Turk Biyokimya Dergisi [Turkish Journal of Biochemistry - Turk J Biochem] 2003; 28 (2); 45-49.

Y.(.)ntem BildiriSi [TeChnical Report] Yayin tarihi 4 Ekim, 2003 © TurkJBiochem.com \

[Published online 4 October, 2003]

Paraoksonaz ve Aril Esteraz Aktivite Ol¢iimlerinin

Standardizasyonu

[The Standardization of Paraoxonase and Arylesterase Activity Measurements]

Funda Gilca”
M. Ferit Gursu'”

(1) Firat Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya
Anabilim Dali

Yazisma Adresi
[Correspondence Address]

Dog.Dr.M.Ferit Gursu
Firat Universitesi Tip Fakultesi

Biyokimya Anabilim Dali 23119 ELAZIG
Tel: +90 0424 2333555

Faks: +90 0424 2388096
E-mail: fegursu@yahoo.com

Kayit tarihi 20 Subat 2003; kabul tarihi 28 Mayis 2003
[Received 20 February 2003; accepted 28 May 2003]

http://www.TurkJBiochem.com

OZET

Bu c¢aligma; paraoksonaz ve arilesteraz enzim aktivitesi dlcimlerinde karsilagilan
sorunlarin giderilmesine yonelik en uygun kosullarin saptanmasi amaglanmaktadir.
Paraoksonaz 0l¢umil, substrat olarak kullanilan paraoksonun enzimatik hid-
rolizi sonucu olusan 4-nitrofenoliin spektrofotometrik olarak olctilmesi esasina
dayanmaktadir. Arilesteraz dl¢iminde ise substrat olarak fenil asetat kullanilmakta
ve olusan fenol spektrofotometrik olarak olculmektedir. Aktivite dl¢timlerinde sap-
tanan en uygun kosullar sunlardir:

1. Paraoksonaz ve arilesteraz Olcumleri hemolizli ve EDTA’li plazmada
caligiimamalidir. 2. Paraoksonaz aktivitesi olcimiinde substrat olarak kullanilan
paraokson cozeltisi gunlik hazirlanmali ve ¢ozuicu olarak aseton kullanilmalidir.
3. Substrat cozeltisi icerisinde 2 mM kalsiyum klorur ve 2 mM Paraokson
bulunmalidir. 4.Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi ol¢imu icin optimal pH 8
olarak bulunmugtur. 5. Paraoksonaz dl¢imu icin dalga boyu 412 nm, arilesteraz
icin ise 270 nm olmalidir. 6. Aktivite 0l¢iimil azalan absorbans uizerinden yapildig1
icin ornekler 37 °C’de 5 dakika izlenmelidir. Paraoksonaz ve arilesteraz enzimleri
yakin bir gelecekte ¢ok calisilan enzimler olacagindan ol¢iimlerde bu stabilitenin
saglanmasi faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonaz, Arilesteraz, Paraokson, Fenilasetat, 4-
nitrofenol.

ABSTRACT

The aim of this present study is to solve the problems that are seen in the measurements
of paraoxonase and arylesterase activities. The measurement of paraoxonase
depends on the spectrophotometric measurement of 4-nitrophenol formed from the
enzymatic hydrolysis of paraoxon. Phenylacetate is used as substrate in arylesterase
measurement and phenol is measured spectrophotometrically. Optimum conditions
to measure the enzyme activities are in following:

1. Paraoxonase and arylesterase measurements should not be studied in the
plasma with EDTA and haemolysed plasma. 2. The paraoxon solution used in the
measurement of paraoxonase activity should be prepared daily and it has to use
acetone as solvent. 3. The substrate solution should include 2 mM calcium chloride
and 2 mM paraoxon. 4. The optimum pH is 8 for paraoxonase and arylesterase
activity measurements. 5.The paraoxonase measurement could be done in 412 nm
and arylesterase activity in 270 nm. 6. Absorbance decreased with time during the
activity measurement; therefore the activities should be followed for 5 minutes in
37°C. Paraoxonase and arylesterase take great interest and it is likely to be studied
many times recently; therefore, it will be very useful to obtain this stability.
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GIRIS

