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Bu çalıĢmada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada 

önemli fizyolojik fonksiyona sahip paraoksonaz (PON) enzimi Merinos ve Kıvırcık 

koyunu kan serumlarından saflaĢtırılmıĢtır.  SaflaĢtırmada Sepharose-4B-L-tirozin-1-

naftilamin hidrofobik etkileĢim kromotografisi jeli kullanılmıĢtır.  Sepharose-4B, 

CNBr ile aktifleĢtirilmiĢ ve uzantı kolu olarak L-tirozin bağlanmıĢtır.  Uzantı koluna 

1-naftilaminin kenetlenerek hidrofobik etkileĢim kromotografisi jeli sentezlenmiĢtir. 

 

Merinos ve Kıvırcık koyunu kan serumlarından PON enzimi önce amonyum 

sülfat ile çöktürülmüĢtür.  Daha sonra sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-1-

naftilamin hidrofobik etkileĢim kromotografisi jeli ile saflaĢtırılmıĢtır.  Enzim saflığı 

SDS-PAGE ile kontrol edilmiĢtir.  Her iki koyun türü için de 66 kDa molekül 

ağırlığına sahip tek bant elde edilmiĢtir. 

 

Merinos ve kıvırcık PON enziminin paraokson substratına karĢı KM ve Vmax 

değerleri Lineweaver-Burk yöntemi ile belirlenmiĢtir.  Merinos PON enzimi için KM 

ve Vmax değerleri 0,482 mM ve 41,348 U/mLdak, Kıvırcık PON enzimi için KM ve 

Vmax değerleri 0,153 mM ve 70,289 U/mLdak olarak bulunmuĢtur. 

 

Bu çalıĢmada, Decis 2,5 EC™, Fosforin  M™, Confidor SC 350™, Gibber 20 

SI™ bileĢiklerinin Merinos ve Kıvırcık koyunlarının kan serumundan saflaĢtırılan 

PON enzimi üzerindeki in vitro etkisi belirlenmiĢtir.  

 

Kıvırcık koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi üzerinde % 50 

inhibisyona sebep olan inhibitör konsantrasyonları sırasıyla  Decis 2,5 EC™ için 

1.0019 mM,  Fosforin M™ için 21.3591 mM, Confidor SC 350™ için 18.4029 mM 

ve  Gibber 20 SI™ için 2.7217 mM olarak bulunmuĢtur.    

 

 

 



iii 

 

Merinos koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi üzerinde % 50 

inhibisyona sebep olan inhibitör konsantrasyonları sırasıyla Decis 2,5 EC™ için 

1.6552mM, Fosforin M™ için 21.9900 mM, Confidor SC 350™ için 57.5900 mM 

ve Gibber 20 SI™ için 1.9800 mM olarak bulunmuĢtur. 
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In this study, paraoxonase enzyme which has an important physiological 

function in metabolism were purfied from Merinos and Kıvırcık blood serum.  For 

purification Sepharose-4B-L-Tyrosine-1-Napthylamine hydrophobic intraction 

chromatography gel was used.  Sepharose-4B was activated by CNBr and                

L-Tyrosine was used as a spacer arm.  The Hydrophobic Intraction Chromatography 

Gel was synthesized by coupling 1-Napthylamine to the spacer arm.   

 

 PON enzyme from Kıvırcık and Merinos blood serum was firstly precipitated 

by ammonium sulfate.  Later, it was purified by Sepharose-4B-L-Tyrosine-1-

Napthylamine hydrophobic intraction chromatography gel.  Enzyme purity was 

checked by SDS-PAGE.  Molecular weight of the enzyme for both sheep species was 

found to be approximately 66 kDa with a single band. 

 

 Km and Vmax values of Merinos and Kıvırcık PON enzyme against paraoxon 

substrate were determined by Lineweaver-Burk method.  Km and Vmax values were 

0,482 mM and 41,348 U/mLmin for Merinos PON enzyme, 0,153 mM and 70,289 

U/mLmin for Kıvırcık PON. 

 

 In this study, the in vitro effects of Decis 2,5 EC™, Fosforin M™, Confidor 

SC 350™, Gibber 20 SI™ compounds were determined on purified PON enzyme of 

Merinos and Kıvırcık sheep species.  

 

 Inhibitor concentrations caused 50% inhibition on PON enzyme obtained 

from Kıvırcık sheep were 1.0019 mM for Decis 2,5 EC™, 21.3591 mM for Fosforin 

M™, 18.4029 mM for Confidor SC 350™, 2.7217 mM for Gibber 20 SI™. 

 

Inhibitor concentrations caused 50% inhibition on PON enzyme obtained 

from Merinos sheep were 1.6552 mM for Decis 2,5 EC™, 21.9900 mM for Fosforin 

M™, 57.5900 mM for Confidor SC 350™, 1.9800 mM for Gibber 20 SI™.  

 

KEY WORDS: Paraoxonase / Hydrophobic interaction chromatography / 

Inhibition / Pesticide. 
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1 GİRİŞ 

 

Çevre insanla birlikte tüm canlı varlıklar, cansız varlıklar ve canlı varlıkların 

eylemlerini etkileyen ya da etkileyebilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik ve toplumsal 

nitelikteki tüm etkenlerdir [1].  Ancak bu etkenlerin insanların nüfus artıĢı, teknolojik 

geliĢmeler ve tüketim alıĢkanlıklarına bağlı olarak zarar görmesi ve bu zararın 

rahatsız edici seviyelere ulaĢması sonucu kirlenmesi söz konusudur.  Böylece çevre 

kirliliği ortaya çıkmaktadır [2].  Özellikle tarımda zirai ilaçlama faaliyetlerinin 

artması ve bu ilaçların bilinçsizce kullanılması çevre kirliliği açısından en önemli 

sorunlardan birisidir. 

 

Çok toksik yapıda olan ve parçalanıp bozulma ihtimali olmayan, bazı klorlu 

yapıdaki pestisitlerin dıĢındaki tarım ilaçlarının taĢınması, depolanması, kullanılması 

hatta sentezlenmesi bile büyük bir çevre kirliliğine sebep olmaktadır.  Tarım 

ilaçlarının yalnızca zararlı canlılara karĢı etkili olmasının istenmesine rağmen, bu 

ilaçların büyük çoğunluğunun hem kontrol ettikleri canlılara karĢı hem de insan ve 

diğer memelilere çok toksik etki yapabildiği belirtilmektedir [3].  Pestisitler 

kullanıldıktan sonra, uzun süre parçalanmayıp besin zinciri yoluyla insan ve hayvan 

vücuduna alınmakta ve daha sonra olumsuz etkileri ortaya çıkmaktadır.  Diğer 

yandan tarımsal alanlarda kullanılan pestisitler çeĢitli yollarla akarsu, göl, ve 

denizlere karıĢması sonucu, bu suları kullanan hayvanların vücutlarında birikerek 

gıda zinciri yoluyla insana kadar ulaĢtığı bilinmektedir. 

 

Paraoksonaz HDL‟ye bağlı olarak bulunan, organofosfat ajanları (OP) ve 

sinir gazlarını hidroliz ederek LDL‟nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin oluĢumuna 

ve bakteri endotoksinlerine karĢı koruyucu etkisi olan önemli bir karaciğer enzimidir. 

LDL‟nin oksidasyonu ateroskleroz sürecinin baĢlangıç evresini oluĢturması, enzimin 

antioksidant özelliğinin önemini ortaya koymaktadır [4,5]. 
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Paraoksonaz insan serumunda ilk olarak 1961‟de Uriel tarafından 

elektroforezden sonra HDL immunopresipitatlarında saptanmıĢtır [6].  PON1 organik  

fosforlu bir insektisit olan parationun aktif metaboliti  olan paraoksonu hidroliz etme 

yeteneğine sahip A-esterazlar grubundan bir enzimdir.  PON enzim aktivitesi 

kalsiyuma bağımlıdır.  Kalsiyum direkt katalitik reaksiyonda yer alarak veya  aktif 

alanın uygun konformasyonda tutulmasını sağlayarak aktif alanın korunmasında 

görev alır.  Ayrıca paraoksonun P=O bağını polarize ederek fosforun nükleofilik 

saldırıya yatkınlığını sağlar ve dietilfosfatın aktif alandan ayrılmasını kolaylaĢtırır 

[7].  Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7‟nin uzun kolunda bulunur.  

PON1, PON2 ve PON3 olmak üzere bilinen üç üyeye sahiptir.  Yapısal yönden 

büyük benzerlikler gösteren bu genlerden PON1 ortaya çıkarıldığı süreden beri 

yıllardır çalıĢılmaktadır.  PON1, fizyolojik substratları ortaya çıkarılması ve 

aterosklerozis ile iliĢkisi ortaya konulması nedeniyle PON2 ve PON3‟e göre nispeten 

daha iyi aydınlatılan gendir [8]. 

 

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1) 

 

Paraoksonaz, Aldridge sınıflama sistemine göre A grubu arildialkilfosfataz 

sınıfı ester hidrolaz enzimidir.  Önceleri organofosfat bileĢiklerini hidroliz etme 

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

nedeni ile koroner kalp hastalığı riskinden korunulabileceği düĢünülerek güncellik 

kazanmıĢtır [6]. 

 

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yılında Aldridge W.N. tarafından p-nitrofenil 

asetat, propiyonat ve bütirat‟ı hidroliz eden A-esteraz olarak teshiĢ edilmiĢtir.  Ġnsan 

serumunda ilk kez 1961‟de Uriel tarafından elektroforez sonrası HDL 

immunopresipitatlarında saptanmıĢtır [9].  Mackness ve ark, ilk olarak HDL-ayırımı 

için santrifüj yöntemini geliĢtirdikten sonra, koyunlarda paraoksonaz aktivitesinin 

çoğunlukla apo AI içeren partiküllerde HDL ile birlikte bulunduğunu ve insan 

serumunun ultra santrifüjlenmesi ile enzimin kanda HDL yapısında tasındığını ortaya 

koymuĢlardır [10].  SaflaĢtırılmıĢ sığır serum paraoksonazının lipidlerle iliĢkili ve 

HDL ile aynı moleküler kütleye sahip olduğunu göstermiĢlerdir.   
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SaflaĢtırma sırasında apo A-I‟in paraoksonazdan ayırımının zor olması, 

ikisinin sıkı iliĢkili olduğunu düĢündürmüĢ ve HDL kolesterol tayini sırasında 

lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamıĢlardır [9].  Enzim; 

paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona yüksek derecede seçicilik 

gösterdiği için, paraoksonaz olarak adlandırılmıĢtır. Mackness ve ark., PON‟un HDL 

üzerinde apo A-I‟e bağımlı olarak aktivite gösterdiğini ve 1991 yılında LDL 

üzerindeki lipoperoksit birikimini azalttığını bulmuĢlardır [10].  Aynı zamanda 

Macness ve ark, farklı populasyonlarda (Fransız, Sudanlı vs) polimorfizm analizleri 

yaparak, allellik formları belirlemiĢ ve populasyon çalıĢmaları enzim aktivitesiyle 

HDL, apo A-I, apo A-II arasında istatistiksel iliĢki olduğunu göstermiĢtirler [10].  

Ġmmunoafinite kromatografi çalıĢmaları insan serum paraoksonazının gerçekte 

apolipoprotein A-I ve klusterin (apolipoprotein J) içeren HDL tipleri ile iliĢkili 

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

göstermiĢtir [6,10]. 

 

Sonraki yıllarda yapılan çalıĢmalarda, farklı kardiyovasküler hastalıklarda 

enzim aktiviteleri incelenmiĢ, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyonu arasındaki 

iliĢkisi araĢtırılmıĢ, enzimin aminoasit dizisi belirlenmiĢtir [11]. 

 

1.1.1  Adlandırılması 

 

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

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

1990‟lı yıllardan sonra, paraoksonazın arilesterazdan farklı olarak yalnız 

fenolikesterleri değil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettiği anlaĢılmıĢ 

ve EC 3.1.8.1 ile tanımlanmıĢtır [11].  Paraoksonaz enziminin, A grubu 

Arildialkilfosfataz sınıfı bir ester hidrolaz enzimi olması nedeniyle sistematik adı 

arildialkilfosfatazdır. A esteraz grubunda  yer  alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin 

ölçümünde ilk olarak paraokson substratı kullanıldığı için paraoksonaz adını almıĢtır 

[12]. 
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Şekil 1.1 Paraoksanın kimyasal yapısı (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) 

 

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat özgüllüğü gösterirken, fizyolojik 

substratı tam olarak belirlenmemiĢtir.  Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz  

aktivitelerine sahip olduğu tespit edilmiĢtir.  Ġnsan serum paraoksonaz enzimi, 

parationun metabolik ürünü olan paraoksanı kataliz etme yeteneğindedir.  Paraoksan 

organizmaya zararlı olup pestisit olarak kullanılmaktadır.  Paraoksanın, paraoksonaz 

enzimi ile yıkımı sonucu paraoksana oranla göreceli olarak daha az zararlı p-nitro 

fenol ve dietil hidroksi fosfat bileĢikleri oluĢur (ġekil 1.2) [6]. 
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Şekil 1.2 Paraoksonaz Enzim Mekanizması [4] 

 

1.1.2 Paraoksanaz Gen Ailesi 

 

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

q22.1 arasında bulunmaktadır [8,13].  
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Ġlk olarak memelilerde tanımlanan PON ve PON ile iliĢkili genler sonraları 

kümes hayvanları, zebra balığı ve omurgasızlardan Caenorhabditis elegans‟ta 

bulunmuĢtur [14].  Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak üzere 

bilinen üç üyeye sahiptir.  Bu genler büyük yapısal benzerlikler göstermektedir ve 

ortak evrimsel öncülden gen dublikasyonlarının meydana gelmesiyle oluĢur.  Memeli 

türleri içersinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit düzeyinde % 60, nükleotid 

düzeyinde % 70 benzerlik gösterir.  Bununla birlikte memeli türleri arasında bu üç 

genin her biri aminoasit düzeyinde % 79-90, nükleotid düzeyinde % 81-91 benzerlik 

göstermektedir.  PON1, PON2 ve PON3 ile karĢılaĢtırıldığında 4. ekzonda kodlanan 

105 aminoasit içinde üç nükleotid rezidüsüyle ayrılır [8,15]. 

 

PON2 ve PON3, PON1 kadar aydınlatılamamıĢtır[8,16].  PON2 diğer 

üyelerden farklı olarak plazmada bulunmamaktadır.  Ancak beyin, karaciğer, böbrek 

ve testis gibi pek çok dokuda sentezlenmektedir.  PON3, tavĢan HDL‟si üzerinde 

lokalize olan laktonaz aktivitesi ile tanımlanabilmiĢtir [8,15].   

 

PON3 enzimi de PON1‟e benzer Ģekilde büyük çoğunlukta karaciğerden 

sentezlenir ve serumda HDL‟ye bağlı olarak bulunur.  Ayrıca PON3 daha düĢük 

seviyelerde böbrekte sentezlenmektedir.  PON3 geninin mRNA‟sı ve proteinine 

insanlardan farklı olarak sıçanların makrofajlarında rastlanmıĢtır [15,16]. 

 

1.1.3  PON1 Biyokimyasal Yapısı 

 

PON gen ailesi içersinde PON1 yıllardır çalıĢılan ve PON2 ve PON3‟e göre 

en iyi aydınlatılan enzimdir.  Serum PON1, organofosfatların hidrolizini katalizlediği 

bilinen kalsiyum bağımlı bir esterazdır.  Karaciğer, böbrek, bağırsak gibi dokulara 

geniĢ çapta yayılmıĢtır.  PON1 serumda HDL‟ye bağlı olarak bulunur ve PON1‟in 

kararlılığı ve bağlanma ilgisindeki etki HDL içersinde Ģekil ve büyüklük değiĢimine 

neden olur [17]. 
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PON1, 43-45 kDa molekül ağırlığına sahip 354 aminoasit içeren bir 

proteindir [17,18].  Her molekül total ağırlığın %15.8‟ini oluĢturan üç karbonhidrat 

zinciri içermektedir.  Ġzoelektrik noktası 5.1‟dir.  Aminoasit bileĢimi yüksek lösin 

içeriği dıĢında bir özellik göstermez [19].  

