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ONSOZ

Bu calisma, katalaz enzimi aktivitesi iizerine peroksinitrit anyonunun etkisinin
tayinini icermektedir. Calismadaki deneysel kisimlar, Kimya Boliimii Biyoanalitik
Laboratuar1 ve Spektroskopi Laboratuari’nda gerceklestirilmistir.

Tez calismamda c¢alismanin biiyiikk bir asamasinda bilgi ve tecriibesinden
yararlandigim, her konuda yardimlarini hi¢bir zaman esirgemeyen sevgili danisman hocam
Sayin Dog. Dr. Sevgi KOLAYLI ya sonsuz tesekkiir ederim.

Calismamda bana her tiirlii yardimi ve destegi esirgemeyen, Sayin Do¢.Dr. Murat
KUCUK e de tesekkiir etmeyi bir borg bilirim.

Ayrica biitiin hayatim boyunca her zaman yanimda olduklar1 ve desteklerini benden
esirgemedikleri i¢in sevgili anneme ve babama, kardeslerime en derin sevgi ve saygilarimi

sunarim.

Aybike SIVRIKAYA
Agustos 2007
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OZET

Canli organizmalarda oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur.
Katalaz enzimi tiim canli dokularinda mevcut bir antioksidan enzim olup turnover sayisi en
yiilksek  enzimdir. Oksijenin  eksik indirgenme iiriinlerinden olan H,O;’nin
doniistiiriilmesinde gorev alan bu enzim Ozellikle karaciger mikrozomlarinda yiiksek
konsantrasyonda bulunmaktadir.

Calismada kullanilan peroksinitrit, asidik ¢ozeltideki hidrojen peroksidin sodyum
nitrit ile muamele edilmesiyle olusan kararsiz peroksinitroz asidin sodyum hidroksit
kullanilarak kararli peroksinitrit anyonuna doniistiiriilmesi sonucu elde edildi. Sentezlenen
peroksinitritin kararlilig1 sicaklik ve pH’ya baglidir. Anyon bazik ortamda ve -70 ° C’de

uzun zaman muhafaza edilebilmektedir. Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonu molar

absorptivite katsayisindan (€: 1670 M'.cm-1; 302 nm’de) 6lciilebilmekte ve NaOH ile

istenen konsantrasyonda ¢ozeltisi elde edilebilmektedir

Palamut karaciger dokusundan (40.000 g, 10 dakika) elde edilen mikrozomal katalaz
ekstraktinin aktivitesi klasik yontem olan 240 nm’de H,O, nin absorbansindaki azalmanin
Olciilmesi ile yani kinetik yolla tespit edildi. Ortama ilave edilen 5 fakli konsantrasyondaki
(10, 20, 40, 50 ve 100 uM) PN’in ¢ozeltisi ile katalaz aktivitesi tayin edildi. Ayrica nétral
ya da asidik ortamda olusan bozundurulmus peroksinitrit (BPN) in 5 farkli konsantrasyonu
ile de muamele edilen katalaz enziminin aktivitesi ol¢iildii.

Sonu¢ olarak PN ve BPN iiriinlerinin katalaz enziminin inaktivasyonuna neden

oldugu ve bu inaktivasyonun konsantrasyona bagimli oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Katalaz, Peroksinitrit, Bozundurulmus Peroksinitrit, Karaciger,
Palamut



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 H,0,, one of the short reduction products of O,.

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 ° C for a

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

absorbtivity coefficient (€: 1670 M'lem-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 H,O, at 240 nm. Catalase activity is determined by adding 5 different
concentrations of peroxynitrite solution (10, 20, 40, 50 and 100 uM) 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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0O, : Siiperoksit radikali
OONO : Peroksinitrit



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Katalaz (CAT:E.C 1.11.1.6), c¢ok yaygin bir sekilde hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarda ~ mevcuttur. Biyolojik ve biyokimyasal sistemlerde katalaz
antioksidan etkiye sahip bir enzim olup toksik ve yiikseltgen etkiye sahip hidrojen
peroksidi hiicrelerden uzaklastirmada onemli rol oynar. Katalaz dokular1 H,O, ve kismen
indirgenmis oksijen tiirlerinin toksik etkilerinden korumada gorevlidir (Aydemir, Kuru;
2003). Antioksidan savunma sistemi, hiicreyi serbest radikal veya diger reaktif
molekiillerin oksidatif hasarindan korur. Katalaz hem grubu iceren bir oksidorediiktazdir.
Katalaz enzimi canli organizmanin eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi ve cesitli
dokularinda da bulunan bir enzim olup hiicrelerin 6zellikle peroksizomlarinda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Farelerde bu enzimin bir ¢cok sekli saptanmistir (Cimen vd.,
2005).

Katalaz giiclii ve kararli bir yiikseltgen olan hidrojen peroksitin su ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalizler (Esitlik 1). Katalaz enzimi sadece hidrojen peroksiti
detoksifiye etmekle kalmaz ayni1 zamanda da fenolleri, formik asit, formaldehit ve alkolleri
iceren toksik etkili bilesikleri okside etmede rol oynar ve yine substrat olarak hidrojen
peroksidi kullanir (Esitlik 2). Katalaz enzimi, oksitleyici, agartic1 veya sterilizasyon amagh
kullanilan hidrojen peroksidin uzaklastirllmasinda, hidrojen peroksit veya glukoz
biyosensorlerinin analitiksel amaglarla Olgiilmesinde olduk¢a yaygin kullanilan bir

enzimdir (Cimen vd.,2005).

2H,0, —2H,0+0, (Esitlik 1)

H,O, +RH, — 2H,O+R (Esitlik 2)

RH; bilesigi; fenoller, formik asit, formaldehit ve alkolleri temsil etmektedir. Katalaz

tarafindan katalizlenen her iki reaksiyon tiirii de H,O, harcamaktadir (URL-1, 2007).



Dallanmis ve uzun zincirli yag asitlerinin beta-oksidasyonundan farkli olarak
peroksizomlarda yikimlari sonucu yan iiriin olarak H,O, olusmaktadir. Olusan peroksidin
buzundurulmasinda yine katalaz enzimi gorev yapmaktadir (URL-1, 2007).

Katalaz1 indirek olarak iceren bir diger redoks reaksiyonu DNA’nin iiretimi ile
ilgilidir. Riboniikleotit rediiktaz riboniikleotit difosfatlarin uyustuklar1 deoksiriboniikleotit
difosfatlara doniistimiinden sorumludur. Riboniikleotitrediiktaz aktivitesi i¢in onemli olan
trosil serbest radikaline sahiptir. Bu radikal siiperoksit iyonu ( O,") salan NAD(P)H : flavin
oksidorediiktaz enzimi tarafindan {iiretilir ve bu reaktifligi yiiksek radikal siiperoksit

dismutaz ile H,O,’ye doniistiiriiliir (URL-1, 2007) :

20" +2H" = H,0, + O, (Esitlik 3)

Olusan bu H,0; katalaz i¢in bir substrattir.

