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Rat Eritrositlerinden Elde Edilen Katalaz Enziminin Karekterizasyonu ve

Kinetiginin Incelenmesi
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OZET

Bu arastirmada, rat eritrositinden saflagtirilan katalaz enziminin karekterizasyonu ve kinetik ozellikleri incelendi. Enzim
aktivitesi 25°C, 240 nm’ de Aebi metoduna gore spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu metot biitiin kinetik incelemelerde
kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklik tayin edildi. Lineweaver-Burk denklemi yardimiyla Vmax ve Km sabitleri saptand.

Anahtar kelimeler: Katalaz, Enzim, Rat.

Investigation of Characterizaterization and Knetic of Catalase Enzyme To Obtain from Erythrocytes Rat

SUMMARY

In this study,characterization and kinetic properties of catalase purified from rat erythrocyte catalase and kinetic properties
were investigated. Enzyme activity was determined with the Aebi method by using a spectrophometer at 240 nm, 25 °C. This method
was used for all kinetics studies. After that optimal pH and assay temperature were determined. By means of a Lineweaver-Burk plot,

Vmax and Km values were calculated.
Keywords: Catalase, Enzyme, Rat.

GIRiS

Enzimler, canli  organizmalarda  biyolojik
reaksiyonlart hizlandiran protein yapisinda olan biyo —
katalizorlerdir ve proteinlerin en biiyiik grubunu teskil
ederler (17,24). Enzimlerin canli yapisindaki Onemi
gittikge artmaktadir. Temel bilimler, kimya, biyoloji, tip
ve eczacilikk gibi ¢ok genig arastirma alanindaki,
arastirmalarin  bliyllk bir kismu enzimler {izerinde
yapilmistir.

Katalaz (CAT:EC 1.11.1.6), protein yapisinda bol
miktarda bulunan karakteristik bir enzimdir. Bu enzim
yaygin bir sekilde hayvan, bitki ve mikroorganizmada
mevcuttur. Ayrica toksik hidrojen peroksidi hiicrelerden
uzaklagtirmada da 6nemli bir rol oynar (9,19). Biyolojik
ve biyokimyasal sistemlerde katalaz (CAT), peroksidaz
(POD), glutatyon rediiktaz (GSSG-Rx) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) antioksidant etkiye sahip enzimlerdir.
Antioksidant savunma sistemi, hiicreyi serbest radikal
veya diger reaktif molekiillerin oksidatif hasarindan
korur. Bundan dolay1 bu savunma sisteminde CAT, POD,
GSSG-Rx ve SOD gibi antioksidant enzimler biiyiik
oneme sahiptir. Serbest radikallerin zararli etkileri
hiicrelerdeki antioksidant savunma sistemleri tarafindan
kontrol edilir (13). Katalaz enzimi hayvan hiicrelerinin
ozellikle peroksizom organellerinde de yogun bir sekilde
bulunur (10). Katalazin canli organizmanin eritrosit,
karaciger, bobrek, kemik iligi ve gesitli dokularinda da
bulunur (11). Farelerde bu enzimin bircok sekli
saptanmustir (21,23). Birgok ilag ve kimyasal maddeler
viicudun belli organlarinda serbest radikal olusum hizini
artirabilir (20). Bu nedenle, antioksidant enzimler hem
hiicrenin  kararliligint muhafazada hem de serbest
radikalleri yok etmede ¢ok 6nemlidir (5,14).

15

Bu ¢alisma rat eritrositlerinden hem kontrol hem
de piridazin muamelesinden sonra katalaz enziminin
karekterizasyonu ve kinetigini incelemek amaciyla
planlanmustir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu c¢alismada kullanilan sodyum fosfat, standart
serum albumin, hidrojen peroksit, sodyum kloriir,
sephadex G-200, DEAE-sephadex A50, DEAE-sephadex
G-25, sephadex G-50 ve sephadex G-25 Sigma’dan
almmistir. Sodyum metamizol ve potasyum penisilin
(Penisiline,  Alfasilin; Fako, Levent, Istanbul)
eczanesinden temin edilmistir. Kullanilan kimyasal
maddeler analitik olarak uygun safliktadir.

