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OZET

FARKLI SIGIR IRKLARINDA PON 1 AKTIiVITESI
YUKSEK LiSANS TEZi
MUBERRA DEMIR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC. DR. MiKAIL ARSLAN)

BALIKESIR, ARALIK - 2017

Bu galismada, 6nemli stres kaynaklarindan olan pestisitlerin, organofosfat
ajanlar1 ve sinir gazlarini hidroliz etme yeteneginde olan ve LDL’nin oksidasyonu
ile lipit peroksitlerinin olusumunda koruyucu etkisi olan paraoksonaz 1 (PON 1)
enziminin farkli sigir irklarindaki ve farkli yaslardaki aktiviteleri belirlenmistir.

Calismada; holstein, simental ve jersey irki sigirlarin kan numuneleri
kullanilmigtir. Sigirlar; geng (0-6 ay), orta yas (6 ay-4 yas), yash (4 yas ve iizeri)
olmak tizere 3 yas grubuna ayrilmig her bir sigirdan 5ml kan numunesi analiz edilip
PONL1 aktiviteleri belirlendikten sonra istatistiksel analizler yapilmistir.

PON1 enzim aktivitesi yiiksek olan hayvanlarin organofosfatli bilesiklerle
ilaglama yapilan bolgelerde adaptasyon kabiliyeti bakimindan PON1 aktivitesi
diisiik olan hayvanlara gore daha direncli olacagi bilgisine dayanilarak ve marker
destekli  seleksiyonda (MAS) on karakterizasyon c¢alismasi  olarak
kullanilabilirligini arastirdigimiz bu ¢alismamizda jersey irki sigirlarin, holstein ve
simental 1rki sigirlara kiyasla daha direngli oldugu sonucuna varilmaistir.

ANAHTAR KELIMELER: Paraoksonaz (PON), stres, marker destekli
seleksiyon (MAS).



ABSTRACT

PON 1 ACTIVITY IN DIFFERENT CATTLE
MSC THESIS
MUBERRA DEMIR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR.MIKAIL ARSLAN)

BALIKESIR, DECEMBER 2017

In this study pesticides, which are important stress sources in animals,
organophosphate agents and agents capable of hydrolyzing nerve gasses and of
LDL oxidation and the protective effect of paraoxonase 1 in the formation of lipid
peroxides (PON 1) enzymes in different cattle breeds and at different ages it has
been indentified.

Study; blood samples of holstein, simental, and jersey race cattle were used.
Statistical analyzes were performed after analyzing 5 ml blood samples from each
cattle divided into 3 age groups (0-6 months), middle age (6 months-4 years) and
elderly (4 years and older) and PONL1 activities were determined.

Based on the knowledge that animals with high PON1 enzyme activity are
more resistant to adaptation in animals treated with high PONL1 activity, and in
our study we investigated the untility of marker assisted selection (MAS) as a
pretargeting study. It is concluded that simental race is more resistant than cattle.

KEYWORDS: Paraoxonase (PON), stress, marker assisted selection (MAS).
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1. GIRIS

Diinyada insan ihtiyaclar1 smirsiz olmasmma karsin ihtiyaglari karsilayacak
kaynaklar simirlidir. Insanoglunun yerlesik hayata gecmesiyle birlikte bu sirh
kaynaklar gittikge gogaltilmis ve gesitlendirilmistir (Unsal, 2013). Diinya niifusunun
hizla artmasi diger ihtiyaclar yaninda insanlarin besin madde ihtiyacim1 da
artirmaktadir. Insanlar besin maddelerini gesitli bitkisel ve hayvansal kaynaklardan

saglamaktadir (Akgapinar ve Ozbeyaz, 1999).

Tarimsal {retim alanlarinin smirli olmasi nedeniyle artan gida ihtiyacinin
kargilanmasi i¢in hayvanlar 1slah edilerek birim hayvanlardan en yiiksek diizeyde
verim alinmaya calisilmaktadir (Akgapmar ve Ozbeyaz, 1999). Tarimda ve
hayvancilikta gelecekteki verim performanslarinin artirilabilmesi igin yetistiricilik
degerlerinin dogru ve hizli bir sekilde tahmin edilmesi gerekir (Aksoy, 2003). 1990’11
yillara kadar, ciftlik hayvanlarinin damizlik degerlerinin tahmininde fenotip ve
ebeveynlerine ait bilgiler kullanilmis, genetik ilerleme fenotipik seleksiyona bagl

olarak yapilmistir (Montaldo ve Meza-Herrera, 1998).

Ciftlik hayvanlarinda verimle ilgili karakterlerin genetik ilerlemesi; bazi verim
ozelliklerinin sadece tek cinsiyette dlciilebilmesi, ¢ok sayida genin toplamali etkileri
sonucu ifade edilmesi ve kantitatif karakterlere ¢evre faktorlerinin 6nemli etkilere
sahip olmast nedeniyle oldukca yavastir. Bu durum genetik degerlendirmenin
dogrulugunu da diistirmektedir. Ayrica verim 6zelliklerinin sadece ergin hayvanlarda
Ol¢iilebilmesi sonucu generasyon araligi uzamakta ve yillik genetik ilerleme oram

diismektedir (Lara ve digerleri, 2002).

Son yillarda verimle ilgili karakterlerde daha hizli genetik ilerleme saglamak i¢in
genom analizleri kullanilma olanaklar1 arastirilmistir. Genom analizler; yapisal,
islevsel ve karsilastirmali olarak yapilmaktadir. Islevsel genomik; genlerin biyolojik

islevlerini, onlarin diizenlenmelerini ve tiriinlerini ¢alismaktadir (Bal ve Budak, 2013).



1.1 Ciftlik Hayvanlar1 ve Stres

Ciftlik hayvanlarinin verim performanst genel olarak genetik yapi ve cevre
faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Hayvan yetistiricileri hayvanlardan yiiksek
diizeyde verim elde edebilmek i¢in onlar i¢in uygun g¢evre faktorleri olustururlar.
Cevre faktorlerinin bazilar1 kontrol edilebilir olmasina ragmen bazi ¢evre faktorleri
kontrol edilemez (Aksoy, 2003). Her bir ¢evre faktorii hayvanlar iizerinde stress

olusturur (Akcapinar ve Ozbeyaz, 1999).

Stres, i¢ ve dis stres faktorlerinin etkisine karsilik hayvanlarda goriilen spesifik
olmayan reaksiyonlar (Selye, 1956), hayvan vyetistiriciliginde verim disiikligi,
hastalik ve 6liim gibi sonuglarin olusmasina neden olabilecek tiim g¢evre sartlarina
canli organizmanin gosterdigi tepki (Dantzer ve Mormede, 1983) ya da stres faktorleri
ile canli organizmanin savunma reaksiyonlari arasindaki etkilesim olarak da ifade
edilmektedir (Freeman, 1987). Bu tanimlar gbéz Oniline alinarak stres, canlinin
homeostasisini tehdit eden tiim uyarilara karsit anatomik, fizyolojik ve davranigsal
farklilasimlar seklinde verilen biyolojik bir yanit seklinde tanimlanabilir. Bununla
birlikte stres faktorlerine verilen yanit sonucunda, hayvanin bagisiklik sisteminde
zayiflama, tireme ve biiyiime fonksiyonlarinda durma, sindirim problemleri, daha ileri

durumlarda ise yorgunluga bagl 6liimlere neden olabilmektedir (Kelley, 1980).

Stres yapici bir etkene karsi hayvanlarda olusan fizyolojik reaksiyonlar;

1- Miicadele ve Alarm devresi: Merkezi sinir sisteminin harekete gectigi, viicut
savunma sistemlerinin harekete gectigi evredir. Stres yapict etken hipofiz bezini ve

sempatik sinir sistemini etkiler (Selye, 1956).

2- Dinlenme ve Adaptasyon Devresi: Adrenokortikotropik hormonun (ACTH) hipofiz
on lobundan salinimi ile kortikosteronun iiretimi artar, dalakta, timusda ve periferal
lenf diigiimlerinde kiiciilme; hipofiz lobunda ise biiyime meydana gelir. Ayrica
adrenal bezlerde agirlik artig1 gézlenir. Kan dolasimda heterofillerin sayisinda artma,

lenfositlerin sayisinda ise azalma gozlenir (Siegel, 1985).

