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ÖZET 

PARAOKSONAZ ENZİMİNİN GLUTARALDEHİT İLE 

İMMOBİLİZASYONU VE BAZI AĞIR METALLERE KARŞI 

AFİNİTESİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

ÇİĞDEM BİLEN 

Balıkesir Üniversitesi, Fen Bilimleri Enstitüsü Kimya Anabilim Dalı 

   (Yüksek Lisans Tezi /Tez Danışmanı: Yard. Doç. Dr. Özen ÖZENSOY GÜLER) 

Balıkesir, 2009 

 

Bu çalışmada, ilk olarak sığır serum PON1 enzimini saflaştırmak amacıyla 

Sepharose 4B L-tirozin 1-naftilamin kimyasal yapısındaki hidrofobik etkileşim 

kromatografi jeli kullanılmış ve PON1 enzimi saflaştırılmıştır.  SDS-PAGE ile 

serbest enzim için saflık kontrolü yapılmıştır. 

İkinci aşamada, enzim farklı glutaraldehit yüzdelerinde immobilize edilmiş ve 

enzim aktivitesi en fazla % 7 glutaraldehit oranında immobilize edilen enzimde 

gözlenmiştir. Dolayısıyla deneysel çalışmamızın bundan sonraki aşamalarında, % 7 

glutaraldehit oranında immobilize edilen enzim dikkate alınmıştır. Buradan 

immobilize ve serbest enzim için enzim ünitesi ve substrat konsantrasyon değerleri 

hesaplanarak Km ve Vmax değerleri elde edilmiş ve serbest enzimin katalitik 

etkinliğinin immobilize enzime göre daha fazla olduğu gözlenmiştir.   

Son aşamada da Mn+2, Co+2, Cu+2 metallerinin (%7) immobilize ve serbest 

paraoksonaz enzimi üzerindeki inhibisyon etkileri çalışılmıştır. Cu+2 metalinin 

paraoksonaz enzim aktivitesi üzerindeki etkisine bakıldığında immobilize ve serbest 

enzimi inhibe ettiği gözlenirken, Mn+2 ve  Co+2  metallerinin immobilize enzimi 

aktive ettiği, fakat serbest enzimi inhibe ettiği gözlenmiştir. 

ANAHTAR SÖZCÜKLER: Paraoksonaz, enzim immobilizasyonu, 

glutaraldehit, enzim inhibisyonu. 
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ABSTRACT 

 

IMMOBILIZATION WITH GLUTARALDEHYDE OF PARAOXONASE 

ENZYME AND INVESTIGATION OF SOME HEAVY METALS EFFECTS 

ONTO THE ENZYME AFFINITY 

ÇİĞDEM BİLEN 

Balıkesir University , Institute of Science, Department of Chemistry  

(M.Sc. Thesis / Supervisior: Yard. Doç. Dr. Özen ÖZENSOY GÜLER) 

Balıkesir, Turkey, 2009 

 

In this research, paraoxonase 1 (PON1) was purificated from serum blood by 

using sepharose 4B L-tirozin 1-naftylamin hydrofobic interaction chromotography 

gel and purification of the enzyme was controlled by sodium dodecylsulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis. 

Paraoxonase enzyme was immobilized at different ratios of glutaraldehyde   

and the maximum activity was observed at the ratio of  % 7 immobilized enzyme.  

So this immobilized enzyme was investigated for other steps of our experiment.  And 

for immobilized and free enzyme, enzyme units and substrate concentrations were 

calculated.  Km and Vmax plots were determined  and catalytic efficiency of free 

enzyme was bigger than immobilized enzyme. 

And finally, the effects of inhibition of Mn+2, Co+2, Cu+2 metals onto the  

immobilized and free enzyme activity were studied.  When the effect of Cu+2  onto 

the immobilized and free enzyme were investigated, the inhibition of enzyme was 

observed.  But on the other hand, the activation of immobilized enzyme was 

observed and inhibition of free enzyme was observed with Mn+2 and Co+2 metals. 

KEYWORDS: Paraoxonase, enzyme immobilization, glutaraldehyde, 

enzyme inhibition.  
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1. GİRİŞ: 

 

Bildiğimiz gibi, günümüzün hızla gelişen teknolojisi günlük yaşantıda olduğu 

kadar bilim dünyasında da kendini göstermektedir.  Bu gelişime özellikle 

biyokimyasal alanda, enzimatik uygulamalarda rastlanmaktadır.  Çünkü, enzimler 

biyokimyasal reaksiyonlarda biyolojik katalizör görevi gördüklerinden enzimlerin 

sıkça kullanımlarına ihtiyaç duyulmaktadır.  Bu amaçla enzim immobilizasyon 

yöntemleri geliştirilmiştir.  Paraoksonaz enzimi ile yapılan bu çalışmada, enzim 

glutaraldehit kullanılarak immobilize edilmiştir.   

 

Önceki çalışmalarda da glutaraldehit kullanılarak farklı enzim 

immobilizasyon çalışmaları gerçekleştirilmiştir.  Örneğin; 'Mantardan (Agaricus 

bisporus) Tirozinaz Enziminin İzole Edilmesi' yönteminde, kısmen saflaştırılan 

tirozinaz enzimi kitosan kürecikleri üzerine glutaraldehit kullanılarak immobilize 

edilmiştir [1].  Yapılan diğer bir çalışmada da, proteaz enzimi, glutaraldehit 

kullanılarak kovalent bağlanma ile immobilize edilmiştir [2]. 

 

1.1 Enzimler 

 

Enzimler, ilgili kimyasal reaksiyonları katalizleyen olağanüstü biyolojik 

sistemlerdir.  En çarpıcı karakteristik özellikleri, katalitik güçlere sahip olmaları ve 

spesifik oluşlarıdır [3].  Enzimler kendilerine özgü, spesifik substratlarını tanıyarak, 

substratları üzerinden spesifik kimyasal reaksiyonları  kısa zaman diliminde daha 

hızlı bir şekilde gerçekleştirirler [4]. 
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1.1.1 Enzim Tarihçesi 

 

Enzim moleküllerinin varoluşları bir yüzyılı aşkın bilinmektedir.  Enzimlerle 

ilgili ilk çalışmalardan bir tanesi; 1835 yılında, İsveç  asıllı kimyacı  Jon Jakob 

Berzelius  bazı kimyasal katalizörleri adlandırmıştır.  İlk enzim ise saf halde Cornell 

Üniversitesi, James B. Sumner  tarafından verimli bir başarıyla elde edilmiştir.  

Sumner, üreaz enzimini erkek tavşandan izole ve kristalize etmeyi başarmıştır.  Bu 

çalışması Sumner’e  1947’de Nobel ödülünü kazandırmıştır [5,6,7]. 

 

1.1.2 Enzimlerin Kimyasal Yapısı 

 

 

Çoğu enzimler, katalitik aktivitelerini harcamadan önce kofaktör gibi diğer 

bileşiklerin varlığına ihtiyaç duyarlar.  Bu aktif kompleksin tamamı holoenzim olarak 

isimlendirilir.  Örneğin,  Apoenzim (protein kısmı)+Kofaktör (koenzim, prostetik 

grup, metal-iyon aktivatörü) 

 

Apoenzim + Kofaktör = Holoenzim 

 

Holum’a göre; 

 

a) Koenzim (Protein kısmına serbest bağlı  ve termostabil bir organik madde 

olabilir.) 

b) Prostetik Grup (Protein veya apoenzim kısmına sıkıca bağlı ve 

termostabil bir organik madde olabilir.) 

c) Metal-İyon Aktivatörü (K+, Fe++, Fe+++, Cu++, Co++, Zn++, Mn++, 

Mg++, Ca++,  Mo+++….vb.) [5,6,7].  
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1.1.3 Enzimlerin Avantajları ve Uygulama Alanları 

 

Enzimlerin kullanımı, genel uygulamalarla elde edilemeyen birçok olumlu 

sonuç vermektedir.  Enzimler, yüksek ürün kalitesi, üretimde düşük maliyet, az atık, 

fazla enerji tüketiminin engellenmesi, spesifiklik (sadece istenilen reaksiyonun 

gerçekleşmesi), kolay kontrol ve reaksiyonun ılıman koşullarda gerçekleşmesi ve 

reaksiyon hızının 1016 kata kadar artması gibi pek çok avantajlara sahiptirler [8,9].  

Bunun yanı sıra, nişastadan maltoz şuruplarının üretimi, süt ve süt ürünleriyle ilgili 

uygulamalar, endüstri (kağıt, deri, deterjan…vb.), meşrubat üretimi( düşük kalorili 

bira, katkısız meyve suyu…vb.), gıda sektörü (şekerleme), kontak lens üretimi, enerji 

ve tekstil uygulamaları, bilim ve biyoteknoloji gibi önemli uygulama alanlarına da  

sahiptirler [8]. 

 

1.2 Paraoksonaz Enzimi 

 

1.2.1 Paraoksonaz Enziminin Adlandırılması ve Yapısı 

 

İnsan plazması, bütirilkolin esteraz  (EC 3.1.1.8), paraoksonaz  (EC 3.1.8.1), 

asetilkolin esteraz  (EC 3.1.1.7) ve albümin olmak üzere 4 esteraz içermektedir.  

Bütirilkolin esteraz, paraoksonaz ve albümin ester hidrolizine önemli katkıda 

bulunmak amacıyla plazmada yeterince yüksek konsantrasyonda bulunmaktadır [10]. 

 

Bir arilesteraz olarak da bilinen serum paraoksonaz 1 (PON1) , bazı 

organofosfatlar ve çeşitli aromatik karboksilik asit esterlerin hidroliz reaksiyonlarını 

katalizleyen ve karaciğer tarafından sentezlenen  bir kalsiyum (Ca+²) bağlı esterazdır.  

Gerçekleştirdiği reaksiyonlarında genellikle substratı olarak kullanılan  paraoksondan 

türetildiği için paraoksonaz adını almıştır [11].  43 kDa ağırlığındaki PON1, 

(arildialkilfosfataz, EC 3.1.8.1.) olarak da isimlendirilebilir [12,13].  

 

Protein konsantrasyonuyla da bağlantılı olan PON1 enzim aktivitesini ölçmek 

amacıyla iki farklı substrat kullanılır:  Paraoksonaz aktivitesi için paraokson ve 
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arilesteraz  aktivitesi için aril esterlerin hidrolizi amacıyla fenil asetat  substrat olarak 

kullanılır [12,14].  Son yıllarda PON1’in laktonaz aktivitesi üzerinde de çalışmalar 

yapılmış ve endojen bilesiklerinin lakton formları ile lakton içeren bazı ilaçların 

PON1 tarafından hidroliz edildigi gösterilmistir [15].  İzoelektrik noktası 5.1 olan 

PON1’in yapısına bakıldığında 4 adet zincirden oluşmuş 6 adet β-kırmalı yapıdan 

meydana gelmiştir.  Enzim 42. ve 353. sistein rezidüleri arasındaki disülfit köprüsü 

ile sonlanarak üç boyutlu yapısını kazanır [16].  N-terminal ve C-terminal uçlarının 

bu şekilde kovalent bağlanması β-kırmalı yapılı enzimlerde sık görülmemektedir 

(Şekil 1.1).  