Metot

Bu galismada her biri 180-200 g agirliginda olan
22 F 2 °C de oda sartlarinda bakima alininan saglikli
Sprague-Dawley cinsi ratlar kullanildi. Hayvanlar iki
gruba ayrildi. 1. gruptaki hayvanlara sadece serum
fizyolojik verildi. 2. gruptaki hayvanlara ise 15 mg/kg
piridazin intraperitoneal olarak enjekte edildi. Her iki
gruptaki ratlar eter anestezi altinda bayiltilip kuyruk
kesme yoOntemiyle kan ornekleri, 1, 3 ve 6. saatler
sonunda alindi. 10 ml’ lik santrifiij tiiplerine kan 6rnekleri
konulup 1500 rpm’ de 15dk santrifiij edildi. Tiiplerin {ist
kisminda kalan plazma ve lokosit atildi. Geriye kalan
eritrositler % 0.9°luk NaCl ¢ozeltisiyle iki kere yikandi.
Eritrositlerin 1.5 kat1 kadar distile su ilave edilerek
hemoliz gergeklestirildi. Hemolizatin pH’s1  fosfat
tamponuyla 7.50’e ayarlandi. Derisimi %35-65 arasinda
degisen amonyum siilfat kullanilarak  hemolizat
¢oktiiriildi. Bu yontemle en uygun c¢oktiirmenin
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olabilmesi i¢in gerekli amonyum stilfat derisimi saptandi.
Aktivite gosteren numuneler alinip ¢esitli dolgu maddeleri
iceren DEAE-kolonuna doldurulup fosfat tamponuyla
dengelendi. Kolondan belli siirelerde alinan numunelerin
enzim aktiviteleri Aebi metoduna gore olgildi (1).
Reaksiyon ortaminda hidrojen peroksitin substrat olarak
kullanildigt  bu ydntemde absorbans 240 nm’de
spektrofotometrik olarak saptandi.

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini tespit
etmek amaciyla yapilan calismada biitiin periyotlarda
sicaklik 20-80 °C arasinda olacak sekilde, sabit pH’da
(7.50) 1M fosfat tamponu kullanilarak 15 dk inkiibatorde
bekletilen numunelerin aktivite tayinleri yapildi.

Enzim aktivitesi {izerinde pH’min etkisini bulmak
amaciyla biitiin periyotlar icin pH 2-12 araliginda
degistirilerek sabit sicaklikta (25 °C) aktivite tayinleri
yapildi. Bradford yontemine gore 595 nm de standart sigir
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serum albumin yardimiyla kantitatif protein tayini yapildi

).
BULGULAR

1.Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Enzimlerin katalizledigi herhangi bir tepkimenin
hiz1i, genellikle 1s1 optimum degere gelinceye kadar
artmaktadir. Is1 artmaya basladiginda kinetik enerji ve hiz
yiikselirken aktivite genellikle belli bir sicakliga kadar
artis gosterir. Sunulan bu g¢aligmada kontrol grubu igin
enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 50 °C,
piridazin muamelesi sonrasi 1. saat i¢in enzimin en
yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 40 °C, 3. saat igin
enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 40 °C, 6.
saat i¢in enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 40
°C olarak saptanmigtir (Grafik 1).

Grafik 1. Her Periyot Igin Katalaz Aktivitesinin Sicaklikla Degisimi
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2.Enzim Aktivitesi Uzerine pH’in Etkisi

Yapilan bu ¢aligmada kontrol grubu i¢in optimum pH 8.00, piridazin muamelesinden sonra 1. saat igin optimum
pH 4, 3. saat icin 5.5, 6. saat i¢in ise § olarak saptanmustir (Grafik 2).
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Grafik 2. Her Periyot Igin Katalaz Aktivitesinin pH il e Degisimi
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3.Kinetik Cahsmalar

Kinetik calismalar yapmak i¢in degisik substrat konsantrasyonlar1 ile enzimin parcalanma hizi bulundu. Bu
degerlerden yararlanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Grafik 3, 4, 5). Bu grafikler yardimiyla Vmax ve Km
degerleri saptand1 (Tablo 1 ).

