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OZET

KOYUN SERUM PARAOKSANAZ ENZIMININ BAZI PESTISITLERE
KARSI ILGISININ ARASTIRILMASI

Beste SIPAL
Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Kimya Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi / Tez Danismani :
Yrd. Dog. Dr. Semra ISIK)

Balikesir, 2011

Bu c¢alismada, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyona sahip paraoksonaz (PON) enzimi Merinos ve Kivircik
koyunu kan serumlarindan saflastirilmistir. Saflastirmada Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin hidrofobik etkilesim kromotografisi jeli kullamlmistir. Sepharose-4B,
CNBEr ile aktiflestirilmis ve uzant1 kolu olarak L-tirozin baglanmistir. Uzant1 koluna
1-naftilaminin kenetlenerek hidrofobik etkilesim kromotografisi jeli sentezlenmistir.

Merinos ve Kivircik koyunu kan serumlarindan PON enzimi 6nce amonyum
stilffat ile ¢Oktiirilmiistiir. Daha sonra sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-1-
naftilamin hidrofobik etkilesim kromotografisi jeli ile saflastirilmistir. Enzim saflig1
SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Her iki koyun tiirii igin de 66 kDa molekiil
agirligina sahip tek bant elde edilmistir.

Merinos ve kivircik PON enziminin paraokson substratina karsi Ky ve Viax
degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile belirlenmistir. Merinos PON enzimi i¢in Ky
ve Vmax degerleri 0,482 mM ve 41,348 U/mLdak, Kivircik PON enzimi igin Ky ve
Vmax degerleri 0,153 mM ve 70,289 U/mLdak olarak bulunmustur.

Bu ¢alismada, Decis 2,5 EC™, Fosforin M™, Confidor SC 350™, Gibber 20
SI™ bilesiklerinin Merinos ve Kivircik koyunlarinin kan serumundan saflastirilan
PON enzimi tizerindeki in vitro etkisi belirlenmistir.

Kwvircik koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi iizerinde % 50
inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlar: sirasiyla Decis 2,5 EC™ igin
1.0019 mM, Fosforin M™ icin 21.3591 mM, Confidor SC 350™ i¢in 18.4029 mM
ve Gibber 20 SI™ i¢in 2.7217 mM olarak bulunmustur.



Merinos koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi iizerinde % 50
inhibisyona sebep olan inhibitdr konsantrasyonlari sirasiyla Decis 2,5 EC™ i¢in
1.6552mM, Fosforin M™ i¢in 21.9900 mM, Confidor SC 350™ i¢in 57.5900 mM
ve Gibber 20 SI™ i¢in 1.9800 mM olarak bulunmustur.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz / Hidrofobik Etkilesim
Kromatografisi / Inhibisyon / Pestisit.



ABSTRACT

INVESTIGATING THE INTEREST OF SOME PESTICIDES ON SHEEP
SERUM PARAOXONASE ENZYME

Beste SIPAL
Balikesir University , Institute of Science, Department of Chemistry

(MSec. Thesis / Supervisor : Assist. Prof. Dr. Semra ISIK)

Balikesir-Turkey, 2011

In this study, paraoxonase enzyme which has an important physiological
function in metabolism were purfied from Merinos and Kivircik 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 Kivircik 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 Kivircik PON enzyme against paraoxon
substrate were determined by Lineweaver-Burk method. K 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 Kivircik 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 Kivircik sheep species.

Inhibitor concentrations caused 50% inhibition on PON enzyme obtained
from Kuvircik 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™, 575900 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 GIRIS

Cevre insanla birlikte tiim canli varliklar, cansiz varliklar ve canli varliklarin
eylemlerini etkileyen ya da etkileyebilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik ve toplumsal
nitelikteki tiim etkenlerdir [1]. Ancak bu etkenlerin insanlarm niifus artisi, teknolojik
gelismeler ve tliketim aligkanlhiklarma bagli olarak zarar goérmesi ve bu zararin
rahatsiz edici seviyelere ulagmas1 sonucu kirlenmesi s6z konusudur. Boylece cevre
kirliligi ortaya c¢ikmaktadir [2]. Ozellikle tarimda zirai ilaglama faaliyetlerinin
artmast ve bu ilaclarin bilingsizce kullanilmasi ¢evre kirliligi agisindan en 6nemli

sorunlardan birisidir.

Cok toksik yapida olan ve pargalanip bozulma ihtimali olmayan, bazi klorlu
yapidaki pestisitlerin digindaki tarim ilaglarinin taginmasi, depolanmasi, kullanilmas1
hatta sentezlenmesi bile bliyiikk bir g¢evre kirliligine sebep olmaktadir. Tarim
ilaglarinin yalnizca zararli canlilara karsi etkili olmasinin istenmesine ragmen, bu
ilaglar biiylik ¢ogunlugunun hem kontrol ettikleri canlilara karsi hem de insan ve
diger memelilere ¢ok toksik etki yapabildigi belirtilmektedir [3].  Pestisitler
kullanildiktan sonra, uzun siire parcalanmayip besin zinciri yoluyla insan ve hayvan
viicuduna alinmakta ve daha sonra olumsuz etkileri ortaya g¢ikmaktadir. Diger
yandan tarmmsal alanlarda kullanilan pestisitler c¢esitli yollarla akarsu, gol, ve
denizlere karismasi sonucu, bu sular1 kullanan hayvanlarin viicutlarinda birikerek

gida zinciri yoluyla insana kadar ulastig1 bilinmektedir.

Paraoksonaz HDL’ye bagli olarak bulunan, organofosfat ajanlar1 (OP) ve
sinir gazlarmi hidroliz ederek LDL nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna
ve bakteri endotoksinlerine kars1 koruyucu etkisi olan 6nemli bir karaciger enzimidir.
LDL’nin oksidasyonu ateroskleroz siirecinin baslangi¢ evresini olusturmasi, enzimin

antioksidant 6zelliginin 6nemini ortaya koymaktadir [4,5].



Paraoksonaz insan serumunda ilk olarak 1961°de Uriel tarafindan
elektroforezden sonra HDL immunopresipitatlarinda saptanmistir [6]. PON1 organik
fosforlu bir insektisit olan parationun aktif metaboliti olan paraoksonu hidroliz etme
yetenegine sahip A-esterazlar grubundan bir enzimdir. PON enzim aktivitesi
kalsiyuma bagimhidir. Kalsiyum direkt katalitik reaksiyonda yer alarak veya aktif
alanin uygun konformasyonda tutulmasini saglayarak aktif alanin korunmasinda
gorev alir. Ayrica paraoksonun P=O bagini polarize ederek fosforun niikleofilik
saldiriya yatkinligimi saglar ve dietilfosfatin aktif alandan ayrilmasini kolaylastirir
[7]. Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda bulunur.
PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere bilinen li¢ liyeye sahiptir. Yapisal yonden
biliyiik benzerlikler gdsteren bu genlerden PONI1 ortaya cikarildigi siireden beri
yillardir calisilmaktadir.  PONI1, fizyolojik substratlar1 ortaya c¢ikarilmasi ve
aterosklerozis ile iliskisi ortaya konulmasi1 nedeniyle PON2 ve PON3’e gore nispeten

daha iyi aydmlatilan gendir [8].

1.1 Paraoksonaz Enzimi (PON) (EC. 3.1.8.1)

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

kazanmustir [6].

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil
asetat, propiyonat ve biitirat’1 hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. insan
serumunda ilk kez 1961°de Uriel tarafindan elektroforez sonrast HDL
immunopresipitatlarinda saptanmistir [9]. Mackness ve ark, ilk olarak HDL-ayirimi
icin santrifiij yontemini gelistirdikten sonra, koyunlarda paraoksonaz aktivitesinin
cogunlukla apo Al igeren partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ve insan
serumunun ultra santrifiijlenmesi ile enzimin kanda HDL yapisinda tasindigmi ortaya
koymuslardir [10]. Saflagtirilmis sigir serum paraoksonazinin lipidlerle iliskili ve

HDL ile ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugunu gostermislerdir.



Saflastrma swrasinda apo A-I’in paraoksonazdan aymrimimin zor olmasi,
ikisinin siki1 iligkili oldugunu disiindiirmiis ve HDL kolesterol tayini sirasinda
lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesine rastlamiglardir [9].  Enzim;
paraokson, metil paraokson ve klormetil paraoksona yiiksek derecede segicilik
gosterdigi icin, paraoksonaz olarak adlandirilmistir. Mackness ve ark., PON’un HDL
iizerinde apo A-I’e bagimli olarak aktivite gosterdigini ve 1991 yilinda LDL
tizerindeki lipoperoksit birikimini azalttigini bulmuslardir [10]. Aymi1 zamanda
Macness ve ark, farkli populasyonlarda (Fransiz, Sudanli vs) polimorfizm analizleri
yaparak, allellik formlar1 belirlemis ve populasyon g¢alismalar1 enzim aktivitesiyle
HDL, apo A-l, apo A-II arasinda istatistiksel iliski oldugunu gdstermistirler [10].
Immunoafinite kromatografi caligmalar1 insan serum paraoksonazmin gercekte
apolipoprotein A-l1 ve klusterin (apolipoprotein J) iceren HDL tipleri ile iliskili
oldugunu ve PON’un total HDL’nin ¢ok kii¢iik bir bolimiinii olusturdugunu

gostermistir [6,10].

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

iliskisi arastirilmis, enzimin aminoasit dizisi belirlenmistir [11].

1.1.1 Adlandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi’nin (IUBMB) enzim
isimlendirmesinde paraoksonaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1.) sahiptir.
1990’1 yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak yalniz
fenolikesterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlagiimis
ve EC 3.1.8.1 ile tamimmlanmustr [11].  Paraoksonaz enziminin, A grubu
Arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz enzimi olmasi nedeniyle sistematik adi
arildialkilfosfatazdir. A esteraz grubunda yer alan paraoksonaz enzimi, aktivitesinin
Ol¢timiinde ilk olarak paraokson substrati kullanildig1 i¢in paraoksonaz adini almigtir

[12].
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Sekil 1.1 Paraoksanin kimyasal yapis1 (O,0O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)

Paraoksonaz enzimi genis bir substrat oOzgilliigli gosterirken, fizyolojik
substrati tam olarak belirlenmemistir. Ancak arilesteraz, organofosfataz ve laktonaz
aktivitelerine sahip oldugu tespit edilmistir. Insan serum paraoksonaz enzimi,
parationun metabolik {irlinii olan paraoksani kataliz etme yetenegindedir. Paraoksan
organizmaya zararli olup pestisit olarak kullanilmaktadir. Paraoksanim, paraoksonaz
enzimi ile yikimi sonucu paraoksana oranla goreceli olarak daha az zararli p-nitro

fenol ve dietil hidroksi fosfat bilesikleri olusur (Sekil 1.2) [6].
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Sekil 1.2 Paraoksonaz Enzim Mekanizmasi [4]

1.1.2 Paraoksanaz Gen Ailesi

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

q22.1 arasinda bulunmaktadir [8,13].



Ik olarak memelilerde tanimlanan PON ve PON ile iliskili genler sonralar
kiimes hayvanlari, zebra baligi ve omurgasizlardan Caenorhabditis elegans’ta
bulunmustur [14]. Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere
bilinen ¢ liyeye sahiptir. Bu genler biiyiikk yapisal benzerlikler gostermektedir ve
ortak evrimsel 6nciilden gen dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli
tiirleri igersinde PON1, PON2 ve PON3 aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid
diizeyinde % 70 benzerlik gdsterir. Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu g
genin her biri aminoasit diizeyinde % 79-90, niikleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik
gostermektedir. PON1, PON2 ve PON3 ile karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan

105 aminoasit i¢inde {i¢ niikkleotid rezidiisiiyle ayrilir [8,15].

PON2 ve PON3, PONI1 kadar aydinlatilamamistir[8,16]. PON2 diger
tiyelerden farkl olarak plazmada bulunmamaktadir. Ancak beyin, karaciger, bobrek
ve testis gibi pek cok dokuda sentezlenmektedir. PONS3, tavsan HDL’si {izerinde

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

PON3 enzimi de PON1’e benzer sekilde biiyiik ¢ogunlukta karacigerden
sentezlenir ve serumda HDL’ye bagli olarak bulunur. Ayrica PON3 daha diisiik
seviyelerde bobrekte sentezlenmektedir. PON3 geninin mRNA’s1 ve proteinine

insanlardan farkli olarak siganlarin makrofajlarinda rastlanmistir [15,16].

1.1.3 PONL1 Biyokimyasal Yapisi

PON gen ailesi igersinde PON1 yillardir calisilan ve PON2 ve PON3’e gore
en 1yi aydinlatilan enzimdir. Serum PON1, organofosfatlarin hidrolizini katalizledigi
bilinen kalsiyum bagimli bir esterazdir. Karaciger, bobrek, bagirsak gibi dokulara
genis capta yayilmistir. PON1 serumda HDL’ye bagl olarak bulunur ve PON1’in
kararlilig1 ve baglanma ilgisindeki etki HDL igersinde sekil ve biiyiikliik degisimine

neden olur [17].



PON1, 43-45 kDa molekiil agirligma sahip 354 aminoasit igeren bir
proteindir [17,18]. Her molekiil total agirligin %15.8’ini olusturan ti¢ karbonhidrat
zinciri igermektedir. Izoelektrik noktas: 5.1°dir. Aminoasit bilesimi yiiksek 16sin

icerigi disinda bir 6zellik gostermez [19].

