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OZET

PARAOKSONAZ ENZIiMIiNIN GLUTARALDEHIT iLE
IMMOBILiZASYONU VE BAZI AGIR METALLERE KARSI
AFINITESININ ARASTIRILMASI

CiGDEM BILEN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi /Tez Danismani: Yard. Doc¢. Dr. Ozen OZENSOY GULER)

Balikesir, 2009

Bu ¢alismada, ilk olarak sigir serum PON1 enzimini saflastirmak amaciyla
Sepharose 4B L-tirozin 1-naftilamin kimyasal yapisindaki hidrofobik etkilesim
kromatografi jeli kullanilmis ve PON1 enzimi saflastirilmistir. SDS-PAGE ile

serbest enzim i¢in saflik kontroli yapilmistir.

Ikinci asamada, enzim farkl1 glutaraldehit yiizdelerinde immobilize edilmis ve
enzim aktivitesi en fazla % 7 glutaraldehit oraninda immobilize edilen enzimde
gozlenmistir. Dolayisiyla deneysel ¢alismamizin bundan sonraki asamalarinda, % 7
glutaraldehit oraninda immobilize edilen enzim dikkate alinmistir. Buradan
immobilize ve serbest enzim i¢in enzim {initesi ve substrat konsantrasyon degerleri
hesaplanarak Km ve Vmax degerleri elde edilmis ve serbest enzimin katalitik

etkinliginin immobilize enzime gore daha fazla oldugu gozlenmistir.

Son agamada da Mn*%, Co*%, Cu*™ metallerinin (%7) immobilize ve serbest
paraoksonaz enzimi {iizerindeki inhibisyon etkileri calisilmistir. Cu** metalinin
paraoksonaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisine bakildiginda immobilize ve serbest
enzimi inhibe ettigi gozlenirken, Mn** ve Co*™ metallerinin immobilize enzimi

aktive ettigi, fakat serbest enzimi inhibe ettigi gdzlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz, enzim immobilizasyonu,

glutaraldehit, enzim inhibisyonu.



ABSTRACT

IMMOBILIZATION WITH GLUTARALDEHYDE OF PARAOXONASE
ENZYME AND INVESTIGATION OF SOME HEAVY METALS EFFECTS
ONTO THE ENZYME AFFINITY

CiGDEM BIiLEN

Balikesir University , Institute of Science, Department of Chemistry

(M.Sc. Thesis / Supervisior: Yard. Doc. Dr. Ozen OZENSOY GULER)

Balikesir, 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*, Co*™, Cu** metals onto the
immobilized and free enzyme activity were studied. When the effect of Cu*> 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** and Co** metals.

KEYWORDS: Paraoxonase, enzyme immobilization, glutaraldehyde,

enzyme inhibition.
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1. GIRiS:

Bildigimiz gibi, giiniimiiziin hizla gelisen teknolojisi giinliik yasantida oldugu
kadar bilim diinyasinda da kendini gostermektedir. Bu gelisime ozellikle
biyokimyasal alanda, enzimatik uygulamalarda rastlanmaktadir. Ciinkii, enzimler
biyokimyasal reaksiyonlarda biyolojik katalizor gorevi gordiiklerinden enzimlerin
sikca kullanimlarina ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla enzim immobilizasyon
yontemleri gelistirilmistir. Paraoksonaz enzimi ile yapilan bu calismada, enzim

glutaraldehit kullanilarak immobilize edilmistir.

Onceki ¢alismalarda da  glutaraldehit kullanilarak  farkli  enzim
immobilizasyon caligmalari gerceklestirilmistir.  Ornegin; 'Mantardan (Agaricus
bisporus) Tirozinaz Enziminin Izole Edilmesi' yonteminde, kismen saflastirilan
tirozinaz enzimi kitosan kiirecikleri iizerine glutaraldehit kullanilarak immobilize
edilmistir [1]. Yapilan diger bir calismada da, proteaz enzimi, glutaraldehit

kullanilarak kovalent baglanma ile immobilize edilmistir [2].

1.1 Enzimler

Enzimler, ilgili kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen olaganiistii biyolojik
sistemlerdir. En carpici karakteristik 6zellikleri, katalitik giiclere sahip olmalar1 ve
spesifik oluslaridir [3]. Enzimler kendilerine 6zgii, spesifik substratlarini taniyarak,
substratlar1 lizerinden spesifik kimyasal reaksiyonlar1 kisa zaman diliminde daha

hizl bir sekilde gerceklestirirler [4].



1.1.1 Enzim Tarihcesi

Enzim molekiillerinin varoluglar1 bir yiizyili askin bilinmektedir. Enzimlerle
ilgili ilk ¢aligmalardan bir tanesi; 1835 yilinda, Isve¢ asilli kimyaci Jon Jakob
Berzelius bazi kimyasal katalizorleri adlandirmistir. 11k enzim ise saf halde Cornell
Universitesi, James B. Sumner tarafindan verimli bir basariyla elde edilmistir.
Sumner, iireaz enzimini erkek tavsandan izole ve kristalize etmeyi basarmistir. Bu

calismasi Sumner’e 1947’de Nobel 6diiliinii kazandirmistir [5,6,7].

1.1.2 Enzimlerin Kimyasal Yapisi

Cogu enzimler, katalitik aktivitelerini harcamadan 6nce kofaktor gibi diger
bilesiklerin varligina ihtiya¢ duyarlar. Bu aktif kompleksin tamami holoenzim olarak
isimlendirilir. Ornegin, Apoenzim (protein kismi)+Kofaktor (koenzim, prostetik

grup, metal-iyon aktivatorii)

Apoenzim + Kofaktér = Holoenzim

Holum’a gore;

a) Koenzim (Protein kismina serbest bagli ve termostabil bir organik madde
olabilir.)

b) Prostetik Grup (Protein veya apoenzim kismina sikica bagh ve
termostabil bir organik madde olabilir.)

c) Metal—iyon Aktivatorii (K+, Fe++, Fe+++, Cu++, Co++, Zn++, Mn++,

Mg++, Ca++, Mo+++....vb.) [5,6,7].



1.1.3 Enzimlerin Avantajlar: ve Uygulama Alanlari

Enzimlerin kullanimi, genel uygulamalarla elde edilemeyen bircok olumlu
sonu¢ vermektedir. Enzimler, yiiksek iiriin kalitesi, iiretimde diisiik maliyet, az atik,
fazla enerji tiiketiminin engellenmesi, spesifiklik (sadece istenilen reaksiyonun
gerceklesmesi), kolay kontrol ve reaksiyonun iliman kosullarda gerceklesmesi ve
reaksiyon hizinin 10'® kata kadar artmasi gibi pek ¢ok avantajlara sahiptirler [8,9].
Bunun yam sira, nisastadan maltoz suruplarinin iiretimi, siit ve siit iiriinleriyle ilgili
uygulamalar, endiistri (kagit, deri, deterjan...vb.), mesrubat iiretimi( diisiik kalorili
bira, katkisiz meyve suyu...vb.), gida sektorii (sekerleme), kontak lens tiretimi, enerji
ve tekstil uygulamalari, bilim ve biyoteknoloji gibi onemli uygulama alanlarina da

sahiptirler [8].

1.2 Paraoksonaz Enzimi

1.2.1 Paraoksonaz Enziminin Adlandirilmasi ve Yapisi

Insan plazmasi, biitirilkolin esteraz (EC 3.1.1.8), paraoksonaz (EC 3.1.8.1),
asetilkolin esteraz (EC 3.1.1.7) ve albiimin olmak iizere 4 esteraz icermektedir.
Biitirilkolin esteraz, paraoksonaz ve albiimin ester hidrolizine ©6nemli katkida

bulunmak amaciyla plazmada yeterince yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir [10].

Bir arilesteraz olarak da bilinen serum paraoksonaz 1 (PONI1) , baz
organofosfatlar ve cesitli aromatik karboksilik asit esterlerin hidroliz reaksiyonlarini
katalizleyen ve karaciger tarafindan sentezlenen bir kalsiyum (Ca*2) bagl esterazdir.
Gerceklestirdigi reaksiyonlarinda genellikle substrati olarak kullanilan paraoksondan
tiretildigi icin paraoksonaz adm almistir [11]. 43 kDa agirhigindaki PONI,
(arildialkilfosfataz, EC 3.1.8.1.) olarak da isimlendirilebilir [12,13].

