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OZET

Doktora Tezi

TUMOR KUCULTUCU ETKIYE SAHIP MYROSINAZ ENZIMININ CASIR (Prangos
ferulecea L.) VE YABAN KEREVIZI (Smyrnium olusatrum L.) BITKILERINDEN
SAFLASTIRILMASI ve KARAKTERIZE EDILMESI

Bahar AYDIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nazan DEMIR

Myrosinaz enzimi (tiyoglikozid glikohidrolaz, E.C. 3.2.3.1) hidrolazlar grubu iyesi olup
glikozinolatlarn hidrolizlenmesi reaksiyonu gerceklestiren bir enzimdir. Bu ¢alismada Erzurum
ve gevresinde yetismekte olan casir bitkisi (Prangos ferulecea L.) ve Mersin yoresi Tarsus’un
dag koylerinde yetisen yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden myrosinaz enzimi
saflagtirlldi ve karakterize edildi. Myrosinaz enziminin saflastirilmasinda kromatografik
yontemlerden faydalamldi. Myrosinaz enzimi 3 basamakta saflastirildi. ik basamakta amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapildi, 2. basamakta Sephakril S 200 anyon degistirici kromatografisi kolonu
kullanild1 ve 3. basamakta ise Konkavalin A Sepharoz afinite kromatografisi kullanilarak enzim
saflastirildi. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkilerinden saflagtirilan myrosinaz enziminin safligin1 kontrol etmek amaci ile SDS-PAGE
elektorofezi uygulandi.

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

Enzim aktivitesi lizerine Mg2+, Ca®*, Cu*, Mn*, zn*, Fe* (20mM, 1ImM ve 0,1mM)
katyonlarinin ve askorbik asit, EDTA ve SDS (10mM, 1mM ve 0,1mM) bilesiklerinin etkileri
arastirildi. Bunlara ek olarak kozmetikte kullanilan pantenol, cephalotin, betamethasone,
linoleik asit ve E vitamininin (10mM, 1mM ve 0,1mM) ve cilt kanseri tedavisinde etkili olan
TAL TA,, TAs TAy, TAs, TAg, TA7, TAg, TAg ve TAy (500 ppm) molekiillerinin etkileri
arastirildi.

Ayrica enzim aktivitesi lizerine 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm klorprifos etil, metil paratiyon,
dimetoat, diazinon, metamidopos, etil paratiyon ve fention pestisitlerinin etkisi arastirildi.

2011, 112 sayfa
Anahtar Kelimeler: Myrosinaz, , saflagtirma, karakterizasyon, kanser tedavisi.



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ENZYME MYROSINASE WHICH
HAVE A DEGRADING EFFECT ON TUMOR FROM (Prangos ferulecea L.) and (Smyrnium
olusatrum L.) PLANTS

Bahar AYDIN

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

Supervisior: Prof. Dr. Nazan DEMIR

The enzyme responsible for the hydrolysis of glucosinolates is known as myrosinase (E.C.
number 3.2.3.2, also known as: B-thioglucosidase, B-thioglucoside glucohydrolase). In this
study; the myrosinase enzyme was purified and characterized from (Prangos ferulecea L.)
which grows in Erzurum and (Smyrnium olusatrum L.) plants, which grows naturally in certain
rural regions of Mersin. Three different steps were used for purification of the myrosinase from
(Prangos ferulecea L.) and (Smyrnium olusatrum L.). First step was (NH,),SO, precipitation.
Secand step was Sephacryl S200 anion exchange chromatography and finally Concavali A
affinity chromatography was used. SDS-polyacrilamide gel electrophoresis was applied for
control of the myrosinase enzyme purified from the centaury (Prangos ferulecea L.) and
(Smyrnium olusatrum L.) plants.

Ku and Vi values for sinigrin substrate were determined after setting optimal pH and
temperature conditions of myrosinase enzyme.

Effects of Mg, Ca**, Cu?*, Mn*, Zn**, Fe** (10 mM, 1 mM ve 0,1 mM) cations and ascorbic
acid, EDTA and SDS (10 mM, 1 mM ve 0,1 mM) on enzyme activity were researched. In
addition to, effects pantenol, cephalotine, betamethasone (10 mM, 1 mM ve 0,1 mM) that used
in cosmetic and TAy, TA,, TA3, TA4, TAs, TAg, TA,, TAs, TAg and TA, (500 ppm) that benefit
in skin cancer treatment.

Effects of 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm chloropyriphos-ethyl, methyl-parathion, dimethoate,
diazinon, methamidophos, ethyl-parathion and fenthion pesticides on enzyme activity were
researched.

2011, 112 pages

Keywords: Myrosinase, purification, characterization, cancer treatment.
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1.GIRIS

Enzimler, canli organizmada olusan tiim tepkimelerin uygun kosullarda gergeklesmesini
saglayan ve bu tepkimeleri diizenleyen, katalitik RNA molekillerinin kiiciik bir grubu
(ribozimler) haric olmak tizere, genellikle protein yapisindaki G6zellesmis
biyokatalizorlerdir. Enzimler de diger katalizorler gibi reaksiyon hizini arttirarak
caligirlar (Onat vd. 2006).

Enzimin etki ettigi madde veya madde karigimina ise “’substrat’’ denir. Yani enzimlerin
tizerinde etkili olduklar1 ve driine donustirebildikleri bilesikler o enzimin

substratlaridir.

Enzimler, diger kimyasal katalizorlerden bir¢ok agidan farklidir. Her seyden Once
katalitik etkinlikleri kimyasal katalizérlerden 10°-10 kat daha fazladir. Enzimler son
derece spesifiktirler ve sadece bir substrata veya ayni1 fonksiyonlu grubu olan substrat
serisine kars1 etkindirler. Hatta ayn1 maddenin izomerlerinden sadece birisiyle reaksiyon
verebilen ¢ok spesifik enzimler de vardir. Bu yiiksek secicilik sayesinde en basit

hiicrelerde bile ayni anda ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon birlikte meydana gelir.

Enzimler, hiicrede gergeklestirdikleri reaksiyonlarda yan friin olusturmazlar,
reaksiyonlar %100 verimle sonuglanir. Enzimatik reaksiyonlar fizyolojik pH’da,
canlinin viicut sicakliginda (diisiik sicaklikta), minimum enerjide gerceklesir. Normal
laboratuvar kosullarinda yiiksek sicaklik ve fazla enerji gerektiren pek ¢ok reaksiyon,
enzimlerin kullanilmasiyla daha diisiik sicaklikta ve enerjide gergeklestirilebilir
(Lehninger 2000).

Enzimler diger proteinler gibi yaklasik olarak 12.000’den 1 milyona degisen molekiil
agirligina sahiptir. Tim enzim proteinleri genler tarafindan sifrelendiginden her enzimin
aminoasit dizilimi kendine 6zgilidiir. Bu nedenle her enzim farkl bir {i¢ boyutlu yapiya

sahiptir (Lehninger 2000).



Enzimler her biyokimyasal siirecte merkez konumdadir. Enzimler diizenli tepkime
dizilerindeki aktiviteleriyle besin molekiilerin pargalandigi tepkime basamaklarini
katalizler, boylece kimyasal enerji korunur, doniistiiriiliir ve basit dnciillerden biyolojik
makromolekiiller tretilir. Metabolik yollar, diizenleyici enzimlerin aktivitesi altinda
yasami sirdiimek icin gerekli bir¢cok farkli aktivite arasindaki etkilesimi saglarlar.

(Lehninger 2005).

Ik enzim calismalari, sindirime iliskin enzimlerin arastirilmaya baslandigi 1700l
yillarin sonunda baslamustir. Ilk kez 1825 yilinda Berzelius, nisastanin sindiriminde
etkili bitkisel enzimler tizerinde c¢alismis (Onat vd. 2006) ve nisastanin tiikiiriik
tarafindan pargalanmasi konusu ile devam etmistir. Louis Pasteur 1850’lerde, sekerin
alkole fermantasyonunun “ferment” adin1 verdigi organizmalarin Kkatalizi ile
gerceklestigini ve bunlarin canli hiicrelerin yapilarindan ayirt edilemeyecegini 6ne
stirmistiir. Bu goriis, 1897 de Eduard Buchner’in maya hiicre ekstresinin sekeri alkole
fermante edebildigini gdstermesine kadar siirmiistiir. Fermantasyon olayinda rol alan
molekiillerin etkinligini kaybetmeden canli hiicreden ayrilabileceklerini gdsteren bu

olay biyokimya tarihinde doniim noktas1 olmustur (Giirgél ve Ademoglu 2006, 2010).

Summer’in (1926) kristalize formda {ireaz enzimini ilk olarak elde etmesiyle enzim
saflastirma ve kristallendirme g¢aligmalar1 hiz kazanmistir. 1950 yilina dek aralarinda
pepsin, tripsin ve kimotripsin gibi protolitik enzimlerin bulundugu pek c¢ok enzim
saflastirilarak kristalize edilmistir. 1900’1 yillarin baslarinda Svedberg tarafindan
gelistirilen ultrasantrifiij teknigi ile enzimlerin molekiil kiitlelerine gore ayriminin
yapilabileceginin  belirtilmesi, 1960 yilinda riboniikleazin aminoasit dizisinin
aydmlatilmasi, 1965 yilinda lizozimin {li¢ boyutlu yapisin X-1sinlar1 kristalografisi ile

belirlenmesi enzimlerin kimyasi ve yapisi alanindaki ilk ¢aligmalar olmustur.

1950-1960 yillarinda yapilan enzimolojik ¢alismalardan enzimlerin yapisal esnekligi ile
ilgili bilgiler ortaya ¢ikmis ve 1958 yilinda Koshland, enzimlerin katalitik glicii ve

Ozglinligiinii agiklamak tizere etkilesme sonucu uygunluk modelini 6nermistir.



Riboniikleaz enziminin aminoasitlerden baslayarak kimyasal olarak sentezi Merrifield

ve grubu tarafindan 1969 yilinda gergeklestirilmistir (Yildirim vd 2010).

Enzimler Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
katalizledikleri reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalarina gore bir siniflandirmaya
tabi tutulmus ve temel olarak alt1 ana sinifa boliinmiistiir. Bu smiflamada her enzime
(E.C.) harflerinden sonra 4 rakamdan olusan bir enzim kod numarasi verilmistir. E.C.
numarasinin ilk rakami enzimin alt1 ana siniftan hangisinde yer aldigini, ikinci rakam
etki ettigi kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu, li¢lincii rakam alict grubu (akseptdr) ve
dordiincii rakam ise o serideki sira numarasini ifade eder (Onat vd 2006; Aksoy 2000).

Enzimlerin ayrildiklari 6 ana grup sunlardir;

Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasinda redoks (elektron transferi) tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Oksidasyon-rediiksiyon yani yiikseltgenme-indirgenme

reaksiyonlarini katalize eden enzimler bu siniftandir.

Transferazlar: Iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini,
fonksiyonel bir grubun transfer reaksiyonunu katalize eden, enzimlerdir. Fosforil grubu

transferini saglayan kinaz enzimleri bu gruptandir.

Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar1 katalize eden
enzimlerdir. Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin bir su
molekiiliinlin katilmas: suretiyle par¢alandigi hidroliz reaksiyonlarmi katalize ederler.
Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz, glikozidaz ve niikleaz gibi

enzimler bu gruba dahildir.

Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan bazi
gruplarin uzaklastirildigi ve ¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen
enzimlerdir. Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglar1 hidrolizden ve



oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave ederler.

Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimler bu gruptandir.

Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Bir molekiil i¢indeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani
izomerizasyon reaksiyonlarini katalize ederler. Mutaz, rasemaz ve epimeraz Ozel

adlariyla anilan enzimler bu gruptandir.

Ligazlar: Enerjice zengin bir bagin kopmasi ile ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki
molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. C-O, C-S, C-N ve C-C
arasinda bir bag olusmasini saglayan enzimlerdir. Bu enzimler genellikle ATP'deki veya
diger trifosfatlardaki pirofosfati hidrolize ederek iki molekiiliin birbirine baglanmasini

katalize ederler.

Katalitik RNA molekiillerinin kiigilk bir grubu hari¢ biitlin enzimler protein
yapisindadirlar. Hiicre igerisinde meydana gelen tepkimelerin hizin1 ve 6zgilligini
diizenler ve ¢cogu kez hiicre disinda da etkinliklerini korurlar. Katalitik aktiviteleri dogal
protein konformasyonunun saglamligina baghdir. Eger enzim denatiire olursa ya da alt
birimlerine ayrilirsa Kkatalitik aktivitesi genellikle kaybolur. Bu sebeple enzim
molekiillerinin birincil, ikincil, tlcilinciil ve dordiinciil yapisi katalitik aktivite igin
gereklidir. Yapilarindaki aminoasitlerin siralanisi ve buna bagli olarak kazandiklari g
boyutlu yap1 enzimlerin kataliz gorevini yapabilmelerini saglayan en 6nemli etkendir
(Onat vd 2006).

Enzimler salgilanma sekillerine gére hiicre i¢i enzimler ve hiicre dis1 enzimler olmak
tizere 2 ana sinifa ayrilirlar. Hiicre i¢i enzimler sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan
ribozomlarda sentezlenirler. Genelde bu enzimlerin substratlar1 sekerler, aminoasitler,
karboksilik asitler gibi kiiciik molekiil agirligina sahip hiicre zarindan gegebilme
yetenegi olan molekiillerdir. Hiicre dis1 enzimler ise besiyeri ve hiicre duvarinin disi ile

baglanti halinde olan enzimler olarak tanimlanirlar.



Escherichia coli gibi gram-negatif bakterilerde proteinler i¢ ve dis membran arasindaki
periplazmik bosluk arasinda kalirlar. Ciinkii gram-negatif bakteri duvarlari gram-pozitif
bakterilerde bulunmayan bir dis membrana sahiptir. Bu yiizden gram-pozitif
bakterilerde baz1 enzimler dogrudan besiyerine salgilanir. Kararliliklar1 ¢cok degisken
olan hiicre i¢i enzimlerin aksine hiicre digi enzimlerin stabilitesi yiikksek olup ¢evre

kosullarinda aktivitelerini uzun siire koruyabilirler (John 1987).

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

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

Aktif bolge substratlar1 (varsa kofaktorleri) baglayan, bag yapim ve yikiminda gorev
alan rezidiileri kapsar. Bunlara katalitik grup denir. Enzimlerin aktif bolgelerin bazi
ortak oOzellikleri vardir. Bunlar arasinda aktif bolgenin li¢ boyutlu olmasi, enzim
hacmine gore ¢ok daha kii¢iik olmas1 ve spesifik bir baglanmanin s6z konusu olmasi

verilebilir (Onat ve Emerk 1997).

Sekil 1.1 Enzimin aktif bolgesinin goriiniisii

Aktif bolge protein yiizeyinde ¢ofgu zaman bir catlak veya oyuk seklinde olan ii¢
boyutlu bir olusumdur ve substrat buraya ¢oklu zayif etkilesimlerle (elektrostatik



etkilesimler, hidrojen baglari, Van der Waals baglari, hidrofobik etkilesimler) baglanir
(Hames and Hooper 2010).

