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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KANTARON (Hypericum perforatum L.) BITKISINDE MYROSINAZ
ENZIMININ TANIMLANMASI VE ENZIiM UZERINE BAZI KOZMETIK
VE ILAC ETKEN MADDELERININ ETKiSININ ARASTIRILMASI

Ulkii KAPLAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Nazan DEMIR

Myrosinaz (tiyoglikozid glukohidrolaz, EC 3.2.3.1), glukozinolat molekiillerini hidrolizlemekte
ve glukoz, ve aglikon gruplar1 {iriin olarak aciga ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada Mersin yoresinde
dogal olarak yetisen ve sifali olarak bilinen kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden
myrosinaz enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Enzim 3 basamakta saflastirildi. Ilk
basamakta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi, 2. basamakta Sephacryl S-200 anyon degistirici
kromatografisi kolonu kullanildi ve 3. basamakta ise concavalin A sepharose afinite
kromatografisi kullanilarak enzim saflastirildi. Saflagtirilan enzimin safligini1 kontrol etmek i¢in
SDS-PAGE elektorofezi uygulandi.

Enzimin optimum pH ve sicaklik degerleri tespit edilerek sinigrin substrati igin Ky ve Vi
degerleri belirlendi.

Enzim aktivitesi iizerine Mg®", Ca®", Cu*, Mn*, Zn*", Fe’" (10mM, ImM ve 0,ImM)
katyonlarmin ve askorbik asit, EDTA ve SDS (10mM, 1mM ve 0,1mM) bilesiklerinin etkileri
arastirilldi. Bunlara ek olarak kozmetikte kullanilan pantenol, cephalotin, betamethasone,
linoleik asit ve E vitamininin (10mM, 1mM ve 0,ImM) ve cilt kanseri tedavisinde etkili olan
TA,, TA,, TA;, TAy, TAs, TAg, TA; TAg, TAg ve TAjy (500 ppm) molekiillerinin etkileri
arastirild.

Sonuglar canlilarin bu zararli UV 1sinlarindan hem korunmasi, hem de cilt kanseri olusumundan
sonra tedavi asamasinda, ila¢ ve gilinesin zararli 1sinlarindan koruma amagli kozmetiklerin
yapiminda, myrosinaz enzimi igeren bitki ekstraktlarinin veya saf enziminin g¢ok faydali
olabilecegini gosterdi.

2010, 64 sayfa
Anahtar Kelimeler: Myrosinaz, Kantaron (Hypericum perforatum L.), Saflagtirma,
Karakterizasyon, Cilt Kanseri



ABSTRACT

Master Thesis

DEFINATION OF MYROSINASE ENZYME FROM CENTAURY (Hypericum
perforatum L.) PLANT AND ON ENZYME OF SOME COSMETICS AND DRUG
ARTICLE EFFECTS INVESTIGATION

Ulkii KAPLAN

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

Supervisior: Prof. Dr. Nazan DEMIR

Myrosinase (B-thioglucoside glucohydrolase; EC 3.2.1.147) hydrolyzes glucosinolates to form
an aglucone and D-glucose. In this study; the myrosinase enzyme was purified and
characterized from centaury (Hypericum perforatum L.), which grows naturally in certain rural
regions of Mersin. Three different step were used for purification of enzyme. First step was
(NH4),SO4 precipitation. Secand step was Sephacryl S-200 anion exchange chromatography and
finally was used Concavali A affinity chromatography. SDS-polyacrilamide gel electrophoresis
was applied for control of enzyme purified

Ky and Vi, values for sinigrin substrate were determined after setting optimal pH and
temperature conditions of protease enzyme.

Effects of Mg%, Ca®*, Cu*", Mn*, Zn*, Fe** (10 mM, 1 mM ve 0,1 mM) cations and ascorbic
acid, EDTA and SDS (10 mM, 1 mM ve 0,1 mM) on enzyme activity were researched. in
addition to, effects pantenol, cephalotine, betamethasone (10 mM, 1 mM ve 0,1 mM) that used
in cosmetic and TA |, TA,, TA;, TA4, TAs, TAg, TA;, TAg, TAg and TA o (500 ppm) that benefit
in treatment skin cancer.

The results showed that the myrosinese enzyme can be used for benefited both protected from
dangerous UV light and medical treatment of living creatures as medicine and cosmetic.

2010, 64 page

Keywords: Myrosinase, Centaury (Hypericum perforatum L.), Purification, Characterization,
Skin cancer.
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1. GIRIS

Enzimler kimyasal tepkimelerde katalizor gorevi yapan protein yapisindaki
molekiillerdir. Enzimler hiicre icerisinde meydana gelen tepkimelerin hizin1 ve
Ozgilligliinii kendileri degisiklige ugramadan diizenleyebilirler. Her metabolik
reaksiyon enzimler tarafindan kontrol edilip hizlandirilir. Reaksiyonun baslangic
asamasinda enzimin etki ettigi madde substrat, reaksiyon sonucu agiga ¢ikan madde ise
iriin olarak adlandirilir. Enzimler yiiksek sicakliklarda protein yapist bozundugu i¢in

etkilerini kaybederler (Bhat 2000).

Enzimler, molekiil agirliklart 6000 ile 600000 arasinda degisen uzun aminoasit
zincirleridir. Tiim enzim proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden her enzimin
aminoasit dizilimi kendine 6zgiidiir. Bu nedenle her enzim farkli bir ii¢ boyutlu yapiya
sahiptir (Demirsoy 1989). Bazi enzimler sadece protein yapilarindan (pepsin ve iireaz
gibi) olugmasma ragmen, enzimler genellikle yapilarinda bilesim ve islev olarak
birbirinden farkli, apoenzim ve koenzim diye adlandirilan iki kisim bulundururlar

(Gates 1992).

substrat
kofaktiir
+ § —_
Apoenzim Kofaktir Holoenzim,
(protein kisim), {protein olmayan aktif
inaktif kisim ),
aktivatir

Sekil 1.1. Enzimin yapisi



Ayrica enzim molekiillerinde aktif bolge denilen ve substrati baglamada gorev alan 6zel
bir cep ya da yuva bulunur ve bu bolge substrata komplementer olan (ii¢ boyutlu bir

ylizey olusturan) aminoasit yan zinciri igerir (Onat ve Emerk 1997).

Aktif bolge substratlar1 (varsa kofaktorleri) baglayan, bag yapim ve yikiminda gorev
alan rezidiileri kapsar. Bunlara katalitik grup denir. Enzimlerin aktif bolgelerin bazi
ortak Ozellikleri vardir. Bunlar arasinda aktif bolgenin {i¢ boyutlu olmasi, enzim
hacmine gore ¢cok daha kiiciik olmasi ve spesifik bir baglanmanin s6z konusu olmasi

verilebilir (Onat ve Emerk 1997).

Kofaktor bir metal iyonu (Zn>*, Fe*", Mg®",Cu®") olabildigi gibi, “koenzim” denilen
kompleks bir organik bilesik (NAD", FAD", coenzim A) de olabilir. Bazen aktivite icin
her ikisi de gerekebilir. Enzimler i¢in kofaktdr olarak gorev yapan bazi inorganik
elementler Cizelge 1.1°de gosterilmistir. Koenzimler ise gecici tasiyici olarak islev
yaparlar ve g¢ogunlukla diyette kiiclik miktarlarda bulunan vitaminlerden tiirerler.
Cizelge 1.2°de tasiyic1 olarak gérev yapan bazi koenzimler ve transfer ettikleri gruplar

verilmistir (Lehninger et al. 2005; Voet and Voet 1995).

Enzimler sicaklikla denatiire olurken kofaktdrler i1siya dayaniklidir. Katalitik olarak
aktif olan enzim-kofaktér kompleksine “holoenzim” adi verilir. Kofaktorii kendisinden
uzaklastirilan enzim aktivitesini kaybeder. Enzimin yalniz protein kismini ihtiva eden

bu yapiya apoenzim veya apoprotein ad1 verilir (Onat ve Emerk 1997).

Cizelge 1. 1. Enzimler i¢in kofaktor olarak gorev yapan bazi inorganik elementler

Kofaktor Enzim

Cu”’ Sitokrom oksidaz

Fe’" ve Fe’* Sitokrom oksidaz, Katalaz, Peroksidaz

K" Piruvat kinaz

Mg2+ Hekzokinaz, Glukoz 6- fosfataz, Piruvat kinaz
Mn*" Arjinaz, Riboniikleotit rediiktaz

Se”" Glutatyon peroksidaz

Zn”" Karbonik anhidraz, Karboksipeptidaz




Cizelge 1. 2. Tasiyici olarak gorev yapan bazi koenzimler

Koenzim Transfer edilen grup Besin onciisii

Biyositin CO, Biyotin

Koenzim A Acil gruplari Pantotenik asit

FAD Elektronlar Riboflavin (B, vitamini)
NAD" Hidriir iyonu (H") Nikotinik asit (Niyasin)
Pridoksal fosfat Amino gruplari Pridoksin (Vitamin Bg)
Tetrahidrofolat Tek karbonlu gruplar Folat

Lipoamit Elektronlar ve agil gruplar

Tiamin pirofosfat Aldehitler Tiamin (vitamin By)

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’s1 adi verilir.
Enzimatik caligmalarda pH’y1 optimumda sabit tutmak veya en azindan hidrojen iyonu
konsantrasyonunu elverigli durumda tutmak i¢in tamponlar kullanilir. Optimum pH,
substratin yapisina ve enzimin elde edildigi kaynaga baghdir (Ozata ve Kutlu 2000).
Enzimler ortamin asit veya baz olmasma karsi ¢ok duyarlidirlar. Ornegin, maya
sakkarazi pH: 3’iin altinda etkisini kaybederken, pepsin pH: 1,5-2,5 arasinda en yiiksek
etkiyi gosterir. Genellikle ¢cok az enzim pH’nin 1’e kadar diismesine veya 11°e kadar

yiikselmesine dayanabilir (Keskin 1987).

Enzimli reaksiyonlar iizerine sicakligin etkisi iki sekilde goriiliir. Sicaklik, enzimatik
reaksiyonlart hizlandirir. Ancak enzimler protein yapili olduklarindan belli bir
sicakligin iizerinde dayamiklilifini yitirerek denatiire olurlar. Enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik ad1 verilir (Ozata ve Kutlu 2000). Belirli
sinirlarda 0°C ile yaklasik 50°C’ye kadar sicaklik yiikselmesi enzim etki hizini arttirir,
ancak sicaklik 50-90°C oldugunda proteinler denatiire olur ve enzim etkinligini

kaybeder (Keskin 1987).