Protein konsantrasyonuyla da baglantili olan PON1 enzim aktivitesini 6lgmek

amaciyla iki farkli substrat kullanilir: Paraoksonaz aktivitesi i¢in paraokson ve



arilesteraz aktivitesi icin aril esterlerin hidrolizi amaciyla fenil asetat substrat olarak
kullanilir [12,14]. Son yillarda PON1’in laktonaz aktivitesi iizerinde de caligmalar
yapilmis ve endojen bilesiklerinin lakton formlari ile lakton iceren bazi ilaglarin
PONI tarafindan hidroliz edildigi gosterilmistir [15]. Izoelektrik noktas1 5.1 olan
PON1’in yapisina bakildiginda 4 adet zincirden olusmusg 6 adet B-kirmali yapidan
meydana gelmistir. Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki disiilfit kopriisii
ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisin1 kazanir [16]. N-terminal ve C-terminal uclarinin
bu sekilde kovalent baglanmasi B-kirmali yapili enzimlerde sik goriilmemektedir

(Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu goriiniimii. (a) B-kirmali
tabakalar ve (b) hidrofobik bolgelerin (H1, H2, H3) B-kirmali tabakalara gore
durumu [17].

U boyutlu yapida; iki adet Ca* iyonu, B-kirmal tabakalarin merkezinde 7,4
A aralikli olacak sekilde bulunmaktadir. Iyonlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup
yapidan uzaklastirilmas: doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir [18].

Katalitik etkinlikte gorev alan diger Ca*” iyonu ise; 2,2-2,5 A uzaklikta 5 adet



aminoasit (Asn224, Asn270, Asnl68, Asp269 ve Glu53) ile etkilesim halindedir
[19].

PON1 geninin yam1 sira PON2 ve PON3 gen ailesi de 7q21.3-q22.1
kromozomlar iizerinde baglantili olup karaciger de PON1 sentezi iizerinde kilit bir
rol {istlenmistir [20,21]. PON2 ve PON3’iin 105. pozisyonda lizin rezidiisii
bulunmadigindan paraoksonu hidroliz edemedikleri 6ne siiriilmiigtiir. Ayrica PON2

ve PON3 plazmada bulunmamaktadir [21].

1.2.2 Paraoksonaz Enziminin Tarihcesi

Paraoksonaz enzimi ilk olarak 1953 yilinda Aldridge tarafindan insan kan
serumunda bulunmustur [22,23]. 1996 yilinda, paraoksonaz aktivitesinden sorumlu
genin bir multigen ailesinin tiyesi oldugu tespit edilmis ve sirasiyla PON1, PON2 ve
PON3 olarak isimlendirilmistir [24]. PON3 enzimi de PON1’e benzer sekilde biiyiik
cogunlukta karacigerden sentezlenmekte ve serumda HDL’ye baglh olarak
bulunmaktadir[25]. PON2 diger iiyelerden farkli olarak plazmada bulunmamaktadir.
Ancak beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi pek ¢ok dokuda sentezlenmektedir [26].

1.2.3 Paraoksonaz Enziminin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bolgesinde bulunan His-His cifti, Ca® iyonu ve su molekiild,

esteraz aktivitesinde onemli gorevler iistlenmistir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [17]

Katalitik etkinlik gosteren Ca*® iyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bolgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giictinii arttirtr.  Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirir. Bu esnada meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu Ca* iyonu ile kararli kilimir [17]. Dolayistyla,
kalsiyum, enzimin hem aktivitesi hem de stabilitesi i¢in gerekmektedir [21]. Olusan
yapidaki Ca* iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya

karbonilin iizerine yikilir ve ester bag1 kopar [17].

1.2.4 Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlari

PONI1 o6zellikle LDL ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini onleyerek ve lipit
peroksitlerini metabolize ederek arterosklerozise karsi koruyuculugunu, sahip oldugu
laktonaz aktivitesine bagli olarak gostermektedir [27,28]. Bu enzim iistelik
homosistein tiyolakton, glikokortikoit gama-lakton vb. 30 farkli lakton molekiiliinii

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

Insan serum PON1 enzimi ayrica paration, diazinon ve klorpirifos gibi ¢ok
sayida insektisitin toksik okson metabolitlerini [29] (Sekil 1.4) ve soman, sarin ve

tabun gibi organofosfat sinir ajanlarini hidrolizleyebilmektedir [30] (Sekil 1.5).

OC,Hs R —O\ OC3zHs OC2Hs

H
PON; O\ V4

— P — + ROH

R0
\P
s Ho0 P
S ocs o otk 7 ocyms

Cl N NN -
R= Paraokson _ ‘ Klorprifoz okson R= M P iazokson

Sekil 1.4. Insektisitlerde yaygin olarak kullanilan okson metabolitlerinin hidrolizi

[17]
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R{=N(CHj3), R,=CH,CHj; X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)

R,=CH; R,=CH(CHj3), X=F Izopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)

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

Sekil 1.5. Sinir gazlarinin hidrolizi [17]

Bu aktivitelerinin yaninda fenilasetat gibi ester substratlarim da

hidrolizleyebilmektedir [29] (Sekil 1.6).

©\O)\D
(s)
(Tio)Fenil asetat PON{ . )\O
04§ +H20 H HO
(SH)

2-Naftil asetat

Sekil 1.6. Aromatik esterlerin hidrolizi [17]



1.2.5 PONT’in HDL’ye Baglanmasi

PONI1 geni, fonksiyonel polimorfizm iceren , PON1 enziminin hem yiizey
hem de substrat spesifikligini etkileyen kod ve promotor bolgelere sahiptir [31].
Diger memeli serumlarinin yani sira insan ve sigir serumunda  paraoksonaz
enziminin N-terminal bolgesi, HDL’ nin ApoAl apolipoprotein kismiyla da
baglantilidir [13].  Dolayisiyla, paraoksonazin yapisinda bulunan N-terminal

hidrofobik sinyal peptidi, HDL ile etkilesim icin gerekmektedir [21].

1.2.6 Enzimin Kullanim Alanlar1 ve Hastahiklarla Olan Iliskisi

PON, lipit metabolizmasinda;
a) Aktif oksitlenmis fosfolipitlerin hidrolizasyonu (fosfataz A;)
b) H,0, ve lipit hidroperoksitlerinin yikimi (peroksidaz aktivitesi)
c) Endotel hiicrelere baglanmanin azaltilmasi

d) HDL fonksiyonu ve biitiinliigiiniin korunmasindan dolay1 6nemli gorevler

iistlenmektedir [11].

Paraoksonaz enzimi toksikolojide incelenmesine ragmen, HDL nin oksidatif
ozellikleri iizerindeki etkisine de son 10 yildir calisilmaktadir [13]. PONI,
organofosfatlarin hidrolizi ile diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve
lipoprotein peroksidasyonunu 6nleyerek bir antioksidan gorevi goriir. Bu fonksiyon,
muhtemelen lipit peroksitlerinin hidrolizi ile baglantili olup insanlarda
arterosiklerozun Onlenmesi acisindan Onemlidir [12,32,33]. Ciinkii, LDL
oksidasyonunun, arterosiklerozun baslangic ve gelisim evreleriyle ilgisi bulunmakta
ve HDL (PON1), HDL nin biiyiik bir antiarterosiklerotik bilesenini olusturmaktadir
[31].



Verilen herhangi bir LDL konsantrasyonu i¢in, HDL-kolesterol konsantrasyonu,
dolayisiyla PON1 enzimi, KKH (koroner kalp hastaligi) ile oldukca baglantihidir
[33]. Fakat; genetik calismalarin meta-analizleri, PON1 polimorfizmi ile koroner
kalp hastaligt KKH arasinda benzer bir iliski gostermemektedir. Buna ragmen,
simdiki caligmalarda goriilmektedir ki; PONI enziminin aktivitesi veya
konsantrasyonu, KKH ile cok yakindan iligkilidir. Dolayisiyla siiregelen
calismalarda ve genetik polimorfizm ile de karsilastirlldiginda, PON1 enzimi KKH

icin bagimsiz bir risk faktorii olusturmaktadir [31].

PON1 diizeyinin; sigara icenlerde, hiperkolesterolemide, ileri yasta,
obezitede, menopozda ve bobrek yetmezliklerinde azaldigi ortaya konulmustur [32].
Yiiksek oksidatif stres ve koroner kalp hastaligr ile baglantili olan kronik bdbrek
yetmezligi, PONI, katalaz ve siiperoksit dizmutaz  antioksidant enzimatik
aktivitelerinin yetersizliginden dolay1 goriilmektedir. Organofosfat bilesiklerinin
cogu norotoksiktir. PONI1 enzimi, organofosfat ve lipit peroksitlerini detoksifiye
edebilme oOzelligi ile Alzheimer ve Parkinson gibi  norolojik hastaliklarin

saptanmasinda anahtar element haline gelmistir [14].

