküllerde HDL ile birlikte bulunduğunu 

ve insan serumunun ultra santrifüjlenmesi ile enzimin kanda HDL yapısında 

taşındığını ortaya koymuşlardır [12].  Saflaştırılmış sığır serum paraoksonazının 

lipidlerle ilişkili ve HDL ile aynı moleküler kütleye sahip olduğunu göstermişlerdir.  

Saflaştırma sırasında apo A-I‟in paraoksonazdan ayırımının zor olması, ikisinin sıkı 

ilişkili oldugunu düşündürmüş ve HDL kolesterol tayini sırasında lipoprotein 

fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamışlardır [11].  Enzim; paraokson, metil 

paraokson ve klormetil paraoksona yüksek derecede seçicilik gösterdiği için, 

paraoksonaz olarak adlandırılmıştır.  Mackness ve arkadaşları, PON‟un HDL 

üzerinde Apo A-I‟e bağımlı olarak aktivite gösterdiğini ve 1991 yılında LDL 
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üzerindeki lipoperoksit birikimini azalttığını bulmuşlardır [12].  Aynı zamanda 

Macness ve arkadaşları farklı populasyonlarda (Fransız, Sudanlı vs) polimorfizm 

analizleri yapılarak, allellik formları belirlenmiş ve populasyon çalışmaları enzim 

aktivitesiyle HDL, Apo A-I, Apo A-II arasında istatistiksel ilişki gösterilmiştir [12].  

İmmunoafinite kromatografi çalışmaları insan serum paraoksonazının gerçekte 

Apolipoprotein A-I ve Klusterin (apolipoprotein J) içeren HDL tipleri ile ilişkili 

olduğunu ve PON‟un total HDL‟nin çok küçük bir bölümünü oluşturduğunu 

göstermiştir [10,12]. 

 

Sonraki yıllarda yapılan çalışmalarda, farklı kardiyovasküler hastalıklarda 

enzim aktiviteleri incelenmiş, lipoproteinler ve lipid peroksidasyonu arasındaki 

ilişkişi araştırılmış, enzimin aminoasit dizisi belirlenmiştir [13]. 

 

1.2 Adlandırılması 

 

Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği‟nin (IUBMB) enzim 

isimlendirmesinde paraoksonaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) sahiptir.  

1990‟lı yıllardan sonra, paraoksonazın arilesterazdan farklı olarak yalnız fenolik 

esterleri değil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettiği anlaşılmış ve EC 

3.1.8.1 ile tanımlanmıştır [13].  Paraoksonaz enziminin, A grubu arildialkilfosfataz 

sınıfı bir ester hidrolaz enzimi olması nedeniyle sistematik adı arildialkilfosfatazdır.  

A esteraz grubunda yer alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin ölçümünde ilk olarak 

paraokson substratı kullanıldığı için paraoksonaz adını almıştır (Şekil 1.1) [14]. 

 

Et O

Et O
P

O

O NO2

 

 

Şekil 1.1 Paraoksanın kimyasal yapısı (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) 
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Paraoksonaz enzimi geniş bir substrat özgüllüğü gösterirken, fizyolojik 

substratı tam olarak belirlenmemiştir.  Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz 

aktivitelerine sahip olduğu tespit edilmiştir.  İnsan serum paraoksonaz enzimi, 

parationun metabolik ürünü olan paraoksanı kataliz etme yeteneğine sahiptir.  

Paraoksan organizmaya zararlı olup pestisit olarak kullanılmaktadır.  Paraoksanın, 

paraoksonaz enzimi ile yıkımı sonucu paraoksana oranla göreceli olarak daha az 

zararlı p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bileşikleri oluşur (Şekil 1.2) [10]. 
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Et O
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S

O NO2
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P
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Şekil 1.2 Paraoksonaz enzim mekanizması 

 

 

1.3 Paraoksonaz Gen Ailesi  

 

 

Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7‟nin uzun kolunda q21.3 ve 

q22.1 arasında bulunmaktadır [12,15].  İlk olarak memelilerde tanımlanan PON ve 

PON ile ilişkili genler, sonraları kümes hayvanları, zebra balığı ve omurgasızlardan 

Caenorhabditis elegans‟ta bulunmuştur [11].  Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 

ve PON3 olmak üzere bilinen üç üyeye sahiptir.  Bu genler büyük yapısal 

benzerlikler göstermektedir ve ortak evrimsel öncülden gen dublikasyonlarının 

meydana gelmesiyle oluşur.  Memeli türleri içersinde PON1, PON2 ve PON3 

aminoasit düzeyinde % 60, nükleotid düzeyinde % 70 benzerlik gösterir.  Bununla 
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birlikte memeli türleri arasında bu üç genin her biri aminoasit düzeyinde % 79-90, 

nükleotid düzeyinde % 81-91 benzerlik göstermektedir.  PON1, PON2 ve PON3 ile 

karşılaştırıldığında 4. ekzonda kodlanan 105 aminoasit içinde üç nükleotid 

rezidüsüyle ayrılır [12,16].  PON2 ve PON3, PON1 kadar aydınlatılamamıştır [4,13].  

PON2 diğer üyelerden farklı olarak plazmada bulunmamaktadır.  Ancak beyin, 

karaciğer, böbrek ve testis gibi pek çok dokuda sentezlenmektedir.  PON3, tavşan 

HDL‟si üzerinde lokalize olan laktonaz aktivitesi ile tanımlanabilmiştir [4,14].  

PON3 enzimi de PON1‟e benzer şekilde büyük çoğunlukta karaciğerden sentezlenir 

ve serumda HDL‟ye bağlı olarak bulunur.  Ayrıca PON3 daha düşük seviyelerde 

böbrekte sentezlenmektedir.  PON3 geninin mRNA‟sı ve proteinine insanlardan 

farklı olarak sıçanların makrofajlarında rastlanmıştır [17,18]. 

 

 

1.3.1 PON1’in Biyokimyasal Yapısı 

 

 

PON1, 43-45 kDa molekül ağırlığına sahip 354 aminoasit içeren bir 

proteindir [16, 19].  Her molekül total ağırlığın %15.8‟ini oluşturan üç karbonhidrat 

zinciri içermektedir.  İzoelektrik noktası 5.1‟dir.  Aminoasit bileşimi yüksek lösin 

içeriği dışında bir özellik göstermez [16].  Yapısında yer alan 3 sistein (Cys) 

rezidüsünden 284‟teki serbest iken 42 ve 352. sistein rezidüleri arasında disülfit bağı 

bulunur.  İn sitü hibridizasyon çalışmaları ile PON1 geninin, 7. kromozomun uzun 

kolu üzerinde q21-q22‟ de bulunduğu gösterilmiştir [10,12]. 

 

PON1‟in ince yapısı 4 adet zincirden oluşmuş 6 adet β-kırmalı yapıdan 

meydana gelmiştir (Şekil 1.3).  Enzim 42. ve 353. sistein rezidüleri arasındaki 

disülfit köprüsü ile sonlanarak üç boyutlu yapısını kazanır [21].  N terminal ve C 

terminal uçlarının bu şekilde kovalent bağlanması b-kırmalı yapılı enzimlerde nadir 

görülür. 

 

Üç boyutlu yapıda; β-kırmalı tabakaların merkezinde 7.4A
0
 aralıklı iki adet 

Ca
+2

 iyonu bulunmaktadır.  Bunlardan bir tanesi yapısal özellikli olup yapıdan 

uzaklaştırılması dönüşümsüz denatürasyona neden olmaktadır [22].  Diğeri ise 

katalitik etkinlikte rol oynar.  Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A
0
 uzaklıkta 5 adet 
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aminoasit rezidüsü (Asn224, Asn270, Asn168, Asp269 ve Glu53) ile etkileşim 

halindedir.  Aynı kalsiyum iyonu bir su molekülü ve fosfat iyonunun oksijeni ile 

etkileşmektedir.  PON1‟in yapısı 6 adet β-kırmalı tabaka ile merkezdeki Ca
+2

 

iyonları açısından diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik 

göstermektedir [23].  Ancak, PON1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi 

gösterirken, DFPase sadece fosfotriesterase aktivitesi gösterdiği belirlenmiştir.  Bu 

iki enzimin aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [24].  PON1‟in aktif 

bölgesinde diğer β-kırmalı yapılardan farklı olarak hidrofobik heliks (H2 ve H3) 

yapıları vardır (Şekil 1.3).  Bu yapılar aynı zamanda sonlanma noktaları olup, aktif 

bölgenin korunması ve enzimin HDL‟ye bağlanması gibi kritik rollere sahiptir.  

PON1 sentezlendiğinde monomerik yapı şeklindedir.  Enzim, HDL‟ye 

bağlanamadığı zaman oligomerizasyon gerçekleştiği belirlenmiştir.  Bu olay in vitro 

deterjanlı ortamda H2 ve H3 heliksleri ile deterjan misellerine bağlanarak gerçekleşir 

[25]. 

 

 

 

Şekil 1.3. Paraoksonaz enziminin üç boyutlu görünümü. (a) β-kırmalı tabakalar ve 

(b) hidrofobik bölgelerin (H1, H2, H3) β-kırmalı tabakalara göre durumu [18]. 

 

PON1 üzerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bölgesi vardır. İki tanesi 

(Asn 227 ve Asn 270) β-kırmalı tabakaların merkezinde, diğer ikisi ise yüzeye bakan 

bölgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadır.  PON1 memeli hücrelerinde ekspre 

edildikten sonra bu noktalardan glikozillendiği gözlenmiştir [25].  PON ailesinin 
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hidrolitik aktivitesi için, glikolizasyonun aktiviteyi önemli ölçüde etkilemediği 

saptanmıştır [26,27].  Ancak enzimin yapısında bulunan bu karbohidrat molekülleri 

spesifik olmayan hücre membranlarına bağlanmada veya kararlığı ve çözünürlüğü 

arttırmada etkili olabileceği açıktır [28,29]. 

 

 

1.3.2 Enzimin Katalitik Mekanizması 

 

 

Enzimin aktif bölgesinde bulunan His-His çifti, kalsiyum iyonu ve su 

molekülü, esteraz aktivitesinde önemli rollere sahiptir (Şekil 1.4).  
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Şekil 1.4. Paraoksonazın katalitik mekanizması [35] 

 

Katalitik etkinlik gösteren Ca
+2

 iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif 

yüklü oksijenine 2,2 Å uzaklıktadır.  Aktif bölgedeki His-His çifti, su molekülünün 

bir protonunu alarak bu molekülün nükleofilik gücünü arttırır.  Oluşan hidroksil 

iyonu karbonil veya fosfat esterine saldırır.  Bu esnada meydana gelen kompleks 

tetrahedral bir düzlem sonucu Ca
+2

 iyonu ile kararlı kılınır.  Oluşan yapıdaki Ca
+2

 



 8 

iyonu negatif yüklü oksijenden uzaklaşarak bağ tekrar fosfat veya karbonilin üzerine 

yıkılır ve ester bağı kopar.  