Yapisinda yer alan 3 sistein (Cys) rezidiisiinden 284°teki serbest, 42 ve 352.
sistein rezidiileri arasinda tek disiilfid bag1 bulunur. In sitii hibridizasyon ¢alismalar1
ile PON1 geninin 7. kromozomun uzun kolu {izerinde q21-q22° de bulundugu

gosterilmistir [6,10].

PON1’in ince yapisi 4 adet zincirden olusmus 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir (Sekill.3). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki distilfit
kopriisii ile sonlanarak {i¢ boyutlu yapisini kazanir [20]. N terminal ve C terminal

uglarmin bu sekilde kovalent baglanmasi B-kirmali yapili enzimlerde nadir goriiliir.

Ug boyutlu yapida, B-kirmali tabakalarin merkezinde 7.4A° aralikli iki adet
Ca*? iyonu bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan
uzaklastirilmas1 doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [21]. Digeri ise
katalitik etkinlikte gorev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu 2.2-2.5A° uzaklikta 5
adet aminoasit rezidiisii (Asn224, Asn270, Asnl168, Asp269 ve Glu 53) ile etkilesim
halindedir.

Ayni kalsiyum iyonu bir su molekiili ve fosfat iyonunun oksijeni ile
etkilesmektedir. PON1’in yapist 6 adet B-kirmali tabaka ile merkezdeki Ca*?
iyonlar1 agisindan diizopropilfluorofosfataz (DFPase) enzimi ile benzerlik
gostermektedir [21]. Ancak PON1 esteraz, fosfotriesteraz ve laktonaz aktivitesi
gosterirken, DFPase sadece fosfotriesteraz aktivitesi gosterir. Fakat bu iki enzimin
aminoasit dizilerinde belirgin bir benzerlik yoktur [21]. PON1 aktif bolgede diger B-
kirmali yapilardan farkli olarak hidrofobik heliks (H2 ve H3) yapilar1 vardir
(Sekil 1.3). Bunlar ayni zamanda sonlanma noktalaridir. Bu yap1 aktif bolgenin
korunmast ve enzimin HDL’ye baglanmasi gibi kritik rollere sahiptir. PON1

sentezlendiginde monomerik yap1 seklindedir.



Eger HDL’ye baglanmazsa oligomerizasyon yapabilir. Bu olay in vitro
deterjanli ortamda H2 ve H3 heliksleri ile deterjan misellerine baglanarak gerceklesir

[22].

Sekil 1.3 PON1’in ii¢ boyutlu yapis1 [15]

PONI iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bolgesi vardir. Iki tanesi
(Asn 227 ve Asn 270) B-kirmali tabakalarin merkezinde, diger ikisi ise ylizeye bakan
bolgede (Asn 253 ve Asn 324) yer almaktadir. PON1 memeli hiicrelerinde ekspre
edildikten sonra bu noktalardan glikozillenir [23]. PON ailesinin hidrolitik aktivitesi
icin glikozilasyon 6nemli degildir [24,25]. Ancak enzimin yapisinda bulunan bu
karbohidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre membranlarina baglanmada veya

kararlilig1 ve ¢oziinlirligi arttirmada etkili olabilir [26,27].

1.1.4. PONT1’in HDL’ye Baglanmasi

PONI1 ve PON3 karacigerde sentezlendikten sonra kana salinir, orada spesifik
olarak HDL’ye baglanir. HDL periferal hiicrelerden kolesteroliin tasmmasini
saglayan ve kendisine bagl platelet aktive eden faktdr, PON1 ve PON3 gibi enzimler
ile LDL’nin oksidasyonunu 6nler [28,29].



HDL yaklasik 10nm c¢apinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde oncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
Al ve aromatik heliksler yer alir [30]. HDL’ye bagl olan enzimlerden ilk kez ii¢
boyutlu yapist aydinlatilan PON1 enzimidir. PONI1 hidrofobik N terminal ucuyla
sonlanir, H2 ve H1 hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel membrana

baglanma yiizeyi olustururlar (Sekil 1.4).

Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan zincirleri ile olusturduklar1 yap1

karakteristigi sayesinde HDL ara yiizeyine girebilmektedir [26].

Ya HDL

Hydrophobic interior | ‘,f.

Sekil 1.4 PON1’in HDL’ye baglanmasi [31].
1.1.5 PONI1 Sentezlenmesi ve Salgilanmasi
PONI1 sentezi karacigerde gerceklestiginden dolayi, serumdaki PONI1

seviyesini belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki PON

seviyesi ve aktivitesi bireyler arasinda ¢ok degiskendir [32].



Bunun nedeni enzim aktivitesini ve peptit konsantrasyonunu etkileyen PON1
geninin kodlanma ve promoter bolgesinde ¢ok sayida polimorfizm gostermesidir.
PON1’in serumdaki aktivitesini ve konsantrasyonunu belirleyen promoter aktivitesi

tizerinde en 6nemli polimorfizm -107 pozisyonundadir [33,34].

PONI sentezinde onemli olan bir diger faktor karaciger hiicrelerindeki
kolesterol dengesidir. Ayrica PON1’in karacigerden sentezini herhangi bir hastalik
durumu da etkilemektedir [35,36].

PONT1 karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya karacigerde
mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdlgesi
olmas1 gerekmektedir. N-terminal hidrofobik bdlgesi baglamada belirleyici oldugu
kadar salgilanma prosediiriinde de 6nemli role sahiptir [37,38]. Yapilan ¢alismalarda
hamster ovaryum hiicresi ve insan hepatosit hiicresine transfekte edilen PONI1

sentezlendikten sonra hiicre zarinm dis yiizeyine baglandigi gosterilmistir [39].

PONI1 karacigerde sentezlendikten sonra 6nce mikrozomlara baglandigi, daha
sonra da hiicrenin dis yiizeyine baglandig1 diistiniilmektedir [40,41]. Hiicrenin
zarmin disg ylizeyinden salinmasi ve HDL’ye baglanmasi tesadiif degildir, bu
baglanmada fosfolipit kompleksi onemli rol oynamaktadir ve LDL PONI1’in
hiicreden salimmasima ve kendisine baglanmasi i¢in fosfolipit igerigi yeterli degildir

[26,39,40].

1.1.6 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

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

molekiilii, esteraz aktivitesinde 6nemli rollere sahiptirler (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [15]

Katalitik etkinlik gosteren Ca*? iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif

yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadr.

Aktif bolgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin bir protonunu alarak bu
molekiiliin niikleofilik giliclinii arttirir. Olusan hidroksil iyonu karbonil veya fosfat
esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks tetrahedral bir diizlem sonucu
Ca*? iyonu ile kararlh kilinir. Olusan yapidaki Ca* iyonu negatif ylklii oksijenden
uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin {izerine yikilir ve ester bagi kopar.
PONTI’in mekanizmasini agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi i¢in 2-naftilasetat ve
fosfotriesteraz aktivitesi i¢in ise paraoksan substratlar1 kullanilmistir. Bu
substratlarm optimum pH araliklar1 saptanmis ve substratin yapisinda bulunan yan

zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucu bulunmustur [15].

1.1.7 PON1 Polimorfizmleri

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda, bir kismi PONI geninin kodlanma
bolgesinde, digerleri intronlarda ve genin diizenleyici yani promoter bdlgesinde
olmak {izere 160’dan fazla polimorfizm tespit edilmistir [42]. PON1 enzim
aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimhdir ve farkli etnik kokenli

populasyonlara gore degiskenlik gosterir [6].

10



Ilk olarak 1973’de Von Mallinckrodt ve arkadaslar1 tarafindan enzimin
genetik polimorfizm gosterdigi ve enzim aktivitelerinin trimodal dagilima sahip
oldugu gosterilmistir [43]. Daha sonra 1976’da Playfer ve arkadaslart PON1’in
insanlar arasinda diisiik, orta ve yiiksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim

gosterdigini daha detayli bulgularla agiklamistir [44].

Paraoksonaz aktivite polimorfizminin molekiiler temeli, PON1’in kodlanma
bolgesindeki kendiliginden olan mutasyonlar sonucu iki aminoasitin yer degistirmesi
ile iligkilidir. Bu mutasyonlarda birincisi kodlanma bdlgesindeki 192. kodonda
glutaminden (Q) arjinine (R) olan degisimdir (Sekil 1.6) [45]. Kodlanma
bolgesindeki ikinci degisim 55. pozisyonda 16sinden (L), metiyonine (M) olan
degisimdir. Bu mutasyonun PON1’in aktivitesi iizerinde etkisi ¢ok az iken,
serumdaki protein seviyesini etkiledigi tespit edilmistir. PONI’in R allelinin
kodlandig1 proteinin paraoksan hidroliz aktivitesi Q allele gore sekiz kat daha

yiiksektir [6].

Ayrica PON1 Q formu yiikseltgenmis 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 gore daha
yiiksek enzim konsantrasyonuna sahiptir [10]. Farkli populasyonlardaki polimorfik
dagilim bireyler arasinda varyasyona neden olur [47]. PON1 allozimlerinin kalitatif
ve kantitatif olarak farkli olduklarinin kesfi ile fenotipleme metodlar1 gelistirilmistir.
Ik olarak 1983’te Eckerson tarafindan iki izoenzimin tuz ve pH’a farkli yanitlarmi
temel alarak iki fenotip tanimlanmistir [48]. Tuz (NaCl) varlifinda homozigot R

allozim (RR) paraoksana karsi daha yiiksek enzim aktivitesine sahiptir.
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Sekil 1.6 PON1 enzimi gen polimorfizmleri [6].

PON1’in  kodlanma  boélgesindeki PON1 ~ M/L55 ve Q/R192
polimorfizmlerinden baska promoter bolgesinde de en az bes polimorfizm
belirlenmistir. Bu polimorfizmler -107/-108 (C/T), -126 (C/G), -160/-162 (A/G), -
824/-832 (A/G) ve -907/-909 (C/G) bolgelerde bulunmaktadir (Sekil 1.6) [49,50].

PON1 genindeki promoter polimorfizmlerinin, gen ekspresyonu ve
enzimlerin serum diizeyleri tizerinde giiglii etkisinin oldugu bulunmustur [17,33].
HepG2 hiicrelerindeki lusiferaz geninde yapilan ¢alismalarda; promoter igersindeki
GACC polimorfizmleri -909, -832, -162, ve -108 pozisyonlarinda CGGT ye gore iki
kat daha aktiftir [33]. -107T, -824G ve -907G polimorfizmleri en yiiksek
konsantrasyon ve aktivite gdsteren polimorfizmlerdir ve -107T polimorfizmi, PON1
gen ekspresyonu iizerinde baskin etkiye sahiptir [17,33]. Promoter aktivitesi

icerisindeki bu varyasyonlar, serum PON1 konsantrasyonu ve aktivitesi igersindeki
anlamli fakliliklarla iliski halindedir [33].

12



Ayrica promoter polimorfizmleri PON1 14 geninin 3’ okunmayan bdlgesi

icersinde de ortaya ¢ikarilmistir, fakat bunlarin 6nemi heniiz bilinmemektedir [51].

Iki populasyonun haplotip analizi gdstermistir ki; C(108)T polimorfizminin
serum PON1 varyasyonunda %23-24 oraninda esas katilimcidir. Ayrica az da olsa
A(-162)G polimorfizmi de %1,1 oraninda etki etmektedir. -909 ve -832. bolgelerdeki
polimorfizmlerin ise seum PONI1 diizeyindeki farkliliklarla iliskisi bulunmamaktadir

[51,34].

-108 ve -162 polimorfizmlerini kapsayan yaklagik 200 bp’lik alan, PON1
geninin transkripsiyonu i¢in gereklidir[51-53]. -108. bdlgede meydana gelen
polimorfizm PON1 serum varyasyonunun en énemli katilimcisidir. Bu polimorfizm
Spl ve Sp3 transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi icin konsensusun ortasinda
lokalize olmustur. Bu konsensus alani -108T varyasyonu varhiginda engellenir
[51,33]. Spl’in baglanmasinda polimorfizmlerin etkisi ile ilgili olarak yapilan
arastirmalara gore -108. bolgeye Spl’in baglanmasinda T nin varliginin C’den daha
zayif oldugu bulunmustur [34]. -162. bolgede bulunan polimorfizm, NF-1 (nuclear
factor-1) baglanma alanmnin iizerinde bulunur. -162A varyasyonu NF-1’in
baglanmasinda G varyasyonuna gore daha yiiksek aktivite gostermektedir. - 62’deki

bu degisim gen ekspresyonu iizerinde agiklanabilir [49,51].

PON1 promoter polimorfizmleri ve kodlama bélgesinde olusan
polimorfizmler arasinda iliski bulunmaktadir. -108C ve 192R polimorfizmleri
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 daha diisiik seviyede koruma gosterir. Bununla
birlikte PON1-192 (Q/R) polimorfizmi enzim aktivitesi bakimindan diisiiniildigiinde
bagimsiz olarak hareket eder [51].
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Sekil 1.7 PON1 enzimi promoter bolgesi polimorfizmleri [51].

Paraoksonaz polimorfik dagilimi biiyiik interetnik degisim gdstermektedir.
Tirk populasyonunda RR allel olduk¢a diisiik bir oranda bulunmustur. Trimodal
dagilim i¢cin QQ, QR ve RR allellerinin frekansi sirasiyla % 48.6, % 41.0 ve % 10.4
olarak tespit edilmistir[51]. Disiik aktivite gosteren Q allel Avrupa, Kanada ve
Amerika’da yiiksek, Avusturalya’daki Aborijinlerde ve Zambiya’da diisiiktiir [6].