Kimyasal reaksiyonlarin tiimiinde reaksiyona katilan bilesikler ile iirtinleri birbirinden
ayiran bir enerji engeli bulunmaktadir. Bu sekilde, reaksiyonlarin kendiliginden ve
kontrolsiiz gerceklesmesi onlenmektedir. Enzimler, enerji agisindan gerceklesmelerine
engel olmayan reaksiyonlari, metabolik yollar olusturacak sekilde yonlendirmektedirler.

Katalizledikleri reaksiyonlar sirasinda degisiklige ugrayan enzimler reaksiyonlarin



bitiminde tekrar eski durumlarina geri donmektedirler. Belirli reaksiyonlarin organeller
icerisinde digerlerinden etkilenmeden ayni anda gerceklesebilmesi i¢in pek ¢cok enzimin
hiicre i¢indeki yerlesimi metabolik olaylarin 6zelligine gore diizenlenmistir (Onat ve

Emerk 1997).

Enzimlerin, katalizlenen reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirme ve bdylece
dengenin yerlesmesini ¢abuklastirma 6zelligine sahip olduklar1 termodinamik olarak
gozlenmistir. Sekil 1.2°de gosterildigi gibi bir enzim-substrat kompleksi (ES) ve
bundan, asil reaksiyon sonucu daha sonra Enzim+Uriin’e pargalanacak olan enzim ve

iirlinden ibaret bir kompleks (EP) olusur. Bdylece enzim rejenere edilmis olur ve

substrati ile tekrar reaksiyon verebilir (Lehninger 2005).
~ aktif alan
ﬁuhﬂtl‘ﬂt

%) d- 5

Enmm Enzim-Substrat
Kompleksi

Sekil 1.2. Anahtar Kilit Modeli

Enzim katalizorliigiinde gerceklesen reaksiyonlarda reaksiyon hizi enzimsiz olan
reaksiyona gore yaklasik 10%-10%° kat hizlanabilir. Katalizsiz olarak yarilanma zamani
300 y1l olan bir reaksiyon, enzim tarafindan 10'° kat hizlandirilirsa yarilanma zamani
sadece 1 s olur. Sonug olarak hiicredeki bir¢ok reaksiyonun ancak enzimler sayesinde

miimkiin olacagi sdylenebilir (Lehninger 2005).

Enzimlerin  varliklarini, etkinliklerini, hiicrede  bulunduklar1  yeri, kataliz
mekanizmalarini, miktarlarini, safliklarin1  belirlemenin  en etkin  yolu onlarin
aktivitelerini 6lgmektir. Su ana kadar binlerce enzimin varligir saptanmis ve bunlara

iligkin aktivite belirleme yontemleri gelistirilmistir. Herhangi bir enzim igin ideal bir



aktivite belirleme yolu yoktur. Ciinkii bir yontemin uygunlugu bazi faktorlere baghdir:
Bunlarin basinda, enzimin saflifi, fizikokimyasal 6zellikleri, katalizledigi reaksiyonun
tipi, yerlesim yeri, Olciim yOnteminin maliyeti vb. ile ilgili zorunluluklar gelir

(Temizkan 2004).

Enzimler biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklar1 i¢in miktar Slgiimleri yerine

aktivite Ol¢timleri yapilmaktadir.

Enzim Aktivitesi: Optimum kosullarda, birim zamanda substrati iirline doniistiiren

enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

Enzim Unitesi (IU): 25°C’de, bir dakikada, optimum kosullarda 1 mikromol substrati

iirline ¢eviren enzim miktaridir.

Katal: 1 saniyede 1 mol substrati katalizleyen enzim miktaridir. Uluslararast enzim

komisyonu tarafindan belirlenen yeni bir birim olan katal ¢ok biiytlik bir miktar1 gdsterir.

Spesifik Aktivite: 1 miligram protein basina diisen enzim aktivitesine denir. Spesifik

aktivite, enzim {initesi/mg protein olarak hesaplanmaktadir.

Turnover sayisi: Birim zamanda bir mol enzimi {iriine doniistiiren substratin mol

sayisidir (Ozata ve Kutlu 2000).

Bir enzimin kataliz yetenegini ve etkinligini sayisal olarak ifade etmek i¢in onun
kinetigini arastirmak gerekir. Kimyasal kinetigin temel prensipleri enzimler iginde
gecerlidir. Enzim kinetigi bir reaksiyonun hizini belirleyen etmenleri inceler. Bir enzime
ait kinetik Olciitlerin belirlenmesinin, enzimin hiicre i¢inde katalizledigi reaksiyonun
hizinin belirlenmesi, metabolizmanin diizenlenmesinde rol oynayan kontrol noktalarinin

saptanmasi, enzim aktivitesi tizerinde inhibitor veya aktivitor etkisi gésteren maddelerin



saptanmasi, enzimin aktif yerinde bulunan amino asitlerin R yan gruplarinin
belirlenmesi, enzimin kataliz mekanizmasinin aydinlatilmasi gibi yararlar1 vardir

(Temizkan ve Arda 2004).

Enzim aktivitesine etki eden faktorler enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik, substrat
konsantrasyonu, iyonik siddet, inhibitor ve aktivatorlerdir. Enzimler, optimum pH’da ve
doygunlugun iizerindeki substrat konsantrasyonlarinda calisirlar. Bdylece sifirinci
dereceden bir reaksiyon kinetigi olusur. Enzimlerin in vitro ve in vivo olarak
aktivitelerinin bazi1 bilesikler tarafindan azaltilmasi veya yok edilmesi olayma
“inhibisyon”, bu olaya sebep olan bilesiklere de “inhibitdr” denilir. Inhibitdrler kiigiik
molekiil agirhigina sahip bilesikler veya iyonlardir (Telefoncu 1986). Enzimatik
aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemlerde bash basma bir kontrol mekanizmasin
olusturur. Bir ¢ok ilaclar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarini bu yolla gerceklestirirler.
Inhibisyon olayindan ayn1 zamanda enzim etki mekanizmalarmin incelenmesinde de
faydalanilir. Inhibitorler enzimli reaksiyon hizlarm azaltan veya tamamen durduran

genellikle kii¢iik molekiil agirligina sahip bilesikler veya iyonlardir.

Enzim inhibisyonu doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir. Doniisiimsiiz inhibitor enzime
ya kovalent olarak baglanir veya zor ayrisabilen bir kompleks olusturur (Altan 2000).

Doniisiimsiiz inhibisyonda V. azalir, Ky degismeden kalir.

Doéniistimlii inhibisyonda enzim ile inhibitdr etkilesmesi birer denge reaksiyonu
seklindedir. Donlisiimlii inhibisyon; yarismali, yarigmasiz, yari1 yarigmali ve lineer

karisik tip olmak tizere dort kisma ayrilir.

Doniisiimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali inhibisyondur. Yarigmali inhibitor
yapisal olarak substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Bdylece enzimin
substrata baglanmasini engeller. Substratin konsantrasyonu arttirilarak inhibisyon etkisi
kaldirilabilir. Enzimin Vy,.x degeri degismez ¢iinkii hem enzim- substrat, hemde enzim

inhibitér komplekslerinin ayrismalari bir denge reaksiyonu oldugu ig¢in substrat



konsantrasyonunun artmasi dengeyi ES kompleksi lehine kaydirir ve ayni1 zamanda Ky

degeri artar.

Yarismasiz inhibisyonda, inhibitér ve substrat enzim molekiiline ayni1 anda
baglanabilir. Bu baglanma enzimin farkli bolgelerinde oldugu icin burada substrat ve
inhibitor arasinda yarisma séz konusu degildir. Substrat konsantrasyonunu arttirmakla
inhibisyon ortadan kaldirilamaz. Enzimin V., degeri azalirken Ky sabit kalir.
Yarismasiz inhibisyona Ornek olarak enzimlerin aktivitelerinde gerekli olan (—SH)
gruplarina bazi agir metal iyonlarin merkaptan olusturacak sekilde baglanmalarini

verebiliriz (Stryer 1988).

Yarismasiz inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer karigik tiir inhibisyon, doniisiimlii
inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda; E, S ve I’'nin baglanma denge sabitleri

farklilagmaktadir (Segel 1975; Gilbert 1992).

Yar1 yarigmali inhibisyonda inhibitor serbest enzime degil sadece (ES) kompleksine
baglanir. Ortamda enzim-substrat-inhibitér (ESI) kompleksi siirekli bulunacagindan

Vmax diiser. ES kompleksi ortamdan siirekli uzaklasacagindan enzimin Ky, si azalir.

Diger bir inhibisyon c¢esiti ise allosterik inhibisyondur ve birden fazla polipeptid
zincirinden meydana gelen allosterik enzim adi verilen enzimlerde gozlenir. Bu
inhibisyon c¢esidinde, inhibitorler enzimin aktif merkezinden baska yere baglanirlar ve
tic boyutlu yapiyr degistirerek enzim aktivitesini etkilerler (Lehninger et al. 2000).
Birgok multienzim sistemi, net reaksiyon hizlarmi kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son iirlinii belirli bir
konsantrasyona ulastiginda; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi
inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya feed-back

inhibisyonu denir (Sekil 1.3).



Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde; inhibitoriin enzime
baglanmasiyla, degisik alt birimlerin baglanma merkezleri arasindaki etkilesmelerle
allosterik inhibisyon meydana gelir. Allosterik enzimleri etkileyen bilesiklere modiilator
ad1 verilir. Homotropik allosterik enzimlerde; substrat, bizzat pozitif modiilator olarak
etki yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde ise; enzim, substratlardan baska bilesikler
tarafindan etkilenmektedir. Baz1 allosterik enzimler homotropik-heterotropik karakterde
olup, modiilatorlerden birisi o enzimin substrati, digerleri baska bilesiklerdir. Allosterik

enzimlerin kinetigi, Michaelis-Menten kinetiginden farklilik gdsterir (Stryer 1988).
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R
rea ksiyV

reaksivon yolu

22

kapamr
.- .I ..
enzim o
. 'Y
allosterik
kisim

feedback inhibisyonu

Sekil 1.3. Feedback inhibisyonu



Enzimler onceleri substrat adinin sonuna “-az” eki getirilerek isimlendirilmistir. Fakat
bu isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi verdiginden uluslararasi
biyokimya birligi (IUB) tarafindan sistematik bir siniflandirma yapilmistir. Ayrica her

bir enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi (E. C.) 6ngoriilmiistiir (Yiiregir 1981).

