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Bu tez c¢alismasinda 3-amino benzohidrazid tiirevleri olan; 3-amino-5-metil
benzohidrazid, 3-amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-amino-4-metil benzohidrazid, 3-
amino-4-metoksi  benzohidrazid, 3-amino-5-bromo  benzohidrazid  molekiilleri
sentezlenerek Alabas turpunda (Kohlrabi Radish) POD enziminin saflastirilmasi yapildi.
Sentezlenen molekiillerin Alabag turpu POD enzimi iizerine inhibisyon etkileri
incelendi ve doniisiimlii inhibisyon gosteren molekiiller, enzimin saflastirilmasinda
Sepharose-4B-L-Tirozin jel materyalinin ligand1 olarak kullanildi. Alabag turpu POD
enzimi, 3-Amino-5-metil benzohidrazid molekiili kullanildiginda %28,8 verimle 1192,3
kat, 3-amino-5-metoksi benzohidrazid ile %68,4 verimle 1060,6 kat, 3-amino-4-metil
benzohidrazid %24,07 verimle 1085,3 kat, 3-amino-4-metoksi benzohidrazid %46,9
verimle 341,1 kat, 3-amino-5-bromo benzohidrazid ile %32 verimle 610,3 Kkat
saflagtirildi. Saflastirilan enzimin saflik dereceleri ve molekiil agirliklar1 SDS-PAGE ile
belirlendi. Alabas turpu POD enziminin molekiil agirligi 47 kDa da olarak bulundu.
Biitin kolonlarin saflastirma sonuglarma bakildiginda Alabas turpu POD enzimi
saflastirilmasinda en iyi kolon materyali sepharose-4B-L-Tirozin 3-amino-5-metil
benzohidrazid kolonu olarak belirlendi.

2019, 74 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

PURIFICATION OF KOHLRABI RADISH PEROXIDASE ENZYME WITH
AFFINITY CHROMATOGRAPHY USING 3-AMINO BENZOHIDRAZIDE
DERIVATIVES

Ahmet AKKAS
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Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Department of Biochemistry

Advisor: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

Purification of the Peroxidase (POD) enzyme was performed from Kohlrabi radish by
synthesizing 3-amino benzohydrazide derivatives; 3-amino 5-methyl benzohydrazide, 3-
amino 5-methoxy benzohydrazide, 3-amino 4-methyl benzohydrazide, 3-amino 4-
methoxy benzohydrazide, 3-amino 5-bromo benzohydrazide molecules. The inhibitory
effects of the synthesized molecules on the POD enzyme were examined and the
molecules showing reversible inhibition were used as the ligand of the Sepharose-4B-L-
Tyrosine material in the purification of the enzyme. Kohlrabi radish POD enzyme was
purified 1192.3-fold with a 28.8 % yield through 3-amino 5-methyl benzohydrazide
molecule, 1060.6-fold with 68.4 % yield through 3-amino 5-methoxy benzohydrazide
molecule, 1085.3-fold with 24.07 % vyield through 3-amino 4-methyl benzohydrazide
molecule, 341.1-fold with 46.9 % vyield through 3-amino 4-methoxy benzohydrazide
molecule, 610.3-fold with 32 % yield through 3-amino 5-bromo benzohydrazide. The
purity degree of purified enzyme and molecular weights were checked by SDS-PAGE.
The molecular weight of Kohlrabi radish POD enzyme was found to be 47 kDa. The
purification results of all the columns were taken into consideration that the best column
material for POD enzyme purification was identified as the sepharose-4B-L-Tyrosine 3-
amino 5-methyl benzohydrazide column.

2019, 74 pages

Keywords: Enzyme safraction, Peroxidase, Kohlrabi radish, Afinite cromatography, 3-
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1. GIRIS

Canlilarin, canlilik 6zelliklerini devam ettirebilmeleri i¢in disaridan aldiklar1 besin tiirii
maddeleri kendilerine has biyolojik molekiillere doniistiirebilmesi i¢in bir¢ok kimyasal
faaliyet gerceklestirmesi gerekmektedir. Temel konusu madde olan kimyanin bilimsel
calisma alani; maddelerin bilesimi, birbirleriyle etkilesimi ve bu etkilesimlerin

sonucunda meydana gelen yeni maddeleri incelemektir (Bag 2017).

Kimyanin o6nemli bir alt alam1 olan ve c¢alismamizda da iizerinde durdugumuz
biyokimya, canlilarin biyolojik sistemlerinin kimyasal yapisini inceler. Biyokimya,
canlt hiicrelerin kimyasal olaylarin1 molekiiler diizeyde yani protein, karbonhidrat, lipit
gibi organik bilesikleri inceleyen bir alandir. Ayni zamanda biyokimya, kimyasal
tepkimelerde biiyiik rol oynayan niikleik asitlerin, vitaminlerin ve hormonlarin yapisal
ve nicel ¢éziimlemesini yapmaktir (Biyokimya' nin Tanimi ve Amaci 2017). Yapilan bu
coziimlemede de enzimler, canli mikroorganizmalarda biyolojik katalizér olarak
verimliligi %100 olan iirlinlere doniistiirmesi ve kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirmasi

seklinde ortaya ¢ikar.

Enzim ¢aligmalar1 biitiin diinyada yayginlagarak artmaktadir. Bu alan ile ilgili en 6nemli
gelismelerden biri de Summer’in 1926 yilindaki Jack Bean bitkisinden elde ettigi iireaz
enzimini kristallendirmeyi ve bunun protein yapisinda oldugunu bulmasidir. Simdiye
kadar 2000’ e yakin enzim tanimlanmis olup bu enzimlerin ¢ogunlugu saflastiriimas,
karakterize edilmistir ve bunlarinda 200’ den fazlasi kristallendirilmistir (Keha ve

Kiifrevioglu 2005).

Tim canli organizmalarin iirettigi proteinler olup bircok biyokimyasal reaksiyonu
katalizleyen enzimler, yapisal olarak proteine benzeyip ve 3 boyutlu yapisindan dolay:
da reaksiyonlarda spesifikligi oldukc¢a yiiksektir. Farkli olarak metabolizmada protein
yapisinda olmayip da reaksiyonlari katalizleyen katalitik RNA molekiilleri (ribozim) de
vardir (Schomburg et al. 2013).



Proteinlerin, en biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu enzimler olusturur. Yani katalitik
aktivite 6zelligi olan RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein yapisindadir (Nelson

and Cox 2004).

Enzimler, ¢ok yiiksek katalitik aktiviteye sahiplerdir. Tepkimeye girdikleri madde
karsisinda oldukca 6zel davranislar sergileyip molekiiliin sadece bir bolgesini etkiler.
Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik kosularda dogal olarak olusturulmaktadir.
Ancak kendilerinden beklenen aktiviteleri gostermeleri icin hiicre icinde bulunmalarina
gerek yoktur. Enzimin yapisinda amino asitler bulunmaktadir. Amino asitlerin
kendilerine has dizilisleri, konformasyon ve tersiyer yapilari vardir. Enzimlerin bir diger
0zelligi de metabolik olaylarin kontroliinii saglamak i¢in gerekli olmasidir (Goziikara

2001).

Enzimler, kullanim ag¢isindan giderek yayginlasmis ve artik giinliik hayatimizda cesitli
amagclar igin kullamlmaktadir. Ornegin; ekmek, yogurt ve peynir iiretimi gibi tiiketim,
temizlik ve hastalik teshis ve tedavisi alanlarinda enzimler biiyiilk rol oynamaktadir.
Enzimlerin biiyiik oranda kullanimi1 da kimya endiistrisi, gida prosesi, ziraat iglerinde

olmaktadir.

Enzimlerin kullanimimi ve etkisini artirmak i¢in “substrat” adi verilen kimyasal
molekiiller ile tepkimeye girmesi gerekmektedir. Her enzimin kendine 6zgii bir substrati

vardir. Enzim ile substrat arasindaki komplekse enzim-substrat kompleksidenir (Gegkil
2012).

Kendilerine has ozellikleri olan enzimler, bir substrata veya ayni fonksiyon grubuna
sahip olan diger substrat serisine kars1 etkindirler. Ayn1 zamanda ¢ok 6zel enzimler de
bulunmaktadir. Bu  enzimler maddenin izomerlerinden sadece  birisiyle

etkilesmektedirler (Tiiziin 1997).

Enzimlerde 6zel bir alan olarak bilinen aktif bolgeler vardir. Bu alanlar substratla ii¢

boyutlu bir yiizey olusturabilen amino asit yan zincirlerine sahiptirler ve bu aktif bolge



substrati kendine baglayarak enzim-substrat (ES) kompleksini olusturur. Olusan bu

kompleks farkli bir enzime veya iirline doniisebilir (Harvey and Champe 2007).

Enzimle substratin baglanmasinda iki model vardir;

1. Emil Fischer’in anahtar-kilit modelidir ki; substrat enzimin aktif kismina anahtar kilit

seklinde baglanir.
Aktif Bélge
/ ‘ > > E ‘ +
Substrat
Substrat aktif Enzim- substrat Enzim-iiriin Uriin aktif -
Enzim bolgeye yerlesir kompleksi olusur kompleksi olusur bdlgeden gider ~ Uriin

Sekil 1.1. Enzim ile substrat arasindaki anahtar-kilit modeli

Aktif bolgelerin ortak ozellikleri

e Enzimin hacmine oranla kii¢iik bir bolgeyi olusturur.

e Uc boyutlu bir yapidr.

e Bir yarik ve girinti igindedirler.

e Spesifik bir baglanma, aktif bolgeye baglanacak yapilarin belirli tarzlarda
diizenlenmeleri sonucunda olusur. Substrat bu bolgeye tam yerlesebilecek sekilde
olmalhidir. Enzim ile substrat arasindaki bu iligkiye anahtar-kilit modeli adi

verilmektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2011).



2. Daniel Koshland’in, indiiklenmis-uyum modelinde ise substrat varsa enzim, substrati
kendisine ¢eker ve baglanmig oldugu substrati pargalayip {irline doniistiiriir ve
reaksiyonun sonunda da enzimde hi¢ degisme olmadan ayrilir (Nelson and Cox 2005;
Megep 2006).

Substrat baglandiginda Urdnler
Substrat enzim seklinin degismesi ‘

.( ;t:j bElge
w @ 9

Substratin enzimin Enzim/Substrast Enzimfﬂrﬁn UriGinlerin enzimin aktif
aktif bglgesine girmesi kompleksi kompleksi bdlgesinden ayrilmas:

Sekil 1.2. Enzim ile substrat arasindaki indiiklenmisg-uyum modeli

Substrat-enzim kompleksini engelleyen ve enzim aktivitesini diisiiren bilesiklere “enzim
inhibitorleri”, olaya ise “enzim inhibisyonu” denir. Enzim aktivitesine; enzim derisimi,
sicaklik, pH, substrat derisimi, iyonik siddet, aktivatorler ve inhibitorler etki eder. Nasil
proteinler sicaktan etkilenirlerse enzimlerde aynen etkilenirler. Enzimler optimum
sicaklik (30-40 °C) ta en yiiksek aktiviteyi gosterirler. Sicaklik degismesi ise enzimin
caligma hizini negatif etkiler (Keha and Kiifrevioglu 2009; Berg et al. 2013).

ES kompleksi sayesinde her bir saniyede yaklasik olarak 100 ile 1000 arasinda yeni
iirlin meydana gelebilir. Turnover sayisi, birim zamanda bir mol enzim tarafindan iiriine
dontistiiriilen substrat sayisidir (Harvey and Champe 2007). Katalaz enzimi 40.000.000
s~! ile en yiiksek turnover sayis1 olan enzim iken, karbonik anhidraz enzimi 10.000.000
s-! ile en yiiksek ikinci turnover sayisina sahip enzimdir (Biilbiil 2003). Bilinmesi
gereken 6dnemli bir nokta ise enzimler bir veya birden fazla substrati etkilerken aktivite
gosterebilmek i¢in bazi durumlarda “kofaktor” adi verilen yan gruplara ihtiya¢ duyarlar.
Bu gruplar bazen bir metal iyonu veya kompleks bir organik bilesik (koenzim)
olabilirler (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Holoenzim, bir proteinin islevi ic¢in ihtiyag
hissedilen tiim yardimci faktorleri iceren ve katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktor

kompleksidir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Kofaktorler enzimlere ligand baglariyla



farkli kuvvetlerde tutunmus olup diyaliz yoluyla enzimlerden uzaklastirilabilirler.
Kofaktorii kendinden uzaklagmis enzim aktivitesini kaybeder. Enzimin proteinden

olusan kismina “apoenzim” denilmektedir (Goziikara 1997).

Reaksiyona giren maddelerin gerekli enerjiye sahip olmalar1 halinde reaksiyonun
gerceklesebilir. Belirli bir esik degerinden fazla olmasi gereken ve ‘“Aktivasyon
enerjisi” olarak adlandirilan bu enerji ile reaksiyonlar ¢ok hizli ilerleyebilirler. Ancak
bilinmesi gereken Onemli bir nokta ise katalizorler aktivasyon enerjisini diisiirerek
reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Enzimler ve katalizorler reaksiyona giren maddelerle belirli

bir hal olusturup serbest enerji degisimini indirerek reaksiyonu etkilerler.

1.1. Enzim Reaksiyonlarimin Hizim1 Etkileyen Faktorler

Enzim reaksiyonlarinin hizin1 etkileyen faktorler;

1- Enzim konsantrasyonu

2- Is1 veya sicaklik

3- pH

4-  Substrat konsantrasyonu

5- Isik ve diger fiziksel faktorler

6- Zaman

7- Hormonlar ve diger biyokimyasal faktorler
8- Reaksiyon {irlinleri

9- Iyonlarin dogasi ve konsantrasyonu

Enzim Kinetigi

1913 yilinda Lenor Michaelis ve Maude Menten tarafindan gelistirilen ve Michaelis-
Menten modeli olarak da bilinen ve kullanimi1 devam eden bu model ile Enzim kinetigi
igin bir¢ok acidan olumlu sonuglar elde edilmektedir (Telefoncu 2007). Enzimlerin

kinetik o6zellikleri1 Michaelis-Menten esitliginde yer alan degerlerle ifade edilir. Bazi



aragtirmacilar onceleri Enzim-Substrat ile Enzim-Substrat kompleksi arasinda bir
dengenin oldugunu ileri slirmiiglerdir. Daha sonra Michalies-Menten bu tanimi daha
fazla genisleterek bugiin kendi adlariyla anilan sabite ve esitlige ulasmislardir (Boyer

1970; Colowick and Kaplan 1987).

V=Vmax [S]/ Km + [S]

Denklemde belirtilen Km sabiti enzimin substrata olan ilgisini gosterir. Vmax enzimin
katalitik aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi (Enzim Unitesi), 25°C'de ve optimal
sartlarda 1 pmol subsrati bir dakikada iiriine doniistiiren enzim miktaridir. 1 Katal enzim
ise saniyede 1 mol madde doniigsiimiine sebep olan enzimdir. Genelde Enzim Aktivitesi,
katal cinsinden enzimin dogal hedefi varsayilarak ifade edilir. Spesifik aktivite ise 1 mg
protein basina diisen enzim aktivitesi olarak tanimlanmaktadir. Spesifik aktivite enzim
safliginin bir 6l¢iisii olup ve saflastirma basamaklarinda maksimum ve sabit bir degere

ulasilmasi hedeflenir. Boylece enzimin saf hale geldigi anlasilir (Keha ve Kiifrevioglu
2009).

