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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PEROKSIDAZ ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFISI TEKNiGi iLE KARATURP
(Raphanus sativus L.) ve SALGAMDAN (Brassica rapa L.) SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Ramazan KALIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Enzimin inhibitérii olan 4-aminobenzohidrazit molekiilii tirozine kenetlendirilerek yeni bir
afinite jeli hazirlandi. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.)
bitkilerinden peroksidaz (POD) enzimi Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzohidrazit afinite
kromatografisi kullanilarak tek basamakta sirasiyla %10,6 verimle 40,3 kat ve %9 verimle 269,3
kat saflagtirildi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’de o6l¢iildii. Enzimlerin
safligin1  kontrol etmek ve molekiil kiitlelerini belirlemek i¢in SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yapildi ve tek bant gozlendi. Molekiil kiitleleri karaturp (Raphanus sativus L.)
POD i¢in yaklasik 67,3 kDa ve salgam (Brassica rapa L.) POD ig¢in yaklasik 65,8 kDa olarak
bulundu. Enzimler iizerinde yapilan kinetik caligmalar neticesinde optimum pH, optimum
iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH sirasiyla karaturp (Raphanus sativus L.) i¢in 6,5, 0,1
M, 30°C, 6,5 ve salgam (Brassica rapa L.) i¢in 6,5, 1 M, 30°C, 5,0 olarak tespit edildi. Guaiakol
substrati i¢in saf enzimlerin Ky ve V.« degerleri hesaplandi ve karaturp (Raphanus sativus L.)
icin Ky 24,88 mM, V. 3,23 EU/ml, salgam (Brassica rapa L.) igin Ky 4,09 mM, Ve 0,797
EU/ml olarak belirlendi. Ayrica saf peroksidaz enzimleri iizerine 4-aminobenzohidrazit
inhibitoriinlin inhibisyon etkisi in vitro sartlarda ayri ayri incelendi. 4-aminobenzohidrazit
inhibitorli her iki bitki peroksidazi iginde yarigmasiz inhibisyon gdstermekte olup, karaturp
(Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) i¢in sirasiyla ICsy degeri 0,726 mM ve
1,167 mM olarak, K; degerleri ise sirasiyla 0,5947+0,0122 mM ve 1,1033+0,1016 mM olarak
tespit edildi.

2012, 102 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE ENZYME FROM
RADISH (Raphanus sativus L.) ve BLACK TURNIP (Brassica rapa L.) BY AFFINITY
CHROMATOGRAPHY TECHNIQUE

Ramazan KALIN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

A novel affinity gel was prepared by joining 4-aminobenzohydrazide, an inhibitor molecule of
the enzyme, to tyrosine. Peroxidase (POD) enzymes of black radish (Raphanus sativus L.) and
turnip (Brassica rapa L.) plants were purified in a single step by using Sepharose-4B-L-
tyrosine-4-aminobenzohydrazide affinity chromatography as 10.6% yield, 40.3-fold and 9%
yield, 269.3-fold, respectively. Enzyme activity was measured spectrophotometrically at 470
nm. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performed to check the purity and molecular
weights of enzymes to determine and the observed single band. Molecular masses of enzymes
for POD black radish (Raphanus sativus L.)and turnip (Brassica rapa L.) was found to be
approximately 67.3 kDa and 65.8 kDa, respectively. As a result of the kinetic studies on the
enzymes; optimum pH, optimum ionic strength, the optimum temperature and stable pH were
determined as 6.5, 0.1 M, 30°C, 6.5 for black radish (Raphanus sativus L.) and 6.5, 1 M, 30°C,
5.0 for turnip (Brassica rapa L.). Ky and V.« values were calculated for the pure enzyme using
guaiacol as substrate and for black radish (Raphanus sativus L.) Ky and V. values were found
to be as 24.88 mM and 3.23 EU / ml, for turnip (Brassica rapa L.) they were found to be as 4.09
mM and 0.797 EU / mL. Also, inhibitory effect of 4-aminobenzohydrazide inhibitor on pure
peroxidase enzymes were examined in vitro conditions separately. 4-aminobenzohydrazide have
shown noncompetitive inhibition in both peroxidase enzymes of black radish (Raphanus sativus
L.) and turnip (Brassica rapa L.), ICs, values were calculated as 0.726 mM and 1.167 mM, K;
values were calculated as 0,5947+0,0122 mM and 1,1033+0,1016 mM, respectively.

2012, 102 pages
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1. GIRIS

Kimya bilimi insanlari; atom ve molekiil yapilarinin iliskileri tizerinde yogun ¢aligsmalar
yapmiglardir. Atom-molekiil birlikteligi varligini siirdiirdiigii stirece, kimya bilimi; canli
yasamini tanimada, anlamada, adlandirmada, olas1 ayrimlar biitiinlestirmede eldeki en

temel meta ve deger olmaya devam edecektir.

Atom ve molekiil birlikteligini gerceklik ekseninde irdeleyecek olursak; canliy
yasamda tutan, yasamsal fonksiyonlarini icra edebilmesini saglayan, biitiinii olusturan
kiiciik ayrintilar gibidirler. Atom ve molekiil birlikteliginden olusan koloniler, 6z
benliklerini yitirerek yeni ortamlarina adapte olurlar ve yeni yasamlarma fayda
saglamak icin caligmalara baslarlar. Modern bilim bu birlikteligi spektroskopik
tekniklerle aciklama girisiminde bulunurken canli yasami da fonksiyonel tepkimelerle

bu agiklamalar1 desteklemektedir.

Canli sistemlerinde meydana gelen olaylarin anlik olabilmesi; yiiriiyen mekanizmanin
aksamamasi ve iglevini olagan siirecinde yerine getirebilmesi i¢in Onemlidir. Bu
islemler metabolizma igerisinde biyolojik katalizorler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Ornegin; bir insanin yiiriime girisiminde attig1 bir adim, bir nesneyi bir yerden baska bir
yere tagima faaliyeti ig¢in gerekli olan kaldirma, yiiriitme, siirlikleme, birakma gibi
hareketler i¢in yapilan islemler yiizlerce reaksiyonun neticesinde gergeklesen olaylardir.
Canli sistemlerde tepkimelerin enzimatik olarak katalizi sarttir. Bu gereklilik canli
yasaminin faaliyetlerini aksatmadan, farkinda olmadan yasamsal aligkanliklara
doniistiirdiigiimiiz zamansal siirecleri hizlandirarak islevleri etkin kilan yapisal bir
denklemin sonucuna ulagsmak i¢in sarttir. Katalizlenme siirecinde tepkimeler uygun
kosullarda olusmazlar ise gerceklesme siiresi yavaglar ve beklentilere cevap verme
yeterliligi kisitlanir. Pek ¢ok biyolojik molekiiliin reaksiyon verebilmesi i¢in gerekli
uygun kosullarin olusturmasinin yani sira sicaklik, pH, iyonik siddet gibi optimum

yapilara sahip ortamlara ihtiya¢ vardir.



Enzimler; kinetik yonden oldukg¢a kararli olan ve canli organizmalardaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran, higbir yan {iriin olusturmadan %100’liik bir iiriin olusumunu
saglayan, katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kii¢iik bir grubu hari¢ protein
yapisindaki biyolojik katalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzimler protein
yapisinda olduklarindan dolay1 primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilarini

korumalar aktiflikleri a¢isindan olduk¢a 6nemlidir.

Bir enzim i¢in en 6nemli 6zellikler katalizleme giicleri ve spesifiklikleridir. Enzimlerin
katalizleme giicleri “Turnover Sayisi” ile anlamlandirilmakta ve birim zamanda bir mol
enzimin Uriine doniistiirdiigli substratin mol sayis1 olarak ifade edilmektedir. Bir takim
enzimler katalizleme fonksiyonlarin1 sadece protein yapilari ile olusturabilirken bazilari
ise bu fonksiyonlar i¢in kofaktor denilen guruplara gerek duyarlar. Bu guruplar bazen
bir metal iyonu ya da kompleks bir organik bilesik (koenzim) olabilirler (Keha ve
Kiifrevioglu 2009). Bir proteinin islevi ig¢in ihtiya¢c duyulan tiim yardimci faktorleri
iceren ve katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktéor kompleksine holoenzim;
kofaktorlerini yitirmis sadece protein kismini barindiran katalitik olarak inaktif boliime

ise apoenzim denir (Altan 2000; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Gliniimiizde bilinen iki binden fazla enzim, kataliz ettigi tepkime (alkol dehidrogenaz)
ya da substrat (iireaz) adinin sonuna “-az” eki getirilerek isimlendirilirler. Fakat yapilan
bu isimlendirmeler bir¢ok enzimin fonksiyonlari hakkinda gerekli bilgileri vermedigi
tespit edilmistir. Bunun iizerine Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUBMB) tarafindan yapilan sistematik bir siniflandirma ile her enzim i¢in dort rakamli
bir kod numarasi tanimlanmigtir. Tanimlanan dort rakamdan ilki enzimin bagh
bulundugu grubu, ikincisi alt grubu, iciinciisii alt alt grubu ve sonuncusu ise ilk ii¢
numarast aynt olan enzimler arasindaki dizilisi ifade eder (Lehninger 1982; Bingol

1983; Tekman ve Oner 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan enzimler alt1

ana sinifa ayrilmaktadirlar. Bunlar;



1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve Rediiksiyon reaksiyonlarim1 katalize eden
enzimlerdir.

2. Transferazlar: Karbon (C), Azot (N) ve Fosfor (P) tasiyan gruplarin transferini
katalize eden enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Baglara su sokarak baglarin parcalandigi hidroliz reaksiyonlarini
katalize eden enzimlerdir.

4. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplarin uzaklastirilip,
cift baglarin meydana getirildigi reaksiyonlar1 katalize eden enzimlerdir.

5. izomerazlar: Optik veya geometrik izomerlerin doniistiiriilmesini katalize eden
enzimlerdir.

6. Ligazlar: Enerji acisindan yiiksek enerjili bir bagin kopmasi ile ortaya ¢ikan enerji
yardimu ile iki molekiiliin baglanma reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir (Champe

et al. 2007; Harvey et al. 2007; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin aktivitelerini artirict1 yonde etkileyen bilesiklere aktivatdr denir. Bu
aktivatorler genelde kiiclik iyonlar ya da fazla biiylik olmayan bilesiklerdir (Goziikara
1989). Baz1 bilesikler tarafindan enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak
aktivitelerinin azaltilmasi1 ve yok edilmesine de inhibisyon denir. Buna neden olan
bilesiklere ise inhibitér adi verilir. Bu yapilar genelde kiiciik molekiil agirhiginda
bilesikler ya da iyonlardir. Enzimatik aktivite inhibisyonu, biyolojik sistemlerde kontrol
mekanizmasi olusturdugu i¢in bu olay biyolojik sistemler acisindan énemli bir olgudur.
Hem enzim etki mekanizmalarin da hem de metabolik yollarin aydinlatilmasinda
inhibitdrler, biyokimyacilar agisindan 6nemli bir yere sahiptir (Lehninger 2005; Keha

ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimatik inhibisyon iki ana gruba ayrilir. Bunlar;

1. Déniisiimsiiz inhibisyon: Inhibitdriin enzime kovalent olarak baglanmasi ya da zor
ayrisa bilen bir kompleks olusturmasi ile meydana gelen inhibisyon tiiriidiir. Bu
inhibisyon tilirlinde enzimlerin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu -etkilenir.

Doniisiimsiiz inhibisyon da Vi, (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek max. hiz) azalir,



Ky ise (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degisime ugramaz (Sekil 1.1) (Segel
1975; Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu durum yarigsmasiz inhibisyona benzer bu nedenle
iki inhibisyon tiiriinii birbirinden ayirmak i¢in degisik enzim konsantrasyonlarin da Vpax

oOlgiilerek bir grafik hazirlanir elde edilen egriden inhibisyon tiiriine karar verilir.

Sekil 6.1. Doniistimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi

2. Doniigiimlii inhibisyon: Enzim ile inhibitor etkilesmesinin bir denge reaksiyonu
olusturdugu bu inhibisyon tiirli doniisiimsiiz inhibisyonun aksi bir goriiniim sergiler. Bu

inhibisyon tiirli i¢ gruba ayrilir. Bunlar;

i. Yarismah (kompetitif) inhibisyon: Doniisiimlii inhibisyon tiirleri igerisinde
yarismali inhibisyonun en basit olanidir. Yapi itibariyle inhibitor substrata benzemekte
ve enzimin aktif bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasini dnlemektedir.
Fakat enzime donligimli baglanan inhibitoriin substrat konsantrasyonu artirildigi
durumlarda inhibitérlerin inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Bagka bir sdylemle
enzimin V¢ degeri degismezken Ky degerinde artis gozlenir (Sekil 1.2) (Segel 1975;
Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).



Sekil 1.7. Yarigmali (Kompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

ii. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Inhibitér ve substrat arasinda enzim aktif
bolgesine baglanma hususunda bir yaris s6z konusu degildir. Ciinkii inhibitér enziminin
farkl1 bir bolgesine baglanmaktadir. Enzimin Vi, degeri azalirken Ky; degeri sabit
kalir. Substrat ve inhibitdr enzimin farkli bolgelerine baglana bilmesi ile enzimin EI ve
ESI olarak iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir (Sekil 1.3) (Telefoncu 1986; Keha
ve Kiifrevioglu 2009).
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Sekil 1.8. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi



iii. Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon tiirli; bir substrath
reaksiyonlarda ender goriiliirken, daha ¢ok iki substrath reaksiyonlarda yaygin olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Inhibitdr serbest enzime degil sadece enzim-substrat (ES)
kompleksine baglanabilmektedir. Bu veriler 1s18inda inhibitorlerin var oldugu
durumlarda ortamdan siirekli olarak ES kompleksi uzaklasir ve bunun bir sonucu olarak
Ky azalir. Ayrica bu ortamda ESI kompleksi siirekli var olacagindan V., degeri de

diiser (Sekil 1.4) (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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Sekil 1.9. Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

Dontisiimlii  inhibisyon smifinin  bir alt dali olan nonkompetitif (yarigmasiz)
inhibisyonunun 6zel bir tiiri olarak karsimiza ¢ikan lineer karisik tiir inhibisyonun da;
E, S ve I'mn baglanma denge sabitleri farklilasmaktadir. Multienzim sistemlerin
birgogu, sahip olduklar1 net reaksiyon hizlarmi diizenleme kapasiteleri ile seri
reaksiyonlar gosterebilmektedirler. Seri reaksiyonlarin son iirini bu sistemlerin
cogunda belirli bir konsantrasyona ulastiginda; sistemin ilk enzimini ya da dallanma
noktasindaki enzimi inhibe eder. Allosterik adi verilen bu enzimlerin gerceklestirmis

oldugu bu olaya da feed-back (geri besleme) inhibisyonu denir.



Allosterik enzimler; birden fazla polipeptit zinciri ihtiva ederek, inhibitorlerin enzimlere
baglanmasiyla, farkli alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesmelerden de
yararlanarak allosterik inhibisyonu olustururlar. Bu enzimleri etkileyen maddelere

modiilator ad1 verilir.

Michaelis-Menten kinetiginden farkli olarak karsimiza c¢ikan allosterik enzim kinetigi;
sigmoidal grafikler gdstermektedirler. Inhibisyon cesidinin ve ilgili K; sabitinin
belirlenmesi i¢in iki temel yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden en ¢ok kullanilan
Lineweaver—-Burk egrisi (Sekil 1.5); 1/V’ye karst 1/[S] grafigi en az {i¢ farkli sabit
inhibitdr konsantrasyonunda ¢izilerek kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilarak
elde edilir. Bir diger yontem olan Dixon grafigi; en az iki sabit substrat
konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi cizilerek kesim noktalarindan hesaplanarak elde
edilir (Segel 1975; Telefoncu 1986; Stryer 1988; Gilbert 1992; Keha ve Kiifrevioglu
2009).
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Sekil 1.10. Lineweaver-Burk Grafigi



1.1. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

1.1.1.Serbest radikaller

Reaktif oksijen tiirleri solunum ve bagisiklik sistemine bagli bazi hiicrelerde oldugu gibi
viicudun oksijeni normal kullanimi esnasinda da siirekli iiretilir. ROS siiperoksit anyon
radikali (O,”), hidroksil radikali (OH-) gibi serbest radikalleri; singlet oksijen ('O,),
ozon (Oj;), hidrojen peroksit (H,0,), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO") ve
peroksinitrit (ONOQ") gibi serbest radikal olmayan tiirleri igerir (Giilgin 2010). Serbest
radikaller bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,

molekiil agirliklan diisiik, oldukga reaktif molekiillerdir (Abdollahi ef al. 2003).

Canli metabolizmasinda bu reaktif oksijen tiirleri fakli sekillerde meydana gelmektedir.
Normal aerobik solunum, polimorfoniikler 16kositleri, makrofajlar1 ve peroksizomlari
sitimule eder. Peroksizomlar hiicre tarafindan {iiretilen ¢cogu ROS tiiriiniin en 6nemli
endojen kaynagidir. ROS’un ekzojen kaynaklar1 ise sigara dumani, radyasyon, cevre

kirliligi, organik ¢oziiciiler, UV 1sinlar1 ve pestisitlerdir (Ak and Giilgin 2008).