Birinci rakam enzimin bagli oldugu grubu gosterirken, ikincisi alt grubu, {i¢iinciisii alt
alt grubu belirtir. Dordiincii rakam ise, enzimin ayni ii¢ rakama sahip enzimler

arasindaki sirasini verir.

Enzimler 6 ana grupta siniflandirilir.

1. Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda redoks (elektron transferi) tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Bu grup Onceden dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,

oksijenazlar, peroksidazlar olarakta anilan enzimlerdir.

2. Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
gerceklestiren enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu

gruptandir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin
bir su molekiiliiniin katilmas1 suretiyle baglarin pargalandigi hidroliz reaksiyonlarini
katalize eden enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz,

glikozidaz ve niikleaz gibi enzimler bu gruba dahildir.

4. Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan bazi
gruplarin uzaklastirildigi ve ¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler bu

gruptandir.
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5. Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine déniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan enzimler bu

gruptandir.

6. Ligazlar: Enerjice zengin bir bagin kopmasi ile ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki
molekiiliin baglanmas1 reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir (Keha ve Kiifrevioglu

2005).

Ornegin myrosinaz enziminin enzim kod numarasi 3.2.3.1°dir. Bu siniflandirmaya goére
myrosinaz enzimi 3. grup olan hidrolazlar ana grubuna dahildir ve glikozit baglarinin

parcalandigi hidroliz reaksiyonunu katalize eden bir enzimdir.

Sekil 1.3. Myrosinaz enziminin {i¢ boyutlu yapisi
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Enzimlerden saglik alaninda yararlanilmasi klinik enzimoloji adi verilen yeni bir saha
dogmasina yol a¢gmustir. Klinik teshis amaci ile kullanilan bir¢ok analitik metotta
enzimlerden yararlanilmaktadir. Ayn1 zamanda degisik dokular, serum, beyin, omurilik
stvist ve diger viicut sivilarinda enzim seviyelerinin Ol¢lilmesi ile bir¢ok hastalik

hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmektedir (Stryer 1981; Onat ve Emerk 1997).

Kanser son derece oOldiiriicii bir hastalik olup ¢agimizin en biiylik saglhk
problemlerinden biri kabul edilmektedir. Tedavisi son derece zor ve pahali bir
hastaliktir. Kanserle beslenme arasindaki iligki ise net bir sekilde ortaya konulmustur.
Son yillarda myrosinaz enziminin timdér olusumunu engellemede ve DNA hasarlarinin
tamiratinda gorev yaptiginin belirlenmesiyle enzimi igeren bitkilerin tiiketimi (sebzeler,
bazi baharatlar, vs.) son derece biiyiilk 6nem kazanmistir. Son yillarda ¢evre kirliligi ve
ozon tabakasinda olusan incelme nedeniyle cilt kanserine yakalanan hasta sayisinda da
onemli Olgiide artis olmustur. Bu 6nemli riskten korunmak ve cilt kanserine yakalanan
hastalarin tedavisinde myrosinaz enziminin bir ila¢ olarak kullanilmasinin cilt kanseri

tedavisinde yararlt olacag: diisiiniilmektedir.

Bu amacla myrosinaz enziminin, toksik olmadigi bilinen ve binlerce yildir sifali bir
bitki olarak kullanilan kantaron bitkisinden saflastirilmasi, bazi kozmetik etken
maddeler ve kanser tedavisinde kullanilmak amaciyla sentezlenmis bir dizi ilag etken

madde ile nasil etkilestiginin incelenmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Myrosinaz (tiyoglikozid glukohidrolaz, B-tiyoglikozidaz EC 3.2.3.1) enzimi hidrolazlar
grubuna ait bir enzim olup glukozinolat molekiillerini hidrolizlemektedir. Siilfiir i¢eren
glikozidler olarak tanimlanan glukozinolatlar turpgillere 6zgii sebzelerde tespit

edilmistir.

Bu tiirden sebzeler hasarlandigi veya 1sirildigi zaman glukozinolatlar myrosinaz
(tiyoglikozid glukohidrolaz, EC 3.2.3.1) enzimi ile reaksiyona girmektedir. Myrosinaz
enzimi glukozinolat molekiillerinin B-tiyoglikozid baglarini kirmakta ve glukoz, siilfat
ve aglikon gruplar1 {iriin olarak ac¢iga ¢ikmaktadir. Aglikonlarin non-enzimatik
reaksiyonlar1 sonucunda izotiyosiyanat, tiyosiyanat ve nitriller meydana gelmektedir
(Sekil 2.1). Izotiyosiyanatlar turpgillerde lezzet ve aroma saglamaktan sorumludurlar

(Gatfield and Sand 1983; Wilkinson et al. 1984).

H OH
H s —» R—N=—C=—S$
OH SH R [zotiy osiyanatlar
- I - c _ Yy Osly
H  OH H,O/ Myrosinaz IUI N
H S ~ R > \O — | 3 R—C—=N
C | o Nitriller
Il\ll = Sf
z
o D-Glukoz ] o
i 20 L » R—S—C=N
25
o o Tiyosiyanatlar

Sekil 2.1. Glikozinolatlarin myrosinaz enzimi katalizorliigiinde hidrolizi reaksiyonu

Bitkilerde bulunan glukoraphanin (4-metil siilfinilbutil glikosinolat)’in myrosinaz
enzimi ile hidrolizi sonucunda sulforaphane (4-metil siilfinilbutil izotiyosiyonat) ve

nitril meydana gelmektedir. Sulforanlar &zellikle pek ¢ok tiirdeki tiimdr hiicresini
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kiigtiltmekte ve tiimorlii dokularla savagsmaktadir (Zhang et al. 1994; Talalay and Zhang
1996; Zhang and Talalay 1998; Gamet-Payrastre et al. 2000; Liang et al. 2006).

Myrosinaz, insan ve hayvan hiicre modellerinde g¢esitli kanser tiplerini azaltan
glukosinolat iiretmektedir. Myrosinaz, bitkilerde bocek saldirilarina karsi bir gesit
savunmadir. Izotiyosiyanatlar (sulforahane, indole 3-carbinol ve allyl isothiocyanates
gibi) bilylime inhibisyonuna ve apoptosise neden olan kanser hiicrelerinde hiicresel
sinyal iletimi yolu iizerine ve biyotarsformasyon enzimleri iizerine etkileri sayesinde
kanserojen kimyasal metabolizmay1 modifiye ederek kanser hiicrelerini azaltmaktadir

(Xian et al. 2007).

Biyoaktif bitkisel kimyasallar olan glukosinolatlar insan sagliginda o6nemli rol
oynamaktadir. Glukosinolat iceren biitiin bitkiler ayrica myrosinaz enzimini igerirler.
Bu enzim glukosinolatlar1 aglikon ve D- glukoza hidrolizlemektedir. Kararsiz aglikon
kendiliginden proteinlere, demir iyonlarinin varligina, pH’ya ve yan zincire bagl olarak
nitril, tiyosiyanat ve izotyosiyanat gruplarina ayrilir. Nitril, tiyosiyanat ve izotyosiyanat
gruplar bitkilere sadece koku ve tat vermenin yani sira saghgi da iyilestirici etki
gosterirler. Bu gruplar timor olusumunu engeller ve kalp hastaliklarinin 6nlenmesinde

onemli rol oynar (Wu et al. 2004).
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Sekil 2.2. Glikozinolatlarin myrosinaz enzimi katalizorliigiinde farkli pH’ larda hidroliz
reaksiyonu

[zotiyosiyanatlar notral pH’da iiretilmekte iken nitriller diisiik pH’da iiretilirler. Indol
glukozinolatlar (6rnegin; 3-indolaseto nitril, 3,3-diindolmetan) (Labague et al. 1991)
hiicresel DNA zedelenmelerini baskilayan veya bloke eden enzimleri uyarmakta, timor
biiyiikliigiinii ve bazi hormonlarin etkinligini azaltmaktadirlar. Ancak, agiga cikan
stlfatin saglik acisindan herhangi bir faydasi tespit edilmemistir (Hasler 2002).

[zotiyosiyanat olusturan tiyoglikozitler kolayca enzimatik hidrolize ugrayabilitler ve
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yeni bir molekiiler diizen kazanarak hardal yaglarini, glukoz ve siilfati olustururlar.
Kemotaksonomik karakter olarak da énemli veriler saglarlar. Izotiyosiyanatlarin ¢ogu
keskin tadlar1 ile kendilerini belli ederler ve baharat olarak kullanilirlar. Yiiksek
derigimlerinde tahrig edici ve goz yasartic1 6zellik kazanirlar. Zengin olduklar: bitkiler

halk arasinda ilag olarak kullanilmislardir.

Normal olarak dncii tiyoglikozitler, hidrolizlerini saglayan myrosinaz enzimi ile birlikte
Ozellesmis idyoblast hiicrelerinde bulunurlar ve hiicre pargalanmasi ile serbest kalirlar.
Myrosinase histokimyasal olarak belirlenebildiginden tiirlerin izotiyosiyanat ig¢in

taranmasi kolaydir.

Glikozitler glukozun R- yan zincirinde farklilik gdsteren ve izotiyosiyanat olusturan
elliden fazla {iyesi olan bir madde grubudur. Diiz veya dallanmuis alkil yan zincirleri ile
cesitli sekillerde hidroksillenmis veya diiz monoketoetil, alkil, alkenil gibi tiirevleri
vardir. Bu tlirevlerin biiylik bir kismi1 a-amino asit ve a-keto-asit metabolizmalarinda

rol alir.