Enzim aktivitesinden farkli olarak enzim inhibisyonu da ¢ok énemli bir terimdir. Enzim
inhibisyonu ise enzime baglanan ve enzimin etkinligini azaltan bir olaydir. Inhibisyonun
donilistimsliz ve doniisiimlii olmak {izere iki sekli bulunmaktadir. Doniisimsiiz
inhibisyonda inhibitor, enzime kovalent baglanabilir veya zor ayrilabilen bir kompleks
meydana getirir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Doniisiimlii inhibisyonda ise enzim-
inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Doniigiimlii inhibisyon ise yarigmali,
yarismasiz veya yari yarismali olacak sekilde ii¢ sekildedir. Ilk olarak yarismali
inhibisyon ele alindiginda inhibitdr ile substrat enzimin ayni aktif bolgesine baglanmak
i¢in yaristiklarr goriiliir. Bu yarigin etkisi ise inhibisyonun, substrat konsantrasyonu ile
ters orantili olmasi iledir. Yarismali inhibisyonda Km degeri artar Vmax degismez.
Yarigmasiz inhibisyonda inhibitér ile substrat, enzimin farkli bdolgelerine
baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan bagimsizdir.
Yarismasiz inhibisyonda ise Km degismezken Vmax degeri diiser. Yar1 yarigmali

inhibisyonda ise, inhibitér ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir ve Vmax ve Km



degerlerinin her ikisi de azalir. Doniisiimlii inhibisyonda genel olarak yarismali ve
yarigmasiz olarak ayrimini kesin bir sekilde belirtmek miimkiin degildir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Sigmodial grafikler gosteren allosterik enzim kinetigi, Michaelis-Menten kinetiginden
farkli olarak karsimiza ¢ikmistir. Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili Kj sabitinin belirlenmesi
i¢in iki temel yontemden en ¢ok kullanilan Lineweaver—Burk egrisi (Sekil 1.3); 1/V’ye
karst 1/[S] grafigi li¢ ve daha fazla farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda g¢izilerek
kesim noktalarindan degerlendirmeler yapilarak elde edilir. Farkli bir yontem olan
Dixon grafigi; iki ve daha fazla sabit substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi
cizilerek kesim noktalarindan hesaplanarak elde edilir (Segel 1975; Telefoncu 1986;
Gilbert 1992; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

a Egim: Ky/Vmax
-1/Km 1V

o 1/Vmax

| 1S

Sekil 1.3. Lineweaver-Burk grafigi

1.2. Serbest Radikaller

Oksidan madde veya serbest radikaller, kimyasal tepkimelerin bazi basamaklarinda
oksijen indirgenir ve reaktif oksijen tiirleri olarak ifade edilen ve reaktif karakterli bu tiir

metabolitlerin olusumuna yol agan faktorlerin tamamudir.

Bir veya birden cok eslesmemis elektrona sahip, kararsiz, kisa Omiirlii, molekiil
agirhiklar kiiciik, oldukga reaktif molekiiller serbest radikallerdir (Abdollahi et al.
2003).

Viicutta fitri metabolik sistemlerde serbest radikaller olusur fakat radikal parcalayan

antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan, herhangi bir



sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Organizmada serbest radikal olusturan fitri olaylarin bazilari
mitokondrial elektron transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiyotiklerin
metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biyosentetik ve
biyokimyasal yikim olaylaridir (Fridowich 1978; Ghosh and Myers 1998). Serbest
radikal diizeyinin organizmada diizenli bir denge icerisinde olmasi gerekir. Serbest
radikal dengesinin bozulmasi hiicresel veya biyolojik icerikli olabilir. Bdyle bir
durumda viicut sivilarinda ve hiicre membranlarinda bulunan antioksidanlar serbest
radikalleri notralize ederek organizmanin onlardan etkilenmemesini saglamaktadirlar
(Diindar ve Aslan 2000). Serbest radikaller etkiledigi atomun bulundugu maddenin
gorevini yerine getirememesine neden olur. Bunlarin sonucu olarak, etkilenmis olan
maddelerin biyolojik Onemine ve onun tamir edilip edilememesine bagli olarak
onemlilik ve kalicilik etkiler gosterdigi goriiliir. Serbest radikaller, hem normal
metabolizmanin yan {liriini olarak hem de toksik maddelerin etkisiyle olusabilmektedir

(Lee et al. 1998).

Reaktif oksijen tiirleri solunum ve bagisiklik sistemine bagli bazi hiicrelerde oldugu gibi
viicudun oksijeni normal kullanimi esnasinda da siirekli tiretilir. ROS siiperoksit anyon
radikali (O2+), hidroksil radikali (OH-) gibi serbest radikalleri; singlet oksijen (*Oy),
ozon (O3), hidrojen peroksit (H202), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO") ve
peroksinitrit (ONOQO") gibi serbest radikal olmayan tiirleri igerir (Giilgin 2010). Bu
reaktif oksijen tiirleri, canli metabolizmasinda fakli sekillerde meydana gelmektedir.
Normal aerobik solunum, makrofajlari, peroksizomlar1 ve polimorfoniikler 16kositleri
sitimule eder. Hiicre tarafindan iiretilen ¢ogu ROS tiiriiniin en 6nemli endojen kaynagi
peroksizomlardir. Sigara dumani, radyasyon, g¢evre kirliligi, organik ¢oziiciiler, UV

1s1nlar ve pestisitler ise ROS’ un ekzojen kaynaklaridir (Ak and Giilgin 2008).

Birc¢ok hastalik belirtilerine ve hatta erken yaslanmaya bakildiginda ROS’ un kontrolsiiz
iiretimi ve dengesiz antioksidan mekanizmasi goriiniir (Giilgin 2008). ROS’un fizyolojik
konsantrasyonlar1 hiicrenin normal fonksiyonlar1 i¢in gerekli olabilir. Serbest radikaller
niikleik asitler, lipitler, proteinler, karbohidratlar ve doymamis yag asitleri gibi 6nemli

biyomolekiillere zarar verebilir (Giilgin 2010).



1.3. Antioksidan Enzimler

Cok yiiksek katalizleme giiciine sahip olan enzimler, protein yapisindaki biyolojik
katalizorlerdir. Canlilardaki yapim (sentez) ve pargalanma reaksiyonlarinin hemen
hemen hepsi enzimlerin katalitik aktiviteleri ve yontemleriyle gerceklestirilmektedir.
Enzimler canlilar i¢in olmazsa olmazdir denilebilir. Enzimlerin 6nemini artiran bir diger
ozelligi de canli diginda da aktivite gostermeleridir. Enzimler, birgok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Serbest radikalleri zararsiz hale getiren endojen antioksidan
enzimlerdir. Organizma aktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerden etkilenmez (Arosio
et al. 2000).

1.4. Peroksidazlar

Peroksidaz enzimi, oksidorediiktaz enzim siifindadir ve eletron verme egiliminde olan
bilesikler ile bu elektronlar1 alict durumunda olan hidrojen peroksit bilesigi arasinda
gerceklesen  reaksiyonu  katalizler.  Prostetik  grup  olarak  peroksidazlar,
ferroprotoporfirin IX ihtiva eden hem proteinleridir (Adams 1978; Whitaker 1994).

Peroksidazlar, oksijenli solunum yapan canli organizmalarin hiicrelerinde bulunan
hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya g¢evirerek hiicreyi bu molekiiliin oksidatif
etkisinden korurlar (Sisecioglu et al. 2010). Peroksidaz enzimlerinin yiiksek sicakliktaki
stabilligi ve aktivitelerinin basit kromojenik reaksiyonlarla kolayca ol¢iilmesinden otiirti
protein yapisi, enzim reaksiyonlari ve enzim fonksiyonu caligmalarinda model bir enzim

olarak kullanilmaktadir (Hiraga et al. 2001).

Peroksidaz enzimleri tarafindan kataliz edilen reaksiyonun genel formiilii asagida

verilmistir (VanHuystee 1987).

HO, + AH—» 2H, O+ A
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Cizelge 1.1. Peroksidaz enzimlerinin siniflandirilmasi (Hiraga et al. 2001)

Siiper Aile Enzim Kaynak MOle%Eg;)KUtle
Eosinophill
Peroksidaz Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Hayvan Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Peroksidazlari
Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
Glutatyon Peroksiaz Hayvan, Bitki 6-22, 75-112
Prostaglantin
endoperoksit Sentaz Hayvan 115-140
Katalaz Katalaz Hayvan, Bitki 140-530
Mantar, Maya
Sitokrom ¢ .
Bitki Peroksidazlari Peroksidaz Maya, Bakteri 32-63
(Smf I) . .
Katalaz Peroksidaz Bakteri Mantar 150-240
Bitki Askorbat
Peroksidazlari Peroksidaz Bitki 30-58
(Sinf ID)
o Manganaz
B|.tk| Peroksidaz Mantar 43-49
Peroksidazlari T
Ligninaz Mantar 40-43
(Simf I1I) Peroksidaz (POD) Bitki 28-60

Hiicrede antioksidan ozellik gosteren katalaz ve peroksidaz enzimleri metabolizma
sirasinda olugsan ve oksitleyici 6zelligi olan H2O2’nin ortamdan hizli bir sekilde
uzaklastirilmasi1 islevini gerceklestirir (Halliwell 1984). Peroksidazlar tarafindan
substrat olarak kullanilan aromatik molekiiller, metabolizmada meydana gelen hidrojen
peroksiti suya indirgeyerek zararsiz hale doniistiirtirler (Kampis et al. 1984; Robinson et

al. 1987). Katekoliin oksidasyonu bu reaksiyonlara 6rnek olarak verilebilir.

OH POD © 2H.0
SRR O
@)

OH

Sekil 1.4. Peroksidazin katekol substratin1 kullanarak hidrojen peroksiti giderme
reaksiyonu
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Peroksidazlar, hidrojen peroksit molekiiliinii kullanarak inorganik ve organik
substratlarin oksidasyonunu katalizlerken, hidrokinonid aminler, hidrokinonlar ve
fenoller gibi fenolik olan ve olmayan birgok molekiilin dehidrogenasyonunu da
katalizlerler. Farkli olarak bu bilesikler arasinda 2-kresol, 2-toluidin, 4,4'-diamino
difenilen amin, pirogallol, guaiakol, o-tolidin, 16komalasit yesili, propiyonil promozin,
benzidin, di-0-anisidin ve baz1 azo-boya gesitleri bilinmektedir (Fortea et al. 2011; Fodil
et al. 2012).

Peroksidaz ile ayni sartlarda substrat olarak kullanilan guaiakoliin yiikseltgenme
mekanizmasi, aragtirmalar sonucu agiga c¢ikarilip guaiakoliin 3,3-dimetoksi-4,4

bifenokinona yiikseltgendigi tespit edilmistir (Doerge et al. 1997).

@/ “CH,
. (€
O‘CH Pcrok%ldaz
3 CH§<—> CH%
Guaiackol H Oz H,0
H,C-Q H;C-0 H,C-0
‘ H
0-CH, 0-CH, R
3,3'-dimetoksi ’
3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon 4,4'-dihidroksibifenil

Sekil 1.5. Guaiakol substratinin peroksidaz enzimi tarafindan guaiakolun renkli
oksidasyon tirlinlerine ¢evrilme mekanizmasi

Ik defa 1809°da biyomateryallerde yapilan renk reaksiyonuyla guaiakoliin substrat
olarak kullanimi gergeklesmistir. Bayir turpundan saflastirilan enzimle peroksidaz

teriminin kullanilmasi bundan 100 y1l sonra gerceklesmistir (Van Huystee 1987).
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H,0, nin indirgendigi ve guaiakol substratinin yiikseltgendigi reaksiyonlar ile peroksidaz

enziminin reaksiyon katalizleme mekanizmasi li¢ basamakta gergeklesir (Sekil 1.6).

HO  OMe
H,0

o OH
Q;'ME : OMe

Sekil 1.6. Guaiakol substrati varliginda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii

Sekil 1.6’da verilen mekanizmanin birinci basamaginda peroksidaz enzimi, Fe(IV)
iceren porfirin katyon radikali olan bilesik I'i olusturmak ic¢in peroksitin bir
ekivalentiyle reaksiyona girer. Redoks reaksiyonu olan bu reaksiyonda enzim
yiikseltgenmekteyken H.0O suya indirgenir. ikinci adimda ise bilesik 1. adimdaki
guaiakol substratindan bir proton alarak Fe(IV) haline indirgenirken, substrat bir proton
kaybederek radikale doniisiir. Bunun sonucunda olusan bilesik IT oksiferril bir merkeze
sahip bir porfirindir. Son basamakta ise bilesik II ortamdaki substrattan tekrar bir proton
alip indirgenerek ilk durumuna geri doner. Ayrica ortamda olusan radikalik substratlar

birbirleriyle etkileserek polimer hale doniisiirler (Veitch 2004).

Hayvanlar, mikroorganizmalar ve bitkilerde peroksidaz aktivitesi tespit edilenler
arasindadir. H202 yada diger peroksitleri kullanarak c¢esitli substratlarin oksidasyonunu
katalize eder. Peroksidazlar, hiicre i¢i bosluklarda, hiicre duvarinin iginde veya disinda,
plazmada bulunabilir. Hiicre duvari bilesenlerine hiicre iginde bulunan enzimin
baglanma sekli iyonik ya da kovalent olabilir (Belcarz et al. 2008). Peroksidazlarin

substrat ilgisi, spesifik aktivite, kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi
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biyokimyasal ozellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimi vardir (Fric 1976). Bazi
izoenzimler yapisal olarak ifade edilirken bazilar1 bitki yapisi ve gelisiminde 6nemli yer
tutar. Bu enzimler bitki hiicre bolmelerinde izoenzimlerin varlig: ile belirtilmis gesitli
fonksiyonlara sahiptirler (Vitali et al. 1998). Bitkilerin gelisimi, bitkilerin
biliylimesindeki hormonal diizenlenme ve strese karsi olan cevabi, hiicre duvari
metabolizmasi, oksidasyon defansinda hiicrelerin cevabi gibi birgok hiicresel siirecte

peroksidazlar rol oynamaktadirlar (Jouili et al. 2011).

Peroksidazlarin farkli bir 6zelligide biyotik ve abiyotik stresleri gosteren bir biyolojik
belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Bu enzimler ¢imlenmeden tut da yaslanmaya kadar
bir¢ok fizyolojik olayda rol oynar (Morohashi 2002). Fenolik bilesik oksidasyonu (Fry
2004), hiicre uzamasi (Liszkay et al. 2004), reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot
tiirlerinin metabolizmasi (Almagro et al. 2009), fitohormon metabolizmasi (Cosio and
Dunand 2009), hiicre duvarlar1 bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi ve hiicre duvarmin
sertliginin kontrolii, suberin ve lignin olusumunda gorev alir (Passardi et al. 2007;

Marjamaa et al. 2009).

Bununla birlikte sebze ve meyvelerin yetisme donemlerinde indoleasetik asit miktarinin
ayarlanmasi, savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991), bitkilerde hiicre
duvar proteinlerinin baglanmasi (Fry 1986; Agostini et al. 1997), lignin biyosentezi
(Duarte et al. 2000), oksidatif stres (Hiraga et al. 2001), hormonal faaliyet (Wakamatsu
and Takahama 1993) gibi olaylarda etkilidirler ve mikroanalitik uygulamalarda tercih
edilir (Kwak et al. 1996). Bitkilerde, hasarli veya enfekte dokularda fiziksel savunma

mekanizmasina (Biles and Martyn 1993) katkida bulunmaktadirlar.

