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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PAZI KOKU (Beta vulgaris L. var. cicla) PEROKSIDAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE SUBSTRAT SPESIFIKLiGININ
BELIRLENMESI

Betiil BOLDAZ
Damsman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Amag: Bu calismada, 4-Amino-3-floro benzohidrazid molekiilii ligand olarak kullanilarak,
paz1 bitkisinden peroksidaz enziminin tek kademede saflastirilmasi, saflastirilan enzimle
kinetik ¢aligsmalar yapilmasi ve ¢esitli substratlara olan ilgisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yontem: 4-Amino-3-floro benzoat molekiilii ticari olarak temin edildi ve bu molekiilden 4-
Amino-3-floro benzohidrazid sentezi yapildi. Sentezlen molekiil Sepharose-4B-L tirozine
kenetlendirildi ve paz1 peroksidaz enzimi tek basamakta saflastirildi. Saflastirilan POD enzimi
tizerine Km, Vmax, Ki, optimum pH, optimum sicaklik ve inhibisyon etkileri incelendi.

Bulgular: 4-Amino-3-floro benzohidrazid molekiilii ligand olarak kullanilarak sentezlenen
afinite jeli ile paz1 POD enzimi %8,83 verimle 50,3 kat saflastirildi. Saflagtirma sonucunda
elde edilen enzim i¢in sodyum dodesil stilfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
yapild1 ve yaklasik 37 kDa’da tek bant gozlendi. Saflastirilan enzim iizerine kinetik ¢alismalar
guaiakol substrati varliginda yapilarak kullanilan ligandin doniistimlii inhibisyon gosterdigi
belirlendi ve 1Cso degeri 577 uM ve K degeri 523,11+145,11 uM bulundu. Enzimin substrat
spesikligi calismalar1 kapsaminda 5 farkli substrat kullanilarak her bir substrat icin sirasiyla,
hidrojen peroksit i¢in Kym 0,05 mM, Vmax 5,91 EU/mL, ABTS igin Km 0,074 mM, Vmax 37,04
EU/mL, pirokatekol i¢in Km 1,295 mM, Vmax 58,82 EU/mL, 0-Dianisidin igin Km 1,724 mM,
Vmax 55,55 EU/mL, guaiakol i¢in Km 15,15 mM, Vmax 20,66 EU/mL degerleri hesaplandi.
Guaiakol substrat1 ile yapilan ¢alisma sonucunda optimum pH ve optimum sicaklik degerleri
sirastyla 5,5 ve 30 °C olarak bulundu.

Sonu¢: Yapilan c¢alismada pazi peroksidaz enzimi, sentezlenen 4-Amino-3-floro
benzohidrazid ligand: ile yiiksek verim ve saflikta elde edildi. Optimum pH 5,5 olarak
hesaplanan ve substrat spesifite caligmalarindan en iyi substratinin Lineweaver — Burk
grafikleri kullanilarak guaiakol oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Afinite kromatografisi, pazi, peroksidaz, 4-Amino 3-floro
benzohidrazid.

Ocak 2021, 52 sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

PURIFICATION, CHARACTERIZATiON AND DETERMINATION OF
SUBSTRATE SPECIFITY OF THE CHARD (Beta vulgaris L. var. cicla)
PEROXIDASE ENZYME

Betiil BOLDAZ
Supervisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Purpose: In this study, it was aimed to prepare affinity gel with synthesed 4-Amino-3-fluoro
benzohydrazide molecule for one-step purification of peroxidase enzyme from chard plant.
Then, kinetic studies and determination of substrate specificity of the purified peroxidase
were carried out.

Method: The 4-Amino-3-fluoro benzoate molecule was commercially available and
hydrazide was synthesized from this molecule. The synthesized molecule was bound to the
Sepharose-4B column as a ligand and by purifying the chard peroxidase enzyme, Km, Vmax,
Ki, optimum pH, optimum temperature and inhibition effects on the purifield POD enzyme
were investigated.

Findings: POD enzyme with 4-Amino-3-fluoro benzohydrazide ligand was bound to
Sepharose-4B-L-Tyrosine gel meterial and purified 50,3 times by affinity chromatography in
8,83 % yield. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) were
made and a single band a 37 kDa were observed fort he enzymes obtained in purification.
Kinetic studies on the purified enzyme were performed with the guaiacol substrate. It was
determined that the used ligand showed alternating inhibition and the ICso value was 0,577
mM and the K; value was 0,5231+0,1451 mM. For substrate specificity of the enzyme, try 5
different substrates, primary for one substrate, Km 0,05 mM for hydrogen peroxide, Vimax 5,91
EU/mL, Kwm 0,074 mM for ABTS, Vmax 37,04 EU/mL, Km 1,295 mM for pyrocatecol, Vmax
58,82 EU/mL, Km 1,724 mM for o-Dianicidine, Vmax 55,55 EU/mL, Kuv 15,15 mM for
guaiacol, Vmax 20,66 EU/mL were calculated. In the case of working with guaiacol substrate,
optimum pH and optimum temperatures were found between 5,5 and 30 °C.

Results: In the study carried out, chard peroxidase enzyme was obtained in high efficiency
and purity with the synthesized 4-Amino-3-fluoro benzohydrazide ligand. Using Lineweaver-
Burk plots, it was found that the best substrate from substrate specificity studies, which was
calculated as the optimum pH of 5,5 was guaiacol.

Keywords: Affinity chromatography, chard, peroxidase, 4-Amino-3-fluoro benzohydrazide.
January 2021, 52 pages
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KISALTMALAR DiZiNi

ABTS : 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)

BSA : S181r serum alblimin

DMSO : Dimetil siilfoksit

E.C : Enzim komisyonu

EU : Enzim {initesi

€ : Molar ekstinksiyon kat say1s1

1Cso : Enzimin aktivitesini yartya diisiiren inhibitor konsantrasyonu
kDa : Kilodalton

Ki : Enzim inhibitdr kompleksinin ayrigma sabiti

Kwm : Maksimum hizin yarisina neden olan substrat konsantrasyonu
NMR : Niikleer manyetik rezonans

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

PER : Amonyum persiilfat

POD : Peroksidaz

SDS : Sodyum dodesilsiilfat

TEMED - N,N,N’,N'-Tetrametiletilendiamin

TLC : Ince tabaka kromatografisi

Tris > Trihidroksimetil aminometan

uv : Ultraviyole

Vmax : Enzim aktif bolgesinin tamaminin substratla doldugu andaki hiz
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GIRIS

Canlilarda meydana gelen tiim yapim ve yikim olaylarina metabolizma adi verilir.
Tepkimeye giren molekiiller aktivasyon enerjisi engelini asinca kimyasal tepkimeler baglar ve
devam eder. Aktivasyon enerjisi, belli bir sicaklikta 1 mol reaktanin aktif duruma ge¢mesi

icin gerekli olan en diisiik enerji miktaridir (Keha ve Kiifrevioglu 2010).

Aktivasyon enerjisi engelinin asilmasi amaciyla katalizorler kullanilir. Biyolojik
katalizorlerin kullanilmasinin nedeni, hiicrede enerji engelinin asilarak kimyasal tepkimenin
gerceklestirilebilmesidir (Keha ve Kiifrevioglu). Enzimlerin aktiflikleri; primer, sekonder,
tersiyer ve kuaterner yapilarint korumalart agisindan oldukg¢a onemlidir (Lehninger 1982;
Keha ve Kiivrevioglu 2009). Hiicre igerisinde olusan reaksiyonlar kendiliginden meydana
gelmez ve enzimsiz gergeklesmesi neredeyse imkansizdir. Bu yilizden enzimleri sadece bir
katalizor olarak tanimlamak yetersiz bir tanimlama olacaktir. Bu molekiiller, bir hiicreyi
digerlerinden ayiran Ozellikleri DNA araciligiyla aktaran en onemli araglardir (Keha ve

Kiifrevioglu).

Enzim kullanilarak doniisiime ugratilan ve aktif merkeze baglanan molekiil, substrat
olarak isimlendirilir. Her substrat veya substrat grubunun anahtar-kilit modelinde spesifik bir
enzimi vardir. Enzimler substratlarina oranla daha biiyiik, reaksiyonun gergeklestigi yer ise

daha kii¢iiktiir (Ttiziin 2005).

Aktif merkez, polipeptit zincirlerinin belirli bir bolgesinde 6zel katlanmalar sonucunda

olusur ve katalitik aktiviteden sorumludur (Karlson and Telefoncu 1998).

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarini etkileyen parametreler asagida belirtilmistir (Daniel
et al. 2010);

- Sicaklik
- pH
- Enzim konsantrasyonu
- Zaman
- Substrat konsantrasyonu
- Inhibitor
Sicaklik: Reaksiyon hizina etki eden en onemli faktor sicakliktir (Carabasa-Giribet
and Ibarz-Ribas 2000; Yilmaz and Toledo 2005). Sicakligin artmasiyla enzimatik reaksiyonlar

hizlanir ve aktivite artar. Fakat belli bir siire sonra diismeye baglar.



pH: pH, amino asit zincirlerinin iyonlasma seviyelerini veya substratin
iyonizasyonunu degistirdigi i¢in enzim aktivitesinin ifadesinde belirleyici bir faktordiir.
Enzimlerin aktiviteleri ortamdaki hidrojen iyonu sayisiyla dogru orantili olarak degisir ve
enzimler en yiiksek aktiviteyi optimum pH’da gosterirler. Enzimatik ¢alismalarda optimum

pH’da ¢alisabilmek amaciyla tamponlar kullanilir.

Enzim konsantrasyonu: Enzimin substrata doygun oldugu durumlarda, reaksiyona
giren molekiillerin konsantrasyonu arttikca reaksiyon hizi da dogrusal olarak artar (Al-
Senaidy and Ismael 2011).

Zaman: Reaksiyonu engelleyen maddelerin birikmesi, enzimin zamana bagl olarak
aktivitesini kaybetmesi ve substratin tilkenmesi gibi nedenlerden dolay1 reaksiyon hizi

zamanla giderek azalir (Keha ve Kiivrevioglu 2009).

Substrat  konsantrasyonu: Enzimatik tepkimelerin  hizi, sabit enzim
konsantrasyonunda substrat miktar1 ile es zamanli olarak artar. Doygunluga eristiginde
reaksiyon hizi sabitlenir. Bunun nedeni ortamda bulunan enzimlerin tiimiiniin substratlarla

reaksiyona girmis olmasidir. Bu durumda enzim, maksimum hiza ulasmis demektir.

Aragtirmacilar, 1902 yilinda Enzim-Substrat ile Enzim-Substrat kompleksi arasinda
bir iliski oldugu fikrini ortaya atmislardir. Daha sonra bu fikri Michalies-Menten gelistirerek

giinimiizde kendi isimleriyle anilan sabit ve esitlige ulasmislardir (Colowick and Kaplan
1987).
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Vmax/2 —
Km Substrat konsantrasyonu

Sekil 1. Michaelis-Menten grafigi.