3- Bitkinlik Devresi: Hayvanin strese neden olan etkene kars1 adaptasyonda basarisiz
olunmasiyla baslar. Bu devrede bobrek iistii bezleri yetersiz kalir ve hayvan tamamen
bitkinlesir (Dantzer ve Mormede, 1983).



Belirli hedef organlar lizerine stres faktorlerinin direkt etkisi ile organizmada
sekillenen spesifik reaksiyonlar, fonksiyon bozukluguna ve organ hastaliklara yol
acar. Bu bozukluklarin meydana gelisi stres faktoriiniin tiirtine ve yogunluguna hedef
organin duyarlihgna baglhdir. Ornegin yem partikiil biiyiikliigiiniin az olmasi, su
miktarinin fazla olmasi gibi beslenme faktorleri besi danalar1 ve besi domuzlarinda

yaygin mide yangisina neden olmaktadir (Akcapinar ve Ozbeyaz, 1999).

Canli organizmalar hayatlarinin her déneminde degisen diizeylerde psikolojik ve
fizyolojik stresle karsilasirlar. Bu stres faktorleriyle etkin bir sekilde miicadele
edilebilmesi i¢in stresi olusturan etkenlerin objektif 6l¢iitlere bagli olarak belirlenmesi
zorunludur. Canli organizmanin stres faktorlerinini etkisi altinda kaldigi donem dogru
bir sekilde yonetilebilirse, verim disiikliigiiniin aksine bu hayvanlarin verimine
olumlu yansiyacagi ve refahini da artiracagi bilinmelidir. Stresin dlgiilmesi, hormon
ve enzim konsantrasyonu, homeostasisdeki viicut sicakligi, solunum ve nabiz hizi gibi
fizyolojik parametrelerde olusan farkliliklarmn belirlenmesine dayanir (Altingeki¢ Ozis
ve Koyuncu, 2012). Viicut dengesinin bozulmasi seklinde olan bu degisimler canli
organizmada hastaliklara kars1 direng, biiylime ve dol verimi gibi yasam i¢in 6nemli

fonksiyonlar etkilemektedir (Sapolsky ve digerleri, 2000).

Canli organizma korku, aclik, giiriiltii, sicaklik, sikisiklik, enfeksiyonlar gibi i¢ ve
dis cesitli faktorlerinin etkisi altindadir. Bu faktorlere stres faktorleri denir (Akgapinar
ve Ozbeyaz, 1999). Baslica stres faktorleri, asir1 soguk ve sicak kosullar, gesitli
toksinlerin yemle alinmasi, birim alana diisen hayvan sayisi, nakil sirasindaki hatalar
gibi standartlara uymayan bakim kosullari, bazi enfeksiyoz hastaliklar ve gesitli
kimyasal maddelerdir. Canli organizmanin saglikli ve verimli olmalari i¢in onlarin bu
stres kosullarindan miimkiin oldugunca uzak tutulmas: gerekir (Mench ve digerleri,
1986; El-Lethey ve digerleri, 2000).

Sekil 1.1°de, canli organizma iizerinde strese neden olan ve normal iireme
faaliyetlerinin bozulmasiyla sonuglanan gesitli faktorler gosterilmistir. Bu faktorlerin
canlt organizmada strese neden olup olmayacag: kesin olarak hayvanin konstitlisyon
ve kondisyonu tarafindan belirlenir. Canli organizmanin merkezi sinir sistemi
tarafindan bu stress faktorleri bir stres gibi kabul edilirse, sonrasinda davranis,
sempatik sinir sistemi ve hipotalamus-hipofiz eksen fizyolojik sistemleri ile bu

sorunlari en aza indirgemeye calisir.
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Sekil 1.1: Merkezi sinir sistemi tarafindan potansiyel stres faktorleri olarak algilanan

durumlar (Moberg G. , 1976).

Hayvanlarda stresi belirlemede saglik, verim, davranis ve fizyoloji olmak iizere
dort parametre kullanilir (Mench, 1992).

Stresin biyolojik maliyeti stres esnasinda canli organizmanin gosterdigi biyolojik
fonksiyonlardaki degisikliklerdir. Cogu stres etmeninin siiresi kisa oldugu siirece
biyolojik maliyeti ¢cok 6nemli degildir. Biyolojik maliyet stres faktorlerinin uzun ve
siddetli oldugu durumlarda 6nem tasir. Biyolojik fonksiyonlardaki degisiklik
bagisiklik, biiylime ve iireme giiciinii baskilar. Biyolojik maliyet konstitiisyonu 1iyi
olan canlilarda viicut depolarindan karsilandig i¢in diger biyolojik fonksiyonlari
etkilemez. Ornek olarak, canli organizma stres altinda oldugu siirece gerekli glikozu
glikojen depolarindan kullanir. Stres altinda salgilanan katekolaminler glikojeni hem
hazir olarak kullanilabilir hem de glikoza ya da glikoneogenezis igin gerekli diger
metabolik iiriinlere doniistiirebilir. Stres etmeni baskilandiginda glikojen depolari, en
kisa siirede glikoneogenezis tarafindan stres oncesi diizeyine dondiiriiliir (Moberg ve

Mench, 2000).



1.1.1 Pestisitler

Hayvanlarda 6nemli stres kaynaklarindan birisi tarimda zararlilara kars1 kullanilan

ilaglarin (pestisit) ya direk olarak ya da yedikleri yemlerle alinmasidir.

Latince “hastalik 6ldiirlicii” anlamina gelen pestisitler, insan ve hayvan viicudu ile
bitkiler lizerinde veya ¢evresinde yasayan, besin kaynaklariin tiretim, depolanma ve
tiiketimi sirasinda besin degerini diigiiren ya da zarara ugratan bocek, kemirici, yabani
ot, mantar gibi canli formlarinin yikici etkilerini azaltmak i¢in bilingli ve istemli olarak
kullanilan kimyasal maddelerdir (Anonim, 2003). Pestisit sozcligii kisaca, pest
(hagarat) anlamina gelen zararlilar1 6ldiirmek amaciyla kullanilan madde anlamina
gelir (Ogiit, 2012). Bu bilesikler, zararl1 organizmalara kars1 yiiksek etkinliklerinin
olmasi, hizli sonug¢ vermeleri, bilingli ve kontrollii kullanilmalar1 halinde ekonomik

olmalarindan dolay1 tarimda siklikla kullanilmaktadir (Karakog ve Nakiboglu, 2010).

Pestisitler uygulandiktan sonra %0,015-6 oraninda hedeflenen zararliya etki
etmekte, geriye kalan %94-99,91uk kismi gevreye, topraga ve hedeflenmeyen canlilara
ulagmaktadir (Tiryaki ve Temur, 2010). Pestisitlerin piskiirtiilerek uygulanmasi
sirasinda bir kismi1 buharlagsma ve dagilma nedeniyle kaybolurken, bir kismi1 da bitki
tizerinde ve toprakta kalmaktadir. Havaya karisan pestisitler kar, yagmur veya sis ile
birlikte tekrar yeryiiziine donebilir. Bu yollarla hedef olmayan diger canlilara ulasarak
kalint1 ve toksin problemlerine neden olabilirler (Karakog ve Nakiboglu, 2010; Tiryaki
ve Temur, 2010).

Pestisitlerin canlilar tizerinde zararl etkileri akut ve kronik olmak {izere iki sekilde
incelenebilir. Akut olarak hafif alerjik reaksiyondan 6liime kadar degisebilen ¢ok
cesitli sonuglarla karsilasilabilir. Kronik etkiler ise; ndrotoksisite, davranis
bozukluklari, ireme ve fertilite diisiikliigli, mutajenik, teratojenik ve kanserojenik
etkilerdir (Tarakg1 ve Tiirel, 2009; Nougadere A., 2014).