ROS’un kontrolsiiz iiretimi ve dengesiz antioksidan mekanizmasi bir¢ok hastalik
belirtilerinin yani sira erken yaslanmaylada sonuclanmaktadir (Giilgin 2008). ROS’un
fizyolojik konsantrasyonlar1 hiicrenin normal fonksiyonlar i¢in gerekli olabilir. Serbest
radikaller niikleik asitler, lipitler, proteinler, karbohidratlar ve doymamis yag asitleri
gibi 6nemli biyomolekiillere zarar verebilir (Giilgin 2010). Sonug olarak ROS’un sitma,
yasa bagl bagisiklik sistemi hastaligi, kalp hastaliklari, felg, ateroskleroz, diyabet ve
kanser gibi 100’den fazla hastalikla iligkili oldugu bilinmektedir (Giilgin 2012).

ROS’un kontrolsiiz liretimi sebebiyle canli metabolizmasinda meydana gelen hasarlari
genel olarak su sekilde siralayabiliriz (Kehre and Smith 1994; Halliwell and Gutteridge
1999)



v' DNA’nin tahrip olmasi

v’ Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi

v’ Protein ve lipitlerle kovalent baglantilar yapmasi

v' Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler

v Mukopolisakkaritlerin yikimi

v’ Proteinlerin tahrip olmasi

v' Lipit peroksidasyonu ve membran yapisinin bozulmasi

v Membran proteinlerinin tahribi ve membran transport sistemlerinin bozulmasi

v’ Steroid ve yas pigmenti denilen bazi maddelerin birikimi

v’ Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarnin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiyol/distilfit oraninin degismesi

v Kolejen ve elastin gibi uzun omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozularak kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi.

1.1.2. Antioksidanlar

Reaktif Oksijen Tiirlerine karsi savunma mekanizmasi olarak, canli metabolizmasinda
bu gorevi Tlstlenen ¢esitli enzimler ve antioksidan maddeler bulunmaktadir.
Oksidasyonu durduran her hangi bir madde antioksidan olarak adlandirilmaktadir.
Antioksidan madde, hedef molekiil olan serbest radikalden bir elektron alarak veya
vererek onu noétrolize eder ve bdylece serbest radikal zincirleme reaksiyonlarini
durdurur. Antioksi.dan maddelerin 6zellikle serbest radikal haline doniismemeleri her
durumda stabil olmalarindan kaynaklanmaktadir. (Chu and Liu 2005). Canl
metabolizmasinda antioksidan etkiye sahip bilesiklerin varli§i yasam ic¢in oldukca
onemlidir. Antimutajenik, antikarsinojenik, antiaging gibi pek ¢ok biyolojik etkinin
antioksidan kaynakli oldugu bilinmektedir (Cook and Samman 1996). Antioksidanlar,
oksidanlar1 dort temel yol ile etkisiz hale getirirler. Bunlar (Gokpnar et al. 2006);

i. Giderme etkisi: Oksidanlar1 daha zayif olan yeni bir molekiile doniistiirerek

etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu sekilde etki gosterirler.
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ii. Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen baglanarak inaktif edilmesi olayidir. Bu

sekilde etki gosterenler vitaminler ve flavanoidler’dir.

iii. Zincir reaksiyonlarim kirma etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir mineraller

oksidanlar1 kendilerine baglayarak onlar1 inaktif etmesi olayidir.

iv. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiiliin onarilmasina denir.

Koruyucu ajan olarak adlandirilirlar antioksidanlar insan viicudunda ROS’tan kaynakl
oksidatif hasar1 azaltirlar ve lipit peroksidasyonu gibi bircok kronik hastaligin
ilerlemesine engel olurlar (Giilgin 2008; Giilgin 2012). Antioksidan maddeler, ROS’un
zararli etkilerinden canli metabolizmasin1 koruduklar1 gibi, yiyeceklerin, ilaglarin
iiretimi ve depolanmasi sirasinda bozulmasinin temel sebeplerinden biri olan lipit
peroksidasyonunu geciktirerek uzun raf émrii saglarlar (Giilgin 2010). Antioksidanlar,
gida maddelerinin bozulmasini1 énlemek amaciyla katki maddesi olarak oldukca yaygin
kullanilirlar. Bu nedenle endiistride ¢ok Onemli rol oynarlar (Gilgin 2005). Eski
zamanlardan bu yana, yemeklerde tatlandirici olarak kullanilan baharatlar da oldukea iyi

antioksidan 6zellik gdsterirler.

Gida endiistrisinde BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir.
Ozellikle yaglarm acilasmasini 6nlemek amaciyla kullanilirlar (Rehman 2003). Balik ve
balik iirtinlerinin islenmesi, depolanmasi esnasinda meydana gelen renk degisimlerinin

en aza indirilmesi amaciyla da sentetik antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Lee

2005).

Aerobik canlilarda antioksidan savunma sistemleri, metabolizmada iiretilen (endojen)

ve disaridan diyetle alinan (ekzojen) olmak {izere iki ana sinifta incelenir (Giilgin 2012).
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Cizelge 1.1. Antioksidanlarin siniflandirmasi

ANTIOKSIDANLAR
Endojen Antioksidanlar Ekzojen Antioksidanlar

Enzimler Kiiciik molekiiller Sentetik Dogal
Katalaz Askorbik Asit BHA Tokoferoller
Peroksidaz Glutatyon BHT Karotenler
Stiperoksit dismutaz Melatonin TBHQ Fenoller
Glutatyon peroksidaz Serotonin Propilgallat Flavonlar
Glutatyon rediiktaz Adrenalin Troloks Katekinler
Glutatyon S transferaz

Son zamanlarda BHT, BHA ve propilgallat en yaygin kullanilan antioksidan
maddelerdir. Ancak sentetik antioksidanlarin toksik ve kanserojen etki gibi zararh
etkilerinden dolay1 bu tiir maddelerin giivenilirligi sorgulanmistir ve kullanimlarina bazi
siirlandirilmalar getirilmistir. Bu sebeplerle sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek

dogal antioksidanlara ilgi artmistir (Giilgin 2008; Goger and Giilgin 2011; Giilgin 2012).

1.1.3. Antioksidan enzimler

Bir metaloenzim olan siiperoksit dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1), siiperoksitin H,O,’ye
dismutasyonunu katalizleyerek antioksidan savunmanin ilk basamagini olusturur (Liu et
al. 2008). Aktif bolgesinde Cu-Zn ve Mn olmak iizere iki tip SOD enzimi vardir.
Bunlardan tetramerik Mn formu, esas olarak mitokondrial matrikste, kismen
sitoplazmada bulunur. Dimerik yapiya sahip olan Cu-Zn formu ise esas olarak
sitoplazmada, kismen de mitokondri intermembrandz alanda bulunur (Blum and

Fridovich 1985; Deby and Goutier 1990; Marklund 1990).
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B} SOD
20; + 2H' ———— H,0, + 0,

Hiicre sitozoliinde ve mitokondri matriksinde bulunan glutatyon peroksidaz enzimi
(GSH-Px, E.C.1.11.1.9); peroksitlerin suya doniisiimiinii katalizlemektedir. Selenyum
(Se-) bagimli ve (Se-) bagimsiz olmak iizere GSH-Px enziminin iki sekli
bulunmaktadir. Se bagimsiz enzim sadece organik peroksitleri (ROOH) suya
doniistiiriirken, Se bagimli olan enzim hem organik peroksitleri hem de hidrojen
peroksiti (H,0O,) suya doniistiiriir (Meister and Anderson 1983; Giibson et al. 1985;
Ursini ef al. 1985; Southorn and Pow1s 1988; Vani et al. 1990; Greenberg et al. 1994;).

Glutatyon peroksidaz enzimi, siilflir iceren bir tripeptit olan glutatyonu (GSH)
indirgeyici gii¢ olarak kullanir. Glutatyon ise tim memeli hiicrelerinde en ¢ok bulunan
diisiik molekiil agirligina sahip bir tiyol molekiiliidiir (Al-Turk ef al. 1987; Bast et al.
1991).

2GSH + H,0, CSH-PX o GsSG + 2H,0

GSH-Px
2GSH + ROOH > GSSG + 2H,0

Disiilfid baglar1 ile birbirlerine baglanan glutatyonlar indirgeyici 6zelliklerini
kaybederler yani okside glutatyon (GSSG) haline doniistirler. Ancak GSSG’nin tekrar
indirgenmis hale donilismesi, antioksidan savunma sisteminin fonksiyonunu
stirdiirebilmesi i¢in gereklidir. Koenzimi NADPH ve prostetik grubu FAD olan
glutatyon rediiktaz enzimi (GSH-RD, E.C.1.6.4.2), NADPH varliginda GSSG’nin
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indirgenme reaksiyonunu katalizler. Dimerik yapida olan GSH-RD enzimi sitozol ve

mitokondride bulunmaktadir (Meister and Anderson 1983; Hussein et al. 1988).

GSH-RD

GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP'

Hiicre ici hidrojen peroksit konsantrasyonunun diizenlenmesinden sorumlu olan katalaz
enzimi (CAT, E.C.1.11.1.6), siiperoksit radikalinin dismutasyonu sonucu veya dogrudan
olusan H,O,’nin suya doniistiiriilerek detoksifiye edildigi reaksiyonu katalizler. Hiicre
icinde sitozolde ve daha cok peroksizomlarda bulunmaktadir. Aktif bolgesinde hem

grubu bulunan bir hem proteinidir (Burk 1990; Bast et a/.1991).

Katalaz enzimi, HO, olugsumunun diisiik hizlarda oldugu durumlarda ya da yiiksek

elektron donorii konsantrasyonlarinda peroksidatik reaksiyonla;

CAT
H202 + AH2 _— 2H20 + A

H,0; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik reaksiyonla;

CAT
H202 + H202 —_— 2H20 + 02

olmak tizere 2 sekilde hidrojen peroksiti suya doniistiirerek detoksifeye eder (Muray et
al. 1993).
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Glutatyon S-transferaz (GST, E.C.2.5.1.18); metabolizma sonucu organizmada
meydana gelen toksik bilesiklerin detoksifikasyonunda ve canlida olusabilecek hasarlari
Oonlemede 6nemli rol oynamaktadir (Marss 1996). GST enzimi; endojen ve eksojen
hidrofobik elektrofiller ile GSH arasindaki konjugasyonu katalizleyerek homeostasisi
saglar (La Creta et al. 1988; Vanderberghe et al. 1990). Okaryotik ve prokaryotik canli
sistemlerin; stoplazmasinda, mikrozomunda ve mitokondri i¢inde bulunur. Amino asit
dizilisi, substrat se¢iciligi ve kinetik enzim davranisina bagli olarak GST enziminin 7
farkli ¢esidi vardir. Bunlar; alpha (a), mu (m), pi (p), sigma (s), theta (u), kappa (k) ve
zeta (z) dir (Landi 2004).

RX + 2GSH GST » GSR + HX

1.2. Peroksidazlar (POD, E.C.1.11.1.7)

Oksidorediiktaz enzim smifinda olan peroksidaz enzimi; eletron verme egiliminde olan
bilesikler ile bu elektronlar1 alict durumunda olan hidrojen peroksit bilesigi arasinda
gerceklesen reaksiyonu katalizler. Peroksidazlar prostetik grup olarak ferriprotoporfirin

IX ihtiva eden hem proteinleridir (Adams 1978; Whitaker 1994).

Peroksidazlar; baslica bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda mevcuttur.
Hem peroksidazlari, birbirini takip eden benzerligin temelinde iki sinifa ayrilirlar.

Bunlar; (Rompel et al. 2007).

v Hayvan peroksidazlari

v Bitki, mantar ve bakteri peroksidazlari

POD, organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu H,O, kullanarak katalizler.

Ayrica fenoller ve hidrokinonlar gibi birgok aromatik molekiiliin dehidrogenasyonunu
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da katalizler. Bu bilesiklere 2-toluidin, pirogalol, guaiakol, 16komalasit yesili, 2-kresol,
propiyonil promozin, 4,4'-diaminodifenilen amin, benzidin, di-oanisidin, o-tolidin ve
bazi azo boya tiirevleri 6rnek olarak verilebilir (Piitter and Becker 1987; Van Huytstee

1987).

Peroksidazlarin katalizledikleri reaksiyonlar olduk¢a kompleks olmalarindan dolay1

asagidaki gibi genel bir denklem ile gosterilmektedirler (Van Huystee 1987).

POD
H202 + AH2 —_— 2H20 + A

POD’un; spesifik aktivite, optimum pH, kofaktorler, substrat ilgisi ve inhibitorlere
hassasiyet gibi biyokimyasal Ozellikleri bakimindan farklilik gosteren birgcok
izoenzimleri bulunmaktadir (Fric 1976). Peroksidazlarin organizma igerisinde ilk olarak
protein kismi1 sentezlenir. Ancak enzim fonksiyonel olarak aktif degildir. Apoprotein ile

hem grubunun birlestirilmesiyle enzim aktiflik kazanmis olur (Fric 1976; Van Huystee

1987).

Bitki peroksidazlari; guaiakol, katekin, klorogenik asit ve katekol gibi birtakim fenolik
molekiiliin peroksit karsisinda oksidasyonunu gergeklestirebilir (Onsa et al. 2004).
Yukarida sayillan aromatik molekiiller peroksidazlar tarafindan substrat olarak
kullanilarak metabolizmada meydana gelen hidrojen peroksiti suya indirgeyerek
zararsiz hale doniistiiriirler (Robinson et al. 1987; Kampis et al. 1984). Bu reaksiyonlara

katekoliin oksidasyonunu 6rnek olarak verebiliriz.
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HO OH

poD A A

Sekil 1.6. Peroksidazin katekol substratini kullanarak hidrojen peroksiti giderme
mekanizmasi

Biyolojik sistemlerde olusan H,O, oksitleyici 6zellige sahip oldugu i¢in hizli bir sekilde
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Hiicre icinde bu gorev antioksidan 6zellik gosteren
katalaz ve peroksidaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir (Halliwell 1984). Hiicre
icindeki hidrojen peroksit miktar1 peroksizomlarda katalazlar tarafindan diizenlenirken,
hiicrenin diger boliimlerinde peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenir (Scandalios et

al. 1994).

Yapilan caligmalar sonucunda peroksidazin bulundugu sartlarda substrat olarak
kullanilan guaiakoliin yiikseltgenme mekanizmasi ac¢iga kavusturulmus ve guaiakoliin

3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinona yiikseltgendigi tespit edilmistir (Doerge et al. 1997).
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Sekil 1.7. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakolun renkli oksidasyon
tirlinlerine ¢cevirme mekanizmasi

Biyolojik materyallerde ilk kez 1809 yilinda yapilan renk reaksiyonunda guaiakol
substrat olarak kullanilmistir. Ancak peroksidaz teriminin kullanimi yaklagik 100 yil
sonra olmustur. Bu kullanim at turpundan saflastirilan enzim i¢in yapilmustir. Ozellikle
bitki fizyolojisinde artis gosteren fizyolojik fonksiyonlarin sayisinin ¢ogunlugu

peroksidazlarla iligkilendirilmistir (Van Huystee 1987).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme mekanizmasi
aydinlatilmigtir.  Hidrojen  peroksitin  indirgendigi ve guaiakol substratinin

ylukseltgendigi reaksiyon mekanizmasi iic basamakta gerceklesir (Sekil 2.3).
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Sekil 1.8. Guaiakol substrati varliginda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii

Bu mekanizmanin ilk basamaginda peroksidaz enzimi Fe(IV) igeren porfirin katyon
radikali olan bilesik I'1 olugturmak i¢in peroksitin bir ekivalentiyle reaksiyona girer. Bu
bir redoks reaksiyonu olup hidrojen peroksit suya indirgenirken enzimde
yiikseltgenmektedir. ikinci adimda ise katyon radikali halinde olan bilesik I ortamdaki
substrattan (guaiakol) bir proton alarak Fe(IV) haline indirgenirken substrat bir proton
kaybederek radikal haline doniisiir. Olusan bilesik II oksiferril bir merkeze sahip bir
porfirindir. Son basamakta ise bilesik II ortamdaki substrattan (guaiakol) tekrar bir
proton almak suretiyle indirgenerek ilk durumuna geri doner. Ayrica ortamda olusan

radikalik substratlar birbirleriyle etkileserek polimerlesirler (Veitch 2004).

Peroksidazlar; enzimatik reaksiyonlar, enzim fonksiyonu ve protein yapi ¢aligmalarinda
model bir enzim olarak siklikla tercih edilmektedir. Bunun sebebi ise; aktivitelerinin
kolay kromojenik metodlarla basitce Olgiilebilmesi ve yiiksek sicakliklarda stabil

kalabilme 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Hiraga ef al. 2001).
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Peroksidaz enzimi bitkilerde hiicre duvar proteinlerinin baglanmasit (Fry 1986),
cimlenme (Morohashi 2002), sebze ve meyvelerin yetisme donemleri siiresince
indoleasetik asit miktarinin ayarlanmasi (Agostini ef al. 1997), savunma mekanizmalari
(Bartonek-Roxa et al. 1991), lignin biyosentezi (Duarte et al. 2000), hormonal faaliyet
(Wakamatsu and Takahama 1993) ve oksidatif stres (Hiraga et al. 2001) gibi hayati

fonksiyonlarda ¢ok 6nemli gérevler almaktadir.