Bazi enzimler Katalizleme fonksiyonlarii yalniz protein yapilariyla yerine
getirebilirken, bazilarida protein yapisinda olmayan kofaktor adi verilen gruplara ihtiyag
duyarlar. Kofaktor bir metal iyonu (Zn**, Fe**, Mg*" ,Cu®") olabildigi gibi, “koenzim”
denilen kompleks bir organik bilesik (NAD", FAD", coenzim A) de olabilir. Bazen
aktivite i¢in her ikisi de gerekebilir. Enzimler i¢in kofaktor olarak goérev yapan bazi
inorganik elementler Cizelge 1.1°de gosterilmistir. Koenzimler ise gegici tasiyici olarak
islev yaparlar ve ¢ogunlukla diyette kii¢iik miktarlarda bulunan vitaminlerden tiirerler.
Cizelge 1.2°de tasiyici olarak gorev yapan bazi koenzimler ve transfer ettikleri gruplar
verilmistir (Lehninger 2005; VVoet and Voet 1995).

Enzimler sicaklikla denatiire olurken kofaktorler isiya dayaniklhidir. Katalitik olarak
aktif olan enzim-kofaktér kompleksine “holoenzim™ adi verilir. Kofaktorii kendisinden
uzaklastirilan enzim aktivitesini kaybeder. Enzimin yalniz protein kismini ihtiva eden

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

Cizelge 1.1. Kofaktor olarak metal iyonu ihtiva eden bazi enzimler

Kofaktor Enzim

Cu?* Sitokrom oksidaz

Fe *F ve Fe** Sitokrom oksidaz, Katalaz, Peroksidaz

K* Piruvat kinaz

Mg~ Hekzokinaz, Glukoz 6- fosfataz, Piruvat kinaz
Mn”* Arjinaz, Riboniikleotit rediiktaz

Se* Glutatyon peroksidaz




Cizelge 1.2. Tasiyici olarak gérev yapan bazi koenzimler

Koenzim Transfer edilen grup Besin onciisii

Biyositin CO; Biyotin

Koenzim A Acil gruplari Pantotenik asit

FAD Elektronlar Riboflavin (B1, vitamini)
NAD" Hidrit iyonu (H") Nikotinik asit (Niyasin)
Pridoksal fosfat Amino gruplari Pridoksin (Vitamin Bg)
Tetrahidrofolat Tek karbonlu gruplar Folat

Lipoamit Elektronlar ve agil gruplari

Tiamin pirofosfat Aldehitler Tiamin (vitamin B;)

Enzim, substrati {irline doniistiiriirken 6nce onunla bir enzim substrat kompleksi
olusturur, daha sonra da bu kompleks {irlin ve enzime doniisiir. Bu komplekste enzim ve
substrat arasindaki protein yapisini sabitleyen hidrojen baglari, hidrofobik ve iyonik
etkilesimleri iceren bazi giigler tarfindan olusturulur. ES kompleksindeki her bir zayif
etkilesimin olusumuna, etkilesimde kararliligin derecesini saglayan serbest enerji

salimimi eslik eder ( Lehninger 2005).

- / Subsrat: sukroz
\‘/4, \ 7y Enzim Subsrat

Kompleksi

Bag \\_/”—?\/

Sekil 1.2. Enzim subsrat etkilesmesi

Enzimler katalitik etki goOsterirken ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagl
olarak aktiviteleri degismektedir. Enzimler aktivitelerinin maksimum oldugu optimum

pH’ya sahiptir, daha yliksek veya daha diisiik pH’da aktivite diiser. pH degisikligi ile



aminoasit zincirinin iyonik Ozellikleri degistigi i¢in denatiire olan enzimin katalitik
aktivitesi kaybolmaktadir. Enzimin aktif merkezinin iyonizasyonu bozulabildiginden
enzim ile substrat etkilesimi degismekte ve substrat molekiiliiniin ¢oziiniirligiini

degistiren pH, (ES) olusumunu etkilemektedir (Onat vd 2006).

Diger kimyasal tepkimelerde oldugu gibi, enzimatik tepkimelerde de sicakligin artmasi
ile molekiiler aras1i carpismanin artisina bagli olarak genellikle tepkimemin hizi
artmaktadir. Ancak maksimum hiza ulasildiktan sonra sicakligin artisi ile hizda bir
azalma gozlenmektedir. Maksimum hiza ulasildigindaki sicakliga optimum sicaklik adi
verilmektedir. Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in bu sicakligin {lizerinde ikincil
yapiy1l olusturan baglar par¢alanmakta ve molekiil denatiirasyona ugramaktadir. ES

olusumu bozuldugu i¢in enzimatik tepkimenin hizi azalmaktadir (Onat vd 2006).

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratina doygun oldugu kosullarda enzim
konsantrasyonuna bagli olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekiilii ne kadar ¢oksa
reaksiyon o kadar hizl yiirlir. Enzimin hiicrede lokalize oldugu yerde yeterince substrat
bulunmadigi i¢in reaksiyon o derece yiiksek diizeyde meydana gelmez. Substratin bol

oldugu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ile dogru orantilidir (Murray et
al. 2004)

Bir enzim reaksiyonun hizi belirli bir zamanda {retilen {riiniin miktarr ile
belirlenmektedir. Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiyon siirerken
reaksiyonun hiz1 giderek diiser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederken olusan
irlinlerin aralarinda birleserek aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari, enzimin zamanla
inaktive olmasi, reaksiyonu 6nleyen maddelerin tesekkiil etmesi ve substratin tiikenmesi
gibi faktorlerdir. Bu faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmast i¢in enzim caligmalar
cogunlukla substratin yaklagik %10’unun sarf edildigi reaksiyonun baslangic

asamasinda gerceklestirilir.

Enzimatik reaksiyonlarin hizina etki eden bir diger faktdr ise inhibitorlerdir.

Inhibitdrler, enzimatik tepkimelerin hizin1 azaltan maddelerdir. Inhibitorler, enzimin



aktif merkezine baglanip, enzim substrat kompleksinin olusumunu 6nlerler (Voet and

Voet 1995).

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu biyolojik sistemlerde basli basma bir kontrol
mekanizmasini olusturur. Birgok ilaglar ve zehirli bilesikler fonksiyonlarini bu yolla
gerceklestirirler. Inhibisyon olayindan ayni zamanda enzim etki mekanizmalarinin
incelenmesinde de faydalanilir. Inhibitdrler enzimli reaksiyon hizlarini azaltan veya

tamamen durduran genellikle kii¢iik molekiil agirligina sahip bilesikler veya iyonlardir.

kq ks
Enzim + Substtat &———» ES — Uriin + Enzim
kz

Enzim (E) bir enzim-substrat kompleksi (ES) olusturmak iizere substrati (S) ile birlesir.
ES kompleksi tekrar E+S olusturmak {izere ayrisabilir veya E ve iirlin (P) olusturmak
lizere kimyasal olarak ilerleyebilir. kj, Ky, K3 hiz sabitleri katalitik siirecin her bir
basamagi ile ilgili hizlar1 tanimlar. Enzim ve {iriiniin geri tepkime ile ES kompleksine
donlismesinin 6nemli oranda gerceklesmedigi varsayilir. Hemen hemen biitiin substrat
kulanilana kadar (ES) sabit kalir, bu sebeple yaklasik olarak tiim tepkime boyunca

ES’nin sentez hiz1 ES’nin tiiketim hizina esittir (Hamas and Hooper 2010).

Enzim reaksiyonlar1 iizerinde ilk genis kinetik calismalar, 1913 yilinda Michaelis-
Menten tarafindan yapilmistir. Michaelis-Menten kinetigine gore baslangic enzim
derisimi sabit alinip reaksiyon hizinin substrat derisimine baglilig1 incelenir. Sonugta
hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir (Sekil 1.3). Bunun ¢6ziimii ile Michaelis-

Menten bagntist bulunur.
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Vmax

V=Vmax

Vmax

2

-

Sekil 1.3. Michaelis-Menten grafigi

_ Vmax.[5]

= - (Michaelis-Menten Bagintist)
Km + [5]

Vmax: Hiperbol asimptotunun y eksenini kestigi noktadir ve maksimum hiz olarak
belirtilir. Maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karsilik gelen substrat derisimi Ky,
(Michaelis-Menten sabiti) olarak belirtilir ve maksimum hizin yarisina ulagsmak igin
gereken substrat miktaridir. Vimax Ve Ky, bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli enzim
sabitleridir. Michaelis-Menten grafigi 3 bolgeden olusmaktadir. Birinci bolgede substrat
konsantrasyonu diisiik olacagindan ([S]<<K) grafik dogrusaldir. Ikinci bolgede
oldukg¢a biiylik substrat konsantrasyonlarinda herhangi bir thmal yapilamaz, reaksiyon
karisik dereceden yiiriir. Ugiincii bolgede [S]>>K, *dir. V=V olur ve reaksiyon sabit

bir hizla devam eder (Giirg6l ve Ademoglu 2010).

Michaelis-Menten grafigi ile bir hiperbol elde edildiginden, uygulamalarda kolaylik
saglamak amaci ile bunun bir dogru denklemi haline getirilmesi gerekmektedir. Bu
amagla eksen olgekleri uygun sekilde degistirilerek, degisik yollardan dogru denklemine

dondistiiriilebilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan1 Lineweaver-Burk denklemidir.
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KFm 1 1

1
— . _|_
V.  Vmax [§5] Vmax

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

edilir. Bu dogrunun egimi ise Ky /Vmaxtir (Sekil 1.4) ( Aksoy 2000).

Sekil 1.4. Lineweaver-Burk grafigi

Enzimler biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunduklari i¢in miktar dl¢timleri yerine

aktivite dlgtimleri yapilmaktadir (Champe and Harvey 1997) .

Enzim Aktivitesi: Optimum kosullarda ve birim zamanda substrati iiriine doniistiiren

enzim miktari olarak tanimlanmaktadir.

Enzim Unitesi (IU): Bir enzim i¢in optimum kosullar altinda 25°C’de, 1 dakikada, 1

mikromol substratin doniistimiinii katalizleyen enzim miktaridir.

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

komisyonu tarafindan belirlenen yeni bir birim olan katal ¢ok biiyiik bir miktar1 gosterir.
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Spesifik Aktivite: 1 miligram protein basina diisen enzim aktivitesine denir. Spesifik

aktivite, enzim iinitesi/mg protein olarak hesaplanmaktadir.

Turnover sayisi: Birim zamanda 1 mol enzimi {irline doniistiiren substratin mol

sayisidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Myrosinaz enzimi son yillarda timor kiigiiltiicii etkisi sebebiyle biiylik 6nem
kazanmistir. Myrosinaz enzimi ve glukosinolatlar ile ilgili Bjorkman’in yapmis oldugu
calisma enzimin varhigmnin belirlenmesinde 6nemlidir (Bjorkman 1976). Myrosinaz
enzimi (tiyoglukozid glukohidrolaz, E.C.3.2.3.1) hidrolazlar grubu iiyesi olup
glukosinolatlarin hidrolizlemesi reaksiyonunu gergeklestiren enzimdir (Fenwich et al.
1983; Xue et al. 1992). Glukosinolatlar, glukoz ve kiikiirt igeren organik anyonlardir
(Durham and Poulton 1989). Tium glukosinolatlar g-D-tiyoglukoz grubuna bagl
stilffatlanmis bir aldoksim kismi ve amino asitlerden tiirevlenen degisebilir bir yan

zincirden olugmaktadir (Sekil 2.1) (Martin et al. 2008).

3 D Glukoz

R

S
/
—C
|
N

OSSOy
Sekil 2.1. Glukosinolat molekiiliiniin yapisi. R; degisebilir yan zinciri ifade etmektedir

Yan zincirdeki degisiklik farkli glukosinolatlarin olusumuna neden olmaktadir. Bu
degisiklik sonucu bugiin 100 den fazla {iyesi olan biiyiik bir birlesik grubu olusmustur.
Glukosinolatlarin yapisinda bulunan siilfat grubu ise, bilesenlere gii¢lii asidik 6zellik
kazandirmakta ve bitki dokularinda bulunan K" katyonu ile tuz olusturmaktadir (Fahey
et al. 2001).

Glukosinolatlar; genellikle alifatik, aromatik ve indol-glukosinolatlar olmak iizere iig
grup altinda toplanirlar. Bu gruplarin temelini aminoasit farkliligi olusturur; alifatik
aminoasitler (metiyonin, alanin, valin, 16sin, izoldsin), aromatik amino asitler (tirozin,
fenilalanin) veya triptofan olmasina gore farkli grup glukosinolatlar sentezlenmektedir
(Mikkelsen and Halkier 2003; Martin et al. 2008).
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S-Glu
|
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HO 0-S04

Aromatik glukosinolatlar
p-hidroksibenzilglukosinolat

Sekil 2.2. Alifatik, aromatik ve indol glukosinolat 6rnekleri

Cizelge 2.1. Baz1 glukosinolatlarin yaygin isimleri ve R-gruplar1 (Malik et al. 2010)

Indol glukosinolatlar
indol-3-glukosinolat

S-Glu
1

Yaygin Isim R grup yapist Bozulma
iiriinleri
Alifatik
Glukoalizin — (CHy)s——S— CH; [zotiyosiyanat
®)
Glukoherolin 0 Izotiyosiyanat
- (CH2)3 — S — CH3
®)
Glukonapin —— (CHj)— C==CH3 [zotiyosiyanat
H

Glukonapolieferin

CH;—/ CH=—=CH,
/

H2C— C.--|||I||||OH

A\

Oksazolidine-2-
tiyon

OH

I,
7
/,,/

Glukoraphanin —— CH,(CH,)3;SCH; Izitiyosiyanat,

nitril
@)
Glukoraphenin — CH,CH,CH =—=CHSCHj [zotiyosiyanat
(0]

Aromatik

Glukobarbarin Okzalidin -2-
tiyon

“0-SO5"




Cizelge 2.1. (devam)

15

Yaygin Isim R grup yapist Bozulma
iiriinleri
Aromatik
[zotiyosiyanat,
Gulukosparin OH 5-fenil
| okzalidin-2-
@ tiyon
— CH; — C—
H
Indol
4-Hidroksiglikobrassicir] H Indol-3-karbitol
___cH, Tiyosiyanat
N
H
4Metilglukobrassicin
OCH3 Indol-3-karbitol

Tiyosiyanat

Neoglukobrassicin

H,CO

Indol-3-karbitol
Tiyosiyanat

Glukosinolatlarin kimyasal sentezi ilk olarak 1957 yilinda Ettlinger ve Lundeen

tarafindan yapilmistir (Rask et al. 2000).

