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OZET

Doktora Tezi

KABAK CEKIRDEGINDEN (Cucurbitae peponis semen) VE FINDIKTAN
(Corylus avellana) PARAOKSONAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
PESTISITLERIN ETKiSININ ARASTIRILMASI

Elife KAYA

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Nazan DEMIR

Paraoksonaz; HDL ile iliskili, oncelikli olarak LDL’yi oksidasyondan koruma gibi fizyolojik
role sahip organofosfat parcalayici bir enzimdir. Bu ¢alismada kabak c¢ekirdeginden ve findiktan
paraoksonaz enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Paraoksonaz enziminin saflastirilmasinda
afinite kromatografisinden faydalanildi. Kabak c¢ekirdeginden ve findiktan saflastirilan
paraoksonaz enziminin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE elektroforezi uygulandi. Kabak
cekirdeginden Saflastirilan paraoksonaz enziminin molekiil agirligi 12942 Da ve 20421 Da
olarak belirlendi. Findiktan saflastirilan paraoksonaz enziminin molekiil agirligi ise 30892 Da
olarak belirlendi. Enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri tespit edilerek paraokson ve
fenilasetat substratlari i¢in Ky, ve Vx degerleri belirlendi. Kabak g¢ekirdegi ile ilgili ¢aligmada,
paraokson substrati i¢in Ky, Ve Vi degerleri 3,475 mM ve 2,935 pumol/ L.dak; fenil asetat
substrat1 igin 3,067 mM and 2,647 umol/ L.dak olarak hesaplandi. Findik ile ilgili ¢caligmada,
paraokson substrati i¢in Ky, Ve Ve degerleri 3,210 mM and 1,995 umol/ L.dak; fenil asetat
substratt i¢in 2,732 mM and 2,413 pumol/ L.dak olarak hesaplandi. Enzim aktivitesi {izerine
Mgz+, Ca®*, cu®, Mn*, zZn*, Fe** ve Fe** katyonlarinin, EDTA, askorbik asit, [-
merkaptoetanol ve SDS bilesiklerinin, metil paratiyon, dimetoat, diklorvos, diazinon,

metamidofos, etil paratiyon, fention ve asetamiprid pestisitlerinin etkisi arastirtldi.
2011, 127 sayfa

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz, kabak ¢ekirdegi, findik, saflastirma, karakterizasyon,

pestisitler



ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PARAOXONASE ENZYME FROM
THE CUCURBITA SEEDS (Cucurbitae peponis semen) AND HAZELNUT (Corylus avellana)
RESEARCH THE EFFECTS OF SOME PESTICIDES ON ENZYME ACTIVITY

Elife KAYA

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisior: Prof. Dr. Nazan DEMIR

Paraoxonase is a high-density lipoprotein (HDL)-associated enzyme which can hydrolyze
organophosphates and protect LDL against oxidation. In this study; the paraoxonase enzyme
was purified and characterized from the cucurbita seeds and hazelnut. Affinity chromatography
was used for purification of the paraoxonase. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was
applied for control of the paraoxonase enzyme purified from the cucurbita seeds and hazelnut.
Molecular weight of the paraoxonase enzyme purified from cucurbitae seeds was determined as
12942 Da and 20421 Da. Molecular weight of the paraoxonase enzyme purified from hazelnut
was determined as 30892 Da. K, and V. values for paraoxon and phenyl acetate substrates
were determined after setting optimal pH and temperature conditions of paraoxonase enzyme. In
the study with cucurbitae seeds, K, and V.« vValues for paraoxon were calculated as 3,475mM
and 2,935umol/ L.dak; for phenyl acetate substrates were calculated as 3,067 mM and
2,647umol/ L.dak. In the study with hazelnut, Ky and V.« values for paraoxon were calculated
as 3,210 mM and 1,995 umol/ L.dak; for phenyl acetate substrates were calculated as
2,732 mM and 2,413umol/ L.dak. Effects of Mg**, Ca*, Cu™, Mn**, Zn*, Fe**, Fe*cations;
EDTA, ascorbic asid, f-merkaptoethanol, SDS compounds and methyl-parathion, dichlorvos,
dimethoate, diazinon, methamidophos, ethyl-parathion, fenthion and acetamiprid pesticides

were researched on enzyme activity.
2011, 127 pages

Keywords: Paraoxonase, cucurbitae seeds, hazelnut, purification, characterization, pesticides
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler canli organizmadaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan iiriin
olusturmasina firsat vermeden %100’liik bir iiriin verimi saglayan, protein yapisindaki

biyolojik katalizorlerdir (Smitt et al. 1997; Garrett and Grisham 1999).

Bu katalizorlerin en 6nemli 6zellikleri, katalizleme giicleri ve spesifiklikleridir. Enerji
acisindan miimkiin kullanigh yollara kanalize eder. Boylece enzimler biitiin metabolik

olaylar1 yonlendirirler (Goziikara 1997).

Enzim arastirmalar1 biyokimya tarihinin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Biyolojik
kataliz ilk olarak, 1700’1l yillarin sonlarinda, mide salgilariyla etin sindirilmesi lizerine
yapilan arastirmalar neticesinde kesfedildi ve tanimlandi. Sonraki ¢alismalar, 1800’li
yillarda tlikriik ve cesitli bitki 6ziitleriyle, nisastanin sekere doniisiimii arastirmalariyla
devam ettirildi. 1850’lerde Louis Pasteur, sekerin mayayla alkole fermentlesmesinde,
sekerin fermentler tarafindan katalizlendigi sonucuna vardi. Pasteur, bu fermentlerin,
canli maya hiicrelerinin yapilarindan ayrilamaz oldugunu ileri siirdii. Daha sonra
1897°de Eduard Buchner, maya oziitlerinin sekeri alkole fermentledigini, bunun da
fermantasyonun hiicreden uzaklastirildiginda, islevini devam eden molekiiller tarafindan
saglandigini kesfetti. Frederic W. Kiihne ise bu molekiilleri, enzimler olarak adlandirdi.
1926’da James Sumner’in iireaz enzimini saf kristal halde izole etmesiyle enzim
calismalar1 hiz kazanmistir. Daha sonra yeni enzimlerin izolasyonu ve ozelliklerinin
arastirtlmasi biyokimya bilimini gelistirdi (Lehninger 2005; Giirdél ve Ademoglu
2010).



Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu hari¢ biitiin enzimler protein
yapisindadir. Katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun saglamligina
baghdir. Eger enzim denatiire olursa veya alt birimlerine ayrilirsa katalitik aktivitesi
genellikle kaybolur. Enzim, bileseni olan amino asitlerine doniistiiriiliirse, katalitik
aktivitesi yok olur. Bu nedenle protein enzimlerinin, birincil, ikincil, ti¢linciil ve
dordiinciil yapisi katalitik aktivite i¢in esastir (Lehninger 2005). Enzim katalizorliigiinde
gerceklesen reaksiyonlarda reaksiyon hizi enzimsiz olan reaksiyona gore yaklasik
10%-10% kat hizlanabilir. Katalizsiz olarak yarilanma zamani 300 yil olan bir reaksiyon,
enzim tarafindan 10° kat hizlandirilirsa yarilanma zamani sadece 1 s olur. Sonug olarak
hiicredeki bir¢ok reaksiyonun ancak enzimler sayesinde miimkiin olacagi sdylenebilir

(Lehninger 1982).

