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PEROKSIDAZ ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFISI iLE
BITKiSEL KAYNAKLARDAN SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Burcu SOMTURK

Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2013
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Nalan OZDEMIR

OZET

Peroksidaz enziminin inhibitdrii olan 4-aminobenzohidrazit molekiili tirozine
kenetlendirilerek afinite jeli hazirlandi. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata
F.  Rubra) bitkisinden peroksidaz (POD) enzimi Sepharose-4B-L-tirozin-4-
aminobenzohidrazit afinite kromatografisi kullanilarak tek basamakta %2,9 verimle
120,6 kat saflastirildi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’de Sl¢iildi.
Enzim safligin1 kontrol etmek ve molekiil kiitlesini belirlemek i¢in SDS-poliakrilamid
jel elektroforezi yapildi ve tek bant gézlendi. Molekiil kiitlesi kirmizi lahana peroksidaz
icin yaklasik 69,3 kDa olarak bulundu. Enzim iizerinde yapilan kinetik ¢aligmalar
neticesinde optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH sirasiyla
7, 0,1 M, 30°C, 5,5 olarak tespit edildi. Guaiakol substrat1 i¢in saf enzimlerin Ky ve
Vmax degerleri hesaplandi ve kirmizi lahana i¢in Ky 0,048 mM ve Vpax 1,46 EU/mL
olarak belirlendi. Ayrica saf peroksidaz enzimi iizerine 4-aminobenzohidrazit
inhibitoriiniin inhibisyon etkisi in vitro sartlarda incelendi. 4-aminobenzohidrazit
inhibitorii bitki peroksidazi i¢in yarigsmasiz inhibisyon gosterdigi bulunmustur ve
kirmizi lahana i¢in I1Cso degeri 1,047 mM olarak K; degeri ise 0,0702+0,05 mM olarak
tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Afinite, peroksidaz, saflastirma, karakterizasyon
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PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE
ENZYME FROM VEGETABLE SOURCE BY AFFINITY
CHROMATOGRAPHY

Burcu SOMTURK

Erciyes University, Graduate School of Natural and Applied Sciences
M.Sc. Thesis, June 2013
Supervisor: Yrd. Do¢. Dr. Nalan OZDEMIR

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. Ky and V. values were calculated for the purified enzyme using guaiacol as
substrate and for red cabbage. Ky and Viax 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, I1Cs

value was calculated as 1,047 mM and K; value was calculated as 0,0702+0,05 mM.

Keywords: Affinity, peroxidase, purification, characterization
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GIRIS

Canli sistemlerde meydana gelen olaylarm anlik olabilmesi, yiiriiyen mekanizmanin
aksamamasi1 ve iglevini olagan siirecinde yerine getirebilmesi i¢in enzimler dnemlidir.
Bu islemler  metabolizma  igerisinde  biyolojik  katalizorler  tarafindan
gerceklestirilmektedir. Katalitik RNA molekiillerinin kiiciik bir grubu harig, biitiin
enzimler protein yapisindadir. Katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun
saglamligina baghdir. Eger enzim denatiire olursa veya alt birimlerine ayrilirsa katalitik
aktivitesini genellikle yitirir. Bu ylizden protein enzimlerinin birincil (primer), ikincil
(sekonder), iiclinciil (tersiyer) ve dordiinciil (kuarterner) yapisi katalitik aktivite icin

esastir.

Oksidorediiktazlarin bir iiyesi olan Peroksidaz (E.C.1.11.1.7), bir heme proteinidir ve
hidrojen peroksiti (H,O;) bir elektron akseptorii olarak kullanarak organik ve inorganik

substratlarin oksidasyonunu katalizler.

Peroksidazlar (POD); mikroorganizma, bitki ve hayvan gibi organizmalarda genis
Olciide yayilmistir. POD ozellikle hiicre duvarinda bulunur ve bitkilerin biiyiimesini ve

gelismesini kontrol eden 6nemli enzimlerden biridir.

Bitkisel peroksidazlar, bircok iyonik formlar1 mevcut olan, canli ortamimda bitki
biiyiime ve farklilagmasini kontrol eden anahtar enzimlerden biridir. Ayni1 bitki kaynag1
icinde bulunan bir¢ok izoperoksidaz formunun molekiiler kiitlesi, optimal pH ve
sicaklik, izoelektrik nokta, substrat 6zgiilliigli, aminoasit ve seker bilesimi ve 1s1
stabilitesi agisindan dnemli dlciide farklilik gdsterebilir. Islevsel olarak, bu enzimler bir
reaksiyonu katalizleyen bir oksidorediiktaz gibi davranirlar ve burada H,O, akseptor
(alic1) olarak davranir ve diger bir bilesik hidrojen atomlarnin donérii (verici) olarak

davranir.



Peroksidaz yiiksek hassasiyetinden dolay1r mikroanalitik ve klinik tan1 i¢in 6nemli bir
ayira¢ olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten, ilag, kimya ve gida
sanayinde peroksidaz i¢in yeni uygulamalar 6nerilmektedir. Ticari olarak peroksidazlar,
alkaloid tiretimi, biyosensor yapimi, hava kirliligi ve hasar kontrolii, gida iiretimi, gida
depolama, organik bilesiklerin biyotransformasyonu, fenoller ve aromatik aminler
iceren endiistriyel atik sularmin aritilmasi, oksidanlarin {iretimi, yakitlarda lignin
parcalama, biyo-bozulma islemi, arastirma ve tibbi teshis icin ikincil antikorlarin
iiretimi, dimerik alkaloidlerin {iretimi, bircok dondurulmus meyve kalitesinin
bozulmasmin Onlenmesi, organik bilesiklerin biyodoniigiimleri, hazir yiyeceklerin
bozulmasmin Onlenmesi amaci ile kullanilmaktadir. Ayni zamanda, peroksidaz
enziminin saflastirilmasi ile ilgili birgok kromatografik yontem olmasina ragmen
enzimlerin saflastirilmasinda ¢ok 6nemli bir yontem olan afinite kromatografisi ile ilgili
literatlirde ¢ok detayli saflastirma prosediirii yoktur. Bu amagla endiistriyel, analitik,
biyomedikal, mikro analitik ve klinik tanida biiyilk 6neme sahip olan peroksidaz

enziminin, kirmizi lahana bitkisinden saflastirilmast amaglanmagtir.

Sunulan tez ¢alismasinda; kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)
bitkisinden peroksidaz (POD) enzimi Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzohidrazit
afinite kromatografisi kullanilarak tek basamakta %2,9 verimle 120,6 kat saflagtirildi.
Molekiil kiitlesi kirmizi lahana peroksidaz icin yaklasik 69,3 kDa olarak bulundu.
Saflastirilan peroksidaz enzimi iizerinde yapilan kinetik ¢aligmalar neticesinde optimum
pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH sirasiyla 7, 0,1 M, 30°C, 5,5
olarak tespit edildi, ve Ky 0,048 mM, Vpax 1,46 EU/mL olarak belirlendi. Kirmizi
lahana i¢in ICso degeri 1,047 mM, K; degeri ise 0,0702+0,05 mM olarak tespit edildi.



1. BOLUM

GENEL BiLGILER

1.1.Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki reaksiyonlar1 hi¢bir yan iiriin olugturmadan %100° lik
bir {irlin verimi saglayarak katalizleyen, katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu
haric protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir. Enzimler protein yapisinda
olduklarindan primer (birincil), sekonder (ikincil), tersiyer (iiciinciil) ve kuaterner
(dordiinciil) yapilarin1 korumalar1 aktiflikleri agisindan olduk¢a 6nemlidir. Enzimlerin en

onemli ozellikleri katalizleme gii¢leri ve spesifiklikleridir [1, 2].

Bazi enzimler katalizleme fonksiyonlarini sadece protein yapilariyla yerine
getirebilirken, bazilar1 ise protein yapisinda olmayan kofaktor adi verilen gruplara
ihtiya¢ duymaktadirlar. Kofaktér metal iyonu olabilecegi gibi koenzim adi verilen

kompleks bir bilesik de olabilir [1- 3].

Bu bakimdan enzimler yapilarina gore, basit enzimler ve bilesik enzimler olmak tizere

ikiye ayrilirlar.

Basit enzimler, sadece proteinden meydana gelir. Bunlara en iyi Ornek sindirim
enzimleri (pepsin, tripsin, gibi enzimler) ve {ireyi pargalayan iireaz enzimidir.
Reaksiyon, direk olarak protein kismi tarafindan yiiriitiiliir.

Bilesik enzimler ise, iki kisimdan meydana gelir:



Protein + Vitaminler

Protein + Mineral maddeler veya metal iyonlar1

Bu enzimlerin protein kismina apoenzim, vitamin kismina koenzim denilmektedir.
Metal iyonlar1 ve mineral maddeler gibi kisimlarma ise enzim aktivatorleri denir.
Katalitik olarak aktif olan enzim kofaktér kompleksine haloenzim adi verilir. Apoenzim

katalitik olarak inaktiftir [5].

Aktif merkeze baglanan ve enzimin doniisime ugrattifi molekiil substrat olarak
adlandirilir. Aktif merkez ylizeyi, yan gruplari substrata baglanan ve bunun kimyasal
transformasyonunu katalizleyen amino asit bakiyeleri olusturulmustur. Enzimler,
oldukga spesifiktirler. Her substrat veya substrat grubunun spesifik bir enzimi vardir.
Enzimler substratlarma gére daha biiylik molekiillerdir. Reaksiyonun gergeklestigi yer
ise kiiclik bir bdlgedir [4]. Yapist aydinlatilmis enzimlerin hepsinde aktif merkezin

kiigiik bir oyuk, girinti veya cep seklinde oldugu bilinmektedir.
Substratin enzime baglanmasi ile ilgili iki model vardir;

1- Anahtar kilit modeli

Substratlar, enzimlerde aktif bolge adi verilen 6zel bir bolgeye baglanmaktadir. Bu
durumda enzim-substrat kompleksi olugmaktadir.

2-Indiiklenmis uyum modeli

Enzimin aktif bolgesi substrat baglanmasina uygun olsa da, baglanma sirasinda, hem
enzim konformasyonu, hem de substratin sekli biraz degisiklife ugrayarak aktif

kompleksi olusturmaktadir [5].

1.2. Enzim katalizli reaksiyonlarin hizim etkileyen faktorler

1.2.1. Sicakhk

Enzim katalizli reaksiyonlarin hiz1 sicaklik ile artar. Fakat belirli bir sicakliga ulagtiktan
sonra azalmaya baslar. Bazi enzimler (termofilik bakterilerden izole edilen enzimler)
100°C sicakliga kadar kisa siireli dayanabilirler. Ancak, enzimlerin cogu 40—-60°C gibi

sicakliklarda denatiire olabilmektedirler. Bu nedenle canli dokulardan ekstrakte edilen



enzimlerin soguk oda, buzdolaby, derin dondurucu gibi yerlerde saklanmasi
gerekmektedir. Sicaklik artis1 belirli bir yere kadar aktiviteyi artirmaktadir, sonrasinda
ise aktivitede diislis baslar. Bunun nedeni ise, enzimin denatiirasyonundan
kaynaklanmaktadir. Aktivitenin maksimum oldugu sicakliga optimum sicaklik

denilmektedir [6].

1.2.2. pH

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’s1 denilmektedir.
Optimum pH’nin her iki yanindaki pH degerlerinde aktivite kayb1 olmaktadir ve bunun
nedeni ise pH degisimine bagl olarak enzimin veya substratin tagidig yiiklii gruplarin
iyonizasyonun ve bunun sonucunda enzimin {i¢ boyutlu yapisinin degigsmesinden

kaynaklanmaktadir [1].

1.2.3. Enzim konsantrasyonu

Enzim katalizli reaksiyon hizi, enzimin substratina doygun oldugu sartlarda enzim
konsantrasyonuna bagli olarak artig gosterir. Ortamdaki enzim molekiilii ne kadar fazla
ise reaksiyon daha hizli yiiriir. Substratin olduk¢a fazla oldugu bir ortamda ve optimal
sartlarda enzimatik reaksiyonun Olgiilen ilk hizi (V,), enzim konsantrasyonu [E] ile

dogru orantili olarak artar [1].

1.2.4. Zaman

Enzim katalizli reaksiyonlarin hiz1 zamanla azalir.

Bunun nedenleri arasinda,

- Enzimin zamanla inaktive olmasi1

- Reaksiyonu 6nleyen maddelerin olusumu ve substratin tiikkenmesidir.

Ayn1 zamanda enzimatik reaksiyonda yer alan bilesenlerin miktarlarida zamana baglh

olarak degisebilir [1].

