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PEROKSİDAZ ENZİMİNİN AFİNİTE KROMATOGRAFİSİ İLE

BİTKİSEL KAYNAKLARDAN SAFLAŞTIRILMASI VE

KARAKTERİZASYONU
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Danışman: Yrd. Doç. Dr. Nalan ÖZDEMİR

ÖZET

Peroksidaz enziminin inhibitörü olan 4-aminobenzohidrazit molekülü tirozine

kenetlendirilerek afinite jeli hazırlandı. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata

F. Rubra) bitkisinden peroksidaz (POD) enzimi Sepharose-4B-L-tirozin-4-

aminobenzohidrazit afinite kromatografisi kullanılarak tek basamakta %2,9 verimle

120,6 kat saflaştırıldı. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’de ölçüldü.

Enzim saflığını kontrol etmek ve molekül kütlesini belirlemek için SDS-poliakrilamid

jel elektroforezi yapıldı ve tek bant gözlendi. Molekül kütlesi kırmızı lahana peroksidaz

için yaklaşık 69,3 kDa olarak bulundu. Enzim üzerinde yapılan kinetik çalışmalar

neticesinde optimum pH, optimum iyonik şiddet, optimum sıcaklık, stabil pH sırasıyla

7, 0,1 M, 30°C, 5,5 olarak tespit edildi. Guaiakol substratı için saf enzimlerin KM ve

Vmax değerleri hesaplandı ve kırmızı lahana için KM 0,048 mM ve Vmax 1,46 EÜ/mL

olarak belirlendi. Ayrıca saf peroksidaz enzimi üzerine 4-aminobenzohidrazit

inhibitörünün inhibisyon etkisi in vitro şartlarda incelendi. 4-aminobenzohidrazit

inhibitörü bitki peroksidazı için yarışmasız inhibisyon gösterdiği bulunmuştur ve

kırmızı lahana için IC50 değeri 1,047 mM olarak Ki değeri ise 0,0702±0,05 mM olarak

tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Afinite, peroksidaz, saflaştırma, karakterizasyon
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE

ENZYME FROM VEGETABLE SOURCE BY AFFINITY

CHROMATOGRAPHY

Burcu SOMTÜRK

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences

M.Sc. Thesis, June 2013

Supervisor: Yrd. Doç. Dr. Nalan ÖZDEMİR

ABSTRACT

Affinity gel was prepared by coupling tyrosine to 4-aminobenzohydrazide molecule that

is an inhibitor of the peroxidase enzyme. Peroxidase (POD) enzyme of red cabbage

(Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) plant was purified in a single step by using

Sepharose-4B-L-tyrosine-4-aminobenzohydrazide affinity chromatography with 2,9%

yield, 120,6-fold. Enzyme activity was measured spectrophotometrically at 470 nm.

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was performed to check the enzyme purity and

to  determine  molecular  weight  and  a  single  band  was  observed.  Molecular  masses  of

weight of purified enzyme was found to be approximately 69.3 kDa. As a result of the

kinetic studies of the enzyme; optimum pH, optimum ionic strength, the optimum

temperature and stable pH were determined as 7, 0.1 M, 30°C, 5,5 respectively for red

cabbage.  KM and Vmax values were calculated for the purified enzyme using guaiacol as

substrate and for red cabbage.  KM and Vmax values were found as 0,048 mM and 1,46

EU/mL. Also, inhibitory effect of 4-aminobenzohydrazide inhibitor on purified

peroxidase enzyme was examined in vitro conditions. 4-aminobenzohydrazide have

shown noncompetitive inhibition for purified peroxidase enzyme of red cabbage, IC50

value was calculated as 1,047 mM and Ki value was calculated as 0,0702±0,05 mM.

Keywords: Affinity, peroxidase, purification, characterization
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GİRİŞ

Canlı sistemlerde meydana gelen olayların anlık olabilmesi, yürüyen mekanizmanın

aksamaması ve işlevini olağan sürecinde yerine getirebilmesi için enzimler önemlidir.

Bu işlemler metabolizma içerisinde biyolojik katalizörler tarafından

gerçekleştirilmektedir. Katalitik RNA moleküllerinin küçük bir grubu hariç, bütün

enzimler protein yapısındadır. Katalitik aktiviteleri, doğal protein konformasyonunun

sağlamlığına bağlıdır. Eğer enzim denatüre olursa veya alt birimlerine ayrılırsa katalitik

aktivitesini genellikle yitirir. Bu yüzden protein enzimlerinin birincil (primer), ikincil

(sekonder), üçüncül (tersiyer) ve dördüncül (kuarterner) yapısı katalitik aktivite için

esastır.

Oksidoredüktazların bir üyesi olan Peroksidaz (E.C.1.11.1.7), bir heme proteinidir ve

hidrojen peroksiti (H2O2) bir elektron akseptörü olarak kullanarak organik ve inorganik

substratların oksidasyonunu katalizler.

Peroksidazlar (POD); mikroorganizma, bitki ve hayvan gibi organizmalarda geniş

ölçüde yayılmıştır. POD özellikle hücre duvarında bulunur ve bitkilerin büyümesini ve

gelişmesini kontrol eden önemli enzimlerden biridir.

Bitkisel peroksidazlar, birçok iyonik formları mevcut olan, canlı ortamında bitki

büyüme ve farklılaşmasını kontrol eden anahtar enzimlerden biridir. Aynı bitki kaynağı

içinde bulunan birçok izoperoksidaz formunun moleküler kütlesi, optimal pH ve

sıcaklık, izoelektrik nokta, substrat özgüllüğü, aminoasit ve şeker bileşimi ve ısı

stabilitesi açısından önemli ölçüde farklılık gösterebilir. İşlevsel olarak, bu enzimler bir

reaksiyonu katalizleyen bir oksidoredüktaz gibi davranırlar ve burada H2O2 akseptör

(alıcı) olarak davranır ve diğer bir bileşik hidrojen atomlarnın donörü (verici) olarak

davranır.
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Peroksidaz yüksek hassasiyetinden dolayı mikroanalitik ve klinik tanı için önemli bir

ayıraç olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. Bunlara ilaveten, ilaç, kimya ve gıda

sanayinde peroksidaz için yeni uygulamalar önerilmektedir. Ticari olarak peroksidazlar,

alkaloid üretimi, biyosensör yapımı, hava kirliliği ve hasar kontrolü, gıda üretimi, gıda

depolama, organik bileşiklerin biyotransformasyonu, fenoller ve aromatik aminler

içeren endüstriyel atık sularının arıtılması, oksidanların üretimi, yakıtlarda lignin

parçalama, biyo-bozulma işlemi, araştırma ve tıbbi teşhis için ikincil antikorların

üretimi, dimerik alkaloidlerin üretimi, birçok dondurulmuş meyve kalitesinin

bozulmasının önlenmesi, organik bileşiklerin biyodönüşümleri, hazır yiyeceklerin

bozulmasının önlenmesi amacı ile kullanılmaktadır. Aynı zamanda, peroksidaz

enziminin saflaştırılması ile ilgili birçok kromatografik yöntem olmasına rağmen

enzimlerin saflaştırılmasında çok önemli bir yöntem olan afinite kromatografisi ile ilgili

literatürde çok detaylı saflaştırma prosedürü yoktur. Bu amaçla endüstriyel, analitik,

biyomedikal, mikro analitik ve klinik tanıda büyük öneme sahip olan peroksidaz

enziminin, kırmızı lahana bitkisinden saflaştırılması amaçlanmıştır.

Sunulan tez çalışmasında; kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)

bitkisinden peroksidaz (POD) enzimi Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzohidrazit

afinite kromatografisi kullanılarak tek basamakta %2,9 verimle 120,6 kat saflaştırıldı.

Molekül kütlesi kırmızı lahana peroksidaz için yaklaşık 69,3 kDa olarak bulundu.

Saflaştırılan peroksidaz enzimi üzerinde yapılan kinetik çalışmalar neticesinde optimum

pH, optimum iyonik şiddet, optimum sıcaklık, stabil pH sırasıyla 7, 0,1 M, 30°C, 5,5

olarak tespit edildi, ve KM 0,048 mM, Vmax 1,46 EÜ/mL olarak belirlendi. Kırmızı

lahana için IC50 değeri 1,047 mM, Ki değeri ise 0,0702±0,05 mM olarak tespit edildi.



1. BÖLÜM

GENEL BİLGİLER

1.1.Enzimler

Enzimler, canlı organizmalardaki reaksiyonları hiçbir yan ürün oluşturmadan %100’ lük

bir ürün verimi sağlayarak katalizleyen, katalitik RNA moleküllerinin küçük bir grubu

hariç protein yapısındaki biyolojik katalizörlerdir. Enzimler protein yapısında

olduklarından primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (üçüncül) ve kuaterner

(dördüncül) yapılarını korumaları aktiflikleri açısından oldukça önemlidir. Enzimlerin en

önemli özellikleri katalizleme güçleri ve spesifiklikleridir [1, 2].

Bazı enzimler katalizleme fonksiyonlarını sadece protein yapılarıyla yerine

getirebilirken, bazıları ise protein yapısında olmayan kofaktör adı verilen gruplara

ihtiyaç duymaktadırlar. Kofaktör metal iyonu olabileceği gibi koenzim adı verilen

kompleks bir bileşik de olabilir [1- 3].

Bu bakımdan enzimler yapılarına göre, basit enzimler ve bileşik enzimler olmak üzere

ikiye ayrılırlar.

Basit enzimler, sadece proteinden meydana gelir. Bunlara en iyi örnek sindirim

enzimleri (pepsin, tripsin, gibi enzimler) ve üreyi parçalayan üreaz enzimidir.

Reaksiyon, direk olarak protein kısmı tarafından yürütülür.

Bileşik enzimler ise, iki kısımdan meydana gelir:
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Protein + Vitaminler

Protein + Mineral maddeler veya metal iyonları

Bu enzimlerin protein kısmına apoenzim, vitamin kısmına koenzim denilmektedir.

Metal iyonları ve mineral maddeler gibi kısımlarına ise enzim aktivatörleri denir.

Katalitik olarak aktif olan enzim kofaktör kompleksine haloenzim adı verilir. Apoenzim

katalitik olarak inaktiftir [5].

Aktif merkeze bağlanan ve enzimin dönüşüme uğrattığı molekül substrat olarak

adlandırılır. Aktif merkez yüzeyi, yan grupları substrata bağlanan ve bunun kimyasal

transformasyonunu katalizleyen amino asit bakiyeleri oluşturulmuştur. Enzimler,

oldukça spesifiktirler. Her substrat veya substrat grubunun spesifik bir enzimi vardır.

Enzimler substratlarına göre daha büyük moleküllerdir. Reaksiyonun gerçekleştiği yer

ise küçük bir bölgedir [4]. Yapısı aydınlatılmış enzimlerin hepsinde aktif merkezin

küçük bir oyuk, girinti veya cep şeklinde olduğu bilinmektedir.

Substratın enzime bağlanması ile ilgili iki model vardır;

1- Anahtar kilit modeli

Substratlar, enzimlerde aktif bölge adı verilen özel bir bölgeye bağlanmaktadır. Bu

durumda enzim-substrat kompleksi oluşmaktadır.

2-İndüklenmiş uyum modeli

Enzimin aktif bölgesi substrat bağlanmasına uygun olsa da, bağlanma sırasında, hem

enzim konformasyonu, hem de substratın şekli biraz değişikliğe uğrayarak aktif

kompleksi oluşturmaktadır [5].

1.2. Enzim katalizli reaksiyonların hızını etkileyen faktörler

1.2.1. Sıcaklık

Enzim katalizli reaksiyonların hızı sıcaklık ile artar. Fakat belirli bir sıcaklığa ulaştıktan

sonra azalmaya başlar. Bazı enzimler (termofilik bakterilerden izole edilen enzimler)

100°C sıcaklığa kadar kısa süreli dayanabilirler. Ancak, enzimlerin çoğu 40–60°C gibi

sıcaklıklarda denatüre olabilmektedirler. Bu nedenle canlı dokulardan ekstrakte edilen
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enzimlerin soğuk oda, buzdolabı, derin dondurucu gibi yerlerde saklanması

gerekmektedir. Sıcaklık artışı belirli bir yere kadar aktiviteyi artırmaktadır,  sonrasında

ise aktivitede düşüş başlar. Bunun nedeni ise, enzimin denatürasyonundan

kaynaklanmaktadır. Aktivitenin maksimum olduğu sıcaklığa optimum sıcaklık

denilmektedir [6].

1.2.2. pH

Enzimin maksimum aktivite gösterdiği pH’a o enzimin optimum pH’sı denilmektedir.

Optimum pH’nın her iki yanındaki pH değerlerinde aktivite kaybı olmaktadır ve bunun

nedeni ise pH değişimine bağlı olarak enzimin veya substratın taşıdığı yüklü grupların

iyonizasyonun ve bunun sonucunda enzimin üç boyutlu yapısının değişmesinden

kaynaklanmaktadır [1].

1.2.3. Enzim konsantrasyonu

Enzim katalizli reaksiyon hızı, enzimin substratına doygun olduğu şartlarda enzim

konsantrasyonuna bağlı olarak artış gösterir. Ortamdaki enzim molekülü ne kadar fazla

ise reaksiyon daha hızlı yürür.  Substratın oldukça fazla olduğu bir ortamda ve optimal

şartlarda enzimatik reaksiyonun ölçülen ilk hızı (Vo), enzim konsantrasyonu [E] ile

doğru orantılı olarak artar [1].

1.2.4. Zaman

Enzim katalizli reaksiyonların hızı zamanla azalır.

Bunun nedenleri arasında,

- Enzimin zamanla inaktive olması

- Reaksiyonu önleyen maddelerin oluşumu ve substratın tükenmesidir.

Aynı zamanda enzimatik reaksiyonda yer alan bileşenlerin miktarlarıda zamana bağlı

olarak değişebilir [1].

1.2.5. Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonun ve diğer bütün şartların sabit olduğu bir ortamda enzimatik

tepkimenin hızı, substrat konsantrasyonunun artırılmasıyla doğrusal bir artış gösterir,
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daha sonra substrat ilavesine devam edildikçe hız giderek daha az bir artış

göstermektedir ve belirli bir süre sonra ise Vmax düzeyinde sabit kalır.