Iridoid glikozidler, kardenolidler, terpenoidler ve siyanogenik glikozidler bitkilerin
savunma sisteminde gorev almaktadirlar. Glikozinolatlar myrosinaz enzimi ile beraber
hareket etmektedir. Doku hasari, mekanik hasar veya patojen saldirist meydana
geldiginde glikozinolatlar myrosinaz enzimi katalizorliigiinde hidroliz edilmektedirler
ve bu hidroliz sonucu olusan tiriinler bakterial patojen, nematodlara (iplik kurdu) ve

hatta diger bitkilere kars1 da aktiftirler.
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Sekil 2.3. Sar1 kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisi

Sar1 kantaron (Hypericum perforatum L.) ¢cok yillik bir bitkidir ve tizerinde pek ¢ok sar1
cigegi olan bir ¢ali tiirlidiir. Asya’dan Amerika’ya kadar diinyanin pek c¢ok iilkesinde
dogal olarak yetisir ve ortacagdan beri gilivenle kullanilan bir bitkidir. Bitki 25-60 cm
boyunda olup, ¢ok dallidir ve saplari ayri oldugu halde bir semsiye bi¢imindeki
cigekleri 5 pargali, korolla altin saris1 renkli ve kenarlari siyah renkli tiiyler ile ¢evrilidir.
Yapraklar 1s18a kars1 tutuldugunda, yag guddeleri, parlak noktaciklar halinde kolaylikla
goriilir. Myrosinaz enzimi tanen (tannin), ugucu yaglar (carophyllene, pinene,
limonene, myrcene), flavon tiirevleri (quercitrin, quercitin, rutin), hipericin (hypericin),
karoten (carotene), vitamin C ve resin igermektedir. Basta Almanya olmak iizere bircok
Avrupa iilkesinde bu bitki yan etkisiz bir “Dogal Antidepresan” olarak kullanilmaktadir.
Depresyon Onleyici olarak kullanilmasinin nedeni; Sar1 kantaronun igerisindeki basta
hiperisin olmak tizere ve diger bilesikler sayesinde, beyin igerisinde sinir uyarilarinin
iletiminde 6nemli seviye artis1 saglamasit oldugu diisiiniilmektedir (Uzbay 2008; Demir

et al. 2005).

Myrosinaz enzimi, kanserlerin Onlenmesi ve timor kiigiiltiici olarak etki
gostermektedir. Bu nedenle ¢aligmamizda, halk arasinda iltihap giderici, yara
tyilestirici, yatistirict, antidepresan, kramp ¢oziicii, agr1 kesici, antiseptik olarak siklikla
kullanilan ve toksik olmadig1 bilinen kantaron (Hypericum perforatum L.) kullanilmistir
(Li et al. 2005).
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Bu caligma kapsaminda, glikosinolat icerigi oldugu bilinen bitkilerden olan kantaronda
myrosinaz enziminin aranmasi, tanimlanmasi ve enzim iizerine bazi kozmetik ve ilag

etken maddelerinin etkisinin arastirilmast amaglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan kimyasal madde ve malzemeler

Calismalarimizda kullanilan Tris  (trihidroksimetilaminometan), Concavalin A,
Sephcryl, Glukoz tayin kiti, SephadexG-100, standart serum albiimin, N,N’-metilen
bisakrikamid, Akrilamid, B—merkapto etanol, amonyum persiilfat (PER), TEMED
(N,N,N’,N’-Tetrametil etilen diamin), izopropil alkol, fosforik asit, SDS (sodyum
dodesilsiilfat), DTH (ditihioerythreitol), glisin, asetik asit, gliserin, coomassie brillant
blue G-250 ve R-250, bromtimol mavisi, sodyum kloriir, sodyum bikarbonat, sodyum
hidroksit, sodyum fosfat, sodyum nitrit, askorbik asit, protein standartlari, hidroklorik
asit, stilfiirik asit, etanol, metanol, aseton, EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) Sigma

firmasindan saglanmistir.

3.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Peristaltik Pompa Masterflex L/S™

pH metre Selectra

Masa Santrifiijii Hettich EBA 20

Derin Dondurucu I1 Shim
Spektrofotometre Spekol 1300

Gii¢ Kaynagi Consort EV 231

Kar Makinesi Angelantoni Indusrtrie

Hassas Terazi

Denver APX 153

Buzdolab1 Arcelik ve Profilo
Elektroforez Tanki Max Fill
Kromatografi Kolonu Sigma

Otomatik Pipetler Volac, Jencons
Calkalayici Ika

Magnetik Karistirict Ika

Su Banyosu Memmert
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Karistirici : Heidolph

3.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmalar:

Aragtirma siiresince kullanilan tampon ve c¢ozeltilerin  hazirlamis  sekilleri  ve

kullanildiklar yerler asagidaki gibidir.

1- Coomassie brilant blue G—250 renk reaktifi;
0,1 gr Coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye
100 mL %95’lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye

tamamlandi.

2- Aktivite tayini icin kullanmilan ¢ozeltiler;
20 mM Sitrat tamponu (pH: 4); 1.921gr. soydum sitrat 950 ml saf suda ¢oziildi. pH
metre yardimiyla ¢ozeltinin pH’s1 4’e ayarlandi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.2 N

H,S04; 22,4 ml H,SO4’den alinip saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

3- Kullamilan substrat ¢ozeltisi;

20 mM’lik Sinigrin; 0.019 gr sinigrin 10 ml saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

4- Jel filtrasyon kromotografisinde kullanilan tampon ¢o6zeltinin hazirlanmasi;
0,05 M’lik Na3PO4 i¢inde 1 mM ditihioerythreitol, (pH: 7); 7,8025 gr Na;PO4 ve 0,1542
gr ditihioerythreitol magnetik karistirict yardimi ile 950 mL saf suda ¢oziildi. pH metre
kullanilarak 0,5 N HCl ile pH: 7’e kadar titre edildi. Son hacim 1 It’ye tamamlandi.

5- SDS poliakrilamid jel elekroforezinde kullanilan numune tamponu;
0,65 mL IM’lik Tris HCI (pH: 6,8), 1 mL %10’luk SDS, 1mL saf gliserin ve 1 mL %

0,1 lik brom timol mavisi karistirilarak hacimleri saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak
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hazirlandi. Bu tampon kullanilmadan hemen 6nce 1 mL numune tamponuna 50

mikrolitre olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

6- SDS poliakrilamid jel elekroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu;
1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL suda ¢oziildii ve lizerine %1°lik SDS’den 5 mL ilave

edilerek son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

7- SDS poliakrilamid jel elekroforezi icin hazirlanan boyama ¢ozeltisi;

0,6 gram Coomassie brilant blue G-250, 6 mL fosforik asit ile magnetik karistirici ile
karistirilirken bu ¢ozeltinin iizerine 10 g TCA, 58 mL su, 15 g (NH4)2SO4 ve 15 mL
izopropilalkol karigimi ¢ok yavas bir sekilde ilave edildi.

8- Elektroforezde kullanilan renksizlestirme cozeltisi:

%7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5 destile suyun karisimiyla hazirlandi.

9- Optimum pH ¢alismasi i¢cin kullanilan tampon ¢ozeltiler;
pH: 4-5 araliginda 0,1 M asetat tamponu kulanildi. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 1,36 g
CH3;COONa, 80 mL saf suda ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH'si, 1 M HCI ile istenen pH’ya

ayarlandiktan sonra ¢ozeltinin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamland.

pH: 6-7 araliginda 0,1 M fosfat tamponu kullanildi. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak icin 1.74 g
K,HPO4 80 mL saf suda ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH'si, 1 M HCI ile istenen pH’ya

ayarlandiktan sonra ¢ozeltinin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH: 8-9 araliginda 0,1 M Tris tamponu kullanildi. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 1,21 g
tris (trihidroksi metil amino metan) 80 mL saf suda ¢6ziildii ve olusan ¢dzeltinin pH’st,
1 M HClI ile istenen pH’ya ayarlandiktan sonra ¢ozeltinin hacmi saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
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10- Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi icin kullanilan ¢ozeltiler;

20 mM Tris 0,15 M NaCl (pH:7); 2,42 gr Tris ve 8,76 gr NaCl 950 ml saf suda ¢oziildii
ve pH metre yardimiyla pH’s1 7’ye ayarlandi. Son hacim 1L olacak sekilde saf su
eklendi.

11- iyon degisimi kromatografisi icin kullanilan cozeltiler;

20 mM Tris 0,15 M NaCl (pH:7); 2,42 gr Tris ve 8,76 gr NaCl 950 ml saf suda ¢oziildii
ve pH metre yardimiyla pH’s1 7’ye ayarlandi. Son hacim 1L olacak sekilde saf su
eklendi. 20 mM Tris (pH:7); 2,42 gr Tris 950 ml saf suda ¢6ziildii ve ortamin pH’s1 pH

metre yardimiyla 7’ye ayarlandi. Son hacim 1L’ye tamamlandi.

12- Afinite kromatografisi icin kullanilan ¢ozeltiler;
20 mM Tris 0,15 M NaCl (pH: 7); 2,42 gr Tris ve 8,76 gr NaCl 950 ml saf suda ¢oziildii
ve pH metre yardimiyla pH: 7’ye ayarlandi. Son hacim 1L olacak sekilde saf su eklendi.

13- Mpyrosinaz enzim aktivitesi iizerine baz1 katyonlarin ve baz bilesiklerin
etkisinin belirlenmesi icin kullanilan cozeltiler;

10 mM’lik MgClL«7H,0: 0,110 g MgCl,+7H,0 saf su ile 50 mL’ye tamamland.

10 mM’lik CaCl,: 0,055 g CaCl, saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10 mM’lik Cu(NO3),: 0,093 g Cu(NO3); su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10 mM’lik MnSOQy: 0,075 g MnSOy saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10 mM’lik ZnCl,. 0,066 g ZnCl; saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10 mM’lik Fe;SO4: 1,04 g Fe,SO4saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
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10 mM’lik Askorbik Asit: 0.088 g Askorbik Asit saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

10 mM’lik EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit): 0,073 g EDTA tartildi ve 25 ml suda

¢Oziilerek hazirlandi.

10 mM’lik SDS (Sodyum dodesil siilfat): 0,072 g SDS tartild1 ve 25 mL suda ¢oziilerek

hazirlandi.

Calismalar esnasinda kullanilan yukaridaki ¢ozeltilerden, 1 mM’lik ¢dzeltileri igin; 10
mM’lik stok ¢ozeltiden 1 mL alinip 10 mL’ye saf su ile tamamlanarak hazirlandi. 0,1
mM’lik ¢ozeltileri icin 1 mM’lik ¢bzeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’ye saf su ile

tamamlanarak hazirlandi.

13- Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine etken maddelerin etkisinin belirlenmesi icin
kullanilan ¢ozeltiler;

10 mM’lik Pantenol: 0.020 g Pantenol tartildi ve 10 ml suda ¢o6ziilerek hazirlandu.