1.2.5. Substrat konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonun ve diger biitiin sartlarin sabit oldugu bir ortamda enzimatik

tepkimenin hizi, substrat konsantrasyonunun artirilmasiyla dogrusal bir artis gosterir,



daha sonra substrat ilavesine devam edildikge hiz giderek daha az bir artis

gostermektedir ve belirli bir siire sonra ise Vmax diizeyinde sabit kalir.

v

0.Derece
/
Vimax
Vinax/2
1 .Derc;
[Substrat]

Sekil 1.1. Reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile degisimi grafigi

1.2.6. Uriin konsantrasyonu

Enzim katalizli reaksiyonlarmm doniisimli olmasindan dolayr zamanla {iriinlerin
birleserek reaktantlara doniisiimii s6z konusudur. Bu da enzim katalizli reaksiyonlarin

baslangi¢ hizin1 degistirmektedir.

1.2.7. Cesitli iyonlar

Kofaktor gerektiren enzimler ilizerinde metal iyonunun varligi ya da yoklugu ve ayni
zamanda konsantrasyonu oldukea etkili bir faktordiir.

1.2.8. Fiziksel faktorler

Fiziksel faktorlerin basinda, 151k ve radyasyon gelmektedir. Isigm enzimler iizerindeki
etkisi degisiklik gostermektedir. Ornegin, kirmizi ve mavi 1sik tiikiiriik amilazin

aktivitesinde artisa neden olurken, UV ismlarinin ise aktiviteyi azalttig1 goriilmektedir.



1.2.9. inhibitor

Inhibitdrler, enzim Kkatalizli reaksiyonlarin hizini azaltan maddelerdir. Inhibitorler,
enzimin aktif merkezine baglanarak, enzim-substrat kompleksinin olusumunu onlerler.
Bu nedenle ortamda inhibitér varligi enzim katalizli reaksiyonun hizimi azaltwr [5].
Bununla ilgili farkli mekanizmalar vardir. Etki mekanizmas1 ayrintili olarak inhibisyon

baslig1 altinda anlatilacaktur.

1.3. Enzim Kkinetigi

Enzim, substrat1 iirline doniistiiriirken Oncelikle bir  ‘‘Enzim-Substrat kompleksi’’
olusturmaktadir, sonra bu kompleks iiriin ve enzime doniigmektedir. Enzim kinetigi

mekanizmasi Sekil 1.2° de gosterilmektedir [6].

k] k3
Enzim + Substrat — ES ——  Uriin + Enzim
ky

Sekil 1.2. Enzim Kinetigi Mekanizmasi

Burada ES kompleksi, serbest enzim ve serbest substrat’ dan k; hizi ile olusur. ES’ nin
ayrigmasi ise k, hizindaki geri reaksiyonla ve ks hizi ile serbest {iriin ve serbest enzime
ayrismasi ile olmaktadir. Enzim reaksiyonlari {izerinde kinetik ¢alismalar ilk olarak
1913 yilinda Michaelis-Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine
gore, baslangic enzim derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine
baglilig1 incelenmistir. Sonug olarak, hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil
1.3).



V=Vmax

Vmax /

Vmax/2

[Substrat]

Sekil 1.3. Michaelis- Menten grafigi

Michaelis-Menten Bagintisi su sekilde tanimlanir.

Vimax [S]
V=
Kwm + [S]

Burada V. y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak belirtilmektedir. Ky
(Michaelis-Menten sabiti), maksimum hizin yarisina (Vi / 2) karsilik gelen substrat

derisimidir. Vi.x ve Ky, enzim sabitleridir.

Michaelis-Menten grafiginin birinci bolgesinde [S] << Ky oldugundandan grafik
dogrusaldir. ikinci bdlgede ise biiyiik substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir ihmal
yapilamamaktadir, reaksiyon karisik dereceden yiiriimektedir. Ugiincii bolgede [S] >>

Ky’ dir, bu nedenle V = Vp, olur ve reaksiyon sabit hizla devam eder.

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edilmektedir. Ancak, uygulamalarda
kolaylik saglanilmast amaci ile bir dogru denklemine donistiiriilmesi gerekir. Bunun
icin eksen Olgekleri uygun sekilde degistirilerek dogru denklemine doniistiiriiliir. En ¢ok

kullanilani ise Lineweaver-Burk denklemidir.




Bu denkleme gore ordinatta 1 / Vmax, apsiste 1 / [S] degerleri olmak iizere bir dogru elde

edilir. Bu dogrunun egimi ise Kyi/ Vimax dir (Sekil 1.4) [7].

/v

Inhibitér yok

o Egim: Ky/Vmax
-1/Km

\ 1/Vmax

1/S

Sekil 1.4. Lineweaver-Burk grafigi

1.4. Enzim inhibisyonu

Enzimlerin aktivitelerini azaltan ya da tamamen durduran maddelere inhibitdr denir.

Bazi ilaglar ve bir kisim kimyasal maddeler enzimlerin katalitik etkilerine engel olurlar.

Inhibisyon, bazi bilesikler tarafindan enzimlerin in vivo yada in vitro olarak

aktivitelerinin azaltilmasi veya tamamen durdurulmasidir.
Enzim inhibitorleri ile enzim inhibisyonu doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir [8].
Eger inhibisyon geri doniisiimlii ise inhibitor enzime nonkovalent olarak baglanmistir.

Inhibisyon geri donmiiyor ise geri doniisiimsiiz inhibisyondur [9].

Inhibitérler, hem enzim etki mekanizmalarin da hem de metabolik yollarm

aydinlatilmasinda biyokimyacilar agisindan 6nemli bir yere sahiptir [1, 2].

Inhibitérler genellike kiigiik molekiil agirligina sahip bilesikler veya iyonlardir [10].



10

Enzimatik inhibisyon iki ana gruba ayrilir. Bunlar;

1. Déniisiimsiiz inhibisyon: Inhibitériin enzime kovalent olarak baglanmasi ile
meydana gelen inhibisyon tiiriidiir. Doniisiimsiiz inhibisyonda enzimlerin bir veya daha
fazla fonksiyonel grubu etkilenmektedir. Doniislimsiiz inhibisyon da V.« azalirken, Ky
(enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degisime ugramamaktadir [1, 11].

Doniislimsiiz inhibisyonun sematik gdsterimi Sekil 1.5” de verilmistir.

ES:><E . P
S

Sekil 1.5. Doniisiimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi (S: Substrat, I: Inhibitor, P:

Uriin, E: Enzim)

2. Déniisiimlii inhibisyon: Enzim ile inhibitdr etkilesmesinin bir denge reaksiyonu

olusturdugu doniisiimlii inhibisyon tiirli doniisiimsiiz inhibisyonun tersidir.

Dontigiimlii inhibisyon 3 gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

- Yarigmali inhibisyon
- Yarigmasiz inhibisyon

- Yar1 yarigmali inhibisyon
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1.4.1. Yariymah inhibisyon

Doniistimlii inhibisyon tiirleri igerisinde inhibisyonun en basit olani yarigmali inhibisyondur
[14]. DOniisiimlii enzim inhibisyonunda, inhibitor, enzimin aktif yeri i¢in substrat ile
yarigmaktadir. Bu inhibisyon tiiriinde, yap1 itibariyle inhibitér substrata benzemekte ve
enzimin aktif bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasini Onlemektedir.
Yarigmali enzim inhibisyonunda inhibitér madde, enzimin substratina olan ilgisini

azaltir; Ky degeri biiyiir [1, 11, 12]. Yarigmali inhibisyon Sekil 1.6° da gosterilmistir.

. 4P

Sekil 1.6. Yarismali enzim inhibisyonu (S: Substrat, I: Inhibitér, P: Uriin, E: Enzim)

Yarigmalt enzim inhibisyonunda inhibitér enzime tersinir olarak baglandigindan
yarisma, basit olarak daha fazla substrat ekleyerek substrat lehine cevrilebilir. Yeterli
substrat varsa bir yarigmali inhibitériin enzime baglanma olasilig1 olduk¢a azdir. Bu
durumda reaksiyon az ¢ok normal bir V. degeri gosterir, fakat yarigmali inhibitoriin
varliginda, yar1 maksimal hizin gdzlendigi noktadaki substrat konsantrasyonu olan Ky

degeri artar.

1.4.2. Yarismasiz inhibisyon

Yarigmasiz inhibisyonda inhibitdr ve substrat arasinda yarigma olmamaktadir, inhibitor

ve substrat ayni anda enzime baglanabilmektedir.
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Bu durumda baglanma enzimin ayni bdlgesinde olmamaktadir. inhibitér ve substrat
farkli bolgelere baglandigindan dolay1 enzimin iki ¢esit inaktif kompleksi meydana
gelmektedir.

Bu nedenle, substrat konsantrasyonunu artirmakla inhibisyon ortadan kalkmamaktadir.

Enzimin V. degeri azalirken Ky degeri sabit kalmaktadir. Yarsmasiz inhibisyon Sekil

1.7> de gosterilmistir.
S
‘ E “ ‘ E 8§ - ‘ E +<P
& &

e—G

Sekil 1.7. Yarismasiz enzim inhibisyonu (S: Substrat, I: Inhibitér, P: Uriin, E: Enzim)

/v

Inhibit6r var

Inhibitor yok

-1/Km

\ 1/Vmax

Sekil 1.8. Yarigmasiz enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi

1/S
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1.4.3. Yan yarismah inhibisyon

Yar1 yarigmali inhibisyon tiiriinde inhibitor serbest enzime baglanmaz. Sadece ES
kompleksine baglanabilmektedir. Bu yiizden tek substratl sistemlerde yar1 yarigmali
inhibisyon tiiriine daha az rastlanilirken, iki substratli reaksiyonlarda yaygm olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu durumda inhibitérler var oldugu siirece ortamdan siirekli
olarak ES kompleksi uzaklagmaktadir ve bunun sonucunda Ky, azalir. Ayrica bu
ortamda ESI kompleksi siirekli var oldugundan V., degeri de diismektedir. Yari

yarigmali inhibisyon Sekil 1.9’ da gosterilmistir [1].

(E 4;><E£—><E . (P
&

@

Sekil 1.9. Yar1 yarismali enzim inhibisyonu (S: Substrat, I: Inhibitér, P: Uriin, E: Enzim)

1/V
nhibitér var

1Ky
\ Vi

Sekil 1.10. Yar1 yarigmali enzim inhibisyonu i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Inhibitor yok

1/8
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1.5. Enzim aktivite birimleri

Enzimler, biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklarimdan miktarlarmin 6l¢timi
cok zordur. Ancak aktiviteleri dl¢giilebilmektedir. Bir enzimin aktivitesi farkl sekillerde
ifade edilebilir. Ornegin, 1 mg enzim proteini tarafindan birim zamanda meydana
getirilen absorbans degisikligi bir birim olarak ifade edilebilmektedir. Fakat diinya
genelinde, elde edilen sonuglar1 karsilastirabilmek icin daha standart bir birim
tanimlamasi1 gelistirilmigtir. Bu uluslarast iinite (International Unit; IU) veya enzim
iinitesi olarak ifade edilmektedir. Optimum sartlarda, bir {linite enzim, bir dakikada
Iumol {iriiniin olusumunu (veya 1 pmol substratin doniisiimiinii) katalizleyen enzim

miktaridir.

Spesifik aktivite

Bir enzimin aktivitesini tanimlamak i¢in kullanilan aktivitedir. Bir enziminin spesifik
aktivitesi, 1 miligram protein bagina diisen enzim iinitesinin sayisidir. Spesifik aktivite,
enzim {lnitesi/mg protein olarak hesaplanir. Saf bir enzimin spesifik aktivitesi sabittir ve
o enzime 0zgii bir degerdir. Spesifik aktiviteden yola ¢ikarak enzim {initesini miligram

olarak tamimlamak da mimkiindiir.

iinite/spesifik aktivite ( linite/mg) = miligram enzim

Katal

Uluslararas1 Biyokimya Birligi, Enzim Alt Komisyonu tarafindan 6nerilmis bir birim de
katal (Kat)’dir. Optimum sartlarda 1 katal, 1 saniyede 1 mol substrati {iriine doniistiiren

enzim miktaridir.

1.6. Enzimlerin adlandirilmalari ve siniflandirilmalari

Enzimler, onceleri doniisiime ugrattiklar1 maddeler ‘‘substrat’ adi verilen bilesiklerin
isimlerinin sonuna, ‘‘az’’ eki getirilerek isimlendirilmistir. Fakat zamanla daha farkli ve
daha fazla enzimin kesfedilmesi ile sistematik bir isimlendirmeye ihtiya¢ duyulmustur.
Bu nedenle yeni kesfedilen enzimler Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji

Birligi (IUBMB) tarafindan yeni bir adlandirilmaya ve siniflandirilmaya tabi
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tutulmaktadir. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB)
tarafindan Onerilen ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alt1 biiyiik sinifa
ayrilirlar, her smifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt siniflar1 vardir. Buna

gore enzim siniflar1 asagida verilmistir [9].

