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OZET

Scyliorhinus canicula( LINNAEUS, 1758) PARAOKSONAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KINETIiK VE
ELEKTROFORETIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Demet SAYIN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali

(Yiiksek Lisans Tezi /Tez Damismani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
(Yardimc1 Damisman: Yrd. Dog. Dr. Dilek TUKER CAKIR)

Balikesir, 2010

Bu c¢alismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip paraoksonaz (PON) enzimi Scyliorhinus canicula

(LINNAEUS, 1758) serumundan saflastirilip, kinetik ve elektroforetik 6zellikleri

arastirilmastir.

Bu amagla Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip jel
kullanilmistir.  Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
yontemleri kullanilarak S. canicula serumundan PON enzimi saflastirilmistir.
Saflastiritlan PON enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik
66 kDa molekiil agirligina sahip tek bant elde edilmistir.

S. canicula serum PON enziminin paraokson substratina karst Ky Ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile sirasiyla 0.227 mM ve 454.545 U/mLdak

olarak bulunmustur.



Saflastirilan PON enzimi {izerine in vitro inhibisyon etkisi gosteren Ni*?,

Cd*2, Cu*? ve Hg"® metal iyonlari i¢in ICso degerleri belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz (PON), Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi, inhibisyon, Metal Iyonu.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF KINETIC AND ELECTROPHORETIC
PROPERTIES OF PURIFIED SERUM PARAOXONASE FROM

Scyliorhinus canicula( LINNAEUS, 1758)

DEMET SAYIN

Balikesir University , Institute of Science, Department of Chemistry

(PhD. Thesis / Supervisior: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)
(Cosupervisior:Yrd. Dog. Dr. Dilek TURKER CAKIR)

Balikesir, Turkey, 2010

In this study, paraoxonase (PON), which has an important physicological
function in metabolism with detoxification and antioxidant activity was purified from
Scyliorhinus canicula( LINNAEUS, 1758) and investigated its kinetic and
electrophoretic properties.

For this aim the gel which has Sepharose-4B-L-tyrosine-1-napthylamine in
chemical structure, is used. S. canicula blood serum paraoxonase was purified with
ammonium sulfate presipitation and hydrophobic interaction chromatography. On
SDS-polyacrilamide gel electrophoresis, purified S. canicula blood serum
paraoxonase to give a single band on SDS-PAGE with about weight of 66 kDa.

The Ky and Vmax Values were determined by the method of Lineweaver-Burk
plots, using paraoxon as a substrate. The Ky and Vmax is 0.227 mM and 454.545
U/mL respectively.



In vitro inhibitory effects of some metal ions, incorporting Ni*?, Cd*?, Cu*?

and Hg*? were evaluated. 1Csq values of metal ions were calculated.

KEY WORDS: Paraoxonase (PON), Hydrophobic Interection Chromatography,
Inhibition, Metal lon
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1. GIRIS

Insan sagligma zarar verdigi ihmal edilerek, tarimda {iriin verimini arttirmak
icin ¢esitli zararlilara karsi yillardir organofosfatli kimyasallar kullanilmaktadir. Bu
amagla kullanilan ve bir insektisit olan parathion bilesiginin katabolik {irlinii sonucu
olusan paraokson, basta sinir uyarilarinin iletiminde énemli rol oynayan asetilkolin
esteraz ve diger bazi enzimleri inhibe etmektedir. Ancak organizma bu etkilerin
birgoguna kargi Ssavunma sistemleri olusturmustur.  Bunlardan bir tanesi de
paraoksonaz (PON) enzimidir. Bu enzim paraoksani hidroliz ederek onun zararli
etkilerini ortadan kaldirmaktadir [1, 2]. Enzimin detoksifikasyon &zelligini ortaya
koyan bu aktivitesinin gevresel faktorlerden kaynaklanan kansere karsi Onemli
oldugu bilinmektedir. Ayrica s6z konusu enzim antioksidan aktiviteye de sahiptir.
PON’un bu o6zelligi ile LDL fosfolipidlerinin oksidasyonunu 6nledigi bilinmektedir.
LDL’ nin oksidasyonunun ateroskleroz siirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi,

enzimin antioksidan 6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [3-6].

Paraoksonaz enziminin, organofosfat ajanlar1 ve pestisitler gibi kanserojen
maddeleri hidroliz ederek organizmayr kansere karsi belirli Olclide korudugu
bilinmektedir. Son yillarda kdpekbaliklarinin kansere karsi direncinin yiiksek oldugu
yapilan calismalarla gosterilmistir.  Yukarida belirtildigi gibi PON enziminin
detoksifikasyon aktivitesinin, kansere kars1 etkili olmasi kopekbaligit PON enziminin
aktivitesinin arastirilmasinin énemini ortaya ¢ikarmistir. Bu arastirma kapsaminda
Edremit Korfez bolgesinde sik rastlanan S. canicula serumundan PON enzimi,
aragtirma grubumuz tarafindan sentezlenen Sepharose-4B-L-Tirozin-1-naftilamin
kimyasal yapisina sahip hidrofobik jel kullanilarak saflastirilacaktir. Saf enzimin
bazi biyokimyasal Ozellikleri arastirilarak diger tiirlerle karsilastirilacaktir.  Son
olarak 6nemli ¢evre kirliligine sebep olan bazi agir metallerin saf enzim iizerindeki

afinitesi arastirilacaktir.



1.1 Paraoksonaz Enziminin Biyokimyasi

1.1.1 Adlandirilmasi

Paraoksonaz enzimi, bir ester hidrolazdir. Iki farkli ester hidrolazi akivitesine
sahiptir. Bunlardan biri arilesteraz digeri de fosforik ve fosfinik asit esterlerini
hidroliz aktivitesidir. Bu aktivitelerden dolayr iki numaraya (EC 3.1.1.2. ve EC

3.1.8.1.) sahiptir. Bu numaralandirmada;

EC 3. Hidrolazlari,

EC3.1. Ester baglari lizerine etki eden hidrolazlari,
EC3.1.1. Karboksilik ester hidrolazlari,

EC3.1.1.2. Arilesterazi,

EC 3.1.8. Fosforik triester hidrolazlari,

EC3.1.8.1. Arildialkil fosfatazi ifade etmektedir.

Enzim paraokson, metil paraokson, klor metil paraoksona yiiksek derecede
secicilik gosterdigi i¢in paraoksonaz olarak adlandirilmistir. Paraoksonazin diger
isimleri; organofosfat hidrolaz, A-esteraz, organofosfat esteraz, paraokson esteraz,
paraoksan hidrolaz, organofosfordz hidrolaz, fosfotriesteraz, organofosforoz asit

anhidraz, pirimifosmetilokson esterazdir [7].