Paraoksonaz (PON) (arildialkil fosfataz, [EC 3.1.8.1])
karacigerde sentezlenen, organik fosforlu bir insektisit
olan parationun aktif metaboliti paraoksonu hidroliz etme
yetenegine sahip bir serum esterazdir (1,2). Enzim, para-
tion diginda diizopropil florofosfat (DFP) gibi organik
fosforlu insektisitlerle, yine ayni1 kimyasal gruptan olan
sarin, tabun gibi sinir gazlarinin; cesitli karbamatlarin;
fenilasetat, 4-nitrofenil asetat, 2-naftil asetat gibi bircok
aromatik karboksilik asit esterlerinin hidrolizini de kata-
lize etmektedir. Bununla birlikte, PON’un dogal substra-
t1 kesin olarak belli degildir. Insan serum paraoksonazi
(PONT1) 43 kDa molekiul agirliginda 354 aminoasitlik bir
protein olup, fiziksel olarak HDL ile baglantilidir (3.,4).
PON’un basglica iki fonksiyonu bulunmaktadir: Bir
pestisid olan paraokson gibi organofosfatli bilesiklerin
detoksifikasyonuna katilmak ve ayrica lipit peroksitleri
hidrolize ederek LDL’yi oksidasyondan korumak (5).
PONT’in lipit peroksitlerin yanisira hidrojen peroksit
tizerine de etkili olup, peroksidaz benzeri aktiviteye de
sahip oldugu dusunulmektedir. Ayrica lipopolisakkarid
inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere karsi
koruma saglamaktadir.

PON1 aktivitesi genetik olarak belirlenmektedir.
PON1’de biri 55. pozisyonda (metiyonin/losin, M/L),
digeri ise 192. pozisyonda (arjinin/glutamin, R/Q) olmak
uzere iki aminoasit polimorfizmi bulunmaktadir (6).
Proteinin 192. pozisyonundaki arjinin aminoasidi yuk-
sek-aktiviteli paraoksonazi (B) belirtirken, bu pozisyon-
da glutamin bulunmasi ise dusuk-aktiviteli enzimi(A)
belirtmektedir (6). Farkli PON1 genotiplerinin atherosk-
lerozu d6nlemedeki rolleri hala tartigmali olmakla birlikte
QQ duguk aktivite genotipli (Homozigot AA) bireylerin
atheroskleroz riskinin olduk¢a yuksek oldugu giderek
daha ¢ok kabul edilmektedir.

Paraoksonaz ayrica aktivite polimorfizmi gostermeyen
arilesteraz aktivitesine de sahiptir (7). Arilesteraz (ARE)
aktivitesinin, PON1 aktivitesindeki degisikliklerden
bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun bir gos-
tergesi oldugu bildirilmektedir (8).

Paraoksonaz aktivite dl¢timlerine ait metodlar Eckerson
(9), Furlong (10) ve Smolen (11) tarafindan gelisti-
rilmigtir. Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitesi ol¢im-
lerinde kullanilan yodntemler temelde ayni olmakla
birlikte farkli pH’larda cozeltiler kullanilmakta ayrica
farkli sicakliklarda reaksiyon olusturulmaktadir (9-11).
Ol¢iimlerde tam bir standardizasyon saglanmadigindan
cesitli sorunlarla kargilagilmaktadir. Paraoksonaz enzim
aktivitesi ol¢ciiminde, substrat olarak paraokson gibi
organofosfatlarin enzimatik hidrolizi sonucu olugan 4-
nitrofenoliin spektrofotometrik 6l¢ciimii esas alinmakta-
dir. Arilesteraz dlcimunde ise substrat olarak paraokson
yerine fenil asetat kullanilmakta ve olusan fenol dl¢ul-
mektedir.

Eckerson ve ark. (9) paraoksonaz aktivitesi ol¢tim-
lerinde Krisch (12)’den modifiye ettikleri bir metod
uygulamiglardir. Bu metodda 1 mmol/L paraokson ve 1
mmol/L CaCl, igeren pH s1 10.5 olan 0.05 mol/L glisin
tamponu kullanilarak bazal aktivite ve ayni soliisyona
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1 mol/L NaCl ilavesi ile NaCl ile stimiile edilen para-
oksonaz aktivitesi 25 °C’de 412 nm dalga boyunda
olcumlerle tespit edilmistir. Krisch(12) ise dl¢imlerinde
0.15 mol/L NaCl iceren glisin tamponu kullanmigtir.
Zech ve Zurcher (13) pH st 7.2 olan trietanolamin tam-
ponu kullanarak paraoksonaz ol¢iimlerini yapmiglardir.
Juretic ve ark. (1) ise paraoksonaz aktivite dlciimlerinde
glisin tamponu yerine pH s1 8 olan Tris-HCl tamponu
kullanmiglardir. Farkli literatiirlerde sunulan metodo-
loji farkli oldugu i¢in dl¢im sonuglarinin guvenilirligi
azalmaktadir. Bu ¢alismada PONI1 ve arilesteraz aktivite
olcumlerinde karsilagilan problemleri ve ¢ozum oneri-
lerini aragtirmak amaclanmaigtir.

