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OZET

FARKLI KOYUN IRKLARINDAN SAFLASTIRILAN PARAOKSONAZ
ENZiMININ AGIR METALLERLE iNHIiBiSYONU

Kadir EROL
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah
(Yiiksek Lisans Tezi/Tez Damismani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, 2011

Bu c¢alismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip paraoksonaz (PON) enzimini merinos ve kivircik
koyunu kan serumlarindan saflastirmak i¢in Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin
bilesigi hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli kullanilmistir. S6z konusu jel, CNBr
ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra
ligand olarak hidrofobik bir molekiil olan I-naftilaminin L-tirozine kenetlenmesi
sonucu sentezlenmistir.

Sentezlenen hidrofobik etkilesim jeli ile uygulanan hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemleri kullanilarak merinos ve
kivircik koyunu kan serumlarindan PON enzimi saflagtirilmigtir. Saflagtirilan PON
enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik 43 kDa molekiil
agirhigina sahip tek bant elde edilmistir.

Merinos ve kivircitk PON enziminin paraokson substratina karst Ky ve Viax
degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile merinos PON enzimi icin 0,482 mM ve
41,348 U/mLdak ve kivircik PON enzimi igin 0,153 mM ve 70,289 U/mLdak olarak
bulunmustur.

Bu calismada Mn2+, Hg2+, C02+, Cd2+, Ni*" ve Cu? agir metallerinin merinos
ve kivircik koyunlarinin kan serumundan saflagtirilan PON enzimi iizerindeki in
vitro etkisi belirlenmistir. S6z konusu agir metaller igcinde Cu’in hem merinos hem de
kivircik PON enzimi i¢in en gii¢lii inhibitdr oldugu saptanmustir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz, Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi,
Agir Metaller, Inhibisyon.
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ABSTRACT

INHIBITION OF HEAVY METALS IN DIFFERENT SHEEP BREEDS
PURIFIED ENZYME PARAOXONASE

Kadir EROL
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(Msc. Thesis/Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
Balikesir, Turkey, 2011

In this study, the important physiological function in metabolism with
detoxification and antioxidant activity of paraoxonase (PON) enzyme, to purify from
merino and kivircik sheep’s blood serums, Sepharose-4B-L-tyrosine-1-
naphthylamine compound was used a gel, hydrophobic interaction chromatography.
The gel was synthesized with Sepharose-4B-L-tyrosine and 1-napthylamine as
hydrophobic ligand. Sepharose-4B was activated with CNBr and than L-tyrosine was
added as extension arm.

Merino and kivircik 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 43 kDa on SDS-PAGE.

The Ky ve Vimax values were determined by the method of Lineweaver-Burk
plots, using paraoxon as substrate. The Ky ve Vi were 0,482 mM and 41,348
U/mLdak for merino PON enzyme, 0,153 mM and 70,289 U/mLdak for kivircik
PON respectively.

In this study, the effect of Mn2+, Hg2+, C02+, Cd2+, Ni*" and Cu*" heavy
metals on purified merino and kivircik serum PON in vitro was determined. The
heavy metals in both merino and kivircik PON enzyme was found to be the most
powerful inhibitory.

KEY WORDS: Paraoxonase, Hydrophobic Interaction Chromatography, Heavy
Metals, Inhibition.
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1. GIRIS

Paraoksonaz (PON1), temel gorevi LDL’yi oksidatif modifikasyondan
korumak olan, HDL’ye bagli bir serum enzimidir. PONI, insektisitlerin iginde
yaygin olarak kullanilan organofosfat ajanlarini ve sinir gazlarmi hidroliz etme
yetenegine sahiptir [1]. Bu enzim A-esterazlar grubuna dahildir ve baglica
sentezlendigi organ karacigerdir [2,3]. Yapisina bagli bulunan HDL sayesinde
LDL’lerdeki lipit oksidasyonunu sinirlandirir ve antioksidant bir 6zellik gosterir [2].
LDL’nin oksidasyonu arteroskleroz hastaliginin baslangi¢ evresini olusturmaktadir
[4,5]. PONI1 bu ozelligi ile arterosklerotik hastaliklara karsi viicuttaki savunma

mekanizmalarindan birini olusturmaktadir.

Tirkiye’deki koyun yetistiriciligi 6zellikle kirsal bolgede yasayan insanlar
icin ekonomik ve kiiltiirel bir 6neme sahiptir. Bu faaliyet dogal ¢im alanlarinin,
anizlarin ve ekilmemis otlaklarin kullanima ile siirdiiriilmektedir [6]. Et, siit, yiin gibi
ozelliklerinden yararlanilan bu hayvanlardan saglikli irlinler elde edebilmek icin bu

hayvanlarin saglikli yagsam alanlarinda yetistirilmesi gerekmektedir.

Glinlimiiz diinyasinda artan c¢evre kirliligi ozellikle kirsal kesimlerde
yetistirilen hayvanlarin  saglhigin1  tehdit eden Onemli sorunlardan birini
olusturmaktadir. Bu onemli soruna ¢oziim bulunabilmesi amaciyla bazi bilesiklerin
daha fazla arastirilmasina gerek duyulmaktadir. Metabolizmada 6nemli fizyolojik
fonksiyona sahip PON enziminin aktivitesinin bazi agir metallerden nasil etkilendigi
bu hayvanlarin saglig: kadar insan sagligi agisindan da son derece onemlidir. Bu
calismamizda Ni%, Co™, Cu™, Cd™, Mn", Hg™ agir metallerinin Merinos ve

Kivircik serum PON1 enzimi tizerine in vitro etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.



1.1 Paraoksonaz Enziminin Biyokimyasi

1.1.1 Adlandirilmasi

Paraoksonaz enzimi, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan yapilan adlandirmaya goére iki numaraya (EC 3.1.1.2. ve EC
3.1.8.1.) sahiptir. 1990’lh yillardan sonra yapilan calismalarda, paraoksonazin
arilesterazlar gibi sadece fenolik esterleri degil, ayn1 zamanda fosforik ve fosfinik
asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasilmis ve EC 3.1.8.1. olarak tanimlanmistir [7].
Paraoksonaz enzimi, bir A grubu Arildialkilfosfotaz smifi bir ester hidrolaz
enzimidir. Bu yiizden sistematik olarak arildialkilfosfotaz diye adlandirilir. A
esteraz grubunda yer alan paraoksonaz enziminin aktivitesinin ilk kez olglimiinde
paraokson molekiilii substrat olarak kullanilmigtir. Bu sebepten dolayr bu enzim

paraoksonaz adini almistir [8].

1.1.2 Paraoksonaz Enziminin Biyokimyasal Yapisi

PONI1, 43-45 kDa molekiil agirlgina sahip 354 aminoasit igeren bir proteindir
[9,10]. Herbir molekiil toplam agirliginin %15.8’ini olusturan ii¢ karbohidrat zinciri
icermektedir. Izoelektrik noktas: 5.1°dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 16sin igerigi
disinda bir 6zellik gostermez [11]. Yapisinda yer alan 3 sistein (Cys) rezidiisiinden
284°teki serbest durumdadir. 42 ve 352. sistein rezidiileri arasinda disiilfit bagi
bulunur. /[n sitii hibridizasyon calismalar1 ile PON1 geninin 7. kromozomun uzun

kolu iizerinde q21-q22°de bulundugu gosterilmistir [3,12].

PONT1’in ince yapisi 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir (Sekil 1.1). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki
disiilfit kopriisti ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini kazanir [13]. N terminal ve C
terminal uglarinin bu sekilde kovalent baglanmasi B-kirmali yapili enzimlerde nadir

goruliir.



Uc boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarm merkezinde 7.4A aralikli iki adet
Ca™ iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal 6zellikli olup yapidan
uzaklastirilmas1 doniisiimsiiz denatlirasyona neden olmaktadir [14]. 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.
Ayni kalsiyum iyonu bir su molekiilii ve fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir.
PON1’in yapist 6 adet B-kirmali tabaka ile merkezdeki Ca™ iyonlar1 agisindan
diisopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik gostermektedir [15]. Ancak,
PON1  esteraz,  fosfotriesteraz ~ ve  laktonaz  aktivitesi  gosterirken,
diisopropilfluorofosfatazin sadece fosfotriesteraz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Bu iki enzimin aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [16]. PONI1 aktif
bolgesinde diger B-kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H, ve Hj)
yapilart vardir (Sekil 1.2). Bu yapilar ayn1 zamanda sonlanma noktalar1 olup, aktif
bdlgenin korunmas: ve enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere sahiptir.
PON1 sentezlendiginde monomerik yap1 seklindedir. Enzim, HDL’ye
baglanamadig1 zaman oligomerizasyon gerceklestigi belirlenmistir. Bu olay in vitro
deterjanli ortamda H, ve Hj heliksleri ile deterjan misellerine baglanarak gerceklesir

[17].

N

Sekil 1.1 Paraoksonaz Enziminin Ug Boyutlu Goriiniimii [18]



PONI1 iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozilleme bélgesi vardir. ki tanesi
(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise ylizeye bakan
bolgelerde (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PONI1 memeli hiicrelerinde ifade

edildikten sonra bu noktalardan glikozillendigi gézlenmistir [19].

PONI enzimi N terminal bir ucla sonlanmaktadir. Bu yiizden sonlandigi
bolgede hidrofobik bolgeler bulunmaktadir. Bu bdlgede bulunan H; ve H;
hidrofobik heliksleri bir araya gelme egilimi goOstererek potansiyel membrana

baglanma ylizeyi olustururlar (Sekil 1.2).

‘ia | HDL

Sekil 1.2 PON1’ in HDL’ ye baglanmasi [18]



1.1.3 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

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

molekiilii, esteraz aktivitesinde dnemli rollere sahiptir (Sekil 1.3).