POD’un organik molekiillerin sterospesifik biyotransformasyonunda kullanilmas: bir
baska onemli fonksiyonudur (Adam et al. 1999). POD yliksek hassasiyeti sayesinde
klinik tam1 ve mikroanalitik uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemli bir ayirac olarak siklikla
tercih edilmektedir. Ek olarak POD kimya, ilag¢ ve gida sanayilerinde yeni
uygulamalarla dikkat cekmektedir (Kwak et al. 1996).

1.3. Afinite Kromatografisi

Saflastirilmasi istenen molekiiliin matriks adi verilen bir kolon maddesine kovalent
olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligant) spesifik ve
tersinir baglandig1 bir teknik olan afinite kromatografisi ayni zaman da bir ¢esit
adsorbsiyon kromatografisidir. Diger tekniklerle, saflagtirilmasi bircok basamak isteyen,
daha fazla zaman gerektiren hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bircok biyolojik
materyal, afinite kromatografisi teknigi ile tek bir basmakta daha yiiksek bir saflastirma
kat sayisi ile saflastirilabilir. Yiiksek secicilik ve birbirini etkileyen molekiillerin tabii

spesifitesinden dolayi, afinite kromatografisi bir¢ok amag i¢in kullanilabilir. Bunlar;

i. Kompleks biyolojik karisimlardan maddeleri saflastirmak igin.
ii. Baz1 maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini ayirmak i¢in.
iii. Biiylik miktarlardaki kirleticiyi, kii¢lik miktardaki biyolojik materyallerden ayirmak

icin.
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Afinite kromatografisinin gelisim siireci; ilk olarak 1910 yilinda yapilan amilazin,
cOziinmeyen nisastaya adsorbsiyonu ile izolasyonu amaglanmis ancak ligandlarin
kovalent olarak baglanacaklar1 dayanikli kolon materyalleri bulunmadigi i¢in bu
uygulama etkisiz kalmistir. Daha sonra 1967°de Axen Porath Ernback primer amino
grubu bulunduran molekiillerin, siyanojen bromiirle aktiflestirilmis polisakkarit
matrikslerine baglanabilecegini 6ngdrmiistiir. Bu gelismeler afinite kromatografisinin
ayirma teknikleri igerisinde kendisine bir yer edinme siirecini baglatmistir. Gelisme
stireci afinite kromatografisinin ge¢mis denemelerdeki eksik yanlarini pozitif olarak
gelistirmis, hatta 1972 yilinda Pharmacia Fine Chemicals tarafindan siyanojen bromiir
ile aktiflestirilmis Sepharose jelini gelistirerek, immobilize edilecek ligandlar igin
dayanikli ve hazir bir ortam olusturmustur. Ayrica giiniimiizde yapilan ¢alismalarda
farkli fonksiyonel gruplar vasitasiyla matrikslere immobilize edilen bir seri ligand elde
edilmis; boylece bir¢ok biyolojik maddeyi ve hiicreleri giivenilir sekilde ayirabilecek

spesifik adsorbanlar hazir hale getirilmistir (Axen ef al. 1967).

Afinite kromatografisinin genel prensibi:

Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 1.6’da 6zetlenmistir.
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Sekil 1.9. Afinite kromatografisinin genel prensibi

*((l)’de ligand matrikse kovalent baglanir, (2)’de saflagtirilacak numune kolona adsorbe olup, safsizliklar
akar ve (3)’de numune eliie edilir)

Basarili bir ayirim yapabilmek i¢in, 6n kosul niteliginde olan biyospesifik ve matrikse
kovalent baglanabilecek bir liganda ihtiya¢ duyulmakta ayrica bu islem i¢in imobilize
edilen ligandin numune igin spesifik baglama afinitesi olmali ve safsizliklar aktiktan
sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde secimli desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir

yontem bulunmasi gerekmektedir.

Afinite kromatografisinin en sik kullanildig1 biyolojik sistemler Cizelgel.2’de
gosterilmistir (Axen and Ernback 1971).



22

Cizelge 1.2. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler.

Saflastirilacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit. glikoprotein, , hiicre, hiicre yiizey reseptorii

Komplementer baz dizisi, histon,

Niikleik asit o ‘ ‘
Niikleik asit polimeraz, baglayici protein
Hormon, Vitamin Reseptor tasiyict protein
Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin
1.3.1.Matriks

Afinite kromatografisi i¢in Sephadex, Sepharose, Bio-gel gibi bircok farkli matriks
kullanilmaktadir. Ancak bunlar i¢inden en ¢ok inci seklinde dizilmis bir agaroz jeli olan
sepharose kullanilmaktadir. Kullanilan bu jel saflastirma islemlerinde basarili bir

matriks i¢in gerekli biitiin sartlar1 tagimaktadir.

Seker kalintilar1 {izerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent bir sekilde
baglanabilmesi i¢in kolayca derivatize edilebilir. Bu is i¢in en ¢ok kullanilan ve en iyi
jel Sepharose-4B’dir. Afinite kromatogrofisinin giicii spesifik etkilesmelere bagh
oldugundan dolay1 kullanilan jelin oldukg¢a yiiksek spesifik adsorbsiyon gdstermesi
gerekir. Kiiresel ve rijit bir yapiya sahip olan sepharose jeli bu sart1 saglayan en iyi
jeldir. Ayrica sepharose jeli; yiiksek ve diisiik pH, deterjanlar ve disosiye edici maddeler
gibi ¢ok degisik sartlara dayaniklilik géstermektedir. Bazi durumlarda bu jel yerine yine
bu jelin bir baska tiirevi kullanilabilir. Ornegin; organik ¢oziiciilerin, yiiksek

sicakliklarin ve guanidin hidrokloriir gibi parcalayici eliientlerin gerektigi durumlarda,
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kovalent sekilde ¢apraz baglanmis Sepharose-CL jeli kullanmak daha idealdir (Cuatreca
1970).

1.3.2.Ligand

Afinite kromatografisi i¢in segilecek ligandin iki 6nemli 6zellige sahip olmas1 gerekir.

Bunlar;

i. Ligand saflastirilacak madde icin spesifik ve tersinir baglama afinitesi gdstermelidir.
ii. Ligandin baglama afinitesini tahrip etmeden matrikse tutunmasini saglayan

kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplari olmalidir.

Secilen ligandin, serbest ¢ozeltilerde 10*-10™ M arasinda maddeyi baglama afinitesine
sahip olmasi arzu edilen araliktir. 10* M’dan daha biiyiik (bir enzim ve zayif bir
inhibitorii arasindaki iliski) ya da 10® M’dan daha kiiciik (bir hormon ve reseptdrii
arasindaki iligki) ayrigma sabitine sahip olan etkilesmeleri igeren bir afinite
kromatografisinde, bagli olan maddeyi denatiire etmeden eliisyonunu yapmak oldukga

zorlasacaktir.

Afinite kromatografisi i¢in kullanilacak ligand ¢esitli fonksiyonel gruplara sahip ise bu
ligandin matrikse baglandigi bolgede onemlidir. Bu baglanma ligandin saflagtirilacak
molekiille en diisiik ihtimalle spesifik etkilesme verecek grup ile matriks arasinda

yapilmalidir (Cuatrecasas et al. 1968).

1.3.3. Uzanti kolu

Enzimlerin aktif bolgesi genellikle molekiiliin i¢i kisimlarina dogru yerlesmistir. Bu
yiizden kiiciik ligandlarin (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matrikse baglanmasi

sonucu hazirlanan adsorbanlarda, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda
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istenmeyen etkilesimler meydana gelebilir. Bu durumlar da istenmeyen baglanmalari

ortadan kaldirmak i¢in ligand ile matriks arasina uzant1 kolu adi verilen molekiiller

sokulur (Sekil 1.7).

Sekil 1.10. Uzant1 kolunun afinite kromatografisindeki rolii

Uzant1 kolunun iglevini tam olarak yerine getirebilmesi i¢in uzunlugu ¢ok Onemlidir.
Eger uzant1 kolu ¢ok kisa olursa, kol etkisiz kalir ve ligand numunedeki saflastirilacak
maddeyi baglayamaz. Aksine uzanti kolu ¢ok uzun olursa, spesifik olmayan etkiler
fazlalasir ve boylece ayirmanin seciciligi azalir. O’Carra ve arkadaslar1 ¢cok uzun uzanti
kolu kullanarak yaptig1 deneyde, uzanti kolunun numunedeki maddelere hidrofobik
etkilesmelerle baglandigimi  gozlemlemistir. Spesifik olmayan bu hidrofobik
etkilesmeler, afinite kromatografisi i¢in arzu edilen bir durum degildir (Ocarra et al.

1974).

1.3.4.Ligand1 baglayacak jelin se¢imi

Ligand1 baglayacak jelin se¢iminde; ligand molekiiliinde bulunan baglanma gruplarinin

tipi ve saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun tabiatina dikkat edilmelidir.

Normal baglanma reaksiyonunu minimum oranda engellemek i¢in, ligandin matrikse
kovalent baglanmasi, molekiiliin en az etkili bolgesinden yapilmalidir. Ornegin, amino
gruplar1 ihtiva eden bir enzim inhibitérii, matrikse amino gruplar1 araciligiyla

baglanabilir; bu sayede inhibitoriin enzimle spesifik baglanma afinitesi korunmus olur.
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Sayet amino gruplar1 baglanma reaksiyonlarina girerlerse, inhibitor ile enzim arasindaki
baglanma istenmeyen baska bir grup tarafindan gerceklesecektir. Eger liganlardaki
baglanma bolgeleri hakkinda dnceden bilgi bulunmuyorsa, deneme yanilma yontemi ile
baglanma bolgesi belirlenebilir. Yaygin olarak ligand1 immobilize etmek i¢in kullanilan
gruplar ve bu gruplarla ligandlarin baglanabilecegi jeller Cizelge 1,3’de verilmistir

(Keha 1981).

Cizelge 1.3. Ligandlar1 immobilize etmek i¢in kullanilan gruplar ve baglanabildikleri
jeller

Ligand Fonksiyonel grup Baglanacak jel
CNBR ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
) CH-Sepharose 4B
Amino - .
) Aktiflestirilmis CH-Sepharose 4B
Protein — —
Pentid Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
.p . Karboksil AH-Sepharose 4B
Aminoasit - -
Tiyopropil-Sepharose 6B
Tiyol Aktiflestirilmis tiyol Sepharose
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Hidroksil Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
CH-Sepharose 4B
Seker Amino Aktiflestirilmis CH-Sepharose 4B
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Karboksil AH-Sepharose 4B
L . . CNBR ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
Poliniikleotit Amino - -
Tiyopropil-Sepharose 6B
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2. KAYNAK OZETLERI

Peroksidaz enzimi; hayvanlarda, at turpu, salgam, ananas, brokoli, incir, baklagiller,
karaturp, 1spanak ve patates gibi yiiksek bitkilerde, mayalarda, mantarlarda ve
bakterilerde bulunmaktadir. Memelilerdeki peroksidaz enzimleri ise siitte, karacigerde,
dalakta, uterusta, tiikrilk bezlerinde, akciger duvarlarinda, sitoplazmada, mitokondride,

mikrozom ile lizozomlarda lokalize olmuslardir (Piitter and Becker 1987).

Yapilan calismalar sonucunda at turpu (HRP) peroksidazinin ii¢ boyutlu yapisi
aydinlatilmistir. At turpu peroksidazi 37 kDa agirliginda olan ve 308 amino asit
rezidiisii iceren tek bir polipeptid zincirinden olusur (Welinder 1976). Saflastirilan
kaynaga bagl olarak molekiiliin karbohidrat rezidii icerigi %18-22 arasindadir. Ug
boyutlu yapiya gore ferriprotoporfirin IX (hem grubu) ve iki kalsiyum atomu olmak
tizere iki fakli tip metal merkez igerir. Bu iki merkez enzimin yapisal ve fonksiyonel
biitiinliigli i¢in Onemlidir. Iki kalsiyum atomu hem bolgesine distal ve proksimal
pozisyonlarda olacak sekilde yerlesmistir (Haschke and Friedhoff 1978). Ug boyutlu
yapida a-sarmal ve B-kirmali yapilar bulunmaktadir. Ancak a-sarmal yapinin daha
hakim oldugu goriilmektedir. X-Ray kristalografi yapisina (Sekil 2.1) gore hem grubu
kirmiziyla, kalsiyum atomlart maviyle, a-sarmal yapilar morla ve B-kirmali yap1 sari

renk ile gosterilmistir (Veitch 2004).
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Sekil 2.1. At turpu (HRP) peroksidazin X-ray kristalografi yapisi

1960’lardan beri peroksidaz enzimi ile ilgili farkli kaynaklardan farkli metotlarla
saflagtirma caligmalar1 yapilmaktadir. Afinite, iyon degisim, metal ve hidrofobik afinite
kromatografisi kulanilan saflastirma metodlarindan birkag tanesidir (Singh and Singh

2002).

Enzim saflagtirma ve karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda hem karaturp hemde
diger turp gesitleri iizerinde bir¢ok calisma mevcuttur. Bu anlamda Tiirk karaturpundan
(Raphanus sativus L.) peroksidaz enzimi (Sisecioglu et al. 2010), kiiltiirlenmis karaturp
(Raphanus sativus L.) koklerinden iki anyonik peroksidaz enzimi (Yazdi et al. 2000),
karaturptan (Raphanus sativus L.) glutamik asit dekarboksilaz enzimi (De Frenne and
Schneider 1970), turp (Raphanus sativus L.) koklerinden myrosinaz enzimi (Jwanny et
al. 1995) ve japon turpu (Raphanus sativus L.) koklerinden askorbat peroksidaz enzimi
(Ohya et al. 1997) saflagtirilarak karakterize edilmistir.
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Literatiirde karaturp (Raphanus sativus L.) ile ilgili bir¢cok ¢alisma mevcuttur. Zilbeyaz
ve arkadaslarn tarafindan yapilan calismada karaturpun sulu ekstraktlarinin kinetik
rezoliisyon ¢alismalarina etkisi arastirilmustir (Zilbeyaz et al. 2012). In vitro ve in vivo
deneysel kosullarda karaturpun (Raphanus sativus L.) saglik icin yararlari incelenmigtir
(Lugasi et al. 2003). Karaturpun (Raphanus sativus L.) verimi, kalitesi ve korunmasi
lizerine baz1 elementlerin etkisi arastirilmistir (Koltunov 1986). Karaturp (Raphanus
sativus L.) bitkisinin antimikrobial 6zellikleri belirlenmigstir (Negrash 1961). Dogal bal
ile karaturp (Raphanus sativus L.) suyu karisiminin kalay korozyonu iizerine etkisi
arastiritlmistir (Radojcic et al.2008). Baska bir caligmada ise siganlarin kolon mukozasi
lizerine karaturpun (Raphanus sativus L.) etkisi incelenmistir (Hagymasi et al. 2002).
Yine sicanlar {izerine yapilan baska bir ¢aligmada ise sigan sindirim hiperlipidemileri
lizerine karaturp (Raphanus sativus L.) suyunun antioksidan etkisi arastirilmistir

(Andrea et al. 2005).

Karaturpun (Raphanus sativus L.) disinda diger turp cesitleri ile ilgili yapilmis bir¢cok
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan ilki, antioksidan enzimlerin turp (Raphanus
sativus L.) dokularindaki kadmiyuma verdigi tepkilerin incelenmesidir (Vitoria et al.
2001). Cin turpunun (Raphanus sativus L.) besin kalitesi arastirilmistir (Zhao-liang et
al. 2008). Turp (Raphanus sativus L.) i¢indeki arsenatin alinimi, taginimi ve doniistimii
arastirilmistir (Smith er al. 2008). Baska bir ¢alismada ise Avusturalya’da farkh
sezonlar i¢inde yetistirilen beyaz turpun (Raphanus sativus L.) keskinlik seviyeleri
incelenmistir (Coogan et al. 2001). Jing ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada ¢in
kirmiziturp (Raphanus sativus L.) koklerinde antosiyanin ve glukosinolat olusumu
arastirllmugtir (Jing et al. 2012). Diger bir ¢aligmada ise Ispanyol karaturpunun
(Raphanus sativus L.) sulu ekstraktinin detoksifikasyon 6zelligi incelenmistir (Hanlon

et al. 2009).

Enzim saflastirma ve karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda salgam (Brassica rapa L.)
bitkisi lizerinde de bir¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢aligmalar dogrultusunda katyonik
peroksidaz izoenzimleri (Hamed et al. 1998), lizozim enzimi (Bernier et al. 1971), sistin

liyaz enzimi (Anderson and Thompson 1979), NAD-Glutamat dehidrogenaz enzimi
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(Itagaki et al. 1988) ve F|-ATPaz enzimi (O’Rourke and Wilson 1992) salgamdan

(Brassica rapa L.) saflastirilarak karakterize edilmistir.