Bitkilerde oksijenli solunumla H,O, iiretilir. Oksijenli solunum kloroplastta 3-
PG’dan glikolat senteziyle ve glikonatin 3-PG’a peroksizom yoluyla geri doniisiimii ile
yiiriir. Bu proseste NADH ve ATP’deki enerji kullanilarak O; tiiketilip CO» ag1ga ¢ikarilir.
Oksijenli solunum yiiksek 1sikta ve yetersiz CO, varliginda bitkileri fotooksidatif hasardan
korur (URL-1, 2007).

Katalaz bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Enzim organellerde bulunarak hidrojen
peroksit seviyelerinin bir regiilatorii olarak davranir ve karaciger peroksizomlarinda D-
aminoasit oksidaz ve urikaz gibi birkag¢ hidrojen peroksit iireten enzimle birleserek spesifik

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

1.1.1. Katalaz Cift Fonksiyonlu Bir Enzimmidir

Katalaz her biri H,O, igeren iki farkli katalitik role sahiptir. Aktif kisimda bulunan
prostetik hem grubunda tek bir Fe merkezi icermesi, tek bir aktif bolgenin iki farkli
fonksiyona sahip oldugunu iddia eder (URL-1, 2007).

Bazi katalazlar peroksidatif reaksiyonlarda bazilarindan daha iyidir. Katalazlar HPI
ve HPII katalazlar olmak iizere iki ana sinifa ayrilir. HPII katalazlar yalmizca H,O, nin
doniistiiriilmesini katalizlerken, HPI katalazlar her iki aktiviteye de sahiptir.

HPI katalazlarin ¢ift fonksiyonlu olmay1 nasil basardiklari hala bir sorudur. HPI
katalazlar HPI-A ve HPI-B olmak iizere iki izoenzim seklinde bulunurlar (URL-1, 2007).



1.1.2. Katalazin Katalitik Miikemmelligi

Katalaz sira dis1 bir enzimdir. Katalazin bir enzimin olabilecegi en yiiksek verimlilik
seviyesinde oldugu iddia edilir. Cozeltideki herhangi bir enzim katalizli reaksiyon i¢in hiz,
enzim ve substrat molekiillerinin birbirleriyle carpisma sikligidir. Bu yayilma kontrollii hiz
10 — 10° M's™" arahigindadir. Katalazin katalitik verimliligi ise (kcat / Ky ) 4.0 x 108 M™!
s"dir ve oldukca yiiksektir. Bilinen enzimler icinde en yiiksek doniistirme sayilarindan
birine  sahiptir  (40.000.000  molekiil/dakika). Bu  yiiksek hiz  H;O;’nin
detoksifikasyonundaki yetenegini gostermektedir (URL-1, 2007).

1.1.3. Katalaz Neye Benzer

Katalazda hem bir prostetik grup olarak bulunur. Her bir katalaz molekiilii (Mol
agirhigi 240.000 Da) 4 polipeptit zincirinden olusan bir tetramer olup her bir tetramer bir
adet prostetik hem grubu icerir. Her bir zincir 500’den fazla amino asitten olugmaktadir.
Hemoglobinler, sitokromlar, kloroformlar ve legumlardaki azot baglayan enzimlere benzer
olarak bu tetramerlerde 4 porfirin hem grubu yerlesmistir (Sekil-1-Sekil-2) , (URL-1,
2007).

Prostetik grup sikica bagli bazi proteinlerin biyolojik fonksiyonu ic¢in gerekli
spesifik, polipeptit olmayan bir kisimdir. Hem bir protoporfirin halkas1 ve bir merkezi Fe
atomu igerir. Bir protoporfirin halkas1 birbirine meten kopriileriyle baghh 4 pirol
halkasindan olusur. Demir ferro (Fe+2) ya da ferrik (Fe+3) hallerinde bulunabilir (Carter,

2007).



Sekil 1. Katalazda hem’in 3 boyutlu gosterilisi

Sekil 2. E.coli katalazinin X-151m1 kristalografisi ile aydinlatilmis 3 boyutlu yapisi



1.2. Biyokimyasal Antioksidan Olarak Katalaz

Biyolojik sistemlerde antioksidanlar, genellikle non-enzimatik, enzimatik ve
yardimci enzimler olarak siniflandirilabilir. Non-enzimatik antioksidanlardan a-tokoferol
(vitamim E) yagda coziinen bir antioksidandir. Askorbik asit (vitamin C) glutatyonla
birlikte sulu fazda 6nemli bir antioksidandir (Cetin, 2000; Yurdakul, 2005).

Enzimatik antioksidanlar1 inceleyecek olursak; katalaz, glutatyon peroksidaz,
superoksit dismutaz ve hemoprotein peroksidazlar gibi hidroperoksidazlar bu gruba girer.
Genelde yiiksek spesifik hiicresel icerik, spesifik organ ve subseliiler lokalizasyonlar ile
metal igeriginin spesifik formu 6zellikle bakir, demir, mangan ve selenyum ile karakterize
edilirler. Bu antioksidan sistemler dogada yaygin olarak dagilmislardir ve biyolojik
sistemlerde reaktif oksijen metabolitlerinin verdigi zarar1 onlemede gorev alirlar (Cetin,
2000; Yurdakul, 2005).

Katalaz ilk olarak sigir karacigerinden daha sonra da kandan ve diger kaynaklardan
izole edilmis 6nemli antioksidanlardan biridir.

Hiicre organellerinde bulunan katalaz spesifik peroksidaz roliinii oynamaktadir.
H,;O7’nin H,O ve O, verecek sekilde parcalanmasimi katalize ederken, H donérlerini
ornegin metanol, etanol, formik asit ve fenolleri 1 mol peroksidi harcayarak katalizler

(Cetin, 2000).

1.3. Katalaz Aktivite Olciim Yontemleri

Katalaz aktivitesi hem H,O,’nin bozunmas:t hem O,’nin serbest kalmasi ile
Olciilebilir. Biyolojik materyal icin secgilen metot, UV spektrofotometrik metotdur.

Titrimetrik metotlar karsilastirmali sonuglar i¢in uygundur.

1.3.1. UV - Spektrofotometrik Yontem

Metodun uygulama alan1 biyokimya, klinik biyokimya ve hematolojidir. Ultraviyole
alanda, dalga boyu azaldikca H,0O, devamli olarak absorpsiyonda bir artis gosterir.
H,O,’nin azalisi, 240 nm’de (g249 = 400 cm? /umol) izlenir. Deney siiresince enzimin

inhibe olmasini veya O;’nin agiga ¢ikmasiyla kiivette olusan baloncuklari dnlemek i¢in



bagil olarak diisiik konsantrasyonlarda (10-20 mM) H,O, kullanilmas1 gerekir. Substrat
konsantrasyonu ile bozunma hizi arasinda dogrusal bir oran oldugundan dolay1 H,O,
konsantrasyonu 6nem tagimaktadir.

Sicaklik iizerine deney kosullarinin bagimlihig diisiik oldugu icin (Qio < 1.1),
Olciimler oda sicakliginda yiiriitiilebilir. pH aktivite grafigi Vo’a bagli olarak genis bir pH
araliginda (pH 6.8-7.5) oldugundan, dl¢timler pH 7.0’da yapilmaktadir (Afsar ve Demirata,
1993; Dinger, 2000).