Şekil 1.1. Reaksiyon hızının substrat konsantrasyonu ile değişimi grafiği

1.2.6. Ürün konsantrasyonu

Enzim katalizli reaksiyonların dönüşümlü olmasından dolayı zamanla ürünlerin

birleşerek reaktantlara dönüşümü söz konusudur. Bu da enzim katalizli reaksiyonların

başlangıç hızını değiştirmektedir.

1.2.7. Çeşitli iyonlar

Kofaktör gerektiren enzimler üzerinde metal iyonunun varlığı ya da yokluğu ve aynı

zamanda konsantrasyonu oldukça etkili bir faktördür.

1.2.8. Fiziksel faktörler

Fiziksel faktörlerin başında, ışık ve radyasyon gelmektedir. Işığın enzimler üzerindeki

etkisi değişiklik göstermektedir. Örneğin, kırmızı ve mavi ışık tükürük amilazın

aktivitesinde artışa neden olurken,  UV ışınlarının ise aktiviteyi azalttığı görülmektedir.

Vmax

Vmax/2

V
0.Derece

[Substrat]

1.Derece
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1.2.9. İnhibitör

İnhibitörler, enzim katalizli reaksiyonların hızını azaltan maddelerdir. İnhibitörler,

enzimin aktif merkezine bağlanarak, enzim-substrat kompleksinin oluşumunu önlerler.

Bu nedenle ortamda inhibitör varlığı enzim katalizli reaksiyonun hızını azaltır [5].

Bununla ilgili farklı mekanizmalar vardır. Etki mekanizması ayrıntılı olarak inhibisyon

başlığı altında anlatılacaktır.

1.3. Enzim kinetiği

Enzim, substratı ürüne dönüştürürken öncelikle bir  ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’’

oluşturmaktadır, sonra bu kompleks ürün ve enzime dönüşmektedir. Enzim kinetiği

mekanizması Şekil 1.2’ de gösterilmektedir [6].

Enzim + Substrat

Şekil 1.2. Enzim Kinetiği Mekanizması

Burada ES kompleksi, serbest enzim ve serbest substrat’ dan k1 hızı ile oluşur. ES’ nin

ayrışması ise k2 hızındaki geri reaksiyonla ve k3 hızı ile serbest ürün ve serbest enzime

ayrışması ile olmaktadır. Enzim reaksiyonları üzerinde kinetik çalışmalar ilk olarak

1913 yılında Michaelis-Menten tarafından yapılmıştır. Michaelis-Menten kinetiğine

göre, başlangıç enzim derişimi sabit alınıp reaksiyon hızının substrat derişimine

bağlılığı incelenmiştir. Sonuç olarak, hiperbolik bir fonksiyon ve eğri elde edilir (Şekil

1.3).

ES Ürün + Enzim

k1

k2

k3
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Vmax

Vmax/2

V

V=Vmax

[Substrat]

Şekil 1.3. Michaelis- Menten grafiği

Michaelis-Menten Bağıntısı şu şekilde tanımlanır.

V =

Burada Vmax  y eksenini kestiği noktadır ve maksimum hız olarak belirtilmektedir. KM

(Michaelis-Menten sabiti), maksimum hızın yarısına (Vmax /  2)  karşılık  gelen  substrat

derişimidir. Vmax ve KM, enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafiğinin birinci bölgesinde [S] << KM olduğundandan grafik

doğrusaldır. İkinci bölgede ise büyük substrat konsantrasyonlarında herhangi bir ihmal

yapılamamaktadır, reaksiyon karışık dereceden yürümektedir. Üçüncü bölgede [S] >>

KM’ dir, bu nedenle V = Vmax olur ve reaksiyon sabit hızla devam eder.

Michaelis-Menten grafiği ile bir hiperbol elde edilmektedir. Ancak, uygulamalarda

kolaylık sağlanılması amacı ile bir doğru denklemine dönüştürülmesi gerekir. Bunun

için eksen ölçekleri uygun şekilde değiştirilerek doğru denklemine dönüştürülür. En çok

kullanılanı ise Lineweaver-Burk denklemidir.

1

V
=

Km
Vmax

1
S +

1
V

Vmax [S]

KM + [S]
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Bu denkleme göre ordinatta 1 / Vmax, apsiste 1 / [S] değerleri olmak üzere bir doğru elde

edilir. Bu doğrunun eğimi ise KM / Vmax’dır (Şekil 1.4) [7].

İnhibitör yok

1/V

1/S

-1/Km

1/Vmax

Eğim: KM/Vmaxa

Şekil 1.4. Lineweaver-Burk grafiği

1.4. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin aktivitelerini azaltan ya da tamamen durduran maddelere inhibitör denir.

Bazı ilaçlar ve bir kısım kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkilerine engel olurlar.

İnhibisyon, bazı bileşikler tarafından enzimlerin in vivo yada in vitro olarak

aktivitelerinin azaltılması veya tamamen durdurulmasıdır.

Enzim inhibitörleri ile enzim inhibisyonu dönüşümlü veya dönüşümsüz olabilir [8].

Eğer inhibisyon geri dönüşümlü ise inhibitör enzime nonkovalent olarak bağlanmıştır.

İnhibisyon geri dönmüyor ise geri dönüşümsüz inhibisyondur [9].

İnhibitörler, hem enzim etki mekanizmaların da hem de metabolik yolların

aydınlatılmasında biyokimyacılar açısından önemli bir yere sahiptir [1, 2].

İnhibitörler genellike küçük molekül ağırlığına sahip bileşikler veya iyonlardır [10].
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Enzimatik inhibisyon iki ana gruba ayrılır. Bunlar;

1. Dönüşümsüz inhibisyon: İnhibitörün enzime kovalent olarak bağlanması ile

meydana gelen inhibisyon türüdür. Dönüşümsüz inhibisyonda enzimlerin bir veya daha

fazla fonksiyonel grubu etkilenmektedir. Dönüşümsüz inhibisyon da Vmax azalırken, KM

(enzimin substrata ilgisini gösteren sabit) değişime uğramamaktadır [1, 11].

Dönüşümsüz inhibisyonun şematik gösterimi Şekil 1.5’ de verilmiştir.

E

EE

E

S
S + P

I

I

Şekil 1.5. Dönüşümsüz inhibisyonun şematik gösterimi (S: Substrat, I: İnhibitör, P:

Ürün, E: Enzim)

2. Dönüşümlü inhibisyon: Enzim ile inhibitör etkileşmesinin bir denge reaksiyonu

oluşturduğu dönüşümlü inhibisyon türü dönüşümsüz inhibisyonun tersidir.

Dönüşümlü inhibisyon 3 gruba ayrılmaktadır. Bunlar;

- Yarışmalı inhibisyon

- Yarışmasız inhibisyon

- Yarı yarışmalı inhibisyon
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1.4.1. Yarışmalı inhibisyon

Dönüşümlü inhibisyon türleri içerisinde inhibisyonun en basit olanı yarışmalı inhibisyondur

[14]. Dönüşümlü enzim inhibisyonunda, inhibitör, enzimin aktif yeri için substrat ile

yarışmaktadır. Bu inhibisyon türünde, yapı itibariyle inhibitör substrata benzemekte ve

enzimin aktif bölgesine bağlanarak substratın enzime bağlanmasını önlemektedir.

Yarışmalı enzim inhibisyonunda inhibitör madde, enzimin substratına olan ilgisini

azaltır; KM değeri büyür [1, 11, 12]. Yarışmalı inhibisyon Şekil 1.6’ da gösterilmiştir.

E

EE

E

S
S + P

I

I

Şekil 1.6. Yarışmalı enzim inhibisyonu (S: Substrat, I: İnhibitör, P: Ürün, E: Enzim)

Yarışmalı enzim inhibisyonunda inhibitör enzime tersinir olarak bağlandığından

yarışma, basit olarak daha fazla substrat ekleyerek substrat lehine çevrilebilir. Yeterli

substrat varsa bir yarışmalı inhibitörün enzime bağlanma olasılığı oldukça azdır. Bu

durumda reaksiyon az çok normal bir Vmax değeri gösterir, fakat yarışmalı inhibitörün

varlığında, yarı maksimal hızın gözlendiği noktadaki substrat konsantrasyonu olan KM

değeri artar.

1.4.2. Yarışmasız inhibisyon

Yarışmasız inhibisyonda inhibitör ve substrat arasında yarışma olmamaktadır, inhibitör

ve substrat aynı anda enzime bağlanabilmektedir.
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Bu durumda bağlanma enzimin aynı bölgesinde olmamaktadır. İnhibitör ve substrat

farklı bölgelere bağlandığından dolayı enzimin iki çeşit inaktif kompleksi meydana

gelmektedir.

Bu nedenle, substrat konsantrasyonunu artırmakla inhibisyon ortadan kalkmamaktadır.

Enzimin Vmax değeri azalırken KM değeri sabit kalmaktadır. Yarşmasız inhibisyon Şekil

1.7’ de gösterilmiştir.

E EE
S

S + P

I
E E S

I

II

Şekil 1.7. Yarışmasız enzim inhibisyonu (S: Substrat, I: İnhibitör, P: Ürün, E: Enzim)

İnhibitör yok

İnhibitör var
1/V

1/S

-1/Km

1/Vmax

Şekil 1.8. Yarışmasız enzim inhibisyonu için Lineweaver-Burk grafiği
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1.4.3. Yarı yarışmalı inhibisyon

Yarı yarışmalı inhibisyon türünde inhibitör serbest enzime bağlanmaz. Sadece ES

kompleksine bağlanabilmektedir. Bu yüzden tek substratlı sistemlerde yarı yarışmalı

inhibisyon türüne daha az rastlanılırken, iki substratlı reaksiyonlarda yaygın olarak

karşımıza çıkmaktadır. Bu durumda inhibitörler var olduğu sürece ortamdan sürekli

olarak ES kompleksi uzaklaşmaktadır ve bunun sonucunda KM azalır.  Ayrıca  bu

ortamda ESI kompleksi sürekli var olduğundan Vmax değeri de düşmektedir. Yarı

yarışmalı inhibisyon Şekil 1.9’ da gösterilmiştir [1].

E E
S

S
+ P

E S

I

I

E

Şekil 1.9. Yarı yarışmalı enzim inhibisyonu (S: Substrat, I: İnhibitör, P: Ürün, E: Enzim)

İnhibitör yok

İnhibitör var
1/V

1/S

-1/KM

1/Vmax

Şekil 1.10. Yarı yarışmalı enzim inhibisyonu için Lineweaver-Burk grafiği
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1.5. Enzim aktivite birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda çok az miktarda bulunduklarından miktarlarının ölçümü

çok zordur. Ancak aktiviteleri ölçülebilmektedir. Bir enzimin aktivitesi farklı şekillerde

ifade edilebilir. Örneğin, 1 mg enzim proteini tarafından birim zamanda meydana

getirilen absorbans değişikliği bir birim olarak ifade edilebilmektedir. Fakat dünya

genelinde, elde edilen sonuçları karşılaştırabilmek için daha standart bir birim

tanımlaması geliştirilmiştir. Bu uluslarası ünite (International Unit; IU) veya enzim

ünitesi olarak ifade edilmektedir. Optimum şartlarda, bir ünite enzim, bir dakikada

1μmol ürünün oluşumunu (veya 1 μmol substratın dönüşümünü) katalizleyen enzim

miktarıdır.

Spesifik aktivite

Bir enzimin aktivitesini tanımlamak için kullanılan aktivitedir. Bir enziminin spesifik

aktivitesi, 1 miligram protein başına düşen enzim ünitesinin sayısıdır. Spesifik aktivite,

enzim ünitesi/mg protein olarak hesaplanır. Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve

o enzime özgü bir değerdir. Spesifik aktiviteden yola çıkarak enzim ünitesini miligram

olarak tanımlamak da mümkündür.

ünite/spesifik aktivite ( ünite/mg) = miligram enzim

Katal

Uluslararası Biyokimya Birliği, Enzim Alt Komisyonu tarafından önerilmiş bir birim de

katal (Kat)’dır. Optimum şartlarda 1 katal, 1 saniyede 1 mol substratı ürüne dönüştüren

enzim miktarıdır.

1.6. Enzimlerin adlandırılmaları ve sınıflandırılmaları

Enzimler, önceleri dönüşüme uğrattıkları maddeler ‘‘substrat’’ adı verilen bileşiklerin

isimlerinin sonuna, ‘‘az’’ eki getirilerek isimlendirilmiştir. Fakat zamanla daha farklı ve

daha fazla enzimin keşfedilmesi ile sistematik bir isimlendirmeye ihtiyaç duyulmuştur.

Bu nedenle yeni keşfedilen enzimler Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji

Birliği (IUBMB) tarafından yeni bir adlandırılmaya ve sınıflandırılmaya tabi
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tutulmaktadır. Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği (IUBMB)

tarafından önerilen ve benimsenen sistematik adlandırmada enzimler, altı büyük sınıfa

ayrılırlar, her sınıfın da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt sınıfları vardır. Buna

göre enzim sınıfları aşağıda verilmiştir [9].

- Oksidoredüktazlar

- Transferazlar

- Hidrolazlar

- Liyazlar

- İzomerazlar

- Ligazlar (Sentetazlar)

1. Oksidoredüktazlar: Yükseltgenme-indirgenme (elektron transferi) reaksiyonlarını

katalizleyen enzimlerdir. Bu sınıf enzimlerin substratları genellikle elektron ve hidrojen

vericidir. Katalizledikleri reaksiyon tipine göre, dehidrogenazlar oksidazlar ve

redüktazlar olarak adlandırılır. Oksijen, elektron veya hidrojen alıcısı ise bu durumda

oksidazlar olarak isimlendirilirler.

2. Transferazlar: Moleküller arası grup (metil, açil, glikozil yada fosfat gibi) transferini

katalizleyen enzimdir.

