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OZET

INSAN SERUM PARAOKSONAZ ENZIMININ KiTOSAN UZERINE
IMMOBLIZASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Utku COLAK
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi/Tez Damismani : Yrd. Do¢. Dr. Nahit GENCER)
Balikesir, 2011

Paraoksonaz  enziminin  saflastirilmast  i¢in  hidrofobik  etkilesim
kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye uzant1 kolu olarak L-
tirozin baglandiktan sonra ligand olarak hidrofobik bir molekiil olan 9-
Aminofenantren’in L-tirozine kenetlenmesi reaksiyonu ile sentezlenmistir.

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ve amonyum siilfat c¢oktiirmesi
yontemleri ile paraoksonaz enzimi saflagtirilmistir. Saflastirilan paraoksonaz enzimi
SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik 65 kDa molekiil
agirhigina sahip tek bant elde edilmistir.

Saflastirilan paraoksonaz enzimi hidrofobik tasiyict olan Kitosan‘na
immobilize edilerek immobilize enzimin baglanma yiizdesi % 68 ve katalatik
etkinligi 3,2229 olarak bulunmustur. Paraoksonaz saf ve immobilize formlarmin
paraokson substratina karst Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk yontemi ile
sirastyla saf enzim i¢in, 1,067 mM ve 125 U/mldakika olarak immobilize enzim igin,
1,755 mM and 181 U/mldakika degerleri elde edilmistir.

Immobilize paraoksonaz enziminin enzimatik davraniglar1 serbest enzim ile
karsilagtirilmistir.  Serbest ve immobilize paraoksonaz benzer optimum sicakliklar
(25-45 °C) ve pH (7.0) degerleri gostermesine ragmen immobilize paraoksonazin
daha uzun siire etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica immobilize enzimin termal
inaktivasyonu serbest enzime gore daha yavas oldugu gézlemlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Paraoksonaz (PON1), Hidrofobik etkilesim
kromatografisi, Immobilizasyon metodlari, Kitosan



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF HUMAN SERUM PARAOXONASE ON CHITOSAN
AND CHARACTERIZATION OF IMMOBILIZED PARAOXONASE

Utku COLAK
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry

(Master Thesis / Supervisor: Assistant Professor Dr. Nahit GENCER)
Balikesir, Turkey, 2011

Because of purification of paraoxonase, hydrophobic interaction
chromatography gel was synthesized with Sepharose-4B-L-tyrosine and 9-
Aminofenantren as a hydrophobic ligand. Sepharose-4B was activated with CNBr
and than L-tyrosine was added as an extension arm.

Paraoxonase was purified with ammonium sulfate precipitation and
hydrophobic interaction chromatography. SDS-polyacyrilamide gel electrophoresis
showed a single band with 65 kDa.

Purified paraoxonase was immobilized to Chitosan using as hydrophobic
carrier and after immobilization, the yield of bound enzyme was found around % 68
and the catalytic efficiency was approximately 3,2229. The Km and Vmax values
were determined of soluble and immobilized enzyme by the method of Lineweaver-
Burk plots, using paraoxon as a substrate. The Km and Vmax of soluble enzyme was
1,067 mM and 125 U/mlmin. respectively, immobilized enzyme’s Km and Vmax
was 1,755 mM and 181 U/mlmin, respectively.

The enzymatic properties of immobilized paraoxonase were compared with
those of the soluble enzyme. Soluble and immobilized paraoxonase showed similar
optimum temperature (25-45 °C) and pH (7.0) values, but the duration of activitiy of
the immobilized paraoxonase was longer. On thermal inactivation of immobilized
paraoxonase was slower than the soluble enzyme.

KEY WORDS: Paraoxonase (PON1), Hydrophobic interection
chromatography, Immobilization methods, Chitosan
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Insanoglunun enzimleri kullanmaya baslamasi, medeniyetin baslangicindan
daha eskidir. Ilkel topluluklardaki baz1 yiyecek ve igeceklerin iiretimi, derilerin ve
tabaklarin cilalanmasi, elbiselerin parlatilmasi gibi pek ¢ok uygulama her ne kadar o
zamanlarda bilinmese bile enzimlerin 6nemli uygulamalarindandir. Biyokimya’nin
19. yiizyilda gelismesi ve seckin bilim adammin ¢alismalarina baslamadan once,

enzimlerin dogas1 ve nasil ¢alismaya basladigiyla ilgili bilgiler aydinlatilamamigtir

[1].

Fransa’da Anselme Payen ve Jean — Frangois Persoz 1833 yilinda arpa
filizlerinden amilatik bilesenlerin izolasyonunu agikladi. Kisa bir siire sonra Isve¢’li
Kimyager Jons Jacob Berzelius 1835 yilinda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirici
bilesenleri ‘“katalizor” olarak tanimladi. Almanya’da Fizyolog Theodor Schwann
sindirim enzimi olan pepsini 1836 yilinda tanimlamistir. 1877 yilinda Wilhelm
Kithne “enzim” teriminin kullanimmi 6nerdi. Hans ve Edvard Buchner maya
ekstraktinda glukozun etanole doniisiimiinii kimyasal katalizorler (enzimler)
tarafindan yiriitiildiigiini 1897 yilinda gostermistir.  1870’lerde Danimarka’l1
kimyager Christian Hansen peynir yapimini sonuglandiran, {irin miktarini ve
kalitesini arttiran peynir mayasmi saf olarak elde etmeyi basardi. Bundan bir siire
sonra peynir mayasinin iiretim enddistrisi kuruldu. Boylece enzim tiretim endiistrisi

ilk defa kurulmus oldu.

Enzimlerin protein yapisinda olduklarinin anlasilmasiyla birlikte, analiz ve
saflastirma tekniklerinin tasarim galigmalari 20. yiizyilda hiz kazanmstir. Ozellikle
James B. Summer ve Kaj Linder Strom Lang’in ¢alismalari, enzimlerin endiistriyel

tiretim ve kullanim yontemlerinin gelismesine imkan saglamistr [1].



1.1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Adlandirilmasi

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen, canli organizmalardaki
kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen ayrica yan iiriin olusumuna izin vermeyen %100’

lik bir tiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir [2].

Enzimlerin protein kismi diger dogal proteinlerde oldugu gibi peptid
baglariyla birbirine baglanmis 20 amino asiden olusur. Ancak cogu enzimde
posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu protein zincirinde yer alan amino asitlerin
R — gruplarinda bazi kimyasal degisiklikler meydana gelebilmektedir. Bunun yani
sira posttranslasyonel modifikasyonlar sonucu protein zincirine karbohidrat, lipid,
cesitli organik molekiiller veya metal iyonlarmin baglanmasi s6z konusu

olabilmektedir [2].

Enzimler katalitik 6zellikleri olan proteinlerdir. Katalitik 6zellikler olduk¢a
spesifiktir ve bu 6zelligi enzimlerin analizlerde kullanimina olanak saglar. Bazi
enzimler yalniz proteinlerden olusurken c¢ogu enzimler ilaveten karbohidratlari,
lipidleri, metalleri, fosfatlar1 ve diger bazi organik gruplar1 (prostetik gruplari)
icerirler (Proteid). Proteid yapisindaki enzime Halo-enzim, yalniz protein kismina
Apoenzim ve proteinik olmayan diger kisma ise kofaktor adi verilir. Enzimatik

reaksiyonda doniisiime ugratilan maddeye ise substrat denir [3].

Enzim molekiiliiniin belirli bir bdlgesinde ii¢ boyutlu yapida birbirine yakin
konumda olan, fonksiyonel yan grup tasiyan belirli amino asitlerin olusturdugu ve
enzimin Katalitik potansiyelinden sorumlu bir merkez vardir ki buna aktif bolge
denir.  Substrat ve koenzim bu merkeze hidrojen koprii baglari, hidrofobik
etkilesimler, iyonik baglar ile baglanir. Denatlirasyon sonucu konformasyon

bozulur, amino asit dizisi aynen kalmasina ragmen katalitik aktivite kaybolur [3].

Enzimler canli organizmadaki tiim reaksiyonlarmn ilimli kosullarda (viicut
sicaklig1,ndtral pH vb.) gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden
spesifik katalizorlerdir. Enzimlerin biiylik ¢cogunlugu yalniz tek bir substrata karsi

aktivite gosterir ve bu substrati doniisiime ugratir (substrat spesifikligi) [3].



Enzimler ortamdaki maddelerden yalniz biri ile reaksiyon vermekle kalmaz

teorik olarak olusabilecek tirlinlerden de sadece birinin olusumunu katalizlerler (Etki

spesifikligi) [3].

1.1.2. Enzimlerin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

1.1.2.1. Sicakhk

Sicaklik artis1 biitlin kimyasal reaksiyonlarda oldugu gibi enzim kataliz
reaksiyonlarmida artirici etki yapmaktadir. Ancak protein yapisindaki enzimlerin
sicaklik artig1 denatiirasyon olasiliginida arttirr (Sekil 1.1). Sicakligin etkisiyle
olusan denatiirasyon, saflagtirilmis enzim ¢ozeltilerini saflagtirillmamis enzim

¢ozeltilerine kiyasla daha fazla etkilemektedir.

Enzimlerin optimum c¢alisma sicakliklar1 pek ¢ok zaman bilim adamlari
tarafindan ifade edilmistir ancak belirli bir enzimatik reaksiyon i¢in en uygun
sicaklik, kisa zaman araliklarinda maksimum aktivite ve uzun zaman araliklarinda

denatiirasyondan dolay1 aktivitenin diismesi arasindaki uyum ile ilgilidir.

Pek ¢ok caligma 37°C’ de yiiriitiiliir, bunun birinci nedeni viicut sicakliginin
enzimler i¢in optimum sicaklig1 olabilecegi, ikinci nedeni ise bu sicakligmn iizerinde
enzimlerin inaktivasyon oranlarinin ¢ok fazla degismemesi etkilidir. Uluslar arasi
Biyokimya Birligi baglangigta 25°C” de standart sicaklik olarak tavsiye etmis ancak
sicak iklimlerde enzimleri diisiik sicaklikta tutmanin zor olmasindan dolayi bu
sicaklig1 30°C” ye arttrmigtir. Ancak hald enzimlerin aktiviteleriyle alakali sicaklik
ile ilgili ¢alismalarda belli bir standardin olmadigi goériilmektedir. Bunun temel

nedeni enzimlerin protein yapilarinin farkli olmasindan kaynaklanir [4].



Aktivite
orani

Enzim
aktivitesini
etkileyen tiim
etkiler

Sicakhk

Sekil 1.1 Enzim kataliz reaksiyonlari {izerine sicakligin etkisi. [(A) Kimyasal
reaksiyonlarm  hizi sicakhigin  artmasiyla artar, (B) ancak proteinlerin
denatiirasyonlarinin artmasindan dolay1 aktif enzim orami azalir, (C) bu siireg

birenzimin sicaklikla karakteristik 6zelliginin nasil degistigini gosterir.] [4]

1.1.2.2. pH

Enzimler pH degisimlerine duyarlidir ve kendi optimum pH araliklarinda en
biiyiik aktivite degerini gosterirler. pH etkisi enzimlerin yapilarimdaki amino
asitlerin ve substratlarin yapilarindaki iyonik kisimlarin degismesinden kaynaklanir.
Yiiklerdeki bu degisiklikler substratin baglanmasmi ve reaksiyonun gerceklesme
oranim1 degistirir.  Farkli substratlarda enzim reaksiyonlarinin optimum pH’s1
farklilik gosterebilir. Ancak her enzim i¢in ayn1 pH’nm optimumu olmasi1 gibi bir

zorunlulugun olmadigi gibi, tasarlanan enzim yontemleride deneysel olarak

belirlenebilir [4].



1.1.2.3. Substrat Konsantrasyonu

Bir enzimin aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonun etkisini inceleyen
deneysel calismalarin  sonuglar1  tutarlilik  gosterir. Diisiik  substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi azalirken, yliksek substrat konsantrasyonlarinda
reaksiyon hizi artar. Yiksek substrat konsantrasyonlarinda reaksiyon hizi belli bir

slire sonra sabitlenmeye baslar ve sonunda asag1 yukari sabit olur [4].