Glukosinolatlarin bitkilerdeki varligi dikotiledon (gift ¢enekli) angiospermlerin belirli

familyalar: ile sinirhidir. Bu bilesenler 15 farkli familyada saptanmasina karsin
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Capparaceae, Cruciferae, Moringaceae, Resedaceae ve Tovariaceae familyalarinda
baskindir. Bu familyalar igerisinde de Crucifer (turpgiller) familyasinda yer alan lahana,
briiksel lahanasi, brokoli, tere, turp, karnabahar, kolza, hardal ve salgam ekonomik
oneme sahip bitkilerdir. Crucifer familyasinin tiim tiyelerinde glikosinolat varhigi, bu
familyanin siniflandiriimasinda 6nemli bir kemotaksonomik kriter olarak kullanilmasina
neden olmustur. Ayrica bu familya diginda papaya gibi glukosinolatlarin ara sira

goriindiigli familyalarda s6z konusu olmaktadir (Minten et al. 2000).

Cizelge 2.2. Gidalarda bulunan baslica glukosinolatlarin sistematik ve yaygin isimleri

Sistematik isim/yan zincir Yaygin isim
Metil glukosinolat (CH3-) Glukokapparin
2-propenil glukosinolat (CH,=CH-CHy>-) Sinigrin
3-butenil glukosinolat (CH,=CH-CH,—CH,-) Glukonapin
4-pentenil glukosinolat (CH,=CH-CH,—CH,—CH,-) Glukobrassikanapin
3-metiltiyopropil glukosinolat Glukoiberverin
4-metiltiyobiitil glukosinolat (CH3—S—CH,—CH,—CH,—CH,-) Glukoerusin
3-metilsiilfinilpropil glikosinolat (CH3—SO-CH,—CH,-) Glukoiberin
4-metilsiilfinilbiitil glukosinolat Glukorafanin
Benzil glukosinolat Glukotropaeolin
p-hidroksibenzil glukosinolat Sinalbin
3-indolmetil glukosinolat Glukobrassicin
2-hidroksi-3-butenil glukosinolat (CH,=CH-CHOH-CH,-) Progoitrin

Glukosinolat iceren tiim bitkiler ayn1 zamanda myrosinazi (tiyoglukozid glukohidrolaz
E.C 3.2.1.1) da igermektedirler (Bones and Rositter 1996; Fahey et al. 2001; Eylen et
al. 2006; Bellostas et al. 2008). Myrosinaz enzimi glukosinolatlarin hidrolitik
pargalanmasindan sorumlu enzimdir ve mirosin olarak adlandirilan 6zellesmis bitki

hiicrelerinin vakuollerinde lokalize olmustur. Bu enzimin mirosin hiicreleri tarafindan
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salgilanabilecegi gibi, enterik bakteriler veya funguslar tarafindan da iiretilebildigi
saptanmistir. Zarar gormemis hiicrelerde glukosinolatlar endojen enzim myrosinazdan
farkli bir yerde muhafaza edilmektedirler (Leoni et al. 1997; Kelly et al. 1998; Song et
al. 2005). Zarar gormemis glukosinolatlarin ¢ok az biyolojik etkiye sahip olduklari
bilinmektedir, fakat bitki dokusunun donup ¢oziilmesi sonucunda pargalanmasi ve
cignenme esnasinda fiziksel zarara maruz kaldiginda glukosinolat ve myrosinazin
bolmelendirilmesi bozulur ve glukosinolatlarin myrosinaz tarafindan katalizlenen
pargalanma metabolizmas1 meydana gelir (Shapiro et al. 2001; Quinsac et al. 1994). Bu
enzimatik parcalanma sonucu kararsiz bir ara bilesik olan tiyohidroksimat-O-stilfat ve

D-glukoz agiga ¢ikar.

R S—Glu
| Glikosinolat @

N -
0-SO03

VN/, D-Glukoz 2
v
N

Myrosinaz

R

| Tiyohidroksimat-O-stlfat (3

~0O-SO05

Sekil 2.3. Glukosinolat par¢alanma reaksiyonu

Daha sonra Kararsiz ara bilesikte meydana gelen diizenlemeler sonucu glukoz, siilfat ve
bir¢ok aktif allelokimyasallar agiga ¢ikmaktadir (Foo et al 2000). Reaksiyon kosullart
ve substrata bagli olarak cesitlenen bu parcalanma firiinlerinin bazilari, izotiyosiyanat,
nitril, tiyosiyanat, siyanittir (Gill and Macleod 1980; Trenerry et al. 2006). Enzimatik
parcalanma sonucu olusan glukosinolat hidroliz {riinleri ve kendiliginden

diizenlenmeleri Sekil 2.4’de gosterilmistir (Daniela et al. 2006).
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Sekil 2.4. Enzimatik par¢alanma sonucu olusan glukosinolat hidroliz {iriinleri ve
kendiliginden diizenlenmeleri

Izotiyosiyanatlar nétral pH’da iiretilmekte iken nitriller diisiik pH’da iiretilmektedirler.
Indol glukosinolatlara 3-indolasetonitril, 3,3-diindolmetan &rnek olarak verilebilir
(Bones and Rossiter 1996).

Bitkilerde bulunan glukosinolat tiirlerinden glukoraphanin (4-metil siilfinilbutil
glukosinolat)’mn  myrosinaz enziminin hidrolizi sonucunda sulforaphane (4-metil
stilfinilbutil izotiyosiyonat) ve nitril meydana gelmektedir. Sulforanlar 6zellikle pek ¢cok
tiirdeki tiimor hiicresini kiigiiltmekte ve timorlii dokularla savasmaktadir (Talalay and

Zhang 1996; Zhang and Talalay 1994; Liang et al. 2006).
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Ayrica indoller izotiyosiyanatlar ve sulforafanlar gibi fitokimyasallar hiicresel DNA
zedelenmelerini baskilayan veya bloke eden enzimleri tetiklemekte, timor biiytikliiglini
ve Ostrojen benzeri hormonlarin etkinligini azaltmaktadirlar. Ancak, agiga ¢ikan nitrilin
saglik a¢isindan herhangi bir faydasi tespit edilmemistir ve normal hiicrelere toksik
etkisi de olabilir (Hasler 2002). Izotiyosiyanat olusturan tiyoglukozitler kolayca
enzimatik hidrolize ugrayabilirler ve yeni bir molekiiler diizen kazanarak hardal
yaglarmi, glukoz ve siilfati olustururlar. izotiyosiyanatlarin ¢ogu keskin tadlar1 ile
kendilerini belli ederler ve baharat olarak kullanilirlar. Yiiksek derisimlerinde tahris
edici ve goz yasartict 6zellik kazanirlar. Zengin olduklari bitkiler halk arasinda ilag

olarak kullanilmaktadir.

Izotiyosiyanatlar —N=C=S- grubundaki merkezi karbon atomundan kaynaklanan
kuvvetli elektrofilik 6zellige sahiptir ve bu 6zelliginden dolay: siilfiir, azot ve oksijen
gibi bazi niikleofillerle rahatlikla tepkimeye girerler (London et al. 2000; Steinkellner et
al. 2001). izotiyosiyanatlarmn antimikrobiyal etkili oldugu ve proteinlerin -SH gruplari
ile reaksiyona girerek bu etkiyi gosterdigi diigiiniilmektedir (Zhang 2004).

[zotiyosiyanatlar, antioksidan yanitlama elementlerini uyararak dokudaki glutatiyon
seviyesini yiikseltir. Glutatiyon, elektrofilik bilesenlerle konjuge olarak suda ¢6ziinen
kararli reaktif bilesikler olusturma yeteneginde bir direkt antioksidandir. Biitlin
hiicrelerde dogal olarak milimolar konsantrasyonlarinda zaten bulunan glutatiyon
miktarinin bu sekilde yiikselmesinin hiicresel antioksidan savunma mekanizmasini

giiclendirdigi disiiniilmektedir (Kassie and Knasmiiller 2000; Conaway et al.2002).

Mpyrosinaz enziminin tipta ve farmasoétik sanayi de 6nemli uygulamalar1 vardir. Yapilan
caligmalarda diyetle aldigimiz glikosinolatlarin, kanser Onleyici izotiyosiyanatlarin
onciilleri olduklart tespit edilmistir. Bu nedenle yiiksek kalitedeki Crucifer (turpgiller,
lahana) sebzelerinin tiiketilmesi ¢esitli kanser tiplerinin gelisme riskini azaltmaktadir
(Hington et al. 2007). Glukosinolatlarin hidrolitik tirinlerinden olan izotiyosiyanatlar

kanserin Onlenmesinde pozitif etkiye sahiptirler. Bu kanser Onleme etkisi
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karsinojenlerin  biyoaktivasyonundan  sorumlu  enzimlerinin  inhibisyonu ve

detoksifikasyon enzimlerinin uyarilmasindan ileri gelmektedir (Choi et al. 2005).

Sekil 2.5. Myrosinaz enziminin ti¢ boyutlu yapisi (Rask et al. 2000)

Freeman and Mossadeghi (1973) tarafindan su teresi {izerine yapilan ¢alismada su

stresinin artmas ile glukosinolat igerigininde arttigini saptamislardir.

Wattenberg (1977)’in fareler {izerinde yaptigi arastirmada karsinojen (DMBA-7,12-
dimetilbenzilantrasen)  uygulamasindan  6nce  glukotropaelin  glukosinolatinin
pargalanma {iriinii olan benzil izotiyosiyanatin, agiz yolu ile verildiginde meme timori
indiiksiyonunu 6nledigini bildirmistir. Yine benzil ve 2-feniletil izotiyosiyanatin mide
timortinii  inhibe ettigi saptanirken, Dbenzil tiyosiyanatin herhangi bir etkisi
goriilmemisltir. Bu etki karsinojenin aktivasyonunun onlenmesinden kaynaklanmakta,

kanser olusumunun baslangi¢ asamasi olan DNA zarar gérmesi bloklanmaktadir.

Daxenbichler et al. (1980) beyaz lahanadan lahana tursusu tretiminde, tim
glukosinolatlarin 2 haftalik fermentasyon basamagi sirasinda tamamen hidrolize
oldugunu saptamislardir. Ozellikle dondurma ve kurutma islemlerinden dnce, off-flavor
gelisiminin Onlendigi haslama islemi sirasinda, istenmeyen katalaz ve peroksidaz
enzimleri inaktive olurken lezzet olusumundan sorumlu mirosinaz enziminin de inaktive

oldugu saptanmustir. Briiksel lahanasi ve brokoli ile yapilan bir ¢alismada, farkh



21

haglama kosullarinda, brokolide biiyiik glukosinolat kayiplari goriiliirken briiksel
lahanasinda ¢ok az kayiplar saptanmistir (Goodrich et al. 1989).

Lahanadaki baz siilfiir bilesiklerinin 15 bakteri tliri ve 4 maya tiirii izerindeki inhibitor
etkisinin ve minimum inhibitér konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan
caligmada lahanadaki aromadan sorumlu izotiyosiyanat olan allil izotiyosiyanatin
minimum inhibitér konsantrasyonu degerleri (Gram pozitif, Gram negatif, patojen ve
laktik asit bakterilerini de igeren) bakteriler i¢in 50-500 ppm, mayalar icin ise 1-4 ppm
olarak bulunmustur. Allil izotiyosiyanata karst Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerin duyarlilig1 arasinda bir fark olmadig: bildirilmektedir. Allil izotiyosiyanatin
asidik olmayan minimum islenmis gidalarda koruyucu olarak kullanimi da
distintilmektedir. Allil izotiyosiyanat, dogal olarak bulundugu gidalarda da koruyucu
olarak rol almaktadir (Kyung and Fleming 1997).

Baltimore’da ydresel sliper marketlerden alinan 22 taze ve 7 donmus brokoli 6rneginin
indiikleyici aktivitelerinin karsilastirildigi bir ¢alismada, donmus 6rneklerin indiikleyici
aktivitelerinin 9,000-15,000 birim/g arasinda degisirken, taze Orneklerin yaklagik 8
misli aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Zhang et al. 1997).

Zhang et al. (1994) yaptiklar1 ¢calismada tek oral doz uygulanan DMBA (9,10-dimetil-
1,2-benzantrasen), disi farelerde meme kanserini inhibe ettigi Saptanmustir.
Glukonasturtin’in bir tiirevi olan ve biiyilk oranda su teresinde bulunan fenil
izotiyosiyanatin, kemirgenlerde akciger kanserine neden olan NNK (4-
metilnitrozoamino-1-3-piridil-1-biitanon)’un aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Mithen et al. 2000).

Berteli et al. (1998) brokoli ile yaptiklar ¢alismada, filiz, yaprak ve saplarda sulforafan
miktarlarini tespit etmisllerdir. Solvent ekstraksiyonu ile elde ettikleri ekstraktlar1 kati
faz ekstraksiyonuna (SPE) tabi tutarak saflastirilmis ve daha sonra RP-HPLC analizleri

yapilmustir.
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Liang et al. (2006) brokoli tohumlarindaki sulforafan igerigi ve myrosinaz aktivitesi
uzerine, Cu2+, Mg‘2+, Fe2+, Fes+, Ca?* metal iyonlarinin notral pH da etkileri arastirilmas.
Fe?* ve Mg® 'un sulforafan ve glukoz olusumunu azalttigi, Fe®*, Fe*"iin sulforafani
inhibe ettigi, Ca®* iyonunun glukoz miktarimi artirdig fakat sulfarafani inhibe ettigi,

sadece Zn*" nin sulforan olusumunu hizlandirdig1 kaydedilmistir.

Glukosinolat ve myrosinaz sistemleri Capari (Capparis ovata Desf.) bitkisinde
arastirllmis ve karakterize edilmis olup, tohum, cicek ve g¢igek tomurcuklarinda
glukokaparin, epiprogoitrin, sinigrin, glukonapin, ve glukobrassicin ihtiva ettigi
belirtilmistir. Ayrica sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi ile elde edilen
tek bandin 65 kDa oldugu kaydedilmistir (Bor vd 2009).

Kuzey ve Giiney Amerikada bulunan sekiz yerlesim yerinden toplanan yabani turp
bitkisine ait kok, yaprak, ¢igek, birincil ve ikincil dal kisimlarinda glukosinolat igerigi
ile ilgili yapilan ¢alismada, 17 tiir glukosinolatin varligi kaydedilmistir. Bunlarin
%90’nmin glukoerucin, glukoraphanin, glukobrassicin oldugu ayrica ¢igek kisimlarinin
yiiksek glukosinolat ihtiva ettigi ve bu sekiz bolge igerisinde en iyi verimin Missisiphi

bolgesinden elde edildigi agiklanmistir (Malik et al. 2010).

Turpgiller familyasina ait brokoli, ¢in lahanasi ve oxheart lahana tohumlarinda
izotiyosiyonat ve antikanserojen bioaktivite potansiyelin tespitine iliskin ¢alismada, i¢
cinse ait etil asetat ekstraklarinin GC-MS analizi neticesinde 3-BITC (3-biitilen
izotiyosiyanat) ile sulforaphan ihtiva ettikleri ve bu li¢ sebze igerisinde brokolideki
toplam izosiyonat miktarinin diger iki tiire oranla daha fazla oldugu belirtilmistir (Wang

et al. 2010).