1.2 Paraoksonaz Enzimi

Cok uzun yillardan beri tarimda, insan sagligina verdigi zararlar géz ard edilerek,
sadece tiriin verimini arttirmak amagli ¢esitli zararlilara kars1 organofosfatli pestisitler
kullanilmaktadir. Tarimda {iriin verimini arttirma amacli kullanilan insektisit olan
paration bilesiginin katabolik {iriinii sonucu olusan paraoksan, ilk olarak sinir
uyarilariin iletiminde énemli rol oynayan asetilkolin esteraz ve diger baz1 enzimleri
inhibe etmektedir. Fakat; organizma bu etkilerin ¢oguna karsi savunma sistemleri
olusturmustur. Bunlardan biri de paraoksonaz (PON) enzimidir. Bu enzim paraoksonu
hidroliz ederek zararl etkilerini ortadan kaldirmaktadir (Costa ve digerleri, 1999; La
Du BN, 1999). Enzimin detoksifikasyon 6zelligini ortaya koyan bu aktivitesi ¢evresel
faktorlerden kaynaklanan kansere karsi onemlidir. Ayrica paraoksonaz enzimi
antioksidan aktiviteye de sahiptir. PON enziminin bu 6zelligi ile LDL fosfolipidlerinin
oksidasyonunu Onledigi bilinmektedir. LDL’nin oksidasyonunun arteroskleroz
siirecinin baglangi¢c evresini olusturmasi enzimin antioksidan 06zelliginin 6nemli

oldugunu ortaya koymaktadir (Graham ve digerleri, 1997; Aviram ve digerleri, 1999).

Paraoksonaz (PON), paraoksonaz (E.C. 3.1.8.1) ve arilesteraz (E.C. 3.1.1.2)
aktivitesine sahip, glikoprotein yapisinda olan kalsiyum bagimli bir ester hidrolazdir

(Durrington ve digerleri, 2001).

Paraoksonaz aktivite Ol¢limiinde iki farkli substrat kullanilir.Paraoksonaz
aktivitesinin 6l¢timiinde paraokson kullanilirken, arilesteraz aktvitesinin 6l¢iimii i¢in

fenil asetat kullanilir (Davies, ve digerleri, 1996).

1.2.1 Paraoksonaz Enziminin Adlandirilmasi

Paraoksonaz enzimine “Biyokimya ve molekiiler biyolojinin uluslararasi
nomenklatiir komitesi “ITUBMB” tarafindan 2 numara [E.C. (3.1.1.2.) ve E.C.(3.1.8.1)]
verilmistir. Sonraki yillarda paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak fosforik ve
fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasildigindan E.C. (3.1.8.1.) olarak
tanimlanmustir (Erden, 2004).

A grubu arildialkil fosfataz sinifi bir ester hidrolaz olan paraoksonaz enziminin

sistematik adi arildialkilfosfatazdir. Bu enzim aktivitesinin Slgiimiinde ilk olarak



paraokson substrat kullanildigi i¢in paraoksonaz adin1 almistir (Mackness, Durrington,
ve Mackness, 1998). Paraoksonun kimyasal yapist Sekil 1.2°de ve paraoksonaz

enziminin ti¢ boyutlu yapisi ise Sekil 1.3’te gosterilmistir.

CH,CH,.

NO
CH,CH{ ’

Sekil 1.2: Paraoksonun kimyasal yapisi (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat).

Sekil 1.3: Paraoksonaz enziminin {i¢ boyutlu gériiniimii.

Paraoksonaz enziminin yikimi sonucu ortaya ¢ikan paraokson goreceli olarak daha
az zararli p-nitfenol ve di-etil hidroksifosfat bilesikleri olusturur (Azarsiz ve S6zmen,

2000). Paraoksonaz enzim mekanizmasi Sekil 1.4’te gosterilmistir.
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Sekil 1.4: Paraoksonaz enzim mekanizmasi.

1.2.2 Paraoksonaz Enziminin Gen Y apisi

Paraoksonaz gen ailesi insanlarda kromozom 7’nin uzun kolunda g21.3 ve g22.1
arasinda bulunmaktadir (Aviram ve digerleri, 1999; Robertson ve digerleri, 2003).
Sigirlarda 33000 baz cifti biiyiikliigiindeki PON1 geni ise 4. kromozoma lokalize
olmustur (Pedro ve digerleri, 2015).

PONI1 sentezi karacigerde gerceklestigi icin serumdaki seviyesini karaciger
fonksiyonlar1 belirler. Serum paraoksonaz aktivitesi ve miktar1 bireyler arasinda
farkliliklar gosterir. Bu farkliligin sebebi PON1 geninin kodlanma ve promotor

bolgesinde birgok polimorfizm gostermesidir (Deakin ve digerleri, 2003).

PON1 geninin 160’dan fazla polimorfizmi tespit edilmistir. Enzimin
aktivitesindeki polimorfizm substrat bagimlidir. Bu polimorfizim PON1 geninin
kodlanma bolgesinde kendiliginden olugsan mutasyonlar sonucu iki aminoasidin yer
degistirmesiyle ilgilidir. Birinci mutasyon kodlanma boélgesinde 192. kodonda
glutaminden (Q), arginine (R) olan degisimdir. Ikinci mutasyon ise 55. pozisyondaki
l6sinden (L), metiyonine (M) olan degisimdir. PON1 enziminin R allelinin kodlandigi
proteinin paraoksonu hidroliz aktivitesi Q allele kiyasla sekiz kat daha ytiksektir.
Bunun yaninda Q alleli ytikseltgenmis HDL ve LDL’nin metabolize edilmesinde R
allelinden daha etkilidir. Homozigot Q bireyler homozigot R bireylere gore daha diisiik
enzim konsantrasyonuna sahiptir. PON1 geninin polimorfik dagilim gostermesi farkli

popiilasyonlarda varyasyona neden olur (Aviram ve digerleri, 1999).



1.2.3 Paraoksonaz Gen Ailesi

Paraoksonaz gen ailesi; PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere bilinen {i¢ iiyeye
sahiptir. Bu genler biiylik yapisal benzerlikler gostermektedir ve ortak evrimsel
onciilden gen dublikasyonlarinin meydana gelmesiyle olusur. Memeli tiirleri i¢erisinde
PON1, PON2 ve PON3 aminoasit diizeyinde % 60, niikleotid diizeyinde % 70
benzerlik gosterir. Bununla birlikte memeli tiirleri arasinda bu {i¢ genin her biri
aminoasit diizeyinde % 79-90, nukleotid diizeyinde % 81-91 benzerlik gostermektedir.
PON1, PON2 ve PON3 ile karsilastirildiginda 4. ekzonda kodlanan 105 aminoasit
icinde ti¢ nukleotid rezidiisiiyle ayrilir (Aviram ve digerleri, 1999; Hong- Liang ve
digerleri, 2003).

1.2.4 Paraoksonaz Enziminin Biyokimyasal Yapis1

Karacigerde sentezlenen PON1 enzimi 43-45 kilo-dalton molekiiler agirlikta, 354
aminoasit iceren kalsiyum bagiml glikoproteindir (Gan ve digerleri, 1991). insan kan
serumunda ilk olarak 1953 yilinda Aldigre tarafindan bulunan PON 1 enzimi, ii¢
karbonhidrat zinciri igerir. Zincirler toplam agirliginin %15,8’ini olusturur, izoelektrik
noktasi 5,1°dir. Aminoasit icerigi bakimindan ¢ok miktarda bulunan 16sin disinda bir
ozellik gostermez. Ug tane sistein igerir. Bunlardan; 42. ve 352. pozisyondaki sisteinler
arasinda distilfit bag1 bulunurken, 284. pozisyondaki sistein serbesttir. Serbest olan
sistein substrat taninmasi ve baglamasi bakimimdan gereklidir (Rodrigo ve digerleri,
2001). Enzimin merkezinde bulunan iki adet kalsiyum atomu vardir. Biri yapisal
aktivitenin  digeri ise Kkatalitik aktivitenin korunmasinda gorevlidir. Lipit
peroksitlerinin olusumunun 6nlenmesinde kalsiyum gerekli degil iken organofosfat
substratlarina kars1 olan hidrolitik aktivite i¢in kalsiyum gereklidir. PON2 ve PON3
genleri de PON1 geni gibi 7. kromozomun uzun kolu tizerinde q21- q22 {izerinde

bulunur (Harel ve digerleri, 2004).

1.2.5PON 2 ve PON 3

PON?2 en fazla ekspresyonu karaciger, bobrek, plasenta, testis ve kalpte olmakla

birlikte insan dokusunun her bolgesinden elde edilebilir (Carey ve digerleri, 2005).
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PON2 enzimi lipit metabolizmasi1 iizerinde yararli etkileri nedeniyle hiicresel
antioksidant olarak bilinmektedir. PON2 ayrica makrofajlar1 oksidatif stres ve lipit
birikiminden korumakta arteriosklerozisin gelisimini de zayiflatmaktadir (Rosenblat
ve digerleri, 2016).