Literatiirde, karaturp (Raphanus sativus L.) gibi salgam (Brassica rapa L.) bitkisi
tizerinde de enzim saflastirmasi disinda birgok calisma yapilmistir. Salgam (Brassica
rapa L.) peroksidazlarinin kimyasal bilesimi ve hidrodinamik 6zellikleri incelenmistir
(Mazza et al. 1973). Misir sartlarinda salgamin (Brassica rapa L.) yetismesi lizerine
ozonun etkisi arastirtlmistir (Hassan et al. 1995). Salgamin (Brassica rapa L.) klorofil
biyosentezi ve genomik sablonunun stabilitesi {iizerine kursun kirliliginin etkisi
aragtirtlmistir (Cenkci et al. 2010). Salgam (Brassica rapa L.) peroksidazinin
immobilizasyonu i¢in biyoafinite tabanli ucuz ve yiiksek verimli bir prosediir
gelistirilmesi iizerine calisma yapilmustir (Kulshrestha and Husain 2006). Iki anyonik
salgam (Brassica rapa L.) peroksidaz izoenziminin dzellikleri aragtirilmistir (Agostini
et al. 1997). Salgam (Brassica rapa L.) koklerinden hazirlanan etanol ekstraktinin
farelerin glikoz ve lipit metabolizmas: lizerine etkisi arastirilmistir (Jung et al. 2008).
Salgam (Brassica rapa L.) diyetinin kimyasal ve antioksidatif acidan degerlendirilmesi
lizerine ¢alisma yapilmistir (Fernandes et al. 2007). Meng Hua ve arkadaslar tarafindan
yapilan baska bir ¢alismada ise bir tetraploid salgam (Brassica rapa L.) ve onun diploid

progenitoriiniin, tuz stresine gosterdikleri uyum arastirilmistir (Hua-bing et al. 2011).

POD enzimi birgok bitkiden saflastirilmistir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak karalahanadan
(Giilgin and Yildirim 2005), brokoliden (Tipawan and Barrett 2005; Koksal and Giilgin
2008), 1spanak yapraklarindan (El Shamei 1987; Koksal 2012), bamyadan
(Yemenicioglu et al. 1998), tiitiinden (Gazaryan and Lagrimini 1996), arpadan
(Kristensen 1999), 1sirgan otundan (Giil¢in 2002), lahanadan (McLellan and Robinson
1987), yesil bezelyeden (Halpin et al. 1989; Lee and Klein 1990), pamuktan (Triplett
and Mellon 1992), tath patates yumrularindan (Leon et al. 2002), biiriiksel lahanasindan
(McLellan and Robinson 1987), domatesten (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet
1982), havugtan (Nair ef al. 1996), portakaldan (Clemente 1998), kavundan (Rodriguez
et al. 2000), hurma yapraklarindan (Deepa and Arumughan 2002; Al-Senaidy and
Ismael 2011 ), cay yapraklarindan (Kvaratskhelia et al. 1997), biberden (Pomar et al.
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1997), ¢ilekten (Civello ef al. 1995), at turpundan (Lavery et al. 2010), kirmizibiberden
(Martinez et al. 2008), marula meyvesinden (Mdluli et al. 2005), misirdan (Mika et al.
2008), cavdar yapraklarindan (Murakami et al. 2007), zeytinden (Saraiva et al. 2007,
Tzika et al. 2009), vanilya ¢ekirdeginden (Marquez et al. 2008), hindiba bitkisinden
(Boeuf et al. 2000) ve papaya meyvesinden (Pandey et al. 2012) yapilan saflastirma

calismalar verilebilir.

Yapilan saflagtirma caligmalar1 neticesinde peroksidaz enzimi i¢in bir¢ok izoenzim
yapist bulunmustur. Farkli bitki kaynaklarindan izole edilen bu izoenzimlerin;
molekiiler agirlik, substrat spesifitesi, optimum pH, stabil sicaklik ve fizyolojik rol gibi
karakteristik 6zelliklerinin farkli oldugu belirlenmistir (Tipawan and Barrett 2005).
Ornegin bu karakteristik 6zelliklerden molekiil kiitlesi SDS-PAGE metoduyla; at
turpunda (Lavery et al. 2010) 37 kDa, brokoli (Tipawan and Barrett 2005; Koksal and
Giilgin 2008) ve domatesde (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982) 43 kDa, hurma
yapraklarinda (Deepa and Arumughan 2002) 48 kDa, vanilya ¢ekirdeginde (Marquez et
al. 2008) 46,5 kDa, karalahanada (Giilgin and Yildirim 2005) 95 kDa, zeytinde (Tzika
et al. 2009) 44kDa, hurma yapraklarinda (Al-Senaidy and Ismael 2011) 55 kDa ve
cilekte (Civello et al. 1995) 65 kDa olarak tespit edilmistir. Bir diger karakteristik
Ozellik olan optimum pH degerlerinin ise 5,0-7,5 araliginda degisiklik gosterdigi

bulunmustur (Tipawan and Barrett 2005).

Peroksidaz enzimi bir¢ok bitkide bulunmasina ragmen ticari olarak POD’un en 6nemli
kaynaginin at turpu kokleri oldugu bilinmektedir. Ayrica farkli POD enzim tiirlerinin
bulunmasi yeni analitik metotlarin ve potansiyel endiistriyel proseslerin ortaya

¢tkmasina onciiliik etmistir (Giilgin and Yildirim 2005).
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2.1. Calismanin Amaci

Peroksidaz enzimi lizerine bir¢ok saflastirma metodu bulunmaktadir. Ancak literatiirde
enzimin afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi ile ilgili ayrintili bir bilgiye
rastlanmamistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk defa POD enzimini mevcut metotlara gore
daha kisa siirede, daha az maliyetle ve daha yiiksek bir verimle saflagtirilacak bir

yontem yani afinite teknigi bulunmasi ¢alismanin amacini olugturmaktadir.

Bu amagla enzime ait daha Once bilinen inhibitorlerinden ligand olarak
kullanilabilecekler i¢in 6n ¢aligmalar yapilarak afinite jeli hazirlanmistir. Hazirlanan bu
jeller kullanilarak farkli bitki dokularindan POD enziminin saflastirilmasi igin

denemeler yapilmistir.

POD enziminin saflastirilmasi i¢in bulunacak bir afinite kromatografisi tekniginin bu
konuda c¢alisan arastirmacilara ¢ok faydali olacagi ayni zamanda diger birgok
peroksidaz enziminin saflastirilmasina da 1s1ik tutacagi kanaatindeyiz. Bu tez

kapsaminda;

i. Peroksidaz enziminin daha 6nce bilinen inhibitdrlerinden faydalanilarak ve sepharose
4B matriksi kullanilarak afinite jeli hazirlanmigtir.

ii. Hazirlanan jeller kullanilarak peroksidaz enzimi saflastirilmistir.

iii. Afinite ile saflastirilan POD enzimi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet,
optimum sicaklik, stabil pH, Ky ve Vimax gibi kinetik parametreler calisilmistir.

iv. Ligand olarak kullanilan inhibitor i¢in kinetik parametreler belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, Guaiakol, Standart serum albumin, Amonyum
siilfat, Sodyum asetat, N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbasi,
Sodyum karbonat, 4-aminobenzohidrazit, Hidrojen peroksit, Formaldehit, Sodyum
tiyostilfat, Sodyum kloriir, Glutalaldehit, N,N'-metilen bisakrilamid, Akrilamid,
Coomassie brillant blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, Sodyum bikarbonat,
Brom timol mavisi, Gliserol, Tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol,
Metanol Sigma Chemical Company’den; Sodyum siilfat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS)
Sodyum perklorat, Sodyum azotiir, Glimiis nitrat, Hidroklorik asit, Silfirik asit, L-
Tirozin, Fosforik asit, izoproponal E. Merk AG’den; Potasyum fosfat, Sodyum
hidroksit, Triklor asetik asit (TCA) Riedel de Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan;
Glisin ICN Biomedicals. inc.’den; karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica

rapa L.) piyasadan saglanmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalandim

Sogutmal1 santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karstiricr (Shaker) : IKA KS 130 basic



Karistirict (Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Afinite kolonu
Calkalayici
Magnetik karistirict
Saf su cihaz1

Su banyosu

Kar makinesi
Ultraturaks

Gli¢ kaynagi
Buzdolaplari
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: Fisons whirli-mixer

: Denver Instrument

: Eppendorf

: Kapali sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
: Midi Dual 14

: WiseStir MSH-20A

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Nuve

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: Heidolph SilientCrusher M

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

: Siemens

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar) : Sanyo Medical Freezer

Derin dondurucu (-85°C’ye kadar) : Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal caligmalarda kullanilan c¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis

sekilleri agagidaki gibidir. Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur.

Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M NaHCOs (pH:10) (CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ye tirozin takilirken
yikamada kullanildi): 2,1 g NaHCO3 200 ml destile suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH:10

kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250 ml’ye tamamlandi.

2. 0,2 M NaHCO; (pH:8,8) (tirozin takili jelin ayni tamponun igine alinmasinda
kullanild1): 0,84 g NaHCO3 80 ml destile suda ¢6ziildii. 1 N NaOH ile pH:8,8 kadar titre

edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 ml’ye tamamlandi.



34

3. 0,05 M Tris-SO4 (pH:7,4) (4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesinde Sepharose-
4B-L-tirozin siispansiyonunun yikanmasinda kullanildi): 1,211 g Tris 150 ml destile su
icerisinde ¢ozildii. 1 N H,SOy ile pH’s1 7,4°e getirildikten sonra hacim destile su ile

200 ml’ye tamamlandi.

Homojenat hazirlanmasinda kullanmilan ¢o6zeltiler

1. 0,3 M KH,P04 (pH: 7,0) (S1v1 azot parcalamasindan sonra bitki dokularinin igine
alindig1 tampon): 4,08277 g KH,P04, 80 ml destile suda ¢oziildii. IN NaOH ile pH:7,0’e

kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 ml’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler

1. 10 mM KH,P04 (pH: 6,8) (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonunun
dengelenmesinde kullanilan tampon): 1,3609 g KH,P04, 950 ml destile suda ¢oziildii.
IN NaOH ile pH:6,8’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 1 L

tamamlandi.

2. 25 mM KH,P04 (pH: 6,8) (CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonuna
homojenatin tatbikinden sonra kolonu yikamada kullanilan tampon): 1,3609 g KH,P04
350 ml destile suda ¢oziildi. IN NaOH ile pH:6,8’e kadar titre edildi, daha sonra

toplam hacim destile suyla 400 ml’ye tamamlandi.

3. 1 M NaCl25mM KH,P04 (pH:6,8) (Peroksidaz enziminin eliie edilmesinde
kullanilan tampon) 11,7 g NaCl ve 0,6805 g 180 ml destile suda ¢oziildii. 1N NaOH ile
pH:6,8’¢ kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 200 ml’ye

tamamlandi.
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Aktivite ol¢iimiinde kullamilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M KH,P04 (pH:6,0) (Enzim aktivitesinin Olgiilmesinde kullanilan tampon):
1,3609 g KH,P04, 80 ml destile suda ¢oziildii. I N NaOH ile pH:6,0’e kadar titre edildi,

daha sonra toplam hacim destile suyla 100 ml’ye tamamlandi.

2. 45 mM Guaiakol ¢o6zeltisi (Enzim aktivitesinin Olgiimiinde kullanilan substrat

cozeltisi): 498 pl guaiakol alinarak son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3. 22,5 mM H;0, ¢ozeltisi (Enzim aktivitesinin Ol¢iimiinde kullanilan substrat
cozeltisi): %30’luk yogunlugu 1,11 g/ml olan H,0,’den 228 pL alinarak destile suyla

100 ml’ye tamamland.

Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan cozeltiler

1. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii, bu
cozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye

tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler

1. I M Tris-HCI tamponu (pH:8,8): 12,114 g Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii. 1 N HC1 ile

pH:8,8’¢ ayarlandi, toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI tamponu (pH:6,8): 12,114 g Tris, 80 ml saf suda ¢oziildii. 1 N HCI ile

pH:6,8’e ayarlandi, toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g saf su karistirilarak ¢oziildii.

4.%10’luk SDS: 1 g SDS 9 g saf suda ¢oziilerek elde edildi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile 10

ml’ye tamamlandi.

6. Yiirlitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin, 450 ml saf suda ¢oziildii. Daha sonra
bunun {izerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 ml’ye

tamamlandi.

7. %0,1’liikk brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikator 0,01 M 16 ml NaOH igerisinde

¢oOziindii ve toplam hacim saf suyla 100 ml’ye tamamlandi.

8. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH 8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%100’ lik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf suyla
10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50

ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis boyamada kullamlan cozeltiler

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml % 96’lik etanol, 10 ml asetik asit’in
karigtirtlmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 ml Etanol ve 80 ml saf su karistirildi,
pH 6’ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 ml glutalaldehit

eklenip saf su ile 150 ml"ye tamamlandi.
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3. Boyama ¢dzeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 ml saf su’da ¢oziiliip tizerine 30 pl

formaldehit eklenmesiyle hazirlandu.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf su’da ¢oziilde ve iizerine

120 pl formaldehit ilave edildi.

5. Yikama c¢ozeltisi 2: 1 ml gliserin ve 250 ml'lik % 5°1lik asetik asitten karistirilarak

hazirlandi.

Calismamizda kullanilan inhibitor stok ¢ozeltiler

1. 0,034 M 4-aminobenzohidrazit ¢ozeltisi: 0,0712 g 4-aminobenzohidrazit tartilip 14

ml suda ¢oziildii.
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3.2. Yontemler

3.2.1.Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemleri sonunda esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip
amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV isinlarmi

absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968).

Kromatografi sonucunda eliiatlar kuvartz kiivetlere konularak spektrofotometrede

proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak absorbanslar 6l¢iildii.

3.2.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflagtirllan enzim ¢ozeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi. Bu ydntemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii
saglar. Bu yontemin bozucu faktorlere karsi hassasiyeti oldukca azdir (1-100 pg arast).
Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanr.
Tayin islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi ve 4,9 ml Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 4,9 ml

Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullunildi. Elde edilen
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sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Saflastirmanin her asamasinda ortamdaki protein miktarini belirlemek
icin enzim numuneleri 3 ayr tiipe sirasiyla 100, 250 ve 500 pl alinarak {izerlerine
sirastyla 4,9, 4,75, 4,5’er ml renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildiktan
sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu.
Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayri Olgiimiin aritmetik ortalamasi alinip standart

grafikten protein miktarlari belirlendi (Bradford and Williams 1976).

3.2.2.Peroksidaz aktivitesi tayini

Peroksidaz enziminin aktivite Ol¢limii, Sisecioglu ve arkadaslarmin uyguladigi
prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosediir, H,O, tarafindan
guaiakol kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana
getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina dayanir (Sekil 3.1) (Sisecioglu

et al. 2010).

OH H;CQO
OCHj; POD
OCHj;
Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi

Reaksiyon enzim ¢ozeltisinin ilavesiyle baslar ve 3 dakika siireyle her 1 dakikada bir
olmak iizere oda sicakliginda 470 nm’de absorbans artis1 spektrofotometre ile 1 cm 151k

yoluna sahip kiivet kullanilarak takip edildi.
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Cizelge 3.1. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesindeki kiivet igerigi

Kullanilan Cozeltiler Kor (ml) Numune (ml)
Aktivite Tamponu (0,1M pH:6) 1,0 0,9
Guaiakol (45 mM) 1,0 1,0
Hidrojen peroksit (22,5 mM) 1,0 1,0
Enzim - 0,1

Peroksidaz enziminin aktivitesini belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanildi.

A= Eb.c c=A/€Eb V =c.Dr

A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Is181n gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (pmol/ml)

€ = Ekstinksiyon kat sayis1 ( 5000 M x cm™)

D¢ = Seyreltme katsayisi

V = Reaksiyon hizi (umol x dak. /ml)

Enzim saflastirilmasi islemlerinde substrat olarak guaiakol kullanildigindan, saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite ol¢timii sonuglari i¢in; 1 enzim dnitesi "20°C’de 1
dakikada lpumol guaiakol’iin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1" olarak

tanimlandi.



41

3.3. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve Salgam (Brassica rapa L.) Bitkilerinden

POD Enziminin Saflastirilmas1 Calismalari

3.3.1.Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) i¢cin homojenat

hazirlanmasi

20 g taze karaturp (Raphanus sativus L.) tartild1 ve blender cihazi ile kiigiik pargalara
boliindii. Pargalar siv1 azot ilave edilerek toz haline getirildi ve tizerine 0,3 M pH:7,0
olan tampondan 50 ml ilave edilerek 1-2 dakika manyetik karistirict {izerinde
karistirildi. Bu karisim 2.400 rpm’de birka¢g kez homojenizatdrden gecirilerek bitki
hiicresinin parcalanmasi ve homojenize olmasi saglandi. Homejenat siiziildii ve santrifiij
tiiplerine doldurularak 16.000 xg’de bir saat boyunca santrifiij edildi. Siipernatan
cokelekten ayrildi. Elde edilen siipernatant daha sonraki saflastirma basamaklarinda
kullanilmak iizere 4°C’de muhafaza edildi. Salgam (Brassica rapa L.) homojenat: igin

de ayni1 islemler uygulandi.