3. Hidrolazlar: Çeşitli bağların ( C-C, C-O, C-N ve bazı diğer bağların) hidrolitik

yıkımını katalizleyen enzimlerdir. Ayrıca suyun katıldığı parçalanma ve kondenzasyon

reaksiyonlarını katalizlerler.

4. Liyazlar: C-C, C-O ve C-N bağlarının eliminasyon yoluyla yıkımını katalizleyen

enzimlerdir. Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun örnekleridir.

5. İzomerazlar: Bir molekül içindeki geometrik ve yapısal olarak yeniden düzenlenmeyi

(izomerik şekil oluşumu reaksiyonları) katalizleyen enzimlerdir. Katalizledikleri değişik

izomerizasyon tipine göre rasemaz, epimeraz, izomeraz, mutaz vb. gibi alt isimler

alırlar.

6. Ligazlar: Yüksek enerjili fosfatların hidrolizi ile birlikte yürüyen karbon ve O, S, N

arası bağ oluşumunu katalizleyen enzimlerdir. Aminoasitleri aktive eden enzimler,

açilCoA – sentetazlar bu grubun örnekleridir [9].
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Uluslar arası enzim sınıflandırmasında her enzime 4 numara verilmektedir (C:1.2.3.4.).

İlk numara enzimin altı sınıftan hangisine ait olduğunu, ikinci numara etki ettiği

kimyasal yapıyı veya fonksiyonel grubu, üçüncü numara akseptörü, dördüncü numara

ise belli bir sınıfta enzimin aldığı sıra numarasını göstermektedir.

1.7. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, saflaştırılmak istenen molekülün matriks’e kovalent olarak

immobilize olan liganda spesifik ve tersinir bağlandığı bir tekniktir ve bir çeşit

adsorpsiyon kromatografisidir. Çoğu zaman saflaştırma ve aktif metaryalin geri

kazanılması oldukça yüksekdir. Diğer tekniklerle saflaştırma işlemi çok basamak

gerektirirken, afinite kromatografisi ile tek basamakta saflaştırma yapılabilmektedir.

Yüksek seçiciliğinden dolayı ve birbirini etkileyen moleküllerin tabii spesifitesinden,

afinite kromatografisi birçok amaç için kullanılanılır [13, 14]. Bunlar;

a) Komleks biyolojik karışımlardan maddeleri saflaştırmak için

b) Bazı maddelerin denatüre olmuş şekillerinden tabi şekillerini ayırmak için

c) Büyük miktarlardaki kirleticiyi, küçük miktardaki biyolojik metaryallerden

ayırmak için

İlk olarak 1910 yılında amilazın, nişastaya adsorpsiyonu sonucu izolasyonunda afinite

kromatografisi kullanılmıştır. Afinite kromatografisinin geçmiş denemelerdeki eksik

yanları ortadan kaldırılmış ve hatta siyanojen brömür ile aktifleştirilmiş Sepharose jeli

1972 yılında Pharmacia Fine Chemicals tarafından geliştirilmiş. Günümüzde yapılan

çalışmalarda farklı fonksiyonel gryplar vasıtasıyla matrikslere immobilize olan bir seri

ligand elde edilmiştir ve aynı zamanda birçok biyolojik maddeyi ayırabilecek spesifik

adsorbanlar üretilmiştir [15].

1.8. Afinite kromatografisi prensibi ve uygulandığı biyolojik sistemler

1.8.1. Afinite kromatografisi prensibi

Başarılı bir ayırım yapılabilmesi için biyospesifik ve matrikse kovalent bağlanabilecek

bir ligant gerekmektedir. Bunun içinde immobilize edilen ligandın ilgili madde (N) yani

numune için spesifik bağlama afinitesi olması gerekir ve bağlanmayan materyalin yani
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safsızlığın yıkanmasından sonra, bağlı numunenin aktif bir şekilde seçimli adsorpsiyonu

için kullanılabilir bir yöntem bulunması gerekmektedir. Afinite kromatografisinin

prensibi Şekil 1.11’de gösterilmiştir:

Şekil 1.11. Afinite kromatografisi prensibi [13]
*((l)’de ligand matrikse kovalent bağlanır, (2)’de saflaştırılacak numune kolona adsorbe olup, safsızlıklar
akar ve (3)’de numune elüe edilir)

Şekil 1.11’da görüldüğü üzere (1)’de ligand matrikse kovalent bağlanır, (2)’de

saflaştırılacak numune kolona adsorbe olup safsızlıklar akar ve (3)’de numune elüe

edilir. Afinite kromatografisinin en sık kullanıldığı biyolojik sistemler Tablo 1.1’ de

gösterilmiştir [16].

Tablo1.1. Afinite kromatografisinin en çok uygulandığı biyolojik sistemler [13]

Saflaştırılacak madde Ligand
Enzim                                               Substrat, inhibitör, kofaktör

Antikor                                             Antijen, virüs, hücre

Lektin                                               Polisakkarit, glikoprotein, hücre, hücre yüzey
                                                          reseptörü

Nükleik asit                                      Komplomenter baz dizisi, histon, nükleik asit

                                                         izomeraz

Hormon                                            Reseptör, taşıyıcı protein

Hücre                                               Hücre yüzeyi spesifik proteini, lektin
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1.8.1.1. Matriks

Matriks olarak afinite kromatografisinde Sephadex, Sepharose, Bio-jel gibi birçok jeller

kullanılır. İnci şeklinde dizilmiş bir agaroz jel olan Sepharose içlerinde en çok

kullanılanıdır. Bu jel, matriks için gerekli olan bütün şartlara sahiptir.

Şeker kalıntıları üzerindeki hidroksil grupları, bir ligandın kovalent olarak bağlanması

için kolayca türevlendirilebilir. Sepharose 4B bunlar arasında en çok kullanılanıdır. Jel,

oldukça yüksek spesifiteli adsorpsiyon göstermektedir. Bunun böyle olması afinite

kromatografisinin gücünün spesifik etkileşmelerinden kaynaklanmaktadır. Jelin ince

yapısı, çok iyi bir akış özelliği ve partiküller arasında minimum kanallama

sağlamaktadır. Bu sebeplerden dolayı da iyi bir ayırma mümkündür. Bazı durumlarda

bu jel yerine,  bu jelin bir başka türevi kullanılabilir. Sepharose üzerinde hazırlanan

adsorbanlar, yüksek ve düşük pH, deterjanlar ve disosiye edici maddeler gibi çok

değişik şartlara dayanıklıdır [17].

1.8.1.2. Ligand

Afinite kromatografisinde, katı destek materyaline “ligand” adı verilen özel bir molekül

immobilize edilmektedir. Ligand saflaştırılmak istenen materyale karşı spesifik bir

biyolojik ilgi duyar ve onu belirli bir kuvvette dönüşümlü bir şekilde bağlamaktadır.

Ligandın maddeyi bağlama afinitesinin serbest çözeltilerde 10-4-10-8M arasında olması

istenilen bir durumdur. 10-4 M’dan daha büyük ayrışmaya sahip olan etkileşmeler,

afinite kromatografisi için uygun değildir. 10-8 M’dan daha küçük ayrışma sabitlerine

sahip olan maddelerden meydana gelen afinite kromatografisinde ise, bağlı maddelerin

inaktive edilmeden bağlanması için zor bir durumdur.

Çeşitli fonksiyonel gruplara sahip olan ligand, saflaştırılacak molekülle en az ihtimalle

spesifik etkileşme verecek grup vasıtasıyla matrikse bağlanmalıdır [18].

1.8.1.3. Uzantı Kolu

Afinite kromatografisinde saflaştırılması istenen molekülün liganda bağlanması

konusunda önemli bir problem yaşanmaktadır. Çoğu zaman matriks ile saflaştırılacak
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molekül arasında, sterik engellemelerden dolayı saflaştırılması istenen molekülün

liganda bağlanması konusunda sorun yaşanabilir ve bunun sonucunda saflaştırma verimi

azalabilir. Bundan dolayı, etkili bağlanmayı kolaylaştırmak için matriksle ligand arasına

uzantı kolları sokulur. Bu durum özellikle enzim saflaştırmalarında önemlidir. Çünkü,

spesifik bağlanmanın olacağı enzimlerin aktif bölgeleri genellikle molekülün içn

kısımlarında bulunmaktadır. Uzantı kolunun afinite kromatografisindeki rolü Şekil

1.12’de verilmiştir.

Şekil 1.12.Uzantı kolunun afinite kromatografisindeki rolü. (1) uzantı kolu olmadığı
zaman bağlanma zordur, (2) uzantı kolu bulunduğundan bağlanma kolayca
olur. ( L: Ligand, N: Numune) [13]

İşlevin yerine getirebilmesi için uzantı kolunun uzunluğu oldukça önemlidir. Uzantı

kolu çok kısa ise, kol etkisiz olmaktadır ve bu durumda ligand numuneye bağlı olan

maddeye tutunamamaktadır. Uzantı kolu çok uzun ise, spesifik olmayan etkiler fazla

olur ve bu durumda ayırmanın seçiliği azalmaktadır. Bazı çalışmalar, çok uzun uzantı

kollarının numunedeki maddelere hidrofobik etkileşmelerle bağlandığını göstermiştir ve

hidrofobik etkileşmeler, afinite kromatografisinde istenilen bir durum değildir [19].

1.8.1.4. Ligandı bağlayacak jelin seçimi

Ligandı bağlayacak jelin seçiminde, ligand molekülünde bulunan bağlanma gruplarının

tipi ve saflaştırılacak madde ile bağlanma reaksiyonunun tabiatına dikkat edilmesi

gerekir. Örneğin, amino grupları ihtiva eden bir enzim inhibitörü, matrikse amino

grupları vasıtasıyla bağlanabilir ve bu durumda inhibitörün enzim ile spesifik bağlanma

aktivitesi korunmuş olmaktadır. Ligandlardaki bağlanma bölgelerinin yeri hakkında

önceden bilgi bulunmadığı zamanlarda ise deneme yanılma yönteminin yapılması

gerekir. Ligandı immobilize etmek için çoğunlukla kullanılan gruplar ve ligandların

bağlanabileceği jeller Tablo 1.2’ de verilmiştir [20].
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Tablo1.2. Ligandları immobilize etmek için kullanılan gruplar ve bağlandıkları jeller

[13]

Ligand  Fonksiyonel grup  Bağlanacak Jel
CNBr ile aktifleştirilmiş  Sepharose 4B
CH- Sepharose 4B
Aktifleştirilmiş CH- Sepharose 4BAmino
Epoksi aktifleştirilmiş Sepharose 6B

Karboksil AH- Sepharose 4B
Tiyopropil- Sepharose 6B
Aktifleştirilmiş tiyol sepharose

Protein
peptid

aminoasit

Tiyol
Epoksi aktif.- Sepharose 6B

Hidroksil Epoksi aktif.- Sepharose 6B
CH- Sepharose 4B
Aktif. CH- CH- Sepharose 4BAmino

Epoksi aktifleştirilmiş Sepharose 6B
Şeker

Karboksil AH- Sepharose 4B
CNBr ile aktifleştirilmiş  Sepharose 4B

Polinükleotit Amino Tiyopropil- Sepharose 6B
Koenzim,
kofaktör

Antibiyotik,
steroid vs.

Amino, karboksil,
tiyol veya hidroksil

Uzantı kolu jel kullanarak

1.9. Peroksidaz Enzimi

Antioksidan enzimler ve endojen antioksidanların her ikisinde de oksidasyonu önleme

mekanizması aynıdır [21]. Bu her iki tür mekanizmada da hücre hasarlarına sebep olan

serbest radikaller giderilerek oksidatif hasarları engellenmektedir. Süperoksitdizmutaz,

peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimler, bitki dokularında oksi-radikal

detoksifikasyon prosesinde büyük öneme sahiptirler [22]. Antioksidan enzimlerin aynı

zamanda serbest oksijen radikallerini gidererek biyolojik oksidatif hasarları engellediği

bildirilmektedir. Başka bir deyişle biyolojik sistemlerde reaktif oksijen türleri

antioksidan bileşikler gibi enzimler tarafından da giderilmektedir [23].
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Peroksidaz (POD) [E.C: 1.11.1.7], hidrojen atomlarını verme eğiliminde olan bileşikler

ile  bu  atomları alıcı durumunda  olan  H2O2 bileşiği arasındaki reaksiyonu katalizleyen

bir oksidoredüktazdır [24, 25].

Hidrojen peroksit miktarı peroksizomlarda, H2O2’ten başka bir substrata ihtiyaç

duymayan katalaz enzimleri tarafından düzenlenirken, hücrenin diğer

kompartımanlarında aktivitesini göstermek için H2O2’ten başka substratlara da ihtiyaç

duyan farklı peroksidaz enzimleri tarafından düzenlenir [26].

POD, hidrojen peroksiti kullanarak organik ve inorganik substratların oksidasyonunu

katalizlerken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi çok sayıda aromatik

bileşiklerin dehidrogenasyonunu da katalizler [27, 28].

Canlılarda görev yapan farklı peroksidaz enzimleri vardır. Peroksidaz enzimlerinin en

önemlilerinden biri olan glutatyon peroksidazın önceleri sadece hayvanlarda yaygın

olarak bulunduğu kabul edilirken [29], yakın dönemlerde yapılan çalışmalar bitkilerde

de H2O2 giderilmesi için glutatyon peroksidazın görev yaptığını göstermiştir [30].

Diğer bir peroksidaz türü olan askorbat peroksidaz izoenzimleri birçok farklı bitkide

bulunmuştur. Aynı anda bitki hücresinin farklı kompartımanlarında lokalize olmuş

durumdadır. Örneğin kloroplastlarda [31, 32] ve sitozolde [33- 35] askorbat peroksidaz

izoenzimleri tespit edilmiştir. Bu enzimler indirgeme substratı olarak özellikle askorbat

kullanır ve askorbat-glutatyon olarak bilinen reaksiyon döngüsüne katılırlar. Döngü

enzimler tarafından askorbatın indirgenmiş formunun yeniden oluşturulması ile

tamamlanır [36]. Dalton ve arkadaşları benzer çalışmaları bezelye yapraklarında

gerçekleştirilmiştir [37].