PON3 endoplazmik retikulumda ve mitokondriyal mebranlarda bulunur ve timor

hiicrelerinde apoptotik diren¢ kazandirir (Zhou ve digerleri, 2016).

1.2.6 PON 1’in HDL’ye Baglanmasi

Karacigerde sentezlenen PON1 ve PON3 kana salinimindan sonra spesifik olarak
HDL’ye baglanir. HDL kolesteroliin tasinmasini saglayan PON1 ve PON3 gibi
enzimler ile LDL’nin oksidasyonunu onler (Navab ve digerleri, 1998; Lund-Katz ve
digerleri, 2003). HDL’ye bagli enzimlerden PON1’in 3 boyutlu yapisi ortaya
cikarilmistir. PON1 hidrofobik N-terminal ucuyla sonlanmakta ve H2 ve H1
hidrofobik heliksler bir araya gelip mebranlara baglanma yiizeyi olustururlar. Olusan
heliksler lizin, triptofan ve tirozin yan zincirleri ile olusturduklar1 spesifik yapi ile
HDL ara yiizeyine baglanir (Sinan, 2005). PON1’in HDL’ye baglanmasi Sekil 1.5te

gosterilmistir.
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Sekil 1.5: PON1’in HDL’ye baglanmasi1 (Harel ve digerleri, 2004).

1.2.7 PON1 Enziminin Sentezlenmesi ve Salgilanmasi

PONI enziminin sentezi ve salgilanmasi karaciger bagimhidir. Karaciger
fonksiyonlart PON1 enziminin aktivite ve konsantrasyonunu belirler. Karacigerden
sentezlenen PON enziminin HDL’ye veya karacigerde mikrozomlara baglanabilmesi
icin sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdlgeye sahip olmasi gerekmektedir

(Akcay, 2006).

PONL1 polimorfizmleri; 55. kodonda M/L55 ve 192. kodonda Q/R 192 olmak
iizere ¢ok bilinen iki polimorfizime sahiptir (Heinecke ve Lusis, 1998; Schmidt ve
Schmidt, 1998).
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1.2.8 PON1 Enziminin Fonksiyonel Onemi

PONI1 enzimi organofosfor bilesiklerin olusturdugu toksinlerin organizmaya
verdigi zarar1 6nleyici 6zellige sahiptir. Bunun yaninda gesitli bakteri endotoksinlerine

ve plazma LDL’nin lipitleri oksitlemesine kars1 koruyucu role sahipir (La Du, 1999).

Paraoksonazin en Onemli fonksiyonlarindan birisi organofosfatlara karsi
organizmay1 koruma saglamasidir (Azarsiz ve S6zmen, 2000). Organofosfatlar sinir
sistemi igerisinde asetilkolinesterazi (AChE) inhibe ederek etki olusturular. AChE
merkez, somatik ve parasempatik sinir sitemindeki asetilkolinleri ve bazi
norotransmitterleri hidroliz eden bir enzimdir. Paraoksonaz da asetilkolinleri yikan
kolin esterazlarin potent inhibitoriidiir, ardistk noéron uyarilmasi ile sinaptik
bileskelerde asetilkolin  birikimine yol acar. Memelilerde karacigerdeki
detoksifikasyondan kagan herhangi bir okson organofosfat etki alanina ulagsmadan
once kanda serum PONI enzimiyle hidroliz edilebilir. Bu enzimin inhibisyonu ile
organosfosfat ajanlar1 (OP) zehirlenmeleri ve sinir sisteminde bozukluklar meydana

gelir (Vera Lucia ve digerleri, 1998).

Paraoksonaz enzimi soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir gazlarini hidroliz

ederek bunlar1 daha az zararli bilesiklere dontistirmektedir (Hughes ve digerleri,
2002).

Ayrica paraoksonaz enzimi parathion, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok sayida
insektisitin toksik okson metabolitlerini hidrolizlemektedir (La Du, 2002). Sinir

gazlarinin hidroliz denklemi Sekil 1.6’da gosterilmistir.

O

H (H,0) | _ i
R—OP—F -~ R—OP—0O -+ F+H;0

Lo L

Sinir gazi

Sekil 1.6: Sinir gazlarinin hidrolizi (La Du, 2002).
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1.2.9 PON 1 ve Cevresel Faktorler

PON1 enzim aktivitesi insanlarda yas, irk, diyet, yasam sekli ve fizyolojik ya da
patolojik durumlar gibi faktorlerle birlikte degisiklik gosterir (Seres ve digerleri,
2004). PONI enzim aktivitesinin insanlarda yasla birlikte azaldigi tespit edilmistir
(Deakin ve James, 2004).

1.3 PON1 ve Hastaliklarla liskisi

Genis substrat Ozgiilliigli gosteren paraoksonaz enziminin fizyolojik
substratlarinin  belirlenmesiyle arterosklerozis ile iliskisi ortaya c¢ikarilmaya
baglanmigtir. Paraoksonaz enziminin arterosklerozise karst koruyucu o&zelligini
laktonaz aktivitesiyle gostermektedir (Jakubowski, 2000). Serumda HDL’ye bagh
bulunan paraoksonaz enzimi karaciger tarafindan sentezlenir. Antiaterojenik
aktiviteye sahip paraoksonaz enzimini plazma lipoproteinlerinin oksidasyonunu
onlemede onemli role sahiptir. HDL, hiicrelerden kolesteroliin taginmasini saglar ve
paraoksonaz gibi enzimler ile LDL’nin yiikseltgenmesini onler (Mackness ve
digerleri, 1991; Rausellot ve digerleri, 1999).

Antioksidan enzim olmasi nedeniyle paraoksonaz enziminin; kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, sepsis, alzheimer ve parkinson gibi bir ¢ok hastaligin gelismesinde

koruyucu rolii oldugu diisiiniilmektedir (Draganov ve La Du, 2004).

Peripetal ineklerin immiino metabolik durumu; karaciger fonksiyonlarina
inflomasyona ve oksidatif stres degisikliklerine bagli olarak degisir. Rumeni
metiyonin veya kolin ile desteklenerek korunan holstein ki ineklerin immuno-
metabolik durumunun degerlendirildigi ¢aligmada rasyonlarina metiyonin katilan

ineklerde daha biiyiik paraoksonaz aktivitesi kaydedilmistir (Zhou ve digerleri, 2016).

Farkli irklardaki sigirlarda laktasyonun pik devresinde incelenen bireylerin

hepsinde standart PON1 azalmasi gozlenmistir (Kulka ve digerleri, 2016).

Akciger kil kurtlar ile enfekte olan buzagilarda asetilkolin esteraza bagl artis
goriilirken, PON1, kolesterol, HDL ve LDL seviyeleri azalmistir (de Cezaro ve
digerleri, 2016).
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Gegis donemlerinde siit¢ii diivelerdeki metabolik bozukluklar ve oksidatif stresin
belirlenmesinde farkli yas araliklarindaki diivelerden alinan kanlarda beta hidroksi
biitirat (BHB), serbest yag asitleri (FFA), PONL1 ve total antioksidant kapasite (TAS)
analizleri yapilmis HDL-C, total oksidant kapasite (TOC) ve PONL1 aktivitesi arasinda
pozitif korelasyonlar gozlenmigtir. PON1 aktivitesi lipit metabolizmasiyla degisir ve

negatif enerji dengesinden etkilenir (Turka ve digerleri, 2013).

Oksidatif stres over folikiillerde ve normal metabolik olaylara ve oositlere zarar
verir. Erken emzirme doneminde holstein ineklerde plazma PONI1 aktivitesi folikiiler
stvidaki PONT1 aktivitesinden iki kat yiiksek bulunmustur. Saglikl aktif Gstrojen olan
sigir folikiillerinde PON1 yiiksek bulunmustur (Schneider ve digerleri, 2013).

Uterus enfeksiyonu goriilen ineklerde serum paraoksonaz aktivitesinde dogum

sonrasi azalma goriilmiistiir (Schneider ve digerleri, 2013).

Buzagilamadan 42 giin sonra 21 verimli siit inegiyle yapilan incelemede post-
partum ineklerin negatif akut faz proteini (—AP) diisiik PON aktivitesi gostermistir.
Geriye doniik siniflandirmada gii¢lii — AP diisiisiinden sonra inekler yiiksek pozitif
akut faz proteini (+AP) ve karaciger fonksiyon degisimi gostermis ve diger ineklere

gore hastalik insidansinda hafif azalma tespit edilmistir (Bossaert ve digerleri, 2012).

