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OZET

SIGIR SERUM PARAOKSONAZ ENZ iMINiN
SAFLASTIRILMASI VE iMMOB iLiZASYONU

Murat SAYIN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dali
(Yuksek Lisans Tezi / Tez Dargmani: Yard. Dog. Dr. Ozen Ozensoy GULER)
Balikesir, 2009

Sgir serum paraoksonaz enziminin sgiilalmasi icin hidrofobik etkilgim
kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmiSepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-
tirozin balandiktan sonra ligand olarak hidrofobik bir molekilan 1-naftilaminin

L-tirozine kenetlenmesi reaksiyonu ile sentezlegimi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ve amonyum silfat ¢oktirmesi
yontemleri ile siir serum paraoksonaz enzimi sgfialmistir.  Saflgtirilan sgir
serum paraoksonaz enzimi SDS poliakrilamid jel tetdkrezine uygulanarak
yaklagik 45kDa molekul girligina sahip tek bant elde ediltr.

Saflatirilan sgir serum paraoksonaz enzimi hidrofobikiyaci olan Eupergit
C 250 L ye immobilize edilerek immobilize enzimiagtanma ylzdesi ortalama %
74.6 ve katalatik etkini ortalama % 56.1 olarak bulungtur. Sgir serum
paraoksonaz saf ve immobilize formlarinin paraoksebstratina kar Ky ve Vinax
degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile sirasiyla sakziemicin, 6.261 mM ve 169.65
U/mldakika olarak immobilize enzim igin, 2.479 mihda 149.44 U/midakika
degerleri elde edilmgtir. Immobilize sgir serum paraoksonaz enziminin enzimatik

davranglar1 serbest enzim ile kafastirildi. Serbest ve immobilize@r paraoksonaz



benzer optimum sicakliklar (25-45 °C) ve pH (7.6¢atleri gOstermesine ganen
immobilize sgir serum paraoksonaz gemH araliklarinda daha gucli olglu tespit
edilmistir. Ayrica immobilize enzimin termal inaktivasyorserbest enzime gore

daha yavaoldugu gézlemlendi.

ANAHTAR SOZCUKLER : Paraoksonaz (PON1), Hidrofobik etkil®

kromatografisiimmobilizasyon metodlari, Eupergit C



ABSTRACT

THE PURIFICATION AND IMMOBILIZATION OF BOVINE SERUM
PARAOXONASE

Murat SAYIN

Balikesir University, Institute of Science, Departnent of Chemistry

(Master Thesis / Supervisor: Assistant Professor @n Ozensoy GULER)

Balikesir, Turkey, 2009

Because of purification of bovine serum paraoxonabgdrophobic
interaction chromatography gel was synthesized 8ipharose-4B-L-tyrosine and
1-napthylamine as a hydrophobic ligand. Sephad@sevas activated with CNBr

and than L-tyrosine was added as an extension arm.

Bovine serum paraoxonase was purified with ammunisulfate
precipitation and hydrophobic interaction chromaaphy. SDS-polyacyrilamide

gel electrophoresis showed a single band with 4&. kD

Purified bovine serum paraoxonase was immobiliwe&upergit C 250 L
using as hydrophobic carrier and after immobilzatithe yield of bound enzyme
was found around % 74.6 and the catalytic efficyen@as approximately % 56.1.
The Ky and hax Values were determined of soluble and immobilieedyme by the
method of Lineweaver-Burk plots, using paraoxoraasibstrate. TheKand Vnax
of soluble enzyme was 6.261 mM and 169.65 U/mimimmobilized enzyme’s K
and Vhaxwas 2.479 mM and 149.44 U/mlmin, respectively. eTh enzymatic
properties of immobilized bovine serum paraoxonases compared with those of

the soluble enzyme. Soluble and immobilized boseeum paraoxonase showed



similar optimum temperature (25-45 °C) and pH (V&lpes, but the pH profile of
the immobilized bovine serum paraoxonase was s#roay broad pH ranges. On
thermal inactivation of immobilized bovine serunrgaonase was slower than the

soluble enzyme.

KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Hydrophobic interection chrography,

Immobilization methods, Eupergit C



iCINDEKILER

OZET, ANAHTAR SOZCUKLER
ABSTRACT, KEY WORDS
ICINDEKILER

SEMBOL LISTESI

SEKIL LISTESI

CiZELGE L iSTESI
ONSOz
1. GIRIS

1.1 Enzimler

1.1.1 Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Yapisi
1.1.2.Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktorler
1.1.2.1 Sicaklik

1.1.2.2 pH

1.1.2.3 Substrat Konsantrasyonu

1.2 Paraoksonaz Enzimi

1.2.1 Adlandiriimasi

1.2.2 Paraoksonaz Enziminin Genel Ozellikleri \ap¥i
1.2.3 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

1.2.4 Katalizledii Reaksiyonlar ve Substratlari
1.2.5 Paraoksonaz’in Sentezlenmesi

1.2.6 PON1'in HDL'ye Bglanmasi

1.3 Enzimimmobilizasyonu

1.3.1 Enzimimmobilizasyonunun Tarihi

Vi

Xii

Xiii

o o o b~ W

10
10
11
13



1.3.2 Talyici Segimi

1.3.3 Biyokataliz Uygulamalaicin Tasiyici Boncuk Eupergit ®
1.3.3.1 Morfoloijisi

1.3.3.2 Kimyasal Yapisi ve Reaksiyonu

1.4.1 Donglimsiiz Enzimimmobilizasyon Metodlari
1.4.1.1 Kovalent Bgi EnzimImmobilizasyonu
1.4.1.1.2 Kovalent Bdanmanin Avantajlari
1.4.1.1.3 Kovalent Bdanmada Aktivite Kaybi
1.4.1.2 Tutuklam@mmobilizasyonu

1.4.2 DoOngiimli Enzimimmobilizasyon Metodlari
1.4.2.1 Adsorpsiyon (Kovalent olmayan etkiieler)
1.4.2.1.1 Nonspesifik Adsorpsiyon
1.4.2.1.2iyonik Baglanma

1.4.2.1.2 Hidrofobik Adsorpsiyon

1.4.2.1.2 Afinite Balanma

1.5 Immobilizasyon Metodunun Segimi

1.6 Enzim Reaktorinun Segimi

1.7 immobilize Enzimlerin Ozellikleri

1.8 Calgmanin Amaci

2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Materyaller

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi
2.2 Yontemler

2.2.1 Kan serumunun ayriimasi

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayin
2.2.4 immobilizasyon Uriinlerinin Aktivitesi
2.2.5 Enzimin safgiriimasi

2.2.5.1 Amonyum Siilfat Coktirmesi

vi

15
18
19
20
21
21
22
23
24
25
25
25
26
27
27
27
28
30
31

32

32
32
32
33
37
38
38
38
39
40
40



2.2.5.2 Hidrofobik etkilgm kromatogafisi ile enzimin safjarilmasi
2.2.5.2.1 Sepharose 4B’nin aktiflieilmesi

2.2.5.2.2 L-tirozinin Bglanmasi

2.2.5.2.3 1-Naftilamin Bilgginin Baglanmasi

2.2.5.3 Sodyum dodesil stlfat poliakrilamid jel lateforezi (SDS-
PAGE) ile enzim safgginin kontrolu

2.2.6 Saflatinlan enziminimmobilizasyonu

2.2.7 Immobilize Enzim Aktivitesinin Sicakia Basli Olarak Zamanlz
Degisimi

2.2.8 immobilize Enzim Aktivitesinin pH’ya Bgli Olarak Desisimi

2.2.9 Optimunyartlarda K, ve Vmax degerlerinin bulunmasi

3. BULGULAR

3.1 Kantitatif Protein Tayinicin Hazirlanan Standartsf

3.2 Enzimin Saflgtiriimasi

3.2.1 Hidrofobik etkilgim kromatografisi ile enzimin safiariimasi
3.3 Serum Paraoksonaz Enziminin SDS PoliakrilaieicElektroforezi
3.4 Saf Enzimin K ve Vmnax Degerlerinin Bulunmasi

3.5 Immobilize Enzimin K, ve Vimax Degerlerinin Bulunmasi

3.6 Immobilizasyon Uriinlerinin Aktivitesi

3.7 Aktivitenin Sicaklikla Dgisimi

3.8 Aktivitenin pH ile Dgisimi

4. TARTISMA VE SONUC

5. KAYNAKLAR

Vii

40
40
41
42
43

45
45

45
46

47
48
48
48
51
52
54
56
56
60

61

67



SEMBOL L iSTESI

Simge Adi

PON1 Paraoksonaz 1 enzimi

SDS Sodyum dodesil silfat
PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

TEMED N,N,N’, N’, -tetrametiletilendiamin

viii



SEKIL LISTESE

Sekil Numarasi Adi Sayfa
Sekil 1.1 Enzim kataliz reaksiyonlari tizerine sicgikl etkisi 4
Sekil 1.2 Paraoksonaz enziminin ¢ boyutlu yapisgarunimu 6
Sekil 1.3 Paraoksonazin katalitik mekanizmasi 7
Sekil 1.4 Lakton hidrolizi 9
Sekil 1.5 Geri donglimstiz enzim immobilizasyon yaklenlari 17
Sekil 1.6 Geri donglimli enzim immobilizasyon yakjamlari 18
Sekil 1.7 Eupergit'in g1k mikrokobundaki gérintisu 19
Sekil 1.8 Eupergit'in elektron mikroskobundaki gotusi 19
Sekil 1.9 Eupergit'in reaksiyon mekanizmasi 20
Sekil 1.10 Kovalent immobilizasyon ve capraz glamma 22
goOsterimi
Sekil 1.11 Kovalent ban enzim aktivitesi Gizerine olasi etkileri 24
Sekil 1.12 Tutuklama immobilizasyonunun gdsterimi 24
Sekil 1.13 Nonspesifik adsorpsiyon immobilizasyonanu 26
gosterimi
Sekil 1.14 Immobilize enzimler icin reaktorler 29
Sekil 2.1 Sepharose 4B’nin aktiffgrilmesi 41
Sekil 2.2 L-tirozinin baglanmasi 42
Sekil 2.3 1-Naftilamin bilgiginin baslanmasi 43
Sekil 3.1 Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin 47

edilmesinde kullanilan standart grafik

Sekil 3.2 Hidrofobik  etkilgim  kolonundan  paraoksonaz 49
enziminin eliisyon gragi



Sekil 3.3

Sekil 3.4

Sekil 3.5

Sekil 3.6

Sekil 3.7

Sekil 3.8

Sekil 3.9

Hidrofobik etkilgim kromatografisi ile safidirilan 51
paraoksonaz enziminin SDS-polakrilamid  jel
elektroforezi.

Saflatirimis  s@ir serum paraoksonaz enziminin 52
paraokson substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk
grafigi

Immobilize edilm§ sigir serum paraoksonaz enziminin 54
paraokson substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk
grafigi

25°C’de immobilize ve saf enzim icin % rezidual 57
aktivite- zaman gragi.

45 °C’'de immobilize ve saf enzim igin %zidual 58
aktivite- zaman gragi

65 °C’de immobilize ve saf enzim icin % rezidual 59
aktivite- zaman gragi

Aktivite(%) - pH grafgi 60



CIZELGE L ISTESI

Cizelge Sayfa
Numarasi Adi
Cizelge 1.1 Immobilize enzimlerin teknik 6zellikleri 13

Cizelge 1.2 Immobilize enzim kullanilarak elde edilen 6nemli 13

artnler
Cizelge 1.3 Immobilize enzimlerin tarihsel basamaklari 14
Cizelge 1.4 Tastyicilarin Siniflandiriimasi 15
Cizelge 1.5 Immobilize yontemlerine gore aktiviteninggmi 28

Cizelge 2.1 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel kamlarinin 37

miktarlari.
Cizelge 3.1 Saflatirma tablosu 50
Cizelge 3.2 Sr serum paraoksonaz enziminin paraokson substrati53

kullanilarak, Kn ve Vimax degerlerinin
tespitinde kullanilan c¢ozeltilerin hacimleri, aktey 1/V
ve 1/[S].

Cizelge 3.3 Immobilize edilm§ serum paraoksonaz enziminin 55
paraokson substrati kullanilaraky, Ke Vinax degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, akte; 1/V
ve 1/[S].

Cizelge 3.4 Eupergit C 250L tayicisi Uzerine immobilize edilmi 56
serum paraoksonaz enzimininglzama etkisi

Xi



ONSOz

Tez konumu veren ve canalarimda her tarli kolay gdsteren, bunun
yaninda esnek cama ortami sglayan ¢ok kiymetli dagman hocam sayin Yard.
Dog. Dr. Ozen Ozensoy GULER’e ¢ncelikle en derimmeit vesiikranlarimi takdim

ederim.

Bilgi ve tecribelerinden vyararlar@gimiz, bize her turli desie veren
Biyokimya Anabilim Dali Bakanimiz Prof. Dr. Oktay ARSLAN’a en derin

saygilarimi sunarim.

Calsmalarimda ilgi, yardim ve manevi desteklerini g@uiin deserli
hocalarim Dr. Nahit GENCER’e, Dog. Dr. SelmiN8N’a, Dr. Semra $IK’a ve
calsma arkadglannm Nurcan DEDEGLU, Aysegul SAHIN, Evrim CELEH,
Kemal TASTEMUR, Cihan BARAK, Sakir AKGUN ve biitiin Biyokimya grubu

arkadalarimiza sonsuz §ekkurlerimi sunarim.

