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ÖZET 

 

Canlı organizmalarda oksidanlar ile antioksidanlar arasında bir denge mevcuttur. 

Katalaz enzimi tüm canlı dokularında mevcut bir antioksidan enzim olup turnover sayısı en 

yüksek enzimdir. Oksijenin eksik indirgenme ürünlerinden olan H2O2’nin 

dönü�türülmesinde görev alan bu enzim özellikle karaci�er mikrozomlarında yüksek 

konsantrasyonda bulunmaktadır. 

Çalı�mada kullanılan peroksinitrit, asidik çözeltideki hidrojen peroksidin sodyum 

nitrit ile muamele edilmesiyle olu�an kararsız peroksinitröz asidin sodyum hidroksit 

kullanılarak kararlı peroksinitrit anyonuna dönü�türülmesi sonucu elde edildi. Sentezlenen 

peroksinitritin kararlılı�ı sıcaklık ve pH’ya ba�lıdır. Anyon bazik ortamda ve -70 0 C’de 

uzun zaman muhafaza edilebilmektedir. Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonu molar 

absorptivite katsayısından (ε: 1670 M-1.cm-1; 302 nm’de) ölçülebilmekte ve NaOH ile 

istenen konsantrasyonda çözeltisi elde edilebilmektedir 

Palamut karaci�er dokusundan (40.000 g, 10 dakika) elde edilen mikrozomal katalaz 

ekstraktının aktivitesi klasik yöntem olan 240 nm’de H2O2’nin absorbansındaki azalmanın 

ölçülmesi ile yani kinetik yolla tespit edildi. Ortama ilave edilen 5 faklı konsantrasyondaki 

(10, 20, 40, 50 ve 100 µM) PN’in çözeltisi ile katalaz aktivitesi tayin edildi. Ayrıca nötral 

ya da asidik ortamda olu�an bozundurulmu� peroksinitrit (BPN) in 5 farklı konsantrasyonu 

ile de muamele edilen katalaz enziminin aktivitesi ölçüldü. 

Sonuç olarak PN ve BPN ürünlerinin katalaz enziminin inaktivasyonuna neden 

oldu�u ve bu inaktivasyonun konsantrasyona ba�ımlı oldu�u tespit edildi. 

 

Anahtar Kelimeler: Katalaz, Peroksinitrit, Bozundurulmu� Peroksinitrit, Karaci�er, 
Palamut 
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SUMMARY 

 

Determination of Peroxynitrite Effect on Catalase Enzyme Activity 

  

In living organisms there is a balance between oxidants and antioxidants. Catalase, 

an antioxidant enzyme, which occurs in all living tissues, has the highest turnover number. 

This enzyme especially  occurs in large concentrations in liver microsomes and plays a role 

in the convertion of H2O2, one of the short reduction products of  O2.   

Peroxynitrite used in the study, obtained by convertion of instable peroxynitrose, 

formed by treating acidic hydrogen peroxide solution with sodium nitrite, using sodium 

hydroxide to stable peroxynitrite anion. The stability of the synthesized peroxynitrite is 

depend on temperature and pH. Anion can be keeped in basic media and at -70 0 C for a 

long time. The concentration of synthesized peroxynitrite can be measured by molar 

absorbtivity coefficient (ε: 1670 M-1.cm-1; at 302 nm)  and with NaOH wanted 

concentrations can be obtained. 

The activity of microsomal catalase extract obtained from bonito’s liver tissue 

(40.000 g, 10 minutes), is confirmed  with the clasical method, measuring the decrease in 

the absorbance of H2O2 at 240 nm. Catalase activity is determined by adding 5 different 

concentrations of peroxynitrite solution (10, 20, 40, 50 and 100 µM) into the media. Also 

enzyme activity is measured with 5 different concentrations of vicious peroxynitrite 

solution formed in neutral or acidic media.  

In conclusion, it’s confirmed that, the products of PN and BPN caused inactivation of 

catalase enzyme and this inactivation is due to concentration. 

 

Key Words: Catalase, Peroxynitrite, Vicious Peroxynitrite, Liver, Bonito 
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1. GENEL B�LG�LER 

 

1.1. Giri� 

 

Katalaz (CAT:E.C 1.11.1.6), çok yaygın bir �ekilde hayvan, bitki ve 

mikroorganizmalarda  mevcuttur. Biyolojik ve biyokimyasal sistemlerde katalaz 

antioksidan etkiye sahip bir enzim olup toksik ve yükseltgen etkiye sahip hidrojen 

peroksidi hücrelerden uzakla�tırmada önemli rol oynar. Katalaz dokuları H2O2 ve kısmen 

indirgenmi� oksijen türlerinin toksik etkilerinden korumada görevlidir (Aydemir, Kuru; 

2003). Antioksidan savunma sistemi, hücreyi serbest radikal veya di�er reaktif 

moleküllerin oksidatif hasarından korur. Katalaz hem grubu içeren bir oksidoredüktazdır.   

Katalaz enzimi canlı organizmanın eritrosit, karaci�er, böbrek, kemik ili�i ve çe�itli 

dokularında da bulunan bir enzim olup hücrelerin özellikle peroksizomlarında yüksek 

konsantrasyonlarda bulunur. Farelerde bu enzimin bir çok �ekli saptanmı�tır (Çimen vd., 

2005).  

Katalaz güçlü ve kararlı bir yükseltgen olan hidrojen peroksitin su ve moleküler 

oksijene dönü�ümünü katalizler (E�itlik 1). Katalaz enzimi sadece hidrojen peroksiti 

detoksifiye etmekle kalmaz aynı zamanda da fenolleri, formik asit, formaldehit ve alkolleri 

içeren toksik etkili bile�ikleri okside etmede rol oynar ve yine substrat olarak hidrojen 

peroksidi kullanır (E�itlik 2). Katalaz enzimi, oksitleyici, a�artıcı veya sterilizasyon amaçlı 

kullanılan hidrojen peroksidin uzakla�tırılmasında, hidrojen peroksit veya glukoz 

biyosensörlerinin analitiksel amaçlarla ölçülmesinde oldukça yaygın kullanılan bir 

enzimdir (Çimen vd.,2005).  

 

2 H2O2   → 2H2O + O2   (E�itlik 1) 

 

H2O2  + RH2   →  2H2O + R  (E�itlik 2) 

 

RH2 bile�i�i; fenoller, formik asit, formaldehit ve alkolleri temsil etmektedir. Katalaz 

tarafından katalizlenen her iki reaksiyon türü de H2O2 harcamaktadır (URL-1, 2007). 
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Dallanmı� ve uzun zincirli ya� asitlerinin beta-oksidasyonundan farklı olarak 

peroksizomlarda yıkımları sonucu yan ürün olarak H2O2 olu�maktadır. Olu�an peroksidin 

buzundurulmasında yine katalaz enzimi görev yapmaktadır (URL-1, 2007). 

Katalazı indirek olarak içeren bir di�er redoks reaksiyonu DNA’nın üretimi ile 

ilgilidir. Ribonükleotit redüktaz ribonükleotit difosfatların uyu�tukları deoksiribonükleotit 

difosfatlara dönü�ümünden sorumludur. Ribonükleotitredüktaz aktivitesi için önemli olan 

trosil serbest radikaline sahiptir. Bu radikal süperoksit iyonu ( O2
-.) salan NAD(P)H : flavin 

oksidoredüktaz enzimi tarafından üretilir ve bu reaktifli�i yüksek radikal süperoksit 

dismutaz ile H2O2’ye dönü�türülür (URL-1, 2007) : 

 

2 O2
-. + 2H+ → H2O2 + O2  (E�itlik 3) 

 

Olu�an bu H2O2 katalaz için bir substrattır. 

Bitkilerde oksijenli solunumla H2O2 üretilir. Oksijenli solunum kloroplastta 3-

PG’dan glikolat senteziyle ve glikonatın 3-PG’a peroksizom yoluyla geri dönü�ümü ile 

yürür. Bu proseste NADH ve ATP’deki enerji kullanılarak O2 tüketilip CO2 açı�a çıkarılır. 