PONI’in kodlanma bdlgesindeki diger bir polimorfizm 102. kodonda
izolosinden valine olan degisimdir [54]. PONI’in promoter bdlgesinde 5 tane
polimorfizm tespit edilmistir. Bunlardan plazma PONL1 seviyesini etkileyen en

onemli olan1 C108T polimorfizmidir [51].

PONI1 enziminin aktivitesi polimorfizme bagli olarak olduk¢a degisim
gostermektedir. S6z konusu enzimin organizmada fizyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasina ragmen, klinik yaymlarda PON enzim aktivitesi ile c¢esitli
hastaliklar arasinda iligkinin belirlenmesine yonelik pek ¢ok calismaya rastlanmistir.
Ayrica yapilan ¢aligmalarda ozellikle incelenen hastaliklar ile PON1 polimorfizmi

arasinda bir baglant1 olup olmadig1 aragtirilmigtir.
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Oncelikle yapilan pek ¢ok calismada kalp damar hastaliklar1 ile PONI
R/Q192 polimorfizmi arasinda 6nemli bir iliski oldugu gosterilmistir [55,56].

Ancak bagka calismada PON1’in Arjinin 192 polimorfizmi ile kalp damar
hastalik riski ile iligkili olmadig1 gosterilmistir [57,58]. Benzer sekilde PON1’in
M/LS55 polimorfizmi ile kalp damar hastaliklar1 olusma riski arasinda bir grup
calismada baglant1 var iken [42,58], diger bir ¢calisma grubunda herhangi bir iligki
olmadig1 gosterilmistir [59,60]. Sonu¢ olarak, PONI1 192. ve 55. polimorfizm
genotipleri direkt enzim aktivitesini etkilemektedir. PONL1 aktivitesi de geleneksel
risk faktorleri disinda, kalp damar hastaliklar1 olusma tehlikesini bize dnceden haber

vermektedir.

Yapilan bir calismada, PON1’in 192R ve 55M polimorfizmlerinin erkeklerde
prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak herhangi iliskisi olmadigi gosterilmistir
[54]. Japon toplumunda tip 2 seker hastalarmda yapilan bir ¢alismada, PON1
enziminin Q192R polimorfizmi ile hastalik arasinda 6nemli bir baginti olmadigi
tespit edilmistir[61]. Paraoksonaz enziminin 192. kodonda Q alleli bulunduran
kisilerde Parkinson hastaligi olma riskinin istatistiksel olarak (p<0.005) yiiksek
oldugu tespit edilmistir [62]. Alzheimer hastalarinda yapilan bir calismada, PON1
geninin 192. polimorfizmi R allel goriilme siklig1 kontrol grubuna gore oldukga

diistik bulunmustur [63].

1.1.8 PON1’in Fonksiyonel Onemi

PONL1 ve bazi memeli paraoksonazlari toksik ajanlarin hiicresel zararlarina,
plazmadaki LDL’nin lipitleri oksitlemesine ve bakteri endotoksinlerine Kkarsi
koruyucu olarak hareket eder. Ayrica LDL’nin lipit bilesenlerinin oksidasyonundan
olusan toksik tiriinleri de inaktive edebilir [64].

1.1.9 Hidrolitik Aktivite; Organofosfatlara Karst Koruma

Paraoksonazin arterosklerozisin onlenmesindeki 6nemli fonksiyonlarindan

biri organofosfatlara karsi koruma saglamasidir [6].
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OP bilesikleri, tarimda pestisit olarak iirlin verimini arttirma ve veteriner
ilaglar1 yapiminda kullanilan fosforik asitlerin triesterleridir.  OP’lerin etki
mekanizmas1 sinir sistemi igersindeki asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu ile
iligkilidir.

Asetilkolinesteraz merkezi, somatik ve parasempatik sinir sistemindeki
asetilkolinleri ve 6nemli nérotransmitterleri hidroliz eden bir enzimdir. Paraokson da
asetil kolinleri yikan Kkolinesterazlarin kuvvetli inhibitoriidiir, ardisik ndron
uyarilmasi ile sinaptik bileskelerde asetilkolin birikimine yol agar. Memelilerde
karacigerdeki detoksifikasyondan kacan herhangi bir okson organofosfat etki alanina
ulasmadan once kanda serum PONI enzimiyle hidroliz edilebilir. Bu enzimin
inhibisyonu ile OP zehirlenmeleri ve sinir sisteminde bozukluklar meydana gelir
[31].

Organofosfatlar, tiim bilesiklerinde organik molekiiliiniin bir parcasinda
fosfat grubu veya fosfat tiirevlerini igerirler. OP’lerin genel formiilii biiyiik
cogunlugunda aynidir. Merkezde fosfat atomu bulunur ve fosfat atomunun oksijen
veya kiikiirtle ¢ift bag yapmasma gore fakli adlandirilir (Sekil 1.8). OP, P=0
formunda iken yalnizca asetilkolinesterazlar1 etkileyebilir. Genel olarak kullanildigi
insektisitlerde P=S formun oksijen analoglarma doniismesi gereklidir. Rj ve R»
gruplar1 genelde alkil veya aril gruplaridw. X grubu genis bir degiskenlik
gostermekle birlikte genelde alifatik, aromatik ve heterosiklik gruplar1
tamimlamaktadir [42,65].

O 8)
I R1, R, = Metil, efil, izopropil
R—P—X
| X = Degisken grup
R

Sekil 1.8 OP bilesigi genel formiilii [71].

Organofosfatlar tarimdaki faydalarinin yani sira insanlarin hayatini 6nemli
Olgiide tehdit eden toksik kimyasallardir. Paraoksonaz enzimi savunma sistemi

olusturarak OP’lerin zararl etkilerini ortadan kaldirmaktadir.

16



Soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir gazlarmi hidroliz ederek bunlari
daha az zararli bilesiklere doniistiirmektedir (Sekil 1.9) [42].

() R Rzo R1
’ \P/ 1 PONT_ \ S
o o o \

R1=N(CHj3), R,=CH,CHjs X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R;=CHg R,=CH(CHj3), X=F lzopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

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

Sekil 1.9 Sinir gazlarinin hidrolizi [66].

Insan serum PON1 enzimi ayrica paration, diazinon ve klorprifoz gibi cok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini (Sekil 1.9) [67,68] ve soman, sarin ve
tabun gibi organofosfat sinir ajanlarmi hidrolizleyebilmektedir [69,70]. Insan saghg:
acisindan organofosfatli bilesikler ise terorizm tehdidi kadar bir cevresel risk
olusturur [15]. PON1 enziminin ¢ok yonlii bir arastirma konusu olmasinin en 6nemli

nedenlerinden biri budur.

R OC,Hs R—0O OC,Hs HO OC,H
\ / CytP4s0 NS PON; NS 2
R, " P e
OC2Hs o \OC2H5 o \002H5
O,NT

Cl
- N Diazok
R= Paraokson = ‘ Klorprifoz okson R= M iazokson
N c N Y N~

Sekil 1.10 Insektisitlerde yaygm olarak kullanilan okson metabolitlerinin
hidrolizi[66].
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Bu aktivitelerinin yaninda PON1 enzimi siniflandirilmada yer aldigi A-
esteraz grubunda bulunmas: ile fenilasetat gibi ester substratlarini da
hidrolizleyebilmektedir (Sekil 1.10).[26,48].

o
S O
0 \O +H0 H H \O
(s) (SH) 2-Naftil asetat

(Tio)Fenil asetat

Sekil 1.11 Aromatik esterlerin hidrolizi [66].

PON1 eksikligi gosteren bocekler organofosfat icin hedef organizmadir.
Memelilere kiyasla kuslarda organofosfat zehirlenmesine yatkinlik daha yiiksek
bulunmustur, bu da kuslarda serum PONI enziminin yokluguna baghdir. Benzer

durum siirlingenler ve baliklarin zehirlenmeye yatkinligimi da agiklar.

Organofosfatlara karsi koruma sadece enzimin kan ve dokuda bulunan
diizeylerine baglh degildir, izoenzimlere de baghdir. B tip (R izozim) paraoksonu

hidroliz etmede A tipten (Q izozim) daha etkilidir.

Fakat bir¢ok organofosfat B’ye gore A izozimi ile daha iyi hidroliz edilebilir.
Bu nedenle PON1’in koruyucu rolii degerlendirilirken PON1’in diizeyinin yanisira

tipi de dikkate alinmalidir [6].

1.1.10 Lipopolisakkarid inaktivasyonu; Bakteriyel endotoksinlere karsi

koruma

Insan serumunda HDL’de bulunan bir proteinin bakteriyel lipopolisakkaritleri
inaktive ederek toksik semptomlari Onledigi saptanmistir.  Lipopolisakkarit
inaktivasyonu immunolojik olmaktan ¢ok enzimatik bir reaksiyondur. Bu

reaksiyondan sorumlu enzimin PON1 oldugu saptanmuistir.
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PONL1, bakteriyel lipopolisakkariti lipit A molekiiliindeki 4’ fosfat {izerine
fosfataz etkisi ile hidroliz eder. HDL’nin bir subfraksiyonu olan Tripanolitik faktor
(TLF) Trypanosoma brucei’e sitotoksiktir ve apo Al, PON, haptoglobulin ile iliskili
bir proteindir.

Lizozomal pH’ta aktive olan PON’un peroksidaz aktivitesi oldugu
diistinilmektedir. HDL kompleksinin endotoksin toksisitesine karsi koruyucu
oldugu bilinmektedir. Gram (-) bakteriyel enfeksiyon sirasinda endotoksemi

gelisimine kars1 korumay1 bir 6lgiide saglar.

PON, makrofaj hiicre ylizeyindeki CD14 spesifik baglayici proteinle, bakteri
yiizeyinden koken alan lipoprotein polisakkaritin etkilesimini onler. Aksi takdirde
TNF-a, IL-1, IL-6 gibi sitokin basliklarinin salinimimi baslatir, bu sitokinler degisik

semptomlara neden olur [6].

Dr Standiford’un yaptigi ¢alismada; farelere, lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonundan iki saat once saflastirilmis PON1 enjekte edilmistir ve hayvanlarin
%60’1 hayatta kalmistir. Buna karsilik farelere LPS enjeksiyonundan 2 saat sonra
PONI1 verildiginde farelerin % 30°u yasamistir. PONI enjeksiyonu hi¢ yapilmadan
LPS verildiginde biitiin fareler 6lmiistiir. Bu ve diger c¢alismalarin sonucu olarak
PONTY’in hiicreleri LPS’den koruma yetenegine sahip oldugu anlasilmaktadir. Fakat
PONT’in tip ve diizeyinin bireylerin endotoksinlerine kars1 duyarlhilig1 fark yaratip

yaratmadigi tartismalidir [64].

1.1.11 Oksidatif veya Peroksidatif Aktivite; LDL Oksidasyonunun

Onlenmesi

PONI1, LDL oksidasyonu iizerinde HDL’nin koruyucu etkisinden sorumlu
HDL ana bilesenidir. HDL, antioksidant ve antiemflamatur 6zelliklere sahiptir ve
LDL oksidasyonunu buna bagli olarak da arterosklerozisi geciktirir. Paraoksonaz
arterosklerozise karsi koruyuculugunu sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile
gostermektedir. Enzim dort atomdan yedi atoma kadar degisen lakton halkasi ihtiva

eden en az otuz gesit laktonu hidrolizleyebilmektedir [6].
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PON1’in koruyucu etkisini dlgebilen uygun metodlar hala bulunamamustir.
Analiz  yapilirken inkiibasyon siiresince enzimin dereceli inaktivasyonu,
stabilizasyonu etkileyen faktorler, metallerin etkileri, siilfirid aywraglar ve indirgen

ajanlar dikkate alinmalidir.

Bu tartigmali limitler agikg¢a gosterir ki; PON1 c¢ok diisiik diizeylerde
oksitlenmis LDL’lerin oksidatif zararlarmdan hiicreleri koruyucu etkiye sahiptir ve

PONT’in bu 6zelligi bu proteinin énemli fizyolojik 6zelligi olarak kendini gosterir
[64].

1.1.12 Enzimin Saflastirilmasi

Paraoksonaz enzimi karacigerde, endoplazmik retikulum membranlarinin
parcaciklarinin uglar1 kapanarak olusan mikrozomlarda, serumda HDL’ye bagh
olarak bulunmaktadir [71]. Saflastirma prosediirlerinde Oncelikle s6z konusu

enzimin bagl olarak bulundugu yapilardan uzaklastirilmasi gerekmektedir.

[k olarak A-esterazlar1 (diizopropil fosfofloridat hidrolaz) Mazur tarafindan
tavsan bobreginden yaklasik 13 kat [72] ve daha sonra Mounter tarafindan 65-100
kat saflagtirilmistir [73].  Ancak paraoksonaz ismi ile ilk saflastrma koyun
serumundan 330-385 kat etanol, pH ve iyonik ¢oktiirme yontemleri kullanilarak
Main tarafindan basarilmistir [74]. Daha sonra Furlong ve arkadaslar1 tarafindan

insan ve tavsandan s6z konusu enzim saflastirilmis ve cDNA’s1 karakterize edilmistir

[75].

