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OZET

Doktora Tezi

BENZOHIDRAZID TﬁREYLERi KULLANILARAK HORSERADISH PEROKSIDAZ
(HRP) ENZIMIiNiN TEK BASAMAKTA SAFLASTIRILMASI

Ziileyha ALMAZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu calismada Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin inhibitérleri olan 4-Amino
benzohidrazid ve tiirevi molekiiller kullanilarak bu enziminin tek basamakta saflastirmasi
hedeflendi. Literatiirde bulunan Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin saflastirma
caligmalarina katki saglamak amaciyla ilk defa 4-Amino benzohidrazid ve tiirevleri olan 4-
Amino 2-bromo benzohidrazid, 4-Amino 3-kloro benzohidrazid, 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid molekiiller ligand olarak kullanilip, bu enziminin saflastirilmasi g¢aligmasina
uygulandi. Kullandigimiz  4-Amino benzohidrazid tiirevi molekiillerin metilbenzoat
formlarindan hidrazin sentezleri yapilarak Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi iizerine
inhibisyon etkileri incelendi ve doniislimlii inhibisyon gosteren molekiiller Sepharose-4B-L-
Tirozin jel materyaline baglanarak elde edilen afinite jelleri ile tek kademede Horseradish
Peroksidaz (HRP) enziminin saflastirilmasi gergeklestirildi.

4-Amino benzohidrazid molekiili kullanildiginda Horseradish POD enzimi, %1,8 verimle 45,4
kat, 4-Amino 2-kloro benzohidrazid molekiilii kullanildiginda Horseradish POD enzimi, %4,46
verimle 149 kat, 4-Amino 3-kloro benzohidrazid ile %4,7 verimle 102,3 kat, 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid ile %3,2 verimle 129 kat, saflastirma yapildi. Bu kolonlardan saflagtirilan
enzimin molekiil agirlig1 ve safligit SDS-PAGE ile kontrol edildi. Horseradish Peroksidaz (HRP)
enzimi igin 44 kDa’da tek bant gézlendi. Tiim kolonlarin saflagtirma sonuglart karsilastirildi ve
en iyi kolon olan Sepharose-4B-L-Tirozin-4-Amino-2-kloro benzohidrazid kolonu i¢in kolon
tutma kapasitesi, Horseradish Peroksidaz (HRP)enzimi i¢in degisik pH, sicaklik, iyonik
siddetlerde caligildi. Bu sonuglara gore, 4-Amino 2-kloro benzohidrazid i¢in 20°C’de pH 9,0’da
0,35 M iyonik siddet konsantrasyonunda optimum baglanma 2,99 mg/g jel olarak tespit edildi.
Guaiakol substrati i¢in Ky Ve Vi degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan calisma
sonuglarinda Horseradish (Armoracia rusticana) POD enzimi igin Ky degeri 4,34 mM Ve V pax
degeri 0,97 EU/mL.dk olarak tespit edildi.

2016, 91 sayfa

Anahtar Kelimeler: Horseradish Peroksidaz (HRP), Afinite kromatografisi, Saflastirma, 4-
Amino benzohidrazid ve tiirevleri



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

ONE STEP PURIFICATION OF HORSERADISH PEROXIDASE (HRP) ENZYME
USING BENZOHYDRAZIDE DERIVATIVES

Ziileyha ALMAZ

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Department of Biochemistry

Advisor: Prof.Dr. Hasan OZDEMIR

In this thesis study, it was aimed to establish a purification procedure in one step for
Horseradish Peroxidase (HRP) enzymes by using 4-Amino benzohydrazide and its derivative
molecules which are the inhibitors of the HRP enzymes.In order to contribute to the purification
studies in the literature of HRP enzyme, 4-Amino benzohydrazide and its derivatives which are
4-Amino 2-bromo benzohydrazide, 4-Amino 3-chloro benzohydrazide, and 4-Amino 2-chloro
benzohydrazide molecules were used as ligands and first applied to the study of purification of
HRP enzyme.The inhibition effects on the Horseradish Peroxidase (HRP) enzyme were
investigated by hydrazine synthesis from the methyl benzoate forms of the 4-amino
benzohydrazide derivative molecules we used and the purification of the single-stranded
Horseradish Peroxidase (HRP) enzyme was performed by affinity gels obtained by binding
molecules with alternating inhibition to Sepharose-4B-L-Tyrosine gel material.

Using a 4-Aminobenzohydrazide molecule, the Horseradish POD enzyme is purified with a
yield of 1.8%, 45.4 fold, when the 4-amino 2-chloro benzohydrazide molecule is used the
purification result is with a yield of 4.46%, 149 fold, with the 4-amino 3-chloro benzohydrazide
the enzyme is purified with a yield of 4.7%, 102.3 fold, finally using a 4-amino 2-bromo
benzohydrazide the enzyme purification is 129 fold with a yield of 3.2%. The molecular weight
and enzyme purity of the enzymes purified from all the columns were controlled by SDS-
PAGE. Single band at 44 kDa for the Horseradish peroxidase enzyme were observed. The
purification results of all the columns were compared and the column holding capacity for
Sepharose-4B-L-Tyrosine-4-amino-2-methoxy benzohydrazide showing the result of being the
best column, for the Horseradish peroxidase enzymes were studied different pH, temperature
and ionic strengths. According to these results, the optimum binding of Horseradish peroxidase
enzyme for 4-amino 2-chloro benzohydrazide molecule was determined as 2.99 mg/g gel at
20°C, pH 9.0 and at 0.35 ionic intensity concentration. In the results of the studies aimed at
finding the Ky and V. Values for the Guaiakol substrate, The Ky, and the V.. values were
found as 4.34 mM and 0.97 EU / mL.min respectively for the Horseradish (Armoracia
rusticana) POD enzyme.

2016, 91 pages

Keywords: Horseradish Peroxidase (HRP), Affinity chromatography, Purification, 4-Amino
benzohydrazide and derivatives
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ABTS 2,2’- azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic asit

DMSO Dimetil siilfoksit

E:C Enzim kod numarasi

HRP Horseradish Peroksidaz (At turpu, yaban turpu, bayir turpu
peroksidazi)

I1Cso Enzimin aktivitesini yariya indiren inhibitér konsantrasyonu

K;j Enzim inhibitér kompleksinin ayrigma sabiti

Kwm Maksimum hizin yarisina neden olan substrat derigimi

PABH Para amino benzoikhidrazid (4-Amino benzohidrazid)

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

POD Peroksidaz

SDS Sodyum dodesilstilfat

TEMED N,N,N’,N'-tetrametil etilendiamin

TLC Ince tabaka kromatografisi

TMB 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidin

Tris Trihidroksimetil aminometan

PEG Polietilenglikol

Vil
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1. GIRIS

Canliligin  siirdiiriilebilmesi, biyolojik ortamda kimyasal reaksiyonlarin yiiksek
verimlilik ile gergeklestirilmesi ve fonksiyonlar i¢in gerekli enerjinin saglanmasi ile
miimkiindiir. Bircok canlida enerjinin saglanmasi1 egzergonik bir siire¢ gerektirir. Bu
kimyasal siire¢ oldukca yavas ilerlemektedir. Ancak insanda ve diger bir¢ok
organizmada kimyasal enerji saniyeler icerisinde elde edilebilir. Bu farka sebep olan
biyolojik  katalizorlerdir.  Biyolojik  katalizorler enzim  denilen  6zellesmis
biyomolekiillerdir (Giirddl ve Ademoglu 2013). Bu biyomolekiiller, kimyasal
doniistimleri saglayan molekiiler makinalardir. Enerjinin bir formdan diger forma
donilisimiinii saglarlar. Enzimlerin en 6nemli ozellikleri katalitik giigleri ve 6zgiil
olmalaridir (Berg et al. 2014). Reaksiyonun hizim 10°-10"" kat artirabilir ayrica
substratlarina ¢ok benzeyen yapilari bile ayirt edebilirler (Nelson and Cox 2008).

Oksidorediiktaz enzim sinifina dahil olan peroksidazlarin, yasamin biitiin formlarinda
bol miktarda ve her yerde bulunan enzimler oldugu bilinmektedir (Zamocky and
Obinger 2010). Peroksidazlar (EC 1.11.1.7) prostetik grup olarak demir (l1I)
protoporfirin IX (ferriprotoporfirin IX) i¢ceren hem proteinlerdir. 30,000 ile 150,000 Da
araliginda molekiiler agirliga sahiplerdir.  Cesitli organik ve inorganik bilesenlerin
oksidasyonunu ve H,O, gibi peroksitlerin rediiksiyonunu kataliz eden enzimlerdir
(Hamid and Rehman 2009). Peroksidazlar hayvan, bitki ve mikroorganizma
dokularindaki ¢esitli rediiktantlar ve H,O, arasindaki oksidorediiksiyonu kataliz ederler
(Hiraga and Sasaki 2001). Bu enzimler, bir grup oksidatif reaksiyonu kataliz etmek
tizere elektron akseptorii olarak ¢esitli peroksitleri (ROOH) kullanmaktadirlar (Passardi
et al. 2007). Katalitik mekanizmalar1 ping-pong mekanizmasini igeren iki elektronun
hidrojen peroksitten hem transferiyle baslar ve enzimin oksitlenmis formu olusur.
Ardisik tek elektron azaltimlari ile enzim dogal formuna doner veya indirgenmis bolge
enzimin ara oksitlenmis formunu olusturur (Dunford 1999). Glikozid yan zincirleri,
polipeptit zinciri tlizerindeki ikinci prostetik grubu olusturur. Peroksidaz izoenzimleri
cogunun molekiiler agirliklarinin %15-17’si kadar karbohidrat igerirler (Van Huystee

1987). Hem grubu ve glikozidik gruplarin yaninda kalsiyum (Ca?*) iyonu da peroksidaz


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669013001593#bib0045

salinimi ve polipeptit zincirinin yapisal devamliligr i¢in gereklidir (VanHuystee 1987;
Fric 1976).

Peroksidazlar, aktivitelerinin kolay olglilmesi ve yiiksek sicakliklarda stabil
kalabilmesinden dolay1 enzimatik ¢alismalarda ve protein yapi tayinlerinde model bir

enzim olarak tercih edilme sebebi olmustur (Hiraga et al. 2001).

Peroksidazlar tarafindan kataliz edilen reaksiyonun genel formiilii asagida verilmistir

(VanHuystee 1987).

Peroksidaz

[ H202 + AH2 2 Hzo + A ]

Metabolizma sirasinda olusan, oksitleyici 6zelligi olan H,O,’nin ortamdan hizli bir
sekilde uzaklastirilmasi islevi hiicrede antioksidan Ozellik gosteren katalaz ve
peroksidaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir (Halliwell 1984). Hiicre igindeki
hidrojen peroksit miktar1 peroksizomlarda katalazlar tarafindan diizenlenirken, hiicrenin
diger boliimlerinde ise peroksidaz enzimleri ¢esitli aromatik bilesikleri substrat olarak

kullanir (Robert et al. 1993) ve H,0;’yi etkisiz hale getirir (Scandalios et al. 1994).

Kiiciik ya da biiyiik gen aileleri tarafindan kodlanmis peroksidazlar (EC 1.11.1.x), pek

¢ok 6nemli fizyolojik ve gelisimsel siireglere katilmaktadirlar (Passardi et al. 2007).



Sekil 1.1. Farkli protein aileleri arasinda filogenetik iliskinin sematik gdsterimi

Hayvansal olmayan hem grubu peroksidazlar kendi igerisinde, dort yapisal sinifa

ayrilmaktadir:



Sinif I: Bakteri, yiiksek bitki askorbat peroksidazlari, sitokrom-c peroksidaz, L-askorbat
peroksidaz ve maya peroksidazlarini igerir.

Siif II: Mantarlarda bulunan manganez peroksidaz ve lignin peroksidazdan
olusmaktadir.

Sinif III: Klasik salg: bitki peroksidozlarindan olusur (Hiraga et al. 2001). Klasik salgi
bitki peroksidazlar1 (EC 1.11.1.7, Sinif 11 Prx), elektron verici olarak hidrojen peroksit
kullanarak, farkli alt substratlarin oksitlenmesini miimkiin kilan hem gurubu ihtiva eden
glikoproteinlerdir

Sinif IV: Diger hayvansal olmayan peroksidazlar (Passardi et al. 2007).

Bitki peroksidazlari; klorogenik asit, katekol, pirogallol, katekin ve guaiakol gibi
birtakim fenolik molekiiliin peroksit karsisinda oksidasyonunu gergeklestirir (Onsa et
al. 2004). Aromatik molekiiller peroksidazlar tarafindan substrat olarak kullanilirken,
metabolizmada meydana gelen hidrojen peroksiti suya indirgeyerek zararsiz hale
dontistiiriirler (Robinson et al. 1987; Kampis et al. 1984). Bu reaksiyonlara katekoliin

oksidasyonunu 6rnek olarak verilebilir.

pob A QP
+ HO0p —— @ +  2H,0

Sekil 1.2. Peroksidazin katekol substratin1 kullanarak hidrojen peroksiti giderme
mekanizmasi

HO OH

Peroksidazlar, ayrica fenoller ve hidrokinonlar gibi bir¢ok aromatik molekiiliin
dehidrojenasyonunu da katalizler. Bu bilesikler pirogalol, toluidin, bazi azo boya
tirevleri, 10komalasit yesili, guaiakol, propiyonil promozin, 2-kresol, 4,4'-
diaminodifenilen amin, benzidin, o-tolidin, di-oanisidin gibi maddelerdir (Piitter and
Becker 1987; Van Huytstee 1987).



Peroksidazin bulundugu sartlarda substrat olarak kullanilan guaiakoliin yiikseltgenme
mekanizmas1 yapilan c¢aligmalar sonucunda aciga kavusturulmus ve guaiakoliin 3,3-

dimetoksi-4,4 bifenokinona yiikseltgendigi tespit edilmistir (Doerge et al. 1997).

o
(
.. Peroksidaz
©/1H1 7TI' @E}(Hqﬂ—h @“ "CH;
. a0 .
Guaiakol 1 B0
H;C-0 H4C-0 H,C-0
s v s 1S
O-CH, (=-CH, H O-CH-
3.3 -dimetoksi
3.3 -dimetoksi-4 4"-bitenokinon 4 A'-dilidroksitileml

Sekil 1.3. Guaiakol substratinin peroksidaz enzimi tarafindan guaiakolun renkli
oksidasyon tirlinlerine ¢evrilme mekanizmasi

Guaiakoliin substrat olarak kullanimi, ilk kez 1809’da biyomateryallerde yapilan renk
reaksiyonuyla gerceklesmistir. Bayir turpundan saflastirilan enzimle peroksidaz

teriminin kullanilmasi bundan 100 y1l sonra gergeklesmistir (Van Huystee 1987).

Peroksidaz enziminin reaksiyon Kkatalizleme mekanizmasi, hidrojen peroksitin
indirgendigi ve guaiakol substratinin yiikseltgendigi reaksiyonlar ile {i¢ basamakta
gerceklesir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Guaiakol substrati varlifinda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii

Yukarida belirtilen mekanizmanin ilk basamaginda peroksidaz enzimi, Fe(IV) iceren
porfirin katyon radikali olan bilesik I'i olusturmak igin peroksitin bir ekivalentiyle
reaksiyona girer. Bu bir redoks reaksiyonudur. Bu reaksiyonda H,O; suya indirgenirken
enzim ise yiikseltgenmektedir. Ikinci adimda bilesik I ortamdaki guaiakol substratindan
bir proton alarak Fe(IV) haline indirgenirken, substrat bir proton kaybederek radikal
haline doniisiir. Bunun sonucunda olusan bilesik II oksiferril bir merkeze sahip bir
porfirindir. Son basamakta ise bilesik II ortamdaki substrattan tekrar bir proton alip
indirgenerek ilk durumuna geri doner. Ayrica ortamda olusan radikalik substratlar

birbirleriyle etkileserek polimer hale dontsiirler (Veitch 2004).

Peroksidazlarin 6nemli rol oynadigi hayvanlar, mikroorganizmalar ve bitkilerde
peroksidaz aktivitesi tespit edilmistir. Hidrojen peroksiti ya da diger peroksitleri
kullanarak cesitli substratlarin oksidasyonunu katalize eder. Peroksidazlar hiicre igi
bosluklarda, plazmada, hiicre i¢i cisimciginde ve hiicre duvarmin iginde veya disinda
bulunabilir. Hiicre iginde bulunan enzim hiicre duvari bilegenlerine iyonik ya da
kovalent olarak baglanir (Belcarz et al. 2008). Peroksidazlarin substrat ilgisi, spesifik

aktivite, kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve optimum pH gibi biyokimyasal



ozellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimi vardir (Fric 1976). Bazi izozimler yapisal
olarak ifade edilirken bazilar1 bitki yapist ve gelisiminde 6nemli yer tutar. Bu enzimler
bitki hiicre bdlmelerinde izoenzimlerin varligi ile belirtilmis ¢esitli fonksiyonlara

sahiptirler (Vitali et al. 1998).

Peroksidazlar, bitkilerin gelisimi ve strese karsi olan cevabi, bitkilerin biiyiimesindeki
hormonal diizenlenme, hiicre duvari metabolizmasi, oksidasyon defansinda hiicrelerin
cevabr gibi birgok hiicresel siiregte rol oynamaktadir (Jouili 2011). Ayrica,
peroksidazlar biyotik ve abiyotik stresleri gosteren bir biyolojik belirteg¢ olarak kabul
edilmektedir. Bu enzimler ¢cimlenmeden yaslanmaya kadar bir¢ok ¢ok fizyolojik olayda
rol oynar (Morohashi 2002). Fenolik bilesik oksidasyonu (Fry 2004), hiicre uzamasi
(Liszkay et al. 2004), reaktif oksijen tiirleri ve reaktif azot tiirlerinin metabolizmasi
(Almagro et al. 2009), fitohormon metabolizmasi (Cosio ve Dunand 2009), hiicre
duvarlar1 bilesenlerinin ¢apraz baglanmasi ve hiicre duvarmin sertliginin kontrolii,
suberin ve lignin olusumunda gorev alir (Passardi et al. 2007; Marjamaa et al. 2009).
Ayrica sebze ve meyvelerin yetisme donemleri siiresince indoleasetik asit miktarinin
ayarlanmasi, bitkilerde hiicre duvar proteinlerinin baglanmasi (Agostini et al. 1997),
(Fry 1986), savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991) lignin biyosentezi
(Duarte et al. 2000), hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993) ve oksidatif
stres (Hiraga et al. 2001) gibi olaylarda etkilidirler. Ayrica mikroanalitik uygulamalarda
tercih edilir (Kwak et al. 1996). Bitkilerde, hasarli veya enfekte dokular da fiziksel
savunma mekanizmasina (Biles and Martyn 1993) katkida bulunmaktadir.
Peroksidazlar, klinik biyokimyada ve enzim immiinolojik testlerinde yaygin olarak
kullanilir (Vamos-vizago 1981; Lin et al. 1996). Peroksidazlarin bazi yeni
uygulamalari, Ornegin endiistriyel atiklar ve gida maddeleri gibi materyallerden
peroksitlerin uzaklagtirilmasi, ¢esitli aromatik kimyasallarin sentezi, fenolik bilesenler

iceren atik sularin iyilestirilmesi gibi 6neriler de icermektedir (Agostini et al. 2002).

Klasik salgi bitki peroksidazlari (Smif Ill), hiicre uzamasi, hiicre duvart yapi ve
farklilagmasi yanisira degisik bitki patojenlerine kars1 savunmada gorev alan bitki salgi

glikoproteinleridir (Zamocky and Obinger 2010).



Gol, nehir suyu gibi ham i¢gme suyu kaynaklari, toksik alifatik ve aromatik kirleticiler
(fenol ve fenolik bilesenler) tarafindan kontamine olabilir. Bunlar toksik oldugu igin
insan sagligina potansiyel tehlike sunmaktadir ve bunlarin ¢ogunun kanserojen oldugu
diistiniilmektedir. Bu  aromatiklerin  konvansiyonel su aritma tesislerinde
biyog¢oziiniirligii kolay degildir (Kim et al. 2006). Toprak, endiistriyel atiklar, gamur ve
atiksulardan fenolik bilesenlerin uzaklastirilmasi igin gesitli kimyasal, mikrobiyolojik ya
da enzimatik yontemler gelistirilmistir. Ozon tedavisi gibi kimyasal yontemler, ¢ok
pahalidir ve bazi toksik kloro-organik bilesiklerin artmasina (klorin oksidasyonu) neden
olabilir ki bu da fenolik bilesiklerin kendisinden daha tehlikelidir. igme suyu
mikrobiyolojik isleme karsi giivenli degildir. Ciinkii hastalik iireten bakteri ve diger
mikroplarin viicuda girisine neden olabilir. Bu yiizden enzimatik metodlar, i¢me suyu
kaynaklarindaki toksik aromatik bilesenleri uzaklagtirmak icin yeni ve iyi bir opsiyon
olmaktadir. Horseradish ve diger bitki kaynaklarindan peroksidazin izolasyonu
mikrobiyal kaynak iiriinlerinden daha ucuzdur. Bu nedenle bitki peroksidazlar1 sularin

iyilestirilmesini de i¢eren ¢ogu ticari uygulamalar i¢in kullanilmaktadir. (Lavery et al.
2010).