Grafigi dogrusal olan baska denklemler kullanilarak bir enzime ait Vmax Ve Km
ifadelerini deneysel olarak incelemeyi kolaylagtirmak amaglanmistir. Bu denklemlerden en
sik kullanilan1 Lineweaver-Burk denklemidir ve bu denklem Michaelis-Menten denkleminin

ters ¢evirilip ¢arpanlarina ayrilmasiyla olusturulmustur (Lineweaver and Burk 1934).

L_Km o 1
V  Vmax’ Vmax
IAY
Egim: K, ./V .«
1/V ax
—
UKy 18]

Sekil 2. Lineweaver-Burk grafigi.

Enzim aktivitesinin etkilendigi faktorler; substrat konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, pH, iyonik siddet, inhibitér ve aktivatorlerin konsantrasyonlari olarak
belirlenmistir. Enzimlerin ¢alisabilmesi i¢in optimum pH ve substrat konsantrasyonlarinin
doygunlugun iizerine ¢ikmasi gerekmektedir. Boylece sifirinci dereceden bir reaksiyon
olusmus olur. Kofaktér bulunduran enzim, metal iyonlar1 veya koenzim derisimleri
doygunlugun c¢ok {istiinde alinir ve enzim konsantrasyonu hizini1 sinirlayan tek faktordiir.
Boylece hiz, enzim miktariyla dogru orantiya sahiptir. Bu nedenle diisiik substrat
konsantrasyonlarindan elde edilen degerler daha az giivenilirdir (Lehninger 1982). Enzim
aktivitesi ‘Enzim Unitesi’ ile ifade edilmektedir. 25°C’de ve optimum sartlarda 1 pmol
subsrat1 1 dakikada iiriine doniistiiren enzim miktarma ‘Enzim Unitesi’ denir. Neredeyse tiim
enzimler i¢in “Michaelis-Menten” denklemi enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde
kullanilan temel bir ifadedir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin bazi bilesikler tarafindan hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkinliklerinin
zayiflatilmast ve bunun yaninda ortadan kaldirilmasi durumuna inhibisyon, bu duruma

sebebiyet veren bilesikler ise inhibitor olarak adlandirilir. Inhibitérler, metabolik yolaklarmn



aydinlatilmasinda biyokimyacilar i¢in olduk¢a Onemlidir (Lehninger 2005; Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Enzim Inhibisyonu

Enzimatik bir reaksiyon hizinin inhibitor olarak tanimlanan bazi maddeler tarafindan
azaltilmas1 veya tamamen durdurulmasi olarak tanimlanmaktadir. Enzim inhibisyonu,
dontsimli (Reversibl) ve doniisiimsiiz (Irreversibl) olmak tiizere iki alt baslhikta incelenir
(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Déniisiimlii inhibisyon

Enzim-inhibitér etkilesmesi bir denge reaksiyonu olusturur. inhibitér enzim veya
enzim-substrat kompleksiyle kovalent olmayan sekilde baglanir (Lehninger et al. 2005). Bu
tip inhibisyonlarda enzim-inhibitor iliskisi, inhibitére nazaran enzim konsantrasyonunun veya
substrat konsantrasyonunun artirilmasi ile tersine ¢evrilebilmektedir. Bu inhibisyon ¢esidi 3

baslik altinda toplanir:

I.  Yarismali (Kompetitif) inhibisyon
Il. Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyon

I1l. Yar1 yarigmali (Unkompetitif) inhibisyon

|. Yarismali (Kompetitif) inhibisyon:

Yapisal olarak substrata benzeyen inhibitér, enzimin etkin bolgesi i¢in substratla yaris
halindedir. Inhibisyon etkisinin ortadan kaldirilmas: amaciyla substrat konsantrasyonu
artirllmaktadir. Sekil 3’°te gosterildigi gibi enzimin Kwm degerinde artis gozlenirken Vmax degeri

degismez (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

k; kj
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Sekil 3. Yarismali (Kompetitif) inhibisyonun sematik gdsterimi.
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11. Yarigmasiz (Nonkompetitif) inhibisyon:

Substrat ile inhibitdr yarigmali inhibisyonda oldugu gibi enzimin aktif bolgesi i¢in
yaris halinde degildirler. Bunun nedeni substrat ile inhibitoriin, enzimin farkli bolgelerine
baglanmasi ve EI, ESI kompleksinin olugsmasidir. Sekil 4’te gosterildigi gibi enzimin Km

degeri degismezken Vmax degeri azalir (Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

EF+S =—> ES —» E+P
k
+ : +
I | |
K

ElI+S =<=——= ESI

Sekil 4. Yarismasiz (Nonkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi.
II1. Yart yarismali (Unkompetitif) inhibisyon:

Yar1 yarigmali inhibisyonda inhibitor sadece enzim-substrat (ES) kompkleksine
baglanir, serbest enzime baglanmaz ve bunun neticesinde ES konsantrasyonunda azalma
meydana gelir. Sekil 5’te gosterildigi lizere Km Ve Vmax ikisi birden azalma gosterir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

kl k3
E+S =— ES —>» E+P
K s
I
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Sekil 5. Yar1 yarigmali (Unkompetitif) inhibisyonun sema iizerinde gosterimi.



Déniisiimsiiz Inhibisyon

Inhibitdrler enzimle kolay ayrilamayan bir kompleks olusturur ve kovalent bag
kurarlar (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu durumda enzimin yeniden aktiflesmesi s6z konusu
degildir. Doniisiimsiiz inhibisyonda Km sabiti degismezken Vmax azalir (Segel 1975; Keha ve
Kiifrevioglu 2009).

E+S =—— ES —>» E+P
+ ks

|
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Sekil 6. Doniistimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi.
Enzimlerin Siiflandiriimasi

Katalize ettikleri tepkimelere gore siniflara ayrilan enzimlerden, ayni tepkimeleri
gosteren farkli enzimler izoenzim olarak isimlendirilir (Paulo and Giibitz 2003). Enzimler

gosterdikleri 6zelliklere gore 6 baslik altinda incelenir:

1- Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederler.

2- Transferazlar: Alict ve verici molekiiller arasinda amino, acil ve fosfat grubu gibi grup
transferi yapan enzimlerdir.

3- Hidrolazlar: Bir molekiilii iki ve daha fazla sayida molekiile ayirmak i¢in su varliginda
gerceklesen hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler.

4- Liyazlar: C-C, C-O, C-S, C-N baglarinin kirilmasini, hidrolizden ve yiikseltgenme harici
yollarla katalizlerler.

5- izomerazlar: Bir molekiil igerisindeki atomlarm yeniden diizenlenme reaksiyonlarini
katalizlerler.

6- Ligazlar: iki molekiiliin birbirlerine baglanma tepkimelerini katalizlerler (Tsai 2007).



Peroksidazlar

Oksidorediiktaz enzim smifina ait olan peroksidaz enzimleri (POD, E.C.1.11.1.7),
hidrojen peroksit (H202) varhiginda organik ve inorganik substratin oksidasyonunu
gerceklestiren enzimlerdir. Yapilarinda prostetik grup olarak hem grubu tasiyan peroksidazlar,
reaksiyonlarinin bitiminde hidrojen peroksit, su ve serbest radikale doniisiir. Asagida sekil ile

Ozetlenmistir;

POD

Bitki ve hayvanlarda ¢ok sayida bulunan peroksidazlar tiim bu organizmalarda bir¢ok
gorevi istlenirler. Peroksidazlar organik molekiillerin hiicre i¢i taginmasinda kullanilmaktadir
(Sakharov et al. 2001). Bitkilerde biiylimeyi ve gelismeyi, zararlilara karsi savunmayi ve
lignin iiretimini kontrol ederler. Hayvan dokularinda ise oksidatif hasarin engellenmesinde

biiyiik bir 6neme sahiptir (Kahraman 2003).

Peroksizdazlarin 1s1ya dayanikliklariin yiiksek olmasi ve kolay aktivite dlgtimlerinden
dolayr hem endiistride kullanim alanlar1 her gegen giin yayilmakta hem de enzimatik
caligmalarda model enzim olarak sikga tercih edilmektedir (Hiraga et al. 2001). Peroksidazlar
kagit ve tekstil endiistrisi gibi pek ¢ok kullanim alanina sahiptir ve 6zellikle fenolik

kirleticilerin etkisini ortadan kaldirarak ¢evre kirliliginin 6nlenmesi amaglanmaktadir (Kirk et
al. 2002).

Peroksidaz enzimi Kkitlerin %80’den fazlasinda marker olarak kullanilmaktadir.
Peroksidazlar organik ¢oziiciilerde fenollerin polimerizasyonunun katalizlenmesinde, sentetik
boyalarin renk gideriminde, oksijen tiirleri i¢in indikator ve fenollii re¢ine sentezleri i¢in ise

katalizor olarak tercih edilmektedir (Kahraman 2003).

Peroksidazlar bitkilerde, hayvanlarda, bakterilerde, mantarlarda bulunur ve iki st

familya i¢inde siniflandirilabilir. Bunlar;

- Mantar, bitki ve bakteri peroksidazlari,

- Hayvan peroksidazlaridir (Soda et al. 1991).



Tablo 1. Peroksidaz Enzimlerinin Siniflandirilmasi (Hiraga et al. 2001).

Siiper Aile Enzim Kaynak Molekiiler Kiitle
(kDa)
Eosinophill Hayvan 50-75
Peroksidaz
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Hayvan Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Peroksidazlari
Tiroid Peroksidaz Hayvan 90-110
Glutatyon Peroksidaz Hayvan, Bitki 6-2, 75-112
Prostaglantin Hayvan 115-140
endoperoksidaz Sentaz
Katalaz Katalaz Hayvan, Bitki 140-530
Mantar, Maya
Bitki Sitokrom c Peroksidaz  Maya, Bakteri 32-63
Peroksidazlari
(Sinif 1) Katalaz Peroksidaz Bakteri, Mantar 150-240
Bitki Askorbat Peroksidaz Bitki 30-58
Peroksidazlari
(Smuf II)
Manganaz Peroksidaz ~ Mantar 43-49
Bitki
Peroksidazlari Ligninaz Mantar 40-43
(Siaf IIT)
Peroksidaz Bitki 28-60

Bitki peroksidazlari, guaiakol, pirogalol ve katekol gibi ¢esitli fenolik bilesiklerin
peroksit kargisinda yiikseltgenmesini gergeklestirebilir (Onsa et al. 2004).