\
\
\
\

H : 0
His115 N/Q > Hisll5 N \K + ROH
Q
=

MN\/\
QH P‘L
O %OR I;O \/O(»;OR

/ /

Sekil 1.3 Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [20]

Katalitik etkinlik gosteren Ca™ iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bolgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiciinii arttirir. 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 [20].



1.1.4 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar:

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat Ozgiilliigii gosterirken, fizyolojik
substrati tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. Insan serum paraoksonaz enzimi,
parationun metabolik {iriinii olan paraoksonu kataliz etme yetenegindedir. Paraokson
organizmaya zararl olup pestisit olarak kullanilmaktadir. Paraoksonun, paraoksonaz
enzimi ile yikimi sonucu paraoksona oranla goreceli olarak daha az zararli p-nitro

fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur (Sekil 1.4) [3].
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Sekil 1.4 Paraoksonaz Enzim Mekanizmasi [3]

Son yillarda PONI’in arterosiklerozisin  Onlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda onemli rol oynadig1 bilinmektedir [21, 22, 23]. PONI ozellikle
LDL ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini Onleyerek ve lipit peroksitlerini
metabolize ederek arterosklerozise karst koruyuculugunu, sahip oldugu laktonaz
aktivitesi ile gostermektedir [24-26]. S6z konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar
degisen lakton halkasi ihtiva eden en az 30 cesit laktonu hidrolizleyebilmektedir.
Alifatik lakton substrati olan d-valerolakton (6 halkali lakton), &-butirolakton (5
halkal1 lakton) ve e-kaprolaktondan (7 halkali lakton) daha hizli hidrolizlenmektedir.
PONI1 enziminin aromatik laktonlara karsi afinitesi alifatik laktonlara oranla daha

fazladir ve daha kolay hidrolizlenirler.
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Sekil 1.5 Lakton Hidrolizi [21]

Insan serum PONI enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.6) [27, 28] ve soman, sarin ve
tabun gibi organofosfat sinir ajanlarimi hidrolizleyebilmektedir [29-32]. Insan saglig
acisindan organofosfatli bilesikler ise terorizm tehdidi kadar bir g¢evresel risk
olusturur [20]. PONI1 enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu olmasinin en 6nemli

nedenlerinden biri budur.
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Sekil 1.6 Insektisitlerde Yaygin Olarak Kullanilan Okson Metabolitlerinin Hidrolizi [21]
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Sekil 1.7 Sinir Gazlarinin Hidrolizi [21]

Bu aktivitelerinin yaninda PON1 enzimi siiflandirmada yer aldig1 A-esteraz
grubunda  bulunmasi  ile  fenilasetat  gibi  ester  substratlari = da

hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiofenil asetat ve 2-naftil asetat PON1’in aromatik

ester substratlar1 arasindadir (Sekil 1.7) [27, 33, 34].
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Sekil 1.8 Aromatik Esterlerin Hidrolizi [21]



1.2 Tiirk Merinosu ve Kivircik Koyunlarimin Verim Ozellikleri

37,5 milyona ulasan sayisiyla Tiirkiye’deki koyun populasyonu, toplam
hayvan populasyonu i¢inde 6nemli bir yere sahiptir. Bu koyun populasyonu ile
Tiirkiye, diinyadaki koyun yetistiren iilkeler arasinda yedinci siradadir. Tiirkiye nin
stit tiretiminin %10,1°1 (1047000 ton) ve et tiretiminin %26,1°1 (1128000 ton) koyun
yetistiriciligi sektoriinden gelmektedir. Tiirkiye’deki cografi kosullar ve hava sartlari
koyun yetistiriciliginin tercih edilmesindeki en Onemli faktorlerdir. Tarim igin
kullanilmayan genis alanlar en verimli bi¢cimde koyun yetistiriciliginde

kullanilmaktadir.

Tirkiye’nin Orta ve Dogu Anadolu Bolgelerinde bulunan yesillik, sert hava
kosullar1 yiiziinden yetersiz ve diigiikk bir kaliteye sahiptir. Ancak Tiirkiye’nin
Marmara ve Ege Bolgeleri gibi bati kisimlari, hava sartlarinin daha yumusak ve
yesillik kalitesinin daha iyi olmasindan dolayr koyun vyetistiriciligi icin daha
uygundur. Marmara Bolgesi’ndeki yaygin koyun tiirleri Kivircik Koyunu ve Tiirk
Merinos Koyunu tiirleridir. Bu bolgede 2,5 milyon Kivrcik Koyunu ve 300.000

Merinos Koyunu bulunur.



Karacabey (Tiirk) Merinos Koyunu

Sekil 1.9 Alman Merinosu, Kivircik ve Karacabey Merinos Koyun Tiirleri

Yerli Kivircik Koyununun iiretim 6zelliklerini iyilestirme ¢alismalar1 Tiirkiye
Cumbhuriyeti’nin kurulusundan beri devam etmektedir. 1934 yilindan sonra, Kivircik
Koyununun viicut performansini ve yiin kalitesini iyilestirmek amaciyla Alman
Merinos Koyunu Tiirkiye’ye getirilmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda, Kivircik
Koyunu ve Alman Merinos Koglar1 ciftlestirilmistir.  Ciftlestirme islemi yapay
dollenme ile yapilmistir. Ciftlestirme sonucu dogan yavrular Karacabey (Bursa)
Merinos Koyun Tiirii olarak adlandirilan ilk Merinos Koyun Tiiriidiir. Bu
ciftlestirme calismalart 1935 yilindan sonra Karacabey Eyalet Ciftligi’'nde Kivircik
Koyunlar1 kullanilarak 6zel iireticiler tarafindan devam ettirilmistir. Calismalar

Bursa ve Balikesir illeri ¢evresinde siirdiiriilmiistiir.
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1935-1940 yillar1 arasinda 620.000 Kivircik Koyunu, Alman Merinos Koyun
Tiirl ile yapay dollenme vasitasiyla ciftlestirilmistir. Bu yillarda Tiirkiye, yapay
dollenme yoluyla koyun iireten iilkeler arasinda diinyada ikinci sirayr almistir. 1952
yilindan sonra Alman Merinos Koyunu ile ciftlestirme calismalar1 Konya’da yerli
Akkaraman Koyun Tiirli iizerine uygulanmistir. Bu calismalar genotip olarak %80
Alman Merinos Koyunu ve %20 Akkaraman Koyunu olan bir koyun tiirii elde
edilene kadar devam ettirilmistir. Elde edilen bu tiir Orta Anadolu Merinos Koyunu
olarak adlandirilmistir. Daha sonra Karacabey Merinos ve Orta Anadolu Merinos
Koyun Tiirleri, Tiirk Merinos Koyun Tiirii adi altinda tek bir isimle anilmaya

baslanmigtir [35].

1.3 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 [36]. Ancak bu etkenlerin insanlarin niifus artisi,
teknolojik gelismeler ve tliketim aligkanliklarina bagl olarak zarar gérmesi ve bu
zararin rahatsiz edici seviyelere ulagmasi sonucu kirlenmesi s6z konusudur. Boylece
cevre kirliligi ortaya ¢ikmaktadir. Cevre kirliligi gegici veya siirekli bir bigimde
canlilara zarar veren gaz, sivi ve kati maddeler ile radyasyonun; cisim, sistem ve
cevrede meydana getirdigi olumsuz degisimlerdir. Bir baska deyisle hava, su ve
topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinde meydana gelen arzu edilmeyen
degisimlerdir [37]. Cevre kirliligine neden olan ve gittikge daha biiylik 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 ¢ok Onemli gilincel sorunlar haline gelmistir. Hizli sehirlesme,
endiistrilesme, gilibreleme ve pestisit kullanimi, toprak ve su kaynaklarinda toksik
metal kirliligi ile sonuglanmaktadir.  Toksik metallerin birikimindeki artma,
ekosistemde dengesizlige neden olmakta, toksik metaller 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 yliksek konsantrasyonu yasayan insan ve hayvan
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sagligini cesitli sekillerde tehdit etmesiyle sonuglanmaktadir. Esansiyal olsun veya
olmasimn agir metallerin yiiksek konsantrasyonlari mikroorganizmalar, bitkiler,
hayvanlar ve insanlar1 igeren canlilar alemi igin toksik etkisi bilinen bir gercektir [37,
38]. Onemli bir kirletici grubu olusturduklar1 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
dogada genellikle siilfiir, oksit, karbonat ve silikat mineralleri seklinde
bulunmaktadir. Bunlarin suda ¢o6ziintirliikleri oldukca diisiiktiir.  Cok kiiciik
miktarlarda bile genellikle kuvvetli zehir etkisine sahip olan agir metaller, kirlenmis
sularda metal, katyon, tuz ve kismen anyon seklinde bulunurlar [39]. Agir metaller
biyolojik dongii icinde en Onemli zararlarini bitkilerde meydana getirmektedir.
Tohum ¢imlenmesi, ¢ikis, fide biiyiime ve gelisimi, bitkilerde biiyiime ve gelismede
gerilikler, biyomas iiretiminin diismesi, ¢igek ve meyve tutumunda azalma, verimde
diisme ve iriin kalitesinde bozulma bu zararlardan bazilaridir. Bundan baska agir
metallerin fotosentetik aktiviteyi sekteye ugratmasi, azot dongiisii ve baglanmasini
bozmasi, klorofil miktarin1 azaltmasi, enzim sistemlerinde bozulmalara yol agmasi;
bitkilere yarayisli diger elementlerin alimmi engellemesi gibi hiicre i¢i

mekanizmalarda da olumsuz etkileri bulunmaktadir [40].

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

bitki sagligi ile su ekosistemleri lizerindeki etkileri agisindan 6nemli olmaktadir.