 

PON1‟in mekanizmasını açıklamak amacıyla, esteraz aktivitesi için 2-

naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi için paraoksan substratları kullanılmıştır.  Bu 

substratların optimum pH aralıkları saptanmış ve substratın yapısında bulunan yan 

zincirin katalizlenmeye direkt katılmadığı sonucu bulunmuştur [30]. 

 

1.4 Katalizlediği Reaksiyonlar ve Substratları 

 

Paraoksonaz enzimi geniş bir substrat özgüllüğü gösterirken, fizyolojik 

substratı tam olarak belirlenmemiştir.  Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz 

aktivitelerine sahip olduğu tespit edilmiştir.  Söz konusu aktivitelerin tümünün tek 

bir aktif merkezde mi yoksa birden fazla aktif merkezde mi gerçekleştiği, substrat 

seçiciliğinin nasıl belirlendiği de henüz tespit edilmemiştir.  

 

Son yıllarda PON1‟in arterosiklerozisin önlenmesinde ve ilaç 

metabolizmasında önemli rol oynadığı bilinmektedir [31, 32, 33].  PON1 özellikle 

LDL ve HDL lipitlerinin yükseltgenmesini önleyerek ve lipit peroksitlerini 

metabolize ederek arterosklerozise karşı koruyuculuğunu, sahip olduğu laktonaz 

aktivitesi ile göstermektedir [34, 35].  Söz konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar 

değişen lakton halkası ihtiva eden en az 30 çeşit laktonu hidrolizleyebilmektedir.  

Alifatik lakton substratı olan δ-valerolakton (6 halkalı lakton), γ-butirolakton (5 

halkalı lakton) ve ε-kaprolaktondan(7 halkalı lakton) daha hızlı hidrolizlenmektedir.  

PON1 enziminin aromatik laktonlar afinitesi, alifatik laktonlara oranla daha fazladır 

ve daha kolay hidrolizlenirler.  Ancak ilgi çekicidir ki, pek çok ilacın etken 

maddesinde bulunan kumarin bileşiğinin lakton halkasında α ve β çift bağı olmasına 

rağmen PON1 tarafından hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin 

hidrolizlenmektedir [36,37] (Şekil 1.5).  
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n=1 β-Propriolakton n=2 γ-Butirolakton 

n=3 δ-Valerolakton n=4 ε-Kaprolakton 

 

Şekil 1.5 Lakton hidrolizi [19] 

  

Önceleri PON1‟in yapısının ve substratlarla olan ilişkisinin belirlenmesinde 

yapı-aktivite analizi üzerine çalışmalar yapılmıştır.  Bu konuda ilk olarak, 

Augustinson ve Ekedahl aromatik halkalı veya çift bağlı aromatik esterlerin PON1 

tarafından hidrolizlendiklerini bulmuştur.  Bu reaksiyonda PON1‟in substrat olarak 

kullanacağı esterin karbon-karbon çift bağının birbirine çok yakın olması gerektiği 

tespit edilmiştir [38].  Ayrıca, yapılan bir başka çalışmada, vinil asetat ve Δ
2
-

siklopentil asetatın PON1 tarafından hidrolizlenmesi fakat etil asetat ve siklopentan 

asetatın PON1 tarafından hidrolizlenememesi bu öneriyi desteklemektedir [34].  

Lakton halkasının oluşturduğu uzaysal yapı, bu yapıyı içeren bazı substratların 

enzimin aktif merkezine girmesini sağlayarak etkileşmelerine ve hidrolizlenmelerine 

izin verir.  Bu etkileşim benzer şekildeki içte bulunan ester formları için mümkün 

değildir.  Örneğin etil asetat PON1 ile hidrolizlenmezken, aynı sayıda atom ve ester 

yapısı gösteren γ-bütirolakton iyi hidrolizlenmektedir [34,39].  

 

PON1 enziminin laktonaz aktivitesi için 284. rezidüde bulunan serbest sistein 

aminoasiti oldukça önemlidir.  Bu serbest sistein rezidüsünün, söz konusu enzimin 

LDL‟nin okside olmasını önlemesinde de rol alması; PON1‟in sahip olduğu laktonaz 

aktivitesi aracılığıyla LDL ve HDL fosfolipitlerinin yükseltgenmeye karşı koruduğu 

düşünülmektedir [40,41].  Sorenson ve arkadaşları 284. pozisyonda bulunan serbest 

sistein rezidüsünün arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli olmadığını 

göstermişlerdir [42].  Ancak aktif merkezdeki histidin rezidülerinin paraoksonaz ve 

O

(CH2)n

O
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-+ H2O

(CH2)n

O
OH OH

O
O
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O
O
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arilesteraz hidrolitik aktivitelerini göstermesinde çok gerekli olduğu gösterilmiştir 

[43]. 

 

PON1 bazı lakton ve karbonat esterlerini içeren ilaçları ve ilaç ön maddelerini 

de hidrolizleyebilmektedir.  Örneğin, diüretik bir ilaç olan spironolakton ve 3-

hidroksimetilglutaril-CoA redüktaz inhibitörleri olan mevastatin, lovastatin ve 

simvastatin bu enzim tarafından hidrolizlenir.  Önceleri yapılan çalışmalarda bu 

hidroksimetil glutaril-CoA redüktaz inhibitörlerinin hidrolizlenmesi söz konusu 

enzimin statinaz aktivitesi olarak tanımlanmıştır [44,45].  Ayrıca PON1 

glukokortikoid δ-laktonların [46] sistemik metabolize edilmesinde ve ön ilaç 

maddesi olan karbonat ester yapısındaki prulifloksasinin aktivasyonunda rol 

oynamaktadır [47].  Bunun gibi PON1‟in laktonaz aktivitesinden başlıca yönetici 

ajanların metabolize edilmesinde ve bunların istenmeyen yan etkilerinin 

azaltılmasında yararlanılmaktadır [46].  Laktonların isosterik formları olan laktamlar 

oksijen halkası yerine azot halkası ihtiva ederler.  Laktamlar PON1‟in substratını 

oluşturmazlarken enzimi inhibe ederler. İn vitro çalışmalarda δ-valerolaktam, ε-

kaprolaktam ve 2-hidroksikinolin gibi laktamlar PON1 enziminin güçlü 

inhibitörleridir [48].  

 

İnsan serum PON1 enzimi ayrıca paration, diazinon ve klorpirifos gibi çok 

sayıda insektisitin toksik okson metabolitlerini (Şekil 1.6) [49,50] ve soman, sarin ve 

tabun gibi organofosfat sinir ajanlarını hidrolizleyebilmektedir (Şekil 1.7) [51,52].  

İnsan sağlığı açısından organofosfatlı bileşikler ise terörizm tehdidi kadar bir 

çevresel risk oluşturur [53].  PON1 enziminin çok yönlü bir araştırma konusu 

olmasının en önemli nedenlerinden biri budur. 
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Şekil 1.6 İnsektisitlerde yaygın kullanılan okson metabolitlerinin hidrolizi [39] 

 

P

R2O

O
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P

O

R2O R1
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+   HX

R1=N(CH3)2           R2=CH2CH3            X=CN  Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R1=CH3  R2=CH(CH3)2
X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

 R1=CH3 R2=CH(CH3)C(CH3)3 X=F     Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman) 

 

Şekil 1.7 Sinir gazlarının hidrolizi [39] 

 

Bu aktivitelerinin yanında PON1 enzimi sınıflandırılmada yer aldığı A-

esteraz grubunda bulunması ile fenilasetat gibi ester substratlarını da 

hidrolizleyebilmektedir.  Ayrıca, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1‟in aromatik 

ester substratları arasındadır (Şekil 1.8) [54,55,56].   
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Şekil 1.8 Aromatik esterlerin hidrolizi [39] 

 

1.4.1 PON1’in HDL’ye Bağlanması 

 

PON1 ve PON3 karaciğerde sentezlendikten sonra kana salınır, orada spesifik 

olarak HDL‟ye bağlanır.  HDL periferal hücrelerden kolesterolün taşınmasını 

sağlayan ve kendisine bağlı platelet aktive eden faktör, PON1, LCAT ve PON3 gibi 

enzimler ile LDL‟nin yükseltgenmesini önler [56,57]. 

 

 HDL yaklaşık 10 nm çapında kompleks bir yapıdır.  Bileşiminde öncelikle 

membran bileşenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein 

A1 ve aromatik heliksler yer alır [58].  HDL‟ye bağlı olan enzimlerden ilk kez üç 

boyutlu yapısı aydınlatılan PON1 enzimidir [59,60].  PON1 hidrofobik N terminal 

ucuyla sonlanır, H2 ve H1 hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana 

bağlanma yüzeyi oluşturular [61,62].  Heliks yapılar lizin, triptofan ve tirozin yan 

zincirleri ile oluşturdukları yapı karakteristiği ile HDL ara yüzeyine girebilmektedir 

[63]. 
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1.4.2 PON1’in Sentezlenmesi ve Salgılanması 

 

 

 

PON1 sentezi karaciğerde gerçekleştiğinden dolayı, serumdaki PON1 

seviyesini belirleyen başlıca faktör karaciğer fonksiyonlarıdır.  Serumdaki PON 

seviyesi ve aktivitesi bireyler arasında çok değişkendir [64].  Bunun nedeni enzim 

aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 geninin kodlanma ve 

promoter bölgesinde çok sayıda polimorfizm göstermesidir.  PON1‟in serumdaki 

aktivitesini ve konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi üzerinde en önemli 

polimorfizm -107 pozisyonundadır [65,66].  PON1 sentezinde önemli olan bir diğer 

faktör karaciğer hücrelerindeki kolesterol dengesidir.  Ayrıca PON1‟in karaciğerden 

sentezini herhangi bir hastalık durumu da etkilemektedir [67,68].  

 

 

 PON1 karaciğerden sentezlendikten sonra serumda HDL‟ye veya karaciğerde 

mikrozomlara bağlanabilmesi için sentez sırasında N-terminal hidrofobik bölgesi 

olması gerekmektedir.  N-terminal hidrofobik bölgesi bağlamada belirleyici olduğu 

kadar salgılanma prosedüründe de önemli role sahiptir [69,70].  Yapılan çalışmalarda 

hamster ovaryum hücresi ve insan hepatosit hücresine katılarak PON1 

sentezlendikten sonra hücre zarının dış yüzeyine bağlandığı gösterilmiştir [71].  

PON1 karaciğerde sentezlendikten sonra da önce mikrozomlara, daha sonra hücrenin 

dış yüzeyine bağlandığı düşünülmektedir [72,73].  Hücrenin zarının dış yüzeyinden 

salınması ve HDL‟ye bağlanması tesadüf değildir, bu bağlanmada fosfolipit 

kompleksi önemli rol oynamaktadır ve LDL PON1‟in hücreden salınmasına ve 

kendisine bağlanması için fosfolipit içeriği yeterli değildir [71,72].  