Katalitik aktivite gosterebilmeleri i¢in bazi enzimlerin protein yapisinda olmalar1 yeterli
olmaktadir. Ancak bazi enzimler aktivite gosterebilmek i¢in kofaktor olarak bilinen ve
protein yapisinda olmayan molekiillere gereksinim duymaktadirlar. Kofaktor bir metal
iyonu (Zn?*, Fe** vd.) veya koenzim olarak adlandirilan bir organik molekiil (NAD",
FAD, koenzim A) olabilir. Enzimlerin bir kism1 aktivite gosterebilmek i¢in koenzime ve
metal iyonuna birlikte ihtiyag duymaktadir. Proteinlerin denatiirasyonuna neden olan
kosullardan koenzimler etkilenmemektedirler (Voet and Voet 1995). Enzimler kimyasal
bakimdan protein ana yapisindaki molekiillerdir. Enzimin sadece proteinden olusmus ve
kofaktorleri icermeyen inaktif kismina apoenzim, tiim kofaktorleri ve koenzimleri
iceren katalitik aktif haline ise haloenzim denir (Yildirrm vd 2010). Enzimlerin
aktivitelerini pozitif yonde etkileyen bilesiklere aktivator adi verilir. Genellikle enzim
aktivatorleri kiiciik iyonlar veya fazla biiylik olmayan molekiillerdir. Bunlar

kofaktorlerin aksine kataliz olayina her zaman katilmazlar (Goziikara 1989).

Enzimlerin en onemli 6zelliklerinden birisi de katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve
tirtine dontstiirdiikleri substratlara kars1 son derece spesifik olmalaridir. Bundan dolayi
enzimler hiicre i¢i reaksiyonlarda hicbir yan {iriin olusturmaksizin etkilerini gosterirler.
Hiicre i¢i reaksiyonlar enzimler sayesinde birkag¢ saniye gibi kisa bir siire igerisinde

gerceklesmektedir. Birim zamanda bir mol enzimin {irline donistiirdiigli substratin mol



sayisina turnover sayisi denir. Turnover sayisi enzimlerin katalizleme gii¢lerini gésteren
bir ifadedir. Enzimlerin miktar1, aktiviteleri esas alinarak belirlenir ve enzim {initesi
(E.U) cinsinden verilir. Genis bir enzim iinitesi tarifi olmamasina ragmen genelde,
25°C’de ve optimal sartlarda 1 mikromol substrati 1 dakikada tiriine doniistiiren enzim
miktari, 1 enzim tnitesi olarak kabul edilmistir. Spesifik aktivite, 1 mg protein basina
diisen enzim {initesi olarak tamimlanir ve bu da enzimin safliginin bir Gl¢iisiidiir
(Lehninger 1982; Bingdl 1983).

Enzimler siiflandirilirken hem reaksiyon 6zgiilliikklerini, hem de substrat 6zgiilliiklerini

dikkate alan bir siniflandirma gelistirilmistir (Koolman and R6hm 2003).

Tiim enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gore alti ana sinifa ayrilmis ve bu
siiflarda yer alan her enzim 4 rakamdan olusan bir enzim kod numarasi (EC) ile ifade
edilmistir. EC numarasinin ilk rakami enzimin alt1 ana siniftan hangisinde yer aldigini,
ikinci rakam etki ettigi kimyasala yap1 ve fonksiyonel grubu, ii¢lincli rakam alict grubu

ve dordiincii rakam ise o serideki sira numarasini ifade eder (Yildirim vd 2010).

Enzimler 6 ana grupta siniflandirilir.

1.Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme (redoks) tepkimelerini katalizleyen
enzimlerdir. Bu grup 6nceden dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar, oksigenazlar,

peroksidazlar olarakta anilan enzimlerdir.

2. Transferazlar: 1ki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
gerceklestiren enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu

gruptandir.

3.Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin
bir su molekiiliiniin katilmas1 suretiyle baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini

katalize eden enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz,



glikozidaz ve niikleaz gibi enzimler bu gruba dahildir.

4.Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan bazi
gruplarin uzaklastirilldigi ve c¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler bu

gruptandir.

5.zomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Molekiil i¢inde oksidasyon-rediiksiyonu, grup transferini ve
cifte bag olusumunu gergeklestirirler. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan

enzimler bu gruptandir.

6.Ligazlar: ATP’nin hidrolizi yardimiyla agiga c¢ikan enerjiden yararlanarak iki

molekiilii baglayip sentez yapan enzimlerdir (Yildirim vd 2010).

Mesela ¢alismamizda yer alan paraoksonaz enzimine uluslar arasi enzim komisyonu
tarafindan E.C. 3.1.8.1 kod numarasi verilmistir. Bu kod numaras: asagidaki gibi

agiklanabilir,

e hidrolaz smifi (3),

e ester baglarina etki eden (3.1),

o fosforik triesterleri hidroliz eden (3.1.8),
e  Dbir arildialkil fosfatazdir (3.1.8.1).

Canli sistemlerdeki reaksiyonlarda enzimatik kataliz sarttir. Biyolojik olarak uygun
kosullarda katalizlenmeyen tepkimeler, yavas gerceklesme egilimindedirler. Cogunlukla
biyolojik molekiiller, nétral pH, orta derecede sicaklik ve hiicre i¢i s1vi ortaminda ¢ok
kararlidirlar. Ayrica biyokimyasal bir¢ok tepkime, reaksiyon i¢in gerekli olan iki veya

daha fazla molekiiliin carpismasi ya da kararli olmayan yiiklii aracilarin gecici olusumu



gibi hiicre ortaminda olanaksiz veya tercih edilmeyen kimyasal olaylar1 gerektirirler

(Lehninger 2005).

Enzimle katalizlenen bir tepkimenin ayirict 6zelligi; aktif bolge olarak adlandirilan
enzim iizerindeki sinirlandirilmis 6zel bir cep ya da bir bdlgenin i¢inde meydana
gelmesidir. Aktif bolgeye baglanan ve enzimin tizerinde aktivite gosterdigi molekiil,
substrat olarak adlandirilir. Aktif bolge yilizeyi, yan gruplar1 substrata baglanan ve
bunun kimyasal transformasyonunu katalizleyen amino asit kalintilaryla

olusturulmustur (Lehninger 2005).

ilk olarak 1880°’de Adolphe Wurtz tarafindan varlig1 gosterilmis olan enzim-substrat
kompleksi; enzim aktivitesinde merkezi bir rol oynar. E-S kompleksi, ayn1 zamanda
enzim mekanizmalarinin teorik tanimlanmasi ve enzimle katalizlenen tepkimelerin
kinetik davranigini agiklayan matematiksel islemler i¢in baglama noktasidir (Lehninger
2005).

aktif alan (4] J‘

suhstrat iiriinler
@ @ @ e@
Enznm Enzim-Substrat |

Kompleksi

Sekil 1.1. Anahtar Kilit Modeli

Kinetikler, enzim mekanizmalariin ¢aligmasi i¢in 6nemli bir yontemdir. Bir¢ok enzim
ortak bazi kinetik 6zelliklere sahiptir. Substrat degisimi artarken sabit degisimdeki bir
enzimin katalitik aktivitesi, ES kompleksi olusturan biitiin enzimlerde esansiyel olan

karakteristik maksimum hiz olan Vmax’a yaklasmak i¢in hiperbolik bir bi¢cimde artar.