Oksijenli solunum yüksek ı�ıkta ve yetersiz CO2 varlı�ında bitkileri fotooksidatif hasardan 

korur (URL-1, 2007). 

Katalaz birçok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Enzim organellerde bulunarak hidrojen 

peroksit seviyelerinin bir regülatörü olarak davranır ve karaci�er peroksizomlarında D-

aminoasit oksidaz ve urikaz gibi birkaç hidrojen peroksit üreten enzimle birle�erek spesifik 

bir peroksidaz gibi rol oynar (URL-1, 2007). 

 

1.1.1. Katalaz Çift Fonksiyonlu Bir Enzimmidir 

 

Katalaz her biri H2O2 içeren iki farklı katalitik role sahiptir. Aktif kısımda bulunan 

prostetik hem grubunda tek bir Fe merkezi içermesi, tek bir aktif bölgenin iki farklı 

fonksiyona sahip oldu�unu iddia eder (URL-1, 2007). 

Bazı katalazlar peroksidatif reaksiyonlarda bazılarından daha iyidir. Katalazlar HPI 

ve HPII katalazlar olmak üzere iki ana sınıfa ayrılır. HPII katalazlar yalnızca H2O2’nin 

dönü�türülmesini katalizlerken, HPI katalazlar her iki aktiviteye de sahiptir.  

HPI katalazların çift fonksiyonlu olmayı nasıl ba�ardıkları hala bir sorudur. HPI 

katalazlar HPI-A ve HPI-B olmak üzere iki izoenzim �eklinde bulunurlar (URL-1, 2007). 
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1.1.2. Katalazın Katalitik Mükemmelli�i 

 

Katalaz sıra dı�ı bir enzimdir. Katalazın bir enzimin olabilece�i en yüksek verimlilik 

seviyesinde oldu�u iddia edilir. Çözeltideki herhangi bir enzim katalizli reaksiyon için hız, 

enzim ve substrat moleküllerinin birbirleriyle çarpı�ma sıklı�ıdır. Bu yayılma kontrollü hız 

108 – 109 M-1s-1 aralı�ındadır. Katalazın katalitik verimlili�i ise (kcat / KM ) 4.0 x 108 M-1 

s-1’dir ve oldukça yüksektir. Bilinen enzimler içinde en yüksek dönü�türme sayılarından 

birine sahiptir (40.000.000 molekül/dakika). Bu yüksek hız H2O2’nin 

detoksifikasyonundaki yetene�ini göstermektedir (URL-1, 2007). 

 

1.1.3. Katalaz Neye Benzer 

   

Katalazda hem bir prostetik grup olarak bulunur. Her bir katalaz molekülü (Mol 

a�ırlı�ı 240.000 Da) 4 polipeptit zincirinden olu�an bir tetramer olup her bir tetramer bir 

adet prostetik hem grubu içerir. Her bir zincir 500’den fazla amino asitten olu�maktadır. 

Hemoglobinler, sitokromlar, kloroformlar ve legumlardaki azot ba�layan enzimlere benzer 

olarak bu tetramerlerde 4 porfirin hem grubu yerle�mi�tir (�ekil-1-�ekil-2) , (URL-1, 

2007). 

Prostetik grup sıkıca ba�lı bazı proteinlerin biyolojik fonksiyonu için gerekli 

spesifik, polipeptit olmayan bir kısımdır. Hem bir protoporfirin halkası ve bir merkezi Fe 

atomu içerir. Bir protoporfirin halkası birbirine meten köprüleriyle ba�lı 4 pirol 

halkasından olu�ur. Demir ferro (Fe+2) ya da ferrik (Fe+3) hallerinde bulunabilir (Carter, 

2007). 

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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           �ekil 1. Katalazda hem’in 3 boyutlu gösterili�i 

 

 

 
 

  
        �ekil 2. E.coli katalazının X-ı�ını kristalografisi ile aydınlatılmı� 3 boyutlu yapısı 
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1.2. Biyokimyasal Antioksidan Olarak Katalaz 

 

Biyolojik sistemlerde antioksidanlar, genellikle non-enzimatik, enzimatik ve 

yardımcı enzimler olarak sınıflandırılabilir. Non-enzimatik antioksidanlardan �-tokoferol 

(vitamim E) ya�da çözünen bir antioksidandır. Askorbik asit (vitamin C) glutatyonla 

birlikte sulu fazda önemli bir antioksidandır (Çetin, 2000; Yurdakul, 2005). 

Enzimatik antioksidanları inceleyecek olursak; katalaz, glutatyon peroksidaz, 

superoksit dismutaz ve hemoprotein peroksidazlar gibi hidroperoksidazlar bu gruba girer. 

Genelde yüksek spesifik hücresel içerik, spesifik organ ve subselüler lokalizasyonlar ile 

metal içeri�inin spesifik formu özellikle bakır, demir, mangan ve selenyum ile karakterize 

edilirler. Bu antioksidan sistemler do�ada yaygın olarak da�ılmı�lardır ve biyolojik 

sistemlerde reaktif oksijen metabolitlerinin verdi�i zararı önlemede görev alırlar (Çetin, 

2000; Yurdakul, 2005). 

Katalaz ilk olarak sı�ır karaci�erinden daha sonra da kandan ve di�er kaynaklardan 

izole edilmi� önemli antioksidanlardan biridir.  

Hücre organellerinde bulunan katalaz spesifik peroksidaz rolünü oynamaktadır. 

H2O2’nin H2O ve O2 verecek �ekilde parçalanmasını katalize ederken, H donörlerini 

örne�in metanol, etanol, formik asit ve fenolleri 1 mol peroksidi harcayarak katalizler 

(Çetin, 2000). 

 

1.3. Katalaz Aktivite Ölçüm Yöntemleri 

 

Katalaz aktivitesi hem H2O2’nin bozunması hem O2’nin serbest kalması ile 

ölçülebilir. Biyolojik materyal için seçilen metot, UV spektrofotometrik metotdur. 

Titrimetrik metotlar kar�ıla�tırmalı sonuçlar için uygundur. 

 

1.3.1. UV – Spektrofotometrik Yöntem 

 

Metodun uygulama alanı biyokimya, klinik biyokimya ve hematolojidir. Ultraviyole 

alanda, dalga boyu azaldıkça H2O2 devamlı olarak absorpsiyonda bir artı� gösterir. 

H2O2’nin azalı�ı, 240 nm’de (�240 = 400 cm2 /�mol) izlenir. Deney süresince enzimin 

inhibe olmasını veya O2’nin açı�a çıkmasıyla küvette olu�an baloncukları önlemek için 
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ba�ıl olarak dü�ük konsantrasyonlarda (10-20 mM) H2O2 kullanılması gerekir. Substrat 

konsantrasyonu ile bozunma hızı arasında do�rusal bir oran oldu�undan dolayı H2O2 

konsantrasyonu önem ta�ımaktadır.  

Sıcaklık üzerine deney ko�ullarının ba�ımlılı�ı dü�ük oldu�u için (Q10 < 1.1), 

ölçümler oda sıcaklı�ında yürütülebilir. pH aktivite grafi�i V0’a ba�lı olarak geni� bir pH 

aralı�ında (pH 6.8-7.5) oldu�undan, ölçümler pH 7.0’da yapılmaktadır (Afsar ve Demirata, 

1993; Dinçer, 2000). 

 

1.3.2. Titrimetrik Yöntem 

 

Katalaz aktivitesinin titrasyon ile tayini, yüksek UV absorpsiyon, pigmentasyon veya 

çökme nedeni ile spektrofotometrik metodun kullanılmasının uygun olmadı�ı durumlarda 

kullanılır. Dü�ük katalaz aktiviteli doku homojenatlarında (örne�in beyin, fibroblastlar ve 

tümörler) süt, bitki ve bakteri orjinli konsantre ekstraktlar için bu metot uygundur. 

H2O2’nin bozunması, karı�ımda örne�in permanganat ile geri titrasyon yapıldıktan sonra 

mevcut peroksidin ölçümü prensibine dayanır.  