Nikel; Genelde dogrudan veya dolayli yoldan atik sular yoluyla topraga gegen nikel,
normal olarak toprakta 50-500 ppm diizeyindedir. Nikel katkili ¢elik ve ulasim
endiistrisinde boya ve kozmetik sanayi ile cesitli elektrikli alet iiretiminde kullanilan
nikelin bitkilere faydas1 lizerine kesin bilgiler yoktur. Ancak bitkilerdeki birikme
konsantrasyonu genellikle insan ve hayvanlara zararli diizeye ulasamaz. Nikel 600
ppm’in {lizerinde konsantrasyonlara sahip topraklar i¢inde kuvvetli toksit etki yapar

[41].

Kadmiyum; 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 o6zellikle yogun trafik akiminin bulundugu
otoyollarda yiiksek diizeyde bulunabilir. Kadmiyum dogal ¢evre i¢inde ¢inko ile
jeokimyasal bir iliski i¢cinde oldugundan ayni zamanda ¢inko ergitme tesisleri
cevresindeki topraklarda yiiksek kadmiyum konsantrasyonunun ‘itai itai’ adi verilen
bir tiir hastalifin yaygin olarak goriildiigli ve Minimata olay1 adi verilen olay
kadmiyum kirlenmesine en c¢arpict 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 ¢ayir bitkilerinin biinyesinde yliksek oranda

kadmiyum elementine rastlanmigtir [41].

Kobalt; insan ve hayvanlar i¢in oldugu kadar bazi bitki mikroorganizmalari igin
Oonemli 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
otiirti biriken kobaltin iistiinde yetisen bitkinin bilinyesine ge¢mek suretiyle fitotoksik

etki yaptig1 saptanmustir [41].

Bakir; Bitkiler icin gerekli bir eser element olan bakir ozellikle asit karakterli
topraklarda yliksek konsantrasyonlarda bulunur. Endiistride ¢ok yaygin olarak
kullanilan bu madde topraga havadan yagisla karigsmak suretiyle gecer. Fakat bakirin
toprakta ve bitkide asil birikmesi bakir siilfat olarak bazi meyve bahgelerinde pestisid
olarak kullanilmasiyla geger. Halk dilinde ‘g0z tas1’ 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 iginde toksik etki
yaptigindan topraktaki humus olusumunu kisitlayarak topragin organik bakimdan

fakirlesmesine neden olabilir [41].

Civa; Civa metalinin kesfi tam olarak bilinmemektedir. Bilinen en 6nemli minerali
zencefre (HgS) dir. Civa cok ugucu bir element oldugundan oda sicakliginda

kolayca buharlagir. Zehirli bir element oldugu icin sicaklik arttikca buharlagsma hizi
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artacag icin tehlike boyutu da artar. Herhangi bir yiizeye civa dokiildiigii zaman
lizerine toz kiikiirt dokiilmelidir ve olusan karisim temizlenirken dikkat edilmelidir.
HgS mineralinin kavrulmasiyla HgO elde edilir. Bu oksit bilesiginin 1sitilmasi ile de

elementel civa elde edilir [42].

Manganez; Manganez, yeryiiziinde her yerde bulunabilen ¢ok yaygin bir bilesendir.
Manganez, gerekli toksik ii¢ iz element arasinda yer almaz. Insan viicudunda ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda bulunursa toksiktir. Insanlar tavsiye edilen giinliik alim
miktarlart kadar alamazlarsa sagliklar1 bozulur. Fakat ayni zamanda yliksek

alimlarda, saglik problemleri olusacaktir [42].

Insanlar tarafindan manganezin yiiksek alimlari, 1spanak, ¢ay ve baharatlar
gibi gidalardan kaynaklanmaktadir. En yiiksek konsantrasyonlarda manganez i¢eren
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 baslica
solunum sistemi ve beyinde gozlenir. Manganez zehirlenmesinin belirtileri
haliisinasyonlar, unutkanlik ve sinir hasarlaridir. Manganez ayrica Parkinson,
akciger ambolisi ve brongite neden olabilir. Manganez tarafindan neden olunan
sendrom sizofrenilik, matite, kaslarin zayifligi, bas agrisi ve uykusuzluk gibi

belirtilere sahiptir [42].

Manganez insan saglhig icin gerekli bir element oldugundan, manganez
yoklugu da saglik sorunlarina neden olabilir. Bu etkiler asagidadir:
-Sismanlik
-Glikoz intolerans1
-Kan pihtilagmast
-Deri problemleri
-Diistik kolesterol seviyeleri
-Iskelet bozukluklar:
-Dogum hatalari
-Sag renginde degisiklikler

-Norolojik semptomlar
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Kronik manganez zehirlenmesi uzun siireli toz ve dumanin solunmasindan
kaynaklanir. Hastaliktan hasar goren baslica bolge, merkezi sinir sistemidir ve kalici
sakatlik ile sonuclanabilir. Belirtiler; bitkinlik, uykusuzluk, gii¢siizliikk, duygusal
bozukluk, spatik yiiriiyiis, tekrarli bacak kramplar1 ve felgtir. Manganez bilesikleri
tozu veya dumanmiyla calisan iscilerde zatiirre ve diger iist solunum yolu
enfeksiyonlar1 siklikla gézlenmistir. Manganez bilesikleri deneysel olarak belirsiz

tiimorgenik ajanlardir [42].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢aligmalarda kullanilan, Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin,
standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), paraokson, Tris-HCI, Sigma Chemical Comp’den; sodyum
hidroksit, amonyum siilfat, fosforik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum
dihidrojen fosfat, f-merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat, akrilamid, N,N, metilen
bis akrilamid, amonyum persiilfat, brom fenol mavisi, gliserol, Coomassie brillant
blue G-250, sodyum bi karbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum kloriir,

aseton, agir metaller Merc Chemical’dan saglandi.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢alismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmigtir.

Buz Makinesi Fiocchetti AF10

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

Kromotografi Kolonu Sigma (1.5 x10 cm)

Manyetik Karistirici- Isitict WiseStir MSH-20 A

Otomatik pipetler Transferpette, Nichipet EX

pH metre Hana pH 211 Microprocessor

Sogutmal1 Santrifiij Sigma 3K15

UV-Spektrofotometresi CARY 1E, UV-Visible
Spektrophotometer-VARIAN

Vorteks Fisons Whirli Mixer

Terazi Precisa XB 220A
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Jel Goriintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System (UVP)
Gradient Mikser Atta  magnetik  karigtirict  ve
gradient tiip

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCO; Tamponu (pH 10.0); 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3; 950 ml distile
suda ¢oziilerek, 1 N NaOH ile pH’ s1 10.0” a getirildi ve son hacim distile su ile 1L’

ye tamamlandi.

0.2 M NaHCO; Tamponu (pH 8.8); 8.401 gr (0.1 mol) NaHCO3 450 ml distile
suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’ s1 8.8 e getirildi ve son hacim distile su ile

500ml’ ye tamamlandi.

0.01 M Na,HPO4 Tamponu (pH 6.0); 1.42 gr (0.01 mol) Na,HPO4 950 ml distile
suda coziilerek, 1N NaOH ile pH ‘s1 6.0 ‘a getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’

ye tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1M (NH4),SO; igeren, 0.1
M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14.2gr (0.1 mol) Na,HPO4 ve 132.14gr (1 mol)
(NH4),SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1N HCI ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son

hacim disitile su ile 1L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanilan ¢ozelti: 1M
(NH4),SO4 igeren, 0.1 M Na,HPO4 tamponu (pH 8.0) ve 0.1 M Na,HPO, tamponu
(pH 8.0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu, 14.2gr (0.1 mol)
Na,HPO4 ve 132.14gr (1 mol) (NH4)>SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, IN HCl ile
pH’s1 8.0°e getirildi ve son hacim disitile su ile 1L’ye tamamlandi. 14.2gr (0.1 mol)
Na,HPO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, IN HCI ile pH’s1 8.0°e getirildi ve son

hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.
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Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cézelti: 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 mL etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 100 ml %95’lik fosforik asit

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

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin alindig1 tampon: 0.1
M (pH 8.0) Tris Baz; 1.211 gr (0.01 mol) Tris-Baz 95 ml distile suda ¢oziilerek, 1N

HCl ile pH’1 8.0’a getirildi ve son hacim disitile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 2mM paraokson ¢ozeltisi, 10,8 pl paraokson, 1 ml asetonda iyice
coOziildiikten sonra tizerine 1 ml bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanildi.

Paraoksonaz aktivite oOl¢ciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2 mM
CaCl, igeren 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 tamamlanda.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5mL
% 10’luk SDS 4.0 mL
Gliserol 2.0 mL
B-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 00l g

Distile su 0.5 mL

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 3g
Glisin 144 ¢
SDS- 10g

Distile su ile ¢ozeltinin son hacmi 1 L’ ye tamamlanir.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlans;
SDS-PAGE celektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar Cizelge 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme c¢ozeltisi; 0.66 gr
Coomassie brillant blue G-250, 120 ml metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 24 ml saf

asetik asit ve 120 ml distile su ilave edildi.
SDS-PAGE elktroforezinde kullanilan renk acma cozeltisi; % 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 miktarlar

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

AKkril amid/Bis
Akril amid I5¢g
Bis 04¢g

Alinarak son hacim destile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

16,65 mL

2,6 mL

Destile su

20,1 mL

12,2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82
Alinarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave

edilerek son hacim destile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12,5 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 39%¢g
Alinarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave

edilerek son hacim destile su ile 50 mL'ye tamamlanir.

SmL

% 10 'luk SDS
SDS Ig

Alinarak son hacim destile su ile 10 mL'ye tamamlanir.

0,5uL

200uL

TEMED

25 uL

20uL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1g

Alinarak son hacim destile su ile 10 mL'ye tamamlanir.