Yart hiz Vmax’t veren substrat degisimi bir substrati etkileyen her bir enzim igin

karakteristik olan Michaelis Menten sabiti Km’dir. Michaelis Menten esitligi sudur:

_ Vmax [S]
"~ Km + [S]

Bu esitlik, bir enzimatik tepkimenin ilk hizinin substrat degisimi ve Km (enzimin
substrata ilgisini gosteren sabit) sabiti {izerinden Vmax ile iligkili oldugunu anlatir. Km
ve Vmax’in her biri 6lgiilebilir. Bu sabitler farkli enzimler i¢in farkli anlamlara sahiptir

(Lehninger 2005).

Enzimatik reaksiyonlarin hizi yani aktivitesi ise; pH, sicaklik, enzim ve substrat
konsantrasyonu, iyonik siddet, inhibitér ve aktivatorlerin varligi gibi pek ¢ok
faktorlerden etkilenmektedir (Yildinm vd 2010). Enzimatik reaksiyonlarin hizini
azaltan veya enzimlerin kataliz gorevlerini yerine getirmelerinin tamamen engelleyen
maddelere inhibitor denir. Enzimlere baglanabildikleri halde, substrat gibi hareket
etmeyen ve lriin olusturmayan bu maddeler, enzimin katalitik gbrevini yerine
getirmesini engeller. Bu olaya da inhibisyon denir (Giirdél ve Ademoglu 2010).
Enzimatik aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemlerde bashi basina bir kontrol
mekanizmasini olusturur. Birgok ilaglar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarini bu yolla
gerceklestirirler. Inhibisyon olaymndan ayni zamanda enzim etki mekanizmalarinin

incelenmesinde de faydalanilir.

Enzimatik inhibisyon dontisiimlii ve doniisiimsiiz olmak tizere iki sekilde siniflandirilir.
Doniistimsiiz inhibisyonda, inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir veya zor
ayrigabilen bir kompleks olusturur. Doniisiimsiiz inhibisyonda Vmax (enzimatik
reaksiyonda ulagilabilecek maksimum hiz) azalir, K, (enzimin substrata ilgisini

gosteren sabit) degismeden kalir.

Doéntistimlii inhibisyonda ise enzim-inhibitor kompleksi hizla ayrisabilir 6zellikle bir

denge hali s6z konusudur. Doniisiimlii inhibisyon; yarigmali (kompetitif), yarigsmasiz



(nonkomepetitif), yar1 yarigmali (unkompetitif) ve lineer karigik tip (mixed) inhibisyon

olmak tizere dort kisma ayrilir.

Yarigsmali inhibitor, yap: itibariyle substrata benzer ve enzim aktif bolgesine baglanir.
Boylece enzimin substrata baglamasi engellenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonunu
artirmakla inhibisyon etkisi kaldirilabilir. Yani enzimin Vmax degeri degismezken K,

degeri artar.

Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda, inhibitér ve substrat enzim molekiiliine ayni
anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni bolgesine olmadigini gosterir.
Yarigmasiz bir inhibitdr, etkisini; bir enzimin turnover sayisini, yani Kkatalitik
aktivitesini diislirerek gdsterir. Burada substrat ve inhibitor arasinda yarigsma s6z konusu
degildir. Substrat konsantrasyonunu arttirmakla inhibisyon ortadan kaldirilamaz.
Enzimin Vyax degeri azalirken Ky, sabit kalir. Substrat ve inhibitér, farkli bolgelere

baglanabildiginden enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana gelir.

Yart yarigmali (unkompetitif) inhibisyon ¢esidinde ise inhibitdr serbest enzime
baglanamaz. Sadece (ES) kompleksine baglanir. Tek substratli sistemlerde yari
yarigmali inhibisyona nadir rastlanir. Daha ¢ok birden fazla substratli enzimler igin
gecerlidir. Enzim-substrat-inhibitér (ESI) kompleksi ortamda bulunacagindan yari
yarigmal1 inhibitoriin varliginda Vpmax azalir. ESI kompleksinin olusumunun vasitasiyla
ESI kompleksi ortamdan siirekli ¢ekildiginden enzim substratta ES kompleksinin

olusum dengesini daha fazla saga kaydirir ve Ky, degeri kiigtiliir.

Lineer karisik tip inhibisyon yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonunun 6zel bir tiirii
olup doniisiimlii inhibisyon smifina girer. Bu tiir inhibisyonda enzim, substrat ve
inhibitdriin baglanma denge sabitleri farklilagmaktadir. Birgcok multienzim sistemi net
reaksiyon hizlarini kendileri diizenleme kapasitesine sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda
seri reaksiyonlarin son {irlinii belirli bir konsantrasyona eristiginde sistemin ilk enzimini
veya dallanma noktasindaki enzimi inhibe eder. Bu enzimlere “allosterik enzimler”

denir ve bu olaya da “feed—back” inhibisyonu ad1 verilir. Birden fazla polipeptit zinciri



ihtiva eden allosterik enzimlerde inhibitorlerin enzime baglanmasiyla degisik alt
birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesimlerle allosterik inhibisyon olay1
meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere “modiilatér” denir (Lehninger
et al. 2005).

1.2. Paraoksonaz enzimi
1.2.1. Paraoksonaz enzimi ve yapisi

Biyokimya ve Molekiiler Biyolojinin Uluslararas1 Nomenklatiir Komitesi’nin (IUBMB)
enzim isimlendirmesinde paraoksanaz iki numaraya (EC 3.1.1.2 ve EC 3.1.8.1)
sahiptir. 1990’11 yillardan sonra, paraoksonazin arilesterazdan farkli olarak yalniz
fenolik esterleri degil, fosforik ve fosfinik asit esterlerini de hidroliz ettigi anlasilmis ve

EC 3.1.8.1 ile tanimlanmustir (Erdem 2004).

Paraoksonaz enziminin, A grubu Arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz enzimi
olmasi nedeniyle sistematik adi arildialkilfosfatazdir. A esteraz grubunda yer alan
paraoksonaz enzimi, aktivitesinin 6l¢iimiinde ilk olarak paraokson substrati kullanildigi

icin paraoksonaz adini almistir (Mackness 1998b).

o)

H3CH,C ||

P NO;
HoCH3C

Sekil 1.2. Paraoksonun kimyasal yapis1 (O,O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat)

Her molekiil toplam agirligin %15,8’ini olusturan ii¢ karbonhidrat zinciri igermektedir
(Gan et al. 1991; Holuoet et al. 1995). PON ailesinin hidrolitik aktivitesi igin
glikolizasyon Onemli degildir (Aharoni 2004; Josse et al. 1999). Ancak enzimin

yapisinda bulunan bu karbonhidrat molekiilleri spesifik olmayan hiicre membranlarina



baglanmada veya kararligi ve ¢oziintirligi arttirmada etkili olabilir (Jonas 2000; Sinan
2005; Harel et al. 2004).