Yagh karacigerli sigirlarda paraoksonaz, laktonaz, arilesteraz aktivitesinin
Olciildiigli deneyde ise yaglh karacigerli bireylerin serum PON, laktonaz, arilesteraz
aktivitelerinin saglikli bireylerden yiiksek bulundugu gosterilmistir (Farid ve digerleri,
2013).

Serum PONI1 aktivitesinin sigirlarda yasa bagli olarak degisikligini gosteren
calismada PON1 aktivitesinin saglikli bireylerde hasta bireylere nazaran daha diisiik
oldugu ve yeni dogan buzagilarin PONT1 aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir. Yeni
dogan buzagilardaki bu disiikligiin nedeni karaciger olgunlagmamasi1 oldugu

diistiniilmektedir (Giordino ve digerleri, 2013).

Gebe olmayan diivelerle emziren inekler arasinda PONT1 aktivitesinin arastirildig
calismada ise laktasyondaki ineklerin diivelere oranla diisik PONI1 aktivitesi
gosterdigi izlenmistir. Dogum sirasindaki ¢abalarin ve laktasyona bagli olusan
oksidatif stresin PON aktivitesini azalttigi diistiniilmektedir (Antonic-Svetina ve
digerleri, 2011).
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Sigir karaciger PON1 enziminin insan ve rat kaynaklt PON1 enzimine gore ¢ok
daha diisiik substrat konsantrasyonlarinda bile antioksidan aktivite gosterebildigini,
toksik bilesikleri detoksifiye edebildikleri ortaya konulmustur (Askin ve digerleri,
2012).

Brusella enfeksiyonu, sigir serumundaki serbest radikal diizeyinde, mineral madde
konsantrasyonunda ve antioksidan aktivitede degisiklikler meydana getirdigi

gbzlenmistir (Benzer ve digerleri, 2009).

Paraoksonaz aktivitesi, HDL’ye bagl olup, kalp damar hastaliklariyla iligkisinin
yani sira, pek cok klinik yayinlarda gosterildigi gibi enzimin aktivitesinin diger
hastaliklarla da iliskili oldugu bildirilmistir. Kolon polipli hastalarda paraoksonaz ve
indiiklenebilir paraoksonaz aktivitesi saglikli popiilasyondan diisiikk bulunmustur.
Bunun nedeni olarak, oksidan-antioksidan dengenin oksidan y6nde bozulmasinin
polipli hastalarda polip gelisimi ile yakindan iligkili oldugu diisiniilmektedir (Aydin
ve digerleri, 2013).

Epilepsili hastalarda serum PONL1 aktivitesi ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
ile ilgili yapilan aragtirmada, serum PONI aktivitesi istatistiksel agidan 6nemli oranda

diisilk, MDA seviyelerinde artis gozlenmistir (Cevik ve digerleri, 2012).

Metabolik sendromda PON1 aktivitesi ve koroner arter hastaligi (KAH) iliskisi
lizerinde yapilan bir ¢alismada, KAH olan metabolik sendromlu hastalarda PONI1
aktivitesi istatiksel olarak anlamli diisiik bulunurken, oksidatif stres i¢in karsilastirilan

MDA diizeyleri yiiksek bulunmustur (Aydin ve digerleri, 2008).

Kolorektal kanserli hastalarda serum PON1 aktivitesini arastiran bir ¢alismada ise;
hasta grubun serum PONI1 seviyesi istatistiksel olarak c¢ok anlamli, ¢ok diisiik

bulunmustur (Yilmaz ve digerleri, 2015).

Fototerapinin yeni dogan sarilifinda serum paraoksonaz aktivitesi ve total
antioksidan kapasiteye etkileri iizerinde yapilan arastirmada, fototerapiden serum
PON1 aktivitesinin etkilenmedigi ancak sonrasinda TAC seviyesinin diistiigi
gozlenmistir. Bu diisiislin oksidatif stresten kaynaklandigi diistiniilmektedir (Kurban
ve digerleri, 2014).

Travmali hastalarda da artmis oksidatif stersin etkisi olarak PON1 aktivitesinde

azalma gorlilmiistiir (Y1ildirim ve digerleri, 2007).
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Metabolik sendromlu hastalarda PON1 ve arilesteraz aktivite diizeyleri ile ilgili
yapilan bir ¢alismada metabolik sendromlu hastalarin daha diisiik PON1 aktivitesine

ve artan lipit ve glikoz diizeylerine ve azalan HDL seviyesine rastlanmistir (Tiirkoglu

ve digerleri, 2008).

Metabolik sendromda leptin, adenopektin, okside LDL diizeyleri ve PON aktivitesi
arasinda iligski bulunamadig1 ve adenopektinlerin obezitenin artmasi ile iliskili oldugu

belirtilmistir (Solak veTuncel, 2009).

Nonalkolik karaciger yaglanmasi hastalifinda oksidatif stres ve PON1 aktivitesi
ile ilgili yapilan bir ¢aligmada nonalkolik karaciger yaglanmasi olan hastalarda
oksidatif stresin arttigi ve diisik PONI1 aktivitesi oldugu gozlenmistir (Selek ve
digerleri, 2012).

Yash siganlarda tekrarlanan desfluran anestezi uygulamalarinin karaciger
tizerinde etkisinin, plazma ve doku PONI diizeyi ile iliskisinin arastirildigi bir
calismada yash si¢anlarda tekrarlanan desfluran anestezisinin, hiicresel diizeyde
oksidan-antioksidan dengesini bozarak lipit peroksidasyonu yoluyla histopatolojik
olarak tespit edilen karaciger hasarina neden olabilecegi, ancak hasarin PON diizeyi

ile korelasyon gostermedigi tespit edilmistir (Ciice ve digerleri, 2013).

Serum arilesteraz aktivitesi diisiik agirlikli yeni doganlarda belirgin olarak diigiik
oldugu arilesteraz aktivitesi ile diisiik dogum arasinda anlamli korelasyon goriildiigii
PONT1 i¢in serum laktonaz aktivitesinde diisiik agirlikli yeni doganlarda azaldig: ve
laktonaz aktivitesi ve diisitk dogum agirlig1 arasinda isaret ettigi yapilan bir calismada
gosterilmistir (Mogarekar ve Rojekar, 2014). PON enziminin mutasyonu ile kanser
riski arasinda pozitif korelasyonlar saptandig1 gosterilmistir (Memisogullari ve Orhan,
2010).

PONT1 yalnizca insan serumunda degil hayvanlarda da farkli seviyelerde ve farkli
dokularda kesfedilmistir. Yapilan ¢calismalarda tavsan, si¢an, koyun, sigir, balik ve fare
gibi hayvanlardan paraoksonaz saflastirillmis yapisal ve kinetik O6zellikleri
aragtirtlmistir (Furlong ve digerleri 1991; Vera Lucia ve digerleri, 1998; Clement ve
digerleri, 2002; Arslan ve digerleri, 2011; Erol ve digerleri, 2013; Erzengin ve
digerleri, 2014). Ayrica sigirlarda irk, yas, verim donemi, saglik gibi faktorler PON1
enzim aktivitesinde degisime neden oldugu tespit edilmistir (Antonic-Svetina ve
digerleri, 2011; Giordino ve digerleri, 2013; Erzengin ve digerleri, 2014;).
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Paraoksonaz aktivitesi yeni doganlarda ve prematiire bebeklerde yetiskin bireylerin
yarisi kadardir. Dogumdan yaklasik bir yil sonra eriskindeki diizeyine gelir ve hayat
boyu degismeden devam eder ya da 40 yasindan sonra yasa bagli azaldig1 ve cinsiyete
baglh degistigi (erkeklerde daha yiiksek) ya da cinsiyet farkindan etkilenmedigi
sonuclarma ulasilmigtir. PON1 aktivitesi yas, ¢evresel kimyasallar, diyet, yasam sekli
ve fizyolojik ve patalojik durumlar gibi faktorlere bagl degiskenlik gosterir. Yapilan
calismalarda PONI1 aktivitesi ile yas arasindaki korelasyon sonucu yasl bireylerin
geng bireylere gore HDL oksidasyonundan daha ¢ok etkilendigi gosterilmistir. Yas ile
birlikte PON1 aktivitesindeki azalmada PON1-192 (Q/R) polimorfizimi etkin rol

oynamaktadir (Deakin ve James, 2004).
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2. AMAC

Bu calismada da farkli irk ve yastaki sigirlarda  PONI1 enzim aktivitesi ortaya
konularak ve oOnceki ¢alismalarda belirlenen yliksek PONI1 aktivitesi gosteren
canlilarin organofosfat zehirlenmelerine ve bazi hastaliklara karsi daha direncli oldugu
bilgisine dayanilarak adaptasyon kabiliyeti ve hastaliklara direng bakimindan islevsel
genomik yontemi ile genom analizi yapilma olanaklarinin belirlenmesi ve marker
destekli seleksiyona (MAS) 6n karekterizasyon calismasi olarak degerlendirmesi

imkanlar1 aragtirilmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢aligmada kullanilan kimyasal madde ve amaglar1 Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim amaglari.