Balikesir, 2009
Murat SAYIN

Xii



1. GIiRis

1.1 Enzimler

Insanglunun enzimleri kullanmaya klamasi, medeniyetin klangicindan
daha eskidir. Ilkel topluluklardaki bazi yiyecek ve iceceklerinetimi, derilerin ve
tabaklarin cilalanmasi, elbiselerin parlatilmasi giek ¢cok uygulama her ne kadar o
zamanlarda bilinmese bile enzimlerin 6nemli uygwdéanndandi. Biyokimya’nin
19. yuzyilda gefimesi ve seckin bilim adaminin gahalarina bglamadan once,

enzimlerin dgasi ve nasil calimaya baladigiyla ilgili bilgiler aydinlatilamamti.

Fransa’da Anselme Payen ve Jean — Francois Pei®8& ylinda arpa
filizlerinden amilatik bilgenlerin izolasyonunu acikladi. Kisa bir siire sdevac'li
Kimyager Jons Jacob Berzelius 1835 yilinda kimyasaksiyonlari hizlandirici
bilesenleri “katalizor’ olarak tanimladi. Almanya’da Fizyolog Theodorh&@nn
sindirim enzimi olan pepsini 1836 yilinda tanimlgimi 1877 yilinda Wilhelm
Kihne “enzini teriminin kullanimini 6nerdi. Hans ve Edvard Buwer hicrede
maya ekstraktinda glukozun etanole d@milni kimyasal katalizorler (enzimler)
tarafindan yadrutuldgiini 1897 yilinda gostergtir.  1870’lerde Danimarka’ll
kimyager Christian Hansen peynir yapimini sonugiamg Grin miktarini ve
kalitesini arttiran peynir mayasini saf olarak e&dmeyi baardi. Bundan bir sire
sonra peynir mayasinin Uretim endustrisi kuruldfylece enzim Uretim endustrisi

ilk defa kurulmy oldu [1].

Enzimlerin protein yapisinda olduklarinin amlieasiyla birlikte, analiz ve
saflgtirma tekniklerinin tasarim camalari 20. yiizyilda hiz kazanghr. Ozellikle
James B. Summer ve Kaj Linder Strom Lang’in gablari, enzimlerin endustriyel
dretim ve kullanim yontemlerinin gginesine imkan sgamistir [1].



1.1.1 Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Yapisi

Enzimler, canh hicreler tarafindan sentezlenemli carganizmalardaki
kimyasal reaksiyonlari katalizleyen ayrica yan Ualasumuna izin vermeyen %

100’ lak bir trin verimi sglayan biyolojik katalizérlerdir.

Enzimlerin protein kismi d@er dgal proteinlerde oldgu gibi peptid
baglariyla birbirine b&lanmg 20 amino asiden odur. Ancak ¢@gu enzimde
posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu protentizinde yer alan amino asitlerin
R — gruplarinda bazi kimyasal @gklikler meydana gelebilmektedir. Bunun yani
sira posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu proténcirine karbohidrat, lipid,
cesitli organik molekdller veya metal iyonlarinin ganmasi s6z konusu
olabilmektedir [2].

Enzimler katalitik 6zellikleri olan proteinlerdirKatalitik 6zellikler oldukca
spesifiktir ve bu 6zelfii enzimlerin analizlerde kullanimina olanakgke. Bazi
enzimler yalniz proteinlerden alurken ¢@u enzimler ilaveten karbohidratlari,
lipidleri, metalleri, fosfatlari ve der bazi organik gruplarn (prostetik gruplar)
icerirler (Proteid). Proteid yapisindaki enzimelddanzim, yalniz protein kismina
Apoenzim ve proteinik olmayan g r kisma ise kofaktor adi verilir. Enzimatik

reaksiyonda dongiime gratilan maddeye ise substrat denir.

Enzim molekulinin belirli bir bélgesinde ¢ boyutfapida birbirine yakin
konumda olan, fonksiyonel yan grupsigan belirli amino asitlerin okiurdugu ve
enzimin katalitik potansiyelinden sorumlu bir mezkerdir ki buna aktif bélge denir.
Substrat ve koenzim bu merkeze hidrojen koprglasg hidrofobik etkilgimler,
iyonik bgslar ile balanir. Denatirasyon sonucu konformasyon bozulmina asit

dizisi aynen kalmasinagmen katalitik aktivite kaybolur.

Enzimler canli organizmadaki tim reaksiyonlarimlii kosullarda (vicut
sicaklgi,notral pH vb.) gercekimesini sglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden
spesifik katalizorlerdir.Enzimlerin buyik gonlugu yalniz tek bir substrata kar

aktivite gosterir ve bu substrati d@iine @ratir (substrat spesifildi).



Enzimler ortamdaki maddelerden yalniz biri ile regkn vermekle kalmaz
teorik olarak olgabilecek Uriinlerden de sadece birininsalmunu katalizlerler (Etki
spesifikligi) [3].

1.1.2.Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

1.1.2.1 Sicaklik

Sicaklik arfi butin kimyasal reaksiyonlarda ofglu gibi enzim kataliz
reaksiyonlarinida artirici etki yapmaktadir. Angadotein yapisindaki enzimlerin
sicakhk artg denatlrasyon olas@inida arttirir fekil 1.1]. Sicaklgin etkisiyle
olusan denatirasyon, saftallmis enzim cozeltileri saftdirilmams enzim

cOzeltilerine kiyasla daha fazla etki yapmaktadir.

Enzimlerin optimum cama sicakliklari pek ¢ok zaman bilim adamlari
tarafindan ifade edilrgiir ancak belirli bir enzimatik reaksiyon igin enygun
sicaklik, kisa zaman araliklarinda maksimum aldivie uzun zaman araliklarinda

denatlrasyondan dolayi aktiviteninsdiesi arasindaki uyum ile ilgilidir.

Pek ¢ok caima 37°C’ de yuratilur bunun birinci nedeni vicutakliginin
enzimlerin enzimler i¢in optimum sicagliolabilecei ikinci nedeni ise bu sicalgin
Uzerinde enzimlerin inaktivasyon oranlarinin cokzlda dgismemesi etkilidir.
Uluslar arasi Biyokimya Birfii baslangicta 25°C’ de standart sicaklik olarak tavsiye
edilmis ancak sicak iklimlerde enzimleri gik sicaklikta tutmanin zor olmasindan
dolay! bu sicakfit 30°C’ ye artirmgtir. Ancak hala bile enzimlerin aktiviteleriyle
alakall sicaklik ile ilgili caymalarda belli bir standardin olmgdigorilmektedir.
Bunun temel nedeni enzimlerin protein yapilarin@rkli olmasindan dolayi

kaynaklanir [4].



Aktivite
oramni

Enzim
aktivitesini
atkileyen tiim
etkiler

Sicaklik

Sekil 1.1 Enzim kataliz reaksiyonlari Uzerine sicgkh etkisi [(A) Kimyasal
reaksiyonlarin  hizi  sicaghn artmasiyla artar, (B) ancak proteinlerin
denatirasyonlarinin artmasindan dolayi aktif enanani azalr, (C) bu streg bir

enzimin sicaklikla karakteristik 6zedinin nasil dgistigini gosterir.] [4]

1.1.2.2 pH

Enzimler pH dgisimlerine duyarhdir ve kendi optimum pH aralikladanen
blyuk aktivite dgerini gosterirler. pH etkisi enzimlerin yapilaradd amino
asitlerin ve substratlarin yapilarindaki iyonik ikagarin dgismesinden kaynaklanir.
Yuklerdeki bu degisiklikler substratin bglanmasini ve reaksiyonun gercekie
oranini dgistirir.  Farkli substratlarda enzim reaksiyonlarinaptimum pH’si
farkhlik gosterebilir. Ancak her enzim icin aypH’nin optimumu olmasi gibi bir
zorunluligun olmadg! gibi, tasarlanan enzim yontemleride deneysel aglar
belirlenebilir [4].



1.1.2.3 Substrat Konsantrasyonu

Bir enzimin aktivitesi Uzerine substrat konsantmamsyn etkisini inceleyen
deneysel cajmalarin  sonuclarl  tutarhlik  go6sterir. Bik substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi azalirken, gkilsuibstrat konsantrasyonlarinda
reaksiyon hizi artar. Yuksek substrat konsantnasymda reaksiyon hizi belli bir

sure sonra sabiymeye balar ve sonundasagl yukari sabit olur [4].

1.2 Paraoksonaz Enzimi

1.2.1 Adlandiriimasi

Paraoksonaz enzimi ile ilgili yapilan ilk atamalara bakgiimizda paraokson
gibi, 6nemli sayida aromatik karboksilik asit eleni hidrolizleme 6zelli olan A-
esterazlarin grubunda yer alan ve EC 3.1.1.2 eRkpithuna sahip oldiunu gortriz
[5]. Ancak uluslar arasi Biyokimya ve MolekiileryBloji isimlendirme Komitesi
Birligi bu siniflandirmayi tekrar dizenleggre paraoksonazin enzim kod gireC
3.1.8 olan fosfo triester hidrolazlar veya orgamsédd hidrolazlar grubunun ilk
siradaki enzimi olarak belirlengtir [6]. Paraoksonaz enzimi de arildialkilfosfataz
ismi ve EC 3.1.8.1 kodu ile bu grupta yer almaktddi. Paraoksonaz enzimi,

aktivitesinin 6lcimunde paraokson substrati kultapn icin bu ismi almgtir [8].

1.2.2 Paraoksonaz Enziminin Genel Ofikleri ve Yapisi

Paraoksonaz, 43-45 kDa molekulgiigina sahip, kararlginin  ve
aktivitesinin 6lcimii icin C# iyonu gerekli olan bir enzimdir.izoelektrik noktasi
5.1'dir. 355 aminoasit iceren paraoksonaz enzinjiksgk oranda l6sin icermesi
disinda aminoasit 6zefli olarak baka bir 6zellik gbstermez [9,10]. Yapisindaki 3
sistein aminoasitin 284. siradaki serbest ikenw#2353. siradaki sistein reziduleri
tek disulfit b& yapmstir. Her molekul toplam @rliginin %15.8’ini olgturan g
karbohidrat zinciri icermektedir [11].



Paraoksonaz’in genel yapisina balgidda 6 adeB-kirmali yapidan olgmus
4 adet zincirden meydana ggddgorulur. 42. ve 353. sistein reziduleri araskda
disulfit koprusu ile sonlanip U¢ boyutlu yapisi @lu [12].  Enzimin yapisinda
gorilen N terminal ve C terminal uclarinin boyldaesalent bglanmasif-kirmal

yapiya sahip enzimlerde son derece ender gor§iékil(1.2).

Sekil 1.2 Paraoksonaz enziminin U¢ boyutlu yapisinin goérlinum(A) B-
kirmali tabakalar ve (B) H1, H2, H3 ile gosterilbidrofobik bdlgelerinp-kirmal

tabakalara gore durumu.] [13]

Sekil 1.2 deki ¢ boyutlu yapiyr gosteren resimdgdaildisi gibi; B-kirmall
yapilarin ortasinda 7,4 A araliklarla iki tane*€igonu bulunmaktadir. Bu kalsiyum
iyonlarindan bir tanesi yapisal olup, uzaklkalmasi donglimsiz denatirasyona
sebep olmaktadir [14]. Ber kalsiyum iyonu ise katalitik etkinlikle gorevird
Ayrica bu kalsiyum iyonu 2,1-2,5 A mesafesinde ABh2Asn270, Asn168, Asp269
ve Glu 53’ den olgan 5 adet aminoasit ile etkjien halindedir. Bunun yaninda ayni

kalsiyum iyonu, fosfat iyonunun oksijeni ile bir ewlekili ile etkilemektedir [15].



1.2.3 Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bélgesinde bulunan His-His cifti, Gayonu ve HO molekiili,

esteraz aktivitesinde cok dnemli rolt vardir.

/H H
. _ )
HISUN Hls&{\l\\I
N\) N
\ |
\ H
. ' O

His115 /4) His115 > | * ROH

Sekil 1.3 Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [16]

Katalitik etkinlik gbsteren CZ& iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yukli oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bolgekieHis-His cifti, su molekiliinin
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bana&éda meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu ‘€ayonu ile kararl kilinir. Olgan yapidaki C&
iyonu negatif yukli oksijenden uzakéaak bg tekrar fosfat veya karbonilin tGzerine
yikilir ve ester ba kopar [16].

Paraoksonaz’'in mekanizmasini agiklamak amaciytaragsaktivitesi igin 2-

naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in @aksan substratlari kullanilgtr. Bu



substratlarin optimum pH araliklari saptagpme substratin yapisinda bulunan yan
zincirin katalizlenmeye direkt katilmagdisonucu bulunmyiur [16].

1.2.4 Katalizledgi Reaksiyonlar ve Substratlari

Paraoksonaz enzimi ggnbir substrat cgtlili gi gosterebilmesine ganen,
fizyolojik substrati halen tam olarak belirlenemgtini  Ancak arilesteraz,
organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine sahipugld bulunmgtur [17]. S6z
konusu aktivitelerin timinun, ya birden fazla aktierkezde veya tek bir aktif
merkezde gercek§ggi, ayrica substrat secigiinin nasil belirlendii halen

belirlenememitir.