GEREC VE YONTEM

Firat Tip Merkezinde calismakta olan 12 saglikli per-
sonele ait serum oOrnekleri bir araya toplanarak serum
havuzu olusturulmustur. Calismamizin baglangicin-
dan itibaren aym: serum havuzu kullanilmig mumkiin
oldukca taze serumda calisilmasina 6zen gosterilmigtir.
Bir sonraki giine sarkan calismalar i¢in serum havuzu
-20°C’ de derin dondurucuda saklanmigtir. Hemolizin ve
EDTA’l1 plazma orneklerinin denenmesi icin yine ayni
gruptan alinan kan ornekleri kullanilmastir.

Paraoksonaz (PON1) enzim aktivitesi dl¢imiinde subs-
trat olarak paraokson, arilesteraz (ARE) ol¢ciimiinde ise
substrat olarak fenil asetat kullanilmistir. Kullanilan
butin kimyasallar analitik saflikta olup Merck ve
Sigmadan saglanmistir. Serum havuzunda paraoksonaz
aktivite 0l¢umlerinde farkli konsantrasyonlarda CaCl,
ve yine farkli konsantrasyonlarda paraokson (O,O-
diethyl-O-p-nitrophenylphosphate; Sigma Co, London,
UK) ihtiva eden glisin ve Tris-HCI tamponlar1 kullani-
larak; farkli pH ve sicakliklarda (37 °C ve 25 °C’de)
olcumler yapilarak bazal paraoksonaz aktiviteleri ince-
lenmistir. Ayni solusyonlara 0.5 mol/L ve 1 mol/L NaCl
ilaveleri yapilarak da NaCl-stimiille paraoksonaz akti-
viteleri tespit edilmigtir. Arilesteraz aktivitesi olcimleri
icin ise Tris-HCI ve glisin tamponlarina substrat olarak
paraokson yerine son konsantrasyonu 1 mmol/L ve
2 mmol/L olacak sekilde fenilasetat ilave edilmistir.
PONI’in enzimatik hidrolizi sonucu olusan 4-nitro-
fenol ile ARE’nin enzimatik hidrolizi sonucu olusan
fenol Techcomp 8500 II uv/vis spektrofotometresinde
olculmustur. Ayrica reaksiyon sonucu olugan urtinlerin
Techcomp 8500 II uv/vis spektrofotometresinde dalga
boyu taramasi yapilmistir. PON1 aktivitesi calisilirken
enzimatik reaksiyonu takiben olugan uiriin 405 ve 412
nm dalga boyunda maksimum absorbans gostermis
ancak 412 nm’de daha ideal bir pik yuksekligi elde
edildigi icin ol¢iimlerin bu dalga boyunda yapilmasi
tercih edilmigtir. ARE enzim aktivitesi dlcimiinde ise
270 ve 279 nm dalga boylarinda maksimum pikler elde
edilmis ve dl¢iimlerin 270 nm’de yapilmas: kararlasti-
rilmstir.

PONI1 aktivitesi icin 1 Unite, 1 nmol 4.nitrofenol/ml
serum/dk.; ARE aktivitesi icin 1 Unite, 1 mikromol
fenol/ml serum/dk. olarak tanimlanmistir. Istatistiksel
analizler bilgisayar ortaminda Minitab 10.1 progra-
minda yapilmis p<0.05 degerleri anlamli olarak kabul
edilmigtir.

