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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AMINO BENZOHIDRAZID TUREVIi MOLEKULLER KULLANILARAK
KARATURP PEROKSIDAZ ENZIMININ AFINITE KROMATOGRAFiISI
TEKNIiGI iLE SAFLASTIRILMASI

Seyma Mehtap KOCAK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Bu tez kapsaminda bitki peroksidaz enzimlerinin saflastirma caligmalarina katki
saglamak amaci ile 4-amino 2-nitro benzohidrazid, 4-amino 3-nitro benzohidrazid, 4-
amino 2-bromo benzohidrazid ve 4-amino 3-bromo benzohidrazid molekiilleri ligant
olarak sentezlendi ve karaturp koklerinden peroksidaz enzimlerinin saflastirilmasinda
kullanildi. 4-amino benzohidrazid molekiilleri metilbenzoat formlarindan hidrazin
sentezleri yapilarak karaturp POD enzimi {izerine inhibisyon etkileri incelendi.
Sepharose-4B-L-Tirozin jel materyali, doniisiimlii inhibisyon gosteren molekiillere
baglanarak afinite jelleri sentezlendi ve tek kademede karaturp POD enziminin
saflastirilmast  gergeklestirildi.  4-amino  2-bromo  benzohidrazid = molekiilii
kullanildiginda POD enzimi, karaturptan %28,5 verimle 258 kat, 4-amino 3-bromo
benzohidrazid ile karaturptan %31,4 verimle 677 kat, 4-amino 2-nitro benzohidrazid ile
karaturptan %33,8 verimle 613,3 kat, 4-amino 3-nitro benzohidrazid ile karaturptan
%7,5 verimle 365,6 kat saflastirildi. Saflastirilan enzimlerin saflig1 ile molekiil agirlig
SDS-PAGE ile kontrol edildi. Karaturp POD enzimi i¢in 43-47 kDa’da tek bant
gozlendi. Sepharose-4B-L-Tirozin-4-amino-3-bromo benzohidrazid kolonu igin kolon
tutma kapasitesi, karaturp POD enzimleri i¢in degisik pH, sicaklik, iyonik siddetlerde
calisildi. Karaturp POD enzimi i¢in optimum sartlar: pH 7,5, sicaklik 15°C, iyonik
siddet 0,30 M olarak hesaplandi.

2018, 70 sayfa

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz, Afinite kromatografisi, Karaturp, Salgam, Saflastirma,
4-Amino benzohidrazid tiirevleri
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In this thesis, it is aimed to contribute to the purification studies of plant peroxidase
enzymes 4-amino 2-nitrobenzohydrazide, 4-amino 3-nitrobenzohydrazide, 4-amino 2-
bromobenzohydrazide and 4-amino 3-bromobenzohydrazide molecules was synthesized
as a ligand and was used for the purification of peroxidase enzymes from radish roots. 4
amino benzohydrazide molecules was synthesized from methly benzoate form to obtain
benzohydrazide molecules and effects of inhibition on the black radish POD enzyme
were studied. Sepharose-4B-L-Tyrosine gel material was synthesized by binding to
molecules displaying alternating inhibition effect, and purification of the single-step
POD enzyme was performed. When 4-amino 2-bromo benzohydrazide was used as a
ligand for the black radish POD enzyme was purified 258 fold with a yield of 28.5%, 4-
amino 3-bromo benzohydrazide 677 fold with a yield of 31.4%, 4-amino 2-
nitrobenzohydrazide 613.3-fold with yield of 33%, 4-amino 3-nitro benzohydrazide
365,6 fold with yield of 7,5%. Molecular weight was controlled by purity of the
purified enzymes by SDS-PAGE. Single band at 43-47 kDa was observed for the black
radish POD enzyme. Column retention capacity for Sepharose-4B-L-Tyrosine-4-amino-
3-bromo benzohydrazide column was studied on different pH, temperature, ionic
strengths for black radis POD enzymes. Optimum conditions for black radish POD
enzyme was calculated as a pH 7.5, temperature 15 ° C, ionic strength 0.30 M.

2018, 70 pages
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1. GIRIS

1.1. Enzim Kinetigi ve Peroksidaz Enzimi

Canlilarin  yasamsal fonksiyonlarint devam ettirebilmesi i¢in kendi kimyasal
reaksiyonlarin1 katalizlemeleri gerekmektedir. Bu reaksiyonlarin ¢ogunlugu mikro
boyutta ve ¢ok kompleks reaksiyonlardir. Biyolojik reaksiyonlarin gergeklesebilmesi
normal sartlarda uzun zaman alabilir fakat bu reaksiyonlar kataliz varliginda ¢ok kisa
zamanlarda gergeklestigini gormekteyiz. Katalizorler reaksiyonlari hizlandirirlar ve
reaksiyon esnasinda fiziksel degisimlere ugrasalar da reaksiyon tamamlandiginda
orjinal hallerine geri doner. Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen, kendileri
degismeden reaksiyon hizimi 10°-10° kat artiran, protein yapisindaki, biyokimyasal
katalizorlere enzim denir. Enzimlerin ¢ok biiyiik bir kismu protein yapida olsa da
proteinlerin hepsi enzim degildir. Enzimler 5000 kadar biyolojik reaksiyonu
katalizlerler (Lehninger 2005). Bu sebeple ¢ok sayida enzim, farkli amaglar i¢in gérev
yapar. Her enzim reaksiyonuna 6zgii katalizleme yaptig1 icin spesifik reaksiyonlar
gbzlemlenir. Biyokimyasal bir reaksiyonda, enzimin etki ettigi ve iirtine (P) ¢evirdigi
maddeye substrat (S) denir. Her enzimin kendine 6zgii bir substrati vardir. Enzim ile

substrat arasindaki komplekse enzim-substrat kompleksi denir (Gegkil 2012).

Enzimler katalizleme islemeni yaparken ii¢c boyutlu yapilarini kullanirlar. Bir takim
enzimler ise aktivite i¢in kiiciik molekiillere gereksinim duyarlar. Bu molekiiller Mg?*ve
ya Fe?* gibi bir metal iyonu olan “kofaktdr’ler ve kompleks bir organik bilesik olan
“koenzim”ler olabilirler. Baz1 durumlarda ise aktivite i¢in her ikisi de gerekebilir.
Koenzimle beraber olan enzim molekiiliine “haloenzim” denir. Herhangi bir kofaktor
tagimayan enzime ise “apoenzim’ denir. Apoenzimlerin protein yapisindaki dizilisleri
ve aminoasit tiirleri her enzimde farklidir. Bu sebeple enzimin spesifikligini belirleyen

kisim apoenzimdir (Kaplan 1987).



Enzimler yapilarina gore, basit enzimler ve bilesik enzimler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Basit enzimler, sadece proteinden meydana gelen enzimlerdir. Ornek olarak sindirim
enzimleri (pepsin, tripsin, gibi enzimler) ve lireaz enzimi verilebilir. Bu enzimlerde
reaksiyon, protein kismi tarafindan yiriitiiliir. Bilesik enzimler ise, iki kisimdan

meydana gelir (Kaplan 1987).

e Protein + Vitaminler

e Protein + Mineral maddeler veya metal iyonlari

Enzimin aktif merkez yiizeyi, substratla etkilesen aminoasitlerden olusmustur.
Enzimler, oldukga spesifiktirler. Her substratin spesifik bir enzimi vardir. Substratlar
enzimlere gore daha kiiciikk molekiillerdir. Reaksiyonun gergeklestigi yer enzimin
tamamina nazaran kiiciik bir bolgedir. Enzimlerin aktif merkezinin girintili, kiigiik bir

oyuk ya da cep seklinde oldugu gézlemlenmistir (Tiiziin 2005).

Substratin enzime baglanma modelleri iki tanedir;

e Anahtar kilit modeli:

Substratlar, enzimlerde ki aktif bolge olarak adlandirilan 6zel bir bolgeye baglanir.

Enzim-substrat kompleksi olusur (Bakan 2007).

e Indiiklenmis uyum modeli

Aktif bolge substrat baglanmasina uygundur fakat baglanma esnasinda, hem enzim
konformasyonu, hem de substratin ii¢ boyutlu yapis1 degisiklige ugrar bdylece aktif

kompleks olusur (Bakan 2007).



Aktif bolgelerin ortak ozellikleri

e Enzimin hacmine oranla kii¢iik bir bolgeyi olusturur.

e Ug boyutlu bir yapidur.

e Bir yarik ve girinti i¢indedirler.

e Spesifik bir baglanma, aktif bdlgeye baglanacak yapilarin belirli tarzda
diizenlenmeleri sonucu olusur. Substrat bu bolgeye tam yerlesebilecek sekilde olmalidir.
Enzim ile substrat arasindaki bu iliskiye anahtar-kilit modeli ad1 verilmektedir (Keha ve

Kiifrevioglu 2011).

1.1.1. Enzimlerin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

Enzimler, [UBMB tarafindan sistematik olarak alt1 ayr1 grupta siniflandirilir ayrica her
smifin kendisine ait katalizlenen reaksiyon tipine gore alt simiflart vardir. Bu
siniflandirmaya gore her enzime 4 numara verilir (E.C:1.2.3.4.). Ik numara enzimin alt:
smifini, ikinci numara etkiledigi fonksiyonel grubu, iiclincli numara akseptori,
dordiincii numara ise enzimin sira numarasint gosterir (Lehninger 1982; Bingdl 1983;

Keha ve Kiifrevioglu 2009).



Cizelge 1.1. Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzim simifi Canh sistemlerdeki Tipik Tipik polimerler
biyokimyasal enzimler
fonksiyonu
Yiikseltgenme- Polianilinler,
indirgenme Peroksidaz, Polifenoller,
Oksidorediiktazlar reaksiyonlarini Lakkaz Polistiren,
katalizlerler Polimetil metakrilat
Fonksiyonel bir grubun PHA
bir molekiilden diger sentetaz, Poliester
Transferazlar bir molekiile Hiyaliironik Hiyaliironik asit

transferini asit sentetaz, Amiloz
katalizlerler Fosforilaz

Suyla hidroliz Seliilaz, Seliiloz,

Hidrolazlar reaksiyonunu katalizler Kitinaz, Kitin,
Ksilanaz, Ksilan,
Cift bag yapar veya
Liyazlar kirarlar
Molekiilleri
izomerazlar izomerlerine ¢evirirler
ATP ile bag Cyanophycin
Ligazlar olusumunu katalizlerler sentetaz

Oksidorediiktazlar: Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarii katalize ederler. Bu
enzimlerin substratlar1 ¢cogunlukla hidrojen ve elektron vericidir. Hidrojen veya oksijen

alicis1 konumda iseler bu durumda oksidazlar olarak adlandirilirlar. Ornek olarak

dehidrojenazlar, katalazlar, oksidazlar, rediiktazlar, peroksidazlar verilebilir.

Transferazlar: Karbon (C), Azot (N) ve Fosfor (P) tasiyan gruplarin bir molekiilden

diger bir molekiile transferlerini katalize ederler. Ornek olarak poliester, hiyaliironik

asit, amiloz verilebilir.




Hidrolazlar: Baglara (C-C, C-O, C-N ve baz1 diger baglara) su katilmasi ile baglarin
parcalandig1 ve hidrolitik yikimin gerceklestigi hidroliz reaksiyonlarimi katalize eden

enzimlerdir. Ornek olarak Seliiloz, Kitin, Ksilan verilebilir.

Liyazlar: Hidrolizden farkli olarak substratlardan gruplari uzaklastirilarak, ¢ift baglarin
meydana geldigi reaksiyonlar1 katalize ederler. C-N, C-O ve C-C baglarinin yikimin
katalizlerler.

izomerazlar: izomerik sekil olusumunu saglayan reaksiyonlardir. Optik veya
geometrik izomerlerin doniistiiriilmesini katalize ederler. Katalizledikleri izomerizasyon

tiplerine gore rasemaz, epimeraz, izomeraz, mutaz vb. gibi alt isimlerden olusurlar.

Ligazlar: ATP gibi enerjisi yiiksek bir molekiiliin hidrolizi ile olusan enerji ile iki

molekiiliin birbirine baglanmasini katalize ederler. (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.1.2. Enzim aktivitesine etki eden faktorler

Sicakhk

Kimyasal reaksiyonlarda sicaklik artiginin genellikle reaksiyon hizin1 arttirdig
gbozlenmektedir. Enzim katalizli reaksiyonlarda da sicaklik artis1 reaksiyon hizim
artiracak yonde etki etmektedir. Yalniz protein yapida ki enzimler yiiksek sicakliklarda
denatiirasyona ugrayabilirler. Bu yiizden her enzimin kendine ait bir optimum sicaklik
degeri bulunmaktadir. Enzimin en iyi etki gosterdigi sicaklik degerine o enzimin
‘optimum sicakligi’ denir. Bu sicaklikta enzim aktivitesi maksimumdur. Fakat bu
sicaklik degeri ¢ok asildiginda 3 boyutlu yapida bozulmalar gozlenir. En uygun sicaklik
kisa zaman araliginda en iyi aktivite gosteren, uzun zaman araliginda ise denatiirasyona
ugramayan degerdir. Ekstranofil bakterilerden elde edilen bazi enzimler 100°C sicakliga
kadar dayanabilirler. Fakat enzimlerin ¢ogunlugu 40-60°C sicaklikta denatiire oldugu

gozlenmistir. Enzimler genellikle 37°C’de optimum sicaklik verirler. Soguk ortamlarda



Enzimlerin uzun zaman saklanabilmesi miimkiindiir. Buzdolaplari, soguk odalar ve

derin dondurucular gibi yerler denatiirasyonu geciktirirler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

pH

Enzimlerin tipki sicaklik araliklarinda oldugu gibi pH araliklarinda da optimum
degerleri vardir. Enzimler yapilarina gore asidik, bazik ve notr ortamlarda optimum
olarak c¢alisir. Optimum pH degerlerinde enzimler maksimum aktivite gosterirler ve pH
degisimlerine karsi yiiksek hassasiyete sahiplerdir. Enzimlerin optimum pH aralig
disinda ki degerlerinde lic boyutlu yapisi degisir ve denatiirasyona ugrarlar. Enzimin

substrat1 degisirse optimum pHsi1 da degisir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonlarda hiz; substrata doygun enzim konsantrasyonu arttik¢a artar.
Reaksiyonda ki enzim molekiil miktar1 ne kadar fazla ise reaksiyon hizi da ona baglh
olarak artig gosterir. Substratin oldukca bol oldugu bir enzimatik reaksiyonda, Optimal
sartlar saglandiginda 6l¢iilen ilk hiz (Vo), enzim konsantrasyonu [E] ile dogru orantilidir
(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

SINIRSIZ SUBSTRAT

REAKSIYON
HIZI

SUBSTRAT
KONSANTRASYON

Sekil 1.1. Enzimin konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin degisimi



Zaman

Enzimatik reaksiyonlarda hiz baslangicta artar, sonra sabit kalir ve zamanla ters orantili
olarak azalir. Bunun nedeni ise olusan iirlinlerin zamanla birleserek aksi yonde bir
reaksiyon vermesi, enzimin zamanla inaktive olmasi ve substratin tiilkenmesi olarak

gosterilir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Substrat konsantrasyonu

Enzimatik tepkime hizi, substrat konsantrasyonun artisi ile dogru orantilidir. Reaksiyon
hiz1 sabit bir enzim konsantrasyonunda belirli bir noktaya kadar artar. Reaksiyon hizi
maksimuma ulagtiginda ise substrat konsantrasyonu artsa bile reaksiyon hizi degigmez.