 

Yapısında yer alan 3 sistein (Cys) rezidüsünden 284‟teki serbest, 42 ve 352. 

sistein rezidüleri arasında tek disülfid bağı bulunur.  Ġn sitü hibridizasyon çalıĢmaları 

ile PON1 geninin 7. kromozomun uzun kolu üzerinde q21-q22‟ de bulunduğu 

gösterilmiĢtir [6,10]. 

 

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

meydana gelmiĢtir (Sekil1.3). Enzim 42. ve 353. sistein rezidüleri arasındaki disülfit 

köprüsü ile sonlanarak üç boyutlu yapısını kazanır [20].  N terminal ve C terminal 

uçlarının bu Ģekilde kovalent bağlanması β-kırmalı yapılı enzimlerde nadir görülür.  

 

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

Ca
+2

 iyonu bulunmaktadır.  Bunlardan bir tanesi yapısal kalsiyum olup yapıdan 

uzaklaĢtırılması dönüĢümsüz denatürasyona neden olmaktadır [21].  Diğeri ise  

katalitik etkinlikte görev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A
0
 uzaklıkta 5 

adet aminoasit rezidüsü (Asn224, Asn270, Asn168, Asp269 ve Glu 53) ile etkileĢim 

halindedir.  

 

Aynı kalsiyum iyonu bir su molekülü ve fosfat iyonunun oksijeni ile 

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

 

iyonları açısından diizopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik 

göstermektedir [21].  Ancak PON1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi 

gösterirken, DFPase sadece fosfotriesteraz aktivitesi gösterir.  Fakat bu iki enzimin 

aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [21].  PON1 aktif bölgede diğer β-

kırmalı yapılardan farklı olarak hidrofobik heliks (H2 ve H3) yapıları vardır        

(ġekil 1.3).  Bunlar aynı zamanda sonlanma noktalarıdır.  Bu yapı aktif bölgenin 

korunması ve enzimin HDL‟ye bağlanması gibi kritik rollere sahiptir.  PON1 

sentezlendiğinde monomerik yapı Ģeklindedir.   
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Eğer HDL‟ye bağlanmazsa oligomerizasyon yapabilir. Bu olay in vitro 

deterjanlı ortamda H2 ve H3 heliksleri ile deterjan misellerine bağlanarak gerçekleĢir 

[22]. 

 

 
 

Şekil 1.3 PON1‟in üç boyutlu yapısı [15] 

 

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

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

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

edildikten sonra bu noktalardan glikozillenir [23].  PON ailesinin hidrolitik aktivitesi 

için glikozilasyon önemli değildir [24,25].  Ancak enzimin yapısında bulunan bu 

karbohidrat molekülleri spesifik olmayan hücre membranlarına bağlanmada veya 

kararlılığı ve çözünürlüğü arttırmada etkili olabilir [26,27]. 

 

 1.1.4.  PON1’in HDL’ye Bağlanması 

 

PON1 ve PON3 karaciğerde sentezlendikten sonra kana salınır, orada spesifik 

olarak HDL‟ye bağlanır.  HDL periferal hücrelerden kolesterolün taĢınmasını 

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

ile  LDL‟nin oksidasyonunu önler [28,29].  
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HDL yaklasık 10nm çapında kompleks bir yapıdır.  BileĢiminde öncelikle 

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

A1 ve aromatik heliksler yer alır [30].  HDL‟ye bağlı olan enzimlerden ilk kez üç 

boyutlu yapısı aydınlatılan PON1 enzimidir.  PON1 hidrofobik N terminal ucuyla 

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

bağlanma yüzeyi oluĢtururlar (ġekil 1.4).  

 

Heliks yapılar lizin, triptofan ve tirozin yan zincirleri ile oluĢturdukları yapı 

karakteristiği sayesinde HDL ara yüzeyine girebilmektedir [26]. 

 

 

Şekil 1.4 PON1‟in HDL‟ye bağlanması [31]. 

 

 1.1.5  PON1 Sentezlenmesi ve Salgılanması 

 

PON1 sentezi karaciğerde gerçeklestiğinden dolayı, serumdaki PON1 

seviyesini belirleyen baĢlıca faktör karaciğer fonksiyonlarıdır.  Serumdaki PON 

seviyesi ve aktivitesi bireyler arasında çok değiĢkendir [32].   
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Bunun nedeni enzim aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1 

geninin kodlanma ve promoter bölgesinde çok sayıda polimorfizm göstermesidir.  

PON1‟in serumdaki aktivitesini ve konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi 

üzerinde en önemli polimorfizm -107 pozisyonundadır [33,34].   

 

PON1 sentezinde önemli olan bir diğer faktör karaciğer hücrelerindeki 

kolesterol dengesidir.  Ayrıca PON1‟in karaciğerden sentezini herhangi bir hastalık 

durumu da etkilemektedir [35,36]. 

 

PON1 karaciğerden sentezlendikten sonra serumda HDL‟ye veya karaciğerde 

mikrozomlara bağlanabilmesi için sentez sırasında N-terminal hidrofobik bölgesi 

olması gerekmektedir.  N-terminal hidrofobik bölgesi bağlamada belirleyici olduğu 

kadar salgılanma prosedüründe de önemli role sahiptir [37,38].  Yapılan çalıĢmalarda 

hamster ovaryum hücresi ve insan hepatosit hücresine transfekte edilen PON1 

sentezlendikten sonra hücre zarının dıĢ yüzeyine bağlandığı gösterilmiĢtir [39].   

 

PON1 karaciğerde sentezlendikten sonra önce mikrozomlara bağlandığı, daha 

sonra da hücrenin dıĢ yüzeyine bağlandığı düĢünülmektedir [40,41].  Hücrenin 

zarının dıĢ yüzeyinden salınması ve HDL‟ye bağlanması tesadüf değildir, bu 

bağlanmada fosfolipit kompleksi önemli rol oynamaktadır ve LDL PON1‟in 

hücreden salınmasına ve kendisine bağlanması için fosfolipit içeriği yeterli değildir 

[26,39,40]. 

 

1.1.6  Enzimin Katalitik Mekanizması 

 

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

molekülü, esteraz aktivitesinde önemli rollere sahiptirler (ġekil 1.5). 
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                              Şekil 1.5 Paraoksonazın katalitik mekanizması [15] 

 

Katalitik etkinlik gösteren Ca
+2

 iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif 

yüklü oksijenine 2,2 Å uzaklıktadır.  

 

Aktif bölgedeki His-His çifti, su molekülünün bir protonunu alarak bu 

molekülün nükleofilik gücünü arttırır.  OluĢan hidroksil iyonu karbonil veya fosfat 

esterine saldırır.  Bu esnada meydana gelen kompleks tetrahedral bir düzlem sonucu 

Ca
+2

 iyonu ile kararlı kılınır.  OluĢan yapıdaki Ca
+2

 iyonu negatif yüklü oksijenden 

uzaklaĢarak bağ tekrar fosfat veya karbonilin üzerine yıkılır ve ester bağı kopar.  

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

fosfotriesteraz aktivitesi için ise paraoksan substratları kullanılmıĢtır.  Bu 

substratların optimum pH aralıkları saptanmıĢ ve substratın yapısında bulunan yan 

zincirin katalizlenmeye direkt katılmadığı sonucu bulunmuĢtur [15]. 

 

 1.1.7 PON1 Polimorfizmleri 

 

ġimdiye kadar yapılan çalıĢmalarda, bir kısmı PON1 geninin kodlanma 

bölgesinde, diğerleri intronlarda ve genin düzenleyici yani promoter bölgesinde 

olmak üzere 160‟dan fazla polimorfizm tespit edilmiĢtir [42].  PON1 enzim 

aktivitesindeki polimorfizm substrat bağımlıdır ve farklı etnik kökenli 

populasyonlara göre değiĢkenlik gösterir [6].  
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Ġlk olarak 1973‟de Von Mallinckrodt ve arkadaĢları tarafından enzimin 

genetik polimorfizm gösterdiği ve enzim aktivitelerinin trimodal dağılıma sahip 

olduğu gösterilmiĢtir [43].  Daha sonra 1976‟da Playfer ve arkadaĢları PON1‟in 

insanlar arasında düĢük, orta ve yüksek aktiviteye sahip polimorfik dağılım 

gösterdiğini daha detaylı bulgularla açıklamıĢtır [44]. 

 

Paraoksonaz aktivite polimorfizminin moleküler temeli, PON1‟in kodlanma 

bölgesindeki kendiliğinden olan mutasyonlar sonucu iki aminoasitin yer değiĢtirmesi 

ile iliĢkilidir.  Bu mutasyonlarda birincisi kodlanma bölgesindeki 192. kodonda 

glutaminden (Q) arjinine (R) olan değiĢimdir (ġekil 1.6) [45].  Kodlanma 

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

değiĢimdir.  Bu mutasyonun PON1‟in aktivitesi üzerinde etkisi çok az iken, 

serumdaki protein seviyesini etkilediği tespit edilmiĢtir.  PON1‟in R allelinin 

kodlandığı proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele göre sekiz kat daha 

yüksektir [6].   

 

Ayrıca PON1 Q formu yükseltgenmiĢ HDL ve LDL‟nin metabolize 

edilmesinde R formundan daha etkilidir [46].  Bu genetik polimorfizm serum protein 

konsantrasyonunu da etkiler.  Homozigot R bireyler homozigot Q‟ya göre daha 

yüksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [10].  Farklı populasyonlardaki polimorfik 

dağılım bireyler arasında varyasyona neden olur [47].  PON1 allozimlerinin kalitatif 

ve kantitatif olarak farklı olduklarının keĢfi ile fenotipleme metodları gelistirilmiĢtir.  

Ġlk olarak 1983‟te Eckerson tarafından iki izoenzimin tuz ve pH‟a farklı yanıtlarını 

temel alarak iki fenotip tanımlanmıĢtır [48].  Tuz (NaCl) varlığında homozigot R 

allozim (RR) paraoksana karsı daha yüksek enzim aktivitesine sahiptir. 
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   Şekil 1.6 PON1 enzimi gen polimorfizmleri [6]. 

 

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

polimorfizmlerinden baska promoter bölgesinde de en az bes polimorfizm 

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

824/-832 (A/G) ve -907/-909 (C/G) bölgelerde bulunmaktadır (ġekil 1.6) [49,50].   

 

PON1 genindeki promoter polimorfizmlerinin, gen ekspresyonu ve 

enzimlerin serum düzeyleri üzerinde güçlü etkisinin olduğu bulunmuĢtur [17,33].  

HepG2 hücrelerindeki lusiferaz geninde yapılan çalısmalarda; promoter içersindeki 

GACC polimorfizmleri -909, -832, -162, ve -108 pozisyonlarında CGGT‟ye göre iki 

kat daha aktiftir [33].  -107T, -824G ve -907G polimorfizmleri en yüksek 

konsantrasyon ve aktivite gösteren polimorfizmlerdir ve -107T polimorfizmi, PON1 

gen ekspresyonu üzerinde baskın etkiye sahiptir [17,33].  Promoter aktivitesi 

içerisindeki bu varyasyonlar, serum PON1 konsantrasyonu ve aktivitesi içersindeki 

anlamlı faklılıklarla iliĢki halindedir [33].   
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Ayrıca promoter polimorfizmleri PON1 14 geninin 3‟ okunmayan bölgesi 

içersinde de ortaya çıkarılmıĢtır, fakat bunların önemi henüz bilinmemektedir [51]. 

 

Ġki populasyonun haplotip analizi göstermiĢtir ki; C(108)T polimorfizminin 

serum PON1 varyasyonunda %23-24 oranında esas katılımcıdır.  Ayrıca az da olsa 

A(-162)G polimorfizmi de %1,1 oranında etki etmektedir. -909 ve -832. bölgelerdeki 

polimorfizmlerin ise seum PON1 düzeyindeki farklılıklarla iliĢkisi bulunmamaktadır 

[51,34]. 

 

-108 ve -162 polimorfizmlerini kapsayan yaklaĢık 200 bp‟lik alan, PON1 

geninin transkripsiyonu için gereklidir[51-53].  -108. bölgede meydana gelen 

polimorfizm PON1 serum varyasyonunun en önemli katılımcısıdır.  Bu polimorfizm 

Sp1 ve Sp3 transkripsiyon faktörlerinin bağlanması için konsensusun ortasında 

lokalize olmuĢtur.  Bu konsensus alanı -108T varyasyonu varlığında engellenir      

[51,33].  Sp1‟in bağlanmasında polimorfizmlerin etkisi ile ilgili olarak yapılan  

araĢtırmalara göre -108. bölgeye Sp1‟in bağlanmasında T‟nin varlığının C‟den daha 

zayıf olduğu bulunmuĢtur [34].  -162. bölgede bulunan polimorfizm, NF-1 (nuclear 

factor-1) bağlanma alanının üzerinde bulunur. -162A varyasyonu NF-1‟in 

bağlanmasında G varyasyonuna göre daha yüksek aktivite göstermektedir.  - 62‟deki  

bu değiĢim gen ekspresyonu üzerinde açıklanabilir [49,51].  

 

PON1 promoter polimorfizmleri ve kodlama bölgesinde oluĢan 

polimorfizmler arasında iliĢki bulunmaktadır.  -108C ve 192R polimorfizmleri 

kardiyovasküler hastalıklara karsı daha düĢük seviyede koruma gösterir.  Bununla 

birlikte PON1-192 (Q/R) polimorfizmi enzim aktivitesi bakımından düĢünüldüğünde 

bağımsız olarak hareket eder [51]. 
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Şekil 1.7 PON1 enzimi promoter bölgesi polimorfizmleri [51]. 

 

Paraoksonaz polimorfik dağılımı büyük interetnik değiĢim göstermektedir.  

Türk populasyonunda RR allel oldukça düĢük bir oranda bulunmuĢtur.  Trimodal 

dağılım için QQ, QR ve RR allellerinin frekansı sırasıyla % 48.6, % 41.0 ve % 10.4 

olarak tespit edilmiĢtir[51].  DüĢük aktivite gösteren Q allel Avrupa, Kanada ve 

Amerika‟da yüksek, Avusturalya‟daki  Aborijinlerde ve Zambiya‟da düĢüktür [6]. 

 

PON1‟in kodlanma bölgesindeki diğer bir polimorfizm 102. kodonda 

izolösinden valine olan değisimdir [54].  PON1‟in promoter bölgesinde 5 tane 

polimorfizm tespit edilmiĢtir.  Bunlardan plazma PON1 seviyesini etkileyen en 

önemli olanı C108T polimorfizmidir [51].  

 

PON1 enziminin aktivitesi polimorfizme bağlı olarak oldukça değiĢim 

göstermektedir.  Söz konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak 

açıklanamamasına rağmen, klinik yayınlarda PON enzim aktivitesi ile çeĢitli 

hastalıklar arasında iliĢkinin belirlenmesine yönelik pek çok çalıĢmaya rastlanmıĢtır. 

Ayrıca yapılan çalıĢmalarda özellikle incelenen hastalıklar ile PON1 polimorfizmi 

arasında bir bağlantı olup olmadığı araĢtırılmıĢtır. 
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Öncelikle yapılan pek çok çalıĢmada kalp damar hastalıkları ile PON1 

R/Q192 polimorfizmi arasında önemli bir iliĢki olduğu gösterilmiĢtir [55,56].  

 

Ancak baĢka çalıĢmada PON1‟in Arjinin 192 polimorfizmi ile kalp damar 

hastalık riski ile iliĢkili olmadığı gösterilmiĢtir [57,58].  Benzer Ģekilde PON1‟in 

M/L55 polimorfizmi ile kalp damar hastalıkları oluĢma riski arasında bir grup 

çalıĢmada bağlantı var iken [42,58], diğer bir çalıĢma grubunda herhangi bir iliĢki 

olmadığı gösterilmiĢtir [59,60].  Sonuç olarak, PON1 192. ve 55. polimorfizm 

genotipleri direkt enzim aktivitesini etkilemektedir.  PON1 aktivitesi de geleneksel 

risk faktörleri dıĢında, kalp damar hastalıkları oluĢma tehlikesini bize önceden haber 

vermektedir. 