Kullanilan kimyasal maddeler

Kullanim amaglari

Tris-Base Cozelti hazirlama
NaOH Cozelti hazirlama
HCI Cozelti hazirlama
Paraoxon Cozelti hazirlama
Buz Sicaklik

Saf su Sterilizasyon

%70°1ik Etil Alkol

Sterilizasyon
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3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu caligmada kullanilan alet ve cihazlar Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan alet ve cihazlar ve kullanim amaglari.

Kullanilan Alet ve Cihazlar | Kullanim amaclari
UV spektrofotometre Aktivite Ol¢iimii
Magnetik Karistiric (Cozelti Hazirlama

pH Metre pH Ol¢iimii

-70° C buzdolabi Serumlarin Saklanmasi
Sogutmali Santrifii Enzim kisminin Ayrimi
Enjektor Kan Alma

Otomatik Pipetler Aktivite Olgiimii
Hassas Terazi Cozelti Hazirlama

Buz Makinesi Sogutma

Falkon Tiip Enzim Saklanmasi
Damlalik Pellet ve Enzim Ayrimi
Beher Cozelti Hazirlama
Vakumlu Tiip Kan Alma
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3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Bu caligsmada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi Tablo 3.3’de g0sterilmistir.

Tablo 3.3: Kulanilan ¢6zeltiler ve hazirlanmasi.

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Tuzsuz aktivite tampon

3,0275 gram Tris-Base 200 ml saf suda
¢oziildii, pH 8’e getirildi ve son hacim 250

ml’ye tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi

10,8 pl paraokson 1 ml asetonda ¢oziildiikten
sonra tizerine 1 ml bazal aktivite tamponu

eklendi ve 1iyice kanstirildiktan sonra

kullanildi.

Deneye baslamadan once 1siya dayanikli pipet uglari, ependorflar ve diger

malzemeler 121 °C’de 20 dakika (1,02 atm basingta) otoklavda steril edilmistir.Cam

malzemeler 180 °C’de pastor firininda 90 dakika steril edilmistir. Calismaya

baslamadan 6nce pipetler ve ¢aligilan yuzey % 70’lik alkol ile temizlendi.

3.4. Hayvan Materyali

“Bu tez calismasinin deneylerinin yiiriitilmesinde Canakkale Onsekiz Mart

Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan izin almmustir.”

Deneysel ¢alisma i¢in ii¢ farkl sigir irkindan alinan kan 6rnekleri geng sigirlar igin

0-6 ay, orta yaglar i¢in 6 ay-4 yas, yash sigirlar i¢inde 4 yas ve iizeri olmak iizere

gruplandirilarak temin edilmistir. Jersey sigirlar i¢in Bursa Karacabey Bayramdere

21




Koylinde, simental sigirlar i¢in Balikesir Cayirpmar Koyl Bilcanlar Ciftliginde
holstein sigirlar igin ise Balikesir Yakupkoy Hascetin Citliginde her yas grubu igin her
irktan 6 bas, toplamda 54 bas sigirdan kan numuneleri gen¢ yas sigirlarda Vena

coccygea (kuyruk venasi) diger gruplarda Vena jugularisten 5 ml kan alinmustir.

3.5. Kan Serumunun Ayrilmasi

Kan numuneleri 5000 rpm’de +4 °C’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
damlaliklar yardimiyla iistte kalan serum kismu1 falkon tiiplere alinip aktivite dl¢limiine

kadar -70 °C bekletilmis ve enzim kaynagi olarak kullanilmustir.

3.6. Enzim Aktivite Tayini

850 uL tampon ¢ozelti, 100 pul paraoxon ¢ozeltisi ve 100 ul serum hizlica
eklendikten sonra 412 nm’de 37 °C’de 1 dakikada meydana gelen absorbans okundu,
ayni islem enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim iinitesi olarak belirlendi.
Bir iinite paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin nmol’ii olarak tayin

edildi.
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4. BULGULAR

Holstein 1rki yas gruplarindaki PON1 aktivitesi: Holstein irki sigirlar geng (0-6 ay)
orta (6 ay-4 yas) ve yasli (4 yas ve lizeri) olarak gruplara ayrilmis olup, her bir gruba
ait PON1 enzim aktivite ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve
maksimum degerleri Tablo 4.1’de; anilan Ozellige ait grafik ise Sekil 4.1°de

sunulmustur.

Tablo 4.1: Holstein 1rki yas gruplarindaki PON1 aktivitesi (U/L).

Holstein Ortalama Standart Standart hata | Minimum maximum
sapma

Geng 114,24° 26,19 10,69 63,64 133,33

Orta 193,60° 86,44 35,29 91,78 347,14

Yash 125,41% 47,32 19,32 71,43 202,44

F degeri 3,195"

*:P<0,05, a, b: Ayni siitundaki farkl: harfler tasiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,05).

Tablo 4.1 incelendiginde; PON1 aktivite ortalamalar1 genglerde 114,24, orta yas
grubunda 193,60 ve yash grupta da 125,41 olarak bulunmustur. Holstein irkinda yasin
PONL1 enzim aktivitesine etkisi 6nemli (p<0,05) olarak bulunmustur. Orta yas grubu

sigirlarin PONT1 aktivitesi geng yasa gore yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.1: Holstein 1rki yas gruplarindaki PON1 aktivitesi (U/L).

Jersey 1rki yas gruplarindaki PON1 aktivitesi: Jersey irki sigirlar; geng (0-6ay), orta
(6ay-4yas), yasl (4 yas ve lizeri) olmak iizere ii¢ yas grubuna ayrilmistir. Her bir yas
grubuna ait PON1 enzim aktivite ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve

maksimum degerleri Tablo 4.2°de sunulmustur. Tablo 4.2°de verilen 6zelliklere ait

grafik Sekil 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.2: Jersey irki yas gruplarindaki PON1 aktivitesi (U/L).

Jersey ortalama Standart Standart Minimum maximum
sapma hata

Geng 450,807 125,65 51,29 226,53 570,04

Orta 264,73" 8,02 3,27 256,99 280,00

Yasli 270,25° 74,18 30,28 158,79 392,83

F degeri 9,448

**:P<0,01, a, b: Ayni siitundaki farkls harfler tasiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,01).
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Tablo 4.2 incelendiginde, jersey irki geng sigirlar PON1 aktivitesi; 450,80, orta yas
sigirlar; 264,73, yash sigirlar 270,25 bulunmustur. PON1 enzim aktivitesi geng
sigirlarda orta ve yasl gruplara gore istatistiki olarak daha yiiksek tespit edilmistir
(P<0,01). Orta ve yash gruplar arasindaki farklilik ise istatistiki acidan 6nemsizdir
(P>0,05).

500 -
450
400
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

geng orta yash

Sekil 4.2: Jersey 1rk1 yas gruplarindaki PON1 aktivitesi (U/L).