Gtlcu ve Girsu



BULGULAR

PONT aktivitesi 0l¢umunit Mackness (14)’in metodu ile
kargilastirmak i¢in Tris-HCI tamponu pH:10.5°da ¢ali-
sildiginda serum havuzunda enzim aktivitesi ¢ 0l¢u-
miln aritmetik ortalamasi olarak 107.70£46.05 Unite/L
bulunmustur. Bu deger literaturdeki diger degerler ile
karsilagtirildiginda dusuktar (1,10,11). Benzer sekilde
ARE aktivitesi ise 59.33+21.97 Unite/ml olarak saptan-
mugtir. PON1 ve ARE enzim aktivitelerinin optimal sart-
larda c¢alisilabilmesi icin kinetik ¢aligmalar yapilmis ve
olcim metodlar1 arasindaki farkliliklar ¢alisilmistir. Bu
sekilde enzim aktivitelerinde % 50’lere varan kayiplarin
oldugu bir cok aragtirmanin sonucunda tespit edilmistir.
Ayrica PON1 enzim aktivitesi ¢aligilirken substrat olarak
kullanilan paraoxonun alkol ve asetonda ¢ok zor ¢ozun-
mesi nedeni ile substrat eksikliginden kaynaklanan bir
problemin olmasi ihtimali tizerinde durulmus ve bir ¢ok
caligmanin sonucunda paraoxonun tam olarak ¢oziinme-
si saglanmigtir. Bununla ilgili literatirde herhangi bir
bilgi olmadig1 icin bir ¢ok organik molekiulin (etanol,
metanol, CCl,, DMSO) etkisi arastirilmig ve en iyi ¢0z-
gen olarak aseton tercih edilmigtir. Asetonun 15 ml’si
uzerine eklenen paraoxonun mekanik bir karistiricida
6-8 saat karigtirildiktan sonra tam olarak ¢oziinmesi sag-
lanmigtir. Daha sonra bu ¢ozelti orijinal hacmine distile
su ile tamamlanmgtir.

Sekil 1 farkli konsantrasyonlardaki NaCl tarafindan
PONI1 aktivitesinin stimule edilmesini, ARE aktivitesi-
nin ise inhibisyonunu gostermektedir. Bu sonuca gore
PONI’in tumiuyle aktif, ARE’nin ise tumiyle inhibe
olmasi nedeni ile 1 M NaCl’ nin kullanilmasinin uygun
oldugu bulunmustur. ARE enzim aktivitesi ol¢ulurken
NaCl’nin kullanilmamas1 gerektigi ortaya konulmustur.

Farkli pH ortamlarinda bazal ve NaCl ile stimule edi-
len PON1 aktiviteleri arastirildiginda pH:8 icin bazal
aktivite 187.06+£39.72 U/L, NaCl ile stimile edilen
aktivite 249.56+28.47 U/L olarak; pH:10.5 icin ise bazal
aktivite 138.42+26.35 U/L, NaCl ile stimiile edilen akti-
vite 192.76+42.57 U/L olarak tespit edilmistir (Sekil
2). Bu sonuglarla, aynm sartlarda pH’nin 10.5 olmasinin
aktiviteyi %26 oraninda azalttigr gorulmugtir. PON
1 aktivitesi ol¢iimlerinde pH’nin 8 olmasi gerektigi
saptanmugtir. Sekil 3’de farkli sicakliklarda bazal ve
NaCl ile stimiile edilmis PON1 aktivitesi gorulmekte-
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Sekil 1 NaCl tarafindan paraoksonaz aktivitesinin stimiilasyonu, ari-
lesteraz aktivitesinin inhibisyonu.

A Paraoksonaz -[I- Arilesteraz
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dir. 37°C’de bazal aktivite 187.06+39.72 U/L, NaCl ile
stimule edilmig aktivite 249.56+28.47 U/L ; 25°C’de
ise bazal aktivite 151.45+31.53 U/L, NaCl ile stimiile
edilen aktivite 202.94+39.61 U/L olarak tespit edilmis-
tir. Bu sonuglara gore absorbans ol¢iimlerinin 25°C’de
yapilmasiyla aktivitede %20 dolayinda azalma oldugu
ortaya konulmustur (37°C’ye gore bazal ve NaCl ile
stimille edilen aktivitede anlamli azalma; her ikisi i¢in
p<0.05). 25°C’de aktivitede kayiplar olmast nedenleri
ile 37°C’deki aktivite olcumlerinde daha uygun sonuglar
alinacagi bulunmustur.

Paraoksonaz ve arilesteraz aktivite ol¢imleri hemolizli
veya EDTA’li plazmada calisiimamalidir. Hemolizin
aktiviteyi bireylere gore 2-8 kat artirdign (Sekil 4),
EDTA’l1 plazma kullanildiginda ise %50’ye varan akti-
vite kayiplartyla karsilagilacagi gorulmustir.
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Bazal aktivite B NaCl-stimiile aktivite
Sekil 2 pH: 8 ve pH: 10.5’de bazal ve NaCl-stimille paraoksonazak-
tivitesi.
* pH: 8’e gore bazal paraoksonaz aktivitesinde anlamli azalma (P <
0.05).