Bu noktada ki hiza Vmax hiz1 denir ve bu noktada hiz sabit kalir (Holme 2005).

REAKSIYON |
HiZI Substrada doygun
hale gelen enzim

)

Sekil 1.2. Substrat konsantrasyonuna gore reaksiyon hizinin degisimi

Reaksiyon iiriinleri

Enzimatik reaksiyonlar doniisiimlii reaksiyonlara drnektir. Bu reaksiyonlardan olusan
tirtinlerin ortamda ki artis1 reaksiyon hizin1 azaltic1 yondedir. Bazi reaksiyonlar da bu

durumun reaksiyonun yoniinii tersine c¢evirdigi de gozlenmistir (Keha ve Kiifrevioglu

2011).



Iyonik siddet

Metal iyonlarmin katalitik 6zellikleri oldugu icin Ozellikle de kofaktor gerektiren
enzimler, metal iyonlarinin aktiviteleri i¢in kullanirlar. Metal iyonlari, reaktantlarin
yapisint bozarak reaksiyonun denge sabitini degistirirler. Enzim aktivitesinin
reaksiyonda maksimum oldugu noktaya optimum iyonik siddet denir (Keha ve
Kiifrevioglu 2009).

Fiziksel faktorler

Isik ve radyasyonun reaksiyon hizi iizerine etkileri vardir. Ornegin mavi ve kirmizi
1sinlar amilaz enzimi gibi enzimlerin aktivitesini ¢ogaltirken UV ve rontgen 1sinlari bu
aktiviteyi azaltir. Protein yapili enzimlerin denatiire olmasina sebep olur (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Aktivator ve inhibitor etkisi

Enzim aktivitesini artirict yonde etkileyen organik ya da inorganik maddelere aktivatdr,
azaltan ya da yok eden maddelere ise inhibitdr denir. Inhibisyon reaksiyonlari

dontisimlii ya da doniisiimsiiz reaksiyonlardir (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

1.2. Enzimin Kinetigi

Enzim kinetigi, enzim reaksiyonlarinin hizini inceler. Reaksiyonlarin gerceklesebilmesi
icin reaktantlarin belli bir enerji seviyesini gegerek lirlinlere doniismesi gerekmektedir.
Reaksiyona sabit sicaklikta giren 1 mol maddenin aktiflesebilmesi i¢in gerekli olan

enerji miktarina aktiflesme enerjisi denir.



Enerji
- 'G_QQiS hali Enzim
olmadan
Enzim
olmadan ey
ForEl : - \\ Enzim ile
enerjist i N\
/ Enzim ile” =
) aktivasyon run
enarjist
Reaktant
Reaksiyon akisi

Sekil 1.3. Bir kimyasal reaksiyonun enzim ile ve enzim olmadan halleri igin enerji
diyagrami

Reaktantlarin aktiflesme enerjisini agan kismu iirline doniisiir. Aktiflesme enerjisini
diisiirerek reaktantlarin gegisini kolaylastiran maddelere katalizor denir. Katalizorler
sayesinde diisiik enerjide gegis kompleksi olusturan reaktantlar; bu sayede reaksiyonda
¢ok sayida lirlin elde edilmesini saglar. Reaksiyon esnasinda katalizorlerde herhangi bir

degisiklik gozlenmez (Keha ve Kiifrevioglu 2011).

Reaksiyonlarda enzimler substratlarini iirline doniistiiriirken onunla oncelikle bir
‘Enzim-Substrat kompleksi’ olustururlar daha sonra bu kompleks enzim ve firiine

doniistir.
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Liner, E yoninde

\Y/ 1. dereceden S yéninden 0. derece

A *
V max

3
2
~
E yoninden 1.dereceden S yoninden
ise 0 veya 1. derece

V max/2

1 > Lineer, E ve S yoninden 1. derece

Sekil 1.4. Michaelis- Menten grafigi

Bu grafikte ES kompleksi, serbest E ve serbest S’den ki hizi ile olusurken, ES nin
ayrigsmasi ise k2 hizindaki geri reaksiyonla gerceklesir.ks ve ks hizlari ise P ve E arasinda
ki olusum ve ayrisma reaksiyon hizlaridir. Enzim reaksiyonlar1 hakkinda ilk ¢alismalar
Michaelis- Menten tarafindan 1913 yilinda yapilmistir. Michaelis- Menten kinetigine
gore baglangicta ki enzim derisimi sabit alindiginda reaksiyon hizinin substrat
derisimine baglilig1 incelenir. Sonug olarak, hiperbolik bir fonksiyon ve egri elde edilir

(Keha ve Kiifrevioglu 2011).

Michaelis-Menten Bagintisi su sekilde tanimlanir.

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

Vmax; hiperbol grafigin y eksenini kestigi noktadir ve maximum hiz olarak belirtilen
yerdir. Km; maksimum hizin yarisina karsilik gelen substrat derisimidir. Km Vmax enzim

sabitleridir.

Michaelis-Menten grafigi 3 alandan olugsmaktadir. Birinci alanda substrat derisim diisiik
olacag: i¢in [S] << Kwm grafik dogrusaldir. Ikinci alanda substrat derisimi yogun

oldugundan herhangi bir ihtimal yapilamaz ve reaksiyon karisik derecelerde yiiriir.
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Ucgiincii alanda ise [S] >> Kmdir. V = Vimax olur ve reaksiyon sabit hizlidir.

Michaelis-Menten hiperbol bir grafik oldugundan uygulamalarda kullanilmasi zordur.
Bu sebeple eksen oOlgekleri uygun bir sekilde degistirilerek dogrusal bir grafige
doniistiiriilmesi  gerekir. Bu denklemlerden en ¢ok kullanilan1 Lineweaver-Burk

denklemidir (Lineweaver 1934).

1_KM 1 1
V  Vmax = [S] Vmax

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

elde edilir. Dogrunun egimi ise Km/ Vmax’dir (Lineweaver 1934).

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

\ 1/Vmax
1/S

Sekil 1.5. Lineweaver-Burk grafigi

1.3. Enzim Inhibisyonu

Enzim aktivitesini in vitro ya da in vivo azaltan ya da yok eden kii¢iik Ma lara sahip
organik maddelere inhibitdr denir. Inhbisyonlar déniisiimlii ve déniisiimsiiz olarak 2 ye

ayrilir.
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1.3.1. Déniisiimlii inhibisyon

Enzim ve inhibitor reaksiyonunun belirli bir dengede gerceklestigi inhibisyondur.

1.3.1.a. Yarismah (kompetitif) inhibisyon

Kompetitif inhibisyon reaksiyonunda; substrat ve inhibitér enzimin aktif bélgesine ayni
yerden baglanmak igin yarisir. Yapt bakimindan substrat ve inhibitdr benzer
oldugundan inhibitdr substratin baglanmasini engellemeye ¢alisir. Bu durumda substrat
derisimi artirilirsa inhibitoriin baglanmasi 6nleneceginden inhibisyon etkisi azalir hatta
ortadan kalkar. Boylece enzimin Vmax degeri degismez, Km degeri artar (Segel 1975;
Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.3.1.b Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

Nonkompetitif inhibisyon da substrat ve inhibitdr ayni zamanda enzime farkli
bolgelerden baglandigindan aralarinda herhangi bir yaris yoktur. Bu durumda iki farkli
inaktif kompleks olusur. Substrati artirmak inhibisyonu degistirmez. Vmax degeri

azalirken enzimin Km degeri sabit kalir (Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.3.1.c. Yar1 yarismah (unkompetitif) inhibisyon

Unkompetitif inhibisyon nadir goériinen inhibisyonlardandir ve genellikle iki substrath
reaksiyonlarda goriiliir. Inhibitér enzim substrat kompleksine baglanir. ES kompleksi
stirekli uzaklasir ve boylece Km azalir. Fakat ortamda ESI kompleksi varligin1 devam

ettirdigi icin Vmax degeri de azalir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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1.3.2. Doniisiimsiiz inhibisyon

Inhibitér enzime kovalent olarak baglanirken enzimlerde bir ya da daha fazla
fonksiyonel grubu etkiler. Bu tiir inhibisyon da Vmax azalir, Km degismez. Doniisiimsiiz
inhibisyon ile yarismasiz inhibisyonu Vmax grafiklerinden ayirt ederiz (Segel 1975;
Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.4. Peroksidaz Enzimi

Peroksidazlar (POD, E.C: 1.11.1.7), hidrojen atomlarini verme yoOneliminde olan
bilesiklerle, bu atomlar1 alma durumunda olan H202 bilesigi arasinda ki reaksiyonu
katalizlediklerinden dolay1 oksidorediiktazlardir. Ayrica Peroksidazlar ferriprotoporfirin
IX bulunduran hem proteinlerdir (Adams 1978; Whitaker 1994).

Peroksidaz enzimler hidrojen peroksidaz kullanarak inorganik ve organik substratlarin
oksidsyonunu katalizerler (Scandalius et al. 1994). Katalizledikleri reaksiyonlar

kompleks reaksiyonlar oldugu i¢in genel bir denklemle gosterilir (Van Huystee 1987).

H02+ AH— 3> 2H0 + A

POD substratlarina drnekler;
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Sekil 1.6. Baz1 peroksidaz enzimi substratlari

POD enzimleri; bitki, hayvan, bazi bakterilerde ve mikroorganizmalarda bulunur.
Peroksidazlar; bitki (mantar, bakteri) ve hayvan peroksidazlari olmak iizere 2 sinifa
ayrilir (Rompel et al. 2007). Yiksek bitkiler {i¢ ana peroksidazdan biri olan
ferriprotoporfirin peroksidaz igerirler. Ferriprotoporfirin peroksidazlar bir prostetik grup
olarak ferriprotoporfirin IX (hematin ya da hem) ihtiva ederler (Adams 1978; Whitaker
1994). Ayrica peroksidaz enziminin hem ¢dziinmiis hem de membran yapisinda yer alan

formlar1 da mevcuttur (Robinson et al. 1991).
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POD enzimlerinin; optimum pH, spesifik aktivite, kofaktorler, inhibitérler ve substrat
ilgisi gibi hassas biyokimyasal ozellikleri bakimindan farklilik gosteren izoenzimleri
vardir (Fric 1976). Perosidaz enzimi yapraklar, yumru kokler gibi genis kaynaklardan

izole edilir. POD piring, arpa, tiitiin gibi tiirlerden de saflastirilabilir.

POD bitkilerin biiyiime ve gelismesini kontrol etti§inden dolay1 genellikle hiicre
duvarinda epikotillerde ve hiicre membranlarinda bulunurlar. POD enzimlerinden biri
de glutatyon peroksidazdir. Glutatyon peroksidazlarin baslarda sadece hayvanlarda
bulundugu kabul ediliyordu (Halliwell and Gutteridge 1989) fakat bu diisiince zamanla
bitkilerde de H20:2 giderilmesinde glutatyon peroksidazin kullanilmasiyla degismistir.

2GSH + H202 — Glutatyon peroksidaz GSSG + 2H20

H20:2 oksitleyici 6zelliklerinden dolay1 canli ortamindan hizlica uzaklastirilmasi gerekir.
Hiicre icerisinde bunu gergeklestiren ve antioksidan gorev listlenen enzimler katalaz ve
peroksidazlardir (Halliwell 1984). Hiicre iginde ki H202 miktar1 peroksizomlarda
katalazlar ile yapilirken, hiicrenin geri kalan kisminda bu diizeni peroksidazlar saglar

(Scandalios et al. 1994).

POD enziminin; bitkilerde savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991),
hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993), sebze ve meyvelerin indoleasetik
asit miktarinin ayarlanmasi (Agostini et al. 1997) ve lignin biyosentezi (Duarte et al.
2000) gibi durumlarda rol aldigi bilinmektedir.

Peroksidaz enzimleri bitkilerde substrat olarak guaiakol, klorogenik asit, progalol ve
katekol gibi fenolik bilesikleri yiikseltgeyebilir (Onsa et al. 2004). Bu substratlar ile
metobolizma sirasinda meydana gelen H202 etkisiz hale getirilir (Robinson et al. 1987;
Kampis et al. 1984).
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Sekil 1.7. Peroksidazlarin farkli fenolik substratlar1 kullanarak hidrojenperoksiti
giderme mekanizmasi

POD enzim calismalarinin sonucunda guaiakolun 3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinona

okside oldugu bulunmustur (Doerge et al. 1997).

0
Sh
0 0- 0 Q
O, Peroksidaz 0
©/ CH, 7T> @/O\CH3<—> @/ “CH;4
Guaiackol H;0, 0,0 '
H,C-Q H,C-0 H.C-0
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0-CHj 0-CH; H o-CH,
3,3"-dimetoksi ’
3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon 4,4'-dihidroksibifenil

Sekil 1.8. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakolun renkli oksidasyon
tiriinlerine ¢evirme mekanizmasi.

Guaiakol ilk defa 1809 yilinda substrat olarak kullanildi ve at turpundan saflastirilan
enzimde uygulandi (Van Huystee 1987). Calismalar sonucunda ¢ikarilan sonuglarda
anlasild1 ki POD enzimi; bitki yapilarinda hiicre duvarina protein baglanmasinda (Fry
1986),sebze ve meyvelerde indoleasetik asit miktarinin ayarlanmasinda (Agostini et al.
1997), ¢imlenmede (Morohashi 2002), savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al.
1991), hormonal faaliyetlerde (Wakamatsu and Takahama 1993), lignin biyosentezinde
(Duarte et al. 2000) ve oksidatif stresinde (Hiraga et al. 2001) gorev almaktadir.
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Peroksidaz enzimi yiiksek hassasiyete sahip oldugu i¢in klinik tanilarda ayrag¢ olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte gida, kimya ve ila¢ sektdriinde de kullanilmaktadir

(Kwak et al. 1996).

1.5. Afinite Kromotografisi

Afinite kromatografisi biyokimya ¢aligmalarinin ¢ok ©Onemli bir bdoliimiini
kapsamaktadir. Bu teknik ile neredeyse biitiin biyomolekiillerin 6zel kimyasal yapilarini

ve biyolojik fonksiyonlarini esas alarak saflastirma saglanir (Wilchek et al. 1984).