10 mM’lik Cephalotin: 0.041 g Cephalotin tartildi ve 10 ml suda ¢6ziilerek hazirlandi.

10 mM’lik Betamethason: 0.039 g Betamethason tartildi ve 10 ml suda ¢oziilerek

hazirlandi.

10 mM’lik Linoleik asit: 0.028 g Linoleik asit tartildi ve 10 ml etanolde ¢oziilerek

hazirlandi.

10 mM’lik E vitamini: 0.043 g E vitamini tartildi ve 10 ml etanolde ¢dziilerek

hazirlandi.
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Yukaridaki ¢ozeltilerden, 1 mM’lik ¢ozeltileri i¢in; 10 mM’lik stok ¢ozeltiden 1 mL
almip 10 mL’ye saf su ile tamamlanarak hazirlandi. 0,1 mM’lik ¢dzeltileri icin 1

mM’lik ¢6zeltisinden 1 mL alinarak 10 mL’ye saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

500 ppm’lik TA;, TA,, TAjz, TA4, TAs, TAg, TA7, TAg, TAg ve TA ;o etken maddeleri
0.007 g tartild1 ve 14 ml saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.4 Yontemler

3.4.1. Protein tayini

3.4.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu metod
yardimiyla kromatografi islemlerinde fraksiyon toplayicist yardimiyla esit hacimde
alinan biitlin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapilmakta ve fraksiyonlar kuvartz

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometre’de kore karsi okunmaktadir.

3.4.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Bu yontemle DEAE-seliiloz iyon degisim kolonundan saflastirilan enzim ¢o6zeltisindeki
ve homojenatlardaki protein miktar1 belirlenir. Bu yontem coomassie brillant blue G-
250’nin fosforik asitli ortamda proteinlere baglanmasi esasina dayanmaktadir. Olusan
kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gostermektedir. Proteine boyanin
baglanmas1 c¢ok hizli (2 dakika) gelismektedir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100
mikrogram arasinda degismektedir (Bradford 1976).
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Tayin islemlerinde su yontem takip edilmektedir: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
alinmakta ve saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandiktan sonra tiiplere 5 ml
renklendirme reaktifi ilave edilip vorteks ile karistirilir ve 10 dakika sonra 595 nm’de 3
ml’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okunur. Kor olarak 0,1 ml ayni1 tampon
ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanilir ve absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirilir.

3.4.2. Kantoron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin

saflastirilmasi

3.4.2.a. Bitki orneklerinin toplanmasi

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisi Mersin iline bagli Camliyayla ilgesinden
Mayis-Haziran doneminde toplanmis ve calisilincaya kadar derin dondurucuda

muhafaza edilmistir.

3.4.2.b. Homojenatin hazirlanmasi

Dondurucuda muhafaza edilen bitkiler, ilk 6nce sivi azot kullanilarak mekanik olarak
parcalanmis ve daha sonra da50 ml 20 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.5, 0.02% sodium
azid tamponu i¢ine alindiktan sonra mikser ile homojenize edilmistir. Manyetik
karistirict kullanilarak yarim saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra homojenatlar
yarim saat siireyle 5000xg’de satrifiijlenerek bitkilerin posasinin protein ¢ozeltisinden

uzaklastirilmasi saglanmstir.
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3.4.2.c. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Salting out, proteinlerin konsantre edilmesinde ve saflagtirilmasinda yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Ortama eklenecek olan nétral tuz, genellikle denatiirasyona
yol agmadan, proteinlerin bir araya gelmelerini ve ¢dzeltiden ayrilarak ¢okmelerini
saglar. Proteinler farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢oktiiriilerek birbirlerinden ve
cozeltideki diger molekiillerden ayrilabilirler. Coktiirme isleminde genellikle etkinligi
ve ¢oziiniirligi yliksek, bir tuz olan amonyum siilfat ( (NHy),SO4) kullanilir (Temizkan

vd 2004).

Homojenatta %10 ve %100 araliginda amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapildi. Kullanilan

Amonyum siilfatin gram miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi.

1. TRV X(B-5,)

Amoncum Slilfat Milktan{Gram) = T35S

V: Enzimli homojenat ¢ozeltisinin hacmi
So: I’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S: 1’in kesri olarak istenen amonyum stilfat doygunlugu

Coktiirme esnasinda (NH4),SO,4 yavas yavas katildi ve manyetik karistirici iizerinde
diisiik devirde iyice ¢oziinmesi saglandi. Coziinen tuzlu homojenat santrifiij tiiplerine
konularak 3000 rpm’de 4°C’de 30 dak santrifiijlendi. Her bir ¢oktiirmede silipernatant ve
cokelek icin ayr1 ayri aktivite Ol¢limii yapilarak enzimin ¢oktiigii aralik belirlendi.
Aktivite goriilen ¢okelekten saflagtirllmaya devam edildi. Homojenatta ve

saflagtirmanin biitiin basamaklar1 i¢in aktivite ve protein tayini yapildi.
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3.4.2.d. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden hazirlanan homojenatin
Sephacryl S-200 ve Concavalin A kolununa tatbiki ve myrosinaz enziminin

eliisyonu

Oncelikle enzim havuzu, Sephacryl S-200, 1.5 ¢cmx30 cm boyutunda olan kolona
dolduruldu ve kolon 20 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.5, %0.02 sodium azide
tamponuyla 280 nm'de absorbans vermeyinceye kadar dengelendi. Amonyum stilfattan
elde edilen ¢okelek tampona alindi ve kolona yiiklendi. Enzim kolondan ayni tampon ile
eliie edildi. Ardindan tiim tiiplerde aktivite tayini yapildi. Aktivite gbzlenen tiiplerden

enzim havuzu olusturuldu.

Daha sonra bu enzim havuzu afinite kromatografisi materyali olan Concavalin A ile 12
saat bektetildi ve 1.5 cmx30 cm boyutunda olan kolona dolduruldu. 20 mM Tris, 0.15
M NaCl, pH 7.5, %0.02 sodium azide tamponu ile eliisyon yapildi. Aktivite gosteren
fraksiyonlar birlestirilerek enzim havuzu olusturuldu. Biitlin kinetik ¢alismalarda son

basamakta elde edilen enzim havuzu kullanildi (Jones et al. 2001; Palmieri et al. 1986).

3.4.3. Myrosinaz enziminin aktivite tayini

Myrosinaz enzim aktivitesi sinigrinin hidrolizlenmesi metodu ile belirlendi. 540 nm’de
absorbans siddeti 6l¢iildii. Myrosinaz enzim aktivitesi optimal sartlarda 1 dakikada 1
nmol substratin hidrolizlenmesi i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmistir

(Palmieri et al. 1982).

3.4.4. SDS poliakrilamid jel elekroforezi ile enzim safliginin kontrolii

Enzimin saflastirilmasindan sonra kesikli SDS-PADE elektroforezi Laemmli tarafindan

anlatildig1 gibi uygulanarak enziminin safligi kontrol edildi (Laemmli 1970).
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Bunun i¢in elektroforez plakalar1 once saf su ile, sonra da alkol ile iyice yikandi.
Plakalar1 birlestiren mikalara ince tabaka halinde vazelin siiriildii. Iki cam plaka birbiri
tizerine konuldu ve parafilm kullanilanarak jel hazirlama cihazina konularak sikistirildi.
Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektdr yardimi ile dokiildi. Jel i¢inde hava
kabarciklar1 olmamasina dikkat edildi. Jel ylizeylerinin diizgiin olmas1 i¢in %0,1 lik
SDS ile ince bir tabaka olusturuldu. Katilagincaya kadar (yaklasik 30 dak) beklendi.
Katilaginca iist kismindaki %0,1’lik SDS dokiildii. Daha sonra yigma jeli iist kisma
kadar ilave edildi. Uzerine dikkatli bir sekilde tarak yerlestirildi. Yigma jeli katilagtiktan
sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektoforez tankina yerlestirildi. Olusan
bosluklar isaretlenerek jelin iistii saf su ve yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez

tankinin alt ve iist kismina akim gececek sekilde yiirlitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirland1 ve toplam hacim 100 pL.
olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu ilave edildi ve 3 dakika sicak su
banyosunda inkiibe edildi. Numuler sogutularak enjektor yardimi ile yuvalara ekildi.
Tank kapagi kapatilarak alt taraftan anot (+) ve iist taraftan katot (-) baglantilar1 yapildi.
Once 100 voltta 1 saat kadar bekletildi. Daha sonra 150 voltta eletroforez bitimine kadar

yiriitiildii. Elektroforez tankinin icerisinden su gegirilerek sistemin sogumasi saglandi.

Elektroforez bittikten sonra akim kesilerek cam plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi. Jel 6zel kabina konularak renklendirme c¢ozeltisi {istlinii Ortliinceye kadar
dolduruldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici iizerinde birakildi. Boyama c¢ozeltisinden
cikarilarak jel renk agma ¢ozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirilmek sureti ile
jelin zemin rengi agilarak protein bantlar1 belirginlesinceye kadar (yaklasik 24 saat)
coOzelti i¢inde calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak tarayici yardimi

ile bilgisayara aktarildi (Laemmli 1970).

Ayirma jeli sdyle hazirlandi; 15 mL Tris-HCI (pH: 8,8), 13,2 mL %30’luk akrilamid-
%0,8’lik bisakrilamid, 0,6 mL %]1’lik SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetra
metil etilen diamin) ve 9,4 mL su karistirildi. Bu karigimin iizerine en son olarak 0,8 mL

%1,5’luk amonyum persiilfat [(NH4),S,03: (PER)] ilave edildi.
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Yigma jelinin hazirlanmasi ise soyle yapildi; 1 M’lik Tris-HCI (pH: 6,8)’den 1,24 mL,
%30’luk akrilamid %0,8’lik bisakrilamid’den 1 mL, %1’lik SDS’den 0,1 mL, %5’lik
TEMED’den 0,1 mL ve sudan 7.80 mL alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %1,5’lik PER’den 0.20 mL ilave edildi.

3.5. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz

enzimi iizerine Kinetik ¢calismalar

Kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin kinetik 6zelliklerini arastirmak
tizere optimum pH ve optimum sicaklik degerleri bulundu. Enzimlerin molekiil
agirliklar1 ve sinigrin substrati icin Ky ve Vi degerleri belirlendi. Ayrica enzim

aktivitesi iizerine baz1 katyonlarin ve etken maddelerin etkisi arastirildi.