Peroksidazlarin uygulama alanlarindan birisi de klinik biyokimyada ve enzim
immiinolojik testlerinde yaygin olarak kullanilmasidir (Vamos-vizago 1981; Lin et al.
1996). Peroksidazlarin bazi yeni uygulamalar1 da endiistriyel atiklar ve gida maddeleri
gibi materyallerden peroksitlerin uzaklastirilmasi, ¢esitli aromatik kimyasallarin sentezi,
fenolik bilesenler igceren atik sularin iyilestirilmesi gibi Oneriler de igermektedir

(Agostini et al. 2002).
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Yukarida verilen tabloda Ill. Simif olarak gosterilen klasik salgi bitki peroksidazlari,
hiicre duvart yap1 ve farklilagmasi ve hiicre uzamasi yanisira farkli bitki patojenlerine

kars1 savunmada gorev alan bitki salgi1 glikoproteinleridir (Zamocky and Obinger 2010).

Endiistriyel atiklar, camur, toprak ve atik sulardan fenolik bilesenlerin uzaklastirilmasi
icin ¢esitli kimyasal, mikrobiyolojik ya da enzimatik yontemler gelistirilmistir. Ozon
tedavisi gibi kimyasal yontemler, ¢ok pahalidir ve bazi toksik kloro-organik bilesiklerin
artmasina (klorin oksidasyonu) neden olabilir ki bu da fenolik bilesiklerin kendisinden
daha tehlikelidir. Horseradish ve diger bitki kaynaklarindan peroksidazin izolasyonu
mikrobiyal kaynak iiriinlerinden daha ucuzdur. Bu nedenle bitki peroksidazlart sularin
iyilestirilmesini de igeren ¢ogu ticari uygulamalar igin kullanilmaktadir (Lavery et al.

2010).

1.5. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, ¢ogu biyomolekiillerin 6zellesmis kimyasal yapilarini veya
biyolojik fonksiyonlarini saflastirma yontemidir. Bu yonteme bakildiginda bir tiir
adsorbsiyon kromatografisi oldugu anlasilir. Hangi molekiil saflagtirilacaksa matriks
denilen kolon materyaline, kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine (ligant) tersinir ve spesifik olarak baglanir. Saflastirma genellikle
bir ka¢ bin kat olur ve hazirlanan aktif materyalin geri kazanilmasi olasiligi ¢ok
yiiksektir. Farkli tekniklerle yapilirken ¢ok basamakli islemler gerektiren, ¢cok zaman
alan, hatta ayrilmasi miimkiin olmayan bir¢ok biyolojik materyalin, bu teknikle bir tek
basamakta ayrimi gerceklestirilir. Afinite kromatografisinin biiylik hacimlerle de
calismayr miimkiin kilmasi konsantre edici 6zelliginin olmasidir. Ayrimlarin yiiksek
seciciligi, birbirini etkileyen molekiillerin dogal spesifitesinden kaynaklanir (Keha ve
Kiifrevioglu 2009). Bundan otiirii afinite kromatografisi saflastirma caligsmalarinda

halen 6nemini korumaktadir. Afinite kromatografisi

e Kompleks biyolojik karigimlardan tek bir maddeyi saflagtirmak igin,

e Bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden dogal sekillerini ayirmak igin,
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e Kirletici biiylik miktarlardaki madde karigimlarindan kiiciik miktardaki biyolojik

materyalleri ayirmak icin gibi amagclarla kullanilabilir:

Afinite kromatografisinde spesifik ve yiiksek verimde bir ayrim yapabilmek igin;

e Immobilize edilen ligandin numune i¢in spesifik baglanma afinitesinin olmasi,
e Safsizliklar uzaklastirildiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli

desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir yontem bulunmasi gereklidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Peroksidaz enzimi ile ilgili saflastirmalar ilk olarak 1960’larda baslamis olup literatiirde
genis bir arastirma alanma sahiptir. Kullanilan yontemlerden bazilar1 iyon degisim
kromatografisi, ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢Oktiirmesi, jel filtrasyon

kromatografisi, hidrofobik ve metal afinite, diyaliz gibi kromatografik metotlardir.

Peroksidaz enzimi bitkisel ve hayvansal kaynakli olabilir. Incir, ananas, patates,
1spanak, baklagiller, baz1 turp tiirlerinde, mantarlarda, mayalarda ve bakteriler gibi
bitkisel kaynakli olurken karaciger, siit, dalak, tiikriik bezlerinde, hayvansal hiicrelerin
cogu kisimlarinda hayvansal kaynakli olarak bulunmaktadir (Piitter and Becker 1987).

Peroksidaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi, katyon degisimi, anyon degisimi ve
jel filitrasyon kromatografisi yoluyla bugday kepeginden saflagtirmasi yapilmistir
(Manu et al. 2009). Pancarin genetik olarak degistirilmis kok kiiltiirleri ile {iretilmis
hiicre i¢i peroksidazini (POD), iyon degisim kromatografisi ve amonyum siilfat
ayrimsal damitmasinin birlesimi kullanilarak saflastirmasi yapilmistir (Rudrappa et al.
2007). Afinite kromatografisinde %9 verimle salgamdan 269,13 kat (Kalin et al. 2014),
%2,9 verimle kirmizi lahanadan 120 kat (Somtirk et al. 2014), %10,6 verimle
karaturptan 40,3 kat (Kalin et al. 2014), %55 verimle rekombinant HRP den 12 kat
(Spadut et al. 2014), %5,8 verimle hurma yapraklarindan 17 kat (Al-Senaidy et al.
2011), %71 verimle 3 kademede at turpundan 291 kat (Lavery et al. 2010), %0,2
verimle karnabahardan 19,33 kat (Koksal and Giilgin 2008), %19 verimle vanilya
cekirdeginden 21 kat (Marquez et al. 2008), %84,6 verimle kirmizi pancardan 15 kat
(Rudrappa et al. 2007) POD saflagtirilmistir. Elektroforetik homojenlik i¢in zeytinden

elde edilen peroksidaz enzimi saflagtirilmistir (Saraiva et al. 2007).

Literatiirdeki POD enziminin saflagtirildigi bazi1 ¢alismalar ise; domatesten (Jen et al.
1980; Signoret and Crouzet 1982), lahanadan (McLellan and Robinson 1987), biiriiksel
lahanasindan (McLellan and Robinson 1987), yesil bezelyeden (Halpin et al. 1989; Lee
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and Klein 1990), pamuktan (Triplett and Mellon 1992), ¢ilekten (Civello et al. 1995),
titlinden (Gazaryan and Lagrimini 1996), havuctan (Nair et al. 1996), portakaldan
(Clemente 1998), bamyadan (Yemenicioglu et al. 1998), arpadan (Kristensen 1999),
kavundan (Rodriguez et al. 2000), isirgan otundan (Giilgin 2002), tatli patates
yumrularindan (Leon et al. 2002), hurma yapraklarindan (Deepa and Arumughan 2002),
karalahanadan (Giilgin and Yildirim 2005), brokoliden (Tipawan and Barrett 2005;
cavdar yapraklarindan (Murakami et al. 2007), zeytinden (Saraiva et al. 2007), Koksal
and Giilgin 2008), misirdan (Mika et al. 2008), at turpundan (Lavery et al. 2010),
1spanak yapraklarindan (Koksal 2011) ve papaya meyvesinden (Pandey et al. 2012)

yapilan ¢alismalardir.

Peroksidazlarin 6nemli bir kaynagi da Horseradish bitkisinin kokleridir. Horseradish
kok yumrular1 genellikle peroksidaz {retimi i¢in ticari bir kaynak olarak
kullanilmaktadir (Yamada et al. 1987). Farkli POD enzim tiirlerinin varligi, potansiyel
endistriyel proseslerin ve farkli analitik metotlarin olusmasina yol agmaktadir (Giilgin

and Yildirim 2005).

Peroksidazlar 4°C’de yaklastk 1 ay depolanma siiresince tamamiyla aktivite
gostermektedir ki, ABTS (0,0377 ve 0,0625 mM) ve o-dianisidin (0,357 ve 0,286
mM)’e ait Kn degerleri i¢in guaiacol (6,41 ve 13,89 mM)’den daha diisiik degerlere
sahiptir (Vitali et al. 1998).

Karaturp, salgam ve diger bitki g¢esitleri tlizerinde de enzim saflagtirma ve
karakterizasyon c¢alismalari mevcuttur ki; japon turpu (Raphanus sativus L.)
koklerinden askorbat peroksidaz enzimi (Ohya et al. 1997), tirk karaturpundan
(Raphanus sativus L.) peroksidaz enzimi (Sisecioglu et al. 2010) saflastirilarak
karakterize edilmistir. Kara lahanadan (Brassica oleracea) POD enzimini iig¢
kromatografik adimda 43805 (EU/mg) 33,5 kat ve %33 verimle (Giilgin 2005),
karnabahardan POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 466987,9 (EU/mg) 19,33 kat ve
%0,2 verimle (Koksal and Giilgin 2008) saflastirilmistir. Kirmizi lahanada afinite
kromotografisini kullanarak 120 kat ve %2.9 verimle (Somtiirk et al. 2014). Yabani
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sinamekinden peroksidaz saflastirilmistir (Vitali et al.1998). Marul mahsiiliinden elde
ettigi peroksidaz enzimi, Sefadeks G-100 jel filitrasyonu, DEAE - iyon degisimi ve
Triton X-114 i¢indeki faz ayrimi, sicakligin bir kombinasyonu yoluyla kismen
saflagtirilmistir (Mdluli et al.2005). Kavun meyvesinden kismen kavun peroksidazi
anyon-degisim kromotografisi yoluyla kismen saflastirilmistir (Rodriguez et al. 2000).
Hurma yapragi yagindan elde edilen peroksidaz (POD) enzimi, amonyum siilfat
coktiirmesi, anyon degisim kromatografisi ve molekiiler dislama kromatografisi yoluyla

saflagtirillmistir (Deepa et al. 2002).

Farkli turp ¢aligmalarindan bazilari; antioksidan enzimlerin turp (Raphanus sativus L.)
dokularindaki kadmiyuma verdigi tepkilerin incelenmesidir (Vitoria et al. 2001). Cin
turpunun (Raphanus sativus L.) besin kalitesi arastirilmistir (Zhao-liang et al. 2008).
Turp (Raphanus sativus L.) i¢indeki arsenatin alinimi, tasiimi ve donisimii
arastirilmistir (Smith et al. 2008), Avusturalya’da farkli sezonlar iginde yetistirilen
beyaz turpun (Raphanus sativus L.) keskinlik seviyeleri incelenmistir (Coogan et al.
2001). Jing ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ¢in kirmizi turp (Raphanus
sativus L.) koklerinde antosiyanin ve glukosinolat olusumu arastirilmistir (Jing et al.
2012). Diger bir ¢alismada ise Ispanyol karaturpunun (Raphanus sativus L.) sulu

ekstraktinin detoksifikasyon 6zelligi incelenmistir (Hanlon et al. 2009).

Aragtirmalara gore; bitki peroksidazlarinin saflastirilmasinda sadece tek bir bitki i¢in
spesifik kullanilmis olup bu da aromatik bir hidrazin kullanilarak karaturp ve salgam
POD enziminin tek basamakta saflastirilmasidir. Digerleri ise en az iki kromatografik
yonteme basvurulmustur. Saflastirma verimleri ise yiizde 02 — 70 arasinda

degismektedir.
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2.1. Calismanin Amaci

Literatiire bakildiginda bitki peroksidazi lizerine saflagtirma islemleri oldukg¢a fazladir.
Bu calismada enzim aktivitesi iizerine 3-amino 5-metil benzohidrazid, 3-amino-5-
metoksi  benzohidrazid,  3-amino-4-metil  benzohidrazid, = 3-amino-4-metoksi
benzohidrazid ve 3-amino-5-bromo benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon kinetikleri
izerine ¢alismalar yapildi ve inhibisyon etkisi gdsteren benzohidrazid tiirevlerinden
afinite jelleri hazirlandi. Bu afinite jellerinden peroksidaz enzimi alabas turpu
saflastirilarak daha Once yapilmis ¢alismalarin sonuglariyla kiyaslanarak peroksidaz
enziminin daha yiiksek verimle saflastirilmast ve farkli bitki POD enzimlerinin
saflastirilmasina 151k tutmasi amacglanmistir. Tek basamakta ve diisiik maliyette
yapabildigimiz Alabas turpu POD enzimi %28,8 verimle 1192,3 kat saflastirma
calismalarimiz iyi bir ticari kullanim potansiyelini ortaya ¢ikardi. Calismalarimizda
alabas peroksidaz enzimi saflagtirilirken 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin afinite jeli
kullanildi. Saflagtirilmis olan peroksidaz enzimi iizerine sentezlenen 3-Amino
benzohidrazid tiirevlerine inhibisyon galismasi yapildi. Calistigimiz molekiillerin 1Cso,
Ki degerleri ve inhibisyon tip belirlemesi yapildi. Alabas turpu peroksidaz enzimi
hazirlanan afinite jellerinden saflagtirtlip Onceden saflastirilmis olan 4-amino

benzohidrazid afinite kolonu ile kiyaslandi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Hidrojen peroksit, Etanol,Guaiakol,Sodyum bikarbonat, Trihidroksimetilaminometan
(Tris), CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, Siilfirik asit, Hidroklorik asit, Metanol,
Standart serum albumin, Gliserol, Sodyum asetat, Sodyum karbonat, Sodyum kloriir,
Sodyum tiyosiilfat, Sigma Chemical Company’den; Sodyum siilfat, Sodyum
dodesilstilfat (SDS), Sodyum perklorat, Sodyum azotiir, Sodyum hidroksit, N,N,N,N’-
tetrametil etilendiamin (TEMED), Tirozin, L-Tirozin, Izoproponal E. Merk AG’ den;
Potasyum fosfat, Fosforik asit, Diyaliz torbasi, Formaldehit, Glutaraldehit, N,N'-metilen
bisakrilamid, Akrilamid, Coomassie brillant blue G-250, Triklor asetik asit (TCA)
Riedel de Haen’den; B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals. inc.’den
Dikloro metan, Coomassie brillant blue R-250, Brom timol mavisi, Etil asetat, Sodyum
Nitrit, %64 Hidrazin monohidrat, Gimiis nitrat, 3-amino-5-metil metilbenzoat, 3-
amino-5-metoksi metilbenzoat, 3-amino-4-metil metilbenzoat, 3-amino-4-metoksi
metilbenzoat, 3-amino-5-Bromo metilbenzoat, Fluorochem firmasindan temin

edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Asagidaki alet ve cihazlar kullanildi.

e Spektrofotometre : Shimadzu UV 1800

e Safsu cihazi . Barnstead Easy Pure UV/UF
e Karistiric1 (Shaker) . IKA KS 130 basic

e Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

e Elektroforez tanki . Bio rad (dikey)
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e Peristaltik pompa . Ismatec

o Karstiric1 (Vorteks) . Fisons whirli-mixer

e Hassas terazi . Denver Instrument

e pH metre . Mettler Toledo Seven Compact
e Otomatik pipet . Giig kaynagi: 1-Bio Rad Power Pac 3000
e NMR . Bruker 400 MHz

e (Calkalayict : Midi Dual 14

e Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

e Afinite kolonu . Sigma

e Su banyosu . Niive

e Buzdolaplari : Samsung

e Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): Samsung
e Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Lo
e Rotary Evaparator . Heidolph

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin kullanim yerleri ve hazirlanis sekilleri asagidadir.