 

 

1.5 PON1 Polimorfizmi 

 

 

 Şimdiye kadar yapılan çalışmalarda, bir kısmı PON1 geninin kodlanma 

bölgesinde, diğerleri intronlarda ve genin düzenleyici yani promoter bölgesinde 

olmak üzere 160‟dan fazla polimorfizm tespit edilmiştir [74].  PON1 enzim 
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aktivitesindeki polimorfizm farklı etnik kökenli dağılımlara göre değişkenlik gösterir 

[75].  İlk olarak 1973‟de Von Mallinckrodt ve arkadaşları tarafından enzimin genetik 

polimorfizm gösterdiği ve enzim aktivitelerinin trimodal dağılıma sahip olduğu 

gösterilmiştir [76].  Daha sonra 1976‟da Playfer ve arkadaşları PON1‟in insanlar 

arasında düşük, orta ve yüksek aktiviteye sahip polimorfik dağılım gösterdiğini daha 

detaylı bulgularla açıklamıştır [77,78].  Paraoksonaz aktivite polimorfizminin 

moleküler temeli, PON1‟in kodlanma bölgesindeki kendiliğinden olan mutasyonlar 

sonucu iki aminoasitin yer değiştirmesi ile ilişkilidir.  Bu mutasyonlarda birincisi 

kodlanma bölgesindeki 192. kodonda glutaminden (Q) arjinine (R) olan değişimdir 

[79].  Bu PON1 aktivitesindeki polimorfizm substrata bağımlıdır.  Kodlanma 

bölgesindeki ikinci değişim 55. pozisyonda lösinden (L), metiyonine (M) olan 

değişimdir (Şekil 1.9).  Bu mutasyonun PON1‟in aktivitesi üzerinde etkisi çok az 

iken, serumdaki protein seviyesini etkilediği tespit edilmiştir [80,81].  PON1‟in  R 

allelinin kodlandığı proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele göre sekiz kat 

daha yüksektir [82].  Ayrıca PON1 Q formu yükseltgenmiş HDL ve LDL‟nin 

metabolize edilmesinde R formundan daha etkilidir [83].  Bu genetik polimorfizm 

serum protein konsantrasyonunu da etkiler.  Homozigot R bireyler homozigot Q‟ya 

göre daha yüksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [84].  Farklı populasyonlardaki 

polimorfik dağılım bireyler arasında varyasyona neden olur [85].  PON1 

allozimlerinin kalitatif ve kantitatif olarak farklı olduklarının keşfi ile fenotipleme 

metodları geliştirilmiştir.  İlk olarak 1983‟te Eckerson tarafından iki izoenzimin tuz 

ve pH‟a farklı yanıtlarını temel alarak iki fenotip tanımlanmıştır [5].  Tuz (NaCl) 

varlığında homozigot R allozim (RR) paraoksana karşı daha yüksek enzim 

aktivitesine sahiptir.  
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Şekil 1.9 PON1 enzimi gen polimorfizmleri [1] 

 

PON1‟in kodlanma bölgesindeki PON1 M/L55 ve Q/R192 

polimorfizmlerinden başka promoter bölgesinde de en az beş polimorfizm 

belirlenmiştir.  Bu polimorfizmler -107/-108 (C/T), -126 (C/G), -160/-162 (A/G), - 

824/-832 (A/G) ve -907/-909 (C/G) bölgelerde bulunmaktadır.  PON1 genindeki 

promoter polimorfizmlerinin, gen expresyonu ve enzimlerin serum düzeyleri 

üzerinde güçlü etkisinin olduğu bulunmuştur.  Ayrıca promoter polimorfizmleri 

PON1 geninin 3‟ okunmayan bölgesi içersinde de ortaya çıkarılmıştır, fakat bunların 

önemi henüz bilinmemektedir. 

 

Paraoksonaz polimorfik dağılımı ırklar arasında oldukça değişim 

göstermektedir [85].  Türk populasyonunda RR allel oldukça düşük bir oranda 

bulunmuştur.  Trimodal dağılım için QQ, QR ve RR allellerinin frekansı sırasıyla 

%48,6, %41,0 ve % 10,4 olarak tespit edilmiştir [86].  Düşük aktivite gösteren Q 

allel Avrupa, Kanada ve Amerika‟da yüksek, Avusturalya, Aborigin ve Zambiya‟da 

düşüktür.  
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 PON1‟in kodlanma bölgesindeki diğer bir polimorfizm 102. kodonda 

izolosinden valine olan değişimdir [87].  PON1‟in promoter bölgesinde 5 tane 

polimorfizm tespit edilmiştir.  Bunlardan plasma PON1 seviyesini etkileyen en 

önemli olanı C108T polimorfizmidir [80,81].  

 

 

  PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bağlı olarak oldukça değişim 

göstermektedir.  Söz konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak 

açıklanamamasına rağmen, klinik yayınlarda PON enzim aktivitesi ile çeşitli 

hastalıklar arasında ilişkinin belirlenmesine yönelik pek çok çalışmaya rastlanmıştır 

[88,89].  Ayrıca yapılan çalışmalarda özellikle incelenen hastalıklar ile PON1 

polimorfizmi arasında bir bağlantı olup olmadığı araştırılmıştır [90,91]. 

 

 

Öncelikle yapılan pek çok çalışmada kalp damar hastalıkları ile PON1 

R/Q192 polimorfizmi arasında önemli bir ilişki olduğu gösterilmiştir [88,90,91].  

Ancak başka çalışmada PON1‟in Arjinin 192 polimorfizmi ile kalp damar hastalık 

riski ile ilişkili olmadığı gösterilmiştir [92].  Benzer şekilde PON1‟in M/L55 

polimorfizmi ile kalp damar hastalıkları oluşma riski arasında bir grup çalışmada 

bağlantı var iken [74,92], diğer bir çalışma grubunda herhangi bir ilişki olmadığı 

gösterilmiştir [91,93].  Sonuç olarak, PON1 192. ve 55. polimorfizm genotipleri 

direkt enzim aktivitesini etkilemektedir. PON1 aktivitesi de geleneksel risk faktörleri 

dışında, kalp damar hastalıkları oluşma tehlikesini bize önceden haber vermektedir.  

 

 

Yapılan bir çalışmada, PON1‟in 192R ve 55M polimorfizmlerinin erkeklerde 

prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak herhangi ilişkisi olmadığı gösterilmiştir 

[87].  Japon toplumunda tip 2 şeker hastalarında yapılan bir çalışmada, PON1 

enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalık arasında önemli bir bağıntı olmadığı 

tespit edilmiştir [94].  Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran 

kişilerde Parkinson hastalığı olma riskinin istatistiksel olarak (p<0,005) yüksek 

olduğu tespit edilmiştir [95].  Alzheimer hastalarında yapılan bir çalışmada, PON1 
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geninin 192. polimorfizmi R allel görülme sıklığı kontrol grubuna göre oldukça 

düşük bulunmuştur [96]. 

 

1.6 Enzimin SaflaĢtırılması  

 

Paraoksonaz enzimi karaciğerde, endoplazmik retikulum membranlarının 

parçacıklarının uçları kapanarak oluşan mikrozomlarda, serumda HDL‟ye bağlı 

olarak bulunmaktadır [97].  Saflaştırma prosedürlerinde öncelikle söz konusu 

enzimin bağlı olarak bulunduğu yapılardan uzaklaştırılması gerekmektedir.  

 

İlk olarak A-esterazları (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafından 

tavşan böbreğinden yaklaşık 13 kat [98] ve daha sonra Mounter tarafından 65-100 

kat saflaştırılmıştır [99].  Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflaştırma koyun 

serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik çöktürme yöntemleri kullanılarak 

Main tarafından başarılmıştır [100].  Daha sonra Furlong ve arkadaşları tarafından 

insan ve tavşandan söz konusu enzim saflaştırılmış ve cDNA‟sı karakterize edilmiştir 

[101].  

 

Paraoksonaz enziminin saflaştırılması için, ulaşılmak istenen saflık 

derecesine ve enzimin serumda veya karaciğerde bulunuş durumuna göre değişen 

çok çeşitli metotlar tanımlanmıştır.  Bu metotlardan sıklıkla uygulananları 

hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon değiştirme 

kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi, 

amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE anyon değiştirme kromatografisi, Concanavalin 

A-Sepharose afinite kromatografisi, mono Q HR 5/5 anyon değiştirme 

kromatografisi ve DEAE biojel kromatografisidir.  Uygulanan metotların sırası 

enzim kaynağının serum veya karaciğer olmasına bağlı olarak değişebilir.  Bazı 

durumlarda bir ya da diğer saflaştırma basamağı tekrar kullanılabilir.  Örneğin; Gan 

ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada insan serum paraoksonazının saflaştırma 

prosedürü için iki DEAE anyon değiştirme kromatografisi kullanılmıştır [102].  

Furlong tavşan ve insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue 3GA-

Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel filtrasyon 
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kromatografi yöntemlerini kullanarak saflaştırmıştır [103].  Sıçan karaciğerinden 

paraoksonaz enzimi sırasıyla hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B 

iyon değiştirme, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite Mono Q HR 5/5 anyon 

değiştirme kromatografisi ile saflaştırılmıştır [104].  Sıçan karaciğerinden PON3 

enzimi de sırasıyla hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-Sepharose CL-6B iyon 

değiştirme, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite, birinci DEAE anyon 

değiştirme, ikinci DEAE anyon değiştirme ve konkanavalin A-Sepharose afinite 

kromatografisi ile saflaştırılmıştır.  

 

Paraoksonaz enzimi karaciğerde mikrozomlara, serumda da HDL‟ye bağlı 

olmasından dolayı homojen bir saflık elde etmek oldukça zordur [105,106].  Söz 

konusu enzimin saflaştırılması sırasında bağlı olduğu yapılardan uzaklaştırılması 

gerekmektedir.  Bu amaçla, karaciğerde enzimi mikrozomlardan ayırmak için 

TritonX-100 kullanılırken [107] serumda HDL‟den uzaklaştırılması için deterjan 

veya yüksek tuz konsantrasyonu kullanılması gerekmektedir [100,101]. 

 

1.7 KANSER 

 

1.7.1 Tanım 

 

Kanser önemi giderek artan bir sağlık ve yaşam sorunu durumundadır.  Ölüm 

nedeni olarak, kalp ve damar hastalıklarının hemen ardından gelmektedir.  