Paraoksonaz’in son yillarda Ozellikle arterosikiesm 6nlenmesinde ve ilag
metabolizmasinda 6énemli derecede rol oygikilinmektedir [18,19]. Paraoksonaz,
sahip oldgu laktonaz aktivitesi ile arterosklerozise «atoruyuculigunu hem LDL
ve HDL lipitlerinin yikseltgenmesini 6nleyerek heenlipit peroksitlerini metabolize
ederek gostermektedir [20,21]. Bahsedilen enziatofndan 7 atoma kadarglgen
lakton halkasi iceren en az 30sitdaktonu hidrolizleyebilme 6zelline sahiptir.
Alifatik lakton substrati olars-valerolakton (6 halkal lakton)y-butirolakton (5
halkal lakton) ves-kaprolaktondan (7 halkali lakton) daha hizli hicdenmektedir.
Paraoksonaz'in aromatik laktonlar afinitesi, ailkdaktonlara oranla daha fazladir ve
daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi ¢ekicidki, pek ¢ok ilacin etken maddesinde
bulunan kumarin bilgginin lakton halkasinda. ve B cift bagi olmasina rgmen
paraoksonaz  tarafindan hidrolizlenememektedir, tfakadihidrokumarin
hidrolizlenmektedir §ekil 1.4) [22-24].



T OOLOT

n=1p-Propriolakton n=2-Butirolakton  Dihidrokumarin 3RH 2-Kumaron
n=36-Valerolakton n=4-Kaprolakton 3#OH Homojentisik
asit lakton

Sekil 1.4 Lakton hidrolizi [18]

Ilk baslarda Paraoksonaz'in yapisinin ve substratlariylan dliskisinin
belirlenebilmesi icin yapi-aktivite analizi Uzerigalsmalar yapilmgtir. Bu konuyla
ilgili, Augustinson ve Ekedahl cift lga aromatik esterlerin Paraoksonaz tarafindan
hidrolizlendiklerini gostermyierdir [25]. Bu reaksiyonda Paraoksonaz’in sulistra
olarak kullanacg esterin karbon-karbon cift panin birbirine ¢ok yakin olmasi
gerektgi tespit edilmgtir [26]. Lakton halkasini iceren substratlaring papinin
olusturdusu halkasal uzaysal yap! sayesinde enzimin akti§dgihe girip enzimle
etkilesmesine ve hidrolizlenmelerine izin verir. Buna éknolarak etil asetat
Paraoksonaz ile hidrolizlenmezken, ayni sayida atenmester yapisi gosteren
bitirolakton iyi hidrolizlenmektedir [26].

Paraoksonaz'in laktonaz aktivitesi icin, 284. réizie bulunan serbest sistein
aminoasiti olduk¢a ©6nemlidir. Bu serbest sisteirzidéstunin, Paraoksonaz’in
LDL’nin okside olmasini 6nlemesinde de rol almdaraoksonaz’in sahip olgu
laktonaz aktivitesinin LDL ve HDL fosfolipitlerininylkseltgenmesine kar
korudysu disundlmektedir [27,28]. Sorenson ve arkgda 284. pozisyonda
bulunan serbest sistein rezidisinun arilesteragavaoksonaz aktivitesinde gerekli
olmadgini goOstermglerdir [29]. Bunun vyaninda aktif merkezdeki higtid
rezidulerinin paraoksonaz ve arilesteraz hidroligdktivitelerini gostermesinde

oldukca gerekli oldgunu gosterilmitir [30].



1.2.5 Paraoksonaz'in Sentezlenmesi

Paraoksonaz’'in sentezi kargei tarafindan gerceldegi icin, serumdaki
paraoksonaz seviyesini belirleyen shea faktor karagier fonksiyonlaridir.
Serumdaki paraoksonaz aktivitesgilen kkiye farkliliklar gésterebilir [31]. Bunun
nedenleri arasinda peptid konsantrasyonu ve enzktivitasini etkileyen
paraoksonaz geninin kodlanma ve promoter bolgesgule sayida polimorfizm
gostermesidir [32]. Paraoksonaz sentezinde 6naami faktorlerden birisi karager
hicrelerindeki kolesterol dengesidir [33,34].

Paraoksonaz karagrden sentezlendikten sonra serumda HDL'ye veya
karacgerde bulunan mikrozomlara glanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal
hidrofobik bdlgesi olmasi gerekmektedir [35]. Nrmmnal hidrofobik bélgesi
baglamada belirleyici oldgu kadar salgilanma prosediriinde de son derece neml
role sahiptir. Paraoksonaz kargaide sentezlendikten sonra da énce mikrozomlara,
daha sonra hicreninsdytizeyine bglandgi distintlmektedir [36]. Hucrenin zarinin
dis ylzeyinden salinmasi ve HDL'ye glanmasi tesaduf g@éddir, bu balanmada
fosfolipit kompleksi o6nemli rol oynamaktadir ve LDIPONZY’in hiicreden

salinmasina ve kendisinegh@anmasi icin fosfolipit icefi yeterli desildir [37].

1.2.6 Paraoksonaz’in HDL'ye Bglanmasi

Paraoksonaz karamrde sentezlendikten sonra kana salinir, oradafigpes
olarak HDL'ye bglanir. HDL periferal hicrelerden kolesterolingitemasini

sglayan ve paraoksonaz gibi enzimler ile LDL'nin gékgenmesini 6nler [38].

HDL yaklasik 10 nm capinda kompleks bir yapidir. Bifeinde oncelikle
membran bilgenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol edéri), apolipoprotein
Al ve aromatik heliksler yer alir. HDL'ye pla olan enzimlerden ilk kez t¢ boyutlu
yapisi aydinlatilan paraoksonaz enzimidir [39].raBksonaz hidrofobik N terminal

ucuyla sonlanir, kHive H, hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansige@mbrana
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baglanma yuzeyi olgturular. Heliks yapilar lizin, triptofan ve tiraziyan zincirleri
ile olusturduklar1 yapi karakterigii ile HDL ara yiizeyine girebilmektedir [40].

1.3 Enzimimmobilizasyonu

Enzimler, canli sistemlerinde kimyasal reaksiyomlargerceklgmesini
sglayan biyolojik katalizorlerdir. Belirli bir diizerle siralanmy binlerce atomdan
meydana gelmi bu molekuller, canli hlcrelerde cereyan eden fakkinyasal
reaksiyon topluluklarinin katalizlenmesinigtalar. Biyolojik proseslerde, hastalik

ve saliktaki rolleri geni bir sekilde incelenmektedir [41].

Enzimler oldukca i1hman kuollarda, yiksek derecede substrat segicile
reaksiyonlari katalizleme 6zellne sahiptir. Bdylece yan urin glumunu azaltir.
Katalizlenen reaksiyonlar arasinda, mevcut organdimya metodlariyla
ulasilamayan, biyolojik makromolekuiller arasinda sonrede fazla, kompleks
kimyasal transformasyon reaksiyonlari vardir. Buuth enzimleri biyoteknolojik
kullanimlari icin son derece onemli kilghr [3]. 20. ylzyilin bglarinda, enzimlerin
fermantasyon slemlerinden sorumlu oldiu bulunmy, yapilan ve kimyasal
bilesenleri dikkatle inceleme altina aligr.  Bunun sonucunda biyolojik
katalizlerin geni kapsamli teknolojik kullanimi tekstil, ilac vegeir kimya endustrisi
gibi farkh alanlara da dnculuk etghir [1]. Ancak pekc¢ok enzimin kararsiz olmasi,
saflatinimasi icin oldukga yiksek Ucret gereksinimi ‘\llanildiktan sonra
reaksiyon kagimindan aktif enzimin tekrar kullanimi icin kurdanasi teknik olarak
oldukca zordur [41].

Enzimler ¢ozeltide tek Bana, dger bilesenleriyle kimelgerek veya bir
yuzeye bglhh olmak gibi de&isik durumlarda kimyasal reaksiyonlari
katalizleyebilirler.  YlUzeye Kganma veya “immobilizasyon” 6zellikle teknik

kullanim icin Gzerinde son derecegymlasilan durumdur [42].

Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fizikselaoak belirli bir yere

yerlestiriimesi veya hapsedilmesinin yaninda katalatikiatelerinin de korunmasi,

11



bu sayede de tekrarlanabilir ve surekli uygulamablmasini sglamak olarak ifade
edilebilir [43,44]. Immobilize edilm§ enzimler genel olarak endistriyel
uygulamalarda katalatik 0Ozelliklerinin yaninda, ekmik olarak da son dere

gelistirilmi s olmasinin 6nemi bir hayli fazladir (Cizelge 1.45].

Immobilize enzimlerin ilk endistriyel kullamimi 1968linda Japonya’nin
Tanebe Seiyaku Limitedsirketinde Chibata ve arkaglari tarafindan, sentetik
rasemik D-L amino asitlerin ¢c6zinmesi icispergillus oryzae aminoasilaz
immobilizasyonunu gercekigrmislerdir [46]. immobilize enzimlerin dier 6nemli
uygulamalaringekerler, amino asitler ve ilaglarin endustriyelniaii 6rnek olarak
verilebilir (Cizelge 1.2). Bunun yaninda bazi estiiyel proseslerde, istenilen
enzimi iceren butin mikrobiyal hicreler immobilizgilir ve katalizér olarak
kullanilabilir [47].

Endustriyel olarak uygulamalarindan ska, biyosensérler, biyoafinite
kromatografisi ve tipda kullanilan ilaglardaki pekgbiyoteknolojik drtinlere enzim

immobilizasyonunun temel gkil ettigi gortlmektedir [48].

Ozellikle son 20 veya 30 yila bakimizda, immobilizasyon teknikleri hizla
gelismistir ve immobilizasyon teknikleriyle ilgili tasarirat 6nemli oranda artrtir.
Ancak halen mevcutslemlerde ilerleme gerekmektedirimmobilize enzimlerin
diger pratik glemlere uygulanabiliriini artirmak icin yeni metodolojilerin
gelistirilmesi ve mevcut tekniklerin daha iyi amlbmasi ve gelitiriimesi

gerekmektedir.
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Cizelge 1.1immobilize enzimlerin teknik 6zelliklefé5]

Avantajlari Dezavantajlari
Katalizin tekrar kullanimi Akitede kayip veya azalma
Kolay reaktor kullanimi fdsyonel sinirlama
Kolay urtin ayrilmasi flave maliyet

Geng oranda reaktor secimi

Cizelge 1.2immobilize enzim kullanilarak elde edilen 6nemlirilgr [47]

Enzim Uriin
Glukoz izomeraz Yuksek miktarda fruktgarup
Aminoasit amidaz Aminoasit trini
Penisilin amidaz Yari sentetik penisilin
Nitril hidrataz Akrilamid
B-Galaktosidaz Laktoz hidrolizinde

1.3.1 Enzimimmobilizasyonunun Tarihi

Immobilize biyokatalizérlerin gafimini (ic adimda gostermek mimkindiir
(Cizelge 1.3). ik adimda, 19. Yizyillin k#angicinda, immobilize edilngi
mikroorganizmalar pekcok deneysel galalarda kullanilmglardir. Bu
calismalardan bazilari, sirkenin mikrobiyal Grinu ( aktolusmus agac talginin
Uzerine alkol iceren solusyonlarin damitilmasi teessyla) ve atik su aritma filtreleri

veya suzmeslemleridir [49].
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Modern enzim immobilizasyonuna bakmak i¢in 1940fasonlarina gitmek
gerekir. Ancak o donemde yapilan pekc¢okstnama farkli sistem ve dizenlerde
yayinlanan cajmalar oldgu icin pek ¢@u biyokimyacilar tarafinda 6nemsenmez.
Guncel teknolojilerin temelleri 1960’larda ggiiiimeye bglanms ve bu tarihten
itibaren bu konuyla alakali pekgok makale yaymnlamm ikinci adimda, sadece
immobilize edilmg tek enzimler kullanilngi ancak 1970’lerde ¢ok daha canli
hiicreler ve kofaktdr rejenerasyonu ile iki enzinak&yonlarl iceren son derece
kompleks sistemler geatirilmistir. Son adima 6rnek olarak-keto asitlerden
stereoselektif aminasyon reaksiyonu ile L-aminoasiehidrogenaz enzimi
kullanilarak L-aminoasit Grinlerinden bahsedelalirBu yontem nikotinamid adenin
dintkleotid (NADH) ve koenzimlerin rejenerasyonundormik asidin, karbon
diokside enzimatik oksidasyonuna, NABan NADH’a indirgeme reaksiyonulik
eden aminasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyonda iikienzim, format
dehidrogenazdir [50].

Cizelge 1.3immobilize enzimlerin tarihsel basamaklari [49]

Basamak Tarih I[im

Birinci 1815 Asetik asit ve atik su aritmglemleri gibi
deneysel kullaninglemleri

Ikinci 1960 larda  Tek enzim immobilizasyonu.-
aminoasitlerin Grind, glikozun
izomerizasyonu

Uctinci 1988-1998 Kofaktor rejenerasyonu iceren ¢oklu
enzim immobilizasyonu ve hiicre

immobilizasyonu

Bir enzim immobilizasyon sisteminde temel bdaler; enzim, matriks ve
enzimin matrikse gdanma yontemidir. Kati-faz destek,st@ci ve matriks ¢

anlamli olarak kullanilir.
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1.3.2 Talyici Secimi

Matriksin niteligi, immobilize enzim sistemlerinin tasarlanmasindan s
derece onemlidir. ideal bir talyicida genel olarak; basinca fafiziksel direnc,
biyolojik uygunluk, mikrobiyal ataklara kar direng, hidrofilik olmasi, enzimin
seciciligini artirma, Urtin inhibisyonunu diirme gibi 6zelliklere sahip olabilmelidir
[51].