 

 

 

 

Şekil 1.1. Paraoksonaz enziminin üç boyutlu görünümü.  (a) β-kırmalı 

tabakalar ve (b) hidrofobik bölgelerin (H1, H2, H3) β-kırmalı tabakalara göre 

durumu [17]. 

 

Üç boyutlu yapıda; iki adet Ca+2 iyonu, β-kırmalı tabakaların merkezinde 7,4 

Å aralıklı olacak şekilde bulunmaktadır.  İyonlardan bir tanesi yapısal kalsiyum olup 

yapıdan uzaklaştırılması dönüşümsüz denatürasyona neden olmaktadır [18].  

Katalitik etkinlikte görev alan diğer Ca+2 iyonu ise; 2,2-2,5 Å uzaklıkta 5 adet 
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aminoasit (Asn224, Asn270, Asn168, Asp269 ve Glu53) ile etkileşim halindedir 

[19].    

 

PON1 geninin yanı sıra PON2 ve PON3 gen ailesi de 7q21.3-q22.1 

kromozomları üzerinde bağlantılı olup karaciğer de  PON1 sentezi üzerinde kilit bir 

rol üstlenmiştir [20,21].  PON2 ve PON3’ün 105. pozisyonda lizin rezidüsü 

bulunmadığından paraoksonu hidroliz edemedikleri öne sürülmüştür.  Ayrıca PON2 

ve PON3 plazmada bulunmamaktadır [21]. 

 

  1.2.2 Paraoksonaz Enziminin Tarihçesi 

 

Paraoksonaz enzimi ilk olarak 1953 yılında Aldridge tarafından insan kan 

serumunda bulunmuştur [22,23].  1996 yılında, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu 

genin bir multigen ailesinin üyesi olduğu tespit edilmiş ve sırasıyla PON1, PON2 ve 

PON3 olarak isimlendirilmiştir [24].  PON3 enzimi de PON1’e benzer şekilde büyük 

çoğunlukta karaciğerden sentezlenmekte ve serumda HDL’ye bağlı olarak 

bulunmaktadır[25].  PON2 diğer üyelerden farklı olarak plazmada bulunmamaktadır.  

Ancak beyin, karaciğer, böbrek ve testis gibi pek çok dokuda sentezlenmektedir [26].   

 

 

1.2.3 Paraoksonaz Enziminin Katalitik Mekanizması 

 

Enzimin aktif bölgesinde bulunan His-His çifti, Ca+2  iyonu ve su molekülü, 

esteraz aktivitesinde önemli görevler üstlenmiştir (Şekil 1.2).  
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Şekil 1.2. Paraoksonazın katalitik mekanizması [17] 

 

Katalitik etkinlik gösteren Ca+2 iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif 

yüklü oksijenine 2,2 Å uzaklıktadır.  Aktif bölgedeki His-His çifti, su molekülünün 

bir protonunu alarak bu molekülün nükleofilik gücünü arttırır.  Oluşan hidroksil 

iyonu karbonil veya fosfat esterine saldırır.  Bu esnada meydana gelen kompleks 

tetrahedral bir düzlem sonucu Ca+2 iyonu ile kararlı kılınır [17].  Dolayısıyla, 

kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi için gerekmektedir [21].   Oluşan 

yapıdaki Ca+2 iyonu negatif yüklü oksijenden uzaklaşarak bağ tekrar fosfat veya 

karbonilin üzerine yıkılır ve ester bağı kopar [17].  

 

1.2.4 Katalizlediği Reaksiyonlar ve Substratları 

 

PON1 özellikle LDL ve HDL lipitlerinin yükseltgenmesini önleyerek ve lipit 

peroksitlerini metabolize ederek arterosklerozise karşı koruyuculuğunu, sahip olduğu 

laktonaz aktivitesine bağlı olarak göstermektedir [27,28].  Bu enzim üstelik 

homosistein tiyolakton, glikokortikoit  gama-lakton vb. 30 farklı lakton molekülünü  

hidrolizleyebilme kapasitesine sahiptir [14].  
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Şekil 1.3.  Lakton hidrolizi [17] 

  

İnsan serum PON1 enzimi ayrıca paration, diazinon ve klorpirifos gibi çok 

sayıda insektisitin toksik okson metabolitlerini [29] (Şekil 1.4) ve soman, sarin ve 

tabun gibi organofosfat sinir ajanlarını hidrolizleyebilmektedir [30] (Şekil 1.5).  

 

 

 

P

OR OC2H5

OC2H5
S

CytP450

P

OR OC2H5

OC2H5O

PON1

+H2O P

HO OC2H5

OC2H5
O

+  ROH   

O2N
+

R= Paraokson

N

Cl

Cl

R= Klorprifoz okson
N

N

R= Diazokson

 

 

Şekil 1.4. İnsektisitlerde yaygın olarak kullanılan okson metabolitlerinin hidrolizi 

[17] 
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P

R2O

O

R1

X

PON1

+H2O
P

O

R2O R1

OH

+   HX

R1=N(CH3)2           R2=CH2CH3            X=CN  Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R1=CH3  R2=CH(CH3)2 X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

 R1=CH3 R2=CH(CH3)C(CH3)3 X=F     Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman) 

 

 

Şekil 1.5. Sinir gazlarının hidrolizi [17] 

 

Bu aktivitelerinin yanında fenilasetat gibi ester substratlarını da 

hidrolizleyebilmektedir [29] (Şekil 1.6).   

 

 

o
(s)

o
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(S H)

+
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O

O
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Şekil 1.6. Aromatik esterlerin hidrolizi [17] 
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1.2.5  PON1’in HDL’ye Bağlanması 

 

PON1 geni,  fonksiyonel polimorfizm içeren , PON1 enziminin  hem yüzey 

hem de substrat spesifikliğini etkileyen  kod ve promotor bölgelere sahiptir [31].  

Diğer memeli serumlarının yanı sıra insan ve sığır serumunda  paraoksonaz 

enziminin N-terminal bölgesi, HDL’ nin ApoA1 apolipoprotein kısmıyla da 

bağlantılıdır [13].  Dolayısıyla, paraoksonazın yapısında bulunan N-terminal 

hidrofobik sinyal peptidi, HDL ile etkileşim için gerekmektedir [21]. 

 

 

1.2.6  Enzimin Kullanım Alanları ve Hastalıklarla Olan İlişkisi  

 

PON, lipit metabolizmasında;  

a) Aktif oksitlenmiş fosfolipitlerin hidrolizasyonu (fosfataz A2) 

b) H2O2 ve lipit hidroperoksitlerinin yıkımı (peroksidaz aktivitesi) 

c) Endotel hücrelere bağlanmanın azaltılması 

d) HDL fonksiyonu ve bütünlüğünün korunmasından dolayı önemli görevler 

üstlenmektedir [11]. 

 

Paraoksonaz enzimi toksikolojide incelenmesine rağmen, HDL nin oksidatif 

özellikleri üzerindeki etkisine de son 10 yıldır çalışılmaktadır [13].  PON1, 

organofosfatların hidrolizi ile düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve 

lipoprotein peroksidasyonunu  önleyerek bir antioksidan görevi görür.  Bu fonksiyon, 

muhtemelen lipit peroksitlerinin hidrolizi ile bağlantılı olup insanlarda 

arterosiklerozun önlenmesi açısından önemlidir [12,32,33]. Çünkü, LDL 

oksidasyonunun, arterosiklerozun başlangıç ve gelişim evreleriyle ilgisi bulunmakta 

ve HDL (PON1),  HDL nin büyük bir antiarterosiklerotik  bileşenini oluşturmaktadır 

[31]. 
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Verilen herhangi bir LDL konsantrasyonu için, HDL-kolesterol konsantrasyonu, 

dolayısıyla PON1 enzimi, KKH (koroner kalp hastalığı) ile oldukça bağlantılıdır 

[33].  Fakat; genetik çalışmaların meta-analizleri, PON1 polimorfizmi ile koroner 

kalp hastalığı KKH arasında benzer bir ilişki göstermemektedir.  Buna rağmen, 

şimdiki çalışmalarda görülmektedir ki; PON1 enziminin aktivitesi veya 

konsantrasyonu, KKH ile çok yakından ilişkilidir.  Dolayısıyla süregelen 

çalışmalarda ve genetik polimorfizm ile de karşılaştırıldığında, PON1 enzimi KKH 

için bağımsız bir risk faktörü oluşturmaktadır [31].   

 

PON1 düzeyinin; sigara içenlerde, hiperkolesterolemide, ileri yaşta, 

obezitede, menopozda ve böbrek yetmezliklerinde azaldığı ortaya konulmuştur [32].  

Yüksek oksidatif stres ve koroner kalp hastalığı ile bağlantılı olan kronik böbrek 

yetmezliği, PON1, katalaz ve süperoksit dizmutaz  antioksidant enzimatik 

aktivitelerinin yetersizliğinden dolayı görülmektedir.  Organofosfat bileşiklerinin 

çoğu nörotoksiktir.  PON1 enzimi, organofosfat ve lipit peroksitlerini  detoksifiye 

edebilme özelliği ile Alzheimer ve Parkinson gibi  nörolojik hastalıkların 

saptanmasında  anahtar element haline gelmiştir [14]. 

 

 

1.3 Enzim İmmobilizasyonu 

 

1.3.1 İmmobilize Enzimlerin Sınıflandırılması ve Özellikleri 

 

İmmobilize enzim, hareketi bir yüzeyde veya belirli bir bölgede tamamen 

yada kısmen sınırlandırılan enzimdir [34].  İmmobilize enzim çeşitlerinin 

sınıflandırılması Şekil 1.7’ de gösterilmiştir [35]. 
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Şekil 1.7. İmmobilize enzimlerin sınıflandırılması [35] 

 

 

İmmobilize enzimlerin özellikleri: Çoklu yada tekrar tekrar kullanılabilirler, 

reaksiyon ortamından immobilize enzimin alınmasıyla reaksiyon kolayca 

durdurulabilir yada ilave edilmesiyle hızlandırılabilir, kolayca stabilize edilebilirler, 

ürün kirliliğine rastlanmaz, (özellikle ilaç ve gıda endüstrisi), enzimin üründen 

ayrılması daha kolaydır, multienzimli reaksiyon sistemleri geliştirilmiştir, dış etkilere 

karşı dayanıklıdır [34]. 
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1.3.2 Taşıyıcıya Bağlı İmmobilize Enzimler 

 

Taşıyıcıya bağlı immobilize enzim çeşitleri Çizelge 1.1’ de gösterilmektedir.  