750uL

400uL
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2.2 YONTEMLER

2.2.1 Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tlipline alindiktan sonra 5000rpm’de, +4
°C’de ve 10dk santrifiij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmigtir. Ayrilan serum
aktivite 6l¢limiine kadar —70 °C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kaynagi olarak

kullanilmustir.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olgiimii icin 0.05mL enzim ¢ozeltisi (serum) almip daha Onceden
hazirlanmis olan 1mL tampon ( 100mM Tris-Base pH:8.00) + substrat ( 2mM
paraokson ) + koenzim ( 2mM CacCl,) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra
412 nm’de 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoksonun p-nitrofenole enzimatik doniisiim hizi tespit edildi. Ayni islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 iinite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’li olarak tayin edildi.

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum stilfat coktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yoOntemle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan

kompleksin 595nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [43].
Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden iistiin tarafi, ¢ok kisa siirede

uygulanmasi, bozucu faktdrlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

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

21



Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1mL’sinde Img protein ihtiva eden
standart s1gir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 puL alindi. 100mM Tris-HCI1 tamponu (pH:8.00) ile tiim tliplerin hacimleri
0.1ml’ye tamamlandi. 5SmL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave
edildi. Tipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595nm’de 3ml’lik kiivetlerde
kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0.1 mL’lik 100mM Tris-HCI
(pH:8.00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik
gelen mg protein degerleri ile standart grafik hazirland1 (Sekil 3.3-3.4).

Enzim c¢ozeltilerinden 0.1’er mL 2 ayn tiipe alinarak {izerlerine 5’er mL
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 &lgiildii. ki lciimiin ortalama absorbansma karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi.
2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi
Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin

¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx(S, - S,)
3.54-8,

g(NH4)2SO4 =

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

S, : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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2.2.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflagtirilmasi
2.2.4.2.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde distile su ile birlestirildi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4g CNBr
hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’s1 4M NaOH ile
hemen 11’e ¢ikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15dk) Cok miktarda buz silispansiyona katildi
ve karisim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250mL soguk 0.1M NaHCOs
tamponu (pH 10.00) ile yikand1 (Sekil 2.1).

H

OCH
+ CNBr — = Q
OH
NCO

Sepharose-4B Altiflegmis matriles

Sekil 2.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

2.2.4.2.2 L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks iizerine, 20mL’sinde 15mg tirozin igeren
0.1IM NaHCO; tamponunun (pH 10.00) soguk c¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
karigtirildi.  Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4 °C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklagtirilmis oldu. Yikama 100mL
0.2 M NaHCOj; tamponu (pH: 8.8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40mL’si i¢ine alind1 (Sekil 2.2)
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COOH

|
NH, —E“T—CHQ OH

H
L-tiromn W
OcH —c|: COOH
NI—I—ClH—CHZA@—QH
HCO
Lletflegrrs Matris sepharose-4B-L-Tirozn

Sekil 2.2 L-tirozinin Baglanmasi

2.2.4.2.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

25mg 1-naftilamin 0 °C civarinda 10mL 1M HCI igerisinde ¢6ziildii. 75mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5mL ¢ozelti, 1-Naftilamin ¢ozeltisine damla damla
katildi. (1-Naftilamin ¢6zeltisi hazirlanirken etanol ilave edidi ve isittildi)) 10 dk
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan 1-Naftilamin, 40mL Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L saf su ve ardindan 200mL 0.01M Na,HPO4
(pH: 6.0) tamponu ile yikandi ve ayn1 tamponda muhafaza edildi (Sekil 2.3)
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-
I
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I
NH—CH—CH;

Sepharose-4B- L-Tirozmin-1-naftilatmin

Sekil 2.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

2.2.4.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatografisi ile
saflagtirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli [44] tarafindan belirtilen yontemler yapilarak

enzimin saflik derecesi kontrol edildi.
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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 {lizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildi. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist yiizeydeki n-biitanol
dokiildi. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis ayirma jelinin lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin tizerine 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 kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiikksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100ul
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karigtirildi.  B-galaktozidaz
(118.0kDa), sigir serum albumin (79.0kDa), yumurta albumini (47.0 kDa), laktat
dehidrogenaz (33.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) igeren
standart protein ¢oOzeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi.  Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblokta bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢c kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi.
Yiiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
ve yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren ayirma jeli
renklendirme ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1.5-2 saat kadar ¢alkalayici iizerine birakildi.
Daha sonra jel renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikartilarak renksizlestirme ¢ozeltisine
kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip protein

bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti i¢cinde calkalandi. Jel renksizlestirme
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cozeltisinden c¢ikarildiktan sonra jel goriintileme sistemi (UVP) ile goriinti

bilgisayara aktarildi.

2.2.5 Optimum sartlarda Ky, ve V.« Degerlerinin Bulunmasi

KM ve Vmax degerlerinin  tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
paraokson substratinin farkli konsantrasyonlarda enzim aktivitesi dl¢limii yapildi.

Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

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

degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.6 Baz1 Agir Metallerin 1Csy Degerlerinin Bulunmasi

Hg+2, Ni+2, Cd+2, Cu+2, C0+2, Mn*? agir metallerinin ICsy degerlerini bulmak
icin, optimum sartlarda paraoksan substratinin 2mM sabit konsantrasyonunda
calisildi.  Substrat ¢ozeltisi her olglimde 0.1 mL alindi, paraoksan ve agir metal
cozeltilerinden ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1.05mL’ lik bir reaksiyon
hacmi olusturuldu. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger
%100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.05ml enzim
cozeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis olan 1 mL tampon + substrat + agir metal
¢Ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 412 nm’ de bir dakikada absorbans da
meydana gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler

hesaplandi. % Aktivite —[I] grafikleri ¢izildi.

2.2.7 Agir Metaller Icin K; Degerlerinin Bulunmasi

Hg+2, Ni+2, Cd+2, Cu+2, C0+2, Mn " agir metallerinin K; degerlerinin
bulunmasi i¢in 6nce inhibitdrsiiz ortamda optimum sartlarda paraokson substratinin

farkli konsantrasyonlarinda PON1 enzimi i¢in aktiviteler bulundu. Daha sonra her
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bir agir metal i¢in 2 degisik sabit konsantrasyonda optimum sartlarda aktiviteler
tespit edildi. 1/V ve 1/[S] degerlerinden Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirleri ve K; degerleri yarismali (kompetetif)
inhibisyon i¢in Lineweaver-Burk egrisinde 1/[S] eksenini kestigi nokta olan -1/Ky
(1+[IJ/K;) ifadesinden, yarismasiz (nonkompetetif) inhibisyon i¢in 1/V eksenini
kestigi nokta olan 1/Vyax (1+[1)/K;) ifadesinden yararlanarak hesaplandi.
Denklemlerde kullanilan Ky ve Viyax degerleri inhibitorsiiz ortamda bulunan

degerlerdir.
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3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunlu derecelerine gore belirli proteinlerin
cOkelmesi saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Bu amagcla asagidaki

formiil ile belirlenen amonyum siilfat miktarlar1 uygulanarak %60-80 amonyum

stilfat ¢oktiirmesi iglemi yapild1 [1].

1.77xVx(S, - S,)
3.54-8,

g(NH4)2SO4 =

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

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

3.1.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastiriimasi

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NH4),SO4 igeren 0.1M
Tris-HCI pH:8.0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra,
jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat
coktliirmesi sonucu elde edilen serum enzim ¢ozeltisi 1M amonyum  siilfat
doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1M (NH4),SO4 iceren
0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu ve 0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu ile olusturulan

yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz gradienti
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uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1.5mL halinde tiiplere toplandi.
Yikama ve eliisyon islemi 280nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi.
0.1IM Tris-HC1 pH:8.0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte 280nm’de
kalitatif protein tayini ve 412nm’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip
numarasina karsi aktivite ve protein miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.1) ve (Sekil 3.2).

—e— Aktivite (U)

100 —=— Protein (280nm) — 0,4
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80 Al
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=) 70 [ B | .E
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~
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Sekil 3.1 Hidrofobik Etkilesim Kolonundan Merinos PON1 Enziminin Eliisyon Grafigi
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Sekil 3.2 Hidrofobik Etkilesim Kolonundan Kivircik PON1 Enziminin Eliisyon Grafigi

3.1.3 Kantitatif Protein Tayini i¢in 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 saflastirma oranlar1 tespit edildi. Sonuglar ¢izelge

3.1°de verildi.

Serumdan elde edilen enzim ¢ozeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki
enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart
cozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.3 Bradford Yontemi ile Protein (merinos) Miktarinin Tayin Edilmesinde
Kullanilan Standart Grafik
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Sekil 3.4 Bradford Yontemi ile Protein (kivircik) Miktarinin Tayin Edilmesinde
Kullanilan Standart Grafik
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Cizelge 3.1 Merinos ve kivircik tiirii i¢in saflagtirma tablosu

Ak Toplam Protein Toplam Spesifik
tivite
Merinos Tiirii Hacim (ml) (U/ml) Aktivite Miktari Protein Aktivite % Verim Saflastirma Derecesi
m
(U/ml) (mg/ml) (mg) (U/mg)
Serum 82 75,3 6174,6 7,6 623,2 9,91 100 -
Amonyum Siilfat
32 77,1 2467,2 7,7 246.,4 10,01 40,0 1,01
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 4,5 88,5 398,3 0,019 0,086 4631,4 6,5 462,7
Kromatografisi
Toplam Protein Toplam Spesifik
Aktivite
Kivircik Tiiri Hacim (ml) (U/ml) Aktivite Miktari Protein Aktivite % Verim Saflastirma Derecesi
m
(U/ml) (mg/ml) (mg) (U/mg)
Serum 50 64,4 3220,0 7,5 375,0 8,59 100 -
Amonyum Siilfat
18 67,8 1220,4 7,8 140,4 8,69 37,9 1,01
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 3 68,2 204,6 0,017 0,051 4011,8 6,4 461,7
Kromatografisi
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3.2 Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligini kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.4.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflastirilan paraoksonaz enzim numunesi
tatbik edildi. Protein bantlar1 iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.5).

merinos knarcik

43 kDa —

Sekil 3.5 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Saflastirilan Paraoksonaz
Enziminin SDS-poliakrilamid Jel Elektroforezi
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3.3 Optimum sartlarda K, ve V,ax Degerlerinin Bulunmasi

KM ve Viax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda paraokson
substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Olglimleri yapildi. Her
Olciim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 412nm’de OSlgiilen
aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi (Sekil 3.6 ve sekil 3.7). Grafikten
yararlanarak merinos i¢in Ky degeri 0,482 mM ve V. degeri 41,348 U/mLdak,
kivircik icin de Ky degeri 0,153 mM ve Vi, degeri 70,289 U/mLdak olarak

bulundu.