Cozelti hazirlamada saf su kullanildi.

Cizelge 3.1. Kolon materyali sentezinde kullanilan ¢6zeltiler

N Kullanilan Kimyasallarin Adi ve Son
Cozelti Adi Ahlman Miktarlari PH 1 Hacim
CNBEr ile aktiflestirilmis NaHCO3 0,1 M (pH 9,0) tampon
Sepharose-4B’ye L-Tirozin ¢ozeltisi- NaHCO31,68 g (0,01 | 9,0 | 200 mL
kenetlendirilmesi mol) 170 mL suda ¢ozlilmiig
Seph?;:gfsrjaBlirlw_eE[;Orﬁmokomn NaHCOs 0,2 M (pH 8,8) tampon
b hidrazid tiirevlerini ¢ozeltisi- NaHCO3 0,42 g 8,8 | 50 mL
CnzOAIATazIC tureviernii (0,005mol) 35 mL suda ¢oziildii
kenetlendirilmesi ’
Sepharose-4B-L-Tirozin-3- NaH2P04 10 mM pH 6,8 tampon
amino (R1, R2) benzohidrazid cozeltisi- NaH2PO4 3 g (0,025 6,8 | 250 mL
afinite jellerinin yikanmasi mol) 200 mL destile suda ¢6ziildii
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Afinite kolonunda kullanmilan cozeltiler:

Cizelge 3.2. Afinite kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

. Kullanilan Kimyasallarin Adi ve Alinan Son
Cozelti Ad1 Miktarlar: pH Hacim
Afinite 1
kolonlarinin NaHzPOs 10 mM (pH 6,8)- NaH..zP..O4 ..24 g(1.10 6,0 2L
. mol) 1800 mL suda ¢6ziildii
dengelenmesi
Afinite NaH2P0425 mM (pH 6,8) tamponu kullanildi-
kolonlarinin NazHPO4 2,84 g (1.10 mol) 725 mL suda 6,0 | 800 mL
yikanmasi ¢oziildi
POD 1 M NaCl igeren 25 mM NaH2POs (pH 6,8)
enziminin eliic kullanildi---11,7 g (2.10"*mol) NaCl 170 mL suda 6.8 | 200 mL
. : ¢oziildii--1,42 g (1.10 mol) NazHPO4 ¢ozeltiye ’
edilmesi . A e
ilave edilip ¢ozlinmesi saglandi

Homojenat hazirlamada kullanmilan c¢ozelti:

1- Calisilacak olan bitkiden homojenat taze olarak hazirlandi ve protein aktivite
Olclimleri yapildiktan sonra sentezlenen afinite kolonlarina tatbik edildi. Bitkiler
onceden marketlerden satin alinarak depo edildi ve deneysel c¢alismalar sirasinda
kullanilabildi.

2- 20 g tartilan Ornekler blendirda pargalacak daha sonra sivi azotla havanda
doviilerek toz haline getirildi. Toz haline getirilen numune fosfat tamponuna (pH 7.0,
0.3 M KH2POg4) alinarak buz igerisinde 10 dakika manyetik karistiricida yavas bir hizla
kanigtirildi, bir tiilbent yardimiyla stiziilecek ve sonrasinda 16.000 rpm’de sogutmali
santrifiij ile +4°C’de 60 dakika santrifiij edildi. Siipernatan ¢okelekten ayrilacak ve elde

edilen siipernatant kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edildi
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Aktivite 6lciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

Cizelge 3.3. Aktivite 0l¢limiinde kullanilan ¢ozeltiler

olan %30’luk H,0O2’den 684 uL

. Kullanilan Kimyasallarin Adi ve Son
Cozelti Adt Alnan Miktarlari PH 1 Hacim
0,1 M KH2POg4 (pH 6,0) tampon
POD enzimi aktivite dl¢iimii | ¢ozeltisi 4,08 g KH2PO4, 270 mL | 6,0 | 300 mL
suda ¢oziildi
Substrat ¢ozeltisi 45 m.I.\/I 149.4 uL Guaiakol 6,0 | 300 mL
¢oOzeltisi kullanild.
22,5 mM H20; ¢ozeltisi
Substrat ¢cozeltisi kullanild1. Yogunlugu 1,11 g/mL | -- | 300 mL

Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanmilan ¢ozelti

Proteinlerin kantitatif tayininde Coomassie brillant blue G-250 reaktifi kullanildi. 50 mg
Coomassie brillant blue G-250, 25 mL %95’lik etanol igerisinde ¢6zildii ve bu

cozeltiye %95°lik 50 mL fosforik asit ilave edildi ve ¢ézeltinin hacmi 300 mL oluncaya

kadar saf su eklendi. Hazirlanan ¢ozelti 151k gormeyecek sekilde saklandi.

Elektroforezde kullanilan cozeltiler:
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Cizelge 3.4. Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan Kimyasallarin Adi ve Alinan

Cozelti Ad1 Miktarlari oH Hi(():ri]m

1 M Tris-HCI . -
tamponu (pH 8,8) 36,3 gTris, 260 mL suda ¢oziildii-- 8,8 | 300 mL
1 M Tris-HC| 36,3 gTris, 260 mL suda ¢oziildi 6,8 | 300 mL

tamponu (pH 6,8)

1,3mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 6 mL
%10'luk SDS ve 3 mL %100'lik gliserin, |
flumuREgamponu 2 mL 0,1'lik brom timol mavisi 20 mL

karistirilarak

4,53 g Tris ve 22,53 g glisin, 1250 mL
Yiirlitme tamponu suda ¢0zildii--bunun tizerine 15 mL --- | 1500 mL
%10'lik SDS eklendi

Coomassie brillant blue boyasinda kullanilan c¢ozeltiler;

a. Renksizlestirme c¢ozeltisi: %5 metanol %7,5 asetik asit ve %87,5 destile su
karigtirilarak hazirlandi.
b. 120 mL metanolde 0,66 g coomassie brillant blue R-250'nin ¢6ziinmesi ve tizerine 24

mL saf asetik asit ile 120 mL destile suyun eklenmesi ile hazirlandi.

Giimiis boyamada kullanilan cozeltiler

1. Stabilizasyon ¢ozeltisi: 120 mL su, 20 mL asetik asit ve 60 mL %96’lik etanol
karistirilarak elde edildi.

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 9,6 g sodyum asetat, 90 mL etanol ve 160 mL saf su
karistirilip, pH 6,0"ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 300 mg sodyum tiyosiilfat, 6 mL
glutaraldehit eklenip 300 mL"ye safsu ile tamamlandi.

3. Boyama c¢ozeltisi: 200 mg gimiis nitrat, 200 mL suda ¢oziliip tzerine 60 pL

formaldehit eklendi.
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4. Yikama Cozeltisi 1: 7,5 g sodyum karbonat, 540 mL suda ¢oziildi ve tizerine 240 uL
formaldehit ilave edildi.
5. Yikama ¢ozeltisi 2: 1 ml gliserin ve 250 ml’lik %5°lik asetik asitten karistirilarak

hazirland:.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromatografi islemlerinden sonra esit hacimlerde toplanan tim fraksiyonlarda kalitatif
protein tayini yapildi. Metodun esasi proteinin yapisinda olan aromatik halkaya sahip
amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV 1sinlan
absorblamalaridir (Segel 1968).

Kromatografik islemlerden elde edilen eliiatlar kuvartz kiivetlere konuldu.
Spektrofotometrede, tamponun (proteinin iginde bulundugu) kore karsi absorbans

Olctimii yapildi.

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Bradford metoduna gére homojenattaki ve afinite kromatografisi ile saflagtirilmis enzim
cozeltisindeki protein miktarlar1 belirlendi. Negatif yiike sahip olan ve protein
tizerindeki pozitif ylike baglanan Coomassie Brillant Blue G-250 bu yontemde boya
olarak kullanildi. Bu boyanin mavi (Amax=595 nm) ve kirmizi (Amax=465 nm) formu
vardir. Kirmizi formun mavi forma doniismesini proteinin baglanmasi saglar. Bu

yontem bozucu faktorlere karsi hassastir (1-100 pg arast).



26

Protein tayin yonteminin prosediirii; 1 mL’sinde 1 mg igeren standart sigir albumin
¢ozeltisinden alinarak tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL konuldu sonra
hacimleri destile su ile 0,1 mL’ye tamamlandi. 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250
cozeltisi eklenerek vorteks ile kanstirildi. 10 dakika inkiibe edildi. Sonra 3 mL’lik
kiivetlerde 595 nm’dekore karsi absorbans degerlerine kaydedildi. Kor olarak protein
numunesinin iginde bulunmadigi tampondan, 6lgiim igin ise 0,1 mL protein ¢6zeltisi ve
4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢o6zeltilerinden karisimlar kullanildi. Elde edilen
sonuglarin absorbans degerlerine gore pg protein degerleri standart grafik haline
getirildi. Ortamdaki protein miktarin belirlenmesi i¢in saflagtirma asamalarinin
herbirinde t¢ farkl: tiipe (500, 250, 100 pL) enzim numuneleri alinarak sirasiyla 4,5,
4,75, 4,9’ar mL renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile karistirildi sonrasinda da 10
dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri kaydedildi. Ug defa
tekrarlanan bu islemlerin olgtimlerinin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten
protein miktarlar: belirlendi (Bradford 1976).

3.2.2. Peroksidaz aktivitesi tayini

Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi prosediire gore Karaturp Peroksidaz enziminin
aktivite ol¢iimii, spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosediiriin esasi, H20:
tarafindan guaiakol kromojenik substratin yiikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin
meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesine dayanir (Sekil 3.1)
(Sisecioglu et al. 2010).

POD
3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon + 2H0

H,0, +  2Guaiakol

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenme mekanizmasi

Enzim ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatilan reaksiyon yaklasik 3 dk siiresince 470 nm’de
oda sicakhginda absorbans artisi spektrofotometrede 1 c¢cm 151k yoluna sahip kiivet

kullanilarak olguldii.
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Alabas turpu peroksidaz enziminin aktivitesini tayin etmek igin

A=gb.c c=A/ebV=c.Ds

A = Absorbans (3 dakika sonunda okunan absorbans)
& = Ekstinksiyon kat sayis1 (5000 M* x cm™)

b = Isigin gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

Ds = Seyreltme katsayisi

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

formuli kullanildi.

Enzim saflastirma isleminde substrat olarak guaiakol kullanildi. 1 enzim iinitesi;

20°C’de, 1 dakikada, | umol guaiakol’iin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktaridir.

3.3. Alabas Turpr Peroksidaz Enziminin Saflastirnimasi Cahismalar

3.3.1. Ligand se¢imi

Alabas turpu POD enzimi saflastirmak i¢in 3-Amino-5-metil metilbenzoat, 3-Amino-5-
metoksi metilbenzoat, 3-Amino-4-metil metilbenzoat, 3-Amino-4-metoksi metilbenzoat
ve 3-Amino-5-bromo metilbenzoat maddeleri satin alindi ve bu bes molekiiliin hidrazin
formlart sentezlendi. Bu molekiillerin ligand olarak kullanilabilirlikleri incelendi ve
inhibisyon calismalart  yapildi.  Sentezlenen bu molekiiller diazonyum tuzu
olusturabilecek yapida olduklarindan dolay:r alabasin afinite kromatografisi ile

saflastiriimasinda 6nem arzetmektedir.
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HaC _NH,

=

NH,

3-Amino 5-metil benzohidrazid

-NH,

Iz

HsC
NH,

3-Amino 4-metil benzohidrazid

0
Br _NH
N2
H

NH,
3-Amino 5-bromo benzohidrazid

H4CO _NH,

Ir=

NH,

3-Amino 5-metoksi benzohidrazid

_NH,

H4CO
NH,

3-Amino 4-metoksi benzohidrazid

Sekil 3.2 Alabas Turpu Peroksidaz inhibitorii ve ligand olarak kullanilan molekiiller

3.3.2. 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlenmesi

3-Amino-5-metil benzohidrazid, 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-4-metil

benzohidrazid, 3-Amino-4-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-5-bromo benzohidrazid

bilesiklerinden, metil esterleri ¢ikis bilesigi olarak kullanilip, hidrazin sentezleri yapildi.
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RS (@] RS (0]
R4 R4
o NHoNH, Ho,0 NH — NH,
R3
R1 R3 R1
R2 R2
l )R1 iR3ZR5 in Rz ZNHL R4ZCH3 6 )R] ZR3 ZR5 iHﬂ Rz INHL R4ZCH3

2) Ri:Rs:Rs:H, Ro:NH2, R4:OCHs | 7) Ri1:Rs:Rs:H, Ro:NHz, R4:OCH:s
3) Ri:Ra:Rs:H, Ro:NH», Rs: CHs 8) Ri:Ra:Rs:H. R2:NHz, Rs: CH3s
4) R1:Ra:Rs:H, R2:NIH2, Rs: OCHz | 9) Ri:R4:Rs:H. R2:NHz, Rs: OCT;
5) Ri:R3:Rs:H, R2:NHz, R4:Br 10) Ri:R3:Rs:H, R>:NHz, R4:Br

Sekil 3.3. 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlendigi genel reaksiyon semast

3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezleri (Hiroshi et al. 2012) yontemine gore
yapilmistir. Bu kapsamda 3-Amino metil benzoatlar (3 mmol) ve (9-12 mmol) %64 liik
hidrazin hidrat ¢6zeltisi 30 mL metil alkol igerisinde ¢oziildii ve reaksiyon
tamamlanincaya kadar geri sogutucu altinda 1sitilarak (Reaksiyon TLC ile takip edildi)
¢oziicii uzaklastirildi. Kat1 pellet etanolde ¢oziilerek kristallenmeye birakildi ve olusan
beyaz kristaller siizge¢ kagidi yardimiyla ayrildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Boylece
3-Amino benzohidrazid tlirevi olan 5 molekiil sentezlenmis oldu. Karekterizasyonlar

H!-NMR yontemiyle dogruland.

3.3.3. Inhibitor calismalar:

3.3.3.a. 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin

incelenmesi

Literatiirde 6nceden sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-3-Amino benzohidrazid afinite
jeli ile saflastirilan alabas turp enzimi lizerine ¢alisilmasi planlanan sentezledigimiz 3-

Amino-5-metil benzohidrazid, 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-4-metil
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benzohidrazid, 3-Amino-4-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-5-bromo benzohidrazid
inhibitorlerinin inhibisyon kinetiklerinin incelenmesi amaci ile sabit substrat (guaiakol)
ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonlarinda inhibit6rlerin herbiri igin aktivite degerleri
hesaplandi. Kontrol olarak, inhibit6r igermeyen ortamda yapilan aktivite 6lgtimii kabul
edildi ve aktivite %100 olarak kabul edildi. Inhibisyon etkisi gosteren 3-Amino
benzohidrazid tiirevlerinin 1Cso (enzim aktivitesinde %50 azalmaya neden olan inhibitdr
konsantrasyonu) degerleri % Aktivite-[Inhibitdr] grafiginden bulundu. Daha sonra 5
farkli substrat konsantrasyonuna ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonuna denk gelen
aktivite degerlerinden faydalanilip Linewaver—Burk grafikleri ¢izilerek ve Ki degerleri

ve inhibisyon tipleri belirlendi.