1.2. Paraoksonaz Enzimi

1.2.1. Adlandirilmasi

Paraoksonaz enzimi ile ilgili yapilan ilk aragtirmalara baktigimizda paraokson
gibi, dnemli sayida aromatik karboksilik asit esterlerini hidrolizleme 6zelligi olan A-
esterazlarin grubunda yer alan ve EC 3.1.1.2 enzim koduna sahip oldugunu goriiriiz
[5]. Ancak Uluslar Aras1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Isimlendirme Komitesi
Birligi bu siniflandirmay tekrar diizenlemis ve paraoksonazin enzim kod girisi EC
3.1.8 olan fosfo triester hidrolazlar veya organofosfat hidrolazlar grubunun ilk
siradaki enzimi olarak belirlemistir [6]. Paraoksonaz enzimi de arildialkilfosfataz
ismi ve EC 3.1.8.1 kodu ile bu grupta yer almaktadir [7]. Paraoksonaz enzimi,

aktivitesinin 6l¢iimiinde paraokson substrati kullanildig1 i¢in bu ismi almustir [8].

1.2.2. Paraoksonaz Enziminin Genel Ozellikleri ve Yapisi

PON 1, 43-45 kDa molekiil agirligma sahip, kararliliginin ve aktivitesinin
Slgtimii i¢in Ca™® iyonu gerekli olan bir enzimdir. izoelektrik noktas1 5.1°dir. 355
aminoasit iceren paraoksonaz enzimi, yiiksek oranda 16sin i¢germesi disinda aminoasit
ozelligi olarak baska bir 6zellik gostermez [9,10]. Yapisindaki 3 sistein aminoasitin
284. swradaki serbest iken 42. ve 353. siradaki sistein rezidiileri tek disiilfit bagi
yapmustir. Her molekiil toplam agirliginin %15.8’ini olusturan {i¢ karbohidrat zinciri

icermektedir [11].



Paraoksonaz’in genel yapisina bakildiginda 6 adet B-kirmali yapidan
olusmus4 adet zincirden meydana geldigi goriiliir. 42. ve 353. sistein rezidiileri
arasindaki distilfit kopriisii ile sonlanip {i¢ boyutlu yapist olusur [12]. Enzimin
yapisinda goriilen N terminal ve C terminal uglarinin boyle kovalent baglanmasi -

kirmali yapiya sahip enzimlerde son derece ender goriiliir (Sekil 1.2).

Sekil 1.2 Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu yapisinin goriinimt. [ (A) B-
kirmali tabakalar ve (B) H1, H2, H3 ile gosterilen hidrofobik bolgelerin B-kirmali

tabakalara gore durumu.] [13]

Sekil 1.2 deki li¢ boyutlu yapiyr gosteren resimde de gorildigi gibi; B-
kirmali yapilarin ortasinda 7,4 A araliklarla iki tane Ca*® iyonu bulunmaktadir. Bu
kalsiyum iyonlarmndan bir tanesi yapisal olup, uzaklastirilmasi doniisiimsiiz
denatiirasyona sebep olmaktadir [14]. Diger kalsiyum iyonu ise katalitik etkinlikle
gorevlidir. Ayrica bu kalsiyum iyonu 2,1-2,5 A mesafesinde Asn224, Asn270,
Asnl68, Asp269 ve Glu 53’ den olusan 5 adet aminoasit ile etkilesim halindedir.
Bunun yanida ayn1 kalsiyum iyonu, fosfat iyonunun oksijeni ve bir su molekiilii ile
etkilesmektedir [15].



1.2.3. Enzimin Katalitik Mekanizmasi

Enzimin aktif bélgesinde bulunan His-His ¢ifti, Ca*® iyonu ve H,O

molekiiliiniin, esteraz aktivitesinde ¢ok dnemli rolii vardir.
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Sekil 1.3 Paraoksonazin katalitik mekanizmasi [16]

2 jyonu, substrattaki fosfat iyonunun negatif

Katalitik etkinlik gosteren Ca*
yiiklii oksijenine 2,2 A uzakliktadir. Aktif bdlgedeki His-His ¢ifti, su molekiiliiniin
bir protonunu alarak bu molekiiliin niikleofilik giiclinii arttirmustir. Olusan hidroksil
iyonu karbonil veya fosfat esterine saldirr. Bu esnada meydana gelen kompleks
tetrahedral bir diizlem sonucu Ca*? iyonu ile kararli kilmir. Olusan yapidaki Ca*?

iyonu negatif yiiklii oksijenden uzaklasarak bag tekrar fosfat veya karbonilin iizerine

yikilir ve ester bagi kopar [16].

Paraoksonaz’in mekanizmasini agiklamak amaciyla, esteraz aktivitesi igin 2-
naftilasetat ve fosfotriesteraz aktivitesi i¢in paraokson substratlar1 kullanilmigtir. Bu
substratlarm optimum pH araliklar1 saptanmis ve substratin yapisinda bulunan yan

zincirin katalizlenmeye direkt katilmadigi sonucu bulunmustur [16].



1.2.4. Katalizledigi Reaksiyonlar ve Substratlar

Paraoksonaz enzimi genig bir substrat cesitliligi gosterebilmesine ragmen,
fizyolojik substrat1 halen tam olarak belirlenememistir. ~ Ancak arilesteraz,
organofosfataz ve laktonaz aktivitelerine sahip oldugu bulunmustur [17]. So6z
konusu aktivitelerin tiimiiniin, ya birden fazla aktif merkezde veya tek bir aktif
merkezde gerceklestigi, ayrica substrat seciciliginin nasil belirlendigi halen

belirlenememistir [22-24].

Paraoksonaz’mn son yillarda 6zellikle arterosklerozisin 6nlenmesinde ve ilag
metabolizmasida 6nemli derecede rol oynadig1 bilinmektedir [18,19]. Paraoksonaz,
sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile arterosklerozise karsi koruyuculugunu hem LDL
ve HDL lipitlerinin yiikseltgenmesini 6nleyerek hemde lipit peroksitlerini metabolize
ederek gostermektedir [20,21]. Bahsedilen enzim 4 atomdan 7 atoma kadar degisen
lakton halkasi i¢eren en az 30 cesit laktonu hidrolizleyebilme 6zelligine sahiptir.
Alifatik lakton substrati olan &-valerolakton (6 halkali lakton), y-butirolakton (5
halkali lakton) ve e-kaprolaktondan (7 halkali lakton) daha hizli hidrolizlenmektedir.
Paraoksonaz’in aromatik laktonlara afinitesi, alifatik laktonlara oranla daha fazladir
ve daha kolay hidrolizlenirler. Ancak ilgi ¢ekicidir ki, pek ¢ok ilacin etken
maddesinde bulunan kumarin bilesiginin lakton halkasinda o ve P ¢ift bagi olmasina
ragmen paraoksonaz tarafindan hidrolizlenememektedir, fakat dihidrokumarin

hidrolizlenmektedir (Sekil 1.4) [22-24].
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Sekil 1.4 Lakton hidrolizi [18]

[Ik baslarda Paraoksonaz’m yapismin ve substratlartyla olan iliskisinin
belirlenebilmesi i¢in yapi-aktivite analizi iizerine ¢caligmalar yapilmistir. Bu konuyla
ilgili, Augustinson ve Ekedahl ¢ift bagli aromatik esterlerin paraoksonaz tarafindan
hidrolizlendiklerini gostermislerdir [25]. Bu reaksiyonda Paraoksonaz’in substrat
olarak kullanacagi1 esterin karbon-karbon ¢ift baginin birbirine ¢ok yakin olmasi
gerektigi tespit edilmistir [26]. Lakton halkasini igeren substratlarm, bu yapinin
olusturdugu halkasal uzaysal yap1 sayesinde enzimin aktif bolgesine girip enzimle
etkilesmesine ve hidrolizlenmelerine izin verir. Buna Ornek olarak etil asetat
Paraoksonaz ile hidrolizlenmezken, ayn1 sayida atom ve ester yapisi gésteren

y-biitirolakton iyi hidrolizlenmektedir [26].

Paraoksonaz’in laktonaz aktivitesi i¢in, 284. rezidiide bulunan serbest sistein
aminoasiti olduk¢a Onemlidir. Bu serbest sistein rezidiisiiniin, Paraoksonaz’in
LDL’nin okside olmasmi dnlemesinde de rol almasi; Paraoksonaz’in sahip oldugu
laktonaz aktivitesinin LDL ve HDL fosfolipitlerinin yiikseltgenmesine kars1
korudugu diisiiniilmektedir [27,28]. Sorenson ve arkadaslar1 284. pozisyonda
bulunan serbest sistein rezidiisiiniin arilesteraz ve paraoksonaz aktivitesinde gerekli
olmadigint gostermiglerdir [29].  Bunun yaninda aktif merkezdeki histidin
rezidiilerinin paraoksonaz ve arilesteraz hidrolitik aktivitelerini gostermesinde

oldukga gerekli oldugunu gosterilmistir [30].



1.2.5.Paraoksonaz’in Sentezlenmesi

Paraoksonaz’in sentezi karaciger tarafindan gergeklestigi igin, serumdaki
paraoksonaz seviyesini belirleyen baslica faktor karaciger fonksiyonlaridir.
Serumdaki paraoksonaz aktivitesi kisiden kisiye farkliliklar gosterebilir [31].
Bununnedenleri arasinda peptid konsantrasyonu ve enzim aktivitesini etkileyen
paraoksonaz geninin kodlanma ve promoter bolgesinde ¢ok sayida polimorfizm
gostermesidir [32]. Paraoksonaz sentezinde 6nemli olan faktdrlerden birisi karaciger

hiicrelerindeki kolesterol dengesidir [33,34].

Paraoksonazin karacigerden sentezlendikten sonra serumda HDL’ye veya
karacigerde bulunan mikrozomlara baglanabilmesi i¢in sentez sirasinda N-terminal
hidrofobik bdlgesi olmasi gerekmektedir [35]. N-terminal hidrofobik bdlgesi
baglamada belirleyici oldugu kadar salgilanma prosediiriinde de son derece dnemli
role sahiptir. Paraoksonaz karacigerde sentezlendikten sonra da 6nce mikrozomlara,
daha sonra hiicrenin dis yiizeyine baglandig: diistiniilmektedir [36]. Hiicre zarmin
dis yiizeyinden salinmas1 ve HDL’ye baglanmasi tesadiif degildir, bu baglanmada

fosfolipit kompleksi 6nemli rol oynamaktadir [37].

1.2.6. Paraoksonaz’in HDL’ye Baglanmasi

Paraoksonaz karacigerde sentezlendikten sonra kana salinir, orada spesifik
olarak HDL’ye baglanir. HDL periferal hiicrelerden kolesteroliin taginmasimi saglar

ve paraoksonaz gibi enzimler ile LDL nin yiikseltgenmesini dnler [38].

HDL yaklasik 10 nm ¢apinda kompleks bir yapidir. Bilesiminde oncelikle
membran bilesenleri (fosfolipidler, kolesterol ve kolesterol esterleri), apolipoprotein
Al ve aromatik heliksler yer alir. HDL’ye bagli olan enzimlerden ilk kez ii¢ boyutlu
yapist aydinlatilan paraoksonaz enzimidir [39]. Paraoksonaz hidrofobik N terminal
ucuyla sonlanir, H2 ve HI1 hidrofobik heliksler bir araya gelerek potansiyel
membrana baglanma yiizeyi olusturular. Heliks yapilar lizin, triptofan ve tirozin yan
zincirleri ile olusturduklar1 yap1 karakteristigi sayesinde HDL ara yiizeyine
girebilmektedir [40].
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1.3. Enzim Immobilizasyonu

Enzimler, canli sistemlerinde kimyasal reaksiyonlarmm gerceklesmesini
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Belirli bir diizen ile siralanmis binlerce atomdan
meydana gelmis bu molekiiller, canli hiicrelerde cereyan eden farkli kimyasal
reaksiyon topluluklarmin katalizlenmesini saglarlar. Biyolojik proseslerde, hastalik

ve sagliktaki rolleri genis bir sekilde incelenmektedir [41].

Enzimler oldukc¢a 1liman kosullarda, yliksek derecede substrat seciciligi ile
reaksiyonlar: katalizleme 6zelligine sahiptir. Bdylece yan iirlin olusumunu azaltir.
Katalizlenen reaksiyonlar arasinda, mevcut organik kimya metodlariyla
ulagilamayan, biyolojik makromolekiiller arasinda son derece fazla, kompleks
kimyasal transformasyon reaksiyonlar1 vardir. Bu durum enzimleri biyotekno lojik
kullanimlar1 i¢in son derece 6nemli kilmistir [3]. 20. ylizyilin baslarinda, enzimlerin
fermantasyon islemlerinden sorumlu oldugu bulunmus, yapilar1 ve kimyasal
bilesenleri dikkatle inceleme altina alinmistir.  Bunun sonucunda biyolojik
katalizlerin genis kapsamli teknolojik kullanimi tekstil, ilag ve diger kimya endiistrisi
gibi farkli alanlara da onciiliikk etmistir [1]. Ancak pek¢ok enzimin kararsiz olmasi,
saflastirilmast i¢in oldukga yiiksek ticret gereksinimi ve kullanildiktan sonra
reaksiyon karistmindan aktif enzimin tekrar kullanimi i¢in kurtarilmasi teknik olarak

oldukca zordur [41].