Penas et al. (2011) tarafindan Ispanya’nin farkli bolgelerinde yetistirilen 5 farkli beyaz
lahana ¢esidinde biyoaktif bilesikler, myrosinaz aktivitesi ve antioksidan kapasitelerinin
tespiti amaciyla yapilan c¢alismada; yiiksek glukosinolat konsantrasyonu, yiiksek
vitamin C seviyesi ve yiiksek fenolik bilesik iceren kisimlarinin yiiksek antioksidan

kapasiteye sahip oldugu kaydedilmistir.
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Giliney Amerika (Peru) kokenli yillik mahsiil veren ve kizil turp benzeri kdke sahip bir
bitki olan yesil, kirmizi ve siyah maca koklerinde glukosinolat ve myrosinaz
aktivitesinin hasat 6ncesi, hasat donemi ve hasat sonrasi yapilan analizleri sonucu; hasat
doneminde ti¢ bitki tiiriinlinde %80 oraninda yiiksek glukosinolat ihtiva ettikleri
kaydedilmistir. Bu ii¢ tiiriin hasattan 90 giin 6nce Ve hasat sonrasi 15-30 giinliik periyod
icerisinde glikosinolat miktarinin azaldigi, hasat sonrasi 30-45 giinliik siirede ciddi bir
azalma ile birlikte sicaklik degisimlerine de bagl olarak gerceklesen hiicre par¢alanmasi

sonucu yiiksek myrosinaz aktivitesi gosterdigi bildirilmistir (Yabar et al. 2011).

Brokoli lahanasinin ihtiva ettigi sagligi onemli derecede etkileyen bilesikler ile
metabolik enzim aktivitesi tizerine sukroz ve mannitoliin etkilerinin tespiti amaciyla
yapilan ¢alisma da; 88 mM sukroz ile muamelesi kontrol ile karsilagtirildiginda brokoli
filizlerinde sulforaphan, askorbik asit ve antisiyanin igeriginde anlamli bir artis oldugu
kaydedilmistir. 176 mM sukroz ile muamele edilen brokoli filizlerinde antioksidan
aktivitesinin belirgin dl¢iide arttigi, myrosinaz aktivitesinin ise azaldigi, diger yandan
176 mM mannitol muamelesi ile ciddi sekilde artis gézlemlendigi fakat bu artisin 176
MM sukroz’a oranla daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Guo et al. 2011).

Lifli gida igerigi bol olan beyaz lahana dis yapraklarinin kurutulmas: sirasinda anti
kansorejen maddelerin gelisiminin incelenmesi ile ilgili yapilan calismada; 1siya
duyarli, enzimatik reaksiyonlar sonucu olusan sulforafan iizerine sicak havanin etkisi
aragtirtlmistir. Antioksidan ve antikansiyonerik aktiviteye sahip oldugu bilinen ve en
onemli lifli besin kaynaklarindan biri olan beyaz lahananin ¢ok gii¢lii antikansorejen
etkiye sahip glukosinolatlarin hidrolizi sonucu olusan sulforafan ihtiva ettigi

belirtilmistir (Tanongkankit et al. 2011).
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Sekil 2.6. Casir bitkisi (Prangos ferulecea L.) nin goriiniimi.

Cagir bitkisi Prangos ferulecea L. (Lindl.) ve Hippomarathrum microcarpum (Bieb.)
olarak bilinen 2 farkli tiirii vardir ve bu iki tiirde Erzurum ve ¢evresinde yetismektedir.
Cagsir bitkisi meyveleri uyarict ve gaz soktiiriicli etkilerinden dolay1 anason meyvesi
yerine kullanilmaktadir. Kokiin kimyasal yapisinda bulunan gummi-resina'nin
bagirsaklardan kurt diisiiriicii etkisi olduguda tespit edilmistir. Ayrica, Sivas Imranl
bolgesinde hayvan yaralarinda olusan kurtlari 6ldiirmek i¢in de toz halinde yaralarin
lizerine konuldugu bilinmektedir (Oztiirk ve Ozcelik 1991). Bu bitkilerden izole edilen
kumarinlerin bir¢ogunun kalp adalelerini kuvvetlendirdigi ve kalp c¢evresindeki
damarlarda daralma yada tikanmayir Onledigi saptanmustir. Ayrica antibakteriyel ve

antifungal etkisinin varlig1 da bilinmektedir (Ulubelen et al. 1995).

Arapca “gavasir” den adini alan cagir bitkisinin diger bolgelerde kullanilan adlart ise
cag, carsir, cansir, jajik, jag, hitlik, helizon, helige, kerkur, siyabu ve seytan tersidir
(Baytop 1984).

Bolgede ilkbaharda casir bitkilerinin 10-20 cm’lik taze siirgilinleri tiiketilmektedir.
Genellikle suda haglanip tuzlanarak yenilmekte ya da salamurasi yapilip kis
mevsiminde peynir yerine katik olarak kullanilmaktadir (Alan ve Padem 1990). Ayrica
haslandiktan sonra yumurtaya bulanip kizartmasi yapilmakta ya da yumurta ile
kavrularak tiiketilmektedir. Van ve Bayburt yoresinde otlu peynir yapiminda da
kullanilmaktadir (Baytop 1984; Ozcelik ve Oztiirk 1991).
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Siirt, Hatay ve Van yoresinde bitkinin tiimii ya da kurutulmus yapraklari hayvan yemi
olarak kullanildiginda et ve siit verimini arttirdigi bildirilmektedir (Tuzlaci 1985;
Oztiirk ve Ozgelik 1991).

Antakya yoresinde bu bitkinin kisirhiga iyi geldigi ve bunun yapraklarini yiyen
hayvanlarin (ke¢i) ikiz dogurdugu iddia edilmektedir (Baytop 1984).

Sekil 2.7. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)’in gériinimii

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) 70-150 cm yiikseklikte, iki yillik, sar1 gigekli
ve otsu bir bitkidir. Tarsus’un dag koylerinde yetisen, sar1 kavak olarak bilinen kokii

yenebilen bir bitkidir (Baytop 1997).

Meyvelerinin mide rahatsizlig1 ve nefes darligina iyi geldigi, yaprak ve kok kisimlarinm
idrar arttirict etkisinin oldugu kaydedilmistir. Rozet yapraklari ise ¢igekgiler tarafindan
¢icek demetlerini siislemek i¢in kullanilmakta ve bu nedenle de bazi cigekgiler bu

bitkiye “yesillik” adin1 vermektedirler (Baytop 1999).
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Bertoli et al. (2004) tarafindan italya Urbin’den toplanan yabani kereviz bitkisine ait
kok, govde ve yaprak kisimlarinda GS ve GC-MS analizleri sonucu en énemli ugucu
yaglardan myrcene, B-fellandren, B-karyofillen, Furanadien, curzerene, germacrene B,

ve germacrone’nin varligi tespit edilmistir.

Dogada bulunan gida ila¢ ve baharat bitkisi olarak kullanilan tiim bitkilerin kiiltiire
alinmasi ¢ok zordur. Zira bu bitkilerin kiiltiire alinmasi gii¢, zaman alic1 ve ¢ok yonlii
bir istir. Yabani otlar arasinda yer alan ¢asir ve kereviz bitkileri farkli yorelerde fakli
isimlerle anilmakta ve uzun yillardir gerek gida ve gerekse tedavi amaciyla sevilerek
tilketilmektedir. Bu nedenle kullanim alani genis dogada sinirli miktarda bulunan ve
yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalan bu bitkilerin kiiltiire alinmasi 6nem arz

etmektedir.

Kanser ilaglarinin ¢ogu etkilerini kanser hiicresinin proliferasyon ve boliinme fazlarini
etkileyerek gosterirler. Bazi kemoterapi ajanlar1 bazi spesifik kanser hiicrelerine
etkiliyken, diger kanser hiicrelerinde etkileri sinirli olabilir. Bu nedenle farkl: sitotoksik
maddelerin, farkli hiicrelerdeki etkilerinin tam olarak aydinlatilmasi olduk¢a 6nemlidir

(Boyle and Levin 2008).

Diinya tlkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de tibbi agidan 6nemli olan bitkiler
yilizyillardan beri halk arasinda g¢esitli hastaliklarin tedavisinde her bolgede farkli
amaglar ve yontemlerle kullanilmaktadir. Yapilan literatiir ¢calismalarinda gida, baharat
ve tedavi amagl olarak kullanilan bitkilerden heniiz anti-kanser kapasiteleri
belirlenmemis olan 2 farkli tibbi bitki tiirii ¢asir (Prangos ferulecea L.) ve yabani

kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkileri ¢aligma materyali olarak se¢ilmistir.

Bu caligmada, antikansorejen ve tiimir kiigiiltiicii etliye sahip bir enzim olan myrosinaz

enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu yapilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan Tris (trihidroksimetilaminometan), konkavalin A, sephakril
S 200, glukoz tayin Kiti, sephadex G-100, standart serum albiimin, N,N’-metilen
bisakrikamid, akrilamid, p-merkaptoetanol, amonyum persiilfat (PER), TEMED
(N,N,N’,N’-Tetrametil etilen diamin), izopropil alkol, fosforik asit, SDS (sodyum
dodesilstilfat), DTH (ditihioerythreitol), glisin, asetik asit, gliserin, coomassie brillant
blue G-250 ve R-250, brom timol mavisi, sodyum kloriir, sodyum bikarbonat, sodyum
hidroksit, sodyum fosfat, sodyum nitrit, askorbik asit, paraokson, CaCl, protein
standartlari, hidroklorik asit, stilfiirik asit, etanol, metanol, aseton, EDTA (etilen diamin

tetra asetik asit) sigma firmasindan saglanmustir.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Peristaltik Pompa : Masterflex L/S™
pH metre : Selectra

Masa Santrifiijii : Hettich EBA 20
Derin Dondurucu : Il Shim
Spektrofotometre : Spekol 1300

Glig Kaynagi : Consort EV 231
Kar Makinesi : Angelantoni Indusrtrie
Hassas Terazi : Denver APX 153
Buzdolab1 : Argelik ve Profilo
Elektroforez Tanki : Max Fill
Kromatografi Kolonu : Sigma

Otomatik Pipetler : Volac, Jencons
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Calkalayici : Ika
Magnetik Karistiric : Ika
Su Banyosu : Memmert
Karistirict : Heidolph

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Aragtirma siliresince kullanilan tampon ve c¢ozeltilerin  hazirlanis sekilleri  ve

kullanildiklar1 yerler asagidaki gibidir.

1- Coomassie brilant blue G-250 renk reaktifi;

0,1 gr Coomassie brillant blue G-250, 50 mL %95°lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye
100 mL %095’lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye

tamamlandi.

2- Aktivite tayini icin kullanilan cozeltiler;

20 mM sitrat tamponu (pH: 4); 1.921 gr. soydum sitrat 950 mL saf suda ¢oziildi. pH
metre yardimiyla ¢ozeltinin pH’s1 4’e ayarlandi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.2 N

H2SOq4; 22,4 ml H,SO4’den alinip saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3- Kullanilan substrat ¢ozeltisi;

20 mM’lik Sinigrin; 0.019 gr sinigrin 10 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
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4- Jel filtrasyon kromotografisinde kullanilan tampon ¢6zeltinin hazirlanmasi;

0,05 M’lik NazPO, i¢inde 1 mM ditihioerythreitol, (pH: 7); 7,8025 gr NasPO,4 ve 0,1542
gr ditihioeritritol magnetik karigtirict yardimi ile 950 mL saf suda ¢6ziildi. pH metre
kullanilarak 0,5 N HCl ile pH: 7’e kadar titre edildi. Son hacim 1 L’ye tamamlandi.

5- SDS poliakrilamid jel elekroforezinde kullanilan numune tamponu;

0,65 mL 1M’lik Tris HCI (pH: 6,8), 1 mL %10’luk SDS, 1mL saf gliserin ve 1 mL %
0,1 lik brom timol mavisi karistirilarak hacimleri saf su ile 10 mL’ye tamamlanarak
hazirlandi. Bu tampon kullanilmadan hemen 6nce 1 mL numune tamponuna 50

mikrolitre olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

6- SDS poliakrilamid jel elekroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu;

1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 mL suda ¢6ziildii ve tlizerine %1°lik SDS’den 5 mL ilave

edilerek son hacim 500 mL’ye tamamlandi.

7- SDS poliakrilamid jel elekroforezi i¢in hazirlanan boyama ¢ozeltisi;

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

8- Elektroforezde kullanilan renksizlestirme ¢ozeltisi:

%7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5 destile suyun karisimiyla hazirlandi.
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9- Optimum pH ¢ahismasi icin kullanilan tampon cozeltiler;

pH: 4-5 araligin da 0,1 M asetat tamponu kulanildi. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak igin 1,36 g
CH3COONa, 80 mL saf suda ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH's;, 1 M HCI ile istenen pH’ya

ayarlandiktan sonra ¢6zeltinin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

pH: 6-7 araligin da 0,1 M fosfat tamponu kullanildi. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak i¢in 1.74 g
K;HPO, 80 mL saf suda ¢oziildii ve ¢ozeltinin pH'si, 1 M HCI ile istenen pH’ya

ayarlandiktan sonra ¢6zeltinin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

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

tamamlandi.

10-Amonyum Siilfat ¢oktiirmesi icin kullanilan ¢ozeltiler;

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

11- iyon degisimi kromatografisi i¢in kullamilan cézeltiler;

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

metre yardimiyla 7’ye ayarlandi. Son hacim 1L’ye tamamland.
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12- Afinite kromatografisi icin kullamlan cozeltiler;

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

13- Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine bazi1 katyonlarin ve bazi bilesiklerin

etkisinin belirlenmesi icin kullanmilan cozeltiler;

10 mM’lik MgCl,*7H,0: 0,110 g MgCI,*7H,0 saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

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

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

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

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

10 mM’lik Fe;SOyq: 1,04 g FepSO4 saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

10 mM’lik Askorbik asit: 0.088 g askorbik asit saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

10 mM’lik EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit): 0,073 g EDTA tartild1 ve 25 mL suda

¢Oziilerek hazirlandi.

10 mM’lik SDS (Sodyum dodesil siilfat): 0,072 g SDS tartildi ve 25 mL suda ¢6ziilerek

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

tamamlanarak hazirlandi

13- Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine etken maddelerin etKisinin belirlenmesi i¢in

kullanilan ¢ozeltiler;

10 mM’lik Pantenol: 0.020 g pantenol tartildi ve 10 mL suda ¢6ziilerek hazirlandi.

10 mM’lik Sephalotin: 0.041 g sephalotin tartildi ve 10 mL suda ¢oziilerek hazirlandi.

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

hazirlandi.

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

hazirlandi.

10 mM’hik E vitamini: 0.043 g E vitamini tartildi ve 10 mL etanolde ¢o6ziilerek

hazirlandi.