Peroksidaz enziminin bitkilerde hormonal faaliyet [38], savunma mekanizmaları [39],

sebze ve meyvelerin yetişme dönemleri süresince indoleasetik asit miktarının

ayarlanması [40] ve lignin biyosentezi [41] gibi hayati fonksiyonlarda rol aldığı

bildirilmiştir.
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Peroksidazlar doğada yaygındır ve çeşitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir ki bu

fonksiyonlar; H2O2 nin giderilmesi, hücre duvarlarında ligninin parçalanması [42] ve

biyosentezi, oksin metabolizması ve yara iyileşmesi için savunma [43] ve patojen ya da

böceklere karşı savunma [44] gibi fonksiyonlardır.

Peroksidazlar mikroorganizma, bitki ve hayvan gibi organizmalarda geniş ölçüde

yayılmıştır. POD özellikle hücre duvarında bulunur [45] ve bitkilerin büyümesini ve

gelişmesini kontrol eden önemli enzimlerin biridir.

Peroksidaz,  hücre duvarlarının lignifikasyon [46], suberizasyon [47], oksin oksidasyon

[48], yaşlanması [49], organogenez [50], fenol oksidasyonu [51], hücre duvarı

proteinlernin çapraz bağlanması [52], tuz stres toleransı [53] ve doku hasarı ve patojenik

mikroorganismalardan gelen enfeksiyonlardan korunma [54-56] da dahil olmak üzere

çeşitli hücresel süreçlerinde yer alır.

POD yüksek hassasiyetinden dolayı mikroanalitik ve klinik tanı için de önemli bir

ayıraç olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. Bununla beraber, ilaç, kimya ve gıda

sanayinde peroksidaz için yeni uygulamalar önerilmektedir [57].

Peroksidaz yaygın substrat özgüllüğüne sahiptir ve bu özellikler peroksidazı

endüstriyel, analitik ve biyokmedikal uygulamalarda kullanışlı yapar. Peroksidazlar

fenolik reçine sentezi için bir katalizör [58] ve tıbbi teşhis malzemeleri için ticari olarak

kullanılır [59].

Ticari olarak peroksidazlar,  alkaloid üretimi, biyosensör yapımı, hava kirliliği ve hasar

kontrolü [60], gıda üretimi, gıda depolama, organik bileşiklerin biyotransformasyonu,

fenoller ve aromatik aminler içeren endüstriyel atık sularının arıtılması [61],

oksidanların üretimi, yakıtlarda lignin parçalama, biyo-bozulma işlemi, araştırma ve

tıbbi teşhis için ikincil antikorların üretimi, dimerik alkaloidlerin üretimi, birçok

dondurulmuş meyve kalitesinin bozulmasının önlenmesi, organik bileşiklerin

Biyodönüşümleri, hazır yiyeceklerin bozulmasının önlenmesi [62] amacı ile

kullanılmaktadır.
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POD ve katalaz, H2O2 in enzimatik uzaklaştırılması için iki ana sistemdir ve hücre

duvarlarının peroksidatif hasarı antioksidatif peroksidaz enzim sistemi tarafından

kontrol edilmiştir [63]. Ancak çok sayıda katalizlediği reaksiyonlar ve önemli sayıdaki

izoenzimik türler nedeni ile peroksidazın metabolizmada oynadığı rol açık değildir [64].

Bu nedenle, POD, klinik tanı için ve yüksek hassasiyet nedeniyle mikroanalitik

immunoassay için yaygın şekilde kullanılır.

Tıbbi, kimyasal ve gıda sektörlerinde POD için yeni uygulamalar önerilmiştir [65].

Diğer uygulamalar, çeşitli aromatik bileşiklerin sentezi ve peroksitlerin gıda ve

endüstriyel atıklarından kaldırılmasını içerir [66].

Peroksidazların fizyolojik rolü ile ilgili olarak enzim normal büyüme sırasında sekonder

hücre duvardaki ligninlerin oluşumuna [67] ve bitkiler hastalandığında ya da

yaralandığında lignin, suberin vb. gibi fenolik polimerlerin oluşumuna katılır [68,69].

Peroksidazların organik moleküllerin biyotransformasyonu için kullanıldığı

bildirilmiştir [55, 70, 71]. Onun daha yüksek katalitik aktivitesinden dolayı, çok

sayıdaki kimyasallar POD kullanılarak değiştirilebilir. Aynı zamanda çeşitli aromatik

bileşiklerin sentezi, atık sudan fenollerin uzaklaştırılması ve gıda, içecek ve endüstriyel

atıklardan peroksitlerin atılması gibi uygulamalar için kullanılabilir [72].

Peroksidaz enzimini saflaştırma çalışmaları 1960’lardan beri yapılmakta olup farklı

kaynaklardan farklı metotlarla saflaştırılmıştır. İyon değişim, afinite, hidrofobik ve

metal afinite kromatografisi bildiklerimizden birkaç tanesidir [73].

Peroksidaz, karalâhana [55], brokoli [69,74], bamya [75], tütün [76], arpa [77], lahana

[78], pamuk [79], tatlı patates yumruları [80], bürüksel lahanası [81], domates [82,83],

havuç [84], portakal [85], kavun [86], çay yaprakları [87] gibi birçok bitkiden farklı

kromatografik yöntemlerle saflaştırılmıştır. Bu amaçla; endüstriyel, analitik,

biyomedikal, mikro analitik ve klinik tanıda büyük öneme sahip olan peroksidaz

enziminin maliyet açısından oldukça düşük ve zaman açısından diğer kromatografik

yöntemlere göre daha kısa olan afinite kromatografisi tekniği ile saflaştırılması

amaçlanmıştır.
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2. BÖLÜM

GEREÇ VE YÖNTEM

2.1. Kullanılan kimyasal maddeler

CNBr  ile  aktifleştirilmiş sepharose-4B,  guaiakol,  bovine  serum  albumin  (BSA),

amonyum sülfat, sodyum asetat, N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), diyaliz

torbası, sodyum karbonat, 4-aminobenzohidrazit, hidrojen peroksit, formaldehit,

sodyum tiyosülfat, sodyum klorür, glutaraldehit, N,N'-metilen bisakrilamit, akrilamit,

coomassie brillant blue G-250, sodyum bikarbonat, brom timol mavisi, gliserol, tirozin,

trihidroksimetilaminometan (Tris), etanol, metanol Sigma Chemical Company’den;

sodyum sülfat, sodyum dodesilsülfat (SDS), sodyum perklorat, sodyum azotür, gümüş

nitrat, hidroklorik asit, sülfirik asit, L-Tirozin, fosforik asit, izoproponal E. Merk

AG’den; potasyum fosfat, sodyum hidroksit, triklor asetik asit (TCA) Riedel de

Haen’den; β-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals. inc.’den; kırmızı

lahana  (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) günlük olarak marketten temin

edilmiştir.

2.2. Yararlanılan alet ve cihazlar

Çalışmalar esnasında aşağıda verilen alet ve cihazlar kullanılmıştır.

Soğutmalı santrifüj : Hermle Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)

pH metre  : Sehott pH-Meter CG840

Elektroforez tankı : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karıştırıcı (Shaker) : IKA KS 130 basic
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Karıştırıcı (Vorteks)                           : Fisons whirli-mixer

Hassas terazi:                                     : Denver Instrument

Otomatik pipet                                   : Eppendorf

Afinite kolonu : Kapalı sistem oluşturucu (1x10), sigma (ABD)

Çalkalayıcı                                         : Midi Dual 14

Magnetik karıştırıcı : WiseStir MSH-20A

Saf su cihazı : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu   : Nüve

Kar makinesi                                     : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)

Ultraturaks : Heidolph SilientCrusher M

Güç kaynağı : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolapları : Siemens

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

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

2.3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması

Biyokimyasal çalışmalarda kullanılan çözeltilerin kullanılış yerleri ve hazırlanış

şekilleri aşağıdaki gibidir. Çözelti hazırlamak amacıyla çift destile su kullanılmıştır.

Afinite kolonunun hazırlanmasında kullanılan çözeltiler

1. 0,1 M NaHCO3 (pH:10) (CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B ye tirozin takılırken

yıkamada kullanıldı): 2,1 g NaHCO3 200 mL destile suda çözüldü. 1 N NaOH ile pH:10

kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250 mL’ye tamamlandı.

2. 0,2 M NaHCO3 (pH: 8,8) (tirozin takılı jelin aynı tamponun içine alınmasında

kullanıldı): 0,84 g NaHCO3 80 mL destile suda çözüldü. 1 N NaOH ile pH: 8,8 kadar

titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlandı.

3. 0,05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) (4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesinde Sepharose-

4B-L-tirozin süspansiyonunun yıkanmasında kullanıldı): 1,211 g Tris 150 mL destile su

içerisinde çözüldü. 1 N H2SO4 ile pH’sı 7,4’e getirildikten sonra hacim destile su ile

200 mL’ye tamamlandı.
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Homojenat hazırlanmasında kullanılan çözeltiler

0,3 M KH2PO4 (pH: 7,0) (Sıvı azot parçalamasından sonra bitki dokularının içine

alındığı tampon): 4,08277 g KH2P04, 80 mL destile suda çözüldü. 1N NaOH ile pH:

7,0’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlandı.

Afinite kolonunda kullanılan çözeltiler

1. 10 mM KH2PO4 (pH: 6,8) (CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B afinite kolonunun

dengelenmesinde kullanılan tampon): 1,3609 g KH2PO4, 950 mL destile suda çözüldü.

1N NaOH ile pH: 6,8’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 1 L

tamamlandı.

2. 25 mM KH2PO4 (pH: 6,8) (CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B afinite kolonuna

homojenatın tatbikinden sonra kolonu yıkamada kullanılan tampon): 1,3609 g KH2PO4

350 ml destile suda çözüldü. 1N NaOH ile pH: 6,8’e kadar titre edildi, daha sonra

toplam hacim destile suyla 400 mL’ye tamamlandı.

3. 1M NaCl/25mM KH2PO4 (pH: 6,8) (Peroksidaz enziminin kolondan elüe

edilmesinde kullanılan tampon) 11,7 g NaCl ve 0,6805 g 180 mL destile suda çözüldü.

1N NaOH ile pH: 6,8’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 200

mL’ye tamamlandı.

Aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler

1. 0,1  M  KH2PO4 (pH: 6,0) (Enzim aktivitesinin ölçülmesinde kullanılan tampon):

1,3609 g KH2PO4, 80 mL destile suda çözüldü. 1N NaOH ile pH: 6,0’e kadar titre

edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlandı.

2. 45 mM Guaiakol çözeltisi (Enzim aktivitesinin ölçümünde kullanılan substrat

çözeltisi): 498 μL guaiakol alınarak son hacim 100 mL’ye tamamlandı.

3. 22,5 mM H2O2 çözeltisi (Enzim aktivitesinin ölçümünde kullanılan substrat

çözeltisi): %30’luk 1,11 g/mL olan H202’den 228 μL alınarak destile suyla 100 mL’ye

tamamlandı.
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Bradford yöntemiyle protein tayini için kullanılan çözeltiler

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan

çözelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95’lik etanolde çözüldü, bu

çözeltiye %95’lik 100 mL fosforik asit ilave edilerek çözeltinin hacmi saf su ile 1 L’ye

tamamlandı. Hazırlanan çözelti karanlık ortamda muhafaza edildi.

Elektroforez için kullanılan çözeltiler

1. 1 M Tris-HCl tamponu (pH: 8,8) : 12,114 g Tris, 80 mL saf suda çözüldü. 1 N HCl

ile pH: 8,8’e ayarlandı, toplam hacim 100 mL’ye tamamlandı.

2. 1 M Tris-HCl tamponu (pH: 6,8) : 12,114 g Tris, 80 mL saf suda çözüldü. 1 N HC1

ile pH:6,8’e ayarlandı, toplam hacim 100 mL’ye tamamlandı.

3. %30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid çözeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve

34,6 g saf su karıştırılarak çözüldü.

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

5. %10’luk amonyum persülfat çözeltisi: 1 g amonyum persülfat tartılarak saf su ile 10

mL’ye tamamlandı.

6. Yürütme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin, 450 mL saf suda çözüldü. Daha sonra

bunun üzerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 mL’ye

tamamlandı.

7. % 0,1’lük brom timol mavisi çözeltisi: 0,1 g indikatör 0,01 M 16 mL NaOH

içerisinde çözündü ve toplam hacim saf suyla 100 mL’ye tamamlandı.

8. Numune tamponu: 1 M Tris-HCl (pH 8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 mL, %

100’lük gliserinden 1 mL ve % 0,1’lik bromtimol mavisinden 1 mL alınarak saf suyla

10 mL’ye tamamlandı. Bu tampona kullanılmadan önce 950 μL numune tamponundan

50 mL olacak şekilde β-merkaptoetanol ilave edildi.
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Gümüş boyamada kullanılan çözeltiler

1. Tespit çözeltisi: 60 mL saf su, 30 mL % 96´lik etanol, 10 mL asetik asit’in

karıştırılmasıyla elde edildi.

2. Redüksiyon Çözeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 mL Etanol ve 80 mL saf su

karıştırıldı, pH 6´ya asetik asitle ayarlandıktan sonra 150 mg sodyum tiyosülfat, 3 mL

glutaraldehit eklenip saf su ile 150 mL´ye tamamlandı.

3. Boyama çözeltisi: 100 mg gümüş nitrat, 100 mL saf su’da çözülüp üzerine 30 μL

formaldehit eklendi.

4. Yıkama Çözeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su’da çözüldü ve üzerine

120 μL formaldehit ilave edildi.

5. Yıkama çözeltisi 2: 1 mL gliserin ve 250 mL´lik % 5´lik asetik asitten karıştırılarak

hazırlandı.

Deneylerde kullanılan inhibitör stok çözeltiler

0,034 M 4-aminobenzohidrazit çözeltisi: 0,0712 g 4-aminobenzohidrazit tartılıp 14 mL

suda çözüldü.