Paraoksonaz enziminin saflastirilmas: ic¢in, ulasilmak istenen saflik
derecesine ve enzimin serumda veya karacigerde bulunus durumuna gore degisen
cok cesitli metotlar tanimlanmistr.  Bu metotlardan siklikla uygulananlar
hidroksiapatit — adsorbsiyonu, = DEAE-Sepharose = CL-6B  iyon degistirme
kromatografisi, Cibacron Blue 3GA spesifik olmayan afinite kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE anyon degistirme kromatografisi, Concanavalin
A-Sepharose afinite kromatografisi, Mono Q HR 5/5 anyon degistirme

kromatografisi ve DEAE Biojel kromatografisidir.
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Uygulanan metotlarin siras1 enzim kaynaginin serum veya karaciger olmasma
bagl olarak degisebilir. Baz1 durumlarda bir yada diger saflagtirma basamag: tekrar
kullanilabilir. ~ Ornegin; Gan ve arkadaslarmin yaptig1 calismada insan serum
paraoksonazinin saflastirma prosediirii i¢in iki DEAE anyon degistirme

kromatografisi adimi bildirilmektedir [19].

Furlong tavsan ve insan serumundan paraoksonaz enzimini Cibacron Blue
3GA-Agaroz, Sephadex G-75, DEAE Trisacril M ve tekrar Sephadex G-75 jel

filtrasyon kromatografi yontemlerini kullanarak saflatrmistir [76].

Paraoksonaz enzimi karacigerde mikrozomlara, serumda da HDL’ye bagl
olmasindan dolay1 homojen bir saflik elde etmek oldukg¢a zordur [77]. S6z konusu
enzimin saflagtirilmast swrasinda  bagli  oldugu yapilardan uzaklastirilmas:
gerekmektedir. Bu amacla, karacigerde enzimi mikrozomlardan ayirmak icin
TritonX-100 kullanilirken [78] serumda HDL’den uzaklastirilmasi igin deterjan veya

yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilmasi gerekmektedir [76].
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1.2 Pestisitler

Pestisitler, insan ve hayvan viicudu ile bitki ve cansiz cisimlerin iizerinde ya
da c¢evresinde bulunan veya yasayan; ayrica besin maddelerinin {retimi,
hazirlanmasi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda onlarm besin degerlerini azaltan
veya hasara ugratan zararllar1 (bocek, kemirici, yabani ot, mantar, toprak kurdu vb.)

oldiirmek i¢in kullanilan maddelerdir [1].

Pestisitler, oldirdiikleri hedef organizmaya gore asagidaki sekilde

gruplandirmak miimkiindiir:

Insektisitler = Bocek oldiiriiciiler.

Herbisitler = Zararli ot dlduriciler.

Fungisitler = Kiif ve mantar oldiiriictiler.

Nematisitler — Nematod olduriciler.

Rodentisitler = Siganlar1 ve diger kemirgen dldiiriiciiler[80].

Pestisitlerin kullanim1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait
bir papiriis ilizerinde bit, pire ve esek arilarina kars1 insektisitlerin hazirlanigina dair
kayitlar bulunmustur. 19.yy’da zararlilara karsi inorganik pestisitler kullanilmas,
1940’lardan sonra pestisit liretiminde organik kimyadan faydalanilmis, DDT ve diger

iyi bilinen insektisit ve herbisitler kesfedilmistir.

Bugiine kadar 6000 kadar sentetik bilesik patent almasina karsin, bunlardan
600 kadari ticari kullanim olanagi bulmustur [81].

Viicuda giren pestisitlerin belirli bir kismu idrarla digar1 atilirken, birgogu ise
ozellikle yag dokusunda depolanmaktadir. Kadinlar daha fazla yag dokusu igerdigi
icin pestisit birikimi erkeklere oranla daha fazladir. Bazi pestisitlerin insan sagligi

iizerindeki etkileri Cizelge 1.1°de gosterilmistir [80].
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Bas donmesi

Kirmizi,yasli,yanan gozler

Uykusuzluk

Yorgunluk

Asiri terleme

Akut Etkiler Bulanik gérme

Bas agris1

Kas agrisi

Kusma

Mide kramplar1

Cilt kizarikliklari

Cok kiigiik gozbebekleri

Ishal

Solunum zorlugu

Felg
Siddetli Akut Etkiler

Cirpmmalar

Ag1z, burundan akmtilar

Koma veya bilingsizlik

Oliim

Beyin hasar1

Bagisiklik sisteminde hasar

Karacigerde hasar

Kanser

Kisirlik

Uzun Vadeli Etkiler Genetik hasar

Sinir sisteminde hasar

Bobreklerde hasar

Deri hastaliklar1

Cocuk diisiirme

Ceninde hasar

Cizelge 1.1 Baz1 Pestisitlerin Insan Saglhigma Etkileri [80].
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Pestlerin (zararli canli) kontroliinde vazgeg¢ilmez kimyasal miicadele araci
olan pestisitlerin ¢ogunlugu, esas hedefleri olan zararlilara kars1 spesifik olmadiklari
icin insan ve hayvanlarda da zehirleyici olmaktadir. Organik klorlu pestisitler kalici
ozellikleri dolayisiyla ¢evrede birikerek ve besin zincirine girerek toplum ve ¢evre
saglig1 icin onemli bir risk tasirlar. Boylece, dinamik bir denge halinde kalmaya
calisan ¢evrede ekolojik denge bozukluklarma sebep olurlar. Pestisitler hava, su,
toprak, besin yoluyla ve ayrica barmaklar, ¢evre ve alan ilaglamalar1 sonucunda
kalan artiklar1 ile besin kirlenmesine yol acarlar. Kalic1 pestisitlerin uygulanmasi
sonucu ortaya ¢ikan en onemli kronik zehirlenme riski ¢evre kirliligi sonucu besin
zincirine giren ve sonugta nihai tiiketici olan insana kadar her kademede gittikge

yogunlasarak ulasan pestisit kalintilaridir [82].

Pestisit kalintilari, cevre kirlenmesinin yaninda topragin mikrobiyal aktivitesi
ve bu nedenle de topragin verimliligi agisindan da 6nem tasimaktadir. Bu bilesikler,
toprak ve sudaki yararli mikro florayr ve bunlarin enzimatik faaliyetlerini
olumsuz yonde etkilemektedir [83]. Tarimsal ilaglar bu sistemin en Onemli
diismanlarindandir.  Pestisitler topraga uygulandiktan sonra yagmur sulariyla
yikanarak drenaj kanallarina oradan da sulak ortamlara ulagsmaktadir. Sulak ortama

ulasan pestisitler, bu ekosistemde uzun siire bozulmadan kalabilmektedir [84].

Tarim ilaglariin yalnizca zararli canlilara karsi etkili olmasinin istenmesine
ragmen, bu ilaglarmn biiyiik ¢ogunlugunun hem kontrol ettikleri canlilara kars1 hem
de insan ve diger memelilere ¢ok toksik etki yapabildigi belirtilmektedir. Tarimsal
ve tarimsal olmayan amagclar i¢in giinlimiizde milyonlarca tarim ilaci, milyonlarca
doniim araziye uygulanmaktadir. Bunlarin bir kismi, yarilanma siiresinin uzun
olmasi nedeniyle, uzun siire toprakta parcalanmadan kalabilmekte, yertistii ve yer alt1

sularma karisabilmektedir [85].

Su, en biiyiik kaynaklarimizdan biri ve yasamm temelidir. Insanoglu igmek,
pisirmek ve yikanmak i¢in temiz suya ihtiya¢ duyar. Temiz su ¢iftcilerin tiriinlerini
sulamak ve ¢iftlik hayvanlarini beslemek i¢in esastir. Yer alt1 sular1 diinyanin temel

taze su kaynagidir. Belirli kosullar altinda pestisitler yer alt1 sularina gecebilirler.
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Pestisitler, yer alt1 sularina ulastiktan sonra parcalanmaya devam ederler.
Fakat, daha az 151k, sicaklik ve oksijen nedeniyle daha diisiik oranda pargalanirlar.
Yer alt1 suyu kirlendigi zaman kirli su akintilari, nehirler ve gdllerde de bulagmaya
neden olur. Bulagma kaynaklar1 durdurulmus olsa bile, bir yeralti su havzasinin
dogal islemlerle kendi kendisini saflastirmasi zaman gerektirir. Bu kaynaklardaki su

yillarca kullanilamaz [86].

Sulardaki insektisit kalintilar1 genellikle ¢Oziinmez, siispansiyon seklinde
organik maddelerde, sedimentlerde, ¢camurda, ¢iirlime artiklarinda ve planktonlarda
tutunur. Bu yolla besin zincirine girerek, suda yasayan omurgasizlarda, baliklarda
kolaylikla birikebilirler. Baliklardaki insektisit yogunlugu sudakinin 1.000-10.000
katin1 bulabilir. Sularda bakteriler ve planktonlarda tutunan insektisit, baliklara
kadar olan besin zincirinde; baliklarda en yliksek yogunlugu bulur. Baliklarla
beslenen canlilarda ise daha yiiksek diizeye ulasir. Birgok baligin yasam devresinde
bu noktada canli kalma giicli ¢ok az oldugundan tarim ilaclarinin etkisi bu gibi

tlirlerin azalmasina neden olabilir [86].

Hava, icerisinde yer alan partikiilleri uzun mesafelere gotiirme 6zelligine
sahiptir. Bu nedenle, pestisit uygulamalar1 sirasinda siiriiklenmeler meydana gelir.
Havadaki pestisitler kontrol edilemeyip stiriiklenirse; su yollarina, evlere ve yesil
alanlara ulasirlar. Bdylece insanlara, evcil hayvanlara, yaban hayatina ve hassas
bitkilere zarar verebilirler. Bir ¢ok iilkede, siiriiklenme kontroliiniin glcligii

nedeniyle, havadan ilaglamalar 6nerilmemekte ya da kisitlanmaktadir [86].
1.2.1 Arastirmada Kullanilan Pestisitler
1.2.1.1 Decis 2,5 EC™
Yaygmn Adi : Deltamethrin
IUPAC Adi : [cyano-(3-phenoxyphenyl)-methyl] 3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2-
dimethyl-cyclopropane-1-carboxylate

Kullanim Amaci : Insektisit

Molekiil Formili : Cy,H19BroNO3
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Molekiil Agirhg: : 505.21 g mol ™
Kimyasal Yapist :

Gortiniis : Agik sar1 kristaller

Erime Noktasi: 98 °C

Coziiniirlik : Su ile her oranda karisabilir.

Stabilitesi : Ekstrem sicaklik degerlerine ve dogrudan giines 1s1gia maruz kaldiginda
bozunabilir.

Uygulamalar : Decis , temas ve mide zehiri olarak etki gosteren bir insektisittir.
Tahillar, meyveler, baglar, sebzeler, siis bitkileri, pamuk ve ot iirlinleri gibi tiriinlerin
cok genis bir alaninda ¢igneyici emici boceklerin kontrolii i¢in kullanilir. Tavsiye
edildigi gibi kullanildig1 zaman fitotoksik degildir.

Toksikoloji Bilgi :

Ani oral toksisite : LDsg (sigan) 431 mg/kg. Ani solunum toksisite : LDsg (sigan) 2,69
mg/kg. Ani dermal toksisite : LDsg (sigan) >2.000 mg/kg. Ciltde tahris : Cildi tahris
eder (tavsan). Gozde tahris : Ciddi goz hasarlari tehlikesi (tavsan).

Ilave bilgiler : Yiizde veya mukozalarda yanma veya batma ortaya cikabilir bunlar
gecicidir maksimum 24 saat iginde geger. Yiiksek konsantrasyondaki buharlarinin

solunmasi narkoz etkisi yapar [87].

1.2.1.2 Fosforin M™

Yaygin Adi : Metil -Parathion

ITUPAC Adi : O,0-dimetil O-4-nitrofenil fosforotioat
Kullanim Amaci : Insektisit

Molekiil Formiilii : CgH1gNOsPS

Molekiil Agirhigr : 291.3 g/mol
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Yapisal Formiilii :

RCH,—O
\P;f/:;
/

RCH,——O

parathion: R = CH4

methyl parathion: R = H NO,

Gortiniisii : Renksiz kristaller

Erime Noktasi : 35-36°C

Coziiniirligli : Suda, 55 mg / L (20°C). Cogu organik coziiciilerde i1yi ¢Oziiniir.
Ornegin: diklormetanda ve toluende > 200 g/1 (20°C), hekzanda 10-20 g / L (20°C).
Stabilitesi : Bazik veya asidik ¢ozeltilerde belirli sartlarda hidroliz olur.

Uygulamalar : Temas, mide zehiri ve solunumda etkilidir. Tahillar, meyveler,
baglar, sebzeler, siis bitkileri, pamuk ve ot {riinleri gibi {riinlerin ¢cok genis bir
alaninda ¢ok sayidaki emici ve ¢igneyici bocekleri kontrol eden organik fosforlu bir
insektisittir. Tavsiye edildigi gibi kullanildig1 zaman fitotoksik degildir.

Toksikoloji Bilgi:

Ani oral toksisite : LDsg (sigan) 3 mg/kg, LDso (erkek fare) 30 mg/kg, LDso (erkek ve
disi tavsanlar) 19 mg/kg, LCso (96 h) (Gokkusagi alabaligi) 2,7 mg/L [88].