Arg (R) veya Gin (Q)
el Karbonhidrat

\@_, Karbonhidrat
‘. Karbonhidrat
L SH
/ 284 Cys
Karbonhidrat

Met (M) veya

Leu(l) Z

" [Festolipidier
L
ApoA1l

Sekil 1.3. PON1’in yapis1

Paraoksonaz, aktivitesi ve kararligi igin Ca®* iyonuna bagimh 43-45 kDa molekiil
agirhi@ma sahip bir enzimdir. Izoelektrik noktast 5.1°dir. 354 amino asit igeren serum
PONI1 enziminin amino asit bilesimi yiiksek 16sin igerigi disinda bir 6zellik gostermez
(Gan et al. 1991). Yapisinda yer alan 3 sistein rezidiisiinden 284°deki serbest iken 42.

ve 353. sistein rezidiileri arasinda tek disiilfit bagi bulunur (Sekil 1.3).
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terminal

Sekil 1.4. Paraoksonaz enziminin {i¢ boyutlu goriinimii (Harel et al. 2004).

Enzimin ii¢ boyutlu yapisinda B-kirmali tabakalarin merkezinde birbirlerine 7,4 A°
uzaklikta 2 tane Ca’* iyonu bulunmaktadir. Farkli afiniteye sahip olan bu kalsiyum
iyonlarindan birisi (Cay) istte, digeri (Ca,) ise merkezde bulunmaktadir. Ca; yapisal

ozellikli olup yapidan uzaklastirilmasi doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir
(Kuo et al. 1998).

Katalitik etkinlikte rol oynayan diger (Cay) kalsiyum iyonu ise 2,2-2,5 A° uzakliginda
bulunan 5 adet amino asit rezidiisii (Asn224, Asn270, Asnl168, Asp269, Glu53) bir su

molekiilii ve fosfat iyonunun oksijeniyle etkilesim halindedir.

PONL1 enzimi, pervane seklinde yerlesmis ve her biri 4 siradan olusan 6 adet B-kirmali
tabakadan meydana gelmistir. Enzim, amino terminaline yakin 6D tabakasinda bulunan
Cys42 kalintis1 ile 6C tabakasinda bulunan Cys353 kalintis1 arasinda disiilfit bagiyla
baglanarak ti¢ boyutlu yapisin1 kazanmaktadir (Jawad et al. 2002).
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PON iizerinde 4 tane potansiyel N-glikozillenme bolgesi vardir. iki tanesi (Asn227 ve
Asn270) PB-tabakalarin merkezinde, diger ikisi yiizeye bakan bolgede (Asn253 ve
Asn324) yer almaktadir. PON1 memeli hiicrelerinde sentezlendikten sonra bu

noktalardan glikozillenir (Harel et al. 2004).

Son birkag yil igerisinde, memelilerde PON gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 olmak
tizere 3 tliyesi oldugu belirlenmistir (Primo-Parmo 1996; La Du 1999). PON1 ve PON3
karacigerden sentezlenirken, PON2 beyin, karaciger, bobrek ve testisler gibi bircok
organdan sentezlenmektedir (La Du 1999). PON2 enzimi insanda hemen hemen tiim

dokularda bulunmasina ragmen, serumda bu enzime rastlanamamistir (Ng et al. 2001).

PONI1 enzimine benzerlik gosteren PON3 enzimi de karacigerde sentezlendikten sonra
kana salinir ve daha sonra spesifik olarak HDL’ye baglanarak, LDL nin oksidasyonunu
onlemektedir (Campo et al. 2004). PON1 ve PON3 enzimleri aterosklerozun
onlenmesinde farkli rollere sahiptirler ve PON3 enzimi ateroskleroza karsi bazal
koruma fonksiyonu saglarken, PON1 enziminin koruyucu etkisi daha farklidir
(Srinivasa et al. 2001).

Paraoksonaz’in sentezi karaciger tarafindan gerceklestigi icin, serumdaki paraoksonaz
seviyesini belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir. Serumdaki paraoksonaz
aktivitesi kigiden kisiye farkliliklar gosterebilir (Blatter et al. 1994). Bunun nedenleri
arasinda peptid konsantrasyonu ve enzim aktivitesini etkileyen paraoksonaz geninin

kodlanma ve promoter bolgesinde ¢ok sayida polimorfizm gostermesidir (Leviev et al.
2000).

Paraoksonaz enziminin; balik, kurbaga, hindi, tavuk, tavsan, kopek, si¢an, koyun, farede
ve bircok diger memeli tiiriinde bulundugu tespit edilmistir (Draganov and La Du
2004). Paraoksonaz enzim aktivitesi fetiis karacigeri, dalagi ve eriskin karacigerinde de
gosterilmistir. Siganlarda ise 06zellikle karaciger, akciger, kalp, bobrek, ince bagirsak ve

plazmada bulunmaktadir (Mackness et al. 1996; Primo-Parmo et al. 1996).
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Paraoksonaz sentezinde Onemli olan faktorlerden birisi karaciger hiicrelerindeki
kolesterol dengesidir (Van Lenten et al. 2001; Jawad et al. 2002). Ayrica PON1’in
karacigerden sentezini, herhangi bir hastalik durumu da etkilemektedir (Feingold et al.
1998; Van Lenten et al. 2001).

PON I’ in en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu; sinir ajanlar1, aromatik karboksilik asit
esterleri ve insektisitler gibi organofosfatlara ters baglanip hidroliz ederek, dolasima
giren organofosfatlarin norotoksisitesini engellemektir. Organofosfat bilesiklerinden
parationun aktif katabolik metaboliti olan paraokson (0,0-dietil-o-p-nitrofenil fosfat)
asetilkolini yikan kolinesterazlarin giiclii inhibitoriidiir. PONI” in paraoksona etkisi ile
olusan hidrolitik {irlinler paraoksonun kendisine gore daha az zararhidir (Costa et al.

2003).