1.3.2. Titrimetrik Yontem

Katalaz aktivitesinin titrasyon ile tayini, yilkksek UV absorpsiyon, pigmentasyon veya
cokme nedeni ile spektrofotometrik metodun kullanilmasinin uygun olmadigi durumlarda
kullanilir. Diisiik katalaz aktiviteli doku homojenatlarinda (6rnegin beyin, fibroblastlar ve
timorler) siit, bitki ve bakteri orjinli konsantre ekstraktlar i¢cin bu metot uygundur.
H,O,’nin bozunmasi, karisimda ornegin permanganat ile geri titrasyon yapildiktan sonra
mevcut peroksidin 6l¢iimii prensibine dayanir.

30 sn’den fazla inkiibasyon zamanli titrimetrik metotlar sadece karsilastirmali
sonuglar verir. Iyi diizeyde egrilerin cizilmesi, cok sayida ol¢iim alinmasi ve zamana
gereksinim duyar. Perborat kararl bir substrat oldugundan rutin analizler i¢in uygun olup,
enzimin inhibisyonu yavaslamaktadir. HyO, ve perborat ile elde edilen sonuglar ayn
oneme sahiptir. Pratikte Feinstein (1949) metodu uygun olup, deney kosullar1 Bonnichsen

(1955) prosediiriine uygun olarak diizenlenmistir (Dinger, 2000).

1.3.3. Diger Tayin Yontemleri

Yaygin olarak kullanilan katalaz aktivite tayin yontemleri Tablo 1’de 6zetlenmistir.



Tablo 1. Katalaz aktivite 6l¢iim yontemleri ( Dinger, 2000).

Metot Materyal Kaynaklar

A. H,0; uzaklastirilmasinin 6l¢iimii

1. Titrimetrik Yontemler

a) Iyodometrik Doku, kan Bonninchsen vd. (1947)
b) Permanganometrik Doku, kan Feinstein (1949)
Doku, kan Takahara vd. (1960)
Bergmeyer (1955)
2. Spektrofotometrik Yontem (Ej49) Doku Werner ve Heider (1963)
3. Fotometrik Yontem (E405-E415)
a) Titanyum siilfat Doku, kan Hiibl ve Bretschneider (1964)
b) Titanyum tetrakloriir Kan Pilz ve Johann (1965)
¢) Vanadik asit Doku Warburg ve Krippahl (1963)
4. Flerometrik Yontem Perschke ve Broda (1061)
a) Scopoletin (Florosansin azalmasi) Sulu ¢ozeltiler |Aebi (1963)
b) Diasetildiklorofloreksin Keston ve Brandt (1965)
B.O, iiretiminin belirlenmesi
1. Polarografi Mikroorganizma Jacop (1964)
2. Oksijen Elektrodu Kan Ogata (1964)
Kan R@rth ve Jensen (1967)
3. Manometrik yontem Kan ve doku
a) van Slyke aletleriyle Kan ve doku Kirk (1963)
b) Filtre kagid1 ile Gagnon vd. (1959)

C. Immuno ¢oktiirme (anti-katalaz ile) | Kan ve doku Higashi vd. (1961)
Ben-Yoseph ve Shapira (1973)

D. Is1 liretiminin dl¢limii Kan Landahl (1953)

1.4. Katalaz Nerelerde Bulunur

Dogada yaygin bir sekilde bulunan katalaz tiim aerobik organizmalarda, bitki ve
hayvan hiicrelerinde bulunur. Katalaz aktivitesi memeli dokularinda ¢ok cesitlilik gosterir,

karaciger ve bobrekte yiiksek ve bag dokularinda diisiiktiir. Bu hiicrelerde (mitokondri ve



peroksizomlarda) tanecik bagimli iken eritrositlerde sulu fazda bulunur. Insan eritrositleri
katalaz bakimindan oldukca zengindir. Katalaz nadir goriilen bir enzim yetersizliginde
homozigotlarin kirmizi hiicrelerinde bulunmaz. Diger yandan eritrositlerde katalaz ve
glutatyon peroksidaz hemoglobin ve diger SH-proteinleri (enzim, membran, stroma) i¢in
koruyucu bir fonksiyona sahiptir. Kirmizi hiicrelerde katalaz aktivitesi azaldikca
yiikseltgenlerin ( HyO,, askorbat, X-1s1nlar) etkinligi artar (Aebi, 1984).

Katalazin en bol bulundugu organel peroksizomlardir. Peroksizomlar hayvan
hiicrelerinde yag asitlerinin oksidasyonunu ve kolesterol ve safra asitlerinin sentezini
saglar. Hidrojen peroksit yag asidi oksidasyonunun bir yan iiriiniidiir. Beyaz kan hiicreleri
H,0O,’yi bakteri oldiirmek icin iiretir. Her iki durumda da katalaz hiicreyi H,O, nin
zararindan korur. Bitki hiicrelerinde peroksizomlar oksijenli solunumda ve simbiyotik azot
baglamada rol alir.

Bakteri gibi prokaryot organizmalar membransiz bir c¢ekirdege sahiptir ve
peroksizomlar gibi membrana baglh organelleri yoktur. Katalaz ve SOD gibi antioksidan
enzimler hiicre duvarinin i¢ ve dis membranlar1 arasinda bulunan periplazmik boslukta
bulunurlar. Burada hiicre i¢inde bulunurlarsa toksik etki yapacak olan bir¢ok enzim
bulunmaktadir. Burada bulunan katalaz periplazmada tasinan toksik molekiiller iizerinde
etkili olur ya da bakteri duvarindan disariya atilarak cevredeki toksik molekiiller iizerinde
etkili olur. Bakteri tarafindan atilan katalaz, bir infeksiyon sirasinda zarar gdrmiis olan

beyaz kan hiicrelerinden bakterinin korunmasinda bir rol oynar.

1.5. Literatiir Ozeti

Bell vd. (1986) insan karaciger katalazinin cDNA dizilisini ¢alismislar. Kodlama
bolgesi 1581 baz cifti icerir. Quan vd. (1986) CAT geninin 34 kb uzunlugunda oldugunu
ve 13 ekzona ayrildigini bulmustur. Wieacker vd. (1980) insan-fare hiicreleri hibrit
kolonlarinda ¢alisarak katalaz icin bir gen belirlemistir.

Hibrit hiicrelerde insan katalazimin belirlenmesi katalaz modifiye edici enzim
aktivitesinden kaynaklanan elektroforetik patternlerin karmasikligi ile yapilmistir. Bu
nedenle, elektroforezde spesifik bir insan antikoru kullanilmistir. Farede, katalaz B-
globulinlere ya da LDH-A ya sentetik hassa degildir. Niikawa vd. (1982) WAGR
sendromlu iki farkli hastanin eritrositlerindeki katalaz aktivitesindeki azalistan

yararlanarak WAGR kompleksi geni katalazinin kapali dizilisini belirlemistir. Kirmizi



hiicre katalazlarinin  ¢esitli  elektroforetik  degiskenleri Baur (1963) tarafindan
belirlenmistir. Nance vd. (1968) de elektroforetik degiskenleri tanimlamistir. Kenney vd.
(2005) keratokonus kornealarinin katalaz mRNA sinda 2,20°lik ve enzim aktivitesinde 1,8’
lik bir artis gosterdigini bulmustur. Keratokonus kornealarinda V/B2, B ve L katefinlerin
azaltilmig seviyelerinin antioksidan bir enzim olan katalazi regiile edebilecek olan hidrojen
peroksit liretimini ayarlayabilecegini kabul etmislerdir. Bu ve diger buluslar keratokonus
kornealarinin oksidatif stres ve doku indirgenmesine yol a¢tig1 hipotezini desteklemektedir.

