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OZET

DOKTORA TEZi

PARAOKSONAZ ENZIMININ SAFLASTIRILARAK
GRELIN HORMONUNA KARSI KiNETIiGININ
ARASTIRILMASI

Ugur ASKIN
Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
2009, Sayfa: 69 sayfa

Bu ¢aligmada, metabolizma igin biiyiikk 6neme sahip olan Paraoksonaz 1 (E.C. 3.1.1.2.
ve E.C. 3.1.8.1.) enzimi, sigir karacigerinden saflastirilmaya c¢aligilmistir. Bu amagla
homojenizasyon, ultrasantrifiij, % amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sefaroz iyon degisim
kromatografisi ve Sefadeks G-200 jel filtrasyonu kromatografisi sirasiyla uygulanmistir. Bu
islemler sonucunda Paraoksonaz 1 enzimi 23,93 U/mg protein spesifik aktivite ile homojenata
gore 26,30 kat saflastirilmistir. Saflastirilan Paraoksonaz 1 enziminin molekiil agirligi SDS-
PAGE ile 45,2 kDa olarak hesaplanmistir. Paraoksonaz 1 enziminin pH:7,1 ve 37 °C’de
optimum aktivite gosterdigi saptanmustir. Substrat olarak fenil asetat kullanildiginda K,,, degeri
0,074 £ 0,002 mM ve Vi degeri 36,42 U/mg olarak hesaplanmustir. Paraoksonaz 1 enziminin
aktif grelin hormonuna etki ettigi ve aktif grelin hormonunu 20 dakika sonunda % 61,20
oraninda inaktif greline doniistiirdiigii bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : Paraoksonaz 1, saflagtirma, sigir karacigeri, grelin, HPLC



ABSTRACT

PhD Thesis

PRUIFIYING ENZYME PARAOXONASE AND
INVESTIGATING ITS KINETIC AGAINST GHRELIN
HORMONE

Ugur ASKIN

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciencies,
Department of Chemistry
2009, Page: 69 page

In this study, enzyme paraoxonase I (E.C. 3.1.1.2. and E.C. 3.1.8.1.) that has major
importance for metabolism is tried to be purified from bovine liver. For this purpose
homogenization, ultracentrifugation, fractionation with ammonium sulphate precipitation,
DEAE-Sepharose ion exchanger chromatography and Sephadex G-200 gel filtration
chromatography was applied respectively. In the end of this process Paraoxonase 1 enzyme
23,93 U/mg protein specific activity has been 26,30 fold purified than the homogenate.
Molecule weight of Paraoxonase 1 enzyme is measured as 45.2 kDa by SDS-PAGE. Optimum
activity of Paraoxonase 1 enzyme has been observed at pH:7.1 and 37 °C. Phenyl acetate used
as substrat, K, value was 0,074 = 0,002 mM and V., value was 36,42 U/mg. It is observed
Paraoxonase 1 enzyme effects to ghrelin hormone and turns 61.20% of active ghrelin hormone

to inactive ghrelin hormone in after 20 minutes.

Key Words: Paraoxonase I, purification, bovine liver, ghrelin, HPLC
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1. GIRIS

1.1. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, biyokimyasal olaylar1 katalizleyerek organizmalardaki canliligi saglayan
biyomolekiillerdir. Katalizledikleri reaksiyonlarda enzimler, reaksiyonun sonunda miktar ve
yap1 bakimindan degisiklige ugramazlar. Tam verimle {iriin olusumunu saglarlar. Canh
organizma tarafindan sentezlenen enzimler hem hiicre iginde hem de hiicre dis1 kosullarda
etkilidirler. Oldukca hizli g¢alisan enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar katalizlenmeyen
reaksiyonlara gore 10'-10'* kat daha hizlidir. Enzimler, bu olaganiistii hiz artigmi, hiicresel
kosullara gore reaksiyonda daha diisiikk aktivasyon enerjisi gerektiren alternatif yollar
olusturarak gerceklestirirler [1-6].

Katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu disinda enzimlerin hepsi protein
yapisindadir. Proteinlerin en 6zel grubunu olusturan enzimlerin katalizleme fonksiyonu ya da
diger bir ifadeyle aktivitesi protein yapist ile ilgilidir. Proteinler, amino asitlerin peptid
baglariyla baglanmasi ile olusur. Olusan polipeptid zinciri, biyolojik aktive i¢in gerekli olan ii¢
boyutlu yapiy1r dort basamakta kazanir. Primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapi olarak
adlandirilan basamaklarda peptid bagi disinda hidrojen baglari, disiilfit baglari, iyonik baglar ve
elektrostatik etkilesimler, van der waals kuvvetleri, non polar yan zincir etkilesimler vardir [3,
4]. Primer yapiyr amino asitlerin siralanisi ve varsa g¢apraz disiilfid baglar1 yani protein
zincirindeki amino asitler arasindaki biitiin kovalent baglanmalar1 kapsar. Sekonder yapiyi
lineer diziliste birbirine yakin amino asitler arasindaki sterik etkilegsmeler sonucu meydana gelir.
Bu etkilesimlerin cogunu hidrojen baglar1 olusturur. Ornegin o.-sarmal ve B-tabakali yap1 bu
yapiya dahildir.Tersiyer yapi, lineer diziliste birbirinden uzak noktalardaki amino asitler
arasinda meydana gelen sterik etkilesimlerle ortaya cikar. Bir protein zincirindeki stabil
katlanmalar sonucu, birbirine uzakta olan amino asit yapilar1 bir araya gelirler ve proteinin aktif
bolgesini olustururlar. Tersiyer yapida belli bir diizenlilik ve periyodik sekil géze carpmaz.
Kuarterner yap1 birden fazla polipeptid zincirine sahip proteinlerde rastlanir. Polipeptid alt
birimleri, sekonder ve tersiyer yapilart meydana getiren sterik etkilesimler ile olusan baglar
vasitasiyla bir arada tutulur. Ug boyutlu yapist bozulan proteinin aktifligi kaybolur ve denatiire
olur. Ortam sicakligr (50—60 °C iistiinde), kuvvetli asidik ve bazik ortamlar (pH<4, pH>10),
alkol, aseton, sodyum dodesil siilfat (SDS), derisik iire, B -merkaptoetanol, guanidin HCI, gibi

kimyasal maddeler, rontgen, ultraviyole ve infrared 1sinlar1 denatiirasyona sebep olur. Protein



molekiilleri aktivitelerinin belirli kimyasal ortamlarda, simirli pH’da ve sicaklikta siirdiirmeleri
nedeniyle saflagtirilmalarinda denatiirasyon sartlar1 dikkate alinarak ¢aligilmahidir [1-6].

Enzimler aktivitelerini protein yapisiyla sagladigi gibi, bazi durumlar da protein
yapisinda olmayan genellikle metal iyonlarindan meydana gelmis Ca™ Zn™, Mn™ gibi
kofaktorler ile ya da koenzim olarak adlandirilan organik molekiillerle (NAD', FAD)
saglayabilmektedir. Enzimin protein kismi olan apoenzim, kofaktoér ya da koenzim ile birlikte
aktif ise bu enzime, holoenzim denir. Holoenzimde koenzim ve kofaktor protein kismina sikica
bagliysa diyaliz ile ayirmak miimkiin degildir. Ayrilmayan ve protein yapisinda olmayan bu
kisimlara prostetik grup denir [5, 6].

Enzimler hakkinda edindigimiz bilgilerin temeli 1700’lerin sonlarmda yapilan
caligmalara dayanir. Midenin salgilari ile etin sindirimi iizerine yapilan ¢aligmalar ilk ¢alisma
olarak nitelendirilebilinir. 1800’lerde J.J Berzellius tiikiirik ve bugdaygillerden elde edilen
Oziitlerle nigastanin sekere doniisiimii galismalarii yiiriitmiistiir. 1850’lerde Lowis Pasteur,
fermantasyonun enzimler tarafindan saglandigimi kesfetmistir [3]. 1894 yilinda Chittenden’in
enzimler i¢in One siirdiigii bulgular ki; protein yapisinda olan aktifligi protein yapisma bagh
substratlar1 ile ara kompleksler olusturarak islev goren aktif katalizorler oldugu; giiniimiiz
bilgilerinin sekillenmesinde dnemli bir yere sahiptir [4].

Enzimoloji alaninda siiphesiz en onemli gelisme, 1926 yilinda James B. SUMNER
tarafindan bir fasiilye tiiriinden iireaz enzimini saf halde elde edip kristallendirdikten sonra
protein yapisinda bir bilesik oldugunu ortaya koymasidir. Onceleri siipheyle yaklasilan bu
sonug, 1930-1936 yillant arasinda J. Northrop’un pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini
kristallendirmesi ve protein yapisinda olduklarin1 kesin olarak ortaya koymasiyla
dogrulanmigtir. Bununla beraber bugiin enzim yapisinda olmayan ve enzimin aktivite
gostermesine yardimci olan bazi gruplarin bulundugu bilinmektedir. Keza bir RNA
molekiiliiniin de enzim aktivitesi gosterdigi saptanmistir [4]. Bugiline kadar 2000 enzim
tanimlanmig, bircogu saf halde elde edilip kinetikleri incelenmis ve 200°den fazlasi da
kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik caligmalar, daha tespit edilmemis bir¢ok enzimin
varligini géstermektedir [ 1-6].

Enzimler kullandiklar1 substratin veya katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore
adlandirilmakta ve smiflandirilmaktadir. Enzimin etkiledigi substratin sonuna “az” eki
getirilerek adlandirilmalari birden fazla enzim ihtiva eden sistemler i¢in sorun olusturmaktadir.
Bu nedenle giiniimiizde yapilan yeni siniflandirmada enzimlere 4 numara verilmektedir. Ilk
numara enzimin yer aldig1 grubun numarasidir. ikinci numara etki ettigi kimyasal yap: ve
fonksiyonel grubu belirtmektedir. Ugiincii numara ise akseptorii belirlemektedir. Dérdiincii

numara ise belli bir smifta enzimin aldigi sira numarasidir [1, 6].



Uluslararast Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan yapilan
smiflandirmaya gore enzimler 6 ana gruba ayrilmistir. Her bir grup da kendi iginde 4 ile 13
arasinda alt gruba sahiptir. Bu ana gruplar ve énemli 6zellikleri sunlardir:
1. Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda redoks reaksiyonlarmi katalizleyen enzimlerdir. Bu
smif enzimlerin substratlar1 genellikle elektron ve hidrojen dondrleridir. Dehidrogenazlar,
oksidazlar bu grupta yer alan alt gruplardandir.
2. Transferazlar: Hidrojen disinda herhangi bir atom ya da atom grubunun, (metil, karboksil,
amino, fosfat) bir molekiilden diger molekiile aktarilmasini katalizleyen enzimlerdir.
3. Hidrolazlar : Ester, eter, peptid, glikozid, asit anhidrit, C-C, C-halojeniir veya P-N
baglarmin bir HO molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Esterazlar,
proteazlar bu grubun alt gruplarindandir.
4. Liyazlar : Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin uzaklastirilip, ¢ift
baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.
5. Izomerazlar : Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir.
6. Ligazlar: Enerji kullanarak substrat molekiillerinin birbirine baglanmasmi katalizleyen
enzimlerdir [1, 4, 6].

Bu siniflandirma sistematigine gore enzimin siifi bagta EC kisaltmasi ile birlikte dahil

oldugu smifin numaralar1 belirtilir.
1. 2. Paraoksonaz Enzimi

Paraoksonaz enzimi, bir ester hidrolazdir. iki farkli ester hidrolaz1 aktivitesine sahiptir.
Bunlardan biri arilesteraz digeri de fosforik ve fosfinik asit esterlerini hidroliz aktivitesidir. Bu
aktivitelerden dolay1 iki numaraya (EC 3.1.1.2. ve EC 3.1.8.1.) sahiptir. Bu numaralandirmada;
EC 3. Hidrolazlari,

EC 3.1. Ester baglari iizerine etki eden hidrolazlari,
EC 3.1.1. Karboksilik ester hidrolazlari,

EC 3.1.1.2. Arilesterazi,

EC 3.1.8. Fosforik triester hidrolazlari,

EC 3.1.8.1. Arildialkil fosfataz1 ifade etmektedir.

Enzim paraokson, metil paraokson ve klor metil paraoksona yiiksek derecede segicilik
gosterdigi i¢in paraoksonaz olarak adlandirilmistir. Paraoksonazin diger isimleri; organofosfat
hidrolaz, A-esteraz, organofosfat esteraz, paraokson esteraz, paraokson hidrolaz, organofosfor6z

hidrolaz, fosfotriesteraz, organofosfordz asit anhidraz, pirimifosmetilokson esterazdir [7].



1.2.1. Paraoksonaz Enziminin Yapisi ve Substratlar

Paraoksonaz, ilk olarak 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil asetat,
propiyonat ve biitirati hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. Insan serumunda ilk kez
1961°de Uriel tarafindan elektroforez sonrasit HDL immunopresipitatlarinda saptanmistir. 1965
yilinda, Boter tarafindan paration ve paraokson hidrolizindeki stereospesifikligi ile
tanimlanmstir. 1973 yilinda bir grup Alman arastirici, ilk olarak insan serum paraoksonazi
genetik olarak saptamiglardir. 1985 yilinda Mackness, koyunlarda paraoksonaz enziminin
Apolipoprotein Al (Apo Al) i¢eren partikiillerde HDL ile birlikte bulundugunu ve insan kaninda
HDL yapisinda tagindigmi ortaya koymuslardir. Sigir serumundan saflastirilmis paraoksonazin
lipidlerle iligkili ve HDL ile ayni1 molekiiler kiitleye sahip oldugunu gostermislerdir. Saflastirma
sirasinda paraoksonazdan ayiriminin zor olmasi, ikisinin siki iliskili oldugunu diisiindiirmiis ve
HDL-kolesterol tayini sirasinda lipoprotein fraksiyonunda aril-esteraz aktivitesi gosterdigini
saptamiglardir. 1991 yilinda da PON’un HDL {izerinde Apolipoprotein Al’e (Apo Al) bagimh
olarak aktivite gosterdigini ve LDL iizerindeki lipoperoksit birikimini azalttigmi bulmuslardir.
Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda, farkli kardiyovaskiiler hastaliklarda enzim aktiviteleri
incelenmis, lipoproteinlerle ve lipid peroksidasyon arasindaki iligkisi arastirilmis, enzimin
aminoasit dizisi belirlenmistir [7].

Memeli tiirlerinde genis bir dagilima sahip PON proteinleri, baliklarda, kuslarda ve
bocek gibi omurgasizlarda bulunmamaktadir [8]. Memelilerde, 6zellikle insanlarda ve farelerde
ti¢ ayr1t PON geni (PONI1, 2, 3) bulunmaktadir. PON kodlayan gen, insanlarda 7. kromozomun
uzun kolu {izerinde q 21-22 bdlgesinde, farelerde ise 6. kromozomdadir [9]. PON proteinlerinin
aminoasit dizileri arasinda % 60 oranmnda benzerlik vardir. PON proteinleri dokulardaki
dagilimlarma gore de farklilik gostermektedir. PON1 ve PON3; memelilerin en fazla kan ve
karacigerinde olmak {izere hemen hemen tiim organ ve dokularinda bulunmaktadir. Buna
karsilik PON2; karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda dzellikle endotel tabakasinda
bulundugu ve aortik diiz kas hiicrelerinde de yer aldigi immiinohistokimyasal ydntemle
gosterilmistir [10, 11]. PONI ile yapilan ¢aligmalarin PON2 ve PON3 gore fazlaligt PON1’in
daha iyi anlagilmasini saglamigtir [7].

PONI1 karacigerde sentezlenen, 43-45 kilo-dalton molekiiler agirlikli, 354 aminoasit
iceren glikoprotein yapida, Ca™ bagimh bir esteraz enzimidir [10, 12]. Paraoksonaz enzim

“2a bagimli olma 6zelligi ile Co™, Mn™, Mg'* kullanan diger A esteraz tipi

aktivitesinin Ca
enzimlerden farkli oldugunu gosterir [7]. PON1’in genetik yapisi, insanlar, populasyonlar
arasinda ve gevre sartlar1 regiilasyonunda ¢ok ¢esitlilik gosterir. Serumda HDL’ye baglh olarak

bulunur. izoelektrik noktast 5,1°dir. Molekiil agirhginmn % 15,8’ini olusturan {i¢ karbonhidrat



zinciri igerir. PON’un yapisindaki amino asitler i¢cinde substrat taninmasi ve baglanmasi igin
gerekli olan serbest sisteinlerden 284’teki serbest iken, 42. ve 352. pozisyondaki sisteinler
arasinda arasinda 1 tane disiilfit bag1 vardir. Serbest sistein substrat taninmasi ve baglanmasi
icin gereklidir. PON1’in, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligryla HDL lipidleriyle etkilesim
icin gereklidir. N-terminal hidrofobik bolge ile fosfolipidlere ve lipoproteinlere kolayca
baglanabilmektedir. PON1’1 baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein Al (Apo Al) ve Apo J
(klusterin) proteinlerini de i¢erdiginden, Apo Al ve Apo J’nin baglanmada rol oynayabilecegi
disiiniilmektedir [ 13].

Insan serum paraoksonaz enziminin iki genetik polimorfizmi bulunmaktadir. Bu iki
polimorfizm 55. ve 192. pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya g¢ikar. 192.
pozisyondaki glutamin (Q aleli) arginin (R aleli) ile degisince birinci polimorfizm; 55.
pozisyondaki metionin (M aleli) 16sin (L aleli) ile degisince ikinci polimorfizm olusur. 192.
pozisyonda glutamin varliginda PON1, A Tipi; 192. pozisyonda arginin varliginda ise, B Tipi
seklinde ifade edilir. Ancak son zamanlarda A Tipi Q izoenzimi B Tipi ise R izoenzimi, olarak
ifade edilmektedir ve PON1’in hem Q hem de R izoenzimlerinin LDL’ yi oksidasyona kars1
koruma 6zelligine sahip olduklar1 gosterilmistir. Ancak Q izoenzimi paraoksona karsi diisiik

afiniteye sahip iken, R izoenzimi yiiksek afiniteye sahiptir [14-17].
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Sekil 1.1. PON1 enziminin yapisi [16]



Organofosfat bilesiklerinden parationun (parathion) aktif katabolik metaboliti olan
paraokson (o,o-dietil-o-p-nitrofenil fosfat), enzime adina verdigi gibi, aktivite tayininde de en
cok kullanilan substratlardan birisidir. Ayrica aromatik karboksilli asit esterlerinden fenil asetat,
enzimin arilesteraz aktivitesinin tayininde siklikla kullanilmaktadir. PON1’in hidrolik
aktivitesiyle agiga ¢ikan p-nitrofenol veya fenoliin konsantrasyonu iizerinden, PON1 aktivitesi

spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir [18, 19].
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Sekil 1.2. PON1 enziminin paraoksonu hidrolizi [20]

2 PO
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Fenilasetat Fenol Asetat
Sekil 1.3. PONI enziminin fenilasetat1 hidrolizi [20]

PONI aktivite stabilizasyonu icin Ca™ iyonuna gereksinim duymaktadir. Kalsiyum,
dogrudan katalitik reaksiyonlarda yer alarak ya da aktif bolgenin uygun konformasyonda
tutulmasmi saglayarak etkisini gostermektedir. Ayrica paraoksonun P=O bagini da polarize
ederek fosforun niikleofilik saldirtya yatkinhigini saglar, boylece dietil fosfatin aktif alandan
ayrilmasini kolaylastirir [7].

1.2.2. Paraoksonaz Enziminin Fonksiyonlar:

PON’nun en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu, organofosfat ndrotoksinleri, aromatik
karboksilik asit esterlerini ve insektisidleri hidroliz etme yetenegidir. Toksik organik
molekiilleri hidroliz etmesi, PON1’in tanimlanan ilk fizyolojik fonksiyonudur. ilk olarak
organofosfat bilesiklerini hidroliz etme 0Ozelligi nedeniyle toksikoloji alaninda {iizerinde
caligilmigtir [12].

PONTI’in belirlenen ikinci biyolojik fonksiyonu antiaterojenik aktiviteye sahip
olmasidir. Serum PONI enzimi plazmada HDL ile birlikte bulunur ve plazma lipoproteinlerinin

oksidasyonunu dnlemede rolii oldugu diisiiniilmektedir. Peroksidasyona ugramis olan lipidler bu



enzim tarafindan metabolize edildiginden, lipid peroksitlerin hem HDL’de hem de LDL’de
birikimi 6nlenir. HDL'nin LDL’yi oksidasyona karsi koruyucu etkisi ile yani antioksidan
Ozelligiyle A ve E vitaminlerinden daha etkilidir [21, 22].

Serum PONT1’in ateroskleroz siirecinin baslangic evresinde LDL fosfolipidlerini
oksidasyona kars1 korumada 6nemli oldugu ilk olarak 1991 yilinda Mackness tarafindan yapilan
caligmada gosterilmistir. Bu ¢alismada, HDL nin bakirla inkiibe edilen LDL’de lipid peroksit
olusumunu % 90 oraninda inhibe ettigini; HDL’den saflastirilan PON1’in tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona giren maddelerin diizeylerini ve lipoperoksit olusumunu 6nledigini gostermislerdir
[21]. PONI, lipid peroksitlerin yani sira hidrojen peroksit tizerine de etkilidir. Aterojenez
sirasinda arter duvar hiicrelerince iiretilen major toksik oksijen metaboliti olan hidrojen
peroksit, oksidatif kosullarda daha potent {iriinlere doniiserek LDL oksidasyonuna neden olur.
PONT’in okside LDL’deki kolesteril linoleat hidroperoksitlerini ve hidroksitleri indirgemesi
nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, lipopolisakkarid
inaktivasyonu yolu ile bakteriyel endotoksinlere karsi koruma saglamaktadir [23].