1.1.2 Paraoksonaz Enziminin Yapisi

Paraoksonaz enzimi ilk olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan
serumunda bulunmustur [8, 9]. Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda, paraoksonaz
enziminin sadece insan serumunda degil hayvanlarda da farkli seviyelerde oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle tarimda kullanilan organofosfatli pestisitlerden en kolay
etkilenebilecek hayvanlarda yiliksek seviyelerde bulunmustur. S6z konusu enzim,;
balik, kurbaga, hindi, tavuk, tavsan, koOpek, sican, koyun fare ve balik gibi
organizmalarda arastirilmis ve enziminin yapisal ve kinetik Ozellikleri tespit

edilmistir [10-16].



1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu genin bir multigen ailesinin
tiyesi oldugu tespit edilmis ve sirastyla PON1, PON2 ve PON3 olarak
isimlendirilmistir [14]. Calismalar daha ¢ok PONI {izerine yogunlasmustir.
PON1’in karacigerden sentezlendigi daha sonra serumda HDL’ye bagli olarak
bulundugu tespit edilmistir [17-20]. Ayrica karacigerde, endoplazmik retikulum
membranlarinin  pargaciklarinin  uglart  kapanarak olusan mikrozomlarda da
bulunmaktadir [21, 22]. PON3 enzimi de PON1’¢ benzer sekilde biiyiik ¢gogunlukta
karacigerden sentezlenir ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3
daha diisiik seviyelerde bobrekte sentezlenmektedir ve PON3 geninin mRNA’s1 ve
proteinine insanlardan farkli olarak sicanlarin makrofajlarinda rastlanmistir [23].
PON2 diger iiyelerden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin,
karaciger, bobrek ve testis gibi pek ¢ok dokuda sentezlenmektedir [24].

PON1 karacigerde sentezlenen, 43-45 kilo-dalton molekiil agirlikli, 354
aminoasit iceren glikoprotein yapida, Ca*? iyonuna bagimli bir esteraz enzimdir

[25,26].

354 aminoasit iceren paraoksonazin yapisinda yer alan li¢ sistein (Cys)
reziidlisiinden 284’ teki serbest iken diger ikisi arasinda (Cys 42-352) tek disiilfit
bagi bulunur [9, 26, 27].

PON, 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali yapidan meydana gelmistir.
Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki disiilfit kopriisii ile sonlanarak {i¢

boyutlu yapisint kazanir (Sekil 1.1) [28].



Sekil 1.1 Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu gériiniimii [29].

Ug boyutlu yapida; B-kirmali tabakalarin merkezinde 7,4 A aralikli iki adet
Ca™? iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup, yapidan
uzaklastirilmast doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [30]. Digeri ise
katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. PON aktif bolgede diger B-kirmali
yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (Hi ve Hj) yapilari vardir (Sekil 1.2).
Bunlar ayn1 zamanda sonlanma noktalaridir. Bu yap1 aktif bolgenin korunmasi ve

enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere sahiptir.



Ya HDL

Hydrophobic interior

Sekil 1.2 PON’ un HDL’ ye baglanmasi [29].

Paraoksonaz enzimi insanlarda karacigerde sentezlenir. Enzim aktivitesi
fetlis karacigeri/dalagi ve eriskin karacigerinde goriilmiistir.  Akciger, beyin,
pankreas ve plasenta da bulundugu yolunda kanitlar varsa da heniiz izole
edilememistir. Hayvanlarda 6zellikle karaciger, bobrek, ince bagirsak ve plazmada

bulunur [5].

1.1.3 Paraoksonaz Enziminin Fonksiyonlari

PON’un en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu organofosfat norotoksinleri,
aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisitleri hidroliz etme yetenegidir.
Toksik organik molekiilleri hidroliz etmesi, PON’un tanimlanan ilk fizyolojik
fonksiyonudur. Ilk olarak organofosfat bilesiklerini hidroliz etme 6zelligi nedeniyle

toksikoloji alaninda tizerinde ¢alisilmistir [26].

PON’un belirlenen ikinci biyolojik fonksiyonu antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PON enzimi plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma
lipoproteinlerinin  oksidasyonunu oOnlemede rolii oldugu disiiniilmektedir.
Peroksidasyona ugramis olan lipidler bu enzim tarafindan metabolize edildiginden,
lipid peroksitlerin hem HDL’de hemde LDL’de birikimi 6nlenir. HDL’nin LDL’yi
oksidasyona kars1 koruyucu etkisi ile yani antioksidan oOzelligi ile A ve E

vitaminlerinden daha etkilidir [5-31].



PON antioksidan enzim olmasi nedeni ile kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,
sepsis, Alzheimer ve Parkinson gibi pek ¢ok hastaligin gelismesine karsi koruyucu

rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [15].

1.1.4 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

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

molekiilli, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptir (Sekil 1.3).

. H H
HISUN/ HisUN/
\
B b
\\ |‘\|
H ) -
His115 N/’ " Hislis v \/ * ROH
TN w\ 0
NT N/
( )

Sekil 1.3 Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [29].

Katalitik etkinlik gdsteren Ca*? iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bdlgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiclinli arttirir. Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu Ca* iyonu ile kararli kilmir. Olusan yapidaki Ca*?
tyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin iizerine

yikilir ve ester bagi kopar.



1.1.5 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat 6zgilliigli gosterirken, fizyolojik
substrat1 tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz

aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir

Son yillarda PON’un arterosiklerozisin  Onlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [15, 32, 33]. PON ozellikle
LDL ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini Onleyerek ve lipit peroksitlerini
metabolize ederek arterosklerozise karsi koruyuculuguna sahip oldugu laktonaz
aktivitesi ile gostermektedir [34-36]. Soz konusu enzim 4 atomdan 7 atoma kadar
degisen lakton halkas1 ihtiva eden, en az 30 gesit laktonu hidrolizleyebilmektedir.
(Sekil 1.4).