1.3 Enzim immobilizasyonu

1.3.1 immobilize Enzimlerin Simflandirilmasi ve Ozellikleri

Immobilize enzim, hareketi bir yiizeyde veya belirli bir bolgede tamamen
yada kismen smirlandirilan enzimdir [34]. Immobilize enzim ¢esitlerinin

siniflandirilmasi Sekil 1.7 de gosterilmistir [35].
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ENZIMLER

I
\J v

Moditive Enzimler Serbest Enzimler
I

¥
Immeobilize Enzimler

I
v v

Bagh Enzimler Tutuklanmis Enzimler

| |
v v v v

Taswyiciya Capraz Baglanmis Matrikse Membran ya da
Baglanmis Tutuklanmis mikro kapsiillere
tutuklanmus

p Kovalent Bagl
p  Adsorplanmis

. » Iyonik Bagh

Sekil 1.7. Immobilize enzimlerin siniflandiriimasi [35]

Immobilize enzimlerin 6zellikleri: Coklu yada tekrar tekrar kullamilabilirler,
reaksiyon ortamindan immobilize enzimin alinmasiyla reaksiyon kolayca
durdurulabilir yada ilave edilmesiyle hizlandirilabilir, kolayca stabilize edilebilirler,
triin kirliligine rastlanmaz, (6zellikle ilag ve gida endiistrisi), enzimin iirtinden
ayrilmasi daha kolaydir, multienzimli reaksiyon sistemleri gelistirilmistir, dis etkilere

kars1 dayaniklidir [34].
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1.3.2 Tasiyiciya Bagh immobilize Enzimler

Tastyiciya bagli immobilize enzim cesitleri Cizelge 1.1’ de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Tastyiciya bagli immobilize enzim ¢esitleri [35,36]

Immobilizasyon
Tiirii

Sematik
Gosterimi

Ozellikleri

Kovalent
Baglama

TAFTYICT

Avantaj: Enzim kacis1
yok,

siirekli sistemlere
uygulanabilir,optimizasyo
n var.

Dezavantaj:

Rejenerasyon yok, enzim
denatiirasyonu, yanlis
baglanma

Adsorptif
Baglama

TASTYICT

Avantaj: Islem basit ,
denatiirasyon riski yok.
enzim saflastirma olanagi
var.

Dezavantaj: Enzim kacis1
hizly, iiriin kirliligi mevcut
optimizasyon zor

Iyonik
Baglama

0.

R +
|

— O

L0 L6
|

— =, (D

kK R
|

\
-

TAZIYICT

Tyon
Drefistirici

Avantaj: Rejenarasyon
miimkiin, kolay islem,
enzim aktivitesi
korunabilir.

Dezavantaj: Tasiyiciile
enzim arasi bag zayif,
enzim kagisi hizl , iiriin
kirliligi mevcut.




1.3.3 Capraz Bagh immobilize Enzimler

Capraz bagli immobilize enzim cesitleri Cizelge 1.2° de gosterildigi gibidir.

Cizelge 1.2. Capraz bagli immobilize enzim ¢esitleri [37]

Enzim
Immobilizasyon
Tirii

Sematik
Gosterimi

Ozellikleri

Homo-capraz
Baglama

Avantaj: Enzim ¢ok
giiclii baglanir,
adsorplanmis enzimler
stabilize edilerekenzim
kacis1 Onlenir.
Dezavantaj: Enzim
hareketi sinirl,
hazirlanmasi zor, genl
uygulanabilirligi diisiik,
rejenerasyon miimkiin
degil

Ko-capraz
Baglama

Avantaj: Homo-¢apraz
baglama metoduna gore
giivenilirlik, aktivite,
kararlilik daha fazla.
Dezavantaj: Homo-
capraz baglama
metoduna gore maliyeti
daha fazla.
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1.3.4 Tutuklanns immobilize Enzimler

Tutuklama yontemi ile immobilize edilmis enzim cesitleri Cizelge 1.3” de

gosterildigi gibidir.

Cizelge 1.3. Tutuklanmig immobilize enzim cesitleri [35,38,39]

Enzim Immobilizasyon Sematik Ozellikleri
Tiirii Gosterimi
Hiicreler yar1 gecirgen bir zardan
olusan mikrokapsiiller icine
tutuklanir.  Sistemin temeli zarin
seciciligine dayandigindan goézenek
Mikrokapsiilleme capindan biiyiik olan molekiiller zar

disna ¢ikamazlar. Bu yontemden
kiigik  molekill agirlikli  {riin
eldesinde faydalanilir. Mikrokapsiiller
genellikle kiireseldir.

Polimer Matrikste
Tutuklama

Bu yontem, polimerizasyonun
gerceklestigi ortamda, capraz bagh
tastyicilarla enzimin tutularak
hapsedilmesi esasina dayanir.
Boylelikle enzim kagist miimkiin
degildir.




Enzim immobilizasyon yontemlerini karsilastiracak olursak;

Cizelge 1.4. Enzim immobilizasyon yontemlerinin karsilagtirilmasi [36, 37]

Hazirlama
Enzim Aktivitesi

Bag Giicii

Substrat
Spesifikligi
Rejenerasyon
Immobilizasyon

Masrafi

Genel
Uygulanabilirlik

1.4 Enzim Kinetigi

1.4.1 Enzim Kinetigi ve Michaelis-Menten Esitligi

Kovalent
Bag

Zor

Yiiksek

Kuvvetli
Degisebilir
Miimkiin
degil

Yiiksek

Orta

Adsorpsiyon

Kolay

Diisiik

Zayif

Degismez

Miimkiin

Diisiik

Diisiik

Iyonik Bag

Kolay
Yiiksek

Orta

Degismez

Miimkiin

Diisiik

Orta

Capraz
Bag
Zor

Orta

Kuvvetli
Degisebilir
Miimkiin
degil

Orta

Diisiik

Tutuklama

Zor

Yiiksek

Kuvvetli
Degismez
Miimkiin
degil

Diisiik

Yiiksek

Enzim kinetigi, enzimler tarafindan katalizlenen kimyasal reaksiyonlarin,

reaksiyon hizlarimi inceleyen bir calisma alamidir [40].

1913 yilinda Leonar

Michaelis ve Menten, enzimlerin kinetik 6zelliklerini ag¢iklamak icin basit bir model
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ileri stirmiislerdir. Bu modele gore; bircok enzimin kinetik ozellikleri en basit

bicimde;
ky h;
E+5=E5——E+P
k.

formiilii ile ifade edilebilir. Bu formiile gore; ES kompleksi k_; oranti katsayisi ile
enzim ve substrata parcalanirken, k, oranti katsayisi ile iiriinii olusturur. Enzim k;

orant1 hiziyla substrata baglanarak ES kompleksini olusturur. Buradan;
[ES] olusum hiz1 = [ES] = k;.[E].[S]

[ES] parcalanma hiz1 = k ;.[ES] + k,.[ES]

esitlikleri elde edilir.
By [E]S] = (k_, + k,)[ES]

Maksimum hiza ulasabilmek icin ortamdaki toplam enzim konsantrasyonu

bilinmelidir.
’E]TSMF*S] = (k_y + ky)/Ry

Km, karsilikli enzim-substrat etkilesimini karakterize eden 6nemli bir birim olup

enzim ve substrat konsantrasyonundan bagimsizdir. Buradan;

5]

I"'III = 1l"Illl.'n:.l:lnt
’ [3] + K

Michaelis-Menten esitligi elde edilir [3] (Sekil 1.8).

16



Ly [~]
Sekil 1.8. Michaelis-Menten Grafigi [3]

Sabit subtrat konsantrasyonuna ulasildigt andaki enzim hiz1 (Vmax),
maksimum hiz olarak tanimlanir. Km degeri ise; enzimin maksimum hizinin
yarisina ulasilmast igin gerekli substrat konsantrasyonu olarak tamimlanir. Her
enzime Ozgii karakteristik Michaelis-Menten sabiti (Km) vardir. Ayrica Km degeri,

enzimin substrata kars1 ilgisinin bir ol¢iisiidiir [40,41].

Michaelis-Menten denkleminin kullanildig bir hiperbolik egride, ilgili enzime

ait 'V ve K_ degerlerini net olarak hesaplayabilmek i¢in grafigi dogrusal olan

Lineweaver-Burk denklemi Onerilmistir. Lineweaver-Burk denklemi, Michaelis-

Menten denkleminin ters cevrilmesiyle elde edilir [4,42,43] (Sekil 1.9).

5]

V = VL‘IJHH
’ [3] + Ky
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Sekil 1.9. Linawear-Burk Grafigi [4,44]

1.5 Enzim Inhibisyonu

1.5.1 Enzim Inhibisyon Cesitleri

Enzim ihibisyon cesitleri kompetitif, nonkompetitif ve unkompetitif
inhibisyon olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Enzim inhibisyon tiirlerine 6zgii grafikler

Sekil 1.10 ve Sekil 1.11° de goriildiigii gibidir [4].
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Sekil 1.10. (a) Kompetetif ve (b) Unkompetetif inhibisyon Cesitleri [4]

%”

P

115]

Sekil 1.11. Nonkompetetif Inhibisyon Cesidi [4]

Kompetitif inhibisyonda, enzimin substrati ile yaris halinde olan kompetitif
inhibitorler, enzimin aktif bolgesine baglanirlar.  Substrat konsantrasyonunun
inhibitor konsantrasyonundan yiiksek oldugu durumlarda aktif bolgeye substrat
baglanarak Vmax hiza ulagilabilir.  Nonkompetitif inhibisyonda, inhibitorler
substratla enzimin ayn1 aktif bolgesine baglanmazlar. Yiiksek substrat
konsantrasyonunda da enzimin inhibisyonu engellenemez. Yarismasiz inhibitor,

serbest enzyme yada ES kompleksine baglanarak reaksiyon hizin1 azaltir.