Afinite kromatografisinde saflastirilacak molekiil ‘matriks’ isimli kolon maddesine,
kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer baglanma bilesigine (ligand)
spesifik ve tersinir baglanir. Adsorpsiyon kromatografisidir. Genellikle aktif metaryal
ve saflastirmanin geri kazanmimi c¢ok yiiksektir. Afinite kromatografisi; diger
kromatografik tekniklere gore daha az basamak gerektirir, daha kisa siirede sonuca
ulagilir ve saflastirilmasi neredeyse imkansiz olan maddeleri bile yiiksek saflagtirma
katsayilarinda saflastirma yapilabilir. Bu kromatografi tekniginin konsantre edici bir
etkisi de vardir ve bu sebeple biiyiik hacimlerde de ¢alismak miimkiindiir (Wilchek et
al. 1984).

Afinite kromatografisinin kullanim alanlar1 su sekildedir.

e Istenen maddeyi kompleks biyolojik bir karisimlardan saflastirmak,
e Denatiire olmus baz1 maddelerin sekillerini dogal sekillerinden ayirmak,
e Kirletici biiyiik miktarlardaki madde karigimlarindan kiicliik miktardaki biyolojik

materyalleri ayirmak.

e Enzim benzeri biyomolekiilleri yiiksek sicaklikta saflagtirmak.
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Afinite kromatografisinde basariin yiiksek olabilmesi i¢in, ilk olarak biyospesifik ve
matrikse kovalent baglanabilen bir liganta ihtiya¢ vardir. Bununla beraber immobilize
edilen ligandin numune ic¢in spesifik baglama afinitesi olmasi1 ve safsizliklardan
arindirildiktan sonra, bagli numunenin aktif bir sekilde secimli desorpsiyonu icin

kullanilabilir bir yontem bulunmasi ¢ok 6nemlidir.

£ o)
|
1 + L E— L
A 'u'|
Matriks L:gard
I
| |
2 L + N — L ~N + Safswliclar
| |
\ V) w
F fa
| |
3 L N —_ L + N
| |
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Sekil 1.9. Afinite kromatografisinin genel prensibi
a) "((1)’de ligand matrikse kovalent baglanmasi, (2)’de numune kolona adsorbe olup, safsizliklar akar ve
(3)’de numune eliie edilir) (Kalin 2018)



19

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Enzim saflastirma calismalari

Peroksidaz enzim ¢aligmalar literatiirde genis bir arastirma alanina sahiptir. Saflastirma
tekniklerinin ¢esitliligi ve enzim ¢alisma alaninin genisligi bu c¢alismalarin devam
etmesini ve gelistirilmesini saglayacaktir. Kullanilan yontemlerden bazilar1 iyon
degisim kromatografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon
kromatografisi, hidrofobik ve metal afinite, diyaliz gibi kromatografik metotlardir. Bu
caligmalara 6rnekler afinite kromatografisinde soyledir. %9 verimle salgamdan 269,13
kat (Kalin et al. 2014), %71 verimle 3 kademede at turpundan 291 kat (Lavery et al.
2010), %2.9 verimle kirmizi lahanadan 120 kat (Somtiirk et al. 2014), %84,6 verimle
kirmizi pancardan 15 kat (Rudrappa et al. 2007), %10,6 verimle karaturptan 40,3 kat
(Kalin et al. 2014), %55 verimle rekombinant HRP den 12 kat (Spadiut et al. 2014),
%0,2 verimle karnabahardan 19,33 kat (Koksal and Giilgin 2008), %19 verimle vanilya
cekirdeginden 21 kat (Marquez et al. 2008), %5,8 verimle hurma yapraklarindan 17 kat
(Al-Senaidy et al. 2011), POD saflastirilmigtir. Bu ¢alismalar haricinde literatiirde farkli
caligmalar da vardir. Lahanadan (McLellan and Robinson 1987), karalahanadan (Giilgin
and Yildirim 2005), vanilya c¢ekirdeginden (Marquez et al. 2008), cilekten (Civello et
al. 1995), misirdan (Mika et al. 2008), zeytinden (Saraiva et al. 2007; Tzika et al.
2009), hurma yapraklarindan (Deepa and Arumughan 2002, Al-Senaidy et al. 2011),
kirmiz1 pancardan (Rudrappa et al. 2007), c¢avdar yapraklarindan (Murakami et al.
2007), ve papayadan (Pandey and Dwivedi 2011; Pandey et al. 2012), saflastrmalar

bunlara ornektir.

Peroksidaz enziminin ¢ok farkli izoenzim yapilar1 vardir. Izoenzimlerde stabil sicaklik,
fizyolojik rol, Ma, optimum pH, substrat spesifitesi vb gibi karakteristik 6zellikler
farklilik  gosterir.  Optimum pH aralifi genellikle 5,0-7,5 degerleri arasinda
degismektedir (Tipawan and Barrett 2005). SDS-PAGE metoduyla molekiil agirligs;
domates de 43 kDa (Jen et al. 1980; Signoret and Crouzet 1982), brokoli de 43kDa
(T1ipawan and Barrett 2005; Koksal and Giilgin 2008), at turpunda 37 kDa (Lavery et al.
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2010), karaldhanada 95kDa (Giil¢in and Yildirim 2005), hurma yapraklarinda 55kDa
(Al-Senaidy et al. 2011), cilekte 65 kDa (Civello et al. 1995), hurma yapraklarinda
48kDa (Deepa and Arumughan 2002), olarak bulunmustur.

Ozetle; goriildiigii iizere saflastirma verim yiizdeleri 2-70 arasinda degisiklik gosterir.
Peroksidaz enziminin aromatik hidrazinle karaturptan tek basamakta saflastirilmasi bir
literatlirde belirtilmistir. Saflagtirma yontemlerinde en az iki kromatografik yonteme
basvurulmustur. Literatlirde ¢oklu bitki peroksidazin saflastirilmasi i¢in herhangi bir
ligant ya da jele rastlanmamustir. Literatiirde ki ¢alismalarda bulunan verim yiizdeleri

ticari kullanima uygun bulunmamaktadir.

POD i¢in yapilan son ¢alismalarda ise afinite kromatografisi kullanilmaktadir. Ligant
olarak da 4-amino benzohidrazid kullanilir (Kalin et al. 2014). Bu ¢alismada karaturp
afinite kromatografisinden tek basamakta saflastirilmistir. Degerleri ise 40.3 Kkat

saflagtirma ve %10.6 verim elde edilmistir (Kalin et al. 2014).

2.2. Calismanin Amaci

POD enzimleri ile ilgili birgok saflagtirma yontemleri bulunmaktadir. 4-amino
benzohidrazid onceki calismalarda POD inhibitorii olarak bulunmus ve afinite jeli
hazirlanarak POD enziminin saflastirilmast gergeklestirilmistir. Bu tez igeriginde ise
enzim aktivitesi ilizerine 4-amino benzohidrazid tiirevi olan 4-amino 2-bromo
benzohidrazid, 4-amino 3-bromo benzohidrazid, 4-amino 2-nitro benzohidrazid, 4-
amino 3-nitro benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon kinetikleri tizerine ¢aligildi. Bu
tirevlerden inhibisyon etkisi gosterenlerin afinite jelleri yapildi. Afinite jellerinden
POD enzimi karaturp saflastirildi ve 6nceki ¢caligma sonuglart ile karsilastirildi. Amaci;
POD enzimini daha yiiksek verimde saflastirmak olan yeni benzohidrazit tiirevi,
karaturp saflastirma calismalarinda yeni bir yontem olarak sunuldu. Bu sonucun diger

saflagtirma galismalarina da yon verebilecegi belirlendi



21

Bu tez kapsaminda;

4-Amino benzohidrazid afinite jeli kullanilarak karaturp POD enzimi saflastirildi.
Saflastirilan POD enzimi {izerine sentezlenen 4-amino benzohidrazid tiirevi 4 molekiil
i¢in inhibisyon c¢alismalar1 yapildi. Calisilan dort molekiil i¢in ICso, Ki, degerleri ve
inhibisyon ¢esidi belirlendi. Inhibisyon gdsteren molekiillerin Sepharose-4B matriksi

kullanilarak afinite jeli hazirlandi.

Elde edilen afinite jellerinden karaturp POD enzimi saflastirildi. Daha Onceden
sentezlenmis olan 4 —amino benzohidrazid afinite kolonu ile karsilastirildi ve en iyi

tutan kolon i¢in kolon kapasitesi hesaplanarak parametreleri ¢alisildi.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

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

amino 3-nitro metilbenzoat, Fluorochem firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilacak alet ve cihazlar

Tez kapsaminda ki ¢alismada kullanilan alet ve cihazlar su sekildedir.

Afinite kolonu : Sigma

Calkalayici : Midi Dual 14

Derin dondurucu (-85°C’ye kadar) : Sanyo Ultra Lo
Elektroforez tanki : Bio rad (dikey)

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Hassas terazi : Denver Instrument



Kar makinesi
Karstirier (Vorteks)
Karistiric1 (Shaker)
Magnetik karistiric
NMR

Otomatik pipet
Peristaltik pompa
pH metre

Rotary Evaparator
Saf su cihaz1
Spektrofotometre
Sogutmali santrifiij
Su banyosu

Ultraturaks
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: Scotsman AF-20

: Fisons whirli-mixer

: IKA KS 130 basic

: WiseStir MSH-20A

: Bruker 400 MHz

: Eppendorf

: Ismatec

: Mettler Toledo Seven Compact
: Heidolph

: Barnstead Easy Pure UV/UF
: Shimadzu UV 1800

: Hermle Z 323 K(Germany)

: Niive

: Heidolph SilientCrusher M

3.1.3. Kullanmilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bu tez caligmasi1 kapsaminda kullanilmis olan ¢ézeltiler ve kullanim yerleri, kullanim
bicimleri ile beraber asagida belirtilmistir. Cozeltiler hazirlanirken kullanilan su aksi

belirtilmedigi durumlarda saf sudur.

Kolon materyali sentezinde kullanilan cozeltiler:

1. CNBr ile aktiflestirilmis  Sepharose-4B’ye  L-Tirozin  kenetlendirilmesi
reaksiyonunda kullanilan ¢o6zelti: 0,1M NaHCOs;(pH=9,0); 0,01 mol (2,1 g) NaHCO3
230ml suda ¢oziildii, 1 M NaOH ile pH:9,0 olacak sekilde titre edildi. Son hacim saf
suyla 250 mL’ye tamamlandi.

2. Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline 4-amino benzohidrazid ve tiirevleri olan
molekiillerin kenetlendirilmesi isleminde kullanilan ¢ozelti: 0,2 M NaHCO3; (pH=8,8) :
0,005 mol, 4,2 g NaHCO3 230 mL suda ¢oziildii ve 1 M NaOH ile pH 8,8’¢ kadar titre

edildi. Son hacim suyla 250 mL’ye tamamlandi.
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3. Sepharose-4B-L-Tirozin-4-Amino benzohidrazid (tiirevleri) afinite jelinin yikanmasi
isleminde kullanilan tampon ¢6zelti: 10 mM NaH2P04 (pH 6,8) kullanildi. 0,025mol, 2,4
g NaH2POs, 150 mL suda ¢6ziildi. 1 M HCI ile pH=6,8 olacak sekilde titre edildi. Son

hacim suyla 200 mL’ye tamamlanda.

Afinite kolonunda kullanilan c¢ozeltiler

1. Dengeleme c¢ozeltisi: 10 mM NaH2POs (pH 6,8) kullamldi. 24 g (1.10"7 mol)
NaH2PO4, 1950 mL suda ¢6ziildii. 1 M HCI ile pH 6,8 olacak sekilde titre edildi. Son
hacim 2 L’ye tamamlandi.

2. Yikama ¢ozeltisi: 25 mM NaH2POs (pH= 6,8) tamponu kullamldi. 7,1 g (1.107
mol) Na2HPO4 1950 mL suda ¢oziildi. 1 M HCI ile pH 6,8 olacak sekilde titre edildi.
Son hacim suyla 2L’ye tamamlanda.

3. Eliisyon cozeltisi: 1 M NaCl i¢eren 25 mM NaH2PO4 (pH =6,8) kullanildi. 11,7 g
(2.10"t mol) NaCl 750 mL suda ¢oziildii. 5,68 g (1.102 mol) NazHPO4 ¢ozeltiye eklenip
¢Oziinmesi saglandi. 1 M HClI ile pH 6,8 olacak sekilde titre edildi. Son hacim suyla 800

mL’ye tamamlandi.

Homojenat hazirlamada kullanilan cozelti

Karaturp homojenat eldesinde kullanilan ¢ozelti: pH= 7,0’de 0,3 M KH2PO4 tamponu
kullanildi. 20,4 g KH2P04, 430 mL suda ¢6ziildii ve 1N NaOH ile pH 7,0 olacak sekilde

titre edildi. Son hacim suyla 500 mL’ye tamamlandi.

Aktivite 6l¢iimiinde kullamilan ¢ozeltiler:

Peroksidaz enzimi aktivite ol¢iimiinde kullanilan ¢ozelti: 0,1 M KH2PO4 (pH=6,0)
tampon ¢ozeltisi kullanildi. 6,8 g KH2P04, 430 mL suda ¢6ziildi. 1N NaOH ile pH 6,0

olacak sekilde titre edildi. Son hacim suyla 500 mL’ye tamamlandi.
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Substrat cozeltisi: 45 mM Guaiakol ¢ozeltisi kullanildi. 2,490 mL guaiakol alindi, son

hacim 500 mL’ye tamamlandi.

Substrat cozeltisi: 22,5 mM H202 ¢ozeltisi kullanildi. Yogunlugu 1,11 g/mL olan
%30’luk H202’den 1,140 mL alind1 ve suyla 500 mL’ye tamamlandi.

Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢ozelti

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi genellikle kantitatif protein tayininde kullanilir.
100 mg Coomassie brillant blue G-250 ile 50 mL %95°lik etanol igerisinde ¢oziildi ve
bu ¢ozeltiye %95°1ik 100 mL fosforik asit eklendi. Cozeltinin son hacmi su ile 1 L

olacak sekilde ayarlandi.

Lowry yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢ozelti

Bakir reaktifi; %1 sodyum-potasyum tartaratin 1,0 mL’si ve %0,5 CuSO4.5H20 , %2
sodyum karbonat ve ihtiva eden 50 mL 0,1M NaOH i¢ine katilarak hazirlandi. Protein
¢ozeltisi (0,5mL), 5,0 mL alkali bakir reaktifine katildi. Cozelti 10 dk inkiibe edildikten
sonra 0,5mL Folin-Ciocalteu fenol reaktifi (1:1 oraninda saf suyla seyreltilmis) hizlica
katild1 ve kanistirildi. Cozelti 30 dk inkiibe edildi ve absorbanst 660 nm‘de oOlgiildii.

