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Ozet

Bu ¢alismada, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-tirosin-1-aminoantresen
Jjelini iceren hidrofobik etkilesim kromatografisi teknigi kullanilarak insan paraoksonaz
(PON1) enzimi saflagtirilmistir. Saflagtirilan PONI enziminin saflik kontrolii SDS
poliakrilamid jel elektroforezi ile yapilmistir. Saflastrma orant 663 olarak
bulunmugstur. Daha sonra saf enzim tizerine metil paration zirai ilacimin inhibisyon
etkisi incelenmistir. S6z konusu ilacin 1Cso degeri 1,41 mM bulunmugtur.

Anahtar kelimeler: Paraoksonaz, saflastirma, metil paration.

Investigation of the effect of methyl parathion
on the paraoxonase enzyme

Abstract

In this study, human paraoxonase (PONI) enzyme was purified by using the
hydrophobic interaction chromatography technique including ammonium sulfate
precipitation and Sepharose-4B-L-tyrosine-1-aminoantresan gel. The purity control of
purified PONI1 enzyme was performed by SDS polyacrylamide gel electrophoresis.
Purification rate was found to be 663. Then, the inhibition effect of methyl parathion on
pure enzyme was investigated. The ICso value of this compound was 1.41 mM.
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1.Giris

Paraoksonaz enzimi (EC 3.1.8.1, PONI1) karaciger tarafindan sentezlenmektedir.
Yapisal ve katalitik kalsiyum olmak iizere iki adet metal iyonu igeren bir esterazdir.
Serumda, yiliksek yogunluktaki lipoproteinlere bagli olarak bulunur [1]. PONI1
enziminin simdiye kadar ii¢ farkli fonksiyona sahip oldugu tespit edilmistir. Birincisi;
PONI enzimi organofosfat ajanlar1 ve sinir gazlarini hidroliz ederek detoksifikasyonda
onemli rol oynar. ikincisi; LDL nin oksidasyonu ile lipit peroksitlerin olusumuna kars1
koruyucu etkisi ile antioksidan o6zelligi vardir. Uciinciisii; bakterilerin birbiri ile
iletisimini saglayan lakton bilesiklerini hidroliz ettigi i¢in laktonaz aktivitesi ile ayrica
Onem tasimaktadir [2, 3].

Zirai tarim ilac1 olarak da bilinen pestisit deyimi, 1-insektisit (bocek oldiiriicii), 2-
herbisit (yabani ot Oldiiriicii), 3-fungusit (kiif oldiiriicli), 4-rodentisit (kemirgen
oldiirticii) vb. seklinde simiflandirilmaktadir. Bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda
gidalarda pestisit kalintilar1 olur ve bunlar insanlar iizerinde olumsuz etkiler gosterebilir.
Pestisitlerin kanserojen etkileri oldugu saptanmistir [4].

Metil paration, tarim alaninda ve zararli boceklerin yok edilmesinde genis ¢apta
kullanilan bir insektisit olup her yil ¢ok sayida insan cesitli sebeplerden dolayr metil
parationa maruz kalmaktadir. Bu bilesik Akdeniz Bolgesi’nde 6zellikle tarimsal alanda
cok fazla miktarda kullanilan bir insektisittir [5].

Bu calismada, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sepharose-4B-L-tirosin-1-aminoantresen
jelinden olusan hidrofobik etkilesim kromatografisi (HEK) teknigi kullanilarak PON1
enziminin saflastirilmas1 ve metil parationun bu enzim f{izerine inhibisyon etkisinin
belirlenmesi amag¢lanmastir.

2. Materyal metod

2.1. Kan serumunun ayrilmasi
Goniillii kisilerden alinan kanlar 5000 rpm’de, +4°C’de ve 15 dakika santrifiij edilerek
serumlari ayrildi. Bu serumlar deneysel caligsmalarda kullanilmigtir.

2.2. Enzim aktivite tayini

Aktivite 6l¢iimii icin 50 pL enzimi tampon ¢ozeltisine (900 pL, 0,1 M trise-baz, pH:8,0
ve 100 pL, 1 mM paraoksan) ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 412 nm’de bir
dakikadaki absorbansta meydana gelen artis tespit edildi [6]. Bu sayede paraoksan
substratinin hidroliz hiz1 tespit edildi. Ayni islem enzim olmadan tekrarland1 ve aradaki
fark enzim aktivitesi olarak hesaplandi. Bir dakikada olusan p-nitrofenoliin mikromolii
bir iinite olarak kabul edildi.

2.3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi (AMS)

Bu amagla literatiirde daha once belirlenmis olan %60-80 araliginda amonyum siilfat
coktiirme islemi gerceklestirildi [7].
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2.4. Hidrofobik jel sentezi

Enzimi saflastirmak igin kullanilan hidrofobik jel ii¢ asamada sentezlendi. ilk olarak,
Sepharose 4B iizerindeki hidroksil gruplari siyanojen bromiir ile aktive edildi. Bir
sonraki asamada, CNBr kullanilarak aktive edilen Sepharose-4B ile L-tirozin’in
reaksiyonu sonucu Sepharose-4B-L-tirozin jeli elde edildi. Son olarak, diazolanmig 1-
aminoantresan Sepharose 4B- L-tirozine baglanmasiyla hidrofobik matris sentezlendi.