-
~

—(CHzn PONt  —(CHy)n Rs
0 L
t 0]
o O O)\O 0 o

H

Dihidrokumari
nidrokumarin Rs=H 2-Kumaronon
n=1 B-Propriolakton n=2 y-Butirolakton Ry=OH Homojentisi
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Sekil 1.4 Lakton hidrolizi [15]

Insan serum PON enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.5)[37, 38] ve soman, sarin ve
tabun gibi organofosfat sinir ajanlarini hidrolizleyebilmektedir [39-42]. Insan saghig
acisindan organofosfatli bilesikler ise terorizm tehdidi kadar bir g¢evresel risk
olusturur [29]. PON enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu olmasinin en 6nemli

nedenlerinden biri budur.
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Sekil 1.6 Sinir gazlarinin hidrolizi [15]



(AL,

o]

(s)

(Tio)Fenil asetat PON1 ©\O . O)\
> \O
H
(SH)

2-Naftil asetat

Sekil 1.7 Aromatik esterlerin hidrolizi [15]

Insan serum paraoksonaz enzimi, parationun metabolik iiriinii olan paraoksani
kataliz etme yetenegindedir. Paraoksan organizmaya zararli olup pestisit olarak
kullanilmaktadir. Paraoksanin, paraoksonaz enzimi ile yikimi sonucu paraoksana

oranla goreceli olarak daha az zararli p-nitro fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri
olusur [43].
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Sekil 1.8 Paraoksonaz Enzim Mekanizmasi



1.1.6 Paraoksonaz Enziminin Hastaliklar ile Tliskisi

PON’un enzim aktivitesi ve serumdaki seviyesi, bireyler arasinda 13 kattan
fazla oranda degisim gosterebilmektedir. Bu farklilik herhangi bir hastalik
durumunda, beslenmeye bagli olarak, yasama bi¢imi ve ¢evresel faktorlerle ortaya
cikmaktadir [44, 45-47 ].

Paraoksonaz HDL’ye bagl olup, kalp damar hastaliklari ile iligkisinin yan1
sira, pek ¢ok klinik yayinlarda gosterildigi gibi enzimin aktivitesinin diger
hastaliklarla da iliskili oldugu tespit edilmistir [44, 48, 49-51 ]. Diger bir ¢aligmada,
kalp krizi gegirmis kisilerde, serumdaki PON aktivitesi ve konsantrasyonu kontrol
grubu ile karsilastirildiginda son derece diisiik oldugu tespit edilmistir [52, 53].
Insiilin bagimli seker hastalarinda ve yiiksek kolesterolii olan hastalarda da serum
paraoksonaz aktivitesinde azalma gozlenmistir [47]. Paraoksonaz aktivitesinin
romatizmal kireclenme ile bir iligkisi tespit edilmistir. Kireglenme goriilen
romatizma hastalarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum paraoksonaz
aktivitesinde dnemli bir azalma oldugu belirlenmistir [54]. Yiiksek tansiyon ve tip 2
seker hastalarinda yapilan baska bir c¢alismada, kontrol grubunun paraoksonaz
aktivitesi ile hasta grubun enzim aktivitesi arasinda o6nemli bir farklilik
gozlenmemistir  [55]. Tip 1 seker hastalarinda da kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  paraoksonaz  enzim  aktivitesinde Onemli bir farklilhik
gozlenmemistir. Ancak ayni calismada tip 1 seker hastalarinda HDL seviyesi kontrol

grubundan oldukga yiiksek bulunmustur [56].

1.2 Scyliorhinus canicula, (Linnaeus, 1758) (Kedi Baligr)

1.2.1 Arastirma Bélgesi ve Ornekleme Bilgileri

Ege Denizi’nin en 6nemli balik¢ilik alanlarindan biri olan Edremit Koérfezi,

Akdeniz kokenli ve yaz aylarinin baglamasiyla birlikte kuzey riizgarlarinin etkisi ile

Karadeniz kokenli sularin karisim bolgesinde bulunmaktadir. Ayni zamanda korfez
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civarinda erozyonla gelen besince zengin sularla beslenmektedirler ki bu durum
baliklar i¢in iyi bir biyotop olusturur [57, 58].

Edremit Korfezi Kuzey Ege Denizi’nde iki akintinin karsilastigi bir bolge
olup zooplanktonca zengindir. Trol avciligina uygun dip sahalarinin bulunmasi ve
bolgenin zaman zaman Karadeniz’ den gelen besince zengin sularla beslenmesi,
zengin balik toplulugunun yerlesmesini saglamaktadir [59]. Balik toplulugunun
zenginligi ve tiir ¢esitliliginin fazlaligi bunlarin predatoru olan kikirdakli tiirleri igin
alanin uygunlugunu ortaya koymaktadir. Keza bdlgede c¢ok sayida irili ufakh
adalarin olmasi da bu tiirlerin kendilerine segtikleri habitatlar i¢in uygunlugunu daha

da arttirmaktadir [60].

Edremit Korfezi’'nde 40-60 m derinliklerde kumlu-¢amurlu zemin iizeride
trata ve trol ¢ekimleri tamamlanip, ag torbalar teknelere alindiktan sonra kikirdakli

baliklar bir kenara ayrilmistir [60].
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Sekil 1.9 Arastirma Bolgesi
Ayrilan kikirdakli baliklar arasinda tiir tayinleri yapilmistir. S. canicula tir

tayini i¢in burun delikleri ile agiz arasindaki deri pargalarma bakilmistir. Deri

pargalar S. canicula da birbiri ile birlesmis durumdadir (Sekil 1.10) [60].
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Sekil 1.10 Tiiriin agiz ve burun yapisi
Kikirdakli balik tiirlerinin son listesi Ege Denizi’nin Tiirkiye kiyilarinda

toplam 28 tiir igerir. Fakat S. canicula’lar Edremit Korfezi’nden en ¢ok ¢ikan ve

Tiirkiye’de kopek baliklar arasinda en ¢ok ¢alisilan tiirdiir.

1.2.2 Genel Ozellikler

Sekil 1.11 Tiirliin Genel Goriiniisi

1.2.2.1 Morfoloji

Viicut uzun ve bas iistten basiktir. Disler birkag sira tizerine dizilmis ve ¢ok
sayidadir. Burun, agiz genisliginden kii¢iiktiir. Burun delikleri kanallar vasitasiyla
agizla birlesmistir. Bu kanallar, {ist ¢enenin oniine kadar uzanan genis deri pargalari

ile (nasal kapak) ile ortiilmistiir. Her iki dorsal yiizgegte oldukea kiigiiktiir. Viicut
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acik kahverengi renkte olup pek ¢ok sayida agik ve koyu esmer beneklerle kaplidir.
Bu benekler ¢ogunlukla g6z bebegi kadar veya daha kiigtiktiir. Ventralde benekler
bulunmaz [59]. Elde edilen 6rneklerde maksimum viicut boyu 830 mm’ olarak

Olgtilmiistiir.