Biyolojik reaksiyonlarda hidrojen peroksitin oksitleyici 6zelliginden dolayr hizlica
ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bunu da hiicre igerisinde antioksidan 6zellige sahip

katalaz ve peroksidaz enzimleri gerceklestirir (Halliwell 1984).

Substrat olarak kullanilan guaiakoliin yiikseltgenme mekanizmasi, peroksidaz
varliginda yapilan ¢alismalar neticesinde agiga cikarilmis ve guaiakoliin 3,3-dimetoksi-4,4

bifenokinona yiikseltgendigi tespit edilmistir (Doerge et al. 1997).
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Sekil 7. Peroksidaz enziminin guaiakol substratini guaiakoliin renkli oksidasyon tiriinlerine
¢evirme mekanizmasi.

Guaiakol’iin substrat olarak kullanilmasi ilk kez 1809 yilinda baslanmistir. Fakat
peroksidaz teriminin kullanimi bundan yaklasik 100 yil sonra olmustur. Bu kullanim at

turpundan saflastirilan enzim i¢in yapilmistir (Van Huystee 1987).

Peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme mekanizmasi yapilan bu c¢aligmalar
neticesinde aydmlatilmigtir. Bu mekanizmada enzim, peroksitin bir ekivalenti ile reaksiyon
vererek bilesik I'1 olusturur. Bilesik I, Fe i¢eren bir porfirin katyon radikalidir. Bu reaksiyon
iki elektronlu bir yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonudur. Hidrojen peroksit (H202) suya
indirgenirken enzim ise yiikseltgenmektedir. Demir iizerine yerlesmesi bir oksitleme
ekivalenti ortadaki oksiferrili vererek gergeklesir. Daha sonra bilesik II organik substrati
yiikseltgeyerek I substrat radikalini olusturur. I, ikinci bir reaksiyona maruz kalir ve II
tiriinlinii verir. Bilesik II normal bir porfirin ligand icin diizenlenmis oksiferril bir merkez
igerir. Sonug olarak bilesik I diger substratla etkileserek indirgenir ve dogal haline geri doner

(Battistuzzi et al. 2012).
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Sekil 8. Guaiakol substrati varliginda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme dongiisii.
Bitki Peroksidazlar

Peroksidazlar, bitki familyas: i¢inde genis bir yayilim gdstermektedirler (Miranda et
al. 2003). Peroksidaz bitkilerden, paz1 yaprak ve kokleri, 1spanak yapraklari, lahana, brokoli
ve domates tohumlarindan saflastirilmaktadir. Peroksidazlar anyonik, nétral ve katyonik

olmak iizere ii¢ ana grupta siniflandirilirlar (Soda et al. 1991).

Peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar karmasiktir ve sekil 9’da gosterilen
formiil ile reaksiyonlar1 katalizlerler (Van Huystee 1987). Yapim-yikim asamasinda olusan

hidrojen peroksiti inaktif hale getirirler (Kampis et al. 1984; Robinson et al. 1987).

HO  OH SN
+ H,0, POD + 2H,0
Pirokatekol Sikloheksa-3,5-dien-1,2-dion

Sekil 9. Peroksidazlarin farkli fenolik substratlari kullanarak hidrojen peroksit giderme
mekanizmasi.

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla)

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) Chenopodiaceae familyasina ait otsu bir bitkidir,
Kirlarda kendiliginden yetisebildigi gibi sera ve sebze bahgelerinde de yetistirilebilmektedir.
Mart ayindan temmuz ayina kadar ekilebilmekte ve kis sonuna kadar hasati yapilabilmektedir.

Bakimi 1yi yapilirsa yilda 5 kez hasat almak miimkiindiir.
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Paz1 genis ve yesil yapraklara sahiptir, kokleri ise dallidir. Yetisebilmesi i¢in serin
topraklara ihtiya¢ duymaktadir. Yapraklarinin palmitik asit, stearik asit, oleik asit, siringik
asit, linoleik asit, glikolipitler, folik asit, B-karoten, askorbik asit, E vitamini, pektin,
polisakkaritler ve saponin igerdigi bildirilmistir. Ayrica pazi yapraklarinin anti-diyabetik

ozellik gosterdigi de rapor edilmistir (Bolkent vd 2000).

Sekil 10. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) bitkisinin koki.
Afinite Kromatografisi

Bu kromatografik yontemde protein molekiillerinin fiziksel veya kimyasal 6zellikleri
yerine biyolojik fonksiyonlari kullanilarak ayrim yapilmasi saglanmaktadir. Hedef proteinin,
¢oziinmeyen bir kolon dolgu maddesi lizerine immobilize edilen ve hedef proteini
tamamlayic1 baglanma uglar1 iceren ligandlar tarafindan spesifik ve geri doniisiimlii olarak

adsorbe edilmesi esasina dayanir.

Afinite kromatografisi hizli, kullanimi olduk¢a kolay ve yiiksek segicilige sahip bir
yontemdir. Tek basamakta yiiksek oranda enzimlerin saflagtirilmasini saglamasina ragmen
pahal1 bir yontem oldugundan biiyiik 6lgekli saflastirma islemleri igin tercih edilmemektedir
(Konak vd 2014).

Matrikse kovalent olarak baglanabilen bir ligand varliinda basarili ve verimli bir
ayrim yapilabilmektedir. Bu islem i¢in ayrica immobilize edilen ligandin numune igin spesifik
baglanma gostermesi ve safsizliklar giderildikten sonra bagli numunenin aktif bir sekilde
secimli desorpsiyonu i¢in kullanilabilir bir yontem bulunmasi gerekmektedir (Axen and

Ernback 1971).
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Afinite koromatografisinin genel prensibi Sekil 11°de gosterildigi gibidir:

0 D — I

Matriks  Ligand

- » — Iy - Safsizliklarl

- - — B »

Sekil 11. Afinite kromatografisinin genel prensibi.

*((1)’de ligand matrikse kovalent baglanir, (2)’de saflastirilacak numune kolona adsorbe olup,
safsizliklar akar ve (3)’de numune eliie edilir).

Matriks

Secilen kolon matriksi, kolonda bilesiklerin ayrilmasinda 6nemli bir yere sahiptir.
Ayirma islemlerinde kullanilan kimyasallara kars1 kararli, hidrofobik, sert, biliylik gézenekli

ve inert 0zelliklere sahip oldugundan siklikla tercih edilmektedir (Hage and Clarke 2004).

Afinite kromatografisinde matriks olarak; Bio-gel, Sephadex ve Sepharose gibi farkli
polimerler kullanilmaktadir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilani inci halinde dizilmis agaroz jel
olan Sepharose’dir. Bu matriksin tercih edilme nedeni, aktif molekiillerin immobilizasyonu
isleminde gereken tiim ozellikleri barindirdigindandir. Seker kalintilar1 iizerindeki hidroksil
gruplari, bir ligandin kovalent baglanmast icin kolayca tiirevlendirilebilir. Bunlardan

Sepharose-4B en iyisidir ve en ¢ok kullanilanidir (Axen and Ernback 1971).
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Ligand

Afinite kromatografisi matriksine baglanan ligandin afiniteye uygun sekilde tercih
edilmesinin nedeni, kolon igerisinde ayrimin uygun bir sekilde ger¢eklesmesi igindir.
Biyolojik kokenli olmayan dogal ya da sentetik molekiillerin kullanilmasinin yani sira bu

ligandlarin ¢ogu biyolojik kokenlidir (Hage 1999; Hage and Clarke 2004).

Tablo 2. Afinite Kromatografisinin En Cok Uygulandig1 Biyolojik Sistemler

Saflastirilacak Madde Ligand

Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor

Antikor Antijen, viriis, hiicre

Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre yiizey reseptorii
Niikleik Asit Komplementer baz dizisi, histon, baglayici protein
Hormon, Vitamin Reseptor tasiyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin

Uzanti kolu

Aktif bolge enzimlerde genellikle i¢ kisma yerlesmis olarak bulunur. Bu nedenle
matriks ile ligand arasinda istenmeyen etkilesimler olusabilmektedir. Bu istenmeyen
etkilesimleri ortadan kaldirmak amaciyla matriks ile ligand arasina ‘’uzant1 kolu’’ ad1 verilen

molekiiller yerlestirilir.

Uzant1 kolunun uzunlugu islevi agisindan olduk¢a dnemlidir. Uzant1 kolunun ¢ok kisa
olmas1 durumunda, kol etkisiz kalir ve ligand 6rnekteki saflagtirilacak maddeyi baglayamaz.
Bunun aksine, uzanti kolunun ¢ok uzun olmasi durumunda ise spesifik olmayan etkiler
fazlalasir ve ayirmanin seciciligi azalir. Ocarra ve arkadaslarinin uzanti kolunu ¢ok uzun
kullanarak yaptig1 deneyde, uzanti kolunun 6rnekteki maddelere hidrofobik etkilesimlerle
bagladigint  gbzlemlemistir. Spesifik olmayan bu hidrofobik etkilesimler, afinite

kromatografisi i¢in istenilen bir durum degildir (Ocarra et al. 1974).
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matriks

Uzant1 kolu

ilgili protein

ligand

Sekil 12. Uzant1 kolunun gdsterimi.
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KURAMSAL TEMELLER

Peroksidaz enziminin bitkilerden izole edilmesi amaciyla literatiirde farkli birgok
kromatografik teknik kullanilmakta ve giiniimiizde bu c¢alismalar devam etmektedir.
1960’lardan beri peroksidaz enziminin saflastirllmasinda kullanilan teknikler arasinda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, metal ve hidrofobik afinite, jel filtrasyon kromatografisi,
ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi gibi yontemler bulunmaktadir (Singh and
Singh 2002).

Peroksidazlar (E.C.1.11.1.7) hidrojen peroksit varliginda ¢ok sayida organik ve
organik olmayan substratin yilikseltgenmesini katalize eden oksidorediiktaz sinifinda yer alan
enzimlerdir. Mikroorganizmalarda, bitki ve hayvan dokularinda yaygin olarak bulunurlar ve
bitkilerde biiyiime ve gelismenin kontrolii, patojenlere karsi savunma, lignin biyosentezi ve
hiicre ¢eperi yapimi gibi birden fazla gorevi icra ederler. Ayrica peroksidaz enzimi, hayvan
dokularinda H20. olusumu sonucu gergeklesen oksidatif hasara karsi oldukca etkilidir

(Kahraman 2003).

Peroksidaz enzimi, kagit ve tekstil enstidtrisinde 6zellikle fenolik kirleticilerin nétr
hale getirilmesi (Kirk et al. 2002), organik molekiillerin biyotransfer reaksiyonlarinin
katalizlenmesi gibi pek ¢ok kullanim alanina sahiptir (Sakharov et al. 2001). Peroksidazlar
enzimatik kitlerin %80’den fazlasinda marker olarak kullanilmaktadir (Kahraman 2003). Bu
enzimlerin endiistride tercih edilme sebepleri yiiksek 1siya tolerans gostermeleri ve farkli

substratlar1 kullanabilme yeteneklerindendir.