Hamilton ve Neel (1963) Japonya’da akatalazyanin en az iki seklinin oldugunu
kanmitlamistir. Akatalazya Isvigre (Aebi vd.., 1962) ve Israil (Szeinberg vd.,1963)’de
bulundu. Israilli ve Isvicrelilerde homozigotlar artan katalaz aktivitesini, aktivitenin sifir
oldugu ve yan-reaktif madde belirlenmedigi Japon hastaligina uygun olan farkli bir
mutasyon olabilecegini savunarak gosterir. Ogata, (1991) mutant farede ve Japon ve
Isvecli hastalik formlarindaki rezidiial katalaz 6zelliklerini karsilastirdi.

Shibata vd. (1967) aktif katalazin yaklasik altida biri biiyiikliiglinde immiinolojik
olarak reaktif, enzimatik olarak inaktif olan proteinin akatalazemiklerin kirmizi
hiicrelerinde varoldugunu bulmustur.

Goth ve Eaton (2000) Bulgar katalaz yetersizligi olan hastalarin etkilenmemis birinci
dereceden akrabalarla ve Bulgar halkinin geneliyle karsilastirildiginda artan bir diyabet
frekans1 gozlemlemistir. Arastirmacilar, katalazin kantitatif yetersizliginin pankreatik beta
hiicrelerde birikimli oksidan hasara yol agtigin1 ve diyabete neden oldugunu diistinmiistiir.
Boyd vd.(1986) iki farkli enzimli bir katalaz RFLP tanimlamis ve bu polimorfizmleri
aralikli aniridyali hastalardaki katalaz geninin ortadan kaldirilmasinda kullanmistir.
Mannens vd. (1987) aniridyali dokuz hastadan altisinda yerlesmis olan katalazin yok
edildigini buldu (AN2; 106210). Jiang vd.(2001) sistolik kan basinci yiikselmesi olarak
tanimlanan esansiyel hipertansiyon ve CAT geninin baslangic kodonundan 844 bp
yukarida yerlesmis olan bir tek niikleotitli polimorfizm (SNP) arasindaki iliskiyi bulmustur
(URL-2, 2007).

1.6. Katalazin Kullanim Alanlari

Giintimiizde bircok endiistri  kolunda enzim iceren biyolojik sistemler
kullanilmaktadir. Katalaz; gida, siit, tekstil, kagit gibi agartma islemlerinin yapildig1

endiistri alanlarinda, hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilmasi icin kullanilmaktadir
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(Dhaese, 1996). Siit endiistrisinin bazi alanlarinda mikroorganizma kontaminasyonunu
onlemek amaciyla siite katilmasina izin verilen [1%0.05 - %[10.25 oranindaki hidrojen
peroksidin, kullanim ©Oncesi giderilmesi biiyilk 6nem tagimaktadir. Hidrojen peroksidin
bozundurularak ortamdan uzaklastirilmasi yontemlerinden biri, katalazin kullanildigi
enzimatik metotlardir.

Katalaz esashi yontemlerde, hidrojen peroksitin suya ve oksijene doniistiiriilerek
insan sagligina verebilecegi olumsuz etkiler ortadan kaldirilir (Akertek ve Tarhan, 1995;
Akgol ve Dingkaya, 1999; Gorenek, 1999; Yildiz, 1999).

Hidrojen peroksitin analizi, tip disindaki bilimsel arastirmalarin yiriitiilmesi
acisindan da biiyiik 6nem tagimaktadir. Ozellikle akseptor olarak oksijeni kullanan
oksidorediiktaz sinifi enzimlerin katalizledigi pek cok tepkimede, iiriin olarak hidrojen
peroksit ac¢iga ¢ikmaktadir.

S0z konusu enzimlerin katalizledigi tepkimelerde olusan hidrojen peroksit miktarinin
cesitli yontemlerle belirlenmesiyle, gercekte tayini istenen maddenin miktarina
gecilmektedir. Boylece katalaz biyosensorleriyle, hem bilimsel calismalara yardimci
olunmakta, hem de gida sanayiinden farmakolojiye, biyoteknolojik calismalardan cevre
analizlerine kadar pek cok alanda hidrojen peroksitin ve iriinlerinin tayinleri

yapilabilmektedir (Popescu vd., 1995; Akgol ve Dingkaya, 1999).

1.7. Peroksinitrit Anyonu Hakkinda Genel Bilgi

Peroksinitrit  fizyolojik olarak nitrik oksit ve siiperoksit radikalinden
sentezlenmektedir. Sentezi bu iki maddenin aym1 merkezde olusumuna ve diffiizyonuna
ileri derecede bagimlidir. Sentez reaksiyonu ikinci mertebeden bir reaksiyon olup Esitlik
4’de gosterilmektedir. Radikal olmamasina ragmen sebep oldugu hasar onu olusturan 6n
maddeler olan nitrik oksit ve siiper oksidin olusturdugu hasara oranla ¢ok daha fazladir.
Peroksinitrit  biyomolekiillerin  bircogunu modifiye edip fonksiyonlarmi etkiler.
Peroksinitrit 6.8 pKa degerine sahiptir ve bazik pH’da kararli yapidadir. Asidik ya da

notral ortamlarda cabucak bozunmaktadir.

'NO + Oy - — -OONO (Esitlik 4)
Nitrik oksit Stiperoksit ~ Peroksinitrit

radikali radikali anyonu
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Fizyolojik peroksinitrit sentezindeki 6n maddeler radikal yapida iken peroksinitrit
anyonik yapidadir, ancak biyosisteme verdigi hasar onlara kiyasla ¢ok daha ileri
seviyededir. Nitrik oksidin yarilanma Omrii saniyeler civarindadir ve nitrikoksit
membranlardan kolayca gecebilmektedir. Ancak siiperoksit radikalinin yarilanma &mrii
milisaniye mertebesindedir ve membrandan ancak anyon kanallart araciligiyla
gecebilmektedir. Dolayisiyla peroksinitrit daha cok siiperoksitin fazla sentezlendigi

durumlarda ve bolgelerde fizyolojik olarak sentezlenebilmektedir (Kiiciik, 2002).

1.7.1. Laboratuarda Elde Yontemleri

Arastirmalarda kullanmak amaciyla ¢alismanin tipine de bagli olarak peroksinitrit
birkac farkli yolla sentezlenebilmektedir (Uppu vd., 1996). Bunlar arasinda en 6nemlileri
sunlardir:

* Asidik hidrojen peroksit ile nitrit anyonunun reaksiyonundan peroksinitrit sentezi

* Peroksinitritin tetrametilamonyum tuzunun sentezi

* Azidiir -ozon reaksiyonundan peroksinitrit sentezi

* Alkil nitrit ve hidrojen peroksit ile bifazik peroksinitrit sentezi



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Calismada Kullamlan Malzeme ve Cihazlar

Tablo 2’de calismalarimizda kullanilan cihazlarin markalar1 ve Tablo 3’de kullanilan

kimyasallarin adlar1 ve Ozellikleri, Tablo 4’de kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislar

verilmektedir.