Unkompetitif inhibisyonda ise, inhibitor yapisi geregi sadece ES kompleksine

baglanabilir ve bunun sonucunda iiriin olusumu gézlenmez [4,45] (Cizelge 1.5).

Cizelge 1.5. Enzim Inhibisyon Cesitleri [4]

Inhibisyon Sematik Gosterimi Km, Vmax
Cesidi
Kompetitif E+S—=—ES——E+P Vmax degismez
inhibisyon J *l Km artar
El
Nonkompetitif E+S——ES——E+P Vmax azalir
Inhibisyon J s J *l Km degismez
El ESI
Unkompetitif E+S——FS——>E+FP Vmax azalir
Inhibisyon J =1 Km azalir
ESI

Bu deneyin amaci, hidrofobik etkilesim kromatografi yontemi ile saflastirilan
sigir paraoksonaz enziminin glutaraldehit kullanilarak immobilize edilmesi ve bazi
agir metallerin enzim aktivitesi iizerindeki etkilerinin arastirdmasidir.  Clinkd,
paraoksonaz enzimi toksikoloji ve saglik alanlarinda etkili oldugu kadar endiistriyel

alanda da biiyiik 6neme sahiptir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calismada, Sepharose-4B, 1-Naftilamin, L-tirozin, sodyum hidroksit,
sodyum Kkloriir, amonyum siilfat, hidroklorik asit, tris-baz, paraokson, aseton,
kalsiyum kloriir, tris-HCI ve sodyum dihidrojen fosfat vb. kimyasal maddeler

Merck’den saglanmastir.

2.1.2 Kullamilan Alet ve Cihazlar

Bu calismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanmilmistir [46].

Buz makinesi Fioccetti Scotsman otomatik buz
makinesi

Calkalayici Biolab 1575-2B calkalayici

Magnetik karistirict ve 1sitic ARE Magnetic, heating stirrer
IKA Combimag RCO

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

UV-Spektrofotometre CARY 1E, UV-Visible

Spectrophotometer- Varian

o Sigma Laborzentrifriigen 3K
Sogutmali Santrifiij

15/10706/10707
Hassas Terazi Libror, AEG-220 (Shimadzu)
Otomatik pipetler Eppendorf, Medisis

2.1.3 Kullanmilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Deneysel calisma icin kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtildigi  gibi
hazirlanmustir [17,46].

1. Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar:

. 0.1M NaHCOs; tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO; 950
mL distile suda ¢oziilerek, 1N NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1

L’ye tamamlandi.

o 0.2 M NaHCO; tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO; 450
mL distile suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’1 8,8’e getirildi ve son hacim

distile su ile 500 mL’ye tamamlandi.
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U 0.01 M Na,HPO,4 tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na,HPO4 950
mL distile suda ¢oziilerek, 1N NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim

distile su ile 1L.’ye tamamlandi.

2. Hidrofobik jelin dengelenmesi icin kullanilan tampon:

o IM (NH4),SOy igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1
mol) Na,HPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO), 950 mL distile suda ¢oziilerek,
IN HCl ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandh.

3. Hidrofobik jele baglannms PON1 enziminin dengelenmesi icin

kullanilan cozelti:

o IM NH4(SO), igeren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M
Na,HPO, tamponu (pH 8,0) ile gadient mikser kullanilarak tuz gadienti
olusturuldu; 14,2g (0.1 mol) NaHPO4 ve 132,14 g (1 mol) NH4(SO), 950 mL
distile suda ¢oziilerek, 1IN HCl ile pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su

ile 1 L’ye tamamlandi.

4. Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanmilan

cozelti:

° 14,2 g (0.1 mol) Na,HPO, 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCl ile

pH’s1 8,0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanda.

5. Amonyum siilfat c¢oktiirmesi sonucunda olusan cokelegin alindigi

tampon:

° 0,1 M Tris-Baz tamponu (pH 8,0); 1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL
distile suda coziilerek, 1IN HCl ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su

ile 100 mL’ye tamamlandi.
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6. Substrat ¢ozeltisi:

. 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 pl paraokson, 1 mL asetonda iyice
coziildiikkten sonra iizerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice
karistirildiktan sonra kullanildi.

7. Paraoksonaz aktivite olciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu:

® 2 mM CaCl, iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25mmol)

Tris, 200 mL distile suda ¢6ziildii. 1 N HClI ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g

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

8. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu:

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

9. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu:

Tris-HCl 3g
Glisin 144 ¢
SDS 1,0g
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10. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme cozeltisi:

® 0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢oziildii.

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

11. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk acma cozeltisi:

° Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su
icermektedir. Bu amagla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su

ile karistirildi.

12. SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan ayirma ve yigma jellerinin

hazirlanisi:

. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin hazirlanisi

ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 1.6’da verilmektedir.
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Cizelge 1.6. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin

miktarlar [17,46].

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%10

%3

AKkril amid/Bis
Akril amid 15¢g

Bis 0,4¢g

Alinarak son hacim distile su ile 50
mL'ye tamamlanir.

8,325 mL

1,3mL

Distile su

10,05 mL

6,1 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82

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

6,25 mL

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 39 ¢

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

2,5 mL

% 10 'luk SDS
SDS 1g

Alinarak son hacim distile su ile 10
mL'ye tamamlanir.

0,25 mL.

100 pL

TEMED

13 uL

10 uL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat  1g

Alinarak son hacim distile su ile 10
mL'ye tamamlanir.

400 pL

200 pL
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2.2 YONTEMLER

2.2.1 Hidrofobik etkilesim kromatogafisi ile paraoksonaz enziminin

saflastirilmasi
2.2.1.1 Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde distile su ile birlestirildi. Karistirlmakta olan jel siispansiyonuna 4 g
CNBr’in hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’s1 4 M
NaOH ile hemen 11°e ¢ikarildi1 ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona
pH degismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok miktarda buz siispansiyona
katild1 ve karisim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus

0,1 M Na,HCOs3 tamponu (pH 10,00) ile yikandi (Sekil 2.1).

H

OCH
+ CNBr — =~ Q
OH
HCO

Sepharose-4B Alktiflesmis matriks

Sekil 2.1. Sepharose 4B’ nin aktiflestirilmesi

2.2.1.2 L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks iizerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren

0,1 M NaHCOs; tamponunun (pH 10,00) soguk cozeltisi ilave edilerek 90 dk
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karistirildi.  Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikanda.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCO; tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayn1 tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 (Sekil 2.2).

COOH

|
N H, _ET_ CH, OH
H
L-tirozn I|~|T
OCH _(_l-: CliclOH
NH—CH—CH;—@—QH
BT
Alctflesrmg Matrikes sepharose-4B-L-Tirozm

Sekil 2.2. L-Tirozinin Baglanmas1

2.2.1.3 1-Naftilamin Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 1-naftilamin 0 °C civarinda 10 mL 1M HCl igerisinde ¢oziildii. 75 mg
NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, 1-naftilamin ¢ozeltisine damla damla
katildi. (1-Naftilamin c¢ozeltisi hazirlanirken etanol ilave edilerek 1sitildi) 10 dakika
reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan I1-Naftilamin, 40 mL Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karnistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01M Na,HPO,
(pH: 6,0) tamponu ile yikandi ve aym tamponda muhafaza edildi [17,46] (Sekil 2.3).
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llT_
—(.l-: ClDCIH

() oo Oon
Zepharoze-4B-L-Tirozn

WiE=Her

Diazolantmg 1-naftilamdn

-
|
—tf CliDOH
NH—CH—CH2©DH

N=HN

Sepharose-4B- L-Tirozin-1-naftilamin

Sekil 2.3. 1-Naftilamin bilesiginin baglanmasi [17,46]

2.2.2 Amonyum Siilfat Coktiirme Araligimin Belirlenmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanlacak

uygun amonyum siilfat konsantrasyonu asagida verilen formiille tespit edildi:

_1.77xVx(S, - S,)
3.54-5,

g(NH,), S0,
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V : Serum hacmi
Si: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S, : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Paraoksonaz enzimini saflastirmak amaciyla sigir serumu 5000 rpm’de 15
dakika boyunca santrifiij edildikten sonra amonyum siilfat ile % 60 doygunluga
getirildi ve 15000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
kism1 alinip ¢oken kisim atildi. Daha sonra ayrilan siipernatan kism1 amonyum siilfat
ile % 80 doygunluga getirildi ve 15000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edildikten

sonra ¢oken kisim alinip siipernatan kismi atildi [17,46].

