SOYA FASULYESINDEN (Glycine max L. Merrill)
AFINITE TEKNiGi KULLANILARAK
PEROKSIDAZ ENZIiMINiN SAFLASTIRILMASI
VE BAZI KINETIiK OZELLIiKLERININ
INCELENMESI

Zahra RASULZADE

Yiiksek Lisans Tezi
Kimya Ana Bilim Dah
Prof. Dr. Hasan OZDEMIR
2022
(Her hakki sakhdir.)



T.C.
ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANA BiLiM DALI

SOYA FASULYESINDEN (Glycine max L. Merrill) AFINITE TEKNIiGi
KULLANILARAK PEROKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

(Purification of Peroxidase Enzyme from Soybean (Glycine max L. Merrill) Using Affinity
Technique and Investigation of Some Kinetic Properties)

YUKSEK LISANS TEZI

Zahra RASULZADE

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Erzurum
Ocak, 2022



FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Graduate School of Natural and
Applied Sciences

T..
ATATURK UNIVERSITESI
Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii

TEZ KABUL VE ONAY TUTANAGI

SOYA FASULYESINDEN (Glycine max L. Merrill) AFINITE TEKNIGI
KULLANILARAK PEROKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI
KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMES]

Prof.Dr.Hasan OZDEMIR damismanlifinda, Zahra RASULZADE tarafindan hazirlanan bu
calisma, 31/01/2022 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Kimya Anabilim Dali Biyokimya
Bilim Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

Jiiri Bagkanu: Prof.Dr. {lhami GULCIN Asli Islak Imzalidir.
Atatiirk Universitesi

Danigsman: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

) Asli Islak Imzalidir.
Atatiivk Universitesi
Jiiri Uyesi: Prof. Dr. Murat Cankaya
Erzincan Binali Yildirim Universitesi Asli Islak Imzalidar.

Enstitii Y6netim
Kurulunun ..../.../.... tarih
[ sayili karar1.

Bu tezin Atatiirk Universitesi Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y6netmeligi’nin ilgili
maddelerinde belirtilen sartlar yerine getirdigini onaylarim.

Prof.Dr. Saltuk Bugrahan CEYHUN

Enstitii Miidiirii
Asli Islak Imzalidir.

Not: Bu tezde kullanilan 0zgiin ve bagka kaynaklardan yapilan bildiris, ¢izelge, sekil ve fotograflarin kaynak olarak
kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hitktimlere tabidir.



ETIiK BIiLDIRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

Yiiksek Lisans Tezi olarak Prof. Dr. Hasan OZDEMIR danismanliginda sunulan
“Soya Fasulyesinden Afinite Teknigi Kullanilarak Peroksidaz Enziminin Saflagtirilmasi ve
Bazi Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi” baslikli calismanin tarafimizdan bilimsel etik
ilkelere uyularak yazildigini, yararlanilan eserlerin kaynakcada gosterildigini, Fen Bilimleri
Enstitiisii tarafindan belirlenmis olan Turnitin Programi benzerlik oranlarinin asilmadigini ve

asagidaki oranlarda oldugunu beyan ederiz.

Tez Boliimleri Tezin Benzerlik Orani (%) Maksimum Oran (%)
Giris 10 30
Kuramsal Temeller - 30
Materyal ve Yontem 22 35
Bulgular 14 20
Tartisma 8 20
Tezin Geneli 16 25

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Bagshk, Kaynakga, Igindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler
kisimlari tarama disi birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlari yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarinin %5’den bityiik olmamasi gerekir.

Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde dogacak hukuki sorumluluklar

kabul ve beyan ederiz.

Tez Yazan (Ogrenci) Tez Danismam
Zahra RASULZADA Prof. Dr.Hasan OZDEMIR
31.1.2022 31.1.2022

Imza: Ash Islak imzalidir. Imza: Agl Islak imzalidir.

* Tez ile ilgili YOKTEZ’de yaymnlamasina iliskin bir engelleme var ise asagidaki alani doldurunuz.

[0 Tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi / patent alma siirecinin devam etmesi sebebiyle Enstitii
Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarth ve ............. say1l1 karar1 ile teze erisim 2 (iki) yil siireyle engellenmistir.

[ Enstitii Yonetim Kurulunun ..../.../.... tarih ve ............. sayili karari ile teze erisim 6 (alti) ay
siireyle engellenmistir.

il



TESEKKUR

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calisma Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Kimya Boliimii Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyesi Saym Prof. Dr. Hasan OZDEMIR
yonetiminde Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Arastirma Laboratuarinda
gergeklestirilmistir. Caligmalarim boyunca ilgisini ve Onerisini gostermekten ¢ekenmeyen

degerli hocam Sayin Prof. Dr. Hasan OZDEMIR ’e siikranlarimi sunarim.

Kimya Ana Bilim Dali Bagkan1 Semra Karaca’ya, Biyokimya Bilim Dali Baskani
Sayin Prof. Dr. O. irfan KUFREVIOGLU’na ve Kimya Ana Bilim Dal1 6gretim {iyelerinden
Saym Prof. Dr. ilhami GULCIN’e tesekkiir ederim. Caligmalarim boyunca ilgisini ve
onerilerini gostermekten kacinmayan Agr1 ibrahim Cegen Universitesi 6gretim iiyelerinden
Saym Dr. Ogr. Uyesi Aykut OZTEKIN’e, Erzurum Teknik Universitesi 6gretim iiyelerinden
Sayin Dr. Ogr. Uyesi Ramazan KALIN’a, Saym Serpil GERNI’ye, Nurgiil ABUL’a, Uzman
Songiil BAYRAK’a ve Dr. Isil Nihan KORKMAZ’a tesekkiir ederim.

Ayrica hayatimin her alaninda maddi manevi destekleriyle beni higbir zaman yalniz

biraKmayan aileme ve arkadaslarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Zahra RASULZADE



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

SOYA FASULYESINDEN (Glycine max L. Merrill) AFINIiTE TEKNIiGi
KULLANILARAK PEROKSIDAZ ENZIMIiNiN SAFLASTIRILMASI VE BAZI
KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI

Zahra RASULZADE
Damsman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Amag: Bu c¢alismada, afinite ligandi olarak 4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-
amino-3-bromo-5-kloro  benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-metil  benzohidrazid, 5-
aminoizoftalohidrazid molekiillerini kullanarak, soya filizinin yapraklarindan peroksidaz
enziminin tek kademede saflastirilmasi, saflastirilan enzimin Kinetik parametrelerinin
arastirilmasi ve cesitli substratlara olan ilgisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: 4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5-kloro benzohidrazid,
4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-aminoizoftalohidrazid molekiillerinin sentezi
yapildi. Sentezlenen molekiiller Sepharose-4B-L tirozine kenetlendirildi ve soya fasulyesi
peroksidazi (SBP) afinite teknigi kullanilarak tek basamakta saflastirildi. Saflastirilan SBP
enziminin; optimum pH, optimum sicaklik, iyonik siddet, substratlarin KM ve Vmax
degerleri, ligand molekiillerinin inhibisyon etkileri (ICso, Ki ve inhibisyon tipi) ve kolon
tutma kapasitesi belirlendi.

Bulgular: Ligand olarak kullanilan 4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-
bromo-5-kloro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-
aminoizoftalohidrazid molekiilllerinden sentezlenen afinite jellerinden SBP enzimi sirasiyla
%87,1 verimle 130,2 kat, %5,44 verimle 122,44 kat, %4,3 verimle 133,8 kat ve %43,55
verimle 79,7 kat saflastirildi. Saflagtirma sonucunda elde edilen enzim igin sodyum dodesil
stilfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) yapild1 ve yaklasik 40 kDa’da tek bant
gozlendi. Saflastirilan SBP enzimi i¢in optimum pH, iyonik siddet, sicaklik parametreleri
belirlendi. Guaiakol, ABTS, H20., 4-metilkatekol, prokatekol substratlari igin KM Ve Vmax
degerleri tespit edildi. Saflastirilan SBP enzimi iizerine ligant olarak kullanilan 4-amino-3-
bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5-kloro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-
metil benzohidrazid, 5-aminoizoftalohidrazid igin ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Afinite kromatografisi, peroksidaz, aminobenzohidrazid tiirevleri
Ocak 2022, 74 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

PURIFICATION OF PEROXIDASE ENZYME FROM SOYBEAN (Glycine max L.
Merrill) USING AFFINITY TECHNIQUE AND INVESTIGATION OF SOME
KINETIC PROPERTIES

Zahra RASULZADE
Advisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Objective: In this study, 4-amino-3-bromo-5-fluoro benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-5-
chloro benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-2-methyl benzohydrazide, 5-
aminoisophthalohydrazide as affinity ligands. In this study, it was aimed to purify the
peroxidase enzyme from the leaves of soybean sprouts in a single step, to investigate the
kinetic parameters of the purified enzyme and to determine its affinity for various substrates.

Method: Synthesis of 4-amino-3-bromo-5-fluoro benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-5-
chloro benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-2-methyl benzohydrazide, 5-
aminoisophthalohydrazide molecules was performed. The synthesized molecules were
coupled to Sepharose-4B-L tyrosine and purified in a single step using the soybean
peroxidase (SBP) affinity technique. The purified SBP enzyme; optimum pH, optimum
temperature, ionic strength, KM and Vmax values of the substrates, inhibition effects of
ligand molecules (ICso, Ki and inhibition type) and column holding capacity were
determined.

Results: Affinity synthesized from 4-amino-3-bromo-5-fluoro benzohydrazide, 4-amino-3-
bromo-5-chloro  benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-2-methyl  benzohydrazide, 5-
aminoisophthalohydrazide molecules used as ligands. From the gels, the SBP enzyme was
purified 130.2 times with 87.1% vyield, 122.44 times with 5.44% vyield, 133.8 times with
4.3% yield and 79.7 times with 43.55% vyield, respectively. For the enzyme obtained as a
result of purification, sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) was performed and a single band was observed at approximately 40 kDa. Optimum
pH, ionic strength and temperature parameters were determined for the purified SBP
enzyme. KM and Vmax Vvalues were determined for guaiakol, ABTS, H20,, 4-
methylcatechol, procatechol substrates. ICso, K values and inhibition for 4-amino-3-bromo-
5-fluoro benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-5-chloro benzohydrazide, 4-amino-3-bromo-2-
methyl benzohydrazide, 5-aminoisophthalohydrazide used as ligand on the purified SBP
enzyme. types were determined.

Keywords: Affinity chromatography, peroxidase, aminobenzohydrazide derivatives
January 2022, 74 pages
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GIRIS

Enzimler, canli organizmalardaki reaksiyonlar1 katalizleyen, %100 {iriin verimi
saglayan ve higbir yan iiriin olusturmayan protein yapili biyolojik katalizorlerdir (Berg et al.
2013). Enzimler kimyasal reaksiyonlarin hizini, kendiliginden olusan tepkimelere gore 10’

kat artirirlar (Nelson and Cox 2008).

Enzimlerin nasil ¢alistigina dair bilgilerimiz bir asirlik ¢aligmalar 1s1ginda bile tam
olarak aydinlatilamamstir. Ozellikle enzimlerin yiiksek katalitik verime ulasmasini saglayan
faktorler hala tam olarak bilinmemektedir. Bazi kanitlar, enzimlerin kat1 yapida
olmadiklarini ispat etse de enzimlerin siirekli olarak cok ¢esitli konformasyonel

dalgalanmalara ve i¢ haraketlere maruz kaldiklar1 bilinmektedir (Agarwal 2018).

Tim enzimler, seri halinde birlestirilmis amino asit birimlerinden olusan biiyiik
molekiiller olan proteinlerdir. Bu biyolojik katalizorler meydana gelen kimyasal reaksiyonun
hizim1 artirir (Aitken,1993). Enzimler 5000°den fazla biokimyasal reaksiyon tipini katalize
eder. Enzimlerin katalizledigi tepkimelerde kimyasal enerji korunur, doniistiiriiliir ve basit

onciillerden biyolojik makromolekiillerin iiretimi saglanir (Lehninger 2005).

Enzimlerin Siniflandirilmasi

Metabolizmada ki tiim kimyasal reaksiyonlardan sorumlu olan enzimler 6 ana sinifa

ayriimaktadirlar (Busch and Saier 2002).

Tablo 1. Enzimlerin Siniflandirilmasi (Busch and Saier 2002).

Smiflandirma Ayirtedici ozellik

1. Oksidorediiktazlar ~ Ared +Box — AoxtBired
laktat dehidrogenaz

Piiriivat + NADH Laktik asit + NAD"

Oksidazlar Molekiiler oksijeni alici olarak kullanarak oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir.

2. Transferaz A-B+C— A+B-C

Met- Ala- Lev + Lys peptidil transferaz

Met- Ala- Lev- Lys + tRNA

tRNA
Metiltransferazlar Bir hidrojen atomunun metil grubuyla yer degistirmesini saglayan
enzimlerdir.
3. Hidrolazlar A-B+H,0— A-H + B-OH

Lys- Ala + H,0 serin hidrolaz Lys + Ala

Proteazlar Proteinlerin pargcalanmasindan sorumlu enzimlerdir.




Tablo 1. (devami)

4. Liyazlar A(XH)-B— A-X + B-H

Argininosiiksinat argininsuksinat liyaz Arginin + Fumarat
Dekarboksilazlar Bir substrattan karboksil grubunun ayrilmasini saglayan enzimlerdir.
5. Izomerazlar Aeslzo- A

Glukoz- 6-F fosfoglukoz 1zomera'z Fruktoz- 6-F
Rasemazlar L ve D stereoizomerlerinin doniisiimiinii saglayan enzimlerdir.
6. Ligazlar A+B+ATP— A-B + ADP + Pi

irtivat karboksilaz

Piiriivat P >~  Oksalasetat

Karboksilazlar Substrata karboksil grubunun eklenmesini katalize eden enzimlerdir.

Enzimatik reaksiyonun hizin etkileyen faktorler;

pH

Bir ¢ozeltinin biyolojik aktivitesinde degisik faktorleri etkileyerek dnemli rol oynar.
Bir ¢ozeltinin pH’s1 degistikce iyonlasabilir gruplarin durumu degisir. Ortaya ¢ikan yiik
degisikligi enzimin i¢indeki kalintilarin protonsuzlagmasina, denatiire olmayan yapisal

degisikliklere, aktivite degisikligine, oligomerlerin ayrilmasina ve denatiirasyona yol acar

(Oellermann et al.2014).