PON2 hiicre i¢i hidroperoksitlerin tiiretimini azaltmakta ve hiicre aracili LDL
oksidasyonunu Onleyerek antiaterojenik fonksiyon gostermektedir. PON2, PON1’den sonra
tanimlanmigtir. PON2 daha az c¢alisilmis olmasma ragmen, endotel ve vaskiiler duvar
hiicrelerinde ekspresyonu ve bu hiicrelerde antioksidan aktivite gostermesi nedeniyle biiyiik ilgi
odagi olmustur [24].

PON3 esas olarak karacigerde sentez edilir ve serumda HDL ile birlikte bulunur.
PONTI’in aksine PON3’iin arilesteraz aktivitesi sinirlidir ve PON aktivitesi yoktur [25]. Fakat
hizla statin gibi laktonlar1 hidroliz eder. Tavsan serumundaki PON3’iin bakirla indiiklenen
oksidasyondan LDL’yi korumada PON1’den daha etkin oldugu bildirilmistir. PON1 mRNA
ekspresyonu tavsanlarda akut faz yaniti siiresince baskilanmasma ragmen PON3 mRNA
ekspresyonu degismemektedir. Bu nedenle PON1 ve PON3 aterosklerozun 6nlenmesinde farkli

roller oynuyor olabilir [26].

1.3. Grelin Hormonu

Grelin, gastrointestinal sistem tarafindan iretilen, santral etki ile yeme davranigi ve
viicut agirligi diizenlemesinde gorev alan, 28 amino asitlik lipopeptid yapisal 6zellige sahip bir

hormondur [27, 28].
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Sekil 1.4. insan, rat ve domuz grelinin yapisi [29]

Grelin ad1 “grow” sdzciigiiniin kokii olan “ghre” ile salgilatma anlamina gelen “relin”
kelimeleri bir araya getirilerek olusturulmus ve sonralari istah hormonu anlamindaki “appetite
hormone” seklinde de adlandirilmistir [27, 30]. Grelin hormonu igin giliniimiize kadar farkli
kisaltmalar kullanilmistir Bunlar arasinda “Ghr”, “G-HH” “Ghrl” ve “h-GHS” kisaltmalar1
gosterilebilir [31, 32].

Insandaki grelin hormonunun N-terminal ucundaki 3. aa olan serine bagh oktanil grubu
8 karbonlu bir yag asidi igermektedir. Oktanil grubu, grelinin aktif olmasi i¢in gereklidir.
Grelin, bir yag asitine gore aktivitesi degisen tek hormondur [27,28]. Biinyesinde yag asidi
icermeyen grelin ise desagile grelindir ve inaktifdir. Desagile grelin dongiideki toplam grelinin
% 80-90’1n1 olusturmaktadir. Aktif grelin, (aGAH) desagile grelin (dGAH) seklinde gosterilir.
Grelinin yar1 émrii 15-20 dakikadir. Yar1 dmriiniin kisa olmasma muhtemelen plazma esterazi
neden olmaktadir [33]. Ciinkii grelin, kanda HDL’ye baglanmaktadir. HDL’ye ayni1 zamanda bir
kan esterazi olan paraoksonaz da baglidir. Paraoksonaz grelinin 3. aminoasitine bagl olan
oktanil grubundaki agil baglarmi1 desagilasyonla kirarak grelini inaktif forma getirdigi
dusiiniilmektedir [34, 35].

Grelin ilk kez 1999 yilinda Kojima tarafindan farelerin mide fundusunda
tanimlanmigtir. Grelinin mRNA’s1 hemen hemen biitiin dokularda tespit edilmistir. Viicutta
grelin iiretimindaki iki hiicresel alandan ilki oksintik bez; digeri ise ndronal hiicre gruplarmnin

sinaptik ileti ile grelin salimimi yaptigi santral sinir sistemidir. Grelin midenin oksintik



mukozasinda yer alan endokrin fonksiyonlara sahip X/A hiicreleri tarafindan tiretilmesinin yani
sira az miktarda bagirsak, bobrek, hipofiz bezi, plasenta, prostat, testis, beyin ve hipotalamus
tarafindan {retilip dolasima verilmektedir. Bu durum grelin hormonunun biyolojik aktiviteyi
diizenlemede 6nemli bir rolii oldugunu gosterir [36, 37].

Grelin, in vivo ve in vitro olarak biiyiime hormonu salgilatict GHS-R (biiyiime hormonu
salgilatict reseptor) igin spesifik endojen bir ligand ozelligindedir [27].Biiyiime hormonu
salgilaticilar1 (GHS), biliylime hormonunu salgilamasini artirma ozelligine sahip reseptorler
bulunan bilesiktir [38].

Grelin Onciilii preprogrelin 117 amino asitten olusur. Salinmadan 6nce sitoplazmada
enzimatik bir islemden gecer, ligiinclii pozisyondaki serine n-oktanoil eklenmesi biliylime
hormonu salgilatici etkinligi i¢in gereklidir [39]. Grelin 6zellikle midede tiretildikten sonra 6n
hipofiz ve hipotalamik bdlgedeki reseptorlerine ulasip GH (biiyiime hormonu) salinigini
uyarmakta, enerji dengesini ve besin aliimini diizenlemektedir [40]. Insanlarda enerji alimi ve
viicut agirhigi hipotalamustaki merkezler tarafindan kontrol edilmektedir [41]. Hipotalamik
merkezler periferden gelen uyarilar dogrultusunda kontrol mekanizmalarini diizenlerler. Yag
dokusu kokenli leptin, beyine yag dokulart konusunda bilgi gotiirerek besin alimini azaltir ve
fazla yag birikimini engeller [42]. Grelin ise aglik halinde kanda yiiksek miktarda bulunup
yemek sonrasi miktart azalmaktadir. Bu durum grelinin beyine besin alimini ve yag dokusunu
arttiric1 nitelikte bilgiler ilettigini gostermektedir. Grelinin bu fonksiyonlarinin biiyiime
hormonu lizerine olan etkisinden bagimsiz oldugu diistiniilmektedir [43].

Grelin yemek oncesi kanda ve tiikriikte hizla yiikselirken kolesistokinin hormonu yeme
esnasinda salgilanarak doygunluk hissi verir. Bu iki hormonun dengesi istah i¢in biiylik bir
Onem tasimaktadir [29].

Grelinin biiyiime hormonu ve insiilin ile iligkisi incelendiginde sadece insiilin benzer
biliyiime faktorii -1 (IGF-1) ile grelin arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Buna kargin grelin

ve insiilin diizeyleri arasinda bir iligki bulunmamaktadir [44].
1.4. Protein Saflastirma Yontemleri

Proteinler gibi biyomolekiillerin bulunduklar1 canli organizmadan ayrilmasi ve
saflastirilmasi ilag, gida sanayi ve bununla ilgili diger alanlarda yapilan arastirmalar i¢in biiyiik
bir 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte saflastirma asamalarinda karsilasilan; denatiirasyon ve
aktivite kaybi gibi; sorunlar nedeniyle c¢alismalarin bilylk bir titizlikle yiiriitilmesi
gerekmektedir.

Protein yapisindaki enzimler gibi biyomolekiillerin ¢ofu saflagtirma agsamalarina

dayaniksizdir. Bunun icin saflagtirmanin her asamasinda stabilizasyonu saglayan faktorlere



dikkat edilmelidir. Stabilizasyonu saglayan faktorler; pH, oksidasyon derecesi, agir metal
konsantrasyonu, polarite, proteaz ve niikleazlarin konsantrasyonu, sicaklik, siire ve elde
edilecek iiriiniin ortamdaki son konsantrasyonudur. Ornegin homojenizasyon (&ziitleme)
sirasinda kontrol edilemeyen sicaklik faktorii, ortamin pH’smin degismesi, ya da ¢dziicii olarak
kullanilan deterjan gibi kimyasal maddeler biyomolekiilin dogal yapisin1 bozabilmektedir.
Ayrica biyomolekiiliin, saflik derecesi, miktar1 ve aktivitesi yiiksek bir sekilde canh
organizmadan saflastirilmasinda secilen yontemlerin O6nemli bir rolii bulunmaktadir.
Saflastirmada uygulanan yontemleri basamaklandiracak olursak ilk basamag saflagtirilacak
proteinin bulundugu organizmadan homojenizasyon, ultrasantrifiij ve uygun ¢oziiciiler
kullanilmas: gibi islemlerle tampon ¢dzeltilere alinmasi olusturur. Ikinci basamag ise elde
edilen ekstrenin diyaliz, ¢oktiirme gibi islemlerle konsantre edilmesidir. Ugiincii ve son
basamag1 da proteinin biyomolekiiler 6zelliklerine gore kromatografi teknikleri uygulanarak
saflagtirilmasidir. Bu genel asamalar birka¢ defa ardi ardina uygulanarak proteinin istenilen

diizeyde saflastirilmas1 saglanabilir [4, 45, 46, 47, 48].

1.4.1. Homojenatm (Oziitiin) Hazirlanmasi

Homojenizasyon, saflastirilacak proteini iceren belli bir doku ya da hiicrelerin geper ve
zar yapilarinin pargalanip, yok edilmesi islemidir. Homojenizasyon ile hiicre igerigi tampon
¢oOzeltiye geger. Olusan bu siispansiyona homojenat ad1 verilir.
Homojenizasyon yontemleri genel olarak ikiye ayrilir:
A- Fiziksel Yontemler
1- Mekanik Yontemler (Ezme, Homojenizator kullanimi)
2 - Ultrasonikasyon ( Titresim ve yiiksek ses dalgalartyla homojenizasyon)
3 -Ozmotik sok (Yiiksek ozmotik basmngli bir ortamdan hipotonik bir ortama gegis)
4 -Dondurma ve ¢6zme

B- Kimyasal yontemler
1- Coziiciilerin kullanilmasi(iyonik olmayan deterjanlar kullanilmasi, sivilagtirma)
2- Enzimlerin kullanilmasi

Kimyasal par¢alama yontemleri 1s1, yliksek basing, giiriiltii gibi olumsuz faktorlerin
ortaya ¢itkmamasi gibi nedenlerle fiziksel yontemlere gore iistiinliikler tasir.

Homojenizasyonda ve diger saflastirma asamalarinda pH ve sicaklik faktorlerinin
kontroliinde 0-4 °C sicaklik araligindaki tampon ¢dzeltiler kullanilir. Protein molekiillerin
biiytiklikleri ile tagidiklart yiiklerin ¢esidi ve miktarlari ortamim pH’sina bagli olarak degismesi
nedeniyle tampon ¢dzeltilerde saflastirma gergeklestirilmelidir. Viicuttaki ¢ogu enzim pH 6-8

araliginda maksimum etkinlik gostermektedir. Bu sebeple ortamm pH’st bu araliga
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tamponlanmalidir. En ¢ok kullanilan tamponlar; pH’s1 7-7,5 araligindaki 20-50 mM fosfat ve
pH’s1 7,5 olan 0,1M Tris-HCI tampon ¢ozeltileridir. Saflastirmada tampon yerine saf su
kullanmak da miimkiindiir. Ancak saf su tiim proteinleri ¢6zmez. Organel izolasyonunda
siikkroz, monnitol ve sorbitol gibi maddeler iceren izoozmatik tamponlarda kullanilir.
Kullanilacak tamponun miktar1 dnemlidir. Fazla miktarda tampon eklenmesi konsantrasyonu
diisiiriir. Genellikle homojenat ve tampon miktart %10 (w/v) oranina gore belirlenir [46-48].

Ozel bir materyalin kullanilma zorunlulugu yoksa genellikle sigan, tavsan, sigir gibi
hayvanlar tercih edilir. Bu hayvanlarin yumusak doku ve kan gibi materyallerinde saflastirma
gerceklestirilir. Homojenizasyon da karaciger gibi yumusak dokular, homojenizator ile
parcalanmadan 6nce uygun bir tamponda yikanir. Daha sonra makasla kesilerek kiiciik pargalara
ayrilir. Ozellikle kesilmis dokulardan bag dokusu ve yaglar iyice temizlenir. Homojenizatdrle
uygun bir devirle ve 3 dakikalik bir siireyi gegmeyecek sekilde homojenizasyon gergeklestirilir.
Uzun siireli bir homojenizasyon da homojenat sicakliginin artmasi ile proteinin aktifligi
kaybolur. Bu durumda homojenat bulunan plastik kabin (dereceli silindir) i¢i buz dolu daha
biiyiik bir cam ya da plastik kaba yerlestirilmesi ile homojenizasyon gerceklestirilmelidir.
Parcalanma sonunda elde edilen homojenattaki ¢dziinmeyen materyallin filtrasyon ya da
ultrasantrifiijleme ile uzaklastirilmasindan sonra elde edilen siipernatant (siiziintii) iizerinde
diger islemler yapilir. Ayrica gerek duyulursa siipernatantda ki yag partikiilleri cam yiinii ile
stiziilebilir. Eger mitokondri, kloroplast, ribozom ve mikrozom gibi organellerin proteinleri
iizerinde c¢alisma yapilmak istenirse dncelikle bu organeller izole edilmelidir. 100.000 g gibi
yiiksek devirlerde ultrasanrifiijleme ile izolasyon saglanabilir. Daha sonra ilgilenilen proteini
membran yapisindan sokiip almak i¢in iyonik olmayan deterjanlar kullanilir. Hemen hemen tiim
proteinler SDS gibi iyonik deterjanlarla ¢6ziiniir hale gelir. Ancak iyonik deterjanlar proteinleri
geri doniisiimsiiz sekilde denatiire ederler. Bu nedenle Triton X-100 gibi iyonik olmayan
deterjanlar kullanilmasi gerekir. Yaklagik 1 mg membran i¢in en az 2 mg deterjan kullanilir. Bu
miktarin 1 mg protein,1 mg lipid i¢in gereklidir. Coziiniir hale getirmede kullanilan deterjanlar
saflagtirma sirasinda uzaklastirilmalidir. Daha sonrada ¢oziinlir hale gelmis proteinleri
saflagtirmak icin diger protein saflagtirma yontemleri kullanilir ve istenilen protein saf halde
elde edilebilir [4, 46, 47].

Parcalanma sirasinda olusan hidrolitik enzimler (proteolitik enzimler) proteinleri hedef
almaktadir. Bu agidan tampona proteolitik inhibitorlerin katilmasi 6nemlidir. PMSF (Fenil metil
siilfonil floriir) ve aprotin gibi maddeler proteazlarin inhibitorii olarak kullanilir. Bu maddeler
kullanilmadan hemen once hazirlanmali ve dogrudan dogruya proteazin bulundugu ortama
katilmalidir. Bu proteaz inhibitorlerin yani sira metallo-proteinaz enzimleri igin EDTA ¢o6zeltisi
kullanilabilir [46].
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Caligilan materyalin taze olmast gerekir. Ciinkii lizozomlardan ¢ikan proteazlar,
konsantre haldeki protein havuzunda aktivite gosterirler. Bu durumda birka¢ haftalik bir
bekletme bile ¢cok zararlidir. Eger dondurulmus protein 6rnegi ile ¢alisilacaksa saklama kosulu
olarak, -25 °C altinda hizla dondurmak gerekir. Ciinkii -15 °C ve -25 °C arasindaki sicakliklarda
pH’s1 degisen ¢ozeltiler donmadan kalabilir. Ayrica ¢dziinmenin hizli olmasi gerekir [46-49].

1.4.2. Protein Cozeltisinin Konsantre Edilmesi

Protein igeren c¢Ozeltinin konsantre edilmesiyle hacim azalir, dolayisiyla kiiglik
hacimlerde ¢ahsmak saflastirma islemlerinde kolayhiklar saglar. Ornegin, kromatografide
protein 6rneginin yiikleme kolayligi, kolon dolgu maddesine veya kabin i¢ ylizeyine ¢ok 6zel
olmayan bir sekilde adsorbsiyon nedeniyle ortaya ¢ikan protein kayiplarinin azalmasi gibi
yararlar saglar. Konsantre islemi, suyun ve diger kiigiikk molekiillerin uzaklastirilmasi ile
gerceklestirilir. Bu amag¢ igin genelde kuru matriks polimerinin  kullanimi, diyaliz,
ultrafiltrasyon, liyofilizasyon, ¢oktiirme gibi yontemler kullanilir [46-49]. Proteinler biiylik
molekiillerin girigsine uygun olmayan porlart bulunan kuru Sephadeks G-25’in protein
¢ozeltisine eklenmesiyle ¢ozelti konsantre edilir [46].

Proteinleri daha kii¢iik molekiil agirhigina sahip molekiillerden aywrmak i¢in en ¢ok
kullanilan ydntemlerden biride diyalizdir. Doku 6ziitii yahut doku ekstrakti (NH4),SO, ile
coktiiriildiikten sonra ¢oOziiniir hale gelen protein ¢ozeltileri gézenek biiyiikligi belli yar
gecirgen selefon zarlara konur. Bu selefon zarlar (diyaliz membrani) boru seklindedir ve alt ucu
diigiimlenerek igine diyaliz edilecek 6rnek aktarilir. Daha sonra diyaliz membrani ya saf su ya
da uygun bir tamponu igerisine birakilir. Kiigiik molekiillerin bu tiip igindeki kii¢iikk porlardan
gecip ortama girdikleri halde protein molekiilleri bu porlardan gecemedikleri igin selefon tiip
icinde kalirlar. Bu sayede proteinler kiigiik molekiillerden ayrilabilir. Sistemin isleyisi
membranla ayrilan iki faz arasindaki konsantrasyon farkma dayali difiizyonla
gerceklesmektedir. Diyalizin etkili olabilmesi i¢in magnetik bir karigtirict ile diyaliz tamponu
alttan karigtirilir. Bu tamponlar 5-6 saat araliklarla birkag¢ defa ya da 12 saat siire sonunda

degistirilerek kullanilir [1, 4, 46].
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Ultrafiltrasyon da su ve daha kiiciik molekiiller santrifiijleme veya yiliksek basing
etkisiyle yar1 gegirgen bir membrandan gegmeye zorlanirlar. Ultrafiltrasyon tiipiiniin dibine yar1
gecirgen bir zar konulur. Ustten basingh azot gaz1 verilir. Bu basing sayesinde yar1 gegirgen
zardan kiigiik molekiiler ile birlikte sivinin bir kismi1 asagiya gecer. Fakat proteinler biiyiik
molekiiller olduklarindan bu porlardan gecemez ve tiip i¢inde kalir. Bu sayede proteinler hem
kiiciik molekiillerden ayirt edilir. Ayrica bir miktar sivi kaybedildiginden protein daha konsantre
elde edilir [46].

Liyofilizasyon (dondurarak vakumda kurutma) yonteminde dondurulmus protein
¢oOzeltisi, liyofilizatorde yiiksek vakum altinda birakilarak konsantre edilir. Bu islemde
¢oOzeltideki tuzlar da konsantre olacagindan daha Once tuzlarin uzaklastirilmasi igin diyaliz
islemine gerek duyulur [46, 47,49].

Tuzla ¢oktiirme proteinlerin konsantre edilmesinde ve saflastirilmasinda kullanilan bir
yontemdir. Notral tuzlarin miktart proteinlerin ¢oziiniirliigiine etkiler. Notral tuzlar diisiik
konsantrasyonlarda protein molekiillerinin ¢oziiniirliigiinii artirirlar ki bu olaya “salting-in” ad1
verilir. MgCl, ve (NH4),SO4 gibi iki degerlikli iyonlu tuzlar, NaCl, NH4CI ve KCI gibi tek
degerliklerden daha etkilidir. Notral tuzlarm bu 6zelligi onlarin iyon siddetine baghdir. Yeteri
kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda bir protein bir ¢ozeltide hemen kantitatif olarak
¢oktiiriilebilir. Yani yiliksek tuz konsantrasyonunda proteinlerin ¢oziiniirliigii azalir ve hatta
cokerler ki bu olaya “salting-out” adi verilir. Yiiksek tuz konsantrasyonunda hidratasyon suyu
protein molekiillerinden uzaklagtirilir ve bdylece ¢oziinlirlik azalir [1, 4, 46]. Coktiirme

islemlerinden sonra yapilacak diyalizle ortamdaki iyonlarin fazlaligindan protein c¢ozeltisi
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temizlenmis olur. Her bir protein farkli iyonik siddette ¢okelme gosterdigi i¢in, bu yolla
proteinler birbirinden ayrilabilirler. Salting-out sirasinda proteinler konformasyonlarmi korurlar
ve uygun bir ortamda tekrar ¢ozelti fazina alinabilirler. Coktiirme isleminde genellikle etkinligi
ve ¢Oziiniirliigl yiiksek, pH’y1 fazla etkilemeyen, ¢ozeltide fazla isinmaya yol agmayan, ucuz ve
etkin bir tuz olan (NH4),SO4 kullanilir. Bu nedenle yontem (NH4),SO4 ¢oktiirmesi olarak da
adlandirilmaktadir [4].

Aseton, etanol, metanol gibi organik ¢dziiciiler su ¢ekici Ozellikleriyle proteinlerin
¢Ozliniirligini azaltip ¢oktiiriirler. Protein ¢ozeltilerinin konsantre edilmesindeki bu yontem
denatiirasyona sebep olabileceginden ¢oktiirme kosullarna dikkat edilmesi gerekir. Ozellikle bu
coziiciiler -20 °C’de bekletildikten sonra yine ayni sicaklikta protein ¢Ozeltisine yavasca

eklenmesine dikkat edilmelidir [47].
1.4.3. izolasyon ve Saflastirma

Saflagtirmada, proteinlerin fiziksel Ozelliklerine bagh olarak ortamdaki diger
proteinlerden ya da yabanci maddelerden ayirt edilmesi amaglanir. Bu fiziksel 6zellikler;
molekiil biuyiikligi, ¢oziiniirlik, elektriksel yiik, adsorbsiyon davraniglarindaki farkliliklar,
diger molekiillere kars1 biyolojik afinitedir [4, 46].