2.2.3 Glutaraldehit ile Immobilizasyon Basamagi

Sekil 2.4. Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi [36, 37]
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Glutaraldehit ile immobilizasyonun temel prensibi; serbest enzim molekiilleri
ile glutaraldehit homo c¢apraz baglayici reaktifi kullanilarak capraz bagh enzim
agregasyonlart olusturulur (Sekil 2.4). Glutaraldehit reaktantinin 6nemi, her iki
ucunun da reaktif olmasidir. Boylelikle bircok enzim molekiiliiniin bir arada
bulunmasiyla ¢oziiniir yapr ¢oziinmez ozellik kazanarak enzim molekiilleri gii¢lii
baglanir. Glutaraldehit ile capraz bagli agregasyon immobilizasyonu, capraz bagl
immobilizasyon ¢esidinin bir alt kiimesi olarak diisiiniilebilir. Bu ydntemin avantaji,
glutaraldehit disinda herhangi bir tasiyiciya gerek duyulmadigindan uygulanis1 diger
immobilizasyon ¢esitlerine gore daha basittir. Ayrica uygulanist kolay oldugu i¢in

zamandan tasarruf edilir, maliyeti de diisiiktiir.

%25’1ik 0,265g/ml yogunlugundaki glutaraldehit (GA), saf enzime farkli
ylizdelerde ilave edildi. Glutaraldehit/ serbest enzim karisimi, 25°C oda sicakliginda,
65-70 rpm calkalama hizinda bir giin inkiibasyona birakilarak enzim agregasyonlar
olusturuldu. Serbest enzim renksiz iken immobilize enzimin renginde kahverengi bir
degisim gozlendi. Bir giin sonrasinda immobilize enzim (5000 rpm, 4°C, 5 dakika)
santrifiij edilerek kati ve siv1 faz ayrildi. Paraoksonaz enzimi, ¢oken kati kisimda
kaldigindan, kati faz minimum hacimde 2 mM CaCl, igceren Tris-HCl tamponu
(100mM, pH:8) ile yikama islemine tabi tutulduktan sonra enzim aktivitesi hem
serbest hem de immobilize enzim icin spektrofotometrede oOlgiilerek karsilastirma

yapildi.

2.2.4 Paraoksonaz Enziminin Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite dl¢limil icin sirasiyla, 850ul Tris-HCI tamponu (100mM, pH:8) + 100ul
substrat ¢ozeltisi (2mM paraokson + 2mM koenzim CaCl, ) + 100 pl enzim ¢ozeltisi
karistirilip 412 nm ve 37°C’de 1 dakikada absorbansta meydana gelen degisme

okundu. Boylelikle paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi.
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Spektrofotometrede belirtilen absorbans farklarindan yola c¢ikilarak asagidaki

formiile gére enzim iinitesi hesaplandi [17,46]:

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

EU =

[ €412 x Enzim Hacmi (ml) x d (cm) ]

d = lcm, 151k yolu

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

Enzim Safliginin Kontrolii

Paraoksonaz  enziminin = hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflastirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde (SDS-PAGE) Laemelli [17,46] tarafindan belirtilen

yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 saf su ile iyice temizlendikten sonra
plakalar arasma plastik yerlestirilerek iki cam plaka birbiri {lizerine konuldu ve
elektroforezin dokme aparatina sabitlendi. Cizelge 1.6’da belirtildigi sekilde
hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3 cm kalana kadar pipet yardimiyla
dokiildii. Jel igerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi ve jel ylizeyinin
diizgiin olmasi i¢in saf su ile ince bir tabaka olusturuldu. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra polimerlesmis ayirma jelinin iizerine yigma jeli ilave edildi.
Jel kasetindeki yiikleme jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak
kuyucuklarin arasindan dikkatlice c¢ikarildi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirilerek elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme

tamponu ilave edildi.
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Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucu yiiksek aktivite gosteren ependorf
tiiplerindeki Ornekler birlestirildi ve elde edilen ¢ozelti ve diger immobilizasyon
ornekleri toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla
karistirildi.  Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de 1sitilarak bekletildi ve
daha sonra sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez giic kaynagina
baglanarak 85 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 200 volt’a
yiikseltildi. Yiiriitme islemine 6rnekler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi.
Y1gma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren ayirma jeli renklendirme
¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici tizerine birakildi. Daha sonra
jel, renklendirme c¢ozeltisinden cikartilarak rengin agilmasi igin renksizlestirme

cozeltisine konuldu ve elde edilen goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.6. Immobilize Enzim icin Inhibitorlii Ortamda ICs Degerlerinin Bulunmasi

Farkli inhibitorlerin ICso degerlerinin hesaplanabilmesi amaciyla, immobilize
enzim icin sirasiyla Cizelge 2.8, 2.10 ve 2.12° de belirtilen farkli inhibitor
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerleri 412 nm’de okundu.
Immobilize enzim igin denenen inhibitorlere ait konsantrasyon degerleri sirasiyla
Cizelge 2.9, 2.11 ve 2.13° de de gosterilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden
enzim iinitesine gore % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite — [I] gafikleri cizilerek

ilgili inhibitor icin ICso degerleri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile
PON1 Enzimin Saflastirilmasi

Metod boliimiinde belirtildigi gibi hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu
once 1M (NH4),SOy igceren 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile dengelendi. % 60;
28,89 ¢ amonyum siilfat ile birinci ¢oktiirme (15000 rpm, 4°C, 30 dakika) ve % 80;
10,08 g amonyum siilfat ile ikinci ¢oktiirme yapilarak elde edilen serum ¢ozeltisi 0,1
M Tris-Baz pH:8,0 ¢okelek tamponu ile 4 ml minimum hacimde seyreltildikten sonra
kolona tatbik edildi. Kolona 1 M (NH4),SO4 igeren 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu
ve 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan
diisiik tuz konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Yikama ve eliisyon
cozeltileri 1,5 ml hacmindeki ependorf tiiplerde toplandi. Daha sonra her bir tiip i¢in
280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de aktivite tayini yapildi [17]. Enzim
aktivitesi enzim {nitesi (mol/dakika) cinsinden hesaplanarak elde edilen degerlerin
tip numarasina kars1 aktivite ve protein miktar1 grafigi c¢izildi (Sekil 3.1).
Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan tiipler

birlestirildi.
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Aktivite (U)

10

—e— Aktivite (U)

—— Protein Miktari
(mg/mL)

34 35 36 37 38 39 40 42 43 45 46 47 48 49
Tip No

o
=

5

o
=

0,05

Protein Miktari (mg/mL)

Sekil 3.1. Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi

3.2 Enzim immobilizasyon Basamag

3.2.1 Enzimin Glutaraldehit ile Farkh Yiizdelerde Karistirilmasi

%25’1ik 0,265g/ml yogunlugundaki glutaraldehit, farkli yiizdelerde (% 1, 2,

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

aktivitesi en fazla % 7 oraninda glutaraldehit ilave edilen enzimde goriildii (Cizelge
2.1). Saf enzim ¢ozeltisi, aktivitenin yiiksek ¢iktigi 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 43,
45, 46, 47, 48 ve 49. ependorf tiiplerdeki enzim 6rnekleri karigtirilarak elde edildi.
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Cizelge 2.1. Serbest enzim, farkl1 yiizdelerdeki GA miktarlar1 ve immobilize enzim

aktiviteleri
Glutaraldfehit/ GlutaraldehitGlutaraldehit Serb.est Ab;g:lb;?ns Im]?ll:lozli)lillli -
Saf Enzim Enzim (Katt Faz) Akfivitesi

% Yiizde Oran | Kiitle (g) Hacim (ul) | Kiitle (g) Az - Ayl EU (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

Yukanidaki ¢izelgede de goriildiigii gibi; immobilize enzim aktivitesi en fazla,
glutaraldehit ile % 7 oraninda karistinlldiginda gozlenmistir. Dolayisiyla sonraki
deneysel basamaklarda % 7 (GA / saf enzim) orami dikkate alinarak immobilize

enzim aktivitesi hesaplanmistir.
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3.2.2 Glutaraldehit ile % 7 Oraminda Karistirllarak immobilize Edilen Enzim
icin Aktivite Tayini

Immobilize paraoksonaz enzimi igin en yiiksek aktivite % 7 oraninda
glutaraldehit ilavesiyle gozlendiginden, yiiksek aktivite gdzlenen on dort ependorf
tiilbiindeki enzim ¢ozeltileri karistirilarak, tamami % 7 oraninda immobilize edildi
(Cizelge 2.2) ve bu immobilize enzim i¢in 412 nm’de aktivite tayini yapild1 (Cizelge

2.3).