30 sn’den fazla inkübasyon zamanlı titrimetrik metotlar sadece kar�ıla�tırmalı 

sonuçlar verir. �yi düzeyde e�rilerin çizilmesi, çok sayıda ölçüm alınması ve zamana 

gereksinim duyar. Perborat kararlı bir substrat oldu�undan rutin analizler için uygun olup, 

enzimin inhibisyonu yava�lamaktadır. H2O2 ve perborat ile elde edilen sonuçlar aynı 

öneme sahiptir. Pratikte Feinstein (1949) metodu uygun olup, deney ko�ulları Bonnichsen 

(1955) prosedürüne uygun olarak düzenlenmi�tir (Dinçer, 2000). 

 

1.3.3. Di�er Tayin Yöntemleri  

 

Yaygın olarak kullanılan katalaz aktivite tayin yöntemleri Tablo 1’de özetlenmi�tir. 
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Tablo  1. Katalaz  aktivite ölçüm yöntemleri ( Dinçer, 2000). 
 
Metot Materyal Kaynaklar 

A. H2O2 uzakla�tırılmasının ölçümü 

1. Titrimetrik Yöntemler 

a) �yodometrik Doku, kan Bonninchsen vd. (1947) 

b) Permanganometrik Doku, kan 

Doku, kan 

Feinstein (1949) 

Takahara vd. (1960) 

2. Spektrofotometrik Yöntem (E240) Doku 

Bergmeyer (1955) 

Werner ve Heider (1963) 

3. Fotometrik Yöntem (E405-E415) 

a) Titanyum sülfat Doku, kan Hübl ve Bretschneider (1964) 

b) Titanyum tetraklorür Kan Pilz ve Johann (1965) 

c) Vanadik asit Doku Warburg ve Krippahl (1963) 

4. Flerometrik Yöntem 

a) Scopoletin (Florosansın azalması) Sulu çözeltiler 

Perschke ve Broda (1061) 

Aebi (1963) 

b) Diasetildiklorofloreksin  Keston ve Brandt (1965) 

B.O2  üretiminin belirlenmesi 

1. Polarografi Mikroorganizma  Jacop (1964) 

2. Oksijen Elektrodu Kan 

Kan 

Ogata (1964) 

RØrth ve Jensen (1967) 

3. Manometrik yöntem 

a) van Slyke aletleriyle 

b) Filtre ka�ıdı ile 

Kan ve doku 

Kan ve doku 

 

Kirk (1963) 

Gagnon vd. (1959) 

C. �mmuno çöktürme (anti-katalaz ile) Kan ve doku Higashi vd. (1961) 

Ben-Yoseph ve Shapira (1973) 

D. Isı üretiminin ölçümü Kan Landahl (1953) 

 

 
1.4. Katalaz Nerelerde Bulunur 

 

Do�ada yaygın bir �ekilde bulunan katalaz tüm aerobik organizmalarda, bitki ve 

hayvan hücrelerinde bulunur. Katalaz aktivitesi memeli dokularında çok çe�itlilik gösterir, 

karaci�er ve böbrekte yüksek ve ba� dokularında dü�üktür. Bu hücrelerde (mitokondri ve 
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peroksizomlarda) tanecik ba�ımlı iken eritrositlerde sulu fazda bulunur. �nsan eritrositleri 

katalaz bakımından oldukça zengindir. Katalaz nadir görülen bir enzim yetersizli�inde 

homozigotların kırmızı hücrelerinde bulunmaz. Di�er yandan eritrositlerde katalaz ve 

glutatyon peroksidaz hemoglobin ve di�er SH-proteinleri (enzim, membran, stroma) için 

koruyucu bir fonksiyona sahiptir. Kırmızı hücrelerde katalaz aktivitesi azaldıkça 

yükseltgenlerin ( H2O2, askorbat, X-ı�ınları) etkinli�i artar (Aebi, 1984). 

Katalazın en bol bulundu�u organel peroksizomlardır. Peroksizomlar hayvan 

hücrelerinde ya� asitlerinin oksidasyonunu ve kolesterol ve safra asitlerinin sentezini 

sa�lar. Hidrojen peroksit ya� asidi oksidasyonunun bir yan ürünüdür. Beyaz kan hücreleri 

H2O2’yi bakteri öldürmek için üretir. Her iki durumda da katalaz hücreyi H2O2’nin 

zararından korur. Bitki hücrelerinde peroksizomlar oksijenli solunumda ve simbiyotik azot 

ba�lamada rol alır.  

Bakteri gibi prokaryot organizmalar membransız bir çekirde�e sahiptir ve 

peroksizomlar gibi membrana ba�lı organelleri yoktur. Katalaz ve SOD gibi antioksidan 

enzimler hücre duvarının iç ve dı� membranları arasında bulunan periplazmik bo�lukta 

bulunurlar. Burada hücre içinde bulunurlarsa toksik etki yapacak olan birçok enzim 

bulunmaktadır. Burada bulunan katalaz periplazmada ta�ınan toksik moleküller üzerinde 

etkili olur ya da bakteri duvarından dı�arıya atılarak çevredeki toksik moleküller üzerinde 

etkili olur. Bakteri tarafından atılan katalaz, bir infeksiyon sırasında zarar görmü� olan 

beyaz kan hücrelerinden bakterinin korunmasında bir rol oynar. 

 

1.5.  Literatür Özeti             

 

Bell vd. (1986) insan karaci�er katalazının cDNA dizili�ini çalı�mı�lar. Kodlama 

bölgesi 1581 baz çifti içerir. Quan vd. (1986) CAT geninin 34 kb uzunlu�unda oldu�unu 

ve 13 ekzona ayrıldı�ını bulmu�tur. Wieacker vd. (1980) insan-fare hücreleri hibrit 

kolonlarında çalı�arak katalaz için bir gen belirlemi�tir.  

Hibrit hücrelerde insan katalazının belirlenmesi katalaz modifiye edici enzim 

aktivitesinden kaynaklanan elektroforetik patternlerin karma�ıklı�ı ile yapılmı�tır. Bu 

nedenle, elektroforezde spesifik bir insan antikoru kullanılmı�tır. Farede, katalaz �-

globulinlere ya da LDH-A ya sentetik hassa de�ildir. Niikawa vd. (1982) WAGR 

sendromlu iki farklı hastanın eritrositlerindeki katalaz aktivitesindeki azalı�tan 

yararlanarak WAGR kompleksi geni katalazının kapalı dizili�ini belirlemi�tir. Kırmızı 
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hücre katalazlarının çe�itli elektroforetik de�i�kenleri Baur (1963) tarafından 

belirlenmi�tir. Nance vd. (1968) de elektroforetik de�i�kenleri tanımlamı�tır. Kenney vd. 

(2005) keratokonus kornealarının katalaz mRNA sında 2,20‘lik ve enzim aktivitesinde 1,8’ 

lik bir artı� gösterdi�ini bulmu�tur. Keratokonus kornealarında V/B2, B ve L katefinlerin 

azaltılmı� seviyelerinin antioksidan bir enzim olan katalazı regüle edebilecek olan hidrojen 

peroksit üretimini ayarlayabilece�ini kabul etmi�lerdir. Bu ve di�er bulu�lar keratokonus 

kornealarının oksidatif stres ve doku indirgenmesine yol açtı�ı hipotezini desteklemektedir. 

Hamilton ve Neel (1963) Japonya’da akatalazyanın en az iki �eklinin oldu�unu 

kanıtlamı�tır. Akatalazya �sviçre (Aebi vd.., 1962) ve �srail (Szeinberg vd.,1963)’de 

bulundu. �srailli ve �sviçrelilerde homozigotlar artan katalaz aktivitesini, aktivitenin sıfır 

oldu�u ve yan-reaktif madde belirlenmedi�i Japon hastalı�ına uygun olan farklı bir 

mutasyon olabilece�ini savunarak gösterir. Ogata, (1991) mutant farede ve Japon ve 

�sveçli hastalık formlarındaki rezidüal katalaz özelliklerini kar�ıla�tırdı. 