S. canicula ‘ larin karacigerleri ¢ok biiyiiktiir. Total viicut agirliginin yaklasik

1/3 ini karaciger olusturur.

1.2.2.2 Biyoloji

Sublitoralden bentige kadar, ingiliz Adalar civarinda 3-110 m, Akdeniz’ de
20-400 m arasinda bulunmaktadirlar . Genel olarak besinlerini; bentik omurgasizlar
(molliiskler ve krustaseler), kii¢iik sefalopodlar, poliketler ve kiigiik kemikli baliklar
olusturmaktadir [61, 63]. 1Ilk tercihleri krustaseler; ikinci olarak baliklar ve
sefalopodlardir, poliketleri ise zaman zaman tercih ederler [63]. Ovovivipar bir
tiirdiir; iireme tiim y1l boyunca gergeklesebilir [64]. Ilk cinsel olgunluk boylar1 35-
45 cm. civarindadir . Oldukea biiyiik olan yumurtalar dort koseli kalin bir kapsiil
icinde, genellikle yaz ve sonbahar mevsimlerinde kiyilara yakin sularda cesitli
zeminlere tutturulurlar [65]. Ozellikle kuzey Ege Denizi’nde trol aglariyla bol

miktarda yakalanan bu tiiriin Tiirkiye balik¢iligr agisindan 6nemi yoktur.

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 [66]. Ancak bu etkenlerin insanlarin niifus artisi,
teknolojik gelismeler ve tiiketim aligkanliklarina bagl olarak zarar gérmesi ve bu
zararin rahatsiz edici seviyelere ulasmasi 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
cevre de meydana getirdigi olumsuz degisimlerdir. Bir baska deyisle hava, su ve

topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinde meydana gelen arzu edilmeyen
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degisimlerdir [67]. Cevre kirliligine neden olan ve gittik¢e daha biiyiik boyutlarda
tehlike olusturan etmenlerin basinda agir metaller gelmektedir. Agir metallerin (Ag,
As, Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn, Mo, Co, Cr, gibi) toprak kirlenmesi ve ¢evreye yaptigi
zararlar ¢ok Onemli giincel sorunlar haline gelmistir. Hizli sehirlesme,
endistrilesme, giibreleme ve pestisit kullanimi, toprak ve su kaynaklarinda toksik
metal Kirliligi ile sonuclanmaktadir.  Toksik metallerin birikimindeki artma,
ekosistemde dengesizlige neden olmakta, toksik metallerin yiiksek miktarlarda ¢ogu
habitatin canli gelisimi boyunca birikmektedir. Bu durum biyolojik biiyiime
stirecinde besin zinciri boyunca transfer edilmekte ve biriktirilmektedir. Ayrica bu
metallerin besin zincirindeki yiiksek konsantrasyonu yasayan insan ve hayvan
sagligini ¢esitli sekillerde tehdit etmesiyle sonug¢lanmaktadir. Esansiyal olsun veya
olmasin agir metallerin yliksek konsantrasyonlar1 mikroorganizmalar, bitkiler,
hayvanlar ve insanlar1 igeren canlilar alemi i¢in toksik etkisi bilinen bir gercektir [67,
68]. 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 ¢oziiniirliikleri oldukga diisiiktiir.  Cok kiigiik
miktarlarda bile genellikle kuvvetli zehir etkisine sahip olan agir metaller, kirlenmis
sularda metal, katyon, tuz ve kismen anyon seklinde bulunurlar [69]. Agir metaller
biyolojik dongili i¢inde en Onemli zararlarin1 bitkilerde meydana getirmektedir.
Tohum ¢imlenmesi, ¢ikis, fide biiylime 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 agmast,
bitkilere yarayishh diger elementlerin alimini engellemesi gibi hiicre i¢i

mekanizmalarda da olumsuz etkileri bulunmaktadir [70].

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

bitki sagligi ile su ekosistemleri tizerindeki etkileri agisindan 6nemli olmaktadir.
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1.3.1 Nikel

Genelde dogrudan veya dolayli yoldan atik sular yoluyla topraga gecen nikel,
normal olarak toprakta 50-500 ppm diizeyindedir. Nikel katkili g¢elik ve ulasim
endiistrisinde boya ve kozmetik sanayi ile gesitli elektrikli alet iiretiminde kullanilan
nikelin bitkilere faydasi tizerine 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 toksik etki yapar

[71].

1.3.2 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 ¢op
olarak depolandigr alanlarda ve oOzellikle yogun trafik akiminin bulundugu
otoyollarda yiiksek diizeyde bulunabilir. Kadmiyum dogal cevre ig¢inde ¢inko ile
jeokimyasal bir iligki i¢inde oldugundan ayni zamanda c¢inko ergitme tesisleri
cevresindeki topraklarda ytliksek kadmiyum konsantrasyonunun ‘itai itai’ ad1 verilen
bir tiir hastaligin yaygin olarak goriildiigii ve Minimata olay1 adi verilen olay
kadmiyum kirlenmesine en ¢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 yiiksek oranda

kadmiyum elementine rastlanmistir [71].

1.3.3 Bakir

Bitkiler i¢in gerekli bir eser element olan bakir 6zellikle asit karakterli

topraklarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Endiistride ¢ok yaygin olarak
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kullanilan bu madde topraga havadan yagisla karismak suretiyle gecer. Fakat bakirin
toprakta ve bitkide asil birikmesi bakir siilfat olarak bazi meyve bahgelerinde pestisid
olarak kullanilmasiyla gecer. Halk dilinde ‘g6z tasi’ olarak bilinen bakir siilfat gerek
kuru toz halinde ve daha yaygin olarak suda erimis halde baglara ve narenciye
bahgelerine spreyleme yoluyla piiskiirtiiliir. Daha sonra bu madde gerek piiskiirtiilme
aninda dogrudan gerekse daha sonra yagmur sulariyla yikanmak suretiyle topraga
gecer.  Bakir stilfat topraktaki yararli mikroorganizmalar icinde toksik etki
yaptigindan topraktaki humus olusumunu kisitlayarak topragin organik bakimdan

fakirlesmesine neden olabilir [71].