Peroksidazlar hurma yapraklar1 (Al-Senaidy and Ismael 2011), avakado (Rojas-Reyes
et al. 2014), karnabahar (Koksal ve Giilgin 2008), domates (Kokkinakis and Brooks 1979)
gibi ¢esitli bitkisel kaynaklardan basariyla saflastirilmislardir. Ayrica peroksidazlar bazi
mantar ve bakteri tiirlerinden de basari ile saflastirilmislardir. Streptomyces cyaneus (Mliki
and Zimmermann 1992) ve Geotrichum candidum (Kim and Shoda 1999) sirasi ile peroksidaz

enzimi i¢in bakteri ve mantar kaynaklaridir.

Yetistirilebilmesi i¢in serin topraklara ihtiya¢ duyan pazi bitkisi, genis yaprak ve dall
koklere sahiptir. Yapraklarinda siringik asit, palmitik asit, oleik asit, glikolipitler, folik asit,
linoleik asit, askorbik asit, B-karoten, stearik asit, E vitamini, pektin, polisakkaritler ve
saponin gibi Kimyasal bilesikler bulundugu bildirilmistir. Ayrica pazinin kan seker diizeyinin

kontrol altina alinmasinda etkili oldugu bulunmustur (Bolkent vd 2000).
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Yapilan ¢aligmalar sonucunda peroksidaz enziminin ¢ok sayida izoenzim yapisi tespit
edilmistir. Degisik bitki kaynaklarindan elde edilen bu izoenzimlerin; substrat spesifitesi,
molekiiler agirlik, stabil sicaklik, optimum pH, ve fizyolojik rol gibi spesifik 6zelliklerinin
farkli oldugu bulunmustur (Tipawan and Barrett 2005). SDS-PAGE yontemiyle elde edilen
verilere gbre molekiil kiitlesi 6zelligi; at turpunda (Lavery et al. 2010) 37 kDa, brokoli
(Tipawan and Barrett 2005; Koksal ve Giilgin 2008) ve domateste (Jen et al. 1980; Signoret
and Crouzet 1982) 43 kDa, vanilya ¢ekirdeginde (Marquez et al. 2008) 46,5 kDa, hurma
yapraklarinda (Deepa and Arumughan 2002) 48 kDa, hurma yapraklari ile yapilan baska bir
calismada ise (Al-Senaidy et al. 2011) 55 kDa ve gilekte (Civello et al. 1995) 65 kDa olarak
tespit edilmistir. Optimum pH degerlerinin ise 5,0-7,5 arasinda degiskenlik gosterdigi
bulunmustur (Tipawan and Barrett 2005).

Peroksidaz lizerine yapilan en son saflagtirma calismalarinda ise turp tiirlerinden
peroksidaz enziminin afinite kromatografi teknigi ile hizli ve yiiksek verimde saflastirilmis ve
10 farkli 4-Amino benzohidrazid tiirevi sentezlenerek ligand olarak kullanilmistir (Ozdemir
vd 2019). Bir diger calismada ise yaban turpu peroksidazinin afiniteye dayali saflastiriimasi
icin yeni bir teknik gelistirilmistir. Aminobenzohidrazid bazli afinite kromatografisi
kullanarak yaban turpu peroksidazinin (HRP) izolasyonu i¢in verimli bir prosediir
gelistirilmistir. Uzun siireli kullanim ve biiyiik 6lgekli saflagtirmaya uygun oldugundan
Sepharose 4B-aminobenzohidrazidler kullanilmistir. Bu ¢alismada 26 aminobenzohidrazid
tiirevi sentezlenmis, karakterize edilmis ve yeni HRP inhibitorii olarak tanimlanmistir. Ayrica
bu molekiillerin HRP enzimi iizerindeki detayli inhibisyon etkileri arastirilmistir (Ozdemir vd
2020).
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Calismanin Amaci

Literatiirde yapilan c¢aligmalarda peroksidaz enzimi iizerine pek c¢ok saflastirma
metodu mevcuttur. Bu ¢alismalarda amino hidrazinlerin ligand olarak kullanildigi ve farkli
bitkilerden POD saflastirildig1 belirtilmistir. Fakat pazi peroksidaz enziminin 4-Amino 3-floro
benzohidrazid ligandi1 kullanilarak afinite kromatografisi metoduyla saflagtirilmasi ile ilgili
bilgiye rastlanmamustir. POD enzimlerinin tek basamakta saflastirilmasi1 daha dnce kullanilan
metotlara gore; daha yiiksek verimle, daha az maliyetle ve daha az siirede gerceklestirilmesi

ve yaygin kullanimlar1 sebebiyle 6nemlidir.

Bu ¢alismada, 4-Amino-3-floro benzohidrazid ligand: ilk defa sentezlenerek afinite
jelinin hazirlanmast ve pazi bitkisinden peroksidaz enziminin tek kademede saflastirilmast,
saflastirilacak peroksidaz enzimi i¢in kinetik calismalar ve substrat spesifikliginin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Boylece pazi peroksidaz enzimi i¢in yeni afinite teknigi ile saflastirilmasinin yapilmasi

literatlire 6nemli katki saglayacak ve arastirmacilara 11k tutacaktir.
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MATERYAL VE YONTEMLER

Materyal

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kimyasallar Uretici Firma

Izoproponal, L-Tirozin, Sodyum azotiir, Hidroklorik asit,
Sodyum perklorat, Fosforik asit, Giimiis nitrat, Sodyum siilfat, | E. Merck AG
Siilfirik asit, Pirokatekol

ABTS, Akrilamid, Brom timol mavisi, CNBr ile
aktiflestirilmis Sepharose-4B, Coomassie Brilliant Blue G-
250, Coomassie Brilliant Blue R-250, Dikloro metan, Diyaliz
torbasi, Etanol, Etil asetat, Formaldehit, Gliserol,
Glutaraldehit, Guaiakol, , %64 Hidrazin monohidrat, Hidrojen
peroksit, Metanol, N,N'-metilen bisakrilamid, N,N,N,N’- Sigma Chemical
tetrametil etilendiamin (TEMED), Sodyum asetat, Sodyum Company
bikarbonat, Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Sodyum karbonat,
Sodyum kloriir, Sodyum Nitrit, Sodyum tiyosiilfat, Standart
serum albumin, Tirozin, Trihidroksimetilaminometan (Tris), 4-

Amino benzohidrazid, o-Dianisidin

4-Amino 3-floro metilbenzoat Fluorochem

Sodyum hidroksit, Potasyum fosfat, Triklor asetik asit (TCA) |Riedel de Haen

-merkaptoetanol Fluka

Glisin ICN Biomedical s. inc.
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Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calisma sirasinda agagida verilen cihazlar kullanildi:

Afinite kolonu
Buzdolaplari
Calkalayici

Elektroforez tanki

Derin dondurucu (-85°C)
Derin dondurucu (-20°C)
Gli¢ kaynagi

Hassas terazi

Karstiricr (Shaker)
Karistirict (Vorteks)

Kar makinesi

Magnetik karistirici
NMR

Otomatik pipet
Peristaltik pompa

pH metre

Rotary Evaparator

Saf su cihazi

UV/UF Spektrofotometre
UV 1800 Sogutmal1 santrifiij
Su banyosu

Ultraturaks

: Sigma

: Samsung

: Midi Dual 14

: Biorad (Dikey)

: Sanyo Ultra Lo

: Samsung

: 1-Bio Rad Power Pac 3000
: Denver Instrument

: IKA KS 130 basic

: Fisonswhirli-mixer

: Scotsman AF-20 (Authomaticice machines)
: WiseStir MSH-20A

: Bruker 400 MHz

: Eppendorf

: Ismatec

: MettlerToledo Seven Compact
: Heidolph

: Barnstead Easy Pure

: Shimadzu

: Hermle Z 323 K(Germany)
: Nuve

: Heidolph Silient Crusher M
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Kolon materyali sentezinde kullanilan ¢ozeltiler

1) Siyanojen Bromiir (CNBYr) ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye a amino asit olan ve
dogada karsimiza genelde L-formunda ¢ikan L-Tirozin kenetlendirme reaksiyonunda
kullanilan tampon: pH’1 9 olan 0,1 M NaHCOz3’ten 0,84 g tartilarak tizerine 80 mL saf su
eklendi ve ¢oziinmesi beklendi. Daha sonra 1 M NaOH kullanilarak pH 9 oluncaya kadar titre
edildi ve toplam hacim 100 mL olacak sekilde saf suyla tamamlandi.

2) Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline 4-Amino benzohidrazid molekiiliiniin
kenetlendirilmesi isleminde kullanilan 0,2 M NaHCO3 (pH 8) tampon ¢ozelti: 0,84 g (0,005
mol) NaHCOs tartilarak iizerine 80 mL su eklendi ve ¢6ziinmesi igin beklenildi, pH 9
oluncaya kadar 1 M NaOH ilave edildi ve toplam hacim destile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3) Sepharose-4B-L-Tirozin-4-Amino benzohidrazid afinite jelinin yikanmasi
isleminde kullanilan 10 mM NaH2POs (pH 6,8) tampon: 6 g (0,025 mol) NaH2PO4, 400 mL
saf suda ¢ozildi. pH 6,8 olana dek 1 M HCI ile titre edildi, toplam hacim destile su

kullanilarak 500 mL’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan ¢ézeltiler

1. Siyanojen Bromiir (CNBr) ile aktif hale getirilmis Sepharose-4B afinite kolonlarinin
dengelenmesi isleminde kullanilan ¢6zelti: 1,3609 g mono KH2PO4 (10 mM) tartilarak 950
mL destile su igerisinde ¢oziindii ve pH 8 oluncaya kadar 1 M NaOH ilavesi yapildi. Daha

sonra son hacim 1 litreye tamamlandi.

2. Sepharose-4B afinite kolonuna homojenat tatbik edildikten sonra afinite
kolonlarinin yikanmasi isleminde kullanilmak iizere hazirlanan tampon: 25 mM KH2P04
kullanildi. Bunun igin 1,3609 g KH2P04 350 mL suda ¢oziilerek pH 6,8 oluncaya kadar 1 M

NaOH ile titre edilerek son hacim destile su ilavesi ile 400 mL’ye tamamlandi.