Shibata vd. (1967) aktif katalazın yakla�ık altıda biri büyüklü�ünde immünolojik 

olarak reaktif, enzimatik olarak inaktif olan proteinin akatalazemiklerin kırmızı 

hücrelerinde varoldu�unu bulmu�tur.  

Goth ve Eaton (2000) Bulgar katalaz yetersizli�i olan hastaların etkilenmemi� birinci 

dereceden akrabalarla ve Bulgar halkının geneliyle kar�ıla�tırıldı�ında artan bir diyabet 

frekansı gözlemlemi�tir. Ara�tırmacılar, katalazın kantitatif yetersizli�inin pankreatik beta 

hücrelerde birikimli oksidan hasara yol açtı�ını ve diyabete neden oldu�unu dü�ünmü�tür.        

Boyd vd.(1986) iki farklı enzimli bir katalaz RFLP tanımlamı� ve bu polimorfizmleri 

aralıklı aniridyalı hastalardaki katalaz geninin ortadan kaldırılmasında kullanmı�tır. 

Mannens vd. (1987) aniridyalı dokuz hastadan altısında yerle�mi� olan katalazın yok 

edildi�ini buldu (AN2; 106210). Jiang vd.(2001) sistolik kan basıncı yükselmesi olarak 

tanımlanan esansiyel hipertansiyon ve CAT geninin ba�langıç kodonundan 844 bp 

yukarıda yerle�mi� olan bir tek nükleotitli polimorfizm (SNP) arasındaki ili�kiyi bulmu�tur 

(URL-2, 2007). 

 

1.6. Katalazın Kullanım Alanları 

 

Günümüzde birçok endüstri kolunda enzim içeren biyolojik sistemler 

kullanılmaktadır. Katalaz; gıda, süt, tekstil, ka�ıt gibi a�artma i�lemlerinin yapıldı�ı 

endüstri alanlarında, hidrojen peroksitin ortamdan uzakla�tırılması için kullanılmaktadır 
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(Dhaese, 1996). Süt endüstrisinin bazı alanlarında mikroorganizma kontaminasyonunu 

önlemek amacıyla süte katılmasına izin verilen 	%0.05 - %	0.25 oranındaki hidrojen 

peroksidin, kullanım öncesi giderilmesi büyük önem ta�ımaktadır. Hidrojen peroksidin 

bozundurularak ortamdan uzakla�tırılması yöntemlerinden biri, katalazın kullanıldı�ı 

enzimatik metotlardır.  

Katalaz esaslı yöntemlerde, hidrojen peroksitin suya ve oksijene dönü�türülerek 

insan sa�lı�ına verebilece�i olumsuz etkiler ortadan kaldırılır (Akertek ve Tarhan, 1995; 

Akgöl ve Dinçkaya, 1999; Görenek, 1999; Yıldız, 1999). 

Hidrojen peroksitin analizi, tıp dı�ındaki bilimsel ara�tırmaların yürütülmesi 

açısından da büyük önem ta�ımaktadır. Özellikle akseptör olarak oksijeni kullanan 

oksidoredüktaz sınıfı enzimlerin katalizledi�i pek çok tepkimede, ürün olarak hidrojen 

peroksit açı�a çıkmaktadır.  

Söz konusu enzimlerin katalizledi�i tepkimelerde olu�an hidrojen peroksit miktarının 

çe�itli yöntemlerle belirlenmesiyle, gerçekte tayini istenen maddenin miktarına 

geçilmektedir. Böylece katalaz biyosensörleriyle, hem bilimsel çalı�malara yardımcı 

olunmakta, hem de gıda sanayiinden farmakolojiye, biyoteknolojik çalı�malardan çevre 

analizlerine kadar pek çok alanda hidrojen peroksitin ve ürünlerinin tayinleri 

yapılabilmektedir (Popescu vd., 1995; Akgöl ve Dinçkaya, 1999). 

 

1.7. Peroksinitrit Anyonu Hakkında Genel Bilgi 

 

Peroksinitrit fizyolojik olarak nitrik oksit ve süperoksit radikalinden 

sentezlenmektedir. Sentezi bu iki maddenin aynı merkezde olu�umuna ve diffüzyonuna 

ileri derecede ba�ımlıdır. Sentez reaksiyonu ikinci mertebeden bir reaksiyon olup E�itlik 

4’de gösterilmektedir. Radikal olmamasına ra�men sebep oldu�u hasar onu olu�turan ön 

maddeler olan nitrik oksit ve süper oksidin olu�turdu�u hasara oranla çok daha fazladır. 

Peroksinitrit biyomoleküllerin birço�unu modifiye edip fonksiyonlarını etkiler. 

Peroksinitrit 6.8 pKa de�erine sahiptir ve bazik pH’da kararlı yapıdadır. Asidik ya da 

nötral ortamlarda çabucak bozunmaktadır. 

 
.NO        +         O2

. -     →   - OONO                (E�itlik 4) 

   Nitrik oksit          Süperoksit       Peroksinitrit 

      radikali                radikali             anyonu 
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Fizyolojik peroksinitrit sentezindeki ön maddeler radikal yapıda iken peroksinitrit 

anyonik yapıdadır, ancak biyosisteme verdi�i hasar onlara kıyasla çok daha ileri 

seviyededir. Nitrik oksidin yarılanma ömrü saniyeler civarındadır ve nitrikoksit 

membranlardan kolayca geçebilmektedir. Ancak süperoksit radikalinin yarılanma ömrü 

milisaniye mertebesindedir ve membrandan ancak anyon kanalları aracılı�ıyla 

geçebilmektedir. Dolayısıyla peroksinitrit daha çok süperoksitin fazla sentezlendi�i 

durumlarda ve bölgelerde fizyolojik olarak sentezlenebilmektedir (Küçük, 2002). 

  

1.7.1. Laboratuarda Elde Yöntemleri 

 

Ara�tırmalarda kullanmak amacıyla çalı�manın tipine de ba�lı olarak peroksinitrit 

birkaç farklı yolla sentezlenebilmektedir (Uppu vd., 1996). Bunlar arasında en önemlileri 

�unlardır: 

• Asidik hidrojen peroksit ile nitrit anyonunun reaksiyonundan peroksinitrit sentezi 

• Peroksinitritin tetrametilamonyum tuzunun sentezi 

• Azidür -ozon reaksiyonundan peroksinitrit sentezi 

• Alkil nitrit ve hidrojen peroksit ile bifazik peroksinitrit sentezi 
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2. MATERYAL VE METOT 

 

2.1. Çalı�mada Kullanılan Malzeme ve Cihazlar 

 

Tablo 2’de çalı�malarımızda kullanılan cihazların markaları ve Tablo 3’de kullanılan 

kimyasalların adları ve özellikleri, Tablo 4’de kullanılan çözeltiler ve hazırlanı�ları 

verilmektedir.  

 

Tablo 2. Çalı�malarda kullanılan cihaz ve malzemeler 
 

Kullanılan Malzeme / Cihaz                                                                         Marka / Model 
Dondurucu  Arçelik 
Otomatik Pipetler Scorex, Acura 825 
Santrifüj      Hettich, Universal 320R 
Vortex Karı�tırıcı                                                                     Labnet VX 100 
Hassas Terazi                                                                           Ohaus Explorer Pro 
Su Banyosu                                                                              Nüve ST 402 
Etüv Bınder 
pH metre                                                                                  Hanna instruments 
Spektrofotometre LaboMed, inc 
Manyetik Karı�tırıcı                                                                 Chiltern MS21S 
Blendır Moulinex 

 

Tablo 3. Çalı�mada kullanılan kimyasallar 
 
Kullanılan Kimyasal     Satın Alındı�ı Firma                      
Hidroklorik asit (HCl)                                                              Merck 
Hidrojen Peroksit (H2O2)                                                         Merck %30 d:1.4 
Sodyum nitrit (NaNO2)                                                            Merck , %99 
Sodyum hidroksit (NaOH)                                                       Merck , >%99 
Mangan IV oksit (MnO2)                                                        Sigma 
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)                                    Merck 
Potasyum monohidrojen fosfat (K2HPO4) Merck 
Sı�ır serum albumini (BSA)                                                     Merck 
Coomassie Brillant Blue G-250                                               Serva , >%91 
Bakır sülfat (CuSO4)                                                          Merck 
Sodyum potasyum tartarat (NaKCO3)                                    Merck 
Sodyum karbonat (Na2CO3)                                                   Merck 
Metil kırmızısı                                                                   Roche 
Folin reaktifi                                                                      Merck 
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Tablo 4. Çalı�mada kullanılan çözeltiler ve hazırlanmaları 
 
Çözelti Hazırlanı�ı 
0.7M HCl / 0.6M H2O2 6.13 mL %30 H2O2 ( d:1,11 g/mL) ile 5.8 mL %37 

HCl  ( d: 1.19 g/mL) saf suda çözündürülüp 100 mL 
çözelti hazırlandı. 