Tablo 2. Calismalarda kullanilan cihaz ve malzemeler

Kullanilan Malzeme / Cihaz Marka / Model
Dondurucu Arcelik

Otomatik Pipetler Scorex, Acura 825
Santrifiij Hettich, Universal 320R
Vortex Karistirici Labnet VX 100
Hassas Terazi Ohaus Explorer Pro
Su Banyosu Niive ST 402

Etiiv Binder

pH metre Hanna instruments
Spektrofotometre LaboMed, inc
Manyetik Karistiric Chiltern MS21S
Blendir Moulinex

Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasal

Satin Alindig1 Firma

Hidroklorik asit (HCI) Merck
Hidrojen Peroksit (H,O,) Merck %30 d:1.4
Sodyum nitrit (NaNO,) Merck , %99
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck , >%99
Mangan IV oksit (MnO,) Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck
Potasyum monohidrojen fosfat (K,HPO,) Merck

Si1g1r serum albumini (BSA) Merck
Coomassie Brillant Blue G-250 Serva , >%91
Bakir siilfat (CuSQOy) Merck
Sodyum potasyum tartarat (NaKCOs3) Merck
Sodyum karbonat (Na,CO3) Merck

Metil kirmizisi Roche

Folin reaktifi

Merck
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Tablo 4. Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmalari

Cozelti Hazirlanisi

0.7M HCl1/ 0.6M H,0, 6.13 mL %30 H,0, ( d:1,11 g/mL) ile 5.8 mL %37
HC1 (d: 1.19 g/mL) saf suda ¢oziindiiriiliip 100 mL
cozelti hazirlandi.

0.6M NaNO, 4.14 g NaNO, saf suda coziindiiriilerek 100mL
cozelti hazirlandi.

50 mM fosfat tamponu (pH 7.2) | 1.904 g KH,POs ve 6.264 g K,HPO, saf suda
coziindiiriildii, pH 7.2 ye ayarlandi ve hacmi 250 mL
ye tamamland.

1.3 M NaOH 5.2 g NaOH saf suda c¢oziilerek 100mL cozelti
hazirlandi.

30 mM H,0, 240uL %30 H,O, (d: 1.4g/mL) saf suda
coziindiiriilerek 100mL ¢ozelti hazirlandi.

I mg/mL BSA 0.5g BSA %0.9 NaCl nin 10mL sinde ¢oziindiiriiliip,
bu ¢ozeltiden ImL almip %0.9 NaCl ile 50mL ye
tamamlandi.

Karisik indikator %0.1 metilen mavisi ile %0.1 metil kimizis1 3:1

oraninda karistirilarak hazirlandi.

2.2. Peroksinitrit Sentezi ve Konsantrasyonunun Tayini

Denemelerde kullanilacak olan peroksinitritin sentezi icin asidik ortamda sodyum
nitritin hidrojen peroksitle reaksiyonu yontemi uygulandi. Olusan iiriiniin kararliligini
saglamak icin sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanildi. Peroksinitritin konsantrasyonunun
belirlenmesinde 302 nm’de verdigi maksimum absorbansa dayali spektrofotometrik

yontem kullanildi.

2.2.1. Peroksinitrit Sentezi

Peroksinitritin laboratuarda sentezi i¢cin Beckman vd., (1996) gelistirdigi metot
uyguland1 (Koppenol vd., 1996). Bu amagla sekildeki diizenek kullanildi 0.7 M HCl
iceren 0.6 M H,0, cozeltisinin 0.6 M NaNO; ile karistirilmasiyla olusan peroksinitroz asit
(HONOO), kararlilig1 ¢ok diisiik oldugundan dolay1 1.3 M NaOH c¢ozeltisi ile karistirilarak
nispeten cok daha kararli olan bazik pH’ya sahip peroksinitrit ( ONOO") ¢ozeltisi elde
edildi. Her bir erlendeki ¢ozeltinin sistemdeki akis1 10 mL/s olacak sekilde ayarlandi. Akig

hizinin sabit tutulmasini saglayabilmek i¢in de vakum olusturmada su trompu yerine
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vakum pompasi tercih edildi. Bu sekilde miimkiin olan en yiiksek konsantrasyonda
peroksinitrit ve en diisiik miktarda yan iiriin elde edilmeye calisildi. Bir tuzak sisesi
kullanilarak sentez sirasinda ilk gelen kisim toplama erleni dondiiriilmek suretiyle alinmadi
ve ¢ozelti rengi tamamen sartya dondiikten sonraki kisim toplama kabinda biriktirildi.

Sekil 3’te peroksinitrit sentez diizenegi gosterilmektedir. Diizenekte 150 mL’lik
erlenler ve 1 mm capinda plastik borular kullanildi. Cozelti hacimleri ise 100 mL olarak
hazirlandi. Sentezlenen peroksinitritin bozunmasim1 yavaglatmak amaciyla soguk
ortamlarda daha kararli oldugu bildirildiginden toplama kabi buz banyosunda muhafaza
edildi. Reaktif ¢ozeltiler de benzer sekilde buz banyosunda sogutuldu.

Elde dilen bazik peroksinitrit ¢ozeltisi, ortamdaki fazla hidrojen peroksitten
kurtulmak i¢in MnO, ile muamele edildi. Bu amacla sentezlenen peroksinitrit ¢ozeltisi bir
erlen icinde MnO ile 10 dakika buz banyosunda karistirild1 ve sonra ince gézenekli siizgec
kagidi kullanilmak suretiyle siiziilerek tayinlerde kullanilan peroksinitrit ¢ozeltisi elde

edildi.

uzunlufu 10 em Tuzak Jigesi

&n/

T

0.7 M HC
0.6k H,0, 0.6 b MaMNO, 1.3 M MaOH

Sekil 3. Peroksinitritin sentez diizenegi: Vakumla cekim hizi 10 mL/s olacak sekilde
ayarlanan diizenekte asidik H,O, ve NaNO, cozeltileri birinci birlesme
bolgesinde reaksiyon vererek peroksinitroz asidi (ONOOH) olusturur ve bu
iriin de ortama ikinci birlesme bolgesinde 1.3 M NaOH ilave edilmesiyle
kararli peroksinitrite (ONOQ") doniistiiriiliir.
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2.2.2. Peroksinitritin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla spektrofotometrik
yontem kullanildi. Bunun i¢in peroksinitrit ¢ozeltisinin 302 nm dalga boyunda gosterdigi
absorbans ol¢iildii. Lambert- Beer esitligine gore (Esitlik 5) 1s1n yolu (b) 1 cm alinarak,
Olciilen absorbans (A) peroksinitritin bu dalga boyundaki molar absorptivite katsayisi (€302)

olan 1670 M"' cm™ ‘e boliinerek konsantrasyon belirlendi.