1.3.4 Civa

Civa metalinin kesfi tam olarak bilinmemektedir. Bilinen en 6nemli minerali
zencefre (HgS) dir. Civa ¢ok ugucu bir element oldugundan oda sicakliginda
kolayca buharlasir. Zehirli bir element oldugu igin sicaklik arttik¢a buharlasma hizi
artacag icin tehlike boyutu da artar. Herhangi bir yiizeye civa dokiildiigii zaman
tizerine toz kiikiirt dokiilmelidir ve olusan karisim temizlenirken dikkat edilmelidir.
HgS mineralinin kavrulmasi ile HgO elde edilir. Bu oksit bilesiginin 1sitilmasi ile de

elementel civa elde edilir [72].
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

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

aseton, agir metaller Merc Chemical’dan saglandi.

2.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada agagidaki 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
Sogutmali Santrifii Sigma 3K15
UV-Spektrofotometresi CARY 1E, UV-Visible

Spektrophotometer-VARIAN
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Vorteks Fisons Whirli Mixer

Terazi Precisa XB 220A

Jel Gorilintiileme Sistemi Gel Doc-H Imaging System
(UVP)

Gradient Mikser Atta magnetik kanistirict  ve
gradient tiip

2.1.3. Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCO3; Tamponu (pH 10.0); 8.401 g (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 NaHCO3; Tamponu (pH 8.8); 8.401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 ml distile suda
coziilerek, 1N 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 g (0.01 mol) Na;HPO,4 950 ml distile
suda c¢oziilerek, 1N NaOH ile pH ‘s1 6.0 ‘a getirildi ve son hacim distile suile 1 L’

ye tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon: 1M (NH,;),SOy igeren, 0.1
M NaHPO, tamponu (pH 8.0); 14.2g (0.1 mol) Na;HPO, ve 132.14gr (1 mol)
(NH4)2SO4 950 ml distile suda ¢oziilerek, IN HCI ile pH’s1 8.0’¢ getirildi ve son

hacim disitile su ile 1L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis PON enziminin eliisyonu icin kullanilan ¢ézelti: 1M
(NH4)2SO4 igeren, 0.1 M Na,HPO,4 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,HPO, ve 132.14g (1 mol) (NH;).SO4 950 ml distile suda ¢oziilerek, 1N HCI ile
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pH’s1 8.0°¢ getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi. 14.2g (0.1 mol)
Na;HPO, 950 ml distile suda ¢oziilerek, 1IN HCI ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti: 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 ml etanol de ¢ozildii. Bu ¢ozeltiye 100 ml %95°1ik fosforik asit ilave

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

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin alindig1 tampon: 0.1
M (pH 8.0); 1.211 g (0.01 mol) Tris-Baz 95 ml distile suda ¢oziilerek, 1IN HCI ile

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

Substrat ¢ozeltisi: 2mM paraoksan ¢o6zeltisi; 10,8 pl paraokson, 1 ml asetonda iyice
coziildiikten sonra tlizerine 1 ml bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanildi.

Paraoksonaz aktivite oOlciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2 mM
CaCl; igeren 100 mM Tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25mmol) Tris, 200 ml distile suda
¢ozildi. 1 N HCl ile pH’1 8.0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl; katilarak son

hacim 250 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
% 10’luk SDS 4.0 mi
Gliserol 2.0 mi
B-merkaptoetanol 1.0 mi
Bromfenol mavisi 0.01 gr
Distile su 0.5ml
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 30
Glisin 144¢
SDS- 10¢g

Distile su ile ¢ozeltinin son hacmi 1 L’ ye tamamlanur.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi;
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0.66 g Coomassie
brillant blue G-250, 120 ml metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 ml saf asetik asit ve
120 ml distile su ilave edildi.

SDS-PAGE elktroforezinde kullanilan renk acma ¢ozeltisi; % 7.5 asetik asit, % 5
metanol ve % 87.5 ml distile su igermektedir. 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 karigimlarinin miktarlar.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis
Akril amid 15¢
Bis 0,449

Alinarak son hacim destile su ile 50

mL'ye tamamlanir.

16.65mL

2.6 mL

Destile su

20.1 mL

12.2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82
Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12.5mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94¢
Alnarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanur.

5mL

% 10 'luk SDS
SDS 1g

Alinarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

0.5uL

200pL

TEMED

25 L

20pL

% 10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1g
Alinarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

750uL

400uL

21




2.2. Yontemler

2.2.1. Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tlipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4
°C’de ve 10 dk santrifiij edilerek serumlarmin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum
aktivite 6l¢iimiine 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 Ol¢limi i¢in 0.05 ml enzim ¢dozeltisi (serum) alinip daha onceden
hazirlanmis olan Iml 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 paraoxanin p-nitrofenole enzimatik donilisiim hiz1 tespit edildi. Ayni iglem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 iinite

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

2.2.3. Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

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

kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [73].

Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden {iistiin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktdrlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun stire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100pg arasindadir.
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Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1ml’sinde 1mg protein ihtiva eden
standart sigir alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 wl alindi. 100mM Tris-HC1 tamponu (pH:8.00) ile tiim tiiplerin hacimleri
0.1ml’ye tamamlandi. 5ml Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave
edildi. Tipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595nm’de 3ml’lik kiivetlerde
kore karst 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 pg protein degerleri ile standart grafik hazirlandi. (Sekil 3.2).

Enzim c¢ozeltilerinden 0.1°’er ml 2 ayr tiipe alinarak iizerlerine 5’er ml
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteks de karistirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Iki 6lgiimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.2.4, Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1.Amonyum siilfat Coktiirme Arahiginin Belirlenmesi
Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin

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

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx €, - S,
3.54 -8,

g ﬂH4ESO4 =

V : Serum hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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Paraoksonaz enzimi saflastirilmak i¢in ilk dnce %60 doygunluga getirildi ve
20 dakika boyunca 4 °C’ de 10000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant kismi alindi
ve ¢oken kismi atildi. Siipernatant %80 doygunluga getirildi 1 saat boyunca 10000
rpm’de 4 ‘C’de santrifiij edildi. Coken kistm alindi [74].

2.2.4.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi
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. Karigtirilmakta olan jel siispansiyonuna 4g CNBr
hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’st 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 siispansiyona katild1
ve karisim bir bunher hunisine nakledildi. Daha sonra 250mL soguk 0.1M NaHCO3;
tamponu (pH 10.00) ile yikandi [74].

H

OCH
+ CNBr — Q
OH
O

Sepharose-4B Altiflegmig matriles

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

CNBEr ile aktiflestirilmis matriks iizerine, 20mL’sinde 15mg tirozin igeren
0.1IM NaHCOg3 tamponunun (pH 10.00) soguk c¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
karistirildi. 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 uzaklastirilmis oldu. Yikama 100mL
0.2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8.8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40mL’si i¢ine alindi [74].