Hazirlanan ¢ozelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler:

1. (pH=8,8) 1 M HCI-Tris tamponu: 48,4 g (0,2 mol) Tris, 380 mL suda ¢oziildi. 1
M HCl ile pH:8,8 oluncaya kadar titre edildi ve son hacim suyla 400 mL'ye tamamlandi.
2. (pH=6,8) 1 M HCI-Tris tamponu: 48,4 g (0,2 mol) Tris, 380 mL suda ¢6ziildii. 1
M HCl ile pH:8,8 oluncaya kadar titre edildi ve son hacim suyla 400 mL'ye tamamlandi.
3. Numune tamponu: 2,6 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8),3 mL %100'lik gliserin ve 12
mL %10'luk SDS, 4 mL 0,1'lik brom timol mavisi karistirildi. Son hacim su ile 40
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mL'ye tamamlandi. Tampon kullanilmadan 6nce 1000 pL numune tamponunda 50 pL
olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.
4. Yiiriitme tamponu: 28,8 g glisin ve 6 g Tris, 400 mL suda ¢oziildiikten sonra bu

¢ozelti iizerine 20 mL %10'lik SDS ilave edildi. Son hacim suyla 2 L'ye tamamlandi.

Commessie blue r-250 boya masinda kulaman cozeltiler

1- Renklendirme ¢ozeltisi: 2,64 g coomassie brillant blue R-250'nin 480 mL
metanolde ¢oziindii ve bunun tlizerine 96 mL saf asetik asit, 480 mL destile su ilave
edilerek hazirlandi.

2- Renksizlestirme ¢ozeltisi: %7,5 asetik asit %5 metanol ve %87,5 destile suyun

karigtirtlmasiyla hazirlandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Kromtografi islemleri sonrasinda esit miktarda toplanmis olan tiim fraksiyonlara
kalitatif protein tayini uygulandi. Kromatografik islemlerden elde edilen eliiatlar
kuvartz kiivetlere konuldu ve spektrofotometrede, proteinin i¢inde bulundugu tamponun

kore kars1 absorbanslari olgtildii.

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Boya olarak Coomassie Brillant Blue G-250 kullanildi. Bu boyanin 6zelligi ise negatif
ylike sahip oldugu icin protein iizerinde ki pozitif yiike baglanmasidir. Boyanin kirmizi
(Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) olmak {iizere iki farkli formu vardir. Protein

baglanmasi kirmizi formu maviye cevirir. Ancak bu yontemin hassasiyeti ¢ok diisiiktiir
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(1-100 pg arasi). Protein tayini sirasinda gergeklestirilen islemler su sekildedir. Tiiplere,
1 mL’sinde 1 mg protein bulunduran standart sigir albumin ¢6zeltisinden sirayla 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pL konuldu. Su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye
tamamlandi. 4,9 mL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢o6zeltisi eklendi, vorteks ile
kanistirildi ve 10 dakika inkiibe edildi. 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okundu. Kor olarak protein numunesinin iginde bulunmadig
tampondan, 6l¢iim i¢in ise 0,1 mL protein ¢ozeltisi ve 4,9 mL Coomassie Brillant Blue
G-250 ¢ozeltilerinden meydana gelen karisimlar kullanildi. Sonuglar, absorbans
degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik haline getirildi. Enzim
numuneleri, her asamasinda ki protein miktarin1 belirlemek adina; {i¢ ayr tiipe (100,
250 ve 500 pl) alindi. Sirasiyla 4,9, 4,75, 4,5’er mL renklendirme reaktifi eklendi.
Vorteksle karistirmanin ardindan 10 dakika inkiibasyona birakildi. 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Islem ii¢ defa tekrarlandi ve ii¢ farkli &l¢iimiin aritmetik ortalamasi

alinarak standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi (Bradford 1976).

3.2.2. Peroksidaz aktivitesi tayini

Sisecioglu ve arkadaslarinin uyguladig prosediire gore Karaturp Peroksidaz enziminin

aktivite 0l¢limii, spektrofotometrik olarak tespit edildi.

POD . : . .
H)0, + 2Guaisko]l —— > 3,3"-dimetoksi-4,4'-bifenokinon + 2H,0

Sekil 3.1. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi
Reaksiyona enzim ¢ozeltisinin eklenmesi ile baslatildi. 3 dakika boyunca oda

sicakliginda 470 nm’de absorbans artis1 spektrofotometrede 1 cm 151k yoluna sahip

kivet kullanildi.
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POD enzim aktivitesini belirlemek adina kullanilan formiil sdyledir.

A=¢gb.c

c=A/lebV =c.Ds

V = Reaksiyon hiz1 (umol x dak. /mL)

Dt = Seyreltme katsayis1

A = Absorbans (3 dakika sonunda okunan absorbans)
& = Ekstinksiyon kat says1 (5000 Mt x cm™)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

b = Is1g1n gectigi mesafe (1 cm)

Guaiakoliin substrat olarak kullanildigi enzim saflagtirma islemlerinde; saflastirma
basamaklarinin enzim aktivite Ol¢limii sonuglar1 i¢in; 1 enzim {nitesi 20°C’de 1
dakikada 1 pmol guaiakol’in oksidasyonunu katalizleyen enzim miktar1 olarak

tanimlanmustir.

3.3. Karaturp POD Enziminin Saflastirilma Calismalar:

3.3.1. Ligand se¢imi

POD enzimini saflastirilmasi gayesi ile 4-amino 2-bromo metilbenzoat, 4-amino 3-
bromo metilbenzoat, 4-amino 2-nitro metilbenzoat, 4-amino 3-nitro metilbenzoat
maddeleri satin alind1. 4 molekiiliin hidrazin formlar1 sentezlendi. Inhibisyon ¢alismalari
ve ligand olarak kullanilabilirligi incelendi. Sentezlenen bu molekiillerin 6nemi
Peroksidazin  afinite  kromatografisiyle saflastirilmasindan  diazonyum tuzu

olusturabilecek yapida olmalardir.
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0
O _NH,
_NH, N
N
H H,N
H,N Br Br
4-amino 2-bromo benzohidrazid 4-amino 3-bromo benzohidrazid
0
NO, O -NH;
~NH, H
H H,N
HoN NO,
4-amino 2-nitro benzohidrazid 4-amino 3-nitro benzohidrazid

Sekil 3.2. Karaturp POD inhibitorii ve ligand olarak kullanilan molekiiller

3.3.2. 4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlenmesi

4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-nitro
benzohidrazid, 4-amino 2-nitro benzohidrazid bilesikleri ticari olarak temin
edilememektedir. Bu yilizden bu bilesikleri, metil esterleri ¢ikis bilesigi olarak

kullanilip, hidrazin sentezleri yapildi.

4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezleri; (Hiroshi et al. 2012) yo6nteminde
belirtildigi gibi yapilmistir. Bu kapsamda 4-amino metil benzoatlar (3 mmol) ve (9-12
mmol) %64’likk hidrazin hidrat ¢ozeltisi, 30 mL metil alkol igerisinde ¢oziildii.
Reaksiyon tamamlanincaya kadar geri sogutucu altinda 1sitildi. Reaksiyon TLC ile takip
edildi. Coziicii uzaklastirildi. Kati pellet etanolde ¢oziilerek kristallenmeye birakildi.
Beyaz kristaller slizge¢ kagidi yardimiyla ayrilarak bu islem iki defa tekrarlandi.
Boylece 4-amino benzohdirazid tlirevi olan dort molekiil sentezlenmis oldu ve

karekterizasyonlar1 H'-NMR yéntemiyle dogrulandh.
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3.3.3. Inhibitor cahsmalar:

3.3.3.a. 4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin enzim aktivitesi iizerine etKilerinin

incelenmesi

Literatiirde onceden sentezlenmis olan Sepharose-4B-L-tirozin-4-amino benzohidrazid
afinite jeli kullanilarak saflastirilmis karaturp, peroksidaz enzimleri iizerine ¢aligilmasi
planlanan, sentezledigimiz 4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo
benzohidrazid, 4-amino 2-nitro benzohidrazid ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid,
inhibitorlerinin inhibisyon kinetiklerinin incelenmesi amaci ile sabit substrat (guaiakol)
konsantrasyonunda ve 5 farkli inhibitdr konsantrasyonunda her bir inhibitor i¢in aktivite
degerleri hesaplandi. 1Cso degerleri bulundu. Bu degerler; Enzim aktivitesinde %350
azalmaya neden olan inhibitdr konsantrasyonudur. Daha sonra 5 farkli substrat
konsantrasyonuna ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonuna denk gelen inhibisyon
degerlerinden faydalanilarak Linewaver—Burk grafikleri cizildi. Ki degerleri tespit
edildi.

3.3.4. Sepharose-4B-L-Tirozin afinite jellerinin hazirlanmasi

Sepharose-4B kullanilarak CNBr ile aktiflestirilmis afinite jeli hazirlandi. Bu kolon
materyaline kovalent olarak L-Tirozin uzanti kolu baglandi. 4-Amino 2-bromo
benzohidrazid, 4-amino 3-bromo benzohidrazid, 4-amino 2-nitro benzohidrazid ve 4-
amino 3-nitro benzohidrazid ligand olarak 6nceden hazirlanan Sepharose 4-B-L-Tirozin
jel materyaline kenetlendi. Ligandlar diazolanarak L-Tirozin’deki benzen halkasinin 3
pozisyonuna kenetlendirildi. Hazirlanan afinite jelinde tirozin uzanti kolunu, Sepharose-
4B matriksi, inhibitorler ise enzimlerin spesifik olarak baglayan kismini
olusturmaktadir. Kullanilan inhibitorler tarafimizca sentezlenen yeni peroksidaz enzim

inhibitorleridir.
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3.3.4.a. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

CNBEr ile aktiflestirilmis olan Sepharose-4B, 500 mL soguk su ile yikanarak 0,1 M
NaHCOs tamponuyla (pH:10,0) bir behere alindi. Kullandigimiz tamponun 50 mL’sinde
70 mg tirozin goziilerek ¢oOzelti Sepharose-4B ile ayni behere aktarildi. Reaksiyon
baslatildi. 4°C’ sicaklikta ve 2 saat boyuca manyetik karistirici ile karigtirildi. 16 saat
stiresince 4°C’de bekletildi. Siire bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans
gozlenmeyinceye kadar jel bol su ile yikandi. Boylece reaksiyona dahil olmayan
tirozinin hepsi uzaklastirilmistir. Yikama islemi 400 mL 0,2 M NaHCOs tamponuyla

(pH: 8,8) yinelenerek tirozin takili olan jel, ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindu.

o ¢
% . OH
C-N-CH-CH,
OH CNBr —O-CN 0 o
N Neo
— =NH
s A / 2
—OH o oH —OH
HO NG
Sepharose-4B Sepharose-4B-L-Tirozin

imidokarbonat

Sekil 3.3. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi reaksiyonu

3.34.b. 4-Amino benzohidrazid tiirevlerinin = Sepharose-4B-L-Tirozin’e

kenetlendirilmesi.

4-Amino benzohidrazid tirevi ve diger 4 molekiilden 100’er pmol almarak 0°C

civarinda 40 mL, 1 M HCI i¢inde ¢oziildii. icinde 40 mg NaNO2 bulunan 0°C’deki 10
mL ¢ozelti, inhibitor ¢Ozeltisine azar azar sekilde reaksiyon c¢ozeltisine eklendi. 10
dakika siiren reaksiyonun ardindan diazolanmis olan inhibitorler 40 mL Sepharose-4B-
L-tirozin siispansiyonuna eklendi. I M NaOH ile pH=9,5"a ¢ikarildi ve pH sabit tutuldu.
Bu sekilde 3 saat boyunca yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve 100 mL, 10
mM KH2POs (pH 6,8) tamponu ile yikanmasinin ardindan iizerine bir miktar daha ayni

tampondan eklenerek saklandi (Whitney 1974).
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Hazirlanan 4-amino benzohidrazid tiirevi afinite jelleri i¢in reaksiyon mekanizmalar

Sekil 3.4’te gosterildi.

OH CNBr —O-CN O (0]
— / Ho™ Nz
_on HBr OH o)

Sepharose-4B o
imidokarbonat

Os-OH Oy NHNH,

|
C-N-CH-CH, OH
g H 0 Re ~oH
N=N
NHNH, R

.l
_oH Ri Ry \\NZCl/ Sepharose-4B-L-Tirozin

Sepharose-4B-L-Tirozin 4-amino benzil hidrazitler

R1 = CHQOMe
RZ = CHZOMG

Sekil 3.4. 4-Amino benzohidrazid tlirevi molekiillerin Sepharose-4B-L-Tirozin’e
kenetlendirilmesi reaksiyonu

3.3.5. Afinite kolonlarinin paketlenmesi

pH=6,8 de olan KH2PO4 dengeleme tamponu i¢ine hazirlanmis olan jeller alindi ve
siispanse edildi. Su trombu yoluyla vakum yapilarak havasi alindi. Jel; 1x10 cm’lik
kapali bir sistemden olusan kolona paketlendi. Jelin ¢okmesinin ardindan peristaltik
pompa ile dengeleme tamponu kullanilarak yikandi. Kolonun dengelenip
dengelenmediginin anlasilmasinda, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin

esitlenmesine bakildi.
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3.3.5.a. Afinite kolonlarina numune uygulanmasi ve eliisyonu

Hazirlanmis olan karaturp homojenatlar1 10 mM fosfat (pH=6,8) tamponuyla
dengelenmis kolonlara uygulandi. Kolonlar 50 mL 25 mM fosfat (pH 6,8) ¢ozeltisiyle
yikandi. Boylece karaturp POD enzimleri kolona tutundu ve safsizliklar uzaklastirildi. 1
M NaCl/25 mM Na:HPOs (pH=6,8) tamponu uygulanarak POD enzimi eliic edildi.
Eltatlar 1,5’er mL halinde tiiplere alindi. 280 nm’deki absorbansilarina bakildi.
Peristaltik pompa yardimi ile kolonun akis hiz1 25 mL/saat’e ayarlandi. Eliatlar 1,5’er
mL seklinde tiiplere toplandi. Kore karsi her bir eliiatin 280 nm’deki absorbans degeri
ol¢iildii. Toplanan eliiatlardan absorbans gosteren tiiplerde 595 nm’de Bradford protein
tayini ve 470 nm’de karaturp POD aktivite tayini yapildi. Aktivitesi yiiksek olan
eliiatlarin SDS-PAGE ile safliklar1 kontrol edildi.