0.6M NaNO2 4.14 g NaNO2 saf suda çözündürülerek 100mL 
çözelti hazırlandı. 

50 mM fosfat tamponu (pH 7.2) 1.904 g KH2PO4 ve 6.264 g K2HPO4 saf suda 
çözündürüldü, pH 7.2 ye ayarlandı ve hacmi 250 mL 
ye tamamlandı. 

1.3 M NaOH                                      5.2 g NaOH saf suda çözülerek 100mL çözelti 
hazırlandı. 

30 mM H2O2                                     240µL %30 H2O2 (d: 1.4g/mL) saf suda 
çözündürülerek 100mL çözelti hazırlandı. 

1 mg/mL BSA                             0.5g BSA %0.9 NaCl nin 10mL sinde çözündürülüp, 
bu çözeltiden 1mL alınıp %0.9 NaCl ile 50mL ye 
tamamlandı. 

Karı�ık indikatör                         %0.1 metilen mavisi ile %0.1 metil kımızısı 3:1 
oranında karı�tırılarak hazırlandı. 

 

 

2.2. Peroksinitrit Sentezi ve Konsantrasyonunun Tayini 

 

Denemelerde kullanılacak olan peroksinitritin sentezi için asidik ortamda sodyum 

nitritin hidrojen peroksitle reaksiyonu yöntemi uygulandı. Olu�an ürünün kararlılı�ını 

sa�lamak için sodyum hidroksit çözeltisi kullanıldı. Peroksinitritin konsantrasyonunun 

belirlenmesinde 302 nm’de verdi�i maksimum absorbansa dayalı spektrofotometrik 

yöntem kullanıldı. 

 

2.2.1. Peroksinitrit Sentezi 

 

Peroksinitritin laboratuarda sentezi için Beckman vd., (1996) geli�tirdi�i metot 

uygulandı (Koppenol vd., 1996).  Bu amaçla �ekildeki düzenek kullanıldı 0.7 M HCl 

içeren 0.6 M H2O2 çözeltisinin 0.6 M  NaNO2 ile karı�tırılmasıyla olu�an peroksinitröz asit 

(HONOO), kararlılı�ı çok dü�ük oldu�undan dolayı 1.3 M NaOH çözeltisi ile karı�tırılarak 

nispeten çok daha kararlı olan bazik pH’ya sahip peroksinitrit ( ONOO-) çözeltisi elde 

edildi. Her bir erlendeki çözeltinin sistemdeki akı�ı 10 mL/s olacak �ekilde ayarlandı. Akı� 

hızının sabit tutulmasını sa�layabilmek için de vakum olu�turmada su trompu yerine 
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vakum pompası tercih edildi. Bu �ekilde mümkün olan en yüksek konsantrasyonda 

peroksinitrit ve en dü�ük miktarda yan ürün elde edilmeye çalı�ıldı. Bir tuzak �i�esi 

kullanılarak sentez sırasında ilk gelen kısım toplama erleni döndürülmek suretiyle alınmadı 

ve çözelti rengi tamamen sarıya döndükten sonraki kısım toplama kabında biriktirildi. 

�ekil 3’te peroksinitrit sentez düzene�i gösterilmektedir. Düzenekte 150 mL’lik 

erlenler ve 1 mm çapında plastik borular kullanıldı. Çözelti hacimleri ise 100 mL olarak 

hazırlandı. Sentezlenen peroksinitritin bozunmasını yava�latmak amacıyla so�uk 

ortamlarda daha kararlı oldu�u bildirildi�inden toplama kabı buz banyosunda muhafaza 

edildi. Reaktif çözeltiler de benzer �ekilde buz banyosunda so�utuldu. 

Elde dilen bazik peroksinitrit çözeltisi, ortamdaki fazla hidrojen peroksitten 

kurtulmak için MnO2 ile muamele edildi. Bu amaçla sentezlenen peroksinitrit çözeltisi bir 

erlen içinde MnO2 ile 10 dakika buz banyosunda karı�tırıldı ve sonra ince gözenekli süzgeç 

ka�ıdı kullanılmak suretiyle süzülerek tayinlerde kullanılan peroksinitrit çözeltisi elde 

edildi. 

 

 

 
 

 
   �ekil 3.  Peroksinitritin sentez düzene�i: Vakumla çekim hızı 10 mL/s olacak �ekilde 

ayarlanan düzenekte asidik H2O2 ve NaNO2 çözeltileri birinci birle�me 
bölgesinde reaksiyon vererek peroksinitröz asidi (ONOOH) olu�turur ve bu 
ürün de ortama ikinci birle�me bölgesinde 1.3 M NaOH ilave edilmesiyle 
kararlı peroksinitrite (ONOO-) dönü�türülür. 
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2.2.2. Peroksinitritin Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 

Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonunu belirlemek amacıyla spektrofotometrik 

yöntem kullanıldı. Bunun için peroksinitrit çözeltisinin 302 nm dalga boyunda gösterdi�i 

absorbans ölçüldü. Lambert- Beer e�itli�ine göre (E�itlik 5) ı�ın yolu (b) 1 cm alınarak, 

ölçülen absorbans (A) peroksinitritin bu dalga boyundaki molar absorptivite katsayısı (�302) 

olan 1670 M-1 cm-1‘e bölünerek konsantrasyon belirlendi. 

               

A = � . b . c         
           c = A / � .b                      (E�itlik 5) 

 

Peroksinitrit çözeltisinin her kullanımdan önce mutlaka spektrofotometrik yöntemle 

konsantrasyonu belirlendi. Çalı�ma sırasında çözelti buz banyosunda bekletildi. Bu sayede 

istenilen konsantrasyonda peroksinitrit ile çalı�ılması mümkün oldu.  

 

2.3. Karaci�er Numunelerinin Alınması ve Hazırlanması 

 

Taze alınan palamutlar kesilerek karaci�er kısımları dikkatlice çıkarıldı. Çıkarılan 

karaci�erler %1.5’lik KCl ile yıkanarak kan ve di�er kısımlardan temizlendi, kurutma 

ka�ıdı ile kurulandıktan sonra hassas terazide 24.55 g olarak tartıldı. 

Kurulanmı� karaci�erlere 36 mL tampon ilave edilerek parçalayıcıda iyice 

parçalanması sa�landı. Homojenatlar fosfat tamponu ile 5 kat seyreltildi ve +4 ºC’de 

4000xg’de 15 dakika süreyle so�ukta santrifüj edildi ve elde edilen süpernatant (sulu 

kısım) alınarak pellet (katı) atıldı. Homojenatlar tekrar tamponla 2:1 oranında seyreltildi ve 

+4 ºC’de 40.000xg’de 10 dakika santrifüjlendi ve ependorf tüplere (1.0 mL) bölünerek 

derin dondurucuda bekletildi. 

