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OZET

DOKTORA TEZi

HORSERADISH PEROKSIDAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI ICIN YENI BIR
AFINITE KROMATOGRAFI YONTEMININ GELISTIRILMESI

Serpil GERNI
Damsman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Amag: Bu tez calismasinda 4-Amino benzohidroksamik asit tiirev molekiilleri kullanilarak
Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin tek basamakta ve yliksek verimde saflastirilmasi igin
en etkili ve yeni afinite ligantlarinin belirlenmesi hedeflendi.

Yontem: f{lk defa 4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit, 4-Amino 3-nitro
benzohidroksamik asit, 4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit ve 4-Amino 3-kloro
benzohidroksamik asit molekiilleri sentezlenerek HRP enziminin saflastirilmasinda kullanildi.
Molekiillerin metilbenzoat formlarindan hidroksamik sentezleri yapilarak HRP enzimleri
tizerine inhibisyon etkileri incelendi ve doniisiimlii inhibisyon gosteren molekiiller Sepharose-
4B-L-Tirozin jel materyaline baglanarak elde edilen afinite jelleri ile tek kademede HRP
enziminin saflastirilmasi gerceklestirildi. FT-IR ile afinite jeli kontrol edildi.

Bulgular: Horseradish POD enzimi; ligand olarak farkli molekiiller kullanilarak sentezlenen
afinite jeli ile sirasiyla 4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit ligandi i¢in %35,97 verimle
601,13 kat, 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit molekiilii i¢in %14,00 verimle 404,11 kat,
4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit molekiilii ile %8,70 verimle 394,88 kat, 4-Amino 3-
kloro benzohidroksamik asit molekili ile %4,48 verimle 284,85 kat saflastirildi. Tiim
kolonlardan saflastirilan enzimin molekiil agirligt ve enzim safligit SDS-PAGE ile kontrol
edildikten sonra sonucun dogrulugunu teyit etmek amaciyla western blot analizi yapildi. HRP
enzimi i¢in 40-50 kDa’da tek bant gézlendi. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit ve 4-
Amino 3-metil benzohidroksamik kolonlar1 i¢in kolon tutma kapasitesi, HRP enzimi igin
degisik pH, sicaklik, iyonik siddetlerde calisildi. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit
kolonu i¢in HRP enzimi pH 8,0 sicaklik 15°C, iyonik siddet 0,4 M, 4-Amino 3-metil
benzohidroksamik asit kolonu i¢in ise pH 7,5 sicaklik 20 °C, iyonik siddet 0,4 M olarak
hesaplandi.

Sonu¢: Tez kapsaminda Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino-2-metoksi benzohidroksamik asit
ligandinin, bilinen diger ligandlara oranla HRP enzimini daha yiiksek verimle saflagtirdigi
bulundu.

Mart 2022, 78 sayfa

Anahtar Kelimeler: horseradish peroksidaz (HRP), afinite kromatografisi, saflagtirma, 4-
amino benzohidroksamik asit tlirevleri
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ABSTRACT

DOCTORAL DISSERTATION

DEVELOPMENT OF A NEW AFFINITY CHROMATOGRAPHY METHOD FOR
PURIFICATION HORSERADISH PEROXIDASE ENZYME

Serpil GERNI
Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Aim: In this thesis, it was aimed to determine the most effective and new affinity ligands for
the purification of Horseradish Peroxidase (HRP) enzyme in one step and with high efficiency
by using 4-Amino benzohydroxamic acid derivative molecules.

Method: For the first time, 4-Amino 2-methoxy benzohydroxamic acid, 4-Amino 3-nitro
benzohydroxamic acid, 4-Amino 3-methyl benzohydroxamic acid and 4-Amino 3-chloro
benzohydroxamic acid molecules were synthesized and used in the purification of HRP
enzyme. Inhibition effects on HRP enzymes were investigated by hydroxamic synthesis of
molecules from methylbenzoate forms, and HRP enzyme purification was carried out in one
step with affinity gels obtained by binding reversible inhibiting molecules to Sepharose-4B-L-
Tyrosine gel material. The affinity gel was checked with FT-IR.

Results: The affinity gel that synthesized using different molecules as ligands were used for
purified of HRP POD enzyme. It was purified for 4-amino 2-methoxy benzohydroxamic acid
ligand 601.13 times with 35.97% yield, 4-amino 3-nitro benzohydroxamic acid ligand 404.13
times with 14.00% yield, 4-amino 3-methyl benzohydroxamic acid ligand 394.88 times with
8.70% yield, and 4-amino 3-chloro benzohydroxamic acid ligand 284.85 times with 4.48%
yield, respectively. After controlling the molecular weight and enzyme purity of the purified
enzyme from all columns by SDS-PAGE, western blot analysis was performed to confirm the
accuracy of the result. For the HRP enzyme, a single band was observed at 40-50 kDa. Column
holding capacity for 4-Amino 3-nitro benzohydroxamic acid and 4-Amino 3-methyl
benzohydroxamic columns were studied at different pH, temperature and ionic strengths for
HRP enzyme. Optimum conditions were calculated as pH 8.0, temperature 15°C, ionic strength
0.4 M for 4-Amino 3-nitro benzohydroxamic acid column and pH 7.5 temperature 20 °C, ionic
strength 0.4 M for 4-amino 3-methyl benzohydroxamic acid column.

Conclusion: Within the scope of the thesis, it was found that Sepharose-4B-L-tyrosine-4-
amino-2-methoxy benzohydroxamic acid ligand purified the HRP enzyme with higher
efficiency compared to other known ligands.

March 2022, 78 pages

Keywords: horseradish peroxidase (HRP), affinity chromatography, purification, 4-amino
benzohydroxamic acid derivatives
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GIRIS

Hem kimya hem de biyolojinin bir alt disiplini olan biyokimya, canli organizmalardaki
biyolojik materyallerin, molekiiler seviyede ve kimyasal prensipler ¢ercevesinde inceleyen
bilim dalidir. Biyokimya temel olarak yapisal biyoloji, enzimoloji ve metabolizma olmak {izere
li¢ alana ayrilir. Biyokimya, canli organizmalarin kimyasal yapisini, gorevini ve hiicrelerimizde
gerceklesen olaylar agiga ¢ikarmanin yani sira; protein, yag, karbonhidrat, niikleik asit ve diger

biyomolekiiller gibi bilesenleri incelemede biiyiik rol oynar (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Biyolojik katalizorler olarak bilinen enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenir.
Canl1 metabolizmasindaki kimyasal reaksiyonlarin %100 bir {iriin verimi ile ger¢eklesmesini
saglayan biyomolekiillerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kii¢iik bir grubu hari¢ tutuldugunda
tiim enzimler protein yapisindadir (Keha ve Kiifrevioglu 2012). Bazi enzimler katalizleme
fonksiyonlarimi protein yapilariyla yerine getirirken, bazilar1 da protein yapisinda olmayan
kofaktor adi1 verilen yardimci guplara ihtiya¢ duyarlar. Baglh olunan grup bir metal iyonu ise
kofaktor olarak adlandirilirken, NAD, FAD, NADP, tiamin, CoA gibi 1s1ya dayanikli organik
molekiiller ise koenzim olarak adlandirilir. Enzimin yapisindaki protein kismina apoenzim,

protein olmayan grup iceren enzime de holoenzim denir (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Enzimler katalizledikleri reaksiyon tiirlerine gore alt1 ana sinifa ayrilirlar (Tablo 1)

(Telofoncu vd. 2007).

Tablo 1. Enzimlerin Siiflandirilmas1 ve Biyokimyasal Fonksiyonlari

Enzim Sinifi Biyokimyasal Fonksiyonu

Oksidorediiktazlar Redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Genel adlar1 dehidrogenaz,
oksidaz, rediiktaz ve katalaz olarak bilinir.

Transferazlar Bir molekiilden bagka bir molekiile grup transferini katalizleyen enzimlerdir.
Bu gruba giren bazi enzimler asetil transferaz, metilaz, protein kinaz gibi genel
adlarla bilinir.

Hidrolazlar Bir molekiiliin su katilmasi sonucu iki veya daha fazla kiigiik molekiile
parcalandig1 reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir. Peptidazlar, proteazlar,
niikleazlar, fosfatazlar gibi genel adlarla bilinir.

Liyazlar Cift baga katilma ve ¢ift bag olusum reaksiyonlarmi katalizleyen enzimlerdir.
Dekarboksilaz ve aldolaz gibi genel adlarla bilinirler.

[zomerazlar Bir molekiil igindeki atomik diizenlemeleri katalizlerler. Epimeraz, rasemaz,
mutaz gibi genel adlarla bilinirler.

Ligazlar ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili molekiil kullanarak iki molekiil arasinda yeni
bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir.




Peroksidazlar (E.C.1.11.1.7)

Oksidorediiktaz sinifina ait olan peroksidazlar, dogal bir substrattan (hidrojen peroksit)
baska bir sentetik bilesige (guaiakol) elektron aligverisinden sorumludurlar (Dahdouh et al.
2020). Ikinci bir substrati oksitlerken hidrojen peroksitin (H202) indirgenmesine katkida
bulunabilen proteinlerdir. Bu enzimler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonunda ve
oksidatif stres Onlenmesinde rol oynayan anahtar antioksidan biyokatalizorler arasindadir
(Wedelsback Bladh and Olsson 2011; Hua et al. 2013). Peroksidazlar (POD) savunma
mekanizmasi gibi bir¢cok kritik biyolojik siirecte rol oynar (Deepa and Arumughan 2002).
Molekiil agirliklar saflagtirildigi kaynaklar dikkate alindiginda 30.000 ile 150.000 Da
araligindadir (Regalado et al. 2004).

Peroksidaz terimi on dokuzuncu yiizyilin sonlarina dogru kullanilmaya baslanmis olsa
da, tanim1 yirminci yiizyiln ilk yillarinda Cenevre Universitesi'nde Robert Chodat (1865-1934)
ve Alexei Nikolaevich Bach (1857—-1946) tarafindan yapilmistir. Yaban turpu kokiinden ve
diger bitki kaynaklarindan peroksidaz enzimi ile ilgili g¢esitli caligmalar yine bu yillarda
baslatilmistir ( Bach and Chodat 1903 ).

POD enzimleri hem ve hem grubu olmayan POD olarak ikiye ayrilmaktadir (Passardi
et al.2007). PeroxiBase veritabanina gore hem grubu iceren POD grubu, POD genlerinin %80’
ninden fazlasini olusturur. Tiyol peroksidaz, alkilhidroperoksidaz, NADH peroksidaz gibi hem
olmayan peroksidazlar sadece kii¢iik bir kismi1 kapsar. Heme peroksidazlar ayrica iki iist aileye,
yani peroksidaz-siklooksijenaz iist ailesine (PCOXS) ve peroksidaz-katalaz iist ailesine
(PCATS) ayrilir (Passardi et al. 2007, Zamocky and Obinger 2010). Peroksidazlarin sematik

bir siniflandirmasi Sekil 1'de sunulmaktadir.
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Sekil 1. Peroksidazlarin siniflandirilmasinin sematik gosterimi. (Pandey et al. 2017).
Peroksidaz-siklooksijenaz siiper ailesi (PCOXS)

PCOXS siiper ailesinin peroksidazlari, yalnizca dogustan gelen bagisiklik, savunma
tepkileri ile ilgili oldugu 6ne siiriilen hayvan peroksidazlarimi igerir (So’derhall 1999, Dick et
al. 2008). Miyeloperoksidaz (MPO; 1.11.1.7), eozinofil peroksidaz (EPO; E.C.1.11.1.7),
laktoperoksidaz (LPO; E.C 1.11.1.7), tiroid peroksidaz (TPO; 1.11.1.8) bu aileye aittir.

Peroksidaz-katalaz siiper ailesi (PCATYS)

PCATS, hayvansal olmayan heme peroksidazlarin en yogun c¢alisilan iist ailesidir. Sinif

I, IT ve III peroksidazlar olmak iizere ii¢ sinifa ayrilmaktadirlar (Pandey et al. 2017).

Stnif I peroksidazlar

Hem prokaryotik hem de 6karyotik peroksidazlari (POD) igerir. Oksidatif streste, yani
ROS’un detoksifikasyonunda énemli bir rol sergilerler (Skulachev 1998, Shigeoka et al. 2002,
Passardi et al. 2007). Bu POD sinifi sitokrom ¢ peroksidazlar1 (CCP; E.C 1.11.1.5), katalaz
peroksidazlari (CP; E.C 1.11.1.6) ve askorbat peroksidazlari (APX; E.C 1.11.1.11) igerir. CCP,
hidrojen peroksiti (H>O>) suya indirger. APX, hidrojen peroksit detoksifikasyonunun yani sira
yiiksek bitkilerde kloroplastlarin ve sitozoliin foto-korunmasinda gorev alir (Sharp et al. 2003,
Kangasjarvi et al. 2008). CP ise bakterilerde bulunurlar ve hem katalaz hemde peroksidazin iki

islevli enzim aktivitesi gosteren antioksidan enzimlerdir (Bernroitner et al. 2009).



Swnif 11 peroksidazlar

Yalnizca mantar peroksidazlarimi igerir ve lignin biyodegradasyonunda énemli bir role
sahiptir (Piontek et al. 2001). Lignin peroksidazlar1 (LIP; E.C 1.11.1.14), manganez
peroksidazlart (MnP; E.C 1.11.1.13) ve ¢ok yonlii peroksidazlar (VP; E.C 1.11.1.16) bu sinifa
dahildir. Beyaz ciiriik mantarlar tarafindan salgilanan LIP ve MnP, lignini polimerize etme
yetenegine sahiptir. LIP’ler, cesitli fenolik olan veya olmayan bilesikleri indirgerken, MnP’ler
ise Mn (II) formdaki POD’a bagl oksidasyonu katalize eder (Perez-Boada et al. 2005). VP’ ler,
LIP ve MnP arasinda bulunan hibrit bir yapiy1 paylasir. Bu sebepten dolay1 sadece Mn (II)’ yi
degil aym zamanda Mn yoklugunda LiP’e benzeyen fenolik olan veya olmayan bilesikleri de
oksitler (Martinez et al. 1996). Ayrica sinif I peroksidazlarin aksine, smif II peroksidazlar
yapilarinda N-terminel sinyal peptitlerine, dort korunmus disiilfiit kopriisiine ve kalsiyuma

sahiptir (Pandey et al. 2017).

Stnif 111 Peroksidazlar

Yaygin olarak bitkilerde bulunan, yaban turpu (HRP), soya fasulyesi (SBP), yer fistig1
(PNP) ve ¢esitli bitki POD’larmi igerir (Tognolli ez al. 2002). Bu grupta yer alan POD enzimleri

E.C 1.11.1.7 seklinde verilmis olan bir kod numarasina sahiptir.

Peroksidazlarin protein analizinde model bir enzim olarak tercih edilmesinin nedeni;
yiiksek sicaklikta stabil kalabilmeleri ve aktivitelerinin kolay 6l¢iilmesinden dolayidir (Hiraga

etal. 2001).

Peroksidazlar tarafindan katalizlenen reaksiyonun genel formiilii Sekil 2’de verilmistir.

(VanHuystee 1987).