 

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

prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak herhangi iliskiĢi olmadığı gösterilmiĢtir  

[54].  Japon toplumunda tip 2 Ģeker hastalarında yapılan bir çalıĢmada, PON1 

enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalık arasında önemli bir bağıntı olmadığı 

tespit edilmiĢtir[61].  Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran 

kiĢilerde Parkinson hastalığı olma riskinin istatistiksel olarak (p<0.005) yüksek 

olduğu tespit edilmiĢtir [62].  Alzheimer hastalarında yapılan bir çalıĢmada, PON1 

geninin 192. polimorfizmi R allel görülme sıklığı kontrol grubuna göre oldukça 

düĢük bulunmuĢtur [63]. 

 

1.1.8 PON1’in Fonksiyonel Önemi 

 

PON1 ve bazı memeli paraoksonazları toksik ajanların  hücresel zararlarına, 

plazmadaki LDL‟nin lipitleri oksitlemesine ve bakteri endotoksinlerine karĢı 

koruyucu olarak hareket eder.  Ayrıca LDL‟nin lipit bileĢenlerinin oksidasyonundan 

oluĢan toksik ürünleri de inaktive edebilir [64]. 

 

1.1.9 Hidrolitik Aktivite; Organofosfatlara Karşı Koruma 

 

Paraoksonazın arterosklerozisin önlenmesindeki önemli fonksiyonlarından 

biri organofosfatlara  karĢı koruma sağlamasıdır [6].   
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OP bileĢikleri, tarımda pestisit olarak ürün verimini arttırma ve veteriner 

ilaçları yapımında kullanılan fosforik asitlerin triesterleridir.  OP‟lerin etki 

mekanizması sinir sistemi içersindeki asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu ile 

iliĢkilidir.  

 

Asetilkolinesteraz merkezi, somatik ve parasempatik sinir sistemindeki 

asetilkolinleri ve önemli nörotransmitterleri hidroliz eden bir enzimdir.  Paraokson da 

asetil kolinleri yıkan kolinesterazların kuvvetli inhibitörüdür, ardıĢık nöron 

uyarılması ile sinaptik bileĢkelerde asetilkolin birikimine yol açar.  Memelilerde 

karaciğerdeki detoksifikasyondan kaçan herhangi bir okson organofosfat etki alanına 

ulaĢmadan önce kanda serum PON1 enzimiyle hidroliz edilebilir.  Bu enzimin 

inhibisyonu ile OP zehirlenmeleri ve sinir sisteminde bozukluklar meydana gelir 

[31]. 

 

 Organofosfatlar, tüm bileĢiklerinde organik molekülünün bir parçasında 

fosfat grubu veya fosfat türevlerini içerirler.  OP‟lerin genel formülü büyük 

çoğunluğunda aynıdır.  Merkezde fosfat atomu bulunur ve fosfat atomunun oksijen 

veya kükürtle çift bağ yapmasına göre faklı adlandırılır (ġekil 1.8). OP, P=O 

formunda iken yalnızca asetilkolinesterazları etkileyebilir.  Genel olarak kullanıldığı 

insektisitlerde P=S formun oksijen analoglarına dönüĢmesi gereklidir.  R1 ve R2 

grupları genelde alkil veya aril gruplarıdır.  X grubu geniĢ bir değiĢkenlik 

göstermekle birlikte genelde alifatik, aromatik ve heterosiklik grupları 

tanımlamaktadır [42,65]. 

 

P

O

R

R2

X

( S )

R1 , R2 = Metil, etil, izopropil

X = Değişken grup

 
 

Şekil 1.8 OP bileĢiği genel formülü [71]. 

 

Organofosfatlar tarımdaki faydalarının yanı sıra insanların hayatını önemli 

ölçüde tehdit eden toksik kimyasallardır.  Paraoksonaz enzimi savunma sistemi 

oluĢturarak OP‟lerin zararlı etkilerini ortadan kaldırmaktadır.  
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Soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir gazlarını hidroliz ederek bunları 

daha az zararlı bileĢiklere dönüĢtürmektedir (ġekil 1.9) [42]. 

 

P

R2O

O

R1

X

PON1

+H2O
P

O

R2O R1

OH

+   HX

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

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

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

 

Şekil 1.9 Sinir gazlarının hidrolizi [66]. 

 

Ġnsan serum PON1 enzimi ayrıca paration, diazinon ve klorprifoz gibi çok  

sayıda insektisitin toksik okson metabolitlerini (ġekil 1.9) [67,68] ve soman, sarin ve 

tabun gibi organofosfat sinir ajanlarını hidrolizleyebilmektedir [69,70].  Ġnsan sağlığı 

açısından organofosfatlı bileĢikler ise terörizm tehdidi kadar bir çevresel risk 

olusturur [15].  PON1 enziminin çok yönlü bir araĢtırma konusu olmasının en önemli 

nedenlerinden biri budur. 

 

P

OR OC2H5

OC2H5
S

CytP450

P

OR OC2H5

OC2H5O

PON1

+H2O P

HO OC2H5

OC2H5
O

+  ROH   

O2N
+

R= Paraokson

N

Cl

Cl

R= Klorprifoz okson
N

N

R= Diazokson

 

 

Şekil 1.10 Ġnsektisitlerde yaygın olarak kullanılan okson metabolitlerinin 

hidrolizi[66]. 
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Bu aktivitelerinin yanında PON1 enzimi sınıflandırılmada yer aldığı A-

esteraz grubunda bulunması ile fenilasetat gibi ester substratlarını da 

hidrolizleyebilmektedir  (ġekil 1.10).[26,48]. 

 

o
(s)

o

(Tio)Fenil asetat

PON1

+H2O
OH

(SH)

+

HO O

O

O

2-Naftil asetat

 

 

Şekil 1.11 Aromatik esterlerin hidrolizi [66]. 

 

PON1 eksikliği gösteren böcekler organofosfat için hedef organizmadır.  

Memelilere kıyasla kuĢlarda organofosfat zehirlenmesine yatkınlık daha yüksek 

bulunmuĢtur, bu da kuĢlarda serum PON1 enziminin yokluğuna bağlıdır.  Benzer 

durum sürüngenler ve balıkların zehirlenmeye yatkınlığını da açıklar. 

 

Organofosfatlara karĢı koruma sadece enzimin kan ve dokuda bulunan 

düzeylerine bağlı değildir, izoenzimlere de bağlıdır.  B tip (R izozim) paraoksonu 

hidroliz etmede A tipten (Q izozim) daha etkilidir.   

 

Fakat birçok organofosfat B‟ye göre A izozimi ile daha iyi hidroliz edilebilir.  

Bu nedenle PON1‟in koruyucu rolü değerlendirilirken PON1‟in düzeyinin yanısıra 

tipi de dikkate alınmalıdır [6]. 

 

1.1.10  Lipopolisakkarid inaktivasyonu; Bakteriyel endotoksinlere karşı 

koruma 

 

Ġnsan serumunda HDL‟de bulunan bir proteinin bakteriyel lipopolisakkaritleri 

inaktive ederek toksik semptomları önlediği saptanmıĢtır.  Lipopolisakkarit 

inaktivasyonu immunolojik olmaktan çok enzimatik bir reaksiyondur.  Bu 

reaksiyondan sorumlu enzimin PON1 olduğu saptanmıĢtır.   
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PON1, bakteriyel lipopolisakkariti lipit A molekülündeki 4‟ fosfat üzerine 

fosfataz etkisi ile hidroliz eder.  HDL‟nin bir subfraksiyonu olan Tripanolitik faktör 

(TLF) Trypanosoma brucei’e sitotoksiktir ve apo AI, PON, haptoglobulin ile iliĢkili 

bir proteindir.  

 

Lizozomal pH‟ta aktive olan PON‟un peroksidaz aktivitesi olduğu 

düĢünülmektedir.  HDL kompleksinin endotoksin toksisitesine karĢı koruyucu 

olduğu bilinmektedir.  Gram (-) bakteriyel enfeksiyon sırasında endotoksemi 

geliĢimine karĢı korumayı bir ölçüde sağlar.   

 

PON, makrofaj hücre yüzeyindeki CD14 spesifik bağlayıcı proteinle, bakteri 

yüzeyinden köken alan lipoprotein polisakkaritin etkileĢimini önler.  Aksi takdirde 

TNF-α, IL-1, IL-6 gibi sitokin baslıklarının salınımını baĢlatır, bu sitokinler değiĢik 

semptomlara neden olur [6].  

 

Dr Standiford‟un yaptığı çalıĢmada; farelere, lipopolisakkarit (LPS) 

enjeksiyonundan iki saat önce saflaĢtırılmıĢ PON1 enjekte edilmiĢtir ve hayvanların 

%60‟ı hayatta kalmıĢtır.  Buna karĢılık farelere LPS enjeksiyonundan 2 saat sonra 

PON1 verildiğinde farelerin % 30‟u yaĢamıĢtır.  PON1 enjeksiyonu hiç yapılmadan 

LPS verildiğinde bütün fareler ölmüĢtür.  Bu ve diğer çalıĢmaların sonucu olarak 

PON1‟in hücreleri LPS‟den koruma yeteneğine sahip olduğu anlaĢılmaktadır.  Fakat 

PON1‟in tip ve düzeyinin bireylerin endotoksinlerine karĢı duyarlılığı fark yaratıp 

yaratmadığı tartıĢmalıdır [64]. 

 

1.1.11  Oksidatif veya Peroksidatif Aktivite; LDL Oksidasyonunun 

Önlenmesi 

 

PON1, LDL oksidasyonu üzerinde HDL‟nin koruyucu etkisinden sorumlu 

HDL ana bileĢenidir.  HDL, antioksidant ve antiemflamatur özelliklere sahiptir ve 

LDL oksidasyonunu buna bağlı olarak da arterosklerozisi geciktirir.  Paraoksonaz 

arterosklerozise karĢı koruyuculuğunu sahip olduğu laktonaz aktivitesi ile 

göstermektedir.  Enzim dört atomdan yedi atoma kadar değiĢen lakton halkası ihtiva 

eden en az otuz çeĢit laktonu hidrolizleyebilmektedir [6]. 
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PON1‟in koruyucu etkisini ölçebilen uygun metodlar hala bulunamamıĢtır.  

Analiz yapılırken inkübasyon süresince enzimin dereceli inaktivasyonu, 

stabilizasyonu etkileyen faktörler, metallerin etkileri, sülfirid ayıraçlar ve indirgen 

ajanlar dikkate alınmalıdır.   

 

Bu tartıĢmalı limitler açıkça gösterir ki; PON1 çok düĢük düzeylerde 

oksitlenmiĢ LDL‟lerin  oksidatif  zararlarından hücreleri koruyucu etkiye sahiptir ve 

PON1‟in bu özelliği bu proteinin önemli fizyolojik özelliği olarak kendini gösterir 

[64]. 

 

1.1.12  Enzimin Saflaştırılması 

 

Paraoksonaz enzimi karaciğerde, endoplazmik retikulum membranlarının 

parçacıklarının uçları kapanarak oluĢan mikrozomlarda, serumda HDL‟ye bağlı 

olarak bulunmaktadır [71].  SaflaĢtırma prosedürlerinde öncelikle söz konusu 

enzimin bağlı olarak bulunduğu yapılardan uzaklaĢtırılması gerekmektedir.  

 

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

tavĢan böbreğinden yaklaĢık 13 kat [72] ve daha sonra Mounter tarafından 65-100 

kat saflaĢtırılmıĢtır [73].  Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflaĢtırma koyun 

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

Main tarafından baĢarılmıĢtır [74].  Daha sonra Furlong ve arkadaĢları tarafından 

insan ve tavĢandan söz konusu enzim saflaĢtırılmıĢ ve cDNA‟sı karakterize edilmiĢtir 

[75].  

 

Paraoksonaz enziminin saflaĢtırılması için, ulaĢılmak istenen saflık 

derecesine ve enzimin serumda veya karaciğerde bulunuĢ durumuna göre değiĢen 

çok çeĢitli metotlar tanımlanmıĢtır.  Bu metotlardan sıklıkla uygulananları 

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

kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi, 

amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE anyon değiĢtirme kromatografisi, Concanavalin 

A-Sepharose afinite kromatografisi, Mono Q HR 5/5 anyon değiĢtirme 

kromatografisi ve DEAE Biojel kromatografisidir.   
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Uygulanan metotların sırası enzim kaynağının serum veya karaciğer olmasına 

bağlı olarak değiĢebilir. Bazı durumlarda bir yada diğer saflaĢtırma basamağı tekrar 

kullanılabilir.  Örneğin; Gan ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada insan serum 

paraoksonazının saflaĢtırma prosedürü için iki DEAE anyon değiĢtirme 

kromatografisi adımı bildirilmektedir [19].   

 

Furlong tavĢan ve insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue 

3GA-Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel 

filtrasyon kromatografi yöntemlerini kullanarak saflatırmıĢtır [76].   

 

Paraoksonaz enzimi karaciğerde mikrozomlara, serumda da HDL‟ye bağlı 

olmasından dolayı homojen bir saflık elde etmek oldukça zordur [77].  Söz konusu 

enzimin saflaĢtırılması sırasında bağlı olduğu yapılardan uzaklaĢtırılması 

gerekmektedir.  Bu amaçla, karaciğerde enzimi mikrozomlardan ayırmak için 

TritonX-100 kullanılırken [78] serumda HDL‟den uzaklaĢtırılması için deterjan veya 

yüksek tuz konsantrasyonu kullanılması gerekmektedir [76]. 
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1.2 Pestisitler 

 

Pestisitler, insan ve hayvan vücudu ile bitki ve cansız cisimlerin üzerinde ya 

da çevresinde bulunan veya yaĢayan; ayrıca besin maddelerinin üretimi, 

hazırlanması, depolanması ve tüketimi sırasında onların besin değerlerini azaltan 

veya hasara uğratan zararlıları (böcek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu vb.) 

öldürmek için kullanılan maddelerdir [1]. 

 

Pestisitler, öldürdükleri hedef organizmaya göre aĢağıdaki Ģekilde 

gruplandırmak mümkündür: 

 

  Ġnsektisitler       Böcek öldürücüler. 

  Herbisitler         Zararlı ot öldürücüler. 

  Fungisitler        Küf ve mantar öldürücüler. 

  Nematisitler      Nematod öldürücüler. 

  Rodentisitler     Sıçanları ve diğer kemirgen öldürücüler[80]. 

 

Pestisitlerin kullanımı çok eski tarihlere dayanmaktadır. M.Ö. 1500‟lere ait 

bir papirüs üzerinde bit, pire ve eĢek arılarına karĢı insektisitlerin hazırlanıĢına dair 

kayıtlar bulunmuĢtur. 19.yy‟da zararlılara karĢı inorganik pestisitler kullanılmıĢ, 

1940‟lardan sonra pestisit üretiminde organik kimyadan faydalanılmıĢ, DDT ve diğer 

iyi bilinen insektisit ve herbisitler keĢfedilmiĢtir.   

 

Bugüne kadar 6000 kadar sentetik bileĢik patent almasına karĢın, bunlardan 

600 kadarı ticari kullanım olanağı bulmuĢtur [81]. 