EfDC'H
N H, _Ef_ CH, —@ OH
H
L-tirozin i
|
DCH _(T CllDDH
NH—CH—CHQ@QH
R
Aletiflesrmig Matrikes 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 ¢oziildii. 75mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki SmL ¢ozelti, 1-Naftilamin ¢ozeltisine damla damla
katild1. (1-Naftilamin ¢ozeltisi hazirlanirken etanol ilave ettik ve sittik) 10 dk

reaksiyondan sonra diazolanmig bulunan 1-Naftilamin, 40mL Sepharose-4B-L-
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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;HPO,
(pH: 6.0) tamponu ile yikandi ve ayn1 tamponda muhafaza edildi [74].

—(.l': COOH

NH—éH—CH;@@H

sepharose-4B-L-Tirozn

ME=HNCr

Diazolatrag 1-naftilamin

W

|
— COOH

|
NH—CH CH,

Sepharose-dB- L-Tirozin- 1 -naftilamin

Sekil 2.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi [74]

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 [75] tarafindan belirtilen yontemler yapilarak

enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri ilizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina {istten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist ylizeydeki n-biitanol
dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis
ayirma jelinin lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki ylikleme jelinin {izerine
tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme
jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat
edilerek cikarildi. 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
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100ul
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. [-galaktosidaz
(118.0kDa), sigir serum albumin (79.0kDa), yumurta albumini (47.0 kDa), laktat
dehidrogenaz (35.0 kDa), B-laktoglobulin (25.0kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) igeren
standart protein c¢ozeltisi 1:1 oraninda numune tamponuyla karigtirildi. Jele
yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblokta bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina baglanarak 80 volt’a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi.
Yirlitme iglemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi. Daha sonra
akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi
yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme

¢ozeltisi icine konuldu ve 1.5-2 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha sonra

27



jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renk agma ¢ozeltisine kondu. Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti i¢inde calkalandi. Jel renk agma ¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.5. Optimum sartlarda Ky, ve V.« Degerlerinin Bulunmasi

Km Ve Vpmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
paraoksan substratinin sekiz farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi Ol¢timii

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

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Ky Ve Vimax

degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.
2.2.6. Baz1 Agir Metallerin 1Cso Degerlerini Bulunmasi

Hg+2, Ni+2, Cd*™ ve Cu+2, agir metallerinin 1Csp degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda paraoksan substratinin 2mM sabit konsantrasyonunda galisildi.
Substrat ¢ozeltisi her 6lglimde 0.1 ml alindi, paraoksan ve agir metal ¢ozeltilerinden
ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1.05ml’ lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu.
Once inhibitérsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.05ml enzim ¢6zeltisi alinip daha
onceden hazirlanmig olan 1 ml tampon + substrat + agir metal ¢6zeltisine ¢abuk bir
sekilde eklendikten sonra 412 nm’ de bir dakikada absorbans da meydana gelen
degisme okundu (Cizelge 3.3-3.4). Elde edilen absorbans degerlerinden %
aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I] grafikleri ¢izildi.
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3. BULGULAR

3.1. Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin ¢okelmesini
saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla asagidaki formiil ile
belirlenen amonyum siilfat miktarlari uygulanarak  %60-80 amonyum siilfat

coktlirmesi iglemi yapildi.

1.77xVx €, - S,
3.54 -5,

g QIH4;SO4 =

V : Serum hacmi
Si1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.1.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile PON Enziminin Saflastirilmasi

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu once 1M (NHg4),SO,4 ig¢eren 0.1M
Na,HPO, pH:8.0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra,
jel iizerindeki tampon c¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat

coktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim c¢ozeltisi 1M amonyum siilfat
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doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kolona 1M (NH,4),SO;, igeren
0.1M NayHPQO,4 pH:8.0 tamponu ve 0.1M Na;HPO,4 pH:8.0 tamponu ile olusturulan
yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz gradienti
uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon ¢ozeltisi 1.5mL halinde tliplere toplandi.
Yikama ve eliisyon islemi 280nm’deki absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi.
0.1M Tris-HCI 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).

700 — 1.6
—— Aktivite (U)

600 —a— Protein (280nm)

500

400

Aktivite (U)
280 nm Absorbans

300

200

100

Tip No

Sekil 3.1 Hidrofobik etkilesim kolonundan PON enziminin eliisyonu
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3.1.3. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
boliim 2.2.3’de aciklandig1 gibi hazirlandi. Serumdan elde edilen enzim ¢ozeltisi ve
saflagtirma basamaklar1 sonundaki enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart
grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki pg proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 3.2°de gosterilmistir.

y=11.804x-0.0333
R?=0.9705
0.6

4
0.5
0.4
0.3

0.2 ¢

Absorbans (595 nm)

0.1

0] 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

mg protein

Sekil 3.2 Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik

3.2. Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin

safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.4.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS

poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflastirilan paraoksonaz enzim numunesi
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tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).

116.0 kDa

66.2 kDa

PON

45.0 kDa

35.0 kDa

Sekil 3.3 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz enziminin

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi. 1 ve 2 saflastirilan PON, 3 marker.

3.3. Optimum sartlarda K, ve Vyax Degerlerinin Bulunmasi

Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda paraoksan
substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢timleri yapildi. Her
Olciim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 412nm’de Olgiilen
aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4). Grafikten yararlanarak Ky
degeri 0.227mM ve Vax degeri 454,545 U/midak olarak bulundu.
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y=0.5021x+ 0.0022

0.012 R = 0.9961

1/v

D

-0.01  -0.005 0] 0.005 0.01 0.015 0.02

1/[S]*10°* mm?

Sekil 3.4 Saflastirilmis S. canicula serum paraoksonaz enziminin paraoksan substrati

ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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3.4. Inhibisyona Sebep Olan Agir Metallerin 1Cs, Degerlerinin Bulunmasi

Bolim 2’de anlatildigi sekilde islem yapildi ve elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.5,
3.6, 3.7, 3.8). Bu grafiklerden yararlanarak her bir agir metal ig¢in I1Csy degerleri
hesaplandi. (Cizelge 3.5)
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120 y=2.482x2- 28.592x +97.262
R?=0.9618

100
80

60

%Aktivite

40

20 A 4

2 4 6 8

a=]

Konsantrasyon {mM)
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Cizelge 3.5 Agir metallerin PON enzimi tizerindeki ICsg degerleri

Agir Metaller I1Cs0 Degerleri (mM)
Ni* 2.00
Cd" 0.73
Hg* 0.49
Cu* 0.29
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada detoksifikasyon, antioksidan ve antibakteriyel aktivitelere sahip
PON enzimi Edremit Korfezi’nde bulunan S. canicula’ dan hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflastirilmistir.  Saf enzimin bazi kinetik ve elektroforetik
ozellikleri incelenmistir. Ayrica Ni*%, Cd*, Hg** ve Cu*™ tuzlarmm bu enzim

tizerindeki etkileri saptanmustir.