- Oksidorediiktazlar
- Transferazlar

- Hidrolazlar

- Liyazlar

- Izomerazlar

- Ligazlar (Sentetazlar)

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme-indirgenme (elektron transferi) reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir. Bu smif enzimlerin substratlar1 genellikle elektron ve hidrojen
vericidir. Katalizledikleri reaksiyon tipine gore, dehidrogenazlar oksidazlar ve
rediiktazlar olarak adlandirilir. Oksijen, elektron veya hidrojen alicist ise bu durumda

oksidazlar olarak isimlendirilirler.

2. Transferazlar: Molekiiller aras1 grup (metil, agil, glikozil yada fosfat gibi) transferini

katalizleyen enzimdir.

3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin ( C-C, C-O, C-N ve bazi diger baglarin) hidrolitik
yikimini katalizleyen enzimlerdir. Ayrica suyun katildig1 par¢alanma ve kondenzasyon

reaksiyonlarimi katalizlerler.

4. Liyazlar: C-C, C-O ve C-N baglarinin eliminasyon yoluyla yikimmi katalizleyen

enzimlerdir. Dekarboksilazlar, aldolazlar, dehidratazlar bu grubun 6rnekleridir.

5. Izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal olarak yeniden diizenlenmeyi
(izomerik sekil olusumu reaksiyonlar1) katalizleyen enzimlerdir. Katalizledikleri degisik
izomerizasyon tipine gore rasemaz, epimeraz, izomeraz, mutaz vb. gibi alt isimler
alirlar.

6. Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfatlarin hidrolizi ile birlikte yiirtiyen karbon ve O, S, N
aras1t bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir. Aminoasitleri aktive eden enzimler,

acilCoA — sentetazlar bu grubun 6rnekleridir [9].
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Uluslar aras1 enzim siniflandirmasinda her enzime 4 numara verilmektedir (C:1.2.3.4.).
[Ik numara enzimin alti smiftan hangisine ait oldugunu, ikinci numara etki ettigi
kimyasal yap1iy1 veya fonksiyonel grubu, ii¢lincii numara akseptorii, dérdiincii numara

ise belli bir smifta enzimin aldig1 sira numarasini gostermektedir.

1.7. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, saflagtirilmak istenen molekiiliin matriks’e kovalent olarak
immobilize olan liganda spesifik ve tersinir baglandigi bir tekniktir ve bir cesit
adsorpsiyon kromatografisidir. Cogu zaman saflastrma ve aktif metaryalin geri
kazanilmasi oldukg¢a yiiksekdir. Diger tekniklerle saflagtrma islemi ¢ok basamak
gerektirirken, afinite kromatografisi ile tek basamakta saflagtirma yapilabilmektedir.
Yiiksek seciciliginden dolay1 ve birbirini etkileyen molekiillerin tabii spesifitesinden,

afinite kromatografisi bir¢ok amag i¢in kullanilanilir [13, 14]. Bunlar;

a) Komleks biyolojik karigimlardan maddeleri saflagtirmak igin
b) Bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini ayirmak icin
c) Biiylik miktarlardaki kirleticiyi, kiiciik miktardaki biyolojik metaryallerden

ayirmak i¢in

[k olarak 1910 yilinda amilazm, nisastaya adsorpsiyonu sonucu izolasyonunda afinite
kromatografisi kullanilmistir. Afinite kromatografisinin ge¢mis denemelerdeki eksik
yanlar1 ortadan kaldirilmis ve hatta siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sepharose jeli
1972 yilinda Pharmacia Fine Chemicals tarafindan gelistirilmis. Gilinlimiizde yapilan
caligmalarda farkli fonksiyonel gryplar vasitasiyla matrikslere immobilize olan bir seri
ligand elde edilmistir ve ayn1 zamanda bir¢ok biyolojik maddeyi ayirabilecek spesifik

adsorbanlar tiretilmistir [15].

1.8. Afinite kromatografisi prensibi ve uygulandig: biyolojik sistemler
1.8.1. Afinite kromatografisi prensibi

Basar1l1 bir ayirim yapilabilmesi i¢in biyospesifik ve matrikse kovalent baglanabilecek
bir ligant gerekmektedir. Bunun i¢inde immobilize edilen ligandin ilgili madde (N) yani

numune i¢in spesifik baglama afinitesi olmas1 gerekir ve baglanmayan materyalin yani
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safsizligin yikanmasindan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli adsorpsiyonu

icin kullanilabilir bir yontem bulunmasi gerekmektedir. Afinite kromatografisinin

prensibi Sekil 1.11°de gosterilmistir:

T > W

) ———

E —
Matriles Ligand
N 0y

I + Safmizhlklar
(2)

3 - ) @

Sekil 1.11. Afinite kromatografisi prensibi [13]

*((1)’de ligand matrikse kovalent baglanir, (2)’de saflastirilacak numune kolona adsorbe olup, safsizliklar

akar ve (3)’de numune eliie edilir)

Sekil 1.11°da goriildiigii lizere (1)’de ligand matrikse kovalent baglanir, (2)’de

saflastirilacak numune kolona adsorbe olup safsizliklar akar ve (3)’de numune eliie

edilir. Afinite kromatografisinin en sik kullanildig1 biyolojik sistemler Tablo 1.1’ de

gosterilmigtir [16].

Tablo1.1. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler [13]

Saflastirllacak madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre yiizey
reseptoru

Niikleik asit Komplomenter baz dizisi, histon, niikleik asit
izomeraz

Hormon Reseptdr, tastyict protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin
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1.8.1.1. Matriks

Matriks olarak afinite kromatografisinde Sephadex, Sepharose, Bio-jel gibi bir¢ok jeller
kullanilir. Inci seklinde dizilmis bir agaroz jel olan Sepharose iclerinde en g¢ok

kullanilanidir. Bu jel, matriks i¢in gerekli olan biitiin sartlara sahiptir.

Seker kalintilar1 iizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent olarak baglanmasi
icin kolayca tiirevlendirilebilir. Sepharose 4B bunlar arasinda en ¢ok kullanilanidir. Jel,
oldukca yiiksek spesifiteli adsorpsiyon gostermektedir. Bunun boyle olmasi afinite
kromatografisinin giiciiniin spesifik etkilesmelerinden kaynaklanmaktadir. Jelin ince
yapisy, c¢ok 1iyi bir akis Ozelligi ve partikiiller arasinda minimum kanallama
saglamaktadir. Bu sebeplerden dolay1 da iyi bir ayirma miimkiindiir. Baz1 durumlarda
bu jel yerine, bu jelin bir baska tiirevi kullanilabilir. Sepharose iizerinde hazirlanan
adsorbanlar, yiiksek ve diisiik pH, deterjanlar ve disosiye edici maddeler gibi ¢ok
degisik sartlara dayaniklidir [17].

1.8.1.2. Ligand

Afinite kromatografisinde, kat1 destek materyaline “ligand” ad1 verilen 6zel bir molekiil
immobilize edilmektedir. Ligand saflastirilmak istenen materyale karsi spesifik bir

biyolojik ilgi duyar ve onu belirli bir kuvvette doniisiimlii bir sekilde baglamaktadir.

Ligandin maddeyi baglama afinitesinin serbest ¢ozeltilerde 10*-10°*M arasinda olmas1
istenilen bir durumdur. 10* M’dan daha biiyiik ayrismaya sahip olan etkilesmeler,
afinite kromatografisi i¢in uygun degildir. 10® M’dan daha kiigiik ayrigma sabitlerine
sahip olan maddelerden meydana gelen afinite kromatografisinde ise, bagli maddelerin

inaktive edilmeden baglanmasi i¢in zor bir durumdur.

Cesitli fonksiyonel gruplara sahip olan ligand, saflastirilacak molekiille en az ihtimalle

spesifik etkilesme verecek grup vasitastyla matrikse baglanmalidir [18].

1.8.1.3. Uzant1 Kolu

Afinite kromatografisinde saflastirilmast istenen molekiiliin liganda baglanmasi

konusunda dnemli bir problem yasanmaktadir. Cogu zaman matriks ile saflastirilacak
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molekiil arasinda, sterik engellemelerden dolay1 saflagtirilmast istenen molekiiliin
liganda baglanmas1 konusunda sorun yasanabilir ve bunun sonucunda saflasgtirma verimi
azalabilir. Bundan dolayi, etkili baglanmayi1 kolaylastirmak i¢in matriksle ligand arasina
uzanti kollar1 sokulur. Bu durum 6zellikle enzim saflastirmalarinda 6nemlidir. Ciinkii,
spesifik baglanmanin olacagi enzimlerin aktif bdlgeleri genellikle molekiiliin i¢n
kisimlarinda bulunmaktadir. Uzanti kolunun afinite kromatografisindeki rolii Sekil

1.12°de verilmistir.

) —{E)

(1 Tzant: kolu

(2)

Sekil 1.12.Uzant1 kolunun afinite kromatografisindeki rolii. (1) uzant1 kolu olmadig1
zaman baglanma zordur, (2) uzanti kolu bulundugundan baglanma kolayca
olur. ( L: Ligand, N: Numune) [13]

Islevin yerine getirebilmesi igin uzanti kolunun uzunlugu olduk¢a &nemlidir. Uzant1
kolu ¢ok kisa ise, kol etkisiz olmaktadir ve bu durumda ligand numuneye baglh olan
maddeye tutunamamaktadir. Uzant1 kolu ¢ok uzun ise, spesifik olmayan etkiler fazla
olur ve bu durumda ayirmanin seciligi azalmaktadir. Baz1 ¢aligmalar, ¢ok uzun uzanti
kollarmin numunedeki maddelere hidrofobik etkilesmelerle baglandigini géstermistir ve

hidrofobik etkilesmeler, afinite kromatografisinde istenilen bir durum degildir [19].

1.8.1.4. Ligand1 baglayacak jelin se¢imi

Ligand1 baglayacak jelin se¢iminde, ligand molekiiliinde bulunan baglanma gruplarmin
tipi ve saflastirilacak madde ile baglanma reaksiyonunun tabiatina dikkat edilmesi
gerekir. Ornegin, amino gruplar: ihtiva eden bir enzim inhibitérii, matrikse amino
gruplar1 vasitasiyla baglanabilir ve bu durumda inhibitoriin enzim ile spesifik baglanma
aktivitesi korunmus olmaktadir. Ligandlardaki baglanma bdlgelerinin yeri hakkinda
onceden bilgi bulunmadigi zamanlarda ise deneme yanilma yonteminin yapilmasi
gerekir. Ligandi immobilize etmek icin ¢ogunlukla kullanilan gruplar ve ligandlarin

baglanabilecegi jeller Tablo 1.2° de verilmistir [20].
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Tablo1.2. Ligandlar1 immobilize etmek i¢in kullanilan gruplar ve baglandiklar1 jeller

[13]
Ligand Fonksiyonel grup Baglanacak Jel
CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
CH- Sepharose 4B
Protein Amino Aktiflestirilmis CH- Sepharose 4B
peptid Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
aminoasit Karboksil AH- Sepharose 4B
Tiyopropil- Sepharose 6B
. Aktiflestirilmis tiyol sepharose
Tiyol —
Epoksi aktif.- Sepharose 6B
Hidroksil Epoksi aktif.- Sepharose 6B
CH- Sepharose 4B
Amino Aktif. CH- CH- Sepharose 4B
Seker
Epoksi aktiflestirilmis Sepharose 6B
Karboksil AH- Sepharose 4B
CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose 4B
Polintikleotit Amino Tiyopropil- Sepharose 6B
Koenzim, Amino, karboksil, Uzant1 kolu jel kullanarak
kofaktor tiyol veya hidroksil
Antibiyotik,
steroid vs.

1.9. Peroksidaz Enzimi

Antioksidan enzimler ve endojen antioksidanlarin her ikisinde de oksidasyonu dnleme

mekanizmasi aynidir [21]. Bu her iki tiir mekanizmada da hiicre hasarlarina sebep olan

serbest radikaller giderilerek oksidatif hasarlar1 engellenmektedir. Siiperoksitdizmutaz,

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

detoksifikasyon prosesinde biiylik 6dneme sahiptirler [22]. Antioksidan enzimlerin ayni

zamanda serbest oksijen radikallerini gidererek biyolojik oksidatif hasarlar1 engelledigi

bildirilmektedir. Bagska bir deyisle biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirleri

antioksidan bilesikler gibi enzimler tarafindan da giderilmektedir [23].
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Peroksidaz (POD) [E.C: 1.11.1.7], hidrojen atomlarin1 verme egiliminde olan bilesikler
ile bu atomlar1 alict durumunda olan H,O, bilesigi arasindaki reaksiyonu katalizleyen

bir oksidorediiktazdir [24, 25].