Yurdumuzda en sık görülen kanserler erkeklerde akciğer, prostat, kalın barsak, 

rektum, mide ve pankreas; kadınlarda meme, akciğer, kalın barsak, rektum, serviks, 

over, mide ve pankreas kanserleri olarak sıralanabilir.  Deri kanseri sıklığı her iki 

cinste de yüksek olmakla birlikte, deri kanserleri tedaviye iyi cevap verdiklerinden 

ölüm oranı çok düşüktür.   
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1.7.2 Kanserin Biyokimyası 

 

 

Kanser, bazı etkilerle değişime uğramış hücrelerin, gerek yerel ve gerek uzak 

noktalarda kontrolsüz olarak çoğalıp büyümelerinin sonucu oluşan kötü huylu 

hastalıklar grubudur.  Normalde hücreler belli bir kontrol altında, ihtiyaca göre 

bölünerek çoğalırlar.  Hücreler bir taraftan programlı ölüm ya da "apoptoz" denen 

olay ile yok olurken, diğer taraftan da büyüme faktörlerinin etkisiyle çoğalır.  

Büyüme faktörleri normalde DNA'daki çeşitli genlerin etkisiyle oluşan proteinlerdir.  

Bu genler mutasyona uğrayarak hücrelerin aşırı büyümesine sebep olurlarsa, o zaman 

kanser oluşur ve bu genlere de "onkogen" denir.  DNA hayatın merkezi maddesi 

olarak kabul edilebilir.  DNA'da genler bulunmaktadır. Genler, anne veya babadan 

çocuğa siyah ya da sarı saç veya mavi göz gibi özelliklerin ya da talasemi (Akdeniz 

anemisi) gibi hastalıkların geçmesine sebep olan kalıtım birimleridir.  Vücudumuza 

nasıl büyüyeceğini bildiren, hatta davranışlarımızı belirleyen biyolojik bir programlar 

dizinidir.  

 

DNA, deoksiribonükleik asid dediğimiz hücre çekirdeği asidinin baş 

harflerinden oluşan bir kısaltmadır.  DNA hücrelerde kromozom şeklinde bulunur.   

 

İnsan vücudunda milyarlarca hücre vardır ve her hücredeki DNA o hücrenin 

kontrol merkezidir.  İnsanda 23 çift kromozom vardır.  Bunlar çekirdekte çiftler 

halinde bulunurlar.  Yalnız son çifttekiler cinsiyet kromozomu olarak farklıdır; 

kadında XX ve erkekte XY olarak bulunur.   

 

Kanser genleri ya da onkogenler 70'li yılların sonlarına doğru bulunmaya 

başlanmış ve günümüze kadar çok aktif araştırmaların konusunu oluşturarak, 

kanserin daha iyi anlaşılmasına, tanı ve tedavinin geliştirilmesine hizmet etmişlerdir.   

 

Onkogenleri oluşturan mutasyonlar, karsinojen maddelerin, virüslerin ve X 

ışınlarının etkisiyle meydana gelir.  Kanser bir organda oluştuktan sonra, uzak doku 

ve organlara da metastaz dediğimiz yerleşmeler yapar ve genel olarak hastalar 

metastazlar nedeniyle kaybedilir.  Hızlı ilerleyen kanserlerde metastaz erken, daha 
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iyi gidişli kanserlerde ise metastaz geç oluşur.  Metastaz oluşumu tesadüften çok, 

kanser hücrelerinin bazı organlara kolay yerleşmelerini sağlayan özelliklerine 

bağlıdır.  Örneğin, kolon kanserleri karaciğere, prostat kanserleri kemiğe metastaz 

yapmayı tercih etmektedir.  Burada, kanserli dokuda kan akımı, damar hücrelerinin 

aktivasyonu gibi faktörler rol oynamaktadır.   

 

Onkogenlerin yanında anti-onkogenler de çok önemlidir.  Onkogenler kansere 

sebep olurken, anti-onkogenler kanseri önleyen genlerdir.  Anti-onkogenlere "tümörü 

baskılayan genler" de denir.  Bunlar doğal hallerinde iken, yani mutasyona 

uğramamış hallerinde iken hücre bölünmesini ve çoğalmasını frenleyen, durduran 

genlerdir. 

 

1.8 MEME KANSERĠ 

 

1.8.1 Kadınlarda meme kanseri 

 

Kadın memesi, yağ, bağ doku ve çok sayıda küçük süt bezinden meydana 

gelir.  Kadının bebeği varsa, emzirmenin gerçekleşebilmesi için süt kanalı adı verilen 

küçük tüplerden meme ucuna ilerler.  Meme kanseri genellikle meme dokusunda bir 

kitle şeklinde ortaya çıkar, ancak memedeki kitlelerin çoğu kanserli değildir.  

Birleşik Krallıkta, meme kanseri kadınlar arasında en yaygın görülen kanser türüdür 

ve genellikle 50 yaş üstündeki kadınları etkiler.  Ancak, kadınlarda her yaşta meme 

kanseri görülmesi mümkündür ve nadiren olmakla birlikte bu hastalık erkekleri de 

etkiler. 

 

50-70 yaş arası tüm kadınların NHS Breast Screening Programme (NHS 

Göğüs Taraması Programı) kapsamında düzenli olarak meme kanseri taramasından 

geçmeleri gerekir. 

 

1.9 Meme Kanserinde Etkili Olduğu DüĢünülen Enzimler ve Etkileri 

 

Stratus ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada meme kanserinde serum 

arginaz aktivitesinin sağlıklı kadınlardan 4 kat yüksek olduğunu saptamışlardır.  
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Kanserli dokunun arginaz enzimi ürettiğini veya enzim aktivitesini ileri derecede 

arttırdığını düşünmüşler ve buna bağlı olarak da dolaşıma arginaz enziminin sızması 

sonucu serum arginaz aktivitesinin artacağını söyleyemişlerdir.  Çünkü arginaz, diğer 

enzimlerde de olduğu gibi kan dolaşımına çıkmaktadır [108]. 

 

 

Yılmaz ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalar sonucunda , antioksidan 

enzimlerin kanserli hücrelerdeki aktivite artışının tümör hücrelerinde enzim 

ekspresyonundaki artışa bağlı olabileceğini düşünmüşlerdir.  Meme kanserli 

hastaların tümör dokularındaki arjinaz aktivitesinde görülen artışın, poliamin 

biyosentezine substrat olarak ornitini sağlaması nedeniyle kanser oluşumunda önemli 

bir role sahip olabileceğini öne sürmüşlerdir [109]. 

 

 

Meme kanserli hastalarda lipid peroksidasyonundaki artış oksidatif strese 

karşı koruyucu olarak artmış antioksidan savunma sistemi ile dengelenmiştir.  

Katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) primer enzimatik savunma sistemleridir 

[110].  Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) oksijen radikallerine karşı hücresel 

savunma mekanizmalarında yer alan önemli bir antioksidan enzimdir.  G6PD 

laktasyon esnasında meme bezinde yağ asiti sentezlenmesi için gerekli bir kofaktör 

olan NADPH‟ın üretiminde rol almaktadır [111]. 

 

 

Hidrojen peroksit (H2O2), katalaz ve GSH-Px tarafından su ve moleküler 

oksijene dönüştürülerek metabolize edilmektedir [110].  Katalaz; kanser, diabet, 

katarakt, ateroskleroz, beslenme yetersizliği ve yaşlanmayı içine alan pek çok 

patolojik şartlarda ortaya çıkan oksidatif strese karşı savunmada antioksidan sistemin 

öncelikli bir enzimidir.  Substrat olarak glutatyon kullanan GSH-Px ise serbest 

oksijen radikalleri, peroksitler ve kanserojenlere karşı savunmada önemli bir rol 

oynar. Ayrıca GSH-Px lipoksigenaz ve siklooksigenaz yollarını değiştirerek tümör 

oluşumunda anahtar bir rol oynar. Tümörlerde H2O2 ve diğer hidroperoksitlere karşı 

enzim savunmasının ilk enzimi olan GSH-Px aktivitesinde önemli artış bildirilmiştir 

[112,113]. 
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Piruvat kinaz; adenozin difosfatın substrat düzeyinde fosforilasyonunu 

katalize eden glikolizin anahtar regülatör bir enzimidir.  Tümör hücrelerinde 

karbonhidrat metabolizmasında değişiklikler gözlenmiştir [114].  İyi huylu ve kötü 

huylu doku çoğalmasında piruvat kinaz aktivitesinin genellikle arttığı rapor 

edilmiştir.  Bu da tümör hücrelerinin metabolizmasındaki enerji ve metabolitlerin 

sağlanması için glikolizin gerekliliğini açıklamaktadır [115]. 

 

 

Yılmaz ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalar sonucunda meme tümör 

hücrelerinde GSH-Px aktivitesinin normal doku ile karşılaştırıldığında belirgin 

olarak arttığını tespit etmişlerdir.  GSH-Px aktivitesinin insan meme dokusunda 25 

kat daha yüksek olduğunu bildirilmişler ve meme kanser hücrelerindeki yüksek 

GSH-Px aktivitesinin genomik DNA‟nın artmış ekspresyonundan meydana geldiğini 

ileri sürmüşlerdir [116].  Bu nedenle meme tümör dokusunda GSH-Px aktivitesinin 

artması hücre çoğalmasının bir “belirteci” olabileceğini ön görmüşlerdir. 

 

 

Yüksek H2O2 konsantrasyonlarında katalaz, GSH-Px enziminden daha 

etkilidir.  Katalaz enzimi prostat ve meme kanser dokularında belirgin olarak 

yüksektir.  Bu artış tümör hücrelerindeki enzim ekspresyonundaki artmaya bağlı 

olabilir [117].  Kanserlerde eritrosit süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz 

aktivitelerinde düşüş bildirilmiştir.  Bu antioksidan enzimler lipid peroksidasyonuna 

aracılık eden O2

.- 
ve H2O2‟ye karşı eritrositleri korur [118].  Kumaraguruparan ve 

arkadaşları. meme kanserli hastalarda eritrosit lipid peroksidasyondaki artış ile SOD 

ve katalaz aktivitesindeki düşüş arasında bir ilişkinin olduğunu bildirmişlerdir.  

Ayrıca meme tümörlerinde piruvat kinaz ve G6PD aktiviteleri yüksek bulunmuştur.  

Kötü huylu meme kanser dokusu daha yüksek piruvat kinaz aktivitesi gösterirken, 

normal meme dokusu daha düşük enzim aktivitesi göstermiştir. 

 

 

Kanserli dokulardaki G6PD ve piruvat kinaz aktivitelerinin normal 

dokulardakinden farklı olması, kısmen değişmiş bir gen ekspresyonu ile 

açıklanmıştır [114]. 
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Meme tümör dokusunda arjinaz aktivitesi yüksek bulunmuştur.  Bu sonuç 

arjinaz aktivitelerinin meme kanseri vakalarında arttığını ileri süren çalışmalarla 

tutarlıdır [119,117,120,121]. 