2.5. Enzimin saflastirilmast

Sepharose-4B-L-tirosin-1-aminoantresen jeli igceren kolon 1 M (NH4)2SOs4 igeren 0,1 M
Tris-HCI (pH:8,0) ¢ozeltisiyle dengelendi ve bu kolona sézkonusu enzimi igeren serum
ornegi tatbik edildi. Kolona yiiksek tuz konsantrasyonundan diisik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. PON1 enzimi 0,1 M Tris-HCI pH:8,0
soliisyonu ile 1,5 mL’lik fraksiyonlar seklinde elue edildi.

2.6 Bradford yontemiyle kantitatif protein tayini
Protein miktarlar1 Bradford metoduna goére 595 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlendi. Bu islemde serum albumin standart olarak kullanildi [8].

2.7 SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

PONI1 enziminin HEK ile saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid derisiminde;
yigma jeli % 3 ve ayirma jeli % 10 olacak sekilde SDSPAGE Laemmli yontemi ile
enzimin saflik derecesi kontrol edildi [9].

2.7 Metil parationun I1Csg degerlerinin bulunmasi

Bu bilesigin ICso degerini bulmak i¢in, 2 mM paraoksan substrati ile ¢alisildi. Pestisit
cOzeltisinden ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1,05 ml’ lik bir reaksiyon hacmi
olusturuldu. Once inhibitdrsiiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100
aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05 ml enzim ¢6zeltisi
almip 1 ml (tampon + substrat + pestisit) ¢ozeltisine ¢cabuk bir sekilde eklendikten sonra
412 nm’ de bir dakikada absorbans da meydana gelen degisme okundu. Elde edilen
absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[I] grafikleri ¢izildi.

3. Sonug¢ ve tartisma

Calismamizda, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesi ile metabolizmada 6nemli
fizyolojik fonksiyona sahip PONI1 enziminin HEK teknigi ile saflastiriimasi
gerceklestirilmis ve saflik kontrolii elektroforez ile yapilmistir. PON1’in molekiil
agirhgr yaklagik 43 kDa olarak tek bant seklinde SDS-PAGE jelinde gozlenmistir.
(Sekil 1). Elde edilen bu sonug literatiirdeki sonuglar ile uyumludur [7].
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PON1 MW (kDa)
B — 116.0
— 66.2

B 14 4

Sekil 1. PON1 enziminin SDS-PAGE goriintiisti.

Saflastirma basamaklarinin her bir asamasinda enzim aktiviteleri ve protein tayinleri
yapildi. Bu veriler kullanilarak s6z konusu enzimin saflastirma tablosu olusturuldu.
(Tablo 1). Tablo’da goriildiigli gibi 663 kat saflastirma elde edildi. PONI enziminin
HEK yo6ntemi ile saflastirilmasi ilk olarak Sinan ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir ve
bu enzim 227 kat saflagtirillmistir [7]. Yapilan bir diger calismada Sepharose-4B-L-
tirozin-1-naftilamin jeli modifiye edilmis ve saflastirma islemi sirasinda, ek olarak
uygulanan iki basamak sonucunda enzim 302 kat saflastirilmistir [10]. Basit
kromatografik yontemler kullanilan bir baska c¢alismada iyon degisim ve jel filtrasyon
kromatografisi kullanilirken enzim yaklagik 225 kat saflagtirilmigtir [11].

Tablo 1. PONI enziminin saflastirma tablosu.

Saflagtirma | Hacim | Aktivite | Protein | Spesifik Aktivite | % Verim | Saflagtirma
Basamag (ml) (U/ml) (mg) (U/mg) Derecesi
Serum 30 915 1015 0,90 100 -

AMS 10 498 396 1,26 54 1,4

HEK 2 132 0,221 597 14 663

Calismamizin diger asamasinda saf enzim iizerine metil paration zirai ilacinin
inhibisyon etkisi incelenmistir. S6z konusu ilacin ICso degeri ¢izilen grafikten (Sekil:2)
1,41 mM bulunmustur. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu ii¢ farkli sebepten dolay1 son
derece Onemli bir konudur; 1-biyolojik sistemlerde bashi bagina bir kontrol
mekanizmasidir, 2- birgok ilag ve zehirli bilesikler mekanizmalarin1i bu yolla
gerceklestirir, 3-inhibisyon olayr ayni zamanda enzimlerin etki mekanizmasinin
aydinlatilmasinda oldukg¢a 6nemlidir.
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Sekil 2. Inhibisyon grafigi.

Cogu pestisitler verimi artirma amaciyla tarimcilikta kullanilir. Bu kimyasallarin
kullanim1 ekinlerin gelisimine pozitif etki gdstermelerine ragmen, bazi pestisitler,
kalintilari, metabolitleri ve/veya atiklar1 ¢evre lizerine umulmayan ters etkilere sebep
olabilir [12]. Pestisitler, balik yemleri, dezenfektanlar gibi kullanimlarinin yani sira
tarimda verimi etkileyen zararl bitki, hayvan ya da mikroorganizmalara kars1 savasta da
onemli bir yere sahiptirler. Ancak bu faydalarina ragmen pestisitler insan sagligina
zararl pek cok etkiye de sahiptirler [13]. Yiiksek norotoksik tarimsal kimyasal
ozellikleriyle bilinen ¢ok yaygin bir pestisit olan metil paration, bocek haserelerini yok
etmek i¢in diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Insan sagligini igeren gevre,
topraktaki kalintilar1 nedeniyle 6liimciil tehlikesiyle karsi karstyadir [14].
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