800 { y=116,53x + 241,85
R?=0,9427

1Vx10*4

0 2

1/Sx10*3

No
—
D
IS

Sekil 3.6 Saflastirilmis Merinos Serum Paraoksonaz Enziminin Paraokson Substrati
ile Elde Edilen Lineweaver-Burk Grafigi
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Sekil 3.7 Saflastirilmis Kivircitk Serum Paraoksonaz Enziminin Paraokson Substrati
ile Elde Edilen Lineweaver-Burk Grafigi
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Cizelge 3.2 Merinos serum PONI1 enzimi i¢in paraokson substrati kullanilarak, Ky ve V. degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

100 mM Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam Substrat AOD Aktivite 1/v) 18]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacim Konsantrasyonu (412nm) (U/ml dak) x 10*
(D (b (b (D (mM)
940 10 0,21 0,022 13,5 740,7 4,76
930 20 0,42 0,027 16,6 602,4 2,38
925 25 0,53 0,031 19,0 526,3 1,89
920 30 0,64 0,035 21,5 465,1 1,56
100 1050
915 35 0,74 0,040 24,6 406,5 1,35
910 40 0,85 0,044 27,0 370,4 1,18
900 50 1,06 0,050 30,7 325,7 0,94
895 55 1,17 0,055 33,8 2959 0,85
890 60 1,27 0,060 36,8 271,7 0,79
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Cizelge 3.3 Kivircik serum PONI1 enzimi i¢in paraokson substrati kullanilarak, Ky ve V. degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

100 mM Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam Substrat AOD Aktivite 1/v) 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacim Konsantrasyonu (412nm) | (U/ml dak) | x 10*

(ul) (ul) (ul) (ul) (mM)

990 10 0,21 0,035 43,0 232,77 | 4,76
980 20 0,42 0,039 47,9 208,8 | 2,38
970 50 30 1050 0,64 0,044 54,0 185,0 1,56
960 40 0,85 0,047 57,7 173,3 1,19
950 50 1,06 0,053 65,1 153,6 | 0,94
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3.4 Inhibisyona Sebep Olan Agir Metallerin Isy ve K; Degerlerinin

Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz agir metallerin Isy degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda paraokson substratinin 2mM sabit konsantrasyonunda calisildi.
Substrat ¢ozeltisi her dl¢iimde 0,1ml alindi, paraokson ve agir metal ¢ozeltilerinden
ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1,05ml’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu.
Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05ml enzim ¢ozeltisi alinip daha
onceden hazirlanmig olan 1ml tampon + substrat + agir metal ¢ozeltisine ¢cabuk bir
sekilde eklendikten sonra 412 nm’de bir dakikada absorbansta meydana gelen
degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. %
Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 3.8-3.19). Bu grafiklerden yararlanarak her bir

agir metal i¢in Iso degerleri hesaplandi.

Farkli agir metallerin K; sabitlerinin bulunmasi amaciyla, 6dnce inhibitorsiiz
ortamda, optimum sartlarda, 5-8 farkli paraokson substrat konsantrasyonuna bagl
olarak aktiviteler bulundu. Daha sonra kullanilan her bir agir metal i¢in 2 degisik
sabit agir metal konsantrasyonunda, standart aktivite 6l¢iim kosullarinda, paraokson
substrat1 kullanilarak aktiviteler belirlendi. 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak,
Lineweaver—Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.20-3.31). Bu grafiklerden yararlanarak
K degerleri ve inhibisyon tiirleri tespit edildi. K; degerleri daha 6nce anlatildig gibi

bulundu.
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Cizelge 3.4 Serum merinos PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkisi gésteren Co ve Mn’1n Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Tris Adr Enzim Substrat Metal Metal
Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu AOD Aktivite % Aktivite

Tamponu (4] Metal Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) 1] (mM))] (@lanm) | (Cml dat)
850 - - 0,158 97,018 100
845 5 0,476 0,129 79,206 81,646
830 Co 100 100 20 1,905 0,080 49,120 50,633
820 30 2,857 0,065 39,910 41,139
810 40 3,810 0,034 20,876 21,519
850 - - 0,331 203,234 100
840 10 0,762 0,324 198,936 97,885
820 30 2,286 0,306 187,884 92,447
800 Mn 100 100 50 3,810 0,291 178,674 87,915
790 60 4,571 0,192 117,888 58,006
780 70 5,333 0,148 90,872 44,713
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Sekil 3.8 Saflastirilmis Merinos Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Co i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Sekil 3.9 Saflastirilmis Merinos Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Mn i¢in % Aktivite-[1] Grafigi
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Cizelge 3.5 Serum merinos PON1 enzimi {lizerine inhibisyon etkisi gosteren Cd ve Ni’in Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Tris Asir Enzim Substrat Metal Metal
Famponu (ul) Mftal Cizeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | ﬁ;)n]?n) ([‘;II:;V(;;‘;() % Aktivite
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) [I] (mM)

850 - - 0,209 128,326 100
830 20 0,571 0,200 122,800 95,694
800 50 1,429 0,172 105,608 82,297
780 cd 100 100 70 2,000 0,150 92,100 71,770
770 80 2,286 0,134 82,276 64,115
750 100 2,857 0,103 63,242 49,282
850 - - 0,294 180,615 100
840 10 1,752 0,257 157,798 87,415
830 Ni 100 100 20 3,505 0,100 61,400 34,014
800 50 8,762 0,062 38,068 21,088
790 60 10,514 0,022 13,508 7,483
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Sekil 3.10 Saflastirilmis Merinos Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrati Konsantrasyonunda Cd i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Sekil 3.11 Saflastirilmis Merinos Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Ni i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Cizelge 3.6 Serum merinos PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren Cu ve Hg'nin Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan
cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Tris Adir Enzim Substrat Metal Metal
Tamponu (ul) Megtal Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu ( 4??11]311) (é}l;:l“g;ek) % Aktivite
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) [I] (mM)

850 - - 0,272 167,008 100
840 10 0,095 0,234 143,676 86,029
830 20 0,190 0,208 127,712 76,471
810 Cu 100 100 40 0,380 0,205 125,870 75,368
790 60 0,570 0,184 112,976 67,647
770 80 0,760 0,124 76,136 45,588
850 - - 0,075 46,050 100
760 90 1,371 0,064 39,296 85,333
750 Hg 100 100 100 1,524 0,057 34,998 76,000
730 120 1,829 0,021 12,894 28,000
700 150 2,286 0,012 7,368 16,000
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Sekil 3.12 Saflastirilmis Merinos Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Cu i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Sekil 3.13 Saflastirilmis Merinos Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Hg i¢in % Aktivite-[1] Grafigi
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Cizelge 3.7 Serum kivircik PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkisi gdsteren Co ve Mn’1n I5y degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Tri As Enzim Substrat Metal Metal
m ris gir AOD Aktivite
ozeltisinin ozeltisinin ozeltisinin | Konsantrasyonu % Aktivite
Tamponu (ul) | Metal ¢ ¢ ¢ y (412nm) | (U/mldak) | 7°
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) [I] (mM)
850 - - 0,0826 50,716 100
840 10 0,952 0,0556 34,138 67,312
830 20 1,900 0,0397 24,376 48,063
Co 100 100
820 30 2,860 0,0224 13,754 27,119
800 50 4,760 0,0194 11,912 23,487
790 60 5,710 0,0054 3,316 6,538
850 - - 0,0778 47,769 100
840 10 0,762 0,0602 36,963 77,378
830 20 1,520 0,0478 29,349 61,440
100

820 Mn 100 30 2.290 0,0325 19,955 41,774
800 50 3,810 0,0189 11,605 24,293
790 60 4,570 0,0114 7,000 14,653
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Sekil 3.14 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Co i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Sekil 3.15 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrati Konsantrasyonunda Mn Igin % Aktivite-[1] Grafigi
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Cizelge 3.8 Serum kivircik PON1 enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Cd ve Ni’in I5y degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Tri As Enzim Substrat Metal Metal
m ris gir AOD Aktivite
ozeltisinin ozeltisinin ozeltisinin | Konsantrasyonu % Aktivite
Tamponu (ul) | Metal ¢ ¢ ¢ Y (412nm) | (U/ml dak) | °
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) [I] (mM)
850 - - 0,0756 46,418 100
840 10 0,286 0,0623 38,252 82,407
830 20 0,571 0,0554 34,016 73,280
Cd 100 100
820 30 0,857 0,0403 24,744 53,333
810 40 1,140 0,0319 19,587 42,196
800 50 1,430 0,0229 14,061 30,291
850 - - 0,0724 44,454 100
840 10 1,750 0,0613 37,638 84,669
830 20 3,500 0,0421 25,849 58,149
; 100
820 Ni 100 30 5,260 0,0297 18.236 41,022
810 40 7,010 0,0155 9,517 21,409
780 70 12,300 0,0046 2,824 6,354
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Sekil 3.16 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Cd i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Sekil 3.17 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrati Konsantrasyonunda Ni i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Cizelge 3.9 Serum kivircik PON1 enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Cu ve Hg nin Isy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, metal konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Tris Asir Enzim Substrat Metal Metal
Famponu (u]) Megtal Cozeltisinin | Cizeltisinin | Cozeltisinin | Konsantrasyonu | ﬁggn) (I‘?/ll‘;l”(;;‘;) % Aktivite
Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacmi (ul) [I] (mM)