 

Vücuda giren pestisitlerin belirli bir kısmı idrarla dıĢarı atılırken, birçoğu ise 

özellikle yağ dokusunda depolanmaktadır.  Kadınlar daha fazla yağ dokusu içerdiği 

için pestisit birikimi erkeklere oranla daha fazladır.  Bazı pestisitlerin insan sağlığı 

üzerindeki etkileri Çizelge 1.1‟de gösterilmiĢtir [80]. 
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Akut Etkiler 

BaĢ dönmesi 

Kırmızı,yaĢlı,yanan gözler 

Uykusuzluk 

Yorgunluk 

AĢırı terleme 

Bulanık görme 

BaĢ ağrısı 

Kas ağrısı 

Kusma 

Mide krampları 

Cilt kızarıklıkları 

Şiddetli Akut Etkiler 

Çok küçük gözbebekleri 

Ġshal 

Solunum zorluğu 

Felç 

Çırpınmalar 

Ağız, burundan akıntılar 

Koma veya bilinçsizlik 

Ölüm 

Uzun Vadeli Etkiler 

Beyin hasarı 

BağıĢıklık sisteminde hasar 

Karaciğerde hasar 

Kanser 

Kısırlık 

Genetik hasar 

Sinir sisteminde hasar 

Böbreklerde hasar 

Deri hastalıkları 

Çocuk düĢürme 

Ceninde hasar 

 

Çizelge 1.1 Bazı Pestisitlerin Ġnsan Sağlığına Etkileri [80]. 
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Pestlerin (zararlı canlı) kontrolünde vazgeçilmez kimyasal mücadele aracı 

olan pestisitlerin çoğunluğu, esas hedefleri olan zararlılara karĢı spesifik olmadıkları 

için insan ve hayvanlarda da zehirleyici olmaktadır.  Organik klorlu pestisitler kalıcı 

özellikleri dolayısıyla çevrede birikerek ve besin zincirine girerek toplum ve çevre 

sağlığı için önemli bir risk taĢırlar.  Böylece, dinamik bir denge halinde kalmaya 

çalıĢan çevrede ekolojik denge bozukluklarına sebep olurlar.  Pestisitler hava, su, 

toprak, besin yoluyla ve ayrıca barınaklar, çevre ve alan ilaçlamaları sonucunda 

kalan artıkları ile besin kirlenmesine yol açarlar.  Kalıcı pestisitlerin uygulanması 

sonucu ortaya çıkan en önemli kronik zehirlenme riski çevre kirliliği sonucu besin 

zincirine giren ve sonuçta nihai tüketici olan insana kadar her kademede gittikçe 

yoğunlaĢarak ulaĢan pestisit kalıntılarıdır [82]. 

 

Pestisit kalıntıları, çevre kirlenmesinin yanında toprağın mikrobiyal aktivitesi 

ve bu nedenle de toprağın verimliliği açısından da önem taĢımaktadır.  Bu bileĢikler, 

toprak ve sudaki yararlı mikro florayı ve bunların enzimatik faaliyetlerini        

olumsuz yönde etkilemektedir [83].  Tarımsal ilaçlar bu sistemin en önemli 

düĢmanlarındandır.  Pestisitler toprağa uygulandıktan sonra yağmur sularıyla 

yıkanarak drenaj kanallarına oradan da sulak ortamlara ulaĢmaktadır.  Sulak ortama 

ulaĢan pestisitler, bu ekosistemde uzun süre bozulmadan kalabilmektedir [84]. 

 

Tarım ilaçlarının yalnızca zararlı canlılara karĢı etkili olmasının istenmesine 

rağmen, bu ilaçların büyük çoğunluğunun hem kontrol ettikleri canlılara karĢı hem 

de insan ve diğer memelilere çok toksik etki yapabildiği belirtilmektedir.  Tarımsal 

ve tarımsal olmayan amaçlar için günümüzde milyonlarca tarım ilacı, milyonlarca 

dönüm araziye uygulanmaktadır.  Bunların bir kısmı, yarılanma süresinin uzun 

olması nedeniyle, uzun süre toprakta parçalanmadan kalabilmekte, yerüstü ve yer altı 

sularına karıĢabilmektedir [85]. 

 

Su, en büyük kaynaklarımızdan biri ve yaĢamın temelidir.  Ġnsanoğlu içmek, 

piĢirmek ve yıkanmak için temiz suya ihtiyaç duyar.  Temiz su çiftçilerin ürünlerini 

sulamak ve çiftlik hayvanlarını beslemek için esastır.  Yer altı suları dünyanın temel 

taze su kaynağıdır.  Belirli koĢullar altında pestisitler yer altı sularına geçebilirler.   
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Pestisitler, yer altı sularına ulaĢtıktan sonra parçalanmaya devam ederler.  

Fakat, daha az ıĢık, sıcaklık ve oksijen nedeniyle daha düĢük oranda parçalanırlar.  

Yer altı suyu kirlendiği zaman kirli su akıntıları, nehirler ve göllerde de bulaĢmaya 

neden olur.  BulaĢma kaynakları durdurulmuĢ olsa bile, bir yeraltı su havzasının 

doğal iĢlemlerle kendi kendisini saflaĢtırması zaman gerektirir.  Bu kaynaklardaki su 

yıllarca kullanılamaz [86]. 

 

Sulardaki insektisit kalıntıları genellikle çözünmez, süspansiyon Ģeklinde 

organik maddelerde, sedimentlerde, çamurda, çürüme artıklarında ve planktonlarda 

tutunur.  Bu yolla besin zincirine girerek, suda yaĢayan omurgasızlarda, balıklarda  

kolaylıkla birikebilirler.  Balıklardaki insektisit yoğunluğu sudakinin 1.000-10.000 

katını bulabilir.  Sularda bakteriler ve planktonlarda tutunan insektisit, balıklara 

kadar olan besin zincirinde; balıklarda en yüksek yoğunluğu bulur.  Balıklarla 

beslenen canlılarda ise daha yüksek düzeye ulaĢır.  Birçok balığın yaĢam devresinde 

bu noktada canlı kalma gücü çok az olduğundan tarım ilaçlarının etkisi bu gibi 

türlerin azalmasına neden olabilir [86]. 

 

Hava, içerisinde yer alan partikülleri uzun mesafelere götürme özelliğine 

sahiptir.  Bu nedenle, pestisit uygulamaları sırasında sürüklenmeler meydana gelir.  

Havadaki pestisitler kontrol edilemeyip sürüklenirse; su yollarına, evlere ve yeĢil 

alanlara ulaĢırlar.  Böylece insanlara, evcil hayvanlara, yaban hayatına ve hassas 

bitkilere zarar verebilirler.  Bir çok ülkede, sürüklenme kontrolünün güçlüğü 

nedeniyle, havadan ilaçlamalar önerilmemekte ya da  kısıtlanmaktadır [86]. 

 

1.2.1  Araştırmada Kullanılan Pestisitler 

 

1.2.1.1  Decis 2,5 EC™ 

 

Yaygın  Adı : Deltamethrin  

IUPAC Adı : [cyano-(3-phenoxyphenyl)-methyl] 3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2-

dimethyl-cyclopropane-1-carboxylate  

Kullanım Amacı : Ġnsektisit 

Molekül Formülü : C22H19Br2NO3 
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Molekül Ağırlığı : 505.21 g mol
−1

 

Kimyasal Yapısı :  

 

 
 

GörünüĢ : Açık sarı kristaller 

Erime Noktası : 98 ˚C 

Çözünürlük : Su ile her oranda karıĢabilir. 

Stabilitesi : Ekstrem sıcaklık değerlerine ve doğrudan güneĢ ıĢığına maruz kaldığında 

bozunabilir. 

Uygulamalar : Decis , temas ve mide zehiri olarak etki gösteren bir insektisittir.  

Tahıllar, meyveler, bağlar, sebzeler, süs bitkileri, pamuk ve ot ürünleri gibi ürünlerin 

çok geniĢ bir alanında çiğneyici emici böceklerin kontrolü için kullanılır.  Tavsiye 

edildiği gibi kullanıldığı zaman fitotoksik değildir.   

Toksikoloji Bilgi : 

Ani oral toksisite : LD50 (sıçan) 431 mg/kg.  Ani solunum toksisite : LD50 (sıçan) 2,69 

mg/kg.  Ani dermal toksisite : LD50 (sıçan) >2.000 mg/kg.   Ciltde tahriş : Cildi tahriĢ 

eder (tavĢan).  Gözde tahriş : Ciddi göz hasarları tehlikesi (tavĢan). 

İlave bilgiler : Yüzde veya mukozalarda yanma veya batma ortaya çıkabilir bunlar 

geçicidir maksimum 24 saat içinde geçer.  Yüksek konsantrasyondaki buharlarının 

solunması narkoz etkisi yapar [87]. 

 

1.2.1.2  Fosforin M™ 

 

Yaygın Adı : Metil -Parathion 

IUPAC Adı : O,O-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioat 

Kullanım Amacı : Ġnsektisit 

Molekül Formülü : C8H10NO5PS 

Molekül Ağırlığı : 291.3 g/mol 
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Yapısal Formülü :  

 

 

 

GörünüĢü : Renksiz kristaller 

Erime Noktası : 35-36˚C 

Çözünürlüğü : Suda,  55 mg / L (20˚C).  Çoğu organik çözücülerde iyi çözünür. 

Örneğin: diklormetanda ve toluende > 200 g/l (20˚C), hekzanda 10-20 g / L (20˚C). 

Stabilitesi : Bazik veya asidik çözeltilerde belirli Ģartlarda hidroliz olur.  

Uygulamalar : Temas, mide zehiri ve solunumda etkilidir.  Tahıllar, meyveler, 

bağlar, sebzeler, süs bitkileri, pamuk ve ot ürünleri gibi ürünlerin çok geniĢ bir 

alanında çok sayıdaki emici ve çiğneyici böcekleri kontrol eden organik fosforlu bir 

insektisittir.  Tavsiye edildiği gibi kullanıldığı zaman fitotoksik değildir.   

Toksikoloji Bilgi:  

Ani oral toksisite : LD50 (sıçan) 3 mg/kg, LD50 (erkek fare) 30 mg/kg, LD50 (erkek ve 

diĢi tavĢanlar) 19 mg/kg, LC50 (96 h) (GökkuĢağı alabalığı) 2,7 mg/L [88]. 

 

1.2.1.3  Confidor SC 350™ 

 

Yaygın Adı : Imidacloprid 

IUPAC Adı : N-[1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5-dihydroimidazol-2-yl]nitramide 

Kullanım Amacı : Ġnsektisit 

Molekül Formülü : C9H10ClN5O2  

Molekül Ağırlığı : 255.661  g / mol 
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Yapısal Formülü : 

  

 

GörünüĢü : Renksiz kristaller 

Erime Noktası : 136.4-143.8 °C 

Çözünürlüğü : Suda,  51 mg / L (20˚C)      

Stabilitesi : 40 
o
C'den sonra ısıya duyarlı.  -10 

o
C'den sonra donmaya karĢı hassas. 

Uygulamalar : Mide ve temas yolu ile etki eder ve etki süresi oldukça uzundur. 

Damlama sulama ya da sulama  suyu ile kullanıldığında , topraktan kökler yoluyla 

alınır , sürgün ve yapraklara ulaĢarak emici ve ısırıcı böceklere karĢı uzun süreli 

koruma sağlar.  

Toksikoloji Bilgi : 

Ani oral toksisite : LD50 (Sıçan erkek) : 768 mg/kg, LD50 (Sıçan diĢi) : 1042 mg/kg 

Ani dermal toksisite : LD50 (Sıçan) : > 5000 mg/kg, Ani solunum toksisite : LD50 

(Sıçan) : > 1,752 mg/l [87].  

 

1.2.1.4  Gibber 20 SI™ 

 

Yaygın Adı : Giberelik asit (GA3) 

Kullanım Amacı : Bitki geliĢim düzenleyici (BGD) 

Molekül Formülü : C19H22O6 

Molekül Ağırlığı : 346.37 g/mol 

Yapısal Formülü : 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Imidacloprid.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Imidacloprid.png
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GörünüĢü : Renksiz kristaller 

Erime Noktası : 136.4-143.8 °C 

Çözünürlüğü : Suda,  50 mg / L (20˚C)      

Stabilitesi : Ekstrem koĢullar haricinde bozunmaya karĢı dayanıklı. 

Uygulamalar : Giberelik asit (GA3) birçok kültür bitkisinde değiĢik amaçlarla 

kullanılan bir bitki geliĢim düzenleyicisidir(BGD).  Giberelik asit, gibberellin 

grubundan ve bitkilerin bünyesinde doğal olarak bulunan bir hormondur.  Bitki 

hücrelerinde hücrelerin uzamasını sağlar ve büyümeyi teĢvik eder, tohumların 

çimlenme kabiliyetini arttırır, bazı bitkilerde döl tutumunu arttırır, bazılarında 

(çekirdeksiz üzüm gibi) dane irileĢtirici etki yapar. 

Toksikoloji Bilgi : 

Ani oral toksisite :  LD50 (TavĢan) : 6300 mg/kg  

Ani dermal toksisite : LD50 (TavĢan) : 2001 mg/kg [89]. 

 

1.2.2 Pestisitlerle İlgili  Yapılan Bazı Çalışmalar 

 

Ġnsanoğlunun, artan dünya nüfusuna karĢılık, yaĢamını sürdürebilmek için 

gıda, hammadde ve enerji kaynağı olarak her zaman ihtiyaç duyduğu tarım 

bitkilerine olan bağımlığı da artmıĢtır.  Bu nedenle tarım alanlarından maksimum 

düzeyde ürün elde etmeyi sağlamak ve ürün kaybını en aza indirmek amacıyla, bitki 

zararlılarına karĢın zirai mücadele ilaçlarının çeĢidi ve kullanım sahası 

yaygınlaĢmıĢtır.   

 

Zararlılara karĢı geniĢ çaplı kullanım alanına sahip olan pestisitlerin meydana 

getirdiği olumsuz etkiler ve bu etkilerin özellikle memeli hayvanların normal 

yaĢamlarında ne gibi değiĢiklikler meydana getirdikleri bilim adamları tarafından 

belirlenmeye çalıĢılmıĢtır.  Yapılan bu araĢtırmalardan bazıları aĢağıda verilmiĢtir.   

 

200 ppm DDE ve 100 ppm DDT içeren diyetlerle beslenen Japon 

bıldırcınlarında (Coturnix japonica) yumurta bezi karbonik anhidraz aktivitelerinde 

% 12-15 azalma olduğu bildirilmiĢtir [90]. 
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Yayın balığı (Ictalarus punctatus) eritrositlerinden elde edilen karbonik 

anhidraz enziminin 56 önemli su kirleticilerine karĢı fiziko-kimyasal özelliklerini 

araĢtırılmasında; pestisitlerin Ģiddetli inhibisyon etkisi tespit edilmiĢtir [91]. 

 

Suda çözünerek akuatik ekosisteme girebilen organik fosfatlı bir pestisit olan 

Acephate‟ın, alabalıkların solungaç ve kan eritrositlerindeki karbonik anhidraz (CA) 

enzimi üzerine in vitro etkisinin araĢtırılmasında bu insektisitin CA aktivitesini 

inhibe ettiği gösterilmiĢtir [92]. 

 

Herbisit divron (DCMU = Spesifik fotosentez inhibitörü) „un CA aktivitesini 

yarı yarıya inhibe ettiği [33] ; divron ve siklohegzimitin CA aktivitesini inhibe ettiği 

[34]; ethoksazolamid, asetazolamid ve sulfanilamidin CA aktivitesinin inhibitörleri 

olduğu tespit edilmiĢtir [93]. 

 

Tandon ve Dubey, organik fosforlu bileĢiklerden Malathion‟un , tatlı su 

balıkları üzerindeki etkisinin tespitinde, karaciğer ve böbrek fruktoz-1,6-difosfat  

aldolaz seviyesinin artmasıyla birlikte ölümlere sebep olduğunu rapor etmiĢlerdir 

[94]. 

 

Çelik ve arkadaĢları., Penncozeb Dithane, Cupravit, Bayleton, Baythroid, 

Mavrik, Talstar ve Endosülfan pestisitlerinin, insan eritrosit CA izoenzimleri (HCA-I 

ve HCA-II) ve sığır eritrosit CA (BCA) enzimi üzerine etkisini araĢtırmıĢlardır.   

 

Baythroid, Talstar ve Mavrik‟in, sığır CA ve insan CA izoenzimlerine 

inhibitör etkisi görülmüĢtür.  Dithane sadece BCA‟ yı inhibe etmiĢtir [95]. 