3.4. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Belirlenmesi

POD enzimleri afinite kolonundan saflastirildi ve diyaliz edildi. Daha sonra %3-8
kesikli SDS-PAGE ile saflastirilan enzimlerin Ma’lar1 ve saflik derecesi kontrol edildi.
Standart olarak Ma’lar1 belirli olan proteinler kullanildi (Laemmli 1970).

Elektroforez plakalar1 6ncelikle su ve alkol ile yikandi. Her iki kenarinda aralik olacak
sekilde plaka ile diiz bir plaka iist liste gelecek sekilde materyal ile tutturuldu.
Sabitlestirilen plakalar, i¢cinde sizdirmayi1 Onleyen siinger bulunduran jel hazirlama

kabinine yerlestirildikten sonra jelleri hazirlandu.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 30 mL 1 M Tris-HCI (pH=8,8), 26,4 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 1,2 mL %10 SDS, 0,78 mL %5’lik TEMED ve 18,78 mL su
karistirildi. Bu karigimin iizerine 0,12 mL %10’luk (NH4)2S20s (PER) ilave edildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 2,46 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8), 2,4 mL %30 akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,18 mL %10’luk SDS, 0,09 mL %5’lik TEMED ve 7,35 mL saf su
almarak karisitirildi. Son olarak yine %10°luk PER’den 0,06 mL ilave edildi.
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Hazirlanan ayirma jeli, plakalar arasina iist kesimde 0,4 cm kalana kadar enjektor
yardimiyla dokiildii. Ozellikle hava almamasina dikkat edildi. Jelin donmas: beklendi ve
ayirma jeli katilastiktan sonra yigma jeli hazirlandi. Yigma jeli tarak iist seviyesine
kadar eklendi ve tarak yerlestirildi. Jelin kurumasi beklendi. Sonra tarak dikkatlice
cikarildi ve plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlendi, jelin
istli once saf su ile daha sonra da ylirlitme tamponu ile yikandi. Tankin alt ve st
kismina yiirlitme tamponu konuldu. Her birinde 10 pg protein olacak bi¢imde
numuneler hazirlandi. 1/1 oraninda; toplam hacim 100 pg olacak bigimde numune
tamponu katild1 ve 5 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutuldu,
elektroforeze oldukga ince bir enjektor yardimi ile uygulandi. Tank kapagi kapatildi. Alt
tarafindan (+) kablo, iistten (-) kablo yerlestirildi. 90 voltta yarim saat bekletildikten
sonra akim 130 volta ¢ikartildi ve 1,5 saat oda sicaklifinda yiiriitiildii. Akim kesildi ve
cam plakalar arasindaki jel c¢ikartildi. 20 dakika giimiis nitrat ¢ozeltisi ile karigtiricinin
iistinde boyandi. Banyo ¢ozeltisiyle hizlica yikayip siyahlasan sivi dokiildii. Bantlar
gozle goriiliince jel karistiricinin Gistiinde 250 mL %5 1ik asetik asit ve 1 mL gliserinden

olusan ¢ozeltiyle yikandi (Temel 2006).

3.5. Afinite Kolonunun POD Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

Afinite jellerinin tutma kapasitesi bulunurken kapasiteye; pH, iyonik siddet ve sicaklik
etkileri incelendi. Kolonun kapasite belirleme islemi soyle gergeklestirildi: Dengeleme
tamponuyla dengelenmis jelden 1 mL alinarak 1x10 cm’lik bir kolona alindi. POD
enzimiyle doyuruldu. Enzimin artani yikama tamponu ile yikanmasinin ardindan
baglanmis olan POD enzimleri uygun eliisyon tamponu ile eliie edilerek protein miktari
belirlendi. Jel kurutuldu, tartildi ve mg protein/gram-jel cinsinden POD enziminin tutma

kapasitesi belirlendi.
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3.5.1. Kolon kapasitesine sicaklik etkisi

POD enzimlerinin saflagtirilmasi i¢in hazirlanan kolonda, pH 6,8’de, sicakligin kolon
kapasitesine etkisini belirlemek i¢in; 5, 10, 15, 20 ve 25°C’de farkli sicakliklarda ki
tutma kapasitesi belirlendi. pg protein /g jel basina grafik edildi.

3.5.2. Kolon kapasitesine pH etkisi

POD enzimlerinin saflastirilmast i¢in kolonda pH’nin baglanmayr ne sekilde
etkiledigini belirlemek icin birka¢ farkli pH’larda tamponlar kullanildi. En uygun pH
i¢cin sonuglar pg protein /g jel basina grafik edildi.

3.5.3. Kolon kapasitesine iyonik siddet etkisi

POD enzimlerinin saflastirilmasi i¢in optimum sicaklik da ve optimum pH da deney
yapildi. Bu deneyde iyonik siddet degerleri 0,2 ile 0,5 arasinda degistirilerek, sonuglar
ng protein /g jel basina grafikle gosterildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. 4 Amino Benzohidrazid ve Tiirevlerinin Sentezlenmesi

4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo benzohidrazid, 4-amino 2-nitro
benzohidrazid ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid molekiilleri ticari olarak temin
edilemedigi icin bu bilesiklerin metil esterleri kullanilarak hidrazin sentezleri yapildi.
'H-NMR’la molekiillerin karekterizasyonu dogrulandi. Sonuclar *H-NMR (400 MHz)
spektrumlar1 Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4’te gosterildi.
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Sekil 4.1. 4-Amino 2-bromo benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu
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4-Amino 2-bromo benzohidrazid (1a) molekiilii icin NMR sonuclar::

'H-NMR (400 MHz, DMSOuds): 9.20 (s, 1H, -NH-N-); 7.04 (d, Jes=8 Hz, 1H, Hearil);
6.77 (d,Js3=2 Hz, 1H, Haaril); 6.50 (dd, Jes=8 Hz, Js3=2 Hz, 1H, Hsari); 5.65 (s, 2H, Ar-
NH2); 4.33 (s, 2H,-N-NH2)

L

8.10 8.00 7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6.90 6.80 6.70 6.60 6.50 6.40
ppm (f1)

_NH
HN 2
(e}
H>oN
| M
J J | S S|
I I I I I I I I I I I
10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (f1)

Sekil 4.2. 4-Amino 3-bromo benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

4-Amino 3-bromo benzohidrazid (1f) molekiiliiniin 400 MHz 'H-NMR spektrumu

sonuclari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 9.43 (bs, 1H), 7.85 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.55 (dd,
J=8.5,2.0 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 5.80 (bs, 1H), 4.33 (bs, 1H)
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ppm (f1)

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (1)

Sekil 4.3. 4-Amino 2-nitro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

4-Amino 2-nitro benzohidrazid (1e) molekiiliiniin 400 MHz 'H-NMR spektrumu

sonuclari:

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm) 9.47 (bs, 1H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.95 (d, J
= 2.2 Hz, 1H), 6.72 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H), 6.07 (bs, 2H), 4.32 (bs, 2H)
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Sekil 4.4. 4-Amino 3-nitro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR spektrumu

4-Amino 3-nitro benzohidrazid (1i) molekiiliiniin 400 MHz 'H-NMR spektrumu

sonuclari:

IH-NMR (400 MHz, DMSO):) ppm 9.68 (bs, 1H) 8.49 (s, 1H), 7.80 (d, J = 8.9 Hz, 1H),
7.73 (bs, 2H), 6.99 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.41 (bs, 2H).

4.2. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Kullanilan Standart Grafigin Hazirlanmasi

Karaturp bitkisinden hazirlanan homejenatlar ile afinite kolonlarindan saflastirilan
peroksidaz enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 Bradford yontemiyle tayin
edildi. Bunun i¢in oncelikle standart grafik hazirlandi. Afinite kromatografisi ile elde
edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 ve karaturp bitkisinin
homojenatlar1 bu standart grafikten yararlanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg

proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.5°de gosterildi.
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Sekil 4.5. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

*Protein miktar1 (BSA: Bovine Serum Albumini)

4.3. Karaturp Bitkisinden POD Enzimlerinin 4-Amino Benzohidrazid Kolonu ile

Saflastirilmasi Sonuglari

Afinite jellerinde ligand olarak kullanilacak olan 4-amino benzohidrazid tiirevlerinin
inhibisyon kinetiklerini belirleyebilmek i¢in 4-amino benzohidrazid molekiilii ligand
olarak kullanild1 ve karaturp peroksidaz enzimleri saflastirildi. Karaturptan hazirlanmis
olan 5’er mL homojenat, dengelenmis 4-amino benzohidrazid kolonuna pipet ile tatbik
edildi.

Yikama isleminin ardindan eliisyon iglemi yapildi. Eliiatlar kolon akis hiz1 45 mL/saate
ayarlanarak 1,5’er mL fraksiyonlar halinde tiiplere alindi. Her bir eluat i¢in protein ve
aktivite tayini yapildi. 280 nm’de absorbans degerleri olgiildii. Aktivitesi yliksek olan
eluatlar birlestirildi ve diyaliz edildi. 4-amino benzohidrazid tiirevlerinin inhibisyon
parametrelerini belirlemede kullanilmak iizere -20 °C saklandi. 4-amino benzohidrazid
molekiilii kullanilarak karaturp peroksidaz enzimleri icin saflagtirma sonuglar1 Cizelge

4.1°de gosterildi.
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Cizelge 4.1. 4-Amino benzohidrazid kolonundan karaturp POD enzimlerinin saflastirma
sonuglari

Toplam o ) Spesifik .
] Aktivite  Protein o Verim S.
Hacim Aktivite
(EU/mL) (mg/mL) % Katsayisi
(mL) (EU/mg)
Homojenat
45 0,88 51,1 100 1,0
Karaturp
Afinite-4-amino
2,2 0,0012 1833,3 2,9 35,9

benzohidrazid

4.4. Sentezlenen 4-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin K; ve 1Cso Degerlerinin

Belirlenmesi

Calismada sentezlenen 4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo
benzohidrazid, 4-amino 2-nitro benzohidrazid ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid
molekiillerinin karaturp POD enzimleri {izerine inhibisyon etkileri incelendi. Guaiakol
substrati doygunlugun altinda tutuldu ve reaksiyon hizi guaiakole bagli olarak bulundu.
Bu amagla, sabit guaiakol konsantrasyonunda ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda
her bir inhibitor i¢in aktivite degerleri hesaplandi ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonu

ve 5 farkli substrat konsantrasyonundan ise Ki degerleri belirlendi.

ICso ve Ki deney prosediirleri karaturp peroksidaz enzimleri 4-amino 2-bromo
benzohidrazid molekiilii igin sirasiyla Cizelge 4.2, 4.3’de, 4-amino 3-bromo
benzohidrazid molekiilii i¢in Cizelge 4.5, 4.6’da; 4-amino 2-nitro benzohidrazid
molekiilii i¢in Cizelge 4.8, 4.9°da; 4-amino 3-nitro benzohidrazid molekiilii i¢in Cizelge
4.11, 4.12°de gosterildi. %Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek 1Cso degerleri

bulundu. Lineawear-Burk grafiklerinden Kidegerleri tespit edildi.

ICso ve Ki grafikleri karaturp peroksidaz enzimleri 4-amino 2-bromo benzohidrazid
molekiilii igin sirasiyla Sekil 4.6, 4.7°de, 4-amino 3-bromo benzohidrazid molekiilii igin
Sekil 4.8, 4.9°da, 4-amino 2-nitro benzohidrazid molekiilii i¢in Sekil 4.10, 4.11°de, 4-

amino 3-nitro benzohidrazid molekiilii i¢in Sekil 4.12, 4.13’de gosterildi.
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ICs0 ve Ki degerlerinin ve inhibisyon tipleri belirlenmesi i¢in; her molekiil ve her
enzime ayr1 ayri ¢izilen ICso ve Ki grafiklerinden yararlanildi. Karaturp POD enzimleri,
4-amino 2-bromo benzohidrazid molekiilii i¢in bu degerler sirasiyla Cizelge 4.2 ve
4.3’de, 4-amino 3-bromo benzohidrazid molekiilii i¢in Cizelge 4.5 ve 4.6’da, 4-amino
2-nitro benzohidrazid molekiili i¢in Cizelge 4.8 ve 4.9’da, 4-amino 3-nitro

benzohidrazid molekiilii i¢in Cizelge 4.11 ve 4.12°de gosterildi.

4.4.1. 4-Amino 2-bromo benzohidrazid inhibitorii icin karaturp peroksidaz enzimi

iizerine guaiakol substrati ile yapilan kinetik ¢calismalar

Cizelge 4.2. Karaturp POD enziminin aktivitesi T{izerine 4-amino 2-bromo
benzohidrazid inhibitorii ile yapilan ICso calismasinda kullanilan deney prosediirii.

Kor Tupt Numune Tiipu
) = =i J| 2 -
E |5~ E E| & E .
. FJ |3 = |43 = =
S |EE|E | (23|28 (& |E |2 |: |2
2 173} < = — 172} < = = X
3 S e) = = | 8| © ®) = o = = <
o |% | |2 |g|3[% [F |2 [Q [g3|= |8
g 0,5 10 {10 |005|045(05| 1,0 | 1,0 [ 0,05| 0,01 | 0,44 |159,4|74,87
o
°N 0,5 10 | 1,0 (0,07 |043(05| 1,0 | 1,0 | 0,07 | 0,01 | 0,42 | 223,1 |65,64
o o
~ g 0,5 10 (10|01 |04(|05| 10| 10| 01 |0,010,39]|318,8|54,35
o
é g 0,5 10 | 1,0 (0,23 |0,37(05| 1,0 | 1,0 | 0,13 | 0,01 | 0,36 | 414,3 |48,71
[<B]
;PQ 0,5 10 | 10 [0,15(0,35/05| 1,0 | 1,0 [ 0,15 | 0,01 | 0,34 [478,2| 40
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100 < y= 1006-0,002x

R?=0,9931
90 -

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
[4-Amino 2 bromo benzohidrazid] pm

% Aktivite

Sekil 4.6. Karaturp POD enzimi aktivitesi i¢in 4-amino 2-bromo benzohidrazid
inhibitoriiniin 5 farkli konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[I] grafigi.

Cizelge 4.3. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 2-bromo benzohidrazid
inhibitdriiniin Ki degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii.