 

 

Çizelge 1.1. Taşıyıcıya bağlı immobilize enzim çeşitleri [35,36] 
 

 
İmmobilizasyon 

Türü 

 
Şematik 

Gösterimi 

 
Özellikleri 

 
 
 

Kovalent 
Bağlama 

 

Avantaj:  Enzim kaçışı 
yok, 
sürekli sistemlere 
uygulanabilir,optimizasyo
n var. 
Dezavantaj:   
Rejenerasyon yok, enzim 
denatürasyonu ,   yanlış 
bağlanma 

 
 

Adsorptif 
Bağlama 

 

 

Avantaj:   İşlem basit ,      
denatürasyon riski yok. 
enzim saflaştırma olanağı 
var. 
Dezavantaj:  Enzim kaçışı 
hızlı, ürün kirliliği mevcut 
optimizasyon zor 

 
 
 

İyonik 
Bağlama 

 
 

Avantaj:  Rejenarasyon 
mümkün, kolay işlem, 
enzim aktivitesi 
korunabilir. 
Dezavantaj:  Taşıyıcı ile 
enzim arası bağ zayıf,                    
enzim kaçışı hızlı , ürün 
kirliliği mevcut. 
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1.3.3 Çapraz Bağlı İmmobilize Enzimler 

 

Çapraz bağlı immobilize enzim çeşitleri Çizelge 1.2’ de gösterildiği gibidir. 

 

 

 

Çizelge 1.2. Çapraz bağlı immobilize enzim çeşitleri [37] 

 
 

 
 

Enzim 
İmmobilizasyon 

Türü 

 
 

Şematik 
Gösterimi 

 

Özellikleri 

 
 
 
 
 

Homo-çapraz 
Bağlama 

 

 
Avantaj:  Enzim çok 
güçlü bağlanır, 
adsorplanmış enzimler 
stabilize edilerekenzim 
kaçışı önlenir. 
Dezavantaj:   Enzim 
hareketi sınırlı, 
hazırlanması zor, genl 
uygulanabilirliği düşük, 
rejenerasyon mümkün 
değil 

 
 
 
 
 

Ko-çapraz 
Bağlama 

 

 

 
 
Avantaj:  Homo-çapraz 
bağlama metoduna göre 
güvenilirlik, aktivite, 
kararlılık daha fazla.  
Dezavantaj:  Homo-
çapraz  bağlama 
metoduna göre maliyeti 
daha fazla. 
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1.3.4 Tutuklanmış İmmobilize Enzimler 

 
 

Tutuklama yöntemi ile immobilize edilmiş enzim çeşitleri Çizelge 1.3’ de  

gösterildiği gibidir. 

 

 

 

 Çizelge 1.3. Tutuklanmış  immobilize enzim çeşitleri [35,38,39] 
 

 

 
Enzim İmmobilizasyon 

Türü 

 
Şematik 

Gösterimi 

 
Özellikleri 

 
 
 
 

Mikrokapsülleme 

Hücreler yarı geçirgen bir zardan 
olusan mikrokapsüller içine 
tutuklanır.  Sistemin temeli zarın 
seçiciligine dayandığından gözenek 
çapından büyük olan moleküller zar 
dısına çıkamazlar. Bu yöntemden 
küçük molekül agırlıklı ürün 
eldesinde faydalanılır. Mikrokapsüller 
genellikle küreseldir. 

 
 

Polimer Matrikste 
Tutuklama 

 
Bu yöntem, polimerizasyonun 
gerçekleştiği ortamda, çapraz bağlı 
taşıyıcılarla enzimin tutularak 
hapsedilmesi esasına dayanır. 
Böylelikle enzim kaçışı mümkün 
değildir. 
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Enzim immobilizasyon yöntemlerini karşılaştıracak olursak; 
 
 
 
 
Çizelge 1.4. Enzim immobilizasyon yöntemlerinin karşılaştırılması [36, 37] 

 
 

 Kovalent 
Bağ 

Adsorpsiyon  İyonik Bağ Çapraz 
Bağ 

Tutuklama 

Hazırlama Zor Kolay Kolay Zor Zor 

Enzim Aktivitesi Yüksek Düşük Yüksek Orta Yüksek 

Bağ Gücü Kuvvetli Zayıf Orta Kuvvetli Kuvvetli 

Substrat 
Spesifikliği 

Değişebilir Değişmez Değişmez Değişebilir Değişmez 

Rejenerasyon  Mümkün 
değil 

Mümkün Mümkün Mümkün 
değil 

Mümkün 
değil 

İmmobilizasyon 
Masrafı 

Yüksek Düşük Düşük Orta Düşük 

Genel 
Uygulanabilirlik 

Orta Düşük Orta Düşük Yüksek 

 
 

 

1.4 Enzim Kinetiği 

 

1.4.1 Enzim Kinetiği ve Michaelis-Menten Eşitliği 

 

Enzim kinetiği, enzimler tarafından katalizlenen kimyasal reaksiyonların, 

reaksiyon hızlarını inceleyen bir çalışma alanıdır [40].  1913 yılında Leonar 

Michaelis ve Menten, enzimlerin kinetik özelliklerini açıklamak için basit bir model 
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ileri sürmüşlerdir.  Bu modele göre; birçok enzimin kinetik özellikleri en basit 

biçimde; 

 

 

 

formülü ile ifade edilebilir.  Bu formüle göre; ES kompleksi  k-1 orantı katsayısı ile  

enzim ve substrata parçalanırken, k2 orantı katsayısı ile ürünü oluşturur.  Enzim k1 

orantı hızıyla substrata bağlanarak ES kompleksini oluşturur.  Buradan; 

 

[ES] oluşum hızı = [ES] = k1.[E].[S] 

 

[ES] parçalanma hızı = k-1.[ES] + k2.[ES] 

 

 

eşitlikleri elde edilir. 

 

 

Maksimum hıza ulaşabilmek için ortamdaki toplam enzim konsantrasyonu 

bilinmelidir. 

 

      

 

Km, karşılıklı enzim-substrat etkileşimini karakterize eden önemli bir birim olup 

enzim ve substrat konsantrasyonundan bağımsızdır.  Buradan; 

 

 

               
 
 
 
Michaelis-Menten eşitliği elde edilir [3] (Şekil 1.8).   
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Şekil 1.8. Michaelis-Menten Grafiği [3] 

 

Sabit subtrat konsantrasyonuna ulaşıldığı andaki enzim hızı (Vmax), 

maksimum hız olarak tanımlanır.  Km değeri ise; enzimin maksimum hızının 

yarısına ulaşılması için gerekli substrat konsantrasyonu olarak tanımlanır.  Her 

enzime özgü karakteristik Michaelis-Menten sabiti (Km) vardır.  Ayrıca Km değeri, 

enzimin substrata karşı ilgisinin bir ölçüsüdür [40,41]. 

 

           Michaelis-Menten denkleminin kullanıldığı bir hiperbolik eğride, ilgili enzime 

ait  Vmax ve  Km  değerlerini net olarak  hesaplayabilmek için grafiği doğrusal olan 

Lineweaver-Burk denklemi önerilmiştir.  Lineweaver-Burk denklemi, Michaelis-

Menten denkleminin ters çevrilmesiyle elde edilir [4,42,43] (Şekil 1.9). 
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Şekil 1.9. Linawear-Burk Grafiği [4,44] 

 

 

1.5 Enzim İnhibisyonu 

 

1.5.1 Enzim İnhibisyon Çeşitleri 

 

Enzim ihibisyon çeşitleri kompetitif, nonkompetitif ve unkompetitif 

inhibisyon olmak üzere üç gruba ayrılır.  Enzim inhibisyon türlerine özgü grafikler  

Şekil 1.10 ve Şekil 1.11’ de görüldüğü gibidir [4].   
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Şekil 1.10. (a) Kompetetif ve (b) Unkompetetif İnhibisyon Çeşitleri [4] 

 

Şekil 1.11. Nonkompetetif İnhibisyon Çeşidi [4] 

 

Kompetitif inhibisyonda, enzimin substratı ile yarış halinde olan kompetitif 

inhibitörler, enzimin aktif bölgesine bağlanırlar.  Substrat konsantrasyonunun 

inhibitor konsantrasyonundan yüksek olduğu durumlarda aktif bölgeye substrat 

bağlanarak Vmax hıza ulaşılabilir.  Nonkompetitif inhibisyonda, inhibitörler 

substratla enzimin aynı aktif bölgesine bağlanmazlar.  Yüksek substrat 

konsantrasyonunda da enzimin inhibisyonu engellenemez.  Yarışmasız inhibitor, 

serbest enzyme yada ES kompleksine bağlanarak reaksiyon hızını azaltır.  

(a) (b) 
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Unkompetitif inhibisyonda ise, inhibitor yapısı gereği sadece ES kompleksine 

bağlanabilir ve bunun sonucunda ürün oluşumu gözlenmez [4,45] (Çizelge 1.5). 

 

Çizelge 1.5. Enzim İnhibisyon Çeşitleri [4] 

 

 

İnhibisyon 

Çeşidi 

 

Şematik Gösterimi 

 

Km, Vmax 

 

Kompetitif 

İnhibisyon 

 

 

 

Vmax değişmez 

Km artar 

 

Nonkompetitif 

İnhibisyon 

 

 

 

Vmax azalır 

Km değişmez 

 

Unkompetitif 

İnhibisyon 

 

 

 

Vmax azalır 

Km azalır 

 

 

Bu deneyin amacı, hidrofobik etkileşim kromatografi yöntemi ile saflaştırılan 

sığır paraoksonaz enziminin glutaraldehit kullanılarak immobilize edilmesi ve bazı 

ağır metallerin enzim aktivitesi üzerindeki etkilerinin araştırılmasıdır.  Çünkü, 

paraoksonaz enzimi toksikoloji ve sağlık alanlarında etkili olduğu kadar endüstriyel 

alanda da büyük öneme sahiptir. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

  

2.1 MATERYALLER 

 

2.1.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 

Bu çalışmada, Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin, sodyum hidroksit, 

sodyum klorür, amonyum sülfat, hidroklorik asit, tris-baz, paraokson, aseton, 

kalsiyum klorür, tris-HCl ve sodyum dihidrojen fosfat vb. kimyasal maddeler 

Merck’den sağlanmıştır.   

 

2.1.2 Kullanılan Alet ve Cihazlar 

 

Bu çalışmada aşağıdaki alet ve cihazlardan yararlanılmıştır [46]. 