2.4. Yöntemler

2.4.1. Protein tayini

2.4.1.1. Kalitatif protein tayini

Kromatografi işlemleri sonunda eşit hacimde toplanan bütün fraksiyonlarda kalitatif

protein tayini yapıldı. Bu metod protein yapısında bulunan aromatik halkaya sahip

amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV ışınlarını

absorblamaları esasına dayanmaktadır [88].

Kromatografi sonucunda elde edilen elüatlar kuvartz küvetlere alındı ve

spektrofotometrede proteinin içinde bulunduğu tampon kör olarak kullanılarak

absorbansları ölçüldü.
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2.4.1.2. Bradford yöntemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflaştırılan enzim çözeltisi ve homojenattaki protein

miktarları Bradford (1976) metoduna göre belirlendi. Bu yöntemde boya olarak

kullanılan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yüke sahiptir ve protein

üzerindeki pozitif yüke bağlanır. Boyanın kırmızı (λmax=465 nm) ve mavi (λmax=595

nm) formu mevcuttur. Proteinin bağlanması, kırmızı formun mavi forma dönüşümünü

sağlar. Bu yöntemin bozucu faktörlere karşı hassasiyeti oldukça azdır (1- 100 μg arası).

Reaksiyon yüksek oranda tekrarlanabilir ve hızlı cereyan eder, iki dakikada tamamlanır.

Tayin işlemleri şu prosedüre göre gerçekleştirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden

bovine serum albumin çözeltisinden tüplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 μL

konuldu. Saf su ile bütün tüplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandı ve 4,9 mL Coomassie

Brillant Blue G-250 çözeltisi ilave edilerek vorteks ile karıştırıldı. 10 dakika inkübe

edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik küvetlerde köre karşı absorbans değerleri okundu.

Kör olarak, 0,1 mL enzim numunesinin içinde bulunduğu tampondan ve 4,9 mL

Coomassie Brillant Blue G-250 çözeltisinden oluşan karışım kullanıldı. Elde edilen

sonuçlardan absorbans değerlerine karşılık gelen μg protein değerleri standart grafik

haline getirildi. Sonra 595 nm’de absorbans değerleri okundu ve standat grafik çizilerek

protein miktarları belirlendi [89].

2.4.2. Peroksidaz aktivitesi tayini

Peroksidaz enziminin aktivite ölçümü, Şişecioğlu ve arkadaşlarının uyguladığı

prosedüre göre spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosedür, H2O2 tarafından

guaiakol kromojenik substratın yükseltgenmesi ve oluşan renkli bileşiğin meydana

getirdiği absorbans artışının 470 nm’de izlenmesi esasına dayanır (Şekil 2.1) [90].



50

H2O2 + 2

OH

OCH3

H3CO

OCH3

OO
POD

Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon

               Şekil 2.1. Guaiakol substratının yükseltgenme denklemi [14]

                  Tablo 2.1. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesindeki küvet içeriği

Kullanılan Çözeltiler Kör (mL) Numune (mL)

Aktivite Tamponu (0,1 M 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 için aşağıdaki formül kullanıldı.

A = Ɛ.b.c                    c = A/Ɛ.b             V = c.Df

A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)

b = Işığın geçtiği mesafe (1 cm)

c = Konsantrasyon (μmol/mL)

Ɛ = Ekstinksiyon kat sayısı ( 5000 M-1 x cm-1)

Df = Seyreltme katsayısı

V = Reaksiyon hızı (μmol x dak. /mL)

Reaksiyon enzim çözeltisinin ilavesiyle başlatıldı ve 3 dakika süreyle her 1 dakikada bir

olmak üzere oda sıcaklığında 470 nm’de absorbans artışı spektrofotometre ile 1 cm ışık

yoluna sahip küvet kullanılarak takip edildi.
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2.5. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden POD

enziminin saflaştırılması çalışmaları

2.5.1. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) homojenatının
hazırlanması

20 g taze kırmızı lahana tartıldı ve blender cihazı ile küçük parçalara bölündü. Parçalar

sıvı azot ilave edilerek toz haline getirildi ve üzerine 0,3 M pH: 7,0 olan tampondan 50

mL ilave edilerek 1-2 dakika manyetik karıştırıcı üzerinde karıştırıldı. Bu karışım 2.400

rpm’de birkaç kez homojenizatörden geçirilerek bitki hücresinin parçalanması ve

homojenize olması sağlandı. Homejenat süzüldü ve santrifüj tüplerine doldurularak

16.000 xg’de bir saat boyunca santrifüj edildi. Süpernatan çökelekten ayrıldı. Elde

edilen süpernatant daha sonraki saflaştırma basamaklarında kullanılmak üzere + 4°C’de

muhafaza edildi.

2.5.2. POD inhibitörleri ve ligand seçimi

Peroksidaz enzimi üzerine yapılan inhibisyon kinetiği çalışmalarından literatürdeki

enzimin inhibitörleri tespit edildi [91- 93]. Literatürde bulunan inhibitörlerden

faydalanarak POD’un afinite kromatografisi ile saflaştırlmasında en uygun diazonyum

tuzu oluşturabilecek ligandlar seçilerek afinite jellerinin hazırlanması yapıldı. POD’un

bilinen inhibitörleri Şekil 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7’de verilmiştir.

N

N

N

OH

Opipramol

N

N
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N

N

O

Dibenzepin
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N
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Şekil 2.2.  Seçici olmayan monoamin geri alım inhibitörleri [14]
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Şekil 2.3. Seçici serotonin geri alım inhibitörleri [14]
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Şekil 2.4. Seçici olmayan monoamin oksidaz inhibitörleri [14]
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Medifoxamine

Şekil 2.5. Diğer antidepresanlar [14]
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Şekil 2.6. Mikroorganizmaları öldüren veya gelişmesini baskılayan inhibitörler [14]

NH2

Aniline

NH2

o- Toluidine

CH3

NH2

m- Toluidine
CH3

p-Toluidine

H2N

CH3



55

O

O

Anthracene-9,10-dione

OH

HO OH

Floroglusinol

NH2

HO

OH

Resorsinol Aniline

O

O

Benzoquinone
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Cl

Cl

2,3 Dichloro-5,6-diciyano-
   1,4-benzoquinone

NH2

NHO NH2

4-aminobenzohydrazide

Şekil 2.7. Bilinen diğer organik moleküller [14]

Bilinen bu inhibitörlerden molekül yapıları tirozin uzantı kolu ile diazonyum tuzu

oluşturabilecek olanlar sülfanilamit, sülfapiridin, o-toluidine, m-toluidine p-toluidine,

anilin, benzokain ve 4-aminobenzohidrazit olduğu tespit edildi. Bu nedenlerden dolayı;

tez çalışmasında 4-aminobenzohidrazit inhibitörü, POD enziminin saflaştırılmasında

afinite kolon ligandı olarak seçildi.

2.5.3. Afinite jelinin hazırlanması

CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B matriksine L-tirozin uzantı kolu kovalent olarak

bağlandı. Daha sonra 4-aminobenzohidrazitin tirozine kenetlenmesi sağlandı.

Hazırlanan jelde; tirozin afinite jelinin uzantı kolunu, inhibitör ise enzimi spesifik

olarak bağlayacak kısmı oluşturmaktadır. Afinite jelinin hazırlanması 2.5.3.1’ de

ayrıntılı olarak verilmiştir.
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İmidokarbonat
(Reaktif)
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Sepharose-4B-L-Tirozin

2.5.3.1. CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B’ye tirozin takılması

Şekil 2.8. CNBr ile aktifleştirilmiş sepharose-4B’ye tirozin takılması [14]

CNBr ile aktifleştirilmiş Sepharose-4B, 250 mL soğuk 0,1 M NaHCO3 tamponu (pH:

10) ile yıkanarak bir behere alındı. Aynı tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin

çözünmüş soğuk çözelti behere ilave edilerek karıştırıldı. Daha sonra süspansiyon,

+4°C’de 2 saat süreyle manyetik karıştırıcıda karıştırıldı ve 16 saat boyunca +4°C’de

bekletildi. Bu sürenin bitiminde yıkama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar

afinite jeli bol su ile yıkandı. Yıkama işlemi 100 mL 0,2 M NaHCO3 tamponu ile (pH:

8,8) tekrarlanarak tirozin takılı jel, aynı tamponun 40 mL’si içine alındı (Şekil 2. 8).

2.5.3.2. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirmesi

İnhibitör’den 25 mg alınarak 0°C civarında 10 mL, 1 M HCl içinde çözüldü ve

içerisinde 75 mg NaNO2 bulunan 0°C’deki 5 mL çözelti, inhibitör çözeltisine damla

damla katıldı. 10 dakikalık reaksiyondan sonra diazolanmış bulunan inhibitör 40 mL

Sepharose-4B-L-tirozin süspansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH: 9,5’da sabit

tutularak 3 saat süreyle oda sıcaklığında yavaşça karıştırıldı. Daha sonra 1 L saf su ve

200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yıkandı, sonra da üzerine bir miktar

daha aynı tampondan konularak saklandı [94]. Hazırlanan jele bağlanma modeli Şekil

2.9’ da verilmiştir.
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Şekil 2.9. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesi bağlanma modeli [14]

2.5.4. Afinite kolonunun paketlenmesi

Hazırlanan jel dengeleme tamponu (10 mM KH2PO4 pH: 6,8) içine alınarak jel süspanse

edildi ve su trombu kullanılarak vakum ile havası alındı. Süspanse edilmiş jel, 1x10

cm’lik kolona paketlendi. Jel çöktükten sonra peristaltik pompa yardımıyla yıkama ve

dengeleme tamponu ile yıkandı. Kolon dengeleninceye kadar yıkama yapıldı. Kolonun

dengelenmiş olduğu, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarının ve pH’larının

eşitlenmesinden anlaşıldı.
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2.5.5. Afinite kolonuna numune tatbiki ve elüsyonu

Bölüm 2.5.1’da açıklandığı gibi hazırlanan homojenatın 5 mL’si 10 mM KH2PO4 pH:

6,8 tamponu ile dengelenmiş olan kolona tatbik edildi ve kolon 25 mM KH2PO4 pH: 6,8

çözeltisi ile yıkandı. Böylece peroksidaz enziminin kolona tutunması sağlandı. Sonra

1M  NaCl/25  mM  KH2PO4 pH: 6,8 tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi elüe

edildi. Peristaltik pompa vasıtasıyla kolonun akış hızı 35 mL/saat’e ayarlandı ve elüatlar

1,5’er mL halinde tüplere alındı. Her bir elüatın 280 nm’deki absorbans değeri köre

karşı ölçüldü.

2.5.6. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim saflığının belirlenmesi

POD enzimi afinite kolonundan saflaştırıldıktan ve diyaliz edildikden sonra %3-8

kesikli sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli

metoduna uygun olarak yapıldı [95] ve saflaştırılan enzimlerin saflık derecesi kontrol

edildi. Standart olarak molekül ağırlığlerı 10 kDa ile 250 kDa arasında değişen

proteinler kullanıldı.

Bu amaçla; elektroforez plakaları önce su sonra alkol ile iyice yıkandı. Her iki

kenarında aralık oluşturucu bir plaka ile düz bir plaka üst üste getirilerek kıskaçlarla

tutturuldu. Sabitleştirilen plakalar, içerisinde sızdırmayı önleyen sünger ihtiva eden jel

hazırlama kabinine konuldu. Ayırma ve yığma jelleri hazırlandı.

Ayırma jelinin hazırlanışı: 5 mL 1 M Tris-HCl (pH: 8,8), 4,4 mL %30 akrilamid-%0,8

bisakrilamit, 0,2 mL %10 SDS, 0,13 mL %5’lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil etilen

diamin) ve 3,13 mL saf su karıştırıldı. Bu karışımın üzerine son olarak 0,2 mL %10’luk

amonyum persülfat (NH4)2S2O8 (PER) ilave edildi.

Yığma jelinin hazırlanışı: 0,41 mL 1 M Tris-HCl (pH: 6,8), 0,4 mL %30 akrilamid-

%0,8 bisakrilamit, 0,03 mL %10’luk SDS, 0,03 mL %5’lik TEMED ve 2,45 mL saf su

alınarak karıştırıldı. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,1 mL ilave edildi.

Hazırlanan ayırma jeli plakalar arasına üst kesimde 0,5 cm kalıncaya kadar enjektörle

döküldü. Hava almamasına dikkat edildi. Belli bir süre jelin donması beklendi, ayırma
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jelinin katılaştığından emin olunduktan sonra yığma jeli hazırlandı. Daha sonra yığma

jel üst yüzeye kadar ilave edildi. Üzerine tarak dikkatlice yerleştirildikten sonra jelin

kuruması için bekletildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice çıkarılarak plakalar

elektroforez tankına yerleştirildi. Oluşan kuyucuklar işaretlenerek jelin üstü önce saf su,

sonra da yürütme tamponu ile yıkandı. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme

tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 μg protein olacak şekilde hazırlandı.

Toplam hacim 100 μL olacak şekilde 1/1 oranında numune tamponu katıldı. 3 dakika

kaynar su banyosunda inkübe edildi. Numuneler soğutularak, elektroforeze çok ince bir

enjektör yardımıyla uygulandı. Tank kapağı kapatılarak alt tarafından (+) kablo (anot),

üstten  (-)  kablo  (katot)  yerleştirildi.  Önce  80  voltta  yarım  saat  bekletildi.  Daha  sonra

akım 120 volta ayarlanarak 1,5 saat oda sıcaklığında yürütüldü. Akım kesilerek, cam

plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı. Bu yürütme tamponu tekrar kullanılmak

üzere saklandı.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan çıkartılan jel 30 dakika karıştırıcıda tespit

çözeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada redüksiyon çözeltisiyle karıştırıcıda

bekletildi. Bu süre sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yıkandı. Daha sonra 20 dakika

gümüş nitrat çözeltisiyle karıştırıcının üstünde boyandı. Bu boya kısa bir süre önce

hazırlanıp karanlıkta bekletildi. Banyo çözeltisiyle kısa ve çabukça yıkayıp siyahlaşan

sıvı döküldü. Bantlar görülünce jel karıştırıcının üstünde 1 mL gliserin ve 250 mL

%5´lik asetik asitten oluşan çözeltiyle iyice yıkandı [96].