Saflagtirmada kullanilan yontemlerin en yaygmi kromatografi tekniginin uygulandig
kolon kromatografisidir. Kolon kromatografisi, adsorbsiyon kokenli bir kati-sivi kromatografi
yontemidir. Bu yontemde ucu musluklu basit cam borular kullanilir. Kolonlarin
doldurulmasinda kullanilan dolgu maddesi sabit fazdir. Protein karisiminin sabit fazda
hareketini saglayici ¢oziiciiler ve tamponlarda hareketli fazdir. Bu fazlar, yapilacak saflastirma
islemine ve saflagtirilacak proteinin Ozelliklerine gore segilir. Kolon kromatografisinin farkl
temellere dayanan gesitli tipleri vardir. Bunlardan iyon degisim kromatografisi, proteinlerin
tasidig1 elektriksel yiilk ya da hidrofobik gruplarm farkliligi esasna dayanir. Afinite
kromatografisi, protein ve dolgu maddesi arasindaki etkilesim temeline dayanir. Jel filtrasyonu

ise molekiil biiyiikliigii farklilig1 esasina dayanan bir kromatografik yontemdir [1, 4, 46, 47, 51].
1.4.3.1. Molekiil Biiyiikliigii Esasina Dayanarak Proteinlerin Ayrilmasi

Proteinlerin en gbze ¢arpan 6zelligi onlarm biiyiiklikkleridir. Bu 6zellik, dogrultusunda
salagtirma yapildig1 gibi ekstrenin konsantre edilmesi de saglanabilir. Bu esasa dayali olarak
ekstre konsantre edilmesi baghgi altinda belirtilen diyaliz, ultrafiltrasyon yontemleri diginda
yogunluk gradienti santrifligasyonu ve jel filtrasyon kromatografisi yontemleri bulunmaktadir.

Diyaliz ve ultrafiltrasyon ile kii¢lik molekiillerden ayirt edilmis olan protein molekiilleri
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karigimi bu defa jel filrasyonuna tabi tutulmaktadir. Jel filtrasyonu ile biiyiik ve kiigiik protein
molekiileri birbirinden ayrilmaktadir. Saflastirmada kullanilan kolonlar, polisakkarit tiirevi olan
dekstran, sefadeks, bir poliakrilamid tiirevi olan bio-gel veya poli sakkarit yapisinda olan agaroz
ile doldurulur. Bu maddeler kii¢iik inert tanecikler halinde bulunmaktadir. Kolon bu maddelerle
doldurulduktan sonra uygun bir tamponla yikanir ve kararli hale getirilir. Daha sonra yine
uygun bir tampon i¢inde bulunan protein ¢ozeltisi kolonun istiinden yavas yavas ilave edilir.
Yer ¢ekimine gore asagiya dogru hareket eden protein ¢ozeltisi iginde bulunan kiigiik protein
molekiilleri kolon dolgu maddesinin kiigiik oyuklarina girerken biiyiik protein molekiilleri ise bu
oyuklara hi¢ girmeden kolonun altindan ilk olarak c¢ikar. Ardindan orta biiyiikliikteki ve en
sonunda da en kiigiik boydaki protein molekiilleri kolonun altindan ¢ikar. Bu yontemle protein
molekiilleri molekiil agirligma gore kabaca ayirtedilmektedir [4, 46 ,47, 51, 52]. Cozinmiis
haldeki proteinler, kuvvetli bir santrifiijleme alaninda ¢okelme egilimine sahip olduklar i¢in
protein karigimlart santrifiijleme ile ayrilabilirler. Bu metot, yalniz proteinlerin degil ayni
zamanda diger makromolekiil, viriisler ve organellerin de ayrilmasi i¢in sikca kullanilmaktadir.
Santrifiij teknigi ile protein fraksiyonlamasi, gradient santrifiij, ¢okeltme gibi metotar uygulanir.
Gradient santrifiij i¢in en ¢ok degisik konsantrasyonlardaki sakkaroz ¢ozeltileri kullanilmaktadir

[1, 4, 46, 51].
1.4.3.2. Coziiniirliik Farkina Gore Proteinlerin Saflastirilmasi

Proteinlerin ¢oziiniirligli baslica; pH, iyonik siddet, ¢oziicliniin dielektrik 6zelligi ve
sicakliga baglidir. Coziiniirlik farkina gore; izoelektrik ¢okelme, ndtral tuzlarla ¢oktiirme,
¢oziiciilerle fraksiyonlama ve sicaklik etkisi yontemleriyle proteinler saflastirilmaktadir [1, 4].

[zoelektrik nokta, proteinlerin net yiiklerinin sifir oldugu pH degeridir. Bu kritik pH
degerinin her iki yaninda ¢oziinlrlikk biiyiik olglide artarken bu noktada ¢oziiniirliigin az
olmasindan yararlanilarak saflagtirma gergeklestirilir [1, 4, 46].

Suda ¢dziinebilen nétral organik ¢oziiciilerin, 6zellikle etanol ve aseton ilavesi, ¢ogu
globuler proteinlerin sudaki ¢oziiniirliigiinii ¢okelme derecesine kadar azaltabilir. Bu etkinin
kantitatif aragtirmalari, sabit pH ve iyonik siddetle, ¢oziiniirliigiin ortamin dielektrik sabitinin bir
fonksiyonu oldugunu gostermistir. Etanol sudan daha kiigiik bir dielektrik sabitine sahip
oldugundan sulu protein ¢dzeltisine etanolun ilavesiyle zit yiiklerin ¢ekim kuvveti artar ve
proteinler kiimelenerek ¢okerler [1-6].

Protein karisimlart her bir bilesen degisik etanol-su veya aseton-su karigimlarinda farkh
¢Ozlniirligh esasina dayanilarak ayrilabilir. Bu metodun bilinen sakincasi, bu gibi ¢oziiciilerin
proteinleri yiiksek sicakliklarda denatiire etmesidir. Bu nedenle daima ¢ok diisiik sicakliklarda
calisilmalidir. Ayrica proteinlerin ¢oziiniirliigii 0-40 °C arasindaki sicaklikta artar ken, 40-50°C

15



iizerinde ise azalir ve bir ¢ogu denatiire olur. Ancak baz proteinler i¢in oda sicaklifi veya

hiicrelerin lireme sicakligi daha uygundur [1, 4, 46, 47].

1.4.3.3. Elektriksel Yiik Esasina Dayanarak Proteinlerin Saflastiriimasi

Proteinlerin elektriksel yiiklerine gore ayrilmasi, polipeptid zincirlerinde bulunan
iyonlagabilir yan gruplarin say1 ve cinsi ile belirlenen asit-baz 6zelliklerine dayanmaktadir.
Proteinler, amino asit bilesiminde ve dizilisinde farklilik gosterdiklerinden her protein 6zel bir
asit-baz davranigina sahiptir. Proteinler yapilarinda yer alan asidik ve bazik amino asitler
nedeniyle amfoter Ozellik gosterirler. Proteinler sulu c¢ozeltilerinde ortamim asitlifine ve
bazligina gore ya proton verecekler ya da proton alacaklardir. Asidik ortamlarda proteinler N-
terminal ucundaki amino grubuna ekstra bir proton alarak pozitif bir yiike, bazik ortam
kosullarinda ise C-terminal ucundaki karboksil grubundan bir proton kaybederek negatif bir
yiike sahip olurlar. Notral ortamlarda net yiikii sifirdir. Bu durum asagidaki gibi gosterilebilir

[4].

COOH COO CIOO'
| I
R— CH-NH;" R— CH-NH;" R— CH— NH,
Katyon Zwitter iyon Anyon
(Asidik ortam) (Notral ortam) (Bazik ortam)

Dipolar veya zwitter (¢ift yiiklii) iyon halinde bulundugu pH’ya izoelektrik nokta denir.
[zoelektronik ortamda toplam yiik sifir oldugundan elektriksel alanda hicbir yone hareket
etmezler ve az ¢dziinme 6zelligine sahiptirler. izoelektrik pH’nin iizerinde protein negatif olup
elektrik alaninda anoda dogru hareket ederken, altinda ise pozitif yiikli olup katoda dogru
hareket ederler [3, 4]. Proteinlerin bu karakteristik 6zelliklerinden saflastirmada elektroforez ve
iyon degisim kromatografi yontemleri gelistirilmistir [1].

Elektroforez molekiil agirligmin saptanmasinda, miktar tayininde, saflik kontroliinde ve
proteinlerin alt birimlerinin belirlenmesinde genis ¢apta kullanilan bir yontemdir. Elektroforezin
diger yontemlerden farki bir elektriksel alan olusturulmasidir. Protein ¢ozeltisi bu elektriksel
alanda farkli hizlarla bir elektrotdan digerine hareket ederek molekiil agirliklarina ve tasidiklar
elektrik yiiklerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Daha sonra boyama yaparak protein bantlari
gorliiniir hale gelmektedir. Elektroforezde asetat, seliiloz, nisasta, agaroz gibi birgok jel
kullanilmakla beraber en iyi ayristirma poliakrilamid jelinin kullanildigi PAGE’de
(poliakrilamid jel elektroforezi) gerceklesmektedir. Izoelektrik odaklanmada duyarli bir

elektroforez teknigidir. Bu teknik, proteinlerin net yiiklerinin sifir oldugu izoelektrik
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noktalarinin farkina dayanmaktadir. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde
(SDS-PAGE) ise proteinlerin ilerleme hizlan sadece elektriksel yiikleri tarafindan degil, ayn1
zamanda molekiil agirliklar: tarafindan da belirlenmektedir. Denatiire edici 6zelligi daha 6nce
belirtilen SDS’mn bir 6zelligide molekiile negatif bir yiik kazandirmaktadir. Ayrica izoelektrik
odaklanma ile SDS-PAGE tekniklerinin kombine bi¢imde uygulandigi iki boyutlu jel
elektroforezide ayirma giicii ¢ok yiiksek bir tekniktir [4, 46, 47, 49, 52].

Iyon degisim kromatografisi proteinleri asit- baz 6zellifine gore ayiran bir yontemdir.
Bu yontemin temelini, proteinin yiiklii gruplar ile kolon dolgu maddesi olarak kullanilan kati
matriks arasindaki elektrostatik etkilesimler olusturmaktadir. Ornegin seliiloz tiirevi olan
dietilaminoetil seliilloz (DEAE-Seliiloz) nétr pH’da pozitif yiiklii gruplar ihtiva eden anyon
degistirici bir maddedir. DEAE-Seliilloz ile doldurulmus kolondan protein c¢ozeltisi
gecirildiginde ndtr pH’da negatif yiikii bulunan proteinler bu maddeye baglanabilir. Ayni
sekilde notr pH’da negatif yikli gruplar ihtiva eden ve katyon degistirici Ozellikteki
karboksimetil selilloz (CM-Seliiloz) gibi bir madde bulunan kolondan protein c¢ozeltisi
gecirildiginde, pozitif yiikii bulunan proteinler CM-Seliiloza baglanarak karigimdan ayrilabilir.
Bu yontemde en ¢ok kullanilan adsorbanlar selilloz, agaroz ve dekstranin karboksimetil ve
dietilaminoetil tiirevleridir. Kolon dolgu maddeleri tampon ¢ozeltiler kullanilarak kararh hale
getirilir. Bunu yaparken tampon maddelerle dolgu maddesi {lizerindeki gruplarin ayni elektrik
yiikiine sahip olmasina dikkat edilir [46].

Proteinler ya kullanilan tampon ¢ozeltisinin pH’st ya da tuz konsantrasyonunu
degistirmek suretiyle kolondan ayrilirlar. Kolon iginde tutunmus proteinlerin ayrilmasi igin,
kolon NaCl ¢ozeltisi ile yikanir. Tuz iyonlar1 dolgu maddesinin yiizeyindeki yiiklii gruplarla
rekabet ederek ilgili proteinin kolondan ayrilmasini saglar. Tuz konsantrasyonunun kademeli
olarak arttirilmasi ile daha fazla yiike sahip proteinlerin de kolonu terk etmesi saglanir. Boylece
asidik ve bazik proteinler birbirinden ayrilmis olur. Bu metodun en 6nemli tarafi, iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini kombine edebilmesidir. Ornegin, DEAE-
Sefadeks kullanilarak proteinleri yiliklerine ve molekiil biiyiikliigiine goreayirmak miimkiindiir
[46- 52].

1.4.3.4. Secimli Adsorbsiyon Esasina Dayanarak Proteinlerin Saflastirilmasi
Proteinler, mangal komiirii gibi apolar materyaller veya aliiminyum oksit gibi polar
materyallere, molekiil biiyiliklilklerine gore adsorbe olabilirler. Bu gibi adsorbsiyonlarda

proteinleri baglayan kuvvetlerin tam c¢esidi bilinmemek ile birlikte, muhtemelen apolar

adsorbsiyonlarda Van der Waals ve hidrofobik etkilesmeler ve hidrojen baglarn etkilidir.
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Proteinlerin saflastirilmasinda adsorbsiyon esasina gore ayirmada en ¢ok kullanilan adsorban
madde, kristal kalsiyum fosfatm bir sekli olan hidroksiapatitin biinyesindeki Ca™ iyonlarina

baglanir. Proteinler fosfat tamponuyla, hidroksiapatit kolonundan ayrilabilir [1, 4].

1.4.3.5. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisinin temeli saflagtirilacak proteine, 6zel ve se¢imli afinite gosteren
bir biyolojik ligandmn (substrat, koenzim, hormon, antikor ya da niikleik asit) kovalent olarak
baglanmasidir. Ozgiin etkilesimi esas alan giiclii bir protein saflastirma teknigidir. Cok
kompleks bir karigim i¢inde bulunan baz proteinler afinite kromatografisi sayesinde tek
basamakta oldukga saf halde elde edilirler. Ornegin bir enzim saflastirilmasinda o enzimin
substrati veya yapisi substrata benzeyen bir inhibitor, kofaktor ligand olarak kullanilabilir.
Bunun i¢in ligand kolon matriksine baglanmalidir. Kromatografik ayrim sirasinda liganda
spesifik ve geri doniisiimlii bir baglanma, hedef proteinin ylizeyindeki fonksiyonel bir bdlge
tarafindan gerceklestirilir. Boylece hedef protein 6zgiin yapisini kaybetmeksizin saflagtirilmis

olur[1, 4].

1.4.3.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yiiksek performanslh sivi kromatografisi, biitiin analitik ayirma teknikleri arasinda en
yaygin kullanilanidir. HPLC ydntemi ile ¢ok az miktardaki maddeler bile saflastirilabilmektedir.
HPLC’nin en 6nemli 6zelligi ayirma giicli, duyarlilign ve geri kazanmm yiiksek, hizli bir
yontemdir. HPLC yonteminde hareketli faz 10-400 atm basing altinda kolondan 0,1-5 cm/s gibi
yiiksek bir hizla gegirilir. Buna baglh olarak ta kisa siirede ayirma islemi gergeklesmis olur. Bu
yontem saflagtirmanin yani sira protein ¢ozeltilerinin tuzunu gidermek iginde kullanilir.

HPLC’de molekiil diglama, ters faz ve iyon degistirme kromatografisi gibi
kromatografik tekniklerden yararlanilir. Bu tekniklerden en yiiksek verim molekiil dislama
teknigi ile elde edilir. Buna karsilik ters faz kromatografisinde verim daha diisiik olup
proteinlerin Ozelligine bagh olarak degismektedir. Ters faz kromatografisi ile ribozomal
proteinler saflagtirilirken saflastirilmayan diger proteinler i¢in iyon degisimi kromatografisi
kullanilabilir. Karmagik yapili proteinlerden olusan karigimlar bu {i¢ teknigin bir arada

kullanilmasiyla saflagtirilabilir [46].
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1.5. Protein Konsantrasyonunun Olgiilmesi

Saflastirmanin her asamasinda 6lgiilen protein konsantrasyonu, saflagtirma asamalarinin
saflagtirma igin uygun olup olmadigini ve saflagtirmanin ne 6lgiide gerceklestigini belirlemede
onemlidir. Ayrica saflastirilan biyomolekiiliin saflastrma oranmin hesaplanirken protein
konsantrasyonu belirlenmektedir.

Protein konsantrasyonun 6l¢iilmesinde asagidaki yontemler kullanilabilir:

o Asg/Ang (Warburg-Christian yontemi)
e Biiiret yontemi

e Boya-baglama (Bradford) yontemi

e Lowry yontemi

Genel olarak bu yontemler protein ¢ozeltisinin UV absorbsiyonunun dlgiilmesi veya bir
belirteg ile reaksiyonu sonucu olusan renkli bir bilesigin goriiniir alanda spektral olarak

belirlenmesine dayanir [46].
1.6. Enzim Saflastirmada Yapilacak Temel Analizler ve Aktivite Hesaplamalar:

Biyolojik katalizor olarak goérev yapan enzimlerin organizmadaki mevcut yerlerini,
saflik diizeylerini, etki mekanizmalarint ve miktarlarini tespit etmede en 6nemli veri 6lgiilen
aktivite degerleridir. Her enzime 0Ozgli karakteristik Ozellikler ve saflik diizeyi aktivite
Olciimlerini sekillendirmektedir. Aktivite Olg¢limleri enzimin katalizor olarak gorev yaptigi
reaksiyonda tiikenen substrata ya da ortamda olusan iiriine bagh olarak O6l¢iilen reaksiyon hizi
ile tespit edilir. Zamana bagli olarak substratin derigiminde ki azalma ya da olusan iiriiniin
derigiminde ki artis reaksiyon hizini belirlemektedir. Reaksiyon, ortamdaki substrat tiilkeninceye
kadar devam etmekte ve zamana bagl olarak reaksiyon hizi azalmaktadir. Bu azalma ortama
ilave edilen substrat ile enzim substrat doygunlugu saglanarak giderilmektedir.

Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak olgiiliirken dikkat edilmesi gereken hususlar
vardir. Ozellikle dlgiimlerin yapilacagi zaman arahigmin tespitinde elde edilen absorbans
verilerinin zamana bagli olarak grafige gecirilmesi ile olusan egrinin dogrusal oldugu zaman
aralig1 dikkate alimmalidir. Spektrofotometrik Sl¢iimlerde bu egrilerin dogrusalliktan saptig

gozlenebilir. Bu duruma;

o Ham homojenatta aktivite 6l¢limii yapilirken, homojenattaki iri partikiillerin varhigi,
. Aktivite dlglimiiniin yapildigi ortamin sicaklik kontroliindeki sorunlar,

. Saglikli olmayan kor 6lgtimleri,

o Reaksiyon ortamindaki izoenzimlerin varlig,
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o Substratin baslangi¢ derisiminin yiiksek olmasi (substrat inhibisyonu),

neden olabilir. Bu sorunlar1 ¢dzmek igin bir takim ydntemler uygulanabilir. Bu yontemlerden
biri iyonik olmayan deterjan kullanimidir. Deterjanla homojenattaki iri partikiiller ¢6ziiniir hale
getirilir. Ancak kullanilan deterjanin enzime etkisi denenmelidir. Sicakligin kontrolii ise ¢aligma
¢Ozeltisinin (tampon ve substrat karigimindan olusan ¢6zelti) su banyosunda istenilen sicaklikta
tutulmasi ile saglanabilir. Saglkli bir kor ol¢limii iginde kor olarak kullanilan g¢ozeltideki
safsizliklarin giderilmesi gerekir. Bu safsizliklar 6l¢lim yapilan kiivetlerin yilizeylerinde de
bulunabileceginden kiivetlerin temiz olmas1 gerekir. Ozellikle ardi ardma yapilan lgiimlerde
kiivet ylizeyine baglanan enzimler kirlilige sebep olur. Bu durumda tek kullanimlik kiivetler
kullanilmali ya da kiivet dl¢lim Oncesi saf su ya da kor ¢ozeltisi ile yikanmahdir. Kullanilan
kiivetler 6lglim yapilan dalga boyuna gore secilmelidir. 300 nm dalga boyunun altindaki
Olciimlerde kuartz kiivetler kulanilmalidir. Ayrica 6l¢iimlerde elde edilen absorbans veri araligi
0,01-1,0 arasinda olmasima dikkat edilmelidir [47].

Her saflagtirma asamasindan sonra saflastirilacak enzim ile ilgili analizler saflagtirma
isleminin verimini belirtir. Yapilacak temel analizleri iki kisimda toplayabiliriz. Bunlar enzim
aktivitesinin Glglimii ve protein konsantrasyonunun olgiilmesidir. Protein konsantrasyonunun
Olciimii Bolim 1.5.°de belirtilen ydntemlerden duyarlihigi en yiliksek olani kullanilarak
gerceklestirilir. Enzim aktivitesinin spektrofotometrik Olgiimlerinde ilk etap da kor ¢ozelti
spektrofotometreye yerlestirilerek absorbansin sifirlanmasi saglanir. Koér olarak tampon ve
substrattan olusan ¢ozelti kullanilir. Daha sonra kiivetteki kor ¢ozeltinin iizerine enzim Ornegi
ilave edilmesiyle kiivet tekrar spektrofotometereye yerlestirilir. Spektrofotometrede zamana
bagl olarak degisen absorbanslar kaydedilir. Bu degerler dogrultusunda dakikadaki absorbans
degisimi (dA/dt) hesaplanir. Hesaplanan bu deger saflastirilan Ornekteki enzim aktivitesi
bulunur.