H,0, + AH, Peroksidaz . 2H,0 + i

Sekil 2. Peroksidaz enziminin katalizledigi kimyasal reaksiyon

Bitki peroksidazlari; klorogenik asit, katekol, pirogallol, katekin ve guaiakol gibi
birtakim fenolik molekiiliin peroksit karsisinda oksidasyonunu gergeklestirir (Onsa et al. 2004).
Metabolizma sirasinda olusan, oksitleyici 6zelligi olan H>Oz’nin ortamdan hizli bir sekilde
uzaklastirilmasi islevi hiicrede antioksidan 6zellik gosteren katalaz ve peroksidaz enzimleri
tarafindan gergeklestirilir (Halliwell 1984). Hiicre icindeki hidrojen peroksit miktari
peroksizomlarda katalazlar tarafindan diizenlenirken, hiicrenin diger boliimlerinde ise cesitli
aromatik bilesikleri substrat olarak kullanan peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenir (Robert

et al. 1993; Scandalios et al. 1994).



POD aktivitesini 6l¢gmede kullanilan substratlar Tablo 2’de verilmistir. Kullanilacak
olan substratlar hakkinda bilgi vermemiz gerekirse; kanserojen olmamali, suda kolaylikla
¢oziinebilmeli, kimyasal stabilitesi yiiksek olmali, reaksiyon {iirlinleri kolaylikla 6l¢iilebilmeli,
tanimlanmis bir oksidasyon iirlinii olmali, peroksidaz ile oksidasyonu c¢ozeltinin pH’sindan
bagimsiz olmali, 500 nm’den daha biiylik dalga boyunda maksimum absorpsiyona sahip
oksidasyon tiriinlerinin yiiksek ekstiksiyon katsayisi olmalidir (Kampis et al. 1984; Robinson

et al. 1987; Ngo 2010).

Tablo 2. Yaygin Olarak Kullanilan POD Substratlar1 (Azevedo et al. 2003).

Substrat Kimyasal Ad1 Yontem

ABTS 2,2’-Azino-di(3-ethylbenzothiazolin-6 sulfonate) Spektrofotometrik
Benzidin 4,4'-Diaminobifenil Spektrofotometrik
TMB 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin Spektrofotometrik
DAB 3,3'-Diaminobenzidin Spektrofotometrik
Guaiakol 2-Metoksifenol Spektrofotometrik
Pirogalol 1,2,3-Trihidroksibenzen Spektrofotometrik
Fenol Hidroksibenzen Spektrofotometrik
p- Kresol 4-Metilfenol Spektrofotometrik
o- Dianisidin 3,3'-Dimetoksibenzidin Spektrofotometrik
p- Tolidin 1-Amino-4-metilbenzen Spektrofotometrik
Tolidin 3,3'-Dimetilbenzidin Spektrofotometrik
Hidrokinon 1,4-Dihidroksibenzen Spektrofotometrik
Resorsinol 1,3-Dihidroksibenzen Spektrofotometrik
Katekol 1,2-Dihidroksibenzen Spektrofotometrik
4-Aminoantipirin 4-Amino-2,3-dimetil-1-fenil-3-pirazolin Spektrofotometrik
p-Anisidin 1-Amino- 4-metoksifenol Spektrofotometrik
o-Fenilendiamin 1,2-Diaminofenol Spektrofotometrik
Luminol 3-Aminofitalhidrazid Fluorimetrik
Ferulik asit 4-Hidroksi-3-metoksisinamik asit Fluorimetrik
Kafeik asit 3,4-Dihidroksisinamik asit Fluorimetrik

Guaiakoliin substrat olarak kullanimi, ilk kez 1809°da biyomateryallerde yapilan renk
reaksiyonuyla gerceklesmistir. Yaban turpundan saflastirilan enzimle peroksidaz teriminin
kullanilmasi bundan 100 yil sonra gerceklesmistir (Van Huystee 1987). Guaiakol in vitro
kosullarda POD’un substrati olarak kullanilir ve reaksiyon mekanizmasinda guaiakoliin 3,3-
dimetoksi-4,4 bifenokinona yiikseltgendigi ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konmustur (Doerge ef al.
1997).
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Sekil 3. Guaiakoliin 3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinona yiikseltgenme mekanizmasi
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Sekil 4. Oksitleyici ve indirgeyici substratlar olarak hidrojen peroksit ve bir fenol kullanan

klasik peroksidaz dongiisii

Sekil 4’de yaban turpu peroksidazinin oksidasyon durumu goériilmektedir. HRP, iki

elektronlu bir reaksiyon olan Bilesik I'i olusturmak {izere hidrojen peroksit tarafindan oksitlenir.

Bilesik I’'in Bilesik II’'ye indirgenmesi ve Bilesen II'nin durma noktasina gelmesiyle

substratlarin indirgenmesi saglanir

(Dunford et al. 2010).

Bitkiler; sekil 5°de goriildiigii gibi bliyiime, gelisme ve farklilasma gibi ¢esitli fizyolojik

stireglerde yer alirlar (De Gara 2004).
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Sekil 5. Bitki peroksidazlarinin fizyolojik rollerinin sematik gosterimi (Pandey et al. 2017).

Biyolojik fonksiyonlarmin yani sira bitki peroksidazlari enzim immiinoassay Kkitleri
(ELISA) gibi klinik teshis ve laboratuar deneyleri (Azevedo et al. 2003), atiklarin
dekolorizasyonu, birkag¢ farkli aromatik kimyasal ve polimerik malzemenin sentezi, fenolik
bilesikler iceren atik suyun aritilmasi, gida maddelerinden ve endiistriyel atiklardan
peroksitlerin uzaklagtirilmasi (Regaldo et al. 2004; Mohan et al. 2005; Hamid 2009), kanser
tedavisi (Jeong ef al. 2010) ve biyosensor hazirlanmasi (Lomillo et al. 2005; Xu et al. 2014) ile

ilgilenirler.

Horseradish (Armoracia Rusticana) peroksidaz1 (HRP)

Enzimler, ¢cok sayida endiistriyel proseste istisnai bir uygulama ile iyi karakterize
edilmis, spesifik ve yliksek verimli katalizorlerdir. HRP enzimi de, yiiksek biyoaktivitesi,
ozgulligii ve seciciligi nedeniyle biyo-kataliz alaninda en yaygin kullanilan enzimlerden biridir
(Li et al. 2020; Morsi et al. 2020). HRP, hayvansal olmayan peroksidazlarin sinif III {iyesidir
ve genellikle yaban turpu bitkisinden izole edilir (Veitch and Smith 2000; Veitch 2004; Pandey
et al. 2007).

Horseradish (Armoracia rusticana), Brassicaceae familyasindan gelir (Veitch 2004).
Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika'da yetisen diisiik sicakliga ve kurakliga dayanikli ¢ok yillik
bir bitkidir ve uzun Omiirliidir. Humus bakimindan zengin, killi alkali topraklarda yetisir.
(Gajhede et al. 1997). Horseradish; yaban turpu, at turpu ve bayir turpu adi altinda gegmektedir.
Sar1, kalin etli kokii, baharath tadi ve antibiyotik ve antienflamatuar yetenegi olan bir bitkidir
(Sarika et al. 2015). Armoracia rusticana (yaban turpu) nin kokleri bir tioglikozid ihtiva
etmektedir. Hidroliz sonucu eterik yag allilizotiyosiyanat (hardal yagi gibi) ayrilmaktadir.

Ayrica seker, nisasta, sakizli maddeler de icermektedir. Yapraklar, askorbik asid (vitamin C),



kalsiyum, sodyum, magnezyum igerirken tohumlar da, kati yag icermektedir. Peroksidaz

enzimi bu kokten elde edilmektedir Sekil 6 (Veitch 2004).

Sekil 6. Yaban turpu (Armoracia rusticana) bitkisi

HRP oksidorediiktazlar enzim grubu i¢inde siniflandirilan bir heme proteinidir. Bu sinif
icinde olmasinin nedeni ¢ok cesitli substratlarin hidrojen peroksite bagli oksidasyonunu
katalize etmesidir (Marquez et al. 2008). Molekiil agirlig1 yaklasik 44 kDa araliginda, 308
amino asit rezidiisii iceren tek bir polipeptit zincirinden olusur (Welinder 1976). Toplam
karbonhidrat icerigi enzimin kaynagina gore %18 ile %22 degerleri arasinda degisir (Veitch
2004). HRP’nin ayrica protohemin yapisinda olan bir haloenzim oldugu bilinmektedir.
Protohemin yapis1 sayesinde enzimin absorpsiyon spektrumu 280 nm’den bagka 403 nm’de de
maksimum seviyeye ulagsmaktadir. Cozeltinin 403 ’nm deki absorbans degerinin 280 nm’dekine

orant RZ degerini yani enzimin safligin1 gostermektedir (Leon et al. 2002; Fraguas et al. 2004).

Yaban turpundan (HRP) saflastirilan peroksidaz enziminin aktif merkezinin ii¢ boyutlu
yapist incelendiginde; iki farkli tipte metal merkez igerir, demir(Ill) protoporfirin IX
(genellikle 'hem grubu' olarak adlandirilir) ve iki kalsiyum atomu bulunur. Her ikisi de enzimin
yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii i¢in gereklidir. iki kalsiyum atomu hem bdlgesine distal ve
proksimal pozisyonlarda olacak sekilde yerlesmistir (Berglund et al. 2002). Ayrica li¢ boyutlu
yapida a-sarmal ve B-kirmali yapilar bulunmaktadir. Ancak a-sarmal yapinin daha baskin
oldugu goriilmektedir. Sekil tizerinde bu yapilara baktigimizda hem grubu kirmiziyla, kalsiyum
atomlar1 maviyle, a-sarmal yapilar morla ve B-kirmali yap1 sar1 renk ile gosterilmistir (Veitch

2004).



Sekil 7. HRP enziminin X-ray kristalografisi

Yaban turpu peroksidazi (HRP) bilimsel literatiirde 200 yil1 askin bir siire 6nce ortaya
cikmistir ve bugiine kadar ¢ok sayida aragtirmaya konu olmustur. 1980’lerin sonu 1990’larin
basinda molekiiler teshis, molekiiler biyoloji arag kitleri ve ilk HRP geninin yayinlanmasiyla
birlikte HRP’ye olan bilimsel ilgi artmistir (Fujiyama et al. 1988). HRP arastirmalari;
enzimolojik karakterizasyon, cesitli ekspresyon sistemlerinde rekombinant iiretim, kimya
miihendisliginde ve mutageneziste onlarin gelismesi ve uygulamalariyla ilgilenir. Simdiye
kadar HRP arastirmalarinin biiylik ¢ogunlugu, tek bir izoenzim olan C1A'ya odaklanilmistir.
Yeni dogal HRP izoenzimlerinin kesfi nedeniyle (Néddtsaari et al. 2014), HRP ile ilgili
caligmalar da artis beklenmektedir. Horseradish’te 1950'lerin basinda izoenzimlerinin sayis1 5°e
kadar uzanan birden fazla bilesen ile peroksidaz aktivitesi bulunmustur (Jermyn 1952; Jermyn
and Thomas 1954). Ayrica bu peroksidaz bilesenlerinin nisbi miktarlarinda mevsimsel
degisimler ve farkli substratlara karsi reaktifliklerinde farkliliklar gézlemlenmistir. Ortaya
c¢ikan bilesenlerde vurgulanan sey, tek bir peroksidaz enziminin eserinden ziyade aslinda farkli
izoenzimlerin oldugudur (Jermyn and Thomas 1954). 1966 yilinda yaban turpu koklerinden
peroksidaz izoenzimleri adl1 bildiride yedi farkli izoenzimin saflastrilmasi ve fiziksel 6zellikleri
yaymlanmistir (Shannon et al. 1966; Kay et al. 1967; Strickland et al. 1968; Shih et al. 1971).
HRP izoenzimi ile bazik bir izoenzim karsilastirilarak kinetik ve substrat profil farkliliklar
bulunmustur (Marklund et al. 1974). 1977 yilinda, izoelektrik odaklama ile Horseradish’ten ii¢
ticari preparatin peroksidaz aktivitelerini ayirarak toplamda 42 HRP izoenzimi tespit edilmistir
(Hoyle 1977). 1980'lerin basinda, B1-B3, Cl1 ve C2 diye bes izoenzim ayrica EI1-E6
izoenzimleri biyokimyasal olarak karakterize edilmistir (Aibara et al. 1981, 1982). 2014'te,

Armoracia rusticana, yaban turpu'nun salgilayici bir bitki peroksidaz alanina sahip enzimleri



kodlayan toplam 28 dizi yaymnlanmistir (Néétsaari et al. 2014). Peroksidaz izoenziminin
bitkilerde fizyolojik roller oynadig1 diisiiniilmektedir. Peroksidaz aktivitesi bir bitkinin tiim
omrii boyunca genis bir reaksiyon ¢esitliligi ile saptanabildigi bilinmektedir. Ancak, HRP
izoenzimlerinin ekspressiyonunun diizenlenmesinde mevcut bilgi ¢ok azdir. Son zamanlarda
tanimlanan HRP izoenzim dizileri, dis uyaranlara tepki olarak ve farkli bitki dokularindaki
izoenzimlerinin ekspresyonu lizerine gelecek ¢aligmalar1 kolaylastiracaktir (Néétsaari et al.
2014). Rekombinant teknoloji, yakin gelecekte yeni ve gelistirilmis biyokatalizorlere imkan
saglayan HRP araglari i¢inde bu tiir 6zellikleri birlestirme ve kullanmaya olanak vermektedir

(Krainer and Glieder 2015).

Genel olarak Yaban turpu peroksidazinin (HRP) yedi ana izoenzimi, iyon degisim
kromatografisi kullanilarak izole edilmistir ve bunlar anyonik (asidik) form i¢in A1, A2 ve A3
ve katyonik (ndtr yada az bazik) i¢in B, C, D ve E olarak gosterilir. izoenzim C (HRPC) yaban
turpundaki baskin izoenzimdir ve toplam peroksidazin %50'sinden fazlasini olusturur (Ngo

2010).
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Sekil 8. Horseradish Peroksidaz (HRP C)‘nin katalitik dongiisii, indirgenen substrat ferrulat
Hiz sabitleri ki, ko ve ks sirasiyla bilesik I in olusum hizi, bilesik I ve bilesik II nin indirgenme hiz oranlarin
gostermektedir.

Indirgeyici substrat olarak ferulik asitin kullanildig1 katalitik déngiiniin baz1 énemli
ozellikleri Sekil 8’de gosterilmistir. Katalitik donglideki ilk adim, H2O: ve kararli halde
bulunan enzimdeki Fe(III) ile bilesik I’1 olusturmak i¢in yapacaklari reaksiyon ki bu hal yiiksek
oksidasyon durumudur ve Fe (IV) oksoferil merkez ve porfirin bazli katyon radikali igerir.