Tasicilar kimyasal bilgimlerine gore organik veya anorganik olarak
siniflandinlabilirler (Cizelge 1.4). Organikstgucilar organik ve sentetik olarak alt

gruplara ayrilirlar.

Matriksin fiziksel 6zellikleri (ortalama tanecik gasisme davrargi, mekanik
direnc ve basinc¢ altindaki davrgiiimmobilize enzimlerin performansinda son
derece o6nemlidir. Bunun yaninda immobilizasyagteminin belirlenmesi icin
kullanilacak reaktor turtinin belirlenmesinde (gamna, sabit veya afkan tank)
fiziksel 6zelliklerin oldukga 6nemi vardir [52].

Ozellikle toplam yuizey alanini belirlemede gozepakametreleri ve tanecik
boyutu onemlidir. Go6zeneksizstgucilarda oldukca az difizyonel sinirlandiriimalar
gozlenir ancak khdanma kapasiteleri guaktlr. Bu ylzden genellikle gdzenekli
tastyicilar tercih edilir cunkil yUksek yilizey alani cakaha fazla enzimin
baglanmasini sglar ve immobilize enzimi cevresghrtlardan oldukca fazla korur.
Gozenekli taryicilar igin, aks 6zellikleri ve kapasiteyi optimize etmek icin goe&
dagilimini kontrol altinda tutmak oldukca 6nemlidir3[5 inorganik taiyicilarin
pekcok avantajlarina gmen (6rngin, fiziksel, kimyasal veya mikrobiyal
indirgemelere kar yuksek stabilite), pekcok endustriyel uygulamddarorganik
matriksler kullanilir. Bir immobilize enzimin akite seviyesinin belirlenmesinde

hidrofilik karakterin son derece 6nemli bir parameatldygu unutulmamalidir.
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Cizelge 1.4Tastyicilarin siniflandiriimasi [52]

Organik

Dogal polimerler

» Polisakkaritler, seltloz, dekstranlar, agar, agakdn, alginat

» Proteinler, kollogen, albumin

» Karbon

Sentetik Polimerler

» Polistiren

» Diger polimerler: poliakrilat polimetakrilatlar, pokalamitler,

poliamitler, vinil ve allil polimerler

Inorganik

Dogal mineraller: Bentonit, silika
Cam (g0Ozeneksiz ve kontol edigngodzenekli), metaller, konrollengi
gOzeneklere sahip metal oksitler

Yaygin olarak kullanilan en 6nemlistsucilardan birisi agarozdur. Yuksek
gozenekli yapisina ilaveten, proteinler icin yik&ebkasite sgarlar. Matriks olarak
agarozu kullanmanin bazigdr avantajlari; hidrofilik karakterde olmasi, tllerne
donistirmenin kolay olmasi, ydkli gruplarin olmamasi b&wat ve Grlnlerin
spesifik olmayan adsorpsiyonunu engellemek icin}tigari gecerlilgidir. Ancak
diger gozenekli yapilarda ve agarozun kullanimindasgldkmaliyet 6nemli derecede

sinirlanmaya neden olur. Bu problem, matriks rejagyonu ve tekrar kullanimina

Enzimlerin talyicilara b&lanmasi, dongumlu fiziksel adsorpsiyon ve iyonik

bagdan stabil kovalent Fa uzanan etkilimlerle olur. Immobilize enzimlerin
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siniflandinimasinda e#li yaklasimlar vardir ve bunlardan biriside onlari iki ana
katagoriye ayirmaktir. Bunlar dogiimli ve dongimsiz metodlardir. Enzim ile
tastyicl arasindaki kan guci genellikle geri dogimli olmasi ile ters orantihidir.
Bu iki zit amaci ( kararhlik ve dogimli olmasi) ayni anda yerine getirmek oldukca
guctur. Bu metodlarn tasarlarken geleneksel yakdageri dongumun bagin
gucunidn fazla olmasi yaninda ihmal edilebifgasilimindedir yani b&in gucinin
olabildigince fazla olmasi tercih edilir. Dogiimli ve donumsiz reaksiyonlgekil

1.5 ve 1.6’da gOsterilrgiir [55].

% Kovalent Baglanma (L
(E(

% Tutuklama

4 Mikrokapsiilleme (&

53

b

Capraz baglama

Sekil 1.5 Geri dongimstiz enzim immobilizasyon yaklenlari [55]
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Sekil 1.6 Geri dongumli enzim immobilizasyon yalkdanlari [55]

1.3.3 Biyokataliz Uygulamalariicin Tastyici Boncuk Eupergit®

Eupergit, enzimlerin kovalent panmalari icin kullanilan endustriyelstguci

olarak kullanilabilecg kanitlanmg boncuk biciminde materyaldir. Eupergit'e

yapilan enzim immobilizasyonunda verim Onemli Okudrttgl icin endustriyel

biyokatalizlerin ekonomik olarak uygulanabilmesir@alulugu ilkeside kagilanms
olur [56].
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1.3.3.1 Morfoloijisi

Eupergit kuru boncukeklinde elde edilir. Bu boncuklar gézenekli yapiya
sahip oldgundan enzimin kdanmasi icin ylzeyde o6nemli 6lcide glmnma
bdlgeleri olgturur. Eupergitin gram boncuk kaa 140 mg. dan fazla enzim
proteinini b&layabilir [57].

| i il g, e ey iy S 1 B e

Sekil 1.8. Eupergit’in elektron mikroskobundaki gorinttusiu][58
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1.3.3.1 Kimyasal Yapisi ve Reaksiyonu

Eupergit, metakrilamit, N,N-metilen-bis-(metakril@gnve oksiran gruplari
iceren iki monomerden odur. Oksiran gruplari enzimlerin amino ve sulfidril

gruplarina kay oldukcga reaktiftir [59].
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Sekil 1.9 Eupergit’in reaksiyon mekanizmasi [59]
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Bununla beraber eupergit 6nceden akfiitémis hazir kullanilabilecek bir
arindur. Geni pH araliklarinda sulu, alkollu, keton, eter ve rbkdrbon iceren

ortamlarda oldukca stabildir [60].

1.4 immobilizasyon Metodlar

1.4.1 Donigtimsiiz Enzimimmobilizasyon Metodlari

Donsimsiz  immobilizasyon  kavrami  biyokatalizlerin  sitaciya
baglanmasindan sonra enzimin yadsiyecinin biyolojik aktivitelerinin bozulmadan
ayrilamayacgn esasina dayanir. D&imsiz enzim immobilizasyonu icin yaygin
olarak kullanilan prosedurler: kovalentgtenma, tutuklama veya mikrokapsulleme
ve capraz bgama olarak ifade edilebilir [61].

1.4.1.1 Kovalent Bgl Enzim immobilizasyonu

Kovalent b&ll metodlarla proteinlerin immobilizasyonu, immabdsyon
metodlar icerisinde en fazla kullanilan metodlardarisidir [62]. Bu metodu
kullanmanin avantajlarindan birisi, enzim ve marérasindaki dan son derece
dengeli ve sglam olmasidir. Bundan dolay! enzimin ¢ozeltiyei g@cisi onlenmg
olmaktadir [63]. Ancak @#anma aktivite yluzdesini artirmak icin kullanilagrtel
amino asit rezidlerinin $ayiclya kovalent bglanmasi engellenmelidir. Bu durum

bazi durumlarda uygulamanin ne kadarsawtlar gerektirdiini gosterir [64].
Kovalent baglarin formasyonu genellikle enzimde gdsterilen arasitlerin
yan zincirlerinde goérulir. Ancak onlarin asilgbgticlerinin aktiviteleri gagida

verilen yiklerin siralamasiyla 6nemli derecedgilidir:

-S>-SH>-0>-NH>-CO0>-0H>>-NhR
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Bunun yaninda stilfit, sulfidril, oksit, amino, ka#tsil, hidroksil, amonyum,
imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkagibi pekcok fonksiyonel grup

iceren parcalar kimyasal glarda etkin olarak gorev alir [65].

Bir enzimin kovalent bglanmasi, ya polimerin reaktif gruplar iceren ajaiaa
(etilenin kopolimerizasyonu, maleik asidin anhidridbeya polimer ve enzimin
arasinda kopru vazifesi gérecek iki fonksiyonlunégain etkilgmesiyle olgur [66].
Bunun yaninda ¢ boyutlu yapi gdik molekal girlikli iki fonksiyonlu ajanlarla
capraz bgli yapilar olgturabilir. Bu durumda enzim inaktif olabilir. Clkid
reaksiyonlar enzimin aktif bdlgesinde yerds olan fonsiyonel gruplarla Ba
olusturabilir. Boylece elde edilen net sonuc enzimitivetesinin kaybiseklindedir
[67].
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Capraz Baglanma MOLEKULU

Sekil 1.10 Kovalent immobilizasyon ve caprazgh@anma gosterimi [65]
1.4.1.1.2 Kovalent Bglanmanin Avantajlar

Enzim immobilizasyonunda kovalent @anmanin bazi 6nemli avantajlari

asagida siralanngtir:
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1.

2.

Enzimlerin tglyici matrikse adsorpsiyonu oldukg¢a uygundur. Bamd
dolayi yaygirsekilde kullaniimasi [68]

Geng spektrumlarda kganma reaksiyonlar, pekcok fonksiyonel
grup iceren tayiclarla sglam bir bain olusumu ve bglanmadan
sonra enzim aktivitesinin devam etmesi [69],

Kovalent bgli tutunma pH, iyoniksiddet ve substrat ile geriye dgnu

reaksiyonunun olmamasi [70].

1.4.1.1.3 Kovalent Bglanmada Aktivite Kaybi

Kovalent bl bir sekilde immobilizasyon gercekiginde enzimde belli

dereceye kadar aktivite kaybi gozlenebilir. Buesi@imdeki spesifik aktif bolgenin

tastyiclyla etkilsmesi sonucunda olur [71].

sekil 1

Dogru Yonlenme ve Konformasyon
-ENZIM AKT IF-

Yanlis Yonlenme
-ENZIM INAKTIF

Yanlis Konformasyon
-ENZIM INAKT iF-

E = ENZIM
M =MATRIKS

.11 Kovalent b&in enzim aktivitesi Gizerine olasi etkileri [65]
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Bir diger oOnerilen dglince tarzinda ise enzim immobilizasyonundaki
yonlendirme etkisiyle okan durumda aktif bélgenin durumu oldukga 6nemliddu
durum enzimde aktiviteyi azaltabilegegibi aktivitenin tamamen kaybolmasinada
neden olabilir [72]. Ancak 6zellikle yonlendirmékisiyle aktivite kaybini en aza

indirebilmek icin @agidaki metodlar yapilabilir:

a) Enzim immobilizasyonu sadece doygun substrat kdressyonunda

b) Yarismali inhibitér kullanilarak gercelgdérilebilir [73].

1.4.1.2 Tutuklamaimmobilizasyonu

Tutuklama metodu; enzimin bir polimerikg aicerisine yerlgtirilmesi
bununda enzim ve Urlinu gecirebilmesi ancak enzitmasi prensibine dayanir [74].
Bu metod yukarida bahsgitniz kovalent bglanma metodundan farkli olarak
matrikse ve membrana glanmasini engeller. Enzimlerin tutunmasiyla alafakli
yaklasimlara 6rnek olarak jel veya life tutuklama ve noilkapsilasyon 6rnek olarak
verilebilir [75].

Sekil 1.12 Tutuklama immobilizasyonunun goésterimi [76]
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1.4.2 DOnigimlu Enzim iImmobilizasyon Metodlari

DOntsUmIt immobilize enzimler, enzimgeyici bainin tirinden dolayi
ihman kaullar altinda tayicidan ayrilabili.  Enzim immobilizasyonu igin
donUimli metodlarin kullanimi ekonomik nedenlerden dotadukca kullarghdir
cunkl enzimin aktivitesi diiigiinde talyici rejenere edilip taze, kullaniimagmi
enzim ile tekrar b@anabilir. Aslinda, tgtyici masrafi butiin immobilize edilgi
katalizorlerin masraflarinda genellikle sik sik ldik edilen temel faktordir.
Enzimlerin tersinir reaksiyonu biyoanalitik sistemdeki uygulamalarda o6zellikle
degisken enzimler igin son derece dnemlidir [77].