Enzim aktivitesinin ¢esitli birimlerde ifade edilmesine karsin genelde enzimin toplam
aktivitesi icin iinite (U) birimi ve spesifik aktivitesi i¢inde Unite/mg protein kullanilir. Bir {inite
enzim aktivitesi, bir dakikada 1 pumol {riin olusumu ya da 1 pmol substrat tilkenmesini
katalizleyen enzim miktaridir. Bir {inite enzim (U) ya da uluslar arasi iinite (IU) seklinde

kisaltilir. Asagidaki formiil kullanilarak da hesaplanar.

V1 (ml) x dA/dt x 1000 x seyreltme faktorii

Omekteki Enzim tinitesi =

(Toplam aktivite U = umol/dak) Vs (ml) x d (cm) x &, (cm® /mol)

dA/dt = Absorbansm dakikadaki degisimi
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Vr = Reaksiyon karigimmin toplam hacmi

Vs  =Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi
d = Kiivetin 151k yolu ( genellikle 1 cm )
€ = Ekstinksiyon katsay1s1

Formiilin paydasinda yer alan ekstinksiyon katsayisi absorpsiyon yapan maddenin
derisimi ve absorbansi arasindaki sabit orani ifade eder.e = A/ ¢ x d formiilii ile hesaplanir.
Formiiliin paymda yer alan 1000 rakami ise enzim iinitesini umol olarak ifade etmek icin
gereklidir.

Bir mg protein bagmma diisen enzim iinitesi (U/mg protein) spesifik aktivite degeridir.
Saflastirma katsayis1 her asamada hesaplanan spesifik aktivitelerin birinci saflastirma

basamagindaki spesifik aktiviteye oranlanmasi ile bulunur [46].

1.7. Arastirmanin Amaglari

Bu arastirmada;

e Metabolizmada oldukca Onemli olan PONI enziminin sigir karacigerinden diisiik
maliyetle, saflik ve aktivitesi yliksek bir sekilde saflastirilmasi,

e Sigir karacigerinden saflagtirilan PON1 enziminin kinetik 6zelliklerinin incelenmesi,

e PONI enzimi ile grelin hormonu arasindaki iligkinin arastirilmasi, amaglanmisgtir.
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2. MATERYAL ve METOT

2. 1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Ornekler giinliik yeni kesilmis sigirlarm karacigerinden temin edildi. Alinan karaciger
ornekleri tuz-buz karigiminda korunarak laboratuara getirildi. Karaciger o6rnegi +4 °C’lik
ortamda bag dokusu, yag dokusu ve kandan temizlendi. Keskin bir makas kullanilarak kiigiik

parcalar haline getirilen karaciger 6rnegi ile saflagtirma basamaklarma gegildi.

2.1.2. Kullanilan Kimyasal M addeler

Calisgmada kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar
karsilarinda belirtilmistir.

e Trizma base (hidroksimetil amino metan), (Sigma)
e Triton X-100, (Merc)

e Potasyum fosfat, (Sigma)

e FEtanol, (Sigma)

e Metanol, (Sigma)

e n-biitanol, (Carlo Erba)

e Protein standartlari: BSA, Lizozim, Karbonikanhidraz, Fosforilaz B (Amresco)
e Kalsiyum kloriir, (Sigma)

e DEAE Seliiloz, (Fluka)

e DEAE Sefaroz, (Sigma)

e (Coomassie brillant blue G-250, (Fluka)

e o-Fosforik asit, (Merc)

e Asetik asit, (Merc)

e Aseton, (Merc)

e Amonyum persiilfat, (appliChem)

e Sodyum dodesil siilfat, (Bio-Rad)
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e TEMED, (appliChem)

e Akrilamid, (appliChem)

e Siikroz, (Merc)

e Hidroklorik asit, (Merc)

e Fenol, (Sigma)

e Fenilasetat, (Sigma)

o Bakir(Il)siilfat penta hidrat, (Sigma)
e Sodyum hidroksit, (Sigma)

e Potasyum sodyum tartarat dihidrat, (Sigma)
e Aprotinin, (Sigma)

e Sodyum perklorat, (Merc)

e Glisin, (Merc)

e Diyaliz membrani. (Sigma)

2.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

e Homojenizator : Bosch GGS27C
o Ultrasantrifiij : Beckman optima-L-70 K ultracentrifuge
e Su banyosu : Benmari memmert

e Spektrofotometre  : Secomam S. 750
e pH metre : Jenway 3010 pH Meter

e Magnetik karistirict : ARE Heating magnetic stirrer

e Hassas terazi : Chyo JL-189

o Karistirici :NM 110 Vorteks

e Otomotik pipet : Eppendrof 50-1000 ul
e Inkiibator : ES 500

e Elektroforez tanki  : UVP Vertical Electrophoresis Unit, Cambridge, UK

e HPLC : CE 1100 Series
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e HPLC kolonu : SGE Walkosil 11 5CI8 RS peptid kolonu

e Kromatografi kolonlar1 : 1,4 x 30 cm ve 1,4 x 50 cm ebatlarindaki cam kolonlar

2.1.4. Kullanilan Cozeltiler

Saflastirma basamaklarinda kullanilan ¢6zeltiler iginde en 6nemli yeri tampon ¢ozeltiler
olusturmaktadir. Saflagtirma ydntemleri belirtilirken kolaylik saglamasi i¢in bu tampon
cozeltiler kullanim sirasma gore ¢esitli harflerle adlandirilmistir. Tampon ¢ozeltilere verilen
adlar ve igerikleri asagidaki gibidir:

A Tamponu : 5 mM Tris/HCI (pH:7,4), 0,25 M Siikroz,
B Tamponu : 5 mM Tris/HCI (pH:7,4),
C Tamponu : 20 mM Tris/HCI (pH:7,7), % 0,1 (v/v) Triton X-100,
D Tamponu : 20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CaCl,, % 0,1 (v/v) Triton X-100,
50 mM NaCl,
E Tamponu : 20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CaCl,, % 0,1 (v/v) Triton X-100,
100 mM NaCl,
F Tamponu : 20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CaCl,, % 0,1 (v/v) Triton X-100,
200 mM NaCl,
G Tamponu : 20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CaCl,, % 0,1 (v/v) Triton X-100,
500 mM NacCl.
SDS-PAGE icin gerekli ¢cozeltiler;
Ayirma jeli tamponu : 1,5 M Tris/HCI (pH: 8,8)
Yiikleme jeli tamponu : 0,5 M Tris/HCI (pH: 6,8)
Sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi : % 10 (w/v) SDS
Amonyum persiilfat (APS) ¢ozeltisi (polimerizasyon baslatici): % 10 (w/v) APS
Ayirma jeli yiizey c¢ozeltisi : %0,1 SDS, 0,375 M Tris/HCI (pH: 8,8)
Ornek uygulama tamponu : %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-merkaptoetanol,
0,125 M Tris/HCI pH: 6,8
Tank tamponu  : 0,025 M Tris/HCI (pH:8,3), 0,192 M glisin, %0,1 SDS,
Bromfenol mavisi cozeltisi: %0,1 (v/w) Bromfenol ¢ozeltisi
ARE aktivitesi icin kullanilan substrat c¢ozeltisi ve tamponu: 50 mM Tris /HCI (pH: 8),
1 mM Fenilasetat, 1 mM CaCl,
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2.2. Metotlar

2.2.1. Sigir Karacigeri Dokusundan PON1 Enziminin Saflastiriimasi

2.2.1.1. Karaciger Orneginin Homojenizasyonu ( Oziitlesmesi)

Homojenatin hazirlanmasi, ultrasantrifiijlenmesi ve membran yapilarinin ¢oziilmesinde
literatiirde rat karaciger dokusundan PONI1 enziminin saflagtirilmast kismen degistirilerek
uygulandi [48]. Bolim 2.1.1.’de belirtildigi gibi mezbahada yeni kesilmis sigir karaciger
orneginden 20 gram tartilarak 500 ml’lik plastik dereceli silindire konuldu. Bu kap i¢i buz dolu
hacmi dereceli silindire gére daha biiyiik bir behere yerlestirildi. Iki kap arasma buz konuldu.
Bu sayede karaciger doku Ornegi pargalanirken artabilecek sicakligin dokuya zarar vermesi
Onlendi. Homojenizasyonda tampon ¢ozelti olarak A tamponundan (5 mM Tris/HCI1 pH:7, 0,25
M siikroz) 80 ml kullanildi. Bosch GGS27C (27000 devir/dak.) doku pargalayici ile yaklasik 3
dakika boyunca kisa siireli ara verilerek gergeklestirildi. Daha sonra karaciger Orneginin
bulundugu dereceli silindire, karaciger agirhigi/tampon hacmi orani % 10 olacak sekilde soguk
(+4 °C) A tamponundan 100 ml ilave edildi. Homojenat hazrlanirken, aprotinin proteaz
inhibitoriinden [aprotin, yapisinda 1 flakan, 50 ml steril izotonik (% 0,9 NaCl) polivalan proteaz

inhibe edici 6zellige sahip kallikrein, 70 mg polipeptid icerir] 50 pl homojenata ilave edildi.
2.2.1.2. Homojenatin Ultrasantrifiij Edilmesi ve Coziilmesi

Homojenat degisik devirlerde Beckman optima-L-70 K ultrasantrifiij ile ii¢ defa
ultrasantrifiij edildi. Ik olarak homojenattaki hiicre icerigini olusturan cekirdek ve mitokondri
1600 rpm (460 g) devirde 10 dakika ultrasantrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Cokelti (pellet) tistiindeki
stiziintli (slipernatant) ayr1 bir santrifiij tiipiine aktarilip 8400 rpm (12500 g) devirde 10 dakika
siire ile ikinci kez ultrasantrifiijlendi. ilk ultrasantrifiijlemede oldugu gibi siipernatant ayrildi.
Siipernatant iiglincii.kez 25000 rpm (105000 g) devirde 1 saat boyunca ultrasantrifiijlenerek
tekrar pellet ve siipernatant ayrildi. Cokelti, 20 m1 B tamponuna alind1. Cokeltideki mikrozomal
membranlarin ¢oziilmesi i¢in noniyonik deterjan olan Triton X-100’den % 0,75 (v/v) oraninda,
homojenata ilave edilerek vortekslendi. Bu ¢ozelti +4 °C’da 30 dakika bekletildi. Tekrar 25000
rpm (105000 g) devirde 1 saat siire ile homojenat ultrasantrifiij edilerek siipernatant ayrildi.

Boylece saflastirmanin ikinci asamasi da tamamlanmig oldu [48].
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2.2.1.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Ultrasanrifiij saflastirma basamagindan elde edilen +4 °C’daki siipernatant uygun %
amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in 50 ml’lik behere konuldu. Amonyum siilfat ile enzim proteinini
coktiirmede en yiiksek spesifik aktiviteye sahip % doygunluk konsantrasyonu belirlendi. Bu
amag¢ dogrultusunda ¢ozeltideki son konsantrasyonu % 40-80 olacak sekilde amonyum siilfat
ilave edilerek enzim Ornekleri ¢oktiiriildii. Coktiirme igin siipernatantin bulundugu beher buz
dolu daha biiyiik bir kabin i¢ine yerlestirildi. Magnetik bir karistirici iizerine konulan bu behere
daha 6nce havanda toz haline getirilen amonyum siilfat azar azar ilave edildi. Daha sonra ¢ozelti
30 dakika magnetik karistirici yardimiyla karistirildi. Proteinlerin ¢okmesi i¢in ¢ozelti 30 dakika
12500 rpm (52500 g) devirle santrifiijlendi. Coken proteini ¢ézmek i¢in C tamponundan [20
mM Tris/HCI (pH:7,7), % 0,1 (v/v)Triton X-100] 10 ml kullanildi. Protein karisimindaki
amonyum siilfat diyaliz yapilarak bir sonraki saflagtirma basamagi olan DEAE-Sefaroz iyon
degisim kromatografisine gecildi. Spesifik aktivitesi yiiksek olan % amonyum siilfat miktarini
belirlenmesinde asagidaki gizelge 2.1.’deki belirtilen amonyum siilfat miktarlari kullanildi [47,

53].

Cizelge 2.1. En yiiksek spesifik aktiviteyi belirlemek igin ¢ozeltiye eklenmesi gereken kati amonyum
stilfat miktarlar1 [47]

Amonyum siilfatin % 100 ml ¢ozeltiye eklenecek
doygunluk konsantrasyonu amonyum siilfat miktar (g)

40 22,90

50 29,50

55 33,11

60 36,60

70 44,20

80 52,30

Diyaliz islemi Bolim 1.4.2.°de belirtildigi gibi amonyum siilfat ile ¢oktiirme sonrasi
protein ¢dzeltisinde bulunan proteinden daha kiigiik iyonlarin diffiizyonla diyaliz membranindan
gecirilmesi esasima dayanmaktadir. Diyaliz 6ncesi membran yaklagik 24 saat saf suda bekletildi.
Diyaliz tamponu i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi proteinlerin ¢oziildiigii C tamponu
kullanildi. Membranin uglarindan biri ¢ift diiglimle baglandiktan sonra iginde hava boslugu
kalmayacak sekilde protein ¢ozeltisi membrana aktarildi. Membranin diger ucu da ¢ift diigiimle
baglanip membran gerginlestirildi. Magnetik karistirici tizerindeki 200 ml diyaliz tamponu
iceren behere konuldu. Diyaliz +4 °C’da 12 saat siireyle gerceklestirildi. Diyaliz tamponu 4

saatte bir degistirilerek diyaliz tamamlanda.
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2.2.1.4. DEAE-Sefaroz CL-6B Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisinde pH:7,7°de negatif yiik kazanan PON1 enzim proteini
anyon degistirici DEAE-Sefaroz CL-6B kullanilarak saflastirilmistir. Izolektronik noktas: pH:
5,1 olan PONI enzimi bu degerin iistiindeki bir pH’da negatif yiiklenir [13]. Boliim 1.4.3.3.’de
belirtildigi gibi kolon dolgu matriksi DEAE-Sefaroz CL-6B amino grubu nedeniyle arti
yiklidir. Arti yiklii DEAE-Sefaroz CL-6B ile doldurulmus ve pH:7,7 ile tamponlanmig
kolondan protein ¢dzeltisi gecirildiginde eksi yiik degerine gore proteinler dolgu matriksi ile
etkileserek kolonda tutulur. Bu sayede yiik degerine gore bir saflastirma gerceklestirilir [48,54].

Saflastirmada kolon olarak 1,4 cm i¢ ¢apinda 30 cm boyunda cam boru kullanildi. %
20’lik etil alkol siispansiyonundaki DEAE-Sefaroz CL-6B matriksi kullanilmadan once etil
alkoliin uzaklastirilmasi i¢in C tamponuyla [20 mM Tris/HCI %0,1 (v/v) Triton X-100] yikandi.
Bunun igin 100 ml DEAE-Sefaroz CL-6B siispansiyonu iizerine 100 ml C tamponu ilave edilip
magnetik karistirictyla 10 dakika karistirildi. Karistirma islemi tamamlanmasiyla beraber
matriksin ¢okmesi sonrasi siipernatant ayrildi. Bu iglem 100 ml’lik C tamponuyla 3 defa
tekrarland1. Her islem sonrasi matriks tampon karisimmin pH’st 6lciildii. Uciincii yikamadan
sonra gerekli yaklagik pH:7,7 saglandigindan yikama iglemi tamamlandi. Amonyum siilfat
coktiirmesi sonrasi diyaliz ile saflagtirilmis protein ¢ozeltisi ve C tamponundaki DEAE-Sefaroz
CL-6B magnetik kanistiricida 10 dakika karistirilarak enzim proteinin matrikse baglanmasi
saglandi. Daha sonra bu karisim kolona yavasca ilave edildi. Kolonda hava kalmamasi igin
kolon siirekli lastik bir ¢ubuk ile doviildii. Hazirlanan kolona HPLC’nin peristaltik pompasi
baglandi. Kolondaki akis hizi 0,5 ml/dak. olarak ayarlandi. Yapilan biitiin sathalar bu akis
hizinda gergeklestirildi. Kolon matriksine baglanmayan proteinlerin ayrilmasi i¢in kolondan C
tamponu gecirildi. Kolondan ¢ikan eluatlar 3 ml’lik tiiplere toplandi. 51 ml C tamponun
kolondan ge¢mesi sonrasi kolonda tutulan protein oOrneklerinin ayrilmasi igin tuz
konsantrasyonu yiikselen sirasiyla D tamponu [20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CaCl,, % 0,1
(v/v) Triton X-100, 50 mM NacCl] ve E tamponu [20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CacCl,, %
0,1 (v/v) Triton X-100, 100 mM NacCl], F tamponu [20 mM Tris/HCI (pH:7,7), 2,5 mM CaCl,,
% 0,1 (v/v)Triton X-100, 200 mM NacCl], G tamponu [20 mM Tris/HCI1 (pH:7,7), 2,5 mM
CaCl,, % 0,1 (v/v) Triton X-100, 500 mM NaCl], tamponlarindan her birinden 30 ml kolondan
gecirildi. Yine kolondan ¢ikan eluatlar iicer ml tiiplere toplandi. Toplanan eluatlarda protein
olup olmadig kalitatif olarak Warburg-Christian yontemi ile 280 nm’de okunan absorbanslar ile
tespit edildi. Protein bulunan 6rneklerde PON1 enzim aktivitesi dlgiilerek en yiiksek spesifik

aktiviteye sahip tiiplerdeki 6rekler sefadeks G-200 jel filtrasyonu kromatografisine uygulandu.
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2.2.1.5. Sefadeks G-200 Jel Filtrasyonu Kromatografisi

DEAE-Sefaroz iyon degisim kromatografisi ile saflastirilan protein Omekleri jel
filtrasyonu kromatografisine tabi tutuldu. Jel filtrasyonunda kolon dolgu maddesi olarak
Sefadeks G-200 superfine matriksi kullanildi. Molekiil agirligi 5000-800000 kDa araligindaki
globuler materyalleri ayirmada kullanilan Sefadeks G-200, kiiresel yapili ve belirli boyutlarda
gozeneklere sahip inert pargaciklardan olusmustur. Bu 6zelligi ile dolduruldugu kolondan
molekiil biiyiikliigline gore bir ayrimi saglar. Bu ayirmada biiyilk molekiiller gézeneklere
girmeyerek kolondan hizla ayrilirlar. Molekiil kiigiildiik¢e kolonda alikonma siiresinde artig olur
ve bu sayede saflastirma gergeklestirilir [47,54].

Jel filtrasyonu kromatografisinde ilk olarak kolon hazirlanirken toz halindeki dolgu
matriksinin sigmesi saglandi. Bunun i¢in 4 g Sefadeks G-200, 2 giin 100 ml C tamponunda [20
mM Tris/HCI (pH:7,7), % 0,1 (v/v) Triton X-100] bekletildi. Hazir hale gelen jel matriksi
uzunlugu 50 cm, i¢ ¢ap1 1,4 cm boyutlarindaki cam kolona yavagca aktarildi. Aktarimda, lastik
bir hortumla kolona yavag¢a vurularak kolonda hava kabarcigi olugmasi onlendi. Kolon
matriksle doldurulurken yaklasik 2 cm bosluk birakildi. Bu bosluga kolon dolgu maddesinin
hava almamasi i¢in C tamponu konuldu. Cam kolona HPLC’nin pompasi baglanarak tampon
¢Ozeltinin kolondan gegmesi saglandi. 0,2 ml/dak. akig hiz ile kolondan gecen C tamponu ile
kolon stabil hale getirildi. Protein ¢ozeltisi kolona uygulanirken daha 6nce kolon dolgu
maddesinin {izerindeki hava ile temasi engelleyen C tamponu pipet yardimiyla ¢ikarildi. Bu
bosluga omek yavasca ilave edildi. Ornek kolon matriksine girdikten sonra iizerine tekrar C
tamponu ilave edilip HPLC pompasma baglandi. 0,2 ml/dak. akis hiziyla protein ¢dzeltisi
kolondan gegirildi. Eluatlar 1,5 mI’lik eppendorf tiiplere toplandi. Toplanan eluatlarda protein
olup olmadig kalitatif olarak Warburg-Christian yontemi ile 280 nm’de okunan absorbanslar ile
tespit edildi. Protein bulunan 6rneklerde PON1 enzim aktivitesi dlciilerek en yiiksek spesifik

aktiviteye sahip protein 6rnegi ayrildi.
2.2.2.  Biiiret Yontemiile Kantitatif Protein Tayini

Saflagtirma basamaklarindan elde edilen ekstraktlardaki protein miktar1 tayinleri Biiiret
ve yontemiyle belirlendi. Biiiret yontemi, proteinlerin peptit baglarinin alkali ortamda bakir

iyonlar1 ile meydana getirdikleri mor renkli kompleksin renk siddetinin 540 nm’de &lgiilmesi

esasina dayanir [46].
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Protein tayini i¢in ilk etapda 1 m1’sinde 10 mg protein igeren BSA’dan (Bovine serum albumin)
cesitli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler ve biliret ayraci hazirlandi. Standart protein

¢ozeltileri i¢in 50 mg BSA’nin 5 ml saf suda ¢6ziilmesi ile hazirlanan stok ¢ozelti kullanildi.