Enzimler cozeltide tek basmna, diger bilesenleriyle kiimeleserek veya bir
yiizeye baglt olmak gibi degisik durumlarda kimyasal reaksiyonlari
katalizleyebilirler. ~ Yiizeye baglanma veya “immobilizasyon” 6zellikle teknik

kullanim i¢in tizerinde son derece yogunlasilan durumdur [42].

Enzim immobilizasyonu terimi, enzimlerin fiziksel olarak belirli bir yere
yerlestirilmesi veya hapsedilmesinin yaninda katalatik aktivitelerinin  de
korunmasi,bu sayede de tekrarlanabilir ve siirekli uygulanabilir olmasini saglamak
olarak ifade edilebilir [43,44]. Immobilize edilmis enzimler genel olarak endiistriyel
uygulamalarda katalatik Ozelliklerinin yaninda, ekonomik olarak da son derece

gelistirilmis olmasinin 6nemi bir hayli fazladir (Cizelge 1.1) [45].
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Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel kullanimi 1969 yilinda Japonya’nin
Tanebe Seiyaku Limited sirketinde Chibata ve arkadaglari tarafindan, sentetik
rasemik D-L amino asitlerin ¢oziinmesi i¢in  Aspergillus oryzae aminoasilaz’in
immobilizasyonunu gerceklestirmislerdir [46]. Immobilize enzimlerin diger énemli
uygulamalarina sekerler, amino asitler ve ilaglarin endiistriyel iiriinleri 6rnek olarak
verilebilir (Cizelge 1.2). Bunun yaninda bazi endiistriyel proseslerde, istenilen
enzimi iceren biitlin mikrobiyal hiicreler immobilize edilir ve katalizor olarak

kullanilabilir [47].

Endiistriyel olarak uygulamalarindan baska, biyosensorler, biyoafinite
kromatografisi ve tipta kullanilan ilaglardaki pek¢ok biyoteknolojik {iriinlere enzim

immobilizasyonunun temel teskil ettigi goriilmektedir [48].

Ozellikle son 20 veya 30 yila baktigimizda, immobilizasyon teknikleri hizla
gelismistir ve immobilizasyon teknikleriyle ilgili tasarimlar 6nemli oranda artmustir.
Ancak halen mevcut islemlerde ilerleme gerekmektedir. Immobilize enzimlerin
diger pratik islemlere uygulanabilirligini artirmak i¢cin yeni metodolojilerin
gelistirilmesi ve mevcut tekniklerin daha 1iyi1 anlagilmast ve gelistirilmesi

gerekmektedir.

12



Cizelge 1.1 Immobilize enzimlerin teknik dzellikleri [45]

Avantajlar Dezavantajlar

Katalizin tekrar kullanimi Aktivitede kayip veya azalma
Kolay reaktor kullanimi Difiisyonel sinirlama

Kolay iiriin ayrilmasi Ilave maliyet

Genis oranda reaktor segimi

Cizelge 1.2 immobilize enzim kullanilarak elde edilen énemli iiriinler [47]

Enzim Uriin
Glukoz izomeraz Yiiksek miktarda fruktoz surup
Aminoasit amidaz Aminoasit lirtinii
Penisilin amidaz Yar1 sentetik penisilin
Nitril hidrataz Akrilamid
B-Galaktosidaz Laktoz hidrolizinde

1.3.1. Enzim immobilizasyonunun Tarihi

Immobilize biyokatalizérlerin gelisimini ii¢ adimda gdstermek miimkiindiir
(Cizelge 1.3). [lk adimda, 19. Yiizyiln baslangicinda, immobilize edilmis
mikroorganizmalar pek ¢ok deneysel c¢alismalarda kullanilmiglardir. Bu
calismalardan bazilari, sirkenin mikrobiyal {iriinii ( bakteri olusmus aga¢ talaginin
tizerine alkol igeren solusyonlarin damitilmasi vasitasiyla) ve atik su aritma filtreleri

veya siizme iglemleridir [49].
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Modern enzim immobilizasyonuna bakmak i¢cin 1940’larin sonlarina gitmek
gerekir. Ancak o donemde yapilan pek¢ok arastrma farkli sistem ve diizenlerde
yaymlanan ¢alismalar oldugu icin pek ¢ogu biyokimyacilar tarafinda dnemsenmez.
Glincel teknolojilerin temelleri 1960’larda gelistirilmeye baslanmig ve bu tarihten
itibaren bu konuyla alakali pekcok makale yaymlanmistir.  ikinci adimda, sadece
immobilize edilmis tek enzimler kullanilmis ancak 1970’lerde ¢ok daha canli
hiicreler ve kofaktor rejenerasyonu ile iki enzim reaksiyonlar1 igeren son derece
kompleks sistemler gelistirilmistir. Son adima Ornek olarak a-keto asitlerden
stereoselektif aminasyon reaksiyonu ile L-aminoasit dehidrogenaz enzimi
kullanilarak L-aminoasit iiriinlerinden bahsedebiliriz. Bu yontem nikotinamid adenin
diniikleotid (NADH) ve koenzimlerin rejenerasyonunun formik  asidin,
karbondiokside enzimatik oksidasyonuna, NAD*dan NADH’a indirgeme reaksiyonu
eslik eden aminasyon reaksiyonudur. Bu reaksiyonda ikinci enzim, format

dehidrogenazdir [50].

Cizelge 1.3 immobilize enzimlerin tarihsel basamaklar1 [49]

Basamak Tarih Kullanim

Birinci 1815 Asetik asit ve atik su aritma islemleri gibi

deneysel kullanim islemleri

Ikinci 1960 larda Tek enzim immobilizasyonu, L-
aminoasitlerin {iriinii, glikozun
izomerizasyonu

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

immobilizasyonu

Bir enzim immobilizasyon sisteminde temel bilesenler; enzim, matriks ve
enzimin matrikse baglanma yontemidir. Kati-faz destek, tasiyict ve matriks es

anlamli olarak kullanilir.
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1.3.2. Tastyicl Secimi

Matriksin niteligi, immobilize enzim sistemlerinin tasarlanmasinda son
derece dnemlidir. Ideal bir tastyicida genel olarak; basinca karsi fiziksel direng,
biyolojik uygunluk, mikrobiyal ataklara karsi direng, hidrofilik olmasi, enzimin
seciciligini arttirma, tiriin inhibisyonunu diistirme gibi 6zelliklere sahip olabilmelidir

[51].

Tasicilar kimyasal bilesimlerine gore organik veya anorganik olarak
siniflandirilabilirler (Cizelge 1.4). Organik tasiyicilar dogal ve sentetik olarak alt

gruplara ayrilirlar.

Matriksin fiziksel 6zellikleri (ortalama tanecik ¢api, sisme davranigi, mekanik
diren¢ ve basing altindaki davranisi) immobilize enzimlerin performansinda son
derece Onemlidir. Bunun yaninda immobilizasyon isleminin belirlenmesi igin
kullanilacak reaktor tiiriiniin belirlenmesinde (karistirma, sabit veya akiskan tank)

fiziksel 6zelliklerin olduk¢a 6nemi vardir [52].

Ozellikle toplam yiizey alanmi belirlemede gdzenek parametreleri ve tanecik
boyutu 6nemlidir. Gd6zeneksiz tasiyicilarda oldukca az difiizyonel smirlandirilmalar
gozlenir ancak baglanma kapasiteleri diisiiktiir. Bu yiizden genellikle gozenekli
tastyicilar tercih edilir ¢ilinkii yiiksek yiizey alani c¢ok daha fazla enzimin
baglanmasini saglar ve immobilize enzimi ¢evresel sartlardan oldukca fazla korur.
Gozenekli tastyicilar icin, akis 6zellikleri ve kapasiteyi optimize etmek i¢cin gdzenek
dagilimin1 kontrol altinda tutmak oldukca &nemlidir [53].  Inorganik tasiyicilarin
pek c¢ok avantajlarma ragmen (Ornegin, fiziksel, kimyasal veya mikrobiyal
indirgemelere kars1 yiiksek stabilite), pek ¢ok endiistriyel uygulamalarda organik
matriksler kullanilir. Bir immobilize enzimin aktivite seviyesinin belirlenmesinde

hidrofilik karakterin son derece 6nemli bir parametre oldugu unutulmamaldir.
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Cizelge 1.4 Tasiyicilarin simiflandirilmasi [52]

Organik

Dogal polimerler

* Polisakkaritler, seliiloz, dekstranlar, agar, agaroz, kitin, alginat
* Proteinler, kollogen, albumin

+ Karbon

Sentetik Polimerler

* Polistiren

* Diger polimerler: poliakrilat polimetakrilatlar, poliakrilamitler,

poliamitler, vinil ve allil polimerler

Inorganik

Dogal mineraller: Bentonit, silika

Cam (go6zeneksiz ve kontol edilmis gozenekli), metaller, metal oksitler

Yaygin olarak kullanilan en 6nemli tastyicilardan birisi agarozdur. Yiiksek
gbdzenekli yapisia ilaveten, proteinler icin yiiksek kapasite saglarlar. Matriks olarak
agarozu kullanmanin bazi diger avantajlari; hidrofilik karakterde olmasi, tiirevlerine
doniistiirmenin kolay olmasi, yiiklii gruplarm olmamasi (substrat ve firiinlerin
spesifik olmayan adsorpsiyonunu engellemek icin) ve ticari gegerliligidir. Ancak
diger gozenekli yapilarda ve agarozun kullaniminda yiliksek maliyet dnemli derecede
smirlanmaya neden olur. Bu problem, matriks rejenerasyonu ve tekrar kullanimina

izin veren doniisiimlii metodlarin gelistirilmesiyle ancak ¢oziilebilir [54].

Enzimlerin tasiyicilara baglanmasi, doniisiimlii fiziksel adsorpsiyon ve iyonik
bagdan stabil kovalent baga uzanan etkilesimlerle olur.  Immobilize enzimlerin
smiflandirilmasinda cesitli yaklasimlar vardir ve bunlardan birisi de onlar1 iki ana
katagoriye ayirmaktir. Bunlar doniisiimlii ve doniisiimsiiz metodlardir. Enzim ile
tastyict arasindaki bagin giicii genellikle geri doniisiimlii olmasi ile ters orantilidir.

Bu iki zit amac1 ( kararhilik ve doniisiimlii olmasi) ayni anda yerine getirmek oldukga
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giictlir. Bu metodlar1 tasarlarken geleneksel yaklasim geri doniisiimiin bagin
giiciiniin fazla olmasi yaninda ihmal edilebilecegi egilimindedir. Yani bagin
giicliniin olabildigince fazla olmasi tercih edilir.  Doniisimli ve doniimsiiz

reaksiyonlar Sekil 1.5 ve 1.6’da gosterilmistir [55].

< Kovalent Baglanma

Ce(
% Tutuklama | @
‘ o &
40y, @;(7

.
paseseerae,,
.,

% Mikrokapsiilleme @

.
ot
B
. .
----------

% Capraz baglama (E ( (BT

Sekil 1.5 Geri déniistimsiiz enzim immobilizasyon yaklasimlari [55]
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Sekil 1.6 Geri doniistimlii enzim immobilizasyon yaklasimlari [55]

1.3.3. Tagiyic1 Materyal Kitosan

Kitosan, yengeg¢ ve karides gibi kabuklu deniz iiriinlerinin dis iskeletlerinde,
kelebeklerin kanatlarinda, mantarlarm hiicre duvarlarinda vb bulunan dogal bir
polisakkarit olan kitin'den kismi deasetilasyon yoluyla elde edilen, reaktif
fonksiyonel amino gruplarina sahip; kimyasal yapi olarak seluloza benzeyen ve

dogada selulozdan sonra en sik rastlanan biyopolimerdir [56, 57].