PON enziminin, detoksifikasyon aktivitesi ile birgok zehirli bilesikleri
hidroliz ederek g¢evresel faktorlerden kaynaklanan bazi kanser tiirlerine karsi etkili
oldugu bulunmustur [1-2]. Ayrica antioksidan aktivitesi ile LDL nin oksidasyonunu
Onleyerek arteroskleroz siirecini geciktirdigi bilinen bir gercektir. Tiim bunlarin
disinda antibakteriyel aktivitesi ile bazi laktonlari hidroliz ederek, bakterilerin
iletisimini bozdugu belirlenmistir. PON enziminin fizyolojik éneminin organizma
icin bu denli vazgecilmez olmasi, s6z konusu enzimin farkli kaynaklardan
saflagtirilarak detaylica incelenmesine sebep olmustur [Koyun, fare, insan, tavsan].
Ancak S. canicula tiirinden saflastirilan PON enziminin aktivitesi hakkinda

literatiirde hicbir bilgiye rastlanmamustir.

Aragtirmamizda materyal olarak kullanilan S.canicula Edremit Korfezi’nde
sik¢a rastlanan ve Tirkiye’deki kopekbaliklar1 arasinda en c¢ok galisilan tiir oldugu
bilinmektedir [60]. Ortalama 44-47 cm boyunda ve 300 g agirliginda bulunan bu
tiiriin viicutlarinin biiyiik bir boliimiinii karacigerleri olusturmaktadir. Ayni zamanda
s0z konusu baliklarin kansere karsi direngli olmasi, kaynak olarak sec¢ilmesinin en
temel nedenidir. Ciinkii daha Once belirtildigi gibi PON enzimi karacigerde
sentezlenmekte ve organizmay1 kansere karsi belirli oranda korumaktadir. Bu
nedenle S. canicula ‘dan saflastirllan PON enziminin Ozelliklerinin ortaya

cikarilmasi ve diger tiirlerle karsilastirilmasinin 6nemli olacag diisiincesindeyiz.
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Calismada enzimin saflastirilmasi i¢in Oncelikle serum numunelerine 6n
saflagtirma yontemi olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve elde edilen
numuneler i¢in hidrofobik etkilesim kromatografisi teknigi kullanildi. Amonyum
siilfat ¢oktiirmesi uzun zamandan beri ¢esitli bilim adamlar1 tarafindan kullanilan
kismi saflastirma metodudur. Bu metod vasitasiyla numune igerisindeki bir¢ok
safsizlik elimine edilir ve proteinler daha derisik halde elde edilir. Kromatografik
islemlerden Once amonyum siilfat ¢oktiirmesi isleminin yapilmasi, enzimin

derisiklestirilmesi a¢isindan da biiylik bir 6neme sahiptir.

Paraokson substrati kullanilarak PON enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme
araligir %60-80 bulunmustur [74]. Ve seruma %60-80 araliginda amonyum siilfat

coktiirmesi yapilarak bir¢ok safsizlik uzaklastirildi ve enzim derisiklestirilmis oldu.

Detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada énemli fizyolojik
fonksiyona sahip PON enziminin hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
saflastirilmasi i¢in Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapisina sahip jel
kullanilmustir [74].

PON enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin secilmesinde en Onemli
sebeplerden birisi olmustur. S6z konusu enzim, N terminal bolgesinde bulunan H1
ve H2 heliks yapisi olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye
baglanmaktadir (Sekil 4.1) [29, 76, 77]. N-terminal bolgesini 16sin, fenil alanin,
prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18
residiiler arasi H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiiler arast da H2 hidrofobik ucu
olusturmaktadir. Ayrica PON’un hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan,
tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge

bulunmaktadir [29, 78].
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Sekil. 4.1. PON enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [29]

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflastirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Bu teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece dnemli oldugu bildirilmektedir
[79]. Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir 6éneme sahiptir. Diisiik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildig1 zaman ayrilacak molekiillerin kolon
da etkilesimini saglayabilmek icin yiiksek tuz konsantrasyonu uygulama zorunlulugu
vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim riski daha
fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda ise
saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi i¢in eliisyon sirasinda
problemler ortaya c¢ikabilir [79]. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik
etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik ug¢ olarak diiz zincirli alkil ligandlar1 ve
aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir [80]. Bunlardan isopropil, butil, oktil
ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler hidrofobik etkilesim
jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [81]. Diiz zincirli alkil
ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amacla ¢aligmamizda ligand olarak 1-

naftilamin bilesigi kullanilmistir. PON enziminin H1 ve H2 bolgelerinde fenil alanin,
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tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi tarafimizdan secilen ligandin ve
immobilizasyon i¢in kullanilan L-tirozinin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesim yapacagi goz Oniine alinarak, oldukc¢a uygun bilesik

oldugu kanaatindeyiz [74].

Bu yontemle S. canicula serumundan PON enzimi 7.93 kat saflagtirilmistir.
Furlong ve arkadaslar1 4 basamaktan olusan agarose blue, sephadex G-200, DEAE
Trisakril M ve Sephadex G-75 yontemlerini kullanarak tarafimizdan gozlenen
saflagtirma katsayisindan daha yiiksek bir deger (62.1) elde etmislerdir [10]. Ancak
bir baska calismada sadece ii¢ basamaktan olusan blue agaroz, DEAE I ve DEAE II
yontemlerini kullanarak yaklasik 600 kat saflastirma derecesine ulagsmislardir. Bu
calismada ayrica iic basamakta PON1 enziminin Q ve R polimorfik formlari1 ayr1 ayri

saflagtiritlmistir [82].