Hidrojen peroksit miktar1 peroksizomlarda, H,O,’ten bagka bir substrata ihtiyag
duymayan  katalaz = enzimleri  tarafindan  diizenlenirken, hiicrenin  diger
kompartimanlarinda aktivitesini géstermek i¢in H>O;’ten baska substratlara da ihtiyag

duyan farkli peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenir [26].

POD, hidrojen peroksiti kullanarak organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu
katalizlerken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi ¢ok sayida aromatik

bilesiklerin dehidrogenasyonunu da katalizler [27, 28].

Canlilarda gorev yapan farkli peroksidaz enzimleri vardir. Peroksidaz enzimlerinin en
onemlilerinden biri olan glutatyon peroksidazin onceleri sadece hayvanlarda yaygin
olarak bulundugu kabul edilirken [29], yakin donemlerde yapilan ¢aligmalar bitkilerde
de H,O; giderilmesi i¢in glutatyon peroksidazin gorev yaptigini géstermistir [30].

Diger bir peroksidaz tiirii olan askorbat peroksidaz izoenzimleri bir¢ok farkli bitkide
bulunmustur. Ayni anda bitki hiicresinin farkli kompartimanlarinda lokalize olmus
durumdadir. Ornegin kloroplastlarda [31, 32] ve sitozolde [33- 35] askorbat peroksidaz
izoenzimleri tespit edilmistir. Bu enzimler indirgeme substrati olarak 6zellikle askorbat
kullanir ve askorbat-glutatyon olarak bilinen reaksiyon dongiisiine katilirlar. Dongii
enzimler tarafindan askorbatin indirgenmis formunun yeniden olusturulmasi ile
tamamlanir [36]. Dalton ve arkadaslar1 benzer calismalari bezelye yapraklarinda

gergeklestirilmistir [37].

Peroksidaz enziminin bitkilerde hormonal faaliyet [38], savunma mekanizmalar1 [39],
sebze ve meyvelerin yetisme donemleri siiresince indoleasetik asit miktarmin
ayarlanmas1 [40] ve lignin biyosentezi [41] gibi hayati fonksiyonlarda rol aldig:
bildirilmistir.
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Peroksidazlar dogada yaygmdir ve cesitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir ki bu
fonksiyonlar; H>O, nin giderilmesi, hiicre duvarlarinda ligninin parcalanmasi [42] ve
biyosentezi, oksin metabolizmasi ve yara iyilesmesi i¢in savunma [43] ve patojen ya da

bdceklere kars1 savunma [44] gibi fonksiyonlardir.

Peroksidazlar mikroorganizma, bitki ve hayvan gibi organizmalarda genis Olciide
yayilmistir. POD 06zellikle hiicre duvarinda bulunur [45] ve bitkilerin biiylimesini ve

gelismesini kontrol eden 6nemli enzimlerin biridir.

Peroksidaz, hiicre duvarlarinin lignifikasyon [46], suberizasyon [47], oksin oksidasyon
[48], yaslanmasi [49], organogenez [50], fenol oksidasyonu [51], hiicre duvari
proteinlernin ¢apraz baglanmasi [52], tuz stres toleransi [53] ve doku hasar1 ve patojenik
mikroorganismalardan gelen enfeksiyonlardan korunma [54-56] da dahil olmak iizere

cesitli hiicresel siire¢lerinde yer alir.

POD yiiksek hassasiyetinden dolayr mikroanalitik ve klinik tani i¢in de onemli bir
ayirag olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla beraber, ilag, kimya ve gida

sanayinde peroksidaz i¢in yeni uygulamalar onerilmektedir [57].

Peroksidaz yaygin substrat Ozgiilliigline sahiptir ve bu 0&zellikler peroksidazi
endiistriyel, analitik ve biyokmedikal uygulamalarda kullanigli yapar. Peroksidazlar
fenolik recine sentezi igin bir katalizor [58] ve tibbi teshis malzemeleri i¢in ticari olarak

kullanilir [59].

Ticari olarak peroksidazlar, alkaloid iiretimi, biyosensor yapimi, hava kirliligi ve hasar
kontrolii [60], gida {iretimi, gida depolama, organik bilesiklerin biyotransformasyonu,
fenoller ve aromatik aminler iceren endiistriyel atik sularmin aritilmas: [61],
oksidanlarin iiretimi, yakitlarda lignin parcalama, biyo-bozulma islemi, arastrma ve
tibbi teshis i¢in ikincil antikorlarin {iretimi, dimerik alkaloidlerin iiretimi, bir¢ok
dondurulmus meyve kalitesinin bozulmasinin Onlenmesi, organik bilesiklerin
Biyodoniisiimleri, hazir yiyeceklerin bozulmasinin 6nlenmesi [62] amac1 ile

kullanilmaktadr.
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POD ve katalaz, H,O, in enzimatik uzaklastirilmasi i¢in iki ana sistemdir ve hiicre
duvarlarmin peroksidatif hasar1 antioksidatif peroksidaz enzim sistemi tarafindan
kontrol edilmistir [63]. Ancak c¢ok sayida katalizledigi reaksiyonlar ve dnemli sayidaki
izoenzimik tiirler nedeni ile peroksidazin metabolizmada oynadigi rol agik degildir [64].
Bu nedenle, POD, klinik tani i¢in ve yiiksek hassasiyet nedeniyle mikroanalitik

immunoassay i¢in yaygin sekilde kullanilir.

Tibbi, kimyasal ve gida sektorlerinde POD i¢in yeni uygulamalar Onerilmistir [65].
Diger uygulamalar, ¢esitli aromatik bilesiklerin sentezi ve peroksitlerin gida ve

endiistriyel atiklarindan kaldirilmasini igerir [66].

Peroksidazlarin fizyolojik rolii ile ilgili olarak enzim normal biiyiime sirasinda sekonder
hiicre duvardaki ligninlerin olusumuna [67] ve bitkiler hastalandiginda ya da

yaralandiginda lignin, suberin vb. gibi fenolik polimerlerin olusumuna katilir [68,69].

Peroksidazlarin  organik  molekiillerin ~ biyotransformasyonu i¢in  kullanildig1
bildirilmistir [55, 70, 71]. Onun daha yiiksek katalitik aktivitesinden dolayi, c¢ok
sayidaki kimyasallar POD kullanilarak degistirilebilir. Ayn1 zamanda ¢esitli aromatik
bilesiklerin sentezi, atik sudan fenollerin uzaklastirilmasi ve gida, igecek ve endiistriyel

atiklardan peroksitlerin atilmasi gibi uygulamalar i¢in kullanilabilir [72].

Peroksidaz enzimini saflagtrma caligmalar1 1960’lardan beri yapilmakta olup farkli
kaynaklardan farkli metotlarla saflastirilmistir. Iyon degisim, afinite, hidrofobik ve

metal afinite kromatografisi bildiklerimizden birka¢ tanesidir [73].

Peroksidaz, karaldhana [55], brokoli [69,74], bamya [75], tiitiin [76], arpa [77], lahana
[78], pamuk [79], tatli patates yumrular1 [80], biiriiksel lahanas1 [81], domates [82,83],
havug [84], portakal [85], kavun [86], ¢ay yapraklar1 [87] gibi bir¢ok bitkiden farkli
kromatografik yontemlerle saflastirilmistir. Bu amagla; endiistriyel, analitik,
biyomedikal, mikro analitik ve klinik tanida biiyilk 6neme sahip olan peroksidaz
enziminin maliyet agisindan oldukg¢a diisiik ve zaman agisindan diger kromatografik
yontemlere gore daha kisa olan afinite kromatografisi teknigi ile saflastirilmasi

amagclanmigtir.
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2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan kimyasal maddeler

CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B, guaiakol, bovine serum albumin (BSA),
amonyum siilfat, sodyum asetat, N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), diyaliz
torbasi, sodyum karbonat, 4-aminobenzohidrazit, hidrojen peroksit, formaldehit,
sodyum tiyosiilfat, sodyum kloriir, 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 siilfat, sodyum dodesilsiilfat (SDS), sodyum perklorat, sodyum azotiir, glimiis
nitrat, hidroklorik asit, siilfirik asit, L-Tirozin, fosforik asit, izoproponal E. Merk
AG’den; potasyum fosfat, sodyum hidroksit, triklor asetik asit (TCA) Riedel de
Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals. inc.’den; kirmizi
lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) giinlik olarak marketten temin

edilmistir.

2.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagida verilen alet ve cihazlar kullanilmistir.

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre : Beckman Coulter Du 730 (UV-VIS)
pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki1 : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karistirict (Shaker) : IKA KS 130 basic



Karistirict (Vorteks)

Hassas terazi:

Otomatik pipet

Afinite kolonu

Calkalayici

Magnetik karigtirict

Saf su cihaz1

Su banyosu

Kar makinesi

Ultraturaks

Gii¢ kaynag1

Buzdolaplar1

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)
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: Fisons whirli-mixer

: Denver Instrument

: Eppendorf

: Kapal1 sistem olusturucu (1x10), sigma (ABD)
: Midi Dual 14

: WiseStir MSH-20A

: Barnstead Easy Pure UV/UF

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

: 1-Bio Rad Power Pac 3000

: Siemens

: Sanyo Medical Freezer

: Sanyo Ultra Low

2.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal caligmalarda kullanilan c¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanig

sekilleri agagidaki gibidir. Cozelti hazirlamak amacuyla ¢ift destile su kullanilmistir.

Afinite kolonunun hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

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

kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 250 mL’ye tamamland1.

2. 0,2 M NaHCO; (pH: 8,8) (tirozin takili jelin ayni tamponun i¢ine alinmasinda
kullanildi): 0,84 g NaHCO; 80 mL destile suda ¢6ziildii. 1 N NaOH ile pH: 8,8 kadar

titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamland1.

3. 0,05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) (4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesinde Sepharose-
4B-L-tirozin siispansiyonunun yikanmasinda kullanildi): 1,211 g Tris 150 mL destile su
icerisinde ¢oziildii. 1 N H,SOy4 ile pH’s1 7,4’e getirildikten sonra hacim destile su ile

200 mL’ye tamamlanda.
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Homojenat hazirlanmasinda kullanmilan c¢ozeltiler

0,3 M KH,PO4 (pH: 7,0) (Sivt azot pargalamasindan sonra bitki dokularinin igine
alindig1 tampon): 4,08277 g KH,P04, 80 mL destile suda ¢oziildii. 1IN NaOH ile pH:
7,0’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 100 mL’ye tamamlanda.

Afinite kolonunda kullamilan cozeltiler

1. 10 mM KH,PO, (pH: 6,8) (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonunun
dengelenmesinde kullanilan tampon): 1,3609 g KH,PO4, 950 mL destile suda ¢oziildii.
IN NaOH ile pH: 6,8’e kadar titre edildi, daha sonra toplam hacim destile suyla 1 L

tamamlandi.

2. 25 mM KH,POy4 (pH: 6,8) (CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonuna
homojenatin tatbikinden sonra kolonu yikamada kullanilan tampon): 1,3609 g KH,PO,
350 ml destile suda ¢oziildii. IN NaOH ile pH: 6,8’¢ kadar titre edildi, daha sonra
toplam hacim destile suyla 400 mL’ye tamamlandi.

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

mL’ye tamamland1.

Aktivite ol¢ciimiinde kullanmilan ¢ozeltiler

1. 0,1 M KH,PO4 (pH: 6,0) (Enzim aktivitesinin Ol¢iilmesinde kullanilan tampon):
1,3609 g KH,PO,4, 80 mL destile suda ¢oziildi. IN NaOH ile pH: 6,0’e kadar titre

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

2. 45 mM Guaiakol ¢ozeltisi (Enzim aktivitesinin 6lglimiinde kullanilan substrat

cozeltisi): 498 L guaiakol alinarak son hacim 100 mL’ye tamamland:.

3. 22,5 mM H,O, c¢ozeltisi (Enzim aktivitesinin Ol¢iimiinde kullanilan substrat
cozeltisi): %30’luk 1,11 g/mL olan H,0,’den 228 pL alinarak destile suyla 100 mL’ye

tamamlandi.
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Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢ozeltiler

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

tamamlandi. Hazirlanan ¢dzelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforez i¢in kullanilan ¢ozeltiler

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

ile pH: 8,8’¢ ayarlandi, toplam hacim 100 mL’ye tamamland1.

2. 1 M Tris-HCI tamponu (pH: 6,8) : 12,114 g Tris, 80 mL saf suda ¢oziildi. 1 N HC1
ile pH:6,8’e ayarlandi, toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢6zeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve
34,6 g saf su karistirilarak ¢ozild.