 

Ceron ve arkadaĢları, organik fosforlu pestisit olan Diazinon‟un 0,42 mg / L 

(96) saat konsantrasyonuna deneysel olarak maruz bırakılan yılan balığının                

(Anguila anguila) beyin ve plazmadaki kolinesteraz aktivitesini belirlemiĢlerdir.  

Diazinon‟un inhibitör etkisini beyin dokusundaki kolinesteraz için  % 70 ve plazma 

örneklerindeki kolinesteraz için  % 90 olarak saptamıĢlardır [96]. 
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ġekeroğlu ve arkadaĢları, yedi serum enzimi aktivitesi üzerine bazı 

pestisitlerin in vitro etkilerini araĢtırmıĢlar ve bu çalıĢmalarında enzimlerden serum 

amilaz, kreatin kinaz, aspartat amino transferaz, alanin amino transferaz, alkalin 

fosfataz, gama glutamil transferaz ve laktat dehidrogenazı Endosulfan, Mavrik,     

2,4-D ve Neoran pestisitlerinin inhibe ettiğini bildirmiĢlerdir [97]. 

 

Arslan ve arkadaĢları, alkalin fosfataz, amilaz, kreatin kinaz, gama glutamil 

transferaz ve laktat dehidrogenaz üzerine Baythroid, Imperator, Meothrin, Sumicidin, 

TCA ve Talstar pestisitlerinin etkilerini araĢtırmıĢlar ve bu kimyasalların inhibisyon 

etkileri olduğunu rapor etmiĢlerdir [98]. 

 

Türkoğlu ve arkadaĢları,  bazı ticari pestisitlerin sığır serumundan 

saflaĢtırılan asetil kolin esteraz üzerine in vitro inhibisyon etkisini araĢtırmıĢlardır.  

Bu pestisitlerden Endosülfan, 2,4-D, Methyl Parathion, Malathion, Meothrin, 

Baythroid, TCA ve Linuron‟un bu enzim üzerinde inhibitör etkiye sahip olduğunu 

bildirmiĢlerdir [99]. 

 

Turan ve arkadaĢları, Folidol, Amin'a, Trimidal, Fusilade, Rubigan, 

Fenarimol gibi, bazı pestisitlerin insan eritrosit karbonik anhidraz enzimi aktivitesi 

(in vitro) üzerine inhibisyon etkilerini incelemiĢlerdir [100]. 

 

BaĢka bir çalıĢmada ise, bazı herbisitlerin iki farklı balık türündeki asetil 

kolin esteraz enzimi üzerindeki inhibisyon etkisi incelenmiĢtir [101]. 

 

Literatüredeki farklı diğer bir çalıĢma da ise Oktay Arslan ve çalıĢma grubu 

Rubigan [2,4′-dikloro-α-(pirimidin-5-yl) benzhidril alkol], Metidol [O,O-dimetil O-

4-nitrofenil fosfortioat ], Super amin‟a [(2,4-diklorfenoksi) asetik asit dimetil 

amonyum] ve Trimidal [2-kloro-4′-fluoro-α-(pirimidin-5-yl) benzhidril alkol] 

bileĢiklerinin, Cyprinus carpio, Diplodus vulgaris, Scorpaena porcus, Salmo 

gairdnerii ve Barbus barbus eritrositlerinden elde edilen karbonik anhidraz enzimleri 

üzerinde inhibisyon etkilerini inlemiĢlerdir [102]. 
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1.3 Araştırmamızda Kullanılan Koyun Türleri 

 

37,5 milyona ulaĢan sayısıyla Türkiye deki koyun populasyonu toplam 

hayvan populasyonu içinde önemli bir yere sahiptir.  Bu koyun populasyonu 

sayesinde Türkiye dünyadaki koyun yetiĢtiren ülkeler arasında 7. sıradadır.  

Türkiye‟nin toplam süt üretiminin %10.1 ( 1047000 ton ) ve toplam et üretiminin 

%26.1 ( 112800 ton ) koyun yetiĢtiriciliğinden sağlanmaktadır.   

 

Türkiye de koyun yetiĢtiriciliğinin tercih edilmesindeki en önemli nedenler 

coğrafi yapı ve hava koĢullarıdır.  Tarım için kullanılamayan geniĢ alanlar koyun 

yetiĢtiriciliği için uygun ortam sağlamaktadır.  Türkiye‟nin Orta ve Doğu Anadolu 

bölgelerindeki otlaklarda bulunan bitki örtüsü sert hava  koĢulları yüzünden zayıf ve 

düĢük bir kaliteye sahiptir.  Ancak Türkiye‟nin Marmara ve Ege bölgeleri gibi batı 

kısımları hava Ģartlarının daha yumuĢak ve otlak kalitesinin daha iyi olmasından 

dolayı koyun yetiĢtiriciliği için daha uygundur.  Marmara bölgesindeki yaygın koyun 

ırkları Kıvırcık ve Türk Merinos Koyun ırklarıdır.  Marmara bölgesinde 2,5 milyon 

Kıvırcık Koyunu ve 0,3 milyon Türk Merinos Koyun türü bulunmaktadır. 

 

Kıvırcık koyunu  et kalitesi iyi bir sertliğe sahip olmasından dolayı yöresel ve 

önemli koyun türleri arasında en iyi olarak bilinir.  Türkiye‟ye ek olarak Kıvırcık 

Koyunu Bulgaristan ve Yunanistan da yetiĢtirilir.  Özellikle Trakya‟nın batı 

kısımlarında Trakya Koyunu olarak anılır.   

 

 

Şekil 1.12 Kıvırcık Koyunu [103]. 
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Yerli Kıvırcık Koyununu yetiĢtirme çalıĢmaları Türkiye Cumhuriyetinin  

kuruluĢundan itibaren devam etmektedir.  1934'den sonra Kıvırcık Koyununun vücut 

performansını ve yün kalitesini artırmak amacı ile Alman Merinos koçları 

Türkiye‟ye getirildi.  Getirilen bu koçlarla yerli Kıvırcık koyunları çiftleĢtirildi. 

 

 

    Şekil 1.13 Alman Merinos Koçları [103]. 

 

Bu çiftleĢtirme iĢleminden 4-5 jenerasyon sonra istenen vücut performansında 

ve  yün kalitesinde koyunlar elde edildi.  MelezleĢtirme iĢlemi yapay  döllenme 

vasıtasıyla gerçekleĢtirildi ve bunun sonucunda yeni bir koyun türü elde edildi.  Bu 

elde edilen ilk Türk Merinos koyun türüne Karacabey Merinos koyunu adı verildi. 

 

 

Şekil 1.14 Karacabey Merinos Koyunu [103]. 

 

1935'ten sonra bu melezleĢtirme çalıĢmaları Bursa ve Balıkesir illeri 

civarındaki özel yetiĢtiriciler tarafından Karacabey (Bursa) Eyalet Çiftliğinde 

kıvırcık koyunları üzerinden devam ettirildi.   
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1935-1940 yılları arasında 620.000 Kıvırcık koyunu Alman Merinos 

koçlarının spermlerinden yapay döllenme vasıtasıyla elde edildi.  Bu yıllarda Türkiye 

yapay döllenme yolu ile koyun elde eden ülkeler arasında dünyada ikinci sırayı 

almıĢtır. 

 

1952'den sonra Alman Merinos Koçu ile melezleĢtirme çalıĢmaları Konya‟da 

yerli Ak-Karaman koyun türü kullanılarak devam ettirilmiĢtir.  Bu çalıĢmalar genotip 

olarak %80 Alman Merinos Koçu ve %20 Ak-Karaman koyunu elde edilene kadar 

sürdürülmüĢtür.  Bu elde edilen yeni tür Orta Anadolu Merinos Koyunu olarak 

adlandırılmıĢtır. 

 

Daha sonra hem Karacabey Merinos Koyunu hem de Orta Anadolu Merinos 

Koyunu Türk Merinos Koyun Türü adı altında tek bir isimle anılmaya baĢlanmıĢtır 

[103].   

 

 

       Şekil 1.15 Türk Merinos Koyunu [103]. 
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 1.4 Araştırmanın Amacı 

 

 Et, süt, yün gibi özelliklerinden yararlanılan koyunlardan sağlıklı ürünler elde 

edebilmek için bu hayvanların sağlıklı yaĢam alanlarında yetiĢtirilmesi 

gerekmektedir. 

 

 Günümüz dünyasında artan çevre kirliliği özellikle kırsal kesimlerde 

yetiĢtirilen koyunların sağlığını tehdit eden önemli sorunlardan birini 

oluĢturmaktadır.  Bu önemli soruna çözüm bulunabilmesi amacıyla bazı bileĢiklerin 

araĢtırılmasına gerek duyulmaktadır.   

 

Bu nedenle ülkemizde ve dünyanın bazı bölgelerinde  ürün veriminin 

arttırılması amacıyla çok sık kullanılan Decis 2,5 EC™, Confidor SC 350™ , 

Fosforin M™, Gibber 20 SL bileĢiklerinin metabolizmada fizyolojik öneme sahip 

paraoksanaz enzimi üzerine etkilerinin araĢtırılmasının önemli olacağı kanatindeyiz.   

 

 Bu çalıĢmamızda, Kıvırcık ve Merinos koyun serumlarından hidrofobik 

etkileĢim kromotografisi ile saflaĢtırılan paraoksanaz enziminin kinetik ve 

elektroforetik özelliklerinin araĢtırılması planlanmıĢtır. 
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 2. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

  

2.1 MATERYALLER 

 

2.1.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 

Deneysel çalıĢmalarda kullanılan, Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin, 

standart serum albumin, N,N,N,N‟tetrametiletilendiamin (TEMED), trihidroksimetil 

aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCl, Sigma Chemical Comp‟den; sodyum 

hidroksit, amonyum sülfat, fosforik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum 

dihidrojen fosfat, β-merkaptoetanol, sodyum dodesil sülfat, akrilamid, N,N, metilen 

bis akrilamid, amonyum persülfat, brom fenol mavisi, gliserol, Coomassie brillant 

blue G-250, sodyum bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum klorür, 

aseton, ağır metaller Merc Chemical‟dan sağlandı.  

 

2.1.2 Kullanılan Alet ve Cihazlar 

 

Bu çalıĢmada aĢağıdaki alet ve cihazlardan yararlanılmıĢtır. 

 

Buz  Makinesi     

Elektroforez Sistemi                                

Fiocchetti AF10 

Hoefer, HSI 

Kromotografi Kolonu Sigma (1.5 ×10 cm) 

Manyetik KarıĢtırıcı- Isıtıcı WiseStir MSH-20 A 

Otomatik pipetler Transferpette, Nichipet EX 

pH metre Hana pH 211 Microprocessor 

Soğutmalı Santrifüj Sigma 3K15 

UV-Spektrofotometresi CARY 1E, UV-Visible 

Spektrophotometer-VARIAN 

Vorteks Fisons Whirli Mixer 
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Terazi Precisa XB 220A 

Jel Görüntüleme Sistemi  Gel Doc-H Imaging System 

(UVP) 

Gradient Mikser Atta magnetik karıĢtırıcı ve 

gradient tüp 

 

 

2.1.3  Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

 

                    Hidrofobik jelin sentezinde kullanılan tamponlar 

 

0.1 M NaHCO3 Tamponu (pH 10.0);  8.401 g (0.1 mol) NaHCO3 950 ml distile 

suda çözülerek,  1 N NaOH ile pH‟ sı 10.0‟ a getirildi ve son hacim distile su ile 1L‟ 

ye tamamlandı.   

 

0.2 M NaHCO3 Tamponu (pH 8.8);  8.401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 ml distile suda 

çözülerek,  1N NaOH ile pH‟ sı 8.8‟ e getirildi ve son hacim distile su ile 500ml‟ ye 

tamamlandı. 

 

0.01 M Na2HPO4 Tamponu (pH 6.0);  1.42 g (0.01 mol) Na2HPO4 950 ml distile 

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

ye tamamlandı. 

 

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

M Na2HPO4 tamponu (pH 8.0); 14.2g (0.1 mol) Na2HPO4 ve 132.14gr (1 mol) 

(NH4)2SO4 950 ml distile suda çözülerek, 1N HCl ile pH‟sı 8.0‟e getirildi ve son 

hacim disitile su ile 1L‟ye tamamlandı.  

 

Hidrofobik jele bağlanmış PON enziminin elüsyonu için kullanılan tamponu: 

14.2g (0.1 mol) Na2HPO4 950 ml distile suda çözülerek, 1N HCl ile pH‟sı 8.0‟e 

getirildi ve son hacim distile su ile 1L‟ye tamamlandı. 
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Proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan çözelti: 100 mg Coomassie brillant 

blue G-250, 50 ml etanol de çözüldü. Bu çözeltiye 100 ml %95‟lik fosforik asit ilave 

edildi. Çözeltinin son hacmi distile su ile 1L‟ye tamamlandı.  

 

Amonyum sülfat çöktürmesi sonucunda oluşan çökeleğin alındığı tampon: 0.1 

M (pH 8.0); 1.211 g (0.01 mol) Tris-Baz 95 ml distile suda çözülerek, 1N HCl ile 

pH‟ı 8.0‟a getirildi ve son hacim distile su ile 100 ml‟ye tamamlandı. 

 

Substrat çözeltisi: 2mM paraoksan çözeltisi; 10,8 l paraokson, 1 ml asetonda iyice 

çözüldükten sonra üzerine 1 ml bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice 

karıĢtırıldıktan sonra kullanıldı. 

 

Paraoksonaz aktivite ölçümünde kullanılan bazal aktivite tamponu: 2 mM 

CaCl2 içeren 100 mM Tris-HCl, pH=8; 3,0285 g (25mmol) Tris, 200 ml distile suda 

çözüldü.  1 N HCl ile pH‟ı 8.0‟e getirildi.  0,0555 g (0,5 mmol) CaCl2 katılarak son 

hacim 250 ml‟ye tamamlandı. 

 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan numune tamponu; 

 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)   2.5 ml 

% 10‟luk SDS    4.0 ml 

Gliserol    2.0 ml 

β-merkaptoetanol   1.0 ml 

Bromfenol mavisi    0.01 gr 

Distile su    0.5 ml  

 

 

 

 

 

 



 

 

 39 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan tank tamponu; 

 

Tris-HCl    3 g 

Glisin      14.4 g 

SDS-     1.0 g 

Distile su ile çözeltinin son hacmi 1 L‟ ye tamamlanır.   

 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan ayırma ve yığma jellerinin hazırlanışı; 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karıĢımlarının hazırlanıĢı ve kullanılan 

miktarları Çizelge 2.1‟de verilmektedir.  

 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renklendirme çözeltisi; 0.66 g Coomassie 

brillant blue G-250, 120 ml metanolde çözüldü. Bu çözeltiye 24 ml saf asetik asit ve 

120 ml distile su ilave edildi. 

 

SDS-PAGE elktroforezinde kullanılan renk açma çözeltisi; % 7.5 asetik asit, % 5 

metanol ve % 87.5 ml distile su içermektedir. Bu amaçla 75 ml asetik asit ve 50 ml 

metanol, 875 ml saf su ile karıĢtırıldı. 
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Çizelge 2.1 SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karıĢımlarının miktarları. 

 

 Ayırma Jeli Yığma Jeli 

%10 %3 

Akril amid/Bis 

Akril amid                  15 g 

Bis                              0,4 g 

Alınarak son hacim destile su ile 50 

mL'ye tamamlanır. 

16.65mL 1.6 mL 

Destile su 
20.1 mL 12.2 mL 

1.5 M tris-HCL (pH 8.8) 

Tris-HCI            11.82 

Alınarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M 

NaOH ilave edilerek son hacim destile 

su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

12.5 mL _ 

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 

Tris-HCI             3.94 g 

Alınarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M 

NaOH ilave edilerek son hacim destile 

su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

_ 5mL 

% 10 'luk SDS 

SDS                      1g 

Alınarak son hacim destile su ile 10 

mL'ye tamamlanır. 

0.5L 200L 

TEMED 25 L 20L 

%10'luk amonyum persülfat 

Amonyum persülfat      1g 

Alınarak son hacim destile su ile 10 

mL'ye tamamlanır. 