 

2.4. Katalaz Aktivitesi Tayini 

 

Katalaz enzim aktivitesinin ölçülmesinde önerilen oldukça fazla yöntem 

bulunmasına ra�men hemen hepsinin esası 240 nm’de H2O2’nin bozundurulması ile 

absorbansdaki azalmaya dayanan ölçüm tekni�idir (Aebi, 1984).  
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Enzim aktivitesi spektrofotometrik yöntemle belirlendi. 3mL’lik kuvars küvet içinde 

25 ºC’de 2mL H2O2 çözeltisi 0.9mL fosfat tamponu (pH 7.2) ve 0.1mL enzim çözeltisi 

karı�ımının 240 nm’de absorbansındaki azalma kaydedildi. Katalaz aktivitesi ile ilgili 

yapılan prosedür ve pipetlemeler Tablo 5’de verilmektedir. 

 

Tablo 5. Aktivite tayini için yapılan pipetlemeler 
 
�lave edilen çözelti hacmi (mL) Kör Nümune 

H2O2 çözeltisi (30 mM)                            2 2 

Fosfat tamponu                                       1.0 0.9 

Doku Homojenatı  - 0.1 

                                       240 nm’de absorbans okundu.  

 

        
2.5. Peroksinitrit – Katalaz Etkile�mesinin Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

Oksidan özelli�e sahip peroksinitritin anyonunun palamut karaci�er katalaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisini incelemek üzere yapılan aktivite çalı�malarında, de�i�ik 

konsantrasyonlarda peroksinitrit çözeltisiyle muamele edilen aynı miktardaki enzim içeren 

homojenatlarda katalaz aktivitesi incelendi. Çalı�mada ayrıca kontrol olarak 

bozundurulmu� peroksinitritin aynı konsantrasyonlarında denemeler yapıldı ve 5 farklı 

konsantrasyonda elde edilen katalaz aktiviteleri tespit edildi. 

Burada katalaz aktivitesinden farklı olarak eklenen her peroksinitrit çözeltisi hacmi 

için, içerisindeki baza e�de�er konsantrasyonda asit içeren e�it hacimde HCl çözeltisi ilave 

edildi. Ayrıca bir sonraki safhada peroksinitritin bozundurulması i�leminde yine aynı HCl 

çözeltisinin e�de�er miktarları kullanılmı�tır. Çalı�mada ayrıca kör olarak ortamda enzim 

yok iken reaktiflerden ileri gelen absorbansı çıkarmak maksadıyla 5 farklı konsantrasyonda 

PN + H2O2 kullanıldı. 

Peroksinitrit çözeltisindeki baza e�de�er HCl çözeltisi hazırlanmasında öncelikle 

yakla�ık 0.5 M HCl çözeltisi hazırlandı. Belli miktarlarda peroksinitrit çözeltisi ile 

titrasyon yapılmak suretiyle peroksinitritin birim hacminin ne kadar HCl çözeltisine 

e�de�er oldu�u hesaplandı. Daha sonra uygun seyreltme yapılarak peroksinitritin e�it 

hacmine e�it hacimde e�de�er miktarda HCl içeren çözelti hazırlandı. Bu çözeltinin 
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konsantrasyonu etüvde kurutulmu� sodyum karbonatla titre edilerek 0.293 M olarak 

hesaplandı. 

Denemelerde kullanılan peroksinitrit çözeltisinin konsantrasyonu spektrofotometrik 

ölçümle 5.65 mM olarak bulundu. Aktivite ölçümü için pipetlemeler Tablo 6 ve 7’de 

verildi�i �ekilde 10mL’lik deney tüplerinde yapıldı. 

Peroksinitrit çözeltisi ve hidrojen peroksit çözeltileri ilavesi en son yapıldı ve bunlar 

hızlıca ilave edilip vorteksle karı�tırıldı. Bu i�lemin hızlıca yapılmasının nedeni 

peroksinitritin nötral pH’da kararsız olması ve bozunmasıdır. Ayrıca substrat olan H2O2 

ilavesiyle de reaksiyon ba�lamaktadır. Vorteksleme i�leminden 10 dakika sonra 240 nm’de 

absorbans kuvars küvetlerde ve 30 saniye içinde okuma yapıldı. Sonuçlar grafiksel olarak 

ifade edildi. 

 

2.6.  Bozundurulmu� Peroksinitritin (BPN) Aktiviteye Etkisi 

 

Bu a�amadaki denemelerde Bölüm 3.6.1.’de yapılan i�lemlerin benzeri yapıldı. 

Benzer �ekilde be� farklı konsantrasyondaki peroksinitrit çözeltisi bozunduruldu ve 

çalı�mada kullanıldı. Bozundurma için her bir peroksinitrit çözeltisi üzerine e�de�er HCl 

içeren çözeltilerin e�it hacimleri ilave ederek karı�tırıldı ve böylece peroksinitrit 

bozunduruldu. Daha sonra denemelerde bozundurulmu� bu peroksinitrit çözeltileri 

kullanıldı. Tablo 6’da bozundurulmadan ve Tablo 7’de bozundurulduktan sonraki katalaz 

aktivitesinin tayini için yapılan pipetlemeleri göstermektedir.   

 

Tablo 6. Katalaz  aktivitesi tayininde peroksinitrit (PN) etkisi için  yapılan pipetlemeler  
 
(µL) Test (1) (Test 2) Test(3) Test (4) Test (4) Test (5) 

Homojenat (Numune) 100 100 100 100 100 100 

H2O2 çözeltisi (30mM)                                   2000 2000 2000 2000 2000 2000 

Tampon 900 900 900 900 900 900 

PN  - 10 20 40 50 100 

HCl - 10.17 20.34 40.68 50.85 101.7 

Saf su 1000 979.83 959.66 919.32 899.15 798.3 
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Tablo 7. Katalaz aktivitesi tayininde bozundurulmu� peroksinitrit (BPN) için yapılan 
pipetlemeler 

 
µL Test (1) (Test 2) Test (3) Test(4) Test (5) Test (6) 

Homojenat (Numune) 100 100 100 100 100 100 

H2O2 çözeltisi (30mM)                                   2000 2000 2000 2000 2000 2000 

Tampon 900 900 900 900 900 900 

Bozundurulmu� PN  - 10 20 40 50 100 

HCl  (0.293M)   - 10.17 20.34 40.68 50.85 101.7 

Saf su 1000 979.83 959.66 919.32 899.15 798.3 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Sentezlenen Peroksinitritin Konsantrasyonu 

 

Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonu, 302 nm’de gösterdi�i absorbansın 

ölçülmesine dayalı olarak belirlendi. Konsantrasyon hesaplanırken absorbans, molar 

absorptivite katsayısına (ε: 1670 M-1cm-1) bölündü. Sentezlenen peroksinitritin 

konsantrasyonunun 17.5 mM oldu�u belirlendi. Bu çözelti 1 M NaOH ile seyreltilerek 5 

farklı konsantrasyonda PN çözeltisi elde edildi. Derin dondurucuda bekletilen PN 

konsantrasyonu zamanla azaldı�ından her tayinde PN konsantrasyonu ölçümü 

yapılmaktadır.  

 

3.2. Karaci�er Homojenatındaki Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

 

Karaci�er katalaz enzim aktivitesi üzerine peroksinitrit anyon radikalinin etkisi olup 

olmadı�ını incelemek için dört ayrı ölçüm yapıldı. Birinci ölçümde normal katalaz 

aktivitesi ortamda peroksinitrit (PN) ve bozundurulmu� (BPN) yok iken yapıldı. Sonra 

ortama 5 farklı konsantrasyonlarda (10 mM, 20 mM, 40mm, 50 mM ve 100 mM) 

peroksinitrit ilave edilerek katalaz aktivitesi ölçüldü. Daha sonra ortama aynı miktarda 

nötral veya asidik ortamda bozundurulmu� peroksinitrit (BPN) ilave edilerek ölçümler 

yapıldı. Son ölçüm ise ortamda katalaz enzimi yoklu�unda reaktif körü kullanılarak 

(PN+H2O2) ilave edilerek kör çalı�ıldı. Elde edilen absorbans de�erleri Tablo 8 ve 9’da 

verilmektedir.  
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Tablo 8. Palamut karaci�er mikrozomal dokusunda katalaz aktivitesi üzerine de�i�ik 
konsantrasyonlarda peroksinitrit (PN), bozundurulmu� peroksinitrit (BPN), kör 
(PN+H2O2) etkisinin incelenmesi için yapılan ölçümlerden elde edilen absorbans 
de�erleri 