A=¢.b.c — c=A/eb (Esitlik 5)

Peroksinitrit ¢ozeltisinin her kullanimdan once mutlaka spektrofotometrik yontemle
konsantrasyonu belirlendi. Calisma sirasinda ¢ozelti buz banyosunda bekletildi. Bu sayede

istenilen konsantrasyonda peroksinitrit ile calisilmasi miimkiin oldu.

2.3. Karaciger Numunelerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Taze alinan palamutlar kesilerek karaciger kisimlar1 dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan
karacigerler %1.5’lik KCI ile yikanarak kan ve diger kisimlardan temizlendi, kurutma
kagidi ile kurulandiktan sonra hassas terazide 24.55 g olarak tartildi.

Kurulanmis karacigerlere 36 mL tampon ilave edilerek parcalayicida iyice
parcalanmasi saglandi. Homojenatlar fosfat tamponu ile 5 kat seyreltildi ve +4 °C’de
4000xg’de 15 dakika siireyle sogukta santrifiij edildi ve elde edilen siipernatant (sulu
kisim) alinarak pellet (kat1) atildi. Homojenatlar tekrar tamponla 2:1 oraninda seyreltildi ve
+4 °C’de 40.000xg’de 10 dakika santrifiijlendi ve ependorf tiiplere (1.0 mL) boliinerek

derin dondurucuda bekletildi.

2.4. Katalaz Aktivitesi Tayini

Katalaz enzim aktivitesinin Ol¢iilmesinde Onerilen oldukca fazla yontem
bulunmasina ragmen hemen hepsinin esast 240 nm’de H,O;’nin bozundurulmasi ile

absorbansdaki azalmaya dayanan 6l¢iim teknigidir (Aebi, 1984).
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Enzim aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlendi. 3mL’lik kuvars kiivet i¢cinde
25 °C’de 2mL H,0, ¢ozeltisi 0.9mL fosfat tamponu (pH 7.2) ve 0.1mL enzim cozeltisi
karistminin 240 nm’de absorbansindaki azalma kaydedildi. Katalaz aktivitesi ile ilgili

yapilan prosediir ve pipetlemeler Tablo 5’de verilmektedir.

Tablo 5. Aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

lave edilen ¢ozelti hacmi (mL) Kor Niimune
H,0; cozeltisi (30 mM) 2 2
Fosfat tamponu 1.0 0.9
Doku Homojenati - 0.1

240 nm’de absorbans okundu.

2.5. Peroksinitrit — Katalaz Etkilesmesinin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Oksidan 6zellige sahip peroksinitritin anyonunun palamut karaciger katalaz enzim
aktivitesi {iizerine etkisini incelemek iizere yapilan aktivite calismalarinda, degisik
konsantrasyonlarda peroksinitrit ¢cozeltisiyle muamele edilen ayni1 miktardaki enzim iceren
homojenatlarda katalaz aktivitesi incelendi. Calismada ayrica kontrol olarak
bozundurulmus peroksinitritin ayni1 konsantrasyonlarinda denemeler yapildi ve 5 farkli
konsantrasyonda elde edilen katalaz aktiviteleri tespit edildi.

Burada katalaz aktivitesinden farkli olarak eklenen her peroksinitrit ¢cozeltisi hacmi
icin, icerisindeki baza esdeger konsantrasyonda asit iceren esit hacimde HCI ¢ozeltisi ilave
edildi. Ayrica bir sonraki sathada peroksinitritin bozundurulmasi isleminde yine ayn1 HCI
cozeltisinin esdeger miktarlart kullamilmistir. Calismada ayrica kor olarak ortamda enzim
yok iken reaktiflerden ileri gelen absorbansi ¢ikarmak maksadiyla 5 farkli konsantrasyonda
PN + H,0, kullanildi.

Peroksinitrit cozeltisindeki baza esdeger HCI ¢o6zeltisi hazirlanmasinda oncelikle
yaklasitk 0.5 M HCI c¢ozeltisi hazirlandi. Belli miktarlarda peroksinitrit c¢ozeltisi ile
titrasyon yapilmak suretiyle peroksinitritin birim hacminin ne kadar HCI c¢ozeltisine
esdeger oldugu hesaplandi. Daha sonra uygun seyreltme yapilarak peroksinitritin esit

hacmine esit hacimde esdeger miktarda HCI igeren ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢o6zeltinin
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konsantrasyonu etiivde kurutulmus sodyum karbonatla titre edilerek 0.293 M olarak
hesaplandi.

Denemelerde kullanilan peroksinitrit ¢ézeltisinin konsantrasyonu spektrofotometrik
Olctimle 5.65 mM olarak bulundu. Aktivite Ol¢limii i¢in pipetlemeler Tablo 6 ve 7’de
verildigi sekilde 10mL’lik deney tiiplerinde yapildi.

Peroksinitrit ¢ozeltisi ve hidrojen peroksit ¢cozeltileri ilavesi en son yapildi ve bunlar
hizlica ilave edilip vorteksle karistirildi. Bu islemin hizlica yapilmasinin nedeni
peroksinitritin notral pH’da kararsiz olmasi ve bozunmasidir. Ayrica substrat olan H,O,
ilavesiyle de reaksiyon baslamaktadir. Vorteksleme isleminden 10 dakika sonra 240 nm’de
absorbans kuvars kiivetlerde ve 30 saniye icinde okuma yapildi. Sonuglar grafiksel olarak

ifade edildi.

2.6. Bozundurulmus Peroksinitritin (BPN) Aktiviteye Etkisi

Bu asamadaki denemelerde Bolim 3.6.1.°de yapilan islemlerin benzeri yapildi.
Benzer sekilde bes farkli konsantrasyondaki peroksinitrit ¢ozeltisi bozunduruldu ve
calismada kullanildi. Bozundurma i¢in her bir peroksinitrit ¢ozeltisi iizerine esdeger HCl
iceren cozeltilerin esit hacimleri ilave ederek kanistirlldi ve boylece peroksinitrit
bozunduruldu. Daha sonra denemelerde bozundurulmus bu peroksinitrit c¢ozeltileri
kullanildi. Tablo 6’da bozundurulmadan ve Tablo 7°de bozundurulduktan sonraki katalaz

aktivitesinin tayini i¢in yapilan pipetlemeleri gostermektedir.

Tablo 6. Katalaz aktivitesi tayininde peroksinitrit (PN) etkisi i¢in yapilan pipetlemeler

(uL) Test (1) (Test 2) Test(3) Test (4) Test (4) Test (5)
Homojenat (Numune) 100 100 100 100 100 100
H,0, ¢ozeltisi (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 bozundurulmus peroksinitrit (BPN) i¢in yapilan

pipetlemeler

uL Test (1) (Test 2) Test (3) | Test(4) Test (5) Test (6)
Homojenat (Numune) 100 100 100 100 100 100
H,0, ¢ozeltisi (30mM) 2000 2000 2000 2000 2000 2000
Tampon 900 900 900 900 900 900
Bozundurulmus PN - 10 20 40 50 100
HCI (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




3. BULGULAR

3.1. Sentezlenen Peroksinitritin Konsantrasyonu

Sentezlenen peroksinitritin konsantrasyonu, 302 nm’de gosterdigi absorbansin
Olciilmesine dayali olarak belirlendi. Konsantrasyon hesaplanirken absorbans, molar
absorptivite katsayisina (g: 1670 M'em™) béliindii.  Sentezlenen peroksinitritin
konsantrasyonunun 17.5 mM oldugu belirlendi. Bu ¢ozelti 1 M NaOH ile seyreltilerek 5
farkli konsantrasyonda PN c¢ozeltisi elde edildi. Derin dondurucuda bekletilen PN
konsantrasyonu zamanla azaldigindan her tayinde PN konsantrasyonu ol¢iimii

yapilmaktadir.