Kor Tipu Numune Tiipi
S E|E 5 ~1s E K- ~ 213% ¢
: | zs | S|E | 2l s ElE 2| E|5E 2
sdl gE | Q|EF| = |82 58 Q| E2| S| 8|52 o
0 CE | T|EEl A|0OEEE T|EE B3| & |=El S
0,2 1,0 1,0 - 04102 | 10 |10 - 0,79 | 0,01 |10,529| 0,33
0,3 1,0 1,0 - 041031010 - 0,691 0,01]0,34 |0,22
el o4 10 [10] - o4 04| 20 20| - |059]001]031]0,16
0,5 1,0 1,0 - 041051010 - 0,491 0,01]0,26 | 0,13
0,6 1,0 1,0 - 04106 | 10 |10 - 0,39 | 0,01 ] 0,22 | 0,09
.1 0,2 1,0 10/|010]1 07102 | 1,0 | 1,0 0,10 | 0,69 | 0,01 0,738 0,33
03| 10 |10/010] 06| 03 | 10 | 10| 0,10 | 0,59 | 0,01 | 051 | 0,22
0,4 1,0 10|00 05104 | 10 |10 0,20 |0,49|0,01)0,42 0,16
0,5 1,0 10|00 04105 | 10 |10|0,20039|001})0,341|0,13
0,6 1,0 1001010306 | 10 |10/ 0,20 |0,29|0,01]0,28|0,09
0,2 1,0 10/|012]068}) 02 | 1,0 | 1,0 | 0,22 | 0,67 | 0,01 0,801 0,33
0,3 1,0 10(012]058}| 03 | 10 |10 0,22 { 0,57 |0,01]0,54|0,22
04 10 [10[012[048] 04 | 1,0 | 1,0 | 0,12 | 0,47 | 0,01 | 0.43 | 0,16
0,5 1,0 100212038} 05| 10 |10 0,22 | 0,37 |0,01])0,36 | 0,13
0,6 1,0 1001202806 | 1,0 | 1,0 0,22 | 0,27 | 0,01 ] 0,31 | 0,09
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Cizelge 4.3. (devam)

02|10 |10 |014]|066] 02 | 10 |10|0,14|0,65| 0,011,001 0,33
03|10 |10 01405 03 | 10 | 100,14 |0,55 | 0,01 0,64 | 0,22
[1s} 04| 10 | 10 |0,14|046| 04 | 1,0 | 100,14 |0,45|0,01| 0,51 | 0,16
05|10 |10 (014|036} 05| 10 |10|014|0,35|0,01|0,42 | 0,13
06 | 10| 10 /014026 06 | 10 |100,214]0,25/0,01| 0,4 | 0,09

1 - & [10]=Kontrol

0,8 - \ [11]=318uM

0,6 -
[12]=382uM

1V (umol/mL. dk)?

» [13]=446pM

O T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

1/[Guaiakol]] mM?

Sekil 4.7. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 2-bromo benzohidrazidin inhibisyon
tipini gosteren ve Ki degerinin belirlendigi 1/V-1/S grafigi

Cizelge 4.4. Karaturp POD enziminin 4-amino 2-bromo benzohidrazid inhibitorii ile
yapilan kinetik ¢alismanin sonuglari

ICso Ortalama Ki = SD Inhibisyon
Br O Karaturp | (uM) (M) tipi

-NH
” ° |POD Yarigmal
373,5 547,2 + 81,5
HoN

Sonuglardan goriilecegi iizere, 1a molekiiliiniin basari ile hidrazin sentezi yapilmis yap1
NMR spektrumu ile dogrulanmis ve karaturp peroksidaz enziminin yarismali inhibitori

oldugu bulunmustur.
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4.4.2. 4-Amino 3-bromo benzohidrazid inhibitorii icin karaturp peroksidaz enzimi

iizerine guaiakol substrati ile yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.5. Karaturp POD enziminin aktivitesi {izerine 4-amino 3-bromo
benzohidrazid inhibitorii ile yapilan ICso ¢caligmasinda kullanilan deney prosediirti.

Kor Tipu Numune Tiipti
o o
_ | El= _ | El~ ~ 2
SiEde|s |2 |2|=9E|€ |2 |2 =
$1885 |25/ E |§4835|24/3 |E |2 |2
s8¢ |F|2E|l3 |c88 |F|EEQ |3 |2 |8
05 (1,0 |1,0 (0,03 |0,470 (0,5 |1,0 (1,0 |0,03 |0,01 [0,460 56,5 68,75
o
5%0,5 1,0 (1,0 (0,04 |0,460 |05 |1,0 |1,0 |0,04 (0,01 |0,450 |75,33 |61,71
= ©
§§0,5 1,0 11,0 (0,06 {0,440 (0,5 |1,0 |1,0 |0,06 (0,01 (0,430 (113 49,21
o <
<}
g %0,5 1,0 (1,0 (0,08 |0,420 |05 |1,0 |1,0 |0,08 [0,01 |0,410 [150,66 |35,93
® o
~ 05 |1,0 |1,0 |0,20 (0,400 |05 |1,0 (1,0 (0,10 |0,01 {0,390 |188,33 (32,46
100 < y=looe-0,006x
R2=0,9891
80 -
3
> 60 -
kv
< 40 -
>
20
0 T T T 1
0 50 100 150 200
[4-Amino 3 bromo benzohidrazid] um

Sekil 4.8. Karaturp POD enzimi aktivitesi i¢in 4-amino 3-bromo benzohidrazid
inhibitdriiniin 5 farkli konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 4.6. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 3-bromo benzohidrazid
inhibitoriiniin Kidegerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirti

Kor Tiipi Numune Tiipt
£ | o 3
s EE g |22 |2 |28 |2 B8
€3/§d s | 22| E|sa/$0 o|E9 £ 9| ZE &
OCECH T|EE| A|OCE|ZE TI|EE B3| & SE| I
02 |10|10] - |080] 02 | 1,0 | 1,0 0,79 | 0,01 0,666 0,33
03 |10 10| - [o070] 03 [ 10 | 1,0 0,69 | 0,01 [0,427 [0,22
| 04 [10[ 10| - [o60| 04 | 10 | 10 0,59 | 0,01 [0,403 [0,16
05 |1,0| 10| - |050] 05 [ 1,0 | 1,0 0,49 [ 0,01 [0,381 [0,13
06 |10 10| - [o040| 06 [ 10 | 1,0 0,39 | 0,01 [0,347 [0,09
02 |10 10] 0,04 [0,76] 02 | 1,0 | 1,0 | 0,04 ] 0,75 | 0,01 [1,04 0,33
03 | 1,0 10| 0,04 |0,66| 0,3 | 1,0 | 1,0 | 0,04 | 0,65 | 0,01 [0,657 |0,22
.| 04 [10] 10 004 [056] 04 [ 10 [ 1,0 [0,04] 0,55 [ 0010625 [0,16
05 | 1,0 1,0 | 0,04 |046| 05 | 1,0 | 1,0 | 0,04 | 0,45 | 0,01 [0,588 |0,13
06 |10 10| 0,04 |0,36| 0,6 | 1,0 | 1,0 | 0,04 | 0,35 | 0,01 [0,549 |0,09
02 |10 10] 0,06 |0,74| 02 | 1,0 | 1,0 |0,06 | 0,73 | 0,01 1,2 |0:33
03 |1,0| 10| 006 [064| 03 | 1.0 | 1,0 [006] 063 |001] 1 [022
| 04 [10[ 10| 006 [054| 04 [ 10 | 1,0 [0,06| 0,53 | 0010769 0,16
05 | 1,0 10| 0,06 |044| 05 | 1,0 | 1,0 [0,06 | 0,43 | 0,01 [0,675 |0,13
06 |1,0| 10| 006 |034| 06 | 1,0 | 1,0 [0,06 | 0,33 | 0,01 |[0,641 |0,09
02 |10 10 ] 0,08 [0,72] 0,2 | 1,0 | 1,0 | 0,08 ] 0,71 | 0,01 [1,357 |0,33
03 | 1,0 10| 0,08 [0,62| 0,3 | 1,0 | 1,0 [0,08| 0,61 | 0,01 [1,162 |0,22
(| 04 [10[ 10| 008 [052| 04 [ 10 | 1,0 [0,08] 0510010892 [016
05 | 1,0 10| 008 [042| 05 | 1.0 | 1,0 [0,08] 0,41 | 0,010,793 |0,13
06 | 1,0 10| 008 [032] 06 | 1,0 | 1,0 [0,08| 0,31 | 0,01 [0,694 |0,09
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1,6 -
. 1,4
< & [10]=Kontrol
© 1,2
£
£ 1 m [11]=75,33 pM
E o
> —
2 A [12]=113 uM

0,6

0,4

¢ [13]=150,66 uM

0O
r U T T T T 1

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

Sekil 4.9. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 3-bromo benzohidrazidin inhibisyon
tipini gosteren ve Ki degerinin belirlendigi 1/V-1/S grafigi

Cizelge 4.7. Karaturp POD enziminin 4-amino 3-bromo benzohidrazid inhibitdrii ile
yapilan kinetik ¢calismanin sonuglar1

1Cso Ortalama Ki=SD |
Inhibisyon tipi
O Karaturp | (M) (uM)
_NH
N > ')POD
H.N Yarismasiz
2 115,5 127,5+ 6,4

Br



48

4.4.3. 4-Amino 2-nitro benzohidrazid inhibitorii icin karaturp peroksidaz enzimi

iizerine guaiakol substrati ile yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.8. Karaturp POD enziminin aktivitesi iizerine 4-amino 2-nitro benzohidrazid
inhibitdrii ile yapilan ICso ¢alismasinda kullanilan deney prosediirii.

Kor Tiipii Numune Tiipii
- 0
4 -
E|E E E|E E .
SIC|E|2 |2 [B|E|E|E |2 |2 |- |3
8| 8| x| 3 c S | 8| x| 3 = c £
© ‘% (@) o= - [ b7 @) = (@) = =. <
s|e|F|E |3 |3|E|F|E | |8 |= |8
05110 (1,0 |0,20 (0,400 (0,5 |1,0 (1,0 |0,20 |0,01 (0,390 (0,492 |67,05
g,'c_JO,S 10 (1,0 |0,25 |0,350 (0,5 |1,0 (1,0 |0,15 |0,01 (0,340 |0,739 |61,84
- N
c
« 5(05 1,0 {1,0 [0,20 (0,300 (0,5 |1,0 |{1,0 |0,20 |0,01 {0,290 |0,985 (47,39
e c
c
EEO,S 10 (1,0 |0,23 |0,270 (0,5 |1,0 (1,0 |0,23 |0,01 (0,260 {1,333 |41,04
C D
<4 9
05 (10 (1,0 |0,25 |0,250 (0,5 |1,0 (1,0 |0,25 |0,01 (0,240 (1,231 |38,72
100 4 y = 100e0.721x
2 _
90 - R?=0,9768
80 -
70 -
2 60 -
>
£ 50 -
<
£ 40 -
30 -
20 -
10 A
0 T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
[4-Amino 2 nitro benzohidrazid] mM

Sekil 4.10. Karaturp POD enzimi aktivitesi i¢in 4-amino 2-nitro benzohidrazid
inhibitoriiniin 5 farkli konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[1] grafigi
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Cizelge 4.9. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 2-nitro benzohidrazid inhibitdriiniin
Ki degerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirii

Kor Tipu Numune Tiipi
— . — T = T =<
s2B 5308 22| S|Sd852 2 22 | 8|22 @
OSLFITIOg =S| O |OSLFd T | =S| B a | =& S
02 ] 10 |10 - 08102 10 |10| - [0,790(0,010]0,517 | 0,33
03] 10 |10 - 07103} 10 |10| - ]0,690/0,010|0,357 | 0,22
[o |04 | 10 |10 - 06|04 | 10 |10| - (0,590(0,010]0,284 | 0,16
051 10 |10 - 05|/05| 10 |10| - (0,490(0,010]0,243 | 0,13
06 | 10 |10 - 04|06 | 10 |10| - (0,390(0,010] 0,221 | 0,09
02|10 |10 0100702 | 10 |10 0,20 {0,690|0,010] 0,701 | 0,33
03] 10 |10 010 |06|03 | 10 |10 0,20 {0,590|0,010] 0,609 | 0,22
(.04 10 (10|010}05{04| 10 |10/ 0,20 |0,490|0,010| 0,49 | 0,16
051]10 |10 0,10 |04}|05| 10 |1,0]| 0,20 {0,390|0,010] 0,303 | 0,13
06 | 10 |10 0,20 |03}|06 | 10 |10/ 0,20 {0,290|0,010] 0,279 | 0,09
02|10 |10 0,17 |0,63] 0,2 | 10 |10 0,27 | 0,62 |0,010] 0,855 | 0,33
03] 10 |10 0,27 |053] 03| 10 |10 0,27 | 0,52 |0,010] 0,724 | 0,22
(2104 | 10 |1,0| 017 |0,43] 04 | 1,0 |10/ 017 | 0,42 |0,010] 0,537 | 0,16
05110 |10 0,27 |0,33}] 05| 1,0 |10 0,27 | 0,32 |0,010] 0,406 | 0,13
06 | 10 |10 0,27 |0,23} 06 | 1,0 |1,0]| 0,27 | 0,22 |0,010] 0,34 | 0,09
02110 |10 0,23 |057] 0,2 | 10 |10/ 0,23 | 0,56 |0,010] 1,05 | 0,33
03] 10 |10 0,23 |047| 03| 10 |10 0,23 | 0,46 |0,010] 0,862 | 0,22
[:s] 04| 10 |1,0| 023|037/ 04| 1,0 |10/ 023 | 0,36 |0,010] 0,714 | 0,16
05110 |10 0,23 |0,27} 05| 1,0 |1,0]| 0,23 | 0,26 |0,010] 0,442 | 0,13
06 | 10 |10 0,23 |0,17} 06 | 1,0 |1,0| 0,23 | 0,16 |0,010] 0,434 | 0,09
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1,2 -
+ [10]= KONTROL
<
©
z = [11]=0,492 mM
3
£
Z [12]=0,837 mM
A =0,
3
e [13]=1,133 mM
I C T T T 1
-0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
1/[Guaiakol] mM!

Sekil 4.11. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 2-nitro benzohidrazidin inhibisyon
tipini gosteren ve Ki degerinin belirlendigi 1/V-1/S grafigi.

Cizelge 4.10. Karaturp POD enziminin 4-amino 2-nitro benzohidrazid inhibitorii ile
yapilan kinetik calismanin sonuglari

1Cso Ortalama Ki + SD
NO, O Karaturp = (mM) (mM)
”’NHz POD
HN 0,961 | 1,040,064

inhibisyon tipi

Yarigsmasiz
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4.4.4. 4-Amino-3-nitro benzohidrazid inhibitorii icin karaturp peroksidaz enzimi

iizerine guaiakol substrati ile yapilan kinetik calismalar

Cizelge 4.11. Karaturp POD enziminin aktivitesi iizerine 4-amino 3-nitro benzohidrazid
inhibitdrii ile yapilan ICso ¢alismasinda kullanilan deney prosediirii.