1.2.1.3 Confidor SC 350™

Yaygm Adi : Imidacloprid

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

Molekiil Formiilii : CoH19CINsO,

Molekiil Agirlig: : 255.661 g/ mol

27



Yapisal Formiilii :

HN—NO
| = NN
2 L_/
c” N ¢

Goriiniisii : Renksiz kristaller

Erime Noktasi : 136.4-143.8 °C

Cozlniirligi : Suda, 51 mg/ L (20°C)

Stabilitesi : 40 °C'den sonra 1s1ya duyarl. -10 °C'den sonra donmaya kars1 hassas.
Uygulamalar : Mide ve temas yolu ile etki eder ve etki siiresi olduk¢a uzundur.
Damlama sulama ya da sulama suyu ile kullanildiginda , topraktan kokler yoluyla
almir , slirglin ve yapraklara ulasarak emici ve 1sirict boceklere karsit uzun siireli
koruma saglar.

Toksikoloji Bilgi :

Ani oral toksisite : LDsp (Sigan erkek) : 768 mg/kg, LDsg (Sigan disi) : 1042 mg/kg
Ani dermal toksisite : LD50 (Sigan) : > 5000 mg/kg, Ani solunum toksisite : LDsg
(Sigan) : > 1,752 mg/l [87].

1.2.1.4 Gibber 20 SI™

Yaygin Adi : Giberelik asit (GA3)

Kullanim Amact : Bitki gelisim diizenleyici (BGD)
Molekiil Formiila : C1gH2,0¢

Molekiil Agirhig: : 346.37 g/mol

Yapisal Formiilii :

oo (JH
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Goriiniist : Renksiz kristaller

Erime Noktasi : 136.4-143.8 °C

Cozlinilirkigi : Suda, 50 mg/ L (20°C)

Stabilitesi : Ekstrem kosullar haricinde bozunmaya kars1 dayanikl.

Uygulamalar : Giberelik asit (GA3) birgok Kkiiltiir bitkisinde degisik amaglarla
kullanilan bir bitki gelisim diizenleyicisidir(BGD).  Giberelik asit, gibberellin
grubundan ve bitkilerin biinyesinde dogal olarak bulunan bir hormondur. Bitki
hiicrelerinde hiicrelerin uzamasmi saglar ve biiyiimeyi tesvik eder, tohumlarin
cimlenme kabiliyetini arttirir, bazi bitkilerde dol tutumunu arttirir, bazilarinda
(cekirdeksiz liziim gibi) dane irilestirici etki yapar.

Toksikoloji Bilgi :

Ani oral toksisite : LDsg (Tavsan) : 6300 mg/kg

Ani dermal toksisite : LDsg (Tavsan) : 2001 mg/kg [89].

1.2.2 Pestisitlerle ilgili Yapilan Bazi Cahsmalar

Insanoglunun, artan diinya niifusuna karsihik, yasamini siirdiirebilmek igin
gida, hammadde ve enerji kaynagi olarak her zaman ihtiyag duydugu tarim
bitkilerine olan bagimligi da artmistir. Bu nedenle tarim alanlarindan maksimum
diizeyde liriin elde etmeyi saglamak ve iirlin kaybin1 en aza indirmek amaciyla, bitki
zararlilarma karsin zirai miicadele ilaglarmin ¢esidi ve kullanim sahasi

yaygmlasmustir.

Zararlilara kars1 genis ¢capli kullanim alanina sahip olan pestisitlerin meydana
getirdigi olumsuz etkiler ve bu etkilerin 6zellikle memeli hayvanlarin normal
yasamlarinda ne gibi degisiklikler meydana getirdikleri bilim adamlar1 tarafindan

belirlenmeye calisilmistir. Yapilan bu arastirmalardan bazilar1 agagida verilmistir.

200 ppm DDE ve 100 ppm DDT iceren diyetlerle beslenen Japon
bildircinlarinda (Coturnix japonica) yumurta bezi karbonik anhidraz aktivitelerinde
% 12-15 azalma oldugu bildirilmistir [90].
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Yaym baligi (Ictalarus punctatus) eritrositlerinden elde edilen karbonik
anhidraz enziminin 56 onemli su kirleticilerine kars1 fiziko-kimyasal 6zelliklerini

arastirilmasinda; pestisitlerin siddetli inhibisyon etkisi tespit edilmistir [91].

Suda ¢oziinerek akuatik ekosisteme girebilen organik fosfath bir pestisit olan
Acephate’m, alabaliklarin solungag ve kan eritrositlerindeki karbonik anhidraz (CA)
enzimi lizerine in vitro etkisinin arastirilmasinda bu insektisitin CA aktivitesini

inhibe ettigi gosterilmistir [92].

Herbisit divron (DCMU = Spesifik fotosentez inhibitorii) ‘un CA aktivitesini
yar1 yariya inhibe ettigi [33] ; divron ve siklohegzimitin CA aktivitesini inhibe ettigi
[34]; ethoksazolamid, asetazolamid ve sulfanilamidin CA aktivitesinin inhibitorleri

oldugu tespit edilmistir [93].

Tandon ve Dubey, organik fosforlu bilesiklerden Malathion’un , tatl su
baliklar1 tizerindeki etkisinin tespitinde, karaciger ve bobrek fruktoz-1,6-difosfat
aldolaz seviyesinin artmasiyla birlikte 6liimlere sebep oldugunu rapor etmislerdir

[94].

Celik ve arkadaglari,, Penncozeb Dithane, Cupravit, Bayleton, Baythroid,
Mavrik, Talstar ve Endosiilfan pestisitlerinin, insan eritrosit CA izoenzimleri (HCA-I

ve HCA-II) ve sig1r eritrosit CA (BCA) enzimi iizerine etkisini arastirmislardir.

Baythroid, Talstar ve Mavrik’in, sigir CA ve insan CA izoenzimlerine

inhibitor etkisi goriilmiistiir. Dithane sadece BCA’ y1 inhibe etmistir [95].

Ceron ve arkadaslari, organik fosforlu pestisit olan Diazinon’un 0,42 mg / L
(96) saat konsantrasyonuna deneysel olarak maruz birakilan yilan baligimin
(Anguila anguila) beyin ve plazmadaki kolinesteraz aktivitesini belirlemislerdir.
Diazinon’un inhibitdr etkisini beyin dokusundaki kolinesteraz i¢cin % 70 ve plazma

orneklerindeki kolinesteraz igin % 90 olarak saptamiglardir [96].
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Sekeroglu ve arkadaslari, yedi serum enzimi aktivitesi iizerine bazi
pestisitlerin in vitro etkilerini aragtirmiglar ve bu ¢alismalarinda enzimlerden serum
amilaz, kreatin kinaz, aspartat amino transferaz, alanin amino transferaz, alkalin
fosfataz, gama glutamil transferaz ve laktat dehidrogenazi Endosulfan, Mavrik,

2,4-D ve Neoran pestisitlerinin inhibe ettigini bildirmislerdir [97].

Arslan ve arkadaslari, alkalin fosfataz, amilaz, kreatin kinaz, gama glutamil
transferaz ve laktat dehidrogenaz iizerine Baythroid, Imperator, Meothrin, Sumicidin,
TCA ve Talstar pestisitlerinin etkilerini arastirmislar ve bu kimyasallarin inhibisyon

etkileri oldugunu rapor etmislerdir [98].

Tirkoglu ve arkadaglari,  bazi ticari pestisitlerin sigir serumundan
saflastirilan asetil kolin esteraz iizerine in vitro inhibisyon etkisini arastirmislardir.
Bu pestisitlerden Endosiilfan, 2,4-D, Methyl Parathion, Malathion, Meothrin,
Baythroid, TCA ve Linuron’un bu enzim {izerinde inhibitor etkiye sahip oldugunu

bildirmislerdir [99].

Turan ve arkadaslari, Folidol, Amin'a, Trimidal, Fusilade, Rubigan,
Fenarimol gibi, bazi pestisitlerin insan eritrosit karbonik anhidraz enzimi aktivitesi

(in vitro) tizerine inhibisyon etkilerini incelemislerdir [100].

Baska bir calismada ise, bazi herbisitlerin iki farkli balik tiirtindeki asetil

kolin esteraz enzimi tizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir [101].

Literatiiredeki farkli diger bir ¢alisma da ise Oktay Arslan ve ¢aligma grubu
Rubigan [2,4'-dikloro-a-(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-a-(pirimidin-5-yl) benzhidril alkol]
bilesiklerinin, Cyprinus carpio, Diplodus vulgaris, Scorpaena porcus, Salmo
gairdnerii ve Barbus barbus eritrositlerinden elde edilen karbonik anhidraz enzimleri

tizerinde inhibisyon etkilerini inlemislerdir [102].
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1.3 Arastirmamizda Kullamlan Koyun Tiirleri

37,5 milyona ulasan sayisiyla Tiirkiye deki koyun populasyonu toplam
hayvan populasyonu i¢inde Onemli bir yere sahiptir. Bu koyun populasyonu
sayesinde Tirkiye diinyadaki koyun yetistiren tilkeler arasinda 7. siradadir.
Tiirkiye’nin toplam siit tiretiminin %10.1 ( 1047000 ton ) ve toplam et {iretiminin

%26.1 ( 112800 ton ) koyun yetistiriciliginden saglanmaktadir.

Tiirkiye de koyun yetistiriciliginin tercih edilmesindeki en 6nemli nedenler
cografi yap1 ve hava kosullaridir. Tarmm i¢in kullanilamayan genis alanlar koyun
yetistiriciligi i¢in uygun ortam saglamaktadir. Tiirkiye’nin Orta ve Dogu Anadolu
bolgelerindeki otlaklarda bulunan bitki ortiisii sert hava kosullar1 yiiziinden zayif ve
diisiik bir kaliteye sahiptir. Ancak Tiirkiye’nin Marmara ve Ege bdlgeleri gibi bati
kisimlar1 hava sartlarinin daha yumusak ve otlak kalitesinin daha iyi olmasindan
dolay1 koyun yetistiriciligi i¢in daha uygundur. Marmara bolgesindeki yaygin koyun
irklar1 Kivircik ve Tiirk Merinos Koyun wklaridir. Marmara bélgesinde 2,5 milyon

Kivircik Koyunu ve 0,3 milyon Tiirk Merinos Koyun tiirli bulunmaktadir.

Kivircik koyunu et kalitesi iyi bir sertlige sahip olmasindan dolay1 yoresel ve
onemli koyun tlirleri arasinda en iyi olarak bilinir. Tiirkiye’ye ek olarak Kivircik
Koyunu Bulgaristan ve Yunanistan da vyetistirilir. ~ Ozellikle Trakya’nm bat1

kisimlarinda Trakya Koyunu olarak anilir.

Sekil 1.12 Kivircik Koyunu [103].
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Yerli Kivircik Koyununu yetistirme calismalar1 Tiirkiye Cumhuriyetinin
kurulusundan itibaren devam etmektedir. 1934'den sonra Kivircik Koyununun viicut
performansin1 ve yilin kalitesini artrmak amact ile Alman Merinos koglar1

Tiirkiye’ye getirildi. Getirilen bu koglarla yerli Kivircik koyunlar ¢iftlestirildi.

Sekil 1.13 Alman Merinos Koglar1 [103].

Bu ¢iftlestirme isleminden 4-5 jenerasyon sonra istenen viicut performansinda
ve vyiin kalitesinde koyunlar elde edildi. Melezlestirme islemi yapay ddllenme
vasitasiyla gercgeklestirildi ve bunun sonucunda yeni bir koyun tiirii elde edildi. Bu

elde edilen ilk Tiirk Merinos koyun tiiriine Karacabey Merinos koyunu ad1 verildi.

Sekil 1.14 Karacabey Merinos Koyunu [103].
1935'ten sonra bu melezlestirme c¢alismalar1 Bursa ve Balikesir illeri

civarindaki 0©zel yetistiriciler tarafindan Karacabey (Bursa) Eyalet Ciftliginde

kivircik koyunlari tizerinden devam ettirildi.
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1935-1940 yillar1 arasinda 620.000 Kivircik koyunu Alman Merinos
koglarinin spermlerinden yapay dollenme vasitastyla elde edildi. Bu yillarda Tiirkiye
yapay dollenme yolu ile koyun elde eden iilkeler arasinda diinyada ikinci sirayi

almustir.

1952'den sonra Alman Merinos Kogu ile melezlestirme ¢aligmalar: Konya’da
yerli Ak-Karaman koyun tiirii kullanilarak devam ettirilmistir. Bu ¢alismalar genotip
olarak %80 Alman Merinos Kogu ve %20 Ak-Karaman koyunu elde edilene kadar
siirdiiriilmiistiir. Bu elde edilen yeni tiir Orta Anadolu Merinos Koyunu olarak

adlandirilmustir.

Daha sonra hem Karacabey Merinos Koyunu hem de Orta Anadolu Merinos

Koyunu Tiirk Merinos Koyun Tiirli ad1 altinda tek bir isimle anilmaya baslanmistir
[103].
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1.4 Arastirmanin Amaci

Et, siit, yilin gibi 6zelliklerinden yararlanilan koyunlardan saglikli tirtinler elde
edebilmek icin bu hayvanlarin saglikli yasam alanlarinda yetistirilmesi

gerekmektedir.

Glinlimiiz diinyasinda artan c¢evre kirliligi 6zellikle kirsal kesimlerde
yetistirilen koyunlarin  saghgin1  tehdit eden Onemli sorunlardan birini
olusturmaktadir. Bu 6nemli soruna ¢6ziim bulunabilmesi amaciyla bazi bilesiklerin

arastirilmasina gerek duyulmaktadir.