2.6. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden

saflaştırılan POD enziminin karakterizasyon çalışmaları

Hazırlanan afinite kromotoğrafisi kolanlarından saflaştırılacak peroksidaz enziminin

kinetik özelliklerini araştırmak için guaiakol substratı kullanarak optimum pH, optimum

iyonik şiddet, optimum sıcaklık, stabil pH ve guaiakol için KM ve  Vmax değerleri

hesaplandı.

2.6.1. Peroksidaz enzimi için optimum pH çalışmaları

Peroksidaz enziminin optimum pH'sını belirlemek amacıyla pH'sı 5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;

7,5 ve 8,0 olan 0,1 M KH2PO4 tamponları hazırlandı. Uygun substrat çözeltisi ile her bir
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tamponda enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen

sonuçlar grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.2. Peroksidaz enzimi için stabil pH çalışmaları

Enzimin stabil olduğu pH'yı tesbit etmek için pH'ları 5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 olan

10  mM  KH2PO4 tamponları kullanıldı. Belirtilen pH'lardaki tampon çözeltilerinin 1

ml’sine 1 mL enzim çözeltisi karıştırılarak +4°C’de muhafaza edildi. 5 gün boyunca 12

saat arayla yapılan aktivite ölçümünde enzimin stabil olduğu pH belirlendi. Sonuçlar

grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.3. Peroksidaz enzimi için optimum sıcaklık çalışmaları

Peroksidaz enziminin optimum sıcaklığını belirlemek amacıyla ısıtmalı soğutmalı su

banyosu kullanıldı. Optimum pH ve optimum iyonik şiddette olan tampon ve

substratları ihtiva eden karışım küvet içersinde uygun sıcaklığa ayarlı su banyosunda 5

dk bekletilerek istenilen sıcaklığa getirildi ve son olarak enzim çözeltisi pipetlendi. 0°C

ile 80°C arasında 10’ar °C aralıklarla her sıcaklık için aktivite ölçümü yapıldı. Sonuçlar

grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.4. Peroksidaz enzimi için optimum iyonik şiddet çalışmaları

Optimum iyonik şiddetleri belirlemek amacıyla optimum pH'da kırmızı lahana

(Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD için 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500,

600, 700, 800, 1000 mM’lık KH2PO4 tamponları hazırlandı. Uygun substrat çözeltisi ile

her bir tamponda ayrı ayrı enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak

belirlendi. Elde edilen sonuçlar grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.5. Guaiakol için KM ve Vmax değerlerinin Hesaplanması

KM ve  Vmax değerlerinin tespit edilmesi amacıyla; guaiakol kullanılarak optimum pH

değerinde ve optimum sıcaklıkta 5 farklı substrat konsantrasyonunda aktivite değerleri

ölçüldü. 1/V ve 1/[S] değerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi.

Grafiklerin çizimlerinde en küçük kareler regrasyon doğru denklemi kullanıldı. KM ve

Vmax değerleri grafik ve doğru denklemleri yardımıyla hesaplanarak tabloda gösterildi

[97].
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2.6.6. Kullanılan ligand için kinetik çalışmalar

Ligand olarak kullanılan inhibitörün guaiakol substratına bağlı olarak, IC50 değerlerinin

tespit edilmesi amacıyla: oda sıcaklığında ve optimum pH’da, 45 mM guaiakol

konsantrasyonunda ortama farklı hacimlerde inhibitör çözeltisi ilave edilerek, %

Aktivite-Konsantrasyon grafikleri çizildi.

Daha sonra inhibisyon türünün belirlenmesi ve Ki değerlerinin tespit edilmesi amacıyla

oda sıcaklığında optimum pH’da 5 farklı guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3

farklı sabit inhibitör konsantrasyonunda aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen bu

aktivite değerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek inhibisyon tipleri ve Ki

değerleri bulundu.
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3. BÖLÜM

ARAŞTIRMA BULGULARI

3.1. Kantitatif protein tayini için kullanılan standart grafik

Kırmızı lahana bitkisinden hazırlanan homojenat ve afinite kolonundan saflaştırılan

peroksidaz enzim çözeltilerindeki kantitatif protein miktarı Bradford yöntemiyle

belirlendi. Bu amaçla bölüm 2.4.1.2.’de anlatıldığı gibi önce standart grafik hazırlandı.

Homojenatlar ve afinite kromatoğrafisi ile elde edilen enzim çözeltilerindeki kantitatif

protein miktarı bu standart grafikten faydalanılarak bulundu. Standart çözeltilerin μg

proteine karşılık gelen absorbans değerleri Şekil 3.1’ de gösterildi.
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Şekil 3.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini için kullanılan standart
grafik (BSA: Bovine Serum Albumin)
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3.2. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden POD

enziminin saflaştırılması çalışma sonuçları

3.2.1. POD enziminin afinite kromotografisi ile saflaştırma sonuçları

Bölüm 2.5.3’de anlatıldığı şekilde hazırlanan kolona, bölüm 2.5.1’de belirtildiği gibi

kırmızı lahana bitkisinden hazırlanan homojenatlardan 5’er mL ayrı ayrı dengelenmiş

kolona pipet vasıtasıyla tatbik edildi. Yıkama işlemi tamamlandıktan sonra elüsyon

çözeltisi ile elüsyon yapıldı. Elüatlar kolon akış hızı 35 mL/saat’e ayarlanarak 1,5’er mL

halinde tüplere alındı. Her bir elüatın 280 nm’de absorbans değerleri ölçülerek kalitatif

protein tayinleri yapıldı. 280 nm’de ölçülen absorbans değerlerinin tüp sayısına karşı

grafikleri Şekil 3.2 ’te verildi. Absorbans gösteren tüplerin 470 nm’de aktivitelerine

bakıldı. 470 nm’de tüp sayısına karşı aktivite grafikleri doygun substrat

konsantrasyonunda hesaplanarak Şekil 3.3’de gösterildi.
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Şekil 3.2. Afinite koloundan elde edilen elüatların 280 nm deki Absorbans değerlerinin
tüp sayısı ile değişimi
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Şekil 3.3. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
4-aminobenzohidrazit afinite koloundan elde edilen elüatların 470 nm deki
absorbans değerlerinin tüp sayısı ile değişimi

3.2.2. POD enziminin saflaştırma basamakları sonuçları

Hazırlanan jel kolono paketlendikden sonra 10 mM KH2PO4 (pH: 6,8) tamponu ile den-

gelendi. 2.5.1’de belirtildiği gibi kırmızı lahana bitkisinden hazırlanan homojenatlardan

5’er mL ayrı ayrı kolona tatbik edildi ve kolonlar 400 mL 25 mM KH2PO4 (pH: 6,8)

tamponu ile yıkandı. Böylece peroksidaz enziminin kolona tutunması sağlandı. Sonra

1M NaCl/25 mM KH2PO4 (pH: 6,8) tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi 1,5’er

mL hacimler şeklinde elüe edildi. Elüsyon sırasında peristaltik pompa vasıtasıyla

kolonun akış hızı 35 mL/saat’e ayarlandı.

Ligand olarak 4-aminobenzohidrazit kullanılan kolondan kırmızı lahana bitkisinden

peroksidaz enziminin saflaştırma basamaklarında 470 nm de aktivite tayini ve Bradford

metoduyla kantitatif protein tayini yapıldı. Peroksidaz enziminin afinite kromatografisi

saflaştırma sonuçları Tablo 3.1’de gösterildi.
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Tablo 3.1. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
4-aminobenzohidrazit kolonundan saflaştırma basamakları sonuçları

Toplam     Aktivite      Protein         Toplam      Toplam      Spesifik     Yüzde
Saflaştırma                Hacim       (EÜ/mL)    miktarı         protein       aktivite       aktivite     verim     Saflaştırma
Basamakları              (mL)                             (mg/mL)         (mg)           (EÜ)          (EÜ/mg)    (%)         Katsayısı

Homojenat        5 mL     24,72       0,84            4,2         123,6      29,43      100        1

Sepharose 4B
Afinite 5 mL      0,71      0,0002        0,001      3,55        3550       2,9        120,6

Kromatografisi

3.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuçları

Kromatografik işlemler sonucu 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile kırmızı

lahanadan saflaştırılan peroksidaz enziminin saflığını kontrol etmek ve molekül

kütlesini tespit etmek amacıyla SDS-poliakrilamit jel elektroforezi yapıldı. Bu amaçla

bölüm 2.5.6’da anlatıldığı gibi hazırlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularına

sırayla saflaştırılan peroksidazlar ve standart proteinler uygulandı ve uygun şartlarda jel

üzerinde yürütüldü. Daha sonra gümüş boyama yapılan jelin fotoğrafı alındı ve

saflaştırılan enzimin mol kütlesi log MK-Rf grafiği çizilerek tespit edildi. Sonuçlar,

Şekil 3.4, 3.5 ve Tablo 3.2’ de verilmiştir.
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Şekil 3.4. 4-aminobenzohidrazit kolonundan saflaştırılan kırmızı lahana (Brassica
oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin SDS-PAGE fotoğrafı
*(a Nolu kuyu: Standart proteinler, b Nolu kuyular: Saflaştırılan kırmızı
lahana  (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)   POD )
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Şekil 3.5. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var.   Capitata F. Rubra) dan saflaştırılan
POD enziminin  SDS-PAGE sonucu çizilen Rf-log MK grafiği
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Tablo 3.2. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var.   Capitata F. Rubra) dan saflaştırılan
POD enzimi için  SDS-PAGE ile molekül tayini sonuçları

Enzim Bitki Molekül Kütlesi

Peroksidaz
             (POD)

Kırmızı lahana
(Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra)

69,3

3.3. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden

saflaştırılan POD enziminin karakterizasyon çalışmaları ile ilgili sonuçlar

3.3.1. Peroksidaz enzimi için optimum pH çalışma sonuçları

Kırmızı lahanadan saflaştırılan POD enziminin optimum pH çalışması bölüm 2.6.1’de

anlatıldığı şekilde pH 5,0- 8,0 aralığında değişen 0,1 M KH2PO4 tampon çözeltileri

kullanılarak enzimin aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 3.6). Kırmızı

lahanadan saflaştırılan POD enzimi için optimum pH: 7 olarak belirlendi.
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Şekil 3.6. Kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var.   Capitata F. Rubra) saflaştırılan
POD enziminin aktivitesinin (EÜ/mL) pH ile değişimi
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3.3.2. Peroksidaz enzimi için optimum iyonik şiddet çalışma sonuçları

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)   bitkisinden saflaştırılan

POD enziminin aktivitesi için en uygun iyonik şiddetin belirlenmesi amacıyla KH2PO4

tamponunun optimum pH’daki değişik konsantrasyonlardaki çözeltileri bölüm 2.6.4’de

anlatıldığı gibi hazırlandı. Farklı KH2PO4 konsantrasyonlarında aktivite ölçümleri

yapıldı. Sonuçlar çizelge ve aktivite-konsantrasyon grafikleri halinde gösterildi (Şekil

3.7). Yapılan çalışmalar sonucu kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F.

Rubra)  saflaştırılan POD enzim için en uygun iyonik şiddetin 0,1 M KH2PO4 (pH: 6,5)

tamponu olduğu tespit edildi.
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Şekil 3.7. Değişik konsantrasyonlardaki KH2PO4 (pH:7,0) tampon çözeltileri
kullanılarak kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)
saflaştırılan POD enzimi için çizilen Aktivite (EÜ/mL)-İyonik şiddet (M)
grafiği

3.3.3. Peroksidaz enzimi için optimum sıcaklık çalışma sonuçları

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflaştırılan

POD enziminin optimum sıcaklığını belirlemek üzere kırmızı lahana (Brassica oleracea

var. Capitata F. Rubra)  için optimum pH ve uygun iyonik şiddete sahip 0,1 M KH2PO4

(pH: 6,5) tamponu kullanıldı. 0°C ile 70°C arasında her 10°C’de bir olmak üzere bölüm
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2.6.3’de anlatıldığı şekilde aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 3.8’de

gösterildi. Bu çalışmalar sonucu kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F.

Rubra)  POD için optimum sıcaklık 30°C olarak tespit edildi.
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Şekil 3.8. Kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)   saflaştırılan
POD enziminin optimum sıcaklığı için Aktivite (EÜ/mL)-Sıcaklık (°C)
grafiği

3.3.4. Peroksidaz enzimi için stabil pH çalışma sonuçları

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz enzimlerinin

stabil pH’ları bölüm 2.6.2’te anlatıldığı şekilde pH’ları 5.0- 8.0 aralığında 10 mM

KH2PO4 tampon çözeltileri kullanılarak hazırlanan enzim stoklarının gösterdiği

aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 3.9). Kırmızı lahana (Brassica

oleracea var. Capitata F. Rubra)  POD  enzimi  için  stabil  pH,  10  mM  KH2PO4

tamponunda pH: 5,5 olarak belirlendi.
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Şekil 3.9. Değişik pH’lardaki KH2PO4 tampon çözeltisi kullanılarak kırmızı lahana
(Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)  POD enzimi için elde edilen
stabil pH grafiği

3.3.5. Guaiakol substratı için KM ve Vmax değerlerinin bulunmasına yönelik yapılan
çalışma sonuçları

Tablo 3.3. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)  POD enzimi için
KM ve  Vmax değerlerinin bulunmasına yönelik guaiakol derişimi ve aktivite
çizelgesi

Gualikol (mM) Aktivite (EÜ/mL)

0,30 0,012

0,45 0,026

0,60 0,036

0,75 0,052

1,05 0,066

Guaiakol substaratı için kırmızı lahana bitkisinden saflaştırılan POD enziminin KM ve

Vmax değerlerinin belirlenmesi çalışmaları bölüm 2.6.5’te anlatıldığı şekilde yapıldı.