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

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

mL’ye tamamland1.

6. Yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin, 450 mL saf suda ¢6ziildii. Daha sonra
bunun iizerine 5 mL %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 mL’ye

tamamlandi.

7. % 0,I’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 0,01 M 16 mL NaOH

icerisinde ¢dziindii ve toplam hacim saf suyla 100 mL’ye tamamland:.

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

50 mL olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.
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Giimiis boyamada kullanilan c¢ozeltiler

1. Tespit c¢ozeltisi: 60 mL saf su, 30 mL % 96°lik etanol, 10 mL asetik asit’in
karistirilmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g Sodyum asetat, 45 mL Etanol ve 80 mL saf su
karistirildi, pH 6’ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 mL
glutaraldehit eklenip saf su ile 150 mL ye tamamland:.

3. Boyama cozeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 mL saf su’da ¢oziiliip lizerine 30 pL
formaldehit eklendi.

4. Yikama Cozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su’da ¢oziildii ve iizerine
120 pL formaldehit ilave edildi.

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

hazirlandi.

Deneylerde kullanilan inhibitor stok ¢ozeltiler

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

suda ¢oziildii.

2.4. Yontemler

2.4.1. Protein tayini

2.4.1.1. Kalitatif protein tayini

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

absorblamalar1 esasina dayanmaktadir [88].

Kromatografi sonucunda elde edilen eliatlar kuvartz kiivetlere alindi ve
spektrofotometrede proteinin i¢inde bulundugu tampon kor olarak kullanilarak

absorbanslar1 6l¢iildii.
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2.4.1.2. Bradford yontemi ile protein tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢o6zeltisi ve homojenattaki protein
miktarlar1 Bradford (1976) metoduna gore belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniistimiinii
saglar. Bu yontemin bozucu faktdrlere karsi hassasiyeti olduk¢a azdir (1- 100 pg arasr).
Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir ve hizli cereyan eder, iki dakikada tamamlanir.
Tayin iglemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
bovine serum albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL
konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi ve 4,9 mL Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu.
Kor olarak, 0,1 mL enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 4,9 mL
Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen
sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu ve standat grafik ¢izilerek

protein miktarlar1 belirlendi [89].

2.4.2. Peroksidaz aktivitesi tayini

Peroksidaz enziminin aktivite Ol¢limii, Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi
prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosediir, H,O, tarafindan
guaiakol kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin meydana

getirdigi absorbans artiginin 470 nm’de izlenmesi esasma dayanir (Sekil 2.1) [90].
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OH
HsCO
OCH;
POD
Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon OCH5

Sekil 2.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi [14]

Tablo 2.1. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesindeki kiivet icerigi

Kullanilan Cozeltiler Kor (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 i¢in asagidaki formiil kullanildi.

A=E&Eb.c c=A/EDb V =c.Dt

A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Is1g1n gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (pumol/mL)

€ = Ekstinksiyon kat sayis1 ( 5000 M x cm'l)

Dr= Seyreltme katsayisi

V = Reaksiyon hiz1 (umol x dak. /mL)

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

yoluna sahip kiivet kullanilarak takip edildi.
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2.5. Kirmuzi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden POD

enziminin saflagtirilmasi cahismalari

2.5.1. Kirmuz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) homojenatinin
hazirlanmasi

20 g taze kirmizi lahana tartild1 ve blender cihaz ile kiiglik parcalara boliindii. Parcalar
stv1 azot ilave edilerek toz haline getirildi ve tizerine 0,3 M pH: 7,0 olan tampondan 50
mL ilave edilerek 1-2 dakika manyetik karistiric1 iizerinde karistirildi. Bu karigim 2.400
rpm’de birka¢ kez homojenizatorden gecirilerek bitki hiicresinin pargalanmasi ve
homojenize olmasi saglandi. Homejenat siiziildii ve santriflij tiiplerine doldurularak
16.000 xg’de bir saat boyunca santrifiij edildi. Stipernatan c¢okelekten ayrildi. Elde
edilen silipernatant daha sonraki saflastirma basamaklarinda kullanilmak tizere + 4°C’de

muhafaza edildi.

2.5.2. POD inhibitorleri ve ligand se¢cimi

Peroksidaz enzimi iizerine yapilan inhibisyon kinetigi caligmalarindan literatiirdeki
enzimin inhibitorleri tespit edildi [91- 93]. Literatiirde bulunan inhibitorlerden
faydalanarak POD’un afinite kromatografisi ile saflagtirlmasinda en uygun diazonyum
tuzu olusturabilecek ligandlar secilerek afinite jellerinin hazirlanmasi yapildi. POD’un

bilinen inhibitorleri Sekil 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7°de verilmistir.

OQO 8 —

O - N
\ﬁ

OH

Opipramol Lofepramine Dibenzepin




c
S / \N P
N
e,
N
H\NH
HaC CHs
Protriptyline Melitracen Butriptyline
s HaC CH,
| N
N
N e CH, /
\ N / ~— N
CHs;
Dimetacrine Dosulepin Quinuprmine

Sekil 2.2. Segici olmayan monoamin geri alim inhibitorleri [14]

Alaproclate

Cl

=

e

N

Etoperidone

Sekil 2.3. Secici serotonin geri alim inhibitorleri [14]
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Sekil 2.4. Secici olmayan monoamin oksidaz inhibitorleri [14]
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Sekil 2.5. Diger antidepresanlar [14]
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Sulphanylamide

NH»

Sekil 2.6. Mikroorganizmalar1 6ldiiren veya gelismesini baskilayan inhibitorler [14]

Sulphapyridine

NH,

NH>

Aniline

NH,

o- Toluidine

NH,

CH3

m- Toluidine

H,N

CHs;

p-Toluidine

CH,§
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0 OH NH,
HO
HO OH
0 OH
Anthracene-9,10-dione Floroglusinol Resorsinol Aniline
0 0 0 NH—NH,
NC Cl
NC Cl
O (0]
. 2,3 Dichloro-5,6-diciyano- NH,
Benzoquinone 1,4-benzoquinone 4-aminobenzohydrazide

Sekil 2.7. Bilinen diger organik molekiiller [14]

Bilinen bu inhibitorlerden molekiil yapilari tirozin uzant1 kolu ile diazonyum tuzu
olusturabilecek olanlar siilfanilamit, siilfapiridin, o-toluidine, m-toluidine p-toluidine,
anilin, benzokain ve 4-aminobenzohidrazit oldugu tespit edildi. Bu nedenlerden dolayz;
tez ¢alismasinda 4-aminobenzohidrazit inhibitorii, POD enziminin saflastirilmasinda

afinite kolon ligand1 olarak secildi.

2.5.3. Afinite jelinin hazirlanmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriksine L-tirozin uzant1 kolu kovalent olarak
baglandi. Daha sonra 4-aminobenzohidrazitin tirozine kenetlenmesi saglandi.
Hazirlanan jelde; tirozin afinite jelinin uzanti kolunu, inhibitér ise enzimi spesifik
olarak baglayacak kismi olusturmaktadir. Afinite jelinin hazirlanmasi 2.5.3.1° de

ayrintili olarak verilmistir.
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2.5.3.1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

0-C=N 0
OH  BrNC N
—»1 JC=NH
OH OH o

Ara Uriin 1mid01§arbonat
Sepharose-4B Siyanat yapisi (Reaktif)
A
N H2 - (I:_ C H 2 H
COOH
L-Tirozin
@ H
o—c—NH—g—CHz@,OH
COOH
OH

Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 2.8. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi [14]

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 250 mL soguk 0,1 M NaHCOs; tamponu (pH:
10) ile yikanarak bir behere alindi. Ayni tamponun 20 mL’sinde 80 mg tirozin
coziinmiis soguk cozelti behere ilave edilerek karistirildi. Daha sonra siispansiyon,
+4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karigtirildi ve 16 saat boyunca +4°C’de
bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar
afinite jeli bol su ile yikandi. Yikama islemi 100 mL 0,2 M NaHCO; tamponu ile (pH:
8,8) tekrarlanarak tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40 mL’si i¢ine alindi (Sekil 2. 8).

2.5.3.2. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirmesi

Inhibitdr’den 25 mg almarak 0°C civarinda 10 mL, 1 M HCI iginde ¢oziildii ve
icerisinde 75 mg NaNO, bulunan 0°C’deki 5 mL ¢dzelti, inhibitdr ¢ozeltisine damla
damla katildi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmig bulunan inhibitér 40 mL
Sepharose-4B-L-tirozin silispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH: 9,5’da sabit
tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve
200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH: 7,4) tamponuyla yikandi, sonra da {izerine bir miktar
daha ayni tampondan konularak saklandi [94]. Hazirlanan jele baglanma modeli Sekil

2.9’ da verilmistir.



H

2
O-C—NH-C—CH,
COOH
Lo

Afinite jeli

OH

j BrCN
OH

Ara {irlin
Siyanat yapisi

Sepharose-4B

Oy NHNH,

N,*CI

Diazolanmig
4- amino benzohidrazit

—< >—OH
N=N : o)
NHNH,

Mafenide

Sepharose 4B-L-Tirozin 4-aminobenzohidrazit

O-C=N
o}}_
— JLC=NH
OH o

imidokarbonat
(reaktif)

H
NHZ—Q—CH2d<::>F_H
COOH

L-tirozin

O H

1l |
/O—C—NH—Q—CHZ<C:>}_OH
:> COOH

~OH

Sekil 2.9. 4-aminobenzohidrazit kenetlendirilmesi baglanma modeli [14]

2.5.4. Afinite kolonunun paketlenmesi
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Hazirlanan jel dengeleme tamponu (10 mM KH,PO, pH: 6,8) i¢ine alinarak jel siispanse

edildi ve su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Siispanse edilmis jel, 1x10

cm’lik kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla yikama ve

dengeleme tamponu ile yikandi. Kolon dengeleninceye kadar yikama yapildi. Kolonun

dengelenmis oldugu, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarmin ve pH’larmnin

esitlenmesinden anla

sild
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2.5.5. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Boliim 2.5.1°da agiklandig1 gibi hazirlanan homojenatin 5 mL’si 10 mM KH,PO,4 pH:
6,8 tamponu ile dengelenmis olan kolona tatbik edildi ve kolon 25 mM KH,PO4 pH: 6,8
cozeltisi ile yikandi. Boylece peroksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi. Sonra
IM NaCl/25 mM KH,PO4 pH: 6,8 tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi eliie
edildi. Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hiz1 35 mL/saat’e ayarlandi ve eliiatlar
1,5’er mL halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm’deki absorbans degeri kore
kars1 6lciildii.

2.5.6. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin belirlenmesi

POD enzimi afinite kolonundan saflastirildiktan ve diyaliz edildikden sonra %3-8
kesikli sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli
metoduna uygun olarak yapildi [95] ve saflastirilan enzimlerin saflik derecesi kontrol
edildi. Standart olarak molekiil agirligler1 10 kDa ile 250 kDa arasinda degisen

proteinler kullanildi.

Bu amagla; elektroforez plakalar1 6nce su sonra alkol ile iyice yikandi Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st iiste getirilerek kiskaclarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel

hazirlama kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirland1.

Ayirma jelinin hazirlamsi: 5 mL 1 M Tris-HCI (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 karistirildi. Bu karisimin iizerine son olarak 0,2 mL %10’luk
amonyum persiilfat (NH4),S,05 (PER) ilave edildi.

Yigma jelinin hazirlamisi: 0,41 mL 1 M Tris-HCI (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
alinarak karistirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,1 mL ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar enjektorle

dokiildii. Hava almamasina dikkat edildi. Belli bir siire jelin donmas1 beklendi, ayirma



59

jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Daha sonra yigma
jel iist yiizeye kadar ilave edildi. Uzerine tarak dikkatlice yerlestirildikten sonra jelin
kurumasi i¢in bekletildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan kuyucuklar isaretlenerek jelin iistii 6nce saf su,
sonra da yliriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme
tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi.
Toplam hacim 100 pL olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika
kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir
enjektdr yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot),
iistten (-) kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra
akim 120 volta ayarlanarak 1,5 saat oda sicakliginda yiiriitiildii. Akim kesilerek, cam
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Bu yiiriitme tamponu tekrar kullanilmak

uzere saklandi.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jel 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle tespit edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon ¢ozeltisiyle karistiricida
bekletildi. Bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra 20 dakika
glimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin istiinde boyandi. Bu boya kisa bir siire once
hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo ¢ozeltisiyle kisa ve ¢abukca yikayip siyahlasan
stvi dokiildii. Bantlar goriiliince jel karistiricinin iistiinde 1 mL gliserin ve 250 mL

%»35 lik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi [96].