 

Buz makinesi Fioccetti Scotsman otomatik buz 

makinesi 

Çalkalayıcı Biolab 1575-2B çalkalayıcı 

Magnetik karıştırıcı ve ısıtıcı  

 

Masa santrifüjü 

ARE Magnetic, heating stirrer 

IKA Combimag RCO  

Hettich Zentrifrugen EBA 12R 
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pH metre Orion-model 920 A 

 

UV-Spektrofotometre  

 

Soğutmalı Santrifüj 

 

CARY 1E, UV-Visible 

Spectrophotometer- Varian 

Sigma Laborzentrifrügen 3K 

15/10706/10707 

Hassas Terazi Libror, AEG-220 (Shimadzu) 

Otomatik pipetler Eppendorf, Medisis 

 

 

2.1.3 Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

 

Deneysel çalışma için kullanılan çözeltiler aşağıda belirtildiği gibi 

hazırlanmıştır [17,46]. 

 

1. Hidrofobik jelin sentezinde kullanılan tamponlar: 

 

• 0.1M NaHCO3 tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 

mL distile suda çözülerek, 1N NaOH ile pH’sı 10,0’a getirildi ve son hacim 1 

L’ye tamamlandı.  

 

• 0.2 M NaHCO3 tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 

mL distile suda çözülerek, 1N NaOH ile pH’ı 8,8’e getirildi ve son hacim 

distile su ile 500 mL’ye tamamlandı.  
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• 0.01 M Na2HPO4 tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na2HPO4 950 

mL distile suda çözülerek, 1N NaOH ile pH’sı 6.0’a getirildi ve son hacim 

distile su ile 1L’ye tamamlandı.  

 

2. Hidrofobik jelin dengelenmesi için kullanılan tampon:   

 

• 1M (NH4)2SO4 içeren, 0.1 M Na2HPO4 tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 

mol) Na2HPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO)2 950 mL distile suda çözülerek, 

1N HCl ile pH’sı 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandı.  

 

3. Hidrofobik jele bağlanmış PON1 enziminin dengelenmesi için 

kullanılan çözelti:  

 

• 1M NH4(SO)2 içeren, 0.1 M Na2HPO4 tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M 

Na2HPO4 tamponu (pH 8,0) ile gadient mikser kullanılarak tuz gadienti 

oluşturuldu; 14,2g (0.1 mol) Na2HPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO)2 950 mL 

distile suda çözülerek, 1N HCl ile pH’sı 8.0’e getirildi ve son hacim distile su 

ile 1 L’ye tamamlandı.  

 

4. Hidrofobik jele bağlanmış PON1 enziminin elüsyonu için kullanılan 

çözelti:  

 

• 14,2 g (0.1 mol) Na2HPO4 950 mL distile suda çözülerek, 1 N HCl ile 

pH’sı 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandı. 

 

 

5. Amonyum sülfat çöktürmesi sonucunda oluşan çökeleğin alındığı 

tampon: 

 

• 0,1 M Tris-Baz tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL 

distile suda çözülerek, 1N HCl ile pH’ı 8,0’a getirildi ve son hacim distile su 

ile 100 mL’ye tamamlandı. 
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6. Substrat çözeltisi:  

 

• 2 mM paraokson çözeltisi; 10,8 µl paraokson, 1 mL asetonda iyice 

çözüldükten sonra üzerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice 

karıştırıldıktan sonra kullanıldı. 

 

7. Paraoksonaz aktivite ölçümünde kullanılan bazal aktivite tamponu:  

 

• 2 mM CaCl2 içeren 100 mM tris-HCl, pH=8;  3,0285 g (25mmol) 

Tris, 200 mL distile suda çözüldü.  1 N HCl ile pH’ı 8,0’e getirildi.  0,0555 g 

(0,5 mmol) CaCl2 katılarak son hacim 250 mL’ye tamamlandı. 

 

 

8. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan numune tamponu: 

 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)   2,5 mL 

% 10’luk SDS    4,0 mL 

Gliserol    2,0 mL 

β-merkaptoetanol   1,0 mL 

Bromfenol mavisi    0,01 g 

Distile su    0,5 mL 

 

9. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan tank tamponu: 

 

                           Tris-HCl           3 g 

Glisin      14,4 g 

SDS     1,0 g 
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10. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renklendirme çözeltisi: 

 

• 0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde çözüldü.  

Bu çözeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.  

 

11. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renk açma çözeltisi: 

 

• Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su 

içermektedir.  Bu amaçla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su 

ile karıştırıldı. 

 

 
12. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan ayırma ve yığma jellerinin 

hazırlanışı: 

 

• SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karışımlarının hazırlanışı 

ve kullanılan miktarları Çizelge 1.6’da verilmektedir. 
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Çizelge 1.6. SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karışımlarının 

miktarları [17,46]. 

Ayırma Jeli Yığma Jeli  

%10 %3 

Akril amid/Bis 
Akril amid                  15 g 

Bis                              0,4 g 

Alınarak son hacim distile su ile 50 
mL'ye tamamlanır. 

8,325 mL 1,3 mL 

Distile su 10,05 mL 6,1 mL 

1.5 M tris-HCL (pH 8.8) 

Tris-HCI            11.82 

Alınarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M 
NaOH ilave edilerek son hacim distile 
su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

6,25 mL _ 

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 

Tris-HCI             3.94 g 

Alınarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M 
NaOH ilave edilerek son hacim distile 
su ile 50 mL'ye tamamlanır. 

_ 2,5 mL 

% 10 'luk SDS 

SDS                      1g 

Alınarak son hacim distile su ile 10 
mL'ye tamamlanır. 

0,25 mL 100 µL 

TEMED 13 µL 10 µL 

%10'luk amonyum persülfat 

Amonyum persülfat      1g 

Alınarak son hacim distile su ile 10 
mL'ye tamamlanır. 

400 µL 200 µL 
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2.2 YÖNTEMLER 

 

2.2.1 Hidrofobik etkileşim kromatogafisi ile paraoksonaz enziminin 

saflaştırılması 

 

2.2.1.1 Sepharose 4B’nin aktifleştirilmesi 

 

 10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yıkanarak dekante edildi.  Eşit 

hacimde distile su ile birleştirildi.  Karıştırılmakta olan jel süspansiyonuna 4 g 

CNBr’in hepsi birden katıldı.  pH metre kullanılarak süspansiyonun pH’sı 4 M 

NaOH ile hemen 11’e çıkarıldı ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi.  Reaksiyona 

pH değişmeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Çok miktarda buz süspansiyona 

katıldı ve karışım bir buhner hunisine nakledildi.  Daha sonra 250 mL soğutulmuş 

0,1 M Na2HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yıkandı (Şekil 2.1).  

 

 

 

 

Şekil 2.1. Sepharose 4B’nin aktifleştirilmesi 

 

 

2.2.1.2 L-tirozinin Bağlanması 

 

CNBr ile aktifleştirilmiş matriks üzerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin içeren 

0,1 M NaHCO3 tamponunun (pH 10,00) soğuk çözeltisi ilave edilerek 90 dk 
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karıştırıldı.  Bundan sonra süspansiyon 16 saat 4oC’de bekletildi.  Bu sürenin 

bitiminde yıkama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yıkandı. 

Böylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklaştırılmış oldu.  Yıkama 100 mL 

0,2 M NaHCO3 tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandı.  Tirozinle modifiye sepharose-4B 

aynı tamponun 40 mL’si içine alındı (Şekil 2.2).  

 

 

 

Şekil 2.2. L-Tirozinin Bağlanması 

 

 

2.2.1.3 1-Naftilamin Bileşiğinin Bağlanması 

 

 25 mg 1-naftilamin  0 oC cıvarında 10 mL 1M HCl içerisinde çözüldü.  75 mg 

NaNO2 ihtiva eden 0 oC’deki 5 mL çözelti, 1-naftilamin çözeltisine damla damla 

katıldı.  (1-Naftilamin çözeltisi hazırlanırken etanol ilave edilerek ısıtıldı) 10 dakika 

reaksiyondan sonra diazolanmış bulunan 1-Naftilamin, 40 mL Sepharose-4B-L-

tirozin süspansiyonuna ilave edildi.  pH: 9,5’a çıkarılarak sabit tutuldu ve 3 saat oda 

sıcaklığında karıştırıldı.  Daha sonra 1 L saf su ve ardından 200 mL 0,01M Na2HPO4 

(pH: 6,0) tamponu ile yıkandı ve aynı tamponda muhafaza edildi [17,46] (Şekil 2.3).  
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Şekil 2.3. 1-Naftilamin bileşiğinin bağlanması [17,46] 

 

2.2.2 Amonyum Sülfat Çöktürme Aralığının Belirlenmesi 

 

 Amonyum sülfat, belirli doygunluk derecelerine göre belirli proteinlerin 

çökelmesini sağlayan 2 değerlikli, çok kullanılan bir tuzdur.  Öncelikle, kullanılacak 

uygun amonyum sülfat konsantrasyonu aşağıda verilen formülle tespit edildi: 

 

( )
( )

2

12
424 54.3

77.1

S

SSxVx
SONHg

−

−
=  
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V : Serum hacmi 

S1 : 1’in kesri şeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 : 1’in kesri şeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu  

 

Paraoksonaz enzimini saflaştırmak amacıyla sığır serumu 5000 rpm’de 15 

dakika boyunca santrifüj edildikten sonra amonyum sülfat ile % 60 doygunluğa 

getirildi ve 15000 rpm’de 4oC’de 30 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant 

kısmı alınıp çöken kısım atıldı.  Daha sonra ayrılan süpernatan kısmı amonyum sülfat 

ile % 80 doygunluğa getirildi ve 15000 rpm’de 4oC’de 30 dakika santrifüj edildikten 

sonra çöken  kısım alınıp süpernatan  kısmı atıldı [17,46]. 

 

2.2.3 Glutaraldehit ile İmmobilizasyon Basamağı  

 

 

 

Şekil 2.4. Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi [36, 37] 
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Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi; serbest enzim molekülleri 

ile glutaraldehit homo çapraz bağlayıcı reaktifi kullanılarak çapraz bağlı enzim 

agregasyonları oluşturulur (Şekil 2.4).  Glutaraldehit reaktantının önemi, her iki 

ucunun da reaktif olmasıdır.  Böylelikle birçok enzim molekülünün bir arada 

bulunmasıyla çözünür yapı çözünmez özellik kazanarak enzim molekülleri güçlü 

bağlanır.  Glutaraldehit ile çapraz bağlı agregasyon immobilizasyonu, çapraz bağlı 

immobilizasyon çeşidinin bir alt kümesi olarak düşünülebilir.  Bu yöntemin avantajı, 

glutaraldehit dışında herhangi bir taşıyıcıya gerek duyulmadığından uygulanışı diğer 

immobilizasyon çeşitlerine göre daha basittir.  Ayrıca uygulanışı kolay olduğu için 

zamandan tasarruf edilir, maliyeti de düşüktür. 