Cizelge 2.2. Protein tayini i¢in hazirlanan standart ¢ozeltilerin bilesimi

Standart H,O Stok Standart cozelti Protein
numarasi | (ml) cozelti (ml) konsantrasyonu
(ml) (mg/ml)

8 - 1,00 - 10,00

7 0,25 0,75 - 7,50

6 1,00 1,00 - 5,00

5 1,00 - 6. standarttan 1ml 2,50

4 1,00 - 5. standarttan 1ml 1,25

3 1,00 - 4. standarttan 1ml 0,63

2 1,00 - 3. standarttan 1ml 0,31

1 1,00 - - 0,00

Biiiret ayracinin hazirlanmasi i¢in; CuSO4.5H,0, KNaC4H406.2H,0, NaOH kimyasal
maddeleri  kullanildi. 1,5 g CuSO45H,0O’nun, 500 ml saf suda hazrlanan ¢ozeltiye 6 g
KNaC4H404.2H,0 ilave edilerek ¢o6ziildii. Bu ¢ozeltinin iizerine 300 ml %10’luk (agirlik/hacim)
oranda NaOH ilave edildi ve toplam hacim 1000 ml olacak sekilde saf su ile tamamlandi [46].

Protein tayini i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri gizelge 2.3.’de belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Protein tayini i¢in kullanilan ¢6zeltilerin bilesimi

Cozelti Kér (ml) | Standart ¢ozelti (ml) Ornek (ml)
H,0 (ml) 0,50 - -
Standart Cozelti (ml) - 0,50 -
Ornek (ml) - - 0,50
Biiiret Ayraci (ml) 2,00 2,00 2,00
Toplam Hacim (ml) 2,50 2,50 2,50

Standart ¢aligma grafiginin ¢izimi i¢in g¢izelge 2.2.’de belirtilen maddelerin ¢ozeltileri
tilplere konuldu. Tipler vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda (25 °C)
bekletildi. Daha sonra 540 nm dalga boyunda spektrofotometre ¢izelge 2.3.’de belirtilen kor
¢ozeltisi ile sifirlanarak standart ¢dzeltilerin absorbanslar1 dlgiildii. Olgiilen bu degerler ile
standart ¢ozeltilerdeki protein miktarlar1 (mg/ml) grafige gecirilerek Sekil 3.1.’deki standart
caligma grafigi ¢izildi. Ayni islemler saflastirma basamaklarindan elde edilen protein 6rnekleri
icinde uyguland1. Olgiilen absorbans degerleri, standart calisma grafiginden elde edilen

denklemde yerine yazlarak protein miktarlari hesaplandi.
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2.2.3. PON1 Enziminin Aril Esteraz (ARE) Aktivite Tayini

PONI1 enziminin ARE aktivitesiyle fenilasetatin hidrolizi sonucu fenol ve asetik asit
olusur. Olusan fenoliin dakikadaki absorbans degisimi 6l¢iilerek ARE aktivitesi tayin edilir [55].
Aktivite tayininde ve kinetik ¢alismalarda Secomam S. 750 model spektrofotometre kullanildu.
Fenoliin literatiirde 270 nm’de maksimum absorbans verdigi belirtilmesine karsi 6l¢iim yapilan
spektrofotometrede hangi dalga boyunda en yiiksek absorbans ortalamasina sahip oldugu tespit
edildi. Bu ama¢ dogrultusunda 255-282 nm araliginda kuartz kiivet kullanilarak dalgaboyu (1)
taramasi yapildu.

Her saflagtirma basamaginda saflastirilan enzim Orneklerinin aktivite tayininde
Eckerson tarafindan Onerilen yontem kullanildi [55]. Bolim 2.2.5.’de anlatilan kinetik
caligmalar dogrultusunda enzimin optimum aktivite gosterdigi kosullar dikkate alindi. Buna
gore fenilasetatin hidrolizi sonucu olusan fenoliin, 30 s araliklarla 2 dakikalik bir siire boyunca
absorbansindaki degisimi, 271 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede olgiildii.
Olgiimler icin 50 mM Tris/HCI pH:8 olan tampon igerisinde, 1 mM fenilasetat substrat1 ve 1
mM CaCl, aktivatorii bulunan ¢ozelti hazirlandi. Spektrofotometrik 6lgiimler 1,5 ml ve 5 ml’lik
kuartz kiivetler kullanildi. 1,5 ml kuartz kiivetler ile yapilan 6lgiimde 1ml substrat ¢ozeltisi, 5
ml’lik kuatrz kiivetler kullanildiginda 3 ml substrat ¢ozeltisi kor olarak kullamildi. Bir ml
substrat i¢cin 17 pl enzim 6rnegi 3 ml substrat i¢in 50 pl enzim o6rnegi ilave edilmesiyle
reaksiyon ortaminda olusan fenoliin absorbansindaki degisimi kaydedildi [55, 56, 57].

Bir tinite PON1 enziminin ARE aktivitesi, bir dakikada 1 pmol fenol olusturur. Aktivite
degeri U/ml cinsinden asagidaki formiil dogrultusunda hesaplandi. Fenoliin molar ekstinksiyon
katsayis1 1310 M'.cm™ olarak alind1 [55].

Vr(ml) x dA/dtx 10°

Omekteki Enzim aktivitesi =

(Toplam aktivite U/ml = pmol/dak.ml) Ve (ml)xd(cm)xe (M. em™)x 10°

dA/dt = Absorbansm dakikadaki degisimi

Vr = Reaksiyon karigimmin toplam hacmi

Ve = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi

d = Kiivetin 151k yolu (1 cm)

€ =1310 M".cm™ (Molar ekstinksiyon katsayis)
10° =1 Molii 1 mikromole doniistiirme sabiti

10° =1 Litreyi 1 mililitreye doniistiirme sabiti

Bu veriler dogrultusunda formiil tekrar diizenlenerek asagidaki bagmti olusturulmustur.
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VrxdA/dt x 10°

PONI1 Enzim aktivitesi =
(U/ml = pmol/dak.ml) Ve x 1310

2.2.4. SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi) ile PON1

Enziminin Safhk Kontrolii ve Molekiil Agirh@inin Tayini

SDS- PAGE Laemmli tarafindan tanimlanan teknikle uygulandi [58]. SDS- PAGE i¢in
gerekli cozeltiler ve jel aparati Bolim 2.1.4’de belirtildigi gibi hazrlandi. Jel aparati
hazirlanirken iki cam levha arasina bir miktar su dokiilerek sizdirma konrolii yapildi. Cizelge
2.4.°de igerigi belirtilen ayirma jelinden 25 ml hazirlandi. Ayirma jeli pipet yardimi ile cam ve
aliminyum plakalarin arasina hava kabarcigi kalmayacak sekilde, {istten 3 cm kalincaya kadar

jel kasetine dolduruldu.

Cizelge 2.4. Ayirma ve yiikleme jelinin bilesimi

Karisimda kulanilan maddeler Ayirma Jel Yikleme Jeli
(% 10) 25 ml (% 5) 10 ml

Distile su (ml) 9,89 ml 6,80 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 6,30 ml —

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) — 1,25 ml

% 10 SDS 0,25 ml 0,10 ml

% 30 Akrilamid 8,30 ml 1,70 ml

% 10 Amonyum persiilfat 0,25 ml 0,10 ml

TEMED 0,01 ml 0,05 ml

Jelin ylizeyini diizglinlestirmek i¢in, 0,3 ml’lik saf su ile doyurulmus n-biitanol
¢ozeltisi, jel kasetine dokiildii. Bu sekilde diizgiin bir polimerizasyon yiizeyi saglanmis oldu. iki
dakika icinde n-biitanol jel i¢ yiizeyine gecti ve ¢ok keskin bir jel faz olustu. iki saat
polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in bekledikten sonra st yiizeydeki biitanol kurutma kagidi
ile uzaklagtirildi. % 5°lik yilikleme jelinin hazirlanmasina gegildi. Yiikleme jeli gizelge 2.4.’de
belirtilen miktarlara gore hazirlanip pipet yardimiyla jel kasetine aktarildi. Bu islemler
gerceklestirilirken hava kabarcigi olmamasina dikkat edildi. Tarak yerlestirilmesi sonrasi yarim
saat polimerizasyon igin beklenildi. Polimerizasyon sonrasi taraklar ¢ikarilip &rneklerin
uygulanacag kuyucuklar ucuna igne takilmis siringa ile diizenlenerek tank tamponuyla yikandi.
SDS-PAGE vyapilacak orneklerin hazrlanisma baslandi. i1k olarak o6rneklerden ve ¢izelge

2.5.”de belirtilen standart proteinlerden 10 pl alinip {izerine 10 pl 6rnek uygulama tamponu ilave

31



edildi. Ornek uygulama tamponundaki SDS proteinlerin denatiirasyonunu ve negatif
yiikklenmesini saglamaktadir. Bu karigim kapaklar1 igne ile delinmis eppendorf tiiplerde
karistirihp, 3 dakika kaynatildi. Oda sicakhigina kadar sogumasi saglandi. Uzerlerine 10 ul %
0,1 bromfenol mavisi damlatildi. Ornekler kuyucuklara yiiklendikten sonra giic kaynagi 80 V’ta
calistirildi. Elektroforez sik sik kontrol edilerek {ist havuzdaki tampon azaldiginda alttaki
havuzdan takviye edildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant, jelin altma 0,5 cm
kalincaya kadar yiiriidiikten sonra gii¢ kaynag kapatildi. Levha elektroforez cihazindan alind1
ve levhalardan biri dikkatli bir sekilde jelin iizerinden kaldirildi. Jel boyamasinda % 10 (v/v)
etanol, % 5 (v/v) asetik asit ve 0,0045 gram Coomassie brillant blue G-250 i¢eren 300 ml’lik
¢Ozelti hazirlandi. Oda 1ssinda 4 saat boyunca boyamaya birakildi. Jel boyandiktan sonra boya
yikama i¢in bilesiminde % 50 metanol, % 10 asetik asit, % 40 saf su bulunan ¢ozelti hazirlandu.
Bu ¢6zeltide 30 dakika bekletilmek iizere {i¢c defa yikandi. Jellerdeki fazla boyanin alinmasi igin
de bilesiminde % 5 metanol, % 7 asetik asit ve % 88 saf su bulunan ¢6zelti hazirlandi. Bu
¢oOzeltide 2 saat araliklarla bekletilerek yikama iglemi tamamlandi [46].

Cizelge 2.5. Standart olarak kullanilan proteinler ve molekiil agirliklar

Proteinler MOlel((Lill)‘:;;"hgl
Lizozim 23
Karbonikanhidraz 29
Sigir Albumini (BSA) 67
Fosforilaz B 97,4

SDS-PAGE elektroforegrami’nda PON1 enziminin molekiil agirhiginin hesaplanmasi
icin jele uygulanan standart proteinler ve brom fenol mavisi’nin elektroforez sonunda,
uygulama noktasindan itibaren gog ettigi mesafeler dlgiildii. Brom fenol mavisi i¢in 6lgiilen
degerin rolatif go¢ mesafesi 1 olarak alindi ve standart proteinlerin go¢ mesafeleri brom fenol
mavisinin gé¢ mesafesiyle oranlanarak her bir standart protein i¢in bir rolatif go¢ mesafe degeri
bulundu. Daha sonra standart proteinlerin molekiil agirliklar ile rolatif go¢ mesafeleri bir
grafige yerlestirildi. Cizilen standart grafikten dogru denklemi bulundu. Elektroforegramda
molekiil agirhigr bilinmeyen protein bandlarinin rolatif gd¢ degerleri denklemde yerine

konularak molekiil agirligi hesaplandi.
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2.2.5. Saflastirilan PON1 Enziminin Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi

2.2.5.1. Degisen Fenilasetat Konsantrasyonlarmin Enzim Aktivitesine Etkisi

Enzim aktivitesinin 6l¢lilmesi i¢in yapilan deneyde biitiin faktorler sabit tutulup yalniz
fenilasetat konsantrasyonu degistirildi. Bunun igin ¢izelge 2.6.’da verilen degerlere gore
hazirlanan farkli fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisi incelendi.
Fenilasetatin ¢esitli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerini hazirlamak i¢in (pH:7,1) 50 mM
Tris/HCI tamponunda 1 mM CaCl, aktivatorii kullanildi. 0,1 mM-1 mM aralig1 fenilasetat
konsantrasyonlarini igeren 100 ml’lik 7 ¢6zelti hazirlandi. Boliim 2.2.3.’de belirtildigi sekilde
37 °C’de enzim aktiviteleri Ol¢iildii. Elde edilen degerlere gore Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. PON1 enzimin 50 mM Tris/HCI ve pH:7,1 olan tamponda
37 °C’ de fenilasetat substrati i¢in K, ve Vyx degerleri hesaplandi.

Cizelge 2.6. Degisik konsantrasyonlarda hazirlanan fenilasetatin ¢ozeltideki miktarlar

Tiip Fenilasetat Fenilasetatin Toplam
Numarasi (S) mM Cozeltideki Hacmi | Cozelti Hacmi
(ub (ml)

1(kor) - - 100,00

2 0,10 1,28 100,00

3 0,20 2,60 100,00

4 0,30 3,86 100,00

5 0,50 6,40 100,00

6 0,60 7,74 100,00

7 0,80 10,30 100,00

8 1,00 12,80 100,00

Cizelge 2.6.°da belirtilen miktarlarin yani1 sira ¢ozelti hazirlanirken (yukaridaki
paragrafta belirtildigi lizere) ¢ozeltideki konsantrasyonu 1mM olacak sekilde 0,01 g CaCl,, 50
mM Tris/HCI tamponu i¢in 0,6057 g Tris ve pH ayarlamasinda 0,1 M HCI asit kullanilmistir.

Cozeltilerin son hacmi 100 ml olacak sekilde tampon ilave edilmistir.
2.2.5.2. Artan Enzim Miktarinin Aktiviteye Etkisinin incelenmesi

Bu caligmada artan enzim miktarinin aktiviteye etkisinin incelenmesi amaglandi.
Deneydeki diger faktorler sabit tutularak yalniz ilave edilen enzim miktarmin degistigi 5 ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozeltiler hazirlanirken kullanilan enzim ve tampon (pH 7,1; 50 mM Tris/HCI)
miktart ¢izelge 2.7.’de gosterilmigtir. Bolim 2.2.3.’de belirtildigi sekilde 37 °C’de enzim

aktiviteleri ol¢iildii.
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Cizelge 2.7. Artan enzim miktarinin aktiviteye etkisinin incelenmesi

Tiip Enzim Tampon (ml) Toplam
Numarasi (ml) Hacim (ml)
(kor) - 1,00 1,00

1 0,05 0,95 1,00

2 0,10 0,90 1,00

3 0,15 0,85 1,00

4 0,20 0,80 1,00

5 0,25 0,75 1,00

2.2.5.3. Enzim Aktivitesinde Optimum Sicakhgin Belirlenmesi

Bu kisimda deney esnasindaki inkiibasyon sicakliginin enzim aktivitesine etkisi
incelendi. Bu amag¢ dogrultusunda ile tampon ve substrat ¢ozeltisi (pH 7,1 ; 50 mM Tris/HCI, 1
mM CaCl,, ImM fenilasetat) 25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 40°C sicakliklarda 30 dakikalik
inkiibasyonu saglandiktan sonra reaksiyon durdurulup Bolim 2.2.3.°de belirtilen metot

uygulanarak enzim aktiviteleri 6l¢iildii.

2.2.5.4. Belirli Sicakhklarda Inkiibasyon Siiresine Bagh Olarak Enzim Aktivitesindeki

Degisimin Incelenmesi

Sicakligin enzim aktivitesine etkisi 56 °C ve 65 °C sicakliklarda incelendi. 0,3 ml enzim
orneklerinin konuldugu eppendorf tiipler ilk olarak 56 °C ve daha sonra 65 °C’lik su
banyosunda 75 dakika inkiibasyona birakildi. Beser dakika araliklarla eppendorf tiiplerden
alinan 17 pl PON1 enzim 6rnegi buz banyosunda sogutulduktan sonra kalan enzim aktiviteleri

Boliim 2.2.3.°de belirtilen metot uygulanarak 6l¢iildii.
2.2.5.5. pH’nin Enzim Aktivitesine Etkisinin Incelenmesi
pH'nin enzim aktivitesi {izerine etkisinin incelenmesi i¢in degisik pH’larda tampon
cozeltileri hazirlandi. Bunlar pH: 6,5-8,5 araliginda Tris/HCI1 tamponlar1 ve pH: 9-11 araliginda

glisin/NaOH tamponlaridir [48]. Boliim 2.2.3.°de belirtilen metot uygulanarak pH’lar1 farklh

caligma c¢ozeltileri ile enzim aktiviteleri 6lgildii.
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2.2.5.6. Saflastirilan PON1 Enziminin Grelin Hormonu ile Iliskisi

Grelin hormonunun hem aktif hem de inaktif sekli, SGE Walkosil 11 5CI8 RS 21 peptid
kolonunda, 215 nm dalga boyu, hareketli faz1 50 mM NaClO4 pH: 4 olan ¢ozelti ve akig hizi 1,0
ml/dak. kosullarinda tayin edilebilir. Aktif grelin hormonunun bu kolondaki alikonma stiresi 16
dakika iken, inaktif grelin hormonunun alikonma siiresi 5,9 dakikadir [59].

Bu ¢aligmada PONI enziminin grelin hormonuna etkisi incelendi. Ilk olarak grelin
hormonu standart1 (1600 pg/ml) 20 kat, 50 mM Tris/HCl 1 mM CaCl,, pH:7,7 tamponunda
seyreltildi. HPLC’ye SGE Walkosil 11 5CI8 RS 21 peptid kolonu baglandi. HPLC’deki UV
dedektoriindeki dalga boyu 215 nm olarak ayarlandi. 1,0 ml/dak. akis hizi ile hareketli faz olan
50 mM NaClO, pH: 4 olan ¢dzelti kolondan 1 saat boyunca gecirildi. Stabil hale gelen kolona
80 pg/ml derisimli aktif grelin hormonundan 20 pl enjekte edildi. Kolondaki alikonma siiresi ve
pik alanlar incelendi. Sonraki agamada 100ul’lik PONI1 enzimi ve grelin hormonu karigimi
(v/v 1:1) 37 °C sicakliktaki su banyosunda inkiibasyona birakildi. Grelin hormonunun yart
Omriiniin 15-20 dakika olmasi nedeniyle inkiibasyon siiresi 20 dakika ile smirlandirildi.
Inkiibasyon sonras1 karigrmdan 20 pl kolona enjekte edilip inaktif grelinin olusup olusmadig
ve aktif grelin hormonu ait pik alaninda ne tiir degisimler oldugu incelendi. Ayrica PONI1
enziminin substrat olarak grelin hormonuna etkisini spektrofotometrik yontemle belirlemek i¢in
reaksiyon hizi, 215 nm dalga boyunda 30 s araliklarla 2 dakika 6l¢iildii. Konsantrasyonlar1
farkli aktif grelin hormonunun 1 mM CaCl, igeren 50 mM Tris/HCI1 (pH:7,7) tamponunda
cozeltileri hazirlandi. Boliim 2.2.3.’de belirilen metot uygulanarak enzim aktivitelerine bagh
reaksiyon hizlar 6l¢iildii.

Bu caligmalarin yami1 sira grelin hormonunun PONI1 enzimine etkisi de arastirildi
Boliim 2.2.5.1.’de belitilen kosullara ek olarak 200 pg/ml aktif grelin hormonu ilaveli 7 farkh
fenilasetat konsantrasyonunda PON1 enziminin ARE aktivitesine ait reaksiyon hizlar1 6l¢iildii.
Elde edilen degerlere goére Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek grelin
varliginda PON1 enzimin 50 mM Tris/HCI ve pH: 7,1 olan tamponda 37 °C’ de K, ve Vix

degerleri hesaplanda.
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3.BULGULAR

3.1. Saflastirma Basamaklarinda Olgiilen Protein Miktarlar

Protein miktarlari, ¢izelge 3.1.°deki standart olarak kullanilan BSA proteini
konsantrasyonlarinin 540 nm’deki 6lgiilen absorbanslarina gore hesaplandi. Bu hesaplamada;
Ornek Absorbansi

Protein (mg/ml) = x Standart Konsantrasyonu

Standart Absorbansi
formiiline gbre bulunan protein konsantrasyonlarinm her standart protein konsantrasyonuna
gore farklh ¢ikmasmi onlemek igin ¢izelge 3.1.’deki veriler ile sekil 3.1°deki standart ¢aligma
grafigi cizildi. Bu standart caliyma grafiginden olusturulan dogru denklemi ile protein
konsantrasyonu hesaplandi.

Cizelge 3.1. Standart ¢ozeltilerin 540 nm’deki 6l¢iilen absorbans degerleri

Standart 540 nm’deki Protein
numarasi Olgiilen konsantrasyonu
Absorbanslar (Asy) (mg/ml)
8 0,310 10,000
7 0,241 7,500
6 0,158 5,000
5 0,082 2,500
4 0,044 1,250
3 0,025 0,625
2 0,013 0,313
1 0,000 0,000
0,3 T
0,25 y = 0,0312x + 0,0042
R? = 0,9997
@ 0,2
S
S 0,15 1
3
< 0,11
0,05 A
0 T T T ]
0 2 4 6 8
mg/ml BSA

Sekil 3.1. Protein miktar1 tayini i¢in standart ¢alisma grafigi ve dogru denklemi
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Saflastirilmis enzim ¢ozeltilerindeki protein konsantrasyonlari, 540 nm’de okunan
absorbanslarmin gekil 3.1.’de elde edilen “y = 0,0312x + 0,0042” dogru denkleminde “y” yerine
konularak “x” degerleri (protein konsantrasyonu) hesaplandi. Hesaplanan bu degerler cizelge

3.2.’de belirtilmistir.