750L 400L 
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2.2 Yöntemler 

 

 2.2.1 Kan Serumunun Ayrılması 

 

Kan numuneleri, kuru santrifüj tüpüne alındıktan sonra 5000 rpm‟de, +4 

o
C‟de ve 10 dk santrifüj edilerek serumlarının ayrılması sağlanmıĢtır.  Ayrılan serum 

aktivite ölçümüne kadar –70 
o
C‟de bekletilmiĢtir.  Daha sonra enzim kaynağı olarak 

kullanılmıĢtır. 

 

 2.2.2 Enzim Aktivite Tayini 

 

 Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.  

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

hazırlanmıĢ olan 1ml tampon (100mM Tris-Base pH:8.00) + substrat (2mM 

paraokson) + koenzim (2mM CaCl2) çözeltisine çabuk bir Ģekilde eklendikten sonra 

412 nm‟de 1 dakikadaki 37 
o
C‟de absorbansta meydana gelen değiĢme okundu.  Bu 

Ģekilde paraoksanın p-nitrofenole enzimatik dönüĢüm hızı tespit edildi.  Aynı iĢlem 

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

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

 

2.2.3 Bradford Yöntemiyle Kantitatif Protein Tayini 

 

 Amonyum sülfat çöktürmesi sırasında elde edilen çözeltilerdeki protein 

miktar tayinleri bu yöntemle belirlendi. Bu yöntem fosforik asitli ortamda 

proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks oluĢturması, oluĢan 

kompleksin 595 nm‟de maksimum absorbans göstermesi esasına dayanır [112].  

 

Bu yöntemin diğer protein tayini yöntemlerinden üstün tarafı, çok kısa sürede 

uygulanması, bozucu faktörlerin az olması, protein boya kompleksinin çözeltilerde 

uzun süre kalmasıdır. Bu yöntemin hassasiyeti 1-100μg arasındadır. 
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 Protein tayini iĢleminde Ģu yol izlendi: 1ml‟sinde 1mg protein ihtiva eden 

standart sığır albümin çözeltisinden tüplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 

100 μl alındı. 100mM Tris-HCl tamponu (pH:8.00) ile tüm tüplerin hacimleri 

0.1ml‟ye tamamlandı. 5ml Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tüpe ilave 

edildi.  Tüpler vorteks ile karıĢtırılarak 10 dakika sonra 595nm‟de 3ml‟lik küvetlerde 

köre karĢı absorbans değerleri okundu.  Kör olarak 0.1 ml‟lik 100mM Tris-HCl 

(pH:8.00) tamponu olan 1. tüp kullanıldı.  Okunan absorbans değerlerine karĢılık 

gelen μg protein değerleri ile standart grafik hazırlandı. (ġekil 3.2).  

 

 Enzim çözeltilerinden 0.1‟er ml 2 ayrı tüpe alınarak üzerlerine 5‟er ml 

Coomassie reaktifi ilave edildi.  Vorteks de karıĢtırıldıktan 10 dakika sonra 595 

nm‟de absorbansları ölçüldü.  Ġki ölçümün ortalama absorbansına karĢılık gelen 

protein miktarı standart grafik yardımıyla hesaplandı. 

 

2.2.4 Enzimin Saflaştırılması 

 

 2.2.4.1 Amonyum sülfat Çöktürme Aralığının Belirlenmesi 

 

 Amonyum sülfat, belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

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

uygun amonyum sülfat konsantrasyonu aĢağıda verilen formülle tespit edildi: 

 

 

 
 

2

12
424

54.3

77.1

S

SSxVx
SONHg




  

  

V : Serum hacmi 

S1 : 1‟in kesri Ģeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 : 1‟in kesri Ģeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu  
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Paraoksonaz enzimi saflaĢtırılmak için ilk önce %60 doygunluğa getirildi ve 

20 dakika boyunca 4 °C‟ de 10000 rpm‟de santrifüj edildi.  Süpernatant kısmı alındı 

ve çöken kısmı atıldı.  Süpernatant %80 doygunluğa getirildi 1 saat boyunca 10000 

rpm‟de 4 
°
C‟de santrifüj edildi.  Çöken kısım alındı [26]. 

 

            2.2.4.2 Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi ile Enzimin Saflaştırılması 

 

            2.2.4.2.1 Sepharose 4B’nin Aktifleştirilmesi 

 

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

hacimde distile su ile birleĢtirildi. KarıĢtırılmakta olan jel süspansiyonuna 4g CNBr 

hepsi birden katıldı. pH metre kullanılarak süspansiyonun pH‟sı 4M NaOH ile 

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

değiĢmeyene kadar devam edildi (10-15dk).  Çok miktarda buz süspansiyona katıldı 

ve karıĢım bir bunher hunisine nakledildi. Daha sonra 250mL soğuk 0.1M NaHCO3 

tamponu (pH 10.00) ile yıkandı [26].  

 

 

Şekil 2.1 Sepharose 4B‟nin aktifleĢtirilmesi 

2.2.4.2.2  L-tirozinin Bağlanması 

 

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

0.1M NaHCO3 tamponunun (pH 10.00) soğuk çözeltisi ilave edilerek 90 dk 

karıĢtırıldı.  Bundan sonra süspansiyon 16 saat 4 
o
C‟de bekletildi.  
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Bu sürenin bitiminde yıkama suyu 280nm‟de absorbans vermeyinceye kadar 

bol su ile yıkandı. Böylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklaĢtırılmıĢ 

oldu. Yıkama 100mL 0.2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8.8) ile tekrarlandı. Tirozinle 

modifiye sepharose-4B aynı tamponun 40mL‟si içine alındı [26]. 

 

 

Şekil 2.2 L-tirozinin Bağlanması 

 

 2.2.4.2.3  1-Naftilamin Bileşiğinin Bağlanması 

 

 25mg 1-naftilamin  0 
o
C civarında 10mL 1M HCl içerisinde çözüldü. 75mg 

NaNO2 ihtiva eden 0 
o
C‟deki 5mL çözelti, 1-Naftilamin çözeltisine damla damla 

katıldı. (1-Naftilamin çözeltisi hazırlanırken etanol ilave ettik ve ısıttık) 10 dk 

reaksiyondan sonra diazolanmıĢ bulunan 1-Naftilamin, 40mL Sepharose-4B-L-

tirozin süspansiyonuna ilave edildi. pH: 9.5‟a çıkarılarak sabit tutuldu ve 3 saat oda 

sıcaklığında karıĢtırıldı. Daha sonra 1L saf su ve ardından 200mL 0.01M Na2HPO4 

(pH: 6.0) tamponu ile yıkandı ve aynı tamponda muhafaza edildi [26]. 
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Şekil 2.3 1-Naftilamin BileĢiğinin Bağlanması [26] 

 

2.2.4.3 Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-

PAGE) İle Enzim Saflığının Kontrolü 

 

Paraoksonaz enziminin hidrofobik etkileĢim kromatografisi ile 

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

ayırma jeli % 10 konsantrasyonlarında olacak Ģekilde kesikli sodyum dodesil sülfat 

jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli [124] tarafından belirtilen yöntemler 

yapılarak enzimin saflık derecesi kontrol edildi.  

 

Bu amaçla elektroforez cam plakaları önce su, sonra etil alkol ile iyice 

temizlendi. Daha sonra plakalar arasına plastik aralık oluĢturucusu yerleĢtirilerek iki 

cam plaka birbiri üzerine konuldu ve elektroforezin dökme aparatına sabitlendi.  
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Çizelge 2.1‟de belirtildiği Ģekilde hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına 

üstten 2-3 cm kalana kadar enjektörle döküldü.  Jel içerisinde hava kabarcığı 

kalmamasına dikkat edildi.  Jel yüzeyinin düzgün olması için n-bütanol ile ince bir 

tabaka oluĢturuldu.  Polimerizasyon tamamlandıktan sonra (1 gece) üst yüzeydeki   

n-bütanol döküldü.  Daha sonra cam plakaların arasına tamamen doluncaya kadar 

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

jelinin üzerine tarak dikkatlice yerleĢtirilerek jelin polimerleĢmesi beklendi            

(30 dakika).  Yükleme jeli polimerleĢtikten sonra tarak kuyucukların arasının 

bozulmamasına dikkat edilerek çıkarıldı.  Kuyucuklar önce saf suyla sonra tank 

tamponuyla yıkandı.  Polimerize jellerin bulunduğu kaset elektroforez tankına 

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

 

 Hidrofobik etkileĢim kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan 

yüksek aktivite gösterenler birleĢtirildi.  Elde edilen çözelti toplam hacim 100μl 

olacak Ģekilde 1:1 oranında numune tamponuyla karıĢtırıldı.  Jele yüklenecek 

numuneler 3 dakika 100 
o
C‟de termoblokta bekletildi.  Numuneler soğutularak 

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

Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu içindeki boyaya 

ait bant ayırma jeline ulaĢtığında voltaj 150 volt‟a yükseltildi.  Yürütme iĢlemine 

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

yürütme durduruldu.  Cam plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı yığma jeli 

kesilip ayrıldıktan sonra protein bantlarını içeren ayırma jeli renklendirme çözeltisi 

içine konuldu ve 1.5-2 saat kadar çalkalayıcı üzerine bırakıldı.  Daha sonra jel 

renklendirme çözeltisinden çıkartılarak renk açma çözeltisine kondu.  Belirli 

aralıklarla değiĢtirmek suretiyle jelin zemin rengi açılıp protein bantları 

belirginleĢinceye kadar bu çözelti içinde çalkalandı.  Jel renk açma çözeltisinden 

çıkarıldıktan sonra jel görüntüleme sistemi (UVP) ile görüntü bilgisayara aktarıldı.  
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2.2.5 Optimum sartlarda KM ve Vmax degerlerinin bulunması 

 

KM ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amacıyla optimum Ģartlarda (37 
0
C‟de 

ve 0,1 M pH:8 Tris-Base tamponunda) paraokson substratının sekiz farklı 

konsantrasyonunda enzim aktivitesi ölçümü yapıldı.  Her ölçüm iki defa 

tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalaması alındı. 

 

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafiği çizildi.  KM ve 

Vmax değerleri grafiğin denklemlerinden yararlanılarak bulundu. 

 

2.2.6 Bazı Pestisitlerin  IC50 Değerlerinin Bulunması 

 

Decis 2,5 EC™, Fosforin  M, Confidor SC 350™ ve Gibber 20 SI™ 

bileĢiklerinin IC50 değerlerini bulmak için, optimum Ģartlarda paraoksan substratının 

2mM sabit konsantrasyonunda çalıĢıldı.  Substrat çözeltisi her ölçümde 0.1 ml alındı, 

paraoksan ve pestisit çözeltilerinden ise değiĢik hacimlerde alınarak toplam 1.05ml‟ 

lik bir reaksiyon hacmi oluĢturuldu.  Önce inhibitörsüz ortamda enzim aktivitesi 

bulundu. Bu değer %100 aktivite olarak kullanıldı.  Daha sonra optimum pH ve 

sıcaklıkta 0.05ml enzim çözeltisi alınıp daha önceden hazırlanmıĢ olan 1 ml tampon 

+ substrat + pestisitit çözeltisine çabuk bir Ģekilde eklendikten sonra 412 nm‟ de bir 

dakikada absorbans da meydana gelen değiĢme okundu (Çizelge 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).  

Elde edilen absorbans değerlerinden % aktiviteler hesaplandı.  % Aktivite –[I] 

grafikleri çizildi.  
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3. BULGULAR 

 

3.1 Enzimin Saflaştırılması   

 

3.1.1 Amonyum Sülfat Çöktürmesi 

 

Amonyum sülfat,  belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

çökelmesini sağlayan 2 değerlikli, çok kullanılan bir tuzdur.  Bu amaçla aĢağıdaki 

formül ile belirlenen  amonyum sülfat miktarları uygulanarak  %60-80 amonyum 

sülfat çöktürmesi iĢlemi yapıldı.  
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V : Serum hacmi 

S1 : 1‟in kesri Ģeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 : 1‟in kesri Ģeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu  

 

3.1.2. Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi ile PON Enziminin 

Saflaştırılması 

 

Hazırlanan hidrofobik etkileĢim kolonu önce 1M (NH4)2SO4 içeren 0.1M 

Na2HPO4 pH:8.0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme iĢlemi bittikten sonra, 

jel üzerindeki tampon çözeltisi jel seviyesine kadar indirildi. 
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Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen serum enzim çözeltisi 1M 

amonyum sülfat doygunluğuna getirildikten sonra kolona tatbik edildi.  

 

Kolona 1M (NH4)2SO4 içeren 0.1M Na2HPO4 pH:8.0 tamponu ve 0.1M 

Na2HPO4 pH:8.0 tamponu ile oluĢturulan yüksek tuz konsantrasyonundan düĢük tuz 

konsantrasyonuna doğru tuz gradienti uygulandı.  Alttan gelen yıkama ve elüsyon 

çözeltisi 1.5mL halinde tüplere toplandı.  Yıkama ve elüsyon iĢlemi 280nm‟deki 

absorbans sıfır oluncaya kadar devam edildi.  0.1M Tris-HCl pH:8.0 tamponu kör 

olarak kullanılarak her bir tüpte 280nm‟de kalitatif protein tayini ve 412nm‟de 

aktivite tayini yapıldı.  Kıvırcık ve Merinos koyun türlerinden elde edilen değerlerin 

tüp numaralarına karĢılık gelen aktivite ve protein miktarları grafiği çizildi. 

 

 

Şekil 3.1 Hidrofobik etkileĢim kolonundan Kıvırcık koyun türüne ait PON 

enziminin elüsyonu 
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Şekil 3.2 Hidrofobik etkileĢim kolonundan Merinos koyun türüne ait PON 

enziminin elüsyonu 

 

3.1.3 Kantitatif Protein Tayini İçin Hazırlanan Standart Eğri 

 

Hidrofobik etkileĢim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan 

tüpler birleĢtirildi.  Kolona tatbik edilen numune ve birleĢtirilen elüat çözeltileri için 

Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapıldı.  Daha sonra aktivite tayinleri 

yapılarak spesifik aktiviteler ve saflaĢtırma oranları tespit edildi.  Sonuçlar çizelge 

3.1‟de verildi. 

 

Serumdan elde edilen enzim çözeltisi ve saflaĢtırma basamakları sonundaki 

enzim çözeltilerinin protein miktarları bu standart grafiğe göre belirlendi.  Standart 

çözeltideki mg proteine karĢılık gelen absorbans değerleri ġekil 3.1‟de gösterilmiĢtir 
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 Şekil 3.3 Kıvırcık koyun türüne ait Bradford yöntemi ile protein miktarının 

tayin edilmesinde kullanılan standart grafik 

 

 

 

Şekil 3.4 Merinos koyun türüne ait Bradford yöntemi ile protein miktarının 

tayin edilmesinde kullanılan standart grafik 
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Çizelge 3.1 Kıvırcık koyunu için  saflaĢtırma tablosu 

 

Basamak 
Hacim 

(ml) 

Aktivite 

(U) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Protein 

Miktarı 

(mg/ml) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(U) 

% Verim 
Saflaştırma 

Derecesi 

 

Serum 

 

25 77.978 1949.45 1389.9 34747.5 0.056 100 - 

Amonyum 

Sülfat 

Çöktürmesi 

 

17 64.716 1100.172 1472.4 25030.8 0.044 56.43 0.79 

Hidrofobik 

Etkileşim 

Kromatografisi 

15 71.347 1070.205 2.689 40.335 26.53 54.90 473.75 
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Çizelge 3.2 Merinos koyun için saflaĢtırma tablosu 

 

Basamak 
Hacim 

(ml) 

Aktivite 

(U) 

Toplam 

Aktivite 

(U) 

Protein 

Miktarı 

(mg/ml) 

Toplam   

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(U) 

% Verim 
Saflaştırma 

Derecesi 

 

Serum 

 

25 71.224 1780.6 3449 86225 0.021 100 - 

Amonyum 

Sülfat 

Çöktürmesi 

 

17 63.917 1086.589 3271 55607 0.019 61.02 0.90 

Hidrofobik 

Etkileşim 

Kromatografisi 

15 68.829 1032.435 2.223 33.345 30.96 57.98 1474.29 
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3.2 Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

 Hidrofobik etkileĢim kolonundan saflaĢtırılan serum paraoksonaz enziminin 

saflığını kontrol etmek amacıyla bölüm 2.2.4.3‟de anlatıldığı Ģekilde hazırlanan SDS 

poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflaĢtırılan paraoksonaz enzim numunesi 

tatbik edildi.  Protein bantları içeren jellerin görüntüleri jel görüntüleme sistemi ile 

bilgisayara aktarıldı (ġekil 3.5-ġekil 3.6).  