3.3.2.POD inhibitorleri ve ligand secimi

Peroksidaz enzimi iizerine yapilan inhibisyon kinetigi calismalarindan literatiirdeki
enzimin inhibitorleri tespit edildi (Geike et al. 1975, Doerge 1986, Kumar and Bhatla
1995). Literatiirde bulunan inhibitorlerden faydalanarak POD’un afinite kromatografisi
ile saflastirlmasinda en uygun diazonyum tuzu olusturabilecek ligandlar secilerek afinite

jellerinin hazirlanmas1 yapildi. POD’un bilinen inhibitérleri agagida verilmistir.



42

Secici olmayan monoamin geri alim inhibitorleri

N

)

QL

OH

LD

SNe
/N\/\©\

Opipramol Lofepramine Dibenzepin
\
LD .
NH .O
I
Protriptyline Melitracen Butriptyline
H;C CH
S
40q ¢ O
N/ I}I—CH?, @
| CH,
Dimetacrine Dosulepin Quinupramine




43

Secici serotonin geri alim inhibitorleri
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Antidepresanlar
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NC Cl o) O NH-NH,

NC Cl

NH, NH,

2,3-Dichloro-5,6-diciyano- _
1,4-benzoquinone Benzocaine 4-aminobenzohydrazide

Bilinen bu inhibitorlerden molekiil yapilar1 tirozin uzanti kolu ile diazonyum tuzu
olusturabilecek olanlar siilfanilamid, siilapiridin, o-toluidine, m-toluidine p-toluidine,
aniline, benzokain ve 4-aminobenzohidrazit oldugu tespit edildi.

Bizde calismamizda 4-aminobenzohidrazit inhibitoriinii afinite kolonunun ligandi olarak

kullanmay1 ve POD enzimini saflagtirmay1 hedefledik.

3.3.3. Afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksi {izerinde hazirlandi. Bu
kolon materyaline L-tirozin uzanti kolu kovalent olarak takildi. Daha sonra 4-
aminobenzohidrazit inhibitérii Onceden hazirlanmis jele diazollanarak tirozine
kenetlendi. Burada tirozin afinite jelinin uzanti kolunu, inhibitor ise enzimi spesifik
olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Kullanilan afinite jeli asagidaki prosediire

gore hazirlandi.

a. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi:

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 ml soguk 0,1 M NaHCO; tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere aktarildi. Ayni tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin
¢Oziinmiis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Yikama, tirozin ¢ozeltisi

ilavesi ve bagetle karistirmanin, 90 saniyeden az bir siirede tamamlandig1 gozlendi ve
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bundan sonra siispansiyon, 4’C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi ve 16
saat boyunca 4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile yikanarak bdylece reaksiyona girmeyen tirozin tamamen
uzaklastirildi. Yikama 100 ml 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH:8,8) tekrarlanarak

tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 ml’si i¢ine alind1. (Sekil 3.2.)

HO NH
(0) OH
OH  BrCN 0-C=N 0 :
k \ L-Tirozin
» - /C=NH """"""""" -
OH HBr OH O
Sepharose-4B imidokarbonat

Y

o OscoH
\

]
/\C—NH-CH-CHZ—QOH
d

OH

Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.2. CNBEr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

b. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirmesi:

Inhibitér’den 25 mg alinarak 0°C civarinda 10 ml, 1 M HCI icinde ¢bziildii ve igerisinde

75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti, inhibitor ¢ozeltisine damla damla katildu.
10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan inhibitér 40 ml Sepharose-4B-L-
tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH:9,5’a ¢ikarilarak sabit tutularak 3
saat siireyle oda sicakliginda yavasga karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 200 ml 0,05
M Tris-SO4 (pH:7,4) tamponuyla yikandi, sonra da {izerine bir miktar daha ayni
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tampondan konularak saklandi (Whitney 1974). Hazirlanan jele baglanma modeli Sekil
3.3 de verildi.

OH  BrCN 0-C=N 0,

—_— C=NH
Y /
OH HBr OH O
Sepharose-4B imidokarbonat
O NHNH, | Y
Oy c .OH o Os,..OH

Q. PooNer Yo
C—~NH-CH-CH, OH P o C—NH-CH-CH, OH
O’ 0 1 Diazolanmis 4-amino ! d
=~ ) e
NH-NH,

OH OH

Sepharose 4B - L - Tirozin 4-aminobenzohidrazit Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.3. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesi baglanma modeli

3.3.4. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazirlanan jel dengeleme tamponu (10 mM KH,PO4 pH: 6,8) i¢ine alinarak jel siispanse
edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla yikama ve
dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis oldugu, eluat ile tamponun 280

nm’de absorbansilarinin ve pH’larinin esitlenmesinden anlasildi.

3.3.5. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

3.5.3.a.’da belirtildigi gibi hazirlanan homojenatin 5 ml’si 10 mM KH,PO4 pH:6,8
tamponu ile dengelenmis olan kolona tatbik edildi ve kolon 25 mM KH,PO4 pH:6,8
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coOzeltisi ile yikandi. Boylece peroksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi. Sonra
IM NaCl/25 mM KH,PO4 pH:6,8 tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi eliie
edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 35 ml/saat’e ayarlandi ve eliiatlar
1,5’er ml halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm’deki absorbans degeri kore karsi

sleiildii.

3.3.6.SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin belirlenmesi

POD enzimi afinite kolonundan saflastirildiktan ve diyaliz edildikden sonra %3-8
kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli
tarafindan anlatildig1 gibi yapilarak saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol

edildi. Standart olarak molekiil agirlig1 belli olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalar1 6nce su sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki kenarinda
aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st iiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu.
Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama

kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCI (pH: 8,8), 4,4 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %10 SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil
etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karigtirildi. Bu karigimin iizerine son olarak 0,2 ml

%10’luk amonyum persiilfat (NH4),S,0g (PER) ilave edildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,4 ml %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %10’luk SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2,45 ml saf su
alinarak karistirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,1 ml ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar enjektorle
dokiildii. Hava almamasina dikkat edildi. Belli bir siire jelin donmasi beklendi, ayirma

jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Daha sonra yigma
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jel iist yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra jelin
kurumas1 i¢in bekletildi. Daha sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez
tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin {istli once saf su, sonra da
yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiirlitme tamponu
konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim
100 pg olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir enjektdr
yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot), iistten (-)
kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 120
volta ayarlanarak 1,5 saat oda sicakliginda yiiriitiildii. Akim kesilerek, cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice c¢ikarildi. Bu yiiriitme tamponu tekrar kullanilmak {izere

saklandi.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jel 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon ¢ozeltisiyle karistiricida
bekletildi. Bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra 20 dakika
glimiis nitrat ¢ozeltisiyle karigtiricinin iistiinde boyandi. Bu boya kisa bir siire dnce
hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo c¢ozeltisiyle kisa ve ¢abuke¢a yikayip siyahlagan
stv1 dokiildii. Bantlar goriiliince jel karistiricinin iistiinde 1 ml gliserin ve 250 ml %5 lik

asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi (Temel 2006).

3.4. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve Salgam (Brassica rapa L.) Bitkilerinden

Saflastirilan POD Enziminin Karakterizasyon Calismalar:

Hazirladigimiz afinite kromotografisi kolanlarindan saflagtirilacak POD enziminin
kinetik 6zelliklerini aragtirmak i¢in guaiakol substrati kullanarak optimum pH, optimum
iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH ve guaiakol i¢in Ky ve Vmax degerleri
hesaplandi.

3.4.1.Peroksidaz enzimi i¢in optimum pH calismalari
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Peroksidaz enziminin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla pH's1 5, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0,
7,5 ve 8,0 olan 0,1 M KH,PO4 tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir
tamponda ayr1 ayr1 enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi.

Sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.

3.4.2.Peroksidaz enzimi icin optimum iyonik siddet calismalari

Optimum iyonik siddetleri belirlemek amaciyla optimum pH'da karaturp (Raphanus
sativus L.) POD ig¢in 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000 mM’lik ve
salgam (Brassica rapa L.) POD ig¢in 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400,
1500 mM’lik KH,PO, tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir
tamponda ayr1 ayr1 enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi.

Sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.

3.4.3.Peroksidaz enzimi i¢in optimum sicakhk ¢calismalari

Peroksidaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali su
banyosu kullanildi. Optimum pH ve optimum iyonik siddette olan tampon ve
substratlar1 ihtiva eden karisim kiivet icersinde ilgili sicakliga ayarli su banyosunda 5 dk
bekletilerek istenilen sicakliga getirildi ve son olarak enzim ¢ozeltisi pipetlendi. 0°C ile
80°C arasinda 10’ar °C araliklarla her sicaklik icin aktivite dl¢timii yapildi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.

3.4.4.Peroksidaz enzimi i¢in stabil pH calismalar:

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in pH'lar1 5, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan
10 mM KH,PO, tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1

ml’sine 1 ml enzim ¢ozeltisi karstirilarak +4°C’de muhafaza edildi. 5 giin boyunca 12
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saat arayla yapilan aktivite 6l¢iimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.

3.4.5. Guaiakol i¢cin Ky ve V2 degerlerinin bulunmasina yonelik calismalar

Kwm ve Vimax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; guaiakol kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
olgiildii. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.
Grafiklerin ¢izimlerinde en kii¢iik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky ve
Vinax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak tabloda gosterildi.

(Lineweaver and Burk 1934).

3.4.6. Kullanilan ligand icin kinetik caliymalar

Ligand olarak kullanilan inhibitoriin guaiakol substratina bagli olarak, 1Csy degerlerinin
tespit edilmesi amaciyla: oda sicakliginda ve optimum pH’da, 45 mM guaiakol
konsantrasyonunda ortama farkli hacimlerde inhibitdr ¢ozeltisi ilave edilerek, %

Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Daha sonra inhibisyon tiplerinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi
amaciyla oda sicakliginda optimum pH’da 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda
ve 3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite 6lgiimleri yapildi. Elde edilen bu
aktivite degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve Kj

degerleri bulundu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden hazirlanan
homejenatlar ve afinite kolonundan saflastirilan POD enzim ¢o6zeltilerindeki kantitatif
protein miktar1 Bradford yontemiyle tayin edildi. Bu amagla 3.2.1.b’de anlatildig1 gibi
once standart grafik hazirlandi. Homojenatlar ve afinite kromatografisi ile elde edilen
enzim c¢dozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu standart grafikten faydalanilarak
bulundu. Standart c¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil
4,1°de gosterildi.

0,8

y=0,0069x

R?=0,9822 /./‘
096 /
04
[ J
/
[ )
0,2

0 T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

ng (BSA)

Absorbans (595 nm)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik (BSA: Bovine Serum Albumini)
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4.2. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve Salgam (Brassica rapa L.) Bitkilerinden

POD Enziminin Saflastirilmas1 Calisma Sonuclari

4.2.1.POD enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonuclari

Boliim 3.3.3’de anlatildigr sekilde hazirlanan kolona, boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi
karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden hazirlanan
homojenatlardan 5’er ml ayr1 ayr1 dengelenmis kolona pipet vasitasiyla tatbik edildi.
Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliiatlar
kolon akig hizi 35 ml/saat’e ayarlanarak 1,5’er ml halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin
280 nm’de absorbans degerleri Olgiilerek kalitatif protein tayinleri yapildi. 280 nm’de
Olciilen absorbans degerlerinin tlip sayisina karsi grafikleri Sekil 4.2, 4.3’te verildi.
Absorbans gosteren tiiplerin 470 nm’de aktivitelerine bakildi. 470 nm’de tiip sayisina
kars1 aktivite grafikleri doygun substrat konsantrasyonunda hesaplanarak Sekil 4.4,

4.5’de gosterildi.
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Sekil 4.2. 4-aminobenzohidrazit kolonundan karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin
afinite kromatografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarini gdsteren
grafik
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Sekil 4.3. 4-aminobenzohidrazit kolonundan salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin afinite
kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarin1 gdsteren grafik

Aktivite (EU/ml)

32

2.4

1,6

0,8

Tiip Sayisi

Sekil 4.4. 4-aminobenzohidrazit kolunundan karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin
afinite kromotografisi ile saflagtirma sirasinda eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini gdsteren

grafik
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Sekil 4.5. 4-aminobenzohidrazit kolunundan salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin afinite
kromotografisi ile saflastirma sirasinda eliiatlarin 470 nm’deki aktivitelerini gosteren grafik

4.2.2.POD enziminin saflastirma basamaklari sonuclari

Boliim 3.3.4’te anlatildig1 gibi hazirlanan jel kolono paketlendikden sonra 10 mM
KH,PO4 (pH:6,8) tamponu ile dengelendi. 3.3.1°de belirtildigi gibi karaturp (Raphanus
sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden hazirlanan homojenatlardan 5’er
ml ayr1 ayr1 kolona tatbik edildi ve kolonlar 400 ml 25 mM KH,PO4 (pH:6,8) tamponu
ile yikandi. Boylece peroksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi. Sonra 1M
NaCl/25 mM KH,PO4 (pH:6,8) tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi 1,5’er ml
halinde eliie edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akig hizi 35 ml/saat’e

ayarlandi.

Ligand olarak 4-aminobenzohidrazit kullanilan kolondan, karaturp (Raphanus sativus
L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden peroksidaz enziminin saflastiriima
kademelerinde 470 nm de aktivite tayini ve Bradford metoduyla kantitatif protein tayini
yapildi. POD enziminin afinite kromatografisi saflagtirma sonuglar1 Cizelge 4.1, 4.2°de

gosterildi.
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Cizelge 4.1. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin 4-aminobenzohidrazit
kolonundan saflastirma basamaklari sonuglar1

Saflastirma TOplflm Aktivite Protein Topla.m Top.lz}m Spe§ lfik Yuz.d ¢ Saflagtirma
basamaklar1 hacim (EU/ml) (mg/ml) protein aktivite aktivite Verim katsayist
(ml) (mg) (EU) (EU/mg) (%)
Homojenat 5 28,72 1,22 6,1 143,6 23,54 100 1
Sepharose 4B
Afinite 5 3,032 0,0033 0,016 15,16 947.,5 10,6 40,3
Kromatografisi

Cizelge 4.2. Salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin 4-aminobenzohidrazit
kolonundan saflastirma basamaklari sonuglar1

Saflagtirma TOplflm Aktivite Protein Topla.m Top.lz}m Spe§ lfik Yuz‘d € Saflastirma
basamaklari hacim (EU/ml) (mg/ml) protein aktivite aktivite Verim katsayist
(ml) (mg)  (EU) (EU/mg) (%)
Homojenat 5 32,16 0,899 4,495 160,8 35,77 100 1
Sepharose 4B
Afinite 5 2,89 0,0003 0,0015 14,44  9626,67 9 269,13
Kromatografisi

4.2.3.SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclar:

Kromatografik islemler sonucu 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile karaturp
(Raphanus sativus L.) ve salgamdan (Brassica rapa L.) saflagtirilan peroksidaz
enziminin safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Bunun i¢in boliim 3.3.6’da anlatildigi gibi
hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularina sirayla saflastirilan POD’lar ve

standart proteinler uygulandi ve yiiriitiildii. Daha sonra elde edilen bantlarin fotografi
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cekildi. Saflagtirllan POD enzimlerinin molekiil kiitleleri log Mg-Ry grafikleri ¢izilerek
tespit edildi (Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9; Cizelge 4.3).