Beyaz renkte, kokusuz ve tatsiz, yar1 seffaf partikiil veya toz halinde bir
madde olan kitosan sindirim enzimlerine dayaniklidir. Buna karsm bazi bakteriler
tarafindan parcalanir. Suda ¢6zlinmez. Sadece asidik ¢oziiciilerde (<6.0 pH)

¢oziinlir. Coziindiirmek icin asetik asit , formik asit, laktik asit gibi organik asitler
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kullanilir. Inorganik asitlerde ¢dziinme smirhdir (% 1 hidroklorik asitte ¢oziiniir;
stilfirik ve fosforik asitte ¢oziinmez). Kitosan soliisyonlarinin pH 7.0 ve lizerinde
stabilitesi bozulur. Ayni sekilde oda sicakliginda uzun siire muhafaza kitosan
soliisyonlarmin stabilitesini olumsuz etkilemektedir [58].

Kitosan, ¢oktiirme, nem tutma, film olusturma, antimikrobiyal etki, enzim
immobilizasyonu gibi ¢ok ¢esitli fonksiyonlar1 nedeniyle ilag¢, kozmetik, tip, tarim
gibi c¢esitli endiistrilerde sinirsiz kullanim alanlarina sahiptir. Kitosan bu
fonksiyonlarinda pozitif iyonik tabiata sahip olmasmin 6nemli bir rolii vardir.
Benzer fonksiyonlar1 nedeniyle gida endiistrisinde de kitosandan yararlanilmaktadir.
Kitosan son yillarda adindan sik¢a bahsedilen diyetetik yardimc1 maddeler arasinda
yer almaktadwr. Sindirim enzimleri tarafindan hidrolize edilememesi, yliksek
viskozitesi, jel olusturma ve yiiksek su baglama yetenegi vb nedenlerle bitkisel
diyetetik liflere benzerlik gostermektedir ve canli organizmada benzer etkiler olustur-
maktadir. Bagirsak hareketlerinin ve sindirim faaliyetlerinin diizenlenmesi, bagirsak
mikroflorasinin  (bifidobakterilerin) desteklenmesi, kan kolesterol seviyesinin
diizenlenmesi (LDL kolestroliindiisiiriilmesi, HDL kolestroliin  artirilmasi),
kanbasincmin diisiiriilmesi, karaciger fonksiyonlarinindiizenlenmesi gibi fonksiyonel
etkilerinin yan: sira sindirim yoluyla alindiginda ya da emiliminiazaltarak (pozitif
yiiklii bir bileflik olmasindan dolayi negatif yiiklii olan yag asitlerine baglanarak) kilo
kaybini desteklemesi oldukea ilgi gekmistir [59, 63].
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Sekil 1.7. Toz Kitosan

Sekil 1.8.Shao-Hua Chiu ve arkadaglarim yontemi ile hazirlanmis kitosan

tanecikleri
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1.3.3.1.Kimyasal Yapis1 ve Reaksiyonu

Bir polisakkarit olan kitin kimyasal olarak 2-asetamido-2-deoksi-3-D-glukoz
(N-asetil glukozamin)'dan olugmaktadir. Kitin’in diisiik derecede deasetilasyonu
yoluyla  elde  edilen Kitosan ise  (1—4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz
(glukozamin)olarak bilinmektedir.  Kitosan, 3 g¢esit reaktif fonksiyonel gruba
sahiptir. C-3, C-6 pozisyonunda birer hidroksil ve C-2 pozisyonunda ise bir amino
grubu bulunmaktadir [57].

CH,OH

Sekil 1.9. Kitosan’in Kimyasal Yapisi
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CH, OH CH)OH

NH, H NH, H H-C=0
CH,OH CH,0H
Kitosan
CH»OH CH, OH
_CH H  N=C-H
; + H:N-Enzim
H-C=0
N=C-H
H NH, H
N H H
@) H OH O H OH
H O H
CH,OH CH,OH

Glutaraldehit ile muamele edilmis Kitosan

CH,OH
H 0]
SH H
H O\
H =C-H
H-C=N-Enzim
N=C-H
NH2 H
\O H H
H OH o) H gu
(@) H O H
CH,OH CH,OH

Kitosan’a Immobilize Edilmis Enzim

Sekil 1.10. Enzimin Glutaraldehit ile Kitosan’in Amin Gruplarina Baglanmasi
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1.4. immobilizasyon Metodlari

1.4.1. Déniisiimsiiz Enzim immobilizasyon Metodlar

Dontigiimsiiz immobilizasyon ~ kavrami  biyokatalizlerin  tasiyiciya
baglanmasindan sonra enzimin ya da tasiyicinin biyolojik aktivitelerinin bozulmadan
ayrilamayacag1 esasma dayanir. DOniisiimsiiz enzim immobilizasyonu i¢in yaygin
olarak kullanilan prosediirler: kovalent baglanma, tutuklama veya mikrokapsiilleme

ve ¢apraz baglama olarak ifade edilebilir [64].

1.4.1.1. Kovalent Bagh Enzim immobilizasyonu

Kovalent bagli metodlarla proteinlerin immobilizasyonu, immobilizasyon
metodlar1 igerisinde en fazla kullanilan metodlardan birisidir [65]. Bu metodu
kullanmanin avantajlarindan birisi, enzim ve matriks arasindaki bagin son derece
dengeli ve saglam olmasidir. Bundan dolay1 enzimin ¢6zeltiye geri kagis1 onlenmis
olmaktadir [66]. Ancak baglanma aktivite ylizdesini artirmak i¢in kullanilan temel
amino asit rezidiilerinin tasiyiciya kovalent baglanmasi engellenmelidir. Bu durum

bazi durumlarda uygulamanin ne kadar zor sartlar gerektirdigini gosterir [67].

Kovalent baglarin formasyonu genellikle enzimde gosterilen aminoasitlerin
yan zincirlerinde goriliir. Ancak onlarin asil bag giiclerinin aktiviteleri asagida

verilen yliklerin siralamasiyla 6nemli derecede iliskilidir:

—-S>-SH>-0>-NH;>-CO0O>—-OH>>—-NHj3

Bunun yaninda siilfit, siilfidril, oksit, amino, karboksil, hidroksil, amonyum,
imino, amid, metiltiyol, guanidil ve fenol halkas1 gibi pek¢ok fonksiyonel grup

iceren pargalar kimyasal baglarda etkin olarak gorev alir [68].

Bir enzimin kovalent baglanmasi, polimerin reaktif gruplar iceren ajanlarla
(etilenin kopolimerizasyonu, maleik asidin anhidridi) veya polimer ve enzimin

arasinda kopri vazifesi gorecek iki fonksiyonlu ajanlarin etkilesmesiyle olusur [69].
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Bunun yaninda {i¢ boyutlu yap1 diisiik molekiil agirlikli iki fonksiyonlu ajanlarla
capraz bagl yapilar olusturabilir. Bu durumda enzim inaktif olabilir. Ciinkii
reaksiyonlar enzimin aktif bolgesinde yerlesmis olan fonsiyonel gruplarla bag

olusturabilir. Bdoylece elde edilen net sonu¢ enzimin aktivitesinin kaybi seklindedir
[70].

X o ) ‘\\
(s2e7)
\/\ 4 (ﬁﬁ,/ \I'\.
\-'./L\ \\,_
/-< = - J"‘___»/
3y R gl
) N
\. _‘_\':',‘.'/

Kovalent Baglanma

T EM=ENZIM
Capraz Baglanma MOLEKULU

Sekil 1.11. Kovalent immoblizasyon ve ¢apraz baglama gosterimi [68]

1.4.1.1.2. Kovalent Baglamanin Avantajlar

Enzim immobilizasyonunda kovalent baglanmanin bazi 6nemli avantajlari

asagida srralanmistir:

1. Enzimlerin tasiyict matrikse adsorpsiyonu olduk¢a uygundur. Bundan dolay1
yaygin sekilde kullanilmasi [71],

2. Genis spektrumlarda baglanma reaksiyonlari, pekgok fonksiyonel grup igeren
tastyiclarla saglam bir bagm olusumu ve baglanmadan sonra enzim aktivitesinin
devam etmesi [72],

3. Kovalent bagli tutunma pH, iyonik siddet ve substrat ile geriye doniis

reaksiyonunun olmamasi [73].
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1.4.1.1.3. Kovalent Baglamada Aktivite Kaybi

Kovalent bagl bir sekilde immobilizasyon gergeklestiginde enzimde belli
dereceye kadar aktivite kayb1 gozlenebilir. Bu da enzimdeki spesifik aktif bolgenin
tastyiciyla etkilesmesi sonucunda olur [74].

Dogru Yonlenme ve Konformasyon
-ENZIM AKTIF-

Yanlis Yonlenme
-ENZIM INAKTIF

Yanlis Konformasyon
-ENZIM INAKTIF-

E = ENZIM
M =MATRIKS

Sekil 1.12. Kovalent Bagin Enzim Aktivitesi Uzerine Olan Etkileri [69]
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Bir diger onerilen diisiince tarzinda ise enzim immobilizasyonundaki ydnlendirme
etkisiyle olusan durumda aktif bolgenin durumu olduk¢a 6nemlidir. Bu durum
enzimde aktiviteyi azaltabilecegi gibi aktivitenin tamamen kaybolmasimada neden
olabilir [75]. Ancak oOzellikle yonlendirme etkisiyle aktivite kaybini en aza

indirebilmek i¢in asagidaki metodlar yapilabilir:

a) Enzim immobilizasyonu sadece doygun substrat konsantrasyonunda

b) Yarigmali inhibisyon kullanilarak gerceklestirilebilir [76].

1.4.1.2. Tutuklama immoblizasyonu

Tutuklama metodu; enzimin bir polimerik ag icerisine yerlestirilmesi
bununda enzim ve iirlinii gecirebilmesi ancak enzimi tutmasi prensibine dayanir
[77].Bu metod yukarida bahsettigimiz kovalent baglanma metodundan farkli olarak
matrikse ve membrana baglanmasini engeller. Enzimlerin tutunmasiyla alakali farkl
yaklagimlara 6rnek olarak jel veya life tutuklama ve mikro kapsiilasyon 6rnek olarak

verilebilir [78].

Sekil 1.13. Tutuklama Immobilizasyonunun Gésterimi [79]
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1.4.2. Déniisiimlii Enzim Immobilizasyon Metodlar

Dontigiimlii immobilize enzimler, enzim-tasiyict bagmin tiirlinden dolay1
tliman kosullar altinda tastyicidan ayrilabilir.  Enzim immobilizasyonu i¢in
doniisiimlii metodlarm kullanimi ekonomik nedenlerden dolay1 oldukga kullanishidir.
Ciinkii enzimin aktivitesi diistiiglinde tasiyici rejenere edilip taze, kullanilmamis
enzim ile tekrar baglanabilir. Aslinda, tasiyicit masrafi biitiin immobilize edilmis
katalizorlerin masraflarinda genellikle sik sik dikkat edilen temel faktordiir.
Enzimlerin tersinir reaksiyonu biyoanalitik sistemlerdeki uygulamalarda 6zellikle

degisken enzimler i¢in son derece 6nemlidir [80].

1.4.2.1. Adsorpsiyon

1.4.2.1.1. Nonspesifik Adsorpsiyon

En basit immobilizasyon yontemi olan nonspesifik adsorpsiyon genel olarak
fiziksel adsopsiyon veya iyonik baglanma temeline dayanan bir metoddur [81].
Enzimlerin fiziksel adsorpsiyonunda hidrojen bagi, Van der waals etkilesmeleri ve
hidrofobik etkilesmeler matrikse baglanmada etkilidir. QOysa ki enzimlerin iyonik
baglanmasinda tuz kopriileriyle baglant1 gorilir [82]. Kovalent olmayan
immobilizasyonda, bagm giiciiniin kuvveti, reaksiyon sartlar1 ayarlanarak (pH,
iyonik siddet, sicaklik) degistirebilir [83]. Adsorpsiyon ile immobilizasyon i1liman
kosullarda, uygulanmasi kolay ve genellikle enzimin katalitik aktivitesi korunur. Bu
tiir metodlar bu nedenlerden dolay1 ekonomik olarak ilgi c¢ekici ancak etkilesimler
nispeten zayif oldugundan, matriksden enzim kagisi olabilmesi problem teskil
etmektedir [84].
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Sekil 1.14 Nonspesifik Adsorpsiyon Immobilizasyon Ydnteminin Gdsterimi [85].

1.4.2.1.2. iyonik Baglanma

Enzimlerin  doniisiimlii

immobilizasyonuna,

kromatografide kullanilan

protein-ligand etkilesmesi prensibine dayanan yaklasim 6rnek olarak verilebilir [86].

Bu prensibin en eski uygulamasi iyon degistiricilerin reginelerin kullanildig:

kromatografi yontemleridir.