Cizelge 3. 2. Saflastirma basamaklarindaki protein miktarlar

Saflastirma Absorbans Protein Toplam Toplam
Basamaklar Asyo Konsantrasyonu Hacim protein
mg/ml (ml) (mg)

1. Karaciger 2,46 78,71 100,00 7871,00
Orneklerinin
homojenizasyonu

2. Homojenatin 0,89 28,39 18,60 528,05
ultrasantrifiijlenmesi
ve membranlarin
¢Oziilmesi

3. % 55 doygunlukta 0,60 19,10 10,50 200,55
Amonyum Siilfat
coktlirmesi ve diyaliz

4. DEAE -Sefaroz 0,33 10,44 9,00 93,96
Iyon Degisim
Kromatografisi

5. Sefadeks G-200 0,06 1,79 1,50 2,69
Filtrasyon
Kromatografisi

3.2. PON1 Enziminin Saflastirma Basamaklarinda Olgiilen Aktivite Degerleri

PONI enziminin aril esteraz aktivitesi Enzim aktivitesiyle ilgili 6l¢timlerin standardinin
olusturulmasi i¢in ilk olarak fenil asetatin hidrolizi sonucu olusan fenoliin maksimum absorbans
yaptigi dalga boyunun literatiir dogrultusunda Olglim yaptigimiz Secomam S. 750
spektrofotometresinde tespit edildi [55]. Buna gore 0,42 mM fenoliin saf sudaki ¢ozeltisinin
255-282 nm arasi dalga boylarindaki dlgiilen absorbans degerleri ¢izelge 3.3.’de gdsterilmistir.
Cizelge 3.3.°deki veriler kullanilarak sekil 3.2. c¢izilmistir. Buna bagh olarak da enzim

aktivitesiyle ilgili 6lgtimler 270-271 nm’de yapilmistir.
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Cizelge 3.3. 0,42 mM fenoliin 255-282 nm aras1 dl¢iilen absorbans degerleri

Dalga Boyu | Absorbans Dalga Boyu | Absorbans
(nm) (nm)
255 0,878 269 2,423
256 0,966 270 2,476
257 1,110 271 2,480
258 1,163 272 2,460
259 1,314 273 2,412
260 1,447 274 2,324
261 1,585 275 2,240
262 1,649 276 2,212
263 1,831 277 2,111
264 2,002 278 1,970
265 2,092 279 1,661
266 2,228 280 1,539
267 2,262 281 1,089
268 2,359 282 0,875
3 -
2,5 1

Absorbans
o

O T T T T T T 1
250 255 260 265 270 275 280 285

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.2. 0,42 mM fenoliin 255-282 nm aras1 6lgiilen absorbans degerleri grafigi
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3.2.1. Karaciger Orneklerinin Homojenizasyonundan Elde Edilen Bulgular

Homojenizasyon sonrasi protein ¢ozeltisindeki PON1 enziminin ARE aktivitesi Boliim
2.2.3.’de belirtildigi gibi 6l¢iildii. Ham homojenattaki enzim aktivitesinin ortalama dakikadaki
absorbans degisimi dA/dt = 1,53 olarak Ol¢lilmiistiir. Bu ortalama degerler enzim aktivitesinin
lineer olarak degistigi ilk 1. dakikada olciilen absorbans degerleridir. Enzim aktivitesinin U/ml
biriminden degeri Boliim 2.2.3.’de belirtilen formiil yardimiyla hesaplanmistir.

V1= 3,05 ml (3 ml substrat ve tampon karigimi ile 0,05 ml enzim 6rnegi toplami)
Vg = 0,05 ml (kiivetteki enzim 6rnegi)
Bu degerler agagidaki formiilde yerine konuldu.
Vr x dA/dt x 10°
PONI1 Enzim Aktivitesi = =dA/dt x 46,57
(U/ml = pmol/dak.ml) Vg x 1310

Saflastirma basamaklarindaki enzim aktivitesi, formiilden elde edilen 46,57 faktorii ile
dA/dt’nin carpilmasiyla hesaplanmistir. Elde edilen 46,57 faktor ile absorbansin dakikadaki
degisimi 1,53 degeri carpildiginda PON1 Enzim aktivitesi 71,25 U/ml olarak bulunmustur.
Cizelge 3.2.’deki verilere gore protein miktar: 78,71 mg/ml olan homojenatin spesifik aktivitesi,
enzim aktivitesinin U/ml biriminden degerinin ml’deki protein miktarina boliinmesiyle
hesaplanmistir. Buna gore;

U/ml 71,25 U/ml
Homojenat i¢in spesifik aktivite = = =0,91 Umg’dir.

(U/mg) mg protein/ml 78,71 mg/ml

3.2.2. Karaciger Orneklerinin Ultrasantrifiijlenmesiyle Elde Edilen Bulgular
Homojenatlarim ultrasanrifiijlenmesiyle elde edilen protein ¢ozeltisindeki enzim
aktivitesinin ortalama dakikadaki absorbans degisimi dA/dt = 1,44 olarak ol¢iilmiistiir. Bolim
3.2.1°de belirtilen formiildeki 46,57 faktori ile dA/dt=1,44 carpildiginda enzim aktivitesi 67,06
U/ml olarak hesaplanmgtir. Cizelge 3.2.’de belirtildigi gibi protein miktar1 28,39 mg/ml’dir.

Buna gore;
67,06 U/ml
Ultrasantrifiijleme i¢in spesifik aktivite = ———— =2,39 Umg
(Umg) 28,39 mg/ml
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Ultrasantrifiijleme sonrasi1 spesifik aktivite

Saflastirma Katsayisi

Ham homojenat i¢in spesifik aktivite

2,39 U/mg
Saflagtirma Katsayisi = =2,63’ddr.
0,91 U/mg

3.2.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz Sonrasi Elde Edilen Bulgular

Ultrasantrifiij sonrasi elde edilen protein ¢ozeltisi Boliim 2.2.1.3.°de belirtildigi gibi en
yiiksek spesifik aktiviteye sahip % (NH4),SO4 doygunlugu igin ¢oktiirme islemleri yapildi.
Coktiirme sonucu % (NH,),SO4 derisimine bagh olarak ¢okeltinin sahip oldugu mg protein/ml

ve spesifik aktivite degerleri ¢izelge 3.4.’de verilmigtir.

Cizelge 3.4. % (NH,4),SO4 derisimine bagli olarak ¢okeltinin sahip oldugu aktivite, protein miktart ve
spesifik aktivite degerleri

% (NH4)2S04 Cokelti Cokelti aktivite Spesifik Aktivite
(mg protein/ml) (U/ml) (U/mg protein)

40 17,11 47,22 2,76

50 18,45 52,59 2,85

55 19,10 56,99 2,98

60 19,87 58,80 2,96

70 21,85 60,09 2,75

80 22,46 59,07 2,63

En yiiksek spesifik aktiviteye sahip %55 doygunlugunda (NH4),SO, ile ¢oktiirme ve
diyaliz sonrasi protein c¢ozeltisindeki enzim aktivitesinin ortalama dakikadaki absorbans
degisimi dA/dt = 1,17 olarak Ol¢iilmiistiir. Boliim 3.2.1°de belirtilen formiildeki 46,57 faktorii
ile dA/dt=1,17 carpildiginda enzim aktivitesi U/ml biriminden degeri 54,49 U/ml olarak
hesaplanmistir. Cizelge 3.2.°de belirtildigi gibi protein miktar1 19,10 mg/ml’dir.

Buna gore;

54,49 U/ml
%55 (NH,4),SO4 doygunlugunda ¢oktiirme ve = —— =285 U/mg
diyaliz sonrasi spesifik aktivite (U/mg) 19,10 mg/ml

40



(NH,)>SO4 ¢oktiirmesi ve diyaliz sonrasi spesifik aktivite

Saflastirma Katsayisi =

Ham homojenat igin spesifik aktivite

2,85 U/mg
Saflagtirma Katsayisi = = 3,13’ dir.
0,91 U/mg

3.2.4. DEAE-Sefaroz Iyon Degisim Kromatografisiyle Elde Edilen Bulgular

Diyaliz sonrasi protein ¢ozeltisi Bolim 2.2.1.4.°de belirtildigi gibi iyon degisim
kromatografisine uygulandi. Kolondan sirasiyla 30’ar ml C, D, E, F, G tamponlar1 gegmesiyle
icer ml tliplerde toplandi. Protein bulunan tiipler, Warburg-Christian yontemi ile kalitatif olarak
280 nm dalga boyunda okunan absorbanslar ile tespit edildi. Protein bulunan tiiplerde enzim
aktivitesi 6l¢iildi. Toplam 50 tiip i¢in 280 nm’okunan absorbanslar ve 271 nm’de 6l¢iilen enzim

aktiviteleri ¢izelge 3.5.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. 280 nm’de okunan absorbanslar (protein konsantrasyonu) ve 271 nm’de 6l¢iilen enzim
aktiviteleri (3 ml)

Tiip C tamponu |D tamponu |E tamponu F tamponu G Tamponu
nUmMArasy 15 ., Ao Aag Aot | Aggo | Aamt Ao |Azr |Aze | A
1 0,514 | - - - - - - - 0,258 | -
2 0,498 | - - - - - - - 0,633 | -
3 0,378 | - - - 0,291 | - 0,035 | - 1,402 | 0,842
4 0,325 | - - - 0,768 | - 0,145 | - 2,068 | 1,057
5 0,274 | - - - 0,345 | - 0,365 | 1,050 | 2,003 | 1,048
6 0,210 | - - - 0,030 | - 0,572 | 1,053 | 1,450 | -
7 0,115 | - - - - - 0,620 | 1,047 | 0,852 | -
8 0,068 {0,010 - - - - 0,580 | 0,975 | 0,321 | -
9 0,050 | - - - - - 0,494 | 0,765 | 0,152 | -
10 0,035 | - - - - - 0,389 | - 0,024 | -

Cizelge 3.5.’de goriildiigii gibi kolondan F tamponunun gegmesi sirasinda spesifik
aktivitesi diger tliplere gore daha yiiksek olan 5, 6 ve 7. tiiplerdeki eluatlar toplandi. Toplanan
bu 6meklerdeki enzim aktivitesinin ortalama dakikadaki absorbans degisimi dA/dt = 1,05 olarak
Olcililmiigtiir. Boliim 3.2.1°de belirtilen formiildeki 46,57 faktorii ile dA/dt=1,05 g¢arpildiginda
enzim aktivitesi U/ml biriminden degeri 48,90 U/ml olarak hesaplanmistir. Cizelge 3.2.’de
belirtildigi gibi protein miktar1 10,44 mg/ml’dir.
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Buna gore,

48,90 U/ml
DEAE-Sefaroz Iyon degisim kromatografisi = — =4,68 U/mg
sonrasi spesifik aktivite (U/mg) 10,44 mg/ml

Iyon degisim kromatografisi sonrasi spesifik aktivite

Saflastirma Katsayisi =
Ham homojenat i¢in spesifik aktivite

4,68 U/mg
Saflagtirma Katsayisi = —— =5,14diir.
0,91 Umg

3.2.5. Sefadeks G-200 Jel Filtrasyonu Kromatografisiyle Elde Edilen Bulgular

DEAE-Sefaroz iyon degisim kromatografisi sonrasi protein ¢ozeltisi Boliim 2.2.1.5.’de
belirtildigi gibi Sefadeks G-200 jel filtrasyonu kromatografisine uygulandi. Kolondan C
tamponu gecerken eluatlar 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere toplandi. Protein bulunan tiipler,
Warburg-Christian yontemi ile kalitatif olarak 280 nm dalga boyunda okunan absorbanslar ile
tespit edildi. Protein bulunan tiiplerde enzim aktivitesi Olgiildii. Toplam 25 tiip igin 280
nm’okunan absorbanslar ve 271 nm’de 6l¢iilen enzim aktiviteleri ¢izelge 3.6.’de verilmistir.

Cizelge 3.6. 280 nm’de okunan absorbanslar (protein konsantrasyonu) ve 271 nm’de 6lgililen enzim
aktiviteleri (1,5 ml)

Tiip C tamponu

numarasi Asso A
(1-12) aras1 - -

13 0,021 0,033

14 0,025 0,045

15 0,069 0,127

16 0,223 0,425

17 0,335 0,918

18 0,304 0,808

19 0,174 0,326

20 0,066 0,108
(21-25) arast - -

Cizelge 3.6.’da goriildigii gibi kolondan C tamponunun ge¢mesi sirasinda spesifik
aktivitesi diger tliplere gore daha yiiksek olan 17. tiipdeki eluatta enzim aktivitesinin ortalama
dakikadaki absorbans degisimi dA/dt = 0,92 olarak OSlgiilmiistir. Bolim 3.2.1°de belirtilen
formiildeki 46,57 faktorii ile dA/dt= 0,92 ¢arpildiginda enzim aktivitesi U/ml biriminden degeri
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42,84 U/ml olarak hesaplanmistir. Cizelge 3.2.°de belirtildigi gibi protein miktar1 1,79

mg/ml’dir. Buna gore,
42,84 U/ml

Sefadeks G-200 Jel filtrasyonu kromatografisi = = 23,93 U/mg

sonrast spesifik aktivite (U/mg) 1,79 mg/ml

Jel filtrasyonu kromatografisi sonrasi spesifik aktivite

Saflastirma Katsayisi =
Ham homojenat i¢in spesifik aktivite

23,93 U/mg

Saflagtirma Katsayisi = =26,30"dur.

0,91 U/mg

Bu sonuglar dogrultusunda ham homojenattan baslayarak sefadeks G-200 jel filtrasyonu

kromatografisine kadar olan saflastirma basamaklarinda hesaplanan parametreler ve saflagtirma

katsayisi ¢izelge 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Saflagtirma basamaklari sonuglari

Saflastirma
Basamaklan

Toplam
Hacim
(ml)

Protein
miktari

(mg/ml)

Toplam
protein

(mg)

Aktivite
(U/ml)

Aktivite
L)

Spesifik
aktivite
(U/mg)

Saflas-
tirma
orani

1- Karaciger
orneklerinin
homojenizasyonu

100,00

78,71

7871,00

71,25

7125,00

0,91

1,00

2. Homojenatin
ultrasantrifiijlenmesi
ve membranlarin
¢Oziilmesi

18,60

28,39

528,05

67,06

1247,32

2,39

2,63

3. % 55 doygunlukta
Amonyum Siilfat
coktlirmesi ve diyaliz

10,50

19,10

200,55

54,49

572,15

2,85

3,13

4. DEAE-Sefaroz
Iyon Degisim
Kromatografisi

9,00

10,44

93,96

48,90

440,10

4,68

5,14

5. Sefadeks G-200
Jel Filtrasyon
Kromatografisi

1,50

1,79

2,69

42,84

64,26

23,93

26,30
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3.3. SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi) ile PONI1
Enziminin Safhk Kontrolii ve Molekiil Agirhginin Tayininde Elde Edilen Bulgular

PON1 enziminin saflastirilmasi ¢aligmalarinda iki farkli metot sonrasi saflastirilan
enzimin SDS-PAGE ydntemiyle saflik kontrolii ve molekiil agirhg tayini yapild. ilk ¢alismada
izlenen metodlar sirasiyla; homojenizasyon, homojenatin silika jel kolonuna uygulanmast ve
¢Oziilmesi, % 35-70 doygunlukta (NH4),SO,4 ¢oktiirmesi ve DEAE-Seliiloz iyon degisim
kromatografisi metotlaridir. Son ¢aligmada izlenen metotlar ise sirasiyla homojenizasyon,
ultrasantrifiij ve membranlarin ¢6ziilmesi, % 55 doygunlukta (NH,),SO4 ¢coktlirmesi ve diyaliz,
DEAE-Sefaroz iyon degisim kromatografisi ve Sefadeks G-200 Jel filtrasyonu kromatografisi
metodlaridir. Ik ¢alismaya ait SDS-PAGE elektroforegrami sekil 3.3.’de ve son calismaya ait
SDS-PAGE elektroforegrami sekil 3.4.°de gosterilmistir. Ayrica sekil 3.5.’de protein

bandlarmm molekiil agirliklarinin tespit edilmesinde kullanilan standard grafik yer almaktadir.

67 kDa

BSA —
23 kDa
Lizozim —>

Sekil.3.3. DEAE-Seliiloz iyon degisim kromatografisi saflagtirma basamagindan sonra (ilk ¢aligmaya ait)
alman numunelerin, sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) olusturdugu
elektroforegram

Standart (S) : Protein standarti (67 kDa BSA, 23 kDa Lizozim proteinleri),

(1-8) numaralar1 : DEAE-Seliiloz iyon degisim kromatografisi sonrasi alman numuneler
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kDa

kDa

<= PONI1
452
kDa

29
kDa

Sekil 3.4. Her bir saflastirma basamagindan sonra alinan numunelerin, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-P AGE) olusturdugu elektroforegram

: Standart proteinler (Fosforilaz B 97,4 kDa, BSA 67 kDa ve Karbonik anhidraz 29 kDa),
: Ultrasantrifiij sonrasi siipernatant,

: % 55 amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonras,

: DEAE-Sefaroz iyon degisim kromatografisi sonras,

A W N =

: Sefadeks G-200 jel filtrasyon kromatografisi sonrasi, elde edilen protein bandlaridir.

Proteinlerin molekiil agirliginin logaritmas ile rolatif go¢ mesafesi arasinda dogrusal
bir iliski vardir [47]. Bu nedenle standart proteinlerin molekiil agirliklarmin logaritmasi ile
rolatif go¢ mesafelerini gosteren standart grafik cizilmigtir. Bu grafik sekil 3.5.’de verilmistir.
Molekiil agirligi bilinmeyen protein bandlarmin rélatif go¢ degerleri bulundu ve “y= -32,26
Ln(x) + 24,756” formiilinde “x” yerine konarak molekiil agirligi hesaplandi. Sekil 3.4.’deki
elektroforegramda PONI1 enziminin protein bandinin rélatif go¢ degeri 0,53 olarak hesaplandi.
0,53 degeri yukaridaki formiilde “x” yerine konuldugunda, PON1 enziminin protein bandmnin
molekiil agirhigr 45,2 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 3.5. Protein bandlarinin molekiil agirliklarinin tespit edilmesinde ¢izilen standart grafik

3.4. PON1 Enziminin Kinetik Ozelliklerine Ait Bulgular

3.4.1. Degisen fenilasetat Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bolim 2.2.5.1°de belirtildigi gibi 7 farkli fenilasetat konsantrasyonu ile c¢izelge
2.3.’deki miktarlara gore enzim aktivitesi tayin edildi. Elde edilen bulgular ¢izelge 3.8.’de
verilmigtir. Bu sonuglara gore gizilen Michaelis-Menten grafigi sekil 3.6.’da ve Lineweaver-
Burk grafigide sekil 3.7.’de verilmistir.

Cizelge 3.8. Degisen fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisine ait deney sonuglari

Tiip No | Fenilasetat 1/SmM™ | Reaksiyon /v
(S) mM Hiz (V) (dak./Abs.)
Abs./dak.
1 0,10 10,00 0,80 1,25
2 0,20 5,00 1,01 0,99
3 0,30 3,33 1,10 0,91
4 0,50 2,00 1,21 0,83
5 0,60 1,66 1,27 0,79
6 0,80 1,25 1,28 0,78
7 1,00 1,00 1,30 0,77
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Sekil 3.6. Degisen fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisini gosteren Michaelis-Menten
grafigi

Sekil 3.6.’daki hiperbolik egrinin denklemi Michaelis-Menten esitligidir [1,4]. Bu
esitlik ; Vinax X [S]

V =
Km+[S]

formiilii ile ifade edilir. Hiperbolik egrinin denklemini dogru denklemine doniistiirmek icin
Lineweaver-Burk esitliginden yararlanildi. Bu esitlik;

1 K 1

= -
V Vmax X [S] Vmax

formiilii ile ifade edilir [1,4]. 1/V’ye karsilik 1/S degerlerini gosteren sekil 3.7.°deki
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Lineweaver-Burk grafiginde kullanilan 1/V ve 1/S degerleri
icin ¢izelge 3.8.’den yararlanildi. Bu grafikteki dogrunun yatay ekseni kestigi nokta -1/K;, ve
dikey kestigi nokta 1/V ,,’dir [1,4].
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Sekil 3.7. Degisen fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisini gosteren Lineweaver -Burk

grafigi

Sekil 3.7.’deki Lineweaver-Burk grafiginden elde edilen -1/K;,:-13,52 ve 1/Viax: 0,7163
degerlerine gore fenilasetat substratt igin PON1 enziminin 37 °C’de ve 50 mM Tris/HCI
tamponu pH:7,1°de K,, degeri 0,074 £ 0,002 mM ve V. degeri 1,40 Abs./dak. (65,20 U/ml ve

36,42 U/mg) olarak hesaplandi.

3.4.2. Artan Enzim Miktarmimn Enzim Akvitesine Etkisi

Bolim 2.2.5.2.’de belirtildigi gibi caligilarak c¢izelge 3.9’ da gosterilen bulgular elde

edildi. Bu bulgulara gore cizilen grafik sekil 3.8’de verilmistir.

Cizelge 3.9. Enzim aktivitesinde optimum sicakligin belirlenmesine ait bulgular

Tiip No Cozeltideki Enzim (ml) Absorbans ortalamasi
dA/dt (1 dakikahk)
1 0,050 0,026
2 0,100 0,048
3 0,150 0,086
4 0,200 0,129
5 0,250 0,151
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Sekil 3. 8. Artan enzim miktarinin enzim aktivitesine etkisine ait grafik

PONI1 enzimi miktarinin artmasi sekil 3.8.’deki grafikte gorildiigii gibi aktiviteyi

artirmaktadir.