850 - - 0,0738 45313 100
840 10 0,095 0,0681 41,813 92,276
820 30 0,285 0,0516 31,682 69,919
800 Cu 100 100 50 0,475 0,0401 24,621 54,363
780 70 0,665 0,0291 17,867 39,485
760 90 0,855 0,0218 13,385 29,539
850 - - 0,082 50,348 100
770 80 1,524 0,069 42,366 84,146
760 He 100 100 90 1,714 0,051 31,314 62,195
740 110 2,095 0,045 27,630 54,878
730 120 2,286 0,034 20,876 41,463
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Sekil 3.18 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrati Konsantrasyonunda Cu i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Sekil 3.19 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Uzerine 2 mM Paraokson
Substrat1 Konsantrasyonunda Hg i¢in % Aktivite-[I] Grafigi
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Cizelge 3.10 Merinos serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Mn’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Mn konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuclar

100 mM Enzim Substrat Mn Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cﬁzeltisi{lin Cﬁzeltisiflin Cﬁzeltisiflin Topl.am Substrat Mn AOD Aktivite (1/V2 1S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

(ul) (ul) (ul) (nl) () (mM) (mM)

915 25 10 0,53 3,27 0,027 16,6 602,4 1,89
910 30 10 0,64 3,27 0,030 18,4 543.,5 1,56
905 35 10 0,74 3,27 0,032 19,6 510,2 1,35
900 40 10 0,85 3,27 0,035 21,5 465,1 1,18
895 45 10 0,96 3,27 0,038 233 429,2 1,04
890 50 10 1,06 3,27 0,040 24,6 406,5 0,94
885 100 55 10 1050 1,16 3,27 0,042 25,8 387,6 0,86
880 60 10 1,27 3,27 0,043 26,4 378,8 0,79
905 25 20 0,53 6,18 0,023 14,1 709,2 1,89
900 30 20 0,64 6,18 0,026 16,0 625,0 1,56
890 40 20 0,85 6,18 0,030 18,4 543.,5 1,18
880 50 20 1,06 6,18 0,034 20,9 478.,5 0,94
870 60 20 1,27 6,18 0,038 23,3 429,2 0,79
860 70 20 1,49 6,18 0,042 25,8 387,6 0,67
850 80 20 1,70 6,18 0,045 27,6 362,3 0,59
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Cizelge 3.11 Merinos serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Co’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Co konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Co Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cﬁzeltisi'nin Cﬁzeltisipin Ciizeltisiflin Topl_am Substrat Co AOD Aktivite (1/V2 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

(u) () () (ul) (ul) (mM) (mM)

880 20 50 0,42 1,67 0,028 17,2 581,4 2,38
875 25 50 0,53 1,67 0,031 19,0 526,3 1,89
870 30 50 0,64 1,67 0,034 20,9 478,5 1,56
865 35 50 0,74 1,67 0,039 23,9 418,4 1,35
860 100 40 50 1050 0,85 1,67 0,041 25,2 396,8 | 1,18
860 20 70 0,42 2,56 0,024 14,7 680,3 2,38
855 25 70 0,53 2,56 0,028 17,2 581,4 1,89
850 30 70 0,64 2,56 0,031 19,0 526,3 1,56
845 35 70 0,74 2,56 0,034 20,9 478,5 1,35
840 40 70 0,85 2,56 0,036 22,1 452,5 1,18
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Cizelge 3.12 Merinos serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd’un K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢o6zeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Cd konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Cd Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cﬁzeltisiflin Cﬁzeltisiflin Cﬁzeltisiflin Topl.am Substrat Cd AOD Aktivite (1/V2 18]

Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) (U/ml dak) x 10
(ul) () (nb () () (mM) (mM)
860 10 80 0,21 2,12 0,017 10,4 961,5 4,76
850 20 80 0,42 2,12 0,020 12,3 813.,0 2,38
845 25 80 0,53 2,12 0,024 14,7 680,3 1,89
840 30 80 0,64 2,12 0,029 17,8 561.8 1,56
835 35 80 0,74 2,12 0,033 20,3 492.6 1,35
830 40 80 0,85 2,12 0,038 23,3 429,2 1,18
820 100 50 80 1050 1,06 2,12 0,039 24,0 417,7 0,94
820 10 120 0,21 3,79 0,018 11,1 900,9 4,76
815 15 120 0,32 3,79 0,020 12,3 813,0 3,13
810 20 120 0,42 3,79 0,023 14,1 709,2 2,38
805 25 120 0,53 3,79 0,027 16,6 6024 1,89
800 30 120 0,64 3,79 0,030 18,4 543,5 1,56
790 40 120 0,85 3,79 0,033 20,3 492,6 1,18
780 50 120 1,06 3,79 0,034 20,9 478,5 0,94
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Cizelge 3.13 Merinos serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Ni’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Ni konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Ni Kiivetteki Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Ni AOD Aktivite anw) 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10*

(ul) (ul) () () (ul) (mM) (mM)

875 35 40 0,74 3,10 0,033 20,3 492,6 1,35
870 40 40 0,85 3,10 0,034 20,9 478.5 1,18
865 45 40 0,96 3,10 0,036 22,1 452.5 1,04
860 50 40 1,06 3,10 0,039 23,9 418,4 0,94
855 55 40 1,17 3,10 0,041 25,2 396,8 0,85
850 100 60 40 1050 1,27 3,10 0,043 26,4 378,8 0,79
865 35 50 0,74 4,19 0,021 12,9 775,2 1,35
860 40 50 0,85 4,19 0,023 14,1 709,2 1,18
855 45 50 0,96 4,19 0,026 16,0 625,0 1,04
850 50 50 1,06 4,19 0,027 16,6 602,4 0,94
845 55 50 1,17 4,19 0,028 17,2 581,4 0,85
840 60 50 1,27 4,19 0,029 17,8 561,8 0,79
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Cizelge 3.14 Merinos serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren Cu’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Cu konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Cu Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cﬁzeltisipin Cﬁzeltisipin Cﬁzeltisipin Topl_am Substrat Cu AOD Aktivite (1/V2 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) (U/ml dak) x 10

(u) (u) (u) (u) (u) (mM) (mM)

895 35 20 0,74 0,462 0,030 18,4 543,5 1,35
890 40 20 0,85 0,462 0,032 19,6 510,2 1,18
885 45 20 0,96 0,462 0,034 20,9 478,5 1,04
880 50 20 1,06 0,462 0,035 21,5 465,1 0,94
875 55 20 1,17 0,462 0,037 22,7 440,5 0,85
870 100 60 20 1050 1,27 0,462 0,039 23,9 4184 0,79
885 35 30 0,74 0,914 0,017 10,4 961,5 1,35
880 40 30 0,85 0,914 0,018 11,1 900,9 1,18
875 45 30 0,96 0,914 0,020 12,3 813,0 1,04
870 50 30 1,06 0,914 0,021 12,9 775,2 0,94
865 55 30 1,17 0,914 0,023 14,1 709,2 0,85
860 60 30 1,27 0,914 0,025 15,4 649,4 0,79
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Cizelge 3.15 Merinos serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Hg’nin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Hg konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Hg Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Ciizeltisiflin Cﬁzeltisipin Cﬁzeltisipin Topl_am Substrat Hg AOD Aktivite (1/V2 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

(ul) (ul) (ul) (ul) (ul) (mM) (mM)

915 25 10 0,53 1,60 0,028 17,2 581,4 1,89
910 30 10 0,64 1,60 0,029 17,8 561,8 1,56
905 35 10 0,74 1,60 0,032 19,6 510,2 1,35
900 40 10 0,85 1,60 0,034 20,9 478,5 1,18
890 50 10 1,06 1,60 0,036 22,1 452,5 0,94
905 100 25 20 1050 0,53 2,15 0,024 14,7 680,3 1,89
900 30 20 0,64 2,15 0,025 15,4 649,4 1,56
895 35 20 0,74 2,15 0,027 16,6 602,4 1,35
890 40 20 0,85 2,15 0,029 17,8 561,8 1,18
880 50 20 1,06 2,15 0,031 19,0 526,3 0,94
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Cizelge 3.16 Kivircik serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Mn’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Mn konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Mn Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cﬁzeltisiflin Cﬁzeltisi{lin Cﬁzeltisi{lin Topl'am Substrat Mn AOD Aktivite (1/V2 18]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

(u) (u) (u) () () (mM) (mM)

930 10 10 0,21 1,35 0,056 34,4 290,7 4,76
920 20 10 0,42 1,35 0,069 42,4 235,8 2,38
910 30 10 0,64 1,35 0,081 49,7 201,2 1,56
900 40 10 0,85 1,35 0,090 55,3 180,8 1,18
890 50 10 1,06 1,35 0,098 60,2 166,1 0,94
880 100 60 10 1050 1,27 1,35 0,106 65,1 153,6 0,79
920 10 20 0,21 2,96 0,026 16,0 625,0 4,76
915 15 20 0,32 2,96 0,034 20,9 478,5 3,13
910 20 20 0,42 2,96 0,042 25,8 387,6 2,38
900 30 20 0,64 2,96 0,051 31,3 319,5 1,56
890 40 20 0,85 2,96 0,061 37,5 266,7 1,18
880 50 20 1,06 2,96 0,072 442 226,2 0,94
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Cizelge 3.17 Kivircik serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Co’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Co konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Co Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Ciizeltisiflin Cﬁzeltisipin Ciizeltisiflin Topl.am Substrat Co AOD Aktivite (1/V2 18]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

() (ul) (ul) (ul) (ul) (mM) (mM)