1.4.2.1 Adsorpsiyon (Kovalent olmayan etki@mler)

1.4.2.1.1 Nonspesifik Adsorpsiyon

En basit immobilizasyon yéntemi olan nonspesifis@gsiyon genel olarak
fiziksel adsopsiyon veya iyonik penma temeline dayanan bir metoddur [78].
Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonunda hidrojerglzaama, Van der waals etkgimeleri
ve hidrofobik etkilgmeler matrikse hdanmada etkilidir. Oysaki enzimlerin iyonik
baglanmasinda tuz kopruleriyle $anti goralar [79]. Kovalent olmayan
immobilizasyonda, kan gicunun kuvveti, reaksiyogartlarini dgistirerek (pH,
iyonik siddet, sicaklik, solvent polaritesi) gstirebilir [80]. Adsorpsiyon ile
immobilizasyon 1hman k@ullarda, uygulanmasi kolay ve genellikle enziminakiéik
aktivitesi korunur. Bu tur metodlar bu nedenlerdimiayr ekonomik olarak ilgi
cekici ancak etkilgmler nispeten zayif oldiundan, matriksden enzim Kkagi
olabilmesi problem kil etmektedir [81].
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EM = ENZIM MOLEKOLU
TM=TASIYICI MATRIKS

Sekil 1.13 Nonspesifik adsorpsiyon immobilizasyonunun gosie[82]

1.4.2.1.21yonik Baglanma

Enzimlerin  dongimlid immobilizasyonuna, kromatografide kullanilan
protein-ligand etkilgmesi prensibine dayanan yakla 6rnek olarak verilebilir [83].
Enzimlerin  donglimllt immobilizasyonunda kromatografik prensiplerink
uygulamalarindan birine drnek olarak iyonggéricilerin kullanimi 6rnek olarak
verilebilir. Metod basit ve dogimludir fakat genel olarak enzimleringterinin
gucli olmasi ve tam olarak aktif olduklariskdari bulmak olduk¢a zordur [84].
Ozellikle son zamanlarda immobilize polimerik iyktigandlarin kullanimi, protein-
matriks etkilgimlerin modulasyonuyla yapilan pekcok gaia vardir ve bdéylece
tirevlerinin  6zelliklerini daha verimli hale getbecesi goralmistar [85].
Enzimlerin geny c¢ssitlilikte polietilenimin kullanimi oldukc¢a fazla geada patent
olarak kayit edilmytir.

Ancak, trin ve substrat yuklgia yukli oldygunda, air yukli bilesenlerin
kullanimi problemleri ortaya ¢ikabilir. Bu nedendmzimin 6zellikleri, optimum pH
ve pH stabilitesi d&@sebilir. Bu durum uygulamaya pla olarak problem gibi
gorinmesine @men enzimin daha alkali veya asidik durumlarinasikaptimal

durumlarini dgistirmede yardimci olur.
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1.4.2.1.2 Hidrofobik Adsorpsiyon

Bir diger yaklgimda hidrofobik etkilgimlerin kullanimidir.  Hidrofobik
adsorpsiyon 30 yildan fazla siredir kromatografikengiplerle kullanimi
gerceklgmistir.  Onemli deneysel parametreler olan pH, tuz destrasyonu ve
sicaklhkla oldukca ikkilidir. Etkilesimlerin gilict, protein ve absorbentin
hidrofobisitesine dayanir [87]. Absorbentin hidvoisitesi, hidrofobik ligand
molekilinin boyutuyla ve ¢gyicinin yer dgistirme derecesiyle duzenlenebilif-
amilaz ve amiloglukosidaz’'in hidrofobik adsorpsiyammobilizasyonuna ornek

pekcok ornekleri rapor edilstir [86].

1.4.2.1.2 Afinite Bglanma

Komplementer biyomolekiller arasinda afinitenin n®ibi  enzim
immobilizasyonuyla ifade edilmektedir. Etlglmlerin 6nemli oranda secici
metodun Onemli 6zefiindendir. Ancak, metod pahali afinite ligandiniatrikse

kovalent bglanmasi gereklifiini ortaya ¢ikarmaktadir [88].

1.5 immobilizasyon Metodunun Secimi

Immobilizasyon metodunun g&xili olmasinin derecesi enzim ile reaksiyonun
yuritilecgi kosullarin kararhlgr 6nemlidir [89]. immobilize enzim, bazi kimyasal
tepkimelerde surekli katalizor olarak kulanilgocedan immobilizasyon metodunun
secilmeden o6nce tepkimenin ydriygcertam g6z 6nudne alinmaldir.  Bunun
yaninda enzim aktivite kaybinin en az olacanmobilize yontemininde secilmesi

son derece onemlidir [65].

Farkli immobilizasyon metodlarinin enzim aktivitekisini aminosiklaz

enzimi Uzerinde yapilan ¢cainanin sonucu Cizelge 1.5 de gostertni41].
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Cizelge 1.5immobilize yontemlerine gore aktiviteninglgimi [41]

Enzim Enzim Aktivitesinin
Enzim Taslyicl immobilizasyon devamhlig
Metodu (%)
Aminosiklaz AE-Seliiloz Capraz Bglanma 0.6
CN-Br ile Gluteraldehid
aktiflestirilmi s Kovalent 1.0
Sefadeks Baglanma
DEAE-Seliiloz Iyonik Baglanma 55
Nylon Enkapsilasyon 36
Poliakrilamit Tutunma 53

1.6 Enzim Reaktérinin Secimi

Enzim reaktorinin seciminde enzimin sahip glden yuksek aktivitede
calismasinin yaninda bunun i¢in uygun destek materyafiacimi olduk¢a 6nemlidir
[90]. Donsumlt immobilizasyon proseslerinde reaktérde isteygnebir denge

olusursa en 6nemli problemlerden birisi bu dengeniruboasidir [91].

Pekcok reaktor tipleri diinulmdgtir. Akis yonu yukari olan paket tipi
reaktor, substratin yukariya ilerlgdiasili pargaciklarin oldiu sivi reaktor, basit
karisan reaktor, tip reaktor, membran reaktor \8ekil 1.14). Bunlarin pekgunda
substratin sahip olgu fiziksel 6zellikler 6nemli parametrelerdir. Bebepden
dolayi ideal olarak reaktor icinde paketlenebilezibdestek materyalleri basincinda
etkisiyle yari asili sivi yatak icinde enzimle lapdiklari zaman kimelme
olustururlar. Buda ylizeyde meydana gelen azalmadaaydeinzim aktivitesinin

dismesine neden olur [92-95].
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Sekil 1.14 immobilize enzimler icin reaktérler.(d-c) toplam geri kagtirma
ile paket reaktorleri(a) karistirici tank reaktor(b) sabit akgkan yatak reaktofc)
sivilastiriimis yatak reaktor. (d-f) tam geri kagtirma klemi ile sdrekli cakan

reaktdrler (g-h) aki yoni yukari olan paket tipi reakt6r] [92-95]
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1.7 immobilize Enzimlerin Ozellikleri

Enzim immobilizasyonunun sonucu olarak enzim mdi@kiin termal
stabilitesi ve katalitik aktivitesi gibi bazi 6zileri, cozinebilir gleniklerine goére
degisiklik gosterebilir [96]. Ozelliklerinin modifikasynlarindaki dgisimin nedeni,
ya immobilize enzimin esas aktivitesindekigd@mle veya immobilize enzimle
substrat arasindaki etkgienin farkli olmasindan kaynaklanirimmobilizasyonlarin
katalitik ©zelliklerindeki gozlenen geim proteinlerin ¢ boyutlu yapilarindaki
komformasyonlarindaki dggsimle, enzim ve substrat arasindakiglaammayla ilgili
oldugu disinulmektedir [97].

Genel olarak enzimler immobilize edifiinde, enzimin cajma stabilitesi
arttirthr.  Stabilizasyon kavrami, immobilizasyenzimleri igin son derece 6nemli
etkileyici bir gucttr. Pekcok durumda gozlenilgrecasyonel stabilizasyon, enzimin
baglanma sonucuyla ilgilidir. Ancak, molekller sewifgki dgsru stabilizasyonun
gosterilmesi, proteinlerin immobilizasyonunun muodiint kovalent bglanmasi ile
olabilmektedir [98]. Farkh metodlarin kullanimlei ilgili pekc¢ok bilimadami
tarafindan gosterilen canalarda stabilizasyon ve matrikse enzimin kovalent
baglarla baglanma sayilari ile énemli bir BE&anti oldygu bulunmugtur. Immobilize
enzimlerin kullanimi ile ilgili temel problemlerdebirisi, 6zellikle enzimlerin

makromolekiler substratlariyla gostegidiatalitik aktivitenin kaybidir [99].

Enzimin aktif bdlgesine substratlarin gil@inin sinirlanmasindan dolayi,
substratin sadece yuzeydeki gruplarasmksinin sonucu olarak aktivite sibilir.
Bu sterik sinirlama zamanla makromolekiler suldanddn tlreyen Grinlerin
karakteristik Ozelliklerini dgistirebilir. Bu sterik problemlerden uzaklaak icin
pekcok strateji gedtiriimistir. Bunlardan bazilari; izole makromolekuler zrterin
aglarindan olgmus tastyicilarin secimi, immobilize olacak enzim rezidihén

dikkatli secimi ve hidrofilik ve inert uzanti koliein kullanilmasidir [100].
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1.7 Calsmanin Amaci

Bu calsmanin amaci, detoksifikasyon ve antioksidan aldsiite sahip
paraoksonaz enzimini, enzim immobilizasyslernlerinde yaygin olarak kullanilan

Eupergit C 250 L'ye kovalent immobilizasyonunu gedestirmektir.

Bu yontem, Eupergit C 250 L’'nin hem kimyasal henmdélanilabilirlik
acisindan son derece kararli olmasindan dolayi sérigii uygulanabilir 6zelfie
sahiptir. Eupergit C 250 L kullanilan bitiin realéte uyum sgladigindan, dzel tip
biyoreaktdrlere de ihtiya¢c duymamasi acgisindannerimamobilizsyon glemlerinde

oldukca cazip olmaktadir.

Kullandigimiz bu yodntemin basit olmasi, immobilize enzimicakliga ve
pH'ya kagl kararhliginin artmasi ve Eupergit C 250 L'nin sahip didudzellikler

yontemin uygulanabilirfini arttirmaktadir.

Paraoksonaz’in antioksidan etkisi canli metabolsamson derece olgu
gibi, detoksifikasyon 6zelli hem canli hemde cevre ile ilgili son dere 6nehifi
Ozelliktir.

Immobilizasyon glemi ile kararhlgi arttirlmis paraoksonaz’in canlililarda
eksikliginin bulunmasi durumunda uygun reaktorler hazirdakabu eksikigin
giderilmesine imkan gdanabilir. Bunun yaninda detoksifikasyon 6z8ll6rnegin
atik sularin temizlenmesi, hava ile ilgili toksikzedligi olan bileiklerin
uzaklgtiriimasi gibi cevre ile ilgili ylemlerde yine uygun reaktérler hazirlanarak

toksik 6zellgi bulunan bilgikler ortamdan uzakkdurilabilir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel cajmalarda kullanilan, Sepharose-4B, 1-Naftilamin,irbzin,
standart serum albumin, N,N,N,N’tetrametiletilendia (TEMED), trihidroksimetil
aminometan (Tris-Base), paraoksan, Tris-HCI, Tri¥oti00 Sigma Chemical’'den;
sodyum hidroksit, amonyum silfat, glisin, fosfordsit, asetik asit, etil alkol,
hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfdi;merkaptoetanol, sodyum dodesil sulfat,
akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum pdfatj bromofenol mavisi,
gliserol, Coomassie Brillant Blue G-250, sodyum apbdonat, sodyum fosfat,
potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merk’den, Eupefgit 250 L R6hm GmbH & Co.
KG’den s&lanmstir.

Arastirmada, Sgir serum paraoksonaz enziminin ssgtilalmasi icin kan
numuneleri A&ir Sanayi Bolgesi Kepsut yolu (zerindeki Balikeddelediye
Mezbahasi’'ndan temin edilgtir.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu calsmada gagidaki alet ve cihazlardan yararlaniimn.

Sasutmall santrif(j Sigma 3K15
Sasutmali Ultrasantrifij Hettich EBA 12R
Multi Santrifdj Thermo IEC

(Falkon santriftj)

pH metre Hana pH 211 Microprocessor
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UV-Spektrofotometre
(Plaka okuyuculu)
Manyetik karstirici
Peristaltik pompa
Terazi

Otomatik pipetler
Elektroforez Sistemi

Kromatogafi Kolonu

Vorteks
Laminar Flow
Mikroskop
Gadient Mikser

Buz makinesi
Su Banyosu

Thermo-block

Jel Gorlntuleme Sistemi

Biotek Power Wave XS

Torrey Pines Scientific

Atta SJ1211

Sartorius BL 210S

Hi-Tech ve Finipipette

Hoefer, HSI

Sigma (1 cm cap ve 20 cm
uzunluk)

Fisons Whirli Mixer

Telstar Bio IIA

Nikon TE 2000-S

Atta Magnetik Kagirici  ve
Gadient Tup

Fiocchetti AF 10

Elektro-mag

Eliwell FALC

Gel Doc-H Imaging System

(UVP)

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

X 0.1M NaHCQ tamponu (pH 10.0)8,401g (0.1 mol) NaHC£€950
mL distile suda ¢ozilerek, 1N NaOH ile pH’sI 10,@&tirildi ve son hacim 1

L’'ye tamamlandi.

X 0.2 M NaHCQ tamponu (pH 8.8)8,401 g (0.1 mol) NaHC£450
mL distile suda ¢ozulerek, 1IN NaOH ile pH'1I 8,8etigildi ve son hacim

distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.



o 0.01 M NaHPO, tamponu (pH 6.0)1,42 g (0,01 mol) N&PQ, 950
mL distile suda ¢ozulerek, 1IN NaOH ile pH’sI 6.@atirildi ve son hacim

distile su ile 1L'ye tamamlandi.

<> Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon: 1M
(NH4)2SQ, iceren, 0.1 M NgHPO, tamponu (pH 8.0);14,2g (0.1 mol)
NaoHPO, ve 132,14 g (1 mol) NHSO) 950 mL distile suda c¢otzilerek, 1N
HCl ile pH’sI 8,0’e getirildi ve son hacim distigal ile 1L'ye tamamlandi.

X Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin elisyonu igin
kullanilan cozelti: 1M NHy(SO) iceren, 0.1 M NgHPO, tamponu (pH 8,0)
ve 0.1 M NaHPO, tamponu (pH 8,0) ile gadient mikser kullanilarakz t
gadienti olyturuldu; 14,2g (0.1 mol) N&HPO, ve 132,14 g (1 mol)
NH4(SO), 950 mL distile suda ¢ozilerek, 1N HCI ile pH’s0'&. getirildi ve

son hacim distile su ile 1 L'ye tamamlandi. 14,20dL mol) NaHPO, 950

mL distile suda c¢oOzilerek, 1 N HCI ile pH’'sI 8,04etirildi ve son hacim
distile su ile 1 L'ye tamamlandi.

X Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan c¢o6zelti: 100 mg
Coomassie brillant blue G-250, 50 mL etanol de (@iziBu c¢ozeltiye 100
mL %95’lik fosforik asit ilave edildi. COzeltininom hacmi distile su ile
1L'ye tamamlandi.

X Amonyum silfat ¢oktirmesi sonucunda olgan cokelgin alindigi
tampon: 0,1 M Tris-Baz tamponu (pH 8,0);.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95
mL distile suda ¢oOztlerek, 1N HCl ile pH'1 8,0’atigigdi ve son hacim distile

su ile 100 mL’ye tamamlandi.
X Substrat ¢ozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltist0,8 pl paraokson, 1

mL asetonda iyice ¢Ozuldukten sonra Uzerine 1 nidabaktivite tamponu
eklendi ve iyice kastirildiktan sonra kullanildi.
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<> Paraoksonaz aktivite Olciminde kullanilan bazal akvite
tamponu: 2 mM CaCl} iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 8285 g (25mmol)
Tris, 200 mL distile suda ¢ozildi. 1 N HCl ile pi8,0’e getirildi. 0,0555 g

(0,5 mmol) CaCl katilarak son hacim 250 mL’ye tamamlandi.

<> Tripsin/EDTA c¢ozeltisi (TE); %0,05 tripsin/ %0,02 EDTA (w/v) ve
Ca'?, Mg*? iceren hazir ¢ozeltieklinde alinmgtir.

Immobilizasyonislemi icin kullanilan tamponlar

X 0.1 M NaHPQO, tamponu (pH 8.0)14,2 g (0,1 mol) N&HPO, 950
mL distile suda ¢ozulerek, 1IN NaOH ile pH’'sI 8.@atirildi ve son hacim

distile su ile 1L'ye tamamlandi.

X 1 M NaCl c¢o0zeltisi;5,844 g (0,1 mol) NaCl 100 mL distile suda

¢6zundd.

X SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
B-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01¢g
Distile su 0,5 mL
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X SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 30
Glisin 14,4 g
SDS- 109

X/

X SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve ygma jellerinin
hazirlanisi; SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel kamlarinin
hazirlangl ve kullanilan miktarlari Cizelge 2.1'de verilmekir.

X/

X SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme @zeltisi;
0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL mdtmao;ozuldi. Bu
cOzeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distilalave edildi.

X/

X SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma c¢o4@si;
Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5distile su icermektedir.

Bu amagcla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 8T5saf su ile kastirildi.
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Cizelge 2.1 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel kamlarinin

miktarlari.
Ayirma Jeli Yigma Jeli
%10 %3

Akril amid/Bis
Akril amid 159
Bis 0,49 16,65 2,6 mL
Alinarak son hacim distile su ile
50 mL'ye tamamlanir.
Distile su 20,1 mL 12,2 mL
1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82 g alinarak pH 8|8
oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilaye 12,5 mL _
edilerek son hacim distile su ile 50
mL'ye tamamlanir.
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94 g alinarak pH 6|8
oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilaye _ 5mL
edilerek son hacim distile su ile 50
mL'ye tamamlanir.
% 10 'luk SDS
SDS 1g alinarak son hacim distile
su ile 10 mL'ye tamamlanir. 0.5uL 200uL
TEMED 25 uL 20 L
%10'luk amonyum persilfat
Amonyum persulfat 1g alinarak

750 L 400 pL

son hacim distile su ile 10 mL'y

tamamlanir.

e

37




2.2. YONTEMLER

2.2.1 Kan serumunun ayrilmasi

Taze alinmy 1L kan numunesi, 2 saat boyunca piktriaya birakildi. Daha
sonra pihtilgmayan kisim alinip 5000 rpm’de, *@de ve 15 dakika santrifij
edilerek serumlarinin ayrilmasigs@anmstir. Ayrilan serum aktivite 6lctimine kadar

—2@C’de bekletilmitir. Daha sonra enzim kay@eolarak kullaniimgtir.

2.2.2 Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometolarak tayin edildi.
Aktivite Olcumu igin 0,05 mL enzim c¢ozeltisi (seryinalinip daha Onceden
hazirlanmg olan 1mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + sudust2 mM
paraoxon) + koenzim (2 mM Caflctzeltisine cabuk bigekilde eklendikte sonra
412 nm'de 1 dakikadaki 37C'de absorbansta meydana gelegsiigee okundu. Bu
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzimvaksi olarak belirlendi. 1 Unite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenatioi’éi olarak tayin edildi.

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum silfat c¢oktirmesi sirasinda elde edilezeltiberdeki protein
miktar tayinleri bu yodntemle belirlendi. Bu yOnterfosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaklk#f kompleks olgturmasi, olgan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gosteresssina dayanir [101]. Bu
yontemin dger protein tayini yontemlerinden U0stin tarafl, céksa sirede
uygulanmasi, bozucu faktérlerin az olmasi, proteaya kompleksinin ¢ozeltilerde
uzun sure kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1yp@rasindadir.
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Protein tayini ylemindesu yol izlendi: 1 mL’'sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart Qur albimin ¢ozeltisinden tuplere 0, 10, 20, 30, 80, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100mM Tris-HCI tamponu (pH:8,00) ile tumiplerin hacimleri
0.1mL’ye tamamlandi. 5mL Coomassie brillant blu%® reaktifi her bir tlipe ilave
edildi. Tuapler vorteks ile kagtirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kivetlerde kore kar absorbans derleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 200 mM
Tris-HCI (pH:8,00) tamponu olan 1. tip kullanilddkunan absorbans glerlerine
karsilik gelenug protein dgerleri ile standart grafik hazirlandj€kil 3.1).

Hazirlanacak enzim c¢o6zeltilerinden 0,1’er mL 2idype alinarak Gzerlerine
5’'er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. VorteksKaristirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’'de absorbanslari 6lguldiki 6lcimin ortalama absorbansinaskiak gelen

protein miktari standart gafik yardimiyla hesapland

2.2.4 immobilizasyon Uriinlerinin Aktivitesi

Immobilizasyon verimi, enzim ve aktivite ciftlerinintrunleriyle
degerlendirilir. Enzim bglanma drtintnen,(%) ve aktivite bglanma Grininae (%)

asagidaki gibi hesaplandi:

Nenz = £ x 100
Po

. % X 100

P, olarak ifade edilen immobilize enzimin miktarig Blarak ifade edilen

serbest enzimin miktaridir. SAnmobilize enzimin spesifik aktivitesi ve $MAlarak
ifade edilen serbest enzimin spesifik aktivitesidir
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2.2.5 Enzimin saflatiriimasi
2.2.5.1 Amonyum Silfat Coktirmesi
Amonyum sdulfat, belirli doygunluk derecelerine gdbelirli proteinlerin

cokelmesini sglayan 2 dgerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kalhilacak

uygun amonyum silfat konsantrasyogagada verilen formulle tespit edildi:

o(NH,).5Q, = 177xV{S, - S)
e 354-S,

V : Serum hacmi
Si: 1'in kesriseklinde mevcut amonyum silfat doyguglu
S, 1 L'in kesriseklinde istenilen amonyum stilfat doyguglu

Paraoksonaz enzimini saftamak icin % 60-80 amonyum silfat doyguglu
araliklarinda ¢oktirme yapildi. Her bir araliktdeskedilen ¢okelti en ufak hacimdeki
tamponda ¢ozilerek aktivitesi ve protein miktaspieedildi.

2.2.5.2 Hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile enzimin saflatiriimasi
2.2.5.2.1 Sepharose 4B’nin aktifigiriimesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanaddkante edildi. &t
hacimde distile su ile birdgrildi. Karistirlmakta olan jel sispansiyonuna 4 g
CNBr’'in hepsi birden katildi. pH metre kullanilaraéspansiyonun pH’si 4 M NaOH
ile hemen 11’e cikarildi ve reaksiyon bu pH'da nfaha edildi. Reaksiyona pH
degsismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok mddabuz sispansiyona
katildi ve kargim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 230sosutulmus 0,1
M Na;HCO; tamponu (pH 10,00) ile yikands€kil 2.1).
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H

OCH
+ CHBr — = Q
OH
O

Sepharose-4B Aldiflegmig matriles

Sekil 2.1 Sepharose 4B’nin aktifj@riimesi

2.2.5.2.2 L-tirozinin Bgglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks tGzerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin iceren
0,1 M NaHCQ tamponunun (pH 10,00) gok cozeltisi ilave edilerek 90 dk
karstirlldi. Bundan sonra slspansiyon 16 sa8C'de bekletildi. Bu sirenin
bitiminde yilkama suyu 280 nm’de absorbans vermeyiaedkadar bol su ile yikandi.
Bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzakiamis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCQ tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle mog#f sepharose-4B
ayni tamponun 40 mL’si icine alindy€kil 2.2).
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COOH

|
H, —tf—CHg OH

H
L-tirozin 1|~|I
QCH _(f C|:OCIH
NH—CH—CH;@OH
HCO
Abctiflesmig Matriks sepharose-4B-L-Trozn

Sekil 2.2 L-Tirozinin Baglanmasi

2.2.5.2.3 1-Naftilamin Bilgiginin Baglanmasi

25 mg 1-naftilamin 6C civarinda 10 mL 1M HClI igerisinde ¢6zildi. 75 mg
NaNQ;, ihtiva eden 0°C’'deki 5 mL c¢ozelti, 1-naftilamin ¢ozeltisine damtamla
katildi. (1-Naftilamin ¢ozeltisi hazirlanirken etdnlave edilerek i1sitildi) 10 dakika
reaksiyondan sonra diazolangmibulunan 1-Naftilamin, 40 mL Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a ¢ilaak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicaklginda kargtirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 n@lLl NgHP O,
(pH: 6,0) tamponu ile yikandi ve ayni tamponda nfadeaedildi Sekil 2.3).
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|
—C COOH

|
NI—I—CllH—CHg OH

Sepharose-4B-L-Tirozn

HEHNCT

Diazolatmug 1-naftilamin

-
|
—L’lj Cl:DDH
NH—CH—CHE@OH
N=N

Sepharose-dB- L-Tirozin- 1 -naftilamin

Sekil 2.3 1-Naftilamin bilgiginin baglanmasi

2.2.5.3 Sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel eletroforezi (SDS-PAGE)

ile enzim saflginin kontrold

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etilm  kromatogafisi ile
saflgtirilmasindan sonra iki farkl akrilamid konsangrasunda; ygma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacakekilde kesikli sodyum dodesil silfat jel elektradar (SDS-
PAGE) Laemli tarafindan belirtilen yontemle yapallarenzimin saflik derecesi
kontrol edildi.
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Bu amagla elektroforez cam plakalari once su, ssaetil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastikkaodusturucusu yerlgirilerek iki
cam plaka birbiri Gzerine konuldu ve elektroforezidbkme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1'de belirtildii sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasinaeis2-3
cm kalana kadar enjektorle dokuldu. Jel icerisiideva kabar@ kalmamasina
dikkat edildi. Jel yutzeyinin dizgin olmasi igin aténol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (lepést ylzeydeki n-bitanol
dokuldu. Daha sonra cam plakalarin arasina tamaloleincaya kadar polimegis
ayirma jelinin Gzerine gma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yukleme j@hnizerine
tarak dikkatlice yerlgirilerek jelin polimerlemesi beklendi (30 dakika). Yukleme
jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmansasdikkat
edilerek cikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sorieamk tamponuyla yikandi.
Polimerize jellerin bulundiu kaset elektroforez tankina ystieldi. Elektroforez

tankinin alt ve Ust kismina yuritme tamponu konuldu

Hidrofobik etkilgsim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiycotdar
yuksek aktivite gosterenler bigkrildi. Elde edilen ¢6zelti toplam hacim 104
olacaksekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla arldi. p-galaktosidaz (118.0
kDa), sgir serum albumin (79.0 kDa), yumurta albumini (4kDa), karbonik
anhidraz (33.0 kDa)p-laktoglobulin (25.0 kDa) ve Lizozim (19.5 kDa) rea
standart protein c¢ozeltisi 1:1 oraninda numune tarapla kargtinldi. Jele
yiklenecek numuneler 3 dakika 16Q'de termoblok da bekletildi. Numuneler
sogutularak kuyucuklara yuklendi. Elektroforez glc kasina balanarak 80 volt'a
ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelgmeyarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant ayirma jeline gti@nda voltaj 150 volt'a yukseltildi.
Yuratme glemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadavate edildi. Daha sonra
akim kesilerek yuritme durduruldu. Cam plakalaser@aki jel dikkatlice cikarildi
yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlangeren ayirma jeli renklendirme
cOzeltisi icine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calalatzerine birakildi. Daha sonra
jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak renkesizrme ¢ozeltisine kondu. Belirli
arahklarla dgistirmek suretiyle jelin zemin rengi acilip proteinarilari
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belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti iginde galkalandi. Jel sezikstirme ¢dzeltisinden
cikarildiktan sonra jel goruntileme sistemi (UMIB)goruntt bilgisayara aktarildi.