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

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

500 ppm’lik TA;1, TA,, TAs, TA4, TAs, TAs, TA7, TAg, TAg ve TA; etken maddeleri
0.007 g tartild1 ve 14 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

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

kiivetlere alinarak, absorbanslar1 spektrofotometre’de kore karsi okundu.

3.2.1.b. Bradford yontemi ile protein tayini

Bradford yontemi ile saflagtirilan enzim c¢ozeltilerinde, serumda ve trombosit
¢ozeltilerinde protein tayini yapildi. Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-
250’nin baglanmasi esasina dayanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gosterir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi
cozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford

1976).

Tayin islemlerinde su yontem takip edildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
serum albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL alind:.
Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamland1 ve 5 mL renklendirme reaktifi
tiiplere ilave edilip vortex ile karigtirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde
kore karst absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL ayni tampon ve 5 mL
renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans degerlerine karsilik

gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi.
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3.2.2. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)

bitkilerinden myrosinaz enziminin saflastirilmasi

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisi Erzurum ydresinden 2009 yilinin Agustos aymda
toplanarak, calisilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi. Yabani kereviz
(Smyrnium olusatrum L.) bitkisi ise Mersin ili Camliyayla ilgesinden 2009 yilinin

Agustos ayinda toplanarak, ¢alisilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.3. Homojenatin hazirlanmasi

Dondurucuda muhafaza edilen 20 g casir (Prangos ferulecea L.) bitkisi ve 20 g yabani
kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisi ayr1 ayr tartildi, ilk 6nce sivi azot kullanilarak
mekanik olarak birka¢ basamakta pargalanip daha sonra 100 mL 20 mM Tris, 0.15 M
NaCl, pH 7.5, tamponu i¢ine alinip pargalayict mikser kullanilarak homojenize edildi.
Manyetik karigtirict kullanilarak yarim saat oda sicakliginda karigtirildi, homojenat
yarim saat stireyle 5000xg de satrifiijlenerek bitkilerin posasinin protein ¢ozeltisinden

uzaklastirilmasi saglandi.

3.2.4. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Hazirlanan homojenatlar ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirme araligi belirlemek i¢in
%0’dan %100’e kadar (%0-30, %30-50, %50-70 ve %70-100) araliklarinda amonyum
siilfat ilave edilerek proteinlerin ¢oktiigii aralik belirlendi. Coktiirme esnasinda
(NH4)2SO, yavas yavas katilarak manyetik karistirict ile karistirilarak iyice ¢oziinmesi
saglandi. Coziinen tuzlu homejenat santrifiij tiiplerine konularak 5000 rpm’de 20 dk
santrifiijlendi. Her bir ¢coktiirmede ¢okelek ve homojenat i¢in ayr1 ayri aktivite dl¢limii
yapilarak enzimin ¢oktiigii aralik belirlendi. Aktivite goriilen ¢okelek veya

homojenattan saflagtirilmaya devam edildi.
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Homojenatta %10 ve %100 araliginda amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapildi. Kullanilan

Amonyum siilfatin gram miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi.

1.77xVX(S—S,)

Amonvum Stilfat Miktan(Gram) = 351-%

V: Enzimli homojenat ¢ozeltisinin hacmi
So: 1’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

3.2.5. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)

bitkilerinden myrosinaz enziminin saflastirilma basamaklar

Myrosinaz enzimi gasir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum

L.) bitkilerinden 3 basamakta saflastirildi.

Ilk basamakta homojenattaki proteinin (NH;)2SO4 ¢oktiirmesi yapilarak ¢oktiigii aralik
belirlendi. %50-70’lik amonyum siilfat konsantrasyon araliginda ¢oken proteinler
0,15M NacCl igeren 20mM Tris (pH:7,5) tamponu ile ¢oziiliip, aktivite tayini yapilinca

yiiksek myrosinaz aktivitesine sahip oldugu goriildii.

Ikinci basamakta ise, sephakril S-200 materyali kolona (3x70 c¢cm) dolduruldu ve kolon
20 mM Tris, pH 7,5, tamponuyla 280 nm'de absorbans vermeyinceye kadar dengelendi.
Ayni tampon igerisindeki amonyum siilfattan elde edilen homojenat kolona tatbik
edildi. Enzim kolondan 20 mM Tris, 0,15 M NaCl, tampon (pH 7,5) ile eliie edilerek
aliman fraksiyonlarda aktivite tayini yapildi. Aktivite gosteren tiiplerdeki elisyonlar
birlestirilip havuz olusturuldu ve Sephakril S-200 kolonunudan elde edilen havuz
koncavalin-A Sepharose 4B materyali ile kii¢iik bir erlen icerisinde hafif¢e karigtirilarak
bir gece boyunca bekletildi.
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Uciincii basamakta ise Konkavalin A afinite kolonu kullanilarak enzim saflastirilds.
Yaklasik 12 saat bekletilen Konkavalin-A Sepharose 4B materyali kolona (3x70 cm)
dolduruldu ve 20 mM Tris, 0,15 M NacCl, tampon (pH 7,5) ile eliie edilerek alinan
fraksiyonlarda aktivite tayini yapildi. Aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek
enzim havuzu olusturuldu ve karakterizasyon igin saklandi. Casir (Prangos ferulecea
L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivite-absorbans degerleri Sekil 4.3 ve Sekil 4.42° de goriilmektedir (Jones
et al. 2001; Palmieri et al.1986).

3.2.6. Myrosinaz enziminin aktivite tayini

Myrosinaz enzim aktivitesi sinigrin’in hidrolizlenmesi metodu ile belirlendi.

Myrosinaz
Sinigrin ——— Glukoz + Izotiyosiyanat

1 myrosinaz enzim aktivitesi optimal sartlarda 1 dakikada 1 nmol substratin
hidrolizlenmesi igin gereken enzim miktari olarak tanimlanmistir (Palmieri et al. 1986).

Aktivite 6l¢timiinde 5 mM sinigrin, 20 mM sitrat tamponu (pH: 4) ve glukoz tayin Kiti
kullanildi. Deney ve kor olmak tizere iki tiip belirlendi. Deney tiipiine 750 pL substrat,
500 pl tampon ve 500 pL enzim homojenati koyuldu. Kor olan tiipede 750 pL substrat
ve 1000 pL tampon koyularak tiipler 37°C’da 45 dk bekletildikten sonra 95°C’da da 10
dak bekletildikten sonra tiiplerden 250 pL alind1 ve iizerine 500 L kit eklenerek 37°C
30 dak bekletildi. Daha sonra tiiplerin tizerine 1mL 2N H,SO, eklenerek 540 nm’de

absorbansi olg¢iildii.

Olgiilen absorbanslar ve standart glukoz grafiginden yararlanilarak aktivite degerleri

bulundu.
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3.2.7. SDS poliakrilamid jel elekroforezi ile enzimin safligmn ve alt birimlerinin

var olup olmadigimin kKontrolii

Enzimin saflagtirlmasindan sonra kesikli SDS-PAGE elektroforezi uygulanarak

enzimin saflik derecesi ve alt birimlerinin olup olmadigi kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalari 6nce saf su ile, sonra da alkol ile iyice yikandi.
Plakalar1 birlestiren mikalara ince tabaka halinde vazelin siiriildii. Iki cam plaka birbiri
tizerine kondu ve parafin kullanilarak jel hazirlama cihazina konularak sikistirildi.
Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektér yardimi ile dokiildii. Jel icinde hava
kabarciklart olmamasina dikkat edildi. Jel yilizeylerinin diizgiin olmasi igin %0,1’lik

SDS ile ince bir tabaka olusturuldu.

Katilagincaya kadar (yaklasik 30 dak.) beklendi. Katilasinca tist kismindaki %0,1’lik
SDS dokiildii. Daha sonra yigma jeli iist kisma kadar ilave edildi. Uzerine dikkatli bir
sekilde tarak yerlestirildi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice g¢ikarilarak
plakalar elektoforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistii saf su
ve yliriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina akim gececek

sekilde yiiriitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20 pg olacak sekilde hazirlandi ve toplam hacim 100 pL olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katild1 ve 3 dakika sicak su banyosunda inkiibe
edildi. Numuler sogutularak enjektdor yardimi ile yuvalara ekildi. Tank kapagi
kapatilarak alt taraftan anot (+) ve iist taraftan katot (-) baglantilar1 yapildi. Once 100
voltta 1 saat kadar bekletildi. Daha sonra 150 voltta eletroforez bitene kadar yiiriitiildii.

Elektroforez tanki su ile sogutuldu.

Elektroforez bittikten sonra akim kesilerek cam plakalar arasindaki jel dikkatlice

cikarildi. Jel 6zel kabima konularak renklendirme c¢ozeltisi iistiinii Ortlinceye kadar
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dolduruldu ve 1,5-2 saat kadar ¢alkalayici {izerinde birakildi. Boyama ¢ozeltisinden
cikarilarak jel renk agma ¢ozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirilmek sureti ile
jelin zemin rengi agilarak protein bantlar1 belirginlesinceye kadar (yaklasik 24 saat)
coOzelti i¢inde calkalandi. Jel renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikartilarak tarayici yardimi

ile bilgisayara aktarildi (Laemmli 1970).

Ayirma jelinin hazirlanmasi: 15 mL Tris HCI (pH: 8,8), 13,2 mL %30’luk akrilamid
%0,8’lik bisakrilamid, 0,6 mL %1°’lik SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetra
metil etilen diamin) ve 9,4 mL su karistirildi. Bu karigimin {izerine en son olarak 0,8 mL

%1,5’luk amonyum persiilfat [(NH,4),S,0s: (PER)] ilave edildi.

Yigma jelinin hazirlanmasi: 1 M’lik Tris HCI (pH: 6,8)’den 1,24 mL, %30’luk
akrilamid %0,8’lik bisakrilamid’den 1 mL, %]1’lik SDS’den 0,1 mL, %5’lik
TEMED’den 0,1 mL ve sudan 7,80 mL alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %1,5’lik PER’den 0,20 mL ilave edildi.

3.2.8. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)

bitkilerinden saflastirilan myrosinaz enzimi iizerine kinetik ¢alismalar

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflagtirilan myrosinaz enziminin kinetik 6zelliklerini arastirmak tizere optimum pH ve
optimum sicaklik degerleri bulundu. Enzimin sinigrin substrati i¢cin Kpn Ve Vpmax

degerleri Linewear-Burk grafiklerden yararlanilarak hesaplandi.

3.2.8.a. Optimum pH’nin belirlenmesi

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enziminin optimum pH calismas1 enzimin substrati olan sinigrin
ile yapildi. Optimum pH’nin belirlenmesi amaciyla alt1 farkli pH igin ti¢ farkli tampon

¢Ozelti hazirlandi. Bunlar;
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° pH: 4-5 i¢in asetat tamponu,
o pH: 6-7 i¢in fosfat tamponu,
o pH: 8-9 igin Tris-HCI

tamponudur. Tampon ¢ozeltilerin pH’s1 0,1 N HCI veya 0,1 N NaOH kullanilarak
ayarlandi. pH: 4-9 araliginda uygun tampon ¢ozeltilerinde enzimin gosterdigi hidrolaz
aktivitesi spektrofotometrik olarak oOlgiildii ve sonuglar grafik halinde Sekil 3.6’de

verildi.

3.2.8.b. Optimum sicakhigin belirlenmesi

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enziminin optimum pH calismasi enzimin substrati olan sinigrin
ile yapildi. Bunun i¢in 10°C -100°C arasinda her bir sicaklik igin bir tiip ve o sicakliga

ait bir kor olusturuldu ve enzimin aktif oldugu sicaklik aralig belirlendi.

3.2.8.c. Vmax ve Km degerlerinin belirlenmesi

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enziminin hiz sabiti (Kp) ve maximum hizt (Vpa)'in
belirlenmesi i¢in substrat olarak sinigrin kullanildi. Yiikselen substrat konsantrasyonuna
kars1t aktiviteyi bulmak amaciyla dort farkli substrat konsantrasyonunda aktivite

Ol¢timleri yapildi.

Tayin isleminde su prosediir takip edildi; Dort farkh tiip alinarak her bir tiipe 100 uL,
300 pL, 500 puL, 750 uL substrat ¢ozeltisinden ilave edildi. Kor olarak da ayni substrat
konsantrasyonlar1 hazirlandi. Numune tiiplerinin igerisine 500 pL saflagtirilmis enzim
ve toplam hacimlerini 1750 uL olacak sekilde tampon (20 mM Sitrat tamponu (pH 4))
cozeltisi ilave edildi. Daha sonra tiipler 37°C’da 45 dk bekletildikten sonra 95°C’da da
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10 dak bekletildikten sonra tiiplerden 250 uL alindi ve tizerine 500 pl kit eklenerek
37°C 30 dk bekletildi.

Bekletilmelerinden sonra tiiplerin tizerine 1ml 2N H,SO, eklenerek 540 nm de

absorbans degerleri olgiilerek aktivitesi belirlendi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk egrileri ¢izildi ve Ky Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglardan ¢asir bitkisi icin Vmax Ve Ky degerleri ise
sirasiyla 0,166 mg/L.dak ve 0,96 mM olarak yabani kereviz bitkisi igin Vmax Ve Ku
degerleri sirasiyla 0,165 mg/L.dak ve 1.49 mM belirlendi.

3.2.9. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkilerinden saflastirllan myrosinaz enziminin jel filtrasyon kromatografisi ile

molekiil agirhg tayini

Saflagtirilan  myrosinaz enziminin molekil agirligi jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak tayin edildi. Bu amagla 4 gram kuru Sephadex G-100, 200 ml tampon
cozelti icerisine almdi ve 90°C‘da 5 saat bekletildi. Jel icerisinde bulunan hava
kabarciklar1 su trompu kullanilarak uzaklastirildi. 1,5 x 30 cm ebatlarindaki
kromotografi kolonuna bir huni yardimi ile 6nce tampon ¢ozelti ile dolduruldu. Daha
sonrada jel materyali bir cam ¢ubuk kullanilarak hava kabarcigi olusmamasina dikkat
edilerek kolona dolduruldu ve kolon 24 saat siire ile ayn1 tamponla (0,05 M NazPO, /1
mM ditihio erythreitol, pH: 7) dengelendi. Dengeleme islemine kolonun altindan alinan

¢ozelti 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar devam edildi.

Dengelenmis Sephadex G—100 kolonuna dncelikle konsantrasyonu 0,2 mg/mL olacak
sekilde standart protein ¢ozeltisi (Sigir albumin-66000, karbonik anhidraz-29000,
tyripsin inhibitor-20000, a-laktaloumin-14200 igeren ¢o6zelti) yiiklendi. Yiiklenen
standart protein ¢ozeltisi kolondan 0,05 M NazPO, /1 mM ditiyoeritrol (pH: 7,0)
tamponu kullanarak eliie edildi ve standart grafik ¢izildi. Fraksiyon toplayici
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yardimuiyla, eltiatlar her tiipte 5’er mL olacak sekilde alindi. Spektrofotometrede 280 nm

dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar eliisyona devam edildi.