Bu baglamda ¢ogu uygulamalar H,O, varliginda fenolik kirleticilerin iyilestirilmesi
yoniindedir (Buchnan and Nicell 1997). HRP, boyalarin renksizlestirilmesi ve sulu
aromatik kirleticilerin iyilestirilmesi i¢in de kullanilir. Horseradish Peroksidaz (HRP)
enziminin benzidin ve naftilamin gibi anilin, hidroksikinolin ve arilamin kanserojenleri
igeren kirleticilerin iyilestirilmesi i¢in kullanim1 ¢alisilmaktadir. Bayir turpu (Armoracia
rusticana) peroksidazi (HRP) giinlimiizde diagnostikte biiylik 6neme sahip bir enzimdir.
Ornegin mesane ve prostat kanseri riskini belirlemek icin, 8-hidroksideoksiguanozin ve
analoglarin lirinde saptanmasi gibi tipta bir¢ok tanisal uygulamalarda kullanilmaktadir
(Hamid and Rehman 2009). ELISA testlerinde, immunoblotting gibi tekniklerde
isaretleyici olarak kullanilan bu enzim genellikle antikorlara, lektinlere ya da haptenlere
baglanmaktadir. Bayir turpu koklerinden elde edilen peroksidaz (HRP) tibbi tami
testlerinde, yeni kimyasal maddelerin sentezinde, biyotemizleme gibi uygulamalarda sik
olarak kullanilmaktadir. Farkli biyoteknolojik, biyomedikal ve diger uygulamalar i¢in

kullanilan HRP, simdilerde niikleik asitlerin ve proteinlerin radyoaktif olmayan



standardizasyonunun tespitine imkan saglamistir. HRP kullanimi ndroanatomi dahil
tibbi aragtirmalarda, yaygin hale gelmistir. HRP’nin en son ndronlarin terminal ucuna
baglandigr bulunmustur (Sarika et al. 2015). Ayrica H,O, varliginda aromatik
bilesiklerin (fenoller, bifenoller, anilinler) uzaklastirllmast ve azo boyalarmin
¢oktiiriilmesinde etkili oldugu bilinmektedir. Enzim diam, nobenzidini (DAB)
¢oziinmeyen bir bilesige doniistirmektedir: Bu bilesik de kanser tanisina yardimci
olmaktadir. Avidin kopriileri ile HRP’nin immobilizasyonu kuvvetli etkinlige sahip
biyokatalizorler olusturmaktadir. Ayrica enzim histokimyasal boyamalarda ve
biyosensorlerde de kullanilmaktadir. Dehidrojenasyon; aromatik  bilesiklerin
polimerizasyonlart; heteroatom oksidasyonlart ve epoksidasyon gibi oksidatif
reaksiyonlarda HRP’den katalizor olarak yararlanilmaktadir. HRP aktivitesi; genis bir
pH ve sicaklik araliginda oldugundan bu enzimin atik su sisteminde kullanilmasi

uygundur (Leon et al. 2002; Franco Fagus et al. 2004).

Pratik analitik uygulamalarda da yaygin olarak kullanilan bir enzimdir. Ornegin siit ve
siit triinlerinde bulunan laktoz, spektrofotometre, biyosensor gibi sofistike araglar
gerektiren cesitli analitik yontemlerle tespit edilir. Laktoz tahmini i¢in [-galaktosidaz,
galaktoz oksidaz ve HRP’yi immobilize ederek basit ve ekonomik bir biostrip
teknolojisi gelistirilmistir Ayn1 zamanda fenolik ve aromatik amin bilesiklerini
polimerize i¢in kullanilmistir ki yeni tip aromatik polimerler su ile karigabilen organik
¢oziiciiler iginde ve suda sentezlenmistir (Hamid and Rehman 2009). Son zamanlarda
HRP giibrelerin kokusunun giderilmesi i¢in etkili bir alternatif olarak kanitlanmistir
(Govere et al. 2007).

Organik sentezde HRP uygulamalart agirlikli olarak polimerizasyon reaksiyonlari ile
ilgilidir. Ornegin HRP, optik fiberlerin bir bileseni olan poli metil metakrilat’m katalizi
oda sicakliginda gergeklestirilebilir. (Kalra and Gross 2000). HRP kitosan ve polivinil
alkol fenolik tiirevleri kullanilarak, hidrojeller olusturmak iizere kullanilmistir (Sakai et
al. 2014). Ayrica stiren ve tiirevlerinden (6rnegin ambalaj malzemesi olarak kullanilan)
polistireni  olusturmak i¢in polimerizasyon reaksiyonlart HRP ile basariyla

gerceklestirilmistir (Krainer and Glieder 2015) .
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HRP’nin ve indol asetik asitin veya tiirevlerinin kombinasyonu hale hazirda
hedeflenmis kanser terapilerinde kullanilmak i¢in ajan olarak gelistirilmektedir. HRP
C’nin en ilging reaksiyonlarin biri bitki hormonu indol-3-asetik asit (IAA) ile olusur.
Cogu peroksidaz katalizli reaksiyonlarin aksine, daha eski literatiirlerde HRP C’nin
aktivitesini tanimlamak i¢in indol asetik asit oksidaz teriminin kullanimi, ilave hidrojen
peroksit olmadan gerceklesir. indol-3-asetik asit ve HRP C’nin kombinasyon halinde
kullanimi, Wardman ve arkadaslar tarafindan yapilan calismalarina gore, hedeflenen
kanser tedavisi i¢in yeni bir potansiyel sunabilmektedir. IAA’in HRP C varhiginda,
insan timor hiicrelerini de kapsayan memeli hiicrelerine karsi sitotoksik oldugu
goriilmektedir (Folkes and Wardman 2001). Dogal iiriin sentezi veya biyo-
transformasyonda HRP C kullaniminin ornekleri de literatiirde mevcuttur (Veitch
2004). Enzim immiinanalizlerde (enzim-etiketli antikor) haberci olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Hamid and Rehman 2009). Yeni elektrokimyasal biyosensor
sistemlerinin gelistirilmesi yaninda uygulamali HRP iizerine giincel caligmalar, atik
sulardan fenolik kirleticileri ¢ikarmak ve sentetik boyalar1 indirgemek icin

biyoremediasyon sistemleriyle de alakalidir (Krainer and Glieder 2015).

1.1. Horseradish (Armoracia Rusticana) Peroksidaz1 (HRP)

Horseradish (Armoracia rusticana), koklerinin besin degeri sebebi ile diinyanin iliman
bolgelerinde 6zellikle Avrupa ve Asya'nin bazi bolgelerinde ayrica Kuzey Amerika'nin
kuzey-1liman boélgelerinde yetisen dayanikli ¢ok yillik bir bitkidir ve uzun dmiirlidiir.
Bu bitki, 6nemli dl¢iide ekonomik dneme sahip Cruciferae ailesinin bir tiyesidir (Veitch
and Smith 2000). Horseradish (bayir turpu, at turpu, yaban turpu); sar1 kalin, etli kokii,
baharatli tadi ve antibiyotik ve antienflamatuar yetenegi olan bir bitkidir (Sarika et al.
2015). Yapraklar askorbik asid (vitamin C), kalsiyum, sodyum, magnezyum tohumlar
ise kat1 yag icermektedir. Ayrica seker, nisasta, sakizli maddeler de bulundurmaktadir.
Taze kok 6zii lizozim antibiyotik tesirli madde barindirmaktadir. Armoracia rusticana
(bayir turbu)’nin antibiyotik 6zellik gdsteren kokii de magnezyum, kalsiyum, sodyum,

vitamin C igermektedir ve bu kokler tioglikozid ihtiva etmektedir. Hidroliz sonucu
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eterik yag allilizotiyosiyanat (hardal yag: gibi) ayrilmaktadir. Peroksidaz enzimi bu
kokten elde edilmektedir (Veitch 2004).

Uzerinde uzun zamandir c¢ahsilan HRP oksidorediiktazlar enzim grubu iginde
smiflandirilan bir heme proteindir. Bu smif iginde bulunmasinin sebebi H,O, gibi
oksidize bir ajanin varligi durumunda ¢ok genis yelpazede substratlar1 okside etme
yetenegine sahip olmasidir. Oksidorediiktaz enzim grubunda bulunan enzimlerden
tizerinde en fazla ¢alisilandir. HRP ile katalize edilmis substratlar askorbat, ferrosiyanit
ve sitokrom c igerirler. Bu siniftaki enzimler hem prokaryotik hemde okaryotik
hiicrelerde ifade edilirler (Barnard 2012). HRP heme igeren 44 kDa agirliginda bir
glikoproteindir ve 308 amino asit rezidiisii igeren tek bir polipeptid zincirinden olusur
(Welinder 1976). Buna ilave olarak 4 disiilfid bagi aktif enzim yapisina destek
olmaktadir. Molekiiliin karbohidrat rezidii igerigi saflastirilan kaynaga bagl olarak
%18-22 arasindadir. Ug boyutlu yapiya gore katalitik olarak aktif olan izoenzim C iki

metal merkez igerir. Bunlar iki kalsiyum atomu ve ferriprotoporfirin IX (hem grubu)
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dur. Bu iki merkez enzimin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigi i¢cin &nemlidir. iki
kalsiyum atomu hem boélgesine distal ve proksimal pozisyonlarda olacak sekilde
yerlesmistir (Haschke and Friedhoff 1978). Ug boyutlu yapida a-sarmal ve B-kirmali
yapilar bulunmaktadir. Ancak a-sarmal yapmin daha hakim oldugu goriilmektedir.

(Veitch 2004).

o- sarmal yapilar

Kalsiyum atomlarn

Aminoasit rezidiisii

Heme grubu [Fe (III) protoporfirin IX]

f- kermal yapslar

Sekil 1.5. HRP C’nin x 1511 kristal yapisi

X 1sm1 ile HRP’nin kristal yapis1 1997 yilinda bir grup calismaci tarafindan ortaya
koyulmustur. Enzim yapisinin aminoasit sirti agirhikli olarak alfa helikslerden
olusmustur. Ayrica buna beta kirmal bolgeleri eslik etmektedir. HRP C toplamda 9
glukozilasyon bdlgesine sahiptir ve asparagin baglantisiyla protein yiizeyinde bu
pozisyonlarin 8 inde gkukozlanir. Glikoproteinlerin stabilizasyonundaki N-baglantili
glikanlarin rolii konusunda ¢eligkili sonuglar veren ¢alismalar yapilmistir. HRP icinde
bu gruplarin oynadig1 rol enzimin kinetik stabilitesi ile alakali olarak gosterilmisrtir. Bu
gruplar konjugelerin hazirlanmasinda kullanilan baz1 uygulamalarda biiyiik 6neme
sahiptir (Barnard 2012). HRP protohemin bir haloenzimdir. Peroksidaz katalizinde

akseptor olarak H,O; kullanir. Protohemin nedeniyle enzimin absorpsiyon spektrumu
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280 nm den baska 403 nm de de maksimum absorbans vermektedir. Cozeltinin 403 nm
deki absorbans degerinin 280 nm deki absorbans degerine orani enzimin safligini

gostermektedir. (Leon et al. 2002; Franco Fagus et al. 2004).

Son yillarda bu enzimin {i¢ boyutlu yapisi, katalitik araliklari, kataliz mekanizmalar1 ve
belli aa kalintilarinin fonksiyonu gibi bu enzimle alakali yeni bilgiler kullanigh hale
gelmistir. HRP iizerindeki ilginin sebebi biyomedikal uygulama alaninda genis dlgekli
olarak kullanilabilmesidir. Ornegin kanser tedavisinde kanserli hiicreler HRP ile
cDNAya transfekte edilir. IAA (bir HRP substrati) ilag onciilii (prodrug) gibi davranir.
Gen yonelimli enzim /prodrug tedavisinin bir parcasi olarak belli kanser hiicrelerinde
apoptozisi indiikleyerek oksidize edilir (Wardman 2002). Enzim baglantili analizlerde
ise HRP ile oksidize edilen substratlarin biiyiikk ¢ogunlugu emilir. Bu uygulamaya bir
ornek antikor ile konjuge edilmis HRP kolorimetrik bir sinyal iiretir. Bunu se¢ilmis
renkli substratlari oksidize ederek renkli, olgiilebilir metabolitler olusturarak yapar.
Renk reaksiyonu kullanicinin konjuge antikor tarafindan yakalanmis hedef molekiiliin
varhigini saptamasini saglar. Fenolik bilesiklerin HRP ile oksidatif baglantisi {i¢ asamali

dongiisel bir reaksiyondur (Barnard 2012).

Sinif IIT salg1 peroksidazlarinin en iyi bilinen temsilcisi Armoracia rusticana yaban
turpu peroksidazi (HRP)'dir. Sadece peroksidazlar arasinda yaygin olarak bilinen
koklerden elde edilen izoenzim C1 olarak degil, ayn1 zamanda 50 yildir bilimsel ve
patent literatiiriinde en yaygin sunulan bitki enzimleri arasinda devam etmektedir
(Zamocky and Obinger 2010). Farkli HRP izoenzimleri ilk olarak 1942 de rapor
edilmistir (Barnard 2012). Yaban turpu peroksidaz (HRP), 200'den fazla yil once
bilimsel literatiirde ilk olarak ortaya c¢ikti ve simdiye kadar ¢ok sayida calismanin
konusu olmustur. HRP ye bilimin ilgisi, molekiiler biyoloji alet kitleri, molekiiler
taninin bulusuyla ve ilk HRP geninin yayinlanmasiyla 1980’lerin sonu 1990’larin
basinda olusmustur (Fujiyama et al. 1988). HRP arastirmalari genellikle kimya
mihendisliginde ve mutageneziste onlarin gelismesi ve uygulamalariyla, cesitli
ekspresyon sistemlerinde rekombinant tiretim, enzimolojik karakterizasyonu ile ilgilidir.

Simdiye kadar, HRP arastirmalarinin biiyiik cogunlugu diger dogal izoenzimlerinin
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potansiyelini ihmal eden, bir izoenzim olan izoenzim C1A iizerinde durulmustur. Yeni
dogal HRP izoenzimleri kesfi nedeniyle (Né&itsaari et al. 2014), HRP ile ilgili
calismalarda ek bir artis beklenmektedir (Krainer and Glieder 2015). Horseradish’ te
1950'lerin basinda izoenzimlerinin sayist 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
kars1 reaktifliklerinde farkliliklar gozlemlenmistir. Ortaya ¢ikan bilesenlerde vurgulanan
sey, tek bir peroksidaz enziminin eserinden ziyade aslinda farkli izoenzimlerin
oldugudur (Jermyn and Thomas 1954). 1966 yilinda Horseradish’ten yedi ayri
izoenzimin fiziksel oOzellikleri, izolasyon ve saflastirma c¢alismasit ‘yaban turpu
koklerden peroksidaz izoenzimleri’ adli bildiride yaymlanmistir (Krainer and Glieder
2015) . Bir asidik HRP izoenzimi ile temel bir enzim karsilastirilarak kinetik ve substrat
profil farkliliklar1 ortaya ¢ikarilmistir (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,
C1 ve C2 diye bes izoenzim ayrica E1-E6 izoenzimleri biyokimyasal olarak karakterize
edilmisgtir (Aibara et al. 1981, 1982). Asidik bir HRP izoenzim A2, H,0;
inaktivasyonuna karsi izoenzim C’den daha stabil oldugu bulunmustur (Hiner et al.
2001a). Bununla birlikte izoenzim E’nin oksalasetat oksidasyonunda izoenzim A2 ve
C’ye gore daha yiiksek spesifik aktivite gosterdigi bulunmustur (Kay et al. 1967).
Ancak son zamanlarda kadar, HRP izoenzimlerinin alti nukleotit sekansi veri
tabanlarinda mevcuttur. 2014 yilinda, salg1 bitki peroksidazlariyla enzimleri kodlayan
toplam 28 dizi yayinlanmistir. Cok sayida peroksidaz izoenzimlerinin bitkilerde belirli
fizyolojik roller oynadig: diistiniilmektedir. Peroksidaz aktivitesi bir bitkinin tiim omrii
boyunca genis bir reaksiyon c¢esitliligi ile saptanabilmektedir. 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  {izerine  gelecek  ¢alismalar
kolaylagtiracaktir (Nédtsaari et al. 2014). Rekombinant teknoloji, yakin gelecekte yeni

ve gelistirilmis biyokatalizorlere imkan saglayan HRP araglar1 i¢inde bu tiir 6zellikleri
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birlestirme ve kullanmaya olanak vermektedir. Su anda genel veri tabaninda mevcut 34

dogal HRP izoenzimi bulunmaktadir (Krainer and Glieder 2015).

Genel olarak Horseradish (yaban turpu) Peroksidaz terimi kullanildigi halde bitkinin
kokiiniin igerdigi farkli peroksidaz izoenzimleri igerisinden 6nemli olan ii¢ izoenzim ise
Izoenzim A (asidik), izoenzim C (ndtral yada az bazik) ve kuvvetli bazik HRP’dir
(Veitch 2004). Agikgasi, yaban turpu peroksidazi tek bir enzim degil daha ¢ok bir enzim
ya da izoenzim grubu olarak ifade edilir. En ¢ok bulunan izoenzim C1 (HRP C), aym
zamanda ¢ok genis uygulama alanindan dolay1 yaban turpu peroksidazi ile ilgili
caligmalarin ¢ogunda ve ayn1 zamanda ¢ogu uygulamalarinda kullanilan izoenzimidir
(Veitch and Smith, 2000). HRP C fizerine yapilan c¢alismalar uygulamada daha g¢ok
kanser terapisi, immunodiagnostik, biyotransformasyon, enzim baglantili assaylar ve

atik su aritmalarina yogunlagsmistir (Barnard 2012).

HRP, H,O, gibi bir oksidize edici ajanin varliginda genis yelpazede substratlart oksidize
eder. Peroksidatif HRP Kkatalizi yaklasik ii¢ ardisik reaksiyon ile tanimlanabilir.
Reaksiyon HRP’nin H,0; ile I bilesigi formuna indirgenmesiyle baglar. Bunu substratin
enzimle oksidasyonu takip eder. HRP, HRP-I ve HRP-II, sirasiyla, stabil durumdaki
enzim, birinci ara durum (bilesik I) ve ikinci gegis durumunu (bilesik II) temsil
etmektedir. AH, ve AH* sirasiyla bir indirgenen substrat ve onun oksitlenmis radikal
turtidiir (Krainer and Glieder 2015).

HRP + H,0, — HRP-1+ H,0 (1)
HRP-1+ AH; — HRP-I1 + AH* )
HRP-11 + AH, — HRP + AH* + H,0 3)

HRP’nin enzimatik aktivitesi, hem grubundaki demir atomunun siklik rediiksiyon ve

oksidasyonundan kaynaklanmaktadir (Fang ve Barcelona 2003)
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Sekil 1.6. indirgeyici substrat olarak ferulat ile Horseradish Peroksidaz (HRP C)‘nin

katalitik dongiisii
Hiz sabitleri k1, k2 ve k3 sirasiyla bilesik I in olusum hizi, bilesik 1 ve bilesik II nin indirgenme hiz
oranlarini gostermektedir.