900 10 40 0,21 1,24 0,043 26,4 378,8 4,76
890 20 40 0,42 1,24 0,051 31,3 319,5 2,38
880 30 40 0,64 1,24 0,062 38,1 262,5 1,56
870 40 40 0,85 1,24 0,075 46,1 216,9 1,18
860 50 40 1,06 1,24 0,089 54,6 183,2 0,94
850 100 60 40 1050 1,27 1,24 0,104 63,9 157,7 0,79
890 10 50 0,21 3,19 0,016 9,8 1020,4 4,76
880 20 50 0,42 3,19 0,025 15,4 649,4 2,38
870 30 50 0,64 3,19 0,034 20,9 478,5 1,56
860 40 50 0,85 3,19 0,044 27,0 370,4 1,18
850 50 50 1,06 3,19 0,052 31,9 313,5 0,94
840 60 50 1,27 3,19 0,062 38,1 262,5 0,79
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Cizelge 3.18 Kivircik serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cd’un K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Cd konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Cd Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Ciizeltisi.nin Cﬁzeltisi{lin Ciizeltisi.nin Topl:am Substrat Cd AOD Aktivite (1/V2 1S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

(ul) () (ul) () (ul) (mM) (mM)

860 10 80 0,21 0,45 0,032 19,6 510,2 4,76
855 15 80 0,32 0,45 0,033 20,3 492,6 3,13
850 20 80 0,42 0,45 0,035 21,5 465,1 2,38
845 25 80 0,53 0,45 0,036 22,1 452,5 1,89
840 30 80 0,64 0,45 0,038 23,3 429,2 1,56
830 100 40 80 1050 0,85 0,45 0,039 23,9 4184 1,18
820 10 120 0,21 1,74 0,027 16,6 602,4 4,76
810 20 120 0,42 1,74 0,028 17,2 581,4 2,38
800 30 120 0,64 1,74 0,030 18,4 543,5 1,56
790 40 120 0,85 1,74 0,031 19,0 526,3 1,18
780 50 120 1,06 1,74 0,032 19,6 510,2 0,94
770 60 120 1,27 1,74 0,033 20,3 492,6 0,79
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Cizelge 3.19 Kivircik serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Ni’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Ni konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Ni Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin Toplam Substrat Ni AOD Aktivite anw) 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10*

(u) (u) (u) (u) (u) (mM) (mM)

900 10 40 0,21 3,28 0,035 21,5 465,1 4,76
895 15 40 0,32 3,28 0,043 26,4 378,8 3,13
890 20 40 0,42 3,28 0,049 30,1 332,2 2,38
885 25 40 0,53 3,28 0,058 35,6 280,9 1,89
880 30 40 0,64 3,28 0,063 38,7 2584 1,56
870 40 40 0,85 3,28 0,071 43,6 2294 1,18

100 1050

860 50 40 1,06 3,28 0,079 48,5 206,2 0,94
890 10 50 0,21 5,81 0,017 10,4 961,5 4,76
880 20 50 0,42 5,81 0,027 16,6 602,4 2,38
870 30 50 0,64 5,81 0,035 21,5 465,1 1,56
860 40 50 0,85 5,81 0,044 27,0 370,4 1,18
850 50 50 1,06 5,81 0,056 344 290,7 0,94
840 60 50 1,27 5,81 0,069 42,4 235,8 0,79
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Cizelge 3.20 Kivircik serum PONI1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cu’in K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Cu konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Cu Kiivetteki | Kiivetteki Kiivetteki Aktivite
Tris Cozeltisinin | Cozeltisinin | Cozeltisinin | Toplam Substrat Cu AOD (U/ml 1/v) 18]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) dak) x 10*

(ub (b (ub (b (ub (mM) (mM)

920 10 20 0,21 0,35 0,052 31,9 313,5 4,76
915 15 20 0,32 0,35 0,060 36,8 271,7 3,13
910 20 20 0,42 0,35 0,066 40,5 246,9 2,38
900 30 20 0,64 0,35 0,078 47,9 208,8 1,56
890 40 20 0,85 0,35 0,087 53,4 187,3 1,18
880 50 20 1,06 0,35 0,097 59,6 167,8 0,94

100 1050

870 60 20 1,27 0,35 0,105 64,5 155,0 0,79
910 10 30 0,21 0,92 0,024 14,7 680,3 4,76
905 15 30 0,32 0,92 0,031 19,0 526,3 3,13
900 20 30 0,42 0,92 0,041 25,2 396,8 2,38
890 30 30 0,64 0,92 0,049 30,1 332,2 1,56
880 40 30 0,85 0,92 0,060 36,8 271,7 1,18
870 50 30 1,06 0,92 0,071 43,6 2294 0,94
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Cizelge 3.21 Kivircik serum PON1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Hg’nin K; degerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve buna karsilik gelen substrat, Hg konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100 mM Enzim Substrat Hg Kiivetteki | Kiivetteki | Kiivetteki
Tris Cﬁzeltisipin Cﬁzeltisipin Ciizeltisiflin Topl_am Substrat Hg AOD Aktivite (1/V2 1[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacmi Hacim Kons. Kons. (412nm) | (U/ml dak) x 10

(u) () (ul) (ul) (ul) (mM) (mM)

930 10 10 0,21 1,56 0,024 14,7 680,3 4,76
920 20 10 0,42 1,56 0,027 16,6 602,4 2,38
910 30 10 0,64 1,56 0,031 19,0 526,3 1,56
900 40 10 0,85 1,56 0,035 21,5 465,1 1,18
890 50 10 1,06 1,56 0,037 22,7 440,5 0,94
880 60 10 1,27 1,56 0,038 233 429,2 0,79
920 10 20 0,21 2,49 0,016 9,8 1020,4 4,76
910 100 20 20 1050 0,42 2,49 0,018 11,1 9009 | 2,38
900 30 20 0,64 2,49 0,020 12,3 813,0 1,56
890 40 20 0,85 2,49 0,023 14,1 709,2 1,18
880 50 20 1,06 2,49 0,025 15,4 649.4 0,94
870 60 20 1,27 2,49 0,026 16,0 625,0 0,79
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Sekil 3.31 Saflastirilmis Kivircik Serum PON1 Enzimi Aktivitesi Uzerine Hg’nin
Inhibisyon Etkisi [I;] = 1,56 mM, [I;] = 2,49 mM
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Cizelge 3.22 Merinos ve kivircik serum PONI1 enzimleri i¢in 2mM paraokson

substrat

konsantrasyonunda

%350

inhibisyona

sebep olan

agir metallerin

konsantrasyonlar1 ve Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan inhibisyon tipleri ve

K degerleri

Merinos

Kivircik

Agir Metal Iy (mM) | K; (mM) | inhibisyon Tiirii
Cu 0,747 0,397 Yarismali
Hg 1,810 5,445 Yarismasiz
Ni 3,390 2,820 Yarismali
Cd 2,840 4,015 Yar1 Yarigmali
Co 2,050 4,440 Yarismali
Mn 5,140 4,469 Yarismali
Cu 0,530 0,319 Yarismali
Hg 2,140 0,768 Yarismasiz
Ni 4,220 1,200 Yarismali
Cd 0,980 0,479 Yar1 Yarismal
Co 1,810 0,649 Yarigmal
Mn 1,980 1,668 Yarismali
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4. TARTISMA VE SONUC

Paraoksonaz enziminin aktivitesi agir metaller (Ni, Co vs.) tarafindan
olumsuz bir sekilde etkilenmektedir. Bu nedenle ¢evresel kirlilik, hem insan hem de

hayvan saglig1 acisindan 6nem arz etmektedir.

Bu calismada, detoksifikasyon ve antioksidan akitivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip PONI enziminin hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflastirilmasi i¢in Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal
yapisina sahip bir jel kullanilmistir. Merinos ve kivircik koyun serumundan

saflastirilan PON1 enziminin kinetik ve elektroforetik 6zellikleri incelenmistir.

PON1 enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin secilmesinde en Onemli
sebeplerden biri olmustur. S6z konusu enzim, N-terminal bolgesinde bulunan H; ve
H, heliks yapis1 olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye baglanmaktadir
(Sekil 4.1) [45, 20, 46]. N-terminal bolgesini, 16sin, fenil alanin, prolin, izolosin,
tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 rezidiiler aras1 H;
hidrofobik ucu, 185-202 rezidiiler arasi da H, hidrofobik ucu olusturmaktadir.
Ayrica PONI’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan, tirozin ve lisin

aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge bulunmaktadir [39, 47 ].
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- HDL

Sekil 4.1 PON1 Enziminin HDL Yiizeyine Baglanma Modeli [18]

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardisik li¢ basamakta
sentezlenmistir. Once matriks olarak segilen Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildi
ve buna uzant1 kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis 1-naftilamin
bilesigi katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin baglica sebebi, ¢ok iyi
bir akis 6zelligine sahip olmasi ve ayrica serbest —OH gruplari tagidigindan, CNBr ile
¢ok kisa bir siire igerisinde aktiflestirilebilmesidir. Bu amagla literatiirde karbodiimid
bilesiklerinin de kullanildig bildirilmektedir [48]. Karbodiimid ile aktiflestirilmis
matrikse primer amin grubunun baglanmasi ile amid bagi olugsmaktadir. Bu bag
kromatografi islemlerinde dayanikli bir bagdir. Fakat aktiflestirilme sirasinda jel, pH
4,5’de 24 saat siire ile karistirilmaktadir. Bu islem kromatografi sirasinda jelin akis
Ozelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir [48]. Bir baska aktiflestirme isleminde
epoksi bilesiklerinden yararlanilmistir [49]. Kromatografi islemlerinde gayet
dayanikli olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve 16 saat ligand baglanma siiresi
olmak {tizere toplam 32 saatte gerceklesmektedir. pH’nin 10 civarinda olmasi, jelin
kimysal yapisin1 etkilememesine ragmen uzun siiren karistirma 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
gerceklesmektedir.  Bdoylece jelin fiziksel yapisindaki deformasyon sakincalar

ortadan kaldirilmistir.
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Arastirmamizda matriks olarak se¢ilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand (1-
Naftilamin) L-tirozin bilesigi araciligi ile immobilize edilmistir. Burada L-tirozin
uzanti kolu olarak da gorev yapmaktadir. Uzanti kolunun hidrofobik etkilesim
kromatografisindeki 6nemi afininte kromatografisinde oldugu gibi [50] acikca
belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-tirozin bilesiginin 6nemli
oldugu kanaatindeyiz. Ayrica ligantin matrikse baglanmasinda da son derece uygun

bir adaptor molekiil olmasi, L-tirozinin bir bagka kullanim sebebidir.