3.5.1. Optimum pH’min belirlenmesi

Optimum pH ¢alismas1 Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin substrati
sinigrin ile yapildi. Bu amagla 20 mM sinigrin ¢ozeltisi hazirlandi. Optimum pH’nin
belirlenmesinde pH: 4-5 i¢in asetat tamponu, pH: 6-7 i¢in fosfat tamponu ve pH: 8-9
i¢cin Tris-HCI tamponu kullanildi. Tampon ¢6zeltilerin pH’s1 0.1 N HCI veya 0.1 N
NaOH kullanilarak ayarlandi. Her pH denemesi i¢in bir numune ve bir kor olmak tizere
iki tlip hazirlandi. Her bir numune tiiptine 750 pl sinigrin, 250 pl belirli pH’da ki
tampon ve 500 pl enzim konuldu. Kor tiiplere ise 750 pl sinigrin ve 750 pl belirli pH’da
ki tampon konuldu. Bu tiipler 37°C’de su banyosunda bekletildi ve daha sonra 10 dak
100°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Her bir tiipten 250 pl alindi ve her bir tiipe
glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz tayin kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak
37°C’de bekletildi ve son olarak 1’er ml 2N H,SO, ilave edildi. 540 nm’de
absorbanslar1 06l¢iildii. pH: 5’de uygun tampon c¢ozeltilerinde enzimin gosterdigi

hidrolaz aktivitesi spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve sonuglar grafik halinde Sekil

4.1°de verildi.
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3.5.2. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Optimum pH c¢alismasi, kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin

aktivitesi 0-90°C araliginda 10 °C artirilarak belirlendi.

Her sicaklik denemesi igin bir numune ve bir kor olmak iizere iki tiip hazirlandi. Her bir
numune tiipiine 750 pl sinigrin, 250 ul sitrat tamponu (pH: 4), 500 ul enzim ve kor
tiiplere ise 750 pl sinigrin ve ise 750 pl sitrat tamponu (pH: 4) konuldu. Tiipler 40 dak
37°C’de ve 10 dak 100°C’de su banyosunda bekletildi. Her bir tiipten 250 pl alind1 ve
glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz tayin kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 37 °C’de
bekletildi ve son olarak 1’er ml 2N H,SOy ilave edildi. 540 nm’de absorbanslari dl¢iildi
ve sonuglar grafik halinde Sekil 4.2°de verildi.

3.5.3. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg: tayini

Enzim saflastirildiktan sonra, jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak molekiil agirlig

tayin edildi.

Bunun i¢in 6nce 3,2187 gram kuru sephadex G—100 200 ml tampon ¢ozelti i¢erisinde 5
saat stireyle sisirildi. Su trompu kullanilarak hava kabarciklarindan temizlendi. 1x30 cm
ebatlarindaki kromotografi kolonuna bir huni yardimi ile once tampon ¢ozelti
dolduruldu. Daha sonra jel materyali bir cam c¢ubuk kullanilarak hava kabarcigi
olusmayacak sekilde kolona dolduruldu ve kolon paketlendi. Kolon 24 saat siireyle 0.05
M Na3;PO4/1 mM ditihio erythreitol, pH: 7 tamponu ile dengelenedi. Dengeleme
islemine kolonun altindan alinan ¢dzelti 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar

devam edildi.

Dengelenmis sephadex G—100 kolonuna konsantrasyonu 0,2 mg/mL olacak sekilde

standart protein ¢ozeltisi (albumin bovine 66000, carbonic anyhidrase 29000, tyripsin
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inhibtor 20000, o—lactalbumin 14200 igeren ¢ozelti) yiiklendi. Daha sonra 0.05 M
Naz;PO4/1 mM ditiyoeritrol (pH: 7.0) tamponu ile eliie edildi ve standart grafik
olusturuldu ve sonuglar grafik halinde Sekil 4.7°de verildi. 5’er mL eliiat toplandi.
Peristaltik pompa vasitastyla akis hizi 20mL/saat olacak sekilde ayarlandi.
Spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar eliisyona

devam edildi.

Daha sonra molekiil agirligi tayin edilecek olan saflagtirilmis myrosinaz enzimi
kolondan gegirildi ve 0.05 M Na3;PO4/1 mM ditiyoeritrol (pH: 7.0) tamponu ile eliie
edildi. Eliatlarin 280 nm’de absorbans degerleri belirlendi ve sonuglar grafik halinde

Sekil 4. 2°de verildi.

3.5.4. Ky ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin hiz sabiti (Ky) ve maximum hizi
(Vmax)’1n  belirlenmesi i¢in substrat olarak sinigrin kullanildi. Yiikselen substrat
konsantrasyonuna kars1 aktiviteyi bulmak i¢in farkli substrat konsantrasyonunda
aktivite Ol¢limleri yapildi. Bu amagla; her bir numune tiiptine 100 ul, 300 ul, 500 pl,
650 pul ve 750 ul substrat ¢ozeltisinden ilave edildi. Daha sonra numune tiiplerine 500
ul saf enzim eklendi ve bu enzim substrat karisiminin son hacmi 1,5 mL olacak sekilde
tampon ¢ozelti ilave edildi. Kor olarak ayni substrat konsantrasyonlari hazirlandi ve son
hacim 1,5 mL olacak sekilde tampon ¢ozelti ilave edildi. Tiipler 40 dak 37°C’de su
banyosunda bekletildi ve daha sonra 10 dak 100°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Her
bir tiipten 250 pl alindi ve her bir tiipe glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz tayin kiti
eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi ve son olarak 1’er ml 2N
H,SOyilave edildi. 540 nm’de absorbanslari 6lgiildii.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver Burk egrileri ¢izildi. Ky ve Vi, degerleri

grafik ve dogru denklemleri yardimiyla belirlendi.
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3.5.5. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz

enzim aktivitesi iizerine baz1 katyonlarin ve baz bilesiklerin etkisinin belirlenmesi

Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM, 0,1
mM Cu”*’, Mn®", Mg*", Fe’", Zn®", Ca’" katyonlarinin ve askorbik asit ve SDS
bilesiklerinin etkisi belirlendi. Bunun i¢in aktivite sinigrin varliginda belirlendi. Aktivite
tayini i¢in 500 pl enzim ¢dzeltisi, 750 pL sinigrin ¢dzeltisi, 50 ul, 100 ul, 150 ul, 200 pl
ve 250 ul katyon ¢ozeltisinin toplam hacmi 1,5 ml’ye tamamlanacak sekilde tampon
coOzelti ilave edildi. Kor tiiplere enzim yerine 20 mM sitrat tamponu konarak hazirlandi.
Tipler 37°C’de su banyosunda bekletildikten sonra 10 dak 100°C’de su banyosunda
inkiibe edildi. Her bir tlipten 250 pl alindi ve iizerine 500 ul glukoz tayin kiti ilave
edildi. Glukoz tayin kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi ve son
olarak 1’er ml 2N H,SOy ilave edildi. 540 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Diger 1 mM ve
0,1 mM katyon ¢dzeltileri i¢in ayn1 prosediir takip edildi.

3.5.6. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz

enzim aktivitesi iizerine bazi etken maddelerin etkisinin arastirilmasi

Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi {izerine, kozmetikte ve cilt
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan pantenol, cephalotine, betamethasone, linoleik asit

ve E vitaminin 10 mM, 1 mM, 0,1 mM’de etkisi belirlendi.

Ayrica cilt kanseri tedavisinde iyilestirici etkisi oldugu bilinen ve asagida acik yapilari
gosterilmis olan TA;, TA,, TAs, TA4, TAs, TAs, TA7, TAg, TAg ve TA;p molekiilleri,
Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde sentezlenmis olup, oradan temin edilmistir.
TAx molekiillerinin etkisi 500 ppm’de belirlendi. Bunun i¢in aktivite, sinigrin

varliginda belirlendi.
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Cl

O

N

1-(2,4-diklorofenil)-2-((4-metilpiperazin- 1-il)metil)prop-2-en-1-on

0O

= N TA10
T

1-furan-2-il)-3-(4-metilpiperazin-1-il)propan-1-on

Sekil 3.1. TA, molekiillerinin agik yapilari

Pantenol, cephalotine, betamethasone, linoleik asit ve E vitamini denemeleri igin

kullanilan prosediir soyledir:

Her ii¢ konsantasyonda aktivite tayini i¢in 500 pul enzim ¢dozeltisi, 750 pl sinigrin
¢ozeltisi, 50 pl, 100 pl, 150 ul, 200 pul ve 250 ul katyon ¢ozeltisinin toplam hacmi saf su
ile 1,5 ml’ye tamamlanacak sekilde ilave edildi. Kor tiiplere enzim yerine sitrat
tamponu konuldu. Tipler 40 dak 37°C’de vel0 dak 100°C’de su banyosunda bekletildi.
Her bir tiipten 250 pl alinarak tizerine 500 pL glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz
tayin kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi ve son olarak 1’er ml
2N H,SOy ilave edildi. 540 nm’de absorbanslar1 6l¢giildii. Diger 1 mM ve 0,1 mM

katyon c¢ozeltileri i¢in ayn1 prosediir takip edilmistir.

TA,, TA,, TAjz, TA4, TAs, TAs, TA7, TAg, TAg ve TA o molekiilleri denemeleri icin

kullanilan prosediir soyledir:

Bes ayr1 deney tiipiine 500 ppm 10 pl, 30 pl, 50 pl, 70 pl, 100 ul etken madde, 500 pl
sitrat tamponu (20 Mm pH:4), 300 pl sinigrin (20 mM), 80 ul saf myrosinaz enzimi
ilave edildi ve son hacim saf su ile 1 ml’ye tamamlandi. Kor tiiplere ise etken madde
konulmadi. Tiipler 40 dak 37°C’de sonrasinda 10 dak 100°C’de su banyosunda
bekletildi. Her bir tiipten 250 ul alindi ve 500 pl {izerine glukoz tayin kiti ilave edildi ve
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tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi. Son olarak 1’er ml 2N H,SO;, ilave edildi. 540 nm’de

absorbanslar dl¢iildii.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif protein tayini icin hazirlanan standart egri

Kantitatif protein tayininde coomassie brillant blue yontemi kullanildi (Bradford 1976).
Coomassie brillant blue yontemi i¢in once bir standart egri hazirlandi. Standart serum
albumin ¢ozeltileri ile hazirlanan homojenatlarda ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki
protein miktar1 bu egriye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine

karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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0,5 1
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0,3 1

Absorbans (595 nm

0,2 1 y=0,0073x+0,1089
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ue

Sekil 4.1. Coomassie brillant blue yontemi ile protein tayini ig¢in kullanilan standart
grafik
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4.2. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin

saflastirilma sonuclari.