Metod basit ve donistimlidir fakat genel olarak

enzimlerin baglarinin giiclii olmas1 ve tam olarak aktif olduklar1 kosullar1 bulmak

olduk¢a zordur [87]. Ozellikle son zamanlarda immobilize polimerik iyonik

ligandlarin kullanimi, protein-matriks etkilesimlerin modulasyonuyla yapilan pek¢ok

calisma vardir ve boylece tiirevlerinin 6zelliklerini daha verimli hale getirebilecegi

goriilmiistiir [88].
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1.4.2.1.3. Hidrofobik Adsorpsiyon

Bir diger yaklasim da hidrofobik etkilesimlerin kullanimidir. Hidrofobik
adsorpsiyon 30 yildan fazla siiredir kromatografik prensiplerle kullanimi
gerceklesmistir.  Onemli deneysel parametreler olan pH, tuz konsantrasyonu ve
sicaklikla oldukca iligkilidir.  Etkilesimlerin giicii, protein ve absorbentin
hidrofobisitesine dayanir [90]. Absorbentin hidrofobisitesi, hidrofobik ligand
molekiiliiniin boyutuyla ve tastyicinin yer degistirme derecesiyle diizenlenebilir. f-
amilaz ve amiloglukosidaz’m hidrofobik adsorpsiyonu, bu immobilizasyona 6rnek
olarak verilebilir. Bunun yaninda hidrofobik adsorbentlere doniisiimlii baglanmanin

pek ¢ok drnekleri rapor edilmistir [89].

1.4.2.1.4. Afinite Baglanma

Komplementer biyomolekiiller arasinda afinitenin  prensibi  enzim
immobilizasyonuyla ifade edilmektedir. Etkilesimlerin 6nemli oranda segiciligi
metodun 6nemli 6zelligindendir. Ancak, metod pahali afinite ligandinin matrikse

kovalent baglanmasi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir [91].

1.5. immoblizasyon Metodunun Secimi

Immobilizasyon metodunun basarili olmasinin derecesi enzim ile reaksiyonun
yiiriitiilecegi kosullarin  kararlihgi 6nemlidir [92]. Immobilize enzim, bazi
kimyasaltepkimelerde siirekli katalizor olarak kulanilacagindan immobilizasyon
metodunun segilmeden 6nce tepkimenin yiiriiyecegi ortam goz Oniine alinmalidir.
Bunun yaninda enzim aktivite kaybinin en az olacagi immobilize ydntemininde

se¢ilmesi son derece 6nemlidir [68].

Farkli immobilizasyon metodlarmm enzim aktivite etkisini aminosiklaz

enzimi lizerinde yapilan ¢alismanin sonucu Cizelge 1.5 de gosterilmistir [41].
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Cizelge 1.5 immobilize yontemlerine gore aktivitenin degisimi [41]

Enzim Tastyici Enzim Enzim
Immobilizasyon Aktivitesinin
Metodu Devam (U/ml dak)
Aminosiklaz AE-Seliiloz Capraz Baglanma 0.6
CN-Briile Gluteraldehid ile 1.0
aktiflestirilmis Kovalent
Sefadeks Baglanma
DEAE-Seliiloz Iyonik Baglanma 55
Nylon Enkapsiilasyon 36
Poliakrilamit Tutunma 53

1.6. Enzim Reaktoriiniin Secimi

Enzim reaktoriiniin se¢iminde enzimin sahip oldugu en yiiksek aktivitede
calismasinin yaninda bunun i¢in uygun destek materyalinin se¢imi olduk¢a dnemlidir
[93]. Doniistimlii immobilizasyon proseslerinde reaktorde istenmeyen bir denge

olusursa en dnemli problemlerden birisi bu dengenin bozulmasidir [94].

Pek cok reaktor tipleri diisiiniilmiistiir. Akis yonii yukari olan paket tipi
reaktor, substratin yukariya ilerledigi asili pargaciklarin oldugu sivi reaktor, basit
karisan reaktor, tlip reaktdr, membran reaktér v.s. (Sekil 1.15). Bunlarin pek
cogunda substratin sahip oldugu fiziksel Ozellikler 6nemli parametrelerdir. Bu
sebepten dolay: ideal olarak reaktor i¢inde paketlenebilen bazi destek materyalleri
basincinda etkisiyle yari1 asili sivi yatak i¢inde enzimle kaplandiklar1 zaman
kiimelesme olustururlar. Buda yilizeyde meydana gelen azalmadan dolayr enzim

aktivitesinin diismesine neden olur [95-98].
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Sekil 1.15. Immobilize Enzimler I¢in Reaktérler [(a-c) toplam geri karistirmaile
paket reaktorleri; (a) karistiric: tank reaktor; (b) sabit akiskan yatak reaktor (c)
stvilastirilmis yatak reaktor. (d-f) tam geri karistirma islemi ile siirekli caligan

reaktorler (g-h) akis yonii yukari olan paket tipi reaktor] [95-98]
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1.7. immobilize Enziminlerin Ozellikleri

Enzim immobilizasyonunun sonucu olarak enzim molekiiliiniin termal
stabilitesi ve katalitik aktivitesi gibi baz1 6zellikleri, ¢oziinebilir esleniklerine gore
degisiklik gosterebilir [99]. Ozelliklerinin modifikasyonlarindaki degisimin nedeni,
immobilize enzimin esas aktivitesindeki degisimle veya immobilize enzimle substrat
arasindaki etkilesimin farkli olmasindan kaynaklanir. immobilizasyonlarm Katalitik
Ozelliklerindeki  goézlenen degisim proteinlerin  ii¢ boyutlu  yapilarindaki
komformasyonlarindaki degisimle, enzim ve substrat arasindaki baglanmayla ilgili

oldugu diistiniilmektedir [100].

Genel olarak enzimler immobilize edildiginde, enzimin ¢alisma stabilitesi
arttirilir.  Stabilizasyon kavrami, immobilizasyon enzimleri i¢in son derece 6nemli
ve etkileyici bir giigtiir. Pek ¢ok durumda gozlenen operasyonel stabilizasyon,
enzimin baglanma sonucuyla ilgilidir. ~ Ancak, molekiiler seviyedeki dogru
stabilizasyonun gosterilmesi, proteinlerin immobilizasyonunun c¢ok noktadan
kovalent baglanmasi ile olabilmektedir [101]. Farkli metodlarn kullanimiyla ilgili
pek ¢ok bilimadami tarafindan yapilan c¢alismalarda, stabilizasyon ve matrikse
enzimin kovalent baglarla baglanma sayilar1 arasinda 6nemli bir baglant1 oldugu
bulunmustur. Immobilize enzimlerin kullanimu ile ilgili temel problemlerden birisi,
Ozellikle enzimlerin makromolekiiler substratlariyla gosterdigi katalitik aktivitenin

kaybidir [102].

Enzimin aktif bolgesine substratlarin ulasimmin smirlanmasmdan dolayi,
substratin sadece ylizeydeki gruplara ulasmasinin sonucu olarak aktivite diisebilir.Bu
sterik smirlama zamanla makromolekiiler substratlardan tiireyen iiriinlerin
karakteristik 6zelliklerini degistirebilir. Bu sterik problemlerden uzaklagsmak i¢in
pek ¢ok strateji gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; izole makromolekiiler zincirlerin
aglarimdan olusmus tasiyicilarin se¢imi, immobilize olacak enzim rezidiilerinin

dikkatli se¢imi ve hidrofilik veya inert uzanti kollarinin kullanilmasidir [103].
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1.8. Calismanin Amaci

Bu calismanin amaci, detoksifikasyon ve antioksidan aktivitesine sahip
paraoksonaz enzimini, enzim immobilizasyon islemlerinde yaygin olarak kullanilan

Kitosan’a kovalent immobilizasyonunu gergeklestirmektir.

Bu yontem, Kitosan’m kimyasal agisindan son derece kararli olmasi ve
biyouyumlu bir materyal olmasindan dolayr endiistriye uygulanabilir 6zellige
sahiptir.  Kitosan, kullanilan biitiin reaktdrlere uyum sagladigindan, &zel tip
biyoreaktorlere de ihtiya¢ duymamasi agisindan enzim immobilizsyon islemlerinde

olduk¢a cazip olmaktadir.

Kullandigimiz bu yontemin basit olmasi, immobilize enzimin sicakliga ve
pH’ya kars1 kararli olup, dmriiniin artmasi ve Kitosan’in sahip oldugu o6zellikler

yontemin uygulanabilirligini arttirmaktadir.

Paraoksonaz’in antioksidan etkisi canli metabolizmas:t son derece Onemli
oldugu gibi, detoksifikasyon 6zelligi hem canli hemde cevre ile ilgili sondere 6nemli

bir ozelliktir.

Immobilizasyon islemi ile kararhilig1 arttirilmis paraoksonaz’m canlililarda
eksikliginin bulunmasi durumunda uygun reaktorler hazirlanarak bu eksikligin
giderilmesine imkan saglanabilir. Bunun yaninda detoksifikasyon 6zelligi 6rnegin
atik sularin temizlenmesi, hava ile ilgili toksik ozelligi olan bilesiklerin
uzaklastirilmasi gibi ¢evre ile ilgili islemlerde yine uygun reaktorler hazirlanarak

toksik 6zelligi bulunan bilesikler ortamdan uzaklastirilabilir.
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MATERYAL VE YONTEM

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel c¢aligmalarda kullanilan Sepharose-4B, 9-Aminofenantren, L-Tirozin,
standart serum albumin, sodyumbikarbonat, TEMED, Tris-HCL,Triton X-100, paraoxon,
Chitosan powder Sigma Chemical’den; sodyum hidroksit, amonyum stilfat, glisin,
fosforik asit, asetik asit, etil alkol, hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, -
merkaptoetanol, sodyum dodesil siilfat, akrilamid, N,N-metilen bis-akrilamid, amonyum
persiilfat, bromofenol mavisi, gliserol, Coomassie Brillant Blue G-250, sodyum

bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum kloriir Merck A.G.’den saglandu.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu ¢aligmada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmastir.

pH metre (Orion-model 920A)

UV-Spektrofotometre (CARY 1E, UV-Visible Spectrophotometer-
VARIAN )

Manyetik Karistirici (IKA Combimag RCO)

Kronometre (Hanhard, Elektronisch Digital Stoppuhr)
Terazi (libror, AEG-220 (Shimadzu)

Otomatik Pipetler (fischer)

Homojenize Edici (Ev tipi blender)

Derin Dondurucu (Sanio Medical Freezer)
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2.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Hidrofobik jelin sentezinde kullanilan tamponlar

0.1 M NaHCO3; tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda
¢oziilerek, 1N NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandu.

0.2 M NaHCOj3; tamponu (pH 8.8);8,401 g (0.1 mol) NaHCO3; 450 mL distile suda
coziilerek, 1IN NaOH ile pH’1 8,8’e getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

0.01 M Na;HPO, tamponu (pH 6.0);1,42 g (0,01 mol) Na;HPO, 950 mL distile
suda ¢oziilerek, 1IN NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye

tamamlandi.

Hidrofobik jelin dengelenmesi i¢cin kullamilan tampon: 1M (NH,;)2SO, iceren, 0.1
M Na,HPO, tamponu (pH 8.0); 14,2g (0.1 mol) Na,HPO, ve 132,14 g (1 mol)
(NH4)2SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Hidrofobik jele baglanmis PON1 enziminin eliisyonu icin kullanilan ¢ozelti: 1M
(NHy4)2SOqiceren, 0.1 M Na,HPO, tamponu (pH 8,0) ve 0.1 M Na,HPO, tamponu
(pH 8,0) ile gradient mikser kullanilarak tuz gradienti olusturuldu; 14,29 (0.1 mol)
Na;HPO,4 ve 132,14 g (1 mol) (NH4),SO4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1N HCl ile
pH’s1 8.0’e getirildi ve son hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi. 14,2 g (0.1 mol)
Na;HPO,4 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1 N HCI ile pH’s1 8,0’e getirildi ve son

hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ézelti: 100 mg Coomassie brillant

blue G-250, 50 mL etanol de ¢oziildii. Bu ¢6zeltiye 100 mL %85’lik fosforik asit

ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 1L’ye tamamland1.
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Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucunda olusan ¢okelegin alindig1 tampon: 0,1 M
Tris-Baz tamponu (pH 8,0);1.211 g (0,01 mol) tris-Baz 95 mL distile suda ¢oziilerek,
IN HCl ile pH’1 8,0’a getirildi ve son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Substrat cozeltisi: 2 mM paraokson ¢ozeltisi; 10,8 ul paraokson, 1 mL asetonda
iyice ¢oziildiikten sonra iizerine 1 mL bazal aktivite tamponu eklendi ve iyice

karistirildiktan sonra kullanild:.