** pH: 8’e gore NaCl-stimille paraoksonaz aktivitesinde anlamli azal-
ma (P <0.05)

300

200

100

Paraoksonaz aktivitesi (U)

37°C 25°C

[ Bazal aktivite B NaCl-stimiile aktivite

Sekil 3 37°C ve 25°C’de dl¢ulen bazal ve NaCl-stimiile paraoksonaz
aktiviteleri.

* 37°C’ye gore bazal paraoksonaz aktivitesinde anlamli azalma (P <
0.05)

** 37°C’ye gore NaCl-stimiile paraoksonaz aktivitesinde anlamli azal-
ma (P <0.05)
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Sekil 4 Hemolizsiz ve hemolizli serumlarda paraoksonaz aktiviteleri.

* Hemolizsiz seruma gore bazal paraoksonaz aktivitesinde anlamli
artis (P <0.001)

TARTISMA

Cesitli tuz solusyonlar1 paraoksonaz ve arilesteraz
aktivitelerini etkilemektedir. Sodyum kloruir, potasyum
klorir ve amonyum kloriir gibi ¢esitli tuz ilavelerinin
paraoksonaz aktivitesi uzerindeki stimulan etkileri
aragtirtlmis ve en yuiksek oranda stimiillasyonun sodyum
klorur ile gerceklestigi tespit edilmigtir (7,9). Sodyum
klorurtin artan konsantrasyonlardaki ilaveleri PON 1
aktivitesinde stimulasyon olusturmasina ragmen, ARE
aktivitesi tizerinde inhibitor etki gostermektedir (Sekil
1) (7). Bu nedenle; PON1 aktivite olcimlerinde 1
mol/litre NaCl ilave edilirken, ARE 6l¢ciimlerinde NaCl
kullanilmamaktadir. 1M NaCl tarafindan enzim aktivi-
tesinde olugturulan stimuilasyon derecesi, PON1 aktivi-
tesinin fenilasetat hidrolizi aktivitesine (ARE aktivitesi)
orani belirlenerek ya da fenilasetatin paraoksonaz A ve
B fenotiplerinin aktivitesinde olusturdugu inhibisyon
derecesine gore (9) enzim aktivitesinin fenotipik ayrim
yapilabilmektedir. PON1 aktivitesi i¢in pH’nin etkisi
glisin ve Tris-HCI tamponlari ile aragtirilmigtir. Yapilan
bir caligmada Tris-HCI tamponu i¢in optimal pH:11.2
olarak tespit edilirken (10); bir bagka aragtirmada ise tam
aktivasyon i¢in optimal pH: 7.5-8, olarak belirlenmistir
(14). Biz dlcuimlerimizde en dogru sonucu elde etmek
icin 0.1 mol/litre ve pH 8 olan Tris-HCI tamponu kullan-
may1 uygun bulduk. Ayni sartlarda pH’nin 10.5 olmasi
aktiviteyi yaklasik %26 oraninda azaltmaktadir (p<0.05,
Sekil 2). Farkli sicakliklarda enzim aktivitesi ol¢im-
leri yapilarak, sicakligin etkisi arastirilmigtir. Aktivite
olcumleri yapilirken absorbansin zamanla azaldigr dik-
kat cekmektedir. Bu nedenle 37 °C’de 5 dakika bekleme
suresi sonrasinda ornekler 5 dakikaya kadar devamli
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Sekil 5 PON 1 aktivitesi dlgiimiinde kullanilan metodolojiye ait 4.ni-
trofenolun absorbans spektrumu.
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izlenmelidir. Absorbans oOl¢imleri 25°C’de yapildi-
ginda aktivitede yaklagik %20 dolaylarinda azalmalar
tespit edilmistir (p<0.05, Sekil 3). PON1 aktivitesi icin
spektrofotometrik dl¢ciimler 405 veya 412 nm dalga boy-
larinda yapilabilir, ancak 412 nm dalga boyunda yapilan
olcumler daha ideal goruinmektedir(Sekil 5). ARE akti-
vite olcimler 217 ve 270 nm’de yapilabilmekle beraber,
270 nm’deki olcimler daha stabil sonuglar vermektedir
(Sekil 6). ARE enzim aktivitesi 0l¢iimlerinde baglangi¢
serumunun 40 misli kadar sulandirilarak dilue edilmesi
gerekmektedir; aksi takdirde yanlis pozitif sonuclar elde
edilmektedir. PON1 ve ARE aktivitesi ol¢uiimlerinde
farkli metodlar kullanilmas1 ve ¢alisma esnasinda fark-
It metodlarda cesitli sorunlarla kargilagilmasi tizerine
PONI1 ve ARE enzim aktivitesi dl¢ciimlerinde karsilagi-
lan bu sorunlarin giderilmesine yonelik bu ¢alisma plan-
lanmustir. Bu dl¢umlerde kargsilagilan sorunlar ve ¢oziim
onerileri bircok ¢aligmadan sonra ortaya konulmustur.
Paraoksonaz ve arilesteraz aktivitelerinin ol¢iimiinde
serum ya da EDTA’siz plazma kullanilmalidir. PON1
aktivite ve stabilizasyonu icin Ca*?’a gereksinim goster-
mektedir. Kalsiyum hem ARE aktivitesi hem de PON1
A ve B fenotiplerinin aktivitesi i¢in gereklidir (9,10).
Kalsiyum, direkt katalitik reaksiyonlarda yer alarak ya
da aktif bolgenin uygun konformasyonda tutulmasini
saglayarak etkisini gostermektedir. Ayrica paraoksonun
P=0 bagin1 da polarize ederek fosforun niukleofilik
saldirtya yatkinligini saglamakta ve dietilfosfatin aktif
bolgeden ayrilmasini kolaylastirmaktadir (4). EDTA
bir Ca baglayici oldugundan, varligt PON1’i inaktive
etmektedir. EDTA’l1 plazma kullanildiginda yaklagik
%50’lik (%35-80) aktivite kayiplari ile karsilagilmistir.
Ayni kisilere ait serum ve plazmalarda PON1 aktivite-
leri kargilagtirildiginda EDTA’1 plazmadaki dl¢ciimlerde
%?80°1ik bir inhibisyon gorulmus; EDTA’l1 plazma kulla-
nilmasinin oldukga hatali sonuglar alinmasina yol agaca-
&1 agik bir sekilde ortaya konulmusgtur. Ayrica hemolizin
aktiviteyi bireylere gore 2-8 kat yukselttigi gorulmustir
(p<0.001, Sekil 4); bu nedenle hemolizli serum kullanil-
masindan da kac¢inilmalidir.