Giclii bir asetilkolin esteraz inhibitorii olan paraokson, bir bdcek Oldiiriicii olan
paratiyonun sitokrom P-450 enzim sisteminde mitokondriyal oksidasyonu ile
olusmaktadir. insan serum PON1 enzimi paratiyon, diazion ve kloropirifos gibi ¢ok
sayida insektisin toksik okson metabolitlerini ve soman, sarin ve tabun gibi organofosfat
sinir ajanlarint hidroliz edebilmektedir. Ancak memelilerde bulunan PON1’in bu
substratlara kars1 afinitesi diislik oldugundan, tarimsal alanda ¢alisanlarda organofosfat
(OP) zehirlenmelerine sik rastlanir. Bununla beraber kronik olarak diisiik dozda OP
tiirevlerine maruz kalanlarda, PON1’in daha etkili oldugu bildirilmektedir (Baskol ve
Kose 2004). insan saghg: agisindan organofosfath bilesikler terérizm tehdidi kadar bir
cevresel risk olusturur. PON1 enziminin ¢ok yonli bir arastirma konusu olmasinin en

onemli nedenlerinden biri de budur (Draganov and La Du 2004).
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R=O OCoHs cCytPgsp R7O. OCoHs poyg  HO. OCaHs
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Sekil 1.5. insektisitlerde yaygin olarak kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi

0R2><R1 PON1 0R2><R1
o X +H,0 o” OH
R1=N(CH3), R,=CH,CH; X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)
R1=CHj R,=CH(CH3), X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

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

Sekil 1.6. Sinir gazlarinin hidrolizi

PON1 enzimi bu aktivitelerinin yanisira sistematik siniflandirmada yer aldigi A
esterazlar grubunun o6zelligi nedeniyle fenilasetat gibi ester substratlarini da
hidrolizleyebilmektedir. Ayrica, tiyofenil asetat ve 2-naftil asetat da PON1 enziminin
aromatik ester substratlar1 arasinda bulunmaktadir (Sekil 1.7) (Eckerson et al. 1983; Du
1992; Sorenson et al. 1995).

N

NS o/go
(S)

(Tio) Fenil asetat "PONI_ CL
/\
o +H,0 oH HO o

“ 0 (SH)
CO

2-Naftil asetat

Sekil 1.7. Aromatik esterlerin hidrolizi
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Siklik karbonatlar gibi aromatik ve alifatik lakton tiirleri de PON1 tarafindan hidroliz
edilmektedir (Jakubowski 2000; Kitchen et al. 1973).

I"‘(CHz)n R3
O 5 +H,0 o7 OH 0" Yo o” o
. . Dihidrokumarin R3=H 2-Kumaronon
n=1 B-Propriolakton n=2 y--Butirolakton R4=OH Homojentisik
n=3 8-Valerolakton n=4 ¢ -Kaprolakton asit lakton

Sekil 1.8. Lakton hidrolizi

PON1’in belirlenen ikinci biyolojik fonksiyonu antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PONI enzimi plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma
lipoproteinlerinin  oksidasyonunu  6nlemede rolii  oldugu  disiiniilmektedir.
Peroksidasyona ugramis olan lipidler bu enzim tarafindan metabolize edildiginden, lipid
peroksitlerin hem HDL’de hem de LDL’de birikimi 6nlenir. HDL’nin LDL’yi
oksidasyona karst koruyucu etkisi ile yani antioksidan Ozelligiyle A ve E

vitaminlerinden daha etkilidir (Mackness et al.1991; Rousseolt et al.1999).

Karacigerde sentezlenen ve dolasima verilen PON1’in HDL yapisinda yer aldigi
bilinmektedir. PONL1, hidrofobik N-terminal bdélgesi aracihigiyla HDL lipidlerine
kolayca baglanabilmektedir (Deakin and James 2004).

HDL yaklasik 10 nm capinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde 6ncelikle membran
bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), Apo Al ve aromatik
heliksler yer almaktadir (Borhani et al. 1997). Yapilan immunoafinite kromatografi
caligmalar1 insan serum paraoksonazin gergekte apolipoprotein A-1 ve Apolipoprotein J
iceren HDL tipleri ile iligkili oldugunu ve PON’un toplam HDL’nin ¢ok kiiglik bir
bolimiinii olusturdugunu gostermistir (Sekil 1.9) (Mackness et al. 1996). Apo A-1,
PONI’in HDL ile birlesmesi i¢in gerekli olmamasma ragmen PONI1-HDL

kompleksinin stabilizasyonunu saglar (Sorenson 1999; Oda 2001).
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Ghrelin

Sekil 1.9. HDL partikiilii ve paraoksonaz enzimi (Renault 2006).

Insan PONI1’nm iki genetik polimorfizmi vardir. Bu iki polimorfizm 55. ve 192.
pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya ¢ikar. 192. pozisyondaki glutamin (A
veya Q genotipi) ve arginin (B veya R genotipi) yer degistirmesi ile birinci
polimorfizm; pozisyon 55°deki losin (L genotipi) ve metionin (M genotipi)
degismesiyle 2. polimorfizm olusur. 192. pozisyonda glutamin varliginda PON1, A
Tipi; 192. pozisyonda arginin varliginda ise, B Tipi seklinde ifade edilir (Adkins et al.
1993). Serum PONI1 aktivitesi bireysel farkliliklar gosterir ve bu farkliliklar
paraoksonaz geninin 192. pozisyondaki polimorfizm ile iliskilidir. PON1 A-fenotipi
diisiik paraoksonaz aktivitesine sahip iken PON1 B-fenotipi yiiksek paraoksonaz
aktivitesine sahiptir (Smolen et al. 1991). Bu iki pozisyondaki polimorfizmlere ek
olarak PON1 promotor alaninda bes polimorfizm daha rapor edilmistir. Bu genetik
polimorfizmlerden dolay:r PON1 aktivitesi bireyler arasinda 10-40 kat kadar farkliliklar
gostermektedir (Durrington et al. 2001).
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Mackness ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir arastirmada obezite, dislipidemi, hipertansiyon,
insiilin direnci ve bozulmus glukoz toleransi gelistirilen, kombine leptin ve LDL
reseptor eksikligi olan farelerde, diisiik PON1 enzimi aktivitesini saptamiglardir. Bu
farelere insan PON1 genini adenovirlis araciligiyla enjeksiyon ederek aktarmislar ve
PONI1 enzimi ekspresyonunun artisinin ateroskleroz gelisimine olan etkisini
arastirmiglardir. Boylece PON1 ekspresyonunun, ateroskleroz gelisimini inhibe ettigini,
total plak hacmini ve plazma okside LDL’yi azalttigin1 bulmuslardir. Ayrica PON1
ekspresyonunun, plazma total kolesterol, trigliserid diizeylerini ve HDL profilini
etkilemedigini, bu nedenle PON1 enziminin antiaterosklerotik etkisinin lipid ve
lipoproteinleri azaltarak degil de LDL oksidasyonunu azaltarak gosterdigi sonucuna
varmiglardir (Mackness et al. 2006).

PONI enzimi, lipid peroksitlerinin yanisira hidrojen peroksitlerin iizerine de etkilidir.
Aterojenez sirasinda arter duvari hiicrelerince iiretilen major toksik oksijen metaboliti
olan hidrojen peroksit, oksidatif kosullarda daha potent iirinlere doniiserek LDL
oksidasyonuna neden olmaktadir. PON1 enziminin okside LDL’deki kolesteril linoleat
hidroperoksitlerini ve hidroksitleri indirgemesi nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi
oldugu distiniilmektedir. Ayrica lipopolisakkarid inaktivasyonu yolu ile bakteriyel

endotoksinlere karsi koruma saglamaktadir (Aviram et al. 1998).