Bu nedenle iilkemizde ve diinyanin bazi bolgelerinde iiriin veriminin
arttirilmas1 amaciyla ¢ok sik kullanilan Decis 2,5 EC™, Confidor SC 350™ |
Fosforin M™, Gibber 20 SL bilesiklerinin metabolizmada fizyolojik dneme sahip

paraoksanaz enzimi iizerine etkilerinin arastirilmasimnin 6nemli olacagi kanatindeyiz.
Bu ¢alismamizda, Kivircik ve Merinos koyun serumlarindan hidrofobik

etkilesim kromotografisi ile saflastirilan paraoksanaz enziminin kinetik ve

elektroforetik 6zelliklerinin arastirilmasi planlanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

aseton, agir metaller Merc Chemical’dan saglandu.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢aligmada agagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmastir.

Buz Makinesi Fiocchetti AF10

Elektroforez Sistemi Hoefer, HSI

Kromotografi Kolonu Sigma (1.5 x10 cm)

Manyetik Karistirici- Isitic WiseStir MSH-20 A

Otomatik pipetler Transferpette, Nichipet EX

pH metre Hana pH 211 Microprocessor

Sogutmali Santrifiij Sigma 3K15

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

Vorteks Fisons Whirli Mixer
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Terazi Precisa XB 220A

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

Gradient Mikser Atta magnetik Kkaristirict  ve
gradient tiip

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

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

ye tamamland1.

0.2 M NaHCO3; Tamponu (pH 8.8); 8.401 g (0.1 mol) NaHCOj3 450 ml distile suda
coziilerek, 1N NaOH ile pH’ s1 8.8’ e getirildi ve son hacim distile su ile 500ml’ ye

tamamland.

0.01 M Na;HPO, Tamponu (pH 6.0); 1.42 g (0.01 mol) Na,HPO,4 950 ml distile
suda ¢oziilerek, 1N NaOH ile pH ‘s1 6.0 ‘a getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’

ye tamamlanda.

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullamilan tampon: 1M (NH,),SOy igeren, 0.1
M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14.2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132.14gr (1 mol)
(NH4)2S04 950 ml distile suda ¢oziilerek, IN HCI ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son

hacim disitile su ile 1L’ye tamamlandu.
Hidrofobik jele baglanmis PON enziminin eliisyonu icin kullanilan tamponu:

14.2g (0.1 mol) Na;HPO,4 950 ml distile suda ¢o6ziilerek, 1IN HCI ile pH’s1 8.0’¢

getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamland.
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Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan ¢ozelti: 100 mg Coomassie brillant
blue G-250, 50 ml etanol de ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 100 ml %95°1ik fosforik asit ilave

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

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

pH’18.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Substrat c¢ozeltisi: 2mM paraoksan ¢ozeltisi; 10,8 ul paraokson, 1 ml asetonda iyice
¢oziildikten sonra tizerine 1 ml bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanild:.

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

hacim 250 ml’ye tamamlandi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

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

Tris-HCI 39
Glisin 144 ¢
SDS- 10g

Distile su ile ¢dzeltinin son hacmi 1 L.’ ye tamamlanir.

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

miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0.66 g Coomassie
brillant blue G-250, 120 ml metanolde ¢oziildii. Bu ¢6zeltiye 24 ml saf asetik asit ve

120 ml distile su ilave edildi.

SDS-PAGE elktroforezinde kullanilan renk agma ¢ozeltisi; % 7.5 asetik asit, % 5
metanol ve % 87.5 ml distile su icermektedir. Bu amagla 75 ml asetik asit ve 50 ml

metanol, 875 ml saf su ile karistirildi.
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Cizelge 2.1 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlar:.

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

Akril amid/Bis

Akril amid 15¢
Bis 049
Almarak son hacim destile su ile 50

mL'ye tamamlanir.

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
Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

12.5 mL

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

NaOH ilave edilerek son hacim destile

su ile 50 mL'ye tamamlanir.

5mL

% 10 'luk SDS
SDS 1g

Almarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

0.5uL

200uL

TEMED

25 ul

20uL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat 1g
Almarak son hacim destile su ile 10

mL'ye tamamlanir.

750uL

400uL
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2.2 Yontemler

2.2.1 Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipline alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4
°C’de ve 10 dk santrifiij edilerek serumlarinm ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum
aktivite dlglimiine kadar —70 °C’de bekletilmistir. Daha sonra enzim kaynagi olarak

kullanilmastir.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Ol¢climii icin 0.05 ml enzim c¢ozeltisi (serum) alinip daha Onceden
hazirlanmis olan Iml tampon (100mM Tris-Base pH:8.00) + substrat (2mM
paraokson) + koenzim (2mM CaCl,) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra
412 nm’de 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniistim hiz1 tespit edildi. Ayn1 islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 {inite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin mmol’i olarak tayin edildi.

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

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

kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [112].

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

uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100pg arasindadir.
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Protein tayini isleminde su yol izlendi: Iml’sinde 1mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100mM Tris-HCI tamponu (pH:8.00) ile tiim tiiplerin hacimleri
0.1ml’ye tamamlandi. 5ml Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave
edildi. Tipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595nm’de 3ml’lik kiivetlerde
kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0.1 ml’lik 100mM Tris-HCI
(pH:8.00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik
gelen g protein degerleri ile standart grafik hazirlandi. (Sekil 3.2).

Enzim c¢ozeltilerinden 0.1’er ml 2 ayri tiipe alinarak tizerlerine 5’er ml
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteks de karstirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 dlgiildii. Iki &l¢iimiin ortalama absorbansma karsilik gelen

protein miktari standart grafik yardimiyla hesaplandi.

2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1 Amonyum siilfat Coktiirme Arahgimin Belirlenmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
¢okelmesini saglayan 2 degerlikli, ok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

1.77xVx(S, - S,)

NH,), SO, =
g(NH,),so, 3545,

V : Serum hacmi
Si1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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Paraoksonaz enzimi saflastirilmak i¢in ilk 6nce %60 doygunluga getirildi ve
20 dakika boyunca 4 °C’ de 10000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant kismi1 alind1
ve ¢oken kismi atildi.  Siipernatant %80 doygunluga getirildi 1 saat boyunca 10000
rpm’de 4 "C’de santrifiij edildi. C6ken kisim alind1 [26].

2.2.4.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.2.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde distile su ile birlestirildi. Karigtirilmakta olan jel siispansiyonuna 4g CNBr
hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak stispansiyonun pH’s1 4M NaOH ile
hemen 11’¢ ¢ikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi (10-15dk). Cok miktarda buz siispansiyona katild1
ve karigim bir bunher hunisine nakledildi. Daha sonra 250mL soguk 0.1M NaHCO3
tamponu (pH 10.00) ile yikandi [26].

H

OCH
+ CHEr — = Q
OH
NCO

depharose-4B Altiflesmis matriks

Sekil 2.1 Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi

2.2.4.2.2 L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks {lizerine, 20mL’sinde 15mg tirozin igeren
0.IM NaHCO;3; tamponunun (pH 10.00) soguk ¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk

karistirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4 °C’de bekletildi.
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Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280nm’de absorbans vermeyinceye kadar
bol su ile yikandi. Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmisg
oldu. Yikama 100mL 0.2 M NaHCOj3; tamponu (pH: 8.8) ile tekrarlandi. Tirozinle
modifiye sepharose-4B ayni tamponun 40mL’si i¢ine alind1 [26].

ffOCIH
NH, —IT—CH; @ OH
H
L-tirozin ]|~|I
OCH _C|’ Cl’OOH
NH—CH—CHQ@OH
HCO
Llkiflesmiz Matrilks sepharose-4B-L-Tirozn

Sekil 2.2 L-tirozinin Baglanmasi

2.2.4.2.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

25mg 1-naftilamin 0 °C civarinda 10mL 1M HCI igerisinde ¢oziildii. 75mg
NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki SmL ¢ozelti, 1-Naftilamin ¢dzeltisine damla damla
katildi. (1-Naftilamin ¢ozeltisi hazirlanirken etanol ilave ettik ve 1sittik) 10 dk
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan 1-Naftilamin, 40mL Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9.5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1L saf su ve ardindan 200mL 0.01M Na;HPO4
(pH: 6.0) tamponu ile yikandi ve ayni tamponda muhafaza edildi [26].
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N

|
—C COOH

|
NI—I—("_lfH—CHg OH

sepharose-4B-L-Tirozn

ME=HCr

Diazolantug 1-naftilamin

Tll.
— COOH

| |
NH—CH—CH, OH

Sepharose-4B- L-Tirozin-1 -naftilamin

Sekil 2.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi [26]

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

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatografisi  ile
saflagtirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayrrma jeli % 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli [124] tarafindan belirtilen yontemler

yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Bu amagcla elektroforez cam plakalar1 6nce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki

cam plaka birbiri lizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.

45



Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan aymrma jeli plakalar arasina
istten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) iist ylizeydeki
n-biitanol dokiildii. Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis ayirma jelinin lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin tizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi
(30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasmin
bozulmamasina dikkat edilerek c¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank
tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankimna

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

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100pul
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek
numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblokta bekletildi. Numuneler sogutularak
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volt’a ayarlandi.
Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu i¢indeki boyaya
ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a yiikseltildi. Yiiriitme islemine
proteinler, jelin altma lcm kalana kadar devam edildi. Daha sonra akim kesilerek
yiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jeli
kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini i¢eren ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi
icine konuldu ve 1.5-2 saat kadar calkalayici iizerine birakildi. Daha sonra jel
renklendirme c¢ozeltisinden ¢ikartilarak renk agma ¢Ozeltisine kondu.  Belirli
araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip protein bantlar
belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel renk agma ¢ozeltisinden

cikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarild1.
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2.2.5 Optimum sartlarda Ky ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Kwm Ve Vnax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda (37 °C’de
ve 0,1 M pH:8 Tris-Base tamponunda) paraokson substratinin sekiz farkli
konsantrasyonunda enzim aktivitesi Ol¢limii yapildi.  Her oOl¢im iki defa

tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

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

Vmax degerleri grafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.6 Baz Pestisitlerin 1Csp Degerlerinin Bulunmasi

Decis 2,5 EC™, Fosforin M, Confidor SC 350™ ve Gibber 20 SI™
bilesiklerinin I1Csp degerlerini bulmak igin, optimum sartlarda paraoksan substratinin
2mM sabit konsantrasyonunda ¢aligildi. Substrat ¢ozeltisi her 6l¢iimde 0.1 ml alindi,
paraoksan ve pestisit ¢cozeltilerinden ise degisik hacimlerde almarak toplam 1.05ml’
lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi
bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve
sicaklikta 0.05ml enzim ¢ozeltisi alinip daha 6nceden hazirlanmis olan 1 ml tampon
+ substrat + pestisitit ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 412 nm’ de bir
dakikada absorbans da meydana gelen degisme okundu (Cizelge 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).
Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I]
grafikleri ¢izildi.
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3. BULGULAR

3.1 Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢cok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla asagidaki
formiil ile belirlenen amonyum siilfat miktarlar1 uygulanarak %60-80 amonyum

stilfat ¢coktiirmesi islemi yapilda.

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

g(NH,),S0, =

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

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.1.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile PON Enziminin

Saflastirilmasi

Hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu 6nce 1M (NHy4),SO,4 igeren 0.1M
NapHPO,4 pH:8.0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra,

jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine kadar indirildi.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen serum enzim ¢ozeltisi 1M

amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi.

Kolona 1M (NH4)2SO4 igeren 0.1M NaHPO, pH:8.0 tamponu ve 0.1M
Na;HPO, pH:8.0 tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon
cozeltisi 1.5mL halinde tiiplere toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280nm’deki
absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. 0.1M Tris-HCI pH:8.0 tamponu kor
olarak kullanilarak her bir tiipte 280nm’de kalitatif protein tayini ve 412nm’de
aktivite tayini yapildi. Kivircik ve Merinos koyun tiirlerinden elde edilen degerlerin

tiip numaralarma karsilik gelen aktivite ve protein miktarlar1 grafigi ¢izildi.

20 —eo— Aktivite (U) — 4
" —=— Protein (280nm)
70
60 c
©
_ 2
% 50 2
E 40 -2
Lol | | E
£ o
30 N
20
n n
10 N .\ \ »
. SN i
O nld !\:\iﬁ._._. . l-......-_...,._.,I-l.._._..l.._......._._._._.ﬂ:m. | 0
1 9 17 25 33 41 49 57
Tip No

Sekil 3.1 Hidrofobik etkilesim kolonundan Kivircik koyun tiiriine ait PON
enziminin eliisyonu

49



140 T 45

o | —o— Aktivite (U) 1 T4
/\. —=— Protein (280nm) T35
100 5
[ ]
S | * T 3 -E
T s 2
:‘é T 215 <
2 £
[ =
< 60 1% g
&
? ¢ - 15
40
-1
20
+ 0,5
" LI [
0 lllllllllllll||lllllllllllllllllllll|llllllllllllIllllllllllnl_ 0

1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 8 97

Tip No

Sekil 3.2 Hidrofobik etkilesim kolonundan Merinos koyun tiiriine ait PON
enziminin eliisyonu

3.1.3 Kantitatif Protein Tayini i¢cin Hazirlanan Standart Egri

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliiat ¢6zeltileri igin
Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Daha sonra aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlar1 tespit edildi. Sonuglar ¢izelge
3.1°de verildi.