 

 

Meme kanserli hastaların tümör dokusu arjinaz aktivitelerinde sağlıklı 

dokulardakine göre önemli bir artış olduğu ve bu artışın poliamin biyosentezini 

hızlandırması nedeni ile kanser gelişiminde önemli bir rol oynayabileceği 

gösterilmiştir.  Ayrıca, katalaz, GSH-Px, G6PD, piruvat kinaz ve arjinaz enzimlerinin 

meme kanserinde “belirteç” olarak görev yapabileceği söylenebilir. 
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2 MATERYAL VE YÖNTEMLER 

 

2.1 MATERYALLER 

 

2.1.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 

Deneysel çalışmalarda kullanılan, Sepharose-4B, 9-aminofenantren, L-

tirozin, standart serum albumin, trihidroksimetil aminometan (Tris-Base), paraoksan, 

Tris-HCl, Sigma‟dan, sodyum hidroksit, amonyum sülfat, glisin, fosforik asit, asetik 

asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, amonyum persülfat, 

sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum klorür Merc‟den 

temin edilmiştir.  Ayrıca deneysel çalışmalarda kullanılan vakumlu tüpler (Ayset, 

ClotActivator & Gel (ZS) 16x100mm, 8,5 ml) AYSET A.Ş.‟den karşılanmıştır. 

 

Araştırmada kullanılan Paraoksonaz enzimini saflaştırma amaçlı insan kanı 

T.C.  Sağlık Bakanlığı Ali Osman Sönmez Onkoloji Hastanesi‟nden temin edilmiştir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bursaonkoloji.gov.tr/
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2.1.2 Kullanılan Alet ve Cihazlar 

 

Bu çalışmada aşağıdaki alet ve cihazlardan yararlanılmıştır. 

 

Soğutmalı santrifüj Sigma 3K15 

Soğutmalı Ultrasantrifüj Hettich EBA 12R 

Multi Santrifüj  

(Falkon santrifüjü) 

Thermo IEC  

pH metre Hanna pH 211 Microprocessor 

UV-Spektrofotometre  

(Plaka okuyuculu) 

Biotek Power Wave XS 

Manyetik karıştırıcı Torrey Pines Scientific 

Terazi Sartorius BL 210S 

Otomatik pipetler Hi-Tech ve Finipipette 

Kromatogafi Kolonu Sigma (1 cm çap ve 20 cm 

uzunluk) 

Derin Dondurucu (-80 
o
C) CFC Free 

Vorteks Fisons Whirli Mixer 

Gadient Mikser Atta Magnetik Karıştırıcı ve 

Gadient Tüp 

Otoklav Hirayama HV 85 

Buz makinesi Fiocchetti AF 10 

Su Banyosu Elektro-mag 

 

2.1.3 Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

 

Hidrofobik jelin sentezinde kullanılan tamponlar 

 

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

çözülerek, 1N NaOH ile pH‟sı 10,0‟a getirildi ve son hacim 1 L‟ye tamamlandı.   
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0.2 M NaHCO3 tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda 

çözülerek, 1 N NaOH ile pH‟ı 8,8‟e getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL‟ye 

tamamlandı.   

 

0.01 M Na2HPO4 tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na2HPO4 950 mL distile 

suda çözülerek, 1 N NaOH ile pH‟sı 6.0‟a getirildi ve son hacim distile su ile 1 L‟ye 

tamamlandı.   

 

Hidrofobik jelin dengelenmesi için kullanılan tampon:  1 M (NH4)2SO4 içeren, 0.1 

M Na2HPO4 tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na2HPO4 ve 132,14 g (1 mol) 

NH4(SO)2 950 mL distile suda çözülerek, 1 N HCl ile pH‟sı 8,0‟e getirildi ve son 

hacim distile su ile 1 L‟ye tamamlandı.   

 

Hidrofobik jele bağlanmıĢ PON1 enziminin elüsyonu için kullanılan çözelti: 1M 

NH4(SO)2 içeren, 0.1 M Na2HPO4 tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na2HPO4 tamponu 

(pH 8,0) ile gadient mikser kullanılarak tuz gadienti oluşturuldu; 14,2g (0.1 mol) 

Na2HPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO)2 950 mL distile suda çözülerek, 1N HCl ile 

pH‟sı 8.0‟e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L‟ye tamamlandı.  14,2 g (0.1 mol) 

Na2HPO4 950 mL distile suda çözülerek, 1 N HCl ile pH‟sı 8,0‟e getirildi ve son 

hacim distile su ile 1 L‟ye tamamlandı. 

 

Amonyum sülfat çöktürmesi sonucunda oluĢan çökeleğin alındığı tampon: 0,1 M 

Tris-Base tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda 

çözülerek, 1N HCl ile pH‟ı 8,0‟a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL‟ye 

tamamlandı. 

 

Substrat çözeltisi: 2 mM paraokson çözeltisi; 10,8 l paraokson, 1 mL asetonda 

iyice çözüldükten sonra üzerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice 

karıştırıldıktan sonra kullanıldı. 

 

Paraoksonaz aktivite ölçümünde kullanılan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl2 

içeren 100 mM tris-HCl, pH=8;  3,0285 g (25 mmol) Tris, 200 mL distile suda 
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çözüldü.   1 N HCl ile pH‟ı 8,0‟e getirildi.  0,0555 g (0,5 mmol) CaCl2 katılarak son 

hacim 250 mL‟ye tamamlandı. 

 

2.2 YÖNTEMLER 

 

2.2.1 Kan Serumunun Ayrılması 

 

Kan numuneleri, kuru santrifüj tüpüne alındıktan sonra 5000 rpm‟de, 

+4
o
C‟de ve 10 dakika santrifüj edilerek serumlarının ayrılması sağlanmıştır.  Ayrılan 

serum aktivite ölçümüne kadar –70
o
C‟de bekletilmiştir.  Daha sonra enzim kaynağı 

olarak kullanılmıştır. 

 

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini 

 

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.  

Aktivite ölçümü için 0,05 mL enzim çözeltisi (serum) alınıp daha önceden 

hazırlanmış olan 1 mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (2 mM 

paraoxon) + koenzim (2 mM CaCl2) çözeltisine hızlı bir şekilde eklendikte sonra  

412 nm‟de 1 37 
o
C‟de 1 dakikada absorbansta meydana gelen değişim okundu.  Bu 

şekilde paraoxonun p-nitrofenole enzimatik dönüşüm hızı tespit edildi.  Aynı işlem 

enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi.  1 ünite 

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenolün nmol‟ü olarak tayin edildi.   

 

2.2.3 Q ve R Türünün Belirlenmesi 

 

Aktivite ölçümü için 0.05 ml serum örneği alınıp daha önceden hazırlanmış 

olan 1 ml tampon (100mM Tris-Base pH:10.5) ve substrat (1 mM paraokson) 

çözeltisine hızlı bir şekilde eklendikten sonra, 412 nm‟de 37 
0
C‟de 1 dakikadaki 

absorbansta meydana gelen bazal aktivite değeri okundu.  Aynı solüsyonlara 

koenzim (1 M NaCl) ilave edilerek de tuzla uyarılma (salt stimulate) aktivite değeri 

ölçüldü.  Bu şekilde paraoksanın p-nitrofenole enzimatik dönüşüm hızı tespit edildi.  

Aynı işlem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak 

belirlendi.  1 Ünite paraoksonaz, dakikada meydana gelen p-nitrofenolün μmol‟u 
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olarak tayin edildi.  Paraoksonaz enzimi bazal ve tuz aktiviteleri ölçümünden sonra 

aşağıda verilen formül kullanılarak fenotip belirlemesi yapıldı. 

 

 

1M NaCl varlığında paraoksonaz aktivitesi − Bazal paraoksonaz aktivitesi       

                                                                                                                                 X100 

                                   Bazal paraoksonaz aktivitesi  

 

Paraoksonun yüksek aktiviteli enzim ile hidrolizi, 1 M NaCl ile stimüle 

edildiğinde düşük aktiviteli form inhibe olur.  Bu analizde trimodal dağılım izlenir.  

%60 „a kadar homozigot Q (A), % 60 ile % 200 arası QR (AB) ve % 200 üzeri 

homozigot R (B) bireyleri temsil eder. 

 

2.2.4 Enzimin SaflaĢtırılması 

 

2.2.4.1 Amonyum Sülfat Çöktürme Aralığının Belirlenmesi 

 

Amonyum sülfat, belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

çökelmesini sağlayan 2 değerlikli, çok kullanılan bir tuzdur.  Öncelikle, kullanılacak 

uygun amonyum sülfat konsantrasyonu aşağıda verilen formülle tespit edildi: 

 

g(NH4)2SO4 = 
 

2

12

54.3

77.1

S

SSxVx




 

 

 

V : Serum hacmi 

S1 : 1‟in kesri şeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 : 1‟in kesri şeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu  
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2.2.4.2 Hidrofobik EtkileĢim Kromatogafisi Ġle Enzimin SaflaĢtırılması 

 

2.2.4.2.1 Sepharose 4B’nin AktifleĢtirilmesi 

 

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yıkanarak dekante edildi.  Eşit 

hacimde distile su ile birleştirildi.  Karıştırılmakta olan jel süspansiyonuna 4 g 

CNBr‟in hepsi birden katıldı.  pH metre kullanılarak süspansiyonun pH‟sı 4 M 

NaOH ile hemen 11‟e çıkarıldı ve reaksiyon bu pH‟da muhafaza edildi.  Reaksiyona 

pH değişmeyene kadar devam edildi (10-15 dakika).  Çok miktarda buz 

süspansiyona katıldı ve karışım bir buhner hunisine nakledildi.  Daha sonra 250 mL 

soğutulmuş 0,1 M Na2HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yıkandı (Şekil 2.1).   

 

 

 

Şekil 2.1 Sepharose 4B‟nin aktifleştirilmeşi 

 

2.2.4.2.2 L-tirozinin Bağlanması 

 

CNBr ile aktifleştirilmiş matriks üzerine, 20 mL‟sinde 15 mg tirozin içeren 

0,1 M NaHCO3 tamponunun (pH 10,00) soğuk çözeltisi ilave edilerek 90 dk 

karıştırıldı.  Bundan sonra süspansiyon 16 saat 4
o
C‟de bekletildi.  Bu sürenin 

bitiminde yıkama suyu 280 nm‟de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yıkandı.  

Böylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklaştırılmış oldu.  Yıkama 100 mL 

0,2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandı.  Tirozinle modifiye sepharose-4B 

aynı tamponun 40 mL‟si içine alındı (Şekil 2.2).   
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Şekil 2.2 L-Tirozinin bağlanması 

 

2.2.4.2.3 9-Aminofenantren BileĢiğinin Bağlanması 

 

25 mg 9-aminofenantren C
0
 cıvarında 10 mL THF içerisinde çözüldü.  75 mg 

NaNO2 ihtiva eden C
0
‟deki 5 mL 1 M HCl içinde hazırlanan çözelti, 9-

aminofenantren çözeltisine damla damla katıldı.  10 dakika reaksiyondan sonra 

diazolanmıs bulunan 9-aminofenantren, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin 

süspansiyonuna ilave edildi.  pH: 9,5‟a çıkarılarak sabit tutuldu ve 3 saat oda 

sıcaklığında karıştırıldı.  Daha sonra 1 L saf su ve ardından 200 mL 0,01M Na2HPO4 

(pH: 6,0) tamponu ile yıkandı ve aynı tamponda muhafaza edildi (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3 1-Naftilamin bileşiğinin bağlanması 

 

  

2.2.4.2.4 Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDSPAGE) 

ile Enzim Saflığının Kontrolü 

 

Paraoksonaz enziminin hidrofobik etkileşim kromatografisi ile 

saflaştırılmasından sonra iki farklı akrilamid konsantrasyonunda; yığma jeli % 3, 

ayırma jeli % 10 olacak şekilde kesikli sodyum dodesil sülfat jel elektroforezi 

(SDSPAGE) yapılarak enzimin saflık derecesi kontrol edildi.  Bu amaçla 

elektroforez cam plakaları önce su, sonra etil alkol ile iyice temizlendi.  Daha sonra 

plakalar arasına plastik aralık oluşturucusu yerleştirilerek iki cam plaka birbiri 

üzerine konuldu ve elektroforezin dökme aparatına sabitlendi.  Ayırma jeli plakalar 

arasına üstten 2-3 cm kalana kadar enjektörle döküldü.  Jel içerisinde hava kabarcığı 
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kalmamasına dikkat edildi.  Jel yüzeyinin düzgün olması için n-bütanol ile ince bir 

tabaka oluşturuldu.  Polimerizasyon tamamlandıktan sonra (1 gece) üst yüzeydeki n-

bütanol döküldü.  Daha sonra cam plakaların arasına tamamen doluncaya kadar 

polimerlesmis ayırma jelinin üzerine yığma jeli ilave edildi.  Jel kasetindeki yükleme 

jelinin üzerine tarak dikkatlice yerleştirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 

dakika).  Yükleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucukların arasının 

bozulmamasına dikkat edilerek jellerin bulunduğu kaset elektroforez tankına 

yerleştirildi.  Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu konuldu.  

Hidrofobik etkileşim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yüksek 

aktivite gösterenler birleştirildi. Elde edilen çözelti toplam hacim 100 μL olacak 

şekilde 1:1 oranında numune tamponuyla karıştırıldı.  β-galaktosidaz (116.0 kDa), 

sığır serum albumin (66,2 kDa), yumurta albumini (45,0 kDa), laktat dehidrogenaz 

(35.0 kDa), β-laktoglobulin (25.0 kDa) ve lizozim (19.5 kDa) içeren standart protein 

çözeltisi 1:1 oranında numune tamponuyla karıştırıldı.  Jele yüklenecek numuneler 3 

dakika 100 
0
C‟de termoblok da bekletildi.  Numuneler soğutularak kuyucuklara 

yüklendi.  Elektroforez güç kaynağına bağlanarak 80 volt‟a ayarlandı.  Proteinlerin 

jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu içindeki boyaya ait bant 

ayırma jeline ulaştığında voltaj 120 volt‟a yükseltildi.  Yürütme işlemine proteinler, 

jelin altına 1 cm kalana kadar devam edildi.  Daha sonra akım kesilerek yürütme 

durduruldu.  Cam plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı yığma jeli kesilip 

ayrıldıktan sonra protein bantlarını içeren ayırma jeli renklendirme çözeltisi içine 

konuldu ve 1,5-2 saat kadar çalkalayıcı üzerine bırakıldı.  Daha sonra jel 

renklendirme çözeltisinden çıkartılarak renksizleştirme çözeltisine kondu.  Belirli 

aralıklarla değiştirmek suretiyle jelin zemin rengi açılıp protein bantları 

belirginleşinceye kadar bu çözelti içinde çalkalandı.  Jel renksizleştirme 

çözeltisinden çıkarıldıktan sonra jel görüntüleme sistemi (UVP) ile görüntü 

bilgisayara aktarıldı. 

 

2.2.5 Optimum ġartlarda KM ve Vmax Değerlerinin Bulunması 

 

KM ve Vmax değerlerinin tespit edilmesi amacıyla optimum şartlarda 

paraokson substratının beş farklı konsantrasyonunda enzim aktivitesi ölçümü yapıldı. 

Her ölçüm iki defa tekrarlanarak, bulunan değerlerin ortalaması alındı. 
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1/V ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiği çizildi. KM ve Vmax 

değerleri grafiğin denklemlerinden yararlanılarak bulundu.  

 

 

 

Lineweaver-Burk Grafiği ve denklemi 
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Michaelis-Menten grafiği ve denklemi 
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3 BULGULAR  

 

Bu bölümde enzimin kontrol grubu ve kanserli hastalardaki aktivitesi, 

fenotiplerinin belirlenmesi, kolesterol değerleri, HDL, LDL ve TG (Trigliserit) 

değerleri verilmiştir. 

 

3.1 Sağlıklı Ve Tümörlü Bireylerde Paraoksonaz Enzim Aktivitesinin Ve 

Fenotipinin Belirlenmesi 

 

 Çalışmamızda Lipit değerleri belirli 35 sağlıklı bireye ait kan örnekleri 

gönüllülerden ve 32 meme kanserli bireylere ait kan örnekleri Bursa Ali Osman 

Sönmez Onkoloji Hastanesi‟nden temin edildi.  Çalışmada kullanılan sağlıklı 

bireylerin yaş ve diğer bilgileri Çizelge 3.2.‟de, tümörlü bireylerin yaş ve diğer 

bilgileri Çizelge 3.3.‟de gösterildi. 

  

PON1 serumda HDL‟ye bağlı olarak bulunan bir enzim olduğundan dolayı 

enzim aktivitesi ve lipit değerleriyle arasında korelasyonu belirlemek amacıyla 

çalışmada kullanılan kolesterol, trigliserit, HDL ve LDL değerleri Çizelge 3.1 ve 

Çizelge 3.2‟ de verilmiştir.  Serum paraoksonaz enzim aktivitesindeki değişimler ve 

fenotipleri belirlemek için kan serumu ayrıldı. 

 

Aktivite ölçümü için 0.05 ml enzim örnek çözeltisi (serum) daha önceden 

hazırlanmış olan 1 ml tampon (100mM Tris-Base pH:8,00) ve substrat (1mM 

paraokson) çözeltisine hızla bir şekilde eklendikte sonra 412 nm‟de 37
o
C‟de 1 

dakikadaki absorbansta meydana gelen bazal aktivite değeri okundu.  Aynı 

solüsyonlara koenzim (1M NaCl) ilave edilerek de tuzla uyarılmış aktivite değeri 

ölçüldü.  Bu şekilde paraoksanın p-nitrofenole enzimatik dönüşüm hızı tespit edildi.  

Aynı işlem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak 

belirlendi.  1 Ünite paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenolün μmol‟u 

olarak tayin edildi. 
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Paraoksonaz enzimi bazal ve tuzlu aktiviteleri ölçümünden sonra bölüm 

2.2.3. de açıklandığı üzere fenotip belirlemesi yapıldı. 

 

Paraoksonun yüksek aktiviteli enzim ile hidrolizi 1M NaCl ile stimüle 

edildiğinde düşük aktiviteli form inhibe olur.  Bu analizde trimodal dağılım izlenir.  

%60‟a kadar homozigot Q (veya A), %60 ile %200 arası QR (AB) ve %200 üzeri 

homozigot R (veya B) bireyleri temsil eder. 

 

Çizelge 3.1 Sağlıklı ve tümörlü bireylerin yaş aralığı ve sayı dağılımı 

 

 Kişi Sayısı Yaş Aralığı 

Kontrol 30 21-67 

Kanserli 33 28-82 

 

 

3.2 Enzimin SaflaĢtırılması 

 

3.2.1 Amonyum Sülfat Çöktürmesi 

 

Amonyum sülfat, belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

çökelmesini sağlayan 2 değerlikli, çok kullanılan bir tuzdur.  Bu amaçla %60-80 

amonyum sülfat çöktürmesi aşağıda verilen formülle tespit yapıldı: 

 

3.2.2 Hidrofobik EtkileĢim Kromatografisi ile Enzimin Saflaştırılması 

 

Hidrofobik etkileşim kolonu önce 1M (NH4)2SO4 içeren 0,1 M Tris-HCl 

pH:8,0 tamponu ile dengelendi.  Kolonun dengeleme işlemi bittikten sonra, jel 

üzerindeki tampon çözeltisi jel seviyesine kadar indirildi.  Amonyum sülfat 

çöktürmesi sonucu elde edilen serum enzim çözeltisi 1 M amonyum sülfat 

doygunluğuna getirildikten sonra kolona tatbik edildi.  Kolona 1 M (NH4)2SO4 içeren 

0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu ve 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu ile oluşturulan 

yüksek tuz konsantrasyonundan düşük tuz konsantrasyonuna doğru tuz gradienti 

uygulandı.  Alttan gelen yıkama ve elüsyon çözeltisi 1,5 mL halinde tüplere toplandı.  
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Yıkama ve elüsyon işlemi 280 nm‟deki absorbans sıfır oluncaya kadar devam edildi.  

0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu kör olarak kullanılarak her bir tüpte 280 nm‟de 

kalitatif protein tayini ve 412 nm‟de aktivite tayini yapıldı. 

 

3.2.3 Serum Paraoksonaz Kanserli ve Kontrol Grubunun SDS Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi 

 

Hidrofobik etkileşim kolonundan saflaştırılan serum paraoksonaz enziminin 

saflığını kontrol etmek amacıyla SDS poliakrilamid jel elektroforezine serumdan 

saflaştırılan paraoksonaz enzim numunesi tatbik edildi.  Protein bantlarını içeren 

jellerin görüntüleri jel görüntüleme sistemi ile bilgisayara aktarıldı (Şekil 3.1). 

 

 

 

Şekil 3.1 Hidrofobik etkileşim kromatografisi ile saflaştırılan paraoksonaz enziminin 

SDS-polakrilamid jel elektroforez görüntüsü 
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3.3 Kontrol Ve Tümörlü Bireylerin KarĢılaĢtırılması 

 

3.3.1 Sağlıklı Bireylerde PON Aktiviteleri Ve Lipit Değerlerinin 

KarĢılaĢtırılması 

 

Önemli bir hastalık tanısı konmamış yaş aralığı 21-67 arasında bulunan 30 

kadın çalışmamıza dahil edilmiştir.  Her bir bireye ait yaş verileri ile ilgili kişilere 

ait lipit değerleri, kolesterol, HDL, LDL (mg/dl) değerleri ve bazal paraoksonaz 

aktivitesi, tuzla uyarılmış paraoksonaz aktiviteleri de Çizelge 3.2‟de görülmektedir.  

Bazal aktiviteleri ve tuzla uyarılmış paraoksonaz aktivitelerinden yararlanarak 

fenotip tayini de yukarı da belirtildiği gibi yapılmıştır. 