3.3.4. Sepharose-4B-L-tirozin afinite jelinin hazirlanmasi

Afinite jeli hazirlarken CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanildi. Bu kolon
materyaline kovalent olarak L-Tirozin uzanti kolu baglandi. Sepharose 4-B-L-Tirozin
jel materyaline, ligand olarak sentezledigimiz 3-Amino-5-metil benzohidrazid, 3-
Amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-4-metil benzohidrazid, 3-Amino-4-metoksi
benzohidrazid, 3-Amino-5-bromo benzohidrazid ayr1 ayr1 diazollanarak tirozin’deki
benzen halkasinin 3 pozisyonuna kenetlendirildi. Hazirlanan afinite jellerinde Sepharose
4-B; matriksi, tirozin uzant1 kolunu, inhibitorler ise enzimin spesifik olarak baglayan

kismini olusturmaktadir.

3.3.4.a. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye Tirozin takilmasi

Aktiflestirilmis Sepharose-4B ile CNBr, 300 mL soguk su ile yikandi ve 0,1 M
NaHCO3 tamponu (pH 10) ile birlikte behere konuldu. 70 mg tirozin, 50 mL 0,1 M
NaHCO3 tamponda ¢6ziildii ve bu ¢ozelti Sepharose 4-B ile ayni behere aktarildi ve
reaksiyon baslatildi. Manyetik karistirict yardimiyla 4°C’ de 2 saat karistirildi sonra da
16 saat 4°C’de beklemeye alindi. Bu sure bittikten sonra jel, yikama suyu ile 280 nm’de
absorbans vermeyinceye kadar yikandi ve bdylece reaksiyona girmeyen tirozin
tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 300 mL 0,2 M NaHCOz (pH 8,8)
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tamponu ile tekrarlandi. Tirozin takili jel, ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindi.

Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.4’ te verilmistir.

O+..OH
o ©
‘/c—N—CH-CHz@'OH
OH  CNBr —O-CN 0o c "
N—r \ —
5 C=NH
- on 4 0
HO NH,
Sepharose-4B Sepharose-4B-L-Tirozin

imidokarbonat

Sekil 3.4. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilma reaksiyonu

3.3.4.b. 3-Aminobenzohidrazid tiirevlerinin kenetlendirilmesi

3-Amino benzohidrazid tiirevi olan 5 molekiiliin her birinden ayri olarak farkli kaplara
100’er mmol alind1 ve yakalsik 0°C’de 10 mL 1 M HCI i¢inde ¢6ziildii sonra ayni
sicaklikta icerisinde 20 mg NaNO: bulunan 5 mL ¢6zelti, inhibitér ¢ozeltisine damla
damla reaksiyon cozeltisine eklendi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmig
bulunan inhibitérler 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1M
NaOH ile pH 9,5’ a ¢ikarilarak ve sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca
karigtirlldi. Sonra 1 L saf su ve 100 mL 10 mM KH2PO4 (pH 6,8) tamponuyla yikamasi
yapild1 ve lizerine bir miktar daha ayni tampondan konularak saklandi (Whitney 1974).

Hazilanan 3-Amino benzohidrazid (tiirevi) afinite jelleri i¢in reaksiyon mekanizmalari

Sekil 3.5’te gosterildi.
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Sepharose 4B - L - Tirozin 3-aminobenzohidrazit 9) R::Ri:Rs:H. R::NHa, R3: OCH: Sepharose 4B - L - Tirozin
L 10) R;:Rs:Rs:H, R NH;, Ry:Br )

Sekil 3.5. 3-Amino benzohidrazid tiirevi molekillerin Sepharose-4B-L-Tirozin’e
kenetlendirilmesi reaksiyonu

3.3.5. Afinite kolonlarimin paketlenmesi

Dengeleme tampon ve pH 6,8 olan KH2POs‘in igine onceden hazirlanmis olan jeller
alinarak siispanse edildi. Su trombu ile vakum yapilip sistemin havasi alindi. 1x10
cm’lik kapali sistemden olusmus olan sogutmali kolona siispanse edilen jel paketlendi.
Jel ¢oktiikten sonra dengeleme tamponu kullanilarak peristaltik pompa ile yikandi.
Kolonun dengelenmis olmasimi anlamak i¢in 280 nm’de eluat ile tamponun

absorbanslarinin esitlenmis olmasina bakildi.

3.3.5.a. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Alabas turp bitkisinin homojenatlarr, 10 mM fosfat (pH 6,8) tamponu ile dengelenmis
olan kolonlara ilave edildi. Kolonlar 25 mM fosfat (pH 6,8) 500 mL c¢ozeltisi ile
yikandi. Bu sekilde Alabas turp Peroksidaz enzimi kolona tutundu ve diger safsizliklar
uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M NaCl/25 mM Na>HPO4 (pH 6,8) tamponu ilave edilerek

Alabag turp Peroksidaz enzimi eliie edildi. 1,5’ er mL halinde eliiatlar tiiplere alind1 ve
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280 nm’deki absorbanslarina bakildi. Peristaltik pompa yardimiyla kolonun akis hizi 20
ml/saat’e ayarlandi. Yeniden 1,5’ er mL halinde eliiatlar tiiplere alindi. Kore karsi her
bir eltiatin 280 nm’deki absorbans degeri olgiildii. Toplanmis olan eliiatlardan absorbans
gosteren tiiplerde 595 nm’de Bradford protein tayini ve 470 nm’de Alabas turp
Peroksidaz enziminin aktivite tayini yapildi. Aktivitesi yiikksek olan eliiatlarin SDS-
PAGE ile safliklar1 kontrol edildi.

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Belirlenmesi

Her bir afinite kolonundan Alabas turp POD enzimi saflastirildiktan sonra diyaliz edildi.
Daha sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile saflagtirilan enzimin saflik derecesi ve molekiil agirligt kontrol edildi.

Standart olarak ise molekiil agirlig1 belirlenmis proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Elektroforez plakalari ilk 6nce su ile sonra da alkolle yikandi. Her iki kenarinda bosluk
olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka alt alta getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Plakalar
sabitlestirildi ve silinger ihtiva eden, icerisinde sizdirmayi Onleyen jel, hazirlama

kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jeli: 1 M Tris-HCI (pH 8,8)20 mL, %30 akrilamid- %0,8 bisakrilamid 17,6
mL, %10 SDS, 0,52 mL %5’lik TEMED (N,N,N’,N*-tetrametil etilen diamin) 0,8 mL
ve 12,52 mL saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine son olarak %10’luk amonyum

persiilfat (NH4)2S20g (PER) 0,8 mL ilave edildi.

Yigma jeli: 1 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,64 mL, %30 akrilamid- %0,8 bisakrilamid 1,6
mL, %10’luk SDS 0,12 mL, %5’lik TEMED 0,12 mL ve 9,8 mL saf su alinarak
karistirildi. Son olarak yine %10’ luk PER’den 0,4 mL ilave edildi.

Hazirlanan ayirma jeli, hava almayacak sekilde, plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm
kalincaya kadar enjekte edildi.. Jelin donmasi i¢in bir siire beklendi. Ayirma jelinin

katilagmasindan hemen sonra hazirlanan yigma jeli, eklenecek olan taragi iistten
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gececek sekilde eklendi. Tarak iist tarafa yerlestirildi ve bir sure jelin kurumasi igin
zaman ayrildi. Tarak Ozenle cikarilldi ve plakalar elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tankinda goriilen bosluklara isaretleme yapildi ve daha sonra jelin {istii
sirasiyla saf su ve yliriitme tampon ile yitkamasi yapildi. Yiiriitme tampon elektroforez
tankinin iki tarafindan da konuldu. Her birinde 10 pg protein olacak numuneler
hazirlandi. Sicak su banyosunda 3 dakika inkiibe edildi. Numuneler sogutulduktan
sonra, ince bir enjektor ile elektroforeze uygulamasi yapildi. Alt tarafindan (+) kablo
(anot), listten (-) kablo (katot) yerlestirilen tank, kapagi kapatilarak énce 30 dk akim 90
voltta sonra da 90 dk akim 130 voltta oda sicakliginda yiiriitildi ve akim kesilerek jel,
dikkatli bir sekilde, cam plakalar arasindan ¢ikarildi.

Cam jel, elektroforez bittikten sonra karistiricida tespit ¢ozeltisiyle 30 dakika kadar
islem gordii. Sonra rediiksiyon ¢ozeltisiyle birlikte 30 dakika karistiricida bekletildi ve
jel saf su ile iyice yikandi. Daha sonra karistiricinin {stiinde, onceden hazirlanip
karanlikta bekletilen boya ile giimiis nitrat ¢ozeltisi, 20 dakika kadar boyandi. Son
olarak da banyo c¢ozeltisiyle hemen yikayip siyahlasan sivi dokiildi. Bantlar
goriildiigiinde jel karistiricinin iistiinde 1 mL gliserin ve 250 mL %5°lik asetik asitten

olusan ¢ozeltiyle 1yice yikandi (Temel 2006).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Alabas Turpu Peroksidaz Enzimi ile lgili Yapilan Arastirma Bulgular

4.1.1. Kantitatif protein tayini icin kullamlan standart grafik

Bradford yontemiyle, Alabas turpu bitkisinden hazirlanan homejenatlar ve afinite
kolonlarindan saflastirilan POD enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 tayin
edildi. Standart grafik hazirlanip alabas turpu bitkisinin homojenatlar1 ve afinite
kromatografisi ile elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktari, bu
standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik
gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

y =0,0067x
0,7 R2=0,9967

06
05
04 -
03 -

Absorbans (595 nm)

0,2 A
0,1 -

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

ng (BSA)

Sekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

*Protein miktar1 (BSA: Bovine Serum Albumini)
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4.2. Kullamilan Inhibitériin Ki ve 1Cso Degerlerinin Bulunmasina Yénelik Yapilan

Calisma Sonuclar

Bu c¢alismada 3-Amino benzohidrazid tiirevi molekiillerin alabas turpu POD enzimi
lizerine inhibisyon etkisi incelemesi yapildi. Sabit substrat konsantrasyonunda (45mM
guaiakol) ve 5 farkli inhibitor konsantrasyonunda her bir inhibitdr igin aktivite degerleri
hesaplandi. 3 farkli inhibitér konsantrasyonu ve 5 farkli substrat konsantrasyonundan
ise Ki degeri belirlendi. Ki ve ICsop deney prosediirii gosterildi. % Aktivite-
Konsantrasyon grafigi ¢izilerek ICso degeri bulundu ve Lineawear-Burk grafiginden K

degeri tespit edildi.

4.3. 3-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin Sentezlenmesi

3-Amino-5-metil benzohidrazid, 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-4-metil
benzohidrazid, 3-Amino-4-metoksi benzohidrazid ve 3-amino-5-bromo benzohidrazid
molekiilleri ticari olarak alinamadigindan bu bilesiklerin metil esterleri kullanilarak
boliim 3.3.2°de anlatildig: gibi hidrazin sentezleri yapildi. *H-NMR’ la molekiillerin
karakterizasyonu dogrulandi.

Cizelge 4.1. 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentez sonuglari

Reaktant 1 Reaktant | Ri/R2 Uriin Siire %
2 mmol (saat) | Verim
3-Amino 5-metil Hidrazin 3/12 3-Amino 5-metil 28 43
metil benzoat monohidrat benzohidrazid
3-Amino 5- metoksi | Hidrazin 3/12 5-Amino 5- 36 55
metil benzoat monohidrat metoksi
benzohidrazid
3-Amino 4-metil Hidrazin 3/12 3-Amino 4-metil 24 34
metil benzoat monohidrat benzohidrazid
3-Amino 4-metoksi Hidrazin 3/12 3-Amino 4- 32 42
metil benzoat monohidrat metoksi
benzohidrazid
3-Amino 5-bromo Hidrazin 3/12 3-Amino 5- 24 51
metil benzoat monohidrat bromo
benzohidrazid
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Satin aldigimiz 3-Amino-5-metil metilbenzoat, 3-Amino-5-metoksi metilbenzoat, 3-
Amino-4-metil metilbenzoat, 3-Amino-4-metoksi metilbenzoat ve 3-Amino-5-bromo
metilbenzoat ¢ikis molekiilleri olarak kullanilip bunlarin hidrazin formlar1 sentezlendi.
Sonuglar Cizelge 4.1°de ve sentezlenen molekiillerin *H-NMR (400 MHz) spektrumlari
Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da gosterildi.

3-Amino-5-metil benzohidrazid molekii icin NMR sonuclar::

3-Amino-5-metil benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu sonuglari.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) ppm 9.43 (bs, 1H), 6.77 (s, 1H), 6.72 (s, 1H),
6.46 (s, 1H), 5.10 (bs, 2H), 4.35 (bs, 2H), 2.15 (s, 3H)

I I I I I
630 670 6.60 650 6.40
ppm (1)
M H
HM 2
HaC
3 \QAO
] M
J JM L
I \ T T \ T T T T I
1D0.0 o0 8.0 ¥.0 6.0 5.0 4.0 340 2cC 1.1

ppm (1]

Sekil 4.2. 3-Amino-5-metil benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz 1H-NMR spektrumu

3-Amino-5-metoksi benzohidrazid molekii icin NMR sonuclari:

3-Amino-5-metoksi benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz H-NMR spektrumu
sonuglart. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) ppm 9.47 (bs, 1H), 6.61 (s, 1H), 6.50
(s, 1H), 6.22 (s, 1H), 5.21 (bs, 2H), 4.37 (bs, 2H), 3.66 (s, 3H)
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T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T
6.60 6.50 6.40 6.30 6.20
ppm (f1)
_NH
HN™ 2
MeO
e
NH,
I I I I I I I I I I
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (f1)

Sekil 4.3. 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid molekiiliinin 400 MHz H-NMR
spektrumu

3-Amino-4-metil benzohidrazid molekii icin NMR sonuglari:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 9.43 (bs, 1H), 7.06 (d, J = 1.47 Hz, 1H), 6.92
(d, J =7.76 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 7.70, 1.58 Hz, 1H), 4.95 (bs, 2H), 4.35 (bs, 2H), 2.04
(bs, 3H)
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‘ T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘

7.050 7.000 6.950 6.900 6.850 6.800

ppm (f1)
_NH
HN™ 2
O
H3C
NH>
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (f1)

Sekil 4.4. 3-Amino-4-metil benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

3-Amino-4-metoksi benzohidrazid molekii icin NMR sonuclari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & ppm 9.38 (bs, 1H), 7.11 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
7.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.80 (bs, 2H), 4.32 (bs, 2H), 3.77 (s,
3H)
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S T

7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70
ppm (1)
_NH
HN 2
o)
MeO
NH,
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (1)

Sekil 4.5. 3-Amino-4-metoksi benzohidrazid molekiiliinin 400 MHz !H-NMR

spektrumu

3-Amino-5-bromo benzohidrazid molekii icin NMR sonuclari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 9.62 (bs, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.81 (s,

1H), 5.56 (bs, 2H), 4.41 (bs, 2H)
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7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70
ppm (f1)
_NH
HN™ 2
Br
(0]
NH,
J Jk ,JL,JL\ L i
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (1)

Sekil 4.6. 3-Amino-5-bromo benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

4.4. Sentezlenen 3-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin Ki ve 1Cso Degerlerinin

Belirlenmesi

Bu calismada sentezlenen 3-Amino-5-metil benzohidrazid, 3-Amino-5-metoksi
benzohidrazid, 3-Amino-4-metil benzohidrazid, 3-Amino-4-metoksi benzohidrazid ve
3-Amino-5-bromo benzohidrazid molekiillerinin Alabas turpu POD enzimi iizerine
inhibisyon etkileri incelemesi yapildi. Guaiakol substratt doygunlugun altinda alind1 ve
reaksiyon hizi guaiakole bagli olarak bulundu. Bu amagla, sabit substrat
konsantrasyonunda (45 mM guaiakol) ve 5 farkli inhibitor konsantrasyonunda her bir
inhibitdr i¢in aktivite degerleri hesaplandi. 3 farkli inhibitor konsantrasyonu ve 5 farkl
substrat konsantrasyonundan ise Ki degerleri belirlendi. Ki ve 1Cso deney prosediirleri
gosterildi. % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulundu ve