Ferulik asitin indirgeyici substrat olarak kullanildigi durumda Kataliz dongiisiiniin bazi
onemli 6zellikleri sekilde gosterilmistir. Iki tek—elektron indirgeme basamaginda radikal
tirlerin olusturulmas: reaksiyon tirlinlerinin kompleks bir yapiya sahip olmasina yol
acabilir ki bunlar arasinda dimerler, trimerler ve ard arda ¢evrimlerde kendisinin
indirgeyici substrat olarak davranabilecegi yiiksek oligomerlerde bulunur. Kataliz
¢evrimindeki ilk basamak H,0, ve kararli halde bulunan enzimdeki Fe(III) ile bilesik I i
olusturmak i¢in yapacaklar1 reaksiyon ki bu hal yiiksek oksidasyon durumudur ve Fe
(IV) oksoferil merkez ve porfirin tabanli katyon radikali igerir. Yani bu basamag: saf
peroksidazin (HRP), ferrihem prostatik grubunun H,0, ile gerceklesen 2 elektron
oksidasyonu olusturmaktadir. Gegis durumunda (0 bilesigi) bilesik 1 olugmadan
gerceklesir. Diistik sicakliklarda H,O, ve HRP C arasinda olan reaksiyonlarda

gozlenmistir ve Fe III hidroperoksi kompleksi olarak tanimlanmaktadir. Peroksidaz
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bagli bu komplekslerin molekiiler dinamik simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. Formal
terimlerle ifade edecek olursak I nolu bilesik kararli durumun iizerinde iki oksitleyici
esdegerleri mevcuttur. Birincisi tek-elektron indirgenmis durum basamagi indirgeyici
substratta yer almay1 gerektirir. Bu durum bilesik II nin olusmasina yol a¢ar ki bu da Fe
IV oksiferil tiirleridir ve kararli durumun tizerinde tek oksitleyici esdegerlik igerir. Her
iki bilesik te giiclii oksidantlardir. Tahmini redoks potansiyelleri +1 V’ye yakindir.
Ikinci tek-elektron indirgeme basamag bilesik II yi enzimin kararli durumuna gevirir.
Fazla olan hidrojen peroksit ile kararli hal enziminin reaksiyonu bilesik III i verir. Bu
sonug baska yollar kullanilarak ta elde edilebilir (Dundorf 1999). Bu ara durum en iyi
sekilde Fe (III)-siiperoksit ve Fe (I1)- dioksijen kompleksinin bir rezonans hibriti olarak
tamimlanir (Veitch 2004).

Izoenzim C’nin degisik HRP substratlari i¢in katalitik sabiti (Kcs) michealis sabiti (Ky)
tabloda gosterilmistir. Datalar, incelenen substratlarda en yiiksek kcat degerine
TMB’nin (3,3,5,5’-tetrametilbenzidin) sahip oldugunu goéstermistir. ABTS [2,2'-
Azino-bis(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)], I bilesiginin olusumu sirasinda HRP
tarafindan HO, ile oksidasyonu ile karsilastirildiginda nispi olarak yiiksek kcat
degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Cesitli substratlarin katalitik verimlilikleri kcat/Ky
degeri belirlenerek karsilastirilmistir.  Bu datadan lizerine calisilan substratlardan en
verimlisinin TMB oldugu ortaya ¢ikmistir. H,O, ve guaiakol igeren reaksiyon dongiisii
i¢in bu orani sinirlayan reaksiyon guaiakoliin oksidasyonu olacaktir. HRP ile H,O, nin
oksidasyonu i¢in yiiksek Ky degeri ki bu degerin TMB (8,5 kat daha yiiksek) ve ABTS
(8,4 kat daha yiiksek) reaksiyonlarindan daha yiiksek olmasi, H,O, i¢in enzimle diisiik
affinite degeri gosterir (Barnard 2012).
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Cizelge 1.1. 25°C’de HRP i¢in Belirlenmis Kinetik Karekteristikler

Substrate Keat Kwu Keay Km
. < . T
Hidrojen Peroksit (H,0,) 348x10°st | 37x10°M | 9.4x10°

3,3,5,5’-tetrametilbenzidin
(TMB)*
2,2’- azino-bis 3-

4x10%st 0.434 x103M 9.2 x 10°

(0.44 +0.03) x 107

etilbenzotiazolin -6-sulfonic asit | 226+ 14 s M 5.1 x 10°
(ABTS)?

- - 3
Guaiakol (2-metoksifenol) 13857 28%10° M 49 x 107

Y[TMB]= 2.5 mM, [HRP]= 2.5 x 10 M, [H,0,] =1 x 10° M.
2.1 M fosfat tamponu iginde reaksiyon, pH 6.0, [HRP]= 1x 10™° M, , [H,0,] = 7 x 10 M.
% 0.02 M potasyum fosfat i¢indeki reaksiyon, pH 7.0, [HRP]= 6 nM, [H,0,] =2 x 10* M.

HRP, pH 5.0- 10.0 degerleri arasinda nétr pH da kararlidir. Enzimin termal kararlilig
bazi faktorlerden etkilenmektedir. Bu faktorler arasinda tampon sartlari, Ca iyon bag
dayaniklihgi,  disiilfid  koprileri  ve  glikozilasyon  gelmektedir.  Yiiksek
konsantrasyonlardaki sodyum fosfat tamponu pH 7.0’nin enzimin termal dengesini
indirgemekte oldugu gosterilmistir. Termal ya da pH inaktivasyonu alfa heliksin ve
ticiinciil yapmin hem bdlgelerinin de stabilizasyonuna kaynaklik eder ve bu islem geri
doniigtimsiizdir. TMB ve luminoliin kullaniminin HRP’nin stabilitesini arttirdig:

gozlenmektedir.

HRP inhibitérleri Cr,0/%, Pb** Co*™?, Cd*?, Mn*% Cu*? ve Ni*? gibi divalent iyonlar
icerirler. Diger inhibitorler vanedat, sodyum azid, siyonit, florid, etilenetioiire,
hidroksilamin, stilfid, L-sistin, L-sistein, siyaniir, p-amino benzoik asit ve karbon
monoksit igerirler (Sariri et al. 2006). Bu kiigiik molekiillerin bir kism1 hem grubunun
demir atomuna baglanir bu da alti koordinatli peroksidaz kompleks olusumuna
indirgenir veya katalitik aktivite gostermez ve bu sekilde doniisiimii saglar. Bu ayrica
alkalin pH sinda gozlenen hem grubu olusumudur ki burada enzim oksidasyon-

rediiksiyon potansiyeline indirgenir.

Enzim stabilizasyonu aktivatorler ve inhibitdrler HRP’nin saflastirilmas: ve

ekstraksiyonu diisiiniildiigiinde énemli faktorlerdir. Uretimde dolayli veya direkt olarak
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kullanilan kimyasal tiplerinde (ekipmanlarin temizlenmesi ve sanitasyonunda) enzim
stabilizasyonu ve aktivitesi iizerine etkilerinin incelenmesi gerekmektedir. Iz
kontaminasyonu en biylik riskler arasinda yer alir ve laboratuvar olgekli iiretim
denemeleriyle birlikte iiriniin kimyasal bilesiminin yorumlanmasi aktivite ve enzim
verimi kayiplarinin minimize edilmesiyle yapilir. Ornegin sodyum fosfat tamponunda
HRP’nin azalmis termal stabilitesi bu tamponun iglemden ¢ikmast sonucunu dogurur.
Bu siire¢ sirasinda dikkat edilmesi gereken kritik kontrol noktalar1 maksimum sicaklik
limiti ve belirlenmis pH araligidir. Bu faktdrler siire¢ sirasinda enzim stabilitesini saglar

(Barnard 2012).

HRP nin mevcut saflagtirma prosediirlerinin ¢ogunun zaman alic1 ve pahali olmasiyla
birlikte bu saflagtirmalarda diisiik saflastirma katsayisi, spesifik aktivite ve verim
goriilmektedir. HRP nin kullanimimin klinik ve endiistriyel uygulamalarla artmasiyla
birlikte diisiik maliyette, basit, hizli saflagtirma metodlarina ihtiya¢ duyulmaktadir
(Lavery et al. 2010).

HRP ilk olarak 1958°de Seravac laboratuarlarinda (BBI enzim) ekstrakte edilip ve
saflastirilmistir. Baslangigtaki enzim pazari daha ¢ok biyokimyasal ve biyomedikal
aragtirmalar igin {retilen enzimlerdir. Fakat immunudiagnostik test sistemlerinin
bilesenlerinde kullanilan enzimler belirginlestikce HRP kullanim pazari da artmistir.
Yillik bazda ulasilan en yiiksek {iretim rakami1 BBI sirketinin 2007 de ulastig1 8 milyon
inite/ton dur. HRP nin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi ¢esitli teknikler kullanilarak elde
edilebilir. Buradaki 6nemli hususlar bu teknikleri kullanmaya karar verdigimizde
maliyeti dayaniklilig1 ve kullanimdaki tutarliligidir. Sepharose bagli Concanavalin A ve
P-a¢ilamidobenzoik asit iceren afinite kromatografi matriksleri gelistirilmistir ve HRP’
nin hizli saflastirilmasina kaynaklik etmistir (Brattain et al. 1976). Bu reginelerin
kullaninm1 diisiik verim nedeniyle genis Olcekteki enzim iiretiminde, matrikslerin
maliyetinden dolayr diisiik pH stabilitesi ve nispeten kisa dmiir dongiisiinden dolay1
pratikte uygun degildir. BBI enzimlerinin saflastirma prosesi iki adimda
gerceklesmektedir. Bu hidrofobik etkilesim kromatografisi ve iyon degisim
kromatografisidir (Barnard 2012).
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1.2. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi, hemen hemen biitiin biyomolekiillerin biyolojik fonksiyonlarini
veya Ozel kimyasal yapilarini esas alarak saflastirma yapma imkani tanir. Bu teknik
diger kromatografi tekniklerden daha sonra gelistirilmesine ragmen, uygulama sahasi

cok hizli gelismistir.

Bu teknikte saflastirilmasi istenen molekiil "matriks"ad1 verilen bir kolon maddesine
kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand)
spesifik ve tersinir baglanir. Afinite kromatografisi bir tiir adsorbsiyon
kromatografisidir. Aktif materyalin geri kazanilmasi genelde c¢ok yiiksektir. Diger
tekniklerle ¢ok basamakli islemler gerektiren, ¢ok zaman alan hatta ayrilmasit miimkiin
olmayan birgok biyolojik materyaller, bu yontemle bir tek basamakta elde edilebilir.
Saflagtirma ¢ogu zaman birka¢ bin kat olur. Afinite kromatografisinin konsantre edici
etkisi de vardir; bundan dolay1 biiyiik hacimlerle de galismak miimkiindiir (Wilchek et
al. 1984). Ayirimlarin yiiksek segicilikleri, birbirini etkileyen molekiillerin tabii
spesifitesinden kaynaklanir. Bu sebepten dolay: afinite kromatografisi su amagla

kullanilabilir:

a) Kompleks biyolojik karigsimlardan maddeleri saflastirmak i¢in,
b) Bazi maddelerin denatiire olmus sekillerinden tabi sekillerini ayirmak igin.

c) Kirletici bityiik miktarlardan kiigiik miktardaki biyolojik materyalleri ayirmak igin.

Afinite kromatografisinde yapilacak iyi bir ayirim, biyospesifik ve matrikse kovalent
baglanabilecek bir ligand gerektirmektedir. Bununla birlikte su iki husus énemlidir;

a) Immobilize edilen ligandin numune igin spesifik baglama afinitesi olmast.
b)Safsizliklar aktiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde se¢imli desorpsiyonu

icin kullanilabilir bir yontem bulunmasi1 énemlidir.

Afinite Kromatografisinin genel prensibi Sekil 1.7°de gosterilmektedir.
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Afinite kromatografisinin genel prensibi:

F Fa)
|
1 + L — L
v "u'|
Matriks Ligard
£
| |
2 L + N — L N + Safsizlklar
'v| 'u'|
r a)
| |
3 L N — L + N

Sekil 1.7. Afinite kromatografisinin genel prensibi
“((1)°de ligand matrikse kovalent baglanmasi, (2)’de numune kolona adsorbe olup, safsizliklar akar ve
(3)’de numune eliie edilir)
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2. KAYNAK OZETLERI

Organizmalarda genis bir yayilimi olan peroksidaz cesitli kaynaklardan izole
edilmektedir. Bitkilerde bulunan peroksidaz, ispanak yapraklari, enginar yapraklari,
lahana, marul, brokoli, domates tohumlari, patates yumrular1 ve kiiltiirlii yerfistigi

hiicrelerinden saflagtirllmaktadir (Soda et al. 1991).

POD enziminin saflastirildigr bu ¢alismalara 6rnek olarak karalahanadan (Giilgin and
Yildirim 2005), brokoliden (Tipawan and Barrett 2005; Koksal and Giilgin 2008),
1spanak yapraklarindan (Koksal 2011), bamyadan (Yemenicioglu et al. 1998), tiitiinden
(Gazaryan and Lagrimini 1996), arpadan (Kristensen 1999), isirgan otundan (Giilgin
2002), lahanadan (McLellan and Robinson 1987), yesil bezelyeden (Halpin et al. 1989;
Lee and Klein 1990), pamuktan (Triplett and Mellon 1992), tatli patates yumrularindan
(Leon et al. 2002), biirtiksel lahanasindan (McLellan and Robinson 1987), domatesten
(Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982), havuctan (Nair et al. 1996), portakaldan
(Clemente 1998), kavundan (Rodriguez et al. 2000), hurma yapraklarindan (Deepa and
Arumughan 2002), cilekten (Civello et al. 1995), at turpundan (Lavery et al. 2010),
musirdan (Mika et al. 2008), ¢avdar yapraklarindan (Murakami et al. 2007), zeytinden
(Saraiva et al. 2007) ve papaya meyvesinden (Pandey et al. 2012) yapilan saflastirma

calismalar1 verilebilir.

1960’lardan beri peroksidaz enzimi ile ilgili farkli kaynaklardan farkli metotlarla
saflagtirma ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Afinite, iyon degisim, metal ve hidrofobik afinite
kromatografisi kulanilan saflagtirma metodlarindan birkag¢ tanesidir (Singh and Singh
2002).

Enzim saflagtirma ve karakterizasyon c¢aligmalarinda karaturp, salgam ve diger bitki
cesitleri lizerinde de birgok c¢aligma mevcuttur. Bu anlamda Tiirk karaturpundan
(Raphanus sativus L.) peroksidaz enzimi (Sisecioglu et al. 2010), japon turpu
(Raphanus sativus L.) koklerinden askorbat peroksidaz enzimi (Ohya et al. 1997)
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saflagtirilarak karakterize edilmistir. Karalahanadan (Brassica oleracea) POD enzimini
{ic kromatografik adimda 43805 (EU/mg) 33,5 kat %33 verimle (Giilgin 2005),
karnabahardan (Brassica oleracea L.) POD enzimini ii¢ kromatografik adimda
466987,9 (EU/mg) 19,33 kat %0,2 verimle (Koksal 2008). Kirmizi lahanada afinite
kromotografisini kullanarak 120 kat %2.9 verimle (Somtiirk et al. 2014). Yabani
sinamekinden peroksidaz saflagtirmistir (Vitali et al.1998). Marul mabhsiiliinden elde
ettigi peroksidaz enzimi, Sefadeks G 100 jel filitrasyonu, DEAE - iyon degisimi ve
Triton X-114 ig¢indeki faz ayrimi, sicakligin bir kombinasyonu yoluyla kismen
saflagtirillmistir (Mdluli et al.2005). Kavun meyvesinden kismen kavun peroksidazi
anyon-degisim kromotografisi yoluyla kismen saflastirilmistir (Rodriguez et al. 2000).
Hurma yapragi yagindan elde edilen peroksidaz (POD) enzimi, amonyum siilfat
coktiirmesi, anyon degisim kromatografisi ve molekiiler dislama kromatografisi yoluyla

saflastirilmistir (Deepa et al. 2002).

Manu ve arkadasi peroksidaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi, katyon degisimi,
anyon degisimi ve jel filitrasyon kromatografisi yoluyla bugday kepeginden
saflastirmistir (Manu et al. 2009). Kirmiz1 tatht biberden elde edilen peroksidaz (POD)
enzimini, %30 ve %80 arasinda amonyum siilfat fraksiyonu ve Triton X-114 ile ayrilan
fazin bir kombinasyonunu kullanarak kismen saflagtirilmistir (Serrano et al. 2008).
Pancarin genetik olarak degistirilmis kok kiiltiirleri ile {iretilmis hiicre i¢i peroksidazin
(POD), iyon degisim kromatografisi ve amonyum siilfat ayrimsal damitmasinin
birlesimi kullanilarak saflastirmistir (Rudrappa et al. 2007). Zeytinden elde ettikleri

peroksidaz enzimi elektroforetik homojenlik igin saflastirilmistir (Saraiva et al. 2007).

Ayni zamanda peroksidazlarin 6nemli bir kaynagi Horseradish bitkisinin kokleridir.
Horseradish kok yumrular1 genellikle peroksidaz iiretimi igin ticari bir kaynak olarak
kullanilmaktadir (Yamada et al. 1987). Farkli POD enzim tiirlerinin varligi, potansiyel
endiistriyel proseslerin ve yeni analitik metotlarin olusmasina yol agmaktadir (Giilgin

and Yildirim 2005).
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Literatiirde Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi ile ilgili birgok ¢alisma mevcut olup,

son yillarda rekombinant HRP iiretimi ile ilgili caligmalar yapilmaktadir.

Hedeflenmis kanser tedavisi i¢in rekombinant Horseradish Peroksidaz (HRP)
varyantlar1 ¢alisilmistir (Bonifert et al. 2016). Diger bir ¢alismada rekombinant
Horseradish Peroksidaz (HRP) iiretimi ve uygulamalar1 incelenmistir (Grigorenko et al.
2015). Krainer ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada HRP’nin rekombinant
tiretimi ve biyoteknolojik uygulamalar1 arastirnlmistir (Krainer et al. 2015). Mutant
rekombinant Horseradish Peroksidaz (HRP) tarafindan rafineri atitk sudan fenoliin
uzaklastirilmasi ¢alismasi Asad ve arkadaslari tarafindan yapilmistir (Asad et al. 2014).
Yine Asad ve arkadaslar tarafindan 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada rekombinant
Horseradish Peroksidazin yeniden katlanma siireci ile ilgili arastirmalart mevcuttur
(Asad et al. 2013). Doku miihendisligi uygulamalari i¢in katalizli in situ olusturulan
hidrojellerde Horseradish Peroksidaz (HRP) incelenmistir (Bae et al. 2015). Asidik
yaban turpu peroksidaz aktivitesinin yaygin kullanilan boyalarin genotoksisitesini
ortadan kaldirmasi calisilmistir (Janovié et al. 2016). Immobilize Horseradish
Peroksidaz (HRP) tarafindan fenollerin uzaklastirilmasi incelenmistir (Alemzadeh et al.
2009). Biyosensor merkezli yaban turpu peroksidaz ve grafin nanotrombosit baglikli
calisma yapilmistir (Luo et al. 2014). Horseradish Peroksidaz’a antikorlarin
biyokonjugasyonu incelenmistir (Hnasko 2015). Urinin nanohidrofobik bir bileseni

tarafindan Horseradish Peroksidazin inhibisyonu arastirilmistir (Campbell et al. 2014).

Farkli konuk organizmalarda Horseradish Peroksidaz’in iiretimi ve saflastiriimasi

caligmalar1 yapilmistir.

Escherichia coli de tek bir adimda iyon degisim kromatografisiyle saflastirilmistir.
Ucuz iiretimi ve yiiksek hiicre yogunlugunu artirmadaki kolaylik bu {iiretimdeki
avantajidir (Smith et al. 1990).

Memeli hiicrelerinden HRP’nin saflastirilmas1  yine tek bir adimda afinite

kromatografisi (Greco et al. 2000) ile olmustur. Ancak bunun saflastirilmasinda viriis
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uzaklastirma adimi, iiretimin maliyetli olmast ve iiretim isleminin zorlugu (Connell-
Crowley et al. 2012), verimin diisiikk olmasi bu ¢alismadaki dezavantajdir (Holland et al.
2010).

Mayada ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, jel
filtrasyon ve ayon degisim kromatografisi gibi asamalarla Horseradish Peroksidazin

ekspresyonu incelenmistir (Morawski et al. 2000).

2.1. Calismanin Amaci

Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi iizerine pek ¢ok saflastirma prosediirii
bulunmaktadir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda bu enzimin bir¢ok inhibitorii bulunmusg
ve afinite jeli de hazirlanarak enzim saflastirma c¢alismalari yapilmistir. Bu tez
kapsaminda ise enzimin aktivitesi tizerine ilk kez 4-Amino benzohidrazid ve tiirevleri
olan 4-Amino 2-bromo benzohidrazid, 4-Amino 2-kloro benzohidrazid ve 4-Amino 3-
kloro benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon kinetikleri calisildi ve inhibisyon etkisi
gosteren  benzohidrazid tiirevlerinden afinite jeli hazirlandi. Hazirlanan afinite
jellerinden peroksidaz enzimi bayir turpundan (Horseradish Peroksidaz) saflagtirildi.
Daha yiiksek verimle bayir turpu peroksidaz enzimini saflastirmak amaciyla bulunan
benzohidrazid ve tiirevi molekiiller bu enzimin saflastiriimasinda yeni bir yontem olarak
sunuldu. Bu g¢alismanin, diger bitki peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasida da etkili
olabilecek kapasiteye sahip oldugu belirlendi. Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin
tek basamakta saflagtirilmasi, bu saflastirmanin da uygun maliyette ve daha az zamanda

gerceklesmesi, ticari bir kullanim potansiyeli sunmus oldu.