Bilesik I'den 6nce gegici bir ara madde (bilesik 0) tespit edilir. Diisiik sicakliklarda HRP C ve
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H>0O; arasindaki reaksiyonlarda gozlenmistir ve Fe(III) hidroperoksi kompleksi olarak
tanimlanmaktadir. Bu peroksit bagli komplekslerin molekiiler dinamik simiilasyonlar
gerceklestirilmistir (Filizola and Loew 2000). Formal terimlerle ifade edecek olursak I nolu
bilesik kararli durumun {izerinde iki oksitleyici esdegerleri mevcuttur. Birinci tek elektronlu
indirgeme asamasi, bir indirgeyici substratin katilimini gerektirir ve dinlenme durumunun
tizerinde bir oksitleyici esdeger olan bir Fe(IV) oksoferril tiirii olan bilesik II'nin iiretilmesine
yol acar. Hem bilesik I hem de bilesik II giiclii oksidanlardir. Tahmini redoks potansiyelleri +1
V’ye yakindir. ikinci tek elektronlu indirgeme asamasi, bilesik II'yi enzimin kararli durumuna
dondiirtir. Fazla olan hidrojen peroksit ile kararli hal enziminin reaksiyonu bilesik III i verir.
Bu sonug¢ bagka yollar kullanilarak ta elde edilebilir (Dundorf 1999). Bu ara madde en iyi
sekilde demir(III)-siiperoksit ve demir(Il)-dioksijen komplekslerinin bir rezonans melezi olarak

tanimlanir (Veitch 2004).

Hidroksamik Asitler

Hidroksamik asitler (RCO-NH-OH) formiiliine sahip, yapisinda amitlerdeki —NH>
grubunun bir hidrojeni yerine hidroksil (OH) grubunun gelmesiyle olusmaktadir (Malstrom
1970; Nielands 1974).

I i°|
C H C 0]
s 2 o N
R T R T H
H H
Sekil 9. a) Amitlerin genel formiilii b) Hidroksamik asitlerin genel formiilii

Hidroksamik asitler ¢ok yonlii biyolojik aktivite gdsteren selatlayict bir ajan sinifidir
(McCall KA et al. 2000) . Zayif asit 6zelliklerinden dolayr karboksilik asidin biyoizoesterleri
olarak da kullanilabilir. Son yillarda, histon deasetilaz inhibitorleri olarak kanser tedavisinde,
tireaz inhibitorii olarak, spesifik anti HCV (Hepatit C viriis) ajan1 olarak kullanimlari
yayginlagmaktadir (Vandenbroucke et al. 2014). Hidroksamik asit tiirevleri selatlayici
etkilerinden dolay1r metallo enzimleri inhibe etmektedir (Cheng et al. 2000). Peroksidaz
enzimleri aktif bolgelerinde demir iyonu bulundurdugundan dolayr hidroksamik asitler ayni
zamanda peroksidaz inhibitoriidiir. Peroksidaz inhibitorii olmalar1 sebebi ile afinite

kromatografisinde ligand olma 6zellikleri de ortaya ¢ikmaktadir.

11



Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi 6zgiilliik, tekrarlanabilirlik ve zaman tasarrufu agisindan mevcut
saflagtirma yoOntemlerinin en etkilisidir. Cok asamali tekniklerle bile ayrilamayan birgok

biyolojik materyal, bu yontemle tek basamakta kolaylikla ayrilabilir (Gu et al. 2003).

Afinite kromatografisindeki temel adimlar;

1. Uygun matriksin se¢imi

2. Ligantin destek materyaline immobilizasyonu

3. Ornegin uygulanmasi

4. Safsizliklar ve spesifik olarak baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmasi
5

Ilgili proteinin saf olarak eliisyonu

Genelde carpraz bagli agaroz, poliakrilamid/agaroz, akrilamit/akrilat.; silika ve CPG
tabanli Affi-gel, Sephadex, Sepharose, Bio-gel agaroz jeli ticari isimlere sahip destek
materyalleri matriks olarak kullanilir (Telofoncu ve Kiling 2009). Seker kalintilart tizerindeki
hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent bir sekilde baglanabilmesi i¢in kolayca derivatize
edilebilmektedir. Bu yiizden en ¢ok kullanilan jel Sepharose-4B’dir. Afinite kromatogrofisi
spesifik etkilesmelere ve kovalent baglanmalar ile etkin oldugu i¢in kullanilan jelin oldukga
yiiksek spesifik adsorbsiyon gostermesi beklenir. Kiiresel ve rijit bir yapiya sahip olan
sepharose jeli bu sart1 saglayan en iyi jeldir. Ayrica sepharose jeli; yiiksek ve diisiik pH,
deterjanlar ve bozucu maddeler gibi ¢ok degisik sartlara dayaniklilik gostermektedir. Bazi

durumlarda bu jel yerine yine bu jelin bir bagka tiirevi kullanilabilir. (Cuatrecasas 1970).

Destek materyaline baglanacak ligant saflastirilmak istenen proteinin ilgisi oldugu ve o
proteine Ozel bilesenlerdir. Afinite tekniginde segilecek ligandin iki 6nemli 6zellige sahip
olmasi sarttir. Ligand saflastirilacak maddeye hem spesifik hemde tersinir baglama afinitesi
gostermelidir. Ligandin baglama ilgisini ortadan kaldiracak gruplarin uzaklagtirilmasi,
matrikse tutunmasii saglayan kimyasal olarak modifiye edilebilen gruplarin artiriimasi

saglanmalidir.

Tablo 3. Afinite Kromatografisinin En Cok Uygulandig1 Biyolojik Sistemler

Saflastirllacak madde Ligant

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, virlis, hiicre

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre ylizey reseptorii

Hormon, Vitamin Reseptor tastyici protein

Niikleik asit Komplementer baz dizisi, histon, Niikleik asit polimeraz, baglayici protein
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Dikkat edilmesi gereken bir diger husus, diisiik molekiil kiitleli ligantlar i¢in uzatici kol
ithtiyacidir. Uzatic kol matriks ve ligand arasinda yer alir ve se¢ciminde hidrofilik, notral, kararlt

ve protein baglama 6zelligi olmamasi gibi kriterler nemlidir.

Afinite kromografisinin avantajlar1 se¢cimli ve spesifik olmasi, saflastirma adimi ile
yiiksek saflikta proteinin eldesi ve diisiik konsantrasyonlardaki hedef proteinlerin
saflastirilmasidir. Dezevantajlari ise pahali stasyoner faz ihtiyaci, uygun ligantin se¢imi ve
yeterliligi ve protein ligantlarin sert eliisyon kosullarinda diisiik stabiliteli olmasidir (Telofoncu

ve Kiling 2009).

Kizilotesi (IR) Spektroskopisi

FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi ile 15181n infrared yogunluguna karsi
dalga sayisini 6lgen bir kimyasal analitik yontemdir. Elektromanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi
bolgesi 14000 cm! ile 10 cm™! arasindadir ve yakin dalga boylu kizil &tesi (NIR; 4000~14000
cm™), orta dalga boylu kizil tesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga boylu kizil tesi (FIR;
4~400 cm™) olmak iizere ii¢ ana bdlgeden olusmaktadir (Skoog et al. 1998).

Bu yontem ile, molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak; kati, sivi, gaz veya ¢ozelti
halindeki organik bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, iki bilesigin ayni olup olmadigi,
yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri ve yapiin aromatik ya da alifatik olup olmadig:

belirlenir.
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KURAMSAL TEMELLER

Bitki peroksidazlar1 (POD) (E.C 1.1.11.7), peroksitlerin varliginda ¢ok ¢esitli aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyen hem igeren enzimlerdir (Chanwun et al. 2013). Cesitli
fenolik ve fenolik olmayan substratlarin oksidasyon reaksiyonunu katalize etme yetenekleri goz
Oniine alindiginda POD'lar, endiistriyel uygulamalar i¢in 6nde gelen bir enzim grubudur.
POD'larin bu uygulamalar1 tarim, gida, kimya ve tip sektorlerinde dikkate deger seviyelere

ulagsmistir (Pandey et al. 2017).

1960’lardan beri peroksidaz enziminin saflagtirllmasina dair literatiirde farkli birgok
kromatografik teknik kullanilmakta ve giinlimiizde bu ¢alismalar devam etmektedir. Kullanilan
teknikler arasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, metal, hidrofobik, afinite, jel filtrasyon
kromatografisi, ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi gibi yontemler bulunmaktadir

(Singh and Singh 2002).

Hurma ( Phoenix dactylifera) yapraklarindan elde edilen POD, suluiki fazh
sistem, hidrofobik ve iyon degisim kromatografisini iceren ii¢ asamali yontemle %41 verimle

68 kat saflastirilmistir (Al-Bagmi ef al. 2019).

Moringa oleifera Lam yapraklarindan POD enzimi, Sephadex G-100 iizerinde ATPS ve
boyut dislama kromatografisini iceren iki yontemle %84,12 verimle saflastirilmistir

(Agunbiade et al. 2021).

Kavun meyvesinden kavun peroksidazi anyon-degisim kromatografisi yoluyla kismen

saflastirilmistir (Rodriguez et al. 2000).

Elma ve portakal ¢ekirdeklerinden peroksidaz sirasiyla %40 verimle 8,3 kat, %33,7
verimle 30,6 kat saflastirilmistir. Saflastirma sirasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon
degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini kapsayan 3 kromatografik yontem

kullanilmistir (Zia et al. 2011).

Beyaz Ispanyol bitkisinden (Cytisus multiflorus)  dért kromatografik yontem
kullanilarak peroksidaz enzimi %38 verim ile 1168 kat saflastirilmistir (Galende et al. 2015).

Kriyojel membranlar kullanilarak Brassica oleracea kdklerinden POD %85,38 verim

ile 18,38 kat saflastirilmistir (Pesint ef al. 2021).
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Kuru fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisinden POD enzimi (NH4)>SO4 ¢oktiirme,
diyaliz, CM-Sephadex ve jel filtrasyon kromatografileri kullanilarak saflastirilmistir. SDS-
PAGE yapilarak 45 kDa’lik bir molekiiler agirlik gostermistir (Koktepe 2018).

Coleus forskohlii'den elde edilen peroksidaz, iyon degisimi ve jel filtrasyon
kromatografisi kullanilarak 749 (EU/mg), %19 verim ve 11 kat saflastirma gergeklestirilmistir.
SDS-PAGE yapilarak 39 kDa’lik bir molekiiler agirlik gostermistir (Almulaiky et al. 2020).

Sevketibostan (Cnicus benedictus) bitkisinden elde edilen peroksidaz ii¢lii-faz ayirma
teknigi (TPP) kullanilarak % 55,44 verim ve 20,53 kat saflagtirma gerceklestirilmistir. SDS-
PAGE yapilarak 63 kDa’lik bir molekiiler agirlik gostermistir (Abak 2021).

Literatiirde afinite kromatografisi teknigi kullanilarak saflastirilan POD’lar; Fasulyeden
% 56,2 verimle 253 kat saflagtirma (Oztekin and Tasbast 2020), sogan koklerinden % 37,7
verimle 750 kat (Oztekin 2020), pazidan %8,83 verimle 50,3 kat (Boldaz 2021), boriilceden %
53,6 verimle 91,6 kat (Tasbas1 2021), alabas turptan %35,7 verimle 257,4 kat, kara lahana
kokiinden 9%37,2 verimle 313,4 kat (Kalin 2018), karaturptan %10,6 verimle 40,3 kat (Kalin et
al. 2014), salgamdan %9 verimle 269,3 kat (Kalin ef al. 2014), kirmiz1 pancardan %38 verimle
24,7 kat (Inal et al. 2015), beyaz ve kirmizi1 lahana kallus kiiltiirlerinden %357 verimle 133 kat
ve %61 verimle 134 kat saflastirilmistir (Oztekin ef al. 2021).

Giliniimiize kadar, farkli endiistrilerde kullanim kapasitesine sahip olan peroksidaz
enzimlerinin saflastirilmast ve karakterizasyonu icin birgok calisma yapilmistir. Agag
kavunundan (Citrus medica) (Mall et al. 2013), brokoliden (Brassica oleracea var. Italica)
(Thongsook and Barrett, 2005), kividen (Actinidia deliciosa) (Soda et al. 1991), kaba limondan
(Citrus jambhiri) (Mohamed et al. 2008), palmiyeden (Roystonea regia) (Sakharov, 2001),
cavdar yapraklarindan (Murakami et al. 2007), vanilya ¢ekirdeginden (Marquez et al. 2008),
karnabahardan (Koksal ve Giilgin 2008), maruldan (Lactuca sativa L.) (Hu et al. 2012),
zeytinden (Saraiva et al. 2007; Tzika et al. 2009), salgamdan (Oztekin et al. 2019), yaban
turpundan (Almaz et al. 2021) yapilan peroksidaz saflagtirmalar1 bu ¢alismalara 6rnek olarak

verilebilir.

Gegmis yillarda farkli bitkilerden saflastirilan POD’un molekiil kiitlesi yapilan SDS
PAGE metoduyla; biberiye i¢in 33 kDa (Aghelan and Shariat 2015), sarimsak i¢in 36,5 kDa
(Marzouki et al. 2005), nohut i¢in 39 kDa (Bhatti et al. 2006), yaban turpu kok i¢in 40 kDa
(Lavery et al. 2010), avokado i¢in 40 kDa (Rojas-Reyes et al. 2014), kus otu ¢igegi i¢in 44 kDa
(Yan et al. 2015), riizgar palmiyesi i¢in 50 kDa (Caramyshev et al. 2006 ), enginar i¢in 57 kDa
(Cardinali et al. 2011), kirmiz1 lahana igin, 69,3 kDa (Zeyadi 2019) kara lahana igin 95 kDa
(Somturk et al. 2014), fasulye bitkisi i¢in 31,2 kDa (Oztekin and Tasbas1 2020), sogan i¢in 51,2
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kDa (Oztekin 2020), pazi i¢in 37 kDa (Boldaz 2021), bértilce i¢in 39 kDa (Tasgbas1 2021), kuru
fasulye i¢in 45 kDa (Koktepe 2018), kirmizi ve beyaz lahana kallus kiiltiirleri icin ise 43 ve 44
kDa (Oztekin et al. 2021) olarak tespit edilmistir. Ozetle POD’un molekiil kiitlesi saflastirilan
kaynaga gore 30 kDa ile 150 kDa araliginda degiskenlik gostermektedir.

Farkli POD enzim tiirlerinin varligi, potansiyel endiistriyel proseslerin ve yeni analitik
metotlarin olugmasina yol agmaktadir (Giilgin and Yildirim 2005). Peroksidazlarin énemli bir
kaynagi da Horseradish bitkisinin kokleridir. Horseradish kok yumrulari genellikle peroksidaz

iretimi i¢in ticari bir kaynak olarak kullanilmaktadir (Yamada ef al. 1987).

HRP saflastirmasinda, iki fazli sistem (Miranda et al. 1995, 1998), ters miseller
(Regalado et al. 1996), iyon degisim kromatografisi (Lestari 2020), diyaliz ve jel filtrasyon
kromatografisi (Khurshid et al. 2012), ultrafiltrasyon (Qin 2015) ve afinite kromatografisi
(Almaz et al. 2021) teknikleri kullanilmistir.

Literatiirde Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi ile ilgili birgok ¢alisma mevcuttur.