Paraoksonaz aktivite élciimiinde kullanilan bazal aktivite tamponu: 2 mM CaCl,
iceren 100 mM tris-HCI, pH=8; 3,0285 g (25mmol) Tris, 200 mL distile suda
¢oziildii. 1 N HCl ile pH’1 8,0’e getirildi. 0,0555 g (0,5 mmol) CaCl, katilarak son

hacim 250 mL’ye tamamland.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu,

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0 mL
B-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g
Distile su 0,5 mL

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 309
Glisin 14,49
SDS- 109

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin
hazirlamisi; SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin

hazirlanis1 ve kullanilan miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme c¢ozeltisi;
0,66 g Coomassie brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu
coOzeltiye 24 mL saf asetik asit ve 120 mL distile su ilave edildi.

> SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk a¢ma c¢ozeltisi;
Hacimce % 7,5 asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir.
Bu amacla 75 mL asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Cizelge 2.1. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarimm miktarlar

Ayirma Jeli | Yigma Jeli
%10 %3
Akril amid/Bis
Akrilamid : 15 ¢ Bis: 0,49 16,65 mL 2,6 mL
Alinarak son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.
Distile su 20,1 mL 12,2 mL
1.5 M tris-HCL (pH 8.8)
Tris-HCI 11.82¢g
Almarak pH 8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave 125 mb -
edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanur.
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Tris-HCI 3.94¢
Almarak pH 6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH ilave| 5mL
edilerek son hacim distile su ile 50 mL'ye tamamlanir.
% 10 'luk SDS
SDS 19 0,5 puL 200 pL
Alinarak son hacim distile su ile 10 mL'ye tamamlanir.
TEMED 25 uL 20 uL
%10'luk amonyum persiilfat
Amonyum persiilfat lg Aliarak son hacim distile su [ 750 pL 400 uL

ile 10 mL'ye tamamlanir.
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2.2. YONTEMLER

2.2.1.Kan serumunun ayrilmasi

Kan numuneleri, kuru santrifiij tiipiine alindiktan sonra 5000 rpm’de, +4°C’de
ve 10 dakika santriflij edilerek serumlarinin ayrilmasi saglanmistir. Ayrilan serum

ayn1 giin deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.2.2. Enzim Aktivite Tayini

Paraoksonaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite Olciimii icin 0,05 mL enzim ¢oOzeltisi (serum) almip daha Onceden
hazirlanmis olan 1mL tampon (100 mM tris-baz pH:8,00) + substrat (1 mM
paraoksan) + koenzim (2 mM CacCl,) ¢ozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikte sonra
412 nm’de 37 °C’de 1 dakikadaki absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu
sekilde paraoksanin p-nitrofenole enzimatik doniisiim hizi tespit edildi. Ayni islem
enzim olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 Unite

paraoksonaz dakikada meydana gelen p-nitrofenoliin pmol’ii olarak tayin edildi.

2.2.3.Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum siilfat c¢oktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu ydntem, proteinlerin fosforik asitli
ortamda, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanir [104]. Bu
yontemin diger protein tayini yOntemlerinden iistiin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl alindi. 100mM Tris-HCI tamponu (pH:8,00) ile tiim tiiplerin hacimleri
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0.ImL’ye tamamlandi. 5mL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe
ilave edildi. Tiipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100 mM
Tris-HCI (pH:8,00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.2).

Enzim orneklerinden 0,1’er mL 2 ayr tiipe alinarak iizerlerine 5’er mL
Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra 595
nm’de absorbanslar1 dlgiildii. Iki dl¢limiin ortalama absorbansma karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplanda.

2.2.4 iImmobilizasyon Uriinlerinin Aktivitesi

Immobilizasyon verimi, enzim ve aktivite ciftlerinin iiriinleriyle
degerlendirilir. Enzim baglanma {iriinii, nen; (%) ve aktivite baglanma tirlinii nact (%)
asagidaki gibi hesapland :

nenz = Pl/POX 100

Nact = SA/SA; X 100

P: olarak ifade edilen immobilize enzimin miktari, Py olarak ifade edilen
serbest enzimin miktaridir. SA, immobilize enzimin spesifik aktivitesi ve SA; olarak

ifade edilen serbest enzimin spesifik aktivitesidir.

2.2.5. Enzimin Saflastirilmasi

2.2.5.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla literatiirden
bakilarak %60-80 amonyum siilfat ¢Oktiirmesi [100] asagida verilen formiille

belirlendi;
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~L77xVX(S, - S,)
~ 354-8,

g(NH4)2 SO,

V : Serum hacmi
S1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

2.2.5.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi
2.2.5.2.1. Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Uzerine
esit hacimde distile su eklendi. Karistirilmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr’in
hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’st 4 M NaOH ile
hemen 11°e ¢ikarildi ve reaksiyon bu pH’da muhafaza edildi. Reaksiyona pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok miktarda buz siispansiyona
katild1 ve karigim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1

M Na;HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yikand1 (Sekil 2.1).

H

OCH
+ CNBr — =~ Q
OH
NCO

Sepharoze-4B Altiflegmis matriks

Sekil 2.1. Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi
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2.2.5.2.2. L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks lizerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren
0,1 M NaHCOj3 tamponunun (pH 10,00) soguk ¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
karistirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCO3; tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40 mL’si i¢cine alind1 (Sekil 2.2).

ﬁODH
NH, —Ef—CHg @OH
H
L-trozn I|~|T
OCH _(f (TDOH
NH—CH—CH;@OH
NCO
Aktiflestris hlatriks Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 2.2. L-Tirozinin Baglanmasi

2.2.5.2.3. 9-Aminofenantren Bilesiginin Baglanmasi

25 mg 9-Aminofenantren0 °C civarinda 10 mL THF igerisinde ¢oziildii. 75
mg NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL 1 M HCI i¢inde hazirlanan ¢ozelti, 9-
Aminofenantren ¢ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra
diazolanmig  bulunan  9-Aminofenantren, 40 mL  Sepharose-4B-L-tirozin
slispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a cikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda
sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200 mL 0,01M Nay;HPO4
(pH: 6,0) tamponu ile yikand1 ve ayn1 tamponda muhafaza edildi (Sekil 2.3). Bu siire

sonunda renksiz olan ¢ikis maddelerinden bordo renkli bir jel elde edildi.
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H

OCH
+ CHBr — = Q
OH
HCO

Sepharose-4B Alktiflesmis matriks

-
|
—Clt Llﬁoc::uH
NH—CH—CH;@OH

Hepharose-d4B- L-Tirozin

+ 5
T

Diazaolanmis 9-aminofenantren

sepharose 4B-Ltirozin-3-aminofenantren

Sekil 2.3. 9-Aminofenantren bilesiginin baglanmasi
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2.2.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safhginin Kontrolii

Paraoksonaz  enziminin  hidrofobik  etkilesim  kromatogafisi ile
saflagtirilmasindan sonra iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3,
ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-
PAGE) Laemmli [101] tarafindan belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik
derecesi kontrol edildi.

Bu amagla elektroforez cam plakalar1 dnce su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasma plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iKi
cam plaka birbiri lizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Cizelge 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iistten 2-3
cm kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel icerisinde hava kabarcigir kalmamasina
dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka
olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) list yilizeydeki n-biitanol
dokiildii. Daha sonra cam plakalarm arasmma tamamen doluncaya kadar
polimerlesmis ayirma jelinin lizerine yigma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme
jelinin iizerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30
dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarm arasinin
bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank
tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankimin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Hidrofobik etkilesim kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan
yiiksek aktivite gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢ozelti toplam hacim 100 pl
olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karstirildi. 3-galaktosidaz (116.0
kDa), sigir serum albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat
dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98I (25.0 kDa), B-laktoglobulin (18,4 kDa) ve
Lizozim (14,4 kDa) igeren standart protein ¢Ozeltisi 1:1 oraninda numune

tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da
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bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢c kaynagmna
baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢gindeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 120 volt’a
yiikseltildi. Yiriitme islemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi.
Daha sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice c¢ikarildi yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini iceren
ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi igine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici
iizerine birakild1 Daha sonra jel renklendirme c¢ozeltisinden c¢ikartilarak
renksizlestirme c¢ozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin
zemin rengi acilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu c¢ozelti iginde
calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme

sistemi (UVP) ile goriintii bilgisayara aktarild.

2.2.7. Saflastirilan Enzimin Immobilizasyonu

2.2.7.1. Kitosan Taneciklerinin Hazirlanmasi

Kitosan taneciklerinin hazirlanmasinda Shao-Hua Chiu ve arkadaslarinin
yontemi kullanildi [117]. 0,5 ml asetik asit 50 ml distile suya eklendi (1 v/v%). 1,5
gr Kitosan tozu 50 ml suya eklendi ve 10 dk. oda sicakliginda karigmaya birakildi (3
w/v%). Daha sonra kitosan solusyonu sulu asetik asit soliisyonuna eklenerek oda

sicakliginda 3 saat karistirildi.

Shao-Hua Chiu ve arkadaslarmi yontemine goére ikinci basamakta gereken

koagulasyon ¢ozeltisi su sekilde hazirlandi :
26 ml etil alkol 100 ml distile suyla karistirild1 (%26 v/v). 4 gr sodyum
hidroksit 100 ml distile suda ¢6ziildii (1 N NaOH). Etil alkol ¢ozeltisiyle sodyum

hidroksit ¢ozeltisi birlestirildi.

Kitosan solusyonu oda sicakliginda koagulasyon c¢ozeltisine mikropipet

yardimiyla 3 saat damla damla eklenerek Kitosan tanecikleri olusturuldu. Distile su
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ile vakum altinda siiziilerek yikanan tanecikler 0,05 M fosfat tamponunda sakland1

(pH=7).

2.2.7.2.Enzimin Kitosan Taneciklerine Baglanmasi

Enzimlerin Kitosan polimerindeki amin gruplariyla baglanmasinda geleneksel
glutaraldehit ile baglanma metodu kullanildi.  %5’lik glutaraldehit c¢ozeltisi
hazirlanan kitosan taneciklerinin bulundugu ¢6zeltiye eklendi. Calkalayicida 4 saat
+4°C’de karstirild.  Son olarak baglanmayan glutaraldehitler distile suyla vakum

altinda yikanarak uzaklastirildi.

2.2.8. Immobilize ve Serbest Enzimin Zaman, Sicakhk ve pH ile

degisimleri ve termal stabiliteleri

2.2.8.1. immobilize ve Serbest Enzimin Aktivitelerinin Zamana Bagh

Olarak Degisimleri

Hem immobilize hem de serbest enzimin aktivite 6l¢iimleri 48 saatlik aralarla
624. saate kadar siirdiirildii. 624. saatten sonra Kitosan taneciklerinin par¢alanmaya

baslamasi nedeniyle olgtim bitirildi.

2.2.8.2. immobilize ve Serbest Enzimin Termal Stabiliteleri

Serbest paraoksanaz enziminin 38°C’de en yiiksek aktivite degerine sahip
oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda paraoksonaz’in 45°C ‘de denatiire oldugu
belirtilmistir. Immobilize edilmis enzimle serbest enzimin termal stabilitelerinin
belirlenmesi i¢in 37°C, 45°C, 65°C sicakliklardaki aktivitesinin 30 dakika arayla

enzim aktivite 6l¢limii incelendi.
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2.2.8.3. Immobilize ve Serbest Enzimin pH’a Bagh Olarak Degisimleri

Serbest paraoksanaz enzimi ile immobilize enzimin farkli pH’larda (pH = 6.5,
7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0 (2 Mm CaCl; igeren 10 Mm tris-HCI

tamponu) arasindaki enzim aktivite degisimi 6l¢iildii.

2.2.8.4.Serbest ve Immobilize Enzimin Sicakhkla Aktivitelerinin Degisimi
Serbest ve immobilize enzimin sicaklikla olan aktivite degisimlerini
gozlemlemek amaciyla her ikisinin de 20°C ile 70°C arasindaki aktivite degerleri

incelendi.