Serumdan elde edilen enzim ¢ozeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki
enzim ¢Ozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart

¢ozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir
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0,6 y = 0,0286x - 0,0442
R?=0,9867

0,5

0,4
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0,2

Absorbans (595 nm)

0,1

0 5 10 15 20 25

mg protein

Sekil 3.3 Kivircik koyun tiiriine ait Bradford yontemi ile protein miktarmin
tayin edilmesinde kullanilan standart grafik

0,9 y =0,0804x - 0,0126
R?=0,9874

0,8
L

0,7
0,6
0,5 L 2
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbans (595 nm)

0 2 4 6 8 10 12

mg protein

Sekil 3.4 Merinos koyun tiirline ait Bradford yontemi ile protein miktarmin
tayin edilmesinde kullanilan standart grafik
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Cizelge 3.1 Kivircik koyunu igin Saflastirma tablosu

Toplam Protein Toplam Spesifik

Hacim Aktivite o ] o ] Saflagtirma
Basamak Aktivite Miktan Protein Aktivite % Verim ]
(ml) V) Derecesi
(V) (mg/ml) (mg) (V)
Serum 25 77.978 1949.45 1389.9 34747.5 0.056 100 -
Amonyum
Siilfat
17 64.716 1100.172 1472.4 25030.8 0.044 56.43 0.79
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 15 71.347 1070.205 2.689 40.335 26.53 54.90 473.75

Kromatografisi
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Cizelge 3.2 Merinos koyun i¢in Ssaflagtirma tablosu

) . Toplam Protein Spesifik
Hacim Aktivite o Toplam o ] Saflagtirma
Basamak Aktivite Miktan Aktivite % Verim ]
(ml) V) (mg) Derecesi
(V) (mg/ml) (V)
Serum 25 71.224 1780.6 3449 86225 0.021 100 -
Amonyum
Siilfat
17 63.917 1086.589 3271 55607 0.019 61.02 0.90
Coktiirmesi
Hidrofobik
Etkilesim 15 68.829 1032.435 2.223 33.345 30.96 57.98 1474.29

Kromatografisi
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3.2 Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

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

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.5-Sekil 3.6).

Unstained Protein Molecular
Weight Marker

MW, kDa Protein Source  Ref.

“w 1160 P-galactosidase Ecoli 2
Bovine serum  bovine

“—-66.2  albumin plasma 3
chicken
v =450  Ovalbumin egg white 4

Lactate porcine
“ 350 dehydrogenase muscle 5

ww —250  REase Bsp98l  E.coli

bovine
ww ~184  P-lactoglobulin  milk

_ 77144 Lysozyme chicken
& egg white

i=2]

@ N

EON 12% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 3.5 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile Kivircik koyun serumundan
saflagtirilan paraoksonaz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi. 2,3 ve 6
saflastirilan PON.

Unstained Protein Molecular
Weight Marker

MW, kDa Protein Source  Ref.
“~=116.0 B-galactosidase E.coli 2

Bovine serum  bovine
“ 662 albumin plasma 3

chicken
“v —450  Ovalbumin egg white 4

Lactate porcine
7 ~35.0 dehydrogenase muscle 5
wews —250  REase Bsp38l  E.coli 6

bovine
wew~184  P-lactoglobulin  milk 7
: _ 7144 \Lysozyme chicken 8
PON & egg white

12% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 3.6 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile Merinos koyun serumundan
saflastirilan paraoksonaz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi. 4,5 ve 6
saflastirilan PON.
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3.3. Optimum sartlarda Ky ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda paraoksan
substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dlglimleri yapildi. Her
Ol¢tim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 412nm’de dlgiilen
aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.6 ve sekil 3.7). Grafikten
yararlanarak Merinos PON enzimi i¢in Ky degeri 0,482 mM ve Vax degeri 41,348
U/mLdak, Kivircik PON enzimi i¢in de Ky degeri 0,153 mM ve Vmax degeri 70,289
U/mLdak olarak bulundu.

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

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -

100 -

T i T 0 T T T T T 1

-3 -2 -1-100 0 1 2 3 4 5 6

1Vx10*4

1/8x10*3

Sekil 3.7 Saflastirilmis merinos serum paraoksonaz enziminin paraoksan substrati ile
elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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300 1 y =21,819x + 142,27
250 | R? =0,9827
< L J
* 200 - 4
o
—
X 150
3
100 -
50 -
T Al T T 0 T T 1
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6
1/Sx10*3

Sekil 3.8 Saflastirilmis kivircik serum paraoksonaz enziminin paraoksan substrati
ile elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 3.3 Merinos serum PONI1 enzimi i¢in paraokson substrati kullanilarak, Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

100 mM Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki
Tris Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam Substrat AOD Aktivite (1/V) 1/[S]
Tamponu Hacmi Hacmi Hacim Konsantrasyonu | (412nm) (U/ml dak) x 10"
(ul) (ul) (ul) (ul) (mM)
940 10 0,21 0,022 13,5 740,7 4,76
930 20 0,42 0,027 16,6 602,4 2,38
925 25 0,53 0,031 19,0 526,3 1,89
920 30 0,64 0,035 21,5 465,1 1,56
100 1050
915 35 0,74 0,040 24,6 406,5 1,35
910 40 0,85 0,044 27,0 370,4 1,18
900 50 1,06 0,050 30,7 3257 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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Cizelge 3.4 Kivircik serum PON1 enzimi igin paraokson substrati kullanilarak, Ky Ve Vimax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin
hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri

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

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

990 10 0,21 0,035 43,0 232,7 | 4,76
980 20 0,42 0,039 47,9 208,8 | 2,38
970 50 30 1050 0,64 0,044 54,0 1850 | 1,56
960 40 0,85 0,047 57,7 173,3 | 1,19
950 50 1,06 0,053 65,1 1536 | 0,94
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3.4 Inhibisyona Sebep Olan Pestisitlerin 1Cso Degerlerinin Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz pestisitlerin  1Csp degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda paraokson substratnin 2 mM sabit konsantrasyonunda calisildi.
Substrat ¢ozeltisi her dlgiimde 0,1ml paraokson alind1 ve pestisitlerden ise degisik
hacimlerde alinarak toplam 1,05 mL’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once
inhibitorsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,1 mL enzim ¢6zeltisi alinip daha
onceden hazirlanmis olan 1 mL tampon + substrat + pestisit ¢ozeltisine gabuk bir
sekilde eklendikten sonra 412 nm’de bir dakikada absorbansta meydana gelen
degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. %
Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3,14, 3.15, 3.16). Bu
grafiklerden yararlanarak kullanilan her bir pestisit igin 1Csq degerleri hesaplandi.
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Cizelge 3.5 Kivircik koyun Serumundaki PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Decis 2,5 EC™ ve Fosforin M™ [Cs degerlerinin
bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Tris Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki
. Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin Pestisit AOD Aktivite o .
tar?Elc)Jnu Pestisit Hacmi Hacmi Hacmi Kons. (412 nm) (U/ml dak) % Aktivite
(b (ub) (ub) [1] (mg/ml)
850 - - 0.0871 53.4794 100
830 20 0.94 0.0458 28.1212 52.58
820 Decis 2,5 EC™ 100 100 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 - - 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
Fosforin M™ 100 100
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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Sekil 3.9 Saflastirilmig Kivircik koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrati konsantrasyonunda Decis 2,5 EC™ i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.10 Saflastirilmis Kivircik koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrati konsantrasyonunda Fosforin M™ i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.6 Kivircik koyun Serumundaki PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Confidor SC 350™ve Gibber 20 SI™

1Cs

degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen

sonuglar
. Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki
1222“1;:?8 Pestisit Cozeltisinin | c¢ozeltisinin | Cozeltisinin Pestisit AOD Aktivite 9% Aktivite
(El) Hacmi Hacmi Hacmi Kons. (412 nm) | (U/ml dak) 0
(b (ub) (ub) [1] (mg/ml)
850 - - 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
Confidor SC 350™ 100 100
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 - - 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
Gibber 20 SI™ 100 100
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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Sekil 3.11 Saflastirilmis Kivircik koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrat1 konsantrasyonunda Confidor SC 350™ igin % aktivite-[I] grafigi

120 ~ y =1,4878x2 - 21,766x + 98,219
R2=0,973

100

80

60

% Aktivite

40

20 -

0 T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Gibber Kon. (mM)

Sekil 3.12 Saflastirilmis Kivircik koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrat1 konsantrasyonunda Gibber 20 SI™ i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.7 Merinos koyun Serumundaki PON enzimi {izerine inhibisyon etkisi gosteren Decis 2,5 EC™ ve Fosforin M™ [Csq degerlerinin
bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

100mM Tris Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki
. Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin Pestisit AOD Aktivite o .
tar?Elc)Jnu Pestisit Hacmi Hacmi Hacmi Kons. (412 nm) (U/ml dak) % Aktivite
(b (D) (ub) [1] (mg/ml)
850 - - 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 Decis 2,5 EC™ 100 100 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 - - 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 Fosforin M™ 100 100 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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Sekil 3.13 Saflastirilmis Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrat1 konsantrasyonunda Decis 2,5 EC™ i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.14 Saflastirilmis Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrat1 konsantrasyonunda Fosforin M™ i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.8 Merinos koyun Serumundaki PON enzimi iizerine inhibisyon etkisi gosteren Confidor SC 350™ve Gibber 20 SI™ |Csg
degerlerinin bulunmasmda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, pestisit konsantrasyonlar1 ve elde edilen

sonuglar
100mM Tris Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki
.. Cozeltisinin | c¢ozeltisinin Cozeltisinin Pestisit AOD Aktivite o .
tan(1plc))nu Pestisit Hacmi hacmi Hacmi Kons. (412 nm) | (U/ml dak) /o Aktivite
a (uD) (uD) (u) [1] (mg/ml)
850 - - 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 Confidor SC 350™ 100 100 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 - - 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
Gibber 20 SI™ 100 100

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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Sekil 3.15 Saflastirilmis Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrat1 konsantrasyonunda Confidor SC 350™ igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.16 Saflastirilmis Merinos koyun serum paraoksonaz enzimi iizerine 2mM
paraoksan substrat1 konsantrasyonunda Gibber 20 SI™ i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 3.9 Pestisitlerin Kivircik koyunu serumundan elde edilen PON enzimi

iizerindeki 1Csq degerleri

Pestisitler ICs0 Degerleri (mM)
Decis 2,5 EC™ 1.0019

Fosforin M™ 21.3591

Confidor SC 350™ 18.4029

Gibber 20 SI™ 2.7217

Cizelge 3.10 Pestisitlerin Merinos koyunu serumundan elde edilen PON enzimi

tizerindeki 1Cs degerleri

Pestisitler ICs0 Degerleri (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. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada detoksifikasyon, antioksidan ve antibakteriyel aktivitelere sahip
PON enzimi farkli koyun tiirlerinden hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
saflastirilmistir.  Elde edilen saf enzimin bazi kinetik ve elektroforetik Ozellikleri
incelenmis ve ayrica Decis 2,5 EC™, Fosforin M™, Confidor SC 350™ pestisitleri
ve Gibber 20 SI™ bitki gelisim diizenleyicisinin bu enzim iizerindeki inhibisyon

etkileri saptanmustir.

Arastirmamizda materyal olarak kullanilan Kivircik ve Merinos koyun tiirleri
Marmara ve Ege bolgelerinde sikca rastlanan ve et kaliteleri iyi bir sertlige sahip
olmalarindan dolay1 Tiirkiye’de yoresel ve onemli koyun tiirleri arasinda en iyi
olarak bilinirler [104]. Bu iki koyun tiirii en iyi et ve yin kalitesi elde etmek
amaciyla ¢esitli melezlestirme ¢alismalarina maruz birakilmistir. Bu nedenden dolay1
bu iki koyun tiiriinden de elde edilen PON enziminin biyokimyasal 6zelliklerinin

belirlenmesinin 6nem tasidig1 diistiniilerek bu calisma gerceklestirilmistir.

PON enziminin hidrofobik karakteri bu teknigin segilmesinde en 6nemli
sebeplerden birisi olmustur. S6z konusu enzim, N terminal bolgesinde bulunan H1
ve H2 heliks yapis1 olarak isimlendirilen hidrofobik yapilar ile HDL’ye
baglanmaktadir (Sekil 4.1) [15,40,104]. N-terminal bdlgesini 16sin, fenil alanin,
prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18
residiiler aras1 H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiiler aras1 da H2 hidrofobik ucu
olusturmaktadir. Ayrica PON1’in hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan,
tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolge

bulunmaktadir [40,106].
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Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardigik ii¢ basamakta
sentezlenmistir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile aktiflestirildi
ve buna wuzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, diazolanmis
1-Naftilamin bilesigi katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin baslica
sebebi cok 1iyi akis Ozelligine sahip olmasi ve ayrica serbest —OH gruplar1
tasidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire igerisinde aktiflestirilebilmesidir. Bu amagla
literatiirde karbodiimid bilesiklerinin de kullanildig1 bildirilmektedir [107].
Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer amin grubunun baglanmasi ile amid
bagi olusmaktadir. Bu bag kromatografi islemlerinde dayaniklidir.  Fakat
aktiflestirilme sirasinda jel, pH 4,5°da 24 saat siire ile karistirilmaktadir. Bu islem
kromatografi sirasinda jelin akis 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir [107].
Bir bagka aktiflestirme isleminde epoksi bilesiklerinden yararlanilmistir [108].
Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve
16 saat ligand baglama siiresi olmak {izere toplam 32 saatte gergeklesmektedir.
pH’nin 10 civarinda olmasi, jelin kimyasal yapisini etkilememesine ragmen uzun
sire  karistrma  islemleri, polisakkarit partikiillerinin  fiziksel yapisinin
deformasyonuna sebep olabilir. Sonug¢ olarak, hazirlanacak hidrofobik jelin akis
Ozellikleri olumsuz yonde etkilenecektir.  Calismamizda kullanilan CNBr ile
aktiflestirme islemi sadece 30 dakikada gerceklestirilmektedir. Boylece jelin fiziksel

yapisindaki deformasyon sakincalar1 ortadan kaldirilmistir.