Fenoliin sudan uzaklastirilmasi i¢in biyokdmiirle immobilizasyonu yaban turpu
peroksidazinin (HRP) uygulamasi ve karekterizasyonu onerilmistir (Petronijevic et al. 2021).
Kanser tedavisinde kullanilabilecek 6n ilag i¢in glikosile edilmemis Horseradish Peroksidaz
(HRP) varyantlarinin potansiyeli ¢alistimistir (Humer et al. 2021). Grigorenko ve arkadaglari
tarafindan yapilan bir calismada rekombinant HRP iiretimi ve analitik uygulamalari
arastirilmistir (Grigorenko et al. 2015). Immobilize Horseradish Peroksidaz (HRP) tarafindan
fenollerin uzaklagtirilmasi incelenmistir (Alemzadeh er al. 2009). Stiren ve tiirevlerinden
(6rnegin ambalaj malzemesi olarak kullanilan) polistireni olusturmak i¢in polimerizasyon
reaksiyonlart HRP ile basartyla ger¢eklestirilmistir (Krainer and Glieder 2015) . Ayrica, kitosan
ve polivinil alkoliin fenolik tiirevleri kullanilarak hidrojeller olusturmak i¢cin HRP kullanilmistir
(Sakai et al. 2014 ). HRP giibrelerin kokusunun giderilmesi i¢in etkili bir alternatif olarak
kanitlanmistir (Govere et al. 2007). Yaban turpu peroksidaz, pratik analitik uygulamalar i¢in
en yaygmn olarak kullanilan enzimdir. Ornegin siit ve siit iiriinlerinde bulunan laktoz,
spektrofotometre, biyosensor gibi sofistike araglar gerektiren cesitli analitik yontemlerle tespit
edilmektedir. Laktoz tahmini i¢in [-galaktosidaz, galaktoz oksidaz ve HRP’yi immobilize
ederek basit ve ekonomik bir biostrip teknolojisi gelistirilmistir (Sharma et al. 2002). Yapilan
diger bir calismada HRP enziminin Ramazol mavisi gibi endiistriyel dneme sahip azo
boyalarin1 parcalama ve c¢okeltme de etkili oldugu goézlenmistir (Bhunia et al. 2002).
Horseradish Peroksidazina ait antikorlarin biyokonjugasyonu incelenmistir (Hnasko 2015).
Yaban turpunda bulunan bilesiklerin bazi bakteri tiirlerini 6ldiirdiigii ve ayrica rekombinant

enzim TUretiminde kullanildigt bulunmustur (Veitch ve Smith 2001). Bronsit, siniizit,
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paradontoz, romatizma, anemi ve grip gibi hastaliklar yaban turpu kokii kullanilarak tedavi
edilebildigi belirtilmistir (Wardaman 2002; Tupper et al. 2010). HRP, idrarda 8-
hidroksideoksiguanozin ve analoglarinin tespiti, mesane ve prostat kanseri risklerini belirlemek

gibi tipta ¢esitli tan1 uygulamalarinda da kullanilmistir (Chiou ef al. 2003).

Calismanin Amaci

Endiistriyel calismalarda enzimler siirekli olarak kullanilmaktadir ve elde edilen
sonuglar yiiksek verime sahiptir. Bu sebeple enzimlerin farkli kaynaklar kullanilarak
saflastirilmasi, izole edilmesi, igerisinde bulunan Ozelliklerin karakterize edilmesi ile
enzimlerin kullanilabilirligi endiistride arastirllmakta ve bu calismalarin zamanla sayis1 ve

degeri artmaktadir.

HRP’nin tip, kimya, ilag ve gida sanayisinde diinyada yaygin kullanimi1 sebebi ile tek
kademede, yiiksek verimle, kisa siirede ve en ekonomik sekilde saflastirilmasi 6nemlidir.
Literatiirde HRP enzimi saflastirilmasi i¢in yontem gelistirme {lizerine siirekli yeni ¢aligmalar
yapilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda HRP enziminin ticari iiretimini yapabilecek yeni ligandlar
sentezleyerek afinite kromatografisi teknigi ile tek kademede ve daha yiiksek verimde
saflagtirilmasi ve ligant olarak kullanilan 4- aminobenzohidroksamik asit tiirevi bilesiklerinin

detayli inhibisyon parametrelerini belirlemek ¢alismamizin amacini olusturmaktadir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Tablo 4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

KiMYASAL MADDE

URETICI FIRMA

CNBr ile Aktiflestirilmis Sepharose-4B

Guaiakol

Standart Serum Albumin

Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company

Sigma Chemical Company

Sodyum Asetat Sigma Chemical Company
Temed Sigma Chemical Company
Sodyum Karbonat Sigma Chemical Company
Hidrojen Peroksit Sigma Chemical Company
Formaldehit Sigma Chemical Company
Sodyum Tiyostilfat Sigma Chemical Company
Sodyum Kloriir Sigma Chemical Company
Gluteraldehit Sigma Chemical Company

N,N'-Metilen Bisakrilamid
Akrilamid

Commasie Brillant Blue G-250
Sodyum Bikarbonat

Brom Timol Mavisi

Gliserol

Trihidroksimetilaminometan

Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company

Sigma Chemical Company

Etanol Sigma Chemical Company
Metanol Sigma Chemical Company
Di Kloro Metan Sigma Chemical Company
Etil Asetat Sigma Chemical Company
Sodyum Nitrit Sigma Chemical Company
%64 Hidroksil Amin Sigma Chemical Company
Sodyum Siilfat E.Merk AG

18



Tablo 4. (Devami)

SDS (Sodyum Dodesilsiilfat)

Sigma Chemical Company

Sodyum Perklorat E.Merk AG

Hidroklorik Asit E.Merk AG

Stlfirik Asit Sigma Chemical Company
L-Tirozin Sigma Chemical Company
Fosforik Asit Sigma Chemical Company
Potasyum Fosfat Riedel de Haen

Sodyum Hidroksit Riedel de Haen

Triklor Asetik Asit (TCA) Riedel de Haen
B-Merkaptoetanol Fluka

Glisin ICN Biomedical s.inc.

Dimethyl Sulfoxide-D6

Potasyum Kloriir

Sepharose-4B

Anti-Hrp Antibody

Rabbit Anti-Goat Igg H&L (Hrp)

Supersignal West Pico Pluschemiluminescent Substrate
Super Signal West Femto Maximumsensitivitiy Substrate
Skim Milk Powder, For Microbiology

Protein Marker

4-Amino 2- Metoksi Metilbenzoat

4-Amino 3-Metil Metilbenzoat

4-Amino 3-Nitro Metil Benzoat

4-Amino 3-Kloro Metil Benzoat

Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Sigma Chemical Company
Abcam

Abcam

Thermo scientific

Thermo scientific

Bioshop

Thermo Fisher Scientific
Fluorochem

Fluorochem

Fluorochem

Fluorochem
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Caligsmalar sirasinda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Tablo 5. Kullanilan Alet ve Cihazlar

MATERYAL CIHAZ ADI SIRKET ADI

Sogutmali santrifiij Hermle Z 323 K(Germany)
Spektrofotometre Shimadzu UV 1800
Elektroforez tanki Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa [smatec

Karistirict (Shaker) IKA KS 130 basic
Karstirict (Vorteks) Fisons whirli-mixer

Hassas terazi Denver Instrument
Otomatik pipet Eppendorf

Afinite kolonu Sigma

Calkalayict Midi Dual 14

Magnetik karistiric WiseStir MSH-20A
Liyofilizator Alfa 1-2 LD plus

Peristaltik pompa Ismatec

Werstern Blot Cihazi Marka

Saf su cihazi Barnstead Easy Pure UV/UF
Gii¢ kaynagi 1-Bio Rad Power Pac 3000
NMR Bruker 400 MHz

pH Metre Mettler Toledo
Homojenizator Benchmarck Scientific BeadBaster
Ceker Ocak Space Series Fume Cupeboard
Goriintiileme Cihazi Bio-Rad

Blotlama (Semidry Blotting) Cihaz1 Bio-Rad

Hassas terazi Denver Instruments Summit S-203, Gecavery (UK)
Otomatik pipet seti (1-1000) Eppendorf
Su banyosu Memmert WNB 14

Tez sirasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bu tez calismasinda ¢ozeltilerin hazirlanig sekilleri asagida verilmistir.
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Tablo 6. Kolon Materyali Sentezinde Kullanilan Cozeltiler

Cozelti Ad1 Hazirlanma Sekli

Siyanojen bromiir (CNBYr) ile aktif hale getirilmis pH 9,0’da NaHCO; (0,1 M) tamponu: 0,84 g

Sepharose-4B’ye L-Tirozin takilmasi sodyum bikarbonat 75 mL suda ¢éziilerek, pH
9,0’a getirildi ve hacim 100 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

Sepharose-4B-L-Tirozin  kolonuna 4-amino pH 8,8’da NaHCO; (0,2 M) tamponu: 0,42 g

benzohidroksamik asit tiirevlerinin baglanmasi sodyum bikarbonat 20 mL suda ¢oziilerek, pH
8,8’°¢ getirildi ve hacim 25 mL’ye
tamamlanarak hazirlandu.

pH 6,8’de NaH,P0s (10 mM) tamponu: 3 g
NaH,PO4, 200 mL suda ¢ozildi. pH 6,8'e
getirildi. Son hacim 250 mL’ye tamamlanarak

Sepharose-4B-L-Tirozin-4-amino

benzohidroksamik asit tiirevi (1a,2a,3a,4a) afinite

jellerinin yikanmasi hazirlandi.

Tablo 7. Afinite Kolonunda Yararlanilan Cozeltiler

Cozelti Adx Hazirlanma Sekli

pH 6,8’de KH,PO4 (10 mM) tamponu: 1,36 g
KH,POs4, 950 mL suda ¢oziildii ve pH 6,8'¢
getirildi ve 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.

Afinite  kolonlarinin  dengelenmesi  i¢in
kullanilan ¢6zelti

pH 6,8°de KH,PO4 25 mM tamponu: 1,36 g
KH>PO4 350 mL suda ¢oziildii ve pH 6,8'e
getirildi ve 400 mL’ye tamamlanarak

Afinite kolonlarinin yikanmasi i¢in kullanilan

¢Ozelti
hazirlandi.

1 M NacCl igeren 25 mM KH,PO4 pH 6,8
tamponu: 11,7 g NaCl 150 mL suda

¢ozdirildi. 0,6805 g KH,PO, ¢ozeltiye ilave
edilip ¢6ziinmesi sagland1. pH’s1 ayarlandi, son

HRP enziminin eliie edilmesinde kullanilan
cozelti

hacim 200 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Tablo 8. Homojenat Hazirlamada Kullanilan Cozelti

Cozelti Ada Hazirlamis Sekli
Horseradish (yaban turpu) den homojenat elde 0,3 M KH>PO4 (pH 7,0) tamponu: 8,16 g
edilmesi KH>P04, 160 mL suda ¢6ziildii ve pH’s1 7,0’e

getirildi. 200 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
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Tablo 9. Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler

Cozelti Adx

Hazirlams Sekli

HRP enzimi aktivite Ol¢limiinde
kullanilan ¢ozelti

Substrat (Guaiakol) ¢d6zeltisinin
hazirlanmasi

Substrat (H20,)  ¢Ozeltisinin
hazirlanmasi

0,1 M KH,POs (pH 6,0) tamponu: 2,72 g KH,P04, 160 mL saf
suda ¢oziliip pH’s1 6,0 getirildi. Son hacim 200 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

45 mM Guaiakol ¢ozeltisi: 498 uL guaiakol bir miktar saf suda
¢oziiliip 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanda.

22,5 mM H,O; ¢ozeltisi: 228 uL H>O, bir miktar saf suda
¢oziiliip 100 mL'ye tamamlanarak hazirlandi.

Tablo 10. Bradford Metodu Ile Protein Tayininde Kullanilan Cézeltiler

Cozelti Ad

Hazirlamis Sekli

Kantitatif protein tayininde kullanilan Coomassie brillant blue G-250 (200 mg), etanol (100 mL)

¢Ozelti

ile birlikte ¢oziilerek fosforik asit (200 mL) katildi ve
cozelti 2 L ‘ye tamamlanarak hazirlandi.

Tablo 11. Lowry Metodu Ile Protein Tayininde Kullanilan Cézeltiler

Cozelti Ad

Hazilams Sekli

Kantitatif protein tayininde
kullanilan ¢ozelti

A belirteci: (1 g) Na veya K-tartarat, (0,5 g) CuSO4.5H,0
saf su (100 mL) ile ¢oziilerek hazirlandi. Cozelti karanlik
ortamda saklandi.

B belirteci: Na,CO; (20 g) ve NaOH (4 g) 1 L saf suda
¢Oziilerek hazirlandi.

C belirteci: A reaktifi (1 mL) ile B reaktifi (50 mL)
karistirilarak hazirlandi.

Tablo 12. SDS-PAGE ve Western Blot Isleminde Yararlanilan Cozeltiler

Cozelti Ad

Hazirlamis Sekli

pH’s1 6,8 olan Tris-HCI (1 M)
¢Ozeltisi

pH’s1 8,8 olan Tris-HCl (1 M)
¢Ozeltisi

Akrilamid-Bisakrilamid ¢ozeltisi

Amonyum persiilfat ¢ozeltisi

SDS ¢ozeltisi

Numune tamponu

Tris (24,2 g), su (160 mL) ¢oziilerek pH ayarlandiktan sonra
su ile 200 mL olacak sekilde hazirland.

Tris (24,2 g), su (160 mL) ¢oziilerek pH ayarlandiktan sonra
su ile 200 mL'ye olacak sekilde hazirlandi.

Akrilamid 30 g, bisakrilamid 0,8 g karisimi alinip 69,2 mL su
ile ¢ozililerek tamamlandi.

PER (1 g) alimarak 10 mL su ile hazirlandi.
1 g SDS alind1 ve 9 mL suda ¢dziilerek hazirlandi.

pH’s1 6,8 olan 1 M Tris-HCI 0,65 mL ,SDS 3 mL, gliserin 1
mL, bromtimol mavisinden 1 mL olacak sekilde alind1 ve
karigtirilarak toplam hacim 10 ml’ye tamamlandi. Cozelti
kullanilmadan 6nce 50 pL B-merkaptoetanol alindi ve 950 pL
numune tamponu ile karigtirildi.
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Tablo 12. (Devami)

Yiiriitme tamponu

Ayirma Jeli

Yigma Jeli

%5°lik Bloklama ¢6zeltisi

10X TBS ¢ozeltisi

1X TBST ¢ozeltisi

10X Transfer ¢ozeltisi

1X Transfer ¢ozeltisi

Tris (1,51 g) ve glisin (7,2 g) alinarak 450 mL su ile ¢oziilerek,
5 ml SDS eklendi. pH’s1 8,3 olana kadar titre edildi. Toplam
hacim 500 mL olacak sekilde hazirlandi.

pH’s1 8,8 olan 5 mL Tris-HCI (1 M) tamponu, %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamidden 4,4 mL, %10 SDS’den 0,2 mL, %5’lik
TEMED’den 0,13 mL ve saf sudan 3,13 mL miktarlarinda
kullanilip karistirildi. Daha sonra bu karisima %10’luk
amonyum persiilfat (NH4).S,0z (PER) 0,2 mL eklenerek
ayirma jeli hazirlandi.

pH’st 6,8 olan 0,41 ml Tris-HCl (1 M) tamponu, %30
akrilamid-%0,8 bisakrilamidden 0,4 mL, %10’luk SDS’den
0,03 mL, %5’lik TEMED’den 0,03 ml ve saf sudan ise 2,45
mL miktarlarinda kullamilip karigtirilldi. Daha sonra bu
karisima %10’luk PER 0,1 mL eklenerek y1gma jeli hazirlandi.