 

Buna göre kontrol grubunu kendi içinde değerlendirdiğimizde, kontrol 

grubunda bazal aktivite genellikle 0-50 U aralığında olmakla birlikte 50 ve üzeri U 

değerleri de tespit edilmiştir.  Kolesterol değerleri 150-250 mg/dl (Şekil 3.2), tuzla 

uyarılmış aktivite genellikle 40-200 U olmakla birlikte daha düşük değerler ve daha 

yüksek değerlere de rastlanmıştır (Şekil 3.3).  Ayrıca trigliserit (TG) 50-150 mg/dl 

(Şekil 3.4), HDL 30-70 mg/dl (Şekil 3.5), LDL 50-200 mg/dl (Şekil 3.6) arasında 

yoğunlaştığı görülmektedir. 
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Çizelge 3.2. Sağlıklı bireylerin serum paraoksonaz enzim aktivitesi, lipit 

parametreleri ve diğer bilgilerinin karşılaştırılması 

 

  
Cinsi-

yet YaĢ 

CHOL 

(mg/dl) 

TG 

(mg/dl) 

HDL 

(mg/dl) 

LDL 

(mg/dl) 

Bazal 

Aktivite 

(U) 

Tuzla 

UyarılmıĢ 

Aktivite 

(U) Fenotip 

1 K 37     73,45   20,88 44,21 AB 

2 K 67     61,23   55,25 57,72 AA 

3 K 34 152,71 62,22 64,62 75,64 14,74 58,95 BB 

4 K 29 176,53 81,96 62,31 97,82 3,68 180,53 BB 

5 K 31     57,81   23,33 70,00 AB 

6 K 28 107,09 54,56 45,09 51,1 14,74 50,35 BB 

7 K 29 193,38 111,48 66,93 104,15 42,98 112,98 AB 

8 K 29         13,51 39,30 AB 

9 K 58         51,58 152,28 AB 

10 K 43 228,18 226,11 35,45 147,5 58,95 186,67 BB 

11 K 49 199,78 87,15 46,45 135,9 15,96 35,61 AB 

12 K 55         31,93 121,58 BB 

13 K 37 181,28 54,63 50,56 119,79 52,81 187,89 BB 

14 K 46         40,53 116,67 AB 

15 K 61         25,79 47,89 AB 

16 K 34         14,74 33,16 AB 

17 K 31 167,37 58,42 52,92 102,78 34,39 36,39 AA 

18 K 23         17,13 89,65 BB 

19 K 37 154,56 150,37 43,49 81,01 38,07 97,02 AB 

20 K 27 144,9 71,45 80,34 50,25 38,07 120,35 BB 

21 K 52 278,42 111,76 66,67 189,38 30,70 138,77 BB 

22 K 54 211,86 105,28 50,67 140,13 14,74 30,70 AB 

23 K 33         8,60 45,44 BB 

24 K 39 370,42 695,05 35,85 195,55 12,28 72,46 BB 

25 K 47 193,62 201,83 28,73 124,53 9,82 24,56 AB 

26 K 35         24,56 54,03 AB 

27 K 24 141,55 59,7 74,35 55,25 22,10 88,42 BB 

28 K 41 182,52 484,29 35,34 50,32 6,14 41,75 BB 

29 K 27         9,82 39,30 BB 

30 K 23         76,14 81,05 AA 

31 K 21         136,32 445,79 BB 

32 K 24         101,93 155,96 AA 

33 K 25         169,47 648,42 BB 

34 K 22         114,21 124,03 AA 

35 K 32         136,32 487,54 BB 
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Şekil 3.2 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve kolesterol 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.3 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve tuzla uyarılmış 

paraoksonaz aktivitelerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.4 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve trigliserit 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.5 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.6 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve LDL 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.7 Kontrol grubunda paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL değerlerinin sütun grafiği



 44 

3.3.2 Tümörlü Bireylerde PON Aktiviteleri Ve Lipit Değerlerinin 

KarĢılaĢtırılması  

 

Bursa Ali Osman Sönmez Onkoloji Hastanesi‟nden meme kanseri tespit 

edilmiş, yaşları 28-82 arasında değişen 33 kadın hasta çalışmamızda PON 192 

polimorfizmi belirlemek amacıyla çalışmamıza dahil edilmiştir.  Bu 33 hastanın her 

biri tedavilerinin farklı evrelerindeydi. 

 

Hastalar kendi içinde değerlendirildiğinde, bazal aktivite 15-70 U, kolesterol 

değerleri 115-240 mg/dl, trigliserit düzeyi 50-235 mg/dl, tuzla uyarılmış aktivite 

değerleri 25-190 U, HDL düzeyi 30-90 mg/dl, LDL düzeyi 30-160 mg/dl arasında 

değiştiği görülmektedir. 
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Çizelge 3.3 Kanserli bireylerin serum paraoksonaz enzim aktivitesi, lipit 

parametreleri ve diğer bilgilerinin karşılaştırılması 

 

  

Cinsi-

yet YaĢ 

CHOL 

(mg/dl) 

TG 

(mg/dl) 

HDL 

(mg/dl) 

LDL 

(mg/dl) 

Bazal 

Aktivite 

(U) 

Tuzla 

UyarılmıĢ 

Aktivite (U) Fenotip 

1 K 28 116,89 51,18 66,07 40,57 37,63 38,07017 AA 

2 K 58 165,55 49,52 65,12 90,53 36,84 63,85964 AB 

3 K 82 161,06 128,16 90,25 45,17 41,75 111,75437 AB 

4 K 51 153,53 97,92 60,61 73,34 68,77 99,47367 AA 

5 K 41 176,94 163,56 39,53 104,68 58,95 76,14034 AA 

6 K 69 195,36 54,86 75,4 108,96 26,53 28,24561 AA 

7 K 43 226,56 277,25 36,5 134 28,25 92,10525 BB 

8 K 63 223,78 118,46 57,28 142,8 17,19 63,85964 BB 

9 K 46 193,36 180,78 57,5 99,68 45,44 128,94735 AB 

10 K 46         18,42 92,10525 BB 

11 K 72 234,05 227,83 61,78 126,7 27,02 31,92982 AA 

12 K 32 212,49 85,71 76,14 119,2 1,23 20,87719 BB 

13 K 50 182,63 129,33 71,26 85,5 35,61 111,75437 BB 

14 K 59 179,61 159,59 63,27 84,42 15,96 19,64912 AA 

15 K 49 162,97 122,31 42,71 95,79 44,21 65,08771 AA 

16 K 33         8,60 9,82456 AA 

17 K 42 116,12 68,95 70,03 32,28 50,35 184,2105 BB 

18 K 51 193,53 72,42 70,12 108,93 49,12 135,0877 AB 

19 K 53         36,84 50,35087 AA 

20 K 53 121,95 166,9 54,5 34,07 9,82 29,47368 AB 

21 K 75 175,93 126,31 47,82 102,84 23,33 97,01753 BB 

22 K 42 148,36 113,59 47,39 78,25 4,91 61,4035 BB 

23 K 50 135,18 127,2 55,6 54,14 15,96 82,28069 BB 

24 K 72 170,91 48,82 78,37 82,76 15,96 62,63157 BB 

25 K 52 191,28 85,93 90,31 83,79 17,19 39,29824 AB 

26 K 66 219,12 217,5 72,98 102,65 6,14 25,78947 BB 

27 K 63 237,59 189,81 62,47 137,15 70,00 105,61402 AA 

28 K 56 202,25 111,1 63,54 116,48 57,72 117,89472 AB 

29 K 60 226,33 163,96 74,59 118,95 76,14 186,66664 AB 

30 K 38 175,62 91,71 58,78 98,5 67,54 120,35086 AB 

31 K 79 147,86 98,59 54,4 72,12 39,30 79,82455 AB 

32 K 51 166,62 78,76 58,07 92,81 71,23 126,49121 AB 
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Şekil 3.8 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL değerlerinin sütun grafiği 
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Şekil 3.9 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve tuzla 

uyarılmış aktivite değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.10 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve kolesterol 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.11 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve trigliserit 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.12 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve LDL 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.13 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin tuzla uyarılmış aktivite ve 

LDL değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.14 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin bazal aktivite ve HDL 

değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Şekil 3.15 Kanserli bireylerde paraoksonaz enziminin tuzla uyarılmış aktivite ve 

HDL değerlerinin karşılaştırılmalı grafiği 
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Çizelge 3.4 Kanserli ve kontrol grubu bireylerin ölçülen serum paraoksonaz enzim 

aktivitesi ve lipit parametrelerinin istatistiksel değerlendirilmesi 

 

  Ortalama Min. Max. 

P değeri 

(Kon. X 

Kan.) 

K

O

N

T

R

O

L 

Bazal PON 

Aktivite 43,579  0,00  169,00   

Tuzla 

UyarılmıĢ PON 

Aktivite 123,298  0,00  648,00   

Kolesterol 188,546  107,00  370,00   

Trigliserit 156,221  39,00  695,00   

HDL 53,902  28,00  80,00   

LDL 105,208  50,00  195,00   

K

A

N

S

E

R

L

Ġ 

Bazal PON 

Aktivite 36,343  0,00  76,00  0,555 

Tuzla 

UyarılmıĢ PON 

Aktivite 79,94  0,00  186,00  0,919 

Kolesterol 182,101  116,00  237,00  0,000 

Trigliserit 122,931  48,00  277,00  0,000 

HDL 61,636  32,00  90,00  0,496 

LDL 95,804  32,00  158,00  0,017 
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Şekil 3.16 Kontrol grubu ve kanserli bireylerde lipit değerlerinin karşılaştırılmalı 

grafiği 
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Şekil 3.17 Kontrol grubu ve kanserli bireylerde bazal aktivite, tuzla uyarılmış 

aktivite, HDL, LDL, kolesterol, ve trigliserit düzeylerinin ortalamalarını gösteren 

sütun grafiği 
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Şekil 3.18 PON1 192 Q/R (A/B) fenotiplerinin kontrol ve hasta gruplarındaki 

dağılımları 

 

3.3.3 Optimum ġartlarda KM ve VMax. Değerlerinin Bulunması 

 

KM ve VMax değerlerinin bulunması amacıyla, optimum şartlarda paraokson 

substratının değişen konsantrasyonlarında kanserli grup ve sağlıklı kontrol grubu için 

enzim aktivitesi ölçümleri yapıldı.  Her ölçüm iki defa yapılarak bulunan değerlerin 

ortalaması alındı.  412 nm‟de ölçülen aktivite değerleri reaksiyon hızı (U/ml.dakika) 

olarak alındı.  1/V ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi 

(Şekil 3.19 ve Şekil 3.20).  Grafikten yararlanarak kanserli grup için KM değeri 0.227 

mM ve VMax değeri 62 U/ml.dakika olarak bulunurken sağlıklı kontrol grubu için KM 

değeri 0,775 mM VMax değeri 206 U/ml dakika tespit edildi. 
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Şekil 3.19 Kontrol grubu için saflaştırılmış insan serum PON1 enziminin paraokson 

substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 3.20 Kanserli grup için saflaştırılmış insan serum PON1 enziminin paraokson 

substratı ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği 
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4. TARTISMA VE SONUÇ 

 

Araştırmamızın birinci bölümünde PON1 enziminin meme kanserli olgularda 

polimorfizmi araştırılarak, kontrol grubuyla karşılaştırılmıştır. 