3. Afinite kolonundan POD enzimini eliie etmede kullanilan tampon: 1 M NaCl/25mM
iceren KH2P04 kullanildi. 11,7 g NaCl 150 mL suda ¢oziildii ve 0,6805 g KH2P04 ¢ozeltiye
ilave edilip ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra pH 6,8 olacak sekilde 1 M NaOH ile titre edildi

ve toplam hacim destile su ilave edilerek 200 mL’ye tamamlandi.
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Homojenat hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

8,16 g KH2POq4 tartilarak tlizerine 150 mL saf su eklendi ve ¢oziinmesi saglandi. Daha
sonra 1 M NaOH kullanilarak pH 7 oluncaya dek titre edildi ve toplam hacim 200 mL olacak

sekilde saf suyla tamamlanarak tampon ¢6zelti hazirlandi.

Bradford metodu ile protein tayini icin kullanilan ¢ozelti

Proteinlerin kantitatif tayini Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi kullanilarak
yapildi. Bir beher igerisine %95’lik etanolden 100 mL alinarak igerisine 200 mg Coomassie
Brilliant Blue G-250 konularak ¢oziildii. Bu ¢ozelti lizerine %95’lik fosforik asitten 200 mL
eklenerek ¢ozeltinin toplam hacmi saf suyla 2 litreye tamamlanarak ¢ozelti daha sonra

kullanilmak amaciyla 1s1k gormeyen bir ortama kaldirildu.

Aktivite olciimiinde kullanilan ¢ozeltiler

1. Paz1 kokii peroksidaz enziminin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan tampon: 0,1 M’lik
KH2PO4’ten 2,72 g 150 mL suda ¢oziiliip pH 6 oluncaya kadar 1 M NaOH ile titre edildi ve
daha sonra toplam hacim 200 mL olacak sekilde saf suyla tamamlandi.

2. Guaiakol substratinin 45 mM sulu ¢ozeltisinden 498 pL alinip toplam hacim 100
mL oluncaya kadar saf su ile tamamlandi.

3. H202 substratinin 22,5 mM sulu ¢ozeltisinden (d:1/11 g/mL) 228 pL alinarak saf

suyla 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

4. 3 g potasyum fosfat ve 0,137 g ABTS tartilarak bir beher icerisine alindi. 200 mL
saf suda ¢Ozlinmesi beklendi. pH 6 oluncaya dek 1 M NaOH ile titre edildi. Daha sonra son

hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

5. 0-Dianisidin substratindan 0,73 g alinarak bir beher igerisinde 100 mL DMSO’da

¢Ozilinmesi saglandi.

6. Pirokatekol substratindan 0,33 g alinarak 100 mL saf suda ¢6zdiiriildii.

Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler

1. pH’s1 6,8 olan 1 M Tris-HCI tamponunu hazirlamak i¢in 12,114 g Tris tartilarak
tizerine 80 mL su eklendi ve ¢6ziinmesi beklendi. Daha sonra 1 M HCI (Hidroklorik asit)

yardimiyla pH 6,8 e getirildi. Destile su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2. pH’s1 8,8 olan 1 M Tris-HCI tamponunu hazirlamak i¢in 12,114 g Tris tartilarak 80
mL saf suda ¢6ziinmesi saglandi ve pH 8,8 olana dek HCI eklendi. Son hacmin 100 mL
olmasi i¢in destile su ile tizeri tamamlandi.
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3. Numune tamponu: Tris-HCI, SDS, gliserin, kimyasal pH indikat6rii olan bromtimol
mavisi ve B-merkaptoetanol kullanilarak su sekilde hazirlandi: pH’s1 6,8 olan Tris-HCI
tamponundan 0,65 mL, %10’luk SDS’den 3 mL, %100’liik gliserinden ve 0,1°lik bromtimol
mavisinden ise 1 mL alinarak bir kap icerisinde karismalari1 saglandi. Bu karisim saf su ilave
edilerek 10 mL’ye tamamlandi. Daha sonra bu tampona kullanilmadan hemen 6nce 95 pL

numune tamponundan 5 pL olacak bigimde B-merkaptoetanol eklendi.

4. Yiiriitme tamponu glisin, tris ve saf su kullanilarak hazirlandi: Oncelikle 7,51 g
glisin ve 1,51 g tris tartilarak bir kaba eklendi. Daha sonra 400 mL destile su eklenerek
¢cOziinmesi saglandi. Bu karisim tizerine ise %10’luk SDS’den 5 mL alinarak toplam hacim

500 mL’ye tamamlandi.

5. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢o6zeltisi: Akrilamid’den 15 g, bisakrilamid’den
0,4 g alinarak bir kap igerisine konuldu. Daha sonra iizerine toplam hacim 50 mL olacak

sekilde destile su eklendi ve ¢oziinmeleri saglandi.
6. %10’luk SDS: 1 g SDS tartildi ve 9 mL saf su igerisinde ¢oziinerek hazirlandi.

7. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g Amonyum persiilfat 10 mL destile suda

¢Oziinerek hazirlandi.

Giimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

1. Tespit ¢dzeltisi: Etanol, asetik asit ve destile su kullanilarak hazirlandi. Oncelikle %
96’11k etanol’den 90 mL, asetik asit’den 30 mL alinarak karistirildi. Daha sonra toplam hacim

300 mL olacak sekilde iizeri saf su ile tamamlandi.

2. Rediiksiyon Cozeltisi: Sodyum asetat (C.HsNaO>), etanol (CoHsOH) ve saf su
kullanilarak hazirlandi. Oncelikle 4,8 g sodyum asetat tartilarak iizerine 45 mL etanol eklendi
ve 80 mL destile su igerisinde ¢oziinmeleri saglandi, asetik asit kullanilarak pH 6 oluncaya
dek titre edildi. Sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL glutalaldehit eklenip toplam hacim
150 mL oluncaya kadar destile su ilavesi yapildi.

3. Boyama ¢6zeltisi su sekilde hazirlandi: 100 mg glimiis nitrat tartilarak 100 mL saf

su igerisinde ¢ozdiirtildii ve bu karigim igerisine 30 uL formaldehit eklendi.

4. Yikama Cozeltisi 1: 270 mL saf su igerisinde 3,75 g sodyum karbonat ¢ozdiirtildi

ve bu karigim igerisine 120 pL formaldehit eklenmesiyle hazirlandi.

5. Yikama c¢ozeltisi 2: 1 mL gliserin iizerine % 5°1lik asetik asitten 250 mL

eklenmesiyle hazirlandi.
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Yontem
Pazi1 kokii ham ekstraktinin hazirlanmasi

Ilk olarak pazi kokii; iizerinde ¢amur kalmayacak sekilde yikandi. Daha sonra
rendelenip iizerine s1v1 azot eklenip havanda ezildi. Uriin, bir behere alinip iizerine yavas bir
sekilde, paz1 kokii bitkisinin sivi azot ile parg¢alamasindan sonra bitki dokularinin igine
alindig1 0,3 M KH2PO4 (pH 7) tamponu eklendi. Bunun igin; 8,16 g KH2POs, 150 mL destile
suda ¢oziindii. 1 M NaOH ile pH 7 olacak sekilde ayarland1 ve toplam hacim saf suyla 200

mL’ye tamamlanarak tampon ¢ozelti elde edildi.

Tampon eklenen pazi kokii ekstraktt homojenizator ile karistirildi. Daha sonra pazi
ekstrat1 +4°C’de 2 kat tiilbent kullanilarak siiziildii. Siizlintii bir sonraki agama i¢in ayrildi ve
falcon tiiplerine konularak 20.000 rpm’de +4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Coken pelet
hiicre atiklar1 olarak degerlendirilerek uzaklastirildi. Elde edilen siipernatan +4°C’de slizgeg

kagidi ile tekrar siiziildii. Bu ¢6zelti ham enzim ¢6zeltisi olarak isimlendirildi.

Protein Tayini
Kalitatif protein tayini

Bu metod kullanilarak fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik halka igeren
amino asitlerin 280 nm’de 1s1ma vermeleri temeline dayanir. Ayni hacimde toplanan tiim
fraksiyonlara kromatografi islemleri sonunda kalitatif protein tayini yapildi(Segel 1968).
Kromatografi islemi neticesinde toplanan eliiatlar kuvartz kiivetlere konulup proteinin iginde

yer aldig1 tamponun absorbans degerleri kore karsi spektrofotometre cihazinda 6l¢iildii.

Bradford protein tayin yontemi

Bradford metodu kullanilarak pazi kokiinden elde edilen homajenat ve afinite
kromatografisi yontemiyle saflagtirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktar: tespit edildi. Bu
yontemde eksi yiik tagiyan Coomassie Brilliant Blue G-250 arti1 yiike sahip olan proteinlere
baglanir. Boyama amaciyla kullanilan Coomassie Brilliant Blue G-250 maddesi, Amax= 465
nm (Kirmizi) ve Amax= 595 nm (Mavi) olmak {izere iki ayr1 Amax degerine sahiptir. Proteinin
baglanmasi sonucu, kirmizi rengin mavi renge doniisiimii gozlemlenir. Iki dakikada
tamamlanan bu reaksiyonun bozucu faktorlere karst duyarliligi diisiiktiir (1-100 pg arast).

Tayin agamalar1 asagidaki prosediire uyularak gerceklestirildi:

e Tiiplere, 1 mL’sinde 1 mg protein igeren standart Bovin Serum Albiimin (BSA)
¢ozeltisinden 10, 30, 50, 70 ve 90 uL eklendi. Biitiin tiiplerin hacmi destile su ilave
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edilerek 100 ulL’ye tamamlandi ve tizerine 4900 uL. Coomassie Brilliant Blue G-

250 maddesi eklenerek vorteks yapildi.

e 10 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 3 mL’lik kiivetlerde, 100 puL enzim

¢ozeltisi ve 4900 pL. Coomassie Brilliant Blue G-250 ¢6zeltisinin karistirilmasiyla

hazirlanan kore karsi 595 nm’de absorbans degeri 6l¢iildii. Elde edilen absorbans

degerleri ile standart grafik ¢izildi.

e Ortamdaki protein miktarini tespit etmek amaciyla saflastirmanin her asamasinda 3

farkli tiipe sirasiyla 100, 250, 500 uL alinan enzim numunelerinin iizerine sirasiyla

4900, 4750, 4500’er uLL boyama reaktifi eklendi ve vorteks yapildi.

e 10 dakika inkiibe edildikten sonra spektrofotometrede 595 nm’de absorbans

degerleri okundu.

e Bu islemin 3 kez tekrar edilmesiyle elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak

standart grafikten protein miktari bulundu (Bradford and Williams 1976).

Peroksidaz aktivitesi tayini

H202’nin kullanilmasiyla birlikte guaiakol substratinin yiikseltgenmesi sonucu bir

1s1ma meydana gelir ve spektrofotometre cihazinda 470 nm’de absorbans 6l¢limil yapilmasi

esasina dayanmaktadir (Sekil 13) (Sisecioglu vd 2010).

OH H,CO

OCH;

Guaiakol 3,3'dimetoksi-4,4-bifenokinon

OCHg POD
HxO, + 2 - > O O+2H20

Sekil 13. Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi.