3.2. Karaciger Homojenatindaki Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger katalaz enzim aktivitesi {izerine peroksinitrit anyon radikalinin etkisi olup
olmadigin1 incelemek igin dort ayr Ol¢iim yapildi. Birinci Ol¢iimde normal katalaz
aktivitesi ortamda peroksinitrit (PN) ve bozundurulmus (BPN) yok iken yapildi. Sonra
ortama 5 farkli konsantrasyonlarda (10 mM, 20 mM, 40mm, 50 mM ve 100 mM)
peroksinitrit ilave edilerek katalaz aktivitesi Olciildii. Daha sonra ortama ayni miktarda
notral veya asidik ortamda bozundurulmus peroksinitrit (BPN) ilave edilerek oOlciimler
yapildi. Son Ol¢iim ise ortamda katalaz enzimi yoklugunda reaktif korii kullanilarak
(PN+H,0,) ilave edilerek kor calisildi. Elde edilen absorbans degerleri Tablo 8 ve 9’da

verilmektedir.
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Tablo 8. Palamut karaciger mikrozomal dokusunda katalaz aktivitesi iizerine degisik
konsantrasyonlarda peroksinitrit (PN), bozundurulmus peroksinitrit (BPN), kor
(PN+H,0,) etkisinin incelenmesi i¢in yapilan ol¢iimlerden elde edilen absorbans

degerleri
Zaman(s) | Normal | |0 oo |10 WM |10 uMKer | 20 uM | 20 uM 2(;(ng
Abs.(240nm) | enzim BPN | (PN+H,0,) | PN BPN | baiiton
0 12 0.83 1,03 0,94 0,96 0.95 0,985
30 0,756 0.775 0,965 0,934 0048 | 0923 | 0979
60 0.62 0,743 0.924 0,932 0933 | 0889 | 0979
90 0,541 0.718 0.892 0,93 0014 | 0859 | 0979
120 0.482 0.694 0.862 0,929 0.0 0.83 0,979
180 0,441 0.672 0.834 0,928 0884 | 0803 | 0978
240 0412 0.65 0.806 0,926 087 | 0778 | 0978
300 0,385 0,629 0.778 0,925 0856 | 0,753 | 0978
360 0,358 0,609 0,756 0,924 0841 | 0731 | 0978
420 0355 0,592 0.733 0,924 0828 | 0.1 0,977
430 0,354 0,575 0712 0,924 0816 | 0,69 0,977

Tablo 9. Palamut karaciger mikrozomal dokusunda katalaz aktivitesi iizerine degisik
konsantrasyonlarda peroksinitrit (PN), bozundurulmus peroksinitrit (BPN), kor
(PN+H,0,) etkisinin incelenmesi i¢in yapilan dl¢iimlerden elde edilen absorbans

degerleri
Zaman(s) 40 uM | 40uM ) 40 uM 50 uM PN 50 uM 50 uM Ko6r | 100 uM
Abs.(240nm) PN BPN | Kor(PN+H,0,) BPN (PN+H,0,) 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
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Tablo 8 ve Tablo 9’da verilen degerlere ait grafikler Sekil 4 ile Sekil 8 arasinda
verilmektedir. Bu sekillerden de goriildiigii gibi katalaz enzimine ait absorbans degerleri PN ve
BPN miktarina bagh olarak degisim gostermektedir. Buna gore artan PN ve BPN miktarina
karsilik absorbans da artis gostermektedir. Bu daha Sekil 4 ile Sekil 8’deki (asagidaki)
grafiklerden 5 farkli konsantrasyonda PN ve BPN nin karaciger katalaz enzimi tizerine etkisini
gostermektedir. Yani ortama PN ve BPN ilave edilince 240 nm’de absorbans artmasinin sebebi

bu iiriinlerin 240nm’de 15181 absorplamasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4. 10 uM PN ve BPN’nin katalaz enzimi iizerine etkisi
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Sekil 5. 20 uM PN ve BPN’nin katalaz enzimi {izerine etkisi
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Sekil 7. 50 uM PN ve BPN’nin katalaz enzimi iizerine etkisi
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Sekil 8. 100 uM PN ve BPN’nin katalaz enzimi iizerine etkisi

Tablo 8 ve 9’daki absorbans degerlerinden de goriildiigi gibi ortama PN ilave
edildiginde absorbans artmakta ve BPN ilave edilince absorbans daha da artmaktadir.
Olgiimiin amac1 absorbansdaki ( AA / At ) degisimi tespit etmek oldugu igin bulunan
absorbans degerlerinden % absorbansdaki degisim miktarlar1 hesaplandi. Elde edilen %
absorbans degisimine ait degerler Tablo 10’da verilmektedir. Tablo 10’da 5 farkh
konsantrasyondaki PN ve BPN’in katalaz enzimi iizerinde meydana getirdigi % absorbans
degisimlerinin grafigi Sekil 9’da verilmektedir. PN ve BPN’in her ikisinin etkisi ile de %
absorbans degisimi arasinda ters oranti bulunmaktadir. Buna gore absorbansdaki artis ne
kadar fazla ise PN’in etkisi o kadar az demektir. Bu sekilden goriildiigii gibi PN anyon
radikali katalaz enziminin aktivitesini azaltmistir. PN’den baska ortama ilave edilen

BPN’de de katalaz aktivitesi azalmistir. Katalaz aktivitesi ile artan PN arasinda ters oranti

vardir.




Tablo 10. 10, 20, 40, 50, 100 uM’lik peroksinitrit (PN) ve bozundurulmus peroksinitritin (BPN) in katalaz iizerine etkisinin incelenmesine ait

9% absorbans degisim degerleri

Zaman Normal 10 uM 10 uM 10uM | 20uM | 20uM | 20puM | 40uM 40 uM 40uM | 50uM | S50uM | 50 uM 100 pM
(s) enzim PN BPN Kor PN BPN Kor PN BPN Kor PN BPN Kor 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 32 8,0 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 8,0 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

14
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Sekil 9. 5 farkli konsantrasyonda PN ve BPN’nin palamut karaciger katalaz
enzimi {lizerine etkisine ait absorbansdaki % degisim oranlari. Bulunan
bu degerlerde reaktif koriine ait degerler ¢cikartilmistir.

Sekil 9°dan da goriildiigii gibi normal katalaz aktivitesi PN miktarlarina bagli olarak
azalmaktadir. Enzim aktivitesindeki azalis PN ve BPN’nin konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.