4.2.1. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin afinite

kromatografisi ile saflastirilmasi sonuclari

Myrosinaz enzimi kantaron bitkisinden 3 basamakta saflastirildi:

1. basamakta homojenatta %10 ve %100 aralifinda amonyum stilfat ¢oktlirmesi yapildi.
%40-%70’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan ¢okelek 0.15 M NaCl igeren 20 mM
Tris (pH: 7.5) tamponu ile ¢oziiliip, aktivite tayini yapilinca yiiksek myrosinaz

aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

2. basamakta, Sephacryl S200 kolonuna yiiklendi. Aktivite gdzlenen tiiplerden enzim

havuzu olusturuldu.

3. basamakta ise bu enzim havuzu Concavalin A afinite kolonuna yiiklendi (Jones et al.,

2001 ).

Myrosinaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar karakterizasyon i¢in kullanildi. Kantaron
bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin aktivite-absorbans grafigi Sekil 4.2°de

verilmigtir.
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Sekil 4.2. Concavalin A afinite kromotografisi kullanilarak kantaron (Hypericum perforatum
L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin Tris HCI tamponu ile eliisyonu.
*Kolon ¢ap1 1.5 cm ve boyu 30 cm, eliisyon hizi 20 mL/saat ve fraksiyon hacmi 5 mL.

4.2.2. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin
Sephacryl-S200 iyon degisim ve Concavalin A afinite kromatografisi ile saflastirma

basamaklari sonuclar:

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden myrosinaz enzim homojenati elde
edildi. Elde edilen homojenattan ve saf enzimden 1’er mL numune alinarak myrosinaz
aktivitesi ve coomassie brillant blue ydntemi ile protein tayini yapildi. Bulunan
degerlere gore homojenatin Sephacryl S-200 iyon degisim kolonu ve Concavalin A
afinite kolonuna uygulanmasi sonucu kag¢ kat saflastirma yapildigi hesaplandi ve

sonuclar Cizelge 4.1°de gosterildi.
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Cizelge 4.1. Iyon degisimi ve Afinite kromotografisi ile, kantaron (Hypericum perforatum L.)
bitkisinden elde edilen myrosinaz enzim homojenatinda enzim {initesi, spesifik aktivite ve
homojenattan saflagtirilan myrosinaz enziminde enzim {nitesi, spesifik aktivite ve saflagtirma
sonuglart.

Saflastirma | Hacim | Aktivite Top}qm Protein Sp e§1ﬁk Saflagtirma
Basamaklart Aktivite Aktivite Katsayisi
mL EU/mL EU % | (mg/ml) | EU/mg

Ham Ekstrakt 175 0,15 26.95 - 1,30 0.11 -
(NH4),504 65 0,13 | 897 |33.28] 0,59 0,23 1.95
Coktiirmesi

Sephacryl S200| 70 0,15 10,50 138.96| 0,09 1.59 13.52
Concavalin A 45 0,29 13,18 |48.92| 0,03 9,16 77.63

4.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclari

Kromatografik islemler sonucu kapari bitkisinin kapsiillerinden saflastirilan myrosinaz
enziminin safligini1 kontrol etmek amaciyla SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.
Bunun icin 3.4.4’de anlatildigi gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforezine

saflagtirilan myrosinaz enzimi yerlestirildi.

Myrosinaz enzimi yani sira standart olarak molekiil agirlig1 belli olan standart protein
kulanildi.  Sonuglar kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan
myrosinaz enziminin 43,95 kDa agirliginda oldugunu gosterdi. Belirginlesen protein

bantlariin fotografi ¢ekildi. Sekil 4.3°de gosterildi.
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Sekil 4.3. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi
*(I homojenat, I myrosinaz, I1I ve IV marker)

4.4. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz

enzimi iizerine kinetik calismalarin sonuglar:

4.4.1. Myrosinaz enziminin optimum pH sonuclar1

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin
optimum pH’sin1 belirlemek i¢in pH: 4-9 aralifinda aktivite dl¢timleri yapildi. Optimum
pH tayininde, pH:4-5 araliginda 0,1 M asetat, pH:6-7 araliginda 0,1 M fosfat ve pH:8-9

araliginda 0,1 M tris tamponunda myrosinaz enziminin aktivite Ol¢iimii 3.5.1°de
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anlatildig1 gibi yapildi. Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplandi ve Aktivite-pH grafigi
¢izildi ve Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 4.4. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz
enzimi lizerine pH nin etkisi

4.4.2. Myrosinaz enziminin optimum sicaklik sonuclari

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
optimum sicakligini belirlemek i¢in 0 ile 90°C araliginda sicaklik 10’ar birim artirilarak
aktivite 6l¢iimii 3.5.2°de anlatildig1 gibi yapildi. Elde edilen sonuglardan yararlanilarak
Aktivite-Sicaklik grafigi cizildi ve Sekil 4.5’de verildi.
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Sekil 4.5. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz
enzimi iizerine sicakliginin etkisi

4.4.3. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg: tayini sonuglari

Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin molekiil agirhigi, jel filtrasyon
kromatografisi kullanilarak tayin edildi. Oncelikle dengelenmis kolona, bovine albumin
66000, carbonic anyhydrase 29000, tyripsin inhibtor 20000, o-lactalbumin 14200 igeren
standart protein ¢ozeltileri yiiklendi. 0,05 M Na3;POs/1 mM ditiyoeritrol (pH: 7,0)
tamponu ile eliie edildi ve standart grafik olusturuldu. Daha sonra molekiil agirligi tayin
edilecek olan saflagtirilmis myrosinaz enzimi kolondan gegirildi ve 0,05 M NazPO./1
mM ditiyoeritrol (pH: 7,0) tamponu ile eliie edildi. Sonuglar standart proteinlerle
karsilastirildi.

Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin jel filtrasyon kromatografisi ile
molekiil agirligi 43,95 kDa olarak bulundu. Enzim i¢in jel filtrasyon kromatografisi ile
molekiil agirlig tayini i¢in hazirlanan standart grafik ve absorbans grafigi Sekil 4.6 ve

Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6. Standart proteinlerin jel filtrasyon grafigi
*Ve: ellisyon hacmi, Vo: kolonun bosluk hacmi
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Sekil 4.7. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirlig1 tayini i¢in hazirlanan absorbans grafigi.
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4.4.4. Ky ve Vp,y degerlerinin bulunmasi

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin
maksimum hizint V. ve hiz sabitini Ky'yi belirlemek i¢in substrat olarak sinigrin
kullanildi. Artan substrat konsantrasyona karsi aktiviteler belirlendi. Bu amagla 20 mM
sinigrin ¢ozeltisinden sirastyla her tiipe 100 pl, 300 ul, 500 pl, 650 ul ve 750 pl ilave
edildi. Kor olarak ayni substrat konsantrasyonlar1 hazirlandi. Numune tiipii i¢erisine 500
ul saf enzim ve bu enzim substrat karisiminin son hacmi 1.5 mL olacak sekilde tampon
coOzelti ilave edildi. Kor i¢in enzim ¢ozeltisi yerine tampon ¢dzelti konularak son hacim
1.5 mL tamamlandi. Tiipler 40 dak 37°C’de su banyosunda bekletildi. Daha sonra 10
dak 100°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Her bir tiipten 250 pl alinarak ve tizerine
glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz tayin kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak
37°C’de bekletildi ve son olarak 1’er ml 2N H,SO, ilave edildi. 540 nm’de

absorbanslari 6lgildii.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver Burk egrileri ¢izildi. Ky ve Viax degerleri
degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglardan Vy,x ve Ky degerleri ise sirasiyla Vi ve
Ky degerleri sirasiyla 3,62 umol/L.dak ve 0,056 mM olarak belirlendi ve Linewear-
Burk grafigi Sekil 4.8’de verildi.
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Sekil 4.8. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz
enziminin sinigrin substratiyla elde edilen Linewear-Burk grafigi

4.4.5. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirillan myrosinaz
enzim aktivitesi iizerine baz1 katyonlarin ve bilesiklerin etkisinin belirlenmesi

sonuclari

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enzim
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM Cu2+, Mn2+, Mg2+, Fe3+, Zn+2, Ca®
katyonlarinin ve 10 mM, 1 mM, 0,1 mM askorbik asit ve SDS’nin etkisi 3.5.6’de
anlatildig1 gibi belirlendi. Bunun i¢in aktivite sinigrin varhiginda belirlendi. Sonuglar
Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil
4.16’da grafik halinde verilmistir.
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Sekil 4.9. Kantaron saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi tizerine Cu®"1n etkisi
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Sekil 4.10. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi lizerine
Mn”"’nin etkisi
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Sekil 4.11. Kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin aktivitesi iizerine
Mg**un etkisi

12 4 —e—10mM —e—1mM —o—0,1mM
10 4
'Tbl)
g g
=
g
S 6
=]
-
E
o0
3 4
£
3
2 _
0 ‘ ‘ > * * |
0 50 100 150 200 250 300
ul

Sekil.4.12. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi {izerine
Fe*"in etkisi
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Sekil 4.13. Kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin aktivitesi iizerine
Zn*’nun etkisi
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Sekil 4.14. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi {izerine
Ca”"un etkisi
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Sekil 4.15. Kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin aktivitesi {izerine
askorbik asit’in etkisi
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Sekil 4.16. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi {izerine
SDS’nin etkisi
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4.4.6. Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirillan myrosinaz

enzim aktivitesi iizerine bazi etken maddelerin etkisinin belirlenmesi sonuclar:

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim
aktivitesi iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM’da pantenol, cephalotin, betamethasone,
linoleik asit ve E vitaminin etkisi ve 500 ppm’de TA;, TA,, TAs, TA4, TAs, TAs, TA7,
TAg, TAg9 ve TAjp molekiillerinin etkisi 3.5.7°deki prosediir izlenerek belirlendi.
Sonuglar Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil
4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29 ve 4.30°da

grafik halinde verilmistir.
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Sekil 4.17. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine Pantenol’{in
etkisi
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Sekil 4.18. Kantaron bitkisinden Kantarondan saflagtirilan myrosinaz enzimi iizerine
sephalotine’in etkisi
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Sekil 4.19. Kantaron bitkisinden saflagtirrlan myrosinaz enzimi {izerine
betamethasone’un etkisi
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Sekil 4.20. Kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enzimi {izerine linoleik asit’in
etkisi
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Sekil 4.21. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi {izerine E vitamini’nin
etkisi
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Sekil 4.22. Kantaron bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enzimi lizerine TA;’in etkisi
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Sekil 4.23. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi tizerine TA, nin etkisi
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Sekil 4.24. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine TAj’{in etkisi
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Sekil 4.25. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine TA4’iin etkisi
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Aktivite (EU/mI)x10™

Mx107°

Sekil 4.26. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi tizerine TAs’in etkisi
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Sekil 4.27. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi tizerine TAg’nin etkisi
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Aktivite (EU/ml)x10 5

Sekil 4.28. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine TA7 nin etkisi
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Sekil 4.29. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine TAg’in etkisi
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Aktivite (EU/ml)x10 *
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Sekil 4.30. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine TAo un etkisi
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Sekil 4.31. Kantaron bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi {izerine TA;¢’in etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢alismada, myrosinaz enzimi kantaron (Hypericum perforatum L.)

bitkisinden 3 basamakta saflastirildi ve karakterizasyonu yapildi.