Enzim ¢Ozeltisinin  eklenmesiyle baslatilan reaksiyonun, absorbans

artis1

spektrofotometrede 3 dakika boyunca 1 cm 151k yoluna sahip kiivet kullanilarak 470 nm’de

olgtildii. Peroksidaz enziminin aktivitesinin tayini i¢in asagidaki formiil kullanildu:
A=Eb.c c=A/EDb V =c.Ds

A = Absorbans (1 dakika sonunda okunan absorbans)
b = Isigin gectigi mesafe (1 cm)
¢ = Konsantrasyon (umol/mL)
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Dt = Seyreltme katsayisi
€ = Ekstinksiyon kat say1s1 (5000 M x cm™)
V = Reaksiyon hiz1 (umol x dak. /mL)

Substrat olarak guaiakoliin  kullanildigi enzim saflastirmalarinda, izolasyon
asamalarimin enzim aktivite Ol¢limii sonuglar1 igin; 1 enzim iinitesi optimal kosullarda
20°C’de 1 dakikada 1 pumol guaiakol’iin yiikseltgenmesini kataliz eden enzim miktar1 olarak

tanimlanmastir.

Paz1 Kokii (Beta vulgaris L. var. cicla) Bitkisinden Peroksidaz Enziminin Saflastirilmasi
Cahsmalan

POD inhibitorii ve ligand secimi

Peroksidaz enzimi {izerine yapilan inhibisyon kinetigi ¢aligmalarindan literatiirdeki
enzimin inhibitorleri belirlendi (Geike et al. 1975; Doerge 1986; Kumar and Bhatla 1995).
Afinite jelleri, literatiirde bulunan inhibitorlerden yararlanarak POD’un afinite

kromatografisiyle yiiksek verimle saflastiriimasinda en uygun diazonyum tuzu olusturabilecek

ligandin 4-Amino 3-floro olduguna karar verildi ve hidrazin formu tarafimizca hazirlandi.

Ir=z

HoN

Sekil 14. POD inhibitorii ve ligand olarak kullanilan 4-Amino 3-floro benzohidrazid
molekiilii.

4-Amino 3-floro benzohidrazidin sentezlenmesi

4-Amino 3-floro benzohidrazidin sentezi (Hiroshi et al. 2012) yonteminde belirtildigi
sekilde yapilmistir. Bu kapsamda 4-Amino 3-floro benzoat (3 mmol) ve (9-12 mmol)
%64°lik hidrazin hidrat ¢ozeltisi 30 mL metil alkol igerisinde ¢oziildii ve reaksiyon
tamamlanincaya kadar geri sogutucu altinda 1sitildi (Reaksiyon TLC ile takip edildi).
Reaksiyon sonunda elde edilen ¢okelek, etanolde ¢oziilerek kristallenmeye birakildi ve olusan
beyaz kristaller siizge¢ kagidi ile ayrildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Béylece 4-Amino 3-
floro benzohdirazid molekiilii sentezlenmis oldu (Sekil 15). H-NMR ile karekterizasyonlar

dogrulandi.
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NH,NH,.H,O

Sekil 15. 4-Amino 3-floro benzohidrazidin sentezlendigi genel reaksiyon semasi.
4-Amino 3-floro benzohidrazid inhibitoriiniin tirozin uzanti kolu ile diazonyum tuzu

Olusturuldu. Paz1 POD enziminin saflastirilmasi i¢in kullanildi.

Inhibitor Calismalar

POD Enzim aktivitesi tizerine 4-Amino 3-floro benzohidrazid molekiiliiniin
etkilerinin incelenmesi

Onceki ¢aligmalarda yapilan bitki POD saflastiriimasinda kullanilan Sepharose-4B-L-
tirozin-4-Amino benzohidrazid afinite jeli ile saflastirilan POD enzimi 6n denemeler igin elde
edildi. Bu enzim iizerine calisilmasi planlanan ve ilk defa sentezlenen 4-Amino 3-floro
benzohidrazid inhibitoriiniin ICsp degerinin tespit edilmesi amaciyla oda sicakliginda ve
optimum pH’da her bir deney 3 kez tekrar edilerek, substrat (Guaiakol) konsantrasyonu sabit
tutularak ortama farkli hacimlerde inhibitor ¢o6zeltisi ilave edildi ve % Aktivite-
Konsantrasyon grafikleri ¢izildi (Stok inhibitdr ¢ozeltisi hazirlanarak inhibisyon aralig
belirleme ¢aligmalar1 yapildi). Daha sonra oda sicakliginda, optimum pH’da 3 farkli inhibitor
ve 5 farkli substrat konsantrasyonuna denk gelen inhibisyon degerleri belirlenerek

Linewaver—Burk grafikleri ¢izildi. Kj degerleri ve inhibisyon tipleri belirlendi.

Afinite jelinin hazirlanmasi

Matriks olarak CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B segildi. L-tirozin uzant1 kolu bu
kolon materyaline kovalent olarak baglandi. Daha sonra benzohidrazid inhibitorii tirozine
diazollanarak onceden hazirlanan jele kenetlendirildi. Burada afinite jelinin uzanti kolunu
tirozin, enzimi spesifik olarak baglayan boliimiini ise 4-Amino 3-floro olusturmaktadir.

Afinite jelinin hazirlanmasi:
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CNBEr ile aktiflestirilmis sepharose-4B’ye tirozin takilmasi

Siyanojen bromiir (CNBr) ile aktive edilen Sepharose-4B 6nce 200 mL soguk su ile
daha sonra pH’1 10 olan 0,1 M NaHCO3 tamponu ile yikand1 ve yine ayni tampon ¢ozelti ile
bir behere alindi. Behere ayni tamponun 20 mL’si i¢inde 80 mg tirozin ¢dzlinmiis soguk
cozelti eklenerek karismasi saglandi ve 4°C’de 16 saat bekletildi boylece reaksiyon baslatildi.
Bu siirenin sonunda jel, yikama suyu 280 nm’de 1s1ma vermeyinceye dek bol suyla yikanarak
tepkimeye girmeyen tirozinin tamaminin uzaklastirilmasi saglandi. Yikama islemi pH’1 8,8
olan 100 mL 0,2 M NaHCOs3 tamponu ile yinelendi. Tirozin takili jel, ayn1 tamponun 40
mL’si igine alind1 (Sekil 16) (Arslan vd 1996).

o. OH

O N
0, .
OH  G-NH-C—
BrCN mﬁz C-NH-C—CH, —()-OH

OH O-C=N 0 iy 5
—_— \::NH
OH OH o/ L-Tirozin OH
HBr

Sepharose-48 imidokarbonat Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 16. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye tirozin takilmasi reaksiyonu.
4-Amino benzohidrazidin kenetlendirilmesi

1 M HCI iginde inhibitdrden 25 mg alinarak yaklasgik 0°C’de 10 mL ¢oziildii ve
inhibitor ¢ozeltisine icerisinde 75 mg NaNO2 mevcut olan 0°C’deki 5 mL karisimdan damla
damla akitildi. Diazolanmis olan inhibitér 10 dakikalik reaksiyondan sonra 40 mL Sepharose-
4B-L-Tirozin siispansiyonuna eklendi. pH 5 oluncaya kadar 1 M NaOH ile titre edildi ve bu
pH’da sabit tutularak oda sicakliginda 3 saat boyunca dikkatli bir sekilde karistirild.
Sonrasinda 1 litre destile su ve 100 mL, 10 mM pH’1 6,8 olan KH2PO4 tamponuyla yikand1 ve
tizerine bir miktar daha ayn1 tampondan ilave edilerek kaldirildi (Whitney 1974).
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HBr
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0. OH . . 0, OH
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4 H o Dot M4 H
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NH-NH, -—-——
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Sepharose-4B-L-Tirozin 4-aminobenzohidrazid Sepharose-4B-L-Tirozin

Sekil 17. 4-Amino benzohidrazid molekiiliiniin Sepharose-4B-L-Tirozin’e kenetlendirilmesi
reaksiyonu.

Afinite kolonlarinin paketlenmesi

pH’1 6,8 olan KH2PO4 dengeleme tamponuna hazirlanan jel alinarak siispanse edildi
ve havasi su trombu yardimiyla bosaltildi. Daha sonra 1x10 cm’lik kolona siispanse edilen jel
paketlendi. Peristaltik pompa kullanilarak ¢6ken jel yikama ve dengeleme tamponuyla
yikandi. Kolonun dengelendigi, spektrofotometrede 280 nm’de tampon ile eluat

absorbanslarinin esit olmasiyla anlasildi.

Afinite kolonun numune tatbiki ve eliisyonu

Paz1 bitkisinden elde edilen homojenatlar, 1 gece KH.PO4 (pH 6,8) tamponu ile
dengelenmis olan kolonlara uygulandi. Kolonlar 400 mL 25 mM pH’s1 6,8 olan fosfat yitkama

cozeltisi ile yikandi.

Sonug olarak peroksidaz enziminin 4-Amino 3-floro kolonuna adsorpsiyonu ve diger
safsizliklarin uzaklastirilmasi saglandi. Peroksidaz enzimini kolondan eliie etmek i¢in 1 M
NaCl/25 mM KH2PO4 (pH 6,8) tamponu uygulanarak peristaltik pompa araciligiyla kolonun
akis hiz1 saatte 20 ml’ye ayarlandi. Toplanan eliiatlar 1,5 mL kapasiteye sahip tiiplere
alindiktan sonra cihazda 280 nm’de 6l¢iim yapilarak her bir eliiatin absorbans degeri kore
kars1 okundu. Toplanan eliiatlardan absorbans gosteren tiiplere 470 nm’de peroksidaz aktivite

tayini yapild1 ve SDS-PAGE ile aktivitesi yliksek olan eliiatlarin safliklarina bakildi.
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SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Belirlenmesi

Afinite kolonundan saflastirilan peroksidaz enzimi diyaliz edilmenin ardindan %3-8
kesikli, SDS-PAGE ile standart olarak molekiil agirligi bilinen proteinler kullanilarak
saflagtirilan enzimin saflik dereceleri belirlendi (Laemmli 1970). Bu nedenle elektroforez
plakalar saf sudan gecirilmesinin ardindan alkol ile iyice yikandi. Daha sonra diiz bir plaka
ile kenarlarinda aralik olusturucu bir plaka iist liste gelecek sekilde konularak kiskaglarla
sikica tutturuldu. Sabitlenen plakalar jel hazirlama cihazina konuldu. Bu siire sonunda ayirma

ve yigma jelleri asagida belirtildigi sekilde hazirlandi:

Ayirma jelinin hazirlanmasi

pH’1 88 olan 1 M Tris-HCI tamponundan 5 mL, %30 akrilamid ve %0,8
bisakrilamid’den 4,4 mL, %10 SDS (Sodyum dodesil siilfat)’den 0,2 mL, %5’lik TEMED
(N,N,N’,N"-tetrametil etilen diamin)’den 0,13 mL ve destile sudan ise 3,13 mL alinarak
karistirildi. Son asama olarak taze hazirlanmis %10°luk amonyum persiilfat (PER)’den 0,2
mL ilave edildi. Bu ¢ozelti tist kisimda 0,5 cm kalincaya dek plakalar arasina dokiildii. Jel
yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in %0,1’lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu ve yarim saat
katilasmast beklendi. Katilagma gerceklestikten sonra jel yiizeyindeki %0,1’lik SDS ¢ozeltisi
dokiildii.