 

 %25’lik 0,265g/ml yoğunluğundaki glutaraldehit (GA), saf enzime farklı 

yüzdelerde ilave edildi.  Glutaraldehit/ serbest enzim karışımı, 25oC oda sıcaklığında, 

65-70 rpm çalkalama hızında bir gün inkübasyona bırakılarak enzim agregasyonları 

oluşturuldu.  Serbest enzim renksiz iken immobilize enzimin renginde kahverengi bir 

değişim gözlendi.  Bir gün sonrasında immobilize enzim (5000 rpm, 4oC, 5 dakika) 

santrifüj edilerek katı ve sıvı faz ayrıldı.  Paraoksonaz enzimi, çöken katı kısımda 

kaldığından, katı faz minimum hacimde 2 mM CaCl2 içeren Tris-HCl tamponu 

(100mM, pH:8) ile yıkama işlemine tabi tutulduktan sonra enzim aktivitesi hem 

serbest hem de immobilize enzim için spektrofotometrede ölçülerek karşılaştırma 

yapıldı. 

 

2.2.4 Paraoksonaz Enziminin Aktivite Tayini 

 

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.  

Aktivite ölçümü için sırasıyla, 850µl Tris-HCl tamponu (100mM, pH:8) + 100µl 

substrat çözeltisi (2mM paraokson + 2mM koenzim CaCl2 ) + 100 µl enzim çözeltisi 

karıştırılıp 412 nm ve 37oC’de 1 dakikada absorbansta meydana gelen değişme 

okundu.  Böylelikle paraoksanın p-nitrofenole enzimatik dönüşüm hızı tespit edildi.  
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Spektrofotometrede belirtilen absorbans farklarından yola çıkılarak aşağıdaki 

formüle göre enzim ünitesi hesaplandı [17,46]: 

 

                                        [ Reaksiyon Hacmi (ml) x dA/dT x 1000 ] 

             EÜ = 

                                [ Є412 x Enzim Hacmi (ml) x d (cm) ] 

d = 1cm, ışık yolu 

 

2.2.5. Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile 

Enzim Saflığının Kontrolü 

 

Paraoksonaz enziminin hidrofobik etkileşim kromatogafisi ile 

saflaştırılmasından sonra iki farklı akrilamid konsantrasyonunda; yığma jeli % 3, 

ayırma jeli % 10 olacak şekilde (SDS-PAGE) Laemelli [17,46] tarafından belirtilen 

yöntemle yapılarak enzimin saflık derecesi kontrol edildi.  

 

 Bu amaçla elektroforez cam plakaları saf su ile iyice temizlendikten sonra  

plakalar arasına plastik yerleştirilerek iki cam plaka birbiri üzerine konuldu ve 

elektroforezin dökme aparatına sabitlendi.  Çizelge 1.6’da belirtildiği şekilde 

hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına üstten 2-3 cm kalana kadar pipet yardımıyla 

döküldü.  Jel içerisinde hava kabarcığı kalmamasına dikkat edildi ve jel yüzeyinin 

düzgün olması için saf su ile ince bir tabaka oluşturuldu.  Polimerizasyon 

tamamlandıktan sonra polimerleşmiş ayırma jelinin üzerine yığma jeli ilave edildi.  

Jel kasetindeki yükleme jelinin üzerine tarak dikkatlice yerleştirilerek jelin 

polimerleşmesi beklendi (30 dakika).  Yükleme jeli polimerleştikten sonra tarak 

kuyucukların arasından dikkatlice çıkarıldı.  Polimerize jellerin bulunduğu kaset 

elektroforez tankına yerleştirilerek elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme 

tamponu ilave edildi.  
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 Hidrofobik etkileşim kromatogafisi sonucu yüksek aktivite gösteren ependorf 

tüplerindeki örnekler birleştirildi ve elde edilen çözelti ve diğer immobilizasyon 

örnekleri toplam hacim 100 µl olacak şekilde 1:1 oranında numune tamponuyla 

karıştırıldı.  Jele yüklenecek numuneler 3 dakika 100 oC’de ısıtılarak bekletildi ve 

daha sonra soğutularak kuyucuklara yüklendi.  Elektroforez güç kaynağına 

bağlanarak 85 volt’a ayarlandı.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan 

numune tamponu içindeki boyaya ait bant ayırma jeline ulaştığında voltaj 200 volt’a 

yükseltildi.  Yürütme işlemine örnekler, jelin altına 1cm kalana kadar devam edildi. 

Yığma jeli kesilip ayrıldıktan sonra protein bantlarını içeren ayırma jeli renklendirme 

çözeltisi içine konuldu ve 1,5-2 saat kadar çalkalayıcı üzerine bırakıldı.  Daha sonra 

jel, renklendirme çözeltisinden çıkartılarak rengin açılması için renksizleştirme 

çözeltisine konuldu ve elde edilen görüntü bilgisayara aktarıldı. 

 

2.2.6. İmmobilize Enzim için İnhibitörlü Ortamda IC50  Değerlerinin Bulunması 
 

Farklı inhibitörlerin IC50 değerlerinin hesaplanabilmesi amacıyla, immobilize 

enzim için sırasıyla Çizelge 2.8, 2.10 ve 2.12’ de belirtilen farklı inhibitör 

konsantrasyonlarına karşılık gelen absorbans değerleri 412 nm’de okundu.  

İmmobilize enzim için denenen inhibitörlere ait konsantrasyon değerleri sırasıyla 

Çizelge 2.9, 2.11 ve 2.13’ de de gösterilmiştir.  Elde edilen absorbans değerlerinden 

enzim ünitesine göre % aktiviteler hesaplandı.  % Aktivite – [I] gafikleri çizilerek 

ilgili inhibitör için IC50 değerleri hesaplandı.  
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3. BULGULAR 

 

3.1 Amonyum Sülfat Çöktürmesi ve Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi ile 

PON1 Enzimin Saflaştırılması 

 

Metod bölümünde belirtildiği gibi hazırlanan hidrofobik etkileşim kolonu 

önce 1M (NH4)2SO4 içeren 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu ile dengelendi.  % 60; 

28,89 g  amonyum sülfat ile birinci çöktürme (15000 rpm, 4oC, 30 dakika) ve % 80; 

10,08 g amonyum sülfat ile ikinci çöktürme yapılarak elde edilen serum çözeltisi 0,1 

M Tris-Baz pH:8,0 çökelek tamponu ile 4 ml minimum hacimde seyreltildikten sonra 

kolona tatbik edildi.  Kolona 1 M (NH4)2SO4 içeren 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu 

ve 0,1 M Tris-HCl pH:8,0 tamponu ile oluşturulan yüksek tuz konsantrasyonundan 

düşük tuz konsantrasyonuna doğru tuz gradienti uygulandı.  Yıkama ve elüsyon 

çözeltileri 1,5 ml hacmindeki ependorf tüplerde toplandı.  Daha sonra her bir tüp için 

280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapıldı [17].  Enzim 

aktivitesi enzim ünitesi (mol/dakika) cinsinden hesaplanarak elde edilen değerlerin 

tüp numarasına karşı aktivite ve protein miktarı grafiği çizildi (Şekil 3.1).  

Hidrofobik etkileşim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tüpler 

birleştirildi.   

 



 35

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0

5

10

15

20

25

30

35

34 35 36 37 38 39 40 42 43 45 46 47 48 49

P
ro

te
in

 M
ik

ta
rı

 (
m

g
/m

L
)

A
k
ti

v
it

e
 (

U
)

Tüp No

Aktivite (U)

Protein Miktarı 
(mg/mL)

 

 

Şekil 3.1. Hidrofobik etkileşim kolonundan PON1 enziminin elüsyon grafiği 

 

 

3.2 Enzim İmmobilizasyon Basamağı 

 

3.2.1 Enzimin Glutaraldehit ile Farklı Yüzdelerde Karıştırılması 

 

%25’lik 0,265g/ml yoğunluğundaki glutaraldehit, farklı yüzdelerde (% 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) saf enzime ilave edilerek enzim immobilize edildi ve enzim 

aktivitesi en fazla % 7 oranında glutaraldehit ilave edilen enzimde görüldü (Çizelge 

2.1).  Saf enzim çözeltisi, aktivitenin yüksek çıktığı 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 43, 

45, 46, 47, 48 ve 49. ependorf tüplerdeki enzim örnekleri karıştırılarak elde edildi. 
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Çizelge 2.1. Serbest enzim, farklı yüzdelerdeki GA miktarları ve immobilize enzim 
aktiviteleri 

 

 

Glutaraldehit / 
Saf Enzim 

 

Glutaraldehit 

 

Glutaraldehit 

 

Serbest 
Enzim 

 

Absorbans 
Farkı  

(Katı Faz) 

 

İmmobilize 
Enzim 

Aktivitesi 

% Yüzde Oran Kütle (g) Hacim (µl) Kütle (g) |A2 - A-l| EÜ (mol/dk.) 

1 0,0100 9,430 1,0091 0,071 43,59 

2 0,0199 18,773 0,9996 0,003 1,84 

3 0,0300 28,301 1,0118 0,044 27,02 

4 0,0405 37,735 1,0128 0,021 12,89 

5 0,0508 47,92 1,0175 0,004 2,45 

6 0,0617 58,21 1,0294 0,018 11,05 

7 0,0727 68,58 1,0393 0,078 47,89 

8 0,0828 78,11 1,0353 0,002 1,23 

9 0,0937 88,39 1,0413 0,012 7,37 

10 0,1038 97,92 1,0388 0,030 18,42 

 

 

 

Yukarıdaki çizelgede de görüldüğü gibi; immobilize enzim aktivitesi en fazla, 

glutaraldehit ile % 7  oranında karıştırıldığında gözlenmiştir.  Dolayısıyla sonraki 

deneysel basamaklarda % 7  (GA / saf enzim) oranı dikkate alınarak immobilize 

enzim aktivitesi hesaplanmıştır. 
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3.2.2 Glutaraldehit ile % 7 Oranında Karıştırılarak İmmobilize Edilen Enzim 

için Aktivite Tayini 

 

İmmobilize paraoksonaz enzimi için en yüksek aktivite % 7 oranında 

glutaraldehit ilavesiyle gözlendiğinden, yüksek aktivite gözlenen on dört ependorf 

tübündeki enzim çözeltileri karıştırılarak, tamamı % 7  oranında immobilize edildi 

(Çizelge 2.2) ve bu immobilize enzim için 412 nm’de aktivite tayini yapıldı (Çizelge 

2.3). 