Standart protein ¢ozeltisi kolondan gecirildikten sonra enzim saflagtirma basamaklari
sonucunda olusturulan enzim havuzundan aliman 500 plL enzim kolona yiiklendi ve
SmL’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Eliisyona spekrofotometrede 280 nm’de
absorbans goriilmeyinceye kadar devam edildi. Sonuglar standart protein ¢ozeltisinden

alinan sonuglarla karsilastirildi (Whitaker 1963).

3.2.10. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkilerinden saflastirllan myrosinaz enziminin aktivitesi iizerine bazi katyonlarin

etkisinin arastirilmasi

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM Mgz+, Ca2+,

Cu?*, Mn?*, Zn**, Fe** katyonlarinin etkisi belirlendi.

Efektorlerin ii¢ farkli konsantrasyonda ki ( 107, 10* ve 10° M ) ¢ozeltileri hazirlandi.
Hazirlanan bu c¢ozeltilerden 100, 200, 300, 400 ve 500 pL alindi ve toplam hacim
tampon (20 mM Sitrat tamponu, pH: 4) ile 500 pL ye tamamlandi. Daha sonra tiiplere
250 pL substrat ¢ozeltisi ve 250 plL enzim ilave edildi. Her bir deneme i¢in kor numune
hazirlandi. Enzim yerine enzimin i¢inde bulundugu tampon kullanilarak yapilan deneme
kor olarak kabul edildi. Daha sonra tiipler 37°C 45 dk, daha sonra 95°C’da 10 dk
bekletildikten sonra tiiplerden 250 pL alind1 ve iizerine 500 pL kit eklenerek 37°C 30 dk
bekletildi. Bekletilmelerinden sonra tiiplerin tizerine ImL 2N H,SO,4 eklenerek 540 nm

de absorbans degerleri dlgiilerek aktivitesi belirlendi.

3.2.11. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkilerinden saflastirllan myrosinaz enziminin aktivitesi iizerine kimyasal

bilesiklerin etkisinin arastirilmasi
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Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi tizerine
10 mM, 1 mM, 0,1 mM EDTA, askorbik asit, -merkaptoetanol, SDS bilesiklerinin

etkisi belirlendi.

Bilesiklerin 10 mM konsantrasyonda ¢dzeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden
100, 200, 300, 400 ve 500 puL alindi ve toplam hacim tampon (20 mM sitrat tamponu,
pH: 4) ile 500 pL ye tamamlandi. Daha sonra tiiplere 250 pL substrat ¢ozeltisi ve 250
uL enzim ilave edildi. Her bir deneme i¢in kor hazirlandi. Enzim yerine enzimin iginde
bulundugu tampon kullanilarak yapilan deneme kor olarak kabul edildi. Daha sonra
tiipler 37°C 45 dak. ardindan 95°C’da 10 dak bekletildikten sonra tiiplerden 250 pL
alind1 ve iizerine 500 uL kit eklenerek 37°C 30 dk bekletildi. Bekletilmelerinden sonra
tiiplerin iizerine ImL 2N H;SO,4 eklenerek 540 nm de absorbans degerleri Slgiilerek
aktivitesi belirlendi. Diger 1 mM ve 0,1 mM bilesik ¢ozeltileri i¢in ayni islemler
tekrarlandi.

3.2.12. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkilerinden saflastirllan myrosinaz enzim aktivitesi iizerine bazi etken

maddelerinin etkisinin arastirilmasi

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflagtirllan myrosinaz enzim aktivitesi iizerine, kozmetikte ve cilt hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan pantenol, cephalotin, betamethason, linoleik asit ve E vitaminin
10 mM, 1 mM, 0,1 mM’de etkileri belirlendi.

Ayrica cilt kanseri tedavisinde iyilestirici etkisi oldugu bilinen, asagida agik yapilart
gosterilmis olan ve Atatiirk Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde sentezlenmis olan TA,
TA,, TAs, TA4, TAs, TAg, TA7, TAg, TAg Ve TA1o molekiillerinin etkileride arastirildi.
TAx molekiillerinin etkisi 500 ppm’de belirlendi. Bunun igin aktivite, sinigrin

varliginda belirlendi.
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Cizelge 3.1. TAxmolekiillerinin agik yapilari

Formiilii Simgesi
0
O
NN
2-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-1-fenilprop-2-en-one
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1-(4-bromofenil)-2-((4-metilpiperazin-1-il)met
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TAg

1-(4-florofenil)-2-((4-metilpiperazin-1-il)meti

I))prop-2-en-one
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TA,

2-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-1-(tiyofen-2-il)prop-2-en-1-one

0O

TAg

2-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-1-(4-nitrofenil)prop-2-en-1-one
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Cizelge 3.1. (devam)

Formiilii Simgesi
Cl
ug/ﬁ\,ﬁn‘ﬁ TA;
N N

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

(@]
= N TAlo

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

Pantenol, sephalotin, betamethasone, linoleik asit ve E vitamini denemeleri i¢in

kullanilan prosediir sdyledir:

Her ii¢ konsantasyonda aktivite tayini i¢cin 500 uL enzim ¢ozeltisi, 750 pL sinigrin
¢ozeltisi, 50 pL, 100 pL, 150 uL, 200 puL ve 250 plL katyon ¢dzeltisinin toplam hacmi
saf su ile 1,5 mL’ye tamamlanacak sekilde ilave edildi. Kor tiiplere enzim yerine sitrat
tamponu konuldu. Tiipler 40 dak 37°C’de vel0 dak 100°C’de su banyosunda bekletildi.
Her bir tiipten 250 plL alinarak tizerine 500 puL glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz
tayin kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi ve son olarak 1’er
mL 2N H,SO, ilave edildi. 540 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Diger 1 mM ve 0,1 mM

katyon ¢ozeltileri i¢in ayn1 prosediir takip edilmistir.

TA1, TA,, TA3, TA4, TAs, TAg, TA;, TAg, TAg Ve TAjp molekiilleri denemeleri icin

kullanilan prosediir soyledir:

Bes ayr1 deney tiipiine 500 ppm 10 pL, 30 pL, 50 pL, 70 uL, 100 uL etken madde, 500
pL sitrat tamponu (20 Mm pH:4), 300 pl sinigrin (20 mM), 80 uL saf myrosinase

enzimi ilave edildi ve son hacim saf su ile 1 mL’ye tamamlandi. Kor tiiplere ise etken
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madde konulmadi. Tiipler 40 dak 37°C’de sonrasinda 10 dak 100°C’de su banyosunda
bekletildi. Her bir tiipten 250 pL alind1 ve 500 pL {izerine glukoz tayin kiti ilave edildi
ve tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi. Son olarak 1’er mL 2N H,SO, ilave edildi. 540

nm’de absorbanslar1 6lgiildii.

3.2.13. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkilerinden saflastirillan myrosinaz enzim aktivitesi iizerine bazi pestisitlerin

etkisinin arastirilmasi

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi iizerine 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm klorprifos etil,
metil paratiyon, dimetoat, diazinon, metamidopos, etil paratiyon ve fention etkisi

arastirildi. Bunun i¢in aktivite sinigrin varliginda belirlendi.

Aktivite tayini i¢in 500 uL enzim ¢ozeltisi, 750 uL sinigrin ¢ozeltisi, S0 ul, 100 ul, 200
ul, 300 ul, 400 uL, 500uL 100 ppm pestisit ¢ozeltisinin toplam hacimi (20 mM Sitrat
tamponu pH: 4) ile 500 puL ye tamamlandi. Her bir deneme i¢in kér numune hazirlandi.
Enzim yerine enzimin i¢inde bulundugu tampon kullanilarak yapilan deneme kor olarak
kabul edildi. Tiipler 40 dak 37°C’de vel0 dak 100°C’de su banyosunda bekletildi. Her
bir tiipten 250 pL alinarak iizerine 500 pL glukoz tayin kiti ilave edildi. Glukoz tayin
kiti eklendikten sonra tiipler tekrar 40 dak 37°C’de bekletildi ve son olarak 1’er mL 2 N
H,SO, ilave edildi. 540 nm’de absorbanslar1 6l¢ildii.

Diger 10 ppm ve 1 ppm pestisit ¢ozeltileri i¢in islem tekrarlandi.
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Cizelge 3.2. Pestisitlerin agik yapilari
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Cizelge 3.2. (devam)
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H3C\O/ |\O
/O CHg
H,;C

Fention
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan calismalardan elde edilen veriler, bu boliimde tablo ve sekiller ile gosterilmistir.

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik

Protein kantitatif tayininde coomassie brillant blue yontemi kullanildi (Bradford 1976).
Coomassie brillant blue yontemi ile bir standart egri hazirlandi. Standart serum albumin
cozeltileri ile hazirlanan homojenatlarda ve saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki protein
miktar1 bu egriye gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mikrogram proteine karsilik gelen

absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterilmistir.

1.0 -

o
[ee]
!

o
[o2]
1

Absorbsiyon

0.4 A1

y=0.007x +0.1297
R2=0.985

0.2 1

00 ! T T T
0 20 40 mg ppotein 80 100 120

Sekil 4.1. Coomassie brillant blue yontemi ile protein tayini i¢in kullanilan standart
grafik
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4.2. Casir (Prangos ferulecea L.) Bitkisinden Myrosinaz Enzimi Saflastirma

Sonuclan

Enzim, Bolim 3.2.5’de anlatildigi gibi ¢asir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden 3
basamakta saflagtirildi. 1. basamakta homojenata %10 ve %100 aralifinda amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapildi. %40 - %70’lik amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapilan ¢okelek
0,15 M NaCl igeren 20mM Tris (pH:7,5) tamponu ile ¢dziiliip, aktivite tayini yapilinca
yiiksek myrosinaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. 2. basamakta ise, Sephakril S200
kolonuna yiiklendi, 3. basamakta ise konkavalin A afinite kolonu kullanilarak enzim
saflastirildi. Aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek enzim havuz olusturuldu ve
karakterizasyon i¢in saklandi. Bitkiden saflagtirllan myrosinaz enziminin aktivite-

absorbans grafigi asagidaki sekillerde verilmistir.

—e— Absorbans —O— Aktivite
- 0,06
- 0,05
£ - 0,04 £
o [
& 3
0 - 0,03
3 b=
2 =
3 <
2 - 0,02
é:: <
- 0,01
- 0
0 5 10 15 20 25 30 35
Fraksiyon Sayisi

Sekil 4.2. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden Konkavalin-A Sepharose 4B kolonu

ile saflastirilan myrosinaz enziminin aktivite-absorbans grafigi
*Kolon ¢ap1 1,5 cm ve boyu 30 cm, eliisyon hizi1 20 mL/saat ve fraksiyon hacmi 5 mL.
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4.2.1. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden myrosinaz enziminin saflastirma

basamaklari

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden sivi azotla pargalaylp santufijleyerek
homojenat elde edildi. Elde edilen homojenattan, amonyum siilfat ¢oktiirme basamagi,
Sephakril S200 ve Konkavalin A’dan elde edilen numunelerden 1’er mL alindi,
myrosinaz aktivitesi tayini yapildi. Bulunan degerlere gore myrosinaz enziminin kag kat

saflagtig1 hesaplandi ve sonuclar asagidaki cizelgede gosterildi.

Cizelge 4.1. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinde myrosinaz enziminin saflastirilma
basamaklari

Toplam
Spesifik
Aktivite | Protein Hacim Protein | Aktivite Aktivite | Verim | Saflastirma
(EU/MI) | (mg/ml) | (ml) (mg) (EU) | (EUmMg | () | Katsayisi
protein)
Ham Ekstrakt 0,077 42 100 420 7,7 0,018 100 -
(NH,),S0,
(%50-70) 0,09 3,7 81 299 7,29 0,024 94.7 1,33
Coktlirmesi
Sephakrill S200 | 0, | 16 50 8 5,35 0,668 69,5 37,11
Eliisyonu
Konkavalin A~ 150 | 53p 30 0,96 4,05 4218 52,6 2343
(Saf Enzim)
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4.2.2. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz enziminin

SDS poliakrilamid jel elektroforezi

Kromatografik islemler sonucu ¢asir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan
myrosinase enziminin safligin1 kontrol etmek amaciyla SDS Poliakrilamid Jel
Elektroforezi yapildi. Enzimin saf oldugu belirlendi ve jelin fotografi cekildi. Sekil
4.3’de gosterildi.

66 kDa

45 kDa

F——— 20 kDa

Sekil 4.3. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi
*|:standart protein; tripsin inhibitér (20 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa), albumin (45 kDa) bovine
albumin (66 kDa), I1: ¢asir (Prangos ferulecea L.) saflagtirilan myrosinase enzimi.
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4.2.3. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzimi ile

yapilan kinetik ¢alismalar

4.2.3.a. Myrosinaz enziminin optimum pH sonuclar:

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin optimum pH
degerini belirlemek tizere deneyler Boliim 3.2.8.a.” da belirtildigi sekilde yapildi. Elde
edilen sonugclarla aktivite hesapland1 ve aktivite - pH grafigi Sekil 4.4’ de gosterilmistir.

0,06 A
5
w
£ 0,03 -
=
i+
<
o T T T T T T 1
4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.4. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan Myrosinaz enzimi
tizerine pH’nin etkisi

4.2.3.b. Myrosinaz enziminin optimum sicaklik sonuclari

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin optimum
sicakligini belirlemek tizere deneyler Boliim 3.2.8.b.’de belirtildigi sekilde yapildi. Elde
edilen sonuglarla aktivite hesaplandi ve aktivite—sicaklik grafigi ¢izildi. Enzim igin

yapilan islemlerin sonuglar1 Sekil 4.5°de gosterildi.
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Sekil 4.5. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

4.2.3.c. Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin hiz sabiti
(Km) ve maximum hizt (Vmax)’in belirlenmesi igin substrat olarak sinigrin kullanildi.
Yiikselen substrat konsantrasyonuna karsi aktiviteyi bulmak amaciyla dort farkli

substrat konsantrasyonunda aktivite 6lgtimleri yapildi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk egrileri ¢izildi ve Ky Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglardan ¢asir bitkisi icin Vimax Ve Ky degerleri ise

sirastyla 0,166 mg/L.dak ve 0,96 mM olarak belirlendi.
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Sekil 4.6. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
sinigrin substratiyla elde edilen Linewear-Burk grafigi.

4.2.4. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg: tayini

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin molekiil
agirhg, jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak tayin edildi. Dengelenmis kolona,
bovine albumin 66000, carbonic anyhydrase 29000, tyripsin inhibtér 20000, o-
lactalbumin 14200 igeren Once standart protein ¢ozeltileri yiiklenerek 0,05 M NazgPO,/1
mM ditiyoeritrol (pH: 7,0) tamponu ile eliie edildi ve standart grafik olusturuldu. Daha
sonra molekiil agirligi tayin edilecek olan saflagtirllmis myrosinaz enzimi kolondan
gecirildi ve 0,05 M NazPO.s/1 mM ditiyoeritrol (pH: 7,0) tamponu ile eliie edildi ve
standart grafik olusturuldu.