1.3. Pestisitler

Pestisitler insan ve hayvan viicudu ile tarimda besinlerin iiretimi, tiiketimi, depolanmasi
sirasinda onlar1 bozan ve yok eden hasereleri, mikroorganizmalar1 ve diger zararlilar
(pestleri) yok etmek icin kullanilan fiziksel, kimyasal ve biyolojik savas maddeleri
olarak tamimlanmaktadir. Birlesik Devletler Cevre Koruma Ajansi (EPA) pestisitleri
zararli, yikict veya sorun teskil eden hayvan, bitki veya mikroorganizmalar
uzaklastirmak, parcalamak, veya azaltmak icin kullanilan herhangi bir madde veya

madde karigimi olarak tanimlamaktadir (Marrs and Balantyne 2002).
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Pestisitler etkiledikleri organizma grubuna gore kendi aralarinda insektisitler (bocek
oldiiriictiler), fungisitler (mantar oldiiriiciiler), akarisitler (akar 6ldiiriiciiler), bakterisitler
(bakteri oOldiiriicliler), herbisitler (yabani ot Oldiiriiciileri) gibi farkli isimlerle,
birbirlerinden oldukga farkli kimyasal yap1 ve oOzelliklere sahip yiizlerce bilesikten
meydana gelmistir (Karakaya 1992).

Pestisitler, etkili maddelerinin kdkenlerine gore de gruplarina ayrilabilir:

1-Inorganik maddeler
2-Dogal organik maddeler
a)Bitkisel maddeler

b) Petrol yaglari vb.

3- Sentetik organik maddeler
-Klorlu hidrokarbonlar
-Organik fosforlular

-Diger sentetik organik maddeler (azotlu bilesikler, piretroidler)

Tiirkiye’de tarim ilaglar1 kullanimina, pestisit gruplarma gore bakildiginda; en 6nemli
grubun %47 ile insektisit oldugu, bunu %24 ile herbisitlerin izledigi, fungusitlerin ise
%16 payr oldugu goriilmektedir. Pestisit satiglarinda organik fosforlular en biiyiik
pazara sahiptir. Baglica organik fosforlu aktif maddeler klorprifos, diazinon, diklorvos,
dimetoat, malation, metamidofos, metidatiyon, metil paratiyon ve karbamatlardir.
Bunlarin sadece %3’ii insan saglig1 lizerine etkisi agisindan test edilmistir (Delen vd
1995).

1.3.1. PONI1 enzimi iizerine etkileri incelenen pestisitler ve 6zellikleri

Kabak c¢ekirdegi ve findiktan saflastirlan PON1 enzimi {izerine etkileri incelenen

pestisitlerin baz1 6zellikleri asagida anlatilmaktadir.
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Metil paratiyon

Metil paratiyon (O,O-dimetil O-4-nitrofenil fosforodithioat) ziraatte kullanilan genis
spektrumlu organofosfatli bir insektisit ve akarisittir (Ma et al. 2003). Metil paratiyon
“pamuk zehiri” olarak bilinmektedir. Pamuk, misir, elma, fasulye, piring, bugday,

seftali, yonca, ay¢igegi gibi mahsullere uygulanmaktadir (Ruckart et al. 2004).

Metil paratiyon saf maddesi oda sicakliginda renksiz kristaller seklindedir ve bir¢ok
organik ¢oziiciide hizl bir sekilde ¢oziilebilmektedir. Erime noktas: 35-36°C°dir. Alkali
ortamlarda hizla hidroliz olmakta ve sicaklikla ¢esitli izomerlerine pargalanmaktadir.
Metil paratiyon, emilsiiyon haline gegebilen konsantratlar, suda ¢oziilebilir tozlar ve sivi

formiiller halinde bulunmaktadir.

Karaciger metil paratiyonun metabolize ve detoksifiye edildigi ilk organdir. Zehirlenme
sonucunda goriilen semptomlar carpinti, bas donmesi, bas agrisi, kalp durmasi ve

sonunda 6liimdiir (WHO 1993).

HyC—O_
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Sekil 1.10. Metil paratiyon molekiiliiniin yapisal formiilii
Dimetoat

Gri-beyaz kristalize bir katidir. Alkaliler karsisinda hizla yikimlanan fosforodithioat
tirevi bir maddedir (Kaya 2002; Moffat et al. 2004). Dimetoat memeliler tarafindan
hizla biyotransformasyona ugratilir ve atilir. Dimetoat kalintisina dokularda rastlanmaz;

kalict degildir.
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Sekil 1.11. Dimetoat molekiiliiniin yapisal formiilii
Diklorvos

Diklorvos (2,2 diklorovinil dimetil fosfat, DDVP), renksiz amber renkte, aromatik
kokulu bir organofosfattir. Toprakta par¢alanma yar1 émrii 1 giinden azdir. Suda az
¢oziinilir. Organik ¢oziiciilerin ¢oguyla karisabilir. Isiya dayaniklidir; ancak su, kuvvetli
asit ve alkalilerde pargalanir. Diklorvos toprakta kaliciligi az olan bir maddedir. Alkali
toprak ve sularda pargalanmasi hizlidir (Kaya 2002).

Diklorvos, ambarlanmis hububat ve mamullerinde bugday biti, piring biti vb. gibi

zararlilar i¢in kullanilir (Aydimoglu vd 2002).

O
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o

N
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O-CHgs
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Sekil 1.12. Diklorvos molekiiliiniin yapisal formiilii
Diazinon

Kirmizi kahverengi sividir. Suda pratik olarak ¢oziinmeyen, eter, alkoller, benzen,
hekzan gibi coziiciilerle karisabilen fosforothionat tlirevi bir maddedir. Sulu alkali

cozeltileri oldukga dayaniklidir (Blagburn and Lindsay 1995; Kaya 2002).
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Diazinon viicutta hizla biyotransformasyona ugrar ve atilir. Onemli bir kismi (%70)
metabolitleri halinde idrar ve diskiyla viicudu terk eder. Topraktan %75-100 kaybolmasi

icin gereken siire 3 ay dolayindadir (Kaya 2002).

H3CICH3
S
P— N
Hsc)\/‘\o/\ o CH3
o

CHs

Sekil 1.13. Diazinon molekiiliiniin yapisal formiili
Metamidofos

Metamidofos iilkemizde yalnizca pamukta ve tiitlinde kullanim iznine sahip olmasina
ragmen Tirkiye’de en yogun tiiketilen insektisitlerden biridir (Aydinoglu vd 2002;
Yiiceer 2003). Tarim ve Koyisleri Bakanlig1 verilerine gore metamidofos, 1999-2002
yillarinda yurdumuzda en ¢ok tiiketilen insektisit arasina girmistir. Toplam insektisit
tiiketimi i¢indeki pay1 da s6z konusu yillarda %13 ila 19 arasinda degismistir (Delen vd
2005). Metamidofos, bocek ve akarlara kontak ve mide zehiri olarak etkilidir. Sistemik

olup, bitkinin kdok ve yapraklarindan alinir (Aydinoglu vd 2002).
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Sekil 1.14. Metamidofos molekiiliiniin yapisal formiilii
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Etil Paratiyon

Organofosfat bir bilesik olup, gii¢lii bir insektisit ve akarisittir. Paration sarimsak
kokulu sar1 yagl bir stvidir. Benzen, aseton, etanol ve diger birgok organik ¢oziiciilerde
kolay ¢oziiniir, notr veya zayif asidik ortamda istikrarhidir, ancak alkali varhiginda

hidrolize olur.