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflagtirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir Oneme sahiptir.  Diislik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildigi zaman ayrilacak molekiillerin
kolonda etkilesimini saglayabilmek icin yliksek 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 igin 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 izopropil, biitil, oktil ve
fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler hidrofobik etkilesim
jelinin fenil-sepharose oldugu literatliirde goriilmektedir [50]. Diiz zincirli alkil
ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirken, aril ligandlarinda hem hidrofobik hem
de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amacgla ¢alismamizda ligand olarak 1-
Naftilamin bilesigi kullanilmistir.  PONI1 enziminin H1 ve H2 bolgelerinde fenil
alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi tarafimizdan secilen
ligandin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik etkilesim yapacagi
gbz Oniine alinmis ve daha Onceden yapilan caligmalar ve literatiir bilgisiyle bu

diistince desteklenmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve

konsantrasyonu da olduk¢a 6nemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan

73



tuzlar Na;SOy4, K;SO4, (NH4),SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina ragmen

amonyum siilfat en ¢ok tercih edilendir [51].

Arastirmamizda PON1 enzimini merinos ve kivircik serumundan saflastirmak
icin hidrofobik etkilesim kromatografisi uygulamadan ©nce bu kromatografi
prosediiriine uygun o6n saflastirma yontemi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yaptlmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme aralifi %60-80 olarak literatiirdeki gibi
gergeklestirilmistir [1]. Bu yontemle PON1 enzimi merinos koyun serumundan

462,7 kat, kivircik koyun serumundan ise 461,7 kat saflastirilmistir.

Ayrica PON1 enzimi sican karaciger ve serumundan saflastirilmistir [52].
Enzimin serumdan ve karacigerden saflagtirma basamaklarinda kismen farklilik
bulunmaktadir. Serumdan HDL’ye bagli olan PONI’in izolasyonunda, Cibacron
blue 3GA ve daha sonra degisik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B, DEAE-
seliloz, Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi kromatografi yontemleri
kullanilmastir [11, 52].

Arastirmamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirhigr yaklasik 43 kDa olarak tahmin edilen merinos ve kivircik PON1 enzimleri
tek bant olarak SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk
gostermektedir. PON1’in minumum molekiil agirligint Gan ve arkadaglar1 43 kDa
olarak belirlemislerdir [11]. Ciinkli enzimin yapisinda, toplam molekiil agirliginin
%15.8’1 kadar karbohidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirligr tasidigi
karbohidrat zincirinin varligia bagl olarak degismektedir [52]. Ihtiva ettigi bu
karbohidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu icin gerekli degildir. So6z
konusu molekiiliin PON1’in ¢0ziiniirliigiinii ve kararliligimi arttirmada ve zar
yapisina baglanmada gorevi oldugu diisiiniilmektedir [53]. Karbohidrat icermeyen
PONI1 enziminin molekiil agirhig1 37 kDa’dur [52]. Ayrica PON1 serumda HDL’ye
bagli oldugu bdlgelerin yakininda bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada
saflagtirabilmektedir. Bu durumda molekiil agirliginin 47-54 kDa oldugu rapor
edilmistir [54]. PON1 enziminin molekiil agirlig: tiirden tiire degismemekte ve insan
PON1 enziminin molekiil agirligi ile tavsan, sican ve koyunun PONI1 enziminin

molekiil agirligi benzerlik gostermektedir [52, 55].
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Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin yapili jel kullanilarak saflastirilan
merinos ve kivircik serum paraoksonaz enzimlerinin kinetik sabitleri (Ky ve Vinax)
optimum pH ve sicaklikta [56] paraokson substrati kullanilarak belirlenmistir.
Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky ve Viyax degerleri sirasiyla merinos
PONI1 enzimi i¢in 0,482 mM ve 41,348 U/mLdak, kivircitk PON1 enzimi i¢in 0,153
mM ve 70,289 U/mLdak olarak bulunmustur.

Calismamizda sectigimiz agir metallerin, merinos ve kivircik serumundan
saflastirilan PON1 enzimi iizerindeki in vitro etkisi arastirilmistir. Inhibisyona neden
olan agir metallerin inhibisyon etkisi K; ve Isp olmak {tizere 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  caligmalar  yapilmakta ve her bir sabit inhibitor
konsantrasyonunda  farkli  substrat konsantrasyonlart i¢in hiz  degerleri
belirlenmektedir. Bunun sonucu olarak ¢ok hassas sonuclar elde edilmektedir [57].
Ayrica bu yoOntemle inhibisyon mekanizmasi saptanmaktadir. Fakat bazi
aragtirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in Isy degerini de kullandiklar
bilinmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak, degisik
inhibitdr konsantrasyonlarinda, ylizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra grafik
yolu ile %50 inhibisyona sebep olan inhibitoér konsantrasyonu hesaplanmaktadir. Bu
yontem, K; sabitinin tespit edilmesine goére daha az hassas olmasma ragmen,
uygulamasi daha kolay oldugu i¢in pratikte kullanilmaktadir. Yukaridaki sebepler
g0z Oniline alinarak hem K; hem de Isy degerleri merinos ve kivircik serumundan

saflastirilan PON1 enzimleri i¢in tespit edilmistir.

Farkl1 agir metallerin sy degerlerini bulmak i¢in optimum sartlarda paraokson
substratinin 2 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8-

3.19 ve Cizelge 3.5-3.10°da verildi.

Uygulanan agir metaller i¢inde, 0,747 mM gibi c¢ok diisik bir
konsantrasyonda aktiviteyi %50 azaltmasi nedeniyle merinos koyun 1irki i¢in ve
0,530 mM gibi ¢ok diisiik bir konsantrasyonda aktiviteyi %50 azaltmasi nedeniyle

kivircik koyun 1rki i¢in Cu metali en giliclii inhibitor olarak tespit edilmistir.
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Agir metallerden Mn’in merinos koyun irki i¢in yiiksek konsantrasyonda
(5,140 mM) ancak %50 inhibisyona neden oldugu bulunmustur. Yine calisilan agir
metaller i¢cinde Ni’in kivircik koyun 1rki i¢in yiiksek konsantrasyonda (4,220 mM)

%50 inhibisyon etkisine ulastig1 saptanmustir.

Kullanilan agir metallerin inhibisyon mekanizmasint belirlemek amaci ile
sabit inhibitor ve farkli substrat konsantrasyonunda PONI1 enzim aktivitesi
hesaplanmustir. Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlanilarak inhibisyon
mekanizmalar1 ve K; degerleri bulunmustur. Inhibisyon etkisi gosteren agir
metallerden merinos ve kivircik irklari icin Co, Mn, Ni ve Cu yarismali tiiri
inhibisyon, Cd yar1 yarigmali tiirii inhibisyon ve Hg da yarismasiz tiirii inhibisyon

etkisi gostermistir.

Yapilan pek cok calismada cesitli maddelerin serum ve karaciger PON1
enziminin inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur [58, 59, 60, 61]. Ornegin insan
karacigerinden saflastirilan PON1 enzimi iizerinde EDTA bilesiginin, Mg, Co ",
Ba+2, La+3, Zn+2, Cu+2, Hg+2 gibi metallerin ve p-hidroksiciva benzoatin inhibisyon
etkisi arastirilmistir. EDTA, baryum, lantan, bakir ve p-hidroksiciva benzoat
bilesiginin yarigsmali bir inhibisyona neden oldugu ve ¢inkonun ise yarigmasiz bir

inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur [62].

A.Pla ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada rat karacigerinden saflastirilmig
PONI ve PON3 iizerinde bazi agir metal iyonlarinin inhibisyon etkisi incelenmistir.
Yapilan bu calismada 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 duyarhilik 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

hesaplanmistir [63].

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

oldugunu 6ne stirmiislerdir [64].
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Sonug olarak yapilan ¢aligsmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir:

Merinos ve kivircik serum PON1 enzimlerini saflastirmak i¢in Sepharose-4B-
L-Tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip bir hidrofobik etkilesim

kromatografisi jeli sentezlenmistir.

Sepharose-4B-L-Tirozin-1-naftilamin  yapisina  sahip  hidrofobik jel
kullanilarak merinos ve kivircik koyun serumundan PON1 enzimleri yiiksek

oranda saflastirilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi
ile saflastirilan merinos ve kivircik serum PONI1 enzimlerinin SDS-PAGE
elektroforezinde yaklasik olarak 43 kDa molekiil agirhiginda tek bant elde

edilmistir.

Yaygm olarak kullanilan agir metallerden Hg™, Cd*™ Co™, Cu™ Mn™ ve
Ni 2 merinos ve kivircik serum PON1 enzim aktivitesini in vitro olarak farkl

diizeyde etkiledigi saptanmistir.

Hg+2, Cd+2, C0+2, Cu+2, Mn™? ve Ni? agir metallerinin Sepharose-4B-L-
Tirozin-1-naftilamin yapisina sahip hidrofobik jel ile saflastirilan merinos ve
kivircik serum PONI1 enzim aktiviteleri lizerine etkisi arastirilmistir. Bu

bilesiklerin hepsinin farkli derecede inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir.

Inhibisyona sebep olan agr metallerin  inhibisyon mekanizmalari
saptanmistir. Elde edilen veriler 1s181inda kivircik koyun irkinin agir metallere

kars1 daha direngli bir irk oldugu diisiiniilmektedir.
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