Lésin, fenlalanin, prolin,
1zolésin, tirozin, triptofan
agisindan zengin

H2

Ya HDL

Lésin, fenilalanin, prolin,
izoldsin, tirozin, triptofan

< N/
agsindan zengin R /

Sekil 4.1 PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [40]
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Arastirmamizda matriks olarak segilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand
(1-Naftilamin) L-tirozin bilesigi araciligi ile baglanmistir. Burada tirozin uzanti
kolu olarak da gorev yapmaktadwr.  Uzanti kolunun hidrofobik etkilesim
kromatografisindeki onemi afinite kromatografisinde oldugu gibi [113] acikga
belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-tirozin bilesiginin dnemli
oldugu kanaatindeyiz. Ayrica ligantin matrikse baglanmasinda da son derece uygun

bir adaptor molekiil oldugu L-tirozinin bir baska kullanim sebebidir.

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflastirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Kullanilacak ligandin hidrofobik karakteri kritik bir 6neme sahiptir.  Diisiik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullamildigi zaman ayrilacak molekiillerin
kolanda etkilesimini saglayabilmek icin yiiksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunlulugu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim
riski daha fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda
ise saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi igin eliisyon
sirasinda problemler ortaya ¢ikabilir. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik
etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik ug¢ olarak diiz zincirli alkil ligandlar1 ve
aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir. Bunlardan isopropil, butil, oktil ve
fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler hidrofobik etkilesim
jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir [109]. Diiz zincirli alkil
ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril ligandlarinda hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amagla ¢alismamizda ligand olarak
1- Naftilamin bilesigi kullanilmistir. PON enziminin H1 ve H2 bdlgelerinde fenil
alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik rezidiilerin bulunmasi tarafimizdan segilen
ligandin s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik hem de aromatik etkilesim yapacagi
g0z Oniine alinarak, oldukga uygun bilesik oldugu kanaatindeyiz. Ayrica yapilan bir
calismada hidrofobik karektere sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bilesigi
kullanilmuis ve 227 kat saflastirma elde edilmistir [109].
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Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve
konsantrasyonu da olduk¢a dnemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan
tuzlar Na;SO4, KSO4, (NH4)2SO04, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina ragmen
amonyum siilfat en ¢ok tercih edilendir [111].

Calismamizda Kivirctk ve Merinos koyun serumundan PON enzimini
saflastirmak i¢in hidrofobik etkilesim kromataografisi uygulanmadan Once bu
kromatografi prosediiriine uygun 6n saflastirma yontemi olarak amonyum siilfat
¢oktliirmesi yapilmistir.  Amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %60-80 olarak
literatiirdeki gibi gergeklestirilmistir [110].

Arastirmamiz esnasinda, kantitatif protein tayini icin, Bradford ydntemi
kullanilmistir. Protein miktariin belirlenmesinde bu yontemin segilmesinin sebebi,
cok kisa siirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksini
cozeltilerde uzun siire stabil kalmas1 ve enzim ¢ozeltilerinin pg seviyesinde protein
bulundurmasidir. Kullanilan bu metodun diger metotlara {istiin tarafi ise, az reaktif
gerektirmesi ve her ¢alismada ayr1 bir standart hazirlamaya ihtiya¢ duyulmamasidir.
Ancak bu yontemde, standart egriyi elde etmek biraz zordur, bunun da sebebi genis

bir konsantrasyon araliginda lineer olmasindan kaynaklanmaktadir [112].

Bu yontemle Kivircik ve Merinos koyunlarmin serumundan PON enzimi
473.75 ve 1474.29 kat saflastirilmistir. Furlong ve arkadaslar1 4 basamaktan olusan
Agarose Blue, Sephadex G-200, DEAE Trisakril M ve Sephadex G-75 yontemlerini
kullanarak tarafimizdan gozlenen saflastirma katsayisindan daha yiiksek bir deger
(62.1) elde etmislerdir [76]. Ancak bir baska ¢alismada sadece li¢ basamaktan
olusan Blue Agaroz, DEAE I ve DEAE II yontemlerini kullanarak yaklasik 600 kat
saflastirma derecesine ulasmislardir. Bir baska calismada da ise insan serum
paraoksonazi sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bilesigi kullanilarak 227 kat
saflastirilmistir [110].
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Enzim safligim1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE uygulanmigtir. Molekiil
agirhigr yaklasik 66 kDa olarak tahmin edilen PON enzimi tek bant olarak SDS-
PAGE jelinde gozlenmistir. Bu degerin literatiirden farkli oldugu bulunmustur.
Gergeklestirilen bir ¢aligmada PON enziminin minimum molekiil agirhigint Gan ve
arkadaglar1 43kDa olarak belirlemislerdir [19]. Bir diger ¢aliymada ise Siikrii
Beydemir ve calisma arkadaslari insan serumundan saflastirilan PON enziminin
molekiil agirligmi 43kDa olarak saptamuslardir [125].  Bu farklilik enzimin
yapisinda, toplam molekiil agirhigmmin %15.8’1 kadar karbonhidrat molekiilii
bulundurmasiyla iligkilendirilebilir. ~ PON enziminin molekiil agirligi tasidigi
karbohidrat zincirinin varligma bagli olarak degismektedir [76]. Icerdigi bu
karbonhidrat zinciri enzimin hidrolizleme reaksiyonu igin gerekli degildir. So6z
konusu molekiiliin PON’un ¢6ziiniirliiglinii ve kararliligini arttrmada ve zar yapisina
baglanmada gorevi oldugu diisiiniilmektedir [24,25]. Karbohidrat igermeyen PON
enziminin molekiil agirhg: 37 kDa’dur [76]. Ayrica PON serumda HDL’ye baglh
oldugu bolgelerin yakininda bulunan proteinler (Apo Al) ile bir arada da
saflastirilabilmektedir. Bu durumda molekiil agirligi 47-54kDa oldugu rapor
edilmistir [113]. PON enziminin molekiil agirlig1 tiirden tiire degismemekte ve insan
PON enziminin molekiil agirligi ile tavsan, sigan ve koyunun PON enziminin

molekiil agirligi benzerlik gostermektedir [76,114].

Paraoksonaz enziminin aktivitesi Gan ve arkadaglarinin uyguladigi yontem
kullanilarak belirlenmistir [77]. Bu amagla literatiirde Gil ve arkadaslarinin
uyguladig1 yontem de bilinmektedir. Her iki yontem paraoksonun hidrolizi ile a¢iga
cikan 4-nitrofenoliin 37 °C* de, 412 nm’ de absorbans dl¢iimiine dayanmaktadir.

Unite paraoksonaz, dakikada meydana gelen 4-nitrofenoliin mmol’ ii olarak tayin

edilmektedir [26].
Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapili jel kullanilarak saflagtirilan

Kivircik ve Merinos koyun serum paraoksonaz enziminin kinetik sabitleri (Ku ve

Vmax) optimum pH ve sicaklikta [115] paraokson substrati kullanilarak belirlenmistir.

73



Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Kivircik koyunu i¢in Ky Ve Viax
degerleri sirasiyla 0.153 mM ve 70.289 U/mldak, Merinos koyunu i¢in Ky Ve Vmax
degerleri sirasiyla 0.482 mM ve 41.348 U/mldak olarak bulunmustur. Literatiirde
farkli kaynaklardan elde edilen PON enzimlerinin paraokson substrati i¢in farkli Ky
ve Vmax degerleri bildirilmektedir. [nsan serum PON enziminin paraokson
substratinin Ky degeri 3.8 mM [116] ve 2.5 mM [117] olarak verilmistir. Siganlarda
Km degeri 1.690 mM ve 7.5mM arasinda degismektedir [118,119]. Insan serum
PON1 enziminin paraokson substratina karst Vmax degeri olarak 47.64 [120] ve 233.7
dir [121]. Bu degerlerden anlasildig1 gibi koyundaki PON i¢in bulunan Ky degeri,
literatiirdeki degerlere gore oldukga diisiiktiir. Bu durum koyun PON enziminin
organofosfatlara kars1 ilgisinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Baska bir ifadeyle;
soz konusu enzim, organofosfatlarin ¢ok diisiik konsantrasyonlarin da bile hidroliz

kabiliyetine sahiptir.

Arastirmamizda inhibitor olarak, Decis 2,5 EC™ : [ Deltamethrin ], Fosforin
M™: [Metil-Parathion], Confidor SC 350™ : [Imidacloprid] ve Gibber 20 SI™:
[Giberelik asit (GA3)] bilesikleri kullanilmistir. Bu bilesikler, birgok iilkede {iriin
verimini artirma adma c¢ok sik ve bilingsizce kullanilmaktadir [86]. Tarimsal
alanlarda kullanilan bu pestisitler, c¢esitli yollarla akarsu, g6l ve denizlere

ulagsmaktadir. Bir¢ok balik tiirtinde pestisit kalintilar1 saptanmistir [ 122].

Bir inhibitoriin inhibisyon etkisini gosteren en iyi parametre K; sabiti
olmasina ragmen bir ¢ok arastirmaci, bir inhibit6riin inhibisyon etkisini tespit etmek
icin ICsp degerini kullandiklar1 literatiirlerden anlasilmaktadir [97,98]. Ciinkii bu
yontem oldukca pratik ve uygulanmasi oldukca kolaydir. Arastirmamamizda
kullanilan pestisitlerin inhibisyon etkileri 1Cso degerleri ile verilmistir. Bu sekilde,

literatiirlerde verilenler ile daha saglikli karsilastirma olanagi saglanmistir.

Kivircik koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi {izerinde % 50
inhibisyona sebep olan inhibitor konsantrasyonlari sirastyla Decis 2,5 EC™ igin
1.0019 mM, Fosforin M™ i¢in 21.3591 mM, Confidor SC 350™ j¢in 18.4029 mM
ve Gibber 20 SI™ i¢in 2.7217 mM olarak bulunmustur.
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Bu sonuglara gore Kivircik koyunu PON enzimi iizerinde en yiiksek
inhibisyon etkisi gdsteren pestisit, Decis 2,5 EC™ oldugu goriilmektedir. Fosforin
M™  bu enzim icin en zayif inhibitdr olmasma ragmen, 21.3591 mM
konsantrasyonunda bile PON enziminin aktivitesini % 50 inhibe etmesi son derece

Onemlidir.

Merinos koyunundan elde edilen PON enziminin aktivitesi lizerinde % 50
inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlar1 sirasiyla Decis 2,5 EC™ i¢in
1.6552mM, Fosforin M™ i¢in 21.9900 mM, Confidor SC 350™ j¢in 57.5900 mM
ve Gibber 20 SI™ i¢in 1.9800 mM olarak bulunmustur. Decis 2,5 EC™ | Kivircik
koyununda oldugu gibi bu enzim iizerinde de en etkili inhibitér olarak saptanmustir.
En az inhibisyon etkisine sahip olan pestisit ise, Confidor SC 350™ olarak
bulunmustur. Fakat Kivirctk koyununda PON enzimini en zayif inhibe eden
Fosforin M™, Merinos koyununda PON enzimini en zayif inhibe eden Confidor SC

350™’den daha giiclii etki ettigi acikca goriilmektedir.

Kivircik ve Merinos koyun tiirlerinden elde edilen PON enzimleri iizerinde
inhibisyon etkisi gdsteren pestisitlerin 1Cso degerleri, Sekil 4.1° de grafik halinde

sunulmustur.

Calismamizda adi gegen pestisitlerin Kivircik ve Merinos koyun tiirlerinden
elde edilen PON enzimi iizerine etkileri ile 1ilgili c¢alismaya litaretiirte
rastlanmamistir.  Bu sonuglar literatiirde insan serum paraoksonaz enzimi ile
siralama olarak ayni olmasma karsi ICsyp degerleri daha yiiksektir. Bu durum
Kivircik ve Merinos’dan elde edilen PON enziminin pestisitlere karsi ilgisinin insan

PON enzimine gore daha direngli oldugunu gostermektedir [123].
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Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu calismada elde edilen bulgular

asagidaki sekilde ozetlenebilir;

1. Koyun serum PON enzimini saflastirmak i¢in Sepharose 4BL-tirozin 1-
naftilamin kimyasal yapma sahip bir hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli

sentezlenmistir.

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

kullanilarak koyun serumndan PON enzimi saflastrilmistir.

3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi
yontemi ile saflastirilan koyun serum PON enzimi SDS-PAGE elektroforezinde

yaklagik 66 kDa molekiil agirliginda tek bant elde edilmistir.

4. Kivircik ve Merinos serumundan saflastirilan PON enzimi {izerine bazi
blesiklerin inhibisyon etkileri incelenmistir. Bu amagla pestisit olarak Decis 2,5
EC™ Fosforin M™, Confidor SC 350™ ve bitki gelisim diizenleyicisi olarak
Gibber 20 SI™ ile calisilmistir. Calisilan bilesiklerin tamaminin farkli diizeyde

Kivircik ve Merinos koyun enzimini inhibe ettigi saptanmustir.
5. Kivircik ve Merinos koyun PON enziminin katalitik etkinliginin ¢ok

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

bilesiklerine kars1 daha direngli oldugu bulunmustur.
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