 

Zaman(s) 
Abs.(240nm) 

Normal 
enzim 10 µM PN 10  µM 

BPN 
10  µM Kör 
(PN+H2O2) 

20  µM 
PN 

20  µM 
BPN 

20  µM  
Kör 

(PN+H2O2) 
0 1,2 0,83 1,03 0,94 0,96 0,95 0,985 

30 0,756 0,775 0,965 0,934 0,948 0,923 0,979 

60 0,62 0,743 0,924 0,932 0,933 0,889 0,979 

90 0,541 0,718 0,892 0,93 0,914 0,859 0,979 

120 0,482 0,694 0,862 0,929 0,9 0,83 0,979 

180 0,441 0,672 0,834 0,928 0,884 0,803 0,978 

240 0,412 0,65 0,806 0,926 0,87 0,778 0,978 

300 0,385 0,629 0,778 0,925 0,856 0,753 0,978 

360 0,358 0,609 0,756 0,924 0,841 0,731 0,978 

420 0,355 0,592 0,733 0,924 0,828 0,71 0,977 

480 0,354 0,575 0,712 0,924 0,816 0,69 0,977 

 
 

Tablo 9. Palamut karaci�er mikrozomal dokusunda katalaz aktivitesi üzerine de�i�ik 
konsantrasyonlarda peroksinitrit (PN), bozundurulmu� peroksinitrit (BPN), kör 
(PN+H2O2) etkisinin incelenmesi için yapılan ölçümlerden elde edilen absorbans 
de�erleri 

 
Zaman(s) 

Abs.(240nm) 
40 µM 

PN 
40 µM 
BPN 

40 µM 
Kör(PN+H2O2) 

50 µM PN 50 µM 
BPN 

50 µM Kör 
(PN+H2O2) 

100  µM 
PN 

0 1,10 1,270 1,290 1,280 1,350 1,210 1,675 

30 1,08 1,247 1,178 1,176 1,341 1,199 1,666 

60 1,064 1,229 1,179 1,167 1,331 1,3 1,662 

90 1,052 1,213 1,179 1,156 1,323 1,299 1,655 

120 1,04 1,197 1,179 1,146 1,315 1,299 1,65 

180 1,029 1,182 1,178 1,138 1,303 1,298 1,646 

240 1,019 1,167 1,178 1,129 1,3 1,299 1,642 

300 1,009 1,152 1,178 1,121 1,291 1,298 1,638 

360 0,99 1,137 1,177 1,112 1,281 1,298 1,633 

420 0,99 1,124 1,177 1,104 1,27 1,297 1,629 

480 0,981 1,111 1,178 1,096 1,261 1,298 1,624 

    



 21 

Tablo 8 ve Tablo 9’da verilen de�erlere ait grafikler �ekil 4 ile �ekil 8 arasında 

verilmektedir. Bu �ekillerden de görüldü�ü gibi katalaz enzimine ait absorbans de�erleri PN ve 

BPN miktarına ba�lı olarak de�i�im göstermektedir. Buna göre artan PN ve BPN miktarına 

kar�ılık absorbans da artı� göstermektedir. Bu daha �ekil 4 ile �ekil 8’deki (a�a�ıdaki) 

grafiklerden 5 farklı konsantrasyonda PN ve BPN nin karaci�er katalaz enzimi üzerine etkisini 

göstermektedir. Yani ortama PN ve BPN ilave edilince 240 nm’de absorbans artmasının sebebi 

bu ürünlerin 240nm’de ı�ı�ı absorplamasından kaynaklanmaktadır.  

 

 
Saniye 

 

�ekil 4. 10 µM PN ve BPN’nin katalaz enzimi üzerine etkisi  
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                      �ekil 5. 20 µM PN ve BPN’nin katalaz enzimi üzerine etkisi 

y = -0,1436Ln(x) + 1,2064 
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         �ekil 6. 40 µM PN ve BPN’nin katalaz enzimi üzerine etkisi     
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         �ekil 7. 50 µM PN ve BPN’nin katalaz enzimi üzerine etkisi              
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Saniye 

  

      �ekil 8. 100 µM PN ve BPN’nin katalaz enzimi üzerine etkisi 

 

Tablo 8 ve 9’daki absorbans de�erlerinden de görüldü�ü gibi ortama PN ilave 

edildi�inde absorbans artmakta ve BPN ilave edilince absorbans daha da artmaktadır. 

Ölçümün amacı absorbansdaki ( �A / �t ) de�i�imi tespit etmek oldu�u için bulunan 

absorbans de�erlerinden % absorbansdaki de�i�im miktarları hesaplandı. Elde edilen % 

absorbans de�i�imine ait de�erler Tablo 10’da verilmektedir. Tablo 10’da 5 farklı 

konsantrasyondaki PN ve BPN’in katalaz enzimi üzerinde meydana getirdi�i % absorbans 

de�i�imlerinin grafi�i �ekil 9’da verilmektedir. PN ve BPN’in her ikisinin etkisi ile de % 

absorbans de�i�imi arasında ters orantı bulunmaktadır. Buna göre absorbansdaki artı� ne 

kadar fazla ise PN’in etkisi o kadar az demektir. Bu �ekilden görüldü�ü gibi PN anyon 

radikali katalaz enziminin aktivitesini azaltmı�tır. PN’den ba�ka ortama ilave edilen 

BPN’de de katalaz aktivitesi azalmı�tır. Katalaz aktivitesi ile artan PN arasında ters orantı 

vardır.  
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Tablo 10. 10, 20, 40, 50, 100 µM’lık peroksinitrit (PN) ve bozundurulmu� peroksinitritin (BPN) in katalaz üzerine etkisinin incelenmesine ait 

% absorbans de�i�im de�erleri 
 

Zaman 
(s) 

Normal 
enzim 

10 µM 
PN 

10 µM 
BPN 

10 µM 
Kör 

20 µM 
PN 

20 µM 
BPN 

20 µM 
Kör 

40 µM 
PN 

40 µM 
BPN 

40 µM 
Kör 

50 µM 
PN 

50 µM 
BPN 

50 µM 
Kör 

100 µM 
PN 

0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

30 37,0 6,6 6,3 0,6 1,3 2,8 0,6 1,8 1,8 8,7 8,1 0,7 0,4 0,5 

60 48,3 10,5 10,3 0,9 2,8 6,4 0,6 3,3 3,2 8,6 8,8 1,4 3,0 0,8 

90 54,9 13,5 13,4 1,1 4,8 9,6 0,6 4,4 4,5 8,6 9,7 2,0 3,1 
1,2 

120 59,8 16,4 16,3 1,2 6,2 12,6 0,6 5,5 5,7 8,6 10,5 2,6 4,5 1,5 

180 63,3 19,0 19,0 1,3 7,9 15,5 0,7 6,5 6,9 8,7 11,1 3,5 4,8 1,7 

240 65,7 21,7 21,7 1,5 9,4 18,1 0,7 7,4 8,1 8,7 11,8 3,7 5,2 2,0 

300 67,9 24,2 24,5 1,6 10,8 20,7 0,7 8,3 9,3 8,7 12,4 4,4 5,6 2,2 

360 70,2 26,6 26,6 1,7 12,4 23,1 0,7 10,0 10,5 8,8 13,1 5,1 6,1 2,5 

420 70,4 28,7 28,8 1,7 13,8 25,3 0,8 10,0 11,5 8,8 13,8 5,9 6,6 2,7 

480 70,5 30,7 30,9 1,7 15,0 27,4 0,8 10,8 12,5 8,7 14,4 6,6 6,9 3,0 
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    �ekil 9. 5 farklı konsantrasyonda PN ve BPN’ nin palamut karaci�er katalaz 
enzimi üzerine etkisine ait absorbansdaki % de�i�im oranları. Bulunan 
bu de�erlerde reaktif körüne ait de�erler çıkartılmı�tır. 