Kor Tiipt Numune Tiipii
- -
J 2
E|E E E|E E .
SIC|ElE |2 [B|E|E|E |2 |2 |- |2
S| sl x| 3 c 8 | B < | B = e kv
] ‘% @) o= =2 o] ‘5 @) = o (=2 = <
s|€|F|E |3 |a8 |8 |F|Z21|8 |3 |= |8
051010005 (0450 |05 10 | 10|0,05( 0,01 (0,440 0,26 64,51
g,'c_: 05(10|10/( 0,07 | 0,430 | 05| 1,0 | 1,0 | 0,07 | 0,01 |0,420 (0,364 |52,25
- N
c
®»5|05(10(10]| 0,09 | 0,410 | 05| 1,0 | 1,0 [0,09| 0,01 |0,410|0,468 | 44,51
o c
c
£ § 05(10|10(0,12 (0,380 | 05| 1,0 | 100,22 0,01 |0,3700,625 | 38,06
© O
&4 9
051010015 (0,350 |05 1,0 | 100,15 0,01 |{0,340(0,781 (31,61

y = 100e1:572

100 +
R?=0,9783

90 -
80 -
70 -+
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

% Aktivite

-0,1 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9

[4-Amino 3- nitro benzohidrazit] mM

Sekil 4.12. Karaturp POD enzimi aktivitesi i¢in 4-amino 3-nitro benzohidrazid
inhibitoriiniin 5 farkli konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 4.12. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 3-nitro benzohidrazid
inhibitoriiniin Kidegerlerinin tespitinde kullanilan deney prosediirti.

Kor Tipu Numune Tiipi
gl 2 = | S | E
S| EE gl FlEE| g E|E | %
£3%d ¢ |29 E|s2$ds/20 €| 5|32 &
CEITE T |EE| 3 |0EIEET|EE 3| a| SE| S
0210 10| - [08] 02 [10]10| - | 0780 0,020 0,848 | 0,33
0310 10| - |07 [ 03 [10]L0| - |0680]|0,020| 0508 | 0,22
Mo |04]10[ 10| - [06 | 04 [10[10] - 0580 [0020] 0438 | 0,16
0510 10| - |05 05 [10[10| - | 0480 0,020 0387 |0,13
06 10|10 | - [04 [ 06 |10[L0| - |0380 0,020 0373 | 0,09
0210 1,0 [ 0050750 02 [1,0]10]0,05] 0730 [0,020] 1,079 | 0,33
03|10 1,0 [ 0,050,650 0,3 | 1,010 [0,05] 0630 |0,020| 1,033 | 0,22
[ [ 04|10 10 | 005 [0550| 04 |10 [100,05] 0530 [0,020| 0925 | 0,16
05 [ 10| 10 | 0,050,450 05 |10 |10 0,05] 0430 [0,020| 0,409 | 0,13
0,6 10| 10 | 0,050,350 0,6 |10 |10 0050330 [0,020| 0,398 | 0,09
02 [10] 10 | 0,09][0,720] 02 | 10]10009] 0,690 [0,020] 1,82 |0,33
03|10 1,0 [009 0,610 03 [ 1,010 [0,09] 059 |0,020| 1,724 | 0,22
. [ 04| 10| 1,0 | 009 [0510 04 |10 [100,09] 049 (0,020 125 | 0,16
05 | 1,0 | 1,0 [ 0,09 [0410[ 05 [1,0]10[0,09] 0390 [0,020 08 | 013
0,6 [ 10| 10 | 0,09 [0,310] 06 |10 |10009] 0,290 0,020| 0,719 | 0,09
02 10| 10 | 0,15[0,650] 02 | 10]100,15] 0,630 0,020 3,029 | 0,33
03 10| 10 [0,15[0550] 03 | 10|10 05| 0530 [0,020| 2,272 | 0,22
[: [ 04 | 10| 1,0 | 015 0450 04 |10 [100,15] 0,430 [0,020| 2,083 | 0,16
05| 10| 1,0 (0,150,350 05 [ 1,010 0,15/ 0330 |0,020| 1,754 | 0,13
0,6 | 1,0 | 1,0 [0,15[0,250| 0,6 | 1,010 [0,15] 0,230 |0,020| 0,877 | 0,09
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<

©

i

c + [10]= KONTROL

°

£

2 m [11]= 0,260 mM

2

—
A [12]= 0,468 mM
e [13]=0,781 mM

-0,1 0,4
1/[Guaiakol] mM!

Sekil 4.13. Karaturp POD enzimi iizerine 4-amino 3-nitro benzohidrazidin inhibisyon
tipini gosteren ve Ki degerinin belirlendigi 1/V-1/S grafigi.

Cizelge 4.13. Karaturp POD enziminin 4-amino 3-nitro benzohidrazid inhibitori ile
yapilan kinetik ¢alismanin sonuglari

o ICso Ortalama Kj = SD Inhibisyon
_NH .
N ? |Karaturp | (MM) (mM) tipi
HaN POD Yarigsmasiz
NO, 0,440 0,356 £ 0,116

Cizelge 4.14. Karaturp peroksidaz enzimi iizerine ligand molekiillerin toplu kinetik
sonuglari

ICso Ortalama Ki = SD Inhibisyon
Inhibitor (mM) (mM) tipi

Br O

_NH,»
N
/©)J\H 0,373 0,547 + 0,081 Yarismali
HoN
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Cizelge 4.3. (devam)

NO, O
_NH,

N 0961 | 1,04+0,0649
H,N Yarigmasiz

_NH,
Yarismasiz

Iz

HN 0,115 0,127 +£ 0,006

O

O,N - NH2
H 0,440 0,356 £ 0,116 Yarigsmasiz
HoN

45. Karaturp POD Enzimlerinin 4-Amino benzohidrazid Tiirevleri ile

Saflasgtirilmasi Sonuglar:

Karaturp POD enzimleri {izerine 4-amino 2-bromo benzohidrazid ,4-amino 3-bromo
benzohidrazid , 4-amino 2-nitro benzohidrazid ,4-amino 3- nitro benzohidrazid
molekiillerinin inhibisyon etkileri incelendikten sonra bu molekiillerin ligand olarak
kullanildig1 Sepharose 4B-L-Tirozin-4-amino 3-bromo benzohidrazid, Sepharose 4-B-
L-Tirozin-4-amino 2-bromo benzohidrazid, Sepharose 4-B-L-Tirozin-4-amino 2-nitro
benzohidrazid, Sepharose 4B-L-Tirozin-4-amino 3-nitro benzohidrazid kolonlarmin
sentezi yapildi. Tiim kolonlardan saflagtirilan Karaturp enziminin saflastirma sonuglari

Cizelge 4.19°da gosterildi.
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Cizelge 4.15. Afinite kolonlarindan elde edilen Karaturp enzimi i¢in hazirlanan
saflagtirma tablosu

E 8 |
~~ v’ — —np
KARATURP 2 =2 |2 | 2E| & £
£ 282 4| < a E| 22 z 5
SE|SE|lSE| | =S| EE|BE| £3
58| 23| 2| 83| 82| <3| 55| 5 &
PT| <U sE|PW LS| sWU|ZS| S
4-Amino 2-|Homojenat 6 102,2 | 1,45 | 6132 | 87 70,5 100 1
Bromo
Sepharose
Benzohidrazid . 6 29,1 | 0,0016 | 174,8 | 0,0096 | 18187,5| 28,5 | 258
4B Afinite
4-Amino 2-|Homojenat 6 85,4 145 | 5124 | 87 58,8 100 1
Nitro
Sepharose
benzohidrazid . 3 57,7 | 0,0016 | 173,2 | 0,0048 | 36062,5| 33,8 | 613,3
4B Afinite
4-Amino 3- |Homojenat 5 108 1,45 540 7,25 74,5 100 1
Bromo
y ' Sepharose
benzohidrazid o 3 56,5 | 0,0011 | 169,5 | 0,0033 |50454,6| 31,4 | 677
4B Afinite

4-Amino 3- |Homojenat 6 85,4 1,45 | 512,4 8,7 58,8 100 1
Nitro
Benzohidrazid

Sepharose
4B Afinite

15 25,8 | 0,0012 | 38,7 |0,0018| 21500 | 7,5 | 365,6

4.6. SDS-PAGE Sonuglar:

Sentezledigimiz molekilleri kullanarak hazirladigimiz Sepharose 4-B-L-Tirozin afinite
jellerinden saflastirdigimiz karaturp POD enzimlerinin safligin1 ve molekiil agirliklarim
belirlemek i¢cin SDS-PAGE yapildi. Jellerin boyanmasinda giimiis boyama metodu daha
hassas oldugu i¢in tercih edildi. Saflagtirilan enzimlerin SDS-PAGE fotograflar1 Sekil
4.14°de gosterildi.
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Sekil 4.14. (1) 4-Amino 3-bromo benzohidrazid ve (2) 4-Amino 3-nitro benzohidrazid
afinite kolonlarindan saflastirilan karaturp enziminin SDS-PAGE fotografi

4.6.1. 4-Amino 3-bromo benzohidrazid molekiiliiyle hazirlanan afinite kolonunun

karaturp POD enzimi tutma kapasitesinin belirlenmesi

4-Amino 3-bromo benzohidrazid molekiilini ligand olarak kullanilarak hazirlanan
afinite jelinin karaturp POD enzimlerini tutma kapasitesi degisik pH, sicaklik, ve iyonik
siddetlerde incelendi. Deney prosediirii boliim 3.5’te anlatildig: sekilde uygulandi.

4.6.1.a. Kolon kapasitesine sicaklik etkisi ve sonuclari

Karaturp POD enzimleri i¢in farkli sicakliklarda (5, 10, 15, 20, 25, 30°C pH 6,8 sabit)
kolon tutma kapasiteleri belirlendi. Sonuglar pg protein/g jel olarak Sekil 4.15°de

verildi.
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Kapasite (g protein/gjel)

5 10 15 20 25 30 35
Sicaklik °C

Sekil 4.15. 4-Amino 3-bromo benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi igin
sicaklik-kapasite grafigi

4.6.1.b. Kolon kapasitesine pH etkisi ve sonuclar:

Karaturp POD enzimleri i¢in pH’st 4 ile 9 arasinda degisen tamponlar kullanilarak

afinite jelinin tutma kapasitesi pg protein/g jel olarak belirlendi ve sonuglar Sekil
4.16°da verildi.

[ e e S Y
o N B [e)}
1 1 1 J

Kapasite (ug protein/gjel)

o N B O
I

Sekil 4.16. 4-Amino 3-bromo benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi i¢in
pH-kapasite grafigi
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4.6.1.c. Kolon kapasitesine iyonik siddet etkisi ve sonuclari

Karaturp POD enzimlerinin kolona baglanmasi i¢in optimum sartlarda (pH, sicaklik
sbt.) iyonik siddet 0,2-0,5 M aras1 tuz konsantrasyonlarinda deneyler ger¢eklestirildi,
sonuglar pg protein/g jel basina grafik Sekil 4.17°de verildi.

14 -

12 -

10 -

Kapasite (ug protein/gjel)
(o)}

0 T T T 1
01 0,2 0,3 0,4 0,5
iyonik Siddet

Sekil 4.17. 4-Amino 3-bromo benzohidrazid afinite jelinin karaturp POD enzimi igin
iyonik siddet-kapasite grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Peroksidazlar degisik aromatik bilesikleri substrat olarak kullanirlar metabolizma
sirasinda ortaya ¢ikan H202’yi etkisiz hale getirirler. (Robert et al. 1993). POD
enzimleri bitki, ayvan, mantar ve bakterilerde bulunan prostetik grup olarak hem grubu

ihtiva eden bir tiir glikoproteindir. (Rompel et al. 2007).

Bitkisel POD olan enzimler; enzim yapilarmin kiiciik bir kismini olustururlar (Fry
1986). POD enziminin; bitkilerde savunma mekanizmalar1 (Bartonek-Roxa et al. 1991),
hormonal faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993), sebze ve meyvelerin indoleasetik
asit miktarinin ayarlanmasi (Agostini et al. 1997) ve lignin biyosentezi (Duarte et al.
2000) gibi durumlarda rol aldig1 bilinmektedir.

Organizmalarda genis bir alana sahip olan peroksidaz c¢esitli kaynaklardan izole
edilmektedir. Ornegin bitkilerde ki peroksidaz enzimleri karaturp, salgam, bayirturpu
kokii, domates tohumlar1 vb hiicrelerinden saflastirilmistir (Miranda et al. 2002). Ticari
Ooneminin yiiksek olmasi ve uygula alanmin genisligi nedeniyle bitki peroksidaz

enzimleri i¢in saflastirma ¢aligmalar1 zamanla daha da 6nemli bir hal almistir.

Afinite Kromatografisi teknigi ile enzimler yiliksek saflikta ve tek basamakta
saflastirilmaktadir. Afinite kromatografisi bir g¢esit adsorbsiyon kromatografisi olup
istenen molekiil, matriks adi verilen bir kolon maddesine kovalent olarak baglanan

liganda spesifik ve tersinir bir sekilde tutunur ve se¢imli bir bigimde liganttan ayrilir.

Hidrazidler, POD inhibitorleri olarak bilinirler. Cesitli hidrazin ve hidrazin tiirevleri,
mebanazine, iproniazid (sakinlestirici), izokarboksazid, hidralazin (tansiyon disiiriicii),
fenelzin (monoamin oksidaz inhibitérleri) ve PHZ (fenilhidrazin; polisitemi kontrolii),
izoniazid [INH (izonikotinik hidrazit) tiiberkiiloz antibiyotik] terapotik olarak
kullanilmistir. Fakat bu bilesiklerin ¢cogunlugu uzun siireli kullanimda hemolis, baz ¢ifti

mutasyonlart ve karaciger hasar1 gibi yan etkilere sebep oldugundan ila¢ olarak



60

kullanilmamaktadir. Hidrazinler metabolik olarak aktive edilir. Enzimatik reaksiyondan
sonra, aktive edilen inhibitorler ayni1 enzime ya da farkli bir biyomolekiile ; ya yeniden
baglanir ya da aktif bolgeden serbest birakilir. Bu durum inaktivasyona yol agcar.
Ozgiilliik hem aktif inhibitdriin reaktivitesine hem de baglanma afinitesine gore degisir.
HRP C, PHZ tarafindan etkili bir sekilde inaktive edilir fakat PHZ siiperoksit {iretimi
icin pH 7,0'da oto-oksidasyona maruz kaldigindan, terapotik bir madde olarak uygun
degildir. Bunun aksine, INH’1n oto-oksidasyonu pH 7,0'da daha diisiik bir hizda
gerceklesir. Hidrazinlerin  enzimleri ile ilgili ¢alismalarda miyoloperoksidazi
doniislimsiiz inhibe ettikleri bulunmustur. Peroksidazlara inhibitdr olma potansiyelleri
tizerine birgok calisma yapilmistir (Kalin et al. 2014). Calismalarin sonuglarinda
goriildiigli tizere Donlistimlii inhibitdr olma potansiyelleri tizerine POD enzimlerinin

saflagtirilmasinda kullanilma potansiyelleri vardir.