Grafik 3. Altinct Saat Sonunda Rat Eritrositinden Elde Edilen Katalaz Enzimine Sodyum Metamizol ve Potasyum

Penisilin {laglarmin Etkisiyle ilgili Lineweaver-Burk Grafikleri.
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Grafik 4. Ucgiincii Saat Sonunda Rat Eritrositinden Elde Edilen Katalaz Enzimine Sodyum Metamizol ve Potasyum Penisilin

Tlaglarinin Etkisiyle Ilgili Lineweaver-Burk Grafikleri
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Grafik 5. Birinci Saat Sonunda Rat Eritrositinden Elde Edilen Katalaz Enzimine

Ilaglarm Etkisiyle Tlgili Lineweaver-Burk Grafikleri
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4.Enzim aktivitesinin zamana bagh olarak degisimi
Enzim aktivitesi 1, 3, 6, 12, 24, 48 ve 96. saatler sonunda 6l¢iilerek aktivitenin zamanla ne kadar azaldigi veya

degistigi tespit edildi (Grafik 6).

Grafik 6. Katalaz Enziminin Aktivitesinin Zamanla Degisimi
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TARTISMA ve SONUC

Katalaz, reaktif oksijen radikalini eliminasyon
yoluyla bu islemden koruyan antioksidant igin 6nemli
olan ve bir su molekiilii ile bir oksijen molekiilii i¢inden
H,0,’yi uzaklastiran bir enzimdir. Canlilarda antioksidant
sistemler tim hiicreleri serbest radikal hasarmna karsi
korur (5,16). Katalaz enzimi eritrosit i¢inde ¢dziiniir bir
sekilde bulunmustur (22). Katalaz, oksitleyici, agartic
veya sterilizasyon amagli kullanilan hidrojen peroksidin
uzaklastirilmast  ve hidrojen peroksit veya glukoz
biosensorlerinin bilesimi olarak analitiksel amacli genis
kullanilabilen bir enzimdir (4). Reaksiyon ortaminda
hidrojen peroksitin substrat olarak kullanildigit bu
yontemde absorbans 240 nm’de spektrofotometrik olarak
Olciildii. Bu g¢alismada rat eritrositlerinde katalaz (CAT)
aktivitesinin karekterizasyonu ve kinetigi arastirilmigtir.
Kontrol grubu ig¢in optimum sicaklik 50 °C olarak
saptanmistir. Deney grubu igin optimum sicaklik gesitli
periyotlara bagli olarak farklilik gostermistir Yapilan bir
calismada da tavuk ve fare beyninde optimum sicaklik
sunulan bu ¢aligma ile tutarlilik géstermektedir (12). Bu
durum inkiibasyon siiresinin 6nemli oldugu sonucunu
verebilir.