—0 o) NO,

Sekil 1.15. Etil paratiyon molekiiliiniin yapisal formiilii

Fention

Fention (O,0 Dimetil (3-metil-4-metiltiyo fenil) fosforodithioat) molekiil agirligi,
278.33 g/mol olan lipofilik karakterde bir bilesik olup Cevre Koruma Kurumu
(Environmental Protection Agency, EPA) zehirlilik sinifinin ikinci grubunda yer alan,
orta derecede toksik bir insektisittir (EPA 2001). Teknik materyal %95-98 safliktadir,
hafif sarimsak kokulu, kahverengi ve yagl bir sividir. 20°C suda 54-56 ppm’de
¢Oziiniirliige sahiptir. Gliserid yaglar1 ve bir¢cok organik ¢oziiciide ¢oziinebilmektedir.
20°C’de 4x10° mmHg, diisiik buhar basincma sahip olmasma karsin az miktarda

ugucudur (WHO 1976).

Fention kolaylikla okson formuna doniismeyecek nispeten giivenli bir pestisid olarak
gelistirilmis  (Roberts and Hutson 1999), ancak baliklarda ve si¢anlarda yapilan
calismalar fentionun fenoksona doniiserek bu canlilara yiiksek derecede toksik etkili

oldugunu gostermistir (Kitamura et al. 2000; Kitamura et al. 2003).
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Sekil 1.16. Fention molekiiliiniin yapisal formiili
Asetamiprid

Yaprakli sebzelerde, meyveli sebzelerde, lahana tiirlerinde, turunggillerde, taneli
meyvelerde, liziimlerde, pamukta ve siis bitkileri ve gigeklerindeki emici tip insektlerin
kontroliinde kullanilir. Cay agaci, meyve agaclari, sebzelerdeki zararlilarin kontroliinde
kullanilir. Asetamiprid bir siyanoamidin ve bir 6-kloro-3-piridilmetil kismindan
ibarettir. Mospilan ticari adi ile Japonya’ da satisa sunulmustur (Yamamoto 1999;
Ambrose 2003). Aseton, metanol, etanol, diklormetan, kloroform, asetonitril,
tetrahidrofuran iginde ¢oziinlir. Cevre Koruma Dairesi (EPA) tarafindan kanserojen

etkisi muhtemel olmayan pestisit olarak siniflandirilmstir.

CHs
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Sekil 1.17. Asetamiprid molekiiliiniin yapisal formiilii
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2. KAYNAK OZETLERI

Insan serum paraoksonaz enzimi; karacigerde sentezlenen, arildialkil fosfataz olarak da
adlandirlan Ca®* bagimli, HDL ile iligkili ve 43-45 kDa molekiil kiitleli bir ester
hidrolazdir (Mackness et al. 1997; Mackness et al. 1998a; Aviram et al. 1999).

Paraoksonaz-1 enzim aktivitesine ilk olarak 1961 yilinda Uriel tarafindan insan
serumunun elektroforezi sonrast HDL’lerin immuno ¢okeleklerinde rastlanmistir (Uriel
1961). Kismi saflagtirilmis sigir PON1 enziminin lipitlerle iliskili oldugu ve HDL
partikiilleriyle yaklasik ayn1 molekiiler kiitleye sahip oldugu bulunmustur (Don et al.
1975; Kitchen et al. 1973). Koyunlarda, PONI1 aktivitesinin ¢ogunlugunun
apolipoprotein Al (Apo Al) iceren HDL partikiilleriyle siki iliskili oldugu
belirlenmistir (Mackness and Walker 1988). Insan serumundan saflastirilmas1 esnasinda
apolipoprotein A1’i paraoksonazdan ayirmanin ¢ok giic olmasi, Apo Al ve PON1’in
birbirleriyle siki iligkili oldugunu diistiindiirmiistiir (La Du and Novais 1989; Blatter et
al. 1993; Kelso et al. 1994).

PONT1’in insan serumunda HDL kompleksindeki 6zel yerlesimi ve organik fosfatlar ile
fosfolipidlerdeki baglarin yapisal benzerligi nedeniyle Mackness, PONI’in lipid
metabolizmasinda dnemli rol oynayabilecegi fikrini 6ne siirmiistiir (Mackness 1989a;
Mackness 1989b).

Serum PONI1’in ateroskleroz siirecinin baglangic evresinde LDL fosfolipidlerini
oksidasyona kars1 korumada 6nemli oldugu ilk olarak 1991 yilinda Mackness tarafindan
yapilan ¢aligmada gosterilmistir. Bu ¢alismada, HDL nin bakirla inkiibe edilen LDL’de
lipid peroksit olusumunu %90 oraninda inhibe ettigini; HDL’den saflagtirilan PON1’in
tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren maddelerin diizeylerini ve lipoperoksit

olusumunu 6nledigini gostermislerdir (Mackness et al. 1991).
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Josse ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada, Asp52 ve Glu53’tin kalsiyumu bagladigini,
histidin ve triptofan basta olmak iizere en az 15 amino asit ile disiilfit baginin arilesteraz

ve paraoksonaz aktivitesi igin esansiyel oldugunu ortaya koymustur (Josse et al. 1999).

Korfez savas sendromu olarak bilinen hastalik, korfez savasinda gorev alan askerlerde
gozlenmistir. Askerlerin bir kisminda yorgunluk, halsizlik ve noérolojik hasarlar
goriiliirken, diger askerlerde hig bir belirti gériilmemistir. Irak tarafindan kimyasal silah
olarak sarin, diazokson gibi organofosfatli bilesiklerin kullanilmig olmasi nedeniyle bu
askerlerde PON1 aktivitesi arastirilmis ve korfez savas sendromu goriilen askerlerin
PON1 aktivitesi ve konsantrasyonu polimorfizmden bagimsiz olarak disiik
bulunmustur.  Diisik PON1 aktivitesi nedeniyle organofosfatli  bilesiklerin
detoksifikasyonunda azalma sonucu Korfez savas sendromunun  gelistigi
diistiniilmektedir (Mackness et al. 2000).

Yapilan arastirmalar PONI aktivitesinin  yashlikta azaldigimi gostermektedir
(Milochevitch and Khalil 2001).

Ulkemizde PON1 aktivitesi ile sigara icimi arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alismada,
asir1 sigara icen bireylerde serum PON aktivite ve konsantrasyonunun diistigii tespit
edilmis ve bu disiisiin lipit peroksidasyonunun diizeylerinin yiikselmesi ile
kardiyovaskiiler kaynakli hastalik insidansinin artmasinin nedeni olabilecegi ileri

siiriilmiistiir (Giirsu ve Ozdin 2002).