Yigma jelinin hazirlanmasi

pH’1 6,8 olan 1 M Tris-HCI tamponundan 0,41 mL, %30 akrilamid ve %0,8
bisakrilamid’den 0,4 mL, %10’luk SDS’den 0,03 mL, %5’lik TEMED’den 0,03 mL, saf
sudan ise 2,45 mL alinarak bir kapta iyice karigmalar1 saglandi. Son olarak yine taze
hazirlanmis %10°luk PER’den 0,1 mL ilave edildi. Bu ¢6zelti tist kisimda 0,5 cm kalincaya
dek enjektor yardimiyla plakalar arasina dokiildii. Hava almamasina dikkat edildi ve yarim
saat kadar katilagmas1 beklendi. Katilagsma gergeklestikten sonra yigma jeli hazirland ve iist
yiizeye gelinceye kadar eklendi. Tarak, jel iizerine 6zenle yerlestirildikten sonra jel kurumaya
birakildi. Ardindan tarak jelden yine dikkatli bir sekilde ¢ikarildi ve plakalar elektroforez
tankina yerlestirildi. Tarak ¢ikarildiktan sonra olusan bosluklar tespit edilerek isaretlendi.
Jelin st kismi once destile su ile sonra da yiiriitme tamponu kullanilarak yikandi. Tankin alt
ve Ustline yiirlitme tamponu eklendi. Her birinde 20 pg enzim igeren numuneye son hacim
100 pg olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu eklendi. 3 dakika boyunca kaynar su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Numunelerin sogumasi beklendikten sonra, ince bir
enjektor kullanilarak dikkatli bir sekilde oyuklara uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt
kisimdan anot (+) kablo, iist kisimdan katot (-) kablo baglandi. Akim hiz1 80 volta ayarlanarak
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oda sicakliginda 30 dakika, daha sonra 120 voltta 1,5 saat yiriitiildii. Akimin kesilmesi
saglanarak, cam plakalarin ortasinda yer alan jel yavas ve dikkatli bir sekilde cikarildi.

Yiiriitme tamponu daha sonra kullanilmak i¢in kaldirildi.

Elektroforez bitiminde cam plaklardan ¢ikarilan jel, karistiricida 30 dakika boyunca
tespit ¢ozeltisiyle yikandi. Ardindan 30 dakika boyunca da rediiksiyon ¢6zeltisiyle bekletildi.
Hemen sonra jel destile suyla 3 kez iyice yikandi ve 20 dakika giimiis nitrat ¢ozeltisi ile
karistiricinin tizerinde, kullanilmadan 6nce hazirlanip karanlikta bekletilen boya ile boyandi.
Boyama sonrasi jel 3 defa saf sudan gegirildi ve siyahlasan sivi dokiildii. Bantlar goriiliinceye
kadar karistiricinin distiinde jel, 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su ve 120 pL
formaldehitten olusan ¢ozelti ile iyice yikand1 (Temel 2006).

Paz1 Bitkisinin Kokiinden Saflastirllan POD Enziminin Karakterizasyon Calismalari

Afinite kromatografisi kolonu kullanilarak saflastirilan POD enziminin Kinetik
Ozelliklerini belirlemek amaciyla guaiakol substratiyla optimum pH ve optimum sicaklik,

guaiakol i¢in Km Ve Vmax degerleri hesaplandi.

Peroksidaz enzimi i¢in optimum pH ¢alismalar:

Peroksidaz enziminin optimum pH'sinin tespiti i¢in pH'1 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0,
7.5 ve 8.0 olan 0,1 M KH2PO4 tamponlari hazirlandi. Uygun bir substrat ¢ozeltisi kullanilarak
her bir tamponda gosterdigi farkli aktiviteler spektrofotometre cihazinda oOlgiilerek tespit

edildi. Tablo ve grafik seklinde sonuglar verildi.

Peroksidaz enzimi icin optimum sicaklik ¢alismalar:

Paz1 peroksidaz enziminin optimum sicaklifinin tespiti i¢in su banyosu kullanildi.
Kiivet igerisinde istenilen sicakliga ayarli olan su banyosunda optimum pH’a sahip tampon ve
substrat iceren karisim 5 dakika bekletilerek istenilen sicakliga getirildi. Sonra enzim ¢ozeltisi
pipetlendi. 0 ila 80 °C arasinda 10’ar derece araliklarla her sicaklik i¢in aktivite dlglimii

yapildi. Tablo ve grafik seklinde sonuglar verildi.

5 farkl substrat i¢in Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi ¢calismalar:

Kwm Ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik; guaiakol kullanilarak optimum sicaklik
ve pH seviyesinde saflagtirilan perokidaz enziminin farkli substrat aktiviteleri iizerine
guaiakol, H20,, ABTS, pirokatekol ve o-Dianisidin i¢in 5 degisik substrat konsantrasyonunda

spektrofotometre cihazinda aktivite degerleri 6l¢iildii ve 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak
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Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Km ile Vmax degerleri grafik ve dogru denklemleri

kullanilarak hesaplandi, sonuglar tablo ve grafik olarak gdsterildi (Linewear and Burk 1934).
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ARASTIRMA BULGULARI

4-Amino 3-floro Benzohidrazidin Sentezlenmesi

POD ligand1 olarak kullanilacak hidrazin molekiiliiniin sentezini yapmak i¢in, 4-
Amino-3-floro metil benzoat satin alind1 ve yontemler béliimiinde anlatildig: sekilde hidrazid
formunun sentezi yapildi. Sentezlenen molekiiliin karakterizasyonu *H-NMR (400 MHz)’la
dogrulandi. Sentezlenen molekiil i¢in; 400 MHz *H-NMR spektrumu Sekil 18’de gosterildigi
gibidir.

s W8 95 se &5 68 75 79 €5 60 &5 e 4s
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Sekil 18. Sentezlenen 4-Amino 3-floro benzohidrazid molekiiliiniin 400 MHz *H-NMR
spektrumu.

4-Amino 3-floro benzohidrazid molekiilii i¢in *H-NMR sonuclar::

IH NMR (400 MHz, DMSO, ppm): 9.44 (s, 1H), 7.50 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 12.8
Hz, 1H), 6.75 (t, J = 17.6 Hz,8.8 Hz, 2H), 5.68 (s, 2H)

CBNMR (100 MHz, DMSO, ppm): 164.3, 150.5, 139.5, 123.9, 120.3, 114.8, 113.6
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Kantitatif Protein Tayini icin Kullanilan Standart Grafik

Bradford yontemi kullanilarak pazi bitkisinden elde edilen homejenatlar ve afinite
kolonundan saflastirilan peroksidaz enzim ¢ozeltisindeki kantitatif protein miktar1 belirlendi.
Bu amagla standart grafik hazirlandi. Paz1 bitkisinin homojenat1 ve afinite kromatografisi ile
elde edilen peroksidaz enzim c¢ozeltisindeki kantitatif protein miktar1 bu standart grafik
kullanilarak tespit edildi. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri

Sekil 19°da gosterildi.
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Sekil 19. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart grafik.
Sentezlenen 4-Amino Benzohidrazid Molekiiliiniin Ki ve 1Cso Degerlerinin Belirlenmesi

Daha once elimizde bulunan ve farkli bir teknikle saflastirilan POD enzimi ile
sentezlene 4-Amino-3-floro benzohidrazid molekiiliinin POD enzimi {izerine inhibisyon
etkisi incelendi. Guaiakole bagli olarak reaksiyon hizi bulundu. Sabit substrat
konsantrasyonunda (45 mM guaiakol) ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda her bir
inhibitdr i¢in aktivite degerleri hesaplandi. 3 farkli inhibitdr konsantrasyonu ve 5 farkli
substrat konsantrasyonundan ise K degeri belirlendi. Kjve 1Cso deney prosediirii gosterildi. %
Aktivite-Konsantrasyon grafigi ¢izilerek ICso degeri ve Lineawear-Burk grafiginden K; degeri

ve inhibisyon tiirii belirlendi.
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4-Amino 3-floro benzohidrazid inhibitorii i¢cin POD enzimi iizerine guaiakol
substratiyla yapilan kinetik ¢calismalar

Tablo 3. 4-Amino 3-floro Benzohidrazid inhibitérii igin Afinite Kolonundan Elde Edilen
POD Enzimi Uzerine Guaiakol Substratiyla Yapilan %Aktivite-Konsantrasyon Deney

Prosediirii

Kér Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)

[«5)
= 3 o = 3 - =
o c ) <] c S >
£ 58 . 2 £ 58 o 32 = £
= = = = @) €
> o ®© N = S = o © X = S O — S
O Lk I — 7} O L~ I — 7} a = >

05 10 10 005 0450 05 1,0 1,0 0,05 0440 0,010 0,130 73,37
05 10 10 0,08 0420 05 1,0 1,0 0,08 0410 0,010 0,216 61,62
05 10 10 011 039 05 1,0 1,0 0,11 0380 0,010 0,303 51,29
05 10 10 014 0360 05 1,0 1,0 0,14 0350 0,010 0,390 32,46
05 10 10 017 0330 05 1,0 1,0 0,17 0320 0,010 0,476 24,02

100 y = 100e-1.644
R2=0,9964

90
80
70
60
50
40

% Aktivite

30
20
10

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
[4-Amino 3-floro benzohidrazid] (mM)

Sekil 20. POD enzimi i¢in guaiakol substratina baglh olarak 4-Amino 3-floro benzohidrazid
ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi.
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Tablo 4. POD Enzimi Uzg:rine Guaiakol Substratina Bagli Olarak 4-Amino-3-Floro
Benzohidrazid Inhibitérii I¢in 1/V, 1/[S] Degerleri Ve Deney Prosediirii

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL) |

3 7

s =5

= €

= 3
— )
s 08 ~ A 3 »
s ¢ O z g s
3 ¢ £ E 3 8 32 8%
02 10 10 - 0,79 0,010 0,446 0,330
03 10 10 - 0,69 0,010 0413 0,220
04 10 10 - 0,59 0,010 0387 0,166
05 10 10 - 049 0,010 0354 0,133
06 10 10 - 0,39 0,010 0,324 0,095

o
N
.!J
o

10 005 0,74 0010 0542 0,330
0.3 10 10 005 0,64 0,010 049 0,220
04 10 10 005 05 0010 0442 0,166
0,5 10 10 005 044 0,010 0387 0,133
0,6 10 10 005 0,34 0,010 0352 0,09

0,2 10 10 006 0,73 0,010 0609 0,330
0,3 10 10 006 063 0,010 0537 0,220
04 10 10 006 053 0,010 0471 0,166
0,5 10 10 006 043 0,010 0413 0,133
0,6 10 10 006 033 0,010 0375 0,09

0,2 10 10 007 0,72 0,010 0,747 0,330
0.3 10 10 007 0,62 0,010 0574 0,220
04 10 10 007 052 0,010 0510 0,166
0,5 10 10 007 042 0,010 0485 0,133
0,6 10 10 007 032 0,010 0420 0,09
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Sekil 21. POD enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 4-Amino-3-floro
benzohidrazid inhibitérii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi.