2.6. Kirmuz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden

saflastirnlan POD enziminin karakterizasyon calismalar:

Hazirlanan afinite kromotografisi kolanlarindan saflastirilacak peroksidaz enziminin
kinetik 6zelliklerini arastirmak i¢in guaiakol substrat1 kullanarak optimum pH, optimum
iyonik siddet, optimum sicaklik, stabil pH ve guaiakol icin Ky ve Vi degerleri
hesaplandi.

2.6.1. Peroksidaz enzimi icin optimum pH calismalar

Peroksidaz enziminin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla pH'st 5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;

7,5 ve 8,0 olan 0,1 M KH,PO, tamponlar1 hazirland1. Uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir
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tamponda enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Elde edilen

sonuclar grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.2. Peroksidaz enzimi icin stabil pH cahismalan

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in pH'lar1 5; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 ve 8,0 olan
10 mM KH,PO,4 tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki tampon ¢ozeltilerinin 1
ml’sine 1 mL enzim ¢dzeltisi karistirilarak +4°C’de muhafaza edildi. 5 giin boyunca 12
saat arayla yapilan aktivite dl¢climiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Sonuglar

grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.3. Peroksidaz enzimi icin optimum sicakhik calismalar:

Peroksidaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali su
banyosu kullanildi. Optimum pH ve optimum iyonik siddette olan tampon ve
substratlar1 ihtiva eden karigim kiivet icersinde uygun sicakliga ayarli su banyosunda 5
dk bekletilerek istenilen sicakliga getirildi ve son olarak enzim ¢dzeltisi pipetlendi. 0°C
ile 80°C arasida 10’ar °C araliklarla her sicaklik i¢in aktivite 6l¢limii yapildi. Sonuclar
grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.4. Peroksidaz enzimi icin optimum iyonik siddet calismalar

Optimum iyonik siddetleri belirlemek amaciyla optimum pH'da kirmizi lahana
(Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD i¢in 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 1000 mM’lik KH,PO4 tamponlar1 hazirlandi. Uygun substrat ¢ozeltisi ile
her bir tamponda ayri ayri enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak

belirlendi. Elde edilen sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.

2.6.5. Guaiakol icin Ky ve Vax degerlerinin Hesaplanmasi

Kwm ve Vimax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; guaiakol kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Olciildi. 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi.
Grafiklerin ¢izimlerinde en kiiciik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky ve
Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri yardimiyla hesaplanarak tabloda gosterildi
[97].
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2.6.6. Kullamilan ligand icin kinetik ¢cahsmalar

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

Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Daha sonra inhibisyon tiiriiniin belirlenmesi ve K; degerlerinin tespit edilmesi amaciyla
oda sicakliginda optimum pH’da 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3
farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite Slclimleri yapildi. Elde edilen bu
aktivite degerleri ile Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek inhibisyon tipleri ve Ki

degerleri bulundu.



3. BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Kantitatif protein tayini icin kullamlan standart grafik

Kirmiz1 lahana bitkisinden hazirlanan homojenat ve afinite kolonundan saflastirilan
peroksidaz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 Bradford ydntemiyle
belirlendi. Bu amagla boliim 2.4.1.2.°de anlatildig1 gibi 6nce standart grafik hazirland1.
Homojenatlar ve afinite kromatografisi ile elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif
protein miktar1 bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg

proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1” de gosterildi.

1.2 1 y = 0,0104x

2 _
1,0 - R®=0,9853 2

0,8

0,6

595 nm Abs.

0,4

0,2

0,0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

pg BSA

Sekil 3.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik (BSA: Bovine Serum Albumin)
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3.2. Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden POD

enziminin saflastirilmasi calisma sonuclari

3.2.1. POD enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonuglari

Bolim 2.5.3’de anlatildig1 sekilde hazirlanan kolona, bolim 2.5.1°de belirtildigi gibi
kirmizi lahana bitkisinden hazirlanan homojenatlardan 5’er mL ayr1 ayr1 dengelenmis
kolona pipet vasitasiyla tatbik edildi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra eliisyon
cozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliiatlar kolon akis hiz1 35 mL/saat’e ayarlanarak 1,5’er mL
halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 280 nm’de absorbans degerleri dlgiilerek kalitatif
protein tayinleri yapildi. 280 nm’de Olgililen absorbans degerlerinin tiip sayisina karsi
grafikleri Sekil 3.2 ’te verildi. Absorbans gosteren tiiplerin 470 nm’de aktivitelerine
bakildi. 470 nm’de tiip sayisma karsi aktivite grafikleri doygun substrat

konsantrasyonunda hesaplanarak Sekil 3.3’de gosterildi.

0,12 -

0,10 +

0,08 +

0,06 ~

280 nm Abs.

0,04 +

0,02 +

0,00 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiip sayis1

Sekil 3.2. Afinite koloundan elde edilen eliiatlarin 280 nm deki Absorbans degerlerinin
tiip sayist ile degisimi
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Sekil 3.3. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
4-aminobenzohidrazit afinite koloundan elde edilen eliiatlarin 470 nm deki
absorbans degerlerinin tiip sayist ile degisimi

3.2.2. POD enziminin saflastirma basamaklari sonuclari

Hazirlanan jel kolono paketlendikden sonra 10 mM KH,POj4 (pH: 6,8) tamponu ile den-
gelendi. 2.5.1°de belirtildigi gibi kirmizi lahana bitkisinden hazirlanan homojenatlardan
5’er mL ayr1 ayr1 kolona tatbik edildi ve kolonlar 400 mL 25 mM KH,PO4 (pH: 6,8)
tamponu ile yikandi. Boylece peroksidaz enziminin kolona tutunmasi saglandi. Sonra
IM NaCl/25 mM KH,PO,4 (pH: 6,8) tamponu tatbik edilerek peroksidaz enzimi 1,5’er
mL hacimler seklinde eliie edildi. Eliisyon sirasinda peristaltik pompa vasitasiyla

kolonun akis hiz1 35 mL/saat’e ayarlandi.

Ligand olarak 4-aminobenzohidrazit kullanilan kolondan kirmizi lahana bitkisinden
peroksidaz enziminin saflagtirma basamaklarinda 470 nm de aktivite tayini ve Bradford
metoduyla kantitatif protein tayini yapildi. Peroksidaz enziminin afinite kromatografisi

saflastirma sonuglar1 Tablo 3.1°de gosterildi.
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Tablo 3.1. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
4-aminobenzohidrazit kolonundan saflastirma basamaklar1 sonuglar1

Toplam Aktivite Protein Toplam  Toplam  Spesifik Yiizde

Saflagtirma Hacim (EU/mL) miktari protein aktivite aktivite verim Saflagtirma
Basamaklan (mL) (mg/mL) (mg) (ED) (EU/mg) (%) Katsayisi
Homojenat SmL 24,72 0,84 4,2 123,6 29,43 100 1
Sepharose 4B

Afinite SmL 0,71 0,0002 0,001 3,55 3550 29 120,6
Kromatografisi

3.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclar:

Kromatografik islemler sonucu 4-aminobenzohidrazit afinite kolonu ile kirmizi
lahanadan saflastirilan peroksidaz enziminin safligini1 kontrol etmek ve molekiil
kiitlesini tespit etmek amactyla SDS-poliakrilamit jel elektroforezi yapildi. Bu amagla
boliim 2.5.6’da anlatildig1 gibi hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularina
sirayla saflastirilan peroksidazlar ve standart proteinler uygulandi ve uygun sartlarda jel
tizerinde yliriitiildii. Daha sonra giimiis boyama yapilan jelin fotografi alindi ve
saflagtirilan enzimin mol kiitlesi log MK-Rf grafigi ¢izilerek tespit edildi. Sonuglar,
Sekil 3.4, 3.5 ve Tablo 3.2’ de verilmistir.
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Sekil 3.4. 4-aminobenzohidrazit kolonundan saflastirilan kirmizi lahana (Brassica
oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin SDS-PAGE fotografi
*(a Nolu kuyu: Standart proteinler, b Nolu kuyular: Saflastirilan kirmizi
lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD )

2,5 y=-0,9983x+2,1117
R’ =0,9837
2,0 -
§ 1,5
=Vl
=
1,0
0,5 |
0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Rf

Sekil 3.5. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) dan saflastirilan
POD enziminin SDS-PAGE sonucu ¢izilen Rf-log MK grafigi
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Tablo 3.2. Kirmizi1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) dan saflastirilan
POD enzimi i¢cin SDS-PAGE ile molekiil tayini sonuglar1

Enzim Bitki Molekiil Kiitlesi
Peroksidaz Kirmizi lahana 69,3
(POD) (Brassica oleracea var.

Capitata F. Rubra)

3.3. Kirmuz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden

saflastirnlan POD enziminin karakterizasyon calismalar ile ilgili sonuclar

3.3.1. Peroksidaz enzimi icin optimum pH ¢alisma sonuclar

Kirmiz1 lahanadan saflagtirilan POD enziminin optimum pH c¢aligmasi bolim 2.6.1°de

anlatildig1 sekilde pH 5,0- 8,0 araliginda degisen 0,1 M KH,PO4 tampon ¢ozeltileri

kullanilarak enzimin aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 3.6). Kirmiz1

lahanadan saflagtirilan POD enzimi i¢in optimum pH: 7 olarak belirlendi.

0,30 -
0,28 -
0,26 -
0,24
0,22
0,20 -
0,18 -
0,16 -
0,14
0,12

(Aktivite (EU/mL)

0,10
4

Sekil 3.6. Kirmiz1 lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) saflastirilan
POD enziminin aktivitesinin (EU/mL) pH ile degisimi
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3.3.2. Peroksidaz enzimi icin optimum iyonik siddet calisma sonuclar

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflastirilan
POD enziminin aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla KH,PO4
tamponunun optimum pH’daki degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri bolim 2.6.4°de
anlatildigr gibi hazirlandi. Farkli KH,PO4 konsantrasyonlarmnda aktivite olgiimleri
yapildi. Sonuclar ¢izelge ve aktivite-konsantrasyon grafikleri halinde gdosterildi (Sekil
3.7). Yapilan ¢alismalar sonucu kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F.
Rubra) saflastirilan POD enzim igin en uygun iyonik siddetin 0,1 M KH,POj4 (pH: 6,5)

tamponu oldugu tespit edildi.

0,30 -

o

N

o
|
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[S)

o
|

Aktivite (EU/mL)
o °o
> o

0,05

0,00 T T T T T ]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

KH,PO4 (M)

Sekil 3.7. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO4 (pH:7,0) tampon c¢ozeltileri
kullanilarak kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)
saflastirilan POD enzimi i¢in ¢izilen Aktivite (EU/mL)-Iyonik siddet (M)
grafigi

3.3.3. Peroksidaz enzimi icin optimum sicakhik calisma sonuclar

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflastirilan
POD enziminin optimum sicakligini belirlemek tizere kirmizi lahana (Brassica oleracea
var. Capitata F. Rubra) i¢in optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 0,1 M KH,PO4
(pH: 6,5) tamponu kullanildi. 0°C ile 70°C arasinda her 10°C’de bir olmak {izere boliim
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2.6.3°de anlatildig: sekilde aktivite dlgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8°de
gosterildi. Bu ¢aligmalar sonucu kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F.

Rubra) POD i¢in optimum sicaklik 30°C olarak tespit edildi.

0,50 -
0,45 -
0,40 -
0,35 -
0,30 |
0,25 -
0,20 -
0,15 4
0,10 -
0,05 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Sicaklik (°C)
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Sekil 3.8. Kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) saflastirilan
POD enziminin optimum sicakligi i¢in Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C)
grafigi

3.3.4. Peroksidaz enzimi icin stabil pH ¢alisma sonuclari

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz enzimlerinin
stabil pH’lar1 bolim 2.6.2°te anlatildig1 sekilde pH’lar1 5.0- 8.0 araliginda 10 mM
KH,PO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan enzim stoklarinin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 3.9). Kirmizi lahana (Brassica
oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimi i¢in stabil pH, 10 mM KH,PO,
tamponunda pH: 5,5 olarak belirlendi.
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Aktivite (EU/mL)

—e—pH:5,0
—a—pH:5,5
—A—pH:6,0
—e—pH:6,5
—e—pH:7,0
—o—pH:7,5
—A—pH:8,0

48 60 72 84 96 108 120

Zaman (saat)

Sekil 3.9. Degisik pH’lardaki KH,PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak kirmizi lahana
(Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimi i¢in elde edilen

stabil pH grafigi

3.3.5. Guaiakol substrati icin Ky ve V. degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan

calisma sonuclari

Tablo 3.3. Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimi i¢in
Kwm ve Vimax degerlerinin bulunmasina yonelik guaiakol derisimi ve aktivite

cizelgesi
Gualikol (mM) Aktivite (EU/mL)
0,30 0,012
0,45 0,026
0,60 0,036
0,75 0,052
1,05 0,066

Guaiakol substarati i¢in kirmizi lahana bitkisinden saflastirilan POD enziminin Ky ve

Vmax degerlerinin belirlenmesi ¢alismalar1 bolim 2.6.5’te anlatildig1 sekilde yapildi.