Lineawear-Burk grafiklerinden Kjdegerleri tespit edildi.
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4.4.1. 3-Amino-5-metil benzohidrazid inhibitorii icin Alabas turpu POD enzimi

iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.2. 3-Amino-5-metil benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen
Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon
deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
’_T —
3| £ 3 2 | E 3
— = —
S =3 S =3
=|5|la| £ = |52 £ 2 e
SIC|E| & |2 2 |C|E|le| E| 2| =2
8 5] ~ ) e 5] ~ > x
o ‘@ (@) = = T = le) ] o = [=
s|e|z| £ |3|a|&|2| 2| 2| &3 | =] %
0,45 0,01
0,50 | 1,0 1,0 0,05 0 0,5 1,0 1,0 0,05 0,440 |01 75,33
2 2 0,41 0,01
= g 050 | 1,0 1,0 0,09 i 0,5 1,0 1,0 0,09 0,400 | 0,18 55,33
1 |-
ToRRS
o & 038 0,01
c o | 050 | 10 1,0 0,12 0,5 1,0 1,0 0,12 0,370 | 0,24 46,66
-_— ~ 0
E c
¢ 8 035 001
@ 050 | 1,0 1,0 0,15 0 0,5 1,0 1,0 0,15 0,340 | 0,3 37,33
0,33 0,01
050 | 1,0 1,0 0,17 0 0,5 1,0 1,0 0,17 0,320 | 0,34 30,66
120 -
100 y= 100e-3,323x
R2=0,9932
o 80
=
=
£ 60 -
<
o
> 40 -
20 -
0 T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
[3-Amino 5-metil benzohidrazid] mM

Sekil 4.7. Alabas turpu POD enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-
metil benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.3. Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-
Amino-5-metil benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
— - - .
2| o | & ) | & - E
E N = o ! = o g =
b S = = - N2 = = = bt < |3
=] S e = = - 3 s = 5 - = £ 1
e = = = = 2 - = - S < - £ £ . =
€ S = & S 2 E 2 & s | £ E a |T %| E
8 < = 3 ] = £ 2
S8 3 | ¢ r || 3 |3 & || E| 3 e |2 €| &
020 100 1,00 - | o8 |o020[00 10O\t 0780 | 0020|5475 | 033
030 100 100 - | o7 |os0 |00 1001t 0680 | 0020, | 022
o | o040 [LOO 100 - | 06 | 040|100 1001t o580 | 0020f5;, | 016
050 100 100 - | o5 [os0|200 10O\t 0480 | 0020]5, | 013
060 100 100 - | o4 |o60 |00 10O} 0380 | 0,020, 0,09
020 | 100|100 [7005[ 749 [ 020|100 [100 [ 005] 739 [0020 [ "] o33
030 | 100 [100 005 [ 540 [ 030|200 |100 [ 005 [ ggz0 [0020 [ " [ 022
i, | o0 [100 [T00 005 [ 5500 [ 040|100 [100 [005 [ 530 [0020 [ "~ [ 016
050 | 100 [100 005 [ 449 [ 050|200 | 100 [ 005 [ g430 [0020 [ "~ [ o3
060 | 100 [100 005 [ 349 [ 060|100 |100 [ 005 [ g339 [0020 [ "~ [ o009
020 | 100|100 | O1 [ ggg | 020|100 |100 [ O [ g 0020 [ | o33
(. | o0 [100 [T00 |01 [ o4g | 040|100 [100 | O1 | gug0 [0020 [ | o1
060 | 100 [L00 [ OT [ o2 [ oo |L00 [100 | O | g2a0 |0020 [~ | o000
020 | 100 [100 [ OT5 [ g5 | 020|200 |100 [ 015 [ ggzp [0020 [ | o33
030 100|100 [ O15 [ o5z [ o0 |L00 [100 | O35 | ggg0 0020 [ - 022
i, | 040|200 [100 [O0I5 [ oz | oa0 [L00 [100 [ 035 [ ga50 [0.020 [ " | o6
050 | 100|100 [0I5 [ o35 [ o0 [L00 [100 [ 035 [ o350 [0.020 [ " | 013
060 |00 [100 [ OT5 [ o5 [Tog0|T00 [100 [ 035 [ gz10 [0020 [ | o0
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—
= 03 -
=S X
= 0,25 -
=
S
= 02 -
= (]
Z 4 [10]= Kontrol
> 0,15 -
— M [11]=0,29 mM
[12]= 0,47 mM
X [13]= 0,55 mM
0,3 0,1 0,2 03 0,4
[1/(Guaiakol] mM-!

Sekil 4.8. Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino-
5-metil benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.4. Alabas turpu POD enzimi {izerine 3-Amino-5-metil benzohidrazid
inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

1Cso Ortalama Ki = SD
O Alabas turpu (mMm) mm) Inhibisyon tipi
HsC _NH
’ N2 pop
: Yarigsmasiz
0,208 0,436 + 0,133
NH3
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4.4.2. 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid inhibitorii icin Alabas turpu POD enzimi

iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik cahismalar

Cizelge 4.5. 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen
Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon
deney prosediirii

Kor Tipt Numune Tiipii
- -
E|l g E El 2| | 2| -~
3+ - — (3] — =
gl 2| E| =2 3 S El & =2 E 2 s >
o © ~ 5 2 © o~ 5 §
S| g of = = s| 5| O i Q = E <
s| ¢l £| 2| g | 3| | £ 2| 8| 8| =| =
2 - 0,50| 1,00| 1,00 | 0,03| 0,470 | 0,50| 1,00| 1,00| 0,03 | 0,01 | 0,460 | 0,0635 | 69,56
o .=
g E 0,50| 1,00| 1,00 0,04 | 0,460 | 0,50| 1,00] 1,00| 0,04 | 0,01 | 0,450 | 0,0846 | 58,15
T O
E S| 050 1,00] 1,00( 0,045| 0,455 | 0,50 1,00 1,00] 0,045| 0,01 | 0,445 | 0,0952| 51,08
N
£ E 0,50| 1,00| 1,00 0,05 0,450 | 0,50| 1,00| 1,00 0,05 | 0,01 | 0,440 | 0,1058| 40
® 0,50| 1,00| 1,00 0,06 | 0,440 | 0,50| 1,00| 1,00 0,06 | 0,01 | 0,430 | 0,127 35

120 +

y= 100e7.633x

100 R?=0,9355

80 -

60 -

% Aktivite

40 -

O T T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

[3 amino 5- metoksi benzohidrazid] mM

Sekil 4.9. Alabas turpu POD enzimi igin guaiakol substratina bagh olarak 3-Amino-5-
metoksi benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.6. Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-
Amino-5-metoksi benzohidrazid inhibitori i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
)
15 © —~~ —~ _
= 3 = ~ - = - [=
u% 8| E g | ~ £ £ g —_ g — =
o Bl = < ] = = < ] = - ] o
SElg K |E| £ | D3| 2 E L E | ¥ - E £ b
E Q| = 8 S 5 S = B < 5 € a = €
< 5| S T | Q| E = g k3 Q = = > =
s &3l 2 T E| 3 3 e | £ | E 3 e | s E | &
0,20| 1,00 | 1,00 08 | o020 |100 100 ; 0,790 | 0,010 0,29 033
030|100 |100} 07 | o030 |100 100 ; 0,690 | 0,010 02 0,22

Mo | 040|200 [200 | g5 | 040 |1L0O |L00

- 0,590 | 0,010 0,17 0,16

050|100 100 05 | os0 |100 100 ; 0490 | 0010 | 013 0,13

060 100 | 100 | o4 | ogo |100 | 100

- 0,390 | 0,010 0,12 0,09

020|100 1100 002 [ 078 | o020 |10 100 | g0p | 0770 | 0010 | 0377 | 033

030|100 1100 002 | 068 | 030 |00 100 | g0p | 0670 | 0010 027 0,22

0. | 040|100 11001 505 | 058 | o040 100 [100 | 0> | 0570 | 0010 | 024 0,16

050|100 11001 002 | 048 | o050 |10 100 | g0p | 0470 | 0010 o017 0,13

060|100 1100 002 | 038 | o060 |00 100 | g0p | 0370 | 0010 015 0,09

020|100 1100 gos5| 0755 o020 |10 100 | goas | 0745 | 0010 | 0408 | 033

030|100 1100 gos5| 0655| 030 |10 100 | o045 | 0645 | 0010 0,29 0,22

[ | 040|100 1007 go45| 0555 040 |100 1100 | o045 | 0545 | 0010 | 025 0,16

050|100 1100 gos5| 0455| o050 |00 100 | goas | 0445 | 0010 018 0,13

060|100 | 100 go45| 0355 o060 |00 |100 | gos5 | 0345 | 0010 | 017 0,09

020|100 1100 o007 [ 073 | o020 |00 100 | g07 | 0720 | 0010 | 0562 | 033

030|100 11001 007 | 063 | 030 |00 [100 | 907 | 0620 | 0010 | 035 0,22

s | 040|200 [1007 g07 | 053 | o040 |[100 1100 | 007 | 0520 | 0010 | 029 0,16

050|100 1001 907 | 043 | o050 |00 100 | 007 | 0420 | 0010 | o027 013

060|100 1001 007 | 033 | o060 |00 [100 | 007 | 0320 | 0010 | 0,24 0,09
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@ [10]= Kontrol
M ([I11]=0,116 mM

1/V (umol/ml. dk)1

[12]=0,15 mM
X[I13]=0,21 mM

I myu T T T T 1

-0,15 -005 005 0,15 025 035 045
1/[Guaiakol] mM-!

Sekil 4.10. Alabas turpu POD enzimi ilizerine guaiakol substratina bagl olarak 3-
Amino-5-metoksi benzohidrazid inhibitori i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.7. Alabas turpu POD enzimini lizerine 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid
inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

ICs0 Ortalama Kj + SD

0 Alabas turpu| vy (mM) Inhibisyon tipi
H;CO _NH,
POD

Yarigsmasiz
0,208 0,159 £0,0473

NH,
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4.4.3. 3-Amino-4-metil benzohidrazid inhibitorii icin Alabas turpu POD enzimi

iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik cahismalar

Cizelge 4.8. 3-Amino-4-metil benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen

Alabas turpu POD enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon
deney prosediirii

Kor Tiipti Numune Tiipii
— —
| & 5 | € 5
E| g E Ele| ~| 2
= < - bt — < - ol ) 2
g = S 2 - < = E 3 S - s s
= ] b 5 £ = ] < = = € g
s 2 | Q i = g % | o £ Q £ €
s| &l 2| 2| 3| 3 |&|z| 2| ¢ | 33| =|&
5 050 | 100 [ 100 | 005 | 0450 | o050 | 100 [ 10O f o05 | o001 | 0440 0125 |65
N
©
2 050 | 100 1 100 | 008 | 0420 o050 [ 100 | 100 | 008 | 001 | 0410|0201 | 5511
o
N
c
& 050 | 190 [ 100 | 009 | 0410| o050 | 190 [ 100 f 009 | o001 | 0400 0226 |50
B
£ 050 [ 100 [ 100 | 915 | 0350| o050 | 100 [ 10O [ g15 | o001 | 0340 | 0377 | 4034
o
£ 1,00 | 1,00 1,00 | 1,00
g 0,50 020 | 0300 050 020 | 001 | 0290|0503 | 3238
120 -
y= 1009—2,468x
100 R?=0,926
g w0
=
£ 60
X 40
20 -
0 T T 1
0 0,2 0,4 0,6
[3-amino 4-metil benzohidrazid] mM

Sekil 4.11. Alabas turpu POD enzimi igin guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino-4-
metil benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.9. Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-
Amino-4-metil benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipti Numune Tiipii
— T = — p = =
< S _E' o = _E' =3 TEI E
2zs| S | € 5 | € s | g ¢ 5 |3 -
EES| & | E &l 2|2 & E %2 | o | E|E s
S8l g &5 & 2 E S 185 5| = E g |% E
© 8lg E | E|3|c |8E F £ 3 213 ¢E| ¢4
020 1,00 11,00 08 | o20 |100 |1,00 - 079 | 001| 038 | 033
030 1,00 11,00 ; 07 | 030 |100 |1,00 - 069 | 001| 025 | 022
e | 040|100 |100 ; 06 | o040 [100 |100 - 059 | 001| 018 | 016
050 | 1,00 1,00 - 05 | os0 |100 |1,00 - 049 | 001| 017 | 013
060 | 1,00 11,00 - 04 | oeo |100 |1,00 - 039 | 001| 015 | 0,09

020 1,00 11,00 007 | 0730 | o020 100 100 | 907 | 0720 | 001 056 | 033

030|100 100 | 907 | 0630 | 030 [100 100 | 007 | 0620 | 001]| 031 | 0,22

i | 040 100 |00 | 507 [ 0530 | 040 100 100 | 07 | 0520 | 001| 027 | 016

050 | 1,00 1,00 007 | 0430 | o050 100 100 | 907 | 0420 | 001]| 025 | 013

060|100 100 | 907 | 0330 | o060 100 100 | 007 | 0320 | 001| 022 | 0,09

0,20 1,00 11,00 012 | o680 | o020 100 100 | 912 | 0670 | 001] 0604 0,33

030 1,00 11,00 012 | o580 | 030 100 100 | 912 | o570 | 001 036 | 022

0. | 040|100 100 | g45 | 0480 | 040 100 100 | 15 | 0470 | 001| 020 | 016

050|100 1100 | 915 | 0380 | o050 100 100 | 915 | 0370 | 001| 026 | 0,13

060 1,00 11,00 012 | 028 | o060 100 100 | 912 | 0270 | 001]| 024 | 0,09

020 1,00 1,00 017 | 0630 | o020 100 100 | 947 | 0620 | 001 066 | 033

030 1,00 11,00 017 | 0530 | 030 100 100 | 917 | 0520 | 001]| 043 | 022

s | 040|100 100 | 47| 03430 040 100 100 | 17 | 0420 | 001| 034 | 016

050 | 1,00 11,00 017 | 0330 | os0 100 100 | 917 | 0320 | 001]| 029 | 013

060 | 1,00 11,00 017 | 0230 | o060 100 100 | 917 | 0220 | 001]| 025 | 0,09
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1/V (umol/ml. dk)1
o o o o
H (O} (o)) ~

o
w

o
[N

0,1

-0,15

\v} T T T T 1

-0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45
1/[Guaiakol] mM-1

@ [I0]= Kontrol

M [11]=0,382 mM
[12]= 0,593 mM

X [13]=0,601 mM

Sekil 4.12. Alabas turpu POD enzimi ilizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-

Amino-4-metil benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.10. Alabas turpu POD enzimini iizerine 3-Amino-4-metil benzohidrazid

inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

0 ICs0 | Ortalama Kj + SDI hibs o
nhibisyon tip1
N/NHZ Alabas turpu | gy (MM) yon'tip
H POD
Hs;C Yarigmasiz
0,281 0.525+ 0,124
NH,
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Cizelge 4.11. 3-Amino-4-metoksi benzohidrazid inhibit6rii igin afinite kolonundan elde edilen
Alabas turpu POD enzimi iizerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon
deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii

~— —
—~ = _ — - —_
= S = - £ =
S g - =l — £ = = El o — )
S E A 5 £ 5 £ £ 5 S E = 2
< < ~ 2 = ™ < ~ Q a =2 <
< = o = > < = Q 5 2 = <
= = X =1 %) = = S = o n — ;3
=1 “— T = = = T = o S
o 2 S o 8 -

L L

050 | 100| 1,00 005 | 0450| 050 | 190 [ 10O | 003 | 0020 | 0450 | 0051 | 695

050 | 1,00| 100| o007 | 0430] 050|190 | 100 | 004 | 0020 | 0440 | 0068 582

050 | 100] 100] o008 | 0420| 050|190 | 100 | 9045 | 0020 | 0435 | 0077 51

3-amino 4-metoksi
benzohidrazid

1,00 | 1,00
050 1,00 1,00 0,10 0,400 0,50 0,05 0,020 0,430 | 0,085 40,2
050 1,00 1,00 0,12 0,380 0,50 100 | 100 0,06 0,020 0,420 | 0,103 30,2
120 -+
y= 100e—9,939x
100 R?=0,907
g o0
=
£ 60 -
<
S 40 -
20 -
0 T T T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[3-Amino 4-metoksi benzohidrazid] mM

Sekil 4.13. Alabas turpu POD enzimi igin guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino-
4metoksi benzohidrazid inhibitdrii ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.12. Alabas turpu POD enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 3-
Amino-4-metoksi benzohidrazid inhibitori igin 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipii
vy .58 2 |8 - 2 | 12l 2/2] - | 2 |E .
SEE|E B¢ |2 |3 BT ¢ 8 |EF ¢
© gl 3 |z = 3 = e 2
020 100 11,00 - 08 | 020[100 100 | 0780 | 0020 | 0152 | 033
030 100|100 - 07 | 030100 100 | 0680 | 0020| 01 | 022
[ 040 | 1,00 | 1,00 - 06 | 040100 11001 o580 0020 | 009 | 016
050 (100 11,00 - 05 | 050100 100 .| 0480 | 0020| 008 | 013
060 100|100 - 04 | 060|100 100 | 0380 | 0020]| 007 | 009
020 | 100|100 002 0780 | 020|100 | 1001002 | (760 19020 | 0171 | 033
030 | 100|100 002 0680 | 030|100 100002 | ggeo 19020 | 012 | 022
o 040 | L0O 100 002 0580 | 040|100 | 100002 | gggp | 0020 01 | 016
050 | 100|100 002 0480 | 050 100 | 1001002 | (460 19020 | 000 | 013
060 | 100|100 002 0380 | 060|100 | 100002 | (360 19020 | 008 | 009
020 | L0O 100 004 0760 | 020|100 | 100]004 | 740 10020 | 419 | 033
030 |L00 100 [004 0660| 030|100 | 100004 | g0 (0020 | g14 | 022
i, 040 | 100 [100 |004 0560 | 040|100 | 100004 | (540 (0020 | (11 | 16
050 | 100 [100 |0,04 0460 | 050|100 | 100004 | (440 | 0,020 01 | 043
060 | 100 100 004 0360 | 060|100 | 100004 | (340 (0020 | (o9 | 009
020 |L00 100 006 0740 | 020 100 | L00[006 | 700 10020 | 021 | 033
030 | 100 100 0,06 0640| 030|100 | 100006 | (g0 0020 | o35 | 022
I, 040 | 100 [100 (0,06 0540 | 040|100 | 100006 | 530 0020 | o015 | 016
050 | 100|100 0,06 0440 | 050|100 | 100006 | (400 0020 | 11 | 13
060 | LOO 100 006 0340 | 0,60 | 100 | 100006 | 359 | 0020 01 | 009
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Sekil 4.14. Alabas turpu POD enzimi ilizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-
Amino-4-metoksi benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.13. Alabas turpu POD enzimi fiizerine 3-Amino 4-metoksi benzohidrazid
inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

) ICs0 Ortalama Ki + SD nhibi .
nhibisyon tip1
- NH Alabas turpu (mM) (mM) o
o H POD
3 Yarigmasiz
NH, 0,069 0,243 + 0,008
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4.4.4. 3-Amino 5-bromo benzohidrazid inhibitorii icin Alabas turpu POD enzimi

iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik cahismalar

Cizelge 4.14.3-Amino 5-bromo benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen

Alabas turpu POD enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon
deney prosediirii

Kor Tiipti Numune Tiipii
—~ - ~ —~ - ~
el E| ol % el Ela| 2| 2 o
- ) — —~ =
g g £ g = = g € bt £ = = =
E 3 < 2 E g < = S = E S z
s | = | Q| B = s|El Q| & 3 = = <
s 8 T = @ s 8 T = a a X
o 2 W5 o 4 5
L L
0,50 | 1,00 | 1,00 | 0,050 0450 | o050 100 | 1,00 | 0,050 | 0,030 | 5420| 0.076 73.36
0,50 | 1,00 | 1,00 | 0,080 0.420 | os0 1,00 | 1,00 | 0,080 | 0,030 | 5390 0.121 58.15

050 [ 1,00 [ 1,00 [ 0100 [ 400 | 50| 200 | 200 [0.200 [ 0030 [ g370| 0152 | 5271

benzohidrazid

0,50 | 1,00 | 1,00 | 0,120

3-amino 5-bromo

0380 | o050 100 | 1,00 | 0120 0030 | o350 0,182 | 46,19

050 [ 1,00 [ 1,00 [ 0140 | 360 | 50| 200 | 100 [ 0240 [ 0030 [ gazo| 0212 | 4239

050 [ 1,00 [ 1,00 [ 0150 | o450 | g50| 2,00 [ 200 [ 0150 [0080 | ga00] 0228 | 38,04

120 -~
100 y= 100e-4,202x
R?=0,9964

80 -

60 -

% Aktivite

40 -

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

[3-Amimo 5- Bromo benzohidrazid] mM

Sekil 4.15. Alabas turpu POD enzimi i¢in guaiakol substratina bagl olarak 3-Amino 5-
bromo benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi



55

Cizelge 4.15. Alabas turpu POD enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 3-
Amino 5-bromo benzohidrazid inhibitori i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipti Numune Tiipii
—~ - —_ — — —
s 8|2 8 2 2| S|E E 2 2 S5 2|E -
£E€sl 5| E | &£  Z|E|3 5§ & 5| E| E|Er EZ
s8Rl 2 02 ¢ 2| 3% % ¢ 2 3| 8|%EEl g
" Ele 5 T2 308 Tz 1z
[T L
0,20 1.00 100 - 08 | 0,20 100 1100 - 0,790 | 0,010 0,29 0,33
0,30 1,00 1,00 - 0,7 | 0,30 100 1100 - 0,690 | 0,010 0,16 0,22
[1To 0,40 1,00 1,00 - 06 | 040 100 1100 - 0,590 | 0,010 0,13 0,16
0,50 1,00 1,00 - 05 | 0,50 100 1100 - 0,490 | 0,010 0,11 0,13
0,60 100 100 - 04 | 0,60 100100 - 0,390 | 0,010 0,10 0,09
0,20 100 100 009 0,710| 0,20 100100 10,09 0,700 | 0,010 0,39 0,33
0,30 1,00 1,00 0,09 0,610| 0,30 100 1100 1009 0,600 | 0,010 0,17 0,22
[1]. 0,40 100 100 009 0,510 0,40 100100 10.09 0,500 | 0,010 0,16 0,16
0,50 100 100 009 0,410| 0,50 100100 10,09 0,400 | 0,010 0,15 0,13
0,60 1,00 1,00 0,09 0,310| 0,60 100 1100 1009 0,300 | 0,010 0,14 0,09
0,20 100 100 0,12 ] 0,680 0,20 100100 012 | 0,670 | 0,010 0,42 0,33
0,30 1,00 1,00 0.12 0,580| 0,30 100100 012 0570 | 0,010 0,18 0,22
[1] 0,40 1,00 1,00 0.12 0,480| 0,40 100 1100 012 0,470 | 0,010 0,17 0,16
0,50 1,00 1.00 0.12 0,380| 0,50 100 1100 012 0,370 | 0,010 0,16 0,13
0,60 1,00 1,00 0.12 0,280| 0,60 100 1100 012 0,270 | 0,010 0,15 0,09
0,20 1.00 1,00 015 0,650 | 0,20 100100 0.5 0,640 | 0,010 0,45 0,33
0,30 1.00 1,00 015 0,550| 0,30 100100 0.5 0,540 | 0,010 0,33 0,22
[1]s 0,40 1,00 1,00 0.15 0,450| 0,40 100 1100 1015 0,440 | 0,010 0,19 0,16
0,50 1,00 1,00 0.15 0,350| 0,50 100 1100 1015 0,340 | 0,010 0,17 0,13
0,60 1.00 1,00 015 0,250| 0,60 100100 0.5 0,240 | 0,010 0,16 0,09
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0,45
0,4
0,35
@ [I0]= Kontrol
0,25
M [I1]=0,359 mM
[12]= 0,55 mM

1/V (umol/ml.dk)1

X [13]=2,21 mM

-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Guaiacol] mM-!

Sekil 4.16. Alabas turpu POD enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino
5-bromo benzohidrazid inhibitérii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.16. Alabas turpu POD enzimini iizerine 3-Amino 5-bromo benzohidrazid
inhibitoriiniin inhibisyon etkisi

ICsp  |Ortalama Ki+ S.D
0 Alabas turpu (mM) (mM)
Br NH, POD

[nhibisyon tipi

=

Yarismasiz
0,165 0,706 + 0,446
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Cizelge 4.17. Alabas turpu POD enzimi iizerine ligand molekiillerin toplu kinetik
sonugclari

LIGAND 1Cso Ki Inhibisyon Tipi
MOLEKULLER (mM) (mM)
0
H4C _NH;
Q/U\H 0,208 0,436+ 0,133 Yarigmasiz
NH;

0
H,CO o NHz
H 0,208 0,159 +0,0473 Yarismasiz
NH,

0
_NH, v
N 0,281 0,525+0,124 arismasiz
H
H5;C
NH,

0

N,NH2

H 0,069 0,243 + 0,008 Yarismasiz
H5CO

NH,
O
Yarismasiz
Br\@N’NHZ 0,165 0,706 + 0,446 ’
H
NH,
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Alabas turpu POD Enzimlerinin  3-Amino benzohidrazid Tiirevleriyle

Saflasgtirilmasi Sonuglari

Alabas turpu POD enzimleri iizerine 3-Amino-5-metil benzohidrazid, 3-Amino-5-
metoksi  benzohidrazid, = 3-Amino-4-metil  benzohidrazid, = 3-Amino-4-metoksi
benzohidrazid, 3-Amino-5-bromo benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon etkileri
incelendikten sonra bu molekiillerin ligand olarak kullanildig1 Sepharose 4-B-L-Tirozin-
3-Amino-5-metil  benzohidrazid,  Sepharose  4-B-L-Tirozin-3-Amino-5-metoksi
benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-3-Amino-4-metil benzohidrazid, Sepharose 4-
B-L-Tirozin-3-Amino-4-metoksi benzohidrazid Sepharose 4-B-L-Tirozin-3-Amino-5-
bromo benzohidrazid kolonlarinin sentezi boliim 3.3.4.b’de anlatildig1 gibi yapildi.
Hazirlanan kolonlardan Alabas turp bitkisinden peroksidaz enziminin saflastirilma
kademelerinde 470 nm de aktivite tayini yapildi. Tiim kolonlardan saflastirilan Alabag

turpu POD enziminin saflastirma sonuglari Cizelge 4.19’da gosterildi.
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Cizelge 4.18. Afinite kolonlarindan elde edilen Alabas turpu POD enzimi igin
hazirlanan saflastirma tablosu
= ® | =
= q')j -—13 = Hv =) 2
2 o SE|SE|E25| 8| RE|BE| . &
g O ES5| e | <W|25| xS |58|v 2
Ko o e X 2 ot —_ = T = T— >_'> =
= Seg |<W| ZE | S gz =Y v
< [ z rE k=] &
S A
Homojenat| ¢ 353 | 124 | 2118 | 7,44 | 2846 | 100 1
3-Amino -5metil
benzohidrazid | Sepharose
. 1,5 | 40,72| 0,0012 | 61,08 | 0,0018| 33933,3| 28,8 | 1192,3
4B Afinite
Homojenat| ¢ 343 | 124 | 2058 | 7,44 | 27,66 | 100 1
3-Amino 5-metoksi Sepharose
benzohidrazid i 3 | 46,94| 00016 | 140,82| 0,0048| 29337,5| 68,4 | 1060,6
4B Afinite
Homojenat| ¢ 39,26| 124 | 2355| 744 | 3166 | 100 1
3-Amino 4-metil | Sepharose
benzohidrazid
4B 15 | 37,8 | 0,0011| 56,7 |0,00165 34363,6| 24,07| 1085,3
Afinite
: 6
3. Amino 4-metoksi | HomMoienat 46,7 | 124 | 2802 | 7.4 37,6 | 100 1
: : Sepharose
benzohidrazid
enzohidrazi 4B 6 | 21.8| 00017 | 1308 | 00102| 12823,5| 46,9 | 341.1
Afinite
: 6
3. Amino 5. Homojenat 60 1,24 | 360 7.4 484 | 100 1
: . | Sepharose
h
bromo benzohidrazid = o 3 | 384 |00013| 1152 | 0,0039| 295385| 32 | 610,3
Afinite

4.5. Alabas Peroksidaz Enzimi Uzerine SDS-PAGE ve Kinetik Calisma Sonuclar

4.5.1. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuglari

Sentezledigimiz molekilleri kullanarak hazirladigimiz Sepharose 4-B-L-Tirozin-afinite

jellerinden saflastirdigimiz  Alabasg turpu POD enziminin safligimi ve molekiil

agirliklarini belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi. Jellerin boyanmasinda giimiis boyama
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metodu daha hassas oldugu i¢in tercih edildi. Saflastirilan enzimlerin SDS-PAGE
fotograflar Sekil 4.18’de gosterildi.

Sekil 4.17. Alabas turpu POD enzimininSDS-PAGE fotografi

(1) 3-Amino-5-metil benzohidrazid, (2) 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid, (3) 3-Amino-4-
metil benzohidrazid afinite kolonlarindan saflastirilan Alabas turpu POD enziminin SDS-
PAGE fotografi
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5. TARTISMA ve SONUC

Peroksidaz (POD) enzimi prostetik grup olup hem de grubu iceren bir glikoprotein olup
bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulunur (Rompel et al. 2007).
Peroksidazlar farkli aromatik bilesikleri substrat olarak kullanarak, metabolizma

esnasinda ortaya ¢ikan H2O2’yi etkisiz hale getirmektedirler (Robert et al. 1993).

POD organik molekiillerin sterospesifik biyotransformasyonunda kullanilmaktadir

(Adam et al. 1999; Zilbeyaz et al. 2012).

Peroksidaz enzim ailesinin kiiglik bir boliimiinti bitkisel peroksidazlar (POD) olusturur
(Fry 1986). Peroksidaz enziminin, bitkilerde hormonal faaliyet (Wakamatsu and
Takahama 1993), savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991) ve lignin
biyosentezi (Duarte et al. 2000) gibi hayati fonksiyonlarda ¢ok 6nemli gorevler aldigi
bilinmektedir.