3.4.3. Enzim Aktivitesinde Optimum Sicakh@n Belirlenmesine Ait Bulgular

Bolim 2.2.5.3.’de anlatildig1 sekilde calisilacak degisik deney sicakliklarinin enzim

aktivitesine etkisi incelendi. Bu g¢aligmaya ait bulgular ¢izelge 3.10’da ve bu bulgulara gore

cizilen grafik sekil 3.9.’da verilmistir.

Cizelge 3.10. Enzim aktivitesinde optimum sicakligin belirlenmesine ait bulgular

Deney Absorbanslarin ortalamasi
Sicakhigi (°C)

25 2,109

30 2,129

35 2,169

37 2,228

40 2,104
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Sekil 3.9. Enzim aktivitesinde optimum sicakligin belirlenmesine ait grafik

PON1 enzimi aktivitesi sekil 3.9.’daki grafikte gorildiigi gibi 35-37 °C sicaklik
araliginda artmakta ve 37 °C’de en yiiksek degere ulagsmaktadir.

3.4.4. Belirli Sicakhklarda Inkiibasyon Siiresine Bagh Olarak Enzim Aktivitesindeki
Degisime Ait Bulgular

Bolim 2.2.5.4.°de belirtildigi gibi 56 °C ve 65 °C’lerde 0, 5, 10, 15, 20, 25 ve 30 dakika
bekletilerek aktivite tayini yapildi. 56 °C’de yapilan deneyin sonuglari ¢izelge 3.11°de ve bu
sonuglara gore cizilen grafik sekil 3.10°da verilmistir. 65 °C’de yapilan deneyde ise enzimin 5.
dakikadan itibaren aktivitesini tamamen kaybederek inaktif hale gegtigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.11. 56 °C’de enzim aktivitesinin inhibisyonuna ait deney sonuglari

56 °C’deki Absorbans % Kalan % Inhibisyon

Inkiibasyon ortalamasi Aktivite

Siiresi (dak.) dA/dt (1 dak.)
0 0,415 100 -
5 0,353 85,06 14,94
10 0,334 80,48 19,52
15 0,318 76,63 23,37
20 0,316 76,14 23,86
25 0,304 73,25 26,75
30 0,263 63,37 36,63
35 0,259 62,41 37,59
40 0,256 61,69 38,31
45 0,228 54,94 45,06
50 0,216 52,05 47,95
55 0,212 51,08 48,92
60 0,197 47,47 52,53
65 0,177 42,65 57,35
70 0,177 42,65 57,35
75 0,177 42,65 57,35
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Sekil 3.10. PON1 enziminin 56 °C’deki inkiibasyon siiresine bagli aktivite kayb1

PON1 enziminin 56 °C’de inkiibasyona birakilarak belirli siirelerde aktivitesi
Olciildiiglinde 75. dakikaya kadar % 42,65 ile aktifligini korudugu ve sicakliga oldukca

dayanikli bir enzim oldugu goriilmiistiir.
3.4.5. pH’min Enzim Aktivitesine Etkisinin Incelenmesine Ait Bulgular

Bolim 2.2.5.5.°de belirtildigi gibi farkli pH’larda tampon ¢ozeltiler hazirlanarak PON1
enziminin aktivitesi tayin edildi. Tayin edilen degerler 2 dakika sonundaki absorbans
degerleridir. Elde edilen sonuglar ¢izelge 3.12°de ve ¢izilen grafik sekil 3.11.’de verilmistir.

Cizelge 3.12. pH’ nin enzim aktivitesine etkisine ait sonuglar

pH Absorbans ortalamasi
dA/dt (1 dakikahk)
6,5 0,758
7,0 0,910
7,1 0,918
7,2 0,894
7,3 0,878
7,4 0,876
7,5 0,875
8,0 0,632
85 0,604
9,0 0,598
9,5 0,587
10,0 0,339
10,5 0,308
11,0 0,301
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Sekil 3.11. pH’nin enzim aktivitesine etkisi

PON1 enziminin sekil 3.11.’deki grafikte goriildigi gibi 7-7,5 pH araliginda
aktivitesinin yiiksek oldugu ve bu aralikta en yiiksek aktiviteyi pH:7,1’de gosterdigi tespit

edilmisgtir.

3.4.6. Saflastirlan PON1 Enzimi ile Grelin Hormonu Arasindaki Etkilesime Ait
Bulgular

Bolim 2.2.5.6.°da belirtildigi gibi akis hiz1 1 ml/dak ve pH:4 olan hareketli faz 50 mM
NaClOy ¢ozeltisinde 215 nm dalga boyu kosullarinda 80 pg/ml aktif standart grelin hormonuna

ait ¢aligma kromatogrami sekil 3.12.’de verilmistir.
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< Aktif Grelin hormonu

Sekil 3.12. Akis hizt 1 ml/dak ve pH:4 olan hareketli faz 50 mM NaClO, ¢ozeltisi kullanildiginda, 215
nm’deki 80 pg/ml standart aktif grelin hormonunun galigma kromatogrami

Sekil 3.12.°de 80 pg/ml standart aktif grelin hormonuna ait ¢alisma kromatograminda
16,3 dakikada pik veren aktif grelin hormonunun pik alani degeri 122288 olarak tespit edildi.

Bolim 2.2.5.6.”da belirtildigi gibi akis hiz1 1 ml/dak ve pH:4 olan hareketli faz 50 mM
NaClO, ¢ozeltisinde 215 nm dalga boyu kosullarinda 80 pg/ml aktif standart grelin hormonu ile
PON1 enzimi (1:1 v/v) kansimmnin 37 °C’daki 20 dakika inkiibasyonuna ait caligma

kromatogrami sekil 3.13.’de verilmistir.
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Sekil 3.13. Akis hizt 1 ml/dak ve pH:4 olan hareketli faz 50 mM NaClO, ¢ozeltisi kullanildiginda, 215
nm’deki 80 pg / ml aktif grelin hormonu ile PONI1 enzimi (v/v 1:1) karisiminin 37 °C’da 20 dakika
inkiibasyonuna ait ¢alisma kromatogrami

Sekil 3.13’deki kromatogramda 16,3 dakikada pik veren aktif grelin hormonun pik alan
55412 ve 6,5 dakikada pik veren inaktif grelin hormonunun pik alan1 3508 olarak tespit edildi.
Aktif grelin hormonunun PONI enzimi ile (v/v 1:1) oraninda karigimi grelini % 50 oraninda
seyreltmesiyle sekil 3.12.’deki aktif grelinin pik alan1 122288’in yarist 61144 degerinde olmasi
gerekirken pik alani degeri 55412°dir. Bu durum sekil 3.12. ve sekil 3.13. kromatogramlarindaki
aktif grelinin 5732 degerindeki pik alani farkmin sekil 3.13. kromatogramindaki inaktif grelinin
3508 degerindeki pik alanina doniistiigiinii gostermektedir. Aktif grelin hormonunun inaktif
forma donisiim ytizdesi pik alan degerlerine gore hesaplandiginda % 61,20 oraninda doniisiim

olmustur.
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Grelin hormonu varliginda PON1 enziminin ARE aktivitesine etkisine ait bulgular
cizelge 3.13.°de verilmistir. Bu sonuglara gore ¢izilen Michaelis-Menten grafigi sekil

3.12.’dedir. Lineweaver—Burk grafigi ise sekil 3.13.’de verilmistir.

Cizelge 3.13. 200 pg/ml Grelin varliginda degisen fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine
etkisine ait deney sonuglar1

Tiip No | Fenilasetat 1/SmM™ | Reaksiyon 1/v
(S) mM Hiz (v)
1 0,10 10,00 1,01 0,99
2 0,20 5,00 1,26 0,79
3 0,30 3,33 1,38 0,72
4 0,50 2,00 1,49 0,67
5 0,60 1,66 1,52 0,66
6 0,80 1,25 1,56 0,64
7 1,00 1,00 1,63 0,61
_'r: 18 S ———— Vmax
§ 1.6 1
w 1.4 -
=]
<L 12 1
—4y
g [ <= Va2
i !
E 0.6 4 :
=04 :
- I
= D I I T T T I 1
0 Km 02 0.4 0.6 0.8 1 1,2
Fenilasetat (mM)

Sekil 3.14. 200 pg/ml Grelin varhginda degisen fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisini gosteren
Michaelis-Menten grafigi

55



1,2 7

1V

y = 0,0407x + 0,5848 1 -

R? = 0,9967
0,8 -

0,6 AF—>  1/Vi0,5848

-1/Ky:-14,37

-20 -15 -10 -5 10 15

-0,2
1/S

L
O
9]

Sekil 3.15. 200 pg/ml Grelin varliginda degisen fenilasetat konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi

Sekil 3.15.°deki Lineweaver-Burk grafiginden elde edilen -1/K;:-14,37 ve
1/Viax:0,5848 degerlerine gore 200 pg/ml grelin hormonu varliginda PONI1 enziminin
fenilasetat substrat1 i¢in 37 °C’de ve 50 mM Tris/HCI tamponu pH:7,1’de bulunan K,, degeri
0,070 £ 0,002 mM ve V. degeri 1,71 Abs./dak. (79,63 U/ml ve 44,48 U/mg) olarak
hesaplandi.

Boliim 2.2.5.6.°da belirtildigi gibi substrat olarak degisik konsantrasyonlarda grelin
hormonuna PON1 enziminin etkisine ait reaksiyon hizmm 215 nm dalga boyunda 6lciilen

degerleri gizelge 3.14.’de verilmistir.

Cizelge 3.14. Substrat olarak grelin hormonunun degisen konsantrasyonlarinin enzim aktivitesine etkisine
ait deney sonuglart

Tiip No Grelin Tampon PONI1 (ul) | Reaksiyon
(0,5 ml) (0,5 ml) Hiz (v)
1 20 pg/ml 0,50 17 0,70
2 40 pg/ml 0,50 17 0,52
3 80 pg/ml 0,50 17 0,22
4 160 pg/ml 0,50 17 0,18
5 320 pg/ml 0,50 17 0,12
6 400 pg/ml 0,50 17 0,08
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Cizelge 3.14.’deki verilere géore PONI enziminin substrat olarak grelin hormonuna
etkisinin Michalies-Menten grafigine uymadigimmi gostermektedir. Substrat olarak aktif grelin

hormonunun konsantrasyonu artmasina karsin enzimatik reaksiyonun hizi azalmaktadir.
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4. SONUCLAR ve ONERILER

Biyokimyasal olaylar katalizleyerek, organizmalardaki canliligi saglayan enzimlerin
saflagtirilmas1 ve kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi biiyiik bir énem tagimaktadir. Bu &nem
cer¢evesinde degisik dokulardan ve serumdan spesifik aktivitesi yiiksek enzim elde etmek en
onemli amactir. Saflagtrilacak enzimin Ozellikleri géz Oniinde bulundurularak saflastirma
basamaklarinin uygulanabilirligi kolay ve maliyeti diisiik olmasma 6zen gosterilmelidir.

Bu c¢aligmada, sigir karacigerinden PONI enzimi saflagtirilmaya c¢aligilmistir.
Saflastirilan enzimin saflik kontrolii ve molekiil agirligi tayin edilmis, kinetik 6zellikleri, (K,
Vimax, optimum pH ve sicaklik gibi) ve grelin hormonu ile iliskisi incelenmistir.

PON1 enziminin ¢esitli hayvanlarin  karaciger dokularmdan ve serumundan
saflagtirilmasmda ilk olarak ne tiir metotlarmn kullanildig1 tespit edilmistir. Literatiirde sigir
karacigerinden PON1 enziminin saflagtirilmasina ait sinirh bilgiler olsa da karacigerinin enzim
bakimindan zengin olmasi saflagtirilacak kaynagm belirlenmesinde en 6énemli etken olmustur.
Bunun yani sira PON1 enziminin saflastirilmasi ile ilgili ¢caligmalar incelendiginde karaciger
dokusu disinda ¢cogunlukla serum &meklerinin kulanildigi da goriilmiistiir. Bu durum serumdaki
parametrelerin karacigere gore daha az olmast ile agiklanabilir.

PONI1 enziminin sigir karacigerinden saflastrilmasinda sirasiyla; karaciger 6rneklerinin
homojenizasyonu, ultrasantrifiij, %55 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz,
DEAE-Sefaroz CL-6B iyon degisim kromatografisi ve son basamak olarak da Sefadeks G-200
jel filtrasyonu kromatografisi yontemleri kullanilmistir. Saflastirma basamaklarindan
homojenizasyon ve ultrasantrifiij ¢aligsmalar1 literatiirde rat karacigerinden PONI1 enzimini
saflagtirma caligmalarinda izlenilen yontem dikkate alinarak gergeklestirilmistir [48]. Enzim
saflagtirma yOntemleri arasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz en yaygm olarak
kullanilanlardandir. Bu basamakta enzimin en yiiksek spesifik aktiviteyi % 55 doygunlugundaki
amonyum siilfat c¢oktlirmesi sonrast gosterdigi bulunmus ve bu dogrultuda saflastirma
basamaklarina devam edilmistir. DEAE-Sefaroz CL-6B iyon degisim ve Sefadeks G-200 jel
filtrasyonu kromatografileride, insan serumundan PON1 enziminin saflastirilma ¢alismalarinda
izlenilen yontemler dikkate alinarak gerceklestirilmistir [48, 53].

Saflagtirma iglemleri ve kinetik caligmalarda enzim aktivitesi Eckerson tarafindan
Onerilen tayin metodu ile Ol¢lilmiistir [55]. Kalitatif protein tayinleri Warburg-Christian
yontemiyle, kantitatif tayinler ise biiiret yontemiyle gergeklestirilmistir. Protein miktarlart sekil
3.1.’deki standart ¢alisma grafiginden hesaplanan dogru denklemiyle hesaplanmustir.

PONI1 enziminin saflagtirma ¢aligmasinda karaciger 6rneginin homojenizasyonu sonucu

spesifik aktivite degeri 0,91 U/mg protein ve membranlarin ¢oziilmesi sonrasi yapilan
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ulltrasantrifiij sonucu spesifik aktivite 2,39 U/mg protein olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore
2,63 kat saflagtirma gergeklesmistir. Literatiirde rat karacigerinden yapilan ¢aligmada
homojenizasyon ve ultrasantrifiij basamaklar1 sonrasi 8,5 kat saflagtrma gergeklesmis [48].
Saflastirma katsayilarindaki bu farklihga karaciger kaynaginin degisik olmasi ve laboratuar
kosullar1 neden olabilir.

Ultrasantrifiij sonrasi protein ¢ozeltisi farkli % doygunlukta 40, 50, 55, 60, 70, 80
amonyum siilfatla ¢oktiiriilmiistiir. En yiiksek spesifik aktiviteye sahip ¢okelti derisiminin % 55
doygunluktaki amonyum siilfat oldugu tespit edilmistir. Coktiirme ve diyaliz sonrasi spesifik
aktivite 2,85 U/mg protein bulunmustur. Bu deger enzimin 3,13 kat saflagtirildigimi
gostermektedir. Bu sonug literatiirde insan serumundan PONI1 enzimini saflagtirmalar
caligmalarindaki amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile paralellik gostermektedir. Bu caligmalarda
%60-80 doygunlukta amonyum siilfat kullanilarak ve 1,18 kat saflastirma gerceklesdigi
goriilmektedir [54]. Caligmamizdaki ultrasantrifiij sonrasi elde edilen saflastirma katsayist ile
literatiiri karsilagtirdigimizda saflagtirmanin ¢ok az gergeklestigi goriilmektedir. Bu duruma
saflagtirma sirasinda ortamdaki yliksek tuz konsantrasyonu neden olabilir. Saflastirmada
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi ortamdaki yiiksek tuz konsantrasyonu diyaliz yapilarak
uzaklastirilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve sonrasinda uygulanan diyaliz yerine
ultrafiltrasyon yontemi kullanilmasi aktivite kaybmi daha alt seviyeye g¢ekebilir. Literatiirde
protein c¢ozeltilerinin konsantre edilmesinde ultrafiltrasyon uygulandigi ve daha yiiksek
aktiviteli saflagtirma yapildigi goriilmektedir [48, 54].

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve sonrasinda uygulanan diyaliz islemlerinde saflagtirilan
ve konsantre edilen protein ¢0Ozeltisi DEAE-Sefaroz iyon degisim kromatografisine
uygulanmustir. Literatiire gore iyon degisim kromatografisinde kolonu dengeleyen tamponlarda
1-2,5 mM CaCl, ve 20 mM NacCl tuzlarinin bulunmasi kolonun stabilizasyonunda problemler
olusturmustur [48, 53]. Kolon dolgu maddesi DEAE-Sefaroz % 20 etil alkol siispansyonunda
korunmaktadir. Bu dolgu maddesi kolona doldurulmasi sonrasi ortamda bulunan etil alkoliin
uzaklastirilmasi i¢in kolondan tuz igeren tamponlar gegirildiginde kolonun pH stabilizasyonu
saglanamamugtir. Etil alkol kolondan uzaklastirilirken kolonun pH’s1 olmasi gereken 7,7
degerinden diserek asidik degerlere ulagmistir. Bu duruma ortamdaki tuzlarin ¢6ziilmesi sonucu
olusan anyonlarm DEAE’deki art1 yiiklii amino grubuna baglanmasi ve ortamda artan H" iyonu
konsantrasyonu neden olabilir. Bu nedenle kolonun stabilizasyonunda tuz igermeyen tampon
¢ozelti kullanilmigtir. Ayrica Boliim 2.2.1.4.°de belirtildigi gibi kolon dolgu maddesi tamponla
iic defa yikanmig ve uygun pH saglanmasi ile enzim proteini baglh DEAE-Sefaroz dolgu
maddesi kolona doldurulmustur. Kolon dolgu maddesi DEAE-Sefaroz matriksine bagl enzim

proteininin kolondan ayrilmasi igin literatiirlerde genel olarak 0-700 mM araliginda NaCl tuzu
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kullanildig: goriilmektedir [48, 53, 54]. Ayrica literatiirlerde iyon degisim kromatografisinde tuz
konsantrasyonunun lineer bir sekilde artirildign bir sistemle proteinler kolondan ayrilip
saflagtirildig belirtilmektedir. Saflagtirmada kolondan gecen 0-500 mM araligindaki NaCl
konsantrasyonu manuel yolla degistirilerek kromatografi gerceklestirilmistir. Bu durum tuz
konsantrasyonunu lineer bir sekilde artmasini saglamayabilir. DEAE-Sefaroz ile yaptigimiz
iyon degisim kromatografisi sonucunda spesifik aktivite 4,68 U/mg protein bulunmustur. Bu
sonug literatiirlere gore diisliktiir [48, 53]. Daha once belirttigimiz gibi laboratuar kosullarinda
kromatografi gerceklestirilirken tuz konsantrasyonunun lineer bir sekilde arttigi sistemin
olmamasi, spesifik aktivitesi diisiik bir seviyede enzim proteinin saflastirilmasina neden olabilir.

Bu calismada son saflagtirma basamagi olarak Sefadeks G-200 jel filtrasyonu
kromatografisi yapilmistir. Sefadeks G-200 jel filtrasyonu kromatografisi sonucu saflastirilan
PONI1 enziminin spesifik aktivitesi 23,93 U/mg protein bulunmustur. Bu sonug literatiir ile
paralellik gostermektedir [53]. Saflastirma c¢aligmalarimizda en yiiksek spesifik aktivite bu
asamada gerceklesmistir. Enzim proteini 26,30 kat saflastirilmigtir. SDS-PAGE yapilan molekiil
agirhg tayininde saflagtirilan enzimin molekiil agirligi 45,2 kDa olarak bulunmustur.

PON1 enzimi saflastirma basamaklari sonucunda 26,30 kat saflastirlmasini ve
uygulanan yontemleri literatiirdeki saflagtirma sonuglar1 ve yontemleriyle genel bir sekilde
degerlendirdigimizde karsimiza su sonuglar ¢ikmaktadir. Literartirde PONI1 enzimi rat
karacigerinden sirasiyla homojenizasyon, ultrasantrifiij, hidroksiapatit adsorbsiyonu, DEAE-
Sefaroz iyon degisim kromatografisi, Cibacron Blue 3GA kromatografisi ve Mono Q HR 5/5
anyon degisim kromatografilerini uygulanarak 415,3 kat saflastirma gerceklestirilmis [48].
Insan serumunda yapilan bir saflastirmada sirasiyla ultrasantrifiij, % 60-80 amonyum siilfat
coktiirmesi ve sefaroz 4B-L-tirozin-1-naftilamin afinite kromatografisi sonucu 227 kat
saflastirma gerceklestirilmis [53]. Insan serumunda yapilan baska bir saflastirmada da sirastyla
ultrasantrifii, DEAE-Sefadeks A-50 kromatografisi ve Sefadeks G 200 jel filtrasyonu
krromatografileri uygulanarak 607 kat saflastirma gergeklestirilmis [54]. Bu genel sonuglara
gore saflagtirma oranimizin diisiik oldugu goriilmektedir. Saflastirma oranmin daha yiiksek
olmasi i¢in saflastirmada hidrofobik adsorbsiyona dayali afinite kromatografileri uygulanabilir.
Bu tiir etkilesimler ve 6zel bir afinite igeren kolonlarda yapilan saflagtirmada tek basamakla kisa
bir siirede yiiksek spesifik aktiviteye sahip enzim elde edilebilir. Bu dogrultuda FUBAP’1n 1447
numarali projesi desteginde, afinite kromatografisi i¢in istenilen Cibacron Blue 3GA
maddesinin tretimden kaldirilmasi nedeniyle bu madde alinamamis ve bu nedenle saflastirma
orani diisiik bir saflagtirma gergeklesmistir.