Jel filtrasyon kromatografisi kullanarak c¢asir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden elde
edilen myrosinaz enziminin molekiil agirligr 33982 D (=34000 D) olarak bulundu.
Enzim i¢in jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan

standart grafik ve absorbans grafigi Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Jel filtrasyon kromatografisi standart grafigi. Ve: eliisyon hacmi, Vo: kolonun
bosluk hacmi
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Sekil 4.8. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin jel
filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan absorbans grafigi.

4.2.5. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirillan myrosinaz enziminin

aktivitesi iizerine bazi katyonlarin etkisinin arastirilmasi

Cagsir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi
iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM Mg?*, Ca**, Cu**, Mn**, Zn?*, Fe** katyonlarinin etkisi
belirlendi. Sonuglar Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil
4.14°de goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi iizerine Mg®**nin etkisi.
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Sekil 4.10. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi iizerine Ca?**nin etkisi.
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Sekil 4.11. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi iizerine Cu®"nin etkisi.
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Sekil 4.12. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi iizerine Mn?*"nin etkisi.
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Sekil 4.13. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi iizerine Zn®"’nin etkisi.

03 - —m—10mM —e—1mM —A—0,1mM
=024
-]
=4
b
=
2
<

01

0 :
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m

Sekil 4.14. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi iizerine Fe***iin etkisi
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4.2.6. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

aktivitesi iizerine bazi kimyasal bilesiklerin etkisinin belirlenmesi

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin aktivitesi
tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM EDTA, Askorbik asit, f-Merkaptoetanol, SDS

bilesiklerinin etkisi belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18”de goriilmektedir.
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Sekil 4.15. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine EDTA nin etkisi
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Sekil 4.16. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine Askorbik asit’in etkisi
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Sekil 4.17. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine f-merkaptoetanoliin etkisi
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Sekil 4.18. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine SDS’nin etkisi

4.2.7. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz enzim

aktivitesi iizerine bazi etken maddelerin etkisinin belirlenmesi

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinase enzim aktivitesi
tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM’da pantenol, cephalotin, betamethasone, linoleik asit ve
E vitaminin etkisi ve 500 ppm’de TA1, TA2, TA3, TA,, TAs, TAg, TA7, TAg, TAg Ve
TA10 molekiillerinin etkisi 3.2.12’deki prosediir izlenerek belirlendi. Sonuglar Sekil
4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26
Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’de
grafik halinde verilmistir.
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Sekil 4.19. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine pantenol’ un etkisi
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Sekil 4.20. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine betamethasone’ un etkisi
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Sekil 4.21. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine linoleik asit’ in etkisi
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Sekil 4.22. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine sephalotin’ in etkisi
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Sekil 4.23. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine E vitamini’ nin etkisi
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Sekil 4.24. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TA{’in etkisi



65

0,5 q

0,4

0,3

Aktivite (EU)

0,2 4

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

Sekil 4.25. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TA,’nin etkisi
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Sekil 4.26. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TA3’in etkisi



66

0,5 ~

04

0,3 4

Aktivite (EU)

0,2

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

Sekil 4.27. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TA,’iin etkisi
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Sekil 4.28. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TAs’in etkisi
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Sekil 4.29. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TAg n1n etkisi
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Sekil 4.30. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TA7’nin etkisi
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Sekil 4.31. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TAg’in etkisi
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Sekil 4.32. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TAg un etkisi
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Sekil 4.33. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflagtiritlan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine TAjo’un etkisi

4.2.8. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz enzim

aktivitesi iizerine baz pestisitlerin etkisinin belirlenmesi

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi tizerine
100 ppm, 10 ppm, 1 ppm Klorprifos etil, metil paratiyon, dimetoat, diazinon,

metamidopos, etil paratiyon ve fention’un etkisi belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39 ve Sekil
4.40°da goriilmektedir.
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Sekil 4.34. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine klorprifos etil’in etkisi.
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Sekil 4.35. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine metil paratiyon’un etKisi.
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Sekil 4.36. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine diazinon’un etkisi.
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Sekil 4.37. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine dimetoat’un etkisi.
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Sekil 4.38. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine metamidopos’un etkisi.
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Sekil 4.39. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine etil paratiyon’un etkisi.
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Sekil 4.40. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine fenthion’un etkisi

4.3. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin

saflastirma sonuclari

Enzim, Bolim 3.2.5’de anlatildigi gibi gasir kabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkisinden 3 basamakta saflagtirildi. 1. basamakta homojenata %10 ve %100 araliginda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. %40 - %70’1ik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan
¢okelek 0,15 M NaCl igeren 20mM Tris (pH:7,5) tamponu ile ¢o6ziiliip, aktivite tayini
yapilinca yiiksek myrosinaz aktivitesine sahip oldugu belirlendi. 2. basamakta ise,
Sephakril S200 kolonuna yiiklendi, 3. basamakta ise Konkavalin A afinite kolonu
kullanilarak enzim saflagtirildi. Aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek enzim
havuz olusturuldu ve karakterizasyon igin saklandi. Bitkiden saflastirilan myrosinaz

enziminin aktivite-absorbans grafigi asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 4.41. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden Konkavalin-A
Sepharose 4B kolonu ile saflastirilan myrosinaz enziminin aktivite-absorbans grafigi
*Kolon ¢ap1 1,5 cm ve boyu 30 cm, eliisyon hizi 20 mL/saat ve fraksiyon hacmi 5 mL

4.3.1. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden myrosinaz enziminin

saflastirma basamaklari

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden homojenat elde edildi. Elde edilen
homojenattan, amonyum siilfat ¢Oktiirmesi, Sephakril S200 ve Konkavalin A
basamaklarindan 1’er mL numune alind1 ve myrosinaz aktivitesi tayini yapildi. Bulunan
degerlere gore myrosinaz enziminin kag kat saflagtirma yapildigi hesaplandi ve sonuglar

asagidaki cizelgede gosterildi.
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Cizelge 4.2. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinde myrosinaz enziminin
saflastirilma basamaklari

Toplam
Spesifik
Aktivite | Protein Hacim Protein | Aktivite Aktivite Verim | Saflagtirma
(EU/mI) | (mg/ml) (ml) (mg) (EV) (EU/mg (%) Katsayist
protein)
Ham Ekstrakt 0,073 6,5 70 455 511 0,011 100 -
(NH,)2SO4
(%50-70) 0,095 5,7 50 285 4,75 0,017 92,9 1,54
Coktiirmesi
Sephakril S200
. 0121 | 0218 | 35 | 763 | 423 | 0555 | 827 | 5045
usyonu
Konkavalin A
(Saf Enzim) 0,193 0,075 20 15 3,86 2,573 75,5 233,90

4.3.2. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enziminin SDS poliakrilamid jel elektroforezi

Kromatografik islemler sonucu yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden
saflagtirilan myrosinase enziminin safligint kontrol etmek amaciyla SDS Poliakrilamid
Jel Elektroforezi yapildi. Enzimin saf oldugu belirlendi ve jelin fotografi ¢ekildi. Sekil
4.42°de gosterildi.
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Sekil 4.42. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinase
enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotografi

*|:standart protein; tripsin inhibitér (20 kDa) karbonik anhidraz (29 kDa), albumin (45 kDa) bovine
albumin (66 kDa), myosin-porcine (200 kDa) II: Yabani Kerevizden saflagtirilan myrosinase enzimi.

4.3.3. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enzimi ile yapilan kinetik ¢calismalar

4.3.3.a. Myrosinaz enziminin optimum pH sonuclari

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin

optimum pH degerini belirlemek iizere deneyler boliim 3.2.8.a’da belirtildigi sekilde
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yapildi. Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplandi ve aktivite - pH grafigi Sekil 4.43’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.43. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan Myrosinaz
enzimi iizerine pH nin etkisi

4.3.3.b. Myrosinaz enziminin optimum sicaklik sonuclari

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
optimum sicakligini belirlemek iizere deneyler Bolim 3.2.8.b.’de belirtildigi sekilde
yapildi. Elde edilen sonuglarla aktivite hesaplandi ve aktivite—sicaklik grafigi ¢izildi.

Enzim i¢in yapilan islemlerin sonuglar Sekil 4.44°de gosterildi.
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Sekil 4.44. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine sicakligin etkisi.

4.3.3.c. KM ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
hiz sabiti (Kyn) ve maximum hizi (Viyax)'in belirlenmesi igin substrat olarak sinigrin
kullanildi. Yiikselen substrat konsantrasyonuna karsi aktiviteyi bulmak amaciyla dort

farkli substrat konsantrasyonunda aktivite dl¢iimleri yapildi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk egrileri ¢izildi ve Ky Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglardan Yabani kereviz (Smyrnium Olusatrum L.)
bitkisi i¢in Vmax Ve Ky degerleri ise sirasiyla 0,165 mg/L.dak ve 0,49 mM olarak

belirlendi.
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Sekil 4.45. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin sinigrin substratiyla elde edilen Linewear-Burk grafigi.

¢ y=9.0221x+6.0387

-1

1 1/[9] 2 3 4

4.3.4. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirhg: tayini

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitksinden saflastirilan myrosinaz enziminin
molekiil agirligi, jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak tayin edildi. Dengelenmis
kolona, bovine albumin 66000, carbonic anyhydrase 29000, tyripsin inhibtér 20000, o-
lactalbumin 14200 igeren Once standart protein ¢ozeltileri yiiklenerek 0,05 M NazgPO,/1
mM ditiyoeritrol (pH: 7,0) tamponu ile eliie edildi ve standart grafik olusturuldu. Daha
sonra molekiil agirligi tayin edilecek olan saflastirilmig myrosinaz enzimi kolondan
gecirildi ve 0,05 M NazPO,/1 mM ditiyoeritrol (pH: 7,0) tamponu ile eliie edildi ve
standart grafik olusturuldu.

Jel filtrasyon kromatografisi kullanarak Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.)
bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin molekiil agirligi 66000 D olarak bulundu.
Enzim i¢in jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirlig1 tayini i¢in hazirlanan

standart grafik ve absorbans grafigi Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de verilmistir.
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Sekil 4.46. Jel filtrasyon kromatografisi standart grafigi. Ve: eliisyon hacmi, Vo:

kolonun bosluk hacmi.
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Sekil 4.47. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) saflastirilan myrosinaz enziminin
jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan absorbans grafigi.
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4.3.5. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enziminin aktivitesi iizerine bazi katyonlarin etkisinin arastirilmasi

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM Mg*, Ca*, Cu®**, Mn**, Zn*? Fe™

katyonlarinin etkisi belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50, Sekil 4.51, Sekil 4.52 ve Sekil 4.53°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.48. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine Mg®**nin etkisi.
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Sekil 4.49. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine Ca’*’nin etkisi.
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Sekil 4.50. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine Cu“"’nin etkisi.
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Sekil 4.51. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine Mn***nin etkisi.
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Sekil 4.52. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine Zn>*’nin etkisi.
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Sekil 4.53. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine Fe**’iin etkisi.

4.3.6. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enziminin aktivitesi iizerine baz1 kimyasal bilesiklerin etkisinin belirlenmesi

Yabani kereviz (Smyrnium Olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin
aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM EDTA, Askorbik Asit, B-Merkaptoetanol,
SDS bilesiklerinin etkisi belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.54, Sekil 4.55, Sekil 4.56 ve Sekil 4.57°de goriilmektedir.
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Sekil 4.54. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine EDTA nin etkisi.
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Sekil 4.55. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine askorbik asit’in etkisi.
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Sekil 4.56. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine B-merkaptoetanoliin etkisi.
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Sekil 4.57. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine SDS’nin etkisi.
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4.3.7. Yabani kereviz (Smyrnium Olusatrum L.) bitkisinden saflastirllan myrosinaz

enzim aktivitesi iizerine bazi etken maddelerin etkisinin belirlenmesi sonuclari

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinase enzim
aktivitesi tizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM’da pantenol, cephalotin, betamethasone,
linoleik asit ve E vitaminin etkisi ve 500 ppm’de TA;1, TAz, TAs, TAy, TAs, TAs, TA,
TAs, TAg ve TAjp molekiillerinin etkisi 3.2.12’deki prosediir izlenerek belirlendi.
Sonuglar Sekil 4.58, Sekil 4.59, Sekil 4,60, Sekil 4.61, Sekil 4.62, Sekil 4.63, Sekil
4.64, Sekil 4.65, Sekil 4.66, Sekil 4.67, Sekil 4.68, Sekil 4.69, Sekil 4.70, Sekil 4.71 ve
Sekil 4.72°de grafik halinde verilmistir.
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Sekil 4.58. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine pantenol’un etkisi
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Sekil 4.59. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine betamethasone’un etkisi
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Sekil 4.60. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine linoleik asit’in etkisi
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Sekil 4.61. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine cephalotin’in etkisi

0,7 —&— 10 mM —6—1mM —4—0,1mM

0,6 -

0,4

Aktivite (EU)

0,3 -

0,2 A

0,1 T T T T T T T T T )
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Sekil 4.62. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine E vitamininin etkisi
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Sekil 4.63. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TA; in etkisi
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Sekil 4.64. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TA,’in etkisi
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Sekil 4.65. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TA3’in etkisi
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Sekil 4.66. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TA4’in etkisi
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Sekil 4.67. Yabani kereviz (Smyrnium klusatrum L.) bitkisinden saflagtirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TAs’in etkisi
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Sekil 4.68. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TAg’in etkisi
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Sekil 4.69. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TA;7’in etkisi
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Sekil 4.70. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TAg’in etkisi
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Sekil 4.71. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TAg’in etkisi
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Sekil 4.72. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine TAjo’in etkisi
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4.3.8. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enzim aktivitesi iizerine bazi pestisitlerin etkisinin belirlenmesi

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflagtirllan myrosinaz enzim
aktivitesi iizerine 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm klorprifos etil, metil paratiyon, dimetoat,

diazinon, metamidopos, etil paratiyon ve fention’ un etkisi belirlendi.

Sonuglar Sekil 4.73, Sekil 4.74, Sekil 4.75, Sekil 4.76, Sekil 4.77, Sekil 4.78 ve Sekil
4.79°da goriilmektedir.

—— 100 ppm —m—10 ppm —&—1ppm

0,7 -
0,6 -

Aktivite

0 100 200 300 400 500
pL

Sekil 4.73. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine klorprifos etil’in etkisi
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Sekil 4.74. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine metil paratiyon’un etkisi
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Sekil 4.75. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine diazinon’un etkisi
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Sekil 4.76. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine dimetoat’un etkisi
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Sekil 4.77. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi tizerine metamidopos’un etkisi
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Sekil 4.78. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine etil paratiyon’un etkisi.
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Sekil 4.79. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin aktivitesi iizerine fenthion’un etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapilan bu ¢aligmada, myrosinaz enzimi ¢asir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz
(Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden 3 basamakta saflastirildi ve karakterizasyonu

yapildi. Kullanilan yontemlerin segilis sebebi soyle agiklanabilir:

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

edildigi i¢in bu 3 metod sirasiyla kullanilmistir.