Çizelge 2.2. % 7  oranında GA ile karıştırılarak immobilize edilen enzim için GA ve 

serbest enzim miktarları 

 

Glutaraldehit / 

Serbest Enzim 

 

Glutaraldehit 

 

Glutaraldehit 

 

Serbest Enzim 

% Yüzde Oran Kütle (g) Hacim (µl) Kütle (g) 

7 1,2465 1176 17,8066 

 

 

Çizelge 2.3. İmmobilize enzim için aktivite tayin çizelgesi 

pH:8 Bazal Aktivite 

Tamponu (µl) 

Substrat 

(paraokson) (µl) 

İmmobilize 

Enzim (µl) 

Absorbans Farkı 

|A2 - A1| 

850 100 100 0,011 

550 400 100 0,022 

450 500 100 0,035 

350 600 100 0,047 
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Çizelge 2.4. % 7  oranında GA ile karıştırılarak immobilize edilen enzim için EÜ ve 

substrat konsantrasyon değerleri  

 

 

İmmobilize enzim aktivitelerine ilişkin enzim ünite değerleri, paraoksonaz 

enzim aktivite tayininde belirtilen formüle göre hesaplanmıştır.  Substrat 

konsantrasyonu ise;  M1 . V1 = M2 . V2  formülüne göre hesaplanmıştır.   

Reaksiyonun toplam hacmi 1050µl {850µl Tris-HCl tamponu (100mM, pH:8) + 

100µl substrat çözeltisi (2mM paraokson + 2mM koenzim CaCl2) + 100 µl enzim 

çözeltisi} olup farklı substrat hacimleri ve konsantrasyonları da Çizelge 2.4’ de 

verilmektedir. 

 

3.2.3 İmmobilize Enzim için Km ve Vmax Değerlerinin Hesaplanması 

 

İmmobilize için bulgular 3.2.2’de hesapladığımız enzim ünitesi ve substrat 

konsantrasyonlarından yola çıkılarak Km ve Vmax değerleri hesaplandı. 

 

 

Absorbans 

Farkı lA2 - A1l 

 

Enzim 

Ünitesi(mol/dk.) 

(EÜ) 

 

1 / EÜ 

 

Substrat 

Konsantrasyonu 

[S]  (Mx10ˉ³) 

 

1 / [S] 

0,011 6,7543 0,1480 0,190 5263,1 

0,022 13,5087 0,0740 0,762 1312,3 

0,035 21,4912 0,0465 0,952 1050,4 

0,047 28,8596 0,0346 1,143 874,9 
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Linawear-Burk metoduna göre, doğrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini 

(1/Vmax) kestiği noktalardan yola çıkılarak Km ve Vmax değerleri hesaplanır (Şekil 

3.2). 

İmmobilize enzim için; 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2. % 7 oranında GA ile immobilize edilmiş enzim için aktivite tayin 

grafiği 

 

 

 

 

 

Km= 0,775x10¯ ³ 

Vmax.=38,76 e.ü. 

y=0 ise;  -[1/Km]=-1290 

x=0 ise;  [1/Vmax.]=0,0258 
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3.2.4 Serbest Enzim için Km ve Vmax Değerlerinin Hesaplanması 

 

Serbest enzime ait Km ve Vmax değerlerinin hesaplanabilmesi için gerekli 

olan enzim ünitesi ve substrat konsantrasyon değerleri Çizelge 2.6’ da 

belirtilmektedir. 

 

Çizelge 2.5. Serbest enzim için aktivite tayin çizelgesi 

 

pH:8 Bazal Aktivite 

Tamponu (μl) 

Substrat 

(paraokson) (μl) 

Serbest Enzim 

(μl) 

Absorbans Farkı 

lA2 - A1l 

850 100 100 0,024 

800 150 100 0,030 

600 350 100 0,039 

400 550 100 0,047 

300 650 100 0,053 
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Çizelge 2.6. Serbest enzim için EÜ ve substrat konsantrasyon değerleri 

 

 

Absorbans 

Farkı lA2 - A1111l 

 

Enzim 

Ünitesi(mol/dk.) 

(EÜ) 

 

1 / EÜ 

 

Substrat 

Konsantrasyonu 

[S]  (Mx10¯³) 

 

1 / [S] 

0,024 14,7368 0,0678 0,1904 5252,1 

0,030 18,4210 0,0543 0,2857 3500,2 

0,039 23,9473 0,0418 0,6666 1500,1 

0,047 28,8596 0,0346 1,1047 905,2 

0,053 32,5438 0,0307 1,238 807,7 

 

 

Linawear-Burk metoduna göre, doğrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini 

(1/Vmax) kestiği noktalardan yola çıkılarak Km ve Vmax değerleri hesaplanır (Şekil 

3.3). 

 

Serbest enzim için;  

 

 

 

 

Km= 0,294x10¯ ³ 

Vmax.=36,76 e.ü. 

y=0 ise;  -[1/Km]=-3400 

x=0 ise; [1/Vmax.]=0,0272 
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Şekil 3.3. Serbest enzim için aktivite tayin grafiği 

 

Çizelge 2.7. İmmobilize ve serbest enzim için katalitik etkinlik, Vmax ve Km 

değerlerinin karşılaştırılması 

 

 Vmax  

(EÜ) 

Km  

(10¯³ M) 

Vmax/Km  

(10³ EÜ/M) 

Serbest Enzim 36,76 0,294 125 

İmmobilize Enzim 38,76 0,775 50 

 

 

Hesaplanan Km ve Vmax değerlerine göre immobilize ve serbest enzim için 

(Vmax/Km) katalitik etkinlikler Çizelge 2.7’ de karşılaştırılmış ve  immobilize 
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enzimin substrata olan ilgisi serbest enzime göre daha fazla olmasına rağmen 

katalitik etkinlik serbest paraoksonazda daha fazladır. 

3.3 Enzim İnhibisyon Basamağı 

 

3.3.1 Bazı Metal Bileşiklerinin Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Üzerindeki 

İnhibisyon Etkilerinin İncelenmesi 

 

3.3.1.1 Kobalt (II) Klorür (CoCl2.6H20) Bileşiğinin  Enzim Aktivitesi Üzerine 

Etkisi 

 

Paraoksonaz enzim aktivite (412 nm) tayin metodunda olduğu gibi önce bazal 

aktivite tamponu pH:8, sonra substrat çözeltisi (paraokson) küvete pipetler 

yardımıyla ilave edildi ve enzim çözeltisinden önce inhibitör çözeltisi ilave edilerek 

son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen değişme gözlendi.  İmmobilize 

enzim için aktivite tayin çizelgesi (Çizelge 2.8) ve aktivite grafiği aşağıdaki gibidir 

(Şekil 3.4 ). 
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Çizelge 2.8. (CoCl2.6H20)’lu ortam için immobilize enzim için aktivite çizelgesi 

 

 

pH:8 Bazal 

Aktivite 

Tamponu 

(µl) 

 

Substrat 

(paraokson) 

(µl) 

 

İnhibitör 

Çözelti 

(µl) 

 

İmmobilize 

Enzim  

(µl) 

 

Absorbans 

Farkı 

 |A2 - A1| 

 

[Inh.] 

(10ˉ³ M) 

 

 Aktivite 

(EÜ) 

 

% 

Aktivite 

850 100 --- 100 0,009 --- 5,526 --- 

800 100 50 100 0,016 0,04762 9,824 177,77 

750 100 100 100 0,012 0,09524 7,368 133,33 

650 100 200 100 0,016 0,19048 9,824 177,77 

600 100 250 100 0,023 0,23810 14,123 255,55 

550 100 300 100 0,025 0,28570 15,351 277,77 

500 100 350 100 0,029 0,33333 17,807 322,22 

450 100 400 100 0,033 0,38095 20,263 366,66 

 

 

MA (CoCl2.6H20) = 237,93 g/mol; [CoCl2.6H20] = 1.10ˉ³ M değerlerinden 

yola çıkılarak 0,0059 g CoCl2.6H20 tartılarak 25 ml inhibitör çözeltisi hazırlandı.  

Farklı inhibitör çözelti konsantrasyonları M1 . V1 = M2 . V2  formülüne göre 

yukarıdaki çizelgede belirtilen hacimler kullanılarak hesaplandı.  (Vson = 1,05 ml)  

Aşağıdaki grafiğe göre; CoCl2.6H20 bileşiğinin immobilize enzimi aktive ettiği 

görülmektedir (Şekil 3.4). 
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Şekil 3.4. (CoCl2.6H20)’lu ortamda immobilize enzim için aktivite tayin grafiği 

 

 

CoCl2.6H20’lu ortamda serbest enzim için hesaplanan aktivite değerleri ve 

farklı inhibitör konsantrasyonları Çizelge 2.9’ da gösterilmektedir ve aktivite grafiği 

Şekil 3.5’ de görüldüğü gibidir. 
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Çizelge 2.9. (CoCl2.6H20)’lu ortam için serbest enzim için aktivite çizelgesi 

 

 

pH:8 Bazal 

Aktivite 

Tamponu 

(µl) 

 

Substrat 

(paraokson) 

(µl) 

 

İnhibitör 

Çözelti 

(µl) 

 

İmmobilize 

Enzim  

(µl) 

 

Absorbans 

Farkı 

|A2 - A1| 

 

[Inh.] 

(10ˉ³ M) 

 

 Aktivite 

(EÜ) 

 

% 

Aktivite 

850 100 --- 100 0,054 --- 33,158 --- 

800 100 50 100 0,047 0,04762 28,859 87,04 

750 100 100 100 0,045 0,09524 27,631 83,33 

650 100 200 100 0,041 0,19048 25,175 75,92 

600 100 250 100 0,038 0,23810 23,333 70,37 

550 100 300 100 0,029 0,28570 17,807 53,7 

500 100 350 100 0,013 0,33333 7,982 24,07 

450 100 400 100 0,012 0,38095 7,368 22,22 

 

 

CoCl2.6H20’lu ortamda serbest enzim için Çizelge 2.9’ da belirtilen inhibitör 

konsantrasyonları ve aktivite değerlerinden yola çıkılarak % Aktivite / [I] grafiği 

çizildi (Şekil 3.5). 
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Şekil 3.5. (CoCl2.6H20)’lu ortamda serbest enzim için aktivite tayin grafiği 

 

Enzim inhibisyon grafiklerinde belirli bir aktivite değerine bağlı olarak 

inhibitör konsantrasyonu (IC50) hesaplanır.  IC50 değeri, polinom denkleminde % 

aktivite yerine 50 yazılarak bulunabilir.  Çünkü; IC50 değeri, % aktivitenin yarısına 

gelindiği andaki inhibitör konsantrasyonudur.  Şekil 3.4 ve Şekil 3.5’ i 

karşılaştırdığımızda CoCl2.6H20 ağır metalinin immobilize enzimi aktive ederken 

serbest enzimi inhibe ettiği gözlenmiştir.   Buradan serbest enzim için CoCl2.6H20’lu  

ortamda  IC50 değerleri,  0,292x10ˉ³M ve  -0,164x10ˉ³M olarak hesaplanmıştır. 