Enzim safligi1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE uygulanmistir.  Molekiil
agirhigr yaklasik 66 kDa olarak tahmin edilen PON enzimi tek bant olarak SDS-
PAGE jelinde gozlenmistir. Bu degerin literatiirden farkli oldugu bulunmustur.
PON’un minimum molekil agirligini Gan ve arkadaslari 43kDa olarak
belirlemislerdir [82]. Ciinkii enzimin yapisinda, toplam molekiil agirliginin %15.8’1
kadar karbonhidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirligr tasidigi karbohidrat
zincirinin varhigia bagh olarak degismektedir [10]. Igerdigi bu karbonhidrat zinciri
enzimin hidrolizleme reaksiyonu i¢in gerekli degildir. S6z konusu molekiiliin
PON’un ¢oziiniirliiglinii ve kararliligini arttirmada ve zar yapisina baglanmada gorevi
oldugu disiiniilmektedir [83, 84]. Karbohidrat igermeyen PON enziminin molekiil
agirhigi 37 kDa’dur [10]. Ayrica PON serumda HDL’ye bagl oldugu bélgelerin
yakininda bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada da saflastirilabilmektedir. Bu
durumda molekiil agirligi 47-54kDa oldugu rapor edilmistir [85]. PON enziminin
molekiil agirlig: tiirden tiire degismemekte ve insan PON enziminin molekiil agirlig
ile tavsan, sigan ve koyunun PON enziminin molekiil agirligi benzerlik

gostermektedir [10-25].

Paraoksonaz enziminin aktivitesi Gan ve arkadaslarinin uyguladigi yontem

kullanilarak belirlenmistir [86]. Bu amagla literatiir de Gil ve arkadaslarinin
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uyguladig1 yontem de bilinmektedir. Her iki yontem paraoksonun hidrolizi ile agiga
cikan 4-nitrofenoliin 37 °C’ de, 412 nm’ de absorbans 6l¢iimiine dayanmaktadir,

linite paraoksonaz, dakikada meydana gelen 4-nitrofenoliin nmol’ i olarak tayin

edilmektedir [74].

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapili jel kullanilarak saflastirilan S.
canicula serum paraoksonaz enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) optimum pH
ve sicaklikta [87] paraokson substrati kullanilarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk
grafiklerinden elde edilen Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 0.227mM ve 454.545
U/mldak olarak bulunmustur. Literatirde farkli kaynaklardan elde edilen PON1
enzimlerinin paraokson substrati igin farkli Ky ve Vmax degerleri bildirilmektedir.
Insan serum PON enziminin paraokson substratinin Ky degeri 3.8 mM [88] ve 2.5
mM [41] olarak verilmistir. Siganlarda Ky degeri 1.690 mM ve 7.5mM arasinda
degismektedir [89, 90]. Insan serum PONI1 enziminin paraokson substratina karsi
Vmax degeri olarak 47.64 [91] ve 233.7 dir [92]. Bu degerlerden anlasildigi gibi
ScPON i¢in bulunan Ky degeri, literatiirdeki degerlere gore oldukca diisiiktiir. Bu
durum ScPON enziminin organofosfatlara kars1 ilgisinin yiliksek oldugunu
gostermektedir. Bagska bir ifadeyle; soz konusu enzim, organofosfatlarin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarinda bile hidroliz kabiliyetine sahiptir. Ayrica SCPON enziminin
katalitik giiclinii ortaya koyan Vmax degeri de diger tiirlere gore yiliksek olmasi
sebebi ile dikkat ¢ekmektedir. Bu bulgulara gore soz konusu enzim immobilize
edilerek detoksifikasyon amaci ile kullanilabilir. Ancak enzimin, ¢6zelti ortaminda

aktivitesini kisa siirede kaybetmesi 6nemli dezavantaj olarak sdylenebilir.

Calismamizda S. canicula serum PON enzimi iizerinde etkilerini arastirmak
amactyla dort farkli tuz kullamilmistir. Genel olarak kimyasal maddelerin enzimler
tizerindeki inhibisyon etkileri ICso (enzimin aktivitesini %50 inhibe eden kimyasal
konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir. Kinetik calismalar sirasinda enzim
aktivitesi inhibe eden metal iyonlarinin ICsy degerleri de belirtilmistir. SCPON
enzimine kars1 Cd*, Hg*?, Cu*? ve Ni*? icin ICsy degerleri 0.73, 0.49, 0.29 ve 2.00
olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore Cu*? en giiclii inhibitor iken Ni*? “nin en

zay1f inhibitor oldugu saptanmistir. Farkli metal iyonlarinin I1Csp degerlerini bulmak
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icin optimum sartlarda paraoksan substratinin 2mM sabit konsantrasyonunda

calisildi. Elde edilen sonuglar sekil 3.5-3.8 ve ¢izelge 3.2-3.4° de verildi.

Bu sonuglar literatiirde insan serum paraoksonaz enzimi ile siralama olarak
ayni olmasina kars1 ICsp degerleri daha yiiksektir. Bu durum ScPON enziminin agir
metallere karst insan PON enzimine gore daha diren¢li oldugunu gdstermektedir
[93].

A. Pla ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada rat karacigerinde saflastiriimis
PONI ve PON3 iizerine bazi metal iyonlarinin inhibisyon etkisi incelenmistir.
Yapilan bu calismada Co*?, Cu*?, Mn*? ve Hg+2 ‘nin inibisyon tipleri tespit edilmis
olup PONI i¢in Hg’nin PON3 i¢in Cu’mn en kuvvetli inhibitdr oldugu tespit
edilmistir. Ayrica bu inhibitorlere karsi duyarlilik agindan PON1 ve PON3 “iin
kantitatif ve kalitatif farklar gosterdigi bulunmustur. Saflastirillan PONI igin,
inhibisyon giicii kuvvetliden zayifa dogru siralandiginda Hg+2>C0+2>Mn+2>Cu+2

olarak hesaplanmustir [94].

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu ¢cahismada elde edilen bulgular asagidaki

sekilde 6zetlenebilir;

1. S. canicula serum PON enzimi Sepharose 4BL-tirozin 1-naftilamin kimyasal

yapisina sahip jel kullanilarak saflastirilmistir.

2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflastirilan S. canicula serum PON enzimi i¢in SDS-PAGE elektroforezinde tek

bant elde edilmistir.

3. S. canicula serumundan saflastirilan PON enzimi iizerine bazi metal iyonlarinin
inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amagla Ni*?, cd™ cu™ ve Hg+2 metal
iyonlar ile ¢alisgilmigtir. Calisilan metal tuzlarinin tamamimin farkh diizeyde

ScPON enzimini inhibe ettigi saptanmustir.

4. ScPON enziminin katalitik etkinliginin ¢ok yiiksek ve metal iyonlarina kars1 daha

direngli oldugu bulunmustur.
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5. Bu enzim immobilize edildiginde detoksifikasyon ic¢in kullanilabilecegini

diistinmekteyiz.
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