Bitki POD için en az 5 farklı guaiakol konsantrasyonu kullanılarak optimum şartlarda

aktivite ölçümü yapıldı. 1/[Guaiakol]-1/V Lineweaver-Burk grafiği çizildi ve bu
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grafikten KM ve  Vmax değerleri hesaplandı. Elde edilen sonuçlar Tablo 3.3 ve Şekil

3.10’da görülmektedir. Bu çalışmalar sonucunda guaiakol için KM değeri kırmızı

lahanada 0,048 mM olarak bulunurken Vmax ise kırmızı lahana 1,46 EÜ/mL olarak tespit

edildi.
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Şekil 3.10. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)  POD enziminin
guaiakol için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi grafiği

3.3.6. Kullanılan inhibitörün Ki ve IC50 değerlerinin bulunması yönelik yapılan
çalışma sonuçları

Bu çalışmada 4-aminobenzohidrazit inhibitörü saf suda çözülerek kırmızı lahanadan

saflaştırılan peroksidaz enzimi üzerine guaiakol substratı için etkileri incelendi. Bu

amaçla, sabit substrat konsantrasyonunda guaiakol (45mM) ve 5 farklı inhibitör

konsantrasyonlarında her bir inhibitör için aktivite değerleri hesaplandı. Elde edilen bu

değerler ve deney prosedürü Tablo 3.4 ve 3.5’de gösterildi ve % Aktivite-konsantrasyon

grafikleri çizilerek IC50 değerleri bulundu. Bu grafikler Şekil 3.11’de gösterildi. Kırmızı

lahana peroksidaz IC50 değeri 1,047 mM olarak tespit edildi.
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Tablo 3.4. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
aktivitesi üzerine 4-aminobenzohidrazit inhibitörü ile yapılan çalışmalarda
bulunan inhibitör konsantrasyonu ve % aktivite değerleri

[4-aminobenzohidrazit]
(mM)

%Aktivite

0,000 100

0,275 79,7

0,550 69,0

0,825 57,3

1,375 39,9

1,650 34,3

Tablo 3.5. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)  POD enziminin
aktivitesi üzerine 4-aminobenzohidrazit inhibitörü ile yapılan IC50
çalışmasında kullanılan deney prosedürü

Kör Tüp Numune Tüpü

Fosfat
Tamponu

(mL)
Guaiakol

(mL)
H2O2
(mL)

Saf
su

(mL)
İnhibitör

(mL)

Fosfat
Tamponu

(mL)
Guaiakol

(mL)
H2O2
(mL)

  Saf
su

(mL)
İnhibitör

(mL)
POD
(mL)

0,45 1,00 1,00 0,550 0,000 0,45 1,00 1,00 0,450 0,000 0,10

0,45 1,00 1,00 0,525 0,025 0,45 1,00 1,00 0,425 0,025 0,10

0,45 1,00 1,00 0,500 0,050 0,45 1,00 1,00 0,400 0,050 0,10

0,45 1,00 1,00 0,475 0,075 0,45 1,00 1,00 0,375 0,075 0,10

0,45 1,00 1,00 0,425 0,125 0,45 1,00 1,00 0,325 0,125 0,10

0,45 1,00 1,00 0,400 0,150 0,45 1,00 1,00 0,300 0,150 0,10
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Şekil 3.11. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)   POD enzimi
aktivitesinin 4-aminobenzohidrazit inhibitörü ile değişimi

Daha sonra inhibisyon türlerinin belirlenmesi ve Ki değerinin tespit edilmesi amacıyla 5

farklı guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farklı sabit inhibitör konsantrasyonunda

aktivite ölçümü yapıldı. Elde edilen sonuçlar ve deney prosedürü Tablo 3.6, 3.7 ve

3.8’de verilmiştir. Ayrıca elde edilen bu değerlerle Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek

inhibisyon tipleri ve Ki değerleri hesaplandı. Sonuçlar Şekil 3.12’ da gösterilmiştir.

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimi için Ki sabiti

0,0702±0,05 mM ve inhibisyon tipi ise yarışmasız olarak tespit edildi.
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Tablo 3.6. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden
saflaştırılan POD enzimi üzerine 4-aminobenzohidrazit inhibitörünün Ki
değerlerinin tespitinde kullanılan substrat konsantrasyonu ve aktivite
değerlerini gösteren çizelge

Guaiakol
(mM)

Aktivite (EÜ/mL)

3,0 0,135

4,5 0,184

6,0 0,200

7,5 0,248

Kontrol

9,0 0,312

3,0 0,069

4,5 0,104

6,0 0,120

7,5 0,130

0,55

9,0 0,146

3,0 0,057

4,5 0,080

6,0 0,106

7,5 0,108

0,825

9,0 0,116

3,0 0,049

4,5 0,056

6,0 0,076

7,5 0,096

1,375

9,0 0,106
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Tablo 3.7. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisindan
saflaştırılan POD enzimi üzerine 4-aminobenzohidrazit inhibitörünün Ki
değerlerinin tespitinde kullanılan deney prosedürü

Kör Tüp Numune Tüpü

Fosfat
Tamponu

(mL)
Guaiakol

(mL)
H2O2
(mL)

Saf
su

(mL)
İnhibitör

(mL)

Fosfat
Tamponu

(mL)
Guaiakol

(mL)
H2O2
(mL)

Saf
su

(mL)
İnhibitör

(mL)
POD
(mL)

0,45 0,20 1,00 1,350 0,000 0,45 0,20 1,00 1,250 0,000 0,10

0,45 0,30 1,00 1,250 0,000 0,45 0,30 1,00 1,150 0,000 0,10

0,45 0,40 1,00 1,150 0,000 0,45 0,40 1,00 1,050 0,000 0,10

0,45 0,50 1,00 1,050 0,000 0,45 0,50 1,00 0,950 0,000 0,10

0,45 0,60 1,00 0,950 0,000 0,45 0,60 1,00 0,850 0,000 0,10

0,45 0,20 1,00 1,300 0,050 0,45 0,20 1,00 1,200 0,050 0,10

0,45 0,30 1,00 1,200 0,050 0,45 0,30 1,00 1,100 0,050 0,10

0,45 0,40 1,00 1,100 0,050 0,45 0,40 1,00 1,000 0,050 0,10

0,45 0,50 1,00 1,000 0,050 0,45 0,50 1,00 0,900 0,050 0,10

0,45 0,60 1,00 0,900 0,050 0,45 0,60 1,00 0,800 0,050 0,10

0,45 0,20 1,00 1,275 0,075 0,45 0,20 1,00 1,175 0,075 0,10

0,45 0,30 1,00 1,175 0,075 0,45 0,30 1,00 1,075 0,075 0,10

0,45 0,40 1,00 1,075 0,075 0,45 0,40 1,00 0,975 0,075 0,10

0,45 0,50 1,00 0,975 0,075 0,45 0,50 1,00 0,875 0,075 0,10

0,45 0,60 1,00 0,875 0,075 0,45 0,60 1,00 0,775 0,075 0,10

0,45 0,20 1,00 1,125 0,125 0,45 0,20 1,00 1,025 0,075 0,10

0,45 0,30 1,00 1,025 0,125 0,45 0,30 1,00 0,925 0,075 0,10

0,45 0,40 1,00 0,925 0,125 0,45 0,40 1,00 0,825 0,075 0,10

0,45 0,50 1,00 0,825 0,125 0,45 0,50 1,00 0,725 0,075 0,10

0,45 0,60 1,00 0,725 0,125 0,45 0,60 1,00 0,625 0,075 0,10
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Şekil 3.12. Kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) saflaştırılan
POD enzimi üzerine uygulanan 4-aminobenzohidrazit’in inhibisyon
türünü gösteren grafik

Tablo 3.8. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD
enzimlerinin 4-aminobenzohidrazit inhibitörü ile yapılan kinetik
çalışmaların toplu sonuçları

Bitki
IC50

(mM)
[İnhibitör]

(mM)
Ki değeri

(mM)
Ortalama

Ki
(mM)

İnhibisyon
tipi

0,550 0,670

0,825 0,679

Kırmızı lahana
(Brassica

oleracea var.
Capitata F.

Rubra)

1,047

1,375 0,756

0,0702±0,05 Yarışmasız
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4.BÖLÜM

TARTIŞMA-SONUÇ VE ÖNERİLER

4.1.Tartışma ve Sonuç

Peroksidaz (POD) enzimi bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunan,

prostetik grup olarak hem grubu ihtiva eden H2O2 varlığında çeşitli elektron vericilerin

oksidasyonunu katalizleyen bir oksidoredüktazdır [98]. Çok sayıdaki izoenzimleri ve in

vitro olarak katalizlediği reaksiyonların çeşitliliği nedeniyle henüz canlı organizmada

belirli bir izoenzim fonksiyonu atamak mümkün değildir [99].

POD, organik çözücülerin fenol polimerizasyonunu katalizlemede [100], atık sulardaki

zehirli fenolleri parçalamada [101], sentetik boya ağartmada [102] kullanılmaktadır.

Peroksidazlar birçok iyonik formları mevcut olan, canlı ortamında bitki büyüme ve

farklılaşmasını kontrol eden anahtar enzimlerden biridir. Aynı bitki kaynağı içinde

bulunan birçok  izoperoksidaz formunun moleküler kütlesi, optimal pH ve sıcaklık,

izoelektrik nokta, substrat özgüllüğü, amino asit ve şeker bileşimi ve ısı stabilitesi

açısından önemli ölçüde farklılık gösterebilir. İşlevsel olarak, bu enzimler bir

reaksiyonu katalizleyen bir oksidoredüktaz gibi davranırlar ve burada H2O2 akseptör

(alıcı) olarak davranır ve diğer bir bileşik hidrojen atomlarnın donörü (verici) olarak

davranır [49].
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POD enziminin saflaştırılması üzerine literatürde birçok kromatografik metot

bulunmaktadır. Ancak bu yöntemler zaman açısından uzun sürmektedir aynı zamanda

maliyet açısından önerdiğimiz yönteme göre daha maliyetlidir [103].

Tez kapsamında kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra ) bitkisinden

POD enziminin saflaştırılması amacı ile afinite jeli hazırlanmıştır. Ligand olarak 4-

aminobenzohidrazit’in bağlı olduğu afinite kolonundan saflaştırılan enzimin kinetik

özellikleri, SDS-PAGE yöntemiyle molekül kütlesi ve kullanılan ligandın kinetik

özellikleri belirlenmiştir.

Hazırlanan afinite kolonundan elde edilen kırmızı lahana (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra) elüatlarının 280 nm’deki absorbans değerleri ölçülmüş ve toplanan

fraksiyonlara kalitatif protein tayini yapılmıştır. Kantitatif protein tayinleri ise afinite

kromatografisi ile saflaştırılan kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F.

Rubra) peroksidaz enzim çözeltileri ve homojenatlardaki protein miktarları Bradford

metoduna göre yapılmıştır. Bu yöntemin diğer protein tayin metotlarından üstün tarafı,

bozucu etkilere karşı daha az hassas olması ve reaksiyon yüksek oranda tekrarlanabilir

olmasıdır. Proteine boyanın bağlanması çok hızlı gelişmektedir ve protein boya

kompleksi çözeltilerde uzun süre kalabilmektedir.

Afinite kromatografisi ile saflaştırılan kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata

F. Rubra)  peroksidazın aktivitesi, Şişecioğlu ve arkadaşlarının uyguladığı yönteme

göre spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. Bu yöntem, H2O2 tarafından guaiakol

kromojenik substratın yükseltgenmesi ve yükseltgenme sonucu oluşan 3,3-dimetoksi-

4,4-bifenokinon renkli bileşiğin meydana getirdiği absorbans artışının 470 nm’de

izlenmesi esasına dayanmaktadır [90].

4-aminobenzohidrazit POD inhibitörüdür [104]. 4-aminobenzohidrazit gibi inhibitörler

yapılarında benzen halkasına bağlı serbest -NH2 bulundurur. 4-aminobenzohidrazit

inhibitörü ile afinite jeli hazırlanmıştır ve kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra)  POD enziminin saflaştırılması Sepharose-4B-L-tirozin-4-

aminobenzohidrazit afinite kromatografisi kullanılarak yapılmıştır.
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Hazırlanan afinite kolonuna kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)

numunesinin tatbiki için öncelikle homojenat hazırlanmıştır. Homojenat hazırlanırken

hücreleri parçalamak için dondurma çözme tekniği kullanılmıştır. Dondurma çözme

tekniği en etkili hücre parçalama tekniğidir. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra)  homojenatı hazırlandıktan sonra kolondan geçirildi ve POD enzimi

kolona tutunarak diğer tüm kirliliklerin yıkama tamponu ile uzaklaştırılması sağlandı.

Yıkama işlemi bittikten sonra elüsyon tamponu ile kolona tutunmuş POD enzimi elüe

edilmiştir. Elüe edilen tüm fraksiyonlara aktivite tayini ve kantitatif protein tayini

yapılmıştır.

Elde edilen veriler ile hesaplamalar yapılmış ve kırmızı lahana (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra) POD enzimi için saflaştırma tabloları çizilmiştir. Elde edilen

sonuçlara göre tek kromatografik işlemle POD enzimi kırmızı lahanadan (Brassica

oleracea var. Capitata F. Rubra) 3550 (EÜ/mg) ve 2,9 verimle 120,6 kat,

saflaştırılmıştır. Gülçin ve Yıldırım karalâhanadan (Brassica oleracea) POD enzimini

üç kromatografik adımda 43805 (EÜ/mg) ve %33 verimle 33,5 kat saflaştırmıştır [64].

Deepa ve arkadaşları palmiye ağacı yaprağından (Elaeis guineensis Jacq.) POD

enzimini 3 kromatografik adımda 251090.90 (EÜ/mg) ve  %54 verimle 429 kat

saflaştırmıştır [105]. Pandey ve arkadaşları baklagilden (Leucaena leucocephala) POD

enzimini 4 kromatografik adımda 63.4 (EÜ/mg) ve  % 26.09 verimle 89.3 kat

saflaştırmıştır [106]. Sakharov ve arkadaşları palmiye ağacından (Roystonea regia) 5

kromatografik adımda 6170 (EÜ/mg) ve % 12,5 verimle 73 kat saflaştırmıştır [107].