   

�ekil 9’ dan da görüldü�ü gibi normal katalaz aktivitesi PN miktarlarına ba�lı olarak 

azalmaktadır. Enzim aktivitesindeki azalı� PN ve BPN’ nin konsantrasyonu ile do�ru 

orantılıdır. 
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4. TARTI�MA 

 

Katalaz enzimi prokaryotik ve ökaryotik bütün canlılarda yaygın bir �ekilde bulunan 

antioksidan bir enzimdir. Katalaz homotetramerik yapıda bir enzim olup her bir alt grupta 

bir tane hem grubu ve ona ba�lı bir Fe atomu içeren ve molekül a�ırlı�ı yakla�ık 200-340 

kDa olan bir enzimdir. Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPOX), ve 

glutatyon reduktaz (GR) gibi önemli antioksidan enzimler de oldu�u gibi katalaz enzimi de 

oksidatif stresten etkilenmektedir (Trenzado vd. 2006, Atli vd. 2006). 

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamı� elektron içeren atom veya 

moleküllerdir. Bu atom veya moleküller en dı� elektron kabu�undan bir elektron kaybetmi� 

olduklarından bu elektron açı�ını kapatabilmek için ba�ka atomların elektronlarını 

payla�ma e�ilimindedirler. Serbest radikal olu�turan kaynaklar oldukça fazla olup 

radyasyon, virüsler, UV-ı�ınları, X-ı�ınları, ozon kozmik ı�ınlar, hava kirlili�ini yaratan 

fosil kökenli yakıtların yanma sonundaki ürünleri, sigara dumanı, otomobil egzoz gazları, 

sanayi atıkları, enfeksiyonlar, stres, hücre metabolizmasının toksik ürünleri, bazı tahrip 

edici kimyasallar, ha�ere kontrol ilaçları bunlardan bazılarıdır. Oksijenin eksik indirgenme 

ürünleri olarak da adlandırılan bazı serbest oksijen radikallerinden süperoksit (O2-.), 

hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil (OH.) radikalleri bazen tek ba�larına etkili 

olabildikleri gibi bazen de bir ba�ka serbest radikal ile birle�erek daha toksik ajanların 

olu�masına yol açmaktadırlar (Sies, 1991). 

Nitrik oksit (NO) in vivo olarak olu�an serbest radikallerden biridir. Fizyolojik 

olarak sinyal iletiminde rol alan bir haberci olmasına ra�men, süperoksit radikali ile 

birle�erek kendinden daha toksik peroksinitrit (ONOO-) olu�umuna yol açmaktadır. 

Peroksinitrit güçlü bir oksidan ajan olup fizyolojik �artlar altında proteinlerin ba�ta tirozin 

birimlerine olmak üzere triprofan, metoyonin, fenilalanin ve sistein amino asitlerine  

saldırarak onları nitrolayabilir veya oksidasyon ürünlerinin olu�masına neden olabilirler 

(Tsuda vd., 2000; Goldstein vd., 1996, Küçük, 2002).  

Fizyolojik olarak oldukça önemli bu iki molekülün birbiriyle olan etkile�imini 

incelemek çalı�manın amacını olu�turmaktadır. Proteinlerin primer yapılarının de�i�imine 

sebep olan ajanlar inhibitörlerdir. Yapılan çalı�mada palamut karaci�er dokusunda bulunan 

katalaz enzimi aktivitesi üzerine peroksinitrit anyon radikalinin herhangi bir inhibitör 

etkisinin olup olmadı�ı incelendi.  
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Çalı�mada önce palamut karaci�erinden elde edilen mikrozomal katalaz aktivitesi 

ölçüldü. Bu ölçüm 240 nm’ de ortamdaki katalaz miktarına ba�lı olarak absorbansda 

azalma olu�turmaktadır yani �A/ �t  oranı de�i�mektedir. Çalı�mada PN ve BPN’ in 

katalaz enzimi üzerine etkisi 240 nm’ de absorbans okunarak takip edildi. Elde edilen 

sonuçlar incelendi�inde ortama PN ilave edilince absorbans PN konsantrasyonuna ba�lı 

olarak artmaktadır. Bu bize PN’ in 240 nm’ de absorbsiyon yaptı�ını göstermektedir. 

Gerçek katalaz üzerindeki etkiyi göstermek için absorbansdaki de�i�imi belirlemek 

gerekmektedir. PN’ li ortamda absorbansdaki azalma ne kadar fazla ise PN’ in etkisi o kadar 

az demektir, ya da bunun tersi durumunda absorbansdaki  % de�i�im ne kadar az ise PN‘in 

katalaz aktivitesi üzerine etkisi o kadar az demektir. Tablo 10 % absorbans de�i�imleri ile 

ve �ekil 9’ da 5 farklı konsantrasyondaki PN’ in ve BPN’ nin katalaz üzerine olan etkisini 

açıklamaktadır. Her iki anyon radikalinin katalaz enzimi üzerine aynı inhibitör etkiye sahip 

oldu�u bulumu�tur. PN ve BPN’ in her ikisinin de oksidan ajanlar olup katalaz enziminin 

oksidasyonuna sebep oldu�u ancak, enzim aktivitesini konsantrasyona ba�lı olarak 

azalttı�ı bulundu. Daha önceki ara�tırmacıların yaptıkları çalı�malarda PN veya onun 

bozunma ürünlerini proteinlerin ve aynı �ekilde enzimlerin özellikle fenolik veya aromatik 

yapıya sahip amino asitleri nitroladı�ı ve bundan dolayı proteinlerin primer yapılarının 

bozulmasına neden olabilece�i ileri sürülmü�tür. 

Yapılan literatür çalı�maları sonucu �imdiye kadar PN anyon radikali ile katalaz 

enzimi veya ba�ka bir antioksidan enzim üzerindeki in vitro  inhibisyon etkisi çalı�maları 

yok ya da çok az bulunmaktadır. Bu nedenle bulunan sonuçları kar�ıla�tırma imkanımız 

olmamı�tır. Ancak katalazın bir protein olması bakımından di�er proteinlerin 

oksidasyonuna sebep oldu�undan aynı �ekilde de katalazın oksidasyonuna ve dolayısıyla 

inhibisyonuna da neden oldu�u görülmektedir (Küçük, 2002). Nitekim yapılan bir 

çalı�mada antioksidan bir enzim olan glutamin sentaz enzimini dönü�ümlü olarak 

peroksinitriti inhibisyona u�rattı�ı tespit edilmi� ve bunun yine tirozin üzerinden nitrolama 

ile mümkün olabilece�i bildirilmi�tir (Görg vd.,  2007).   
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5. SONUÇ VE ÖNER�LER 

      

Sonuç olarak laboratuarda sentezlenen oksidan kaynaklı peroksinitritin in vitro 

olarak balık karaci�er katalaz enzimininin inaktivasyonuna neden oldu�u bulundu. Bu 

enzim inaktivasyonunun muhtemel katalaz enzimi üzerindeki aminosit birimlerinin 

nitrolanması ile mümkün olabilece�i dü�ünülmektedir. 

         Yapılan çalı�mada palamut karaci�er katalaz enziminin safla�tırılması i�elemleri 

yapılabilirdi. Bunun için amonyum sülfat tuz çöktürmesi, jel filtrasyon kromatografisi, 

iyon de�i�tirme kromatografileri (anyon ve katyon de�i�tirici) uygulanabilirdi. Saf katalaz 

üzerindeki PN‘in etkisini gözlemleyebilmek için do�al elektroforez ile PN ile muamele 

edilmi� ve PN ile muamele edilmemi� katalazın elektroforetik mobilitelerinde fark da 

gözlemlenmek suretiyle PN’ in etkisi gösterilmi� olurdu. Güçlü oksidan etkiye sahip PN’ in 

sadece katalaz üzerine de�il ba�ka protein ve antioksidan enzimler üzerine etkisini de 

incelemek mümkündür. Bu konuda direkt olarak yapılan çalı�malar yetersiz oldu�undan bu 

çalı�manın konudaki bo�lu�u dolduraca�ına inanıyoruz. 
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