Cizelge 2.2. % 7 oraninda GA ile karistirilarak immobilize edilen enzim i¢in GA ve

serbest enzim miktarlari

Glutaraldehit / Glutaraldehit Glutaraldehit Serbest Enzim
Serbest Enzim
% Yiizde Oran Kiitle (g) Hacim (ul) Kiitle (g)
7 1,2465 1176 17,8066
Cizelge 2.3. Iimmobilize enzim igin aktivite tayin cizelgesi
pH:8 Bazal Aktivite Substrat Immobilize Absorbans Farki
Tamponu (ul) (paraokson) (ul) Enzim (pl) A; - Ay
850 100 100 0,011
550 400 100 0,022
450 500 100 0,035
350 600 100 0,047
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Cizelge 2.4. % 7 oranminda GA ile karistirilarak immobilize edilen enzim icin EU ve

substrat konsantrasyon degerleri

Absorh Enzim Substrat
sorbans . .
Unitesi(mol/dk.) | 1/E(U | onsantrasyonu 1/18]
Fark 1A, - A4l ..
(EU) [S] (Mx1073)
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

Immobilize enzim aktivitelerine iliskin enzim iinite degerleri, paraoksonaz
enzim aktivite tayininde belirtilen formiile gore hesaplanmistir. Substrat
konsantrasyonu ise; M; . V; = M, . V, formiiline gore hesaplanmistir.
Reaksiyonun toplam hacmi 1050ul {850l Tris-HCl tamponu (100mM, pH:8) +
100pl substrat ¢ozeltisi (2mM paraokson + 2mM koenzim CaCl,) + 100 pl enzim
¢cOzeltisi} olup farkli substrat hacimleri ve konsantrasyonlari da Cizelge 2.4’ de

verilmektedir.

3.2.3 immobilize Enzim icin Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi

Immobilize igin bulgular 3.2.2°de hesapladigimiz enzim iinitesi ve substrat

konsantrasyonlarindan yola ¢ikilarak Km ve Vmax degerleri hesaplanda.
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Linawear-Burk metoduna gore, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini
(1/Vmax) kestigi noktalardan yola ¢ikilarak Km ve Vmax degerleri hesaplanir (Sekil
3.2).

Immobilize enzim i¢in;

y=0ise; -[1/Km]=-1290 Km=0,775x1073
x=0 ise; [1/Vmax.]=0,0258 Vmax.=38,76 e.ii.
1[EU] %18
y = 2E-05x + o,.027}f0

0,14 - R?=0,9622~

0,12 / //

0,1 -

: -~
0,08 - /
* e

0,06 - //

0,04 - /.’

0,02 LIS]

& / )
-2000  -1000, ., 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Sekil 3.2. % 7 oraninda GA ile immobilize edilmis enzim icin aktivite tayin

grafigi
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3.2.4 Serbest Enzim icin Km ve Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi

Serbest enzime ait Km ve Vmax degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in gerekli

olan enzim unitesi

belirtilmektedir.

ve

substrat konsantrasyon degerleri

Cizelge 2.6° da

Cizelge 2.5. Serbest enzim i¢in aktivite tayin ¢izelgesi

pH:8 Bazal Aktivite Substrat Serbest Enzim | Absorbans Farki
Tamponu (ul) (paraokson) (ul) (ny 1A, - A4l
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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Cizelge 2.6. Serbest enzim icin EU ve substrat konsantrasyon degerleri

Absorbans
Enzim Substrat
FarkilA; - A1l | {nitesi(mol/dk.) | 1/EU | Konsantrasyonu | 4 /g
(ED) [S] (Mx1073)
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 gore, dogrunun x eksenini (-1/Km) ve y eksenini

(1/Vmax) kestigi noktalardan yola ¢ikilarak Km ve Vmax degerleri hesaplanir (Sekil

3.3).

Serbest enzim i¢in;

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

x=0 1se; [1/Vmax.]=0,0272
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Vmax.=36,76 e.i.




ety 908 4

0,07 -

y = 8E-06x + 0,027

RZ= 0,9938/"

~

1/[8]

2000

4000 6000

Sekil 3.3. Serbest enzim i¢in aktivite tayin grafigi

Cizelge 2.7. Iimmobilize ve serbest enzim igin katalitik etkinlik, Vmax ve Km

degerlerinin karsilastirilmasi

Vmax Km Vmax/Km

(EU) (1073 M) (103 EU/M)
Serbest Enzim 36,76 0,294 125
immobilize Enzim 38,76 0,775 50

Hesaplanan Km ve Vmax degerlerine gore immobilize ve serbest enzim icin

(Vmax/Km) katalitik etkinlikler Cizelge 2.7° de karsilastirilmis ve immobilize
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enzimin substrata olan ilgisi serbest enzime gore daha fazla olmasma ragmen

katalitik etkinlik serbest paraoksonazda daha fazladir.

3.3 Enzim inhibisyon Basamag

3.3.1 Bazi Metal Bilesiklerinin Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Uzerindeki

Inhibisyon Etkilerinin incelenmesi

3.3.1.1 Kobalt (IT) Kloriir (CoCl,.6H,0) Bilesiginin Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Paraoksonaz enzim aktivite (412 nm) tayin metodunda oldugu gibi 6nce bazal
aktivite tamponu pH:8, sonra substrat c¢ozeltisi (paraokson) kiivete pipetler
yardimiyla ilave edildi ve enzim cozeltisinden Once inhibitor ¢ozeltisi ilave edilerek
son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen degisme gozlendi. Immobilize
enzim igin aktivite tayin ¢izelgesi (Cizelge 2.8) ve aktivite grafigi asagidaki gibidir
(Sekil 3.4).
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Cizelge 2.8. (CoCl,.6H,0)’lu ortam i¢in immobilize enzim i¢in aktivite ¢izelgesi

pH:8 Bazal | Substrat inhibitor | immobilize | Absorbans | [Inh.] | Aktivite %
Aktivite (paraokson) Cozelti Enzim Farki .. Aktivite
- ) ) (103 M) (EU)
amponu
P " " (u) 1Az - Adl
(nb)
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 15,351 277,717
500 100 350 100 0,029 0,33333 17,807 322,22
450 100 400 100 0,033 0,38095 20,263 366,66

yola c¢ikilarak 0,0059 g CoCl,.6H,0 tartilarak 25 ml inhibitor ¢6zeltisi hazirlandi.
Farkli inhibitor ¢ozelti konsantrasyonlart M; .
yukaridaki ¢izelgede belirtilen hacimler kullanilarak hesaplandi. (Vson = 1,05 ml)

Asagidaki grafige gore; CoCl,.6H,0 bilesiginin immobilize enzimi aktive ettigi

MA (CoCl,.6H,0) = 237,93 g/mol; [CoCl, 6H,0] = 1.1073 M degerlerinden

goriilmektedir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. (CoCl,.6H,0)’Iu ortamda immobilize enzim i¢in aktivite tayin grafigi

CoCl,.6H,0’lu ortamda serbest enzim i¢in hesaplanan aktivite degerleri ve
farkli inhibitor konsantrasyonlar1 Cizelge 2.9° da gosterilmektedir ve aktivite grafigi

Sekil 3.5° de goriildiigii gibidir.
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Cizelge 2.9. (CoCl,.6H,0)’lu ortam icin serbest enzim i¢in aktivite cizelgesi

pH:8 Bazal | Substrat inhibitor | immobilize | Absorbans | [Inh.] | Aktivite %
Aktivite (paraokson) Cozelti Enzim Farki .. Aktivite
T @l @ (1073 M) (EU)
amponu
P g g (1) A; - Al
(ub)
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

konsantrasyonlar1 ve aktivite degerlerinden yola ¢ikilarak % Aktivite / [I] grafigi

cizildi (Sekil 3.5).

CoCl,.6H,0’1u ortamda serbest enzim i¢in Cizelge 2.9’ da belirtilen inhibitor
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Sekil 3.5. (CoCl,.6H,0)’lu ortamda serbest enzim i¢in aktivite tayin grafigi

Enzim inhibisyon grafiklerinde belirli bir aktivite degerine bagli olarak
inhibitér konsantrasyonu (ICso) hesaplanir. ICso degeri, polinom denkleminde %
aktivite yerine 50 yazilarak bulunabilir. Ciinkii; ICso degeri, % aktivitenin yarisina
gelindigi andaki inhibitor konsantrasyonudur. Sekil 3.4 ve Sekil 3.5 i
karsilastirdigimizda CoCl,.6H,0 agir metalinin immobilize enzimi aktive ederken
serbest enzimi inhibe ettigi gozlenmistir. Buradan serbest enzim i¢in CoCl,.6H,0’lu

ortamda ICso degerleri, 0,292x1073M ve -0,164x1073M olarak hesaplanmistir.