2.2.9. Optimum sartlarda Ky ve Vax degerlerinin bulunmasi

Km Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda (37°C°de
ve 0,1 M pH:8 tris-base tamponunda) hem serbest hem de immobilize enzimin
paraokson substratinin sekiz farkli konsantrasyonunda enzim aktivitesi 6lglimi

yapildi. Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk gafigi ¢izildi. Ky Ve Vmax

degerleri gafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.
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3. BULGULAR

3.1. Enzimin Saflastirilmasi

3.1.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, ¢ok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla %60-80

amonyum siilfat ¢coktiirmesi [100] asagida verilen formiille tespit yapildi:

~L77xVX(S, - S,)
~ 354-8,

g(NH,),SO,

V : Serum hacmi
S1: I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sy : I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

3.1.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Enzimin Saflastirilmasi

Boliim 2.2.5.2.3de belirtildigi sekilde hazirlanan hidrofobik etkilesim kolonu
once 1M (NH4),SO4 igeren 0,1 M NaHPO, pH:8,0 tamponu ile dengelendi.
Kolonun dengeleme islemi bittikten sonra, jel iizerindeki tampon c¢ozeltisi jel
seviyesine kadar indirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen serum
enzim ¢ozeltisi 1 M amonyum siilfat doygunluguna getirildikten sonra kolona tatbik
edildi. Kolona 1 M (NH,4),SO4 igeren 0,1 M Na;HPO, pH:8,0 tamponu ve 0,1 M
NayHPO4 pH:8,0 tamponu ile olusturulan yiiksek tuz konsantrasyonundan diisiik tuz
konsantrasyonuna dogru tuz gradienti uygulandi. Alttan gelen yikama ve eliisyon
cozeltisi 1,5 mL halinde tiiplere toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki
absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. 0,1 M Tris-HCI pH:8,0 tamponu kor
olarak kullanilarak her bir tiipte 280 nm’de kalitatif protein tayini ve 412 nm’de
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aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina kars1 aktivite ve protein

miktar1 grafigi ¢izildi (Sekil 3.1).

aktivite
90 —+ =¢—protein (280nm) - 2,5

Aktivite (U)
w H v (o))
o o o o

Protein Miktari (280 nm)

N
o

10

Tiipler
(1,5mL)

Sekil 3.1 Hidrofobik etkilesim kolonundan PON1 enziminin eliisyon grafigi
(kolondaki jel yiiksekligi 7 cm ve ¢ap 1 cm)

3.2. Kantitatif Protein Tayini I¢in Hazirlanan Standart Egri

Hidrofobik etkilesim kromatografisi sonunda enzim aktivitesine rastlanan
tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune ve birlestirilen eliiat ¢ozeltileri igin
Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Daha sonra aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler ve saflastirma oranlar1 tespit edildi. Sonuglar ¢izelge

3.2’de verildi.

Serumdan elde edilen enzim ¢o6zeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki enzim
cozeltilerinin protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki

mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2 Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik
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Cizelge 3.1 Saflagtirma Tablosu

Saflastirma Hacim (ml) Toplam Aktivite | Toplam  Protein | Spesifik Aktivite | Verim (%) Saflastirma
Basamag (unit) (mg) (unit/mg) Derecesi
Serum 55 743,3 317,7 2,34 100

(NH,;)SO,Coktiirmesi | 34 493,9 201,9 2,44 66,44 1,04
Hidrofobik Etkilesim | 1,5 109,6 0,089 1231 14,74 526

Kromatografisi
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3.3. Serum Paraoksonaz Enzimlerinin SDS Poliakrilamid Jel

Elektroforezi

Hidrofobik etkilesim kolonundan saflastirilan serum paraoksonaz enziminin
safligin1 kontrol etmek amaciyla boliim 2.2.6.’da anlatildig1 sekilde hazirlanan SDS

poliakrilamid jel elektroforezine serumdan saflastirilan paraoksonaz enzim numunesi

tatbik edildi. Protein bantlar1 iceren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).

116.0 kDa

65.0 kDa

66.0 kDa

45.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa

Sekil 3.3. Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile saflastirilan paraoksonaz
enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi. Molekiil agirhik standartlary, (B-
galaktosidaz (116.0 kDa), sigir serum albumin (66.0 kDa), yumurta albumini (45.0
kDa), laktat dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98l (25.0 kDa), B-laktoglobulin
(18,4 kDa), Lizozim (14,4 kDa)
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3.4. Optimum Sartlarda Serbest Enzimin Km ve Vpmax Degerlerinin

Bulunmasi

Serbest enzimin Ky ve Vma degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum
sartlarda paraokson substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6l¢iim {i¢ defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindu.
412 nm’de Olciilen aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dakika) olarak alindi. 1/V
ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4).
Grafikten yararlanarak Ky degeri 1,067 ve Vmax degeri 125 U/ml dakika olarak

bulundu.

250 -
y=74,627x + 79,863

R%=0,9937 2

200

1/18]

Sekil 3.4. Saflastirilmis insan serum PONI enziminin paraokson substrati ile elde

edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 3.2. Insan serum PONI1 enziminin paraokson substrati kullanilarak, Km ve Vpax degerlerinin tespitinde kullanilan cdzeltilerin

hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

100 Mm Tris | Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki AOD Aktivite 1/V x 10 1/[S]
Tamponu Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam Substrat (412 nm) (U/ml dak)
(nb) Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacim (ul) Konsantrasyonu

[S] (mM)
990 10 0,2 0,037 44 57 224 2
980 20 0,4 0,039 46,98 213 1,67
975 25 0,5 0,043 52,34 191 1,43
970 30 0,6 0,046 55,42 180 1,25
965 50 35 1050 0,7 0,049 59,03 169 1,19
960 40 0,8 0,053 63,85 156 1,11
950 50 1 0,055 66,26 151 1
940 60 1,2 0,059 71,08 141 0,83
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3.5. Immobilize EnziminKy ve Vpax Degerlerinin Bulunmasi

Immobilize enzimin Ky Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum
sartlarda paraokson substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
Olctimleri yapildi. Her 6l¢iim {i¢ defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindu.
412 nm’de Olciilen aktivite degerleri reaksiyon hiz1 (U/ml dakika) olarak alindi. 1/V
ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.4).
Grafikten yararlanarak Km degeri 1,755 ve Vmax degeri 181 U/ml dakika olarak

bulundu.
300 -

I e y = 96,628x + 55,043
S R2 = 0,9986

i

X

>

~N

i

IZI. 0,5 0 0,5 1 1,5 I2 2:5
1/[S]

Sekil 3.5. Immobilize edilmis insan serum PON1 enziminin paraokson substrat1 ile

elde edilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Cizelge 3.3. Immobilize edilmis Insan serum PON1 enziminin paraokson substrat1 kullanilarak, Km ve Vax degerlerinin tespitinde kullanilan

¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S] degerleri.

100 Mm Tris | Enzim Substrat Kiivetteki Kiivetteki AOD Aktivite 1/V x 10 1/[S]
Tamponu Cozeltisinin Cozeltisinin Toplam Substrat (412 nm) (U/ml dak)
(nb) Hacmi (ul) Hacmi (ul) Hacim (ul) Konsantrasyonu

[S] (mM)
990 10 0,2 0,033 39,75 251 2
980 20 0,4 0,039 46,98 212 1,67
975 25 0,5 0,043 51,80 193 1,43
970 30 0,6 0,046 55,41 180 1,25
965 50 35 1050 0,7 0,049 59,03 169 1,19
960 40 0,8 0,051 61,49 162 1,11
950 50 1 0,056 67,46 148 1
940 60 1,2 0,060 72,28 138 0,83
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3.6. Immobilize ve Serbest Enzimin Zamana Bagh Olarak Degisimi

Hem immobilize hem de serbest enzimin +4°C ‘de aktivite dlciimleri 48

saatlik aralarla 624. saate kadar surdurildi. 624. saatten sonra Kitosan taneciklerinin

parcalanmaya baglamasi nedeniyle Ol¢iim bitirildi.

Aktivite
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immobilize Enzim
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Sekil 3.6. Immobilize ve Saf Enzimin Aktivite Zaman Grafigi
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3.7. Iimmobilizasyon Uriinlerinin Aktivitesi

Enzim immobilizasyonun verimini belirlemek amaciyla hidrofobik etkilesim
kolonundan saflastirilan saf paraoksonaz enziminin ve immobilize enzimin Bradford
yontemiyle protein miktarlar1 ve spesifik aktiviteleri bolim 2.2.4 ‘de ifade edilen

hesaplama yontemiyle hesaplanmis ve agsagidaki sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 3.4. Kitosan tanecikleri iizerine immobilize edilmis insan serum PONI

enziminin baglanma etkisi.

Serbest Enzim Immobilize Enzim

Protein Spesifik Yikanan Baglanan | Toplam | Spesific Verim
(ng/10 Aktivite(unit/ng) Proteinler | Proteinler | Aktivite | Aktivite (%)
kitosan (ng) (ng) (unit) (unit/ng)

tanecigi)

47 2,34 15 32 93,97 2,93 68

3.8. Saf ve immobilize Enzimin Termal Stabilitesi
Saf enzimin ve immobilize enzimin termal stabilitesini belirlemek amaciyla

bolim 2.2.8.2°de anlatildig1r gibi uygulanmis ve Sekil 3.7., Sekil 3.8. ve Sekil
3.9.’daki sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.7. 37°C’de immobilize ve saf enzimin % rezidual aktivite-zaman grafigi
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Sekil 3.8. 45°C°de immobilize ve saf enzimin % rezidual aktivite-zaman grafigi
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Sekil 3.9. 65°C°de immobilize ve saf enzimin % rezidual aktivite-zaman grafigi
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3.9. Aktivitenin pH ile Degisimi

pH’1n saf enzime ve immobilize enzime etkisini belirlemek amaciyla bolim

2.2.8.’de anlatildig1 gibi uygulanmis ve Sekil 3.10.’da ki sonuglar elde edilmistir.

Aktivite

100 +

90 -

80 -

70 -

40 -

30 A

20 ~
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immobilize Enzim

=== Saf Enzim

14
pH

Aktivite
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n
[\
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60 - \

50 A

[

30 A

=@="Saf Enzim

immobilize Enzim

) pH

Sekil 3.11. Paraoxon aktivitesi ¢ikarildiktan sonraki Aktivite(%) — pH Grafigi
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3.10 Saf ve iImmoblize Enzimin Aktivitelerinin Sicaklikla Degisimi

Bolim 2.2.8.4’teagikland1g1 iizere serbest ve immobilize enzimin sicaklikla
olan aktivite degisimlerini gdzlemlemek amaciyla her ikisinin de 20°C ile 70°C

arasindaki aktivite degerleri incelendi ve Sekil 3.11.’deki bulgular elde edildi.

120 -

100 -

80 -

Aktivite

60 - immobilize Enzim

w53 Enzim

20 -

N
0 : : :

0 20 40 60 80 Sicaklik (°C)

Sekil 3.12. Immobilize ve saf enzimin sicaklik degisimiyle aktivitelerindeki degisim.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, hem antioksidan hem de detoksifikasyon aktivitesine sahip
olmasindan dolayi, metabolizmada onemli fizyolojik islevlere sahip paraoksonaz
enziminin immobilizasyonu i¢in, hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli sentezlendi.
Sepharose-4B-L-tirozin-9-Aminofenantren  kimyasal yapisma sahip bu jel
kullanilarak insan serumlar1 saflastirildi.  Sonra hem kimyasal agisindan kararli ve
biyouyumlu olmasindan dolayr endiistriye uygulanabilir 6zellige sahip Kitosan

tizerine saflastirilmig paraoksonaz enziminin immobilizasyonu islemi gerceklestirildi.

Paraoksonaz, N terminal bolgesinde bulunan ve H1 ve H2 heliks yapisinda
olan hidrofobik yapilar ile HDL’ye baglanmaktadir [105]. N-terminal bolgesini
16sin, fenil alanin, prolin, isoldsin, tirozin, triptofan ve valin gibi aminoasitleri ihtiva
eden 7-18 residiuler arast H1 hidrofobik ucu, 185-202 residiler arasi da H2
hidrofobik ucu olusturmaktadir. Ayrica paraoksonaz’in hidrofobik yiizeyi ile HDL
arasinda triptofan, tirozin ve lizin aminoasitlerince zengin aromatik ve kismen

hidrofilik b6lge bulunmaktadir [106].

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan jel, ardisik g
basamaktasentezlenmistir. Once matriks olarak secilen Sepharose-4B, CNBr ile
aktiflestirildi ve buna uzanti kolu olarak L-tirozin baglandiktan sonra, 9-
Aminofenantren bilesigi katildi. Sepharose-4B’nin matriks olarak secilmesinin
baslica sebebi ¢ok iyi akis Ozelligine sahip olmasi ve ayrica serbest —OH gruplari
tasidigindan, CNBr ile ¢ok kisa bir siire igerisinde aktiflestirilebilmesidir.
Caligmamizda CNBr ile aktiflestirme islemi yalmizca 10 dakikada
gerceklestirilmektedir. Boylece jelin fizikselyapisindaki deformasyon sakincalari
ortadan kaldirilmis oldu.