 

 

Şekil 3.5 Hidrofobik etkileĢim kromatografisi ile Kıvırcık koyun serumundan 

saflaĢtırılan paraoksonaz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi. 2,3 ve 6 

saflaĢtırılan PON. 

 

 

Şekil 3.6 Hidrofobik etkileĢim kromatografisi ile Merinos koyun serumundan 

saflaĢtırılan paraoksonaz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi. 4,5 ve 6 

saflaĢtırılan PON. 
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3.3.  Optimum şartlarda KM ve Vmax Değerlerinin Bulunması 

 

 KM ve Vmax değerlerinin bulunması amacıyla, optimum Ģartlarda paraoksan 

substratının değiĢen konsantrasyonlarında enzim aktivitesi ölçümleri yapıldı.  Her 

ölçüm iki defa yapılarak bulunan değerlerin ortalaması alındı.  412nm‟de ölçülen 

aktivite değerleri reaksiyon hızı (U/ml dak) olarak alındı. 1/V ve 1/[S] değerleri 

bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi (ġekil 3.6 ve Ģekil 3.7).  Grafikten 

yararlanarak Merinos PON enzimi için KM değeri 0,482 mM ve Vmax değeri 41,348 

U/mLdak, Kıvırcık PON enzimi için de KM değeri 0,153 mM ve Vmax değeri 70,289 

U/mLdak olarak bulundu. 

 

 

 

 

Şekil 3.7 SaflaĢtırılmıĢ merinos serum paraoksonaz enziminin paraoksan substratı ile  

elde edilen Lineweaver-Burk grafiği. 
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Şekil 3.8 SaflaĢtırılmıĢ kıvırcık serum paraoksonaz enziminin paraoksan substratı    

ile elde edilen Lineweaver-Burk grafiği.  
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Çizelge 3.3 Merinos serum PON1 enzimi için paraokson substratı kullanılarak, KM ve Vmax değerlerinin tespitinde kullanılan çözeltilerin 

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] değerleri 

 

100 mM 

Tris 

Tamponu 

(µl) 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(µl) 

Substrat 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(µl) 

Küvetteki 

Toplam 

Hacim 

(µl) 

Küvetteki 

Substrat 

Konsantrasyonu 

(mM) 

ΔOD 

(412nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 

(1/V) 

x 10
4
 

1/[S] 

940 

 

 

100 

 

 

 

 

10 

 

1050 

 

 

 

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 

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 33,8 295,9 0,85 

890 60 1,27 0,060 36,8 271,7 0,79 
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Çizelge 3.4 Kıvırcık serum PON1 enzimi için paraokson substratı kullanılarak, KM ve Vmax değerlerinin tespitinde kullanılan çözeltilerin 

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] değerleri 

 

100 mM 

Tris 

Tamponu 

(µl) 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(µl) 

Substrat 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(µl) 

Küvetteki 

Toplam 

Hacim 

(µl) 

Küvetteki 

Substrat 

Konsantrasyonu 

(mM) 

ΔOD 

(412nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 

(1/V) 

x 10
4
 

1/[S] 

990 

 

 

 

50 

 

 

 

10 

 

 

1050 

 

 

0,21 0,035 43,0 232,7 4,76 

980 20 0,42 0,039 47,9 208,8 2,38 

970 30 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 İnhibisyona Sebep Olan Pestisitlerin IC50  Değerlerinin Bulunması 

 

ÇalıĢmamızda kullandığımız pestisitlerin IC50 değerlerini bulmak için, 

optimum Ģartlarda paraokson substratının 2 mM sabit konsantrasyonunda çalıĢıldı.  

Substrat çözeltisi her ölçümde 0,1ml paraokson alındı ve pestisitlerden ise değiĢik 

hacimlerde alınarak toplam 1,05 mL‟lik bir reaksiyon hacmi oluĢturuldu.  Önce 

inhibitörsüz ortamda enzim aktivitesi bulundu.  Bu değer %100 aktivite olarak 

kullanıldı.  Daha sonra optimum pH ve sıcaklıkta 0,1 mL enzim çözeltisi alınıp daha 

önceden hazırlanmıĢ olan 1 mL tampon + substrat + pestisit çözeltisine çabuk bir 

Ģekilde eklendikten sonra 412 nm‟de bir dakikada absorbansta meydana gelen 

değiĢme okundu.  Elde edilen absorbans değerlerinden % aktiviteler hesaplandı.  % 

Aktivite-[I] grafikleri çizildi.  (ġekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3,14, 3.15, 3.16).  Bu 

grafiklerden yararlanarak kullanılan her bir pestisit için IC50 değerleri hesaplandı. 
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Çizelge 3.5 Kıvırcık koyun Serumundaki PON enzimi üzerine inhibisyon etkisi gösteren Decis 2,5 EC™ ve Fosforin M™  IC50 değerlerinin 

bulunmasında kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat, pestisit konsantrasyonları ve elde edilen sonuçlar  

 

100mM Tris 

tamponu 

(μl) 

Pestisit 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Substrat 

çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Pestisit 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Küvetteki 

Pestisit 

Kons. 

[I] (mg/ml) 

ΔOD 

(412 nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 
% Aktivite 

850 

Decis 2,5 EC™ 100 100 

- - 0.0871 53.4794 100 

830 20 0.94 0.0458 28.1212 52.58 

820 30 1.41 0.0313 19.2182 35.94 

810 40 1.89 0.0174 10.6836 19.98 

800 50 2.4 0.0108 6.6312 12.4 

850 

Fosforin M™ 100 100 

- - 0.1060 65.084 100 

840 10 11.8 0.0774 67.5236 73.01 

830 20 23.5 0.0500 30.7000 47.17 

820 30 35.3 0.0260 15.964 24.53 

810 40 47.0 0.0146 8.9644 13.77 

800 50 58.8 0.0095 5.8330 8.96 
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Şekil 3.9 SaflaĢtırılmıĢ Kıvırcık koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Decis 2,5 EC™ için % aktivite-[I] grafiği 

 

 

 

Şekil 3.10 SaflaĢtırılmıĢ Kıvırcık koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Fosforin M™ için % aktivite-[I] grafiği 
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Çizelge 3.6 Kıvırcık koyun Serumundaki PON enzimi üzerine inhibisyon etkisi gösteren Confidor SC 350™ve Gibber 20 SI™  IC50 

değerlerinin bulunmasında kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat, pestisit konsantrasyonları ve elde edilen 

sonuçlar  

 

100mM Tris 

tamponu 

(μl) 

Pestisit 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Substrat 

çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Pestisit 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Küvetteki 

Pestisit 

Kons. 

[I] (mg/ml) 

ΔOD 

(412 nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 
% Aktivite 

850 

Confidor SC 350™ 100 100 

- - 0.1320 81.0480 100 

840 10 13.00 0.0798 48.9972 60.45 

835 15 19.60 0.0586 35.9804 44.39 

830 20 26.00 0.0516 31.6824 39.09 

825 25 33.00 0.0220 13.5080 16. 67 

820 30 39.00 0.0066 4.0524 5.00 

850 

Gibber 20 SI™ 100 100 

- - 0.0905 55.567 100 

830 20 1.100 0.0646 39.664 71.38 

820 30 1.600 0.0604 37.085 66.74 

810 40 2.200 0.0546 33.524 60.33 

800 50 2.700 0.0488 29.963 53.92 

790 60 3.300 0.0358 21.981 39.56 
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Şekil 3.11 SaflaĢtırılmıĢ Kıvırcık koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Confidor SC 350™ için % aktivite-[I] grafiği 

 

 

 

Şekil 3.12 SaflaĢtırılmıĢ Kıvırcık koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Gibber 20 SI™ için % aktivite-[I] grafiği 

y = 0,0134x2 - 2,8965x + 98,743
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Çizelge 3.7 Merinos koyun Serumundaki PON enzimi üzerine inhibisyon etkisi gösteren Decis 2,5 EC™ ve Fosforin M™  IC50 değerlerinin 

bulunmasında kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat, pestisit konsantrasyonları ve elde edilen sonuçlar  

 

100mM Tris 

tamponu 

(μl) 

Pestisit 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Substrat 

çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Pestisit 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Küvetteki 

Pestisit 

Kons. 

[I] (mg/ml) 

ΔOD 

(412 nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 
% Aktivite 

850 

Decis 2,5 EC™ 100 100 

- - 0.0861 52.87 100 

840 10 0.47 0.0615 37.761 71.42 

830 20 0.94 0.0544 33.40 63.17 

820 30 1.41 0.0515 31.62 59.81 

810 40 1.89 0.0402 24.68 46.68 

800 50 2.4 0.0352 21.61 40.87 

790 60 2.8 0.0246 15.10 28.56 

850 

Fosforin M™ 100 100 

- - 0.0844 51.8216 100 

840 10 11.8 0.0510 31.3140 60.43 

830 20 23.5 0.0427 26.2178 50.59 

820 30 35.3 0.0203 12.4642 24.05 

810 40 47.0 0.0136 8.3504 16.11 

800 50 58.8 0.0060 3.6840 7.11 

790 60 70.6 0.0029 1.7806 3.44 
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Şekil 3.13 SaflaĢtırılmıĢ Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Decis 2,5 EC™ için % aktivite-[I] grafiği 

 

 

 

 

Şekil 3.14 SaflaĢtırılmıĢ Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Fosforin M™ için % aktivite-[I] grafiği 

y = 4,0918x2 - 33,56x + 94,338
R² = 0,9519
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Çizelge 3.8 Merinos koyun Serumundaki PON enzimi üzerine inhibisyon etkisi gösteren Confidor SC 350™ve Gibber 20 SI™  IC50 

değerlerinin bulunmasında kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat, pestisit konsantrasyonları ve elde edilen 

sonuçlar  

 

100mM Tris 

tamponu 

(μl) 

Pestisit 

Enzim 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Substrat 

çözeltisinin 

hacmi 

(μl) 

Pestisit 

Çözeltisinin 

Hacmi 

(μl) 

Küvetteki 

Pestisit 

Kons. 

[I] (mg/ml) 

ΔOD 

(412 nm) 

Aktivite 

(U/ml dak) 
% Aktivite 

850 

Confidor SC 350™ 100 100 

- - 0.1015 62.321 100 

840 10 13.00 0.0817 50.1638 80.49 

830 20 26.00 0.0788 48.3832 77.64 

820 30 39.00 0.0649 39.8486 63.94 

810 40 52.00 0.0569 34.9366 56.06 

800 50 65.00 0.0446 27.3844 43.94 

790 60 78.00 0.0350 21.4900 34.48 

850 

Gibber 20 SI™ 100 100 

- - 0.0648 39.7872 100 

840 10 0.540 0.0553 33.9542 85.34 

830 20 1.100 0.0509 31.2526 78.55 

820 30 1.600 0.0358 21.9812 55.25 

810 40 2.200 0.0269 16.5166 41.51 

800 50 2.700 0.0261 16.0254 40.27 
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Şekil 3.15 SaflaĢtırılmıĢ Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Confidor SC 350™ için % aktivite-[I] grafiği 

 

 

 

Şekil 3.16 SaflaĢtırılmıĢ Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi üzerine 2mM 

paraoksan substratı konsantrasyonunda Gibber 20 SI™ için % aktivite-[I] grafiği 
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Çizelge 3.9 Pestisitlerin Kıvırcık koyunu serumundan elde edilen PON enzimi 

üzerindeki IC50 değerleri 

 

Pestisitler IC50  Değerleri (mM) 

Decis 2,5 EC™ 1.0019 

Fosforin M™ 21.3591 

Confidor SC 350™ 18.4029 

Gibber 20 SI™ 2.7217 

 

 

Çizelge 3.10 Pestisitlerin Merinos koyunu serumundan elde edilen PON enzimi 

üzerindeki IC50 değerleri 

 

Pestisitler IC50  Değerleri (mM) 

Decis 2,5 EC™ 1.6552 

Fosforin M™ 21.9900 

Confidor SC 350™ 57.5900 

Gibber 20 SI™ 1.9800 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Bu çalıĢmada detoksifikasyon, antioksidan ve antibakteriyel aktivitelere sahip 

PON enzimi farklı koyun türlerinden hidrofobik etkileĢim kromatografisi ile 

saflaĢtırılmıĢtır.  Elde edilen saf enzimin bazı kinetik ve elektroforetik özellikleri 

incelenmiĢ ve ayrıca Decis 2,5 EC™, Fosforin M™, Confidor SC 350™ pestisitleri 

ve Gibber 20 SI™ bitki geliĢim düzenleyicisinin bu enzim üzerindeki inhibisyon 

etkileri saptanmıĢtır. 

 

AraĢtırmamızda materyal olarak kullanılan Kıvırcık ve Merinos koyun türleri 

Marmara ve Ege bölgelerinde sıkça rastlanan ve et kaliteleri iyi bir sertliğe sahip 

olmalarından dolayı Türkiye‟de yöresel ve önemli koyun türleri arasında en iyi 

olarak bilinirler [104].  Bu iki koyun türü en iyi et ve yün kalitesi  elde etmek 

amacıyla çeĢitli melezleĢtirme çalıĢmalarına maruz bırakılmıĢtır. Bu nedenden dolayı 

bu iki koyun türünden de elde edilen PON enziminin biyokimyasal özelliklerinin 

belirlenmesinin önem taĢıdığı düĢünülerek bu çalıĢma gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

PON enziminin hidrofobik karakteri bu tekniğin seçilmesinde en önemli 

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

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

bağlanmaktadır (ġekil 4.1) [15,40,104].  N-terminal bölgesini lösin, fenil alanin, 

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

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

oluĢturmaktadır.  Ayrıca PON1‟in hidrofobik yüzeyi ile HDL arasında triptofan, 

tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kısmen hidrofilik bölge 

bulunmaktadır [40,106]. 
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Hidrofobik etkileĢim kromatografisinde kullanılan jel, ardıĢık üç basamakta 

sentezlenmiĢtir.  Önce matriks olarak seçilen Sepharose-4B, CNBr ile aktifleĢtirildi 

ve buna uzantı kolu olarak L-tirozin bağlandıktan sonra, diazolanmıĢ                         

1-Naftilamin bileĢiği katıldı.  Sepharose-4B‟nin matriks olarak seçilmesinin baĢlıca 

sebebi çok iyi akıĢ özelliğine sahip olması ve ayrıca serbest –OH grupları 

taĢıdığından, CNBr ile çok kısa bir süre içerisinde aktifleĢtirilebilmesidir.  Bu amaçla 

literatürde karbodiimid bileĢiklerinin de kullanıldığı bildirilmektedir [107].  

Karbodiimid ile aktifleĢtirilmiĢ matrikse primer amin grubunun bağlanması ile amid 

bağı oluĢmaktadır.  Bu bağ kromatografi iĢlemlerinde dayanıklıdır.  Fakat 

aktifleĢtirilme sırasında jel, pH 4,5‟da 24 saat süre ile karıĢtırılmaktadır.  Bu iĢlem 

kromatografi sırasında jelin akıĢ özelliklerini olumsuz yönde etkilemektedir [107].  

Bir baĢka aktifleĢtirme iĢleminde epoksi bileĢiklerinden yararlanılmıĢtır [108].  