Sicakhk

Enzimatik bir reaksiyonda sicakliktaki kii¢iik bir yiikselme enerji seviyesini artirarak
aktivasyon enerjisini azalmasina neden olur. Boylece reaksiyonun hizini ciddi oranda etkiler

(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Substrat konsantrasyonu

Reaksiyonun hiz1 yiiksek substrat konsantrasyonlarinda artar, diisiik substrat
konsantrasyonlarinda azalir. Reaksiyonun hiz1 yiiksek substrat konsantrasyonlarinda belli bir

slire sonra sabitlenmeye baslar (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Cevresel unsurlar

Enzimatik aktivite i¢in son derece dnemlidir ve enzim aktivitesini etkileyen birgok
cevresel faktor vardir. Cevresel hususlara yararli bir 6rnek, polifenol oksidaz verilebilir.
Polifenol oksidaz meyve ve sebzelerde bulunan kinonlar1 oksitler ve melanin pigmentini
olusturmak igin proteinlerle reaksiyona girerek kahverengi bir renk olusur. Polifenol oksidaz
icin oksijen gerekli oldugundan, oksijeni reaksiyondan uzaklastirarak bu aktiviteyi

engeleyebilir (Oellermann et al.2014).



Inhibitdrler, enzimlerin in vivo ve in vitro sartlarda aktivitelerinin azalmasina neden
olan maddelerdir. Genelde kiigiik molekiil yapisina sahip olan bu maddeler, iyonlar veya
selatlayicilardir. Enzim inhibisyonu, biyolojik sistemlerdeki kontrol mekanizmalarinin
onemli bir kismini olusturur. Kimyasal maddeler, ilaglar ve zehirli bilesikler bu yolla etki

gosterirler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Inhibisyon, doniisiimlii veya déniisiimsiiz olmak iizere iki gruba ayrilir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009)

Doniisiimsiiz inhibisyon; inhibitér enzime ya zor ayrilabilen bir kompleks seklinde
ya da kovalent olarak baglanir ve enzimi inaktif hale getirir. Bu durumda enzimin aktivite

gostermesi beklenmez.

Sekil 1. Doniisiimsiiz inhibisyonun sematik gdsterimi

Doniisiimlii inhibisyon; inhibitor enzim substrat kompleksi ile kovalent olmayan

sekilde baglanir.

Doniistimlii inhibisyon tipleri:

1. Yarigmali inhibisyon (kompetitif)
2. Yari yarismali inhibisyon (unkompetitif)
3. Yarigmasiz inhibisyon (nonkompetitif)

4. Karisik inhibisyon

1. Yarismah inhibisyon; inhibitor ile substrat aktif bolgeye baglanma icin rekabet
halindedir. Substratin konsantrasyonu arttik¢a denge substrata dogru kaydigi i¢in inhibitoriin

etkisi azalir. Bu sebepten yarigmali inhibisyonda Vmax degeri degismez, KM degeri artar.
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Sekil 2. Yarigmali inhibisyonun sematik gosterimi

2. Yanismasiz inhibisyon; yarismasiz inhibisyon tipinde inhibitdr ve substrat enzime
ayni anda baglanabilir. Ciinkii yapilarinin benzer olma olasilig1 diisiiktiir, boylece aktif bolge
icin rekabet etmezler. Hem inhibitér hem de substrat enzime farkli bdlgelerden bagimsiz
olarak baglanabilir. Inhibisyon derecesi substrat konsanstrasyonundaki degisimden
etkilenmez. Bu inhibisyonda KM degeri degismez, Vmax degeri inhibitdr konsantrasyonu
arttik¢a azalir (Saboury 2009).

S c
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Sekil 3. Yarismasiz inhibisyonun sematik gdsterimi

3. Yan yanismah inhibisyon; yar1 yarismali inhibisyonda inhibitér ES (Enzim
~Substrat) kompleksine baglanir. inhibitér enzime baglanmak igin substrat ile rekabet etmez.

Vmax Ve KM degerlerinde azalma goriiliir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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Sekil 4. Yar1 yarismal1 inhibisyonun sematik gosterimi

4. Kansik inhibisyon; karigik inhibisyon tipinde substrat ve inhibitdr enzime ayni

anda iki farkli bolgeden baglanabilir. Substrat veya inhibitoriin baglanma afinitesi digerinin

4



baglanmasindan etkilenir. Karigik tip inhibisyon genellikle rekabete dayali inhibisyon tipi
olarakta adlandirilir. Karigik tip inhibisyon teriminin farkli inhibisyon tiplerinin karigimi

oldugunu ima etmediginin bilinmesi énemlidir (Saboury 2009).

Enzim ile katalizlenen reaksiyonda, enzim ile substrat bir araya gelerek enzim

substrat kompleksini olusturur. Substrat ve enzimin baglanmasiyla ilgili iki model vardir:

Emil Fisher tarafindan tanimlanan anahtar kilit modelidir. Bu modelde substrat

enzimin aktif bolgesine anahtar kilit uyumuna gore baglanir.

@——substm
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Sekil 5. Enzim ile substrat arasinda anahtar kilit modeli

Daniel Koshland tarafindan ileri siirtilmiis indiiklenmis uyum modelidir. Enzim
baglandig1 substrati parcalayarak iiriine dontistiiriir ve reaksiyon bittigi zaman enzim higbir

degisiklige ugramadan ortamdan uzaklasir (Nelson and Cox 2005; Megep 2006).

* . ——

Enzim Substrat

Enzim iiriin
kompleksi

Sekil 6. Enzim ile substrat arasinda indiiklenmis uyum modeli
Peroksidazlar

Peroksidazlar (POD) meyve ve sebzeler gibi ¢ig gidalarda, doku, renkte
degisikliklere neden olan enzimlerdir (Burnette 1977, Haard 1977). POD’lar peroksidatik
reaksiyonlara ek olarak katalitik, oksidazik ve hidroksilasyon reaksiyonlarini da katalize
edebilirler (Haard 1977). POD’lar, yag asidi oksidasyonunda rol oynamaktadir (Stumpf and
Bradbber 1959; Rothe 1956). Katalizor olarak POD’lar, hidrojen peroksit varliginda cesitli
organik ve inorganik substratlarin oksidasyonunu katalize eden hem proteinleridir ve

oksidorediiktazlarin (E.C.1.11.1.7) bir iyesidir. POD’lar turp, patates yumrusu, pancar,



salgam, tatli patates, eksi limon, armut, muz, domates, bugday, soya fasiilyesi, hurma gibi

bitkilerde bulunur (Miiftigil 1985).

POD’larin %80’ini hem grubu igerenler olugturur. Hem olmayan POD’lar dort siiper
aileye ayrilirlar. Bunlar; NADH peroksidazlar, tiol peroksidazlar, halo—peroksidazlar,
alkilhidro-peroksidazlar’dir. Heme peroksidazlar hayvansal olmayan peroksidazlar,
hayvansal peroksidazlar, katalazlar, haloperoksidazlar olarak gruplandirilir. Hayvansal
peroksidazlar sitokrom c peroksidazlari, lignin peroksidazlart ve bitki hem peroksidazlarini
igerir. Bu peroksidazlar lokalizasyonlarina ve islevselliklerine gore su sekilde simiflandirilir

(Graham et al. 2015).

1. Sinf: Hiicre i¢i bitki peroksidazlari.

2. Sinif: Hiicre dis1 peroksidazlari: Lignin ve manganez peroksidazlari.

3. Simif: Hiicre dis1 bitki peroksidazlari: Horseradish Peroksidaz (HRP) ve Soybean
Peroksidaz (SBP).

Tablo 2. Peroksidaz Enzimlerinin Siniflandirilmasi (Hiraga et al. 2001)

Siiper aile Enzim Kaynak Molekiiler
kiitle(kDa)
Hayvan peroksidazlari  Eozinofil peroksidaz Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
Glutatyon Peroksidaz Hayvan 6-22,75-112
Prostaglandin Hayvan 115-140
endoperoksit Sentaz
Katalaz Katalaz Hayvan, bitki, maya, 140-530
mantar
Bitki peroksidazlari Sitokrom ¢ Peroksidaz ~ Maya, bakteri 32-63
(Simfl.)
Katalaz Peroksidaz Bakteri, mantar 150-240
Bitki Peroksidazlari Askorbat Peroksidaz Bitki 30-58
(Simif 2.)
Bitki Peroksidazlar Manganaz Peroksidaz Mantar 43-49
(Simif 3.)
Ligninaz Mantar 40-43
Peroksidaz(POD) Bitki 28-60




POD enziminin bitkilerde lignin biyosentezinde (Duara et al. 2000), indolik asit
miktarinin belirlenmesinde (Agostini et al. 1997) rol almaktadir. POD birgok bitkilerde
farkli izoenzimler seklinde bulunur. (Adams et al. 1978). POD asagida verilen genel bir

katalizleme reaksiyonu ile gosterilir (Van Huystee 1987).
H>0.+ AH2 —» 2H,0 + A

Bitki POD’lar, birgok kimyasal proseste dnemli rol almakla beraber, ¢ogu fenolik
bilesiklerin peroksit karsiliginda oksidasyonunu gerceklestirir. Ornek olarak, pirogallol,
klorogenik asit, katekol, guaiakoliin oksidasyonu gosterilebilir (Onsa et al. 2004). POD’lar
bu fenolik bilesikleri substrat olarak kullanarak metabolizmada meydana gelen H202’yi suya

indirgeyerek etkisiz hale getirirler (Doerge et al. 1997).

HO  OH o O
POD
Pirokatekol Sikloheksa- 3,5- dien- 1,2- dion
OCH; OCHj
OCHs o0
ol Peroksidaz O O
4 + 4HO0, — + H,0
Guaiakol ! 0—0 !
OCHj OCHj

Tetra Guaiakol

Sekil 7. Peroksidazlarin farkli aromatik bilesikleri kullanarak hidrojen peroksit giderme
mekanizmalari

POD varliginda guaiakol 3,3 —dimetoksi -4,4 bifenokinona okside olur (Doerge et al.
1997).
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3,3- Dimetoksi 4,4-bifenokinon

Sekil 8. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini renkli oksidasyon iiriinlerine ¢evirme
mekanizmasi

POD Enziminin Etki Mekanizmasi

Sekil 9’da bitki peroksidazinin 5 farkli oksidasyon durumu goriilmektedir. Aktif
merkezdeki demirin oksidasyonu ve porfirin halkasi iizerinde bir ferrril formu, bir radikal
katyonu ve asir1 peroksit etkisi altinda bilesik | elektron indirgenmesinin iiriinii olan bilesik
11’yi, bilesik 11 bilesik 111’l olusturur. Bilesen’in olusumu hizli bir etkilesim ile baglar.
Bilesen | bilesen I1’ye indirgenir ve bilesen 11 bekleme durumuna gectigi siirede substratlarin
indirgenmesi olay1 baslar (Gazaryan et al. 2006). Bilesen II’nin indirgenmesi elektron

vericisi ve dogal enzimler tarafindan olusur.
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Sekil 9. POD oksidasyon-rediiksiyon dongiisii (Gazaryan et al. 2006)
Bitki peroksidazlari

Bitki POD’larinin tekstil, polimer sentezi, biyosensor, teshis kiti gelistirme gibi
alanlarda uygulamalar1 bulunmaktadir (Jadhav et al.2009).

Lupinus albus (Price et al. 2003), Armoracia rustikana (Fujiyama et al.1990) ve
Triticum aestivum (Baga et al. 1995) gibi bir dizi bitkiden POD genleri klonlanmig ve
karakterize edilmistir. Bir genin hetorolog ekspresyonu, yalnizca genin fonksiyonel
karakterizasyonu agisindan degil ayn1 zamanda enzimin cesitli ekolojik siireglerde
uygulanmasi i¢in toplu tiretimi son derece onemlidir. Soya fasiilyesi (Chen and Vierling,
2000), kavak agaci (Pham et al. 2011), yaban turpu (Krainer et al. 2014) ve patates gibi
birgok kaynaktan peroksidaz genlerinin hetorolog ifadesi (Kim et al. 2002) hem prokaryotik
hem de okaryotik (Pichia pastoris) sistemlerde gosterilmistir (Hiraga et al. 2001). POD’lar,
bakterilerde bulunan ¢ok ¢esitli fenolik bilesiklerin redoks reaksiyonunu katalize eden
baslica enzimatik antioksidanlardan biridir. Ugiincii sinifa ait bitki peroksidazlari, hiicre
duvar: metobolizmasi, odunlagma, suberizasyon, patojenlere karsi savunma, yara iyilesmesi,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) dahil olmak flizere bitki yasam dongilisii boyunca bitki

biiylimesinin ve gelisiminin ¢esitli hayati siireglerinde rol oynar (Wang et al. 2015).

POD enzimlerinin fonksiyonlarindan biri de organik molekiillerin sterospesifik
biyotransformasyonunda kullanilmasidir. POD’lar pH, cinko, bakir, DNA ve diger
metallerin belirlenmesi i¢in floresans sensorler olarak kullanilmaktadir. Bitki POD’lar1
icerisinde en ¢ok calisilan enzim yaban turpu peroksidazidir (HRP). Bu enzim azo boyalarin
renk giderilmesi, kirletilmis sularin aritilmasi, organik sentezler, biyosensérlerin olusumu
icin kullanilmaktadir. Organik kirletici maddelerin baslica siniflarindan biri de fenolik

bilesiklerdir. Amerika Birlesik Devletleri’nde iiretilen: krezoller, katekol, klorofenoller,



nitrofenoller, 4,4- izopropilidendifol bu bilesiklere oOrnek olarak verilebilir. Fenolik
bilesiklerin ¢esitli organizmalar igin zehirli oldugu bilinmektedir. Sulu ¢ozeltilerde olusan
fenolik kirletici maddeleri gidermede HRP gibi bir peroksidaz ve H202’yi kullanan bir

enzimatik proses etkinlik gosterir (Jasim et al. 2019).

POD endiistriyel atik sulardaki organizmalara igin zararli olan molekiilleri katalizli
polimerizasyon yolu ile ortadan kaldirabilir. Bu yiizden fenoller, polimerlerin oldugu
reaksiyonlara katilarak fenol radikallerini oksitler. POD enzimi klinik teshis igin
belirteglerin onemli bilesini olarak gorev alir. Ayrica, POD enzimi organik ¢oziiciilerde
fenollerin polimerizasyonunu ve toksik fenollerin bozulma reaksiyonlarini Katalize edebilir
(Agarwel 2018).

Soya fasiilyesi: Soya fasiilyesi Hindistan’daki onemli bakliyat iiriinlerinden biridir
ve vejeteryan popiilasyonun protein ihtiyacinin énemli bir kismini karsilar. Tam bakliyatin
yant sira bolinmiis bakliyat seklinde de tiiketilir. Ayrica, baklagil bazli gidalarda
cesitlendirilmis uygulama potansiyeline sahiptir (Munir et al. 2000).