5 g Skim Milk Powder (Yagsiz Siit Tozu) ya da Sigir Serum
Albumin (BSA) tartildi ve 95 mL TBST igerisinde ¢ozdiiriildii.

80 g NaCl, 2 g KCI, 30 g Tris tartildi ve 900 mL saf su
icerisimde ¢Ozdiiriildii. pH 7,4’e getirilerek 1 L’ye
tamamlanarak hazirlandi.

10X TBS ¢ozeltisinden 100 mL alindi ve 900 mL saf su ile 1
L’ye tamamlandi. Ardindan 1 mL Tween-20 eklendi.

58 g Glisin, 116 g Tris, 7,4 g SDS tartild1 ve 1800 mL distile
su ile ¢ozdiiriildii ve pH 8.3’e getirilerek, 2 L'ye tamamlanarak
hazirlandu.

10X Transfer ¢ozeltisinden 200 mL alinarak, 1400 mL saf su
ve 400 mL metanol eklendi.

Tablo 13. Giimiis Boyamada Kullanilan Cozeltiler

Cozelti Ada

Hazirlamis Sekli

Stabilizasyon ¢ozeltisi

Rediiksiyon ¢ozeltisi

Boyama ¢ozeltisi

Yikama Cozeltisi 1

Yikama Cozeltisi 2

Saf su (60 mL), etanol (30 mL) ve asetik asitten (10 mL) alinip
hazirlandi.

Sodyum asetat (4,8 g), saf su (80 mL) ve etanolden (45 mL) alinip
pH’s1 6,0°a asetik asitle titre edildikten sonra, sodyum tiyosiilfat
(150 mg) ve glutaraldehit (3 mL) eklendikten sonra toplam hacim
150 mL olcak sekilde hazirlandi.

AgNO; (100 mg) saf su (100 mL) ile ¢oziildii ve formaldehit (30
uL) ilavesiyle ¢ozelti hazirland.
Na,COs (3,75 g) saf su (270 mL) ile ¢oziilerek, formaldehit (120
uL) ilavesiyle ¢ozelti hazirland.

Gliserin (1 mL) ve asetik asit (250 mL) karisimindan
olusmaktadir.
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Tablo 14. Commasie Boyamada Kullanilan Cozeltiler

Cozelti Adx Hazirlams Sekli

Sabitlestirme ¢ozeltisi [zopropanol (%50), TCA (%10) ve su (%40) ilave edilerek
hazirlandi.

Boyama ¢ozeltisi Metanol (50 mL), asetik asit (10 mL) ve su (40 mL) karisiminda
Coomassie Brillant Blue R-250 (0,1 g) reaktifi ¢oziilerek hazirlandi.

Yikama ¢ozeltisi Metanol (50 mL), asetik asit (10 mL) ve su (40 mL) olacak sekilde
hazirlandi.

Tablo 15. Calismamizda Kullanilan Inhibitér Stok Cozeltileri

Cozelti Ad1 Kimyasal Ad1 ve Miktar1 Son Hacim
4-Amino 2-Metoksi 0,0050 g 4-Amino 2-Metoksi 2 mL
benzohidroksamik asit ¢ozeltisi benzohidroksamik asit

4-Amino 3-Nitro 0,0021 g 4-Amino 3-Nitro benzohidroksamik 1 mL
benzohidroksamik asit ¢ozeltisi asit

4-Amino 3-Metil 0,0088 g 4-Amino 3-Metil benzohidroksamik 3 mL
benzohidroksamik asit ¢ozeltisi asit

4-Amino 3-Kloro 0,0058 g 4-Amino 3-Kloro 2mL

benzohidroksamik asit ¢Ozeltisi

benzohidroksamik asit

Yontemler

Ham ekstraktin hazirlanmasi

Ik olarak yaban turpu kokii ticari bir isletmeden satin alindi. Daha sonra rendelenip

lizerine s1v1 azot eklenip havanda ezildi. Uriin, bir behere almip 0,3 M KH>PO4 (pH 7) tamponu

eklendi. Tampon eklenen yaban turpu kokii ekstrakt homojenizator ile iyice homojenize edildi.

Daha sonra yaban turpu ekstrat1 +4°C’de 3 kat tiilbent kullanilarak siiziildii. Siiziintii santrifiij

tiiplerine konularak 13.500 rpm’de +4°C’de 45 dk santrifiij edildi. Coken kat1 atik uzaklagstirildi.

Elde edilen siipernatan +4°C’de tekrar siizlildii. Bu ¢ozelti ham enzim c¢ozeltisi olarak

isimlendirildi.

Protein tayini

Kalitatif protein tayini

Bu metod proteinlerin yapisindaki fenilalanin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinin 280

nm’de absorbans gostermesidir (Segel 1968). Esit hacimdeki tiim fraksiyonlardan kalitatif

protein tayini yapilarak, absorbanslari kore kars1 okundu.
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Bradford metodu ile protein tayini

Homojenat ve afinite kromatografisi metoduyla saflastirilmig olan enzimlerin protein
miktarlar1 Bradford metodu kullanilarak belirlenmistir. Boya olarak ise Coomassie G-250
kullanilir ve (-) bir yiik igerir. Proteindeki (+) yiik ile kompleks olusturur ve boyanin Amax=465
nm’de kirmizi formu, Amax=595 nm’de mavi forma doniismektedir. Asagidaki islemlere gore

hazirlanilmistir.

% Igerisinde 1 mg protein bulunan 1 mL BSA ¢dzeltisinden hazirlanan tiiplere 10-100
uL konuldu.

% Tim tiipler saf su ilavesi ile 0,1 mL'ye getirildi ve tiiplere 4,9 mL protein tayin
¢ozeltisinden eklenerek karistirict ile karistirildi.

« 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerin absorbanslart 3 ml’lik cam

kiivet yardimiyla 595 nm’de 6lgiildii.

% Sonuglara gore standart bir grafik ¢izildi.

>

% Seyreltilmis bitki homojenati ve afinite kromatografisi teknigi kullanilarak
saflastirilan enzimlerden farkl tiiplere sirasiyla 100°er ul alindi ve her bir tiipe
4900’er boyama reaktifi eklenerek tiipler karistirildi.

% 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerin absorbanslart 3 ml’lik cam

kiivet yardimiyla 595 nm’de 6l¢iildii. Standart grafik yardimiyla protein miktarlar

belirlendi.

Lowry metodu ile protein tayini

Folin-Lowry metodu, protein tayin islemlerinde kullanilan en yaygin yontemdir.
Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) alkali kosullarda
proteinlerdeki fenolik aminoasitlerle verdigi reaksiyona dayanmaktadir. Bu yontemde alkali
kosullarda iki farkli reaksiyon gerceklesmektedir. Birinci reaksiyonda peptit baglari ile Cu*
arasinda biiiret reaksiyonu sonucu indirgenmis bakir olusur. Ikinci reaksiyonda ise Folin-
Ciocalteu ayiraci, tirozin ve triptofan aminoasitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi
renkli heteropolimolibden kompleksi meydana getirir. Bu yontemin hassasiyeti 5-100 pg/mL
civarindadir. Bu islem yaklasik olarak 40 dakikada tamamlanir. Absorbans Slgiimleri 660

nm’de yapilmaktadir (Telofoncu ve Kiling 2009).

Folin —Ciocalteau belirteci ticari olarak satilmaktadir. Deney 660 nm dalga boyunda ve
oda sicakliginda yapilmaktadir. Sigir serum albumin kullanilarak 1mg/mL olacak sekilde stok

¢Ozelti hazirland.
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Tayin islemleri asagidaki prosediire gore gerceklestirilmistir:

% Tiiplere protein ¢ozeltisinden 100 pL alinarak 1000 pL alkali bakir reaktifi eklenir
ve ¢ozelti 10 dk bekletilir.
1000 uL Folin-Ciocalteu belirteci katilir ve karigtirilir. Bu ¢ozelti 30 dk bekletilir.

« Absorbanslar 660 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

% Protein miktarlar1 standart grafik hazirlanarak belirlendi.

HRP enzim aktivitesi tayini

H>02’nin kullanilmasiyla birlikte guaiakol substratin yiikseltgenmesi sonucu bir renk
siddeti meydana gelir ve spektrofotometre cihazinda 470 nm’de absorbans dl¢limii yapilmasi

esasina dayanmaktadir (Sisecioglu et al. 2010) (Sekil 10).

OH

ocH H3CO
3

OCHs

Sekil 10. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi

Enzim ¢ozeltisinin ilave edilmesiyle baslatilan reaksiyonda 3 dakika boyunca 1 dk’lik

araliklarla absorbanstaki degisim kaydedildi.

Tablo 16. HRP Aktivite Ol¢iimii I¢in Kiivet Igerikleri

Aktivite Cozeltileri Kor (pL) Numune (pL)
pH 6,0’da Fosfat Tamponu (0,1M) 1000 990
H>0, (22,5 mM) 1000 1000
Guaiakol (45 mM) 1000 1000
HRP Enzimi - 10

HRP Enzim Saflastirma Calismalari
Ligand’in secilmesi

HRP enziminin saflastirilmasi i¢in 4-amino 2-metoksi metilbenzoat, 4-amino 3-nitro
metilbenzoat, 4-amino 3-metil metilbenzoat, 4-amino 3-kloro metilbenzoat maddeleri ticari
olarak tedarik edildi. Bu dort maddenin hidroksamik asit formlar1 tarafimizca sentezlendi,
inhibisyon c¢alismalar1 yapildi ve ligand olarak kullanilabilirligi incelendi (Sekil 11).
Sentezlenen bu molekiillerin afinite kromatografisi ile yiiksek verimle saflagtirilmasi i¢in

diazonyum tuzu olusturabilecek yapida olmalart oldukca 6nemlidir.
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H H,N
H,N OMe

NO,

4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit

O 0O
~OH ~OH

L7
Z

NH, HoN
GH o]

4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit 4-Amino 3-kloro benzohidroksamik asit

Sekil 11. HRP inhibitdrii ve ligand olarak kullanilacak molekiiller
4-Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin sentezlenmesi

4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit, 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit, 4-
amino 3-metil benzohidroksamik asit, 4-amino 3-kloro benzohidroksamik asit molekiillerinin,

metil esterleri ¢ikis bilesigi olarak kullanilmasiyla hidroksamik sentezleri yapildi.

1 Ry=OMe, Ry=H R, Ry R Ry 1a R;=OMe, R,=H
2 R4=H, R,=NO; 0] NH,0H.H,0 / NaOH (0] 2a R4=H, R,=NO,
3 R4=H, R,=CH3 H2N —_—— H2N 3a Ry=H, Ry=CH3
4 Ry=H, R,=ClI OMe NH 4a Ry=H, R,=ClI
/
HO

Sekil 12. 4-Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin sentezlendigi genel reaksiyon semasi

4-Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin sentezleri, Hiroshi ve arkadaslarinin 2012
yilinda yapmis olduklar1 sentez protokoliine goére yapildi. Bu kapsamda 4-amino metil
benzoatlar (1, 2, 3, 4) (3 mmol) ve (9-12 mmol) %64’liikk hidroksil amin ¢6zeltisi 30 mL metil
alkol igerisinde ¢oziildii ve reaksiyon bitimine kadar geri sogutucu ile 1sitildi. Reaksiyon
sonunda elde edilen ¢okelek, etanolde ¢oziilerek kristallenmeye birakildi. Meydana gelen beyaz
kristaller siizge¢ kagidi ile ayrildi. Boylece 4-amino benzohidroksamik asit tiirevi olan 4
molekiil (1a, 2a, 3a, 4a) sentezlenmis oldu ve karekterizasyonlar1 H'-NMR, "*C-NMR ve Q-
TOF (m/z) yontemiyle dogrulandi.
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Inhibitor calismalar

HRP enzim aktivitesi iizerine 4-Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin etkilerinin
incelenmesi

Calismamizda oOncellikle literatiirde bilinen  Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino
benzohidrazid afinite jeli ile saflastirilmis olan HRP enzimi (Almaz et al. 2021) {izerine
sentezledigimiz 4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-amino 3-nitro
benzohidroksamik asit (2a) 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) ve 4-amino 3-kloro
benzohidroksamik asit (4a) inhibitorlerinin ICso sonuglart belirlenerek oda sicakliginda ve
optimum pH’da her bir deney 3 kez tekrar edilerek, substrat (guaiakol) konsantrasyonu sabit
tutularak ortama farkli hacimlerde inhibitor ¢ozeltisi ilave edildi ve % Aktivite-Konsantrasyon
grafikleri ¢izildi. (stok inhibitor ¢dzeltisi hazirlanarak inhibisyon araligi belirleme caligsmalari
yapildi). Daha sonra oda sicakliginda, optimum pH’da 3 farkli inhibitér ve 5 farkli substrat
konsantrasyonuna denk gelen inhibisyon degerleri belirlenerek grafikleri ¢izilip, Ki ve

inhibisyon tipleri tespit edildi.

Kullanilan afinite jellerinin sentezi

Afinite jellerinin sentezinde matriks olarak CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B
kullanildi. Uzant1 kolu olarak L-tirozin kovalent olarak baglandi. Daha sonra 4-amino 2-
metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit (2a) 4-amino 3-
metil benzohidroksamik asit (3a) ve 4-amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a) molekiilleri
ligand olarak oOnceden hazirlanan Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline, ayr1 ayri
kenetlendirildi. Sentezlenen afinite jellerinde matriks Sepharose-4B, uzanti kolu L-tirozin,
bilesikler ise enzime spesifik olarak liganda baglanan kisimlarini meydana getirmektedir.

Kullanilan bilesikler grubumuz tarafindan sentezlenen yeni HRP enzim inhibitdrleridir.