Simental ki1 yas gruplarindaki PONT1 aktivitesi: Simental ki sigirlarda ayni
sekilde genc (0-6 ay), orta (6 ay-4 yas), yash (4 yas ve lizeri) olarak gruplara
ayrilmistir. Anilan gruplara ait ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve
maksimum degerlerine ait bilgiler Tablo 4.3’de gosterilmistir. Sekil 4.3de ise Tablo

4. 2°de gosterilen ozelliklere ait grafik sunulmustur.
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Tablo 4.3: Simental irki yas gruplarindaki PON1 aktivitesi (U/L).

simental Ortalama Standart Standart Minimum Maximum
sapma hata

Geng 482,532 157,63 64,35 236,84 702,20

Orta 200,25° 103,57 42,38 86,90 393,88

Yash 104,53° 15,36 6,27 88,24 13,33

F degeri 19,414™

**:P<0,01, a, b: Ayni siitundaki farkl: harfler tagiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,05).

Tablo 4.3 incelendiginde simental 1rk1 sigirlar igin geng yas ortalama; 482,53, orta
yas ortalama; 200,25, yasli ortalama; 104,53 olarak bulunmus olup; gruplar arasindaki
farklilik istatistiki agidan 6nemli olarak tespit edilmistir. (p<0,05). Yapilan Duncan
testi sonucunda gruplar arasindaki farkliliklarin kaynagi gen¢ gruptaki hayvanlarin

PONI aktivitesinin yiiksek diizeyde olmasindan kaynaklandigi ortaya konulmustur.

500
450
400
350
300
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200
150
100

50
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Sekil 4.3: Simental 1rk1 yas gruplarindaki PONT1 aktivitesi (U/L).
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Geng sigirlar itk gruplarindaki PON1 aktivitesi: Holstein, simental ve jersey sigir
irklarinin geng 1k sigirlar 0-6 ay yas aralifinda belirlenmis olup PON1 enzim aktivite
degerleri ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve maksimum degerleri

Tablo 4.4°de; anilan 6zellige ait grafik ise Sekil 4.4’de sunulmustur.

Tablo 4.4: Geng yas gruplarindaki PON1 aktivitesi (U/L).

Geng ortalama Standart Standart Minimum maximum
sapma hata

holstein 114,24 26,19 10,69 63,64 133,33

simental 482,532 148,06 34,90 236,84 702,20

jersey 450,802 246,17 71,06 213,41 926,67

F degeri 10,19**

**:P<0,01, a, b: Ayni siitundaki farkls harfler tasiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,01).

Tablo 4.4 incelendiginde; sirasiyla holstein, jersey ve simental irk1 sigirlarin PON1
enzim aktiviteleri 114,24, 450,80, 482,53 olarak bulunmustur. Anilan gruplar arasinda
istatistiki farkliligin P<0,01 diizeyinde 6nemli oldugu ortaya konulmustur. Yapilan
coklu karsilagtirma testi sonucunda farkliligin kaynaginin holstein sigir irkinin PON1
enzim aktivitesinin diger irklara oranla daha diisiik olarak tespit edilmesinden

kaynaklandig1 ortaya konulmustur.
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Sekil 4.4: Geng yas grubu sigirlarda PON1 enzim aktivitesi (U/L).

Orta yas sigirlar irk gruplarindaki PON1 aktivitesi: Orta yas irk grubundaki
sigirlar 6 ay-4 yas arasinda belirlenmis olup, irklara ait ortalama, standart sapma,

standart hata, minimum ve maximum degerleri Tablo 4.5’te sunulmustur. Tablo 4.5’ ¢

ait grafik Sekil 5.5’te gosterilmistir.

Tablo 4.5: Orta yag grubu sigirlarda PON1 aktivitesi (U/L).

orta ortalama Standart Standart Minimum Maximum
sapma hata
Holstein 193,60 86,44 35,29 91,78 347,14
Simental 200,25 97,29 22,93 86,90 393,88
Jersey 264,73 76,69 22,14 134,43 387,50
F degeri 2,208
-:P >0,05
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Tablo 4.5 incelendiginde; orta yas holstein ortalama 193,60, jersey ortalama
264,73 simental ortalama 200,25 olarak bulunmustur. Orta yasli gruplarda jersey 1rk1
diger gruplara gore daha yiiksek PON1 aktivitesine sahip olmasina ragmen bu farklilik

istatistiki a¢idan 6nemsiz bulunmustur.

ortalama

350 1

300 A

e
250 '/

200 1 m ortalama
150 -+
100 -

50 A

holstein simental jersey

Sekil 4.5: Orta yas grubu PON1 enzim aktivitesi (U/L).

Yaslt sigirlar irk gruplarindaki PON1 aktivitesi: Yash grup 4 yas ve lizeri yas
araliginda sec¢ilmis olup ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve
maximum degerleri Tablo 4.6°da belirtilmistir. Tablo 4.6’da belirtilen 6zelliklere ait

grafik Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.6: Yaslt sigir irklarindaki PON1 aktivite degerleri (U/L).

Yash ortalama Standart Standart Minimum maximum
sapma hata

Holstein 125,41 47,32 19,32 71,43 202,44

simental 104,53° 14,43 3,40 88,24 133,33

Jersey 270,25° 128,03 36,96 87,71 441,67

F degeri 17,601**

**:P<0,01, a, b: Ayn1 siitundaki farkl harfler tasiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,01).

Tablo 4.6’da yasl holstein ortalama; 125,41, yash jersey ortalama; 270,25, yash
simental ortalama; 104,53 olarak bulunmustur. Yasli grup jersey irki sigirlarda tespit

edilen PONI1 aktivitesi holstein ve jersey irki sigirlara gore daha yiiksek bulunmus ve

bu farklilikta istatistiki agidan dnemli (P<0,01) oldugu tespit edilmistir.

300 A

250 -

200 -

150 -

100 -

50 A

Holstein

simental

Jersey

W Seril

Sekil 4.6: Yasl grup PONI1 aktivitesi (U/L).
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Yas gruplarma gore PON1 Aktivitesi: Irk farkliliklar1 dikkate alinmadan yas

gruplar birbirleri ile karsilagtirma yapilmis ve veriler Tablo 4.7°de verilmistir. Tablo

4.7°de verilen 6zelliklere ait degerler Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7: Yas gruplarina gére PON1 aktivitesi (U/L).

Yas gruplari | ortalama Standart Standart Minimum maximum
sapma hata

Geng 349,192 237,73 56,03 63,64 926,67

Orta 219,532 91,35 21,53 86,90 393,88

Yash 166,73 108,54 25,58 71,43 441,67

Chi Square 8,937%*

**:P<0,01, a, b: Ayn1 siitundaki farkls harfler tasiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,05).

Tablo 4.7 incelendiginde PONI1 aktivite degerleri geng yas ortalama; 349,19, orta
yas ortalama; 219,53, yashi grup ortalamasi; 166,73 bulunmustur. Geng yastaki
sigirlarin ortalamasi orta yas ve yashi grup sifirlarin ortalamasina gore yiiksek
bulunmasina ragmen; yapilan ¢oklu karsilastirma sonucunda gruplar arasi farkliligin
yashh grupta PONI1 aktivite degerinin diisik olmasindan kaynaklandigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.7: Yas gruplarina gore PON1 enzim aktivitesi (U/L).

Irk gruplarina gore PON1 aktivitesi: Irk gruplarma gére PON1 aktivitesine ait

ortalama, standart sapma, standart hata, minimum ve maximum degerleri Tablo 4.8’de

gosterilmistir. Sekil 4.8de Tablo 4.8’e ait degerlerin grafigi sunulmustur.

Tablo 4.8: Irk gruplarina gore PON aktivitesi (U/L).

Irk gruplari ortalama Standart Standart Minimum maximum
sapma hata

holstein 144,42° 66,03 15,56 63,64 347,14

simental 262,44% 194,41 45,82 86,90 702,20

jersey 328,592 186,34 43,92 87,71 926,67

CHI Square 14,07**

**:P<0,01, a, b: Ayn1 siitundaki farkli harfler tagiyan degerler birbirlerinden farkli bulunmustur (P<0,01).
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Tablo 4.8’de holstein, simental ve jersey irki sigirlarin ortalama degerleri
gosterilmistir. Holstein 1rk1 ortalamast; 144,42, simental 1rki ortalamasi 262,44, jersey
k1 ortalamasi 328,59 olarak bulunmus olup jersey irki ortalamasi diger irklarin
ortalamasima istiinliikk saglamistir. Irk gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

onemli (P<0,01) oldugu belirlenmistir.
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100 -
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Sekil 4.8: Irk gruplarina gére PON1 aktivitesi (U/L).

Yas ile PON1 aktivitesi arasindaki korelasyon ve regresyon degerleri: Farkli
yaslardaki sigirlarin PONT1 aktivitesi ile yas arasinda korelasyon katsayisi, -408 olarak
bulunmustur. Orta derecede negatif iligki olarak kabul edilen bu deger istatistiki agidan
P<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Bu sonuca gore yas arttikca PON1 aktivite

diizeyinde 6nemli diizeyde azalis ortaya ¢ikmuistir.