Soya fasiilyesi Dogu Asya’da proteinli gida maddesi olarak uzun bir geg¢mise
sahiptir. Dogu halki yiiz yillar boyunca soya sosu, tempeh, miso dahil olmak {izere ¢ok
sayida soya fasiilyesi tabanli yiyecekler gelistirmistir (Wolf 1970). Soya fasiilyesini en ¢ok
yetistiren iilkeler ABD, Kore, Cin, Rusya, Yugoslavya ve Tiirkiye’dir. Tiirkiye’de 1950°li
yillarda baslanan soya tiretimi Karadeniz ve Akdeniz Bolgelerinde yogunlasmistir (Munir et

al. 2000).

Soya fasiilyesinde tohum kabugu dokusunun alt epidermisinin kum saati hiicrelerinde
genellikle biiyilk miktarda peroksidaz bulunur (Gijzen et al. 1993). Tohum kabugu
dokusundaki peroksidaz, siklikla yaralanma veya patojen enfeksiyonunun neden oldugu
tohum kabugunun odunlagmasi veya suberizasyonunda islev goriir (Gillikin and Graham et
al. 2005). Ayni peroksidaz, daha diisiik spesifik aktivite disinda kok ve yaprak dokusunda da
bulunur (Gijzen et al.1993). Soya fasiilyesi peroksidazi (SBP) tohum kabugundan ekstrakte
edilir ve 3. stmif POD sinifina aittir. SBP, %75 amino asit sekans homolojisine sahip HRP ile
yakindan iliskilidir. SBP proteininde bir pirolidin karboksilik asit kalintisiyla baglayan ve bir
serin kalintistyla biten 306 amino asit kalintis1 vardir (Mashhadi.2019). SBP dort disiilfiir
kopriist, iki kalsiyum iyonu ve yedi glikosilasyon bolgesi igerir. SBP, HRP’den daha yiiksek
termal stabiliteye sahiptir. SBP’nin 90,5°C’lik bir inaktivasyon sicakligi vardir. SBP
60°C’lik sicaklikta pH 2,4’te yiiksek stabilitiye sahip olarak diisiik oksidasyon potansiyelini
telafi eder (McEldoon et al. 1995). Bu nedenle endiistriyel uygulamalar icin SBP daha

bliylik potansiyel gosterir. Bu enzim gévdenin toplam ¢6ziiniir proteininin %5’ini olusturur
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ve en zengin peroksidaz kaynaklarindan biri olduguna inanilmaktadir. SBP fenollerin, fenol
olmayan aromatiklerin, aromatik aminlerin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
oksidasyonunu katalize eder ve bu nedenle sentez ve iyilestirmede kullanima adaydir.
Ayrica, SBP yiiksek termostabilite sergiler, asidik kosullar altinda ve cesitli organik
¢oziciiler iginde aktiftir (Munir et al. 2000).

SBP i¢in en biiyiik potansiyel pazarlar polimer ve regine iiretimidir. SBP, tiim diinya
pazarlarinda yasaklanmig olan toksik potasyum bromatin yerine firincilik endiistirisinde
kullanilmaktadir. Iyi performansi, daha diisiik maliyeti ve termal stabilitesi sayesinde
antikorlar1 ve antijenleri tespit etmek ic¢in, tibbi ve tanisal testlerde HRP’nin yerine
kullanilmaktadir (Vierling et al. 2004). Yiksek katalitik aktivitesi ve termostabilitesi

nedeniyle biyosensorlerde de kullanilmaktadir (Ryan et al. 2006).

Afinite Kromatografisi

Afinite kromotografisi, bir karisimi olusturan bilesenleri saflastirmak ve ya analiz
etmek i¢in kullanilan bir tiir stvi kromotografisidir (Hage et al. 2017). Bu metot biyoafinite,
lektin afinitesi, biyometrik afinite, boronat afinitesi, metal iyon afinitesi, biyometrik afinite,
gibi siniflara ayrilmaktadir. Bu metodun avantaji hedef proteinleri tek basamakta yiiksek

saflikta ayirabilmesidir (Hage 2005).

Afinite kromatografisinin nispeten yeni bir yontem oldugu diisiiniilse de sivi
kromatografisinin en eski formlarindan birini olusturmaktadir. Afinite kromatografisi ile
yapilan tiim caligmalarda hem duragan faz hem de destek materyali olarak iglev gdren

¢ozlinmeyen materyaller kullanilmaktadir (Arora et al. 2016).

Cok c¢esitli protein—ligand sistemleri afinite kromatografisinin spesifik biyolojik
etkilesim olgusunu kullanmaktadir. Saflastirilacak makromolekiilii i¢eren bir ¢ozelti, bagka
bir ligandin kovalent olarak eklendigi ¢oziinmez bir jel i¢eren kolondan gegirilir. Spesifik
olarak adsorbe edilmis protein, ¢oziiciiniin bilesimini degistirerek ayristirilabilir. Afinite
kromatografisi, saflastirilmig proteinlerin kimyasal modifkasyonlarindan kaynaklanan
protein bilesenlerinin ayrilmasinda, c¢oziinmesinde, saflastirilmis proteinin denatiire
formlarmin ¢ikarilmasinda faydali olabilir. Afinite kromatografisi ile saflastirma yonteminin
avantajlar olarak; saflastirilacak proteinin proteazlar gibi kirleticilerden ve inhibitdrlerden
hizlica ayrilmasi, tek asamali prosediiriin hizliligi, kolaylilig, proteinin ti¢ boyutlu yapisinin

stabilizasyonu sayilabilir (Wilchek 2004).
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Matriks

Afinite kromatografisi i¢in bir 6n kosul, ligandlar ve hedefler i¢in bir destek
sistemidir. Enzim veya antikorlarin saflastirilmasi i¢in poliaminostiren ve cam boncuklar
gibi kati desteklere baglanan baglayici ajanlar kullanilir. Boncuklu agaroz 1964’te
gelistirilmistir ve daha sonra 1967°de siyanojen bromiir immobilizasyon yontemi
kullanilmaya baslanmistir. Bu ilerlemeler, peptitlerin ve proteinlerin polisakarit bazli
malzemelere kovalent olarak baglanmasi i¢in uygun araglarin gelistirilmesine izin vermistir.
Bilesiklerin kokeninine bagli olarak afinite kromatografasinde kullanilan matriksler dogal,

sentetik ve inorganik olmak {izere li¢ sinifa ayrilir (Arora et al. 2016).

Tablo 3. Afinite Kromatografisinde Kullanilan Matrikslerin Siniflandirilmasi (S. Arora et
al. Methodos 2016).

Matrix Sumif Ornekler
Dogal Agaroz Sepharose
Dextran boncuklar Sepadex ve Superdex
Seliiloz boncuklar1 Selliiloz boncuklari
Sentetik Akrilamid Bio -jel
Polistiren Polistiren
Polimetakralat Separon HEMA
Inorganik Gozenekli silika Gozenekli silika
Cam elyafi Cam elyafi
TiO, TiO2

Bu yontemde en fazla kullanilan inci seklinde dizilmis agaroz jeli olan, sepharosedur.
Sepharose kullanilarak hazirlanan adsorbanlar: deterjanlar, yiiksek pH, disosiye yapan

bilesikler gibi olumsuz kosullara direnglidir (Axen and Emback 1971).

Afinite ligandlar:

Afinite kromatografisi i¢cin uygun bir ligandin nitelikleri arasinda ozgiilliik,
haraketsizlestirme fizibilitesi, eliisyon kosullarinda stabilite ve matrikse eklendikten sonra
hedef baglanma kapasitesinin korunmasi yer alir. Bu ligandlar ti¢ genis grupta siniflandirilir.
Bu smniflar: biyospesifik ligandlar, psddobiyospesifik ligandlar ve sentetik ligandlardir
(Hage et al. 2005).
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Uzant1 kolu

Canli organizmalarda aktif bolge enzimlerde i¢ kisma yerlesmistir. Enzim
kofaktorleri gibi kiigiik ligandlarin matrikse direkt olarak baglanmasi sonucu hazirlanmis
afinite kolonlarinda matriks ile liganda baglanan proteinler arasinda istenmeyen etkilesimler
olusabilir. Bu gibi durumlar1 ortadan kaldirmak i¢in matriks ile ligand arasina uzanti kolu
yerlestirilir (Occara et al. 1974). Afinite kromatografi yonteminde kullanilan uzanti kolunun
uzunlugu ¢ok 6nemlidir. Uzant1 kolu kisa olursa ligant numuneyi baglayamaz. Eger uzanti
kolu ¢ok uzun olursa, uzant1 kolu ortamdaki maddelerle istenmeyen hidrofobik etkilesimlere
girer. Olusan hidrofobik etkilesimler afinite kromatografi tekniginde istenmeyen bir
durumdur (Occara et al. 1974).

ant1 kolu igand
igand
- "< >

Sekil 10. Uzant1 kolunun gdsterimi
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KURAMSAL TEMELLER

Literatiirde farkli kromatografik yontemler kullanilarak bitkisel kaynaklardan POD
enziminin saflastirilmasi ¢alismalart yapilmistir ve bu calismalar halen devam etmektedir.
Kullanilan metotlar arasinda, ultrafiltrasyon, metal ve hidrofobik afinite kromotografisi, jel
filtrasyon kromatografisi, diyaliz, iyon degisim kromatografisi gibi gesitli yontemler vardir.
Bu ¢alismalara 6rnek olarak afinite kromatografi teknigi ile kirmizi lahanadan %2,9 verimle
120 kat (Somtiirk et al. 2014), papayadan POD enzimini % 44,37 verimle 30,22 kat verimle
(Pandey et al. 2012), kirmiz1 pancardan %84,6 verimle 15 kat (Rudrappa et al. 2007), at
turpundan % 71 verimle 291 kat (Lavery et al. 2010), hurma yapraklarindan %5,8 verimle
17 kat (Al- Senaidy et al. 2011), vanilya ¢ekirdiginden % 19 verimle 21 kat (Marguez et al.
2008), soya fasiilyesi kabuklarindan %16,4 verimle 57 kat (Lakshmi et al. 2010),
karnabahardan % 0,2 verimle 19,33 kat verimle (Koksal and Giilgin 2008) POD enzimi

saflastirilmistir.

Yapilan saflastirma g¢alismalart sonucunda POD enziminin birden fazla izoenzimi
bulunmustur. Farkli bitkilerden izole edilen izoenzimlerin: molekiiler agirligmin farkli
oldugu belirlenmistir (Tipawan and Barrett 2005). Farkli bitki kaynaklarinda elde edilen
POD enzimi i¢in molekiil agirliklart (SDS —PAGE): vanilya c¢ekirdeginde 46,5 kDa
(Marguez et al.2008), kirmiz1 pancarda 80 kDa (Inal et al.2015), kara lahanada 95 kDa
(Giilgin and Yildirim 2005), soya fasiilyesinde 67 kDa (Fernandes et al. 2020), olarak tespit

edilmistir.

Literatiirde yapilan calismalarda POD enziminin guaiakol substrati i¢in Kmve
degerleri: palmiya yapraklart i¢in Kmdegeri 3,96 mM (Deepa and Arumuguhan 2002), at
turpu i¢in Kmdegeri 0,5 mM (Lavery et al. 2010), 1spanak yapraklari i¢in KM degeri 17,35
mM (Koksal 2011), H>O: substrat1 igin soya fasiilyesinde Kn1.092 mM (Ghaem et al. 2010),
karnabahar igin Kmdegeri 141,64 mM (Koksal and Gulcin 2008) Vmax degerleri: 1spanak
yapraklari i¢in Vmax degeri 12,34 EU/ml dk (Koksal 2011), karnabahar i¢in Vmax degeri 7500
EU/ml dk (Koksal and Gulcin 2008) tespit edilmistir.

SBP enzimi i¢in Ghaem et al (2010) yaptig1 calismada H2O: substrati i¢in soya
fasiilyesinde Km1,092 mM olarak, Lee et al (2003) SBP enzimi i¢in H2O> substrati igin
Km0,98Mm Vmax 0,21umol tespit edilmistir.
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Rojas- Reyes et al. (2014) yaptig1 ¢alismada Sefakril S-200 jel kromatografi teknigi
ile avokado meyvesinden POD enzimi izole edilip ve molekiil kiitlesini 40 kDa, izoelektrik
noktasini 4,7 olarak tespit etmislerdir. Bu calismada 6 farkli substrat kullanilarak enzim
tizerine etkisi incelenmistir. ABTS kullanilarak optimum pH ve optimum sicaklik degerleri

sirastyla 3,8 ve 51°C olarak belirlenmistir.

Sisecioglu et al. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmalarda iyon degisim kromatografi
teknigi kullanilarak karaturptan CM-sefadeks ve amonyum siilfat ¢oktiirme yontemiyle POD
enzimini 9,7 kat saflastilarak karakterizasyonu yapmislardir. Enzimin molekiil agirligi SDS-
PAGE elektroforez metodu kullanilarak 66 kDa olarak belirlenmistir.

Sessa and Anderson (1981) yaptig1 ¢calismada Bio-Gel P-60 iizerinde jel filtrasyonu
ile kolon kromatografisi kullanilarak SBP enzimi 628 kat (%4) verimle saflastirildi. Soya
peroksidazlar1 hidrojen donoérii olarak guaiakol substratiyla ile pH 5,5’te optimum aktivite

gosterdigi tespit edilmistir.

Ambreen et al. (2000) yaptigi ¢alismada soya fasulyesinden peroksidaz enzimi ilk
amonyum siilfat ¢okeltme teknigiyle, daha sonra OEAE-selilloz kromotografisiyle

saflastirildi. Optimum pH 35,5, optimum sicaklik 24°C olarak belirlenmistir.

Liu et al. (1999) yaptigi ¢alismada soya fasiilyesinden izole edilen asidik bir
peroksidaz olan soya fasiilyesi kabugu peroksidaz ( EC.1.11.1.7) amonyum siilfat
fraksiyonasyonu, DEAE- Sephadex A-50 kromotografisi, Konkanavalin A — Sepharose-4B
Afinite kromotografisi ve Bio- Gel 60 jel filtrasyon kombinasyonu ile elektroforetik
homojenlige kadar saflastirildi. SDS-PAGE ile enzimin molekiiler agirligt 38 kDa olarak
belirlendi. Optimum pH 4,6, optimum sicaklik 5°C tespit edildi.

Ajila et al. (2009) yaptig1 calismada siyah gram bitkisinden POD enzimi iyon
degisim kromotograisi kullanilarak iki adimda saflastirilmis, saflagtirma katsayist 44 olarak
belirlenmistir. POD enziminin molekiiler agirligint SDS-PAGE metodu kullanilarak 35
kDa olarak tespit edilmistir. Enzimin Km degeri hidrojen peroksit ve o — Diansidin i¢in 43,5

mM ve 4,7 mM olarak belirlenmistir.