Afinite jeli asagidaki prosediire gore hazirlandi:

Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-Tirozin takilmasi

Matriks olarak kullanilan CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, pH’s1 10 olan 250 mL
NaHCOs3 0,1 M tamponu ile yikandi. 80 mg tirozin ayn1 tamponun 20 mL’si ile soguk ortamda
¢oziildii. Elde edilen siispansiyon soguk ortamda iki saat karistirildi. 4°C’de 16 saat bekletilen
jel, yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar yikandi. Bu sekilde tirozinin fazlasi
uzaklagtirllmis oldu. Yikama, pH ‘st 8,8 olan NaHCO;3 (0,2 M) tamponu ile tekrarlandi.
Tirozine bagli jel ayn1 tampona aktarildi. Reaksiyon Sekil 13’deki gibidir.
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Sekil 13. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-tirozin takilmasi reaksiyonu

4-Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin (la, 2a, 3a, 4a) Sepharose-4B-L-
Tirozin’e baglanmasi

4-Amino benzohidroksamik asit tiirevi 4 molekiilden ayr1 ayr1 25 mg almarak 0°C
civarinda 10 mL 1 M HCI’de ¢éziildii. Uzerine soguk ortamda 5 mL saf suda ¢oziilmiis olan
20 mg NaNO; yavas yavas ilave edildi. Reaksiyon buz banyosunda 15 dk bekletildikten sonra
diazolanmis inhibitorler 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin karisimina eklendi. pH 9,5 olana kadar
titre edildi ve 3 saat karistirildi. Oncelikle 1 L suyla, daha sonra 100 mL pH 6,8 olan 10 mM
KH>PO4 tamponuyla yikandi ve kolon paketleninceye kadar ayni tampon igerisinde tutuldu
(Whitney 1974). Hazirlanan 4-amino benzohidroksamik asit tiirevi afinite jelleri i¢in reaksiyon

mekanizmalar1 Sekil 14°de gosterildi.
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Sekil 14. 4-Amino benzohidroksamik asit tiirevi molekiillerin Sepharose-4B-L-Tirozin’e
baglanma reaksiyonu

Afinite kolonlarina numune tatbiki ve eliisyonu

Hazirlanan afinite jelleri kolonlara (1x10 cm’lik) paketlendi ve dengeleme igslemi pH's1
6,8 olan 10 mM KH>PO4 tamponu ile gerceklestirildi. Homojenatin 5 ml’si dengelenmis olan
kolona yiiklendi. Yikama islemi pH's1 6,8 olan 50 mL 25 mM KH>PO4 tamponu ile yapildi. Bu
sekilde HRP enziminin biiyiik kismi jellere tutundu, safsizliklar ise uzaklastirildi. Eliisyon
islemi pH’s1 6,8 olan 1 M NaCl/25 mM Na;HPO4 tamponu ile gergeklestirildi. Eltatlar 1,5’er
mL seklinde toplandi. Toplanan tiiplerin 280 nm’deki absorbanslarina, 470 nm’de ise

aktivitelerine bakildu.

SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

HRP enzimleri afinite kolonundan saflastirildiktan sonra enzimlerin saflik derecesi %3-
8 kesikli SDS-PAGE ile kontrol edildi (Laemmli 1970). Elektroforez plakalari 6nce su sonra
alkol ile yikandiktan sonra aralikli ve cam plakalar birbiri lizerine getirilerek kiskaclarla
sabitlestirildi. Plakalar, jel hazirlama kabinine konuldu. Daha sonra ayirma ve yigma jelleri

hazirlandi.

Plakalar arasina iist kesimde 3/4 kalincaya kadar ayirma jeli dokiildii ve katilagmasi
beklendi. Bu jelin katilastig1 goriildiikten sonra yigma jeli hazirland1 ve iist yiizeye kadar
eklendi. Tarak yerlestirildi ve polimerizasyonun olugmas: beklendi. Yigma jeli
polimerlestikten sonra tarak ¢ikarildi ve plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Meydana

gelen kuyular belirlendikten sonra jel sirasiyla saf su ve yiirlitme tamponu ile yikandi. Tankin
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tamamu yiiriitme tamponu ile dolduruldu. 20 pg protein igeren numuneye, toplam hacim 100
uL’ye tamamlanacak oranda numune tamponu katildi. 5 dakika kaynar suyla denatiire
edildikten sonra kuyulara yiiklendi. Elektroforez gii¢c kaynagina baglanarak ilk olarak 80 voltta
yarim saat, sonrasinda 120 voltta 1,5 saat yiiriitiildii. Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan
cikartilan jelin birine giimiis boyama digerine ise commasie boyama yapildi. Glimiis boyama
yapilirken 30 dakika tespit ¢zeltisine, sonra ise 30 dakikada rediiksiyon ¢ozeltisiyle muamele
edildi. Daha sonra saf su ile jel 3 kez yikandi. Gilimiis nitrat ¢6zeltisi ile 20 dakika boyandi.
Boyama islemi sonunda yikama ¢ozeltisiyle ile yikandi ve bantlarin fotografi ¢ekildi (Temel

2006).

Western Blot Analizi

Deneyin amacina ve kullanilacak olan proteinin molekiil kiitlesine gore hangi yiizdelik
jel hazirlanmasinin uygun olduguna karar verildikten sonra yiikleme jeli ve ayirma jeli olmak
tizere iki kistmdan olusan jel hazirlandi. Numuneler jele yliklenmeden 6nce igerigindeki protein
konsantrasyonlar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Numuneler 10 dakika boyunca 95°C 1sitma
blokunda ardindan 10 dakika buz iizerinde bekletilerek proteinlerin denatiire olmas1 saglandi.
Numuneler hazirlanan yiriitme jeline yiliklendi ve elektroforezde 50 Voltta 30 dakika

yiirlitiildii. Ayirma jeline gectikten sonra numuneler 120 Voltta 120 dakika boyunca yiiriitiildii.

Jelde bulunan proteinlerin membrana transferi, bloklama ve goriintiilleme
asamalari

SDS-PAGE jel elektroforezi ile molekiil agirligmma gore jelde yiiriitiilen proteinler
semidry blotlama cihazi (Bio-Rad TransBlotR TurboTM Transfer System) kullanilarak PVDF
membran lizerine aktarildi (blotland1). Deneyin ilerleyisi asagida maddeler halinde verilen

protokole gore gerceklestirildi.

¢ Membranlar kullanilmadan 6nce 5 dk metanol ile muamele edildi. Ardindan 5 dk 1X
Transfer buffer ile yikandi.

+ SDS-PAGE jeli blotlanma isleminden 6nce 5 dk 1X Transfer Buffer ile yikandi.

¢ Semidry Blotter cihazina sirastyla transfer buffer ile muamele edilmis 2 parca blot
kagidi, jel, PVDF membran, ve yine ayn sekilde transfer buffer ile muamele edilmis 2
parca blot kagidi konuldu ve 25 Volt 2,5 Amper’de 75 dakika boyunca blotlandi.

+¢ Blotlama isleminin ardindan 10 dk TBST ile yikandi.

¢ Membran 1 saat oda sicakliginda %5°lik bloklama ¢6zeltisi ile muamele edildi.

¢ 4°C'de 1 gece primer antikor ile inkiibe edildi.

% Inkiibasyonun ardindan membran 3 kez 10 dk TBST ile yikandh.

31



< HRP ile konjuge edilmis sekonder antikor ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

% Inkiibasyon isleminin ardindan 3 kez 10 dk TBST ile yikandh.

¢ Antikorlarin kimyasal 1s1ma vermesi i¢in Femto ve Pico substratlar1 kullanildi.

* Gorintiileme cihazi (BioRad ChemiDocTM Touch Imaging System) kullanilarak

membranin kemiliiminesans goriintiisii elde edildi.

Afinite Kolonlarimin HRP Enzimini Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Afinite jellerinin tutma kapasitesi belirlenirken sicaklik, pH ve iyonik siddet degerleri
caligildi. Hazirlanan jellerden 1 mL alinarak pH'st 6,8 olan 10 mM KH>PO4 tamponu ile
dengelenmis kolona tatbik edildi. Dengelenmis kolon saflastirilmig HRP enzimi ile doyuruldu.
Yikama tamponu ile safsizliklar uzaklastirildi. Eliisyon tamponu ile peroksidaz enzimleri eliie
edilerek protein miktari tespit edildi. Daha sonra jel kurutuldu ve tartildi. Peroksidaz enziminin

tutma kapasitesi mg protein/gram-jel cinsinden belirlendi.

Kolon kapasitesi iizerine sicakhigin etkisi

Hazirlanan kolonlarda, sicakligin kolon kapasitesine etkisini incelemek icin pH 6,8’de
10 mM KH>PO4 tamponu ile farkl sicakliklarda (5, 10, 15, 20 ve 25°C) tutma kapasiteleri

belirlendi ve mg protein /gram-jel basina grafik ¢izildi.

Kolon kapasitesi iizerine pH’nin etkisi

Hazirlanan kolonlarda, pH'nin kolon kapasitesine etkisini incelemek i¢in degisik
pH'larda (pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda) 10 mM KH>PO4 tamponlar1 kullanildi. Tutma kapasiteleri

belirlendi ve mg protein /gram-jel basina grafik c¢izildi.

Kolon kapasitesi iizerine iyonik siddetin etkisi

Hazirlanan kolonlarda iyonik sidettin kolon kapasitesi lizerine etkisini incelemek i¢in (0,2 ile
0,5 M arasinda) KH>PO4tamponlar1 kullanildi. Sonuglar mg protein /gram- jel basina grafik
cizildi.

32



ARASTIRMA BULGULARI

4-Amino Benzohidroksamik asit Tiirevlerinin Sentezlenmesi

Tez siiresince calisilan 4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-amino 3-nitro

benzohidroksamik asit (2a) 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) ve 4-amino 3-kloro

benzohidroksamik asit (4a) molekiillerinin metil esterleri satin alinarak yontemler boliimiinde

anlatildig1 gibi hidroksamik asit sentezleri yapildi ve '"H-NMR, *C-NMR ve Q-TOF (m/z)’la

molekiillerin karekterizasyonu dogrulandi.

Tablo 17. 4-Amino Benzohidroksamik Asit Tiirevleri Sentez Sonuglari

o
Reaktant 1 Reaktant Ri/R; Uriin Siire A)
2 mmol Verim
4-amino 2- metoksi  Hidroksil 4-amino 2-metoksi
1 k 2
metil benzoat (1) amin o benzohidroksamik asit (1a) 30d !
4-amino 3- nitro Hidroksil 315 4-amino 3-nitro 20
metil benzoat (2) amin benzohidroksamik asit (2a) 30 dk
4-amino 3-metil Hidroksil /15 4-amino 3-metil 17
metil benzoat (3) amin benzohidroksamik asit (3a) 30 dk
4-amino 3-kloro Hidroksil 315 4-amino 3-kloro 30
metil benzoat (4) amin benzohidroksamik asit (4a) 30 dk

Satin alinan 4-amino 2-metoksi metilbenzoat (1), 4-amino 3-nitro metilbenzoat (2), 4-

amino 3-metil metilbenzoat (3), ve 4-amino 3-kloro metilbenzoat (4) ¢ikis bilesikleri baz

alinarak hidroksamik asit tiirleri sentezlendi. Degerler Tablo 17°de ve sentezlenen bilesiklerin

'"H-NMR (400 MHz) spektrumlar1 Sekil 15, 16, 17, 18°de gosterildi.
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Sekil 15. 4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a) bilesiginin 400 MHz 'H-NMR
spektrumu

4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a) bilesiginin ' H-NMR degerleri

"H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § 10.11 (s, 1H), 8.80 (s, 1H), 7.49 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
6.18 (s, 1H), 6.17 -6.14 (m, 1H), 5.69 (s, 2H), 3.75 (s, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) §
164.5, 159.1, 153.8, 132.6, 108.3, 106.7, 96.5, 55.8. Q-TOF (m/z) [M+H]+ : CsH10N20;3 i¢in
hesaplanan: 182,0691, bulunan: 182,0702.
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Sekil 16. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit (2a) bilesiginin 400 MHz 'H-NMR
spektrumu

4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit (2a) bilesiginin NMR degerleri

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 11.14 (s, 1H), 8.95 (s, 1H), 8.43 (s, 1H), 7.85 — 7.64
(m, 3H), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 1H). *C NMR (100 MHz, DMSO-d6) & 163.4, 148.4, 134.1,
130.2, 125.7, 120.1, 119.7. Q-TOF (m/z) [M+H]+ : C7H;N3O4 igin hesaplanan 197,0437
bulunan: 197,0447.
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Sekil 17. 4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) bilesiginin 400 MHz 'H-NMR
spektrumu
4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) bilesiginin NMR degerleri

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) § 10.71 (s, 1H), 8.64 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.33 (dd, J
=8.3,2.0 Hz, 1H), 6.54 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.35 (s, 2H), 2.03 (s, 3H). >C NMR (100 MHz,
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DMSO) & 165.8, 150.3, 129.8, 126.5, 120.5, 120.1, 113.3, 18.1. Q-TOF (m/z) [M+H]+ :
CsH10N203 icin hesaplanan: 166,0742, bulunan: 166,0754.
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Sekil 18. 4-Amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a) bilesiginin 400 MHz 'H-NMR
spektrumu

4-Amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a) bilesignin NMR degerleri

"H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.91 (s, 1H), 8.78 (s, 3H), 7.71 (s, 1H), 7.63 (s, 1H),
7.61 (d, J=1.5Hz, 1H), 7.58 (d, /= 1.5 Hz, 1H), 7.48 (s, 1H), 7.46 (d, J= 1.6 Hz, 1H), 6.78
(t,J=17.9 Hz, 1H), 6.12 (s, 1H), 5.88 (s, 2H). ). *C NMR (101 MHz, DMSO) § 166.83, 163.69,
148.65, 147.28, 130.80, 129.34, 128.08, 126.67, 120.53, 118.60, 116.06, 115.86, 114.19,
114.08. Q-TOF (m/z) [M+H]+ : C;H7CIN20O2 i¢in hesaplanan: 186,0194, bulunan: 186,0196.

Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemi kullanilarak yaban turpu bitkisinden elde edilen homojenat afinite
kolonlarindan saflagtirilan HRP enzim ¢o6zeltisindeki kantitatif protein miktar1 belirlendi. Bu
amacla standart grafik hazirlandi. Yaban turpu bitkisinin homojenati ve afinite kromatografisi
ile elde edilen HRP enzim c¢ozeltisindeki kantitatif protein miktar1 bu standart grafik
kullanilarak tespit edildi. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri

Sekil 19°da gosterildi.
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Sekil 19. Bradford metoduna goére sigir serum albliminden hazirlanan standart grafik
4-Amino Benzohidroksamik Asit Tiirevlerinin ICsoile Ki Sonuc¢larinin Saptanmasi

Calismamizda 4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-amino 3-nitro
benzohidroksamik asit (2a) 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) ve 4-amino 3-kloro
benzohidroksamik asit (4a) bilesiklerinin HRP enzimleri lizerine inhibisyon etkileri incelendi.
Guaiakole bagli olarak reaksiyon hizi bulundu. Sabit substrat konsantrasyonunda (45 mM
guaiakol) ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda her bir inhibitdr i¢in aktivite degerleri
hesaplandi. 3 farkli inhibitér konsantrasyonu ve 5 farkli substrat konsantrasyonundan ise Ki

degerleri belirlendi. % Aktivite-Konsantrasyon grafigi ¢izilerek ICso ve K; degerleri belirlendi.

y = 100e0.002x
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80 +
D
=
Z 60T
=
<
X 40 +
20 +
0 : : : : t t !
0 100 200 300 400 500 600 700
[4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit] (uM)

Sekil 20. 4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit’in HRP enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 21. HRP enzim aktivitesi iizerine [4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik] asit’in
inhibisyon etkisini gésteren Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 18. 4-amino 2-metoksi Benzohidroksamik inhibitdriiniin HRP iizerine inhibisyon Etkisi

IC Ortalama
(pl\flo) Ki+S.D. Iinhibisyon tipi
(nM)
306 218 £ 68,8 Yarismasiz
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Sekil 22. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit’in HRP enzim aktivitesi {izerine etkisi
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2
it A[12]=60 uM
£
= ®[13]=77 uM
=
S
2
-
20,1 0 0,1 02 03
1/[Guaiakol] (mM)-!