Deneyde kullanilan piridazin halkasinin biyolojik
aktiviteleri bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Yine pirazol halkast bulunduran bisiklik yapidaki hetero
sistemlerden bazilarinin 6zellikle bir kisim pirazol-
piridazin tiirevlerinin  antimikrobiyal, antibakteriyel,
antiviral, antifungal etkilerinin oldugu literatiirlerde
belirtilmistir (24). Bundan dolay1 piridazin tercih edildi.
Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlendiklerinden
katalitik etkileri hiicreye bagh degildir. Ayrica enzimler
protein  yapisinda olduklarindan  proteinlerin  tim
Ozelliklerini gosterirler. Proteinler gibi enzimler de biiyiik
molekiillii olmalar1 nedeniyle baz1 zarlardan gegemezler.
Ist ile kolaylikla denatiire olurlar ve ortamin asit ve baz
durumuna goére duyarlilik gosterirler. 0 °C ile yaklagik 40-
50 °C arasinda sicaklik yiikselmesi, enzimin etki hizimi
arttirir.  Ancak bu sicakliklarin iistiinde denatiirasyon
baglar (18). pH c¢alismalarinda kontrol grubunun
optimum pH degeri 8.5 olarak belirlenmistir. Rat
eritrositleri i¢in tayin edilen pH degerleri daha once
yapilan caligmalara uygunluk gostermektedir. Piridazin
enjekte edilen ratlarda 1.,3. ve 6. saatlerde alinan
numuneler i¢in katalaz enziminin en yiiksek aktivite
gosterdigi optimum pH’lar sirasiyla 4.5, 5.5 ve 8.0 olarak
tespit edilmistir. 6.saat sonunda alinan enzimde elde
edilen degerin kontrol grubu ratlarda elde edilen degere
benzerlik gostermesi ratlarin metabolizmasina piridazinin
yaptigi etkiden kurtulmaya basladiklarini
disiindiirmektedir. Biitiin enzimler igin aktivitelerin en
yiksek oldugu pH degerleri mevcuttur. Aktivite
genellikle optimum pH degerlerinin altinda ve {istiinde
diiser, bununla beraber biitiin enzimlerin pH-aktivite
degisimi aym1 sekilde degildir (18). Enzim aktivitesi
cesitli pH degerlerinde tayin edildigi zaman optimum pH
genel olarak pH 7.5 ve 10.0 degerleri arasinda gozlenir,
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pH da herhangi ani bir degisiklik enzimin katalizledigi
tepkimelerin hizlarin1 etkilemektedir (2,3). Bu degerin
yapilan ¢aligmalarla uyum igerisinde oldugu saptanmistir
(11). Bu durum pH-aktivite iliskisinin ne kadar 6nemli
oldugunu gostermektedir. Literatlirde , katalaz enzimi i¢in
optimum pH 7.6 olarak verilmigtir (15). Bu pH enzimin

hiicre i¢ci metabolizmada o6nemli rol aldigim
gostermektedir.

Bu ¢alismada 1., 3. ve 6. saatler sonunda ratlardan
alman numunelerin  eritrositlerinden saflastirilan

katalazin inhibisyonunu incelemek amaciyla sodyum
metamizol ve potasyum penisilin ilaglarinin enzime etkisi
saptanmustir. Bu etkilerden yararlanarak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilip, Vmax ve Km degerleri tespit edilmistir.
Tablolardaki (Tablo 1) sodyum metamizol ile ilgili veriler
incelendiginde Vmax degerlerinin 1., 3. ve 6. saatlerde
sirastyla 22.27, 11.01 ve 28.82 mg protein.min/mmol
arasinda degistigi goriilmektedir. Enzimin substrati
etkileyebilecegi hizin 3. saatte diigmesi ratta bulunan
piridazinin, katalaz enziminin inhibisyonuna etkisinin
biiyiik oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer sekilde 3. saat
sonucu elde edilen Km degerlerinin de digerlerinden
biliyiik olmast yukaridaki diisiinceyi desteklemektedir.
Potasyum penisilinle ilgili degerleri incelendigi zaman 1.,
3. ve 6. saatler sonunda Vmax degerleri sirasiyla 21.55,
12.31 ve 29.32 mg.protein.min/mmol olarak saptanmuistir.
Tablolardaki Km ve Vmax degerlerinin birbirine uyumu,
potasyum penisilinin de enzim inhibisyonuna etkisinin
benzer sonuglar vermesi piridazinin rata etkisinin 3. saat
sonunda maksimum oldugu fikrini ortaya koymaktadir.

Katalaz enziminin karekterizasyonu ve kinetigi
ilgili daha fazla ¢alisma yapilmalidir. Bu ¢alisma in vivo
ortaminda yapilmistir. Daha fazla aragtirmalar hem in
vitro hem de in vivo olarak yapilmalidir.
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