Literatiir arastirmalar1 sonucunda myrosinaz enziminin saflagtirilmasi i¢in Onerilen
saflagtirma teknikleri denenmis, myrosinaz enzimi saf olarak en yiiksek verimle elde

edildigi i¢in bu 3 metod sirasiyla kullanilmistir.

Birinci basamakta amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle kantaron (Hypericum perforatum L.)
bitkisinde bulunan myrosinaz enzimi konsantre hale getirilmis ve bir 6n saflagtirma
islemi yapilmistir. Ikinci basamakta anyon degistirici materyal kullamlmistir ve son

basamakta ise afinite kromotofrafisinden yararlanilmistir.

1. Basamakta, homojenatta %10 ve %100 araliginda amonyum siilfat ¢oktlirmesi
yapildi. Olusan ¢okelek 0.15 M NaCl igeren 20 mM Tris (pH: 7.5) tamponu ile ¢oziiliip,

aktivite tayini yapilinca yiiksek myrosinaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

2. Basamakta, Cokelek Sephacryl S200 kolonuna yiiklenmistir. Absorbsiyon gdsteren
fraksiyonlar icin myrosinaz aktivitesi testleri yapilmis ve daha sonra aktivite gozlenen

tiiplerden enzim havuzu olusturulmustur.

3. Basamakta ise bu enzim havuzu Concavalin A afinite kolonuna yiiklenmistir.
Absorbsiyon gosteren fraksiyonlar i¢in myrosinaz aktivitesi testleri yapilmis ve daha

sonra aktivite gozlenen tiiplerden enzim havuzu olusturulmustur (Jones et al. 2001 ).

Kismen saflastirilmasi yapilan bitki homojenati, Sephacryl S-200 kolonuna ytiklenmistir
ve kolon 20 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.5, %0.02 sodium azide tamponuyla 280

nm'de absorbans vermeyinceye kadar dengelenmistir. Amonyum siilfattan elde edilen
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cOkelek tampona alinmis ve kolona yiiklenmistir. Enzim kolondan ayni tampon ile eliie
edilmistir. Ardindan tiim tiiplerde aktivite tayini yapilmistir. Aktivite goézlenen

tiiplerden enzim havuzu olusturulmustur.

Daha sonra bu enzim havuzu afinite kromatografisi materyali olan Concavalin A ile 12
saat bektetildikten sonra kolona doldurulmustur. 20 mM Tris, 0.15 M NaCl, pH 7.5,
%0.02 sodium azide tamponu ile eliisyon yapilmistir. Aktivite gosteren fraksiyonlar
birlestirilerek enzim havuzu olusturulmustur. Myrosinaz aktivitesi gdsteren fraksiyonlar

karakterizasyon i¢in kullanilmistir (Jones et al., 2001; Palmieri et al., 1986).

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden 3 basamakta saflastiritlan myrosinaz
enziminin aktivite-absorbans grafigi Sekil 4.2.1°de verilmistir. Ayrica her 3 basamak
icin spesifik aktiviteler hesaplanarak saflastirma cizelgesi olusturulmustur. Cizelge

4.1°de enzimin 77.63 kat saflastirildigi belirlenmistir.

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
safligim1 kontrol etmek amaciyla SDS Poliakrilamid jel elektroforezi yapilmistir.
Enzimin saf oldugu belirlenmis ve jelin fotografi ¢ekilmistir. Jelin fotografi Sekil 4.3°

de gosterilmistir.

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin optimum pH
degerini belirlemek iizere deneyler yapilmis ve elde edilen sonuglarla aktivite-pH
grafigi cizilmistir (Sekil 4.4). Saflagtirilan myrosinaz enziminin optimum pH’simin 6

oldugu ve 4-8 pH araliginda ise aktivitesini korudugu belirlenmistir.

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
optimum sicaklik degerini belirlemek tlizere deneyler yapilmis ve elde edilen sonuglarla
aktivite-sicaklik grafigi cizilmistir (Sekil 4.5). Saflastirilan myrosinaz enziminin
optimum sicaklik degerinin 50°C oldugu ve 30-60°C aralifinda ise aktivitesini

korudugu belirlenmistir.
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Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
molekiil agirligr jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak 43,95 kDa olarak
belirlenmistir. Jel filtrasyon kromatografisi standart grafigi ve molekiil agirlig1 tayini

icin hazirlanan absorbans grafigi Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Km ve Viax degerlerinin hesaplanmasinda Linewear-Burk grafikleri kullanilarak Vi«
ve Ky degerleri sirasiyla 3,62 umol/L.dak ve 0,056 mM olarak belirlenmistir (Sekil
4.8).

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enzim
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM konsantrasyonlarinda Cu2+, Mn2+, Mg2 ° Fe3+,
Zn*", Ca*" katyonlarin ve askorbik asit ve SDS’nin etkisi belirlenmistir. Sonuglar Sekil
4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14 Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’de

3 ve Ca®" katyonlar1 kismen inhibe

gosterilmistir. Myrosinaz enzimini Mn®", Mg *, Fe
etmis, Zn>" ve Cu®" ise fazla etkilememistir. Askorbik Asit ve SDS myrosinaz kismen

inhibe etmistir.

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim
aktivitesi lizerine, kozmetik iriinlerin igeriginde yaygin olarak kullanilan pantenol,
cephalotine, betamethasone, linoleik asit ve E vitaminin 10 mM, 1 mM, 0, | mM
konsantrasyonlarinda etkisi belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 19,
Sekil 4.20 ve Sekil 21°de verilmistir. Myrosinaz enzimini linoleik asit fazla
etkilemezken pantenol, cephalotine, betamethasone, ve E vitamini kismen aktive

etmistir.

Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim
aktivitesi iizerine kanser hastaliklarinda iyilestirici 6zelligi oldugu bilinen TA;, TA,,
TA;, TA4, TAs, TAs, TA7, TAs, TAg ve TA;o molekiillerinin 500 ppm’de etkisi
belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil
4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de grafik halinde verilmistir.
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Myrosinaz enzimini TA; ve TAj fazla etkilezmezken, TAy tamamen inhibe etmistir.

TA, TA4, TAs, TAg, TA7, TAg, ve TAjo molekiilleri ise fazla etkilememistir.

Sonuc olarak;

1- Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden sirasiyla amonyum  siilfat
cOktiirmesi, iyon degisimi ve afinite kromotofrafisi ile myrosinaz enzimi saf olarak elde

edilmis ve karakterize edilmistir.

2- Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

optimum pH’s1 6 olarak bulunmustur.

3- Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

optimum sicakligr 50°C olarak belirlenmistir.

4- Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

Vmax Ve Ky, degerleri sirasiyla 3,62 umol/L.dak ve 0,056 mM olarak belirlenmistir.

5- Kantaron (Hypericum perforatum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

molekiil agirligi 43,95 kDa olarak hesaplanmustir.

6- Myrosinaz enzim aktivitesi {izerine Cu>", Mn”*", Mg”", Fe*", Zn*", Ca®" katyonlarinin
ve askorbik asit ve SDS’nin etkisi arastirildiginda enzim aktivitesini Mn*", Mg*", Fe’"
ve Ca®" katyonlarimin kismen inhibe ettigi, Zn™* ve Cu®" katyonlarinin etkilemedigi,

askorbik asit ve SDS’nin kismen inhibe ettigi gézlenmistir.

7- Myrosinaz enzim aktivitesi ilizerine pantenol, cephalotine, betamethasone, linoleik

asit ve E vitaminin etkisi arastirildiginda enzim aktivitesini linoleik asidin etkilemedigi,
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pantenol, cephalotine, betamethasone, ve E vitamininin kismen aktive ettigi

gbzlenmistir.

8- Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine TA|, TA,, TAs, TA4, TAs, TAs, TA7, TAg, TAg
ve TAjp molekiillerinin etkisi arastirildiginda enzim aktivitesini TA, ve TAj’lin
etkilemedigi, TAo¢un inhibe ettigi, TA;, TA4, TAs, TAs, TA7;, TAg, ve TAj

molekiillerinin ise etkilemedigi belirlenmistir.

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin bir ¢ok yerinde dogal olarak yetisen kantaron (Hypericum
perforatum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin tanimlanmasi yapilmistir.
Daha sonra myrosinaz enziminin kozmetik {iriinlerinin ve kanser tedavisinde kullanilan
ilag icerigindeki etken maddelerle ge¢imliligi arastirilmis, kozmosdétik ve tedavi amach
kullanilip kullanilamayacagi sorusuna cevap aranmustir. Sonuglara bakildiginda
myrosinaz enziminin, optimum sicaklik degeri ve ozellikle cildin pH'st dikkate
alindiginda optimum pH degeri kozmosotik amacla kullanimi i¢in olduk¢a uygun
bulunmustur. Kozmetikte yaygin olarak kullanilan etken maddelerle gecimli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica kanser hastaliinda iyilestici 6zelligi oldugu bilinen TAx serisi ile
genel olarak gecimli oldugu goriilmektedir. Kantoran (Hypericum perforatum L.)
bitkisinin toksik olmamasi ve tamamen dogal olmasi nedeniyle sadece bitki ekstrakti

olarak da kullanimi mimkindiir.
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