Bu tez kapsaminda;

1) 4-Amino benzohidrazid afinite jeli kullanilarak bayir turpundan Horseradish
Peroksidaz (HRP) enzimi saflastirildi, daha sonra saflastirilan HRP enzimi {izerine
sentezledigimiz 4-Amino benzohidrazid ve tiirevi olan {i¢ molekiil i¢in inhibisyon

caligmalar1 yapildi. Bu ti¢ molekiiliin 1Cso, K; degerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi.
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Inhibisyon gdsteren molekiillerin Sepharose-4B matriksi kullanilarak afinite jelleri

hazirlandi.

2) Bayir turpu peroksidaz enzimi hazirlanan afinite jellerinden saflastirildi.

3) Afinite jelleri ile saflastirilan HRP enziminin Kinetik parametreleri; optimum pH,

optimum sicaklik, stabil pH, Ky ve Vmax degerleri tespit edildi.

4) Saflastirrlmada kullanilma potansiyeli olan en iyi afinite kolonunun baglanma

kapasitesi tizerine sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi parametreler hesaplandi.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, , Sodyum asetat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS),
N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), Diyaliz torbasi, , 4-Amino benzohidrazid,
Hidrojen peroksit, Formaldehit, Sodyum tiyostilfat, Guaiakol, Standart serum albumin,
Sodyum kloriir, Glutaraldehit, N,N'-metilen bisakrilamid, Akrilamid, Coomassie brillant
blue G-250, Coomassie brillant blue R-250, Sodyum bikarbonat, Brom timol mavisi,
Gliserol, Tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris), Etanol, Metanol, Dikloro metan,
Sodyum karbonat, Etil asetat, Sodyum Nitrit, %64 Hidrazin monohidrat, Sigma
Chemical Company’den; Sodyum siilfat, Sodyum perklorat, Sodyum azotiir, Glimiis
nitrat, Hidroklorik asit, Siilfirik asit, L-Tirozin, Fosforik asit, izoproponal E. Merk
AG’den; Potasyum fosfat, Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit (TCA) Riedel de
Haen’den; [B-merkaptoetanol Fluka’dan; Glisin ICN Biomedicals. inc.’den, 4-
aminobenzohidrazid, 4-Amino 2-kloro metilbenzoat, 4-Amino 3-kloro metilbenzoat, 4-

Amino 2-bromo metilbenzoat Fluorochem firmasindan temin edildi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calisma siiresince asagidaki alet ve cihazlar kullanilda.

Spektrofotometre : Shimadzu UV 1800

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF
Karistirici (Shaker) . IKA KS 130 basic
Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec



Karigtiric1 (Vorteks)
Hassas terazi
pH metre

Otomatik pipet
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: Fisons whirli-mixer
. Denver Instrument
: Mettler Toledo Seven Compact

: Eppendorf

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

NMR : Bruker 400 MHz

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : WiseStir MSH-20A

Afinite kolonu : Sigma

Su banyosu : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Buzdolaplari : Samsung

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar) : Samsung

Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)
Rotary Evaparator

Ultraturaks

: Sanyo Ultra Lo
: Heidolph
: Heidolph SilientCrusher M

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Biyokimyasal calismalarda kullanilan ¢ozeltilerin kullanim yerleri ve hazirlanmis sekilleri

asagidaki gibidir. Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur.

Kolon materyali sentezinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-Tirozin kenetlendirme reaksiyonunda
kullanilan tampon: 0,1 M NaHCO; (pH=9): 1.68 g (0,01 mol) NaHCO3 150 mL suda
¢ozildi, 1 M NaOH ile pH=9 oluncaya kadar titre edildi ve toplam hacim suyla 250
mL’ye tamamlandi.

2. Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline 4-amino benzohidrazid ve tiirevi olan

molekiillerin kenetlendirilmesi isleminde kullanilan tampon ¢ozelti 0,2 M NaHCOj3;
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(pH=8,8): 0,84 g (0,005 mol) NaHCO3 80 mL suda ¢oziildii, I M NaOH ile pH=8,8
oluncaya kadar titre edildi ve toplam hacim suyla 100 mL’ye tamamlandi.

3. Sepharose-4B-L-Tirozin-4-Amino benzohidrazid (tiirevleri) afinite jelinin yikanmasi
isleminde kullanilan tampon 10 mM NaH,PO4 (pH=6,8): 6 g (0,025 mol) NaH,PO,,
400 mL destile suda ¢oziildii. 1 M HCI ile pH=6,8'c kadar titre edildi, toplam hacim
suyla 500 mL’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan cozeltiler

1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonlarmin dengelenmesinde
kullanilan tampon: 10 mM NaH,PO, (pH=6,8): 6 g (l.lO'1 mol) NaH,PQO,, 450 mL suda
¢ozildi. 1 M HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi, sonra toplam hacim suyla 500 mL’ye
tamamlandi.

2. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonuna homojenatin tatbikinden
sonra afinite kolonlarinin yikanmasinda kullanilan tampon: 25 mM NaH,PO, (pH= 6,8):
2,84 g (1.10 mol) Na;HPO, 750 mL suda ¢oziildii. 1 M HCI ile pH=6,8'c kadar titre
edildi, toplam hacim 800 mL’ye tamamlandi.

3. HRP enziminin eliisyonunda kullanilan tampon: 1 M NaCl igeren 25 mM NaH,PO,
(pH=6,8): 23,4 g (2.10™ mol) NaCl 300 mL suda ¢oziildii. 2,84 g (1.10 mol) Na,HPO,
cozeltiye ilave edilip ¢oziinmesi saglandi. 1 M HCI ile pH=6,8'e kadar titre edildi,

toplam hacim suyla 400 mL’ye tamamlanda.

Homojenat hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Sivi azot pargalamasindan sonra bitki dokularinin igine alindigi tampon (Horseradish
bitkisinden homojenat elde edilmesinde kullanilan): 0,3 M KH,PO,4 (pH: 7,0): 12,24 g
KH,PO,4, 250 mL destile suda ¢oziildi. 1IN NaOH ile pH:7,0’e kadar titre edildi ve

toplam hacim destile suyla 300 mL’ye tamamland.
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Aktivite 6lciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. HRP enziminin aktivitesinin 6lgiimiinde kullanilan tampon 0,1 M KH,PO, (pH=6,0):
4,08 g KH,PO,4, 240 mL suda ¢oziildii. 1N NaOH ile pH=6,0’¢ kadar titre edildi, daha
sonra toplam hacim suyla 300 mL’ye tamamlandi.

2. HRP enziminin aktivitesinin Ol¢iimiinde kullanilan 45 mM Guaiakol substrat
cozeltisi: 1,494 mL guaiakol alinarak son hacim 300 mL’ye tamamlandi.

3. 22,5 mM H;,0; substrat ¢ozeltisi: Yogunlugu 1,11 g/mL olan %30’luk H,O,’den 684
pL alinarak suyla 300 mL’ye tamamlanda.

Bradford yontemiyle protein tayini icin kullamilan ¢ozelti

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi proteinlerin kantitatif tayininde kullanildi. 300
mg Coomassie brillant blue G-250, 150 mL %95’lik etanol igerisinde ¢0ziildii, bu
cozeltiye %95°1ik 300 mL fosforik asit ilave edildi ve ¢dzeltinin hacmi son hacim 3 L

olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan bu ¢6zelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforezde kullanilan cozeltiler:

1.1 M (pH=8,8) Tris-HCI tamponu: 36,34 g (0,2 mol) Tris, 240 mL suda ¢6ziildii. 1 M
HCl ile pH=8,8'e ayarlanip, son hacim 300 mL'ye tamamlandi.

2.1 M (pH=6,8) Tris-HCI tamponu: 36,34 g (0,2 mol) Tris, 240 mL suda ¢oziildii. 1 M
HCl ile pH=6,8'e ayarlanip, son hacim 300 mL'ye tamamlandi.

3. Numune tamponu: 1,95 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 9 mL %10'luk SDS ve 3 mL
%100'iik gliserin, 3 mL 0,1'lik brom timol mavisi karigtirilarak, son hacim saf su ile 30
mL'ye tamamlanmasiyla hazirlandi. Bu tampona kullanmadan 6nce 1000 pL. numune
tamponunda 50 L olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

4. Yiriitme tamponu: 4,5 g Tris ve 14,4 g glisin, 300 mL suda ¢oziildii. Daha sonra
bunun tizerine 15 mL %10'lik SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 1500 mL'ye

tamamlandi.
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5. Renklendirme ¢ozeltisi: 1,32 g coomassie brillant blue R-250'nin 240 mL metanolde
¢oziinmesi ve bunun tizerine 48 mL saf asetik asit ile 240 mL destile suyun ilavesiyle
hazirlandi.

6. Renksizlestirme ¢ozeltisi: %7,5 asetik asit %5 metanol ve %87,5 destile suyun

karistirtlmasiyla hazirlandi.

Giimiis boyamada kullanmilan c¢ozeltiler

1. Tespit cozeltisi: 180 mL su, 90 mL %96°lik etanol, 30 mL asetik asit’in
karistirilmasiyla elde edildi.

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 14,4 g sodyum asetat, 135 mL etanol ve 240 mL saf su
karistirtlip, pH=6"ya asetik asitle ayarlandiktan sonra 450 mg sodyum tiyosiilfat, 9 mL
glutaraldehit eklenip su ile 450 mL"ye tamamlandi.

3. Boyama ¢ozeltisi: 300 mg giimiis nitrat, 300 mL saf suda ¢oziiliip tizerine 90 pl
formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

4. Yikama Cozeltisi 1: 11,25 g sodyum karbonat, 810 mL saf suda ¢oziildi ve {izerine
360 pl formaldehit ilave edildi.

5. Yikama ¢ozeltisi 2: 2 mL gliserin ve 500 mL lik %5 lik asetik asitten karistirilarak

hazirlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, kromatografi islemleri sonunda esit hacimde toplanmis olan
biitlin fraksiyonlara uygulandi. Bu metod protein yapisinda bulunan aromatik halkaya
sahip amino asitlerin (fenilalanin, tirozin ve triptofan) 280 nm’deki UV iginlarini

absorblamalar1 esasina dayanmaktadir (Segel 1968).



32

Kromatografik islemler sonucunda elde edilen eliiatlar kuvartz kiivetlere konuldu ve
proteinin iginde bulundugu tamponun kore karsi absorbanslari spektrofotometrede

sleiildii.

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Homojenattaki ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢dzeltisindeki protein
miktarlar1 Bradford metoduna gore belirlendi. Negatif yiike sahip olan ve protein
tizerindeki pozitif yiikke baglanan Coomassie Brillant Blue G-250 bu yontemde boya
olarak kullanildi. Bu boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu
mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Bu
yontemin bozucu faktdrlere karsi hassasiyeti olduk¢a azdir (1-100 pg arasi). Tayin
islemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1gir albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL
konuldu. Saf su ile biitlin tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamlandi ve 4,9 mL. Coomassie
Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu.
Kor olarak protein numunesinin i¢inde bulunmadigi tampondan, 6l¢iim icin ise 0,1 mL
protein ¢ozeltisi ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 c¢ozeltilerinden olusan
karigimlar kullanildi. Elde edilen sonucglardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg
protein degerleri standart grafik haline getirildi. Saflagtirmanin her asamasinda
ortamdaki protein miktarini belirlemek i¢in enzim numuneleri {i¢ ayr1 tiipe 100, 250 ve
500 pl alinarak tizerlerine sirasiyla 4,9, 4,75, 4,5’er mL renklendirme reaktifi eklendi.
Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 595
nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islem {i¢ defa tekrarlanarak ii¢ ayr1 6l¢iimiin
aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten protein miktarlari belirlendi. (Bradford and
Williams 1976).
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3.2.2. Horseradish Peroksidaz aktivitesi tayini

Sisecioglu ve arkadaslarmin uyguladigi prosediire gore Horseradish Peroksidaz
enziminin aktivite O6l¢imi, spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu prosediir, H,O,
tarafindan guaiakol kromojenik substratin yilikseltgenmesi ve olusan renkli bilesigin
meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina dayanir (Sekil 3.1)

(Sisecioglu et al. 2010).

OH H,CO
OCH; POD
o, + 2 — = X)X+ o
OCH;
Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi

Reaksiyon enzim ¢6zeltisinin ilavesiyle baslatild1 ve 3 dakika siiresince oda sicakliginda
470 nm’de absorbans artis1 spektrofotometrede 1 cm 151k yoluna sahip kiivet

kullanilarak olg¢iildii.

Horseradish Peroksidaz enziminin aktivitesini tayin etmek igin asagidaki formiil
kullanilda.

A=¢gb.c c=A/leb V=cDs

A = Absorbans (3 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Is1gin gectigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

¢ = Ekstinksiyon kat sayis1 (5000 M™* x cm™)

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

Substrat olarak guaiakoliin kullanildigi enzim saflastirma islemlerinde saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite Ol¢limii sonuclar1t i¢in; 1 enzim {initesi 20°C’de 1
dakikada 1 pumol guaiakol’iin oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak

tanimlanmastir.

3.3. Horseradish Bitkisinden Peroksidaz Enziminin Saflastirilmasi1 Calismalari

3.3.1. Ligand secimi

Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi saflastirmak amaci ile 4-Amino benzohidrazid
satin alindi. Ayrica 4-Amino 2-kloro metilbenzoat, 4-Amino 3-kloro metilbenzoat, 4-
Amino 2-bromo metilbenzoat maddeleri de satin alindi ve bu ii¢ molekiiliin hidrazin
formlar1 tarafimizca sentezlendi. Bu molekiillerin ligand olarak kullanilabilirligi
incelendi. Inhibisyon g¢aligmalari yapildi. Sentezlenen bu molekiiller diazonyum tuzu
olusturabilecek yapida olduklarindan dolayr HRP’nin afinite kromatografisi ile

saflastirilmasinda 6nem arzetmektedir.

o cl O
N—NH N-NH
HxM HzMN
A-Amine benzohidrazid A-Amine 2-Koro benzohidrazid
o Br O

Cl
MN—NH N—MNH
D)J\H 2 /CHLH 2
HaN HaN

L-Amme 3-Kere benzehidrazid 4-Amino 2-bromo benzohidrazid
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Sekil 3.2. Horseradish Peroksidaz (HRP) inhibitorii ve ligand olarak kullanilan
molekdiller

3.3.2. 4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlenmesi

Ticari olarak satin alamadigimiz 4-Amino 2-kloro benzohidrazid, 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid, 4-Amino 2-bromo benzohidrazid bilesiklerinden, metil esterleri ¢ikis

bilesigi olarak kullanilip, hidrazin sentezleri yapildi.

R, O
R1 NH2NH2H20
? >
HoN
1) Ry:H, Ry: CI 4) Ry:H, R,: CI
2) R1:C|, Rz: H 5) R1:C|, Rz: H
3) Rq:H, Ry: Br 6) Ry:H, R,: Br

Sekil 3.3. 4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlendigi genel reaksiyon semasi

4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezleri (Hiroshi et al. 2012) ydnteminde
belirtildigi sekilde yapilmistir. Bu kapsamda 4-Amino metil benzoatlar (1, 2, 3) (3
mmol) ve (9-12 mmol) %64°liik hidrazin hidrat ¢6zeltisi 30 mL metil alkol igerisinde
¢Oziildii ve reaksiyon tamamlanincaya kadar geri sogutucu altinda 1sitilarak (Reaksiyon
TLC ile takip edildi) ¢oziicii uzaklastirildi. Kati pellet etanolde ¢oziilerek kristallenmeye
birakild1 ve olusan beyaz kristaller siizge¢ kagidi yardimiyla ayrildi. Bu islem iki kez
tekrarlandi. Boylece 4-Amino benzohdirazid tirevi olan 3 molekil (4, 5, 6)

sentezlenmis oldu. Karekterizasyonlar1 H'-NMR ydntemiyle dogrulandu.
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3.3.3. Inhibitor cahsmalar:

3.3.3.a. 4-Amino benzohidrazid ve tiirevlerinin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin

incelenmesi

Literatiirde 6nceden sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-4-Amino benzohidrazid afinite
jeli ile saflastiritlan HRP enzimi iizerine ¢alisilmasi planlanan, 4-aminobenzohidrazid ve
sentezledigimiz 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4), 4-Amino 3-kloro benzohidrazid
(5), 4-Amino 2-bromo benzohidrazid (6) inhibitorlerinin inhibisyon kinetiklerinin
incelenmesi amaci ile sabit substrat (guaiakol) konsantrasyonunda ve 5 farkli inhibitor
konsantrasyonunda her bir inhibitor igin aktivite degerleri hesaplandi. Inhibitér ihtiva
etmeyen ortamda yapilan aktivite 6l¢limii kontrol olarak kabul edilerek aktivite %100
olarak kabul edildi. Her bir deney ii¢ kez tekrar edildi. Inhibisyon etkisi gdsteren 4-
Amino benzohidrazid ve tiirevlerinin ICso (enzim aktivitesinde %50 azalmaya neden
olan inhibitér konsantrasyonu) degerleri % Aktivite-[Inhibitor] grafiginden bulundu.
Daha sonra 5 farkli substrat konsantrasyonuna ve 3 farkli inhibitoér konsantrasyonuna
denk gelen inhibisyon degerlerinden faydalanilarak Linewaver—Burk grafikleri ¢izildi

ve Kj degerleri tespit edildi.

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

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanilarak afinite jeli hazirlandi. L-tirozin
uzant1 kolu bu kolon materyaline kovalent olarak baglandi. Sepharose 4-B-L-Tirozin jel
materyaline, ligand olarak 4-Amino benzohidrazid, 4-Amino 2-kloro benzohidrazid, 4-
Amino 3-kloro benzohidrazid, 4-Amino 2-bromo benzohidrazid diazollanarak
tirozin’deki benzen halkasinin 3 pozisyonuna kenetlendirildi. Hazirlanan afinite jelinde
Sepharose 4-B; matriksi, tirozin; afinite jelinin uzant1 kolunu, inhibitdrler ise enzimin
spesifik olarak baglayan kismini olusturmaktadir. Afinite jeli asagidaki prosediire gore

hazirlandi:
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3.3.4.a. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, 300 mL soguk su ile yikanarak 0,1 M NaHCO3
tamponu (pH=10) ile bir behere aktarildi. Kullandigimiz ayn1 tamponun 50 mL’sinde 70
mg tirozin ¢oziilerek ¢6zelti Sepharose 4-B ile aymi behere aktarildi ve reaksiyon
baslatildi. 4°C’de 2 saat siireyle manyetik karistiricida karistirildi. 16 saat boyunca
4°C’de bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
vermeyinceye kadar bol su ile jel yikandi, bdylece reaksiyona girmeyen tirozin
tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama islemi 300 mL 0,2 M NaHCO; (pH=8,8)
tamponu ile tekrarlandi. Tirozin takili jel, ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindi.

Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.4’te verilmistir.

O;~.OH

Q ¢
OH BICN 0-C:=N o OH ,C-NH-CH-CHZ-O—OH
C NI |
D C=NH
/ L - Tirozin
el HBr OH o OH
Sepharose-4B imidokarbonat Sepharose 4B - L - Tirozin

Sekil 3.4. CNBr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi reaksiyonu

3.3.4.b. 4-aminobenzohidrazid ve tiirevlerinin kenetlendirilmesi

4-Amino benzohidrazid ve (tiirevi olan 3 molekiiliin her birinden) 100’er umol alinarak
0°C civarmda 10 mL, 1 M HCI icinde ¢ozildi ve igerisinde 20 mg NaNO, bulunan
0°C’deki 5 mL cozelti, inhibitor ¢ozeltisine damla damla reaksiyon ¢ozeltisine eklendi.
10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan inhibit6rler 40 mL Sepharose-4B-
L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH=9,5’a ¢ikarilarak ve sabit
tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karigtirildi. Daha sonra 1 L saf su ve
100 mL, 10 mM KH,PO4 (pH=6,8) tamponuyla yikandi, sonra da {izerine bir miktar
daha ayn1 tampondan konularak saklandi (Whitney 1974).
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Hazilanan 4-Amino benzohidrazid (tiirevi) afinite jelleri igin reaksiyon mekanizmalari
Sekil 3.5’te gosterildi.