2.2.6 Saflatirilan enzimin immobilizasyonu

Enzimlerin Eupergit polimerindeki oksiran grupldaybaglanmasindaki
geleneksel enzim immobilizasyon metodu kullanilddodifiye edilmems 500 mg
Eupergit 15 cthNa,HPO, pH=8 tamponuyla +4 °C'de 48 saat inkiibasyona Behaki
Suzintide bulunan ve Eupergit'e kovalent olaragldranamg enzimin ayriimasi
icin cam filtre kullanilarak stzuldd. SouzilentikasNaHPO, tamponu ve 1M NacCl
ile yikandi. (3x20 ml)

2.2.7 Immobilize Enzim Aktivitesinin Sicakliga Bagli Olarak Zamanla

Degisimi

Serbest paraoksonaz enziminin 38 °C’de en yuksékitekdezerine sahip
oldugu bildirilmistir.  Bunun yaninda paraoksonaz’in 45 °C’de dematidizu
belirtilmistir.  iImmobilize edilm§ enzimle serbest enzimin aktivite gigminin
belirlenmesi icin 25, 45, 65 °C sicakliklardakiakiekliklarda aktivitesinin 30 dakika

arayla enzim aktivite dlgimu incelendi.

2.2.8 immobilize Enzim Aktivitesinin pH’ya Bagl Olarak Degisimi
Serbest paraoksonaz enzimi ile immobilize edilmmnzimin farkh pH’lar

( pH= 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 2 mM Ca@eren 100 mM tris-HCI tamponu)

arasindaki enzim aktivite ggimi ol¢uldi.
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2.2.9 Optimumsartlarda K y ve Vyax degerlerinin bulunmasi

Hem serbest enzimin hemde immobilize edilm@nzimin Ky ve Vmax
degerlerini tespit etmek amaciyla optimugartlarda paraokson substratinin yedi
farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi 6lcimpiig.

1/V ve 1/[S] dgerleri bulunarak Lineweaver-Burk ggifficizildi. Ky ve Viax

degerleri gafgin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.
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3. BULGULAR

3.1 Kantitatif Protein Tayini igin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kamildi. Standart grafik
bolim 2.2.3'de agiklang gibi hazirlandi. Saflirma basamaklari sonundaki elde
edilen enzim c¢Ozeltisinin ve immobilize enzimin o miktarlari bu standart
grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltideky proteine kanlik gelen absorbans
degerleri Sekil 3.1'de gosterilmtir.

0,12
0,1
E 008 o
L
!
— e
~ 0,06
E
% 0,04
A0
=
0,02

H 20 40 G0 a0 100 120

ug protein

Sekil 3.1 Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edi#sinde kullanilan

standart grafik
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3.2 Enzimin Saflgtiriimasi

3.2.1 Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile enzimin saflastiriimasi

Bolim 2.2.3.3.1'de belirtildi sekilde hazirlanan hidrofobik etkien kolonu
once 1M (NH).SOq iceren 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile dengeletalonun
dengelemeslemi bittikten sonra, jel Gzerindeki tampon ¢cozeljel seviyesine kadar
indirildi. Amonyum sulfat ¢oktiirmesi sonucu eldeled serum enzim c¢ézeltisi 1 M
amonyum sulfat doygunguna getirildikten sonra kolona tatbik edildi. Kobod M
(NH4).SO, iceren 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ve 0,1 M THEI pH:8,0
tamponu ile olsturulan yuksek tuz konsantrasyonundagidtiuz konsantrasyonuna
dogru tuz gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama eléisyon c¢ozeltisi 1,5 mL
halinde tuplere toplandi. Yikama ve ellisygtemi 280 nm’deki absorbans sifir
oluncaya kadar devam edildi. 0,1 M Tris-HCIl pH:8t@mponu kor olarak
kullanilarak her bir tipte 280 nm’'de kalitatif peot tayini ve 412 nm’de aktivite
tayini yapildi. Elde edilen gerlerin tip numarasina karmaktivite ve protein miktari
grafigi cizildi (Sekil 3.2). Hidrofobik etkilgim kromatografisi sonunda enzim
aktivitesine rastlanan tupler bigteildi. Kolona tatbik edilen numune ve biglérilen
eluat c¢ozeltileri icin Bradford metoduyla kantifaprotein ve aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saftama oranlari tespit edildi. Sonuclar cizelge
3.1'de verildi.
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Sekil 3.2 Hidrofobik etkilgsim kolonundan paraoksonaz enziminin elisyon grgkiolondaki jel yuksekii 5 cm ve ¢ap 1 cm)
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Cizelge 3.1Saflatirma tablosu

Haci . Toplam Protein Toplam Spesifik
Aktivite o ) ) o ) Saflastirma
Basamak m Aktivite Miktari Protein Aktivite % Verim '
(U/ml) Derecesi
(ml) (U/ml) (mg/ml) (mg) (U/mg)
Serum 45 28.25 1271.25 287.15 12921.75 0.098 100 -
Amonyum
Sulfat
_ 53 20.88 1106.64 152.24 9134.4 0.137 87.05 1.39
Coktirmesi
Hidrofobik
Etkile sim 12 82.28 987.36 1,780 21.36 46.22 77,67 337.37
Kromatografisi
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3.3 Serum Paraoksonaz Enziminin SDS Poliakrilamidel Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saftdirilan paraoksonaz enziminin sgfhi
kontrol etmek amaciyla bolim 2.2.3.4'de anlagidsekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine serumdan sgiflalan paraoksonaz enzim numunesi
tatbik edildi. Protein bantlari iceren jellerinrgatileri jel gortntileme sistemi ile
bilgisayara aktarildiSekil 3.3).

1 2
66.7<— b

-
45 <=8 ' WS —— > Spir Paraoksonaz Enzimi

5 1=

255 e

184« — W
144 <—+ "

Sekil 3.3 Hidrofobik etkilsim kromatografisi ile safidirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Mol&k agirlik standartlari; $ir
serum albumin (66.7kDa), yumurta albumini (45.0 kDaktat dehidrogenaz (35.0
kDa), Reasgup98I (25.0kDa)p-laktoglubin (18.4 kDa), lizozim (14.4kDa)
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3.4 Serbest Enzimin Ky ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Serbest enzimin K ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum
sartlarda paraokson substratiningiden konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6lcim (¢ defa yapilarak mdn dgerlerin ortalamasi alindi.
412 nm’'de Olcllen aktivite gierleri reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alind/V
ve 1/[S] dgerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri cizil@§ekil 3.4). Grafikten
yararlanarak kg deseri 6.261 mM ve Wax degeri 169.65 U/mldakika olarak bulundu.

y=132,39x + 58,945
350 -

300 -

1V (104

T L A= T T T T 1

-1 -0,5 0 05 1 1,5 2 11[S] (M}j5

Sekil 3.4 Saflgtirilmis sigir serum paraoksonaz enziminin paraokson subskeati

elde edilen Lineweaver-Burk grafi
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Cizelge 3.2Sigir serum paraoksonaz enziminin paraokson subg&ubanilarak, K, ve Vimax degerlerinin

tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, akte; 1/V ve 1/[S].

100mM Enzim Substrat  Kulvetteki  Kuvetteki
Tris Cozeltisinin  ¢ozeltisinin - toplam Substrat AOD Aktivite 4
_ _ _ 1/Vx10 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi hacim Kons [S] (412 nm)  (U/ml dak)
(nl) (nl) (nl) (nl) (mM)

925 25 0.5 0.026 32.26 310 2
900 50 1 0.037 45.438 220 1
875 75 1.5 0.052 63.859 157 0.66
850 100 100 1050 2 0.063 78.12 128 0.5
825 100 125 1050 2.5 0.082 100.700 99 0.4
800 150 3 0.087 106.840 93 0.33
750 200 4 0.093 114.209 88 0.25
925 25 0.5 0.026 32.26 310 2
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3.5 immobilize Enzimin Ky ve Vimax Degerlerinin Bulunmasi

Immobilize enzimin I ve Vimaxdegerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum
sartlarda paraokson substratiningiden konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6lcim (¢ defa yapilarak mdn dgerlerin ortalamasi alindi.
412 nm’'de Olcllen aktivite gierleri reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alind/V
ve 1/[S] dgerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri cizil@§ekil 3.5). Grafikten
yararlanarak g deseri 2.479 mM ve Wax degeri 149.44 U/mldakika olarak bulundu.

400 - y = 146,32x + 59,015

350

1V (104

300
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Sekil 3.5 immobilize edilm§ sigir serum paraoksonaz enziminin paraokson substrati

ile elde edilen Lineweaver-Burk grafi
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Cizelge 3.3immobilize edilm§ serum paraoksonaz enziminin paraokson substridnkiarak, Ky ve Viax degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, akte; 1/V ve 1/[S].

100mM Enzim Substrat  Kulvetteki  Kuvetteki
Tris Cozeltisinin  ¢ozeltisinin - toplam Substrat AOD Aktivite 4
_ _ _ 1/Vx10 1/[S]
tamponu Hacmi hacmi hacim Kons [S] (412 nm)  (U/ml dak)
(nl) (nl) (nl) (nl) (mM)
925 25 0.5 0.024 29.473 339 2
900 50 1 0.037 45.438 220 1
875 75 1.5 0.044 54.034 185 0.66
850 100 100 1050 2 0.057 69.999 143 0.5
825 100 125 1050 2.5 0.079 97.015 103 0.4
800 150 3 0.091 111.752 89 0.33
750 200 4 0.092 112.981 88 0.25

925 25 0.5 0.024 29.473 339 2
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3.6 Immobilizasyon Uriinlerinin Aktivitesi

Enzim immobilizasyonunun verimin belirlemek amaaiylhidrofobik
etkilesim kolonundan saftdirilan saf paraoksonaz enziminin ve immobilizeiemz
Bradford yontemiyle protein miktarlar ve spesiéktiviteleri bolim 2.2.4. de ifade

edilen hesaplama yontemiyle hesaplanwel gagidaki sonuclar elde edilmtir.

Cizelge 3.4 Eupergit C 250L tayicisi Uzerine immobilize edilmi serum

paraoksonaz enziminin ganma etkisi

Enzim
] Enzim Paraoksonaz  Spesifik Baglanma
Immobilizasvon Baglanmasi .
Baglanma Aktivitesi Aktivite Uriiniiniin
Tastvicisi (mg g
Yiizdesi gl (TU mg!) Aktivite yiizdesi
tasiyicl)
Eupergit® C250L 7.46 74.6 58.9 0.78 56.1

3.7 Aktivitenin Sicaklikla Degisimi
Sicaklikla saf enzimin ve immobilize enzimin zanaadisimini belirlemek

amaciyla bolum 2.2.7 de anlatgdigibi uygulanmg ve gagidaki sonuclar elde

edilmigtir.
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Sekil 3.6 25 °C’de immobilize ve saf enzim icin % rezidaktivite- zaman grai
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Sekil 3.7 45 °C’de immobilize ve saf enzim icin % rezidaktivite- zaman grai
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== SERBEST ENZIM
—e—i{MMOBILIZE ENZIM

Rezidual Aktivite (%)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Zaman (saat)

Sekil 3.8 65 °C’de immobilize ve saf enzim icin % rezidaktivite- zaman grai

3.8 Aktivitenin pH ile Degisimi

pH’In saf enzimin ve immobilize enzime etkisini ibkeimek amaciyla bolum

2.2.8 de anlatilgh gibi uygulanmg ve gagidaki sonuclar elde edilstir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calsmada, hem antioksidan hemde detoksifikasyon a&sivie sahip
olmasindan dolayl metabolizmada o6nemli fizyolagileve sahip olmasinin yaninda
Ozellikle detoksifikasyon aktivitesine sahip olmatan dolayr cevresel
Ozelliklerininde olabilecg dusiinilen paraoksonaz enziminin immobilizasyonu igin,
hidrofobik etkilgsim kromatografisi ile enzimin safiariimasi icin jel sentezlendi.
Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal yapesahip bu jel kullanilarakgr
serumu saflgirildi ve daha sonra hem kimyasal hemde kullafithk acisindan
son derece kararli olmasindan dolayl endustriyeulaygbilir 6zellge sahip olan

Eupergif C 250 L ile immobilizasyorsiemi gerceklgtirildi.

Paraoksonaz’'in hidrofobik 6zedli bu tekngin secilmesinde en d6nemli
etmenlerden birisi olmgiur.  Paraoksonaz'da bulunan, N terminal bdlgesinde
bulunan H1 ve H2 heliks yapisida olan hidrofobikpjea ile HDL'ye
baglanmaktadir [102]. N-terminal bdlgesini I6sin, flemlanin, prolin, isoldsin,
tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ik eden 7-18 residiler arasi H1
hidrofobik ucu, 185-202 residuler arasi da H2 Hhioloik ucu olgturmaktadir.
Ayrica paraoksonaz’in hidrofobik ytzeyi ile HDL arada triptofan, tirozin ve lizin
aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hiditobiblge bulunmaktadir [103].