Calismanin Amaci

Literatiirde peroksidaz enzimleri {izerine ¢esitli saflastirma prosediirleri
bulunmaktadir. Daha o©nce rapor edilen c¢alismalarda inhibisyon etkisi gosteren
aminobenzohidrazid tiirevleri peroksidaz inhibitorii olarak bulunmus ve afinite jelleri
hazirlanarak enzimlerinin saflagtirilmasi yapilmistir. Fakat soya filizinin yapraklarindan SBP

enziminin 4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5-kloro

15



benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-aminoizoftalohidrazid ligandlari
kullanilarak afinite kromotografisi metoduyla saflagtirnlmas:t ile ilgili bir bilgiye
rastlanmamistir. Daha Once kullanilan tekniklere gore Afinite kromotografi teknigi
peroksidaz enzimini saflastirmak igin bir¢ok ag¢idan istiinliige sahiptir. Soya filizi
yapraklarindan SBP enziminin diisiik maliyyetde, kisa silirede, afinite kromotografisi
teknigiyle tekrar tekrar kullanilabilirlik gibi avantajlara sahip bir yontemle saflagtirmak,
karakterize etmek, ligant olarak kullanilan aminobenzohidrazit tiirevlerinin detayli

inhibisyon parametrelerini, bazi kinetik 6zelliklerini belirlemek amaglanmuastir.
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MATERYAL ve YONTEMLER

Materyal

Tablo 4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal maddeler

Uretici firma

Siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sefaroz -4B ,%64
Hidrazinmonohidrat, Sodyum Nitrit, Tirozin, CH3COONga,
NazS20s, Trihidroksimetilaminometan(Tris), Glutaraldehit,

N,N,N,N‘tetrametilendiamin (TEMED), Hidrojen peroksit, Guaiakol,
Amonyum persiilfat (NH4)2S0s,

Coomassiebrillantblue R-250,Formaaldehit, NaCl,
Coomassie brillantblue G-250, N,N’- metilen bisakrilamid,
Standart serum albumin, Etanol, Sodyum dodesilsiilfat (SDS),

Na,COs, Akrilamid, NaHCO3, Brom timol mavisi, Metanol, Gliserol,
Etil asetat, Diyaliz torbasi, Diklorometan

L-Tirozin, HCI, H3PO4, NaN3, NaClOs, AgNOs3, Na;SO4, H2SOs,
C3HgO

KH2POg, Triklor asetik asit (TCA), NaOH
B — merkaptoetanol
Glisin

4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5- kloro
benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-
aminoizoftalohidrazid

Sigma Chemical Company

E. Merk. AG

Riedel de Haen
Fluka
ICN Biomedical s. Inc.

Fluorochem
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Tablo 5.Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar Marka

Elektroforez tanki Biorad (dikey)

Afinite kolonu Sigma

Calkalayict Midi Dual 14

Buz dolaplari Beko

Magnetik karistirict 1WiseStir MSH -20A

Ph metre Mettler Toledo Seven Compact

Karstirict (Vorteks)
Hassas terazi

Kar makinesi

NMR

Gli¢ kaynagi
Otomatik pipet
Peristaltik pompa
Su banyosu

Ph metre Karistirici(Shaker)

Sogutmali santrifiij

Ultraturaks

Fisonswhirli-mixer

Denver instrument

Scotsman AF -20 (Automaticice machines)
Bruker 400 MHz

1-Bio Rad Power Pac 3000
Nichiryo

Ismatec

Niive

Mettler Toledo Seven Compact
Hermle Z 323 K (Germany)
Heidolph Silient Crusher M

Kullanilacak ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozeltileri hazirlamak i¢in saf su kullanildi. Cozeltilerin hazirlanis sekli asagidaki

gibidir.

Tablo 6. Afinite Kolonun Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

Siyanojen Bromiir ile aktiflestirilmis Sefaroz-
4B’ye L-Tirozin kenetlendirilmesi reaksiyonu:

Sefaroz -4B-L-Tirozin kolon materyaline amino
bezohidrazit tiirevlerinin kenetlendirilmesi
islemi:

Afinite jelinin yikanmasi isleminde kullanilan
tampon ¢ozelti:

80 ml destille suda 0,84 g NaHCOs ¢oziildii,
pH 9,0 oluncaya kadar NaOH ile titre edildi.
Toplam hacim destille suyuylal00 mL’ye
tamamlandi.

0,84 g NaHCO3 80 ml saf suda ¢oziilecek, pH
8,8 oluncaya kadar 1M NaOH ile titre edildi.
Toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

6g NaH,PO4400 mL saf suda ¢6ziildi. pH 6,8
oluncaya kadar 1 M HCl ile titre edildi. Toplam
hacim destille suyu ile 500 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 7. Afinite Kolonunda Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi
Afinite kolonlarmin dengelenmesinde pH 6,8 olan 10 mM NaH,PO.: 6g NaH.PO., 450
kullanilan tampon: ml destille suda ¢oziildii. 1M HCl ile pH 6,8’¢
ayarlanacak, son hacim destille suyla 500 mL’ye
tamamlandi.
Afinite kolonlarinin yikanmasinda kullanilan ~ pH 6,8 olan 25 mM NaH,PQO,, 2,84 g Na,PO4 750
tampon: mL saf suda ¢oziildii. pH 6,8’e 1 M HCl ile

ayarlandi, son hacim 800 mL’ye tamamland1

Eliisyonda kullanilan ¢ozelti: pH 6,8 olan 1M NaCl iceren 25 mM NaH2PO4
23,4 g NaCl destile suyunda ¢6ziildii, 2,84g
Na;HPO;, ¢ozeltiye eklendi. 1 M HCl ile pH
6,8’e ayarlandi, son hacim 400mL’ye
tamamland1

Tablo 8. Homojenat Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi

Homojenat tamponu: 4,08277 g KH2PQO4, 80 ml saf suda ¢oziildii.

pH 7,0’a kadar 1 N NaOH ile titre edilecek, sonra
destile suyu ile son hacim 100mL’ye tamamlandi.

Tablo 9. Aktivite Ol¢iimnde Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler Hazirlanisi

Substrat ¢cozeltisi: 45 mM Guaikol ¢ozeltisi 996" + pipet yardimiyla guaiakol alinarak son
hacim 200 ml’ye tamamlandi

POD aktivite 6l¢iimiinde kullanilan tampon 2,72 g KH2PO4, 150 ml destile suda ¢oziilecek.

¢ozeltisi: pH 6,0’a kadar 1N NaOH ile titre edildi, daha
sonra toplam hacim destile suyla 200mL’ye
tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 1,11 g/mL olan yogunlugu olan % 30’luk

H>0,’den 456 pL alinarak saf suyla son hacim
200 mL'ye tamamlandi.

Tablo 10. Bradford Yontemiyle Protein Tayini I¢in Kullanilacak Cozeltiler

Cozeltiler Hazirlamisi

Bradford ¢ozeltisi: 50 mg Coomassie brillant blue G-250, %95°1ik
etanolde 25 ml ¢6ziildii, bu ¢ozeltiye 50 ml %
95°1ik H3POg4 ilave edildi ve ¢ozelti destille
suyuyla 500 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan
¢Ozelti karanlik ortamda muhafaza edildi.
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Tablo 11. Lowry Yontemiyle Protein Tayini Igin Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

Lowry yontemiyle protein tayininde 0,05 g CuS04.5H,0 ve 0,1 g sodyum potasyum

kullanilan ¢ozeltiler:

tartarat 10 mL saf suda ¢oziildii. Ayr1 beherde 1 g
Na,COs ile 0,2 g NaOH eklenerek 50 mL de ¢oziildii
tizerine 1 mL saf su eklendi ve bakir reaktifinden 1
uL alinarak ¢ozeltiye eklendi. Tiiplere protein
cozeltisinden 100puL alinarak 1000puL alkali bakir
reaktifi katilir ve 10 dakika inkiibe edilir. 1:1
oraninda saf suyla seyretilmis 1000 pL folin ciocalteu
fenol reaktifi ilave edilerek 30 dakika inkiibe edilir ve
660 nm’de adsorbansi Olgiiliir.

Tablo 12. Elektroforez i¢in Kullanilacak Cézeltiler

Cozeltiler

Hazirlanisi

pH 6,8 1 M Tris tamponu

pH 8,8 1 M Tris tamponu

Yiirlitme tamponu

Numune tamponu

24,2¢ (0,2 mol) Trizma, 160 mL destile suyunda ¢oziilecek.
pH 6,8’e 1 M HCl ile ayarlandi, toplam hacim destile
suyuyla 200 mL’ye tamamlandi.

24,22 (0,2 mol) Trizma, 160 mL destile suyunda ¢ozildi. pH
8,8’e 1 N HCl ile ayarlanacak, toplam hacim destile suyuyla
200 mL’ye tamamlandi.

14,4 g glisin ve 3 g trizma, 200 mL destile suyunda ¢oziildi,
iizerine %10’lik 10 mL Sodyum Dodesil Siilfat ilave edilip
son hacim destile suyuyla 1000 mL’ye tamamlandi.

1 M Trizma 1,3 mL (pH 6,8), %10’lik SDS 6 ml ve %100
‘liik gliserin 3 ml, 0,1’lik 2 ml brom timol mavisi
karistilarak, hacimi destile suyuyla 20 ml’ye tamamlandi. Bu
tampon kullanmadan hemen 6nce 1000 gL numune
tamponunda 50 uL olacak sekilde f — merkaptoetanol ilave
edildi.

Tablo 13. Giimiis Boyamada Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler

Hazirlamisi

Boyama ¢dzeltisi

Yikama ¢ozeltisi:

Tespit ¢ozeltisi:

Rediiksiyon ¢ozeltisi

250 mg AgNO3, 250 mL destile suyunda ¢oziiliip lizerine 75
mL formaldehit eklenerek hazirlandi.

9,37 g NaxCOs, 675 mL destile suyunda ¢oziildii ve lizerine
300 pL formaldehit eklendi.

Destille su 150 mL, % 96’lik etanol 75 mL, 25 mL
CH3COOH karistirilmasiyla elde edildi.

CH3;COONa 12 g, etanol 11,25 mL ve destille su 200 mL
karistirilip, pH 6,0°a CH3COOH ile ayarlandiktan sonra,
Na2S203 375 mg, glutaraldehit 7,5 mL eklendi son hacim saf
su ile 375 ml’ye tamamlandi.
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Tablo 14. Calismamizda Kullanilan Inhibitdr Stok Cozeltileri

Cozelti ad1 Kimyasal adi1 ve Miktar1 Son Hacim
4-amino 3-bromo 5-floro 0,0016 g 4-amino-3-bromo-5- 2mL
benzohidrazid ¢ozeltisi floro benzohidrazid
4-amino 3-bromo 5- kloro 0,0089 g 4-amino-3-bromo-5- 4 mL
benzohidrazid ¢ozeltisi kloro benzohidrazid
4-amino 3-bromo 2-metil 0,0028 g 4-amino-3-bromo-2- 3mL
benzohidrazid ¢ozeltisi metil benzohidrazid
5-aminoizoftalohidrazid 0,0018g 2 mL
gozeltisi 5-aminoizoftalohidrazid

Tablo 15. Substrat Spesifikligine Yonelik Yapilan Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

Cozeltiler Hazirlamisi
0,1 M guaiakol ¢ozeltisi: 2200 pL guaiakol alindi ve son hacim 200 mL’ye tamamlandi.
0,1 M H20; ¢ozeltisi: 634 uL H>07 alind1 ve son hacim 200 mL’ye tamamlandi.
0,1 M 4- metilkatekol ¢ozeltisi: 2,48 g 4- metilkatekol alind1 ve son hacim 200 mL’ye
tamamlandi.
ABTS ¢ozeltisi: 0,1 M NaH:POg’ten 3 gr ve ABTS “ den 0,137 gr tartild1 ve son

hacim 200 mL’ ye tamamlandi. pH 6’ya titre edildi ve son
hacim 0,25 L’ye tamamlandi.

Pirokatekol ¢ozeltisi: 1100 uL pirokatekol alindi ve son hacim 200 mL’ye
tamamlandi.

Yontem
Soya filizlerinin yetistirilmesi

8 gr soya tohumu alinmig ve aralarindaki mesafe 1 cm olacak sekilde pamugun
tizerine yerlestirilmistir. Oda sicakliginin 25°C olmasi sartiyla her giin 1 kere pamuk
slatilmis ve 3 hafta boyunca ayni islem tekrar edilmistir. Siire¢ sonunda yetistirilen filizler

toplanmis ve -80°C de muhafaza edilmistir.

Protein tayini
Bradford protein tayin yontemi

Bradford protein tayin metodu kullanilarak, soya filizlerinden elde edilen
homojenattaki ve afinite kromatografisi yontemiyle saflastirilan enzim ¢ozeltisindeki protein
miktarlar1 belirlendi. Bu yontemde, negatif yiikli Comassie Brillant Blue G-250 reaktifi,
pozitif yiikli proteinler ile kompleks olusturur. Comassie Brillant Blue G-250 boyasi iki

farklt Amax degerine sahiptir. Amax = 595 nm’de mavi, Amax=465 nm’de kirmiz1 deger
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gosterir. Proteinin baglanmasi sonucu boyanin Amax degeri 465 nm’den 595 nm’ye kayar ve
kirmizi, mavi formu olusturur. Iki dakikada kompleks olusumu tamamlanir. Tayin islemi

asagidaki gibi gerceklestirilir:

Icerisinde 1 mg protein bulunan 1 mL BSA ¢6zeltisinden hazirlanan tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL konuldu. Her bir tiipe 4900 pL protein tayini ¢ozeltisi
eklendi, tiiplerin hacmi saf suyla 100 uL tamamlandi ve tiip vorteks ile karistirildi. Tiiplere
10 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi ve cam kiivet yardimiyla 595 nm’de
spektrofotometrede Ol¢ilildii. Adsorbans degerlerine karsilik gelen protein miktarlar ile

standart grafik ¢izildi.

Saflastirilmis enzimlerden farkli tliplere sirasiyla 100°er uL alindi ve her tiipe
4900°er uL Comassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek tiip vorteks ile karistirildi.
Karanlikta 10 dakika inkiibasyona birakilan tiiplerin adsorbanslar1 3 ml’lik cam kiivet
yardimiyla 595 nm’de 6l¢iildii. Cizilen standart grafik yardimiyla homojenatta ve afinite

kromatografisi teknigi ile saflastirilan enzimlerde bulunan protein miktarlar tayin edildi.