4. TARTISMA

Katalaz enzimi prokaryotik ve okaryotik biitiin canlilarda yaygin bir sekilde bulunan
antioksidan bir enzimdir. Katalaz homotetramerik yapida bir enzim olup her bir alt grupta
bir tane hem grubu ve ona bagl bir Fe atomu iceren ve molekiil agirligi yaklasik 200-340
kDa olan bir enzimdir. Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPOX), ve
glutatyon reduktaz (GR) gibi 6nemli antioksidan enzimler de oldugu gibi katalaz enzimi de
oksidatif stresten etkilenmektedir (Trenzado vd. 2006, Atli vd. 2006).

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron iceren atom veya
molekiillerdir. Bu atom veya molekiiller en dis elektron kabugundan bir elektron kaybetmis
olduklarindan bu elektron agigin1 kapatabilmek i¢in baska atomlarin elektronlarini
paylasma egilimindedirler. Serbest radikal olusturan kaynaklar oldukca fazla olup
radyasyon, viriisler, UV-1sinlari, X-1s1nlari, ozon kozmik 1sinlar, hava kirliligini yaratan
fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki iriinleri, sigara dumani, otomobil egzoz gazlari,
sanayi atiklari, enfeksiyonlar, stres, hiicre metabolizmasinin toksik iiriinleri, bazi tahrip
edici kimyasallar, hasere kontrol ilaclar1 bunlardan bazilaridir. Oksijenin eksik indirgenme
tiriinleri olarak da adlandirilan bazi serbest oksijen radikallerinden siiperoksit (O;-),
hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil (OH’) radikalleri bazen tek baslarina etkili
olabildikleri gibi bazen de bir baska serbest radikal ile birleserek daha toksik ajanlarin
olusmasina yol agmaktadirlar (Sies, 1991).

Nitrik oksit (NO) in vivo olarak olusan serbest radikallerden biridir. Fizyolojik
olarak sinyal iletiminde rol alan bir haberci olmasma ragmen, siiperoksit radikali ile
birleserek kendinden daha toksik peroksinitrit (ONOO-) olusumuna yol ag¢maktadir.
Peroksinitrit gii¢lii bir oksidan ajan olup fizyolojik sartlar altinda proteinlerin basta tirozin
birimlerine olmak {izere triprofan, metoyonin, fenilalanin ve sistein amino asitlerine
saldirarak onlar1 nitrolayabilir veya oksidasyon iiriinlerinin olugsmasina neden olabilirler
(Tsuda vd., 2000; Goldstein vd., 1996, Kiiciik, 2002).

Fizyolojik olarak oldukca onemli bu iki molekiiliin birbiriyle olan etkilesimini
incelemek calismanin amacini olusturmaktadir. Proteinlerin primer yapilarinin degisimine
sebep olan ajanlar inhibitorlerdir. Yapilan calismada palamut karaciger dokusunda bulunan
katalaz enzimi aktivitesi lizerine peroksinitrit anyon radikalinin herhangi bir inhibitor

etkisinin olup olmadigi incelendi.
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Calismada once palamut karacigerinden elde edilen mikrozomal katalaz aktivitesi
Olciildii. Bu oOlgiim 240 nm’de ortamdaki katalaz miktarina bagli olarak absorbansda
azalma olusturmaktadir yani AA/ At oran1 de8ismektedir. Calismada PN ve BPN’in
katalaz enzimi iizerine etkisi 240 nm’de absorbans okunarak takip edildi. Elde edilen
sonuclar incelendiginde ortama PN ilave edilince absorbans PN konsantrasyonuna bagh
olarak artmaktadir. Bu bize PN’in 240 nm’de absorbsiyon yaptiginmi gostermektedir.
Gercek katalaz iizerindeki etkiyi gostermek icin absorbansdaki degisimi belirlemek
gerekmektedir. PN’li ortamda absorbansdaki azalma ne kadar fazla ise PN’in etkisi o kadar
az demektir, ya da bunun tersi durumunda absorbansdaki % degisim ne kadar az ise PN‘in
katalaz aktivitesi lizerine etkisi o kadar az demektir. Tablo 10 % absorbans degisimleri ile
ve Sekil 9°da 5 farkli konsantrasyondaki PN’in ve BPN’nin katalaz {izerine olan etkisini
aciklamaktadir. Her iki anyon radikalinin katalaz enzimi iizerine ayni inhibitor etkiye sahip
oldugu bulumugstur. PN ve BPN’in her ikisinin de oksidan ajanlar olup katalaz enziminin
oksidasyonuna sebep oldugu ancak, enzim aktivitesini konsantrasyona bagli olarak
azalttigi bulundu. Daha oOnceki arastirmacilarin yaptiklar1 ¢alismalarda PN veya onun
bozunma {iriinlerini proteinlerin ve ayni sekilde enzimlerin 6zellikle fenolik veya aromatik
yapiya sahip amino asitleri nitroladig1r ve bundan dolay1 proteinlerin primer yapilarinin
bozulmasina neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Yapilan literatiir calismalar1 sonucu simdiye kadar PN anyon radikali ile katalaz
enzimi veya bagka bir antioksidan enzim iizerindeki in vitro inhibisyon etkisi ¢aligsmalari
yok ya da ¢ok az bulunmaktadir. Bu nedenle bulunan sonuglar1 karsilastirma imkanimiz
olmamistir. Ancak katalazin bir protein olmasi bakimindan diger proteinlerin
oksidasyonuna sebep oldugundan ayni sekilde de katalazin oksidasyonuna ve dolayisiyla
inhibisyonuna da neden oldugu goriilmektedir (Kiiciik, 2002). Nitekim yapilan bir
caligmada antioksidan bir enzim olan glutamin sentaz enzimini doniisimli olarak
peroksinitriti inhibisyona ugrattig: tespit edilmis ve bunun yine tirozin iizerinden nitrolama

ile miimkiin olabilecegi bildirilmistir (Gorg vd., 2007).



5. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak laboratuarda sentezlenen oksidan kaynakli peroksinitritin in vitro
olarak balik karaciger katalaz enzimininin inaktivasyonuna neden oldugu bulundu. Bu
enzim inaktivasyonunun muhtemel katalaz enzimi iizerindeki aminosit birimlerinin
nitrolanmasi ile miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan calismada palamut karaciger katalaz enziminin saflastirilmasi iselemleri
yapilabilirdi. Bunun i¢in amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi, jel filtrasyon kromatografisi,
iyon degistirme kromatografileri (anyon ve katyon degistirici) uygulanabilirdi. Saf katalaz
tizerindeki PN‘in etkisini gozlemleyebilmek icin dogal elektroforez ile PN ile muamele
edilmis ve PN ile muamele edilmemis katalazin elektroforetik mobilitelerinde fark da
gozlemlenmek suretiyle PN’in etkisi gosterilmis olurdu. Gii¢lii oksidan etkiye sahip PN’in
sadece katalaz iizerine degil baska protein ve antioksidan enzimler ilizerine etkisini de
incelemek miimkiindiir. Bu konuda direkt olarak yapilan ¢calismalar yetersiz oldugundan bu

calismanin konudaki boslugu dolduracagina inaniyoruz.
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