O

OH BrCN 0-C=N 0,

\ HO NH,
—_— C=NH
; / L-Tirozin

OH HBr OH o

Sepharose-4B Imidokarbonat

05 NHNH, |
R2;é :
Oy ..OH : . Os,..OH
@ ¢ PRC Ner Q q
C-NH-CH-CH, OH . z o C—-NH-CH-CH, OH
O/ o) 1 Diazolanmis 4-amino ! O/

H benzohidrazit |
N=N ‘A, .
NH-NH, -

Ry R

OH Rq:H, Ry: CI OH
R4:Cl,R;: H
R4:H, Ry: Br
Sepharose 4B - L - Tirozin 4-aminobenzohidrazit Sepharose 4B - L - Tirozin

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

3.3.5. Afinite kolonlarmmin paketlenmesi

pH=6,8 olan KH,PO, dengeleme tamponu i¢ine hazirlanmig olan jeller alinarak
stispanse edildi. Su trombu kullanilarak vakum ile sistemin havasi alindi. 1x10 cm’lik
kapal1 sistemden olusan sogutmali kolona, siispanse edilen jel paketlendi. Jel ¢oktiikten
sonra dengeleme tamponu kullanilarak peristaltik pompa yardimiyla yikandi. Kolonun
dengelenmis olup olmadigimi anlamak i¢in eluat ile tamponun 280 nm’de

absorbanslarimin esitlenmis olmasina bakildi.

3.3.5.a. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Horseradish bitkisinin homojenatlari 10 mM fosfat (pH=6,8) tamponu ile dengelenmis
olan kolonlara tatbik edildi. Kolonlar 500 mL 25 mM fosfat (pH=6,8) ¢ozeltisi ile
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yikandi. Boylece Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi kolona tutunmus oldu ve bu
sekilde diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Sonra 1 M NaCl/25 mM Nap;HPO,
(pH=6,8) tamponu tatbik edilerek Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi eliie edildi.
Eliiatlar 1,5’er mL halinde tiiplere alindi ve 280 nm’deki absorbansilarina bakildi.
Peristaltik pompa vasitasiyla kolonun akis hizi 20 mL/saat’e ayarlandi. Eliatlar 1,5’er
mL halinde tiiplere alindi. Her bir eliatin 280 nm’deki absorbans degeri kore karsi
Olctildii. Toplanmis olan eliiatlardan absorbans gdsteren tiiplerde 595 nm’de Bradford
protein tayini ve 470 nm’de Horseradish Peroksidaz (HRP) aktivite tayini yapildi.
Aktivitesi yliksek olan eliiatlarin SDS-PAGE ile safliklar1 kontrol edildi.

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi fle Enzim Safligimin Belirlenmesi

HRP enzimi her bir afinite kolonundan saflastirildiktan sonra diyaliz edildi. Daha sonra
%3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
saflagtirilan enzimin saflik derecesi ve molekiil agirligi kontrol edildi. Standart olarak

ise molekiil agirligi belirlenmis olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Bunun i¢in elektroforez plakalari 6nce su sonra alkol ile yikandi. Her iki kenarinda
aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka st liste getirilerek kiskaglarla tutturuldu.
Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdirmay1 onleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama

kabinine konuldu. Ayirma ve yigma jelleri hazirlandi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 15 mL 1 M Tris-HCI (pH: 8,8), 13,2 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,6 mL %10 SDS, 0,39 mL %S5’lik TEMED (N,N,N',N'-tetrametil
etilen diamin) ve 9,39 mL saf su karistirildi. Bu karigimin tizerine son olarak 0,6 mL
%10’luk amonyum persiilfat (NH;),S,0g (PER) ilave edildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 1,23 mL 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1,2 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,09 mL %10’luk SDS, 0,09 mL %5’lik TEMED ve 7,35 mL saf su
alinarak karistirildi. Son olarak yine %10’luk PER’den 0,3 mL ilave edildi.



40

Hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar enjektorle
dokiildii. Hava almamasina dikkat edildi. Jelin donmasi i¢in bir siire beklendi. Ayirma
jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Yigma jeli taragin
iist seviyesine kadar ilave edildi. Uzerine tarak yerlestirildikten sonra jelin kurumast i¢in
beklendi ve sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina konuldu.
Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistli 6nce saf su, sonra da yiiritme tamponu ile
yikandi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu eklendi. Numuneler
her birinde 10 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 pg olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su banyosunda inkiibe
edildi. Daha sonra numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir enjektor
yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot), istten (-)
kablo (katot) yerlestirildi. Once 90 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra akim 130
volta ¢ikarilarak 1,5 saat oda sicakliginda yiiritiildi. Akim kesilerek, cam plakalar
arasindaki jel dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

Elektroforez bitince cam plaklardan c¢ikartilan jel 30 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle muamele edildi. Daha sonra 30 dakikada rediiksiyon c¢dozeltisiyle
karistiricida bekletildi ve bu siire sonunda jel 3 defa saf su ile iyice yikandi. Daha sonra
20 dakika giimiis nitrat ¢ozeltisiyle karistiricinin iistiinde boyandi. Bu boya kisa bir siire
once hazirlanip karanlikta bekletildi. Banyo c¢ozeltisiyle kisa ve cabukg¢a yikayip
siyahlagan sivi dokiildii. Bantlar goriiliince jel karigtiricinin iistiinde 1 mL gliserin ve

250 mL %5 lik asetik asitten olusan ¢ozeltiyle iyice yikandi (Temel 2006).

3.5. Horseradish bitkisinden saflastirllan HRP Enzimi i¢cin Kinetik Cahsmalar

3.5.1. Optimum pH calismalari

Optimum pH ¢alismalari, enzimin substrata doydugu noktalarda pH=5,0-8,0 araliginda
fosfat tamponu ¢ozeltilerinde enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak

belirlendi. Sonuglar grafik ve tablo halinde verildi.
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3.5.2. Optimum sicakhik calismasi

Optimum sicakligi belirlemek amaciyla Horseradish bitkisinden saflastirilan HRP
enzimi i¢in 5-85°C'de sicaklik araliginda ve optimum pH da doygun substrat
konsantrasyonlarinda yapildi. Bu islem i¢in -20 ile 100°C'ye ayarlanabilen su banyosu
kullanildi. istenilen sicakliga getirilen aktivite &lgiim ortamima en son olarak enzim
cozeltisi pipetlenip spektrofotometrede aktivite Ol¢iimleri yapildi. Sonuglar grafik ve

tablo halinde verildi.

3.5.3. Stabil pH ¢alismalari

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tespit etmek i¢in pH'lar1 5,0 ile 8,0 arasinda olan 10 mM
KH2PO, tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki tampon ¢dzeltilerinin 1 mL’sine 1
mL enzim ¢ozeltisi karigtirilarak +4°C’de muhafaza edildi. 5 giin boyunca 12 saat
arayla yapilan aktivite dlglimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi. Sonuglar grafik

ve tablo halinde verildi.

3.5.4. Ky Ve Vinax degerlerinin bulunmasi

Kwm Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla; Guaiakol kullanilarak optimum pH
degerinde ve optimum sicaklikta 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivite degerleri
Olctildii. Bu amagla guaiakoliin stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0,5-1,5 mL arasinda alindi.
Her bir guaiakol konsantrasyonunun uygulandigi deney i¢in, enzim aktivitesinin
ol¢iildiigli tampon ¢ozeltisiyle toplam hacim 2,8 mL'ye tamamlandi. Daha sonra her bir
tiipe 0,1 mL enzim ¢6zeltisi ve son olarak 0,1 mL H,0, katilarak, spektrofometrede 470
nm'de absorbans degerleri dlgiildii. Her 6lgtim 3 defa tekrarlandi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafiklerin ¢izimlerinde en kiigiik kareler
regrasyon dogru denklemi kullanildi. Ky Ve Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri
yardimiyla hesaplanarak grafik ve tabloda gosterildi (Linewear and Burk 1934).
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3.6. Afinite Kolonunun Horseradish Peroksidaz Enzimini Tutma Kapasitesinin

Bulunmasi

Hazirlanan jelin tutma kapasitesi bulunurken pH, sicaklik ve iyonik siddet etkileri
incelendi. Kolonun kapasite tayin isleminde uygulanan prosediire gore: Hazirlanan
jelden 1 mL alindi. Dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona
konuldu ve daha dnceden Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi ile doyuruldu. Enzimin
fazlas1 yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis olan Horseradish Peroksidaz
(HRP) enzimi uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktari belirlendi. Ayni
zamanda jel kurutularak tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden Horseradish

Peroksidaz (HRP) enziminin tutma kapasitesi belirlendi.

3.6.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin saflastirilmasinda hazirlanan kolonda
sicakligin kolon kapasitesine etkisini tespit etmek amaci ile pH:6,8’da 5, 10, 15, 20 ve
25°C’de farkli sicakliklarda tutma kapsitesi belirlendi ve (mg protein /g jel) basina
grafik edildi.

3.6.2. pH’nin kolon kapasitesine etKkisi

Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin saflagtirilmasinda hazirlanan kolonda pH’nin
baglanmay1 nasil etkiledigini tespit etmek amaci ile farkli pH’larda (pH’s1 6,8 ile 10
arasinda) degisen tamponlar kullanildi ve en uygun pH i¢in sonuglar (mg protein /g jel
basina) grafik edildi.
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3.6.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma
sicakliginda deney yapildi ve bu deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 arasinda
degistirilerek, sonuglar (mg protein /g jel) basina grafikle gosterildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Horseradish Peroksidaz Enzimi ile Tlgili Yapilan Arastirma Bulgulari

4.1.1. Kantitatif protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

Bayir turpu bitkisinden hazirlanan homejenatlar ve afinite kolonlarindan saflastirilan
Horseradish POD enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktari Bradford yontemiyle
tayin edildi. Bu amacla oOnce standart grafik hazirlandi. Bayir turpu bitkisinin
homojenatlar: ve afinite kromatografisi ile elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif
protein miktar1 bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg
proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

1,4
1,2 -
y=0,0127x-0,0026
0,8 * R?=0,9934

0,6 -

Absorbans 595 nm

0,4 -

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

Protein Miktari pg

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

*Protein miktar1 (BSA: Bovine Serum Albumini)
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4.2. Horseradish Bitkisinden POD Enziminin Saflastirilmas1 Sonuglari

4.2.1. Horseradish POD enziminin afinite kromotografisi ile saflastirma sonugclar:

Bayir turpu bitkisinden hazirlanan homojenatlardan 5’er mL Boliim 3.3.4’de anlatildig:
sekilde hazirlanan dengelenmis olan kolona pipet vasitasiyla tatbik edildi. Yikama
islemi tamamlandiktan sonra eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliiatlar kolon akis
hiz1 35 ml/saat’e ayarlanarak 1,5’er mL halinde tiiplere alindi. Her bir eliatin 280
nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. 280 nm’de Olgiilen absorbans degerlerinin tiip
sayisina karsi grafikleri Sekil 4.2°de verildi. Absorbans gdsteren tiiplerin 470 nm’de
aktivitelerine bakildi. 470 nm’de tiip sayisina kars1 aktivite grafikleri doygun substrat

konsantrasyonunda hesaplanarak Sekil 4.2°de gosterildi.

0,2 - - 50
0,18 - - 45
0,16 - - 40
2 0,14 - - 35
8 S
5 0,12 - 30
2 01 - -5 8
> —=—280
E 0,08 - - 20 € -
S < —e—aktivite
® 0,06 - - 15 o
N =
0,04 - - 10 |2
0,02 - 5
O AIL T T T T T T T T T O
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiip Sayis1

Sekil 4.2. 4-Amino benzohidrazid kolonundan Bayir turpu POD (HRP) enziminin afinite
kromatografisi ile saflagtirma sirasinda eliiatlarin 280 nm’deki absorbanslarini ve 470 nm’deki
aktivitelerini gosteren grafik
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4.2.2. Horseradish POD enziminin 4-Amino Benzohidrazid Kolonu ile saflastirma

sonuclari

Ligand olarak 4-Amino benzohidrazid molekiiliiniin kullanildig1 kolondan, bayir turpu
(Horseradish) bitkisinden elde edilen peroksidaz enziminin saflastirilmasi kademesinde
470 nm de aktivite tayini ve Bradford metoduyla kantitatif protein tayini yapildi.
Horseradish POD enziminin 4-Amino benzohidrazid kolonu ile saflastirma sonuglari

Cizelge 4.1°de gosterildi.

Cizelge 4.1. HRP enziminin 4-Amino benzohidrazid kolonundan saflastirma
basamaklar1 sonuclari

Total
. Toplam . Protein Total . Spesifik
Horseradish ) Aktivite n Protein ~ | Yiizde S,
Peroksidaz Hacim Miktar1 | Aktivite Aktivite )
(HRP) (EU/mL) Miktar1 Verim| Katsaysi
(mL) (mg/mL) | (EU) (EU/mg)
(mg)
Homojenat 5,00 160 0,89 800 4,45 179,7 100 1
4-Amino
benzohidrazid Sepharose 4B
1,50 9,8 0,0012 14,7 0,0018 8166,6 18 454

Afinite

4.2.3. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclari

Kromatografik islemler sonucu 4-Amino benzohidrazid afinite kolonu kullanilarak
bayir turpundan saflastirilan peroksidaz (HRP) enziminin safligin1 kontrol etmek ve
molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.
Bunun i¢in hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularina sirayla saflastirilan
Horseradish POD’lar ve standart proteinler uygulandi ve yiiriitiildii. Daha sonra elde

edilen bantlarin fotografi ¢ekildi.
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Sekil 4.3. 4-Amino benzohidrazid kolonundan saflastiritlan HRP enziminin SDS- PAGE
fotografi

4.2.4. Guaiakol substrati icin Ky ve Vnax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan

c¢alisma sonuc¢lari

Guaiakol substrati i¢in Horseradish bitkisinden saflastirilan POD enziminin Ky ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi caligsmalari yapildi. HRP icin en az 5 farkli guaiakol
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite olgiildi. 1/[Guaiakol]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Ky Ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde
edilen sonuclar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.4’de goriilmektedir. Bu ¢alismalar sonucunda
guaiakol i¢in Ky degeri 4,34 mM bulunurken Vpmax degeri ise 0,97 EU/mL.dk olarak
tespit edildi.
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y =4,4676x + 1,0293

1/V(mmol/mL.min)1

o
(9}
1

-027 -0,17  -007 0,03 0,13 0,23 0,33 0,43
1/[Guaiakol] mM-!

Sekil 4.4. HRP enziminin guaiakol substratiyla elde edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.2. Horseradish (Armoracia rusticana) POD enzimi i¢in Ky ve Vmax
degerleri

Kinetik Calismalar
Kwm 4,34 mM
Vmax 0,97 EU/mL.dk

4.3. Kullanilan Inhibitériin K; ve 1Csy Degerlerinin Bulunmasina Yénelik Yapilan

Calisma Sonuc¢lan

Bu ¢alismada 4-Amino benzohidrazid molekiiliiniin Horseradish POD enzimi iizerine
inhibisyon etkisi incelendi. Sabit substrat konsantrasyonunda (45mM guaiakol) ve 5
farkli inhibitér konsantrasyonunda her bir inhibitor i¢in aktivite degerleri hesaplandi. 3
farkli inhibitor konsantrasyonu ve 5 farkli substrat konsantrasyonundan ise K; degeri
belirlendi. K; ve ICsy deney prosediirii gosterildi. % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
cizilerek ICso degeii bulundu ve Lineawear-Burk grafiginden K; degeri tespit edildi.
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Cizelge 4.3. 4-Amino benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen HRP enzimi
tizerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipi Numune Tiipii
512 - 2| 2] -2
~ ) ~ - ) 8
EE |2 | E| 2 |E|5|2|E |2 |2 || %
s |E |E 5 € s | 5| |5 E E c £
=~ |[® < 'Q - X © ~ |8 a = X
= = |9 5 S s | = | o |35 o > = <
S 8 |T = «» S|l | |a » - S
o |8 = o 3 =
LL LL
05(10]10]| 0,01 0,490 | 05 (10|10 0,01 | 0,05 | 0,440 | 0,066 | 72,82
- |05(10]10| 0,02 0,480 | 05 (1010|002 ]|005]0430]| 0,132 | 68,47
N
O ®©
E-E 05(10]10]| 0,05 0,450 | 0,5 (101,01 0,05 | 0,05 | 0,400 | 0,330 | 46,73
<
ﬂqE) 05(10]10| 0,07 0,430 | 05 (10120007 |005]0,380]| 0,463 | 35,86
o]
05(101]10| 0,10 0,400 { 0,5 |10 1,0 0,10 | 0,05 | 0,350 | 0,661 | 23,95
100 4
y= 100e—2,227x
30 1 R2 =0,9717
80 -
70 -
8 60 .
=
£ 50 -
<
L 40 -
30 -
20 -
10 -
O T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
4-Amino benzohidrazid (mM)

Sekil 4.5. HRP enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino benzohidrazid
inhibitorti ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.4. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino
benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tipt Numune Tiipii
= - £ p
SAlBE|l oS~ Al E5lE4loq En| _4la~lozEl, 2
L

02| 10 | 10 - 0,800 0,2 10 | 1,0 - 0,780 | 0,02 | 1,180 (0,330

03|10 | 10 - |o,700| 0,3 10 | 10 - 0,680 | 0,02 | 0,952 (0,220
[1l6] 04 | 10 | 10 - |o,600| 04 10 | 10 - 0,580 | 0,02 | 0,757 |0,166

05|10 | 10 - 0,500 0,5 10 | 10 - 0,480 | 0,02 | 0,515 |0,133

06 | 10 | 1,0 - 0,400 0,6 1,0 | 1,0 - 0,380 | 0,02 | 0,480 |0,095

02|10 | 10 | 0010, 79| 0,2 10 (10| 001 |0,770| 0,02 | 1,960 |0,330
03| 10 | 1,0 | 0,01 |0,690] 0,3 10 10| 001 |0,670| 0,02 | 1,369 |0,220
1.} 04 | 10 | 1,0 | 0,01 |0,590| 0,4 10 | 10| 001 |0,570| 0,02 | 0,943 |0,166
05|10 | 1,0 | 0,01 |0,490] 0,5 10 10| 001 |0470| 0,02 | 0,854 |0,133
06 ( 10 | 1,0 | 0,01 {0,390] 0,6 10 10| 001 |0,370| 0,02 | 0,787 |0,095
02 | 10 | 1,0 | 0,05 [0,660] 0,2 10 | 10| 005 |0,730| 0,02 | 3,970 |0,330
03|10 | 1,0 | 0,05 {0,560] 0,3 1,0 | 10| 005 |0,630| 0,02 | 2,325 |0,220
[1.| 0,4 | 10 | 1,0 | 0,05 |0,460] 0,4 1,0 | 10| 0,05 |0,530 | 0,02 | 1,960 |0,166
05|10 | 1,0 | 0,05 {0,360] 0,5 10 | 10| 005 |0,430| 0,02 | 1,562 |0,133
06 | 1,0 | 1,0 | 0,05 |0,260] 0,6 10 | 10| 005 |0,330| 0,02 | 1,449 |0,095
02|10 | 10 | 01 (0,700 0,2 10)10| 01 |0,680( 0,02 | 6350 0,330
03|10 | 10 | 01 |0,600] 0,3 10 10| 01 |0,580( 0,02 | 4,347 |0,220
[1ls] 0,4 | 10 | 1,0 | 0,1 |O,500] 0,4 10)10| 01 |0480( 0,02 | 3,125 |0,166
05|10 | 10 | 0,1 |o,400f 0,5 10 10| 01 |0,380| 0,02 | 2500 |0,133
06 |10 | 1,0 | 0,1 |0,300] 0,6 10 10| 01 |0,280| 0,02 | 2,173 |0,095




o1

7 -
. 6 -
=
e 5 1
= .
:E * « [I0]=KONTROL
g 37 = [11]=0,114 mM
N’ ° A
> 2 7 a [12]=0,147 mM
:| A

1 e [13]=0,163 mM
r T 4\;” T T T 1

0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/(Guaiacol) mM-!

Sekil 4.6. HRP enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino benzohidrazid
inhibitdrii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.5. HRP enzimi tizerine 4-Amino benzohidrazid inhibitoriiniin inhibisyon
etkisi

ICsp | Ortalama K; Inhibisyon

(M) (nM) tipi
H'"Hz HRP

HaN 311 1414233 Yarigmal

4-Amino benzohidrazid

4.4. 4-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin Sentezlenmesi

4-Amino 2-kloro benzohidrazid, 4-Amino 3-kloro benzohidrazid, 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid molekiilleri ticari olarak temin edilemediginden dolayr bu bilesiklerin
metil esterleri kullanilarak boliim 3.3.2°de anlatildigi gibi hidrazin sentezleri yapildi.