Literatirde POD saflastirma caligmalar1 ile ilgili bir ¢ok yoOntem gosterilmistir.
Saflastirmanin basarili olabilmesi i¢in ilk olarak matrikse kovalent baglanabilecek bir
ligant olmasi gerekir ve bu ligant da numuneye spesifik baglanmalidir. Safsizliklar
uzaklastirildiktan sonra , bagli olan numunenin aktif bir sekilde se¢imli desorpsiyonu
icin kullanilabilir bir metod bulunmasi gerekmektedir. Bu metodlarda pek ¢ok ¢alisma
yapilmigtir. Lahanadan (McLellan and Robinson 1987), Leucaena leucocephala agaci
meyvesinden, papayadan (Pandey and Dwivedi 2011; Pandey et al. 2012),
karalahanadan (Giilgin and Yildirim 2005), kirmiz1 pancardan (Rudrappa et al. 2007),
brokoliden (Tipawan and Barrett 2005; Koksal and Giilgin 2008) yapilan ¢alismalar

ornek verilebilir.

POD enzimleri literatiirde; karalahanadan POD enzimini {i¢ kromatografik adimda
43805 (EU/mg) 33,5 kat %33 verimle (Giilgin and Yildirrm 2005), at turpundan POD
enzimi iki kromatografik adimda 772,25 (EU/mg) ve 291 kat %71,3 verimle (Lavery et
al. 2010), vanilya c¢ekirdeginden POD enzimi iki kromatografik adimda 1563,5
(EU/mg) 21 kat %19 verimle saflastiriimistir (Marquez et al. 2008).
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Afinite kromatografisinde PABH ligant olarak kullanildiginda peroksidaz enzimi
kirmizi lahanadan 120 kat %2,9 verimle (Somtiirk et al. 2014), salgamdan ise %9
verimle 269,13 kat (Kaln et al. 2014), karaturptan 9%210,6 verimle 40,3 Kkat
saflagtirilmistir. Bu c¢alismalarda bitkilerin 6zellikle niikleus, c¢icek ve saplarinda,
yapraklarinda, gdvdelerinde, hiicre duvari, hiicre membranlarinda ve ribozomda
bulunan peroksidaz enziminin afinite kromatografisi ile saflastirilmasindan elde
edilmistir. Peroksidaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan diger yontemler hem
maliyet olarak daha maliyetli hem de zaman agisindan daha uzun zaman almaktadir
(Ozdemir et al. 2001).

Afinite kromatografisini 6zel kilan durum ¢ok basamakli saflastirma iglemleri sirasinda
enzim aktivitesinde ki kayiplari ortadan kaldirmasi ve daha yiiksek verimle izole
etmesidir. Bu tez ¢alismasinda ki amag ise saflastirma calismalarini gelistirmek ve
verime katki saglamaktir. Bununla birlikte daha dnce ¢alisilan 4-Amino benzohidrazidin
ligand olarak kullanildigr karaturp ve salgam bitkilerinden peroksidaz enziminin
saflagtirilmasi galismasi esas alinarak (Kalin et al. 2014), karaturp (Raphanus sativus
L.) bitkisinden POD enziminin saflastirilmasi i¢in afinite jeli hazirlandi. Ligand olarak
4-aminobenzohidrazid’in  bagli oldugu afinite kolonundan saflastirilan POD
enzimlerinin protein tayini, kinetik 6zellikleri, SDS-PAGE metoduyla molekiil kiitlesi

ve kullanilan ligandin kinetik 6zellikleri belirlendi.

Karaturp POD enziminin, 4-Amino benzohidrazid ve tiirevi molekiiller, ligand olarak
afinite kromatografisinde kullanarak, yiiksek verimde ve saflikta elde edilmesi hedefiyle
tiirevler ticari olarak temin edilemedigi i¢in molekiillerin metil benzoat tiirevleri satin
alinarak tarafimizca hidrazin sentezleri yapildi. Sentezi yapilan 4-amino benzohidrazid
tiirevlerinin ilk olarak inhibisyon kinetikleri incelendi. Doniisiimlii inhibisyon gosteren
molekiillerinden afinite jellerinin sentezleri yapildi. Saflagtirma tablolar1 hazirlanarak
elde edilen sonuglar {izerine tartisildi. Calismamizin biitiin basamaklarinda kantitatif
protein tayinleri Bradford metodu kullanilarak yapildi. Hemolizattaki protein miktarlari
ve saflastirilan enzim ¢6zeltisi bu yontemle belirlendi. Bu yontem Proteine coomassie

brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir. Elde edilen kompleks 595 nm’de
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maksimum absorbans gostermektedir. Proteine boya baglanmasi reaksiyonu ¢ok hizli
gerceklesmektedir. . Protein—boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir ve yontemin
hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976). Sisecioglu ve arkadaslariin
uyguladigr (2010) prosediire gore POD enziminin aktivite dlgiimii spektrofotometrik
olarak belirlendi. L-tirozin uzanti kolu, CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ise
matriks olarak kullanildi. Sepharose-4B-L-tirozin jelleri her bir inhibitérden 90 pmol
madde alinarak hazirlandi. Homojenatlar hazirlanan kolonlara uygulandi, Aa7o yiiksek

olan eluatlar birlestirilerek protein tayini yapildi.

Saflastirilan bu enzim iizerine 4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo
benzohidrazid, 4-amino 3-nitro benzohidrazid ve 4-amino 2-niro benzohidrazid
molekiillerinin inhibisyon kinetikleri detayli olarak incelendi. Bu ¢alismalarda kiivetteki
inhibitér konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2, 4.5, 4.8 ve 4.11 de gosterildi. Guaiakol
substratina bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek i¢in doygun olmayan guaiakol
reaksiyon ortamina farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilave edilerek aktivite degerleri
hesaplandi. Hesaplanan bu degerlerle ¢izilen %Aktivite-Konsantrasyon grafiklerinde
I1Cs0 degerleri bulundu. Karaturp peroksidaz enzimi i¢in bu grafikler Sekil 4.6, 4.8, 4.10,
ve 4.12°de gosterildi.

Karaturp peroksidaz enzimi i¢in sirasiyla ICso degerleri; 4-amino 2-bromo
benzohidrazid i¢in; 373,5 mM, 4-amino 3-bromo benzohidrazid i¢in; 115,5 mM, 4-
amino 2-nitro benzohidrazid i¢in; 0,961 mM ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid igin;
0,440 mM olarak hesaplandi. Biitlin molekiillerin ICso degerlerinin sonuglari

degerlendirildiginde peroksidaz enzimi inhibitorii olabilecegi ortaya ¢ikti.

Inhibisyon tiplerini belirlemek icin Ki degerleri hesaplandi. Karaturp peroksidaz enzimi
icin 5 farkli guaiakol substrat konsantrasyonunda, 3 farkli sabit inhibitor
konsantrasyonunda aktivite 6lglimii yapildi ve inhibitér konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3,
4.6, 4.9 ve, 4.12’de gosterildi. 4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo

benzohidrazid, 4-amino 2-nitro benzohidrazid ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid igin
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Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi, Ki degerleri ve inhibisyon g¢esitleri bulundu

(Lineweaver et al. 1934).

Karaturp peroksidaz enzimi iizerine denenen inhibitdrlerin Ki grafikleri Sekil 4.7, 4.9,
4.11 ve 4.13’de gosterildi. Karaturp peroksidaz enzimi Ki degerleri sirasiyla 4-amino 2-
bromo benzohidrazid i¢in 373,5 mM, 4-amino 3-bromo benzohidrazid i¢in 127,5 mM,
4-amino 2-nitro benzohidrazid i¢in 1,04 mM ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid igin
0,356 mM olarak hesaplandi. Boylelikle saflastirmada ligand olarak kullanilacak olan
molekiillerin inhibisyon tipleri ve ayrintili kinetik parametreleri ilk defa tespit edilmis
oldu. 4-amino benzohidrazid tiirevi molekiillerinin karaturp peroksidaz enzimi i¢in yeni
inhibitorleri tespit edildi ve inhibisyon etkisi gosteren bu molekiillerin her biri i¢in ayri

ayr1 afinite jelleri sentezlendi.

L-tirozin ise uzanti kolu olarak ve CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B ise matriks
olarak kullanildi. Her bir inhibitérden 90 pumol madde alinarak Sepharose-4B-L-
Tirozin-4-amino 2-bromo benzohidrazid, 4-amino 3-bromo benzohidrazid, 4-amino 2-
nitro benzohidrazid ve 4-amino 3-nitro benzohidrazid jelleri hazirlandi. Homojenatlar
hazirlanan kolonlara uygulandi, As70 yiiksek olan eluatlar birlestirildi. Protein tayini

yapild.

Karaturp peroksidaz enzimi saflastirma tablolar1 Cizelge 4.1 ve 4.15°de gosterildi.
Karaturp peroksidaz enzimini saflastirmak i¢in 4-amino benzohidrazid molekiilii ligand
olarak kullanildiginda sirasiyla %2,9 verimle 35,9 kat, 4-amino 2-bromo benzohidrazid
ile %28,5 verimle 258 kat, 4-amino 3-bromo benzohidrazid ile %31,4 verimle 677 kat,
4-amino 2-nitro benzohidrazid ile %33,8 verimle 613,3 kat ve 4-amino 3-nitro

benzohidrazid ile %7,5 verimle 365,6 kat saflastirma yapildi.

4-amino 3-bromo benzohidrazid molekiilii ile yapilan saflastirma g¢alismalarinda
karaturp peroksidaz enziminde %31,4 verime ve 677 kat saflastirma katsayisina

ulagilmigtir. Afinite teknigi kullanilarak karaturp peroksidaz enziminin saflagtirmada 4-
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amino 3-bromo benzohidrazid molekiiliiniin ligand olarak kullanilabileceginin olduk¢a

mithim oldugu belirlendi. Bu ¢alisma ilk defa tarafimizca gerceklestirildi.

Karaturp peroksidaz enzimlerini kolon tutma kapasitesi bulunurken pH, sicaklik ve
iyonik siddet parametreleri incelendi. Protein/gram-jel cinsinden karaturp peroksidaz
enzimlerini tutma kapasitesi belirlendi. Kapasite belirleme islemlerinde en yiiksek
saflagtirma katsayis1 ve verime ulasilan kolon olan 4-amino 3-bromo benzohidrazid
jelinden 1 mL almarak dengeleme tamponuyla dengelenmis 1x10 cm’lik bir kolona
alindi. Daha 6nceden afinite ile elde edilen karaturp peroksidaz enzimleri ile doyuruldu.
Enzimin fazlas1 yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra, baglanmis olan peroksidaz
enzimleri uygun eliisyon tamponuyla eliie edilerek protein miktar1 bulundu. Jel
kurutulup tartilarak mg protein/gram-jel cinsinden peroksidaz enzimlerini tutma
kapasitesi belirlendi (Arslan et al. 1996). Karaturp POD enzimi igin 15 °C, pH 7,5 ve
0,3 M iyonik siddette kolon tutma kapasitesi 1353,3 ng/g jel olarak tespit edildi.

Karaturp POD enzimlerinin saflastirilmasinda 4-amino 3-bromo benzohidrazid ile
hazirlanan kolondan sicakligin kolon kapasitesine etkisini belirlemek amaci ile pH
6,8’de 5, 10, 15, 20, 25 ve 30°C farkl sicakliklarda tutma kapasitesi belirlenerek (ug
protein/g jel basina) grafik edildi. Sekil 4.15 de goriildiigii gibi 15°C’de karaturp

peroksidaz enziminin jele baglanma kapasitesi maksimum 1280 pg/g jeldir.

Karaturp POD enzimleri i¢in 4-amino 3-bromo benzohidrazid afinite jeline pH’nin
baglanmasin1 belirlemek icin farkli pH’larda (pH 5,5 ile 9 arasinda) tamponlar
kullanild1 ve en iyi pH i¢in sonuglar (ug protein/gram-jel basina) Sekil 4.16’da grafik
edildi. Buradan 4-amino 3-bromo benzohidrazid afinite jeli i¢in karaturp POD

enziminin pH=7,5’da maksimum baglandig1 1500 ng/g jel olarak belirlenmistir.

4-Amino 3-bromo benzohidrazid afinite jeline Karaturp peroksidaz enzimlerinin
baglanma kapasitesine iyonik siddetin etkisini belirlemek i¢in enzimin en uygun
baglanma sicakliginda ve optimum pH denemeler yapildi. Bu iyonik siddet 0,2 M ile
0,5 M arasinda degistirilerek, sonuglar grafikle gosterildi. Sekil 4.17°de goriildiigi gibi
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0,30 M iyonik siddet konsantrasyonunda karaturp peroksidaz enziminin 1280 ng/g jel

basina baglanmanin maksimum oldugu bulundu.

Saflagtirilan karaturp peroksidaz enzimlerinin molekiil agirhiklarimi ve safligini
belirlemek i¢cin SDS-PAGE yapildi. Sekil 4.14’de karaturp peroksidaz enzimi i¢in SDS-
PAGE fotografi gosterildi. Molekiil agirligi 47 kDa olarak hesaplandi.

Sonuc¢ Olarak;

4-Amino metil benzoat tirevleri tedarik edilerek; 4-Amino 3-bromo-metil
benzohidrazid, 4-Amino 2-bromo benzohidrazid, 4-Amino 3-nitro benzohidrazid ve 4-
amino 2-nitro benzohidrazid molekiillerinin sentezi yapildi. Karaturp peroksidaz enzimi
tizerine inhibisyon etkileri incelendi. Calisilan 4 molekiiliin enzimin doniistimlii, yeni ve
etkili inhibitér oldugu tespit edildi. Afinite kolonunda ligand olarak kullanilma

potansiyelleri ortaya konuldu.

Bu molekiiller kullanilarak afinite jelleri hazirlandi. Karaturp peroksidaz enzimleri tek
basamakta saflastirildi. Karaturp peroksidaz enzimlerinin saflastirillmasinda; 4-Amino
3-bromo benzohidrazid molekiiliiniin ¢alistigimiz molekiiller i¢inde en etkili ligand
oldugu belirlendi. Bu c¢alismada ligand olarak kullandigimiz 4-Amino 3-bromo
benzohidrazid molekiiliinii kullandigimizda saflastirma katsayilarinin, literatiirde
bulunan c¢alismalardan ¢ok daha yiiksek oldugu, tek kademede ve kisa siirede
saflagtirma isleminin gergeklestirilmesinden dolay1 da ticari kullanim potansiyelinin

bulundugu belirlendi.
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