Sekil 4.6. 4-aminobenzohidrazit kolonundan saflastirilan karaturp (Raphanus sativus L.)
POD enziminin SDS-PAGE fotografi

*(1 Nolu kuyu: Standart proteinler, 2 Nolu kuyular: Saflastirilan karaturp (Raphanus sativus L.) POD)
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y=-0,853x+1,9852
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Sekil 4.7. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin SDS-PAGE sonucu ¢izilen
Rs-log M grafigi
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Sekil 4.8. 4-aminobenzohidrazit kolonundan saflastirilan salgam (Brassica rapa L.)
POD enziminin SDS-PAGE fotografi

*(1 Nolu kuyu: Standart proteinler, 2 Nolu kuyular: Saflastirilan salgam (Brassica rapa L.) POD)
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Sekil 4.9. Salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin SDS-PAGE sonucu ¢izilen Ry-log
Mk grafigi
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Cizelge 4.3. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD
enzimleri icin SDS-PAGE ile molekiil tayini sonuglari

Enzim Bitki Molekiil Kiitlesi
Karaturp 673
Peroksidaz (Raphanus sativus L.) ’
POD Salgam 65.9
(Brassica rapa L.) ’

4.3. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve Salgam (Brassica rapa L.) Bitkilerinden

Saflagtirnlan POD Enziminin Karakterizasyon Calismalar ile ilgili Sonuclar

4.3.1.Peroksidaz enzimi icin optimum pH ¢alisma sonuglari

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin
optimum pH ¢alismasi boliim 3.4.1°de anlatildig1 sekilde; pHs1 5,0-8,0 araliginda 0,1
M KH,PO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimlerin gosterdigi  aktiviteler
spektrofotometrik olarak belirlendi (Cizelge 4.4, 4.5; Sekil 4.10, 4.11). Karaturp
(Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in optimum pH 0,1 M KH,PO, pH=6,5 tamponu
ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi i¢in optimum pH 0,1 M KH,PO4 pH=6,5

tamponu olarak belirlendi.
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Cizelge 4.4. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin optimum pH’s1 i¢in 0,1 M
KH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

Potasyum Fosfat
pH Aktivite (EU/ml)
5,0 0,75
5,5 0,86
6,0 0,95
6,5 1,00
7,0 0,96
7,5 0,83
8,0 0,61

1,2

E

=

2 038

2 o«

$

v

< 06

0’4 T T T T T T T 1
45 5 5.5 6 6.5 7 75 8 8.5

Sekil 4.10. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in yapilan optimum pH
calismasinin sonucuna yonelik ¢izilen Aktivite (EU/ml)-pH grafigi
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Cizelge 4.5. Salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin optimum pH’s1 i¢in 0,1 M
KH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

Potasyum Fosfat
pH Aktivite (EU/ml)
5,0 0,858
5,5 0,918
6,0 0,954
6,5 0,974
7,0 0,870
7,5 0,708
8,0 0,490

0’85 ./././\

Aktivite (EU/ml)
S
3

0,55 \

0’4 T T T T T T T 1
4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5

Sekil 4.11. Salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi i¢in yapilan optimum pH
calismasinin sonucuna yonelik ¢izilen Aktivite (EU/ml)-pH grafigi
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4.3.2.Peroksidaz enzimi i¢cin optimum iyonik siddet ¢calisma sonuclari

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflastirilan
POD enzimlerinin aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla
KH,PO4 tamponunun optimum pH’daki degisik konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri Bolim
2.4.2°de anlatildigr gibi hazirlandi. Farkli KH,POs konsantrasyonlarinda aktivite
Ol¢iimleri yapildi. Sonuglar c¢izelge ve aktivite-konsantrasyon grafikleri halinde
gosterildi (Cizelge 4.6, 4.7, Sekil 4.12, 4.13). Yapilan ¢alismalar sonucu karaturptan
(Raphanus sativus L.) saflastirilan POD enzim i¢in en uygun iyonik siddetin 0,1 M
KH,PO4 (pH 6,5) tamponu ve salgamdan (Brassica rapa L.) saflastirilan POD enzim
i¢in en uygun iyonik siddetin 1 M KH,PO4 (pH 6,5) tamponu oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.6. Karaturptan (Raphanus sativus L.) saflastirilan POD enziminin optimum iyonik
siddeti icin KH,PO4 (pH 6,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

Potasyum Fosfat
Iyonik Siddet (mM) Aktivite (EU/ml)

25 1,06
50 1,04
100 1,08
200 0,98
300 0,92
400 0,93
500 0,90
600 0,89
700 0,92
800 0,85
900 0,82
1000 0,80
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Sekil 4.12. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO, (pH 6,5) tampon ¢ozeltileri kullanilarak
karaturptan (Raphanus sativus L.) saflagtirilan POD enzimi i¢in ¢izilen Aktivite (EU/ml)-Iyonik
siddet (mM) grafigi

Cizelge 4.7. Salgamdan (Brassica rapa L.) saflastirilan POD enziminin optimum iyonik siddeti
icin KH,PO, (pH 6,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat
Iyonik Siddet (mM) Aktivite (EU/ml)

50 0,616
100 0,668
200 0,632
400 0,756
600 0,804
800 0,912
1000 0,968
1200 0,852
1400 0,832
1500 0,876
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Sekil 4.13. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO, (pH 6,5) tampon ¢ozeltileri kullanilarak
salgamdan (Brassica rapa L.) saflagtirilan POD enzimi ig¢in ¢izilen Aktivite (EU/ml)-Iyonik
siddet (mM) grafigi

4.3.3.Peroksidaz enzimi i¢cin optimum sicaklik ¢alisma sonuclar:

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflastirilan
POD enzimlerinin optimum sicakliini belirlemek iizere karaturp (Raphanus sativus L.)
icin optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 0,1 M KH,PO4 (pH 6,5) tamponu ve
salgam (Brassica rapa L.) i¢in optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 1 M KH,PO4
(pH 6,5) tamponu kullamldi. 0°C ile 70°C arasinda her 10°C’de bir olmak iizere bolim
3.4.3°de anlatildig1 sekilde aktivite dl¢timleri yapildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.8,
4,9°da ve Sekil 4.14, 4.15°de gosterildi. Bu ¢aligsmalar sonucu hem karaturp (Raphanus
sativus L.) hemde salgam (Brassica rapa L.) POD i¢in optimum sicaklik 30°C olarak
tespit edildi.
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Cizelge 4.8. Karaturptan (Raphanus sativus L.) saflastirllan POD enziminin optimum
sicakligi igin sicaklik aktivite 6l¢lim sonuglar

Potasyum Fosfat
Sicaklik (°C) Aktivite (EU/ml)

0 0,78

10 0,96
20 1,06

30 1,20
40 1,14
50 0,98
60 0,71
70 0,40

1.4

105 ./'\‘\
E '//
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Sicaklik (°C)

Sekil 4.14. Karaturptan (Raphanus sativus L.) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligi icin Aktivite (EU/ml)-Sicaklik (°C) grafigi
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Cizelge 4.9. Salgamdan (Brassica rapa L.) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligi i¢in sicaklik aktivite 6l¢lim sonuglar

Potasyum Fosfat
Sicaklik (°C) Aktivite (EU/ml)

0 0,224

10 0,324

20 0,436

30 0,656
40 0,456

50 0,204

60 0,012

70 0,000

0,75

0,6

0,45

Aktivite (EU/ml)
o
[U%]

(=)
—
O}

0 T T T T T !‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.15. Salgamdan (Brassica rapa L.) saflagtinlan POD enziminin optimum
sicakligr i¢in Aktivite (EU/ml)-Sicaklik C) grafigi
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4.3.4.Peroksidaz enzimi i¢in stabil pH calisma sonuclari

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin stabil

pH’lar1 boliim 3.4.4°te anlatildig1 sekilde; pH‘lar1 5,0-8,0 araliginda 10 mM KH,PO4

tampon c¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan enzim stoklarmin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak belirlendi (Cizelge 4.10, 4.11; Sekil 4.16, 4.17 ). Karaturp
(Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in stabil pH, 10 mM KH,;PO,4 tamponunda pH: 6,5

ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi i¢in stabil pH, 10 mM KH,PO,4 tamponunda
pH: 5,0 olarak belirlendi.

Cizelge 4.10. Karaturptan (Raphanus sativus L.) saflagtirilan POD enziminin stabil pH’s1 i¢in
10 mM KH,PO, tampon ¢dzeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Potasyum Fosfat
Zaman pH:5,0 | pH:5,5 | pH:6,0 | pH:6,5S | pH:7,0 | pH:7,5 | pH:8,0
(Saat) Ak.i.:ivite Aktivite Ak!:.ivite Aktivite Ak!:.ivite Ak!:.ivite Ak!:'ivite
(EU/ml) | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml
0 0,332 0,312 0,318 0,316 0,316 0,302 0,300
12 0,234 0,204 0,190 0,226 0,218 0,242 0,210
24 0,184 0,186 0,202 0,202 0,192 0,202 0,196
36 0,202 0,176 0,186 0,190 0,186 0,198 0,176
48 0,194 0,174 0,184 0,196 0,178 0,186 0,174
60 0,184 0,166 0,190 0,188 0,172 0,178 0,168
72 0,182 0,170 0,180 0,192 0,174 0,184 0,168
84 0,170 0,160 0,168 0,202 0,176 0,178 0,166
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Sekil 4.16. Degisik pH’lardaki KH,PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak karaturp
(Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

Cizelge 4.11. Salgamdan (Brassica rapa L.) saflastirilan POD enziminin stabil pH’s1
icin 10 mM KH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

Potasyum Fosfat
Zaman pH:5,0 | pH:5,5 | pH:6,0 | pH:6,5 | pH:7,0 | pH:7,5 | pH:8,0
(Saat) Akfivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite
(EU/ml) | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml | (EU/ml
0 0,202 0,196 0,206 0,198 0,192 0,172 0,184
12 0,118 0,094 0,102 0,090 0,102 0,082 0,100
24 0,104 0,056 0,070 0,060 0,068 0,058 0,078
36 0,092 0,040 0,040 0,046 0,052 0,040 0,064
48 0,080 0,032 0,050 0,038 0,044 0,036 0,056
60 0,072 0,024 0,044 0,022 0,038 0,030 0,048
72 0,070 0,024 0,032 0,024 0,032 0,028 0,036
84 0,064 0,018 0,038 0,018 0,024 0,028 0,034
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Sekil 4.17. Degisik pH’lardaki KH,PO,4 tampon ¢o6zeltisi kullanilarak salgam (Brassica
rapa L.) POD enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

4.3.5. Guaiakol substrati icin Ky ve V., degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan

calisma sonuclar

Guaiakol substarat: i¢in karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.)
bitkilerinden saflastirllan POD enziminin Ky ve Vi degerlerinin  belirlenmesi
caligmalar1 bolim 3.4.5’te anlatildig1 sekilde yapildi. Her bir bitki POD i¢in enz az 5
farkli guaiakol konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite 6l¢iimii yapildi.
1/[Guaiakol]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Ky ve Vyax degerleri
hesaplandi. FElde edilen sonuglar Cizelge 4.12, 4.13 ve Sekil 4.18, 4.19’da
goriilmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda guaiakol i¢in Ky degeri karaturpta (Raphanus
sativus L.) 24,88 mM ve salgamda (Brassica rapa L.) 4,09 mM bulunurken V. ise
karaturpta (Raphanus sativus L.) 3,23 EU/ml ve salgamda (Brassica rapa L.) 0,797
EU/ml olarak tespit edildi.
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Cizelge 4.12. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in Ky ve Vyax degerlerinin
bulunmasina yonelik guaiakol derigimi ve aktivite ¢izelgesi

[Guaiakol] Akfivite

(mM) (EU/ml)
0,90 0,11
1,05 0,13
1,20 0,15
1,35 0,16
1,50 0,18

——
(<}

y="7.7074x +0,3097
R2=0,9957 /

XA
(9,

1/v

(9,1

oy

[«

-0,25 0 0,25 0,5 0,75 1 1,25
1/[Guaiakol] mM!

Sekil 4.18. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin guaiakol i¢in Ky ve Viax
degerlerinin belirlenmesi grafigi
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Cizelge 4.13. Salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi i¢in Ky ve Vyax degerlerinin
bulunmasina yonelik guaiakol derigimi ve aktivite ¢izelgesi

[Guaiakol] Aktivite

(mM) (EU/ml)
0,90 0,148
1,05 0,158
1,20 0,174
1,35 0,206
1,50 0,216

0

y=5,127x+ 1,2547

R2=0,9477 /
[ )

e

[@)

1/vV

N

[\5)

<P

-0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1 1,25
1/[Guaiakol] mM-!

Sekil 4.19. Salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin guaiakol i¢in Ky ve Vpax
degerlerinin belirlenmesi grafigi
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4.3.6. Kullanilan inhibitoriin K; ve ICsy degerlerinin bulunmasi yonelik yapilan

calisma sonuclari

Bu ¢alismada 4-aminobenzohidrazit inhibitorii saf suda ¢oziilerek karaturp (Raphanus
sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflagtirilan POD enzimi iizerine
guaiakol substrati i¢in etkileri incelendi. Bu amagla, sabit substrat konsantrasyonunda
guaiakol (45 mM) ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonlarinda her bir inhibitor icin
aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu degerler ve deney prosediirii Cizelge 4.14,
4.15, 4.16, 4.17°de gosterildi ve % Aktivite-konsantrasyon grafikleri ¢izilerek 1Csg
degerleri bulundu. Bu grafikler Sekil 4.20, 4.21°de gosterildi. Karaturp (Raphanus
sativus L.) POD enzimi i¢in ICso degeri 0,726 mM ve salgam (Brassica rapa L.) POD
enzimi i¢in ICsy degeri 1,167 olarak tespit edildi.

Cizelge 4.14. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ¢aligmalarda bulunan inhibitér konsantrasyonu ve
aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit] Aktivite %
(mM) (EU/ml) Aktivite
0,00 0,42 100
0,28 0,31 73,8
0,57 0,22 53,3
0,85 0,18 41,9
1,13 0,14 34,3
1,42 0,12 27,6
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Cizelge 4.15. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ICsy ¢alismasinda kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
tfn‘:;foalfu Guaiakol | H,0, Ss?lf inhibitor tfn‘:;foa;u Guaiakol | H,0, Ss?lf inhibitor | POD
S m | @ | o D S m) | ) | o @) | D
0.45 100 || 1.00 J0550 ] 0,000 0.45 100 || 1.00 0450 0000 | 0.10
0.45 100 || 1.00 J|os25] 0,025 0.45 100 || 1.00 Jlo425] 0025 | 0.10
0.45 1,00 || 1,00 [ 0,500 0,050 0.45 1,00 || 1.00 Jlo400] 0050 | 0.10
0.45 1,00 || 1,00 [l 0475 ] 0075 0.45 1,00 || 1.00 0375 0075 | 0.10
0.45 1,00 || 1,00 [ 0450 | 0.100 0.45 1,00 || 1,00 0350 0,100 | 0,10
0.45 1,00 || 1,00 [ 0425 ] 0,125 0.45 1,00 || 1,00 Jo325] 0125 | 0,10
100
y= 1006'0’955X
R2=0,9856
80
[ )
< 60
e [}
Z .
= 40 i
< \
[ ]
20
0 T T T T T 1
0 0.25 05 0.75 1 1,25 15

[4-aminobenzohidrazit] mM

Sekil 4.20. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi aktivitesi i¢in 5 farkli 4-
aminobenzohidrazit inhibitdrii konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 4.16. Salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin aktivitesi tizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ¢alismalarda bulunan inhibitor konsantrasyonu ve
aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit] Akfivite %
(mM) (EU/ml) Aktivite

0,00 1,012 100
0,56 0,720 71,2
0,84 0,600 59,3
1,11 0,516 51
1,39 0,444 43,9
1,67 0,384 37,9

Cizelge 4.17. Salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin aktivitesi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ICsy ¢aligmasinda kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
taFn‘l’;f)a;u Guaiakol | H,0, Ssi‘lf inhibitor tan::;foa;u Guaiakol | H,0, Ssi‘lf inhibitor | POD
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
0,45 1,00 || 1,00 | 0,550 [ 0,000 0,45 1,00 || 1,00 § 0,500 0000 | 0,05
0,45 1,00 || 1,00 | 0,500 0,050 0,45 1,00 || 1,00 § 0450 0050 | 0,05
0,45 1,00 || 1,00 | 0475] 0075 0,45 1,00 || 1,00 | 0425] 0075 | 005
0,45 1,00 || 1,00 | 0450 [ 0,100 0,45 1,00 || 1,00 | 0400 0,100 | 0,05
0.45 100 || 1,00 | 0425 0,125 0.45 1,00 || 1,00 | 0375] 0125 | 005
0.45 1,00 || 1,00 | 0400 0,150 0.45 1,00 || 1,00 | 0350 0150 | 0,05
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Sekil 4.21. Salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi aktivitesi i¢in 5 farkli 4-aminobenzohidrazit
inhibitorii konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[I] grafigi