'H-NMR’la molekiillerin karekterizasyonu dogrulandi.
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Cizelge 4.6. 4-Amino benzohidrazid tiirevleri sentez sonuglari

Reaktant 1 Reaktant RJ/R, Uriin Siire %
2 mmol Verim

4-Amino 2- kloro Hidrazin 3/12 4-Amino 2-kloro 21 55
metil benzoat (1) monohidrat benzohidrazid (4) | saat
4-Amino 3- kloro Hidrazin 3/12 4-Amino 3-kloro 24 42
metil benzoat (2) monohidrat benzohidrazid (5) | saat
4-Amino 2-bromo Hidrazin 3/9 4-Amino 2-bromo 13 60
metil benzoat (3) monohidrat benzohidrazid (6) | saat

Satin aldigimiz 4-Amino 2-kloro metilbenzoat, 4-Amino 3-kloro metilbenzoat, 4-Amino
2-bromo metilbenzoat ¢ikis molekiilleri olarak kullanilip bunlarin hidrazin formlari
sentezlendi. Sonuglar Cizelge 4.6’da ve sentezlenen molekiillerin *H-NMR (400 MHz)
spektrumlart Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da gosterildi.

T T
IIIIIII|IIII|IIIII ?155 ?DED
8250 9.200 9150 ppm (1) i I o e e B

ppm {f1) €800 6550 BE00 E£.450  6.400

4.400 4.350 4.200
ppm {f1)

| T T T T I T T T T I T T T T | T T T T I T T T T |
9.0 8.0 T.0 8.0 5.0
ppm {f1}

Sekil 4.7. 4-Amino 2-kloro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu
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4-Amino 2-kloro benzohidrazid molekii icin NMR sonuglari:

'H-NMR (400 MHz, DMSOgg): 9.19 (t, J=4 Hz, 1H, -NH-N-); 7.08 (d, Jss=8.4 Hz, 1H,
Hearil); 6.57 (d, Js3=2.4 Hz, 1H, Hsarit); 6.46 (dd, Jes=8.4 Hz, Js3=2.4 Hz, 1H, Hsarit); 5.69
(s, 2H, Ar-NH,); 4.34 (d, J=4 Hz, 2H, -N-NH,)

LI L LL  BLL BL
5.60 9.50 2.40 5.30
ppm (f1) L L Y B B Y B
rT T [ T T T T[T T T T[T 77T 7.600 7.580 7.500 7.450
ppm {f1)
7.750 7.700 7.850
ppm {f1}
[TTITTTTT[TITTI[TIToT]
600 590 580
ppm {f1})

A » A JL \
rrrrrpr¢rr | rr ot [ T 1 [ Tt 1t [ r 1 1 1t [ T 1 T T [ T 1 11T
3.0 8.0 7.0 8.0 5.0 4.0 30

ppm {f1})

Sekil 4.8. 4-Amino 3-kloro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu
4-Amino 3-kloro benzohidrazid molekii icin NMR sonuglari:
'H-NMR (400 MHz, DMSOg): 9.45 (s, 1H, -NH-N-); 7.71 (d, Js2=2 Hz, 1H, Haoai);

7.53 (dd,Jgs=8 Hz, Je2=2 Hz, 1H, Heart); 6.75 (d, Jss=8 Hz, 1H, Hsaril); 5.87 (s, 2H, Ar-
NH,): 4.35 (s, 2H, -N-NH,)
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T | T 1T | TTTT I T 1T | LU I 1 T T I T T T T | T T T
7450 7.00 T7.050 7.000 Bra00 aTET
ppm {1} ppm {f1)

2.40 2.20 2.20 2.10
ppm {f1)

M

8.550 8.500

ppm {f1)

2.0 8.0 7.0 8.0 E.0 4.0 2.0
ppm {f1)

Sekil 4.9. 4-Amino 2-bromo benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

4-Amino 2-bromo benzohidrazid molekii icin NMR sonuclari:

'H-NMR (400 MHz, DMSOgg): 9.20 (s, 1H, -NH-N-); 7.04 (d, Jss=8 Hz, 1H, Heari):
6.77 (d,Jss=2 Hz, 1H, Haari); 6.50 (dd, Jes=8 Hz, Js3=2 Hz, 1H, Hsaril); 5.65 (s, 2H, Ar-
NH,); 4.33 (s, 2H,-N-NH))

4.5. Sentezlenen 4-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin K; ve 1Csy Degerlerinin

Belirlenmesi

Bu c¢alismada sentezlenen 4-Amino 2-kloro benzohidrazid, 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid ve 4-Amino 2-bromo benzohidrazid molekiillerinin Horseradish POD
enzimi {izerine inhibisyon etkileri incelendi. Guaiakol substratt doygunlugun altinda
alindi. Boylece reaksiyon hizi guaiakole bagl olarak bulundu. Bu amagla, sabit substrat
konsantrasyonunda (45mM guaiakol) ve 5 farkli inhibitoér konsantrasyonunda her bir

inhibitor icin aktivite degerleri hesaplandi. 3 farkli inhibitor konsantrasyonu ve 5 farkh
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substrat konsantrasyonundan ise K; degerleri belirlendi. K; ve 1Csy deney prosediirleri

gosterildi. % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICsy degerleri bulundu ve

Lineawear-Burk grafiklerinden K; degerleri tespit edildi.

45.1. 4-Amino 2-kloro benzohidrazid inhibitorii icin Horseradish (Armoracia

rusticana) POD enzimi iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik ¢alismalar

Cizelge 4.7. 4-Amino 2-kloro benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen HRP
enzimi lizerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tipu Numune Tiipu

= g - O =2 -
s |E|2 |2 |E |2 |E|E|2|E |2 |2 |s |8
2 |5 |E|E |5 E | |ETIE |5 E | E = £
o (31 ~ 8 - o — E ~ 8 a) ~ X
= s | |ao | 5 s |2 | & o | B > = <
c T |8 | T | = n S| 3 T | = 2 » - S

> Y= o

o |38 = o |t c

L

05(10{( 10 |0,030(0470{05| 10 | 1,0 | 0,030 | 0,01 | 0,460 | 0,234 | 89,43
g-g 05|10 {( 1,0 |0,050(0,450|05| 10 | 1,0 | 0,050 | 0,01 | 0,460 | 0,390 | 86,17
: N
N('D;f 05(10{ 10 |0,100(0400{05| 10 | 1,0 |0,200| 0,01 | 0,390 | 0,781 | 65,04

=

=]
E %‘ 05]10{ 10 (0,150|0,350| 05| 10 | 1,0 | 0,150 | 0,01 | 0,340 | 1,172 | 52,84
T Q
<

05110 { 10 |0,200)|0,300{ 05| 10 | 1,0 | 0,200 | 0,01 | 0,290 | 1,563 | 36,58
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120 -

y= 100e-0:591x
R?=0,9752

100 <

80 -

60 -

% Aktivite

40 - >

20 -

0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

4-amino 2-kloro benzohidrazid mM

Sekil 4.10. HRP enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi

Cizelge 4.8. HRP enzimi lizerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kér Tiipii Numune Tiipii
o — o -
5|25l28 |52 |E0]-0l82 |Ealealfa].alaals3E o
Z|SEBE |FE |ZE|PE|SE |E|FEZEFEQE[SEE|RE
E - = 2 S E
02 | 1,0 1,0 - 08 1] 02 |10 10 - 1079]001] 0557 [0,330
0,3 1,0 1,0 - 0,7 0,3 1,0 1,0 - 0,69 | 0,01 0,394 [0,220
[1lo] 0,4 1,0 1,0 - 0,6 0,4 1,0 | 1,0 - 0,59 | 0,01 | 0,362 |0,166
0,5 1,0 1,0 - 0,5 0,5 1,0 1,0 - 0,49 | 0,01 0,292 10,133
0,6 1,0 1,0 - 0,4 0,6 10 | 1,0 - 1039(001] 0272 (0,095
0,2 1,0 1,0 |0,01040,79] 0,2 10 | 1,0 | 0,01|0,78 | 0,01| 1,392 (0,330
0,3 1,0 1,0 |0,010/0,69| 0,3 1,0 | 1,0 [ 001|068 | 0,01 | 1,053 |0,220
[1. 0,4 1,0 1,0 |0,010]| 0,59 0,4 1,0 | 1,0 | 0,01 | 0,58 | 0,01 0,961 |0,166
0,5 1,0 1,0 (0,010]0,49| 0,5 1,0 | 1,0 [ 001|048 |001| 0,793 |0,133
0,6 1,0 1,0 (0,01010,39| 0,6 1,0 | 1,0 {001 |0,38|0,01| 0609 |0,095
0,2 1,0 1,0 0,1 1] 07 0,2 1,0 | 1,0 | 0,1 | 0,69 | 0,01 | 2272 {0,330
0,3 1,0 1,0 0,1 1] 06 0,3 10| 10 | 01 | 059|001 1,562 |0,220
[11.] 04 | 10 10 [01]05]| o4 |10 10|01 |049|001| 1,282 |0,166
0,5 1,0 1,0 01 ] 04 0,5 10|10 | 01 |039|001] 1219 |0,133
0,6 1,0 1,0 01103 0,6 1,0 | 10 | 0,1 | 029|001 | 1,136 |0,095




Cizelge 4.8. (devam)

57

0,2 1,0 1,0 0,15 | 0,65 0,2 1,0 | 1,0 [0,15]0,64| 0,01 | 2503 | 0,330
0,3 1,0 1,0 0,15 | 0,55 0,3 1,0 | 1,0 |0,1510,54| 0,01 | 1,666 | 0,220
[11:] 04 1,0 1,0 0,15 | 0,45 0,4 1,0 | 1,0 | 0,15|0,44| 0,01 1,562 | 0,166
0,5 1,0 1,0 0,151 0,35 0,5 1,0 | 1,0 |0,15|0,34| 0,01 1,315 | 0,133
0,6 1,0 1,0 0,15 | 0,25 0,6 1,0 | 1,0 |0,15|0,24| 0,01 | 1219 | 0,095
3 -

@ [I0]=Kontrol
 [11]=0,078 mM

H'S 4 [12]=0,781 mM

E. m [13]=1,172 mM

E

B

g

32

2

o

-0,15 -0,05 0,05 0,15 0,25 0,35 0,45

1/[GuaiakollmM-!

Sekil 4.11. HRP enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.9. HRP enzimini tizerine 4-Amino 2-kloro benzohidrazid inhibit6riiniin

inhibisyon etkisi

a o 1Cso Ortalama K; | inhibisyon
_— @M @M tipi
H HRP
H:N
1138 260+99,1 Yarigsmasiz

4-Amino 2- kloro benzohidrazid
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45.2. 4-Amino 3-kloro benzohidrazid inhibitorii icin Horseradish (Armoracia

rusticana) POD enzimi iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik ¢alismalar

Cizelge 4.10. 4-Amino 3-kloro benzohidrazid inhibitorii igin afinite kolonundan elde edilen
HRP enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tiiptl
3|2 - 2 3
S —~ ol E| =5 —~ )
s S|E |2 |E12|EIE|2|E 2|2 | = |¢
S S |8 |x 5 S g | 8| =|5 = | E £ g
= ~ N = — O o | = a |~
£ | = |E |2 sl a2 |ls|2|Ql2 |ola = | <
= | 8 |8 |z El 2 || E|L|E |a|° -] =
© |38 C 8 =
LL LL
05|10 | 10 (005| 045 |05| 10| 1,0 | 0,05 (0,01| 0,44 | 0,17 (69,66
g_c 05| 10| 10 (012 038 |05 | 10| 1,0 [ 0,22 |0,01| 0,37 | 0,424 |55,05
=N
mg 05 ] 1,0 10 |015| 0,35 | 05|10 10 | 0,25 |0,01| 0,34 | 0,530 |49,06
o
£ o
g% 05 | 1,0 10 |0,18| 032 {0510 10 (0,18 |0,01| 0,31 | 0,636 |39,32
=]
<
05 ] 1,0 10 | 0,2 03 |05(10]| 10| 02 |0,01f 0,29 | 0,706 |28,46
120 -
y = 100e156x
2 _
100 + R?=0,9436
@ 80 -
=
£ 60 -
<
X
° 40 -
20 -
O T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
[4-Amino 3-kloro benzohidrazid] mM

Sekil 4.12. HRP enzimi igin guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.11. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid inhibitérii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kér Tiipii Numune Tiipti
2 s |3 5 S £ 5 =
£ (2215500205 2(20 /2|80 |52 23|83|2EE| 2%
L |SE|CETEZE|TE|SE|IEE|TE|ZEI"ECETES|TE
g = 2 = E
02 ] 10|10 - 080 ] 0,2 1,0 1,0 - |0,790|{ 0,01 | 0,251 (0,330
03 ] 10|10 - 0,70 | 0,3 1,0 1,0 - 0,690| 0,01 | 0,222 |0,220
[1lo | 04 | 1,0 | 1,0 - 060 ] 04 1,0 1,0 - 0,590| 0,01 | 0,193 |0,166
05 | 10| 10 - 050 | 05 1,0 1,0 - 0,490| 0,01 | 0,187 (0,133
06 | 1,0 | 1,0 - 0,40 | 0,6 1,0 1,0 - 0,390| 0,01 | 0,161 |0,095
02| 10| 10 |005]0,75 | 0,2 1,0 10 |0,05 |0,740| 0,01 | 0,361 |0,330
03 | 10| 10 [005]| 065 | 03 1,0 10 |0,05 0640|001 | 0,306 |0,220
[, [04 10120 ][005[055][ 04 1,0 1,0 | 0,05 (0540|001 | 0,279 |0,166
05 [ 10 [ 1.0 [005[ 045 [ 05 [ 10 | 1,0 | 005 [0,440] 001 | 0,289 [0,133
06 [ 1,0 | 1,0 [005[ 035 [ 06 | 10 | 1,0 |005[0,340] 001 | 0,217 [0,095
02 | 1.0 | 1,0 [0075[0,725] 02 | 1,0 | 10 [0075[0,715[ 0,01 | 0405 [0,330
03 | 1,0 | 1,0 [0075[0,625| 03 | 10 | 1,0 [0,075(0,615[ 0,01 [ 0,340 (0,220
[. [04 | 10 | 1.0 [0075|0525] 04 | 1,0 | 10 |0075|0515] 0,01 | 0,280 |0,166
05 | 1,0 | 1,0 [0075[0425| 05 | 10 | 1,0 [0,075(0,415[ 0,01 [ 0,290 (0,133
06 | 1,0 | 1,0 [0075[0,325| 06 | 10 | 1,0 [0,075[0,315[ 0,01 | 0,275 [0,095
02 [ 1,0 | 1,0 [0125[0,675[ 02 | 10 | 1,0 |0,125[0,665] 0,01 [ 0,550 0,330
03 | 10 | 1,0 [0125[0575| 03 | 10 | 1,0 |0,125[0,565] 0,01 [ 0,490 (0,220
[l | 04 | 10 | 1,0 [0,125]0,475] 04 1,0 1,0 |0,125/0,465| 0,01 | 0,450 |0,166
05 | 1,0 | 1,0 [0125[0,375| 05 | 10 | 1,0 [0,125[0,365] 0,01 | 0,420 (0,133
06 | 1,0 | 1,0 [0,125]0,275| 0,6 1,0 1,0 |{0,125/0,265| 0,01 | 0,340 |0,095




60

0,6 -
]
0,5 - .
| ]
- ]
P 0,4 -
=
&
= [ ]
g @ [10]=Kontrol
E N * [11]=0,179 mM
S 4 [12]=0,269 mM
Z *
- m [I3]=0,449 mM
r T O T
-0,4 -0,2 0 0,2
1/[Guaiakol]mM-1

Sekil 4.13. HRP enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid inhibitorii igin edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.12. HRP enzimi {izerine 4-Amino 3-kloro benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

0 1Cso Ortalama K; | inhibisyon
CID)LH_"H* (M) MM) | tipi
H,N
HRP 444 408+55,5 Yarigsmasiz

4-Amino 3-kloro benzohidrazid
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45.3. 4-Amino 2-bromo benzohidrazid inhibitorii icin Horseradish (Armoracia

rusticana) POD enzimi iizerine guaiakol substratiyla yapilan kinetik ¢alismalar

Cizelge 4.13. 4-Amino 2-bromo benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen
HRP enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan % Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tipt Numune Tiiptl
2|2 5 2 -)
= £ = - c —~ Jd =D € T |~ 2
S IS |8 |E |2 |2 |E|E|E|Z |E |2 |22
2 S | = < | 5 £ S | 3| %I @ 5 | £ E | 2
= 2|5 |2 12 |38 |g|5|2]2 |0 |3 |=]Z
1% |T |2 S IE|TIZ |°® 5
LL LL
05 | 1,0 1,0 |0,050| 0,450 [ 0,5 |1,0|1,0| 0,050 | 0,01 | 0,440 | 0,16 {80,00
g_c 0,5 1,0 10 |0,100| 0,400 | 0,5 |1,0|1,0]| 0,200 | 0,01 | 0,390 | 0,32 |62,27
SN
fi‘_f 0,5 1,0 10 (0,125( 0,375 (05 (1,0|1,0{ 0,225 | 0,01 | 0,365 | 0,40|58,18
o <
c O
g% 0,5 1,0 1,0 {0,150| 0,350 | 0,5 1,0|1,0| 0,150 | 0,01 | 0,340 | 0,48 (47,87
o]
<
0,5 1,0 1,0 (0,200( 0,300 | 0,5 (1,010 0,200 | 0,01 | 0,290 | 0,64]39,39
120 -
y= 100e—1,432x
100 + R? = 0,987
o 80 -
=
2
£ 60 -
<
(=]
> 40
20 -
O T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
[4-amino 2-bromo benzohidrazid] mM

Sekil 4.14. HRP enzimi icin guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid ile elde edilen % Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.14. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagl olarak 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid inhibitori igin 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kor Tiipii Numune Tiipt

o — =3 -

% EVL‘EEIVEV vgvgvzvév vavﬂg_g,"e
0210 10] - | 08 [02 |10 1,0 | - [0,790]0,0L1| 10,99 | 0,330
0310 10| - [ 07 [03[10] 10| - [0690[00L| 6,71 | 0,220

Mol 042020 - |06 [04 10 10| - |059]|001| 641 | 0166
05|10 | 10| - | 05 |05 10| 10 | - |0490[001| 584 | 0,133
06 | 1,0 | 10| - | 04 |06 | 10| 1,0 | - [0390[00L| 555 | 0,095
02 | 1,0 | 1,0 |005] 0,75 | 02 | 1,0 | 1,0 | 0,05 |0,740| 0,01 | 12,59 | 0,330
03| 1,0 | 1,0 |005] 0,65 | 03 | 1,0 | 1,0 | 0,05 |0,640(0,0L| 9,90 | 0,220

[ {04 T 10120 [005] 055 [04]10] 1,0 [005][0540]001] 724 [0,166
05| 10| 1,0 [005| 045 | 05 | 1,0 | 1,0 | 0,05 |0,440] 0,01 | 6,71 | 0,133
06 | 1,0 | 1,0 [005| 035 [ 06 | 1,0 | 1,0 | 0,05 |0,340| 0,01 662 | 0,095
02 | 1,0 | 1,0 |0,125[ 0,675 [ 02 | 1,0 | 1,0 |0,125]0,665] 0,01 | 1561 | 0,330
03 | 1,0 | 1,0 |0,125[ 0575 [ 0,3 | 1,0 | 1,0 |0,125]0565| 0,01 | 11,76 | 0,220

.| 04 [ 10 [ 1,0 [0125[ 0475 | 04 | 1,0 | 1,0 |0,125/0,465] 0,01| 10,86 | 0,166
05 | 1,0 | 1,0 |0,125[ 0375 | 05 | 1,0 | 1,0 |0,125]0,365| 0,01 | 9,34 | 0,133
06 | 1,0 | 1,0 |0,125[ 0275 | 0,6 | 1,0 | 1,0 |0,125]0,265| 0,01 | 6,62 | 0,095
02 10|10 ] 02| 06 |02] 10 1,0 | 0,2 |0590]001| 2919 | 0,330
03 10|10 ] 02| 05 [03 10| 1,0 | 0,2 [0,490(001| 1754 | 0,220

;|04 [ 10 [ 10 |02 | 04 [04 [ 10| 1,0 | 0,2 |0,390]|0,01| 1589 | 0,166
05| 10|10 | 02 | 03 |05 |10 | 1,0 | 02 |0,290| 0,01 | 1587 | 0,133
06 | 10 | 1,0 | 02 | 02 [ 06 | 1,0 | 1,0 | 0,2 [0,190( 0,01 | 1492 | 0,095




40 -+
35 -
30 -

25
e [I0]=Kontrol
20 -
* [11]=0,16 mM
15 A

1/V(umol/min.mL)™!