Sekil 23. HRP enzim aktivitesi iizerine [4-Amino 3-nitro benzohidroksamik] asit’in inhibisyon
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 19. 4-amino 3-nitro Benzohidroksamik Asit Inhibitériin HRP Uzerine inhibisyon Etkisi

o} .
ICso Ortalama K; = S.D. Inhibisyon
OH (uM) (uM) tipi
v
N
H
56 51,9+99 Yarigmasiz

HoN

NO,
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Sekil 24. 4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit’in HRP enzim aktivitesi tizerine etkisi

# [I0]=Kontrol
1,4 -
- W [11]=0,058 puM
=
=
r A[12]=0,117 uM
=
=
g
= ©[13]=0,176 uM
N’
2
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Sekil 25. HRP enzim aktivitesi lizerine [4-Amino 3-metil benzohidroksamik] asit’in inhibisyon
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 20. 4-amino 3-metil Benzohidroksamik Asit Inhibit6riin HRP Uzerine Inhbisyon Etkisi

O
on ICso Ortalama K; = S.D. Inhibisyon
e (nM) (nM) tipi
H
HoN 0,136 0,132+ 0,054 Yarismasiz

CHs;
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Sekil 26. 4-Amino 3-kloro benzohidroksamik asit’in HRP enzim aktivitesi tizerine etkisi

# [10]= Kontrol
m[11]=103 uM
A [12]= 207 pM
@ [13]=310 uM

1/V (umol/ml. dk)"!
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Sekil 27. HRP enzim aktivitesi iizerine [4-Amino 3-kloro benzohidroksamik] asit’in inhibisyon
etkisini gosteren Lineweaver-Burk grafigi.

Tablo 21. 4-amino 3-kloro Benzohidroksamik Asit Inhibitériin HRP Uzerine inhibisyon Etkisi

0

I1Cs Ortalama K; + S.D. |
OH Inhibisyon tipi
N (uM) (uM)
H
HoN 218,33 175,67 + 43,78 Yarismasiz

Cl




Tablo 22. HRP Enzimi I¢in Molekiillerin Toplu Inhibisyon Sonuglari

inhibitor

0
OH
N/
H
HoN

Cl

FTIR Spektroskopisi

Sepharose 4B-L-Tirozin 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit molekiiliiniin ATR-
FTIR spektrumu Sekil 28’de verilmektedir. Sekilde fenolik C-OH, hidroksilamin NH-OH
fonksiyonel gruplarindan kaynaklanan genis bir bant 3680-2980 cm™' araliginda agik bir sekilde
goriilmektedir. Ayrica, spektrumda 2904, 2862 ve 2650 cm™! dalga sayilarinda alifatik C-H
simetrik/asimetrik ve aromatik C-H gerilmelerinden kaynaklanan pikler mevcuttur.
Spektrumun diisiik frekanshi bolgesinde ise, yapiya fenolik halka, karboksilik asit grubu ve
amid halkasmin katildigin1 dogrulayan 1654, 1621, 1327 ve 1296 cm™ dalga sayilarinda
karboksilik asit C=0, amid HN-C=0, aromatik C=C ve fenolik C-O gerilmelerinden
kaynaklanan pikler goriilmektedir. Ustelik bu bolgede 1452 cm™’de kiigiik bir omuz ve 1150
cm’! ‘de diisiik siddetli iki pikin varligi yapida N=N ve N-H gruplarinin olduguna isaret

etmektedir.

ICso
Ort. Ki= S.D.
Inhibisyon tipi
ICso

Ort. K+ S.D.
Inhibisyon tipi

1Cso

Ort. K;£ S.D.
Inhibisyon tipi

ICso

Ort. K;+= S.D.

Inhibisyon tipi
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Horseradish (HRP)

(uM)
306

218 £ 68,8
Yarigmasiz
56

51,9+9,9

Yarismasiz

0,136

0,132+ 0,054

Yarismasiz

218,33

175,67 + 43,78

Yarigsmasiz
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Sekil 28. Sepharose 4B-L-Tirozin- 4- Amino 3-metil Benzohidroksamik Asit kenetlenmesi

Horseradish (Armoracia rusticana) POD enziminin 4-Amino benzohidroksamik Asit
Tiirevleriyle Saflastirilmasi Sonuclari

HRP iizerine 4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-amino 3-nitro
benzohidroksamik asit (2a), 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a), 4-amino 3- kloro
benzohidroksamik asit (4a) bilesiklerinin inhibisyon etkilerine bakildiktan sonra bilesiklerin
ligand olarak kullanildig1 Sepharose 4B-L-Tirozin-4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit,
Sepharose 4B-L-Tirozin-4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit, Sepharose 4B-L-Tirozin-4-
amino 3-metil benzohidroksamik asit, Sepharose 4B-L-Tirozin-4-amino 3-kloro
benzohidroksamik asit kolonlarinin sentezi yontemler boliimiinde anlatildigi gibi yapildi.
Hazirlanan kolondan yaban turpu bitkisinin ekstraktindan HRP enzimi saflastirildi ve bu
asamalarda belirli dalga boyunda (470 nm) aktivite ve protein tayinine bakildi. Sentezlenen

afinite kolonundan saflagtirilan HRP enziminin saflastirma sonuglar1 Tablo 23’de gosterildi.
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Tablo 23. HRP Enziminin Benzohidroksamik Asit Tiirevleri Kullanilarak Saflastiriimasi

- D
E £ R=Rev) = )
s._ 835 Z3 z_ :E 9 .. E @
- s T S® E5 EI <E 3E & %
HRP Enzimi 2 & B S5 c® <3 ~ = S S 5 =z 2
S=~ 43 FE F- TE EB *> £ §
~ - N ~— - »n
2 S = g «
= )
. . Homojenat 5 140 1,27 700 6,35 110,23 100 1
4-amino 2-metoksi
benzohidroksamik
asit Sepharose 2 1259 0,019 2518 0,0038 66263,15 3597 601,13
4B Afinite > > ’ ’ ’ > ’
. . Homojenat 5 140 1,27 700 6,35 110,23 100 1
4-amino 3-nitro
benzohidroksamik
asit Sepharose 2 49,00 0,011 98,00 0,0022 4454545 14,00 404,11
4B Afinite
) ) Homojenat 5 140 1,27 700 6,35 110,23 100 1
4-amino 3-metil
benzohidroksamik
asit Sepharose 2 30,47 0,0007 60,95 0,0014 4352857 8,70 394,88
4B Afinite
. Homojenat 5 140 1,27 700 6,35 110,23 100 1
4-amino 3-kloro
benzohidroksamik
asit Sepharose
e it 2 157 000005 31,4 0001 31400 448 284385

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonug¢lari

Sentezlenen bilesikler iizerine Sepharose 4B-L-Tirozin-(1a, 2a, 3a, 4a) jellerinden
saflagtirdigimiz HRP enziminin molekiil agirligin1 saptamak i¢in PAGE yapildi. Jellerin
boyanmasinda giimiis ve commasie boyama yontemi tercih edildi. Saflastirilan HRP enziminin
molekiil agirliklari, SDS-PAGE’de standart proteinler ile belirlendi. HRP enziminin molekiil
agirligr yaklasik 40-50 kDA araliginda hesaplandi. Sekil 29 ve 30°da SDS-PAGE fotograflari

gosterildi.

44



*| 250 kDa
»| 130 kDa

v

36 kDa

28 kDa

v

. lTkDaI
- 10kDa|

Sekil 29. 4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit, 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit,
4-amino 3-metil benzohidroksamik asit afinite kolonlarindan saflastirilan HRP enziminin
PAGE resmi

*HRP (1,2,3) 1:4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit, 2:4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit, 3: 4-amino
3-metil benzohidroksamik asit

230 kDa
130 5Da
93 kDa
12D
55 kDa

33 kDa
23 kDa

15D

Sekil 30. 4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit, 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit,
4-amino 3-kloro benzohidroksamik asit, 4-Amino 3-kloro benzohidroksamik asit afinite

kolonlarindan saflastirilan HRP enziminin PAGE resmi
*HRP (1,2,3,4) 1:4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit, 2:4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit, 3: 4-amino
3-kloro benzohidroksamik asit, 4: 4-amino 3-kloro benzohidroksamik asit.
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Western Blot Analizi

4-Amino 2-metoksi benzohidroksamik asit kolonundan HRP enziminin saflifi ve
molekiil agirligt SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile belirlendikten sonra sonucun

dogrulugunu teyit etmek amaciyla western blot analizi yapildi (Sekil 31).

5pul 10ul 15 ul

Sekil 31. Western blot analizi sonucu elde edilen jel goriintiisii

4-Amino 3-Nitro Benzohidroksamik Asit ve 4-Amino 3-Metil Benzohidroksamik
Asit Molekiilii Kullanilarak Hazirlanan Afinite Kolonlarimin HRP Enzimini Tutma
Kapasitesinin Belirlenmesi

4-Amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin (2a, 3a) ligand olarak kullanildig: afinite
jelleriyle saflastirilan horseradish peroksidaz (HRP) enzimlerinin kantitatif protein tayini
Lowry yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde ilk olarak standart grafik hazirlandi. HRP
enzimini tutma kapasitesi degisik sicaklik, pH ve iyonik siddetlerde belirlendi. Deney asamalari

yontemde anlatildig1 sekilde uygulandi.

0,3 1~

y =0,0027x
0,25 - ® R2-0,9858

0,2

0,15

Absorbans (660 nm)

100 120

ng (BSA)

Sekil 32. Lowry metoduna gore sigir serum albiiminden hazirlanan standart grafik
Kolon kapasitesine sicakligin etkisi sonuclart

HRP enziminde farkli sicaklik parametrelerinde (5, 10, 15, 20, 25, 30 °C) afinite jelinin
baglama kapasitesi incelendi, sonuglar (mg protein/g jel) Sekil 33, 34’de gosterildi.
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Sekil 33. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit afinite jelinin HRP enzimi i¢in sicaklik-
kapasite grafigi

1,6 4

1,2 A

0,8 A

Protein/jel (mg/g)

Sicaklik °C

Sekil 34. 4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit afinite jelinin HRP enzimi i¢in sicaklik-
kapasite grafigi

PH’nin kolon kapasitesine etkisi sonuclart

HRP enziminde farkli pH parametrelerinde (5,5 ile 9) arasinda degisen tamponlar ile

afinite kolonunda bulunan jelin baglama kapasitesi (mg protein/g jel) Sekil 35, 36’da gosterildi.
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Sekil 35. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit afinite jelinin HRP enzimi i¢in pH-kapasite
grafigi
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Sekil 36. 4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit afinite jelinin HRP enzimi i¢in pH-kapasite
grafigi

Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi sonuclari

HRP enziminin afinite jeline baglanmasi i¢in iyonik siddet 0,2-0,5 molar arasinda

deneyler gerceklestirildi, ¢ikan degerler (mg protein/g jel) basina Sekil 37, 38’de gosterildi.
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Sekil 37. 4-Amino 3-nitro benzohidroksamik asit afinite jelinin HRP enzimi i¢in iyonik siddet-
kapasite grafigi
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Sekil 38. 4-Amino 3-metil benzohidroksamik asit afinite jelinin HRP enzimi i¢in iyonik siddet-
kapasite grafigi
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TARTISMA VE SONUC

Peroksidaz enzimi bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda bulunan hem grubu igeren bir
glikoproteindir (Rompel et al. 2007). Bitki POD'lar1, yapi, hiicre duvarlarinin lignifikasyonu,
yaslanma, organogenez, fenol oksidasyonu, hiicre duvari proteinlerinin ¢apraz baglanmasi,
doku hasarinin korunmasi ve patojenik mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin

Onlenmesi gibi bir¢ok dnemli fizyolojik fonksiyona sahiptir (Sisecioglu et al. 2012).

Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi gida, tekstil, deri, kozmetik ve kagit
sanayilerinde kullanilan zehirli atiklar olarak degerlendirilen boyalarin giderilmesinde HRP nin
etkili oldugu bilinmektedir (Onder et al. 2009). Organik bilesiklerin biyotransformasyonu,
organik sentezleri ve H»O; algilanmasi i¢in biyosensorlerin olusumu i¢in de siklikla
kullanilmaktadir. H>O: gii¢lii bir oksitleyici maddedir; birikmesine izin verilirse toksik olabilir.
Bu nedenle, peroksidazlar normal ve stres kosullar1 altinda hiicrelerde asir1 H>O»

uzaklastirmada énemli bir rol oynar (Sarika ef al. 2015).

Ticari oneme sahip ve uygulama alanlarinin genis olmasi sebebiyle Horseradish
Peroksidaz (HRP) enzimini saflastirma ¢alismalarinin sayist giin gectikce artmaktadir.

Literatiirde farkli kromatografik metotlarin kullanildig1 ¢alismalar yapilmistir.

Concanavalin A agaroz afinite kromatografisi kullanilarak Horseradish koklerinden
peroksidaz enzimi saflagtirilmistir. Substrat olarak 4-aminoantipirin-fenol ¢ozeltisi kullanilarak
enzim aktivitesi iizerine inhibitor, pH ve sicaklik bakilmistir. HRP enziminin 14,45 x 10“M
substrat konsantrasyonu ve 38 x 102 pg enzim konsantrasyonunda etkili bir aktivite
gostermistir. Optimum pH degerinin 6, optimum sicaklik degerinin ise 40°C oldugu
gozlemlenmistir. Saflagtirilmis HRP dogal PAGE iizerinde 40 kDa bir molekiil agirligina sahip
tek bir band olarak bulunmustur (Sarika et al. 2015).

Concanavalin A (con A), Merserize makro gozenekli selilloz membranlar tizerinde
hareketsizlestirilmis ve membran afinite kromatografisi i¢in bir ligand olarak
kullanilmistir. 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin, glutaraldehit veya diazotizasyon igeren ii¢
aktivasyon ve immobilizasyon yontemi kullanilmis ve karsilastirilmistir. Hazirlanan afinite
membranlari, sirasiyla yaban turpu ve ticari peroksidazdan peroksidazin ayrilmasi ve
saflagtirilmast  i¢in  kullanilmistir. Ayirma ve saflagtirma, substrat olarak 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) kullanilip peroksidaz aktivitesi izlenmistir. Yaban turpundan

ayirmak i¢in, %?24,5 verim ve 142 kat saflastirma saglanmistir; ticari bir numunenin
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saflastirilmasi i¢cin %71 verim ve 2,3 saflagtirma katsayisina ulasilmistir (Guo and Ruckenstein

2003).

Yaban turpu peroksidazinin saflastirilmasi i¢in Sepharose'a bagli concanavalin A
tizerinde afinite kromatografisi teknigi ile %73 verimle 2,3 kat saflastirma gergeklestirilmistir.
Saflastirilmis yaban turpu peroksidazinin karakterizasyonu, hem 403 nm'de absorbansa hem de

protein igerigine gore artan bir enzimatik aktivite gostermistir (Brattain et al. 1976).