Saflastirma iglemlerinin tamamlanmasindan sonra PONI1 enziminin fizikokimyasal ve

kinetik ozellikleri arastirilmistir. Saflastirdigimiz enzimin kinetik 6zellikleri incelenirken 6nce

60



degisik substrat konsantrasyonlarmin enzim aktivitesine etkisi arastirilmigtir. Degisik
konsantrasyonlarda fenilasetat substrati ile yaptigimiz ¢alismada enzimin Michaelis-Menten
kinetigine uygunlugu sekil 3.6.’da gosterilen grafikte tespit edilmistir. Fenil asetat ile 37 °C’de
ve 50 mM Tris/HCI pH:7,1 olan tampon ¢dzeltide bulunan K, degeri 0,074 < 0,002 mM ve Vi
degeri 1,40 absorbans/dakika ( 65,20 U/ml, 36,42 U/mg) olarak hesaplanmistir. Literatiirde
genellikle paraoksan ve fenilasetat substratlarma karst PON1 enziminin Ky, ve Vi, degerlerinin
rapor edildigi goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda K., degerinin iist ve alt sinirmi genel olarak
belirten literatiirler incelendiginde insan serumunda fenilasetat hidrolizine bagh K, degerini
0,78 * 0,08 mM-4,16 mM arahiginda V... degerleri 15,175 U/ml civarinda oldugu
goriilmektedir [53, 54]. Bu degerlere gore sigir karacigerinden saflagtirillan PON1 enziminin K,
degerinin daha diisiik ve V¢ degerinin yiiksek olmasi diisiik substrat konsantrasyonlarinda bile
enzim aktivitesinin insan ve rat kaynakli enzime gore daha yiliksek oldugunu gostermektedir.

Kinetik caligmalarda optimum sicaklik ve pH degerleri, enzimin 1s1ya kars1 dayaniklilig:
artan enzim miktarmin enzim aktivitesine etkisi ve grelin hormonu ile PON1 enzimi arasindaki
iliski arastirilmistir. PON1 enzimi i¢in optimum sicaklik 35-37 °C araliginda ve en yiiksek
aktivite 37 °C’de gerceklesmektedir. Optimum pH araligi 7,0-7,5 ve en yliksek aktivite
pH:7,1’dedir. Artan enzim miktar1 ile enzim aktivitesinin lineer bir gekilde arttigi
goriilmektedir. Yapilan ¢alisma ve literatiirler karsilagtirildiginda genel olarak enzimler igin
optimum pH ve sicaklik kosullar1 birbirine yakin degerlere sahiptir [48, 53, 54]. PONI
enziminin 56°C ve 65°C yiiksek sicakliklardaki inkiibasyonu sonrasi aktiviteleri dlgiildiigiinde
56°C’de 65-75. dak. siire boyunca % 42,65°lik bir aktiviteyi korurken 65°C’de 5 dakikadan
sonra aktiviteyi kaybettigi goriilmiistiir. Literatiirde rat karacigerinden saflastirilan PONI
enziminin 52,5 ve 55°C’de 15 ve 60 dak. araliginda hizhi bir inhibisyonunun oldugunu rapor
edilmis [48]. Bu durum farklilig1 6zellikle sigir karacigerinden saflastirilan PON1 enziminin
1stya kars1 daha dayanikli olmasi ile agiklanabilir.

Kinetik ¢alismalarinda PON1 enziminin grelin hormonuna 6nemli bir etkisi oldugu
saptanmigtir. Literatiirde grelinin yar1 6mrii 15-20 dakika oldugunu yar1 6mriiniin kisa olmasina
muhtemelen plazma esterazi PON1’in neden oldugunu rapor edilmektedir [33- 35]. Bunun igin
en Onemli veri olarak hem grelinin hemde PONI enziminin kanda HDL’ye baglh olmasi
gosterilmis ve PON1’in grelinin 3. aminoasitine baghi olan oktanil grubundaki agil baglarmi
desacilasyonla kirarak grelini inaktif forma getirdigi rapor edilmektedir [33- 35]. Bu ¢alismada
grelin hormonuna PON1 enziminin etkisin aydinlatmak i¢cin HPLC kullanilmistir. Sekil 3.12.’de
215 nm dalga boyunda standart aktif grelin hormonunun c¢alisma kromatogrami ve
Sekil.3.13.’de PON1 enzimi ile inkiibasyona birakilan aktif grelin hormonun kromatogramlar

karsilagtirilmistir.  Sekil 3.12.°de 80 pg/ml standart aktif grelin hormonuna ait caligma
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kromatograminda aktif grelin hormonunun 16,3 dakikada pik alan1 122288, Sekil 3.13’deki
aktif grelin hormonun 16,3 dakikada pik alan1 55412 ve inaktif grelin hormonunun 6,5 dakikada
pik alan1 3508 olarak tespit edilmistir. Aktif grelin hormonunun PONI1 enzimi ile (v/v 1:1)
oraninda karigimi grelini % 50 oraninda seyreltmesiyle pik alam1 1122288’in yaris1 61144
degerinde olmasi1 gerekirken pik alani degeri 55412 olarak tespit edilmistir. Bu durum sekil
3.12. ve sekil 3.13. kromatogramlarindaki aktif grelinin 5732 degerindeki pik alam1 farkmin
sekil 3.13. kromatogramindaki inaktif grelinin 3508 degerindeki pik alanina doniistiigiini
gostermektedir. Aktif grelin hormonunun inaktif forma doniisiim yiizdesi pik alan degerlerine
gore hesaplandiginda % 61,20 oraninda doniisiim gergeklestigi bulunmustur.

PONI1 enziminin 200 pg/ml grelin hormonu varliginda ARE aktivitesi i¢in 37 °C, 50
mM Tris/HCI tamponunda ve pH:7,1°de bulunan K, :0,070 < 0,002 mM ve V,:1,71 Abs./dak.
(79,63 U/ml ve 44,48 U/mg) olark bulunmustur. PON1 enziminin ARE aktivitesi sonucu
hesaplanan K, degeri 0,074 = 0,002 mM’dan daha diisiik bir K,, degeri bulunmasi grelin
hormonun bir aktivator olarak PON1 enziminin ARE aktivitesini artirdigini1 gostermektedir. Bu
sonucu V. degerindeki artis da desteklemektedir.

Cizelge 3.14.’deki verilere gore spektrofotometrik yontemle 215 nm dalga boyunda
Olciilen reaksiyon hizlar1 PON1 enziminin substrat olarak grelin hormonuna etkisinin Michalies-
Menten grafigine uymadigini gostermektedir. Substrat olarak aktif grelin hormonunun
konsantrasyonu artmasina karsin enzimatik reaksiyonun hizi azalmaktadir. Bu durum reaksiyon
hizinin  6lgiildiigii zaman araligimdan ya da ortamdaki grelin hormonunun artan
konsantrasyonunun hormon enzim etkilesimini azaltmasmdan kaynaklanabilir. Grelinin yari
Omriiniin 15-20 dak. olmasi nedeniyle ortalama 20 dakika siire sonunda reaksiyon hizinin
Olciilmesi daha uygun olabilir.

Sonug¢ olarak PONI enzimi; sigir karacigerinden sirastyla homojenizasyon,
ultrasanrifiij, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sefaroz iyon degisim kromatografisi ve
Sefadeks G-200 jel filtrasyonu kromatografi yontemleriyle 23,93 U/ml spesifik aktiviteyle
homojenata gore 26,30 kat saflagtirilmigtir. Saflastirilan enzimin SDS-PAGE ile molekiil
agirhg 45,2 kDa olarak belirlenmigtir. Saflastirilan enzimin kinetik 6zellikleri arastirilmis;
optimum sicakligi 37 °C ve optimum pH:7,1 bulunmustur. Enzimin 56°C inkiibasyona
birakilarak belirli siirelerde aktivitesi ol¢iildiigiinde 75. dakikaya kadar % 42,65 ile aktifligini
korudugu ve sicakliga oldukga dayanikli bir enzim oldugu goriilmiistiir. PON1 enziminin ARE
aktivitesi calisilmis K, degeri 0,074 = 0,002 mM ve V., degeri 1,40 absorbans/dakika (65,20
U/ml, 36,42 U/mg) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore enzimin oldukga aktif oldugu
sunucuna varilmistir. Bugiine kadar ilk defa yapilan bir ¢alisma ile PON1 enziminin grelin

tizerine etkisi arastirilmigtir. PON1 enziminin aktif grelini 20 dakika sonunda % 61,20 oraninda
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inaktif greline doniistiirdiigii saptanmistir. Calismamizda grelinin PON1 enziminin ARE
aktivtesi etkisi arastirilmis ve bir aktivator olarak grelinin PON1 enziminin ARE aktivitesini
artirdig1 goriilmiistiir. PON1 enziminin substrat olarak grelin hormonuna etkisi incelenmis ve
elde edilen degerlerin Michalies-Menten grafigine uymadigi bulunmustur. Genel olarak
calismamizda elde edilen sonuglar ile istenilen amaca ulasilmaya ¢alisilmistir. Bu dogrultuda
kazanilan bilgi ve tecriibenin ileri ki caligmalarda farkli yontemlerin kullanilmasma ve

gelistirilmesine hizmet edecegi diislincesini tasimaktay1z.

63



5. KAYNAKLAR

4.
5.
6.

. Keha, E., Kiifrevioglu, O.1., 2004, Biyokimya. Aktif Yaymevi, Erzurum, 637s.
. Konukoglu, D., 2000, Tus’a Hazirlik Biyokimya. Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul, 435s.
. Nelson D.L., Cox, M.M., 2005, Lehninger Biyokimyanim ilkeleri (Editdr: Kilig N.) Palme

Yaymecilik, Ankara, 1152s.
Goziikara , E. M., 1997 , Biyokimya 1-2 cilt. Nobel Tip Kitapevleri, Istanbul, 1225s.
Emerk K., Onat T., 1996 , Temel Biyokimya . Saray Medikal Yaymcilik, izmir, 932s.

www.genetikbilimi.com/genbilim/enzimler

7.Erden 1., 2004, ST Elevasyonlu Miyokard Infarktiisli (stemi) hastalarda insan

paraoxonase geni met-leu/55 polimorfizmi, Uzmanlik Tezi, Dr. Siyami Ersek Gogiis Kalp

Damar Cerrahisi Merkezi, 70s.

8.Durrington PN, Mackness B, Mackness MI, 2001, Paraoxonase and atherosclerosis.

Arterioscler, Thromb Vasc Biol ,21, 473-480.

9.Hegele R.A.,1999, Paraoxonase genes and disease, Ann Med , 31, 217-224

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Primo-Parmo SL, Sorenson RC, Teiber J, La Du B.N., 1996, The human serum
paraoxonase/aterosklerozun aryesterase gene (PON1) is one member of a multigene family,
Genomics , 33, 498-509.

Draganov D.I., Stetson P.L., Wateon Ce, Billecke S.S., La Du B.N., 2000, Rabbit serum
paraoxonase 3 (PON3) is a high density lipoprotein associated lactonase and protects low
density lipoprotein against oxidation, J. Biol. Chem., 275, 33435-33442

Mackness, M.I., Mackness, B., Durrington, P.N., Connelly, P.W., Hegele, R.A., 1996,
Paraoxonase: biochemistry, genetics and relationship to plasma lipoproteins, Curr Opin
Lipidol, 7, 69-76.

Deakin, S.P., James, R.W., 2004, Genetic and environmental modulating serum
concentrations and activities of the antioxidant enzyme paraoxonase-1, Clin Sci, 107, 435-
447,

Heijmans, B.T., Westendorp, R.G.J., Lagaay, A.M., Knook, D.L., Kluft, C., Slagboom,
P.E., 2000, Common paraoxonase gene variants, mortality risk and fatal cardiovascular
events in elderly subjects, Atherosclerosis, 149, 91-97

Hasselwander, O., McMaster, D., Fogarty, A.D., Maxwell, A.P., Nicholls, D.P., Young,
J.S., 1998, Serum paraoxonase and platelet-activating factor acetylhydrolase in chronic

renal, failure, Clin. Chem., 44, 179-182.

64



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

La Du B.N., Aviram, M., Billecke, S., Navab, M., 1999, On the physical role(s) of the
paraoxonases, Chem. Biol, Inter, 119-120, 379-388.

Kelso, G.J., Stuart, W.D., Richter, R.J., Furlong, C.E., Jordon, T.J., Harmony, J.A K., 1994,
Apolipoprotein J is associated with paraoxonase in human plasma, Biochemistry , 33, 832-
839.

Eckerson, HW., Romson, J., Wyte, C., La Du B.N., 1983, The Human serum paraoxonase
polymorphism: Identification of phenotypes by their response to salts, Am J Hum Genet,
35, 214-227.

Gan, N., Smolen, A., Eckerson, W., La Du BN., 1991, Purification of human serum
paraoxonase/arylesterase. Evidence for one esterase catalyzing both activities, Drug Metab
Dispos, 19, 100-106.

Oztiirk, H., 2008, Diabetes mellitus’da paraoksonaz aktivitesi ve AOPP diizeyleri,T1bbi
Biyokimya Uzmanlik Tezi, Saghk Bakanhg Haseki ve Aragtirma Hastanesi Biyokimya ve
Klinik Biyokimya Boliimii, 59 s.

Mackness, M.1., Arrol, S., Durington, P.N., 1991, Paraoxonase prevents accumulation of
lipoperoxides in low density lipoprotein, FEBS Lett , 286, 152-154

Rousselot, D.B., Therond, P., Beaudeux, J.L., Peynet, J., Legrand, A., Delatre , J., 1999,
High density lipoproteins and the oxidative hypothesis of atherosclerosis, Clin. Chem. Lab.
Med.,37, 939-949.

Aviram, M., Rosenblot, M., Bisgaier, C.L., Newton, R.S., Primo, Parmo, S.L., La Du B.N,,
1998, Paraoxonase inhibits high density lipoprotein oxidation and preserves its functions,
J.Clin.Invest., 101, 1581-1590.

Martinelli, N., Gireli, D., Oliveri, O. et al., 2004, Interaction between smoking and PON-2
Ser311Cys polymorphism as a determinant of the risk of myocardial infarction, Eur. J.
Clin. Invest, 34, 14-20.

Reddy, S.T, Wadleigh, D.J, Grijalva,V., et al., 2001, Human paraoxonase-3 is an HDL-
associated enzyme with biological activity similar to paraoxonase-1 protein but is not
regulated by oxidized lipids, Arterioscler Thromb Vasc, Biol., 21, 542-547

Hong-Liang, L.,De-Pei, L., Chihj-Chuan, L., 2003, Paraoxonase gene polymorphisms,
oxidative stress and diseases. J. Mol. Med., 81, 766-779

27. Kojima, M., Hosoda, H., Date, Y., Nakazato, M., Matsuo, H., Kangawa, K., 1999 Grelin is a

growth hormone-realising acylated peptide from stomach, Nature., 402, 656-659.

28. Aydin, S., Ozkan Y., Caylak, E., 2006 Grelin and its biochemical functions, Turkiye

Klinikleri, J. Med .Sci., 26, 272-283.

65



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Aydin, S., 2007, Grelin Hormonunun Kesfi: Arastirmalar1 ve Klinik Uygulamalari, Tiirk
Biyokimya Dergisi, 32, 76-89

Wren, AM,, Seal, L.J., Cohen, M.A., Brynes, A.E., Frost, G.S., Murphy, K.G., Dhillo, W.S.,
Ghatei, M.A., Bloom, S.R.,2001, Appetite and increases food intake in humans, J. Clin.
Endocrinol Metab., 86, 12, 5992.

Groschl, M., Uhr, M., Kraus ,T., 2004, Evaluation of the comparability of commercial grelin
assays, Clin. Chem., 50, 2, 457-458.

Aydin, S., 2006, Proposal for the abbreviation of grelin the appetite hormone, Horm. Res.,
66,4, 206.

Ariyasu, H., Takaya, K., Tagami, T., Ogawa, Y., Hosoda, K., Akamizu, T. et al., 2001,
Stomach is a major source of circulating ghrelin and feeding state determines plasma
ghrelin-like immuno reactivity levels in humans, Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism., 86, 4753-4758.

Kaiya, H., Darras, V.M., Kangawa, K., 2007, Grelin in Birds: Its structure, distribution and
function, The Journal of Poultry Science., 44, 1, 18.

Kaiya, H., Kojima, M., Hosoda, H., Riley, L.G., Hirano, T., Grau, E.G., Kangawa, K., 2003,
Identification of tilapia grelin and its effects on growth hormone and prolactin release in the
tilapia, Oreochromis mossambicus, Comp Biochem Physiol B Biochem Mol. Biol., 135, 3,
421-429.

Korbonits, M., Kojima, M., Kangawa , K., Grossman, A.B., 2001, Presence of ghrelin in
normal and adenomatous human pituitary, Endocrine, 14, 101-104.

Gualillo, O., Caminos, J., Blanco, M., et al., 2001, Ghrelin, a novel placental-derived
hormone, Endocrinology , 142, 788-794.

Korbonits, M., Bustin, S.A., Kojima, M., 2001, The expression of the growth hormone
secretagogue receptor ligand ghrelin in normal and abnormal human pitiutary and other
neuroendocrine tumors, J, Clin, Endocrinol Metab., 86, 881-887.

Casanueva, F.F., Dieguez, C., 2002, Ghrelin; The link connecting growth with metabolism
and energy homeostasis, Reviews in Endocrine Disorders, 3, 325-338.

De Ambrogi, M., Volpe, S., Tamanini, C., 2003, Ghrelin: central and peripheral effects of a
novel peptydil hormone, Med. Sci. Monit., 9, 217-224.

Schwartz , M.\W., Woods, S.C., Porte, D., et al., 2000, Central nervous system control of
food intake, Nature , 404, 661-671.

Janeckova, R., 2001, The role of leptin in human physiology and pathophysiology, Physiol
Res., 50, 443-459.

66



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Tschop, M., Smiley, D., Heiman, M.L., 2000, Ghrelin induces adiposity in rodents, Nature,
407, 908-913.

Soriano-Guillen, L., Barrios, V., Chowen, J., et al., 2004, Ghrelin levels from fetal life
through early adulthood: relationship with endocrine and metabolic and anthropometric
measures, J. Pediatr., 144, 30-35.
Eisenthal, R., and M.J.Danson., 1993, Enzyme assays, Oxford University Press, Oxford, 1,
335.

Temizkan, G., Arda, N., 1999, Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler. Nobel Tip
Kitapevleri, Istanbul, 234s.

Fraslan, A., Kazan, D., Denizci, A., Oztiirk, D.C., Karahan, N., 2003, Enzim
Saflastirilmasinda Temel Yéntemler, VI. Uygulamah Egitim Kursu, TUBITAK, Kocaeli,
161s.
Rodrigo, L., Gil, F., Hernandez, A. F., Marina, A., Vazquez, J., Pla A., 1997, purification
and characterization of paraoxon hydrolase from rat liver, Great Britain Biochem J., 321,
595- 601.

E.L.V. Harris, S. Angal, 1989, Protein Purification Methods-A Practial Approach. IRL
Pres., Oxford, 252s.
www.mu.edu.tr/departments/biyoloji/MUbiyoweb/molbio/konu3.ppt

tip.erciyes.edu.tr./Dersnotlari/temeltip/Biyokimya

Beynon, R.J., and Bond, J.S., 1989, Proteolitic enzymes,Oxford University Press, Oxford,
15-25.

Sinan S., Kogkar F., Arslan O., 2006, Novel purification strategy for human PON1 and
inhibition of the activity by cephalosporin and aminoglikozide derived antibiotics,
Biochimie. 88, 565-574.

Golmanesh L., Mehrani H., Tabie M., 2008, Simple procedures for purification and

stabilization of human serum paraoxonase-1, J. Biochem. Biphys. Methods 70, 1037-1042.
Eckerson, H. Wyte, C. And La Du, B., 1983, The Human serum paraoxonase/arylesterase
polymorphism, Am J Hum Genet 35, 1126-1138.

Atalay, S., 2007, Koroner Arter Hastalarinda HDL Alt Gruplar: ile Paraoksonaz Enzim
Aktivitesi Dagilimlari, Uzmanlik Tezi, Haydarpasa Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Biyokimya ve Klinik Biyokimya Bolimii, 84s.

Gilcii, F., Giirsu, M.F., 2003, Paraoksonaz ve aril estaraz aktivite Ol¢limlerinin
standardizasyonu, Tiirk Biyokimya Dergisi, 28,2, 45-49.
Laemmli, D.K., 1970, Clevage of structural proteins during in assembly of the head of

bacteriophage T4, Nature, 227, 680-683.

67



59. Karatag F., Aydin S., Gegkil H., 2006, Ghrelin hormonunun HPLC ile belirlenmesi, 21.
Ulusal Kimya Kongresi, Malatya.

68



OZGECMIS

1978 yilinda Cemisgezek’te dogdum. Ik ve orta Ogrenimimi Cemisgezek’te
tamamladim. 1994 yilinda kazandigim Inonii Universitesi Egitim Fakiiltesi Kimya Ogretmenligi
Béliimiinden 1998’de mezun oldum. Ayni yi1l Cemisgezek Istiklal Ilkogretim Okuluna Fen
Bilgisi 6gretmeni olarak atandim. 1999 yilinda Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya
Anabilim dahinda yiiksek lisansa basladim. Agustos 2001°de yiiksek lisansimi tamamladim.
Eyliil 2001°de ise Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim dalinda doktora
programi kazandim. 2002’den 2007 yilma kadar Cemisgezek Ertugrul Gazi Lisesinde ¢aligtim.
2007 yilindan itibaren de Elaz1g Ahmet Kabakli Anadolu Ogretmen Lisesinde Kimya 6gretmeni

olarak gorev yapmaktayim.

Ugur ASKIN

69