Yapilan bir calismada akut organofosfat zehirlenmesi yasayan hastalarda paraoksonaz
aktivitesi, kontrollerden %30 disik bulunmustur. Her iki grupta da PONI
konsantrasyonu benzer bulundugu i¢in, PONI1 aktivitesinin zehirlenenlerde diisiik
¢ikmasina neden olarak organofosfatlarin PON1’i direk olarak inaktive ettigi veya
zehirlenmeye neden olan organofosfatlarin enzimin aktivitesinin dl¢lilmesinde

kullanilan substrat ile yarigmasi 6ne siiriilmistiir (S6zmen et al. 2002).
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Yavuz ve arkadaslarinin hipertiroidli kisiler iizerinde yaptig1 ¢aligmada kontrol grubuna
gore hipertiroidli bireylerde PON1 enzimi aktivitesinin diistiigii gézlemlenmistir (Yavuz
vd 2003).

Az miktarda alkol kullanim1 %39 plazma PONI1 aktivitesinde artisa sebep olurken ¢ok
miktarda alinan alkol sonucunda PONL1 aktivitesinde %45 diisiis gézlenmistir (Rao et al
2003).

Paraoksonaz aktivitesinin romatizmal kire¢lenme ile bir iligkisi tespit edilmistir.
Kireglenme goriilen romatizma hastalarinda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serum

paraoksonaz aktivitesinde 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir (Tanimoto et al.

2003).

Son zamanlarda ¢ikan bir ¢aligmada, tip 1 diyabetik hastalarda saglikli bireylere nazaran
yiiksek seviyede lipid hidroperoksit ve diisiik PON1 aktivitesi oldugu kanitlanmistir.
Bunun yani1 sira bu hastalarin HDL’leri, normal bireylere gore eritrosit membranlarini

oksidatif hasara kars1 daha etkisiz bir sekilde korumustur (Ferretti et al. 2004).

Celik ve arkadaglarinin organik solventlere maruz kalan is¢iler iizerinde yaptiklar1 bir
arastirmada, organik solventlere maruz kalan is¢ilerden sigara igenler ile 15 yildan daha
fazla calisanlarin, antioksidan PON1 enzimi aktivitesinde istatistiksel olarak onemli
olmayan bir azalma tespit etmislerdir. Bu gibi isyerlerinde calisan iscilerin sigara
kullaniminin 6nlenmesi ve iscilerin periyodik muayenelerini yaptirmalari konusunda

egitilmeleri gerektigini belirtmislerdir (Celik vd 2005).

PONI eksikliginin serum ve makrofajdaki oksidatif stresi artirdigin1 ve bunun aksine
makrofajlara PONI ilavesinin oksidatif stresi azalttigini1 kanitlamislardir. Bu sebepten
dolay1 PON1’in hiicrelerin dig membraninda bulundugu ve bu yiizden makrofajlardaki
lipid peroksitleri hidroliz edebildigi ve bunun da hiicresel oksidatif stresi azalttig

onerilmistir (Rozenberg et al. 2005).
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Koyunlarin ilaglanmasinda diazokson metaboliti veren organofosfatlari kullanan
ciftgilerin PON1 aktiviteleri diisiik ise ciddi bir sekilde hastalandiklari goriilmiistiir
(Cherry et al. 2002). PON 1 antioksidan aktivitesindeki diislisiin Alzheimer hastaliginin
gelisiminde az da olsa katkida bulunabilecegi, ve 192. konumda R allel varliginin

Alzheimer hastalik riskini diigiirdiigii bildirilmistir (He et al. 2006).

Sarkar ve arkadaslar1 geng¢ hastalarda kronik kalp hastaligi ile PON1 enzimi arasindaki
iliskiyi belirlemek amaciyla yapmis olduklari ¢alismalarda, enzimin, kronik kalp
hastalarinda fenil asetata karsi daha diisiik aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir

(Sarkar et al. 2006).

Anti- diyabetik ilag olarak kullanilan glimepiridinin insan serum paraoksonaz aktivitesi
tizerine in vitro etkileri arastirilmis ve enzim aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir.
Ayrica glimepiridinin fare karaciger, kalp ve serum paraoksonaz enzim aktivitesi
tizerine in vivo etkileri aragtirilmigs ve enzim aktivitesini 6nemli 6lglide inhibe ettigi

belirtilmistir (Demir et al. 2006).

Elkiran ve arkadaslar1 akciger kanserli hastalar lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada PONI1
ve arilesteraz aktivite sonuglarini saglikli kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde

diisiik bulmuslardir (Elkiran et al. 2007).

Bir caligmada hiperkolesterolemik postmenapozal kadinlarda serum lipoprotein
konsantrasyonu ve PON1 aktivitesi ilizerine soya fasulyesinin etkilerini arastirmislardir.
Sonu¢ olarak soya fasulyesinin serum lipoproteinlerindeki azalmayr 1limli hale
getirmesi ve PON1 aktivitesini artirmast nedeniyle kardiyovaskiiler hastalik riskini

azalttigini belirtmislerdir (Shidfar et al. 2008).

Insan serumundan saflastirilan paraoksonaz enzim aktivitesi iizerine asetilsalisilik asitin
in vitro etkileri arastirilmis ve enzim aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica fare

serum, kalp ve karaciger paraoksonaz enzim aktivitesi iizerine asetilsalisilik asitin in
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vivo etkileri arastirilmig ve asetilsalisilik asitin serum paraoksonaz enzimini aktive
ederken kalp ve karaciger paraoksonaz enzimi aktivitesini 6nemli dl¢lide inhibe ettigi

belirtilmistir (Demir et al. 2008).

Atamer ve arkadaslari, karaciger yaglanmasi olan hastalarda lipid peroksidasyonu, nitrik
oksit seviyesi ve paraoksonaz aktivitesi bakimindan oksidadif durumdaki degisimleri
degerlendirmislerdir. Calisma 49 hasta ve 25 saghkli birey ile gergeklestirilmistir.
Hastalarda PON1 aktivitesinin ve nitrik oksit seviyelerinin énemli derecede azaldigini
gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak oksidadif stresin bu hastalarda PONI1 sentezini

baskiladigini belirtmislerdir (Atamer et al. 2008).

Tagkiran ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, Koroner arter hastaligi ile
PONI1 55L/M polimorfizmi arasinda iliski bulunurken; PON1 192 Q/R polimorfizmi ile
iliski bulunamamustir (Taskiran vd 2009).

Son yillarda yapilan ¢alismalar da PONI1’in homosistein tiyolaktonu homosisteine
hidroliz ettigi gozlenmistir (Billecke et al. 2000; Jakubowski 2000). Tavsan
karacigerinden saflagtirllan PON1 enziminin fenilasetat ve homosistein tiyolakton
substratlarina karsi kinetik davraniglari incelenmistir. Tavsan PONI1’inin fenilasetat
substratina afinitesinin insan PON1’ine gore yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugunu
belirlemislerdir (Bayrak 2010).

[ran toplumunda yapilan ¢aligmada, 88 romatoid artrit hastasi ile 78 saglikli kisiler
tizerinde romatoid artrit ile PONI’in QI92R polimorfizmi arasindaki iliski
incelenmigtir. Calisma sonucunda romatoid hastalar ve kontrol grubu arasinda PONI1
Q192R polimorfizm ile romatoid artrit arasinda onemli bir fark bulunamamistir
(Hashemi 2010).

Yapilan bir ¢alismada, zeytin bitkisinden saflastirilan paraoksonaz enzim aktivitesine