Pandey ve arkadaşları papayadan (Carica papaya)  POD  enzimini  üç  kromatografik

adımda 68,59 (EÜ/mg) ve %44,37 verimle 30,22 kat saflaştırmışlardır [108]. Kumar ve

arkadaşları karayip bitkisinden (Euphorbia cotinifolia) iyon değişim kromatografisi

kullanarak 28 (EÜ/mg) ve  % 3,3 verimle saflaştırmıştır [109]. Al-Senaidy ve Ismael

hurma yapraklarından (Phoenix dactylifera L.) POD enzimini üç kromatografik adımda

906,2 (EÜ/mg) ve %5,8 verimle 17 kat saflaştırmıştır [110]. Rudrappa ve arkadaşları

kırmızı pancar köklerinden (Beta vulgaris L.) POD enzimini iki kromatografik adımda

10500,0 (EÜ/mg) ve 15 kat saflaştırmıştır [111]. Köksal ve Gülçin karnabahardan

(Brassica oleracea L.) POD enzimini üç kromatografik adımda 466987,9 (EÜ/mg) ve

%0,2 verimle 19,33 kat saflaştırmıştır [112]. Mdluli marula meyvesinden (Sclerocarya
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birrea subsp. Caffra) POD enzimini üç kromatografik adımda 361,469 (EÜ/mg) ve %

1,3 verimle 19 kat saflaştırmıştır [113]. Lavery ve arkadaşları at turpundan (Armoracia

rusticana) POD enzimini iki kromatografik adımda 772,25 (EÜ/mg) ve %71,3 verimle

291 kat saflaştırmıştır [114]. Lo´pez-Molina ve arkadaşları enginar çiçeklerinden

(Cynara scolymus L.) POD enzimini dört kromatografik adımda 174 (EÜ/mg) ve % 2,3

verimle 54 kat saflaştırmıştır [115].

Saflaştırılan kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz

enziminin saflığının kontrolü için ve molekül ağırlıklarının tespiti için SDS-PAGE

yapıldı. SDS-PAGE görüntüsü kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F.

Rubra) izole edilen peroksidaz enziminin saf olduğu belirlenmiştir. Elde edilen tek

bandın molekül ağırlıkları çizilen Rf-logMK grafiklerinden bulunmuştur. Çizilen

grafikde kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) saflaştırılan

POD enziminin mol kütlesi 69,3 kDa olarak bulunmuştur.

Literatürde yapılan saflaştırma çalışmaları neticesinde peroksidaz enzimi için birçok

izoenzim yapısı bulunmuştur. Farklı bitki kaynaklarından izole edilen bu izoenzimlerin

molekül kütleleri; palmiye ağacı yapraklarında [105] 48 kDa, palmiye ağacında [107]

51 kDa, karayip bitkisinden [108] 43.11 kDa, tatlı patates köklerinden [83] 37 kDa, at

turpunda [114] 37 kDa, domateste [82, 83] 43 kDa, vanilya çekirdeğinde [116] 46,5

kDa, kırmızı pancarda [117] 45 kDa, karalâhanada [62] 95 kDa, zeytinde [118] 44kDa,

hurma yapraklarında [105] 55 kDa olarak tespit edilmiştir. İzole edilen peroksidaz

enzimlerinin molekül ağırlıkları 35-95 kDa arasında saflaştırılan kaynağa göre

değişiklik göstermektedir. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)

POD enzimi için bulduğumuz molekül ağırlıkları literatürle uyum içindedir.

Saflaştırma işlemleri yapıldıktan sonra peroksidaz enzimi için karakterizasyon

çalışmaları yapılmıştır. Bu amaçla kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata

F. Rubra) saflaştırılan POD enzimi için optimum pH, optimum iyonik şiddet, optimum

sıcaklık ve stabil pH değerleri belirlenmiştir.
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Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflaştırılan

POD enziminin optimum pH değerini belirlemek amacıyla pH 5,0- 8,0 aralığında 0,1

M’lık KH2PO4 tamponlarında peroksidaz enziminin gösterdiği aktivite

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra) saflaştırılan POD enziminin optimum pH değeri 0,1 M’lık KH2PO4

tamponunda 7,0 olduğu tespit edilmiştir. Köksal ve Gülçin karnabahar (Brassica

oleracea L.) peroksidazı üzerinde yaptığı çalışmada optimum pH’yı fosfat tamponunda

5,0 olarak bulmuşlardır [70]. Deepa ve arkadaşlarının palmiye yaprak yağı (Elaeis

guineensis Jacq.) peroksidazı üzerine yaptığı çalışmada optimum pH 5,0 olarak

bulmuşlardır [105]. Saraiva ve arkadaşlarının zeytin (Olea europaea L.) peroksidazı

üzerine yaptığı çalışmada optimum pH 7,0 olarak bulmuşlardır [119]. Pandey ve

arkadaşlarının baklagil (Leucaena leucocephala) peroksidazı üzerine yaptığı çalışmada

optimum pH fosfat tamponunda 5,0 olarak bulmuşlardır [106]. Gülçin ve Yıldırım

karalâhanadan (Brassica oleracea) elden edilen peroksidazın optimum pH’sını Tris/HCI

tamponunda 7,5 olarak bulmuşlardır [62]. Köksal ıspanak (Spinacia olracea)

yapraklarından saflaştırılan peroksidaz’ın optimum pH değerini fosfat tamponunda 5,2

olarak bulmuştur [112]. Lavery ve arkadaşları başka bir çalışmada at turpu (Armoracia

rusticana) peroksidazının optimum pH’sını fosfat tamponunda 7,0 olarak tespit

etmiştirlerdir [114]. Kumar ve arkadaşlarının karayip bitkisi (Euphorbia cotinifolia)

peroksidazı üzerine yaptığı çalışmada optimum pH fosfat tamponunda 7,0 olarak

bulmuşlardır [109]. Peroksidaz enzimi ile yapılan çalışmalarda genellikle optimum pH

değeri 5,0-7,5 aralığında olduğu tespit edilmiştir. Tez kapsamında bulunan optimum pH

değeri literatürde bulunan değerlerle uyum içindedir.

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimnin optimum

iyonik şiddetini belirlemek için için 0,025 ile 1,0 M arasında daha önce belirlenen

optimum pH’da fosfat tamponu kullanılarak aktivite ölçümleri yapılmıştır. Optimum

iyonik şiddet kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra ) POD için 0,1

M olarak bulunmuştur. Köksal ve arkadaşları ıspanak (Spinacia olracea) yapraklarından

saflaştırılan peroksidaz’ın optimum iyonik şiddetini 0,075 M olarak bulmuştur [112].

Köksal ve Gülçin karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidazı üzerinde yaptığı

çalışmada optimum iyonik şiddeti 1,0 M olarak tespit etmişlerdir [70].
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Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra ) bitkisinden saflaştırılan

POD enziminin optimum sıcaklığını belirlemede optimum pH ve optimum iyonik

şiddette 10’ar °C artışla 0-80°C aralığında aktivite ölçümleri yapılmıştır. Yapılan

çalışmalar sonucunda elde edilen bulgulara göre kırmızı lahana (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra ) POD enziminin optimum sıcaklık değeri 30°C olarak bulunmuştur.

Saraiva ve arkadaşları zeytinden saflaştırılan POD enziminin optimum sıcaklığını

34,7°C [122], Marquez ve arkadaşları vanilya çekirdeğinden saflaştırılan POD

enziminin optimum sıcaklığını 16°C [116], Pandey ve arkadaşları baklagilden

saflaştırılan POD enziminin optimum sıcaklığını 55°C [106], Al-senaidy ve Ismael

hurma yapraklarından (Phoenix dactylifera L.) saflaştırılan POD enziminin optimum

sıcaklığını 55°C [112], Gülçin ve Yıldırım karalâhanadan (Brassica oleracea)

saflaştırılan POD enziminin optimum sıcaklığını 40°C [105], Köksal ve Gülçin

karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflaştırılan POD enziminin optimum sıcaklığını

30°C [70], Köksal ıspanak (Spinacia olracea) yapraklarından saflaştırılan POD

enziminin optimum sıcaklığını 60°C [115], Kumar ve arkadaşları karayip bitkisinden

(Euphorbia cotinifolia) saflaştırılan POD enziminin optimum sıcaklığını 50°C [109]

olarak bulmuşlardır.

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin stabil pH

deneylerinde pH 5,0- 8,0 aralığında 10 mM’lık fosfat tamponu kullanılmıştır.

Hazırlanan bu tampon çözeltiler ve enzim stokları kullanılarak 12 saat ara ile 108 saat

boyunca aktivite ölçümleri yapılarak enzimin stabil olduğu pH tespit edilmiştir. Yapılan

ölçümler neticesinde kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)

peroksidazı için stabil pH 5,5 bulunmuştur. Köksal ıspanak (Spinacia olracea)

yapraklarından saflaştırılan POD enziminin stabil pH değerini 5,5 bulmuştur [115].

Köksal ve Gülçin karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflaştırılan POD enziminin

stabil pH’sını 8,5 olarak tespit etmişlerdir [70]. Başka bir çalışmada ise Gülçin ve

Yıldırım karalâhanadan (Brassica oleracea) saflaştırılan POD enziminin stabil olduğu

değeri 6,5 olarak bulmuşlardır [62].

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflaştırılan

POD enziminin guaiakol substratına olan ilgisini tespit etmek amacıyla peroksidaz

enzimi için en az beş farklı guaiakol konsantrasyonunda enzim aktivite değerleri

belirlenmiştir. 1/V ve 1/[S] değerleri yardımıyla Lineweaver-Burk grafikleri çizilerek
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KM ve  Vmax değerleri hesaplanmıştır. Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata

F. Rubra) peroksidazı için KM değeri 0,048 mM ve Vmax değeri 1,46 EÜ/mL.dk olarak

hesaplanmıştır. Deepa ve Arumughan palmiya yapraklarından saflaştırılan POD

enziminin KM değerini 3,96 mM olarak bulmuşlardır [105]. Saraiva ve arkadaşları

zeytinden (Olea europaea L.) saflaştırılan POD enziminin KM değerini 0,53 mM olarak

bulmuşlardır [119]. Al-senaidy ve Ismael hurma yapraklarından (Phoenix dactylifera

L.) saflaştırılan POD enziminin KM değerini 0,77 mM olarak bulmuşlardır [110].

Pandey ve arkadaşları baklagilden (Leucaena leucocephala)  saflaştırılan  POD

enziminin KM değerini 2.9 mM olarak bulmuşlardır [106]. Lavery ve arkadaşları at

turpu (Armoracia rusticana) POD enziminin KM değerini 0,5 mM olarak bulmuşlardır

[114]. Suzuki ve arkadaşları buğday tohumundan saflaştırılan POD enziminin KM

değerini 0,028 mM olarak bulmuşlardır [120]. Gülçin ve Yıldırım karalâhanadan

(Brassica oleracea) saflaştırılan POD enziminin KM değerini 5,5 mM olarak

bulmuşlardır [62].  Aruna ve arkadaşları Raphanus sativus köklerinden saflaştırılan

POD  enziminin  KM değerini 4.78mM olarak bulmuşlardır [67]. Köksal ve Gülçin

karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflaştırılan POD enziminin KM değerini 141,64

ve Vmax değerini 7500 EÜ/mL.dk olarak bulmuşlardır [70]. Köksal ıspanak (Spinacia

olracea) yapraklarından saflaştırılan POD enziminin KM değerini 17,35 mM ve Vmax

değerini 1234 EÜ/mL.dk olarak bulmuştur [112]. Kırmızı lahanadan (Brassica oleracea

var. Capitata F. Rubra ) saflaştırılan POD enzimi için bulunan KM değeri  enzim

substrat kompleksinin sağlamlığının bir ölçüsüdür. KM değerinin yüksek olması ES

kompleksinin bağlanmasının zayıf olduğunu yani enzimin substrata ilgisinin az

olduğunu gösterir. Yapmış olduğumuz çalışmalarda bulunan KM değerlerine

bakıldığında kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz

enziminin guaiakol substratına olan ilgisinin yüksek olduğu sonucuna varılmıştır.

Kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflaştırılan

peroksidaz enzimi üzerine ligand olarak kullanılan 4-aminobenzohidrazit inhibitörü için

detaylı kinetik çalışma yapılmıştır. Saflaştırılan peroksidaz enzimi için guaiakol

substratına bağlı olarak inhibisyon etkisini incelemek amacıyla, guaiakol (45 mM)

reaksiyon ortamına 5 farklı konsantrasyonlarda inhibitör ilave edilerek aktivite ölçüm

yapıldı. Bulunan bu değerlerle % Aktivite- konsantrasyon grafikleri çizildi. Çizilen bu
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grafiklerden kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz

enzimi için IC50 değeri 1.047 mM bulunmuştur. IC50 değerleri bulunduktan sonra

kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflaştırılan POD

enzimiyle 5 farklı guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farklı sabit inhibitör

konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapıldı. Yapılan ölçümlerden sonra 1/V ve 1/S

değerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri çizildi. Çizilen bu grafiklerden

kırmızı lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)  POD enziminin inhibisyon

çeşiti ve Ki değeri bulunmuştur. Kırmızı lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F.

Rubra) saflaştırılan peroksidazın Ki sabiti 0,0702±0,05 mM, inhibisyon tipi yarışmasız

olarak bulunmuştur.

POD enziminin saflaştırılması ile ilgili birçok kromatografik yöntem olmasına rağmen

enzimlerin saflaştırılmasında çok önemli bir yöntem olan afinite kromatografisi ile ilgili

literatürde çok detaylı saflaştırma prosedürü yoktur. Bu çalışmada POD enziminin

saflaştırılmasında kullanılan siyanojen bromürle aktifleştirilmiş Sepharose 4B

matriksine 4-aminobenzohidrazit ligandı bağlanarak hazırlanan afinite kolonu ile ilgili

literatürde hiçbir bilgiye rastlanmamıştır. Bu bilgiler ışığında POD enzimi mevcut

yöntemlerden farklı bir afinite jeli ile saflaştırılmıştır. Tez kapsamında sunulan

çalışmanın yeni bir yöntem olarak literatüre katkı sağlayacak olması çalışmayı önemli

kılmaktadır.
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