POD aktivite ol¢iimii yontemi

Sisecioglu ve arkadaslar1 tarafindan Onerilen yonteme gore peroksidaz enziminin
aktivite Ol¢iimii spektrofotometrik olarak yapilmistir. Bu prosediir H20O; tarafindan
guaiakolun yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin 470 nm’de neden oldugu adsorbans

artisin Ol¢lilmesi esasina dayanir.

Reaksiyon 1 cm’lik 151k yolu olan cam kiivete enzimin ilave edilmesiyle baslatildi ve

3 dakika siiresince 470 nm’ de adsorbans artis1 spektrofotometrede dl¢tildii.
SBP enziminin aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanda.

A=¢gb.c c=A/eb V=c.Ds

A = Adsorbans (180 saniye sonunda okunan)
b = Is18in gectigi mesafe (1 cm)

Dt = Seyreltme katsayisi

¢ = Konsantrasyon (i mol/ mL)

V = Reaksiyon hiz1

e = Ekstinkisyon kat sayis1 (5000 M "1 x cm™)

Enzim saflastirma isleminde substrat olarak guaikolun kullanildigir saflastirma

basamaklarinin enzim aktivite 6lglimiiniin sonuglari i¢in: enzim tnitesi 0°C’de 1 dakikada

1umol guaikolun oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak sunulmustur.
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Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesinde kiivet icerigi

Kullanilan ¢ézeltiler Kor (uL) Numune (uL)
Guaikol 1000 1000
Aktivite tamponu 1000 990
Hidrojen peroksit 1000 1000
Enzim - 10
Toplam 3000 3000

SBP Enzim Saflastirma Calismalari
Ligand Secimi

SBP enzimi saflastirmak amaciyla 4-amino 3-bromo 5-floro benzohidrazid, 4-amino
3-bromo 5- kloro benzohidrazid, 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid, 5-

aminoizoftalohidrazid molekiilleri ligand olarak kullanildi.

Br Br
(0] O
HaoN H,N
NH NH
F HoN cl H,N
4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid 4-amino-3-bromo-5-kloro benzohidrazid
Br (@) /NHZ
NH
O
HoN
/NH NH;
NH NH
2 NHT 2
(0]
4 -amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid 5- aminoizoftalohidrazid

Sekil 11. SBP inhibitdrii ve ligand olarak kullanilan molekiiller
Aminobenzohidrazit tiirevlerinin sentezlenmesi

4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5- kloro benzohidrazid,
4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-aminoizoftalohidrazid molekiillerinin sentezi
Oztekin at al. (2021)’de anlatildigi gibi yapilmugtir. Bu dogrultuda, molekiillerin metil
esterleri ¢ikis bilesigi olarak kullanilmistir. Molekiiller (3 mmL) 30 mL metil alkol
igerisinde %64°1iik hidrazin hidrat ¢ozeltisi ¢oziinmiis, reaksiyon tamamlaninciya kadar geri

sogutucu altinda 1sitilarak ¢oziicii uzaklastirildi ve elde edilen ¢okelekler tekrar etanolde
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¢ozillerek kristallenmeye birakilmistir. Elde edilen kristallerin yapilari H-NMR ile

dogrulanmistir.

Sefaroz -4B-L —tirozin afinite jelinin hazirlanmasi

Sefaroz-4B matriksi iizerinde Siyanojen Bromiir ile aktiflestirilmis afinite jeli
hazirlandi. Kovalent olarak kolon materyaline L-tirozin uzanti kolu baglandi, daha sonra
tirev molekiiller Sefaroz-4B-L tirozin jel materyaline diazolanarak kenetlendi. Hazirlanan
afinite jelinde inhibitér enzimi spesifik olarak baglayan kisim, Sepharpose 4-B matriksi,

tirozin afinite jelinin uzanti kolunu olusturmaktadir.

Siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sefaroz -4B ‘ye tirozin takilmasi

Siyanojen Bromiirle aktiflestirilmis Sefaroz-4B, 250 mL saf suyla yikanarak pH’s1
10 olan 0,1 M NaHCOs tamponu bir behere aktarildi. 80 mg L- tirozin kullandigimiz
tamponun 20 mL’sinde ¢oziilerek ¢ozelti Sefaroz-4B ile ayni1 behere aktarildi. Siispansiyon
manyetik karistirici lizerinde 2 saat boyunca 4°C’de karistirildi, daha sonra 4°C’de 16 saat
boyunca bekletildi. Bu siireden sonra, yikama suyu 280 nm’ de adsorbans vermeyinceye
kadar bol su ile yikanarak reaksiyona girmeyen tirozin jelden uzaklastirilmis oldu. Yikama
islemi 0,2 M NaHCO3 100mL (pH 8,8) tamponu ile tekrarlandi, ayn1 tamponun 40 mL’si

icine tirozin takili jel alind1.

0
BrCN
OH
_ —0-C =N — NH>
OH — |72 .+ |7 %¢=NH HO N
—OH —O0
HBr L-Tirozin

imidokarbonat
Sepharose -4B

OH
Y

|
C-N—C-CH

P
ZT

—OH
Sepharose 4B-L -Tirozin

Sekil 12. Siyanojen bromiir ile aktiflestirilmis Sefaroz-4B’ye tirozin takilmasi reaksiyonu
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Aminobenzohidrazid tiirevlerinin kenetlendirilmesi

4 Aminno benzohidrazid tiirevi molekiiliin her birinden 25mg alinarak 10 ml 0°C
civarinda, 1M HCI i¢inde ¢oziildii, igerisinde 75 mg NaNO2 bulunan 0°C’deki 5 ml ¢ozelti
her bir inhibitér ¢ozeltileri igerisine damla damla ilave edildi. 10 dakikalik reaksiyondan
sonra diazolanmis olan amino benzohidrazid tiirevleri ayr1 ayri 40 mL Sefaroz-4B-L-Tirozin
siispansiyonuna ilave edildi. pH 9,6’a 1 M NaOH ile ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat
boyunca oda sicakliginda magnetik karistirici iizerinde yavas yavas karistirildi. Daha sonra 1
L saf su ve pH 6,8 olan 200 ml 0,05M olan KH2PO4 tamponuyla yikandi, sonra ayni
tampondan iizerine bir miktar konularak saklandi ve Sekil 13°de gosterildi ( Whitney 1974).

BrCN OH
NH,
— —O-C=N —O0 HO
S S e T =NH
—OH j —0
HBr imidokarbonat

Sepharose-4B

o)
NHNH,
O, OH Qq _OH
o, ¢ %N G
C—HN—HC—H,C OHX Y F + - C—NH-C—CH, oH
b cl .
=N
OH NH-NH, —OH
z

Sepharose 4B -L- Tirozin

Sefaroz -4 B-L - Tirozin aminobenzohidrazit
X:Br Y:CHz; Z:H

X:Br Y: H Z:F
X:Br Y:H Z: Cl
X:NH, Y: H Z: NH»-NH-O

Sekil 13. Amino benzohidrazid molekiiliiniin Sefaroz-4B-L-Tirozin’e kenetlendirilmesi
reaksiyonu

Afinite kolonun paketlenmesi

pH 6,8 olan KH2POs dengeleme tamponu igine hazirlanan jeller alinarak, jel
siispanse edildi. Sistemin su trombu kullanilarak vakum ile havasi alindi. Kapali sistemden
olusan 1x10 cm’lik sogutmali kolona, siispanse edilmis jel paketlendi. Jel ¢oktiirtildiikden
sonra, peristaltik pompa yardimiyla yikama tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis
oldugunu anlamak i¢in eliiat ile tamponun 280 nm’de adsorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmis olup olmadigina bakildi.
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Bitkilerden homojenat hazirlanmasi

20g soya fasiilyesi filizi alindi. Bu filizler blender yardimiyla iyice pargalandi.
Parcalarin {lizerine sivi azot dokiilerek ve havanda doviilerek toz haline getirildi. pH’s1 6,0
olan 0,1M’lik fosfat tamponunun 50 ml’si havanda toz haline getirilen bitki parcalar1 {izerine
ilave edildi ve 8 dk manyetik karistiricida karistirildi. Elde edilen siispansiyondaki bitki
hiicrelerinin iyice pargalanmasi ve homojenize olmasi i¢in 2.400 rpm’de homojenizatérden
gecirildi. Homojenat tiilbentden siiziilerek santrifiij tiiplerine koyuldu ve 3000 rpm’de 30
dakika boyunca santrifiij edildi. Cokelek siiziiliip atildikdan sonra siipernatant bir sonraki

deneylerde kullanilmak iizere 4°C’de bekletildi.

Afinite kolonuna numiine tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanan homojenatin 8 ml’si daha dnceden dengelenmis olan kolona yiiklendi.
Afinite kolonu yikama tamponu ile yikanarak peroksidaz enziminin kolono tutunmasi ve
diger safsizliklarin kolondan uzaklastirilmasi saglandi. Yikama isleminden sonra kolona
elisyon tamponu eklendi ve eliisyon tamponu ile kolona tutunmus olan peroksidaz
enziminin eliisyonu gerceklestirildi. Peristaltik pompa yardimiyila kolonun akig hizi 35
ml/saat‘e ayarlnd1 ve eliatlar 1,5’er mL’lik eppendorf tiiplere toplandi. Her bir tiipdeki

kalitatif protein miktar1 280 nm’ de spektrofotometrik olarak belirlendi.

SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safhiginin Belirlenmesi

SBP enzimi saflastirildikdan ve diyaliz edildikden sonra, enzimin saflik derecesi 3-
8% kesikli SDS-PAGE (Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi) yapilarak,
kontrol edildi (Laemmli 1970). Islem su sekilde yapildi.

Elektroforezde kullanilan plaklar ilk 6nce su ile daha sonra alkol ile yikandi.
Elektroforez plaklar iist iiste getirilerek 6zel kiskaglarin araciligiyla tutturuldu. Sabitlenen
camlar, sizdirmay1 engelleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama stadina yerlestirildi. Ayirma

ve yigma jeli asagida belirtilen miktarlarda ayr1 ayr1 hazirlandu.

Ayirma jeli soyle hazirlandi

pH 8,8 olan 5 mL 1 M Tris-HCI tamponu, 4,4 mL % 30 Akrilamit - % 0,8
Bisakrilamit ¢ozeltisi, %5°1lik 0,13 mL (TEMED) ¢ozeltisi, % 10‘luk 0,2 mL SDS ¢ozeltisi,
3,13 mL destile suyuyla karistirildi ve bu karigimin {izerine % 10‘luk 0,2 mL (NH4)2S20g
eklendi.
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Yigma jeli soyle hazirland:

pH 6,8 olan 0,41 mL 1 M Tris —HCI tamponu, 0,4 mL % 30 akrilamid ve % 0,8
bisakrilamid ¢ozeltisi, %10’luk 0,03 mL SDS ¢o6zeltisi, % 5’lik 0,03 mL TEMED c¢ozeltisi
ve 2,45 mL destile suyuyla karistirildi. % 10°1uk 0,1 mL (NH4)2S20s ilave edildi.

Ik olarak ayirma jeli ¢dzeltisi hazirlandi ve plaklarin arasima {ist kesimde 0,5 cm
kalana kadar enjektorle dolduruldu. Plaklarin arasindaki jelin belli bir siire donmasi igin
beklendi. Ayirma jeli donduktan sonra yigma jeli hazirlandi ve daha sonra yigma jeli ayirma
jelinin {izerine ilave edildi. Kuyucuklarin olusmasi igin taraklar dikkatlice yerlestirildi ve
jelin kurumasi beklendi. Daha sonra taraklar kuyucuklar1 bozmadan, dikkatli bir sekilde
cikarilarak, plaklar elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin hem st kismi
hem de alt kismi yiirlitme tamponu ile dolduruldu. Kaynar su banyosunda 100 pL enzim
ornegi, 100 pL gliserol ve 100 uL niimune tamponu 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Daha
sonra nimuneler sogutularak dikkatli bir sekilde elektroforeze enjektdr yardimiyla yiiklendi.
Elektroforez tank kapagi kapatilarak iist tarafindan katot kablo, alt tarafdan anot kablo
yerlestirildi. Once jel 80 voltta yarim saat yiiriitiildii. Daha sonra akim 120 volta getirilerek
oda sicakliginda boya jelden akana kadar (1,5 saat) yiiriitiildii. Akim durdurularak, cam
plaklarin arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. Daha sonra jel 30 dakika boyunca jel
tespit cozeltisi ile karistirildi. Bu siire sonunda jel 30 dakika rediiksiyon c¢ozeltisiyle
karistiricida bekletildi. Jel 3 defa 5 dakikalik siireler boyunca saf suyla iyice yikandi. Daha
sonra jelin boyanmasi i¢in jel glimiis nitrat ¢ozeltisi ile 20 dakika boyunca karistirici
lizerinde boyandi. Siyahlasan sivi banyo ¢0zeltisiyle yikanarak dokiilmistiir. Bantlar

goriiniince jel yikama 2 ¢ozeltisi i¢ine alndi ve yikandi (Temel 2006).

Afinite jellerinin SBP Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid Afinite jelinin SBP tutma kapasitesi
bulunurken iyonik siddet, pH, sicaklik incelendi. Kolonun kapasite belirleme isleminde
uygulanan prosediire gore: Hazirlanmis olan jelden 1 ml anlind1 ve dengeleme tamponuyla
1x10 cm‘lik bir kolona konuldu. Daha sonra dnceden hazirlanmis olan SBP enzimiyle
doyuruldu. Bu siireden sonra yikama tamponu ile enzimin fazlasi yikanarak, uygun eliisyon
tamponu ile kolona tutunmus olan peroksidaz enzimi eliie edildi. Ayni zamanda jel
kurutularak tartildi ve kurutulan jeller 0,02 gr ile 0,05 gr arasinda bulundu. Bulunan
degerlerin en yiiksegi alinarak, mg protein/gram- jel cinsinden peroksidaz enziminin tutma

kapasitesi belirlendi.
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Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

SBP enzimi saflagtirilmasinda hazirlanan kolonda kolon kapasitesi iizerine sicakliin
etkisini belirlemek amaciyla pH 6,8’de 0,1 M KH2PO4 tamponu hazirlandi, sicaklig1 5, 10,
15, 20 ve 25 °C’de farkli sicakliklarda tutma kapasitesi tespit edildi ve mg protein/ g jel
basina grafik ¢izildi.

pH’nin kolon kapasitesine etkisi

SBP enziminin saflastirilmasinda pH’s1 4,0 ile 9,0 arasinda 0,1M KH2PO4
tamponlar1 kullanilarak kolonun enzimi tutma kapasitesi iizerine pH’nin nasil etkiledigini
belirlemek amaciyla, en uygun pH i¢in elde etdigimiz sonuglar mg protein /g jel basina

grafik cizildi.