Daha sonra inhibisyon tiplerinin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi
amacityla 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapildi. Elde edilen bu degerler ve deney prosediirii
Cizelge 4.18, 4.19, 4.20, 4.21°de gosterildi. Elde edilen bu degerlerle Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilerek inhibisyon tipleri ve K; degerleri bulundu. Bu grafikler Sekil 4.22,
4.23’te gosterildi. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in Kj sabiti
0,5947+0,0122 mM inhibisyon tipi yarigmasiz ve salgam (Brassica rapa L.) POD
enzimi i¢in K;j sabiti 1,1033+0,1016 mM inhibisyon tipi ise yarigmasiz olarak tespit
edildi.
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Cizelge 4.18. Karaturp (Raphanus sativus L.) bitkisindan saflagtirilan POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan substrat konsantrasyonu
ve aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit] [Guaiakol] Aktivite
(mM) (mM) (EU/ml)
3,0 0,260
4,5 0,330
Kontrol 6,0 0,360
7,5 0,390
9,0 0,400
3,0 0,170
4,5 0,220
0,28 6,0 0,250
7,5 0,260
9,0 0,270
3,0 0,130
4,5 0,160
0,57 6,0 0,180
7,5 0,200
9,0 0,210
3,0 0,110
4,5 0,130
0,85 6,0 0,150
7,5 0,160
9,0 0,162
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Cizelge 4.19. Karaturp (Raphanus sativus L.) bitkisindan saflagtirilan POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitdriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
t:n‘:;f;‘;u Guaiakol | H,0, Ss‘:‘lf inhibitér t:n‘:;f;‘;u Guaiakol | H,0, Ss‘:‘lf inhibitér | POD
el RGO KCOR P RGO Rl IRCON KC0N S IO D
0,45 020 || 1,00 || 1350 || 0,000 0,45 020 || 1,00 [ 1250 | 0,000 | 0,10
0,45 030 || 1,00 || 1250 || 0,000 0,45 030 || 1,00 |[ 1,150 || 0,000 | 0,10
0,45 040 | 1,00 || 1,150 | 0,000 0,45 040 || 1,00 |[ 1,050 | 0,000 | 0,10
0,45 0,50 || 1,00 | 1,050 || 0,000 0,45 0,50 || 1,00 [[ 0950 | 0,000 [ 0,10
0,45 0,60 || 1,00 || 0,050 || 0,000 0,45 0,60 || 1,00 [ 0850 0,000 [ 0,10
0,45 020 || 1,00 [ 1325 0,025 0,45 020 || 1,00 [ 1225] 0025 | 010
0,45 030 || 1,00 | 1225 0,025 0,45 030 || 1,00 [ 1,125 0025 | 0,10
0,45 040 || 1,00 | 1,125 || 0,025 0,45 040 || 1,00 |[ 1,025 0025 | 0,10
0,45 0,50 || 1,00 | 1,025 0,025 0,45 0,50 || 1,00 [ 0925 0025 | 0,10
0,45 0,60 || 1,00 | 0,925 0,025 0,45 0,60 || 1,00 [[0825] 0025 | 0,10
0,45 020 || 1,00 | 1,300 || 0,050 0,45 020 || 1,00 |[ 1200 0050 | 0,10
0,45 030 || 1,00 || 1,200 || 0,050 0,45 030 || 1,00 |[ 1,100 0050 | 0,10
0,45 040 || 1,00 | 1,100 || 0,050 0,45 040 || 1,00 |[ 1,000 || 0050 | 0,10
0,45 0,50 || 1,00 | 1,000 || 0,050 0,45 0,50 || 1,00 [[ 0,900 0050 [ 0,10
0,45 0,60 || 1,00 | 0,000 || 0,050 0,45 0,60 || 1,00 |[ 0,800 0050 [ 0,10
0,45 020 || 1,00 || 1275 0,075 0,45 020 || 1,00 [ 1,175 ] 0075 | 0,10
0,45 030 || 1,00 || 1,175 || 0,075 0,45 030 || 1,00 [ 1,075 ] 0075 | 0,10
0,45 040 || 1,00 | 1,075 | 0,075 0,45 040 || 1,00 [[ 0975 0075 | 0,10
0,45 0,50 || 1,00 [ 0,975 0,075 0,45 050 || 1,00 [[0875] 0075 | 0,10
0,45 0,60 || 1,00 || 0,875 0,075 0,45 060 || 1,00 [0,775] 0075 | 0,10
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¢ Kontrol
B [11]=0,28 mM
. A [12]20,57 mM
® / ® [13]=0,85 mM

-0,3 -0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 04
1/[Guaiakol] mM!

Sekil 4.22. Karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit’in inhibisyon tiiriinii gosteren grafik



80

Cizelge 4.20. Salgam (Brassica rapa L.) bitkisindan saflastirillan POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitoriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan substrat konsantrasyonu
ve aktivite degerlerini gosteren ¢izelge

[4-aminobenzohidrazit] [Guaiakol] Aktivite
(mM) (mM) (EU/ml)

3,0 0,468

4,5 0,644

Kontrol 6,0 0,764
7,5 0,876

9,0 0,936

3,0 0,264

4,5 0,384

0,84 6,0 0,444
7,5 0,516

9,0 0,552

3,0 0,232

4,5 0,320

1,11 6,0 0,372
7,5 0,412

9,0 0,472

3,0 0,196

4,5 0,272

1,39 6,0 0,320
7,5 0,368

9,0 0,408
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Cizelge 4.21. Salgam (Brassica rapa L.) bitkisindan saflastirillan POD enzimi iizerine 4-
aminobenzohidrazit inhibitdriiniin K; degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
t:n‘:;f;‘;u Guaiakol | H,0, Ss‘:‘lf inhibitér t:n‘:;f;‘;u Guaiakol | H,0, Ss‘:‘lf inhibitér | POD
el RGO KCOR P RGO Rl IRCON KC0N S IO D
0,45 020 || 1,00 || 1350 || 0,000 0,45 020 || 1,00 [ 1300 0,000 [ 0,05
0,45 030 || 1,00 || 1250 || 0,000 0,45 030 || 1,00 |[ 1,200 0,000 [ 0,05
0,45 040 | 1,00 || 1,150 | 0,000 0,45 040 || 1,00 |[ 1,100 | 0,000 | 0,05
0,45 0,50 || 1,00 | 1,050 || 0,000 0,45 0,50 || 1,00 |[ 1,000 0,000 [ 0,05
0,45 0,60 || 1,00 || 0,050 || 0,000 0,45 0,60 || 1,00 [[ 0,900 0,000 [ 0,05
0,45 020 || 1,00 [ 1275 0,075 0,45 020 || 1,00 [[ 1225 0075 [ 0,05
0,45 030 || 1,00 || 1,175 || 0,075 0,45 030 || 1,00 | 1,125 0,075 [ 0,05
0,45 040 || 1,00 | 1,075 || 0,075 0,45 040 || 1,00 || 1,025 0,075 [ 0,05
0,45 0,50 || 1,00 [ 0975 0,075 0,45 0,50 || 1,00 [[0925] 0075 [ 0,05
0,45 0,60 || 1,00 | 0,875 0,075 0,45 060 || 1,00 [[0825] 0075 | 005
0,45 020 | 1,00 || 1250 | 0,100 0,45 020 || 1,00 |[ 1,200 0,100 | 0,05
0,45 030 || 1,00 || 1,150 || 0,100 0,45 030 || 1,00 |[ 1,100 | 0,100 | 0,05
0,45 040 || 1,00 | 1,050 || 0,100 0,45 040 || 1,00 |[ 1,000 | 0,100 | 0,05
0,45 0,50 || 1,00 || 0,050 || 0,100 0,45 0,50 || 1,00 || 0,900 0,100 [ 0,05
0,45 0,60 || 1,00 || 0,850 || 0,100 0,45 0,60 || 1,00 || 0,800 0,100 [ 0,05
0,45 020 || 1,00 [ 1225 0,125 0,45 020 || 100 [ 1,175 ]| 0,125 [ 0,05
0,45 030 || 1,00 || 1,125 | 0,125 0,45 030 || 1,00 [ 1,075 0,125 [ 0,05
0,45 040 | 1,00 | 1,025 0,125 0,45 040 || 1,00 [[ 0975 0,125 | 0,05
0,45 0,50 || 1,00 | 0,925 0,125 0,45 050 || 1,00 [[0875] 0,125 | 0,05
0,45 060 || 1,00 [ 0,825 0,125 0,45 060 || 1,00 [0,775] 0,125 | 0,05
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Sekil 4.23. Salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi {izerine 4-aminobenzohidrazit’in
inhibisyon tiirlinii gdsteren grafik

Cizelge 4.22. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin
4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan kinetik ¢alismalarin toplu sonuglari

o ICsy | [ inhibitor | | K degeri | OrtalamaK; || . . . .
Bitki (mM) (mM) (mM) (mM) Inhibisyon tipi
0,28 0,608
Karaturp 0,726 0,57 0,592 | 0,5947+0,0122 || Yarismasiz
(Raphanus sativus L.)
0,85 0,584
0,84 1,220
Salgam 1,167 1,11 1,056 | 1,1033£0,1016 | Yarismasiz
(Brassica rapa L.)
1,39 1,034




83

5. TARTISMA ve SONUC

Peroksidaz (POD) enzimi bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunan
prostetik grup olarak hem grubu ihtiva eden bir glikoproteindir (Rompel ez al. 2007).
Peroksidazlar ¢esitli aromatik bilesikleri substrat olarak kullanarak, metabolizma
esnasinda ortaya ¢ikan H,O,’yi etkisiz hale getirmektedir (Robert et al. 1993). Bitki
peroksidazlari hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993), savunma
mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa ef al. 1991) ve lignin biyosentezi (Duarte et al. 2000)
gibi hayati fonksiyonlarda ¢ok Onemli gorevler aldigi bilinmektedir. Ayrica POD
organik molekiillerin sterospesifik biyotransformasyonunda kullanilmaktadir (Adam et
al. 1999). Peroksidaz enzimi yliksek hassasiyeti sayesinde klinik tan1 ve mikroanalitik
uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemli bir ayira¢ oldugu bilinmektedir. Ayn1 zamanda POD
kimya, ila¢ ve gida sanayilerinin yeni uygulamalarinda tercih edilmektedir (Kwak et al.

1996).

Afinite kromatografisi, saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi verilen bir kolon
dolgu maddesine kovalent olarak baglanmis liganda spesifik ve tersinir baglandig1 bir
teknik olarak bilinmektedir. Bir ¢esit adsorpsiyon kromatografisidir. Spesifik ligand
esasina dayanan bu yoOntem proteinlerin saflastirilmasi i¢in kullanilmaktadir.
Gilniimiizde diger tekniklerle saflastirilmasi bir ¢ok basamak isteyen, daha fazla zaman
gerektiren hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bircok biyolojik materyal, afinite
kromatografisi teknigi ile tek bir basamakta ¢ok kompleks karisimlardan
saflastirilmistir. Genelde kolon dolgu maddesi olarak Sephadex, Sepharose, Biogel gibi
farklr jeller kullanilmaktadir. Matrikse baglanan ligandin saflastirilacak madde igin
spesifik ve tersinir baglanma afinitesine sahip olmasi gerekmektedir. Bazi durumlarda
matriks ile ligand arasina, istenmeyen etkilesmeleri ortadan kaldirmak i¢in uzanti kollari

sokulur (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Bu caligmada 0Ozellikle bitkilerin yapraklarinda, yaralanan govdelerinde, cicek ve

saplarinda, niikleus, ribozom, hiicre duvar1 ve hiicre membranlarinda bulunan
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peroksidaz enziminin afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi gerceklestirilmistir. POD
enziminin saflastirilmasi tizerine literatiirde birgok kromatografik metot bulunmaktadir.
Ancak bu yontemler hem zaman agisindan uzun siirmekte hemde maliyeti agisindan

bizim buldugumuz ydnteme gore daha maliyetlidir (Ozdemir et al. 2001).

Afinite kromatografisi ¢ok basamakli saflastirma islemleri esnasinda enzim
aktivitesinde meydana gelen 6nemli kayiplar1 ortadan kaldirmak ve enzimi yiiksek bir
verimle izole etmek i¢in saflastirma islemlerinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Bu
sebeple karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden POD
enzimlerinin saflastirilmasi i¢in ilk kez afinite jeli hazirlandi. Ligand olarak 4-
aminobenzohidrazit’in bagl oldugu afinite kolonundan saflastirilan enzimlerin kinetik
ozellikleri, SDS-PAGE metoduyla molekiil kiitlesi ve kullanilan ligandin kinetik
ozellikleri belirlendi. Elde edilen degerleri tartismadan Once arastirmada kullanilan

metotlar1 kisaca izah edelim.

Calismalarimiz esnasinda hazirlanan afinite kolonundan elde edilen karaturp (Raphanus
sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) eliatlarinin 280 nm’deki absorbans degerleri
ol¢iildii. Bu sayede toplanan fraksiyonlara kalitatif protein tayini yapilmis oldu. Bu
metot protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip amino asitlerin (fenilalanin,
tirozin ve triptofan ) 280 nm’deki UV 1sinlarin1 absorblamalar1 esasina dayanmaktadir

(Segel 1968).

Kantitatif protein tayinleri Bradford metoduna gore yapildi. Afinite kromatografisi ile
saflastirilan karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) peroksidaz
enzim c¢ozeltileri ve homojenatlardaki protein miktarlar1 bu yontemle belirlendi. Bu
yontem negatif bir yiike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250’nin protein
tizerindeki pozitif ylike baglanmasi sonucu olusan renkli kompleksin 595 nm’de
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Bu yontemin diger protein tayin
metotlarindan {istiin tarafi, bozucu etkilere kars1 daha az hassas olmasi ve reaksiyon

yiiksek oranda tekrarlanabilir olmasidir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir
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ve protein boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalabilmektedir. Bu yontemin

hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford and Williams 1976).

Afinite kromatografisi ile saflastirilan karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam
(Brassica rapa L.) peroksidazlarinin aktivitesi, Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi
prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosediir, H,O, tarafindan
guaiakol kromojenik substratin ylikseltgenmesi ve ylikseltgenme sonucu olusan 3,3-
dimetoksi-4,4-bifenokinon renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470
nm’de izlenmesi esasina dayanir (Sisecioglu et al. 2010). Kromatografik islemler
sonucunda elde edilen eliiatlardaki POD enziminin aktivitesinin belirlenmesinde bu
yontemin tercih edilmesinin sebebi, literatiirde enzimin bilinen en iyi substrati guaiakol
olmas1 ve molar ekstinksiyon katsayisinin literatiirde verilmesidir (€470,,=5000 M em
1). Enzim aktivite 6l¢iimleri sonuclari i¢in 1 enzim iinitesi, 20°C’de 1 dakikada I umol

guaiakol’lin yiikseltgenmesini katalizleyen enzim miktari olarak tanimlandi.

4-aminobenzohidrazit’in POD inhibitorii oldugu literatiir’de biliniyordu (Kettle et al.
1997), fakat bu inhibitoriin detayli kinetik oOzellikleri hakkinda bir c¢alismaya
rastlanmadi. 4-aminobenzohidrazit gibi inhibitorler yapilarinda benzen halkasina baglh
serbest -NH, bulundurur. 4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile afinite jeli hazirlayarak
karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin
saflagtirilmast bu kolonda yapildi. Bu jelin sentezlendigi, 4-aminobenzohidrazit’in
diazonyum tuzu olusturarak uzanti koluna baglanmasi sonucu jelin renklenmesinden
anlagilmaktadir. Zaten diazonyum tuzu olusturabilen bilesiklerin renkli iiriinler verdigi

literatiirde bilinmektedir.

Hazirlanan afinite kolonuna karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa
L.) numunelerinin tatbiki i¢in homojenatlar hazirlandi. Homojenat hazirlanirken
hiicreleri pargalamak i¢in dondurma ¢ézme teknigi kullanildi. Bu teknik en etkili hiicre
parcalama teknigidir ayrica biyomolekiillerin bozulmamasi i¢in de diisiik sicaklik

saglamaktadir.
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Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) homojenatlar
hazirlandiktan sonra bu homejenatlar ayr1 ayr1 4-aminobenzohidrazit kolonundan
gecirilmis ve saflastirilan POD enziminin kolona tutunarak diger tiim kirliliklerin
yikama tamponu ile uzaklagtirilmasi saglanmistir. Yikama islemi bittikten sonra eliisyon
tamponu ile kolona tutunmus POD enzimleri eliie edilmistir. Eliie edilen tim
fraksiyonlara aktivite tayini ve kantitatif protein tayini yapilmistir. Bulunan sonuglar
neticesinde hesaplamalar yapilarak karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica
rapa L.) POD enzimleri i¢in saflagtirma tablolar1 ¢izilmistir ( Cizelge 4.1, 4.2). Cizilen
saflagtirma tablolarina gore tek kromatografik islemle POD enzimi karaturptan
(Raphanus sativus L.) 947,5 (EU/mg) ve %10,6 verimle 40,3 kat, salgamdan (Brassica
rapa L.) ise 9626,67 (EU/mg) ve %9 verimle 269,13 kat saflastirilmistir. Pandey ve
arkadaslar1 papayadan (Carica papaya) POD enzimini {i¢ kromatografik adimda 68,59
(EU/mg) ve %44,37 verimle 30,22 kat saflastirmistir (Pandey et al. 2012). Al-Senaidy
ve Ismael hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera L.) POD enzimini g
kromatografik adimda 906,2 (EU/mg) ve %5,8 verimle 17 kat saflastirmistir (Al-
Senaidy and Ismael 2011). Koksal i1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan POD
enzimini iki kromatografik adimda 96,4 (EU/mg) ve %4,2 verimle 22,6 Kkat
saflastirmistir (Koksal 2011). Lavery ve arkadaslari at turpundan (4drmoracia rusticana)
POD enzimini iki kromatografik adimda 772,25 (EU/mg) ve %71,3 verimle 291 kat
saflagtirmistir (Lavery et al. 2010). Ajila ve Prasada Rao siyah gram kabugundan
(Vigna mungo) POD enzimini iki kromatografik adimda 1215291 (EU/mg) ve %44
verimle 44 kat saflastirmistir (Ajila and Prasada Rao 2009). Marquez ve arkadaslar
vanilya ¢ekirdeginden POD enzimini iki kromatografik adimda 1563,5 (EU/mg) ve %19
verimle 21 kat saflagtirmistir (Marquez et al. 2008). Koksal ve Giilgin karnabahardan
(Brassica oleracea L.) POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 466987,9 (EU/mg) ve
%0,2 verimle 19,33 kat saflastirmistir (Koksal and Giilgin 2008). Rudrappa ve
arkadaslar1 kirmizi pancardan (Beta vulgaris L.) POD enzimini ii¢ kromatografik
adimda 10500 (EU/mg) ve %84,6 verimle 15 kat saflastirmustir (Rudrappa et al. 2007).
Mdluli marula meyvesinden (Sclerocarya birrea subsp. Caffra) POD enzimini ii¢
kromatografik adimda 361,469 (EU/mg) ve %1,3 verimle 19 kat saflastirmuistir (Mdluli
2005). Gil¢in ve Yildinm karaldhanadan (Brassica oleracea) POD enzimini ii¢

kromatografik adimda 43805 (EU/mg) ve %33 verimle 33,5 kat saflastirmistir (Giilgin
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and Yildirnm 2005). Literatiire bakildiginda POD enziminin saflastirilmasi igin
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon, diyaliz, jel filtrasyon kromatografisi ve
iyon degisim kramatografisi gibi kromatografik adimlarin en az iki tanesi kullanilmistir.
Buda POD enziminin saflastirma prosediiriiniin gercekten ¢ok uzun ve oldukga
maliyetli oldugunu gdsterir. Yapmis oldugumuz caligmalarin sonuglarini literatiirdeki
calismalarla karsilastirdigimizda daha kisa siirede ve daha az masrafla yiiksek verimler

elde ettigimizi gormekteyiz.