Organizmalarda olduk¢a yayilimi fazla olan peroksidazlar, bayir turpu kokii, karaturp,
domates tohumlari, patates yumrular1 ve Kkiiltiirli yerfistigi vs. hiicrelerinden
saflagtirllmig (Miranda et al. 2002) olup bu da peroksidazlarin farkli kaynaklardan izole
edildiginin gostergesidir. Ayn1 zamanda da ¢ok genis bir uygulama alani1 bulunan ve
ticari olarak da 6nemi artan bitki peroksidaz enzimlerinin saflagtirilmasinin ¢aligmalari

her gecen giin fazlalasiyor.

Arastirmacilarin temel hedeflerinden biri de enzimlerin afinite kromatografisi teknigi ile
tek basamakta ve yiiksek saflikta saflastirilmasidir. Afinite kromatografisi bir cesit
adsorbsiyon kromatografisi olup istenen molekiil, matriks adi verilen bir kolon
maddesine kovalent olarak baglanan liganda spesifik ve tersinir bir sekilde tutunur ve

secimli bir bigimde liganttan ayrilir.
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Peroksidaz inhibitorleri olarak bilinen hidrazidler, farkli hidrazin ve hidrazin tiirevleri,
hidralazin (tansiyon diisiiriicii), izoniazid [INH (izonikotinik hidrazit) tiiberkiiloz
antibiyotik], iproniazid (sakinlestirici), mebanazine, izokarboksazid, fenelzin
(monoamin oksidaz inhibitorleri), ve PHZ (fenilhidrazin; polisitemi kontrolii), terapotik
olarak kullanilmistir. Ama bu bilesiklerin ¢ogu uzun siire kullanildiginda baz-gifti
mutasyonlari, karaciger hasari, hemolizise gibi etkilere yol agtigindan ilag olarak
kullanilmamaktadir. Hidrazinler ve hidrazid inhibitorleri metabolik olarak aktive edilir.
Enzimatik reaksiyondan sonra, aktive edilen inhibitorler ayn1 enzime ya da farkli bir
biyomolekiile; ya yeniden baglanir ya da aktif bolgeden serbest birakilir bu da
inaktivasyona yol agar. Hem baglanma afinitesi hem de aktif inhibitoriin reaktivitesine
gore ozgiilliik degisir. HRP C, PHZ tarafindan etkili bir sekilde inaktive edilir ama PHZ
sliperoksit tiretimi i¢in pH 7,0' da oto-oksidasyona maruz kaldigindan, terapotik bir
madde olarak uygun degildir. Bunun tersine, INH 1 oto-oksidasyonu pH 7,0' da daha
az bir hizda gergeklesir. Mycobacterium tuberculosis/katalaz peroksidaz ile
aktivasyondan sonra aktive INH bir inhibitoriiniin olusturulmasi i¢in, enoil rediiktazin
kofaktorii ile reaksiyona girer. Tiiberkiiloz tedavisi i¢in diinya ¢apinda dnde gelen INH
ilacinin alerjik ve otoimmun sendromlar iceren ciddi yan etkileri vardir. INH ig¢in
goriilen bu yan etkiler, ilag olarak metabolik olarak aktif hidrazitlerin kullanilmasi ile

ortaya ¢ikan problemlerin gériinmesine de olanak saglamaktadir (Aitken et al. 2003).

Peroksidazlara inhibitdr olma potansiyelleri lizerine birgok calisma yapilmistir (Kalin et
al. 2014). Calismalarin sonuglarinda goriildiigi tizere doniisimlii inhibitér olma
potansiyelleri {izerine POD enzimlerinin saflastirilmasinda kullanilma potansiyelleri
vardir. POD saflagtirma ¢aligsmalari ile ilgili bir¢ok yontem literatiirde gosterilmistir.
Bagarili bir saflagtirma diisiiniildiigiinde ise 6ncelikle matrikse kovalent baglanabilecek
bir liganda ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu ligandin numune i¢in spesifik baglama afinitesi
olmal1 ve safsizliklar uzaklastirildiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli
desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir metod bulunmasi gerekmektedir. Bu metodlarin
kullanildig1 bir¢ok ¢alisma vardir. Bu calismalara 6rnek olarak brokoliden (Tipawan
and Barrett 2005; Koksal and Giilgin 2008), kara lahanadan (Giilgin and Yildirim 2005),
lahanadan (McLellan and Robinson 1987), Leucaena leucocephala agact meyvesinden,
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papayadan (Pandey and Dwivedi 2011; Pandey et al. 2012), kirmizi pancardan
(Rudrappa et al. 2007), 6rnek verilebilir.

Literattirde peroksidaz enzimleri vanilya ¢ekirdeginden POD enzimi iki kromatografik
adimda 1563,5 (EU/mg) 21 kat %19 verimle (Marquez et al. 2008), kara lahanadan
POD enzimini ii¢ kromatografik adimda 43805 (EU/mg) 33,5 kat %33 verimle (Giilgin
and Yildirnrm 2005), at turpundan POD enzimi iki kromatografik adimda 772,25
(EU/mg) ve 291 kat %71,3 verimle saflastirilmistir (Lavery et al. 2010).

Afinite kromatografisinde ligand olarak PABH kullanilarak POD enzimi salgamdan %9
verimle 269,13 kat (Kalin et al. 2014), karaturptan %10,6 verimle 40,3 kat, kirmizi
lahanadan ise 120 kat %2,9 verimle (Somtiirk et al. 2014) saflastirilmas1 yapilmustir.
Calismalarda ozellikle bitkilerin ¢icek ve saplarinda, yaralanan govdelerinde, hiicre
duvari, ribozom, yapraklarinda, nucleus ve hiicre membranlarinda bulunan POD
enziminin afinite kromatografi metoduyla saflastirilmasindan elde edilmistir. POD
enziminin saflastirilmasinda kullanilan farkli yontemler, afinite kromatografisine gore

zaman ve maliyet acisindan daha fazladir (Ozdemir et al. 2001).

Saflagtirma islemlerinde ¢ok O6nemli bir yere sahip olan afinite kromatografisi, ¢ok
basamakli saflagtirma islemleri esnasinda enzim aktivitesinde meydana gelen 6nemli

kayiplart ortadan kaldirir ve enzimi yiiksek bir verimle izole eder.

Bu tez calismasinda amag ise saflastirma caligmalarini daha ileri gotiiriip verimi

artirmaya katki saglamaktir.

Labaratuvar grubumuzca daha once galisilan 4-Amino benzohidrazidin ligand olarak
kullanildig1 karaturp ve salgam bitkilerinden POD enziminin saflastirilmas1 ¢alismasi
esas almarak (Kalin et al. 2014), Alabas turpu bitkisinden POD enziminin
saflastirilmasi i¢in afinite jeli hazirlandi. Ligand olarak 3-amino benzohidrazid tiirevi

molekiillerin bagli oldugu afinite kolonundan saflastirilan enzimlerin kinetik 6zellikleri,
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kullanilan ligandin kinetik &zellikleri, protein tayini, SDS-PAGE metoduyla molekiil

kitlesi belirlendi.

Alabas turpu POD enziminin, 3-Amino benzohidrazid tiirevi molekiilleri ligand olarak
afinite kromatografisinde kullanarak, yiiksek saflikta ve verimde elde edilmesi hedefiyle
Sekil 3.2° de verilen tiirevler ticari olarak temin edilemediginden dolayr molekiillerin
metil benzoat tiirevleri satin alinarak hidrazin sentezleri tarafimizca yapildi ve sonuglar
Cizelge 4.1°de gosterildi. Sentezi yapilan 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin ilk olarak
inhibisyon kinetikleri incelendi ve doniisiimlii inhibisyon gosteren molekiillerin afinite
jellerinin sentezi yapildi. Saflagtirma tablolar1 hazirlandi ve elde edilen sonuglar
tartisildi. Calismalarimizin biitiin basamaklarinda kantitatif protein tayinleri Bradford
metodu kullanilarak yapildi. Bu yontemle saflastirilan hemolizattaki protein miktarlar
veenzim ¢ozeltisi belirlendi. Bu yontem Proteine Coomassie Brillant Blue G-250’ nin
baglanmasi esasina dayanip olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans
gostermektedir. Cok hizli bir sekilde proteine boya baglanmasi olmaktadir. Protein—

boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir ve 1-100 ug arasinda bir hassasiyeti vardir
(Bradford 1976).

Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladigi (2010) prosediir uygulanarak peroksidaz
enziminin aktivite 6l¢iimii, spektrofotometrik olarak belirlendi. CNBr ile aktiflestirilmis
Sepharose-4B matriks, L-Tirozin ise uzanti kolu olarak kullanildi. Her bir inhibitorden
90 pumol madde alinarak Sepharose-4B-L-Tirozin jelleri hazirlandi. Homojenatlar
hazirlanan kolonlara tatbik edildi, As7o yiiksek olan eluatlar birlestirildi ve protein tayini

yapildi.

Saflastirilan bu enzim {izerine 3-amino-5-metil benzohidrazid, 3-amino-5-metoksi
benzohidrazid, 3-amino-4-metil benzohidrazid, 3-amino-4-metoksi benzohidrazid ve 3-
amino-5-bromo benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon kinetikleri detayli olarak
incelendi. Bu calismalarda kiivetteki inhibitér konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2, 4.5, 4.8,
411 ve 4.14 de gosterildi. Guaiakol substratina bagli olarak inhibisyon etkisini

incelemek amaciyla, doygun olmayan guaiakol reaksiyon ortamina farkli
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konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu
degerlerle % Aktivite grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulundu. Alabas turpu POD
enzimi i¢in bu grafikler Sekil 4.7, 4.9, 4.11, 4.13 ve 4.15°da gosterildi.

Alabas turpu POD enzimi i¢in ICso degerleri 3-amino-5-metil benzohidrazid igin; 0,208
mM, 3-amino-5-metoksi benzohidrazid i¢in; 0,208 mM, 3-amino-4-metil benzohidrazid
icin; 0,281 mM, 3-amino-4-metoksi benzohidrazid i¢in; 0,069 mM ve 3-amino-5-bromo

benzohidrazid i¢in; 0,165 mM olarak hesaplandi.

Inhibisyon tiplerini belirlemek amaci ile K; degerlerinin hesaplanmasi ¢aligmalari
yapildi. Alabas turpu POD enzimi i¢in 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve
3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda aktivite Ol¢iimii yapildi inhibitor
konsantrasyonlari Cizelge 4.3, 4.6, 4.9, 4.12 ve 4.15’te gosterildi. 3-amino-5-metil
benzohidrazid, 3-amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-amino-4-metil benzohidrazid, 3-
amino-4-metoksi benzohidrazid ve 3-amino-5-bromo benzohidrazid ig¢in Lineweaver-
Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon gesitleri ve Kjdegerleri bulundu (Lineweaver et al.
1934).

Alabas turpu POD enzimi iizerine denenen inhibitdrlerin Kj grafikleri Sekil 4.8, 4.10,
4.12, 4.14, ve 4.16de gosterildi. Alabas POD enzimi K degerleri sirasiyla 3-amino-5-
metil benzohidrazid i¢in; 0,436 mM, 3-amino-5-metoksi benzohidrazid i¢in; 0,159 mM,
3-amino-4-metil benzohidrazid i¢in; 0,525 mM, 3-amino-4-metoksi benzohidrazid igin;
0,243 mM ve 3-amino-5-bromo benzohidrazid igin; 0,706 mM olarak grafiklerden
yararlanilarak hesaplama yapildi. Bu sayede saflastirmada ligand olarak kullanilacak
molekiillerin detayli kinetik parametreleri ve inhibisyon tipleri ilk kez tespit edilmis
oldu. Calisilan 3-amino benzohidrazid tiirevi molekiillerin Alabas turpu POD enzimi
icin yeni inhibitorleri olarak belirlendi ve inhibisyon etkisi gosteren bu molekiillerin her

biri i¢in afinite jelleri sentezlendi.

L-Tirozin ise uzanti kolu olarak CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriks
kullanildi. Her bir inhibitérden 90 mmol madde alinarak Sepharose-4B-L-Tirozin-3-
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amino-5-metil benzohidrazid i¢in, 3-amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-amino-4-metil
benzohidrazid, 3-amino-4-metoksi benzohidrazid ve 3-amino-5-bromo benzohidrazid
jelleri hazirlandi. Homojenatlar hazirlanan kolonlara tatbik edildi, As7o yliksek olan

eluatlar birlestirildi ve protein tayini yapildi.

Alabas turpu POD enzimi saflagtirma tablolar1 Cizelge 4.1 ve 4.19°da gosterildi. Alabas
turpu POD enzimini saflastirmak igin 3-amino-5-metil benzohidrazid molekiilii
kullanildiginda Alabas turpu POD enzimi %28,8 verimle 1192,3 kat, 3-amino-5-
metoksi benzohidrazid ile %68,4 verimle 1060,6 kat, 3-amino-4-metil benzohidrazid
%24,07 verimle 1085,3 kat, 3-amino-4-metoksi benzohidrazi %46,9 verimle 341,1 Kkat,
3-amino-5-bromo benzohidrazid ile %32 verimle 610,3 kat saflastirildi.

3-Amino-5-metil benzohidrazid molekiilii ile yapilan saflastirma ¢aligmalarinda Alabas
turpu POD enzimi %28,8 verimle 1192,3 kat saflastirma katsayisina ulasilmigtir. Afinite
teknigi kullanilarak Alabas turpu POD enziminin saflastirmada 3-amino-5-metil
benzohidrazid molekiiliiniin ligand olarak kullanilabileceginin olduk¢a 6nemli oldugu

belirlendi ve bu calisma ilk defa tarafimizdan gerceklestirildi.

Saflagtirilan Alabas turpu POD enzimlerinin safligint ve molekiil agirliklarini
belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi ve sekil 4.18’de Alabas turpu POD enzimi igin
SDS-PAGE fotografi gosterildi ve molekiil agirligi 47 kDa olarak hesaplandi.

Sonu¢ Olarak;

3-Amino metilbenzoat tiirevleri hazir olarak satin alinarak  3-Amino-5-metil
benzohidrazid, 3-Amino-5-metoksi benzohidrazid, 3-Amino-4-metil benzohidrazid ve
3-amino-4-metoksi  benzohidrazid, 3-Amino-5-bromo benzohidrazid molekiilleri

sentezlendi ve Alabas turpu POD enzimi iizerine inhibisyon etkileri incelendi. Calisilan
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bes molekiiliin enzimin yeni, doniisiimlii ve etkili inhibitor oldugu tespit edildi ve afinite

kolonunda ligand olarak kullanilma potansiyelleri ortaya konuldu.

Bu molekiiller kullanilarak afinite jelleri hazirlandi, Alabas turpu POD enzimleri tek
basamakta saflastirildi. Alabas turpu POD enzimlerinin saflastiriimasinda; 3-Amino-5-
metil benzohidrazid molekiiliiniin ¢alistigimiz molekiiller igerisinde en etkili ligand
oldugu belirlendi. Saflastirmada elde edilen verimlerin ve saflagtirma katsayilarinin,
literatiirde olan c¢alismalardan ¢ok daha kisa siirede ve tek kademede daha yiiksek

oldugu goriildii.

Ligand olarak kullandigimiz 3-Amino-5-metil benzohidrazid molekiiliiniin, ucuz
maliyette ve yliksek verimde Alabas turpu POD enzimlerini saflastirdig1 ve diger bitki

peroksidazlarini da saflastirmada kullanilma potansiyelinin oldugu belirlendi.
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