Kolon kapasitesine iyonik siddetin etkisi

pH 6,8’de KH2PO4 tamponlar1 hazirlanarak, iyonik siddet 0,2 ile 0,5M arasinda
degistirilerek SBP enzimi i¢in en 1yi kolon tutma sicakliginda deney yapildi, sonuglar (mg

protein /g jel basina) grafik olarak verildi.

Guaiakol ve H202 Substratlari i¢in Km Ve Vimax Degerlerinin Belirlenmesine Uzerindeki
Calismalar

Guaiakol substratt kullanilarak optimum sicaklik, iyonik siddet, optimum pH
degerinde 5 farkli substrat konsantrasyonunda Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in
aktivite Ol¢timleri yapildi. Guaiakol, H2O2, ABTS, pirokatekol ve 4-metil katekol 5 farkli
substrat konsantrasyonunda spektrofotometre cihazinda aktivite degerleri Ol¢iildii. Yapilan
calismalar zamani elde edilen verilerden 1/V ve 1/S degerleri bulunarak Lineweaver —Burk
grafikleri ¢izildi. Hem guaiakol hem de H2O>’nin Kmve V max degerleri hesaplanarak grafik
ve tabloda gosterildi (Linewear and Burk 1934).

Saflagtirilan SBP Enziminin Karakterizasyon Calismalar

SBP enziminin kinetik 0Ozelliklerini aragtirmak amaciyla guaiakol substrati
kullanilarak optimum iyonik siddet, optimum pH, optimum sicaklik i¢cin KM ve Vmax

degerleri hesaplandi.

SBP enzimi i¢cin optimum pH ¢alismasi

SBP enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla 0,1 M Cz2H3NaO: (sodyum
asetat) pH’s1 4,0-4,5-5,0-5,5 olan, 0,1 M KH2POg4 (potasyum fosfat) pH*s1 6,0-6,5-7,0-7,5
olan, 0,1 M C4H11NOg (tris tamponu) pH ‘s1 8,0-8,5-9,0 olan tamponlar hazirlandi. Uygun
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substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayr1 ayri enzimin gosterdigi aktivitiler

spektrofotometrik olarak belirlendi. Sonuglar tablo 32, 33, 34 ve sekil 29 halinde gosterildi

Optimum iyonik siddet calismalar1 SBP enzimi i¢cin

SBP enzimi i¢in optimum iyonik siddetleri tespit etmek amaciyla optimum pH’da
100, 200, 300, 400, 500, 600, 800 ve 1000 mM’lik KH2PO4 tamponlart hazirlandi. Ayri ayri
enzimin gosterdigi aktiviteler her tampon icin spektrofotmetrik olarak belirlendi, elde edilen

sonuglar tablo 35 ve sekil 30 halinde gosterildi.

SBP enzimi i¢cin optimum sicaklik ¢calilsmalari

Soya bitkisinde bulunan SBP enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla
sicak su banyosu kullanilmigtir. Enzim aktivitesi icin hazirladigimiz guaiakol, H20>
substratlar1 ve KH2POs4 tamponu su banyosuna yerlestiridi. Cozeltiler kisa siire su
banyosunda bekletildiden sonra 5 ile 80°C arasindaki sicakliklara bakilarak aktivite 6l¢timii

yapildi. Cikan sonuglar Tablo 36 ve Sekil 31 halinde gosterildi.
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ARASTIRMA BULGULAR

Kantitatif Protein Tayini Icin Kullanilan Standart Grafik

Soya fasiilyesi filizlerinden hazirlanmis olan homojenat ve afinite kolonundan
saflagtirilan peroksidaz enzim ¢ozeltisindeki kantitatif protein miktar1 Bradford metodu ile
belirlenmistir. Afinite kromatografi yontemiyle elde edilen enzim ve homojenat
coOzeltisindeki kantitatif protein miktar1 hesaplandi. Cozeltinin pg proteine karsi gelen

absorbans degerleri Sekil 14°de verildi.
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Sekil 14. Kantitatif protein tayini igin sigir serum albiimin standart olarak kullanilarak
olusturulmus grafik

SBP Enzimi I¢in Afinite Teknigi Kullanlarak Elde Edilen Saflasirma Sonuclari

Ligand olarak aminobenzohidrazid tiirevi olan  4-amino-3-bromo-5-floro
benzohidrazid,  4-amino-3-bromo-5-kloro  benzohidrazid,  4-amino-3-bromo-2-metil
benzohidrazid, 5-aminoizoftalohidrazid molekiiliiniin kullanildigi kolonda, soya filizinden
elde edilen peroksidaz enzimini i¢in aktivite tayini 470 nm’de ve Bradford protein tayini ise
595 nm’de yapildi. SBP enziminin 4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-
bromo-5-kloro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-

aminoizoftalohidrazid kolonundan saflastirma sonuglar1 Tablo 16 da gosterildi.
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Tablo 16. SBP Enziminin Aminobenzohidrazid Tiirevleri Kullanilarak Saflastiriimasi

E N
Z 2 2 i @
= Eg. &3 ¢ 2 = 3 2
2 sEZ SE § €5 & = TE =
P SSEE £35 X <o g £ =3 © 2
z FtT o Tg 2 ET 2 2 > 2
= j= X
i - = E
=) S ko)
& = &
g Homojenat 8 34,44 112 2755 896 307 100 1
SEER
O = =
5 SE o SepharosedB 6 00146 12 00292 4109 43 1338
< e Afinite
b 45 Homojenat 8 3444 112 2755 89,6 307 100 1
o c S
= g o N
E SE L Sepharose 4B
TE5ET L 15 10 00266 15 00399 3759 544 122,44
A Afinite
.- Homojenat 8 3444 112 2755 896 307 100 1
o Lg 8 ho}
= E SN
€ oo ® Sepharose 4B
T5° - 1,5 16 004 24 006 400 871 130,
~ 2 Afinite
S5 Homojenat 8 3444 112 2755 89,6 307 100 1
HS 8
S5 Sepharose 4B
£ £ - 1,5 8 0033 12 00495 2424 435 789
= Afinite

SDS —Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuglari

SBP enziminin safligin1 ve molekiil agirligint belirleyebilmek icin SDS-PAGE
yapildi. Saflastirilmis peroksidaz enzimi, Standart proteinler jel kuyularma yiiklendi ve
yiiriitiildii. Sonra jel lizerinde elde edilen bantin fotografi ¢ekildi ve molekiil kiitlesi yaklasik
40 kDa tespit edildi.
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Sekil 15. 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid kolonundan saflastirilan SBP enziminin
SDS-PAGE fotografi

Aminobenzohidrazid Tiirevlerinin SBP Enzimi Uzerine 1Cso ve Ki Degerlerinin
Belirlenmesi

Bu c¢alismada sentezlenen 4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-
bromo-5-kloro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-
aminoizoftalohidrazid molekiillerinin soya SBP enzimleri iizerine inhibisyon etkileri ve
saflagtirma performansiyla olan iliskinin belirlenmesi ayrintili olarak incelendi. Guaiakol
substratiyla reaksiyon hizi belirlendi. Aktivite — konsantrasyon grafikleri ¢izelerek ICso
degerleri her bir molekiil icin ayr1 ayri belirlendi. Inhibisyon cesiti ve Ki degeri icin ise
Lineawear—Burk grafikleri kullanildi.
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4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid inhibitorii icin SBP enzimi iizerine
guaiakol substrati ile yapilan Kinetik ¢calismalar

120 - y= 100e—0,004x
R?=0,9145

100 <
80 -
60 -

40 -

% Aktivite

20 -

O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[4-Amino-3bromo-2-metil benzohidrazid](uM)

Sekil 16. Guaiakol substratina bagli olarak SBP enzimi i¢in 4-Amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite — 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid
grafigi

1,8 -
. 1,6 A
- 1,4 -
= 1,2 -
- 1
§ 4 @ [10]= Kontrol
) 0,8 -
= M [I11]= 115 pM
= 0,6 -
S , [12]= 153 uM

-0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5
1/[Guaiakol] (uM)

Sekil 17. SBP enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V- 1/ [S] grafigi
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Tablo 17. 4-Amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid Inhibitoriiniin SBP Enzimi Uzerine
Inhibisyon Etkisi

Br ICso (uM) Ortalama Kij(uM) Inhibisyon Tiirii
@]
H2N—;i S;—{
N 173 80,55+ 12,6 Yarigmali

1

HoN

4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid inhibitorii icin SBP enzimi iizerine
guaiakol substrati ile yapilan kinetik calismalar

120 - y= looe-0,00Zx
R?=0,9799

100 +
80 -

60 - *

% Aktivite

40 -

20 -

O T T T T 1
0 100 200 300 400 500

[4-Amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid] (uM)

Sekil 18. Guaiakol substratina bagli olarak SBP enzimi i¢in 4-Amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite —4-amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid
grafigi

6 -
@ [I0]= Kontrol
R > X B [I11]= 263,6 uM
=
¥ . [12]= 304,1 uM
: X
- X [13]= 385,2 uM
£
B 3
£
=2,
> 2 -
—
1 .
a
7
-0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5
[1/Guaiacol] (uM)

Sekil 19. SBP enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid inhibitérii i¢in edilen 1/V — 1/[S ] grafigi
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Tablo 18. SBP Enzimi Uzerine 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid Inhibitoriiniin
Inhibisyon Etkisi

Br ICso (LM) Ortalama Kij(uM) Inhibisyon Tiirii
: 0]
H,N
F /N H 346 283 +46,8 Yarismali
NH,

4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid inhibitorii icin SBP enzimi iizerine
guaiakol substrati ile yapilan kinetik calismalar

120 -
y= 1006'0'002"
100 4 R?=0,9853
g %
= .
< 60 -
<
o
S 40
20 -
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
[4-Amino-3-bromo-5-kloro benzohidrazid] (uM)

Sekil 20. Guaiakol substratina bagli olarak SBP enzimi igin 4-Amino-3-bromo-5-
klorobenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite — 4-amino-3-bromo-5-kloro benzohidrazid
grafigi

2,5
@ [10]= Kontrol
2 .
c W [11]= 224 uM
€
g 1,5 -
% [12]= 336 uM
8 1
; X [13]= 448 uM
£ ’

o
JEEN
o

0,1 0,2 0,3 0,4
[1/Guaiacol] (uM)

Sekil 21. POD enzimi lizerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino-3-bromo-5-
klorobenzohidrazid inhibitérii i¢in edilen 1/V -1/[S] grafigi
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Tablo 19. 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid Inhibitoriiniin SBP Enzimi Uzerine
Inhibisyon Etkisi

Br ICso (uM) Ortalama Ki(uM)  Inhibisyon Tiirii
(0]
HoN
ol /NH 346 264 + 26,7 Yarismasiz
NH,

5-aminoizoftalohidrazid inhibitorii icin SBP enzimi iizerine guaiakol substrati ile

yapilan Kinetik ¢alismalar

y= looe-0,001x

120 -+
R?=0,9374

100 4
80 -

60 - *

% Aktivite
.

40 - ¢ %

20 A

O T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

[5-Aminozoftalohidrazid](nM)

Sekil 22. Guaiakol substratina bagh olarak SBP enzimi i¢in 5-Aminoizoftalbenzohidrazid le
elde edilen %Aktivite —5-aminoizoftalohidrazid grafigi
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2,5 7 # [10]= Kontrol
B [I1]= 720 pM
2 -
[12]= 800 uM
% >< % [13]= 860 uM
_E; 1,5 -
X
~N
S [ |
£
E! 14
>
~
i
0,5 -
-0,3 -0,2 0,1 0o o041 0,2 0,3 0,4
[1/Guaiacol](uM)

Sekil 23. POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 5-Aminoizoftalohidrazid
inhibitdrii i¢in edilen 1/V -1/[S] grafigi

Tablo 20. 5- Amino —izoftalohidrazid inhibitériiniin SBP Enzimi Uzerine inhibisyon Etkisi

o NH, ICso (uM) Ortalama Ki(uM)  Inhibisyon Tiirii
NH
H,N
693 480 +£130 Yarigsmali
NH
O NH,

Guaiakol Substrat Icin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yénelik Yapilan
Calisma Sonuc¢lar

Soya bitkisinden saflagtiritlan SBP enzimi i¢in guaiakol substrati kullanilarak Km ve
Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik ¢aligmalar yapildi. SBP i¢in aktivite 6l¢limii 5 farkli
guaiakol substrati kullanilarak belirlendi. Cizilen 1/[Guaiakol]-1/V Lineweaver—Burk
grafiginden Kmve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonug: guaiakol i¢in Kmdegeri
19,61 mM tespit edildi. Vimax degeri 1,78 EU/mL. dk bulundu.
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Tablo 21. SBP Enzimi I¢in Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik Guaiakol
Derisim Cizelgesi

Kor tiipii(mL) Numune tiipii (mL)
S . 2 N S . Z N
: 2 ¢ f 2 ¢ 8 B
3 ts T 3 t5 7 >
1,0 1,0 1,0 0,1 0,98 1,0 0,90 0,020
1,0 1,0 1,0 0,3 0,98 1,0 0,70 0,020
1,0 1,0 1,0 0,5 0,98 1,0 0,50 0,020
1,0 1,0 1,0 0,7 0,98 1,0 0,30 0,020
1,0 1,0 1,0 0,9 0,98 1,0 0,10 0,020
4,5 -
4 4 - y =10,944x + 0,56
~ 2-
c 35 R*=0,9996
=
-
S
°
S
=
2
i
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[GuaiakollmM-!

Sekil 24. SBP enziminin Guaiakol substrati i¢in Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi igin
cizilen grafik

Tablo 22. SBP Enzimi I¢in Km Ve Vimax Degerleri

Kinetik ¢calismalar

Km 19,61 mM

V max 1,78 EU/mL. dk

H202 substrati icin Km ve Vmax de@erlerinin bulunmasina yoénelik yapilan
calisma sonuclari

Soya bitkisinden saflastirilan SBP enzimi i¢in H2O> substrati kullanilarak Km Ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik ¢alismalar yapildi. SBP igin 5 farkli H2O2 konsantrasyonu

kullanilarak belirlendi. Cizilen 1/[H20 2]-1/V Lineweaver —Burk grafiginden Km ve Vmax
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degerleri hesaplandi. Elde edilen sonug: H2O2 K degeri 10,67 mM tespit edil. Vimax degeri
1,26 EU/mL. dk bulundu.