3.3.1.2 Mangan (IT) Kloriir (MnCl,.2H,0) Bilesiginin Enzim Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Paraoksonaz enzim aktivitesi i¢in reaksiyon ortamina enzim cozeltisinden

once inhibitor cozeltisi ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana
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gelen degisme gozlendi. Immobilize enzim igin aktivite tayin ¢izelgesi (Cizelge

2.10) ve aktivite grafigi asagidaki gibidir (Sekil 3.6).

Cizelge 2.10. (MnCl,.2H,0)’lu ortam i¢in immobilize enzim aktivite ¢izelgesi

pH:8 Bazal | Substrat Inhibitor | Immobilize | Absorbans | [Inh.] | Aktivite %
AKktivite (paraokson) Cozelti Enzim Farka . AKktivite
T @l @ (1073 M) (EU)
amponu
P " " (u) 1Az - Al
(n)
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

yola cikilarak 0,0040 g MnCl,.2H,0 tartilarak 25 ml inhibitor ¢ozeltisi hazirlandi.
Farkli inhibitor ¢ozelti konsantrasyonlart M; . Vi = M; . V;
yukaridaki ¢izelgede belirtilen hacimler kullanilarak hesaplandi. (Vson = 1,05 ml)

Asagidaki grafige gore; MnCl,.2H,0 bilesiginin immobilize enzimi aktive ettigi

MA (MnCl,.2H,0) = 161,87 g/mol; [MnCl,.2H,0] = 1.1073 M degerlerinden

goriilmektedir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. (MnCl,.2H,0)’lu ortamda immobilize enzim i¢in aktivite tayin grafigi

MnCl,.2H,0’lu ortamda serbest enzim icin hesaplanan aktivite degerleri ve
farkl1 inhibitor konsantrasyonlar Cizelge 2.11° de gosterilmektedir ve aktivite grafigi

Sekil 3.7° de goriildiigii gibidir.
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Cizelge 2.11. MnCl,.2H,0)’1u ortam igin serbest enzim aktivite ¢izelgesi

pH:8 Bazal | Substrat inhibitor | immobilize | Absorbans | [Inh.] | Aktivite %
AKktivite (paraokson) Cozelti Enzim Farki . AKktivite
T ) ) (1073 M) (EU)
amponu
P " " (1) Az - Ad
(n)
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

inhibitor konsantrasyonlar1 ve aktivite degerlerinden yola ¢ikilarak % Aktivite / [I]

MnCl,.2H,0’lu ortamda serbest enzim icin Cizelge 2.11° de belirtilen

grafigi ¢izildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. (MnCl,.2H,0)’1u ortamda serbest enzim i¢in aktivite tayin grafigi

Sekil 3.6 ve Sekil 3.7° i karsilastirdifimizda MnCl,.2H,0 agir metalinin
immobilize enzimi aktive ederken serbest enzimi inhibe ettigi gozlenmistir.
Buradan serbest enzim i¢in MnCl,.2H,0’lu ortamda ICso degerleri, 0,103x1073M ve
0,435x107M olarak hesaplanmustir.

3.3.1.3 Bakar (I) Kloriir (CuCl) Bilesiginin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Paraoksonaz enzim aktivitesi i¢in reaksiyon ortamina enzim cozeltisinden
once inhibitor cozeltisi ilave edilerek son durumda enzim aktivitesinde meydana
gelen degisme gozlendi. Enzim aktivite tayin cizelgesi (Cizelge 2.12) ve aktivite

grafigi asagidaki gibidir (Sekil 3.8).
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Cizelge 2.12. (CuCl)’li ortam icin immobilize enzim aktivite ¢izelgesi

pH:8 Bazal | Substrat Inhibitor | Immobilize | Absorbans | [Inh.] | Aktivite %
AKktivite (paraokson) Cozelti Enzim Farka .. Aktivite
T @l @ (103 M) (EU)
amponu
P " " () 1Az - Adl
(n)
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

0,0025 g CuCl tartilarak 25 ml inhibitor ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli inhibitor ¢ozelti
konsantrasyonlar1t M; . V; = M, . V, formiiliine gore yukaridaki cizelgede belirtilen

hacimler kullanilarak hesaplandi. (Vson = 1,05 ml) Asagidaki grafige gore; CuCl

MA (CuCl) = 98,99 g/mol; [CuCl] = 1.107® M degerlerinden yola ¢ikilarak

bilesiginin enzimi inhibe ettigi goriilmektedir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. (CuCl)’li ortamda immobilize enzim i¢in inhibisyon tayin grafigi

Sekil 3.8” de goriildiigii gibi 0,143x1073M ve 0,632x1073M olmak iizere iki
farkli ICso degeri bulunmustur. CuCl’ 1li ortamda serbest enzim i¢in hesaplanan
aktivite degerleri ve farkli inhibitor konsantrasyonlan ise Cizelge 2.13° de

gosterilmektedir ve aktivite grafigi Sekil 3.9° da goriildiigii gibidir.
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Cizelge 2.13. (CuCl)’li ortamda serbest enzim i¢in aktivite ¢izelgesi

pH:8 Bazal | Substrat inhibitor | immobilize | Absorbans | [Inh.] | Aktivite %
Aktivite (paraokson) Cozelti Enzim Farki . Aktivite
T ) ) (1073 M) (EU)
amponu
b g g (1) Az - Ad
(ub)
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

konsantrasyonlar1 ve aktivite degerlerinden yola ¢ikilarak % Aktivite / [I] grafigi

cizildi (Sekil 3.9).

CuCl'li ortamda serbest enzim igin Cizelge 2.13° de belirtilen inhibitor
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Sekil 3.9. (CuCl)’li ortamda serbest enzim icin inhibisyon tayin grafigi

Sekil 3.8 ve Sekil 3.9’ u karsilastirdigimizda CuCl agir metalinin immobilize
enzimi inhibe ederken serbest enzimi de inhibe ettigi gézlenmistir. Buradan serbest
enzim i¢in CuCl’ li ortamda ICso degerleri, —5,07x10‘7M ve 0,573x1073M olarak
hesaplanmistir. CuCl agir metalinin serbest enzimi daha fazla inhibe ettigi

goriilmektedir.

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

ile Enzim Safliginin Kontrolii

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez yontemi ile enzim

saflik kontrolii yapildi. Marker olarak Fermentas kullanildi.
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Sekil 3.10. SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

Sigir paraoksonaz enzimi igin 35-45 kDa araliklarinda bant olustugu
gozlenmektedir (Sekil 3.10). Olusan bantlardan bir tanesi bu aralikta gézlenen diger
iki banda gore daha belirgindir. Fakat bu calismada enzim hidrofobik etkilesim
kromatografisi ile saflastirildigindan birden fazla bant gozlenmesi muhtemeldir.
PONTI’in minimum molekiill agirhgni Gan ve arkadaslan 43 kDa olarak
belirlemislerdir. Enzimin yapisinda, toplam molekiil agirligmin %15.8’i kadar
karbohidrat molekiilii bulunmaktadir. Bu molekiiliin, enzimin ¢oziiniirligiinii ve
kararliligim arttirmada ve zar yapisina baglanmada gorevi oldugu diisiiniilmektedir.
Karbohidrat icermeyen PON1 enziminin molekiil agirlig1 ise 37 kDa’dur. Enzim,
serumda HDL’ye bagli oldugu boélgelerin yakininda bulunan proteinler (ApoAl) ile
bir arada saflastirildiginda da molekiil agirliginin 47-54 kDa oldugu rapor edilmistir
[17].
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu deneysel calismada, PON1 enzimi sigir serumundan, sepharose 4BL-
tirozin 1-naftilamin kimyasal yapisindaki hidrofobik etkilesim kromatografi jeli
kullanilarak saflastirilmis ve enzim immobilize edilmistir. Paraoksonaz enziminin
tercih edilmesinin sebebi, enzimin hidrofobik karakterinin yam sira, detoksifikasyon
ve antioksidan Ozellie sahip olmasidir.  Fakat bu oOzelliklerinin yami sira
paraoksonaz, hidrojen peroksiti (H,0,) hidroliz edebilme yetene§ine de sahiptir.
Hidrojen peroksit, arteriyel duvar hiicreleri tarafindan aterogenez esnasinda iiretilen
baslica reaktif oksijen tiiriidiir (ROS) ve oksidatif stres altinda LDL oksidasyonuna
neden olan reaktif oksijen tiiriine doniisiir. HDL kaynakli PON’un Hy0,’i
(peroksitlerle beraber) hidroliz etmesi, arterosiklerozda rol alan potent oksidanlarin
eliminasyonunda onemlidir [47,48]. Dolayisiyla, paraoksonazin, okside LDL’deki
kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve hidroksitleri indirgemesi nedeni ile peroksidaz

benzeri aktivitesi de oldugu bildirilmistir [49].