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, astk (¢ basamakta
sentezlenngtir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, Ch\Baktiflestirildi
ve buna uzanti kolu olarak L-tirozin @andiktan sonra, diazolangni-naftilamin
bilesigi katilldi. Sepharose-4B’nin matriks olarak sectme balica sebebi cok iyi
akis 6zelligine sahip olmasi ve ayrica serbest —OH gruplardifandan, CNBr ile
cok kisa bir sire icerisinde aktifteilebilmesidir. Calgmamizda CNBr ile
aktiflestirme islemi yalnizca 10 dakikada gerceftieélmektedir. Boylece jelin

fiziksel yapisindaki deformasyon sakincalari ortakialdiriims oldu.
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Bu kromatografinin temel prensibi, yuksek tuz karisasyonunda
saflagtirilacak biyomolekulde bulunan hidrofobik yizeg épolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilemedir. Bu etkilgmenin gerekcesi artan entropi ile aciklanmaktadir.
Bu teknikte ligand ve matriks yapisinin son derésemli oldgu rapor edilmgtir.
Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik ilb 6neme sahiptir.  Ddilk
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullangdizaman ayrilacak molekullerin
kolanda etkilgimini saglayabilmek icin yuksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunlulygu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralariiddrofobik etkileim
riski daha fazladir. Yuksek hidrofobik karakteedip ligand tercih edilgg durumda
ise saflatirlacak molekdl ile ligand arasindaki etkile artacg icin elisyon

sirasinda problemler ortaya cikabilir [104].

Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik etkilen kromatografi jellerinde
hidrofobik ug¢ olarak diz zincirli alkil ligandlane aril ligandlari gibi molekuller
kullaniimaktadir [105]. Bunlardan isopropil, butdktil ve fenil bileikleri en ¢ok
tercih edilen ligandlardir. En populer hidrofolekkilesim jelinin fenil-sepharose
oldugu literatiirde gorulmektedir [106]. Duz zincirlikdl ligandlari saf hidrofobik
karakter goOsterirlerken, aril ligandlarinda hem rbidbik hem de aromatik
etkilesimler gozlenir. Bu amagcla ¢atnamizda ligand olarak 1-naftilamin bjigi
kullaniimistir. Paraoksonaz enziminin H1 ve H2 bdlgelerineeilfalanin, tirozin,
triptofan gibi aromatik rezidilerin bulunmasi tamafzdan secilen ligandin ve
immobilizasyon igin kullanilan L-tirozinin s6z kosu bdlgelerle hem hidrofobik
hem de aromatik etki$gn yapac@l goz oOnune alinarak, oldukgca uygun ke

oldugu kanaatindeyiz.

Hidrofobik etkilesim  kromatografisinde kullanilan  tuzun tipi ve
konsantrasyonu da olduk¢a 6nemlidir. Bu kromatidgayaygin olarak kullanilan
tuzlar NaSQ, K,SO; (NH4).SO, NaCl, NH,Cl, NaBr, NaSCN olmasina gaen

amonyum sulfat en cok tercih edilendir.
Arastirmamizda paraoksonaz enzimingisi serumundan saffarmak igin

hidrofobik etkilsim kromataografisi uygulanmadan ©6nce bu kromatograf

prosediriine uygun on saflama yontemi olarak amonyum stlfat ¢oktirmesi

62



yapilmstir. Literatirde paraoksonaz enziminin en uygumomayam silfat ¢oktirme
araligl %60-80 olarak rapor edilstir.

Bu yontemle gir serumundan paraoksonaz enzimi 337 kat gaflanistir.
Literatiirde stir serumundan safiarilma rapor edilmengtir. Ancak si¢an ve tgan
karacger ve serumundan saftallmistir [105,106]. Enzimin serumdan ve
karacgerden saflgtirma basamaklarinda kismen farklilik bulunmaktaderumdan
HDL'ye bagl olan paraoksonaz’in izolasyonunda, Cibacron BIG& ve daha sonra
degsisik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B, DEAE-seljl&ephadex G-75,
DEAE Trisakril M gibi kromatografi yontemleri kultalmistir [107-109].

Arastirmamizda safidirilan enzim icin SDS-PAGE uygulangtir. Molekdl
agirh gl yaklssik 45 kDa olarak tahmin edilen paraoksonaz enzekillant olarak
SDS-PAGE jelinde gozlenstir. Bu deser literattirle uygunluk goéstermektedir.
paraoksonaz’'in  minimum molekuilg@igint Gan ve arkadéari 43kDa olarak
belirlemiglerdir [109]. CuUnku enzimin yapisinda, toplam nkdlleagirliginin %15.8’i
kadar karbohidrat molekult bulunmaktadir. Molelagirhg tasidigi karbohidrat
zincirinin varlgina b&l olarak degismektedir [110]. icerdigi bu karbohidrat zinciri
enzimin hidrolizleme reaksiyonu icgin gerekli gldir. S6z konusu molekilin
paraoksonaz’in ¢ozunugini ve kararligini arttirmada ve zar yapisinagteanmada
gorevi oldigu disiintlmektedir [111]. Paraoksonaz’'in molek@iragl tirden tire
degsismemekte ve insan, tgan, sican ve koyunun paraoksonaz enziminin molekul

agirh g hemen hemen benzerlik géstermektedir [109].

Eupergit destge immobilizasyonunda Hernaiz ve Crout [115] ile €& ve
ark. [116] tarafindan belirlenen ve bircok gnanaci tarafindan da kullanilan
standart yontem kullanilgtir. Bu ydnteme gore saffarilan enzimin Eupergit
tastyicisina bglanmasi alkali ve nétral ortamda gercgkiektedir.  Eupergit

tastyicisina herhangi bir modifikasyon uygulanmamaktad
Calsmamizda tayici materyal olarak Euper§itC 250 L kullanilmgtir.

Enzimlerin Eupergite immobilizasyonu hem laboratuassullarinda hem de

endistriyel uygulamalarda kolay ve hizlidir. Oeédpman ve kimyasal madde
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gerektirmemektedir. Standart yénteme gore tampeya\suda ¢ozulnglienzim ile
Eupergit boncuklar etkilgirilir ve oda sicakignda veya +4°C'de 12-72 saat
bekletilir [116]. Eupergit, ucuz ve toksik etkigdrilmedginden dolay! yiyecek ve
ilac sanayisinde kullanilan enzimlerin kovalent iobilizasyonunu s#ayan ve
bayuk ilgi goren bir destek materyalidir. 1000 eiddaha gerisubstrat ve reaktor
tanklarinda 650 kullanimdan sonra dahi Eupergied¢dderinde dnemli bir anma

gozlenmemektedir [117].

Literatirde Eupergit tayiciyla ilgili pekcok calgma deisik enzimlere
uygulanmgtir ancak giir serum paraoksonaz enziminin hidrofobik etite
kromatografisi kullanilarak safiarilip immobilize edilmesi bulunmamaktadir. Bu
nedenle yap#imiz bu cakma paraoksonaz enzim immobilizasyonu gaasi
yapacaklar i¢in orjinal olmasi agisindan son de@oemlidir. Yapilan ¢ajmalar
sonucunda enzimin ¢gyiciya baglanma yuzdesi % 74.6 olarak bulungnbunun
yaninda bglanma Urinunin aktiviteside % 56.1 olarak bulugtonu Eupergit
tastyicisi  kullanilarak elde k#anma yizdesi pekcok enzim icin farkhlik
gostermektedir. B#anma ylzdesinin 6nemli oranda olmasi Eupergit © 25
tastyicisinin  gOzenekli yapiya sahip olmasindan dolagyk sayida enzim
molekullerini b&layabilme 0zellgi, enzimin hidrofobik 6zelfinin bulunmasi ve de
Eupergit C 250 L tayicisininda hidrofobik 6zefle sahip olmasinda énemli etkiye
sahiptir.

Literatiirde paraoksonaz'in immobilizasyonu ile lilgitasiyiciya bali
immobilizasyon c¢admasi bulunmamaktadir. g recineler kullanilarak
paraoksonaz’'in adsorbtif immobilizasyogiemi denemesi yapilrgtir [114]. Bu
calismalarda en 6nemli problem enzimin karagitin sglanamamasidir.Enzimin
aktivitesinin ve kararliginin saflgtirildigi kaynak ve immobilize edildi deste&in
turiine ve kullanilan immobilizasyon metoduna gémklfliklar gorilmesi beklenilen bir
durumdur [118]. Bunun yaninda sicaklik ve pH araliklarindakgigen ve aktivite
degeri kovalent immobilizasyondaki gibi kararl gielir. Calismamizda immobilize
paraoksonaz’'in kararlginin farkli sicaklik ve pH dgerlerinde serbest
paraoksonaz’'a oranla daha kararli @aou gostermektedir. Buda yapmiz

calismanin 6nemini ayrica gostermektedir.
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Literatiirde paraoksonaz serbest paraoksonaz ergmmoptimum pH degeri
8, denatirasyon sicagii 45 derece olarak bildirilrgiir [10]. Saflgtirma slemi
sonucunda Eupergit ggicisina yapgiimiz immobilizasyon slemi ile ilgili
calismamizda serbest enzim ile immobilize enzimin optmypH deerinin yine 8
oldugu bulunmyg ancak 45 derece ve Uzerinde immobilize enzimibestrenzime
gore daha kararli olgu bulunmytur. Bu sonuclarda immobilize enzimin 6zellikle

reaktdrler icin uygun olabilegedistiincemizi pekjtirmektedir.

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapili jel kailarak saflgtirilan sgir
serum paraoksonaz enziminin serbest ve immobitizalarinin kinetik sabitleri (g
ve Vmax) optimum pH ve sicaklikta [112] paraoksoabsirati kullanilarak
belirlenmstir. Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen,K/e Vmax dgerleri
sirasiyla serbest enzim igin 6,26mM ve 169.65 Uéakldmmobilize enzim igin ise
2.47mM ve 149.44 U/mldak olarak bulungtwr. Literatlrde farkli kaynaklardan
elde edilen paraoksonaz’in paraokson substrati fagikli Ky ve Vmax dgerleri
rapor edilmgtir. Sicanlarda K deseri 1,690 mM ve 7,5mM arasindagigmektedir
[113]. Eupergitin hidrofobik yapida olmasi ayrignzimin aktif bolgesinde
fonksiyonel gruplarin hidrofobik yapida olmasinddolayr eupergit matriksinin
enzimle etkilemesinden sonra kinetik parametreleringrdési aktif bdlgedeki
gruplarla matriksin etkilgnis olabilecgi yorumunun yapiimasina neden olmaktadir.
Yani substrat bdanma bdlgesindeki G¢ boyutlu yapinin immobilizasyan sonra
kismen dgismis olmasi muhtemeldir. Kovalent glanan enzim molekdlinin
hareketinin kisitlanmgi olabilecgide s6z konusu olabilmektedir. Bununsidda
destek cevresinde proteinlerin Ust Uste birikerékzglon probleminin olsmus

olabilecgide soylenebilir.
Enzim aktivitesine etki eden kritik parametrelerddan sicaklik ve pH ile

ilgili icin sicaklik olarak 25, 45, 65 °C sicaklaéd ve pH 6.5 — 9 ‘a dgsen

aralhklarda 6lgcim yapilngtir.
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Sonug olarak yapilan canalarda gagidaki bulgular elde edilrgiir:

Sigir serum paraoksonaz enzimini sgiflanak icin Sepharose 4BL-tirozin 1-
naftilamin kimyasal yapisina sahip hidrofobik etkiin kromatografisi jeli

sentezlenngtir.

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapisina sahigrofobik jel kullanilarak
sigir serumundan paraoksonaz enzimi safidmistir.  Saflgtirma klemi
sonucunda 337 kat saf enzim elde editmi

Amonyum sulfat ¢oktirmesi ve hidrofobik etkilen kromatografisi yontemi ile
saflgtirilan sgir serum paraoksonaz enziminin SDS-PAGE elektraiode

yaklasik 45 kDa molekll girhiginda tek bant elde edilgtir. Buda enzimimizin
saflagtirma sleminin dgru oldugunu gostermektedir.

Biyoteknolojik uygulamalarinda yaygin olarak kull@am tgiyici matriks olan
Eupergite elde edilen serbest paraoksonaz enzmminabilize edilmgtir.
Enzimin tgiyiciya b&lanma ylzdesi % 74.6, Planma Grinindn aktiviteside %
56.1 olarak bulunmgur.

Farkli substrat konsantrasyonlarinda serbest veoinilime enzimin K; ve Vimax
degerleri belirlenmgtir. Bu deserler sirasiyla deerleri sirasiyla serbest enzim
icin 6,26mM ve 169,65 U/mldak, immobilize enzimngse 2,47mM ve 149,44
U/mldak olarak bulunmgiur.

Immobilize ve serbest enzimin sicaklik ileggémi belirlenmitir. Buna gore
immobilize enzimin serbest enzime gore farkl shéddrda kararlilgl daha fazla

oldugu gozlemlenmntir.
Immobilize ve serbest enzimin pH ile gilgmi belirlenmitir.  Yaptgimiz

calismanin sonucuna gore farkli pH araliklarinda immpbkilenzimin aktivite

degerinin serbest enzimin aktivite gierinden daha fazla olgu gézlemlenmtir.
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