Yaban turpu peroksidazi (HRP), diyaliz edilmis sulu ekstraktan iki asamali ters misel
Oziitleme ile yaban turpu koklerinden saflastirilmistir. Ters misel fazlar iiretmek i¢in izooktan
icinde ¢ozlinen anyonik yiizey aktif madde AOT kullanilmistir. %46 verimle 80 kat saflastirma
katsayisina ulagilmistir. SDS-PAGE yapilarak 43,8 kDa da iist {iste binen iki bant goriilmiistiir
(Regalado et al. 1996).

Concanavalin A’ya sahip siiper makro gozenekli kriyojeller hazirlanarak yaban turpu
peroksidazi li¢ kromatografik yontemle saflastirilmistir. Kriyojellerin yaban turpu peroksidaz
baglanmasi 3,85 mg/g kriyojel olarak bulunmustur. Ayrica saflagtirma kat sayis1 115,1 kat
olarak belirlenmistir (Kegili ef al. 2018).

Yaban turpu (Armoracia rusticana) koklerinden elde edilen peroksidaz ultrasonikasyon,
amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi ve fenil Sepharose CL-4B hidrofobik etkilesim kromatografisi
kullanilarak ii¢c asamada saflastirilmistir. Bu ¢alisma sonunda 772 (EU/mg) spesifik aktivite, %
71,3 verim ve 291 saflagtirma katsayisina ulasilmistir. (Lavery et al. 2010).

Horseradish peroksidaz enzimi ii¢ kromatografik yontemle saflagtirilarak aktivitesi
6,3027°den 9,9452 (EU/mg) spesifik aktiviteye yiikseltilmis ve 45,77 kat saflastirma
katsayisina ulasilmistir (Khurshid et al. 2012).

Yaban turpu (Armoracia rusticana) koklerinden peroksidazi yiliksek verimde
saflastirmak icin yiiksek yogunluklu Concanavalin A hazirlanmasi ¢alisiimistir. iki asamadan
olusan saflastirma teknigi ile %73 verimle 14 kat saflastirma kat sayisina ulagilmistir (Fraguas

et al. 2004).

HRP enzimi iyon degisim kromatografisi teknigi (DEAE-Sepharose reginesi) ile 52,52
(EU/ml) olarak saflastirilmistir (Lestari 2020).

Yaban turpu peroksidazinin (HRP) horseradish koklerinden iki asamali bir yontem
kullanilarak % 0,15 verim ile 84,26 kat saflastirma ve % 0,10 verim ile 9,15 kat saflastirma elde

edilmistir (Ji et al. 2021). Baska bir ¢alismada iki asamali ultrafiltrasyon yontemi kullanilarak
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642,6 (EU/mg) spesifik aktivitesi ve %86 verim ile 238 kat saflagtirilmistir. Sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforez ile molekiil agirlig1 yaklasik 41 kDa’da g6zlenmistir (Qin
2015).

Biyomakro molekiillerin saflagtirilmasinda kullanilan afinite kromatografisi, diger
kromatografik yontemler ile kiyaslandiginda etkinlik, verim ve ekonomik ac¢idan olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Fakat afinite i¢in ligand sentezlemek ve dolgu maddesine baglayacak kimyasal
bir yontemi gelistirmek oldukca zor ve lizerinde ¢ok calisilmasi gereken bir prosestir. Bu
baglamda daha once bu alanda yapmis oldugumuz c¢alismalar ve 6n denemeler 1s181nda,
sistematik bir yaklasimla 4-amino benzohidroksamik asit tiirevleri sentezlenerek HRP

saflagtirlmasinda kullanilacak yeni ligantlar afinite kromatografi kiitiiphanesine eklenecektir.

Grubumuz tarafindan yapilan bir ¢calismada 26 aminobenzohidrazid tiirevi sentezlenmis,
karakterize edilmis ve yeni HRP inhibitorleri olarak tanimlanmistir. Bu molekiillerin HRP
enzimi lizerindeki inhibisyon etkileri detayli olarak incelenmistir. Afinite kromatografisi
teknigi ile sepharose-4B’ye bagli benzohidrazid tiirevleri ligand olarak kullanilmistir. Her bir
afinite jelinden HRP enzimi saflagtirilmistir. Saflagtirilma sonuglarina gére 4-Amino 3-bromo
benzohidrazid ve 3-Amino 4-kloro molekiilii kullanilarak sirasiyla %8,5 ve %16,67 verim

bulunarak literatiire kazandirilmistir (Almaz et al. 2021).

Bu tez kapsaminda ise verimi artirmak ve saflagtirma ¢aligmalarini daha ileri gotiirmeye
yonelik yapilan calismalarda yaban turpu bitkisinden HRP enzimini saflastirmak i¢in yeni
ligandlarin tasarimi ve sentezi yapildi. (4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-
amino 3-nitro benzohidroksamik asit (2a), 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) ve 4-

amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a)) kullanildi.

HRP, farkli enzim inhibitdrlerinin kinetik mekanizmalarinin ve parametrelerinin

arastirilmasi igin iyi bir model olarak kabul edildigi literatiirdeki ¢alismalarda kanitlanmistir

2017 yilinda yapilan bir ¢alismada on {i¢ tane sentezlenmis flavonoidin aktivitesi
tizerindeki inhibisyon etkisi c¢alismalart gosterilmistir. Substrat olarak 4-metil katekol
kullanilarak optimize edilmistir. Bu flavonoidlerin 0,14 — 0,01 ile 65 — 0,04 mM arasinda
degisen Ki degerleri ile peroksidazi inhibe ettigi belirlenmistir. Caligilan inhibitorler, tiroid
hastaliklarin1 kontrol etmek i¢in yeni molekiillerin gelistirilmesine yardimci olabilecek umut

verici HRP inhibitorleri olabilecegini gostermistir (Mahfoudi et al. 2017).
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Yaban turpu peroksidazin 4-Amino antipirin oksidasyonunun merkaptoasetik asit ve
merkaptoetanol tarafindan inhibisyonlar1 karsilastirilmigtir. Merkaptoetanol ve merkaptoasetik
asit i¢in ICso degerleri tespit edilmistir. Belirlenen ICso degerleri kinetik caligmalar igin
kullanilmistir. Enzim aktivitesi i¢in substrat olarak 4-Amino antipirin kullanilmis olup
inhibitorlerin varli§inda 6l¢iimler yapilmistir. Merkaptoetanoliin peroksidaz aktivitesi tizerinde
merkaptoasetik asitten daha giiclii bir inhibitorii oldugu bulunmustur. Kinetik ¢aligmalarda, her
iki durumda da karigik tipte yarismasiz inhibisyon gosterdigi goriilmiistiir. Bu tip inhibitorlerin
AIDS'in tedavisinde diger anti-viral ilaglar ile kombinasyon halinde kullanilabilir oldugu tespit

edilmistir (Sariri et al. 2006b).

Bu tezde ise HRP enzimi iizerine amino benzohidroksamik asit tiirevlerinin inhibisyon
etkisini incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda inhibitdr eklenerek aktivite degerleri
hesaplandi ve elde edilen verilerle %Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek 1Cso degerleri
bulundu. HRP enzimi i¢in olusturulan grafikler Sekil 20, 22, 24 ve 26’da gosterildi ve 1Cso
degerleri: 4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a) i¢in; 306 uM, 4-amino 3-nitro
benzohidroksamik asit (2a) i¢in; 56 uM, 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) i¢in;
0,136 uM ve 4-amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a) icin; 218,33 uM olarak hesaplandi.
Daha sonra HRP enziminin Ki degerlerini hesaplamak i¢in 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda ve 5 farkli guaiakol konsantrasyonunda aktivite 6l¢timleri yapildi. 4-amino
2-metoksi benzohidroksamik asit (1a), 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit (2a), 4-amino 3-
metil benzohidroksamik asit (3a) ve 4-amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a)
molekiillerinin HRP enzimi {izerine Ki degerlerini ve inhibisyon ¢esitlerini bulmak i¢in
Linewear-Burk grafikleri ¢izildi (Lineweaver et al. 1934). Grafikler Sekil 21, 23, 25 ve 27°de
gosterildi. Yapilan ¢alisma sonucu elde edilen Ki degerleri: 1a molekiilii i¢in; 218 + 68,8 uM,
2a molekiilii i¢in; 51,9 £ 9,9 uM, 3a molekiilii i¢in; 0,132 £+ 0,054 uM ve 4a molekiilii i¢in ise;
175,67 £ 43,78 uM’dir. Sonuglar, calisilan tiim hidroksamik asitler ile HRP katalitik bolgesi
arasindaki etkilesimleri daha iyi anlamaya ve yeni molekiiller gelistirmeye yardimeci olabilecek

umut verici HRP inhibitdrleri olabilecegini gosterdi.

HRP enziminin aktivite Ol¢iimii belirlendi (Sisecioglu et al. 2010). CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B matriks, L-tirozin ise uzanti kolu olarak kullanildi. Her bir
inhibitérden 90 pmol madde alinarak Sepharose-4B-L-tirozin jelleri hazirlandi. Afinite
jellerinin FT-IR ile kontrolii saglandi. Homojenatlar hazirlanan kolonlara tatbik edildi, 470

nm’de yiiksek aktivite gosteren eluatlar birlestirildi ve protein tayini yapildi.

HRP enzimi afinite kromatografisinde 4-amino 2-metoksi benzohidroksamik asit (1a)

ile %35,97 verimle 601,13 kat, 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit (2a) ile %14,00 verimle
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404,11 kat, 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit (3a) ile %8,70 verim le 394,88 kat ve 4-
amino 3-kloro benzohidroksamik asit (4a) ile %4,48 verim ile 284,85 kat saflastirildi. HRP

enzim saflastirma sonuglart Tablo 22°de verildi.

Literatiirde farkli kaynaklardan POD enzimlerinin saflastirilmasi ¢alismalarinda farkli
molekiil agirhigina sahip bir¢cok izozim yapist tespit edilmistir. SDS-PAGE yontemiyle
POD’larin molekiil agirliklar; salgamda 65,8 (Kalin et al. 2014), mor lahanada 69,3 kDa
(Somturk et al. 2014), yaban turpunda 44 kDa (Almaz et al. 2021), sogan koklerinde 51,2 kDa
(Oztekin 2020), bériilcede 39 kDa (Tasbasi 2021), pazida 37 kDa (Boldaz 2021) olarak
bulunmustur. Peroksidaz enzimlerinin molekiill agirliklari, saflagtirilan kaynaga gore
degiskenlik gostermektedir. Bu calismamizda ise afinite teknigi kullanarak tek kademede
saflagtirdigimiz HRP enziminin molekiiler agirligi yaklasik olarak 40-50 kDa araliginda
hesaplandi ve SDS-PAGE Sekil 29 ve 30°da gosterildi. Ayrica western blot teknigi uygulanarak
enzim saflig1 Sekil 31°de dogrulandi.

HRP enzimi saflastirilmasinda 4-amino 3-bromo benzohidrazid ve 3-amino 4-kloro
benzohidrazid kolonlarinin kullanildig: bir ¢aligmada kolon kapasitesi incelenmis ve 4-amino
3-bromo benzohidrazid i¢in sicaklik 20 °C, pH 8,5 ve iyonik siddet 0,35 M, 3-amino 4-kloro
benzohidrazid igin ise sicaklik 15 °C, pH 8,0 ve iyonik siddet 0,40 M optimum sartlari
gozlemlenmistir. Optimum baglanma kapasitesi ise 4-amino 3-bromo benzohidrazid i¢in 2,680
mg/g-jel, 3-Amino 4-kloro benzohidrazid igin 3,420 mg/g-jel olarak bulunmustur (Almaz et al.
2021). Erel tarafindan yapilan ¢alismada 4-amino-2-nitro benzohidrazid, 3-amino-5-metoksi
benzohidrazid kolonlari i¢in kolon kapasitesi incelenmis ve optimum sartlar sirasiyla sicaklik
20°C, pH 7,5 ve iyonik siddet 0,3 M; sicaklik 20°C, pH 7 ve iyonik siddet 0,2 M bulunmustur.
Kolonlar i¢in optimum baglanma kapasitesi ise sirasiyla 2,363 mg/g jel ve 2,060 mg/g jel olarak

belirlenmistir (Erel 2019).

Bu tez kapsaminda; HRP enziminin saflastirllmasinda 4-Amino 3-nitro
benzohidroksamik asit ve 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit ile yapilan kolonlardan
sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH 6,8 de (5 ile 25°C) araliklarinda,
farkli sicakliklarda (mg protein /g) jel basina sunuglar grafik edildi. Sekil 33 ve 34’ de

gosterildi.

HRP enzimi ile kolonun etkilesiminde pH nin etkisini saptayabilmek i¢in pH’s1 5,5 ile
9 arasinda degisen tampon ¢ozeltiler kullanilmistir. En iyi baglanmanin gdzlendigi pH icin
sonuglar (mg protein/gram-jel basina) Sekil 35 ve Sekil 36’da grafik edildi. Buradan 4-Amino
3-nitro benzohidroksamik asit i¢cin pH:8,0 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit igin ise

pH:7,5 da en iyi baglanma oldugu belirlendi.
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Kolonlarin baglanma kapasitelerine iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci ile 0,2 M
ile 0,5 M arasinda degistirilerek sonuclar grafikle gosterildi. Sekil 37 ve Sekil 38’de goriildiigii
gibi 4-amino 3-nitro benzohidroksamik asit i¢in 0,4 M, 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit
icin 0,4 M’da baglanmanin maksimum oldugu belirlendi. Kapasite sonuglarina gore, 4-Amino
3-nitro benzohidroksamik asit i¢in 15°C’de pH 8,0°de 0,4 M’da optimum baglanma 2,90 mg/g

jel, 4-amino 3-metil benzohidroksamik asit icin ise 2,77 mg/g jel olarak tespit edildi.

Bu c¢alisma sonucunda gerceklestirilen afinite kromatografisi ile HRP enziminin tek
basamakta ve yiiksek verimde saflastirnrlmasinda kullanilan 4-Amino 2-metoksi

benzohidroksamik asit molekiilii literatiire kazandirilmistir.
Bu tez kapsaminda;

1. Aromatik halkada amino grubu iceren benzoik asitlerin (la-2a-3a-4a) metil
esterlerinden ¢ikilarak hidroksamik asit bilesiklerinin sentezleri yapildi.

2. HRP enzimi iizerine sentezlenen hidroksamik asit molekiillerinin inhibisyonlarina
bakilarak ICso, Kj, ve inhibisyon tipleri tespit edildi.

3. Doniisiimlii inhibisyon gosteren hidroksamik asit tlirevleri Sepharose-4B-L-tirozin
destek materyaline kovalent baglanma ile afinite jelleri sentezlendi ve FT-IR ile afinite
jeli kontrol edildi.

4. Sentezi yapilan her bir afinite jelinden yaban turpu (horseradish) ekstraktlar1 gegirilerek
HRP enzimlerinin tek basamakta saflastirilmasi gerceklestirildi.

5. Saflastirmalar sonucunda elde edilen HRP icin SDS-PAGE ve western blot ile enzim
saflig1 kontrol edildi.

6. Saflastirma tablolar1 hazirlanarak, yiizde verimler ve spesifik aktiviteler hesaplandi.

7. Saflastirilmada afinite kolonunun enzimi baglama kapasitesi tizerine iyonik siddet, pH,

sicaklik gibi degerler belirlendi.
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