Sigir serum paraoksonazin yani sira, PON1 enzimi, sican ve tavsanlarin
karaciger ve serumlarindan da saflastirilmistir. Fakat, enzimin serum ve

karacigerden saflastirma basamaklarinda kismen farklilik bulunmaktadir [50,51,52].

Enzimin yapisina bakildiginda ise, N-terminal bolgesindeki H1 ve H2 heliks,
hidrofobik yapilar, enzimin HDL’ye baglanmasini1 saglamaktadir [53,54] (Sekil 4.1).
Enzimin N-terminal bolgesi; 16sin, fenil alanin, prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve
valin gibi aminoasitleri ihtiva eden 7-18 residiiler aras1 H1 hidrofobik u¢ ve 185-202
residiiler aras1 da H2 hidrofobik ucundan olusturmaktadir. Dolayisiyla PON1
enziminin hidrofobik yiizeyi ile HDL arasinda triptofan, tirozin ve lizin
aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen hidrofilik bolgeler bulunmaktadir

[53,55].

57



Lésm, fentlalamn, prolin,
izolésm, tromn, triptofan
apsmndan zengmn

Ya HDL

ot feniilamg, prolte e e

izolésin, tirozin, triptofan <71~/

apsindan zengin 3 \g

Sekil. 4.1. PON1 enziminin HDL yiizeyine baglanma modeli [53]

Paraoksonaz enziminin saflagtirilmasinda kullanilan hidrofobik etkilesim
kromatografisinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda saflastirilacak
biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki hidrofobik
etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekcesi artan entropi ile aciklanmaktadir. Bu
teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece énemli oldugu bildirilmektedir [56].
Diisiik hidrofobik karakterli ligandlar kullamldiginda saflastirilacak molekiiliin
kolanda etkilesimini saglamak amaciyla yiiksek tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ vardir.
Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim riski dogabilir ki
yiiksek hidrofobik karakterli ligand tercih edildiginde ise saflastirilacak molekiil ile
ligand arasindaki etkilesim artacagi icin eliisyon sirasinda problemler ortaya ¢ikabilir
[56]. Genellikle ticari olarak bulunan hidrofobik etkilesim kromatografi jellerinde
hidrofobik u¢ olarak diiz zincirli alkil ligandlar1 ve aril ligandlar1 gibi molekiiller
tercih edilmektedir [57]. Isopropil, butil, oktil ve fenil bilesikleri en cok tercih edilen

ligandlardir. Diiz zincirli alkil ligandlar1 saf hidrofobik karaktere sahip iken, aril
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ligandlarinda hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amacla
deneysel calismamizda ligand olarak 1-naftilamin bilesigi kullanilmistir. PONI1
enziminin H1 ve H2 bolgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik
rezidiilerin bulunmasiyla L-tirozin ligand1 s6z konusu bolgelerle hem hidrofobik
hem de aromatik etkilesim yapacagindan dolayr bu ligand immobilizasyon icin de

uygundur.

Calismamizda PON1 enzimini si8ir serumundan saflastirmak i¢in hidrofobik
etkilesim kromatografisi uygulanmadan 6nce bu kromatografi prosediiriine uygun 6n
saflastirma islemi olarak %60-80 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir.
Yaygin olarak kullanilan tuzlar Na,SO. K,SO4 (NH4),SO4 NaCl, NH4Cl, NaBr,
NaSCN olmasina ragmen amonyum siilfat en cok tercih edilendir [58,59]. Serum
proteinlerinin organik coziiciiler ile ¢oktiiriilmesi yontemi amonyum siilfat ¢oktiirme
yonteminden daha avantajli oldugu séylenmektedir [60]. Fakat hidrofobik etkilesim

kromatografisi i¢cin amonyum siilfat ¢coktiirmesi daha uygun bir metoddur.

Sepharose-4B-L-tirozin-1-Naftilamin yapili jel kullanmlarak saflastirilan sigir
serum paraoksonaz enziminin Ky ve Vmax kinetik sabitleri, PON1 enzim aktivite
tayin metoduna gore paraokson substrati kullanilarak belirlenmistir. Lineweaver-
Burk grafiklerinden elde edilen Ky ve Vmax degerleri serbest enzim i¢in sirasiyla
0,294x1073 ve 36,76 EU, immobilize enzim icin ise bu degerler sirasiyla 0,775x1073
ve 38,76 EU olarak bulunmustur. Immobilize ve serbest enzim igin hesaplanan
Vmax degerleri farkli olmasina ragmen birbiri ile benzerlik gostermektedir. Fakat
immobilize ve serbest enzim icin elde edilen Km degerleri karsilagtirildiginda, Km
degerinin serbest enzimde daha diisiik oldugu goriilmektedir. Km degeri, enzimin
substrata kars1 ilgisinin bir ol¢iisii idi. Bu deger ne kadar diisiik ise enzimin substrata
baglanma ilgisi de o derece fazla demektir. Bu durumda PON1 enzimi, bizim (% 25)
glutaraldehit ile uyguladigimiz immobilizasyon metoduyla immobilize olmasina
ragmen serbest enzimin substrata olan ilgisinin immobilize enzime gore daha fazla

oldugu goriilmektedir. Ayrica, (Vmax/Km) katalitik etkinlik immobilize ve serbest
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enzim icin hesaplanmis ve bu degerler sirasiyla 50 EU/M ve 125 EU/M olarak
hesaplanmistir (Cizelge 2.7).

Ayrica bu arasgtirmamizda, paraoksonaz enzimi endiistriyel alanda da biiyiik
oneme sahip oldugundan, Mg**, Co*>, Cu*® metallerinin, hem serbest hem de
immobilize enzim {izerindeki inhibisyon etkileri calisilmistir. Yapilan diger
calisgmalarda EDTA, baryum, lantan, bakir ve p-hidroksiciva benzoat bilesiginin
kompetetif inhbisyona neden oldugu ve ¢inkonun ise nonkompetetif bir inhibisyon
gosterdigi bildirilmektedir [61]. Calismamizda Cu*? metalinin paraoksonaz enzim
aktivitesi lizerindeki etkisine bakildiginda sirasiyla immobilize (Sekil 3.8) ve serbest
enzimi (Sekil 3.9) inhibe ettigi goriilmektedir ve aktivite 6l¢iimii sirasinda inhibitor,
ortama enzim ¢ozeltisinden dnce ilave edilmistir. Cu** metali, inhibisyon etkisini
serbest enzimde daha cok gostermektedir. Ancak inhibitorii enzim ¢ozeltisinden
sonra ortama ilave ettigimizde enzim aktivitesinde herhangi bir degisim
gbzlenmemistir ve inhibitér konsantrasyonunun arttirilmasiyla aktivite en son sifira
kadar diigmiistiir. Dolayisiyla, Cu** metalinden kaynaklanan inhibisyon c¢esidinin
kompetetif inhbisyon oldugu diisiiniilebilir. Ayrica karbon sayisi degisen cesitli
alifatik alkollerin, kobalt, nikel ve kadmiyum gibi metallerin insan serum PON1
enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir [62,63]. Fakat bizim
sigir serumundan saflastirdigimiz  PON1 enziminde Co** ve Mn** metalleri
immobilize enzimi aktive ederken (Sekil 3.4 ve Sekil 3.6), serbest enzimi inhibe

ettikleri gozlenmistir (Sekil 3.5 ve Sekil 3.7).

Sonug olarak yapilan calismalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

o Sigir serum PON1 enzimini saflagtirmak amaciyla Sepharose 4BL-
tirozin 1-naftilamin kimyasal yapisindaki hidrofobik etkilesim kromatografi
jeli kullanilmis ve PON1 enzimi saflastirilarak SDS-PAGE ile saflik kontrolii

yapilmistir.
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° Enzim farkl glutaraldehit oranlarinda (% 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9 ve 10)
immobilize edilmis ve immobilize enzim aktivitesi en fazla % 7 glutaraldehit

oraninda immobilize edilen enzimde gozlenmistir (Cizelge 2.1).

o % 7 glutaraldehit oraninda immobilize edilen enzim i¢in enzim {initesi
ve substrat konsantrasyon degerleri hesaplanarak buradan katalitik etkinlik,
Km ve Vmax degerleri elde edilmistir. Ayni islemler serbest enzim igin de
denenmis ve Kkatalitik etkinligin serbest enzimde daha fazla oldugu

gozlenmistir.

o Sonug olarak; Mn**, Co*, Cu*® metallerinin (%7) immobilize ve
serbest paraoksonaz enzimi {izerindeki inhibisyon etkileri calisilmistir.
Calismamizda Cu** metalinin immobilize (Sekil 3.8) paraoksonaz enzimini ve
serbest enzimi (Sekil 3.9) inhibe ettigi goriiliirken, Co™ ve Mn*? metallerinin
immobilize enzimi aktive ettigi (Sekil 3.4 ve Sekil 3.6) ve serbest enzimi de

inhibe ettigi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.7) gdzlenmistir.
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