Bazi caligmalarda dl¢imde glisin tamponu (2,5,10)
kullanilirken, bazilarinda ise Tris-HCI tamponu (1,14)
tercih edilmektedir. Biz olcuimlerimizde 0.1 mol/L
Tris-HCI tamponunu (pH:8) kullanmayi tercih ettik
cunkt pH’nin 10.5 olmas1 halinde enzim aktivitesinde
kayiplar bulunmustur. PON1 aktivite ve stabilitesi i¢in
Ca*? gerekli oldugu icin substrat ¢ozeltisi icerisinde kal-
siyum klorir bulunmalidir. Cesitli ¢aligmalarda aktivite
olciimlerinde farkli konsantrasyonlarda kalsiyum klorir
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Sekil 6 ARE aktivitesi 6l¢imiuinde kullanilan metodolojiye ait fenolun
absorbans spektrumu.
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kullanilmakla birlikte; biz 6l¢iimlerimizde 2 mmol/litre
kalsiyum kloriir iceren substrat ¢ozeltisi kullanmaktay1z.
PONI1 aktivitesi olcimiinde substrat olarak kullanilan
paraokson cozeltisinin miimkiin oldugu kadar taze ola-
rak gunluk hazirlanmas tercih edilmektedir. Paraokson
metanol ya da asetonda ¢oziilerek kullanilabilmektedir.
Ancak metanolde ¢coziinmesi icin yaklagik 48 saat meka-
nik karistiricida beklemesi gerekmektedir. Paraokson zor
cozundugunden, ¢oziinmesi icin kiiciik porsiyonlar ve
¢ozuct olarak da aseton kullanilmas: tercih edilmekte-
dir. Ayrica metanol ve aseton ugucu olduklarindan, agz
kapal1 ¢ozucu kab1 kullanilmalidir. Sonug olarak; PON1
aktivitesi dl¢iimlerinde 2 mmol/L CaCl,, 2 mmol/L para-
okson (O,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfat) iceren 0.1 mol/L
pH: 8 Tris-HCI buffer ¢ozeltisi kullanilarak; 3,5 ml bu
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