Arastirmamizda matriks olarak sec¢ilen Sepharose-4B’ye hidrofobik ligand (9-
Aminofenantren) L-tirozin bilesigi aracilig1 ile baglanmistir. Burada L-tirozin uzanti
kolu olarak da gorev yapmaktadwr.  Uzanti kolunun hidrofobik etkilesim
kromatografisindeki Onemi afinite kromatografisinde oldugu gibi [109] agikca

belirtilmemesine ragmen, hidrofobik etkilesmede de L-tirozin bilesiginin Onemli
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oldugu kanaatindeyiz. Ayrica ligantin matrikse baglanmasinda da son derece uygun

bir adaptor molekiil oldugu L-tirozinin bir baska kullanim sebebidir.

Bu kromatografinin temel prensibi, yiiksek tuz konsantrasyonunda
saflastirilacak biyomolekiilde bulunan hidrofobik yiizey ile apolar ligand arasindaki
hidrofobik etkilesmedir. Bu etkilesmenin gerekgesi artan entropi ile agiklanmaktadir.
Bu teknikte ligand ve matriks yapisinin son derece dnemli oldugu rapor edilmistir.
Kullanilacak ligantin hidrofobik karakteri kritik bir 6neme sahiptir.  Disiik
hidrofobik karaktere sahip ligandlar kullanildigi zaman ayrilacak molekiillerin
kolonda etkilesimini saglayabilmek i¢in yiiksek tuz konsantrasyonu uygulama
zorunlulugu vardir. Bu durumda proteinlerin kendi aralarinda hidrofobik etkilesim
riski daha fazladir. Yiiksek hidrofobik karaktere sahip ligand tercih edildigi durumda
ise saflastirilacak molekiil ile ligand arasindaki etkilesim artacagi igin eliisyon
sirasinda problemler ortaya ¢ikabilir [107].  Genellikle ticari olarak bulunan
hidrofobik etkilesim kromatografi jellerinde hidrofobik ug¢ olarak diiz zincirli alkil
ligandlar1 ve aril ligandlar1 gibi molekiiller kullanilmaktadir [108]. Bunlardan
isopropil, butil, oktil ve fenil bilesikleri en ¢ok tercih edilen ligandlardir. En popiiler
hidrofobik  etkilesim jelinin fenil-sepharose oldugu literatiirde goriilmektedir
[109].Dliz zincirli alkil ligandlar1 saf hidrofobik karakter gosterirlerken, aril
ligandlarinda hem hidrofobik hem de aromatik etkilesimler gozlenir. Bu amagla
calismamizda ligand olarak 9-aminofenantren bilesigi kullanilmistir.  PONI
enziminin HI1 ve H2 bolgelerinde fenil alanin, tirozin, triptofan gibi aromatik
rezidiilerin bulunmas1 tarafimizdan secilen ligandin s6z konusu bdlgelerle hem
hidrofobik hem de aromatik etkilesim yapacagi géz oniine alinarak, olduk¢a uygun
bilesik oldugu kanaatindeyiz. Ayrica yapilan bir calismada hidrofobik karektere
sahip Sepharose-4B-L-tirozin-1-naftilamin bilesigi kullanilmis ve 227 kat saflastirma
elde edilmistir [110]. Bu ¢aligmada ligand olarak kullanilan 1-naftilamin bilesiginin
hidrofobik  karekteri bizim ¢alismamizda kullandigimiz ~ 9-aminofenantren
bilesiginden daha zayiftr. Bu sebeple bizim saflastrma oranmmiz daha fazla

bulunmustur.

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kullanilan tuzun tipi ve

konsantrasyonu da olduk¢a onemlidir. Bu kromatografide yaygin olarak kullanilan
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tuzlar Na;SO4, K2SO4, (NH4)2SO04, NaCl, NH4Cl, NaBr, NaSCN olmasina ragmen

amonyum siilfat en ¢ok tercih edilendir.

Aragtirmamizda paraoksonaz enzimini insan serumundan saflastirmak igin
hidrofobik etkilesim kromataografisi uygulanmadan &nce bu kromatografi
prosediiriine uygun on saflastirma yOntemi olarak amonyum siilfat c¢oktiirmesi
yapilmistir. Literatiirde paraoksonaz enziminin en uygun amonyum siilfat ¢oktiirme

araligi %60-80 olarak rapor edilmistir [110].

Bu yontemle insan paraoksonaz enzimi 526 kat saflagtirilmistir. Enzimin
serumdan ve karacigerden saflastrma basamaklarinda kismen farklilik
bulunmaktadir. Serumdan HDL’ye bagli olan paraoksonaz’mn izolasyonunda,
Cibacron blue 3GA ve daha sonra degisik DEAE bio gel, DEAE Sepharose CL-6B,
DEAE-seliilloz, Sephadex G-75, DEAE Trisakril M gibi kromatografi yontemleri
kullanilmugstir [111-113].

Arastirmamizda saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil
agirhgr yaklagik 65 kDa olarak tahmin edilen paraoksonaz enzimi tek bant olarak
SDS-PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gdostermektedir.
Paraoksonaz’m minimum molekiil agirligini Gan ve arkadaslar1 43 kDa olarak
belirlemislerdir [113]. Fakat enzimin yapisinda, toplam molekiil agirliginin %15.8’1
kadar karbohidrat molekiilii bulunmaktadir. Molekiil agirligi tasidig1 karbohidrat
zincirinin varhigma bagli olarak degismektedir [114]. I¢erdigi bu karbohidrat zinciri
enzimin hidrolizleme reaksiyonu igin gerekli degildir. S6z konusu molekiiliin
paraoksonaz’in ¢oziiniirliglinti ve kararliligin1 arttirmada ve zar yapisina baglanmada
gorevi oldugu diistiniilmektedir [115].Paraoksonaz’in molekiil agirligi tiirden tiire
degismemekte ve insan, tavsan, sigan ve koyunun paraoksonaz enziminin molekiil

agirligt hemen hemen benzerlik gostermektedir [113].

Caligmamizda tasiyict materyal olarak kitosan kullanilmustir. Enzimlerin
Kitosan’a immobilizasyonu hem laboratuar kosullarinda hem de endiistriyel
uygulamalarda kolay ve hizlidir. Immobilizasyon ydntemi olarak Chiu ve

arkadasarinin yontemi tercih edilmistir. Bu yonteme gore Oncelikle toz halindeki
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Kitosan’m immobilizasyona uygun tanecik yapisina getirilmesi gerekmektedir. Bu
amagcla Kitosan oncelikle Asetik asit (%2 w/v) solusyonunda ¢6ziiliir. Daha sonra 1 N
sodyum hidroksit ve %26 v/v etil alkol kullanilarak koagulasyon sivis1 hazirlanir ve
Kitosan ¢ozeltisi koagulasyon sivisina damla damla katilarak boncuk seklindeki
Kitosan taneciklerinin olusumu saglanir. Daha sonra ortama %5 v/v glutaraldehit ve

saflastirilmis enzim katilarak immobilizasyon gerceklestirilir. [117]

Literatiirde Kitosan tasiyicisiyla ilgili pek cok caligma degisik enzimlere
uygulanmistir ancak paraoksonaz enziminin immobilizasyonu bulunmamaktadir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda enzimin tasiyiciya baglanma yiizdesi % 68 olarak
bulunmustur. Kitosan tasiyicis1 kullanilarak yapilan ¢aligmalarda baglanma yiizdesi

pek cok enzim i¢in farklilik gostermektedir.

Literatiirde paraoksonaz’imn immobilizasyonu ile ilgili Kitosan’a bagl
immobilizasyon c¢alismas1 bulunmamaktadir. Cesitli regineler kullanilarak
paraoksonaz’in adsorbtif immobilizasyon islemi denemesi yapilmistir [114]. Bu
calismalarda en onemli problem enzimin kararliliginin saglanamamasidir. Enzimin
aktivitesinin ve kararliliginin saflastirildigi kaynak ve immobilize edildigi destegin
tiirtine ve kullanilan immobilizasyon metoduna gore farkliliklar goriilmesi beklenilen
bir durumdur [116]. Bunun yaninda sicaklik ve pH araliklarindaki degisim ve
aktivite degeri kovalent immobilizasyondaki gibi kararli degildir. Calismamizda
immobilize paraoksonaz’in kararliigmnin farkli sicaklik ve pH degerlerinde serbest
paraoksonaz’a oranla daha kararli, termal stabilitesinin daha iyi ve de en Oonemlisi
aktivitite mriiniin daha uzun oldugunu géstermektedir. Bu da yaptigimiz ¢alismanin

Onemini ayrica gostermektedir.

Literatiirde serbest paraoksonaz enzimi i¢in optimum pH degeri 8,
denatiirasyon sicakhg1 45°C olarak bildirilmistir [10]. Bu calismada serbest enzim
ile immobilize enzimin optimum pH degerinin de 8 oldugu bulunmus, ancak 45°C
ve lizerinde immobilize enzimin serbest enzime gore daha kararli oldugu tespit
edilmigtir. Bu sonuclarda immobilize enzimin O&zellikle reaktorler icin uygun

olabilecegi diisiincemizi pekistirmektedir.
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Sepharose-4B-L-tirozin-9-Aminofenantren yapili jel kullanilarak saflastirilan
serum paraoksonaz enziminin serbest ve immobilize formlarinin kinetik sabitleri
(Km ve Vmax) optimum pH ve sicaklikta paraokson substrati kullanilarak
belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Km ve Vmax degerleri
sirastyla serbest enzim i¢in 1,067 mM ve 125 U/mldak, immobilize enzim igin ise
1,755 mM ve 181 U/mldak olarak bulunmustur. Literatiirde farkli kaynaklardan elde
edilen paraoksonaz’in paraokson substrat1 i¢in farkli Km ve Vmax degerleri rapor

edilmistir. Sicanlarda Km degeri 1,690 mM ve 7,5mM arasinda degismektedir [116].

Enzim aktivitesine etki eden kritik parametrelerden olan sicaklik ve pH igin
37, 45, 65 °C sicakliklarinda ve pH : 6.5 — 11 aras1 degisen araliklarda Slglim
yapilmistir.

Sonug olarak yapilan ¢alismalarda asagidaki bulgular elde edilmistir:

« Serum paraoksonaz enzimini saflastirmak igin Sepharose 4BL-tirozin-9-
aminofenantren kimyasal yapisina sahip hidrofobik etkilesim kromatografisi jeli

sentezlenmistir.

*  Sepharose 4BL-tirozin-9-aminofenantren yapisina sahip  hidrofobik jel
kullanilarak insan serumundan paraoksonaz enzimi saflastirilmistir. Saflastirma

islemi sonucunda 526 kat saf enzim elde edilmistir.

* Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemi ile
saflastirilan serum paraoksonaz enziminin SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik 65
kDa molekiil agirhiginda tek bant elde edilmistir. Bu da enzimimizin saflastirma

isleminin dogru oldugunu gostermektedir.
» Biyoteknolojik uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan tasiyict matriks olan

Kitosan’a elde edilen serbest paraoksonaz enzimi immobilize edilmistir. Enzimin

tastyiciya baglanma yiizdesi % 68 olarak bulunmustur.
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+ Farkli substrat konsantrasyonlarinda serbest ve immobilize enzimin Km ve Vmax
degerleri belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla serbest enzim i¢in 1,067 mM ve 125
U/mldak, immobilize enzim ig¢in ise 1,755 mM ve 181 U/mldak olarak bulunmustur.

« Immobilize ve serbest enzimin sicaklik ile degisimi belirlenmistir. Buna gore
immobilize enzimin serbest enzime gore farkli sicakliklarda kararliligi daha fazla

oldugu gézlemlenmistir.

« Immobilize ve serbest enzimin pH ile degisimi belirlenmistir.  Yaptigimiz
calismanin sonucuna gore farkli pH araliklarinda immobilize enzimin aktivite

degerinin serbest enzimin aktivite degerinden daha fazla oldugu gozlemlenmistir.
« Immobilize ve serbest enzimin aktivite siireleri 6l¢iilmiistiir. Buna gdre serbest

enzimin akitivitesinin 300. saatte yarilandigi gozlenirken immobilize enzim ile bu

stirenin 624. saate kadar uzadig tespit edilmistir.
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