 

3.3.1.2 Mangan (II) Klorür (MnCl2.2H20) Bileşiğinin Enzim Aktivitesi Üzerine 

Etkisi 

 

Paraoksonaz enzim aktivitesi için reaksiyon ortamına enzim çözeltisinden 

önce inhibitör çözeltisi ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana 
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gelen değişme gözlendi.  İmmobilize enzim için aktivite tayin çizelgesi (Çizelge 

2.10) ve aktivite grafiği aşağıdaki gibidir (Şekil 3.6). 

Çizelge 2.10. (MnCl2.2H20)’lu ortam için immobilize enzim aktivite çizelgesi 

 

 

 

MA (MnCl2.2H20) = 161,87 g/mol; [MnCl2.2H20] = 1.10ˉ³ M değerlerinden 

yola çıkılarak 0,0040 g MnCl2.2H20 tartılarak 25 ml inhibitör çözeltisi hazırlandı.  

Farklı inhibitör çözelti konsantrasyonları M1 . V1 = M2 . V2  formülüne göre 

yukarıdaki çizelgede belirtilen hacimler kullanılarak hesaplandı.  (Vson = 1,05 ml)  

Aşağıdaki grafiğe göre; MnCl2.2H20 bileşiğinin immobilize enzimi aktive ettiği 

görülmektedir (Şekil 3.6). 

 

pH:8 Bazal 

Aktivite 

Tamponu 

(µl) 

 

Substrat 

(paraokson) 

(µl) 

 

İnhibitör 

Çözelti 

(µl) 

 

İmmobilize 

Enzim  

(µl) 

 

Absorbans 

Farkı 

 |A2 - A1| 

 

[Inh.] 

(10ˉ³ M) 

 

 Aktivite 

(EÜ) 

 

% 

Aktivite 

850 100 --- 100 0,007 --- 4,298 --- 

800 100 50 100 0,006 0,04762 3,684 85,71 

750 100 100 100 0,009 0,09524 5,526 128,57 

700 100 150 100 0,013 0,14286 7,982 185,71 

600 100 250 100 0,015 0,23810 9,21 214,28 

550 100 300 100 0,018 0,28570 11,052 257,14 

500 100 350 100 0,022 0,33333 13,508 314,28 

450 100 400 100 0,035 0,38095 21,491 500,00 
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Şekil 3.6. (MnCl2.2H20)’lu ortamda immobilize enzim için aktivite tayin grafiği 

 

 

MnCl2.2H20’lu ortamda serbest enzim için hesaplanan aktivite değerleri ve 

farklı inhibitör konsantrasyonları Çizelge 2.11’ de gösterilmektedir ve aktivite grafiği 

Şekil 3.7’ de görüldüğü gibidir. 
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Çizelge 2.11. (MnCl2.2H20)’lu ortam için serbest enzim aktivite çizelgesi 

 

 

pH:8 Bazal 

Aktivite 

Tamponu 

(µl) 

 

Substrat 

(paraokson) 

(µl) 

 

İnhibitör 

Çözelti 

(µl) 

 

İmmobilize 

Enzim  

(µl) 

 

Absorbans 

Farkı 

 |A2 - A1| 

 

[Inh.] 

(10ˉ³ M) 

 

 Aktivite 

(EÜ) 

 

% 

Aktivite 

850 100 --- 100 0,058 --- 35,61 --- 

800 100 50 100 0,032 0,04762 19,65 55,17 

700 100 150 100 0,027 0,14286 16,58 46,55 

650 100 200 100 0,024 0,19048 14,74 41,38 

600 100 250 100 0,022 0,23810 13,51 37,93 

500 100 350 100 0,021 0,33333 12,89 36,21 

450 100 400 100 0,014 0,38095 8,596 24,14 

 

 

MnCl2.2H20’lu ortamda serbest enzim için Çizelge 2.11’ de belirtilen 

inhibitör konsantrasyonları ve aktivite değerlerinden yola çıkılarak % Aktivite / [I] 

grafiği çizildi (Şekil 3.7). 
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Şekil 3.7. (MnCl2.2H20)’lu ortamda serbest enzim için aktivite tayin grafiği 

 

Şekil 3.6 ve Şekil 3.7’ i karşılaştırdığımızda MnCl2.2H20 ağır metalinin 

immobilize enzimi aktive ederken serbest enzimi inhibe ettiği gözlenmiştir.   

Buradan serbest enzim için MnCl2.2H20’lu  ortamda  IC50 değerleri,  0,103x10¯³M ve  

0,435x10¯¹M olarak hesaplanmıştır. 

 

3.3.1.3 Bakır (I) Klorür (CuCl) Bileşiğinin Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Paraoksonaz enzim aktivitesi için reaksiyon ortamına enzim çözeltisinden 

önce inhibitör çözeltisi ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana 

gelen değişme gözlendi.  Enzim aktivite tayin çizelgesi (Çizelge 2.12) ve aktivite 

grafiği aşağıdaki gibidir (Şekil 3.8). 
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Çizelge 2.12. (CuCl)’li ortam için immobilize enzim aktivite çizelgesi 

 

 

 

 

MA (CuCl) = 98,99 g/mol; [CuCl] = 1.10ˉ³ M değerlerinden yola çıkılarak 

0,0025 g CuCl tartılarak 25 ml inhibitör çözeltisi hazırlandı.  Farklı inhibitör çözelti 

konsantrasyonları M1 . V1 = M2 . V2  formülüne göre yukarıdaki çizelgede belirtilen 

hacimler kullanılarak hesaplandı.  (Vson = 1,05 ml)  Aşağıdaki grafiğe göre; CuCl 

bileşiğinin enzimi inhibe ettiği görülmektedir (Şekil 3.8). 

 

 

 

pH:8 Bazal 

Aktivite 

Tamponu 

(µl) 

 

Substrat 

(paraokson) 

(µl) 

 

İnhibitör 

Çözelti 

(µl) 

 

İmmobilize 

Enzim  

(µl) 

 

Absorbans 

Farkı 

 |A2 - A1| 

 

[Inh.] 

(10ˉ³ M) 

 

 Aktivite 

(EÜ) 

 

% 

Aktivite 

850 100 --- 100 0,019 --- 11,666 --- 

800 100 50 100 0,018 0,04762 11,052 94,73 

750 100 100 100 0,014 0,09524 8,596 73,68 

700 100 150 100 0,011 0,14286 6,754 57,89 

600 100 250 100 0,002 0,23810 1,228 10,52 

450 100 400 100 0 0,38095 0 0 
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Şekil 3.8. (CuCl)’li ortamda immobilize enzim için inhibisyon tayin grafiği 

 

 

Şekil 3.8’ de görüldüğü gibi  0,143x10ˉ³M ve 0,632x10ˉ³M olmak üzere iki 

farklı IC50 değeri bulunmuştur.  CuCl’ li ortamda serbest enzim için hesaplanan 

aktivite değerleri ve farklı inhibitör konsantrasyonları ise Çizelge 2.13’ de 

gösterilmektedir ve aktivite grafiği Şekil 3.9’ da görüldüğü gibidir. 
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Çizelge 2.13. (CuCl)’li ortamda  serbest enzim için aktivite çizelgesi 

 

 

 

CuCl’li ortamda serbest enzim için Çizelge 2.13’ de belirtilen inhibitör 

konsantrasyonları ve aktivite değerlerinden yola çıkılarak % Aktivite / [I] grafiği 

çizildi (Şekil 3.9). 

 

 

 

 

 

 

pH:8 Bazal 

Aktivite 

Tamponu 

(µl) 

 

Substrat 

(paraokson) 

(µl) 

 

İnhibitör 

Çözelti 

(µl) 

 

İmmobilize 

Enzim  

(µl) 

 

Absorbans 

Farkı 

  |A2 - A1| 

 

[Inh.] 

(10ˉ³ M) 

 

 Aktivite 

(EÜ) 

 

% 

Aktivite 

850 100 --- 100 0,055 --- 33,77 --- 

800 100 50 100 0,018 0,04762 11,05 32,73 

750 100 100 100 0,011 0,09524 6,75 20 

700 100 150 100 0,003 0,14286 1,84 5,45 

650 100 200 100 0,001 0,19048 0,61 1,82 

450 100 400 100 0 0,38095 0 0 
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Şekil 3.9. (CuCl)’li ortamda serbest enzim için inhibisyon tayin grafiği 

 

Şekil 3.8 ve Şekil 3.9’ u karşılaştırdığımızda CuCl ağır metalinin immobilize 

enzimi inhibe ederken serbest enzimi de inhibe ettiği gözlenmiştir.   Buradan serbest 

enzim için CuCl’ li ortamda  IC50 değerleri, -5,07x10¯7M ve 0,573x10¯³M olarak 

hesaplanmıştır. CuCl ağır metalinin serbest enzimi daha fazla inhibe ettiği 

görülmektedir.   

 

3.4 Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) 

ile Enzim Saflığının Kontrolü 

 

Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforez yöntemi ile enzim 

saflık kontrolü yapıldı.  Marker olarak Fermentas kullanıldı. 
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                                                     Marker          

 

 

               

Şekil 3.10. SDS-PAGE ile enzim saflığının kontrolü 

 

Sığır paraoksonaz enzimi için 35-45 kDa aralıklarında bant oluştuğu 

gözlenmektedir (Şekil 3.10).  Oluşan bantlardan bir tanesi bu aralıkta gözlenen diğer 

iki banda göre daha belirgindir.  Fakat bu çalışmada enzim hidrofobik etkileşim 

kromatografisi ile saflaştırıldığından birden fazla bant gözlenmesi muhtemeldir.  

PON1’in minimum molekül ağırlığını Gan ve arkadaşları 43 kDa olarak 

belirlemişlerdir.  Enzimin yapısında, toplam molekül ağırlığının %15.8’i kadar 

karbohidrat molekülü bulunmaktadır.  Bu molekülün, enzimin çözünürlüğünü ve 

kararlılığını arttırmada ve zar yapısına bağlanmada görevi olduğu düşünülmektedir.  

Karbohidrat içermeyen PON1 enziminin molekül ağırlığı ise 37 kDa’dur.  Enzim, 

serumda HDL’ye bağlı olduğu bölgelerin yakınında bulunan proteinler (ApoA1) ile 

bir arada saflaştırıldığında da molekül ağırlığının 47-54 kDa olduğu rapor edilmiştir 

[17].   