Bitki POD i¢in en az 5 farkli guaiakol konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda

aktivite Olclimii yapildi. 1/[Guaiakol]-1/V Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi ve bu
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grafikten Ky ve Vo degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar Tablo 3.3 ve Sekil
3.10°da goriilmektedir. Bu caligmalar sonucunda guaiakol i¢in Ky degeri kirmizi
lahanada 0,048 mM olarak bulunurken V. ise kirmizi lahana 1,46 EU/mL olarak tespit
edildi.

35 y = 0,033x + 0,6857
R? = 0,9594 *

1/[V]

95

1/[Gualikol] mM"’

Sekil 3.10. Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
guaiakol i¢in Ky ve Vimax degerlerinin belirlenmesi grafigi

3.3.6. Kullanilan inhibitoriin K; ve ICsy degerlerinin bulunmasi yonelik yapilan
calisma sonuclari

Bu c¢alismada 4-aminobenzohidrazit inhibitorii saf suda ¢oziilerek kirmizi lahanadan
saflagtirilan peroksidaz enzimi iizerine guaiakol substrati i¢in etkileri incelendi. Bu
amagla, sabit substrat konsantrasyonunda guaiakol (45mM) ve 5 farkl inhibitor
konsantrasyonlarinda her bir inhibitdr i¢in aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu
degerler ve deney prosediirii Tablo 3.4 ve 3.5’de gdsterildi ve % Aktivite-konsantrasyon
grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulundu. Bu grafikler Sekil 3.11°de gosterildi. Kirmizi
lahana peroksidaz ICso degeri 1,047 mM olarak tespit edildi.
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Tablo 3.4. Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
aktivitesi iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ¢aligmalarda
bulunan inhibitér konsantrasyonu ve % aktivite degerleri

[4-aminobenzohidrazit] % Aktivite

(mM)

0,000 100
0,275 79,7
0,550 69,0
0,825 57,3
1,375 39,9
1,650 343

Tablo 3.5. Kirmizi1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin
aktivitesi iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitorii ile yapilan ICs
calismasinda kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
Fosfat Saf . Fosfat Saf .

Tamponu | Guaiakol | H,0, su Inhibitér | Tamponu | Guaiakol | H,0, su Inhibitor | POD
(mL) (mL) (mL) | (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) | (mL) (mL) (mL)
0,45 1,00 1,00 | 0,550 0,000 0,45 1,00 1,00 | 0,450 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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Sekil 3.11. Kirmizi1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimi
aktivitesinin 4-aminobenzohidrazit inhibitori ile degisimi

Daha sonra inhibisyon tiirlerinin belirlenmesi ve K; degerinin tespit edilmesi amaciyla 5
farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda
aktivite Ol¢iimii yapildi. Elde edilen sonuglar ve deney prosediirii Tablo 3.6, 3.7 ve
3.8’de verilmistir. Ayrica elde edilen bu degerlerle Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek
inhibisyon tipleri ve K; degerleri hesaplandi. Sonuglar Sekil 3.12° da gosterilmistir.
Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimi i¢in K; sabiti

0,0702+0,05 mM ve inhibisyon tipi ise yarigmasiz olarak tespit edildi.
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Tablo 3.6. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden
saflagtirilan POD enzimi iizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitoriiniin Ki
degerlerinin tespitinde kullanilan substrat konsantrasyonu ve aktivite
degerlerini gosteren ¢izelge

Guaiakol Aktivite (EU/mL)
(mM)
Kontrol
3,0 0,135
4,5 0,184
6,0 0,200
7,5 0,248
9,0 0,312
0,55
3,0 0,069
4,5 0,104
6,0 0,120
7,5 0,130
9,0 0,146
0,825
3,0 0,057
4,5 0,080
6,0 0,106
7,5 0,108
9,0 0,116
1,375
3,0 0,049
4,5 0,056
6,0 0,076
7,5 0,096
9,0 0,106




75

Tablo 3.7. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisindan
saflagtirilan POD enzimi lizerine 4-aminobenzohidrazit inhibitériiniin K;
degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii

Kor Tiip Numune Tiipii
Fosfat Saf | Fosfat Saf |
Tamponu | Guaiakol | H,0, su Inhibitér | Tamponu | Guaiakol | H,0, su Inhibitor | POD
(mL) (mL) | (mL) | (mL) | (mL) (mL) (mL) | (mL) | (mL) | (mL) | (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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25 T
+ Kontrol

m [11]=0,55 mM

4 [12]=0,825 mM

1/v

o [13]=1,375 mM

0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4

1/[Guaiakol] (mM ™)

Sekil 3.12. Kirmiz1 lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) saflastirilan
POD enzimi {izerine uygulanan 4-aminobenzohidrazit’in inhibisyon
tiiriinii gosteren grafik

Tablo 3.8. Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD
enzimlerinin 4-aminobenzohidrazit inhibitdri ile yapilan kinetik
calismalarin toplu sonuglari

ICso | [inhibitér] | Kidegeri | Ortalama | Inhibisyon
Bitki (mM) (mM) (mM) K; tipi
(mM)
Kirmizi lahana 0,550 0,670
(Brassica
oleracea var. 1,047 0,825 0,679 0,0702+0,05 | Yarismasiz
Capitata F.

Rubra) 1,375 0,756




4.BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER
4.1.Tartisma ve Sonuc¢

Peroksidaz (POD) enzimi bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunan,
prostetik grup olarak hem grubu ihtiva eden H,O, varliginda ¢esitli elektron vericilerin
oksidasyonunu katalizleyen bir oksidorediiktazdir [98]. Cok sayidaki izoenzimleri ve in
vitro olarak katalizledigi reaksiyonlarm c¢esitliligi nedeniyle heniiz canli organizmada

belirli bir izoenzim fonksiyonu atamak miimkiin degildir [99].

POD, organik ¢oziiciilerin fenol polimerizasyonunu katalizlemede [100], atik sulardaki

zehirli fenolleri par¢alamada [101], sentetik boya agartmada [102] kullanilmaktadir.

Peroksidazlar bir¢ok iyonik formlar1 mevcut olan, canli ortaminda bitki biiylime ve
farklilagmasimi kontrol eden anahtar enzimlerden biridir. Ayni bitki kaynagi i¢cinde
bulunan birgok izoperoksidaz formunun molekiiler kiitlesi, optimal pH ve sicaklik,
izoelektrik nokta, substrat 6zgiilliigii, amino asit ve seker bilesimi ve 1s1 stabilitesi
acisindan onemli odlgiide farklilik gosterebilir. Islevsel olarak, bu enzimler bir
reaksiyonu katalizleyen bir oksidorediiktaz gibi davranirlar ve burada H,O, akseptor
(alic1) olarak davranir ve diger bir bilesik hidrojen atomlarnin donérii (verici) olarak

davranir [49].
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POD enziminin saflastirilmasi iizerine literatiirde bircok kromatografik metot
bulunmaktadir. Ancak bu yontemler zaman agisindan uzun siirmektedir ayni1 zamanda

maliyet agisindan Onerdigimiz yonteme gore daha maliyetlidir [103].

Tez kapsaminda kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra ) bitkisinden
POD enziminin saflastirilmasi amaci ile afinite jeli hazirlanmistir. Ligand olarak 4-
aminobenzohidrazit’in bagli oldugu afinite kolonundan saflastirilan enzimin kinetik
ozellikleri, SDS-PAGE yontemiyle molekiil kiitlesi ve kullanilan ligandin kinetik

ozellikleri belirlenmistir.

Hazirlanan afinite kolonundan elde edilen kirmizi lahana (Brassica oleracea var.
Capitata F. Rubra) eliiatlarmin 280 nm’deki absorbans degerleri 6l¢lilmiis ve toplanan
fraksiyonlara kalitatif protein tayini yapilmistir. Kantitatif protein tayinleri ise afinite
kromatografisi ile saflastirilan kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F.
Rubra) peroksidaz enzim ¢oOzeltileri ve homojenatlardaki protein miktarlar1 Bradford
metoduna gore yapilmistir. Bu yontemin diger protein tayin metotlarindan iistiin tarafi,
bozucu etkilere kars1 daha az hassas olmas1 ve reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir
olmasidir. Proteine boyanmn baglanmasi ¢ok hizli gelismektedir ve protein boya

kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalabilmektedir.

Afinite kromatografisi ile saflastirilan kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata
F. Rubra) peroksidazin aktivitesi, Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi yonteme
gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu yontem, H,O, tarafindan guaiakol
kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve ylikseltgenme sonucu olusan 3,3-dimetoksi-
4,4-bifenokinon renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artiginin 470 nm’de

izlenmesi esasina dayanmaktadir [90].

4-aminobenzohidrazit POD inhibitoriidiir [104]. 4-aminobenzohidrazit gibi inhibitrler
yapilarinda benzen halkasina bagli serbest -NH; bulundurur. 4-aminobenzohidrazit
inhibitorii ile afinite jeli hazirlanmistir ve kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var.
Capitata F. Rubra)  POD enziminin saflastirilmasi Sepharose-4B-L-tirozin-4-

aminobenzohidrazit afinite kromatografisi kullanilarak yapilmistir.
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Hazirlanan afinite kolonuna kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)
numunesinin tatbiki i¢in dncelikle homojenat hazirlanmistir. Homojenat hazirlanirken
hiicreleri pargalamak i¢in dondurma ¢ézme teknigi kullanilmistir. Dondurma ¢ézme
teknigi en etkili hiicre parcalama teknigidir. Kirmizi1 lahana (Brassica oleracea var.
Capitata F. Rubra) homojenat1 hazirlandiktan sonra kolondan geg¢irildi ve POD enzimi
kolona tutunarak diger tiim kirliliklerin yikama tamponu ile uzaklastiriimasi saglandi.
Yikama islemi bittikten sonra eliisyon tamponu ile kolona tutunmus POD enzimi eliie
edilmistir. Eliie edilen tiim fraksiyonlara aktivite tayini ve kantitatif protein tayini

yapilmaistir.

Elde edilen veriler ile hesaplamalar yapilmis ve kirmizi lahana (Brassica oleracea var.
Capitata F. Rubra) POD enzimi i¢in saflastirma tablolar1 c¢izilmistir. Elde edilen
sonuglara gore tek kromatografik iglemle POD enzimi kirmizi lahanadan (Brassica
oleracea var. Capitata F. Rubra) 3550 (EU/mg) ve 2,9 verimle 120,6 Kkat,
saflastirilmistir. Giilgin ve Yildirim karaldhanadan (Brassica oleracea) POD enzimini
iic kromatografik adimda 43805 (EU/mg) ve %33 verimle 33,5 kat saflastirmustir [64].
Deepa ve arkadaslar1 palmiye agaci yapragindan (Elaeis guineensis Jacq.) POD
enzimini 3 kromatografik adimda 251090.90 (EU/mg) ve %54 verimle 429 kat
saflastirmistir [105]. Pandey ve arkadaslar1 baklagilden (Leucaena leucocephala) POD
enzimini 4 kromatografik adimda 63.4 (EU/mg) ve % 26.09 verimle 89.3 kat
saflastirmistir [106]. Sakharov ve arkadaslar1 palmiye agacindan (Roystonea regia) 5
kromatografik adimda 6170 (EU/mg) ve % 12,5 verimle 73 kat saflastrmistir [107].
Pandey ve arkadaslar1 papayadan (Carica papaya) POD enzimini ii¢ kromatografik
adimda 68,59 (EU/mg) ve %44,37 verimle 30,22 kat saflastirmislardir [108]. Kumar ve
arkadaslar1 karayip bitkisinden (Euphorbia cotinifolia) iyon degisim kromatografisi
kullanarak 28 (EU/mg) ve % 3,3 verimle saflastirmustir [109]. Al-Senaidy ve Ismael
hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera L.) POD enzimini li¢ kromatografik adimda
906,2 (EU/mg) ve %5,8 verimle 17 kat saflastrmistir [110]. Rudrappa ve arkadaslari
kirmiz1 pancar kdklerinden (Beta vulgaris L.) POD enzimini iki kromatografik adimda
10500,0 (EU/mg) ve 15 kat saflastirmustir [111]. Koksal ve Giilgin karnabahardan
(Brassica oleracea L.) POD enzimini {i¢ kromatografik adimda 466987,9 (EU/mg) ve
%0,2 verimle 19,33 kat saflastirmistir [112]. Mdluli marula meyvesinden (Sclerocarya
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birrea subsp. Caffra) POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 361,469 (EU/mg) ve %
1,3 verimle 19 kat saflagtirmistir [113]. Lavery ve arkadaglar1 at turpundan (4drmoracia
rusticana) POD enzimini iki kromatografik adimda 772,25 (EU/mg) ve %71,3 verimle
291 kat saflagtrmustir [114]. Lo’pez-Molina ve arkadaslar1i enginar ¢iceklerinden
(Cynara scolymus L.) POD enzimini dért kromatografik adimda 174 (EU/mg) ve % 2,3
verimle 54 kat saflagtirmistir [115].