Myrosinaz enzimi gasir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum
L.) bitkilerinden 3 basamakta saflagtirilmistir. Birinci basamakta amonyum siilfat
¢oktiirmesiyle bitkilerde bulunan myrosinaz enzimi konsantre hale getirilmis ve bir 6n
saflagtirma islemi yapilmustir. Ikinci basamakta anyon degistirici materyal kullanilmistir

ve son basamakta ise afinite kromotofrafisinden yararlanilmistir.

1. Basamakta, homojenata %10 ve %100 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi.
%40 - %70’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilan ¢okelek 0,15 M NaCl iceren 20 mM
Tris (pH:7,5) tamponu ile ¢oziiliip, aktivite tayini yapilinca yiiksek myrosinaz

aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.

2. Basamakta, Sephakril S200 kolonuna yiiklenmistir. Absorbsiyon gosteren
franksiyonlar i¢in myrosinaz aktivitesi testleri yapilmig ve daha sonra aktivite gozlenen

tiiplerden enzim havuzu olusturulmustur.

3. Basamakta ise bu enzim havuzu Konkavalin A afinite kolonuna yiiklenmistir.
Absorbsiyon gosteren fraksiyonlar igin myrosinaz aktivitesi testleri yapilmis ve daha

sonra aktivite gozlenen tiiplerden enzim havuzu olusturulmustur (Jones et al. 2001 ).
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Kismen saflastirilmasi yapilan bitki homojenati, Sephakril S-200 kolonuna yiiklenmistir
ve kolon 20 mM Tris, 0,15 M NaCl, (pH:7,5) %0,02 sodium azit tamponuyla 280 nm'de
absorbans vermeyinceye kadar dengelenmistir. Amonyum siilfattan elde edilen ¢okelek
tampona alinmig ve kolona yiiklenmistir. Enzim kolondan ayni tampon ile eliie
edilmistir. Ardindan tiim tiiplerde aktivite tayini yapilmigtir. Aktivite go6zlenen

tiiplerden enzim havuzu olusturulmustur.

Daha sonra bu enzim havuzu afinite kromatografisi materyali olan Koncavalin A ile 12
saat bektetildikten sonra kolona doldurulmustur. 20 mM Tris, 0,15 M NaCl, (pH:7,5)
%0,02 sodium azit tamponu ile eliisyon yapilmistir. Aktivite gosteren fraksiyonlar
birlestirilerek enzim havuzu olusturulmustur. Myrosinaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar

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

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden 3

basamakta saflastirilan myrosinaz enziminin aktivite-absorbans grafigi Sekil 4.2 ve

Sekil 4.41°de verilmistir.

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflagtirilan myrosinaz enziminin safligint kontrol etmek amaciyla SDS Poliakrilamid
jel elektroforezi yapilmistir. Enzimin saf oldugu belirlenmis ve jelin fotografi

cekilmigtir. Jelin fotografi Sekil 4.3 ve Sekil 4.42°de gosterilmistir.

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
myrosinaz enziminin optimum pH degerini belirlemek {izere deneyler yapilmis ve elde
edilen sonuglarla aktivite-pH grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.43). Saflastirilan
myrosinaz enziminin her iki bitki i¢inde pH 4-8 araligin da aktivitesini korudugu

belirlenmistir.
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Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
myrosinaz enziminin optimum sicaklik degerini belirlemek iizere deneyler yapilmis ve
elde edilen sonuglarla aktivite-sicaklik grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.44).
Saflastirilan  myrosinaz  enziminin  30-60°C araliginda aktivitesini  korudugu

belirlenmistir.

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enziminin molekiil agirhigi Jel filtrasyon kromatografisi
kullanarak elde edilmistir. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden elde edilen
myrosinaz enziminin molekiil agirhg 33982 Da (=34000 Da), Yabani Kkereviz
(Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden saflagtirilan myrosinaz enziminin molekiil
agirligt 66000 Da olarak bulunmustur. Enzim i¢in jel filtrasyon kromatografisi ile
molekiil agirligi tayini i¢in hazirlanan absorbans grafigi Sekil 4.8 ve Sekil 4.47°da

verilmistir.

Kmve Vmax degerlerinin hesaplanmasinda 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-
Burk egrileri ¢izildi ve Ky, ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglardan casir
bitkisi i¢in Vimax Ve Kiy degerleri ise sirasiyla 0,166 mg/L.dak ve 0,96 mM olarak yabani
kereviz bitkisi i¢in sirasiyla 0,165 mg/L.dak ve 1,49 mM belirlendi (Sekil.4.6 ve Sekil
4.45).

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflagtirllan myrosinaz enzim aktivitesi iizerine 10 mM, 1 mM, 0,1 mM
konsantrasyonlarin  da Mg2+, Ca2+, Cu2+, Mn2+, Zn2+, Fed*
belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil

4.14, Sekil 4.48, Sekil 4.49, Sekil 4.50, Sekik 4.51, Sekil 4.52 ve Sekil 4.53de

katyonlarin etkisi

gosterilmistir.

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan bitkisinden saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi lizerine 10 mM, 1 mM,

0,1 mM konsantrasyonlarin da EDTA, askorbik asit, B-merkaptoetanol, SDS
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bilesiklerinin etkisi belirlendi. Sonuglar Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ile
Sekil 4.54, Sekil 4.55, Sekil 4.56, Sekil 4.57°de goriilmektedir. Yapilan deneyler
sonucunda PB-merkaptoetanol fazla etkilemezken, EDTA ve SDS’nin yiiksek
konsantrasyonlarda enzimi inhibe ettigi, askorbik asidin ise ciddi sekilde aktive ettigi

belirlenmistir.

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi {lizerine, kozmetik iriinlerin igeriginde yaygin
olarak kullanilan pantenol, cephalotine, betamethasone, linoleik asit ve E vitaminin 10
mM, 1 mM, 0, 1 mM konsantrasyonlarin da etkisi belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.19,
Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23 ile Sekil 4.58, Sekil 4.59, Sekil 4.60, Sekil
4.61 ve Sekil 4.62°de verilmistir. Myrosinaz enzimini cephalotine fazla etkilemezken

pantenol, linoleik asit, betamethasone ve E vitamini kismen aktive etmistir.

Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden
saflagtirilan myrosinaz enzim aktivitesi lizerine kanser hastaliklarinda iyilestirici 6zelligi
oldugu bilinen TAy, TAy, TAs, TA4, TAs, TAs, TA7, TAg, TAg ve TA1p molekiillerinin
500 ppm’de etkisi belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27,
Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33 ile Sekil 4.63, Sekil
4.64, Sekil 4.65, Sekil 4.66, Sekil 4.67, Sekil 4.68, Sekil 4.69, Sekil 4.70, Sekil 4.71 ve
Sekil 4.72’de grafik halinde verilmistir. Myrosinaz enzimini TA; ve TA; fazla
etkilezmezken, TAg tamamen inhibe etmistir. TA1, TA4, TAs, TAs, TA7, TAg, ve TAy

molekiilleri ise fazla etkilememistir.

Son olarak saflastirilan myrosinaz enzim aktivitesi iizerine 100 ppm, 10 ppm, 1 ppm
klorprifos etil, metil paratiyon, dimetoat, diazinon, metamidopos, etil paratiyon ve
fention pestisitlerinin etkisi belirlendi. Sonuglar sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil
4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39, Sekil 4.40 ile Sekil 4.73, Sekil 4.74, Sekil 4.75, Sekil 4.76,
Sekil 4.77, Sekil 4.78, Sekil 4.79°da goriilmektedir. Pestisitlerle yapilan deneyler

sonucunda enzim aktivitesinde azalma gozlenmistir
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Sonug olarak;

Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisi icin;

1. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon

degisimi ve afinite kromotofrafisi ile saf enzim elde edilmis ve karakterize edilmistir.

2. Enzimin safligim1 kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezi

yapilmustir.

3. Saflastirilan myrosinaz enziminin pH’smnin 6 oldugu ve pH: 4-8 araligin da

aktivitesini korudugu belirlenmistir.

4, Saflagtirilan optimum sicakhiginin 35°C ve aktivite gosterdigi sicaklik araliginin 20-

60°C oldugu belirlenmistir.

5. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin Vmax ve

Km degerleri sirasiyla 0,166 mg/L.dak ve 0,96 mM olarak belirlenmistir.

6. Casir (Prangos ferulecea L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz enziminin molekiil

agirligi 34 kDa olarak hesaplanmustir.

7. Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine Fe”*, Mg”* ve Mn?"’nin myrosinaz enzim
aktivitesini azalttigi, Zn®*'in yiiksek konsantrasyounun kismen aktive ettigi ve Ca** ve
Cu* ve’nin yiiksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesi iizerinde fazla bir etkiye sahip

olmadig1 goriilmiistiir.
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8. Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine pantenol, cephalotine, betamethasone, linoleik
asit ve E vitaminin etkisi arastirildi. Myrosinaz enzimini cephalotine fazla etkilemezken

pantenol, linoleik asit, betamethasone, ve E vitamini kismen aktive etmistir.

9. B-merkaptoetanol fazla etkilemezken, EDTA ve SDS’nin yiiksek konsantrasyonlarda

enzimi inhibe ettigi, askorbik asidin ise ciddi sekilde aktive ettigi belirlenmistir.

10. Myrosinaz enzim aktivitesi lizerine TA1, TA2, TAs, TA4, TAs, TAg, TA7, TAg, TAg
ve TAjo molekiillerinin etkisi arastirildi. Myrosinaz enzimini TA;, TA; ve TAs TAy,
TAs, TAs, TA7, TAg fazla etkilezmezken, TAg ve TA;o tamamen inhibe etmistir.

11. Kullanilan organofosfatli pestisitlerden klorprifos etil, metil paratiyon, dimetoat,
diazinon, metamidopos, etil paratiyon ve fention pestisitlerinin paraoksonaz enzim

aktivitesini azalttigi belirlenmistir

Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisi i¢in;

1. Yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden sirasiyla amonyum siilfat
coktiirmesi, iyon degisimi ve afinite kromotofrafisi ile saf enzim elde edilmis ve

karakterize edilmistir.

2. Enzimin safligim1 kontrol etmek amaciyla SDS poliakrilamid jel elektroforezi

yapilmistir.

3. Saflagtirlan myrosinaz enziminin pH’smin 7 oldugu ve pH: 4-8 araliinda

aktivitesini korudugu belirlenmistir.

4. Saflastirilan optimum sicakhiginin 37°C ve aktivite gosterdigi sicaklik araliginin 20-

65°C oldugu belirlenmistir.
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5. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz
enziminin Vpmax Ve Ky degerleri sirasiyla 0,165 mg/L.dak ve 0,49 mM olarak

belirlenmistir.

6. Yabani Kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkisinden saflastirilan myrosinaz

enziminin molekiil agirhigi 66 kDa olarak hesaplanmustir.

7. Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine Zn*’nin myrosinaz enzim aktivitesini arttirdig;,
Mg?*, Fe** ve Cu*’nm yiiksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesini kismen inhibe
ettigi, Mn®* ve Ca** katyonlariin aktivite iizerinde fazla bir etkiye sahip olmadigi

gOriilmiistir.

8. Myrosinaz enzim aktivitesi iizerine pantenol, cephalotine, betamethasone, linoleik
asit ve E vitaminin etkisi arastirildi. Myrosinaz enzimini linoleik fazla etkilemezken

pantenol, cephalotine, betamethasone, ve E vitamini kismen aktive etmistir.

9. B-merkaptoetanol, EDTA ve SDS’nin yiiksek konsantrasyonlarda enzimi inhibe

ettigi, askorbik asidin ise ciddi sekilde aktive ettigi belirlenmistir.

10. Myrosinaz enzim aktivitesi lizerine TA1, TA2, TAs, TA4, TAs, TAg, TA7, TAg, TAg
ve TAjo molekiillerinin etkisi arastirildi. Myrosinaz enzimini TA; Ve TA; kismen aktive
etmis, TAs, TAs, TA7, TAg, TAg ve TAy fazla etkilezmezken, TAsz, TA; tamamen

inhibe etmistir.

11. Kullanilan organofosfatli pestisitlerden klorprifos etil, metil paratiyon, dimetoat,
diazinon, metamidopos, etil paratiyon ve fention pestisitlerinin paraoksonaz enzim

aktivitesini azalttig1 belirlenmistir
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Modern tipta halen kanser tedavisinde kullanilmakta olan yontem ve ilaglarin yani sira
tibbi bitkilerde ve besinlerde bulunan pek ¢ok bilesigin bazi deneysel karsinojenezis
modellerinde etkili bir koruyucu ve anti-timor ajanlar olduklari bilinmekle birlikte
bunlarin ¢ogunun etki mekanizmalar1 ¢ok iyi bilinmemektedir. Bu nedenle, bitkilerden
yeni kanser ilaclarinin arastirilmasindaki asil hedef, hedef olmayan hiicrelere zarar

vermeden dogrudan dogruya kanser hiicreleri olmalidir.

Insan saglig1 acisindan bazi kanser cesitlerinin ve kalp damar hastaliklarr gibi bazi
hastaliklarin 6nlenmesinde beslenmenin ¢ok 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Gerek
epidemiolojik ve gerekse in vivo ve in vitro ¢alismalar sonucunda meyve ve sebze

alimiyla tiimdr olusumu arasinda ters bir iliskinin oldugu bulunmustur.

Bu calismada halk tarafindan gida, baharat ve tedavi amacgli olarak kullanilan
bitkilerden heniiz anti-kanser kapasiteleri belirlenmemis olan 2 farkli bitki tiirii olan
Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz (Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinde
timor kiigiiltiicti etkiye sahip myrosinaz enzimi aranmasi ve Kkarakterizasyonu
yapilmigtir. Daha sonra myrosinaz enziminin kozmetik {riinlerinin ve kanser
tedavisinde kullanilan ilag icerigindeki etken maddeler ile bazi organofosfath
pestisitlerden gecgimliligi arastirilmis. Casir (Prangos ferulecea L.) ve yabani kereviz
(Smyrnium olusatrum L.) bitkilerinden saflastirilan enzimin aktivitesi tizerinede kinetik
calismalar yapilmis olup, enzim {izerine bazi katyonlarin ve organik bilesiklerin etkisi
arastirtlmistir. Sonuglara bakildiginda myrosinaz enziminin, optimum sicaklik degeri ve
ozellikle cildin pH's1 dikkate alindiginda optimum pH degeri kozmosotik amagla
kullanimi1 i¢in olduk¢a uygun oldugu goriilmektedir. Kozmetikte yaygin olarak
kullanilan etken maddelerle gecimli oldugu goriilmiistiir. Ayrica kanser hastalifinda
tyilestici  Ozelligi oldugu bilinen TAx serisi ile genel olarak ge¢imli oldugu

goriilmektedir.
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