 

PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bağlı olarak oldukça değişim 

göstermektedir.  Söz konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak 

açıklanamamasına rağmen, klinik yayınlarda PON enzim aktivitesi ile çeşitli 

hastalıklar arasında ilişkinin belirlenmesine yönelik pek çok çalışmaya rastlanmıştır.  

Ayrıca yapılan çalışmalarda özellikle incelenen hastalıklar ile PON1 polimorfizmi 

arasında bir bağlantı olup olmadığı araştırılmıştır.  Paraoksonaz gen polimorfizmi ile 

meme kanseri riski arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmaların çoğunda birbiriyle 

çelişen sonuçlar elde edilmiştir.  Ko ve arkadaşları, Tayvan‟da Çinliler arasında 

yaptıkları çalışmadan insan paraoksonaz geninin Gln-Arg 191 polimorfizmiyle KAH 

(Koroner kalp hastalığı) arasında istatistiksel olarak anlamlı ilişkiye rastlanmamıştır 

[133].  Japon popülasyonunda yapılan çalışmalarda; Suehiro ve arkadaşları [134], 

134 MIveya angina pectoris hastalarında PON1 192 Gln/Arg genotipi, Sanghera ve 

arkadaşları [135], Asyalı Hintliler ve Çinliler arasında PON1 Met/Leu polimorfizmi 

ile KAH arasındaki ilişkiyi inceledikleri çalışmalarda anlamlı ilişkiye 

rastlanmamıştır.  Yavuz ve arkadaşlarının hipertiroidli kişilerde yaptığı çalışmada 

kontrol grubuna göre hipertiroidli kişilerde PON enzim aktivitesinin düştüğü 

gözlenmiştir [136].  Tip1 diyabetik grupta yapılan bir çalışmada ise endotel 

fonksiyonu ve PON aktivitesi arasında pozitif korelasyon olduğu belirlenmiştir 

[137].  Marchesani ve arkadaşlarının Finlandiya popülasyonunda 835 sağlıklı ve 

1569 kanserli bireylerin kan ve serumlarını kullanarak prostat kanseri üzerine 

yaptıkları bir çalışmada, PON1 I-102-V allelinde RR fenotipinin 6 kat daha fazla 

olduğu ve bu sonucun prostat kanseri riskini arttırdığı tespit edilmiştir. [138]. 

 

Araştırmamızda 28-82 yaş aralığında 33 meme kanseri hastası ve 21-67 yaş 

arası 30 sağlıklı kişiden alınan kan ve serumlarından PON1 enziminin polimorfizmi 
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incelenmiştir.  Deney grubumuzda AA fenotipi %31, AB %34,5 ve BB %34,5‟dir.  

Kontrol grubumuzda ise değerler sırasıyla %14, %37, %49 bulunmuştur.  

Sonuçlardan anlaşılacağı gibi deney grubumuzda PON1 AA alleli daha yüksekken, 

BB alleli kontrol grubuna göre çok daha düşük olduğu görülmektedir (Şekil 3.18).  

Meme kanseri olgularında aktivitesi düşük AA allelinin yüksek olması çalışmamızın 

en çarpıcı sonuçlarındandır.  Nitekim PON1 aktivitesinin düşük olması kanser riskini 

artırdığı literatürde belirtilmiştir [133,134,135,136,137,138]. 

 

Araştırmamızın ikinci bölümünde kanserli olgulardan elde edilen PON1 

enzimini saflaştırarak, kinetik sabitleri belirlenip kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır.  

Enzimin saflaştırılmasında hidrofobik etkileşim kromatografisi uygulanmıştır.   

 

PON1 enziminin hidrofobik karakteri bu tekniğin seçilmesinde en önemli 

sebeplerden birisi olmuştur.  Söz konusu enzim, N terminal bölgesinde bulunan H1 

ve H2 heliks yapısı olarak isimlendirilen hidrofobik yapılar ile HDL‟ye 

bağlanmaktadır (Sekil 4.1) [33,55].  N-terminal bölgesini lösin, fenil alanin, prolin, 

isolösin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 residüler arası 

H1 hidrofobik ucu, 185-202 residüler arası da H2 hidrofobik ucu oluşturmaktadır.  

Ayrıca PON1‟in hidrofobik yüzeyi ile HDL arasında triptofan, tirozin ve lizin 

aminoasitlerince zengin aromatik ve kısmen hidrofilik bölge bulunmaktadır [42,51]. 
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Şekil. 4.1 PON1 enziminin HDL yüzeyine bağlanma modeli [42] 

 

Araştırmamızda matriks olarak seçilen Sepharose-4B‟ye hidrofobik ligand (9-

aminofenantren) L-tirozin bileşiği aracılığı ile immobilize edilmiştir.  Burada L-

tirozin uzantı kolu olarak da görev yapmaktadır.  Uzantı kolunun hidrofobik 

etkileşim kromatografisindeki önemi afinite kromatografisinde olduğu gibi [139] 

açıkça belirtilmemesine rağmen, hidrofobik etkileşmede de L-tirozin bileşiğinin 

önemli olduğu kanaatindeyiz.  Ayrıca ligantın matrikse bağlanmasında da son derece 

uygun bir adaptör molekül olduğu L-tirozinin bir başka kullanım sebebidir. 

 

Bu kromatografinin temel prensibi, yüksek tuz konsantrasyonunda 

saflaştırılacak biyomolekülde bulunan hidrofobik yüzey ile apolar ligand arasındaki 

hidrofobik etkileşmedir.  Bu etkileşmenin gerekçesi artan entropi ile açıklanmaktadır.  

Kullanılacak ligandın hidrofobik karakteri kritik bir öneme sahiptir.  Düşük 

hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanıldığı zaman ayrılacak moleküllerin 

kolanda etkileşimini sağlayabilmek için yüksek tuz konsantrasyonu uygulama 

zorunluluğu vardır.  Bu durumda proteinlerin kendi aralarında hidrofobik etkileşim 

riski daha fazladır.  Yüksek hidrofobik karaktere sahip ligandın tercih edildiği 

durumda ise saflaştırılacak molekül ile ligand arasındaki etkileşim artacağı için 
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elüsyon sırasında problemler ortaya çıkabilir.  Genellikle ticari olarak bulunan 

hidrofobik etkileşim kromatografi jellerinde hidrofobik uç olarak düz zincirli alkil 

ligandları ve aril ligandları gibi moleküller kullanılmaktadır.  Bunlardan isopropil, 

butil, oktil ve fenil bileşikleri en çok tercih edilen ligandlardır.  En popüler 

hidrofobik etkileşim jelinin fenil-sepharose oldugu literatürde görülmektedir [139].  

Düz zincirli alkil ligandları saf hidrofobik karakter gösterirlerken, aril ligandlarında 

hem hidrofobik hem de aromatik etkileşimler gözlenir.  Bu amaçla çalışmamızda 

ligand olarak 9-aminofenantren bileşiği kullanılmıştır.  PON1 enziminin H1 ve H2 

bölgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidülerin bulunması 

tarafımızdan seçilen ligandın söz konusu bölgelerle hem hidrofobik hem de aromatik 

etkileşim yapacağı göz önüne alınarak, oldukça uygun bileşik olduğu kanaatindeyiz.  

Ayrıca yapılan bir çalışmada hidrofobik karektere sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-

naftilamin bileşiği kullanılmış ve 227 kat saflaştırma elde edilmiştir [140].  Bu 

çalışmada ligand olarak kullanılan 1-naftilamin bileşiğinin hidrofobik karekteri bizim 

çalışmamızda kullandığımız 9-aminofenantren bileşiğinden daha zayıftır.  Bu sebeple 

bizim saflaştırma oranımız daha fazla bulunmuştur. 

 

Hidrofobik etkileşim kromatografisinde kullanılan tuzun tipi ve 

konsantrasyonu da oldukça önemlidir.  Bu kromatografide yaygın olarak kullanılan 

tuzlar Na2SO4, K2SO4, (NH4)2SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasına rağmen 

amonyum sülfat en çok tercih edilendir.  

 

Araştırmamızda saflaştırılan enzim için SDS-PAGE uygulanmıştır.  Molekül 

ağırlığı yaklaşık 43 kDa olarak tahmin edilen enzimimiz, kanserli ve kontrol grubu 

için ayrı ayrı tek bant olarak SDS-PAGE jelinde gözlenmiştir.  Bu değer literatürle 

uygunluk göstermektedir.  PON1‟in minimum molekül ağırlığını Gan ve arkadaşları 

43 kDa olarak belirlemişlerdir [20].  Çünkü enzimin yapısında, toplam molekül 

ağırlığının %15.8‟i kadar karbohidrat molekülü bulunmaktadır.  Molekül ağırlığı 

taşıdığı karbohidrat zincirinin varlığına bağlı olarak değişmektedir [103].  İhtiva 

ettiği bu karbohidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu için gerekli değildir.  

Söz konusu molekülün PON1‟in çözünürlüğünü ve kararlılığını arttırmada ve zar 

yapısına bağlanmada görevi olduğu düşünülmektedir [26].  Karbonhidrat içermeyen 

PON1 enziminin molekül ağırlığı 37 kDa‟dur [103].  Ayrıca PON1 serumda HDL‟ye 
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bağlı olduğu bölgelerin yakınında bulunan proteinler (Apo A1) ile bir arada da 

saflaştırılabilmektedir.  Bu durumda molekül ağırlığı 47-54 kDa oldugu rapor 

edilmiştir [106].  PON1 enziminin molekül ağırlığı türden türe değişmemekte ve 

insan PON1 enziminin molekül ağırlığı ile tavsan, sıçan ve koyunun PON1 

enziminin molekül ağırlığı benzerlik göstermektedir [103]. 

 

Sepharose-4B-L-tirozin-9-aminofenantren yapılı jel kullanılarak saflaştırılan 

insan serum paraoksonaz enziminin kanserli ve kontrol grubu için kinetik sabitleri 

(KM ve VMax ) optimum pH ve sıcaklıkta paraokson substratı kullanılarak 

belirlenmiştir.  Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen KM ve VMax değerleri 

sırasıyla kanserli grup için 0.227 mM ve 62 U/mL.dak. , kontrol grubu için ise 0.775 

mM ve 206 U/mL.dak. olarak bulunmuştur. 
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