N

A [12]=0,4 mM
10 +

-0,2 0 0,2 0,4
1/[Guaiakol]mM-?

m [13]=0,64 mM

Sekil 4.15. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagl olarak 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid inhibitdrii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.15. HRP enzimini {izerine 4-Amino 2 bromo benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

Br O 1Cs0 Ortalama K; | inhibisyon
@*H_NHZ (M) (M) tipi
HoN HRP
4-Amino 2- bromo benzohidrazid 483 628+209 Yarismasiz

Cizelge 4.16. HRP enzimi iizerine ligand molekiillerin toplu kinetik sonuglari

LIGAND ICso Ki Inhibisyon Tipi
MOLEKULLER (rM) (rM)
Yarismali
4-Amino benzohidrazid 31l 141+23,3

4-Am|no_ 2-k|9r0 1138 26099, 1 Yarismasiz
benzohidrazid

4-Amino_ 3-klpro 444 4084555 Yarigmasiz
benzohidrazid

4-Amino _2-br9mo 483 6284209 Yarigmasiz
benzohidrazid
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Horseradish POD  Enzimlerinin  4-Amino  benzohidrazid Tiirevleriyle

Saflasgtirilmasi Sonuglari

Horseradish POD enzimleri iizerine 4-Amino 2-kloro benzohidrazid, 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid, 4-Amino 2-bromo benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon etkileri
incelendikten sonra bu molekiillerin ligand olarak kullanildigi Sepharose 4-B-L-
Tirozin-4-Amino 2-kloro benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-4-Amino 3-kloro
benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-4-Amino 2-bromo benzohidrazid kolonlarinin
sentezi bolim 3.3.4.b’de anlatildigi gibi yapildi. Hazirlanan kolonlardan Horseradish
bitkisinden peroksidaz enziminin saflastirilma kademelerinde 470 nm de aktivite tayini
yapildi. Tim kolonlardan saflastirilan HRP enziminin saflagtirma sonuglar1 Cizelge

4.17°de gosterildi.

Cizelge 4.17. Afinite kolonlarindan elde edilen HRP enzimi i¢in hazirlanan saflagtirma
tablosu

Total
. Toplam Protein Total Spesifik
Horseradish ) Aktivite | Protein ~ | Yiizde S.
Peroksidaz Hacim Miktar1 | Aktivite Aktivite .
(HRP) (EU/mL) Miktar1 Verim | Katsayisi
(mL) (mg/mL) | (EU) (EU/mg)
(mg)
Homojenat 5,00 94 1,2 470 6 78,3 100 1
4-Amino
2-kloro
; ; Sepharose 4B
benzohidrazid pharo 1,50 14 0,0012 21 | 00018 | 11666 | 446 149
Afinite
Homojenat 5,00 94 1,2 470 6 78,3 100 1,00
4-Amino
2-broma Sepharose 4B
benzohidrazid o 1,50 10,1 0,000 | 1515 | 0,0015 | 10100 3,2 129
Afinite
Homojenat 5,00 94 1,2 470 6 78,3 100 1,00
4-Amino
3-kloro
: : Sepharose 4B
benzohidrazid P 1,50 15 00019 | 225 | 00028 | 8035 47 102,3

Afinite
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4.6. Horseradish Peroksidaz Enzimi Uzerine SDS-PAGE ve Kinetik Calisma

Sonuclan

4.6.1. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuclar:

Sentezledigimiz molekiilleri kullanarak hazirladigimiz Sepharose 4-B-L-Tirozin-(4, 5,
6) afinite jellerinden saflastirdigimiz HRP enziminin safligin1 ve molekiil agirliklarin
belirlemek i¢cin SDS-PAGE yapildi. Jellerin boyanmasinda giimiis boyama metodu daha
hassas oldugu i¢in tercih edildi. Saflastirilan enzimlerin SDS-PAGE fotograflar1 Sekil
4.16°da gosterildi.

Sekil 4.16. (1) 4-Amino 2-kloro benzohidrazid, (2) 4-Amino 3-kloro benzohidrazid, (3) 4-
Amino 2-bromo benzohidrazid afinite kolonlarindan saflagtirilan HRP enziminin SDS-PAGE
fotografi
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4.6.2. 4-Amino 2-kloro benzohidrazid inhibitorii ile saflastirilan HRP enzimi i¢in

guaiakol substrati ile bulunan kinetik parametreler

Optimum pH, optimum sicaklik, stabil pH degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.5°te
anlatildigr sekilde aktivite Ol¢timleri yapildi. Horseradish bitkisinden elde edilen
sonuclar Sekil 4.17; 4.18 ve 4.19°da gosterildi.

4.6.3. Guaiakol substrati icin pH-aktivite grafigi

Optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.5.1°de anlatildig: sekilde pH:5-8
araliginda aktivite olctimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine karsilik gelen pH
degerleri Sekil 4.17°de verildi.

g
w
1

N
1

—e—HRP

Aktivite (EU/mL.mg)
R

o
w
1

o

Optimum pH

Sekil 4.17. Horseradish POD enzimi i¢in guaiakol substratiyla optimum pH igin pH-
aktivite grafigi
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4.6.4. Guaiakol substrati icin sicakhik-aktivite grafigi

Optimum sicaklik degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.5.2°de anlatildig: sekilde 5-
90°C sicaklik araliginda aktivite Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerlerine
karsilik gelen sicaklik grafigi Sekil 4.18’de verildi.

[N
(o]
)

[any
S
1

[
N
1

[ERN
o
1

6 - —e—HRP

Aktivite (EU/mL.mg)
(o]

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Optimum Sicaklik °C

Sekil 4.18. Horseradish POD enzimi i¢in guaiakol substratiyla elde edilen Sicaklik-
Aktivite grafigi

4.6.5. Stabil pH calismasi

Stabil pH degerlerini belirlemek amaciyla Boliim 3.5.3’de anlatildigi sekilde pH:5,0-8,0
araliginda her 12 saatte bir 7 giin boyunca aktivite dl¢iimleri yapildi. Elde edilen aktivite
degerlerine karsilik gelen pH degerleri Sekil 4.19°da verildi.
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1/V(mmol/mL.min)1

o
JEEY

0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Saat

—e—pH :5,0

= pH:5,5
—+—pH:6,0
—*—pH: 6,5
—=—pH:7,0
==o==pH:7,5
=== pH:8,0

Sekil 4.19. Degisik pH’lardaki KH,PO,4 tampon ¢6zeltisi kullanilarak HRP enzimi igin

elde edilen stabil pH grafigi

4.7. Horseradish bitkisinden 4-Amino 2-kloro benzohidrazid Molekiilii

Hazirlanan Afinite Kolonunun HRP enzimi Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Hazirlanan jelin tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet etkileri

incelendi. Deney prosediirii boliim 3.6’da anlatildig: sekilde uygulandi.

4.7.1. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi calisma sonuclari

pH:6,8’de Horseradish POD farkli sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda

tutma kapasitesi belirlenerek (mg protein/g jel) sonuglar Sekil 4.20°de verildi.
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1,2 +

0,8 -
—e—HRP
0,6 -

Kapasite(mg protein/g jel)

0 T T 1
0 10 20 30
Sicakhk (°C)

Sekil 4.20. Sepharose-4B-4-Amino 2-kloro benzohidrazid jelinin sicaklik-kapasite
grafigi

4.7.2. pH’nin kolon kapasitesine etKkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda degisen tamponlar kullanilarak yapildi
ve sonuglar (mg protein /g jel basina) belirlenerek Sekil 4.21°de verildi.

4 -
= 3,5 1
BN —e—HRP
o 3 -
~
=
T 2,5 -
o
S
o 2
(@))
E 15 -
]
z 01
g 0,5
x 7
O T T T T 1
6 7 8 9 10 11
pH

Sekil 4.21. Sepharose-4B-4-Amino 2-kloro benzohidrazid jelinin pH-kapasite grafigi
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4.7.3. Iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

HRP enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicaklifinda deney yapildi bu
deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilip, sonuglar mg protein/g jel
basina grafik Sekil 4.22’de verildi.

3,5 -
3 A —e— HRP
2,5 A

1,5 -

Kapasite(mg protein/g jel)

0,5 -

o T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Iyonik Siddet

Sekil 4.22. Sepharose-4B-4-Amino 2-kloro benzohidrazid jelinin iyonik siddet [M]-
kapasite grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Horseradish Peroksidaz (HRP, E,C 1.11.1.7) enzimi tibbi tan1 kitlerinde
kullanilmaktadir. Ayrica boyalarin giderilmesinde biyolojik ve fiziksel yontemlerin
uygulanmasina yonelik arastirma caligmalar1 yapilmaktadir. Gida, tekstil, deri, boya,
kozmetik ve kagit sanayilerinde boyalar énemli kirleticilerdir. Zehirli atiklar olarak
degerlendirilen boyalarin giderilmesi ¢evre c¢alismalari yoniinden Onemlidir. Azo
boyalarinin ve bifenoller, fenoller, anilinler gibi aromatik bilesiklerin giderilmesinde
HRP’nin etkili oldugu bilinmektedir (Onder et al. 2009). Organik bilesiklerin
biyotransformasyonu, organik sentezleri ve H,O, algilanmasi igin biyosensorlerin
olusumu i¢in de siklikla kullanilmaktadir. H,O, giiclii bir oksitleyici maddedir; eger
birikmesine izin verilirse toksik olabilir. Bu nedenle, peroksidazlar normal ve stres
kosullar1 altinda hiicrelerde asir1 H,O; uzaklagtirmada 6nemli bir rol oynar (Sarika et al.
2015).

Bunlarin yanisira ticari 6nemi olan enzimler olmalar1 ve uygulama alanlarinin yaygin
olmasi nedeniyle Horseradish Peroksidaz (HRP) enzimlerinin saf olarak elde
edilmesinin amaglandig1 saflagtirma caligmalarinin sayis1 giin gectikce artmaktadir.
Bitkisel kaynakli peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasinda litratiirde farkhi
kromatografik metotlarin kullanildig1 c¢aligmalar yapilmistir ve bu g¢alismalar halen
devam etmektedir. Bu peroksidaz enzimlerinin afinite kromatografisi teknigi ile tek

basamakta saflastirilmasi birgok arastirmacinin hedefidir.

Horseradish Peroksidazin yiiksek saflikta elde edilmesi i¢in 1954’e kadar iki mevcut
metot vardir. Bunlardan birinde 1942°de elektroforez aparati kullanmilmistir. Digerinde
1951°de pek ¢ok adimda gerceklestirilen bir saflastirma yapilmistir. 1954’te ise daha
basit bir metot gelistirilmis ve elektroforez kullanmadan ayirma prosediirlerinin sayisini
azaltarak saflastirma gerceklestirilmistir. Yontem etanol ve kloroform karisimiyla
cokelme olmasiyla ham ekstraktan inaktif materyallerin uzaklastirilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu islemin ardindan, yiiksek Olclide saflastirilmis peroksidaz

preparasyonu, amonyum siilfat ve etanolle kismi c¢oktiirmelerle elde edilmistir. Elde
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edilen {irlin, kararli bir kuru preparasyonudur ki bu, amonyum siilfat ¢ozeltisinden
kristallestirilebilir. Bu ¢alismada hemin igerigi kullanilarak tarif edilen yontem ile elde
edilen nihai kuru preparatlarin yaklasik %90 bir safliga sahip oldugu tespit edilmistir
(Kenten and Mann 1954).

Sepharose bagli Concanavalin-A (lektin) tizerine afinite kromatografisiyle HRP nin
saflastirmasi adli aragtirmada %73 verim ve 2.45 saflagtirma katsayisina ulagilmistir.
Saf horseradish peroksidazin karakterizasyonu, 403 nm'de hem absorbans hem de

protein igerigi bakimindan artmis bir enzimatik aktivite gostermistir (Brattain et al.
1976).

Armoracia rusticana kokiinden elde edilen yaban turpu peroksidazin kismi davraniglari
lizerine sistem pH’si, sodyum kloriir konsantrasyonu ve poli (etilenglikol) (PEQG)
molekiil agirliginin etkisi, poli (etilenglikol)/sodyum fosfat sistemlerinde arastirilmistir.
PEG molekiil agirligi onemli 6lgiide enzim katsayisini etkilerken pH’in 5.5'den 8.0'a
degisiminin ise ¢ok az etkisi oldugu belirlenmistir. Bir pH 7.0 PEG/fosfat sistemine
sodyum kloriir eklenmesi, toplam yaban turpu kokii proteinlerinde 6nemli bir degisiklik
olmadan peroksidaz katsayisin1 13.5 kat arttirdigr goriilmistiir. Ayrica, bu kosullar,
saflastirma faktorii 4.8 olan ve enzimin %90'indan fazlasini ihtiva eden berrak iist faz ile
secilen sulu iki-fazli bir sistemle A. rusticana koklerinin dogrudan homojenizasyonu
saglanmaktadir (Miranda et al. 1995).

Yaban turpu peroksidaz (HRP), diyaliz edilmis sulu ekstraktan iki asamali ters-
misellerle Horseradish koklerinden saflastirilmistir. Izooktan iginde ¢dziilen anyonik
siirfaktan AOT [Aerosol OT (sodyum bis [2-etilhekzil] siilfosiiksinat)], ters misel fazi
iiretmek icin kullanilmustir. Ilk ekstraksiyonda kontamine proteinlerin biiyiik bir
kismmin ¢ikarilmas: icin dar pH araliginda ¢dziinmiis HRP kullamlmistir. Ikinci
ekstraksiyon fazinda HRP, sulu ve organik fazlar arasinda 10 hacim oraninda ¢oziilmiis,
konsantre edilmistir ve bu islemler sonucunda spesifik aktivite 86 guaiakol U/ mg™,
saflastirma faktori 80 ve %46 verim bulunmustur. SDS-PAGE sonucunda HRP, 43.8
kDa’a karsilik gelen iki iist iiste binen bant gdstermistir. Izoelektrik fokuslama (1EF)



73

jelleri tizerindeki goriintli analizinde %80 saf HRP oldugu gozlemlenmistir. Direkt ters
misel ekstraksiyonu ham ekstraktan yapildigi zaman, arayiizeyde ¢okelti olusturarak

yiiksek HRP kayiplarinin oldugu sonucuna ulasilmistir (Regalado et al. 1996).

Armoracia rusticana (HRP) kokleri ve Glycine max (soya) tohum kabuklarindan afinite
ve sicakliga bagli mikrokiire ihtiva eden sulu iki fazli sistemlerle peroksidaz
saflagtirmasi incelenmistir. Armoracia rusticana koklerinden peroksidaz igin iki asamali
saflagtirma islemi uygulanmistir. Bir polietilen glikol/fosfat sulu iki fazli sisteme
Concanavalin A afinite mikrokiireleri eklenerek gelistirilmistir ve verim %60 olarak

tespit edilmistir (Miranda et al. 1998).

Armoracia rusticana koki ekstrelerinden yaban turbu peroksidazi (HRP) ters akim
kromatografisi saflastirmast (CCC), polimer fosfat sulu iki-fazli sistemler (ATPS)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu fraksiyonda yiiklenen toplam aktivitenin %45'1 ve 6
gibi bir saflastirma faktorii hesabiyla HRP nin geri kazanimi saglanmistir (Magri et al.
2003).

Concanavalin A (Con A) merserize makro-gozenekli seliiloz membranlar1 {izerine
immobilize edilmistir ve membran afinite kromatografisi i¢in bir ligand olarak
kullanilmustir. 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin, glutaraldehit veya diazotizasyon igeren ii¢
aktivasyon ve immobilizasyon metotlar1 kullanilmis ve karsilastirilmistir. Hazirlanan
afinite membranlar ticari bir peroksidaz ve Horseradish Peroksidaz (HRP) ayrilmasi ve
saflastirilmast i¢in kullamilmistir. Ayirma ve saflastirma, substrat olarak 3,3,5,5-
tetrametilbenzidin (TMB) kullanilip peroksidaz aktivitesi belirlenerek izlenmistir.
Horseradish’te, %24,5 lik bir geri kazanim ve 142 kat saflastirma elde edilmistir; ticari
bir numunenin saflagtirilmasinda ise %71 lik geri kazanim ve 2,3 kathik bir

zenginlesmeye ulagilmistir (Guo and Ruckenstein 2003).

Yaban turpu peroksidazi koklerinden hizli ve yiiksek verimli saflastirma icin yiiksek

yogunluklu Concanavalin A hazirlanmasi ve kullanimi arastirilmistir. Iki asamadan
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olusan bu saflastirmada amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi

kullanilarak %73 verimle 14 kat saflastirma gerceklesmistir (Fraguas et al. 2004).

Yaban turpu peroksidazinin geri doniisiimsiiz termal denatiirasyon kinetigi caligilmistir.
Horseradish koklerinden izole edilen yaban turpu peroksidaz (HRP), amonyum siilfat,
iyon degisimi ve jel filtrasyonu kombinasyonu ile saflagtirtlmistir. Saflastirilan enzimin
spesifik aktivitesi, ham oziitten 14.92 kat daha yiiksektir ve %20’den daha az verim
gozlenmistir. Saflastirilmis HRP daha sonra kinetik ve termodinamik karakterizasyonu
icin kullanilmistir. Bu yaban turpu peroksidazin oldukca termostabil ve endiistriyel

uygulamalar i¢in kullanilabilir oldugu kanisina varilmistir (Bhatti et al. 2007).

Yine Horseradish koklerinden Fenil Sepharose CL-4B iizerinde ultrasonikasyon,
amonyum siilfat ¢oktliirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisiyle ii¢ adimda
peroksidaz saflastirmasi ¢alismasi yapilmis, bu calisma sonucunda 772 EU/mg spesifik
aktivite ile % 71,3 verim ve 291 saflastirma katsayisina ulasilmistir. (Lavery et al.
2010).

Concanavalin A agaroz afinite kromatografisi kullanilarak Horseradish koklerinden
peroksidaz saflagtirilmistir. 4-aminoantipirin-fenol ¢ozeltisi; enzim aktivitesini, enzim
aktivitesi lizerine inhibitor, pH, sicaklik etkisini degerlendirmek igin substrat olarak
kullanilmustir. Saflagtiriimis enzim (HRP), 14.45 x 10™*M substrat konsantrasyonu ve 38
X 10'2pg enzim konsantrasyonunda etkili bir aktivite gostermistir. Sirasiyla optimum pH
ve optimum sicaklik degerlerinin, 6.0 ve 40°C oldugu saptanmistir. Saflagtirilmis HRP
dogal PAGE iizerinde 40 kDa bir molekiil agirhgina sahip tek bir band olarak
gozlemlenmistir (Sarika et al. 2015).

Bazi tiol tipi inhibitdrler tarafindan HRP' nin inhibisyonu ¢aligmalar1 yapilmistir. Yaban
turpu peroksidazi ile 4-Amino antipirin oksidasyonunun glutatyon ve sistein tarafindan
inhibisyonu karsilastirilmistir. Substrat olarak 4-Amino antipirin kullanilarak herbir
inhibitoériin varliginda enzimin biyolojik aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Glutatyon ile

peroksidazin inhibisyon kinetigi arastirllmistir ve L-sistein inhibisyonu ile
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karsilastirilmistir. Bu rediikte glutatyonun peroksidaz aktivitesi iizerinde L-sisteinden
daha giiclii bir inhibitdr oldugu bulunmustur. Kinetik ¢aligmalar her iki durumda da
yarismasiz ve karisik inhibisyon tipi oldugunu gostermistir. Bazi tiyol bilesikleri ile
peroksidaz inhibisyonu mekanizmasi incelenmis olmasina ragmen, bu ¢alismada
substrat olarak 4-Amino antipirin kullanilarak L-sistein ve glutatyon gibi diger kiikiirt
bilesikleri tarafindan HRP nin inhibisyon mekanizmasi tespit edilmistir. Bu substrat,
HRP inhibisyonunun Kinetigi tizerine ¢alisan arastirmacilar tarafindan az ilgi
gormektedir. Glutatyonun indirgenmis formu diisiiniildiigiinde, virlis yasam
dongiisiiniin son sathasinda insan bagisiklik eksikligi virtisii’niin (HIV) kopyalanmasini
inhibe eder ve AIDS tedavisinde diger anti-viral ilaglarin kombinasyonunda

kullanilabilmektedir (Sariri et al. 2006a).