Kromatografi iĢlemlerinde gayet dayanıklı olan bu yapılar, 16 saat aktifleĢtirme ve 

16 saat ligand bağlama süresi olmak üzere toplam 32 saatte gerçekleĢmektedir.  

pH‟nın 10 civarında olması, jelin kimyasal yapısını etkilememesine rağmen uzun 

süre karıĢtırma iĢlemleri, polisakkarit partiküllerinin fiziksel yapısının 

deformasyonuna sebep olabilir.  Sonuç olarak, hazırlanacak hidrofobik jelin akıĢ 

özellikleri olumsuz yönde etkilenecektir.  ÇalıĢmamızda kullanılan CNBr ile 

aktifleĢtirme iĢlemi sadece 30 dakikada gerçekleĢtirilmektedir.  Böylece jelin fiziksel 

yapısındaki deformasyon sakıncaları ortadan kaldırılmıĢtır. 

 

 

Şekil 4.1 PON1 enziminin HDL yüzeyine bağlanma modeli [40] 
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AraĢtırmamızda matriks olarak seçilen Sepharose-4B‟ye hidrofobik ligand  

(1-Naftilamin) L-tirozin bileĢiği aracılığı ile bağlanmıĢtır.  Burada  tirozin uzantı 

kolu olarak da görev yapmaktadır.  Uzantı kolunun hidrofobik etkileĢim 

kromatografisindeki önemi afinite kromatografisinde olduğu gibi [113] açıkça 

belirtilmemesine rağmen, hidrofobik etkileĢmede de L-tirozin bileĢiğinin önemli 

olduğu kanaatindeyiz.   Ayrıca ligantın matrikse bağlanmasında da son derece uygun 

bir adaptör molekül olduğu L-tirozinin bir baĢka kullanım sebebidir. 

 

Bu kromatografinin temel prensibi, yüksek tuz konsantrasyonunda 

saflaĢtırılacak biyomolekülde bulunan hidrofobik yüzey ile apolar ligand arasındaki 

hidrofobik etkileĢmedir.  Bu etkileĢmenin gerekçesi artan entropi ile açıklanmaktadır.  

Kullanılacak ligandın hidrofobik karakteri kritik bir öneme sahiptir.  DüĢük 

hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanıldığı zaman ayrılacak moleküllerin 

kolanda etkileĢimini sağlayabilmek için yüksek tuz konsantrasyonu uygulama 

zorunluluğu vardır.  Bu durumda proteinlerin kendi aralarında hidrofobik etkileĢim 

riski daha fazladır.  Yüksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildiği durumda 

ise saflaĢtırılacak molekül ile ligand arasındaki etkileĢim artacağı için elüsyon 

sırasında problemler ortaya çıkabilir.  Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik 

etkileĢim kromatografi jellerinde hidrofobik uç olarak düz zincirli alkil ligandları ve 

aril ligandları gibi moleküller kullanılmaktadır.  Bunlardan isopropil, butil, oktil ve  

fenil bileĢikleri en çok tercih edilen ligandlardır.  En popüler hidrofobik etkileĢim 

jelinin fenil-sepharose olduğu literatürde görülmektedir [109].  Düz zincirli alkil 

ligandları saf hidrofobik karakter gösterirlerken, aril ligandlarında hem hidrofobik 

hem de aromatik etkileĢimler gözlenir.  Bu amaçla çalıĢmamızda ligand olarak         

1- Naftilamin bileĢiği kullanılmıĢtır.  PON enziminin H1 ve H2 bölgelerinde fenil 

alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidülerin bulunması tarafımızdan seçilen 

ligandın söz konusu bölgelerle hem hidrofobik hem de aromatik etkileĢim yapacağı 

göz önüne alınarak, oldukça uygun bileĢik olduğu kanaatindeyiz.  Ayrıca yapılan bir 

çalıĢmada hidrofobik karektere sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bileĢiği 

kullanılmıĢ ve 227 kat saflaĢtırma elde edilmiĢtir [109].   
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Hidrofobik etkileĢim kromatografisinde kullanılan tuzun tipi ve 

konsantrasyonu da oldukça önemlidir.  Bu kromatografide yaygın olarak kullanılan 

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

amonyum sülfat en çok tercih edilendir [111]. 

 

ÇalıĢmamızda Kıvırcık ve Merinos koyun serumundan PON enzimini 

saflaĢtırmak için hidrofobik etkileĢim kromataografisi uygulanmadan önce bu 

kromatografi prosedürüne uygun ön saflaĢtırma yöntemi olarak amonyum sülfat 

çöktürmesi yapılmıĢtır.  Amonyum sülfat çöktürme aralığı %60-80 olarak 

literatürdeki gibi gerçekleĢtirilmiĢtir [110]. 

 

AraĢtırmamız esnasında, kantitatif protein tayini için, Bradford yöntemi 

kullanılmıĢtır.  Protein miktarının belirlenmesinde bu yöntemin seçilmesinin sebebi, 

çok kısa sürede uygulanması, bozucu faktörlerin az olması, protein boya kompleksini 

çözeltilerde uzun süre stabil kalması ve enzim çözeltilerinin μg seviyesinde protein 

bulundurmasıdır.  Kullanılan bu metodun diğer metotlara üstün tarafı ise, az reaktif 

gerektirmesi ve her çalıĢmada ayrı bir standart hazırlamaya ihtiyaç duyulmamasıdır.  

Ancak bu yöntemde, standart eğriyi elde etmek biraz zordur, bunun da sebebi geniĢ 

bir konsantrasyon aralığında lineer olmasından kaynaklanmaktadır [112]. 

 

Bu yöntemle Kıvırcık ve Merinos koyunlarının serumundan PON enzimi 

473.75 ve 1474.29 kat saflaĢtırılmıĢtır.  Furlong ve arkadaĢları 4 basamaktan oluĢan 

Agarose Blue, Sephadex G-200, DEAE Trisakril M ve Sephadex G-75 yöntemlerini 

kullanarak tarafımızdan gözlenen saflaĢtırma katsayısından daha yüksek bir değer 

(62.1) elde etmiĢlerdir [76].  Ancak bir baĢka çalıĢmada sadece üç basamaktan 

oluĢan Blue Agaroz, DEAE I ve DEAE II yöntemlerini kullanarak yaklaĢık 600 kat 

saflaĢtırma derecesine ulaĢmıĢlardır.  Bir baĢka çalıĢmada da ise insan serum 

paraoksonazı sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bileĢiği kullanılarak 227 kat 

saflaĢtırılmıĢtır [110]. 
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Enzim saflığını kontrol etmek için SDS-PAGE uygulanmıĢtır.  Molekül 

ağırlığı yaklaĢık 66 kDa olarak tahmin edilen PON enzimi tek bant olarak SDS-

PAGE jelinde gözlenmiĢtir.  Bu değerin literatürden farklı olduğu bulunmuĢtur. 

GerçekleĢtirilen bir çalıĢmada PON enziminin minimum molekül ağırlığını Gan ve 

arkadaĢları 43kDa olarak belirlemiĢlerdir [19].  Bir diğer çalıĢmada ise ġükrü 

Beydemir ve çalıĢma arkadaĢları insan serumundan saflaĢtırılan PON enziminin 

molekül ağırlığını 43kDa olarak saptamıĢlardır [125].  Bu farklılık enzimin 

yapısında, toplam molekül ağırlığının %15.8‟i kadar karbonhidrat molekülü 

bulundurmasıyla iliĢkilendirilebilir.  PON enziminin molekül ağırlığı taĢıdığı 

karbohidrat zincirinin varlığına bağlı olarak değiĢmektedir [76].  Ġçerdiği bu 

karbonhidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu için gerekli değildir.  Söz 

konusu molekülün PON‟un çözünürlüğünü ve kararlılığını arttırmada ve zar yapısına 

bağlanmada görevi olduğu düĢünülmektedir [24,25]. Karbohidrat içermeyen PON 

enziminin molekül ağırlığı 37 kDa‟dur [76].  Ayrıca PON serumda HDL‟ye bağlı 

olduğu bölgelerin yakınında bulunan proteinler (Apo A1) ile bir arada da 

saflaĢtırılabilmektedir.  Bu durumda molekül ağırlığı 47-54kDa olduğu rapor 

edilmiĢtir [113].  PON enziminin molekül ağırlığı türden türe değiĢmemekte ve insan 

PON enziminin molekül ağırlığı ile tavĢan, sıçan ve koyunun PON enziminin 

molekül ağırlığı benzerlik göstermektedir [76,114]. 

 

Paraoksonaz enziminin aktivitesi Gan ve arkadaĢlarının uyguladığı yöntem 

kullanılarak belirlenmiĢtir [77].  Bu amaçla literatürde Gil ve arkadaĢlarının 

uyguladığı yöntem de bilinmektedir.  Her iki yöntem paraoksonun hidrolizi ile açığa 

çıkan 4-nitrofenolün 37 
o
C‟ de, 412 nm‟ de absorbans ölçümüne dayanmaktadır. 

Ünite paraoksonaz, dakikada meydana gelen 4-nitrofenolün mmol‟ ü olarak tayin 

edilmektedir [26]. 

 

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapılı jel kullanılarak saflaĢtırılan 

Kıvırcık ve Merinos koyun serum paraoksonaz enziminin kinetik sabitleri (KM ve 

Vmax) optimum pH ve sıcaklıkta [115] paraokson substratı kullanılarak belirlenmiĢtir.  
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Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Kıvırcık koyunu için KM ve Vmax 

değerleri sırasıyla 0.153 mM ve 70.289 U/mldak, Merinos koyunu için KM ve Vmax 

değerleri sırasıyla 0.482 mM ve 41.348 U/mldak olarak bulunmuĢtur. Literatürde 

farklı kaynaklardan elde edilen PON enzimlerinin paraokson substratı için farklı KM 

ve Vmax değerleri bildirilmektedir.  Ġnsan serum PON enziminin paraokson 

substratının KM değeri 3.8 mM [116] ve 2.5 mM [117] olarak verilmiĢtir. Sıçanlarda 

KM değeri 1.690 mM ve 7.5mM arasında değiĢmektedir [118,119].  Ġnsan serum 

PON1 enziminin paraokson substratına karĢı Vmax değeri olarak 47.64 [120] ve 233.7 

dir [121].  Bu değerlerden anlaĢıldığı gibi koyundaki PON için bulunan KM değeri, 

literatürdeki değerlere göre oldukça düĢüktür.  Bu durum koyun PON enziminin 

organofosfatlara karĢı ilgisinin yüksek olduğunu göstermektedir.  BaĢka bir ifadeyle; 

söz konusu enzim, organofosfatların çok düĢük konsantrasyonların da bile hidroliz 

kabiliyetine sahiptir.  

 

AraĢtırmamızda inhibitör olarak, Decis 2,5 EC™  : [ Deltamethrin ], Fosforin 

M™: [Metil-Parathion], Confidor SC 350™  : [Imidacloprid] ve Gibber 20 SI™: 

[Giberelik asit (GA3)] bileĢikleri kullanılmıĢtır.  Bu bileĢikler, birçok ülkede ürün 

verimini artırma adına çok sık ve bilinçsizce kullanılmaktadır [86].  Tarımsal 

alanlarda kullanılan bu pestisitler, çeĢitli yollarla akarsu, göl ve denizlere 

ulaĢmaktadır.  Birçok balık türünde pestisit kalıntıları saptanmıĢtır [122]. 

 

Bir inhibitörün inhibisyon etkisini gösteren en iyi parametre Ki sabiti 

olmasına rağmen bir çok araĢtırmacı, bir inhibitörün inhibisyon etkisini tespit etmek 

için IC50 değerini kullandıkları literatürlerden anlaĢılmaktadır [97,98].  Çünkü bu 

yöntem oldukça pratik ve uygulanması oldukça kolaydır.  AraĢtırmamamızda 

kullanılan pestisitlerin inhibisyon etkileri IC50 değerleri ile verilmiĢtir.  Bu Ģekilde, 

literatürlerde verilenler ile daha sağlıklı karĢılaĢtırma olanağı sağlanmıĢtır. 

 

Kıvırcık koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi üzerinde % 50 

inhibisyona sebep olan inhibitör konsantrasyonları sırasıyla  Decis 2,5 EC™ için 

1.0019 mM,  Fosforin M™ için 21.3591 mM,  Confidor SC 350™ için 18.4029 mM 

ve  Gibber 20 SI™ için 2.7217 mM olarak bulunmuĢtur. 
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Bu sonuçlara göre Kıvırcık koyunu PON enzimi üzerinde en yüksek 

inhibisyon etkisi gösteren pestisit, Decis 2,5 EC™ olduğu görülmektedir.  Fosforin 

M™  bu enzim için en zayıf inhibitör olmasına rağmen,  21.3591  mM 

konsantrasyonunda bile PON enziminin aktivitesini % 50 inhibe etmesi son derece 

önemlidir. 

 

Merinos koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi üzerinde % 50 

inhibisyona sebep olan inhibitör konsantrasyonları sırasıyla Decis 2,5 EC™ için 

1.6552mM,  Fosforin M™ için 21.9900 mM, Confidor SC 350™ için 57.5900 mM 

ve  Gibber 20 SI™ için 1.9800 mM olarak bulunmuĢtur.  Decis 2,5 EC™ , Kıvırcık 

koyununda olduğu gibi bu enzim üzerinde de en etkili inhibitör olarak saptanmıĢtır. 

En az inhibisyon etkisine sahip olan pestisit ise, Confidor SC 350™ olarak 

bulunmuĢtur.  Fakat Kıvırcık koyununda PON enzimini en zayıf inhibe eden 

Fosforin M™, Merinos koyununda PON enzimini en zayıf inhibe eden Confidor SC 

350™‟den daha güçlü etki ettiği açıkca görülmektedir.   

 

Kıvırcık ve Merinos koyun türlerinden elde edilen PON enzimleri üzerinde 

inhibisyon etkisi gösteren pestisitlerin IC50 değerleri, ġekil 4.1‟ de grafik halinde 

sunulmuĢtur.   

 

ÇalıĢmamızda adı geçen pestisitlerin Kıvırcık ve Merinos koyun türlerinden  

elde edilen PON enzimi üzerine etkileri ile ilgili çalıĢmaya litaretürte  

rastlanmamıĢtır.  Bu sonuçlar literatürde insan serum paraoksonaz enzimi ile 

sıralama olarak aynı olmasına karĢı IC50 değerleri daha yüksektir.  Bu durum 

Kıvırcık ve Merinos‟dan elde edilen PON enziminin pestisitlere karĢı ilgisinin insan 

PON enzimine göre daha dirençli olduğunu göstermektedir [123]. 
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Yüksek lisans tezi olarak sunulan bu çalışmada elde edilen bulgular 

aşağıdaki şekilde özetlenebilir; 

 

 1. Koyun serum PON enzimini saflaĢtırmak için Sepharose 4BL-tirozin 1-

naftilamin kimyasal yapına sahip bir hidrofobik etkileĢim kromatografisi jeli 

sentezlenmiĢtir. 

 

2. Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapısına sahip hidrofobik jel 

kullanılarak koyun serumndan PON enzimi saflaĢtrılmıĢtır. 

 

3. Amonyum sülfat çöktürmesi ve hidrofobik etkileĢim kromatografisi 

yöntemi ile saflaĢtırılan koyun serum PON enzimi SDS-PAGE elektroforezinde 

yaklaĢık 66 kDa molekül ağırlığında tek bant elde edilmiĢtir. 

 

4.  Kıvırcık ve Merinos serumundan saflaĢtırılan PON enzimi üzerine bazı 

bleĢiklerin inhibisyon etkileri incelenmiĢtir.  Bu amaçla pestisit olarak Decis 2,5 

EC™, Fosforin M™, Confidor SC 350™ ve bitki geliĢim düzenleyicisi olarak 

Gibber 20 SI™ ile çalıĢılmıĢtır.  ÇalıĢılan bileĢiklerin tamamının farklı düzeyde 

Kıvırcık ve Merinos koyun enzimini inhibe ettiği saptanmıĢtır. 

 

5.  Kıvırcık ve Merinos koyun PON enziminin katalitik etkinliğinin çok 

yüksek ve Decis 2,5 EC™,  Fosforin M™, Confidor SC 350™ ve  Gibber 20 SI™ 

bileĢiklerine karĢı daha dirençli olduğu bulunmuĢtur. 
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