Saflagtirilan kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz
enziminin safligmin kontrolii icin ve molekiil agrliklarinin tespiti icin SDS-PAGE
yapildi. SDS-PAGE goriintiisii kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F.
Rubra) izole edilen peroksidaz enziminin saf oldugu belirlenmistir. Elde edilen tek
bandin molekiil agirliklar1 ¢izilen Rf-logMK grafiklerinden bulunmustur. Cizilen
grafikde kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) saflastirilan

POD enziminin mol kiitlesi 69,3 kDa olarak bulunmustur.

Literatiirde yapilan saflastirma ¢aligmalar1 neticesinde peroksidaz enzimi i¢in birgok
izoenzim yapist bulunmustur. Farkli bitki kaynaklarindan izole edilen bu izoenzimlerin
molekiil kiitleleri; palmiye agaci yapraklarinda [105] 48 kDa, palmiye agacida [107]
51 kDa, karayip bitkisinden [108] 43.11 kDa, tath patates koklerinden [83] 37 kDa, at
turpunda [114] 37 kDa, domateste [82, 83] 43 kDa, vanilya ¢ekirdeginde [116] 46,5
kDa, kirmiz1 pancarda [117] 45 kDa, karaldhanada [62] 95 kDa, zeytinde [118] 44kDa,
hurma yapraklarmda [105] 55 kDa olarak tespit edilmistir. izole edilen peroksidaz
enzimlerinin molekiil agirliklar1 35-95 kDa arasinda saflastirilan kaynaga gore
degisiklik gostermektedir. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)

POD enzimi i¢in buldugumuz molekiil agirliklari literatiirle uyum i¢indedir.

Saflagtrma islemleri yapildiktan sonra peroksidaz enzimi icin karakterizasyon
caligmalar1 yapilmigtir. Bu amagla kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata
F. Rubra) saflastirilan POD enzimi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum

sicaklik ve stabil pH degerleri belirlenmistir.
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Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflastirilan
POD enziminin optimum pH degerini belirlemek amaciyla pH 5,0- 8,0 araliginda 0,1
M’k  KH,PO, tamponlarinda  peroksidaz  enziminin  gdsterdigi  aktivite
spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. Kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var.
Capitata F. Rubra) saflastirilan POD enziminin optimum pH degeri 0,1 M’lik KH,PO4
tamponunda 7,0 oldugu tespit edilmistir. Kdksal ve Giilgin karnabahar (Brassica
oleracea L.) peroksidazi iizerinde yaptigi calismada optimum pH’y1 fosfat tamponunda
5,0 olarak bulmuslardir [70]. Deepa ve arkadaslarinin palmiye yaprak yagi (Elaeis
guineensis Jacq.) peroksidazi iizerine yaptig1 ¢alismada optimum pH 5,0 olarak
bulmuslardir [105]. Saraiva ve arkadaglarmin zeytin (Olea europaea L.) peroksidazi
lizerine yaptig1 ¢aligmada optimum pH 7,0 olarak bulmuslardir [119]. Pandey ve
arkadaglarinin baklagil (Leucaena leucocephala) peroksidazi lizerine yaptig1 ¢aligmada
optimum pH fosfat tamponunda 5,0 olarak bulmuslardir [106]. Giilgin ve Yildirim
karalahanadan (Brassica oleracea) elden edilen peroksidazin optimum pH’sii1 Tris/HCI
tamponunda 7,5 olarak bulmuslardir [62]. Ko&ksal 1spanak (Spinacia olracea)
yapraklarindan saflastirilan peroksidaz’in optimum pH degerini fosfat tamponunda 5,2
olarak bulmustur [112]. Lavery ve arkadaglar1 baska bir ¢alismada at turpu (4drmoracia
rusticana) peroksidazinin optimum pH’smi fosfat tamponunda 7,0 olarak tespit
etmistirlerdir [114]. Kumar ve arkadaslarmin karayip bitkisi (Euphorbia cotinifolia)
peroksidazi lizerine yaptig1 calismada optimum pH fosfat tamponunda 7,0 olarak
bulmusglardir [109]. Peroksidaz enzimi ile yapilan ¢aligmalarda genellikle optimum pH
degeri 5,0-7,5 araliginda oldugu tespit edilmistir. Tez kapsaminda bulunan optimum pH

degeri literatiirde bulunan degerlerle uyum igindedir.

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enzimnin optimum
iyonik siddetini belirlemek icin i¢in 0,025 ile 1,0 M arasinda daha once belirlenen
optimum pH’da fosfat tamponu kullanilarak aktivite dlgtimleri yapilmistir. Optimum
iyonik siddet kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra ) POD ig¢in 0,1
M olarak bulunmustur. Koksal ve arkadaslar1 ispanak (Spinacia olracea) yapraklarindan
saflagtirilan peroksidaz’in optimum iyonik siddetini 0,075 M olarak bulmustur [112].
Koksal ve Giilgin karnabahar (Brassica oleracea L.) peroksidazi iizerinde yaptigi

calismada optimum iyonik siddeti 1,0 M olarak tespit etmislerdir [70].
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Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra ) bitkisinden saflastirilan
POD enziminin optimum sicakligin1 belirlemede optimum pH ve optimum iyonik
siddette 10’ar °C artigla 0-80°C araliginda aktivite Olclimleri yapilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda elde edilen bulgulara gore kirmizi lahana (Brassica oleracea var.
Capitata F. Rubra ) POD enziminin optimum sicaklik degeri 30°C olarak bulunmustur.
Saraiva ve arkadaslar1 zeytinden saflastirilan POD enziminin optimum sicakli§ini
34,7°C [122], Marquez ve arkadaslar1 vanilya c¢ekirdeginden saflastirilan POD
enziminin optimum sicakligini 16°C [116], Pandey ve arkadaslar1 baklagilden
saflagtirilan POD enziminin optimum sicakligmi 55°C [106], Al-senaidy ve Ismael
hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera L.) saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligint 55°C [112], Gilgin ve Yildirim karaldhanadan (Brassica oleracea)
saflagtirilan POD enziminin optimum sicakligini 40°C [105], Kdksal ve Giilgin
karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligini
30°C [70], Koksal 1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan saflagtirilan POD
enziminin optimum sicakligii 60°C [115], Kumar ve arkadaslar1 karayip bitkisinden
(Euphorbia cotinifolia) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligin1 50°C [109]

olarak bulmuslardir.

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin stabil pH
deneylerinde pH 5,0- 8,0 araligimnda 10 mM’lik fosfat tamponu kullanilmistir.
Hazirlanan bu tampon ¢ozeltiler ve enzim stoklar1 kullanilarak 12 saat ara ile 108 saat
boyunca aktivite dl¢limleri yapilarak enzimin stabil oldugu pH tespit edilmistir. Yapilan
Olciimler neticesinde kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra)
peroksidazi i¢in stabil pH 5,5 bulunmustur. Koksal ispanak (Spinacia olracea)
yapraklarindan saflagtirilan POD enziminin stabil pH degerini 5,5 bulmustur [115].
Koksal ve Giilgin karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin
stabil pH’sim1 8,5 olarak tespit etmislerdir [70]. Baska bir calismada ise Giilgin ve
Yildirim karalahanadan (Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin stabil oldugu

degeri 6,5 olarak bulmuslardir [62].

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflastirilan
POD enziminin guaiakol substratina olan ilgisini tespit etmek amaciyla peroksidaz
enzimi ic¢in en az bes farkli guaiakol konsantrasyonunda enzim aktivite degerleri

belirlenmigstir. 1/V ve 1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek
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Kwm ve Vimax degerleri hesaplanmistir. Kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata
F. Rubra) peroksidazi i¢in Ky degeri 0,048 mM ve V. degeri 1,46 EU/mL.dk olarak
hesaplanmistir. Deepa ve Arumughan palmiya yapraklarindan saflagtirilan POD
enziminin Ky degerini 3,96 mM olarak bulmuslardir [105]. Saraiva ve arkadaslari
zeytinden (Olea europaea L.) saflastirilan POD enziminin Ky degerini 0,53 mM olarak
bulmuslardir [119]. Al-senaidy ve Ismael hurma yapraklarindan (Phoenix dactylifera
L.) saflagtirilan POD enziminin Ky degerini 0,77 mM olarak bulmuslardir [110].
Pandey ve arkadaglar1 baklagilden (Leucaena leucocephala) saflastirilan POD
enziminin Ky degerini 2.9 mM olarak bulmuslardir [106]. Lavery ve arkadaglari at
turpu (Armoracia rusticana) POD enziminin Ky degerini 0,5 mM olarak bulmuslardir
[114]. Suzuki ve arkadaslari1 bugday tohumundan saflastirilan POD enziminin Ky
degerini 0,028 mM olarak bulmusglardir [120]. Giilgin ve Yildirim karaldhanadan
(Brassica oleracea) saflastirilan POD enziminin Ky degerini 5,5 mM olarak
bulmuslardir [62]. Aruna ve arkadaslar1 Raphanus sativus koklerinden saflastirilan
POD enziminin Ky degerini 4.78mM olarak bulmuslardir [67]. Koksal ve Giilgin
karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin Ky degerini 141,64
ve Vmax degerini 7500 EU/mL.dk olarak bulmuslardir [70]. Koksal 1spanak (Spinacia
olracea) yapraklarindan saflagtirilan POD enziminin Ky degerini 17,35 mM ve Vmax
degerini 1234 EU/mL.dk olarak bulmustur [112]. Kirmiz1 lahanadan (Brassica oleracea
var. Capitata F. Rubra ) saflastirilan POD enzimi i¢in bulunan Ky degeri enzim
substrat kompleksinin saglamligmin bir dlglisiidiir. Ky degerinin yiiksek olmasi ES
kompleksinin baglanmasmin zayif oldugunu yani enzimin substrata ilgisinin az
oldugunu gosterir. Yapmis oldugumuz c¢alismalarda bulunan Ky degerlerine
bakildiginda kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz

enziminin guaiakol substratina olan ilgisinin yliksek oldugu sonucuna varilmistir.

Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflastirilan
peroksidaz enzimi iizerine ligand olarak kullanilan 4-aminobenzohidrazit inhibitorii i¢in
detayli kinetik calisma yapilmistir. Saflastirilan peroksidaz enzimi i¢in guaiakol
substratma bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla, guaiakol (45 mM)
reaksiyon ortamina 5 farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite dl¢iim

yapildi. Bulunan bu degerlerle % Aktivite- konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Cizilen bu
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grafiklerden kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) peroksidaz
enzimi icin ICsy degeri 1.047 mM bulunmustur. ICsy degerleri bulunduktan sonra
kirmizi lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) bitkisinden saflastirilan POD
enzimiyle 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda aktivite 6l¢iimii yapildi. Yapilan dlglimlerden sonra 1/V ve 1/S
degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. Cizilen bu grafiklerden
kirmiz1 lahana (Brassica oleracea var. Capitata F. Rubra) POD enziminin inhibisyon
cesiti ve Ki degeri bulunmustur. Kirmizi lahanadan (Brassica oleracea var. Capitata F.
Rubra) saflastirilan peroksidazin K; sabiti 0,0702+0,05 mM, inhibisyon tipi yarigmasiz

olarak bulunmustur.

POD enziminin saflagtirilmasi ile ilgili birgok kromatografik yontem olmasina ragmen
enzimlerin saflastirilmasinda ¢ok 6nemli bir yontem olan afinite kromatografisi ile ilgili
literatlirde ¢ok detayli saflagtirma prosediirii yoktur. Bu calismada POD enziminin
saflagtirilmasinda kullanilan siyanojen bromiirle aktiflestirilmis Sepharose 4B
matriksine 4-aminobenzohidrazit ligand1 baglanarak hazirlanan afinite kolonu ile ilgili
literatiirde hicbir bilgiye rastlanmamistir. Bu bilgiler 1513inda POD enzimi mevcut
yontemlerden farkli bir afinite jeli ile saflastirilmistir. Tez kapsaminda sunulan
caligmanin yeni bir yontem olarak literatiire katk1 saglayacak olmasi ¢alismay1 dnemli

kilmaktadir.
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	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.
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