Tablo 23. SBP Enzimi igin Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik H20, Derisim

Cizelgesi
Kor tiipii(mL) Numune tiipii (mL)

© - 2 - ©
= £ Q Q £ = 2 )

o o
s t§5 ° * TE 3 -
1,0 1,0 1,0 0,1 0,98 1,0 0,90 0,020
1,0 1,0 1,0 0,3 0,98 1,0 0,70 0,020
1,0 1,0 1,0 0,5 0,98 1,0 0,50 0,020
1,0 1,0 1,0 0,7 0,98 1,0 0,30 0,020
1,0 1,0 1,0 0,9 0,98 1,0 0,10 0,020

3,5 - y =8,4615x + 0,7931
R?=0,9923

o 3

=

E_ 2,5 -

- 2

£

° 1,5 -

£

1 .
2
— <
-0,1 0 0,1 0,3 0,4
1/[H,0,] mM-1

Sekil 25. SBP enziminin H2O> substrati igin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi igin

cizilen grafik

Tablo 24. SBP Enzimi I¢in Km Ve Vimax Degerleri

Kinetik ¢calismalar

Km
Vmax

1,26 EU/mL. dk

10,67 mM
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ABTS substrati icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yoénelik yapilan
calisma sonuclari

Soya bitkisinden saflastiritlan SBP enzimi i¢in ABTS substrati kullanilarak Km ve
Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik caligmalar yapildi. SBP i¢in 5 farkli ABTS
konsantrasyonu kullanilarak belirlendi. Cizilen 1/[ABTS]-1/V Lineweaver—Burk grafiginden
Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonug: ABTS K degeri 23,25 mM tespit edildi.
Vmax degeri 2,88 EU/mL.dk bulundu.

Tablo 25. SBP Enzimi i¢in Kmn Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yo6nelik ABTS Derisim
Cizelgesi

Kor tiipii (mL) Numune tiipii(mL)
2 2
= “ o @) > = = o ©) >
&5 £ & &5 &£ 2 2
~ —
2,0 0,88 0,110 0,01 1,1 0,88 0,110 0,89 0,020
2,0 0,88 0,110 0,01 1,3 0,88 0,110 0,69 0,020
2,0 0,88 0,110 0,01 15 0,88 0,110 0,49 0,020
2,0 0,88 0,110 0,01 1,7 0,88 0,110 0,29 0,020
2,0 0,88 0,110 0,01 1,9 0,88 0,110 0,09 0,020
3,5 ~
y = 8,1212x + 0,3469
3 A R?=0,9682
< 25 -
S (4
-l 2
£
IS 1,5 -
£
1 .
3
0,5 -
-0,05 0,05 0,15 0,25 0,35
1/[ABTS] mM-!

Sekil 26. SBP enziminin ABTS substrati igin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi igin
cizilen grafik
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Tablo 26. SBP Enzimi Igin Km Ve Vmax Degerleri

Kinetik ¢calismalar

Km 23,25 mM

V max 2,88 EU/mL. dk

4 —Metilkatakol substrati icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan
calisma sonuclari

Soya bitkisinden saflastirilan SBP enzimi i¢in 4-Metilkatekdl substrati kullanilarak
Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik calismalar yapildi. SBP i¢in 5 farklit ABTS
konsantrasyonu kullanilarak belirlendi. Cizilen 1/[4 -Metilkatakol]-1/V Lineweaver —Burk
grafiginden Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonug: 4- Metilkatakol Km degeri
0,873mM tespit edildi. Vimax degeri 9,9 EU/mL. dk bulundu.

Tablo 27. SBP Enzimi Igin Km Ve Vimax Degerlerinin Bulunmasia Yénelik 4- Metilkatekol
Derisim Cizelgesi

Kor tiipii(mL) Numune tiipii (mL)
— > —_ >
o c o (=
X o X o
o = 5 o = N
g s Q ke s 9 3 S
5 = T b = . o
S ‘G £ G
< L < L
1,0 1,0 1,0 0,1 0,98 1,0 0,90 0,020
1,0 1,0 1,0 0,3 0,98 1,0 0,70 0,020
1,0 1,0 1,0 0,5 0,98 1,0 0,50 0,020
1,0 1,0 1,0 0,7 0,98 1,0 0,30 0,020
1,0 1,0 1,0 0,9 0,98 1,0 0,10 0,020

41



y=11,412x +1,1443
R2=0,9956

1/Vmmol/mL.min)1

f A T T T 1

-0,1 T 0,1 0,2 0,3 0,4

1/[4-MetilkatekolJmM-!

Sekil 27. SBP enziminin 4- Metilkatekol substrati igin Kmve Vmax degerlerinin belirlenmesi
igin gizilen grafik

Tablo 28. SBP Enzimi i¢in Km ve Vmax Degerleri

Kinetik ¢calismalar

Km 0,873mM
V max 9,9 EU/mL. dk

Pirokatekol Substrati icin Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasma Yénelik Yapilan
Calisma Sonuc¢lar

Soya bitkisinden saflastirilan SBP enzimi i¢in prokatekol substrati kullanilarak Kp, ve
Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik c¢alismalar yapildi. SBP i¢in 5 farkli prokatekol
konsantrasyonu kullanilarak belirlendi. Cizilen 1/[Prokatekol]-1/VV Lineweaver —Burk
grafiginden. Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonug: Prokatekol Km degeri 3,59
mM tespit edildi. Vmax degeri 0,352 EU/mL. dk bulundu.

Tablo 29. SBP Enzimi igin Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik Prokatekol
Derisim Cizelgesi

Kor tiipii(mL) Numune tiipii (mL)

IS IS

5 %5 S & 55 S S o)
g SE T g SE T @ g
e L s o L s

o = o =

1,0 1,0 1,0 0,1 0,98 1,0 0,90 0,020
1,0 1,0 1,0 0,3 0,98 1,0 0,70 0,020
1,0 1,0 1,0 0,5 0,98 1,0 0,50 0,020
1,0 1,0 1,0 0,7 0,98 1,0 0,30 0,020
1,0 1,0 1,0 0,9 0,98 1,0 0,10 0,020

42



y=10,191x + 2,8358

6 1 R2 = 0,9893
.
= 5
S
- 4
=
-
<} 3
&
= 2 |
—
1 -
r T T O T T T 1
0,3 0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4

1/[Prokatekol]mM-1

Sekil 28. SBP enziminin Prokatekol substrati i¢in Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi igin
cizilen grafik

Tablo 30. SBP Enzimi I¢in Km Ve Vmax Degerleri

Kinetik ¢calismalar

Km 3,59 mM
V max 0,352 EU/mL. dk

Tablo 31. Toplu Km Ve Vimax Sonuglari

KM Vmax
Guaiakol 19,61 mM 1,78 EU/mL. dk
H-0; 10,67 mM 1,26 EU/mL. dk
ABTS 23,25 mM 2,88 EU/m. dk
4-metilkatekol 0,873 mM 9,9 EU/mI. dk
Prokatekol 3,59 mM 0,352 EU/mI. dk

SBP Enziminin Karakterizasyon Calismalari
SBP enzimi i¢in optimum pH calisma sonuclari

SBP’in optimum pH’sinin belirlenmesinde 0,1 M C>H3NaO, (sodyum asetat) pH’s1
4,0-5,5, 0,1 M KH2PO4 (potasyum fosfat) pH‘s1 6,0-7,5, 0,1M C4H11NOs3 (tris) tamponlari

kullanild1. yapilan 6l¢iimler sonucunda enzim i¢in optimum pH 6,0 olarak belirlendi.
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Tablo 32. Farkli pH’larda 0,1 M C,H3NaO, Tampon Cézeltisi igerisinde SBP Enziminin
Aktivite Ol¢iim Sonuclari

Sodyum Asetat
pH Aktivite (EU/mL)
4,0 1,22
4,5 3,08
5,0 2,62
55 3,70

Tablo 33. Farkli pH’larda 0,1 M KH2PO4 Tampon Cozeltisi Icerisinde SBP Enziminin
Aktivite Olgiim Sonuglar1

Potasyum Fosfat

pH Aktivite (EU/mL)
6,0 5,09
6,5 4,31
7,0 3,92
75 3,08

Tablo 34. Farkli pH’larda 0,1 M C4H11NO3 Tampon Cozeltisi Icerisinde SBP Enziminin
Aktivite Olgiim Sonuglar1

Tris
pH Aktivite (EU/mL)
8,0 2,02
8,5 1,03
9,0 0,58
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Aktivite (EU/mL.dk)

pH

Sekil 29. SBP enziminin optimum pH sin1 belirlemek igin yapilan Enzim Unitesi (EU) —pH
grafigi

SBP enzimi i¢in optimum iyonik siddet calisma sonuclari

Soya bitkisinden saflastirilan peroksidaz enzimlerinin aktivitesi i¢cin uygun iyonik
siddetin belirlenmesi amaciyla KH2PO4 tamponu kullanildi ve gesitli KH2PO4 derisimlerinde
0,1M-1 M arasinda POD enziminin aktivite 6lgiimleri yapildi. Sonuglar Tablo 36°da ve

grafik 31°de gosterildi. Bu verilerden ¢ikan sonug soya bitkisinde saflastirilan POD enzimi

i¢in optimum iyonik siddet 0,4M oldugu tespit edildi.

Tablo 35. SBP enzimi igin iyonik siddet/aktivite 6l¢iim sonuglart

Potasyum Fosfat

Iyonik Siddet Aktivite
100 1,58
200 1,54
300 1,8
400 1,94
500 1
600 1,12
700 1,26
800 1,38
900 1,42
1000 1,08
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Sekil 30. Farkli konsantrasyonlarda KH2PO4 (pH =6,0) tampon ¢dzeltileri kullanilarak SBP
enzimi i¢in Aktivite (EU/mL)-Iyonik siddet grafigi

SBP enzimi i¢in optimum sicaklik calisma sonugclari
Soya bitkisinden elde edilen peroksidaz enzimi igin optimum sicakligi belirlemek
amactyla 0,1 M pH =6,5 olan KH2PO4 tamponu kullanildi. 5 ile 80°C arasinda aktivite

Olctimleri yapildi ve ¢ikan sonuclar tablo 37°de ve sekil 32°de gosterildi. Calisma verileri

peroksidaz enzimi i¢in optimum sicaklik 40°C olarak gosterdi.

Tablo 36. Saflastinlan SBP Enziminin Optimum Sicakhigimi1  Belirlemek Igin
Sicaklik/Aktivite Ol¢iim Sonuglar

Potasyum Fosfat(KH,PO.)

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
5°C 2,42
10°C 3,31
20°C 4,40
30°C 5,49
40°C 5,70
50°C 5,53
60°C 4,64
70°C 3,34
80°C 2,96
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Sekil 31. SBP enziminin optimum sicakligini belirlemek i¢in Aktivite (EU/mL)-Sicaklik
(°C) grafigi

4-amino 3-bromo 2- metil benzohidrazid Molekiilii ile Hazirlanan Afinite jelinin SBP
Enzimini Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

4-amino 3-bromo 2- metil benzohidrazid molekiiliini ligand olarak kullanildig:
hazirlanan jelle saflastirilan SBP enziminin kantitatif protein tayini Lowry metodu
kullanilarak belirlenmistir. Ik olarak bu metotta standart grafik hazirlandi. SBP enziminin
kolon tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri incelendi. Deney
prosediirii Afinite kolonunun SBP enzimini tutma kapasitesinin bulunmasi bolimiinde

anlatildig1 gibi yapildi.

0,3 -
y =0,0027x

_0,25 - ® R2-0,9858

&

c

o 0,2

[(e]
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@ 0,15

©

2

5 01

(2]

©

< o,05

0 T 1
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Sekil 32. Lowry metoduna gore sigir serum albiiminden hazirlanan standart grafik
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Sicakligin kolon tutma kapasitesine etkisi

SBP enzimi i¢in pH: 6,8’de farkli sicakliklarda 5, 10, 15, 20, 25 °C tutma kapasitesi

belirlenerek mg protein/g jel sonuglar Sekil 33’de verildi.

Kapasite (mg protein/g jel)

Sicakhik°C

Sekil 33. 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid afinite jelinin  SBP enzimini
baglamasinda sicakligin etkisi

pH’nin kolon kapasitesine etkisi

SBP enzimi i¢in pH’s1 5,5 ile 9 arasinda farkli tamponlar kullanilarak Afinite jelinin

tutma kapasitesi mg protein/g jel olarak belirlendi ve sonuglar Sekil 34’de verildi.

P

K

-

o

Kapasite (mg protein/g jel)
o U, U N {;’ w o A 000

Sekil 34. 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid afinite jelinin  SBP enzimini
baglamasinda pH’nin etkisi
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Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

SBP enziminin kolona baglanmasi i¢in iyonik siddet 0,2-0,5 M aras1 tuz

konsantrasyonlarinda deneyler yapildi, sonuglar mg protein/g jel olarak belirlendi. Sekil
35’de verildi.

o = N w b (2} (o)) ~N (o]
1

0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55
iyonik siddet

Kapasite (mg protein/g jel)

Sekil 35. 4-amino-3-bromo-2-metil benzohidrazid afinite jelinin SBP enzimini
baglamasinda iyonik siddetin etkisi
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TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada aminobenzohidrazid tiirevleri afinite kromatografisinde ligand olarak
kullanilarak, SBP enziminin ilk defa ve tek kademede saflastirilmasi gergeklestirildi.
Literatiirde farkli kromatografik metotlarin kullanildigi ¢aligmalar yapilmis, bitkisel
kaynaklardan peroksidaz enzimleri saflastirilmistir. Caligmamizda ise Soya filizinin
yapraklarindan peroksidaz enzimi tek kademede basariyla saflagtirmistir. Bu islemler
boyunca, eliiatlar i¢in aktivite tayini ve kantitatif protein tayini yapilmistir. Elde edilen
veriler 1g18inda, saflastirma tablosu olusturulmustur (Tablo 16’da). SBP enzimi 4-amino-3-
bromo-5-florobenzohidrazid kolonundan %8,71 verimle 130,2 kat, 4-amino-3-bromo-5-
klorobenzohidrazid kolonundan %5,44 verimle 122,44 Kkat, 4-amino-3-bromo-2-
metilbenzohidrazid kolonundan %4,3 verimle 133,8 kat, 5-aminoizoftalohidrazid
kolonundan %4,35 verimle 78,9 kat saflastirilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalara 6rnek
olarak afinite teknigi kullanilarak papayadan POD enzimini 30,22 kat %44,37 verimle
(Pandey et al. 2012), kirmiz1 pancardan %84,6 verimle 15 kat (Rudrappa et al. 2007), at
turpundan 291 kat % 71 verimle (Lavery et al. 2010), hurma yapraklarindan 17 kat %5,8
verimle (Al- Senaidy et al. 2011), soya fasiilyesi kabuklarindan 57 kat %16,4 verimle
(Lakshmi et al. 2010) POD enzimi saflagtirilmustir.