Saflagtirilan karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) peroksidaz
enzimlerinin safliklarinin kontrolii i¢in ve molekiil agirliklarinin tespiti i¢in boliim
3.3.6’da anlatildig1 sekilde SDS-PAGE yapildi. Yapilan SDS-PAGE sonucunda
karaturptan (Raphanus sativus L.) ve salgamdan (Brassica rapa L.) izole edilen
peroksidaz enzimlerinin saf oldugu belirlendi (Sekil 4.6, 4.7). Ay ayri elde edilen tek
bantlarin molekiil agirliklar ¢izilen Re-logMg grafiklerinden bulundu (Sekil 4.8, 4.9,
Cizelge 4.3). Cizilen grafiklere gore karaturptan (Raphanus sativus L.) saflastirilan
POD enziminin mol kiitlesi 67,3 kDa ve salgamdan (Brassica rapa L.) saflastirilan
POD enziminin mol kiitlesi 65,8 kDa olarak bulundu. Literatiirde yapilan saflagtirma
caligsmalar1 neticesinde peroksidaz enzimi igin birgok izoenzim yapist bulunmustur.
Farkl1 bitki kaynaklarindan izole edilen bu izoenzimlerin; molekiil kiitleleri SDS-PAGE
metoduyla; at turpunda (Lavery ef al. 2010) 37 kDa, brokoli (Tipawan and Barrett 2005;
Koksal and Giilgin 2008) ve domateste (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982) 43
kDa, hurma yapraklarinda (Deepa and Arumughan 2002) 48 kDa, vanilya ¢ekirdeginde
(Marquez et al. 2008) 46,5 kDa, kirmiz1 pancarda (Rudrappa et al. 2007) 45 kDa,
karaldhanada (Giil¢in and Yildirim 2005) 95 kDa, zeytinde (Tzika et al. 2009) 44kDa,
siyah gram kabugunda (Ajila and Prasada Rao 2009) 38 kDa, hurma yapraklarinda (Al-
Senaidy and Ismael 2011) 55 kDa ve cilekte (Civello et al. 1995) 65 kDa olarak tespit
edilmistir. Izole edilen peroksidaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 35-95 kDa arasinda
saflastirilan kaynaga gore degisiklik gostermektedir. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve
salgam (Brassica rapa L.) POD enzimleri i¢in buldugumuz molekiil agirliklart

literatiirle uyum i¢indedir.
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Saflagtirma islemleri yapildiktan sonra enzimler i¢in karakterizasyon calismalari
yapildi. Bu amagla karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD
enzimleri i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik ve stabil pH

degerleri belirlendi.

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflastirilan
POD enzimlerinin optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla pH 5,0-8,0 araliginda
0,1 M’lik KH,PO, tamponlarinda enzimlerin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik
olarak oOlgiildii. Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de goriildigi gibi karaturp (Raphanus sativus
L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin her ikisi i¢inde optimum pH degeri
0,1 M’lik KH,PO,4 tamponunda 6,5 oldugu tespit edildi. Koksal ve Giil¢in karnabahar
(Brassica oleracea L.) peroksidazi ilizerinde yaptigi calismada optimum pH’y1 fosfat
tamponunda 5,0 olarak bulmuslardir (Koksal and Giilgin 2008). Giilgin ve Yildirim
karalahanadan (Brassica oleracea) elden edilen peroksidazin optimum pH’sin1 Tris/HCI
tamponunda 7,5 olarak bulmuslardir (Giilgin and Yildirim 2005). Koéksal 1spanak
(Spinacia olracea) yapraklarindan saflagtirilan peroksidaz’in optimum pH degerini
fosfat tamponunda 5,2 olarak bulmustur (Koksal 2011). Lavery ve arkadaslar1 baska bir
calismada at turpu (Armoracia rusticana) peroksidazinin optimum pH’sin1 fosfat
tamponunda 7,0 olarak tespit etmistirlerdir (Lavery et al. 2010). Kumar ve
arkadaslarinin  karayip bitkisi (Euphorbia cotinifolia) peroksidazi iizerine yaptigi
calismada optimum pH fosfat tamponunda 7,0 olarak bulmuglardir (Kumar et al. 2011).
Peroksidaz enzimi ile yapilan calismalarda genellikle optimum pH degeri 5,0-7,5
araliginda oldugu tespit edilmistir. Bizim buldugumuz optimum pH degerleri literatiirde
bulunan degerlerle uyum i¢indedir. Hem bizim buldugumuz hemde literatiirde bulunan

optimum pH degerleri gosteriyor ki peroksidaz enzimi asidik bir pH’da daha aktiftir.

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin
optimum iyonik siddetlerini belirlemek icin i¢in 0,025 ile 1,0 M arasinda, salgam
(Brassica rapa L.) i¢in ise 0,05 ile 1,5 M arasinda daha 6nce belirlenen optimum pH’da
fosfat tamponu kullanilarak aktivite 6l¢iimleri yapilmigtir. Yapilan aktivite dl¢timleri

sonucunda Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de goriildiigii gibi optimum iyonik siddet karaturp
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(Raphanus sativus L.) POD i¢in 0,1 M, salgam (Brassica rapa L.) POD i¢in ise 1,0 M
bulunmustur. Koksal 1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan saflagtirilan
peroksidaz’in optimum iyonik siddetini 0,075 M olarak bulmustur (Koksal et al. 2008).
Koksal ve Giilgin karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidazi iizerinde yaptigi
calismada optimum iyonik siddeti 1,0 M olarak tespit etmislerdir (Koksal and Giilgin
2008). Karaturp (Raphanus sativus L.) POD i¢in bulunun optimum iyonik siddet degeri
1spanak (Spinacia olracea) POD ile uyum i¢indeyken salgam (Brassica rapa L.) POD

ise karnabahar (Brassica oleracea L.) POD enzim ile uyum i¢indedir.

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflastirilan
POD enzimlerinin optimum sicakligini1 belirlemede optimum pH ve optimum iyonik
siddette 10’ar °C artisla 0-80°C araliginda aktivite Sl¢iimleri yapildi. Yapilan galismalar
sonucunda elde edilen bulgulara gore karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam
(Brassica rapa L.) POD enzimlerinin her ikisi i¢inde optimum sicaklik 30°C olarak
bulundu (Sekil 4.14, 4.15). Marquez ve arkadaslar1 vanilya ¢ekirdeginden saflastirilan
POD enziminin optimum sicakligimi 16°C (Marquez et al. 2008), Al-senaidy ve Ismael
hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera L.) saflastirillan POD enziminin optimum
sicakligmi 55°C (Al-senaidy and Ismael 2011), Giilgin ve Yildirnm karaldhanadan
(Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin optimum sicakhigini 40°C (Giilgin and
Yildirim 2005), Kdksal ve Giil¢in karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan
POD enziminin optimum sicakligini 30°C (Kéksal and Giilgin 2008), Koksal 1spanak
(Spinacia olracea) yapraklarindan saflastirilan POD enziminin optimum sicakligini
60°C (Koksal 2011), Kumar ve arkadaslar1 karayip bitkisinden (Euphorbia cotinifolia)
saflagtirilan POD enziminin optimum sicakhigim 50°C (Kumar et al. 2011) olarak
bulmuslardir. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD
enzimlerinin optimum sicakliklarinin karnabahar (Brassica oleracea L.) POD enziminin

optimum sicaklig1 ile uyum gostermektedir.

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin stabil
olduklar1 pH’lar bulunurken pH’s1 5,0-8,0 araliginda olan 10 mM’lik fosfat tamponlari

kullanildi. Bu tamponlarda hazirlanan enzim stoklarinin 12 saat arayla 84 saat boyunca
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aktivite Olgiimleri yapilarak enzimlerin stabil olduklar1 pH’lar tespit edildi. Yapilan
Olclimler neticesinde karaturp (Raphanus sativus L.) peroksidazi icin stabil pH 6,5
bulunurken (Sekil 4.16), salgam (Brassica rapa L.) peroksidazi i¢in ise stabil pH degeri
5,0 bulunmustur (Sekil 4.17). Koksal ispanak (Spinacia olracea) yapraklarindan
saflagtirilan POD enziminin stabil pH degerini 5,5 bulmustur (Koksal 2011). Koksal ve
Giil¢in karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin stabil pH’sini1
8,5 olarak tespit etmislerdir (Koksal and Giilgin 2008). Baska bir calismada ise Giilgin
ve Yidirim karalahanadan (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin stabil
oldugu degeri 6,5 olarak bulmuslardir (Giil¢in and Yildirirm 2005). Literatiirdeki bu
caligmalara bakildiginda sadece karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi karalahana
(Brassica oleracea) POD enzimi ile uyum i¢indedir. Salgam (Brassica rapa L.) POD

enzimi ise literatiirden farklidir.

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflastirilan
POD enzimlerinin guaiakol substratina olan ilgisini tespit etmek amaciyla her bir enzim
icin en az bes farkli guaiakol konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri belirlendi.
Elde edilen 1/V ve 1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Ky
ve Vimax degerleri hesaplandi. Karaturp (Raphanus sativus L.) peroksidazi ig¢in Ky degeri
24,88 mM ve Vax degeri 3,23 EU/ml.dk olarak, salgam (Brassica rapa L.) peroksidazi
icin ise Ky degeri 4,09 ve Vax degeri 0,797 EU/ml.dk olarak tepit edildi. Marquez ve
arkadaslar vanilya g¢ekirdeginden saflastirilan POD enziminin Ky degerini 3.8 mmol
olarak bulmuslardir (Marquez et al. 2008). Deepa ve Arumughan palmiya
yapraklarindan saflastirilan POD enziminin Ky; degerini 3,96 mM olarak bulmuslardir
(Deepa and Arumughan 2002). Al-senaidy ve Ismael hurma yapraklarindan (Phoenix
dactylifera L.) saflagtiritlan POD enziminin Ky degerini 0,77 mM olarak bulmuslardir
(Al-senaidy and Ismael 2011). Lavery ve arkadaslar1 at turpu (Adrmoracia rusticana)
POD enziminin Ky degerini 0,5 mM olarak bulmuslardir (Lavery et al. 2010). Giilgin
ve Yildirim karaldhanadan (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin Ky degerini
5,5 mM olarak bulmuslardir (Giilgin and Yildinm 2005). Koksal ve Giilgin
karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin Ky degerini 141,64

ve Viax degerini 7500 EU/ml.dk olarak bulmuslardir (Koksal and Giilgin 2008). Koksal
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1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan saflastirilan POD enziminin Ky; degerini
17,35 mM ve Vi degerini 1234 EU/ml.dk olarak bulmustur (Koksal 2011). Karaturp
(Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin Ky degerleri
literatiirde bulunan degerlere yakin oldugu goriilmektedir. Ancak V. degerleri
literatiirden oldukga fakhidir. Ky degeri enzim substrat kompleksinin saglamliginin bir
ol¢iistidiir. Ky degerinin yiiksek olmasi ES kompleksinin baglanmasinin zayif oldugunu
yani enzimin substrata ilgisinin az oldugunu gosterir. Yapmis oldugumuz ¢aligmalarda
bulunan Ky degerlerine bakildiginda salgam (Brassica rapa L.) POD enziminin
karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimine gore guaiakol substratina olan ilgisinin

daha yiiksek oldugu sonucuna varilmstir.

Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) bitkilerinden saflastirilan
POD enzimleri iizerine ligand olarak kullanilan 4-aminobenzohidrazit inhibitorii igin
detayli kinetik calisma yapildi. Her bir enzim i¢in guaiakol substratina bagli olarak
inhibisyon etkisini incelemek amaciyla, guaiakol (45 mM) reaksiyon ortamina 5 farkl
konsantrasyonlarda inhibitér ilave edilerek aktivite Ol¢iim yapildi. Bulunan bu
degerlerle % Aktivite- konsantrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.20, 4.21). Cizilen bu
grafiklerden karaturp (Raphanus sativus L.) POD enzimi i¢in ICsy degeri 0,726 mM
olarak bulunmusken salgam (Brassica rapa L.) POD enzimi i¢in ICsy degeri 1,167 mM

bulunmustur.

ICsy degerleri bulunduktan sonra karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica
rapa L.) bitkilerinden saflagtirilan POD enzimleriyle ayr1 ayr1 5 farkli guaiakol substrat
konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda aktivite Ol¢iimii
yapildi. Yapilan ol¢limlerden sonra 1/V ve 1/S degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi (Sekil 4.21, 4.22). Cizilen bu grafiklerden karaturp (Raphanus sativus
L.) ve salgam (Brassica rapa L.) POD enzimlerinin inhibisyon ¢esitleri ve K; degerleri
bulundu. Karaturp (Raphanus sativus L.) peroksidazin K; sabiti 0,5947+0,0122 mM,
inhibisyon tipi yarismasiz, salgam (Brassica rapa L.) peroksidazin K; sabiti

1,1033+0,1016 mM, inhibisyon tipi ise yarigmasiz olarak bulunmustur. Boylece
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saflagtirmada kullanilan 4-aminobenzohidrazit ligandinin detayl kinetik parametreleri

ve inhibisyon tipleri ilkez bu tez kapsaminda tespit edilmis oldu.

POD enziminin saflagtirilmast ile ilgili bircok kromatografik yontem olmasina ragmen
enzimlerin saflagtirilmasinda ¢ok 6nemli bir yontem olan afinite kromatografisi ile ilgili
literatiirde ¢ok detayli saflastirma prosediirii yoktur. Bu calismada POD enziminin
saflagtirnlmasinda kullandigimiz siyanojen bromiirle aktiflestirilmis Sepharose 4B
matriksine 4-aminobenzohidrazit ligand1 baglanarak hazirlanan afinite kolonu ile ilgili

literatlirde higbir bilgiye rastlanmamustir.

Bu amag dogrultusunda ilk defa POD enzimi mevcut metotlara gore farkli bir afinite jeli
hazirlanip saflastirilmasi yeni bir yontem olarak literatiire katki saglayacak olmasi
calismamizi  6nemli kilmaktadir. 4-aminobenzohidrazit gibi diazonyum tuzu
olusturabilecek POD inhibitorii enzimin saflastirilmasinda afinite kolonunun ligandi
olarak ilk kez kullanilmistir. Bu ¢alismamiz POD enziminin saflastirilmasinda diger
inhibitorlerin (anilin, siilfanilamid, benzokain ve o-toluidin gibi) arastirilmasi
gerektigini inhibitorler igerisinde en iyi ligand belirlenmesi i¢in bir baglangigtir. POD
enzimi i¢in buldugumuz afinite kromatografisi teknigi mevcut yontemlere gore bir¢ok
istiinliige sahiptir. Bunlar; maliyetinin diisiik olmasi, kisa siirede yiiksek verim elde

edilmesi ve hazirlanan kolon materyalinin defalarca kullanilabilir olmasidir.

Sonu¢ Olarak;

1. Karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.) peroksidaz
enzimlerinin mevcut yontemler haricinde Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzohidrazit

jeli ile saflastirilmasi ilk defa bu tez kapsaminda gerceklestirildi.

2. POD enziminin literatiirde mevcut saflagtirma yoOntemlerine stiinliigii ortaya
konularak hazirlanan kolonun ¢ok uzun siire kullanilabildigi ve daha ekonomik oldugu

tespit edildi.
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3. Afinite ile saflastirilan karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam (Brassica rapa L.)
peroksidaz enzimleri i¢in ayri ayri optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum

sicaklik, stabil pH, Ky ve Vinax gibi kinetik parametreler tespit edildi.

4. Bu caligmada ligand olarak kullanilan 4-aminobenzohidrazit i¢in detayli kinetik
parametreler Kj, ICsy ve inhibisyon tipleri karaturp (Raphanus sativus L.) ve salgam

(Brassica rapa L.) peroksidaz enzimlerinin her biri i¢in ilk defa bulundu.
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