Yaban turpu peroksidazin 4-Amino antipirin oksidasyonunun merkaptoasetik asit ve
merkaptoetanol  tarafindan inhibisyonu karsilastirilmistir.  Merkaptoetanol — ve
merkaptoasetik asit i¢in 1Csq belirlenmistir ve bu kinetik ¢aligmalar i¢in kullanilmistir.
Enzim aktivitesi, substrat olarak 4-Amino antipirin ile inhibitorlerin varliginda
Ol¢iilmiistiir. Merkaptoetanoliin peroksidaz aktivitesi iizerinde merkaptoasetik asitten
daha giiclii bir inhibitdrii oldugu bulunmustur. Kinetik ¢alismalarda, her iki durumda da
karigik tipte yarigsmasiz inhibisyon gosterdigi goriilmiistiir. Bu tip inhibitorlerin AIDS'in
tedavisinde diger anti-viral ilaclar ile kombinasyon halinde kullanilabilir oldugu tespit

edilmistir (Sariri et al. 2006b).

Bitki hiicreleri H,O; salinmasiyla patojen saldirisina karsilik vermektedir. Bu savunma
reaksiyonunun memelilerde fagositik I0kositlerin NADPH oksidazina benzer bir
NAD(P)H oksidaz tarafindan m1 yoksa bir hiicre dist peroksidaz tarafindan mu
katalizlendigi tartisma konusudur. Bitki hiicreleri tarafindan iretilen H,O, memeli
NADPH oksidazinin giiclii bir inhibitorii olan, Diphenyleneiodonium (DPI) tarafindan
inhibe edilebilir. Diphenyleneiodonium (DPI), bir memeli tip enzimin bitki hiicreleri
tarafindan HyO; {iretiminden sorumlu oldugu goriisii icin Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu ¢alismada DPI'nin Horseradish Peroksidaz (HRP) tarafindan NADH
bagimli H,O; liretimini inhibe ettigi gosterilmektedir. Bitkilerde varsayillan NADPH
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oksidaz aktivitesinin inhibisyonu ic¢in daha Once kullanilanla ayni konsantrasyon
araligindaki Horseradish Peroksidaz (HRP) kullanilmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada
DPI'nin, peroksidazin katalitik aktivitesinin H,O, liretiminin etkili bir inhibitorii oldugu
gosterilmektedir. Oysaki guaiakol diaminobenzidin gibi aromatik substratlarin H,O,
aracili oksidasyon ile belirlenen klasik peroksidaz aktivitesi etkilenmemistir. Bu
durumda, bu inhibitdér, bitki hiicrelerinin oksidatif patlamasinin enzimatik
mekanizmasinda peroksidazin ve memeli tipi NAD(P)H oksidazin ayristirilmasi igin bir
ara¢ olarak uygun olmadigr saptanmistir. Bu da DPI’'min inhibitor etkisinin

geciktirilmesinde agiklamaya olanak saglamistir (Frahry and Schopfer 1998).

Hidrazidler, peroksidaz inhibitorleri olarak bilinen bilesiklerdir. Cesitli hidrazin ve
hidrazin tiirevleri, iproniazid (sakinlestirici), mebanazine, izokarboksazid, fenelzin
(monoamin oksidaz inhibitorleri), hidralazin (tansiyon diisiiriicii) ve PHZ (fenilhidrazin;
polisitemi kontrolii), izoniazid [INH (izonikotinik hidrazit) tiiberkiiloz antibiyotik]
terapotik olarak kullanilmistir. Ancak bu bilesiklerin pek ¢ogu uzun siireli kullanimda
karaciger hasari, baz-¢ifti mutasyonlari, hemolizise yol agan yan etkilere yol agtigindan
ilag olarak kullanilmamaktadir. Hidrazinler ve hidrazid inhibitérleri metabolik olarak
aktive edilir. Enzimatik aktivasyon sonrasinda, metabolik olarak aktive edilen
inhibitorler farkli bir biyomolekiile ya da ayni enzime ya yeniden baglanabilir ya da
aktif bolgesinden serbest birakilir, dolayisiyla inaktivasyona yol agar. Ozgiilliik hem
baglanma afinitesi hem de aktif inhibitoriin reaktivitesine gore degisir. HRP C, PHZ
tarafindan etkili bir sekilde inaktive edilir fakat PHZ siiperoksit tiretimi i¢in pH 7'de
oto-oksidasyona maruz kaldigindan, terapotik bir madde olarak uygun degildir. Bunun
aksine, INH’in oto-oksidasyonu pH 7'de daha diisiik bir hizda gercgeklesir.
Mycobacterium tuberculosis / katalaz (katG) peroksidaz ile aktivasyondan sonra aktive
INH bir inhibitoriiniin olusturulmasi i¢in, enoil rediiktazin kofaktorii ile reaksiyona
girer. Alerjik ve otoimmun sendromlar i¢eren ciddi yan etkilerine ragmen, INH hala
tiiberkiiloz tedavisi i¢in diinya ¢apinda birincil ilagtir. INH i¢in goriilen yan etkiler, ilag
olarak metabolik olarak aktif hidrazitlerin kullanilmasi ile ortaya g¢ikan problemlerin

goriinmesine olanak saglamaktadir (Aitken et al. 2003).
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Peroksidaz {izerine yapilan en son saflagtirma tekniginde peroksidazin afinite teknigi ile
tek basamakta saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Ligand olarak 4-Amino benzohidrazid
kullanilup salgam ve karaturptan peroksidaz enzimi tek basamakta saflastirilmistir.
Karaturp (Raphanus sativus L.) icin 947,5 EU/mg spesifik aktivite ile 40.3 kat
saflagtirma katsayis1 ve %10,6 verime ulasilirken, salgam (Brassica rapa L.) da bu
degerler 9626,67 EU/mg spesifik aktivite, 269.3 kat saflastirma katsayis1 ve %9
verimdir (Kalin et al. 2014). Ayrica yine afinite kromatografisi teknigiyle PABH [(Para
amino benzoikhidrazid (4-Amino benzohidrazid)] ligand olarak kullanilarak POD
enzimi kirmizi lahanadan 120 kat %2.9 verimle saflastiriimistir (Somtiirk et al. 2014).

Bu tez galigmasinda ise saflastirma ¢aligmalarini daha ileri gétiirme ve verimi artirmaya
katki saglamak amaci ile; daha 6nce grubumuzca yapilan 4-Amino benzohidrazidin
ligand olarak kullanildigi karaturp ve salgam bitkilerinden POD enziminin
saflastirilmasi galismasi esas alinarak (Kalin et al. 2014), bayir turpu bitkisini ayni
liganda ve bu ligandin tiirevlerine uygulayip tek basamakta yiiksek saflikta HRP enzimi

elde etmek amaclandi.

Horseradish POD enziminin, 4-Amino benzohidrazid ve tiirevi molekiilleri (4, 5, 6)
ligand olarak afinite kromatografisinde kullanarak, yiiksek saflikta ve verimde elde
edilmesi hedefiyle Sekil 3.2°de verilen tirevler (4, 5, 6) ticari olarak temin
edilemediginden dolayr molekiillerin metil benzoat tiirevleri (1, 2, 3) satin alinarak
hidrazin sentezleri tarafimizca yapildi ve sonuglar Cizelge 4.6’da gosterildi. 4-Amino
benzohidrazid ve sentezi yapilan tiirevlerinin ilk olarak inhibisyon kinetikleri incelendi
ve donilisimlii inhibisyon gosteren molekiillerin afinite jellerinin sentezi yapildi.

Saflastirma tablolar1 hazirlandi ve elde edilen sonuglar tartisildi.

Calisgmamizin tiim basamaklarinda kantitatif protein tayinleri Bradford metodu
kullanilarak yapildi. Saflastirilan enzim ¢6zeltisi ve hemolizattaki protein miktarlar1 bu
yontemle belirlendi. Proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina
dayanan bu yoOntemde, olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans

gostermektedir. Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli olmaktadir. Protein-boya
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kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir
(Bradford and Williams 1976).

Horseradish Peroksidaz (HRP) enziminin aktivite 6l¢timii, Sisecioglu ve arkadaslarinin
uyguladig1 prosediire gore spektrofotometrik olarak belirlendi. 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. Homojenatlar
hazirlanan kolonlara tatbik edildi, A47o yiiksek olan eluatlar birlestirildi ve protein tayini

yapildi.

Horseradish POD enziminin, ilk olarak 4-Amino benzohidrazid molekiiliniin ligand
olarak kullanildigi saflagtirmada %1,8 verim ve 45,4 saflastirma Katsayisi elde edildi.
Saflagtirma tablosu Cizelge 4.1’de verildi. Saflastirilan HRP enziminin safligin1 ve
molekiil agirhigmi belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi. Sekil 4.3’te 4-Amino
benzohidrazid kolonundan saflagtiritlan HRP enzimi i¢in SDS-PAGE fotografi gosterildi
ve ayni enzim i¢in molekiil agirligr literatiirde belirtildigi gibi 44 kDa olarak bulundu.

Horseradish bitkisinden saflagtirilan HRP enziminin guaiakol substratina olan ilgisini
tespit etmek amaciyla bu enzim icin en az bes farkli guaiakol konsantrasyonunda enzim
aktivite degerleri belirlendi. Elde edilen 1/V ve 1/[S] degerleri yardimiyla Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izilerek Km ve Vmax degerleri hesaplandi. HRP enzimi i¢cin Ky degeri 4,34 mM
bulunurken Vmax degeri ise 0,97 EU/mL.dk olarak tespit edildi. Saflagtirilan HRP enzimi
tizerine bu molekiiliin inhibisyon kinetigi detayli olarak incelendi. Bu calismada
kiivetteki inhibitor konsantrasyonlart Cizelge 4.3°te verildi. Guaiakol substratina baglt
olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla, doygun olmayan guaiakol reaksiyon
ortamina farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi.
Elde edilen bu degerlerle % Aktivite-Konsantrasyon grafigi cizilerek ICso degeri
bulundu. 4-Amino benzohidrazid kolonundan saflagtirilan HRP enzimi igin bu grafik
Sekil 4.5’te verildi. 4-Amino benzohidrazid molekiilii Horseradish POD enzimi igin
ICs0 degeri 311 pM olarak hesaplandi. Bu molekiilin 1Csy degerinin sonuglarina

bakildiginda HRP enzimi inhibitorii olabilecegi ortaya konuldu.
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Inhibisyon tipini belirlemek amaci ile K; degerinin hesaplanmasi ¢aligmalar1 yapildi.
Horseradish POD enzimi i¢in 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli
sabit inhibitor konsantrasyonunda aktivite O6l¢iimli yapildi inhibitér konsantrasyonu
Cizelge 4.4’te gosterildi. 4-Amino benzohidrazid i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek
inhibisyon tipi ve K degeri bulundu (Lineweaver et al. 1934). Horseradish POD enzimi

tizerine denenen inhibitdriin K; grafigi Sekil 4.6°da gosterildi.

4-Amino benzohidrazid i¢in Horseradish POD enzimi K; degerinin 141 pM oldugu
grafikten yararlanilarak hesaplandi. Boylece saflastirmada ligand olarak kullanilacak

molekiiliin detayl kinetik parametreleri ve inhibisyon tipi ilk kez tespit edilmis oldu.

Saflagtirllan HRP enzimi {izerine sentezlenen 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4), 4-
Amino 3-kloro benzohidrazid (5), 4-Amino 2-bromo benzohidrazid (6) molekiillerinin
inhibisyon kinetikleri detayli olarak incelendi. Bu caligmalarda kiivetteki inhibitor
konsantrasyonlar1 Cizelge 4.7, 4.10 ve 4.13’te gosterildi. Guaiakol substratina bagl
olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla, doygun olmayan guaiakol reaksiyon
ortamina farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri hesaplandi.
Elde edilen bu degerlerle % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek 1Csy degerleri
bulundu. HRP enzimi i¢in bu grafikler Sekil 4.10, 4.12 ve 4.14’te gosterildi.

HRP enzimi igin sirastyla ICsq degerleri 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4), 4-Amino
3-kloro benzohidrazid (5), 4-Amino 2-bromo benzohidrazid (6) igin; 1138 uM, 444
uM, 483 uM olarak hesaplandi. Tim molekiillerin ICsy degerlerinin sonuglarina

bakildiginda HRP enzimi inhibitorii olabilecegi ortaya konuldu.

Inhibisyon tiplerini belirlemek amaci ile K; degerlerinin hesaplanmasi galismalar
yapildi. HRP enzimi i¢in 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit
inhibitor konsantrasyonunda aktivite dl¢timii yapildi inhibitér konsantrasyonlar1 Cizelge
4.8, 4.11 ve 4.14’te gosterildi. 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4), 4-Amino 3-kloro
benzohidrazid (5), 4-Amino 2-bromo benzohidrazid (6) i¢in Lineweaver-Burk grafikleri

cizilerek inhibisyon ¢esitleri ve K degerleri bulundu (Lineweaver et al. 1934).
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HRP enzimi flizerine denenen inhibitorlerin K; grafikleri Sekil 4.11, 4.13, 4.15’te
gosterildi. HRP enzimi K; degerleri 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4) igin 260 uM, 4-
Amino 3-kloro benzohidrazid (5) i¢in 408 uM ve 4-Amino 2-bromo benzohidrazid (6)
icin 628 uM oldugu grafiklerden yararlanilarak hesaplandi. Boylece saflastirmada
ligand olarak kullanilacak molekiillerin detayli kinetik parametreleri ve inhibisyon
tipleri ilk kez tespit edilmis oldu. Calisilan 4-Amino benzohidrazid tiirevi molekiillerin
(4, 5, 6) HRP enziminin yeni inhibitorleri olarak belirlendi ve inhibisyon etkisi gésteren

bu molekiillerin her biri i¢in afinite jelleri sentezlendi.

CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B matriks, L-tirozin ise uzanti kolu olarak
kullanild1. Her bir inhibitérden 90 pmol madde alinarak Sepharose-4B-L-tirozin-(4, 5,
6) jelleri hazirlandi. Homojenatlar hazirlanan kolonlara tatbik edildi, A47o yiiksek olan

eluatlar birlestirildi ve protein tayini yapildi.

HRP enzimi saflagtirma tablosu Cizelge 4.17°de gosterildi. HRP enzimini saflagtirmak
icin 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4) molekiilii ligand olarak kullanildiginda sirasiyla
%4,46 verimle 149 kat, 4-Amino 3-kloro benzohidrazid (5) ile %4,7 verimle 102,3 Kat,
4-Amino 2-bromo benzohidrazid (6) ile %3,2 verimle 129 kat saflastirma yapildu.

4-Amino benzohidrazid molekiilii halkasimin 2 ve 3 pozisyonlarina klor ve brom
baglandiginda, elde edilen bu molekiillerin enzime olan afinitesinin arttig1 saptandi.
Ozellikle 4-Amino 2-kloro benzohidrazid (4) molekiilii ile yapilan saflagtirma
caligmalarinda HRP enziminde %4,46 verime ve 149 kat saflastirma katsayisina
ulagilmigtir. Afinite teknigi kullanilarak HRP enzimini saflastirmada 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid molekiiliiniin ligand olarak kullanilabileceginin olduk¢a 6nemli oldugu

belirlendi ve bu ¢alisma ilk defa tarafimizdan gerceklestirildi.

Saflagtirtlan HRP enziminin safliginin kontrolii i¢in ve molekiil agirliklarmin tespiti i¢in
bolim 3.4’de anlatildign sekilde SDS-PAGE yapildi. Yapilan SDS-PAGE sonucunda
Horseradish’ten izole edilen HRP enziminin saf oldugu belirlendi ve agirlig: literatiirde

belirtildigi gibi 44 kDa olarak bulundu.
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4-Amino 2-kloro benzohidrazid kolonundan saflastirilan HRP enzimi igin kinetik

paremetreleri tespit etmek amaci ile asagidaki sonuglar bulunmustur.

Optimum pH c¢alismasinda guaiakol substrati i¢in pH 5,0-8,0 araliginda enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak 470 nm’de Ol¢iildii. Aktivite-pH grafigi
Sekil 4.17°de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gore Horseradish bitkisinden

elde edilen HRP enzimi i¢in optimum pH’nin 6,5 oldugu bulundu.

Kolondan saflastirilan HRP enzimin optimum sicaklik degerlerini tespit etmek
amactyla, guaiakol substrati i¢in sicaklik 5-80°C araliginda enzimin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak 470 nm’de 6l¢iildii. Aktivite-sicaklik grafigi Sekil
4.18’de gosterildi. Bu grafikden ¢ikarilan sonuglara gére Horseradish bitkisinden elde

edilen HRP enzimi i¢in optimum sicakligin 60°C oldugu bulundu.

HRP enziminin stabil oldugu pH bulunurken de pH’st 5,0-8,0 araliginda olan 10
mM’lik fosfat tamponlari kullanildi. Bu tamponlarda hazirladigimiz enzim stogunun her
12 saatte bir 96 saat boyunca aktiviteleri dlgiilerek enzimin stabil oldugu pH’nin pH 8,0
oldugu tespit edildi. Stabil pH grafigi Sekil 4.19°da gosterildi.
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Hazirlanan 4-Amino 2-kloro benzohidrazid kolonu i¢in HRP enzimini tutma kapasitesi

caligmalar1 yapildi.

Enzimin kolona tutma kapasitesi bulunurken sicaklik, pH ve iyonik siddet parametreleri
incelendi ve protein/gram-jel cinsinden HRP enziminin tutma kapasitesi belirlendi.
Kapasite tayin isleminde hazirlanan jelden 1 mL alinarak dengeleme tamponuyla
dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona alind1 ve daha dnceden afinite ile elde edilen HRP
enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlasi yikama tamponu ile yikandiktan sonra baglanmis
olan HRP enzimi uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 bulundu jel
kurutulup tartilarak mg protein/gram-jel cinsinden HRP enziminin tutma kapasitesi
belirlendi (Aslan et al. 1996).

HRP enziminin saflastirilmasinda 4-Amino 2-kloro benzohidrazid ile hazirlanan
kolondan sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH 6,8 da 5, 10, 15,
20 ve 25°C farkl sicakliklarda tutma kapasitesi belirlenerek (mg protein /g jel basina)
grafik edildi. Sekil 4.20°den goriildiigii gibi 20°C’de jel baglanma kapasitesi

maksimumdur.

HRP enzimi i¢in kolonda pH’nin baglanmay1 nasil etkiledigini belirlemek amac ile
farkli pH’larda (pH 6,8 ile 10 arasinda) tamponlar kullanilarak en i1yi pH i¢in sonuglar
(mg protein/gram-jel basina) Sekil 4.21°de grafik edildi. Buradan 4-Amino 2-kloro

benzohidrazid i¢in pH:9,0 civarinda maksimum baglanma oldugu tespit edildi.

Kolonlarin baglanma kapasitelerini etkileyen iyonik siddetin etkisini belirlemek amaci
ile enzimin optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda denemeler yapild1 ve bu
iyonik siddet 0,2 M ile 0,5 M arasinda degistirilerek, sonuglar grafikle gosterildi. Sekil
4.22°de gorildigi gibi 0,35 M iyonik siddet konsantrasyonunda baglanmanin
maksimum oldugu tespit edildi. Kolon tutma kapasitesi sonuglarina gore, 4-Amino 2-
kloro benzohidrazid i¢in 20°C’de pH 9,0’da 0,35 M iyonik siddet konsantrasyonunda
optimum baglanma 2,99 mg/g jel olarak tespit edildi.
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Sonug Olarak;

4-Amino benzohidrazid maddesi hazir olarak satin alindi, 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid (4), 4-Amino 3-kloro benzohidrazid (5), 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid (6) molekiillerinin sentezi yapildi ve Horseradish POD enzimleri {izerine
inhibisyon etkileri incelendi. Caligsilan dort molekiiliin enzimin yeni, donlisimli ve
etkili inhibitér oldugu tespit edildi ve afinite kolonunda ligand olarak kullanilma

potansiyelleri ortaya konuldu.

Bu molekiiller kullanilarak afinite jelleri hazirlandi, Horseradish POD enzimleri tek
basamakta saflastirildi. Horseradish POD enzimlerinin saflastirilmasinda; 4-Amino 2-
kloro benzohidrazid molekiiliiniin ¢alistigimiz molekiiller igerisinde en etkili ligand
oldugu belirlendi. Saflastirmada elde edilen verimlerin ve saflagtirma katsayilarinin,
literatiirde olan calismalardan ¢ok daha kisa siirede ve tek kademede daha yiiksek
oldugu goriildii. Bu ¢alismada ligand olarak kullandigimiz 4-Amino 2-kloro
benzohidrazid molekiiliiniin ucuz maliyette ve yiiksek verimde Horseradish POD
enzimlerini saflastirdigi ve diger bitki peroksidazlarimi da saflastirmada kullanilma

potansiyelinin oldugu literatiire kazandirildi.
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