Ligand etkinliklerinin degerlendirilmesi i¢in, saflagtiritlan SBP enzimi iizerine 4-
amino-3-bromo-5-floro benzohidrazid, 4-amino-3-bromo-5- kloro benzohidrazid, 4-amino-
3-bromo-2-metil benzohidrazid, 5-aminoizoftalohidrazid molekiillerinin inhibisyon etkileri
arastirildi. Her bir ligand molekiiliin guaiakol substrat1 varliginda ICso degerini belirlemek
icin reaksiyon ortamina farkli konsantrasyonlarda bu molekiilerle hazirlanmis ¢ozeltiler
ilave edilerek aktivite 6l¢timii gergeklestirildi. Elde edilen degerlerle % Aktivite —[ inhibitor]
grafikleri ¢izelerek ICso degerleri bulundu. SBP enzimi i¢in bu grafikler Sekil 17, 19, 21,
23’de gosterildi. SBP enzimi igin sirasiyla ICso degerleri  4-amino-3-bromo-5-
florobenzohidrazid i¢in 346 uM, 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid igin 346 uM, 5-
amino-izoftalohidrazid i¢in 693 pM ve 4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid i¢in 173uM
olarak hesaplandi. Literatiirde yapilan calismalarda degisik kaynaklardan saflagtirilan
peroksidazlarin 1Cso degerleri mor lahanada 1,047 mM (Somturk et al. 2014), kirmizi
pancarda 0,047 mM (Inal et al. 2015), karaturpda 0,726 mM (Kalin et al. 2014) ,beyaz
lahanada 0,517 mM (Erdem et al. 2015), salgamda 1,167 mM (Kalin et al. 2014) olarak

belirlenmistir.
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Kullanilan ligandlarin enzime olan ilgisini arastirmak icin Kidegerleri hesaplanmis
ve inhibisyon tiplerini belirlenmistir. Bu ¢alismada 5 farkli substrat konsantrasyonunda ve 4
farkli aminobenzohidrazid tiirevleri (4-amino 3-bromo 5-floro benzohidrazid, 4-amino 3-
bromo 5- Kkloro benzohidrazid, 4-amino 3-bromo 2-metil benzohidrazid, 5-
aminoizoftalohidrazid) konsantrasyonunda aktivite oOlglimleri yapilarak, 1/V ve 1/S
degerleriyle Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek Ki degerleri bulundu (Lineweaver et al.
1934). Cizilen grafikler yardimiyla 4-amino-3-bromo-5-florobenzohidrazid Kji degeri
283+46,8 uM ve inhibisyon tipi yarismali, 4-amino-3-bromo-5-klorobenzohidrazid Ki
degeri 264+26,7 uM ve inhibisyon tipi yarismasiz, 4-amino-3-bromo-2-metilbenzohidrazid
Ki degeri 80,55+12,6 uM ve inhibisyon tipi yarigmali, 5-aminoizoftalohidrazid Ki degeri
480+130 puM ve inhibisyon tipi yarismali, bulundu. Literatiirde 4-aminobenzohidrazid
tiirevlerinin c¢esitli peroksidazlar {lizerine inhibisyon etkileri; Salgam icin K degeri 1,103
+0,102 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Kalin et al. 2014), kirmiz1 pancar i¢in K; degeri
0,78 £ 0,17 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Inal et al. 2015), mor lahana i¢in K; degeri
0,702+0,05 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Somturk et al. 2014), beyaz lahana igin K;
degeri 0,994+0,453 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Erdem et al. 2015), karaturp igin K
degeri 0,5947+0,012 mM ve inhibisyon tipi yarismasiz (Kalin et al. 2014) olarak

belirlenmistir.

Enzimin substrata olan ilgisini gosteren SBP enzimi i¢in Ghaem et al (2010) yaptig1
caligmada H2O; substrati i¢in soya fasiilyesinde Kn1,092 mM olarak, Lee et al (2003) SBP
enzimi i¢in H2Oz substrati igin Km0,98Mm Vmax 0,21umol tespit edilmistir.

Km Ve Vmax degerleri ¢esitli substratlar ig¢in belirlenmistir. SBP enziminin guaiakol
substratina Km degeri 19,6 1mM ve Vmax degeri 1,78 EU/ml, hidrojen peroksit substratina Km
degeri 10,67 mM ve Vmaxdegeri 1,26 EU/ml, ABTS substratina Ky degeri 23,25 mM ve Vmax
degeri 2,88 EU/ml, pirokatekol substratina Km degeri 3,59 mM ve Vmax degeri 0,35 EU/ml,
4-metil katekol substratinda Ky degeri 0,873 mM ve Vmax degeri 9,9 EU/ml olarak
hesaplandi. Literatiirde yapilan ¢aligsmalarda guaiakol substrati i¢in Km degerleri; salgam i¢in
Km degeri 12,49 mM (Kalin et al. 2014), palmiya yapraklari i¢in Ky degeri 3,96 mM (Deepa
and Arumuguhan 2002), at turpu i¢in Km degeri 0,5 mM (Lavery et al. 2010), 1spanak
yapraklari i¢in Km degeri 17,35 mM (Koksal 2011), karaturp i¢in Km degeri 24,88 mM
(Kalin et al. 2014), beyaz lahana ig¢in Km degeri 3,19 mM (Erdem et al. 2015), vanilya
¢ekirdegi i¢in Km degeri 3,8 mM (Marguez et al. 2008), mor lahana i¢in Ky degeri 0,048
mM (Somturk et al. 2015), kuru fasulye i¢in Km degeri 0,065 mM (Koktepe et al. 2017)
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Vmax degerleri: 1spanak yapraklari icin Vmax degeri 12,34 EU/ml.dk (Koksal 2011),
salgam i¢in Vmax degeri 4,055EU/ml dk (Kalin et al. 2014) karaturp icin Vmax degeri 3,23
EU/ml.dk (Kalin et al. 2014), beyaz lahana igin Vmax degeri 0,2 EU/ml.dk (Erdem et al.
2015), mor lahana i¢in Vmax degeri 1,46 EU/ml.dk (Somturk et al. 2015)

SBP enzimi i¢in Ghaem et al (2010) yaptigi ¢alismada H.O substrati igin soya
fasiilyesinde Km1,092 mM olarak, Lee et al (2003) SBP enzimi i¢in H2O> substrati i¢in
Km0,98Mm, Vmax 0,21umol tespit edilmistir.

SBP enziminin safligin1 ve molekiil kiitlesini belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi.
Enzimin molekiil agirhigi 40 kDa olarak hesaplandi. Literatiirlerde farkli bitkilerden
saflagtirilan peroksidaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 yine ayni yontem kullanilarak
kullanilarak tespit edilmistir. Ornek olarak: mor lahanada 69,3 kDa (SomturkKm et al. 2014),
beyaz lahanada 73,2 kDa (Erdem et al. 2015), vanilya ¢ekirdiginde 46,5 kDa (Marguez et al.
2008), kirmiz1 pancarda 80 kDa (Inal et al. 2015), salgamda 65,8 kDa (Kalin et al. 2014),
zeytinde 44 kDa (Tzika et al.2009), kuru fasulyede 45 kDa (Koktepe et al. 2017), hurma
yapraklarinda 68 kDa (Al —Bagmi et al. 2018), siyah turpda 66 kDa (Sisecioglu et al. 2010),
papaya meyvesinde 70 kDa (Pandey et al. 2012), kuskonmazda 34 kDa (Civello et al. 1995),
beyaz Ispanyol bitkisinde 50 kDa (Galende et al. 2015), bugdayda 38,8 kDa (Altin et al.
2017), soya fasiilyesi tohum kabugu i¢in 67 kDa (Fernandes et al. 2020) olarak tespit

edilmistir.

Soya bitkisinde POD enzimi saflagtirildiktan sonra karakterizasyon islemleri
gerceklestirildi. Soya bitkisi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik

degerleri belirlenmistir.

Soya bitkisinden saflastirilan peroksidaz enziminin optimum pH‘si1 belirlemek
amactyla 0,1 M’lik sodyum asetat, potasyum fosfat, tris tamponlar1 hazirlandi. Elde edilen
aktivite sonuglart yardimiyla olusturulan grafikle SBP enzimi igin optimum pH 6 olarak
tespit edildi. Literatiirlerde farkli bitkilerden saflastirilan peroksidaz enzimleri igin optimum
pH degerleri: fosfat tamponunda at turpu i¢in 7,0 (Lavery et al. 2010), kara lahana igin
Tris/HCI tamponunda 7,5 (Gulcin and Yildirim 2005), mor lahana igin fosfat tamponunda
6,5 (Somturk et al. 2014) , fosfat karayip bitkisi i¢in tamponunda 7,0 (Kumar et al. 2011),
karaturp i¢in fosfat tamponunda 6,5 (Kalin et al. 2014), 1spanak yapraklar icin fosfat
tamponunda 5,2(Koksal 2011), avakado meyvesi i¢in 3,8 (Rojas —Reyes et al. 2014), salgam
icin fosfat tamponunda 6,5 (Kalin et al. 2015), kuru fasiilye icin fosfat tamponunda 5,0
(Koktepe et al. 2017), soya fasiilyesi tohum kabugu i¢in fosfat tamponunda 6 (Ghaem et al.
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2010) olarak tespit edilmisdir. Yapilan ¢alismalarda peroksidaz enzimi i¢in optimum pH

genellikle 5,0-7,5 araliginda oldugu tespit edilmistir.

SBP enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek amaciyla 0,1 M ile 1,0 M
arasinda optimum pH‘da aktivite 6l¢limleri yapilmistir ve sonuglar grafikle gdsterilmistir.
Sekil 31°de gosterildigi gibi 0,40 M iyonik siddet konsantrasyonunda SBP enziminin
aktivitesinin maksimum oldugu tespit edildi. Literatiirde farkli bitkilerden saflastirilan
peroksidaz enzimleri i¢in optimum iyonik siddet degerleri: karnabahar i¢cin 1,0M (Koksal
and Giilgin 2008), siyah turp igin 1,0 M(Sisecioglu et al. 2010), ispanak yapraklari i¢in
0,075 M (Koksal et al. 2008) bulunmustur.

Soya bitkisinden saflastirilan peroksidaz enzimi i¢in optimum sicaklik 10 ar derece
artisla 0-90°C araliginda aktiviteler spektrofotometrik olarak 470 nm’de Slgiildii. Sekil 32°de
gosterilen aktivite sicaklik grafiginden elde edilen sonuglara gére SBP enzimi i¢in optimum
sicakligin 40°C oldugu tespit edilmsdir. Literatiirde farkli bitkilerden saflastirilan peroksidaz
enzimleri i¢in optimum sicaklik: vanilya cekirdeginde saflastirilan POD enzimi igin
optimum sicaklik 16°C (Marguez et al. 2008),taze kesilmis Zizania Latifolia bitkisinden
POD enzimi igin optimum sicaklik 40°C (Lou et al.2010), hurma yapraklarindan
saflastirilan POD enzimi i¢in optimum sicaklik 55°C(Al —senaidy and Ismael 2011),
karalahanadan saflagtirilan POD enzimi i¢in optimum sicaklik 40°C (Giilgin and Yildirim
2005), karnabahardan saflastirilan POD enzimi i¢in optimum sicaklik 30°C (Kdoksal and
Giilgin 2008), Hindistan cevizinden saflagtirilan POD enzimi i¢in optimum sicaklik 40°C
(Balasubramanian and Boopathy 2013), karayip bitkisinden saflastiritlan POD enzimi i¢in
optimum sicaklik 50°C(Kumar et al. 2011), kestane ¢ekirdeginden saflastirilan POD enzimi
icin optimum sicaklik 50°C (Gong et al. 2015), soya fasiilyesi kabugundan saflastirilan POD
enzimi i¢in optimum sicaklik 50°C (Liu et al. 1999) tespit edilmistir.

SBP enziminin kolonlara baglanma kapasitesi bulunurken pH, sicaklik, iyonik siddet
parametreleri incelendi ve protein/ gram-jel cinsinden SBP enziminin tutma kapasitesi
belirlendi. Kapasite tayin isleminde en yiiksek verim ve saflagtirma katsayisina ulasan kolon
olan 4- amino 3- bromo 2- metil benzohidrazid 1 mL alinarak dengeleme tamponuyla
dengelenms 1x10 cm’lik bir kolona alindi. Yikama tamponuyla enzmin fazlasi yikandiktan
sonra SBP enzimi uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar: bulundu. Daha
sonra jel kurutulup tartilarak mg protein / gram-jel cinsinden SBP enziminin tutma

kapasitesi incelendi (Aslan et al. 1996).

SBP enzimi i¢in kolonda pH’nin baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amaciyla

farkli pH‘larda (5,5- 9 arasinda) tamponlar kullanilarak en iyi pH i¢in sonuglar (mg protein /

53



gram-jel basma) Sekil 35°de grafik edildi ve yaklasik pH: 6,5 civarinda maksimum

baglanmaya ulasildu.

Kolon tutma kapasitesini etkileyen iyonik siddetin, baglanmaya etkisini belirlemek
amaciyla 0,2 M ile 0,5 M arasinda tamponlar kullanilarak 6lgtimler yapildi, sonuglar grafikle
gosterildi. Sekil 36’de goriildiigii gibi baglanmanin maksimum oldugu iyonik siddet

konsantrasyonu 0,4 M’dr.

Sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaciyla pH: 6,8’de 5°C, 10°C,
15°C, 20°C, 25°C farkli sicakliklarda tutma kapasitesi tespit edildi. Sekil 34’de goriildiigi
gibi SBP enziminin jele baglanma kapasitesinin maksimum oldugu sicaklik konsantrasyonu
10°C*dir. 4-amino 3-bromo 2- metil benzohidrazid i¢in 10°C de pH 7,5 0,3 M’da optimum
baglanma 4,19 mg/qg jel olarak tespit edildi.

Sonu¢ Olarak:

1) Soya filizinin yapraklarindan peroksidaz enzimi ilk defa amino benzohidrazid
molekiilleri ile Afinite kromotografi teknigi kullanarak tek kademede ve az maliyyetle

saflastririldi.

2) Yapilan galismada ligant olarak kullanilan amino benzohidrazid molekiilleri igin

k,netik parametreler K, 1Cso ¢alisildi.

3) SBP enzimi i¢in optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, sicaklik
kolon tutma kapasitesi, pH kolon tutma kapasitesi, iyonik siddet kolon tutma

kapasitesi, Km ve Vmax gibi Kinetik parmetreler tespit edildi.
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