Farkl1 yaslardaki sigirlarin PONT aktivitesi ile yas arasindaki regresyon katsayisi
ise 0,430 olarak bulunmustur. Sigirlarin yaslarinda bu calismadaki her 1 birim artisa
karsilik PONT1 enzim aktivitesi diizeyinde -91,229 birimlik azalis tespit edilmis olup;
bulunan regresyon katsayisi istatistiki acidan énemli bulunmustur. Yas ve PON 1

enzimi arasinda
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PON1=427,608-91,229* Yas regresyon denklemi elde edilmistir.

R? (Determinasyon katsayisi) ise 0,185 olarak tespit edilmistir. Bu degere gore
PONI enzim aktivitesindeki degisimin %18,5lik kisminin sigirlarin yaslarina bagh

olarak degistigini ifade etmektedir.
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5.TARTISMA

Organofosfat toksisitesine ya da bazi hastaliklara duyarliligr ile ilgili bir¢ok
calisma sadece PCR tabanli niikleotid polimorfizm (Q192R,L55M,C-108T) olarak
ortaya konulmustur. Bu analiz metodu daha bilgilendirci olmakla birlikte fonksiyonel
genomik analizi olarak PON1 enzim aktivitesinin dogrudan 6l¢timii de aktiviteyi
etkileyebilecek tiim polimorfizimlerin miktarin1 da gosterir. Paraoxon ve diazokson
PONI1 enzim substratlar1 ile enzim tayini yiiksek bir verimle gerceklestirilebilir
(Richter ve Clement, 1999; Richter ve digerleri, 2004). PON1 enzim aktivitesi ne
kadar yiiksek ise organofosfat zehirlenmelerini engellemeleri o kadar yiiksektir. Bu
nedenle bir populasyonda PON1 enzim aktivitesini bilmek olduk¢a Onemlidir
(Eckerson ve digerleri, 1983; Mueller ve digerleri, 1983; Davies ve digerleri, 1996;
Richter ve Clement,1999). Her ne kadar her birey i¢in PON1 ve SNP belirlenebilirse
de; bu bireylerdeki PON1 aktivitesinin durumunu ve etkinligini tam olarak saglamaz.
Diger bir ifade ile iki substratli bir enzimatik analiz, PON1 seviyesini ve fonksiyonel
durumunu tam olarak ortaya koyar (Costa ve digerleri, 2005). Bu ¢alismalarda elde
edilen sonuglarin biyo-belirte¢ olarak kullanilabilmesi igin PON1 enzim aktivitesini
etkileyen faktorlerin ortaya konulmasi gerekmektedir. PON1 enzim aktivitesini tiir,
ik, yas, cinsiyet, saglik durumu, hayvan refah1 gibi faktorler etkilemektedir (Hillel ve
digerleri, 1992; Nicholas, 1996).

Bu caligmada sigirlarda PON1 enzim aktivitesi ilizerine itk ve yasin etkisi
belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore holstein ki sigirlarda PON1
aktivitesi 144,42 bulunmustur. Holstein 1rk1 sigirlarda kuru dénem (97.17), postpartum
donem (83.17) ve laktasyonun pik doneminde (90.93) elde edilen PON1 enzim aktvite
degerlerinden biiylik (Kulka ve digerleri, 2014); Holstein-Friesian (178.69), Polish
Red (168.54) ve Norwegian (145.8) irki sigirlarda elde edilen bulgulara ve (Erzengin
ve digerleri, 2014; Kulka ve digerleri, 2016) holstein 1rk1 i¢in buldugu PON1 enzim
aktivite degerlerine (152.29) benzer; holstein irki ineklerin gebe ( gebeligin ilk 3 ay1
(283), gebeligin 3-6 ay1 (257) ve kuru donem (216) ve gebe olmayan erken lohusalik
(223), gec lohusalik (189) ve pik laktasyon (329)) gruplara ayrildig1 calismalarda
bulunan degerlerden diisiik diizeyde bulunmustur (Turk ve digerleri, 2008).
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Simental ve jersey irki sigirlarda ise PON1 enzim aktivite degerleri sirasiyla
262,44 ve 328,59 olarak bulunmustur. Yapilan literatiir taramalarinda anilan irklara ait
PONI1 enzim aktivite degerlerine rastlanilmamistir. Ancak Turk ve arkadaslarimin
(2008) (Turk ve digerleri, 2008) holstein 1rki ineklerin gebe (gebeligin ilk 3 ay1 (283),
gebeligin 3-6 ay1 (257) ve pik laktasyon (329) PONI1 enzim degerleri ile benzer;
holstein 1rki1 ineklerde yapilan ayni ¢alismada kuru dénem (216)) ve gebe olmayan
(erken lohusalik (223), ge¢ lohusalik (189)) donemlerinde bulunan PON1 enzim

aktivitesi degerlerinden yiiksek bulunmustur.

Simental ve jersey 1rki ineklerin orta kaliteli meralarda bile holsteinlerden basarili
sekilde yetistiriciliginin yapilabilmesi ve adaptasyon kabiliyetlerinin holstein irkina

gore daha iyi olmasi bu 6zelligine bagl olarak olusabilecegi diisliniilmektedir.

Bu ¢alismada ortaya konulan yasla birlikte PON1 enzim aktivitesinin azaldigi
sonucu; 17-19 aylik diive ve 3-4 yas holstein ineklerde yapilan ¢aligma (Antonic-
Svetina ve digerleri, 2011); wistar ratlarinda yasa bagli olarak PON1 enzim aktivitesi
degisiminin incelendigi ¢aligma (Dileep ve Syed, 2014); ve Taha ve arkadaslarinin
(2010) disi develer iizerinde yapmis oldugu ¢alisma ile benzer bulunmustur (Taha ve
arkadaslar1,2010).

Bu bilgilere gore bu arastirmada PON1 enzim aktivitesi yiiksek olan sigir irklarinin
pestisitlere kars1 dayaniklilikta biyo-belirte¢ olarak kullanilabilmesi i¢in gerekli 6n
sartlarin yerine geldigi sonucuna varilmistir. Varilan bu sonugcla ilgili farkl: tiirlerde
yapilan calismalar bulunmasma ragmen sigirlarda  biyo-belirte¢  olarak
kullanilabileceg§i konusunda bir arastirmaya rastlanilmamistir. Wan-Fen ve
arkadaglarmin 1993 yilinda yaptiklari aragtirmada PON1 enzim aktivitesinin
insanlarda pestisitlere kars1 dayaniklilikta biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi
ortaya konulmustur (Wan-Fen ve digerleri, 1993).

Ayrica; PON enzimlerinden yoksun olan Drosophila melanogaster iizerinde
yapilan bir ¢caligmada oncelikle transgenic sinekler elde edilerek gram (-) bakteri olan
Pseudomanas aeruginosa virulansi tizerindeki etkileri arastirilmis; olusan transgenik
PON1 sinekleri Pseudomanas aeruginosa oliimciil etkisinden korudugu ve

organofosfat toksisitesine direng gosterdigi tespit edilmistir (Stoltz ve digerleri, 2008).
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Serum PONL1 enzim aktivitesi ile ilgili bugiine kadar insanlarda ve ¢esitli memeli
hayvanlarda yapilan caligmalarda enzim aktivitesi ile ilgili pestisitlerin canli
viicudunda olusturabilecegi zararli etkileri ortadan kaldirdig1 ve gesitli hastaliklara
direng olusturabilecegi konusunda ¢ok sayida calismalar mevcuttur (Furlong ve
digerleri, 1991 ; Vera Lucia ve digerleri, 1998; Costa,ve digerleri, 1999; Clement ve
digerleri, 2002; Arslan ve digerleri, 2011; Erol ve digerleri, 2013; Erzengin ve
digerleri, 2014).

Genomik seleksiyonda kullanilan islevsel genomigin daha pratik ve ekonomik
yapilmasi arastiricilart islevsel genomigin 6nemini ve bu konuda daha fazla ¢alisma

yapmaya yoneltmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug olarak; yapilan bu ¢alismada sigirlarda PON1 enzim aktivitesi ile pestisitlere
kars1 dayaniklilikta biyo-belirteg olarak kullanilabilmesi i¢in PON1 enzim aktivitesini

etkileyen faktorler benzer ¢aligmalarinin yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmuistir.
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