 

Sığır 

Paraoksonaz 

Enzimi 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Bu deneysel çalışmada, PON1 enzimi sığır serumundan, sepharose 4BL-

tirozin 1-naftilamin kimyasal yapısındaki hidrofobik etkileşim kromatografi jeli 

kullanılarak saflaştırılmış ve enzim immobilize edilmiştir.  Paraoksonaz enziminin 

tercih edilmesinin sebebi, enzimin hidrofobik karakterinin yanı sıra, detoksifikasyon 

ve antioksidan özelliğe sahip olmasıdır.  Fakat bu özelliklerinin yanı sıra 

paraoksonaz, hidrojen peroksiti (H202) hidroliz edebilme yeteneğine de sahiptir.  

Hidrojen peroksit,  arteriyel duvar hücreleri tarafından aterogenez esnasında üretilen 

başlıca reaktif oksijen türüdür (ROS) ve oksidatif stres altında LDL oksidasyonuna 

neden olan reaktif oksijen türüne dönüşür.  HDL kaynaklı PON’un H202’i 

(peroksitlerle beraber) hidroliz etmesi, arterosiklerozda rol alan potent oksidanların 

eliminasyonunda önemlidir [47,48].  Dolayısıyla, paraoksonazın, okside LDL’deki 

kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve hidroksitleri indirgemesi nedeni ile peroksidaz 

benzeri aktivitesi de olduğu bildirilmiştir [49]. 

 

Sığır serum paraoksonazın yanı sıra, PON1 enzimi, sıçan ve tavşanların 

karaciğer ve serumlarından da saflaştırılmıştır.  Fakat, enzimin serum ve 

karaciğerden saflaştırma basamaklarında kısmen farklılık bulunmaktadır [50,51,52].   

 

 

Enzimin yapısına bakıldığında ise, N-terminal bölgesindeki H1 ve H2 heliks, 

hidrofobik yapılar, enzimin HDL’ye bağlanmasını sağlamaktadır [53,54] (Şekil 4.1).   

Enzimin N-terminal bölgesi; lösin, fenil alanin, prolin, isolösin, tirozin, triptofan ve 

valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 residüler arası H1 hidrofobik uç ve 185-202 

residüler arası da H2 hidrofobik ucundan oluşturmaktadır.  Dolayısıyla PON1 

enziminin hidrofobik yüzeyi ile HDL arasında triptofan, tirozin ve lizin 

aminoasitlerince zengin aromatik ve kısmen hidrofilik bölgeler bulunmaktadır 

[53,55].  
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Şekil. 4.1. PON1 enziminin HDL yüzeyine bağlanma modeli [53] 

 

Paraoksonaz enziminin saflaştırılmasında kullanılan hidrofobik etkileşim 

kromatografisinin temel prensibi, yüksek tuz konsantrasyonunda saflaştırılacak 

biyomolekülde bulunan hidrofobik yüzey ile apolar ligand arasındaki hidrofobik 

etkileşmedir.  Bu etkileşmenin gerekçesi artan entropi ile açıklanmaktadır.  Bu 

teknikte ligand ve matriks yapısının son derece önemli olduğu bildirilmektedir [56].  

Düşük hidrofobik karakterli ligandlar kullanıldığında saflaştırılacak molekülün 

kolanda etkileşimini sağlamak amacıyla yüksek tuz konsantrasyonuna ihtiyaç vardır.  

Bu durumda proteinlerin kendi aralarında hidrofobik etkileşim riski doğabilir ki 

yüksek hidrofobik karakterli ligand tercih edildiğinde ise saflaştırılacak molekül ile 

ligand arasındaki etkileşim artacağı için elüsyon sırasında problemler ortaya çıkabilir 

[56].  Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik etkileşim kromatografi jellerinde 

hidrofobik uç olarak düz zincirli alkil ligandları ve aril ligandları gibi moleküller 

tercih edilmektedir [57].  İsopropil, butil, oktil ve fenil bileşikleri en çok tercih edilen 

ligandlardır.  Düz zincirli alkil ligandları saf hidrofobik karaktere sahip iken, aril 
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ligandlarında hem hidrofobik hem de aromatik etkileşimler gözlenir.  Bu amaçla 

deneysel çalışmamızda ligand olarak 1-naftilamin bileşiği kullanılmıştır.  PON1 

enziminin H1 ve H2 bölgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik 

rezidülerin bulunmasıyla L-tirozin ligandı  söz konusu bölgelerle hem hidrofobik 

hem de aromatik etkileşim yapacağından dolayı bu ligand immobilizasyon için de 

uygundur.    

 

Çalışmamızda PON1 enzimini sığır serumundan saflaştırmak için hidrofobik 

etkileşim kromatografisi uygulanmadan önce bu kromatografi prosedürüne uygun ön 

saflaştırma işlemi olarak %60-80 aralığında amonyum sülfat çöktürmesi yapılmıştır.  

Yaygın olarak kullanılan tuzlar Na2SO4, K2SO4, (NH4)2SO4, NaCl, NH4Cl, NaBr, 

NaSCN olmasına rağmen amonyum sülfat en çok tercih edilendir [58,59].  Serum 

proteinlerinin organik çözücüler ile çöktürülmesi yöntemi amonyum sülfat çöktürme 

yönteminden daha avantajlı olduğu söylenmektedir [60].  Fakat hidrofobik etkileşim 

kromatografisi için amonyum sülfat çöktürmesi daha uygun bir metoddur.   

 

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapılı jel kullanılarak saflaştırılan sığır 

serum paraoksonaz enziminin KM ve Vmax kinetik sabitleri, PON1 enzim aktivite 

tayin metoduna göre paraokson substratı kullanılarak belirlenmiştir.  Lineweaver-

Burk grafiklerinden elde edilen KM ve Vmax değerleri serbest enzim için sırasıyla 

0,294x10¯³ ve 36,76 EÜ, immobilize enzim için ise bu değerler sırasıyla 0,775x10¯³ 

ve 38,76 EÜ olarak bulunmuştur.  İmmobilize ve serbest enzim için hesaplanan 

Vmax değerleri farklı olmasına rağmen birbiri ile benzerlik göstermektedir.  Fakat 

immobilize ve serbest enzim için elde edilen Km değerleri karşılaştırıldığında, Km 

değerinin serbest enzimde daha düşük olduğu görülmektedir.  Km değeri, enzimin 

substrata karşı ilgisinin bir ölçüsü idi.  Bu değer ne kadar düşük ise enzimin substrata 

bağlanma ilgisi de o derece fazla demektir.  Bu durumda PON1 enzimi, bizim (% 25) 

glutaraldehit ile uyguladığımız immobilizasyon metoduyla immobilize olmasına 

rağmen serbest enzimin substrata olan ilgisinin immobilize enzime göre daha fazla 

olduğu görülmektedir.  Ayrıca, (Vmax/Km) katalitik etkinlik immobilize ve serbest 
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enzim için hesaplanmış ve bu değerler sırasıyla 50 EÜ/M ve 125 EÜ/M olarak 

hesaplanmıştır (Çizelge 2.7). 

 

Ayrıca bu araştırmamızda, paraoksonaz enzimi endüstriyel alanda da büyük 

öneme sahip olduğundan, Mg+2, Co+2, Cu+2 metallerinin, hem serbest hem de 

immobilize enzim üzerindeki inhibisyon etkileri çalışılmıştır. Yapılan diğer 

çalışmalarda EDTA, baryum, lantan, bakır ve p-hidroksiciva benzoat bileşiğinin  

kompetetif inhbisyona neden olduğu ve çinkonun ise nonkompetetif bir inhibisyon 

gösterdiği bildirilmektedir [61].  Çalışmamızda Cu+2 metalinin paraoksonaz enzim 

aktivitesi üzerindeki etkisine bakıldığında sırasıyla immobilize (Şekil 3.8) ve serbest 

enzimi (Şekil 3.9) inhibe ettiği görülmektedir ve aktivite ölçümü sırasında inhibitör, 

ortama enzim çözeltisinden önce ilave edilmiştir.  Cu+2 metali, inhibisyon etkisini 

serbest enzimde daha çok göstermektedir.  Ancak inhibitörü enzim çözeltisinden 

sonra ortama ilave ettiğimizde enzim aktivitesinde herhangi bir değişim 

gözlenmemiştir ve inhibitör konsantrasyonunun arttırılmasıyla aktivite en son sıfıra 

kadar düşmüştür.  Dolayısıyla, Cu+2 metalinden kaynaklanan inhibisyon çeşidinin  

kompetetif inhbisyon olduğu düşünülebilir.  Ayrıca karbon sayısı değişen çeşitli 

alifatik alkollerin, kobalt, nikel ve kadmiyum gibi metallerin insan serum PON1 

enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösterdiği tespit edilmiştir [62,63].  Fakat bizim 

sığır serumundan saflaştırdığımız PON1 enziminde Co+2 ve Mn+2 metalleri 

immobilize enzimi aktive ederken (Şekil 3.4 ve Şekil 3.6), serbest enzimi inhibe 

ettikleri gözlenmiştir (Şekil 3.5 ve Şekil 3.7). 

 

Sonuç olarak yapılan çalışmalarda aşağıdaki bulgular elde edilmiştir. 

 

• Sığır serum PON1 enzimini saflaştırmak amacıyla Sepharose 4BL-

tirozin 1-naftilamin kimyasal yapısındaki hidrofobik etkileşim kromatografi 

jeli kullanılmış ve PON1 enzimi saflaştırılarak SDS-PAGE ile saflık kontrolü 

yapılmıştır. 
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• Enzim farklı glutaraldehit oranlarında (% 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) 

immobilize edilmiş ve immobilize enzim aktivitesi en fazla % 7 glutaraldehit 

oranında immobilize edilen enzimde gözlenmiştir (Çizelge 2.1).  

 

• % 7 glutaraldehit oranında immobilize edilen enzim için enzim ünitesi 

ve substrat konsantrasyon değerleri hesaplanarak buradan katalitik etkinlik, 

Km ve Vmax değerleri elde edilmiştir.  Aynı işlemler serbest enzim için de 

denenmiş ve katalitik etkinliğin serbest enzimde daha fazla olduğu 

gözlenmiştir.   

 

• Sonuç olarak; Mn+2, Co+2, Cu+2 metallerinin (%7) immobilize ve 

serbest paraoksonaz enzimi üzerindeki inhibisyon etkileri çalışılmıştır.  

Çalışmamızda Cu+2 metalinin immobilize (Şekil 3.8) paraoksonaz enzimini ve 

serbest enzimi  (Şekil 3.9) inhibe ettiği görülürken, Co+2 ve Mn+2 metallerinin 

immobilize enzimi aktive ettiği (Şekil 3.4 ve Şekil 3.6) ve serbest enzimi de 

inhibe ettiği (Şekil 3.5 ve Şekil 3.7) gözlenmiştir.  
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