Tablo 5. POD Enzimini Uzerine 4-Amino 3-Floro Benzohidrazid Inhibitériiniin inhibisyon
Etkisi

0] ICs0 Ortalama Ki inhibisyon
F _NH, (uM) (uM) Tiiri
N
H 577 523,11 + 145,11 Yarismali

HoN

POD Enziminin 4-Amino Benzohidrazid Molekiilii fle Saflastirlimas1 Sonuglar1

POD enzimi tizerine 4-Amino 3-floro benzohidrazid molekiiliiniin inhibisyon etkileri

incelendikten sonra bu molekiilin ligand olarak kullanilabilecegi tespit edildi. Sonra

yontemler bolimiinde anlatildign  sekilde  Sepharose-4B-L-Tirozin-4-Amino-3-floro

benzohidrazid kolonunun sentezi yapildi. Hazirlanan kolondan pazi bitkisin ekstraktindan

POD enzimi saflastirildi ve bu asamalarda 470 nm’de aktivite ve protein tayini yapildi.

Sentezlenen afinite kolonundandan saflastirilan POD enziminin saflastirma sonuglar1 Tablo

6’da gosterildi.
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Tablo 6. Afinite Kolonlarindan Elde Edilen POD Enzimi i¢in Hazirlanan Saflastirma Tablosu

@
. SE. SE TSE S= =% 35 SE € &

Pazi POD Enzimi g_g_l 55 BED gES g‘é’,i’a = Sc %
PTE <T@ F5E B P E g4dU =3 4

A Aminogsy Homojenat 7 202 12 1414 8.4 1683 100 1

floro
benzohidrazid  Sepharose 3 416 0013 1248 0,039 3200 883 503
4B Afinite

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

Paz1 bitkisinden peroksidaz enzimi, 4-Amino benzohidrazidin Sepharose-4B-L-
Tirozin’e kenetlendirilmesiyle (Sekil 17) hazirlanan afinite kolonundan tek basamakta
saflagtirildi. Enzim aktivitesi spektrofotometre cihazi kullanilarak 470 nm’de 6lgiildii.
Peroksidazin safligin1 kontrol etmek ve goreceli molekiil agirligini tespit etmek amaciyla
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve yaklasik 37 kDa’da tek bant gézlendi. Bunun
icin hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularina sirasi ile saflastirilan peroksidaz

enzimi ve standart proteinler uygulandi ve yiiriitiildii. Daha sonra elde edilen bandin fotografi

cekildi.

Sekil 22. Paz1 bitkisi enziminin SDS-PAGE fotografi.
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Pazn (Beta vulgaris L. Var. cicla) Bitkisinden Saflastiilan POD Enzminin
Karakterizasyon Calismalari Ile Ilgili Sonuclar

Peroksidaz enzimi i¢in optimum pH ¢alisma sonuclari

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) peroksidaz enziminin optimum pH g¢alismasi; pH’s1
4,0-8,0 araliginda 0,1 M KH2POs tampon c¢ozeltileri kullanilarak enzimlerin gosterdigi
aktiviteler spektrofotometrik olarak tespit edildi (Tablo 7 ve Sekil 23). Paz1 (Beta vulgaris
L. var. cicla) peroksidaz enzimi igin optimum pH 0,1 M KH2PO4 pH=5,5 tamponu olarak
belirlendi.

Tablo 7. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD Enziminin Optimum pH’s1 i¢in 0,1 M
KH2PO4 Tampon Cozeltisi Kullanilarak Yapilan Aktivite Olgiim Sonuglari

Potasyum Fosfat
pH Aktivite (EU/mL)
4,0 0,33
4,5 0,38
5,0 0,47
3,5 0,56
6,0 0,44
6,5 0,35
7,0 0,24
7,5 0,19
8,0 0,13
40
35
r_g 30
5 25
L
=20
E 15
4
< 10
5
0
35 45 55 65 75 85
pH

Sekil 23. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enzimi igin yapilan optimum pH ¢alismasinin
sonucuna yonelik ¢izilen Enzim Unitesi (EU)-pH grafigi.
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Peroksidaz enzimi icin optimum sicakhik ¢calisma sonuclari

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) bitkisinden saflastirilan POD enziminin optimum
sicakligini belirlemek amaciyla optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 0,1 M KH2PO4
(pH 6,5) tamponu kullanildi. 0 ila 70°C arasinda her 10°C’de bir aktivite 6l¢timii yapildi. Elde
edilen sonuglar Tablo 8 ve Sekil 24°de gosterildi. Bu ¢alisma sonucu pazi (Beta vulgaris L.
var. cicla) peroksidaz enzimi i¢in optimum sicaklik 30 °C olarak belirlendi.

Tablo 8. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) Saflastiritlan POD Enziminin Optimum Sicakligi
Icin Sicaklik Aktivite Olciim Sonuglar

Potasyum Fosfat
Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)
0 0,78
10 0,96
20 1,06
30 1,20
40 1,14
50 0,98
60 0,71
70 0,40
14
1,2 D)
L]
g 1
5 08
w
= 06
2 o4
Y4
<
0.2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 24. Pazidan (Beta vulgaris L. var. cicla) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligi
icin Aktivite (EU/mL)-Sicaklik (°C) grafigi.
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Guaiakol substrati icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan
calisma sonuclari

Guaiakol substrati kullanilarak pazi bitkisinden saflastirilan POD enziminin Km ve
Vmax degerlerinin belirlenmesi ¢alismalar1 yapildi. POD enzimi i¢in en az 5 farkli guaiakol
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite Olgiildi. 1/[Guaiakol]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen
sonuglar Tablo 9 ve Sekil 25’de goriilmektedir. Sonug olarak guaiakol i¢in Km degeri 15,15
mM bulunurken Vmax degeri ise 20,66 EU/mL olarak tespit edildi.

Tablo 9. POD Enzimi i¢in Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yénelik Guaiakol Derisimi
Cizelgesi

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)

S 2 S 2

s B8 . 8 88

S BE O < 2 E O Q
> o ®© N =] o ®© N = (@)
O L= I o L I N a

10 10 10 01 0,99 1,0 0,90 0,010
10 10 10 03 0,99 1,0 0,70 0,010
10 10 10 05 0,99 1,0 050 0,010
10 10 10 07 0,99 1,0 0,30 0,010
10 10 10 09 0,99 1,0 0,10 0,010

0,06

y = 0,0071x + 0,0043
0,05 R2=0,9918

v

-1 0 1 2 3 4 5 6
1/[Guaiakol] mM-1

Sekil 25. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enziminin Guaiakol substrati i¢in Km Ve Vmax
degerlerinin belirlendigi grafik.
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H20:2 substrati icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan cahisma
sonuclar

H>O, substrati i¢in pazi1 bitkisinden saflastirllan POD enziminin Km Ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi c¢aligmalar1 yapildi. POD enzimi i¢in en az 5 farkli H20>
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite 6l¢iildi. 1/[H202]-1/V Lineweaver-
Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
Tablo 10 ve Sekil 26’da goriilmektedir. Sonu¢ olarak H;0O; i¢in Km degeri 0,05 mM
bulunurken Vmax degeri ise 5,91 EU/mL olarak tespit edildi.

Tablo 10. POD Enzimi i¢in Km Ve Vimax Degerlerinin Bulunmasima Yénelik H202 Derisimi
Cizelgesi

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
S 2 2 S
s ®8 . . =8 =

e % E O @) % £ o Q
> o @© N L o ®© > S (@)
O L= I I (T O N a

10 10 10 01 0,99 1,0 0,90 0,010
10 10 10 03 0,99 1,0 0,70 0,010
10 10 10 05 0,99 1,0 050 0,010
10 10 10 07 0,99 1,0 0,30 0,010
10 10 10 09 0,99 1,0 0,10 0,010

0,014 y =0,0022x + 0,0016
R2=0,9967

w

1/[H,0,] mM-1

Sekil 26. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enziminin H2O; substrati igin Km V& Vmax
degerlerinin belirlendigi grafik.
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ABTS substrati icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yoénelik yapilan
calisma sonuclari

ABTS substrati i¢in pazi bitkisinden saflastirilan POD enziminin Km Ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi ¢alismalart yapildi. POD enzimi i¢in en az 5 farkli ABTS
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite ol¢iildii. 1/[ABTS]-1/V Lineweaver-
Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
Tablo 11 ve Sekil 27°de goriilmektedir. Sonug olarak ABTS i¢in Km degeri 0,074 mM
bulunurken Vmax degeri ise 37,04 EU/mL olarak tespit edildi.

Tablo 11. POD Enzimi i¢in Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasia Yonelik ABTS Derisimi
Cizelgesi

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
P o P o @)
< I < I g
2,9 0,1 1/2 0,1 0,010
2,9 0,1 1/4 0,1 0,010
2,9 0,1 1/8 0,1 0,010
2,9 0,1 1/16 0,1 0,010
2,9 0,1 1/32 0,1 0,010
0,011

y = 0,0002x + 0,0027
R2=0,9911

0,009

v

0,001
-20 10 g1 O 10 20 30 40

1/[ABTS] mM

Sekil 27. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enziminin ABTS substrati i¢in Km V& Vmax
degerlerinin belirlendigi grafik.
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o-Dianisidin substrati i¢cin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan
calisma sonuclari

o-Dianisidin substrat1 i¢in pazi bitkisinden saflastirilan POD enziminin Km Ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi ¢aligsmalar1 yapildi. POD enzimi igin en az 5 farkli o-Dianisidin
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite Ol¢iildi. 1/[0-Dianisidin]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen
sonuglar Tablo 12 ve Sekil 28’de goriilmektedir. Sonug olarak o-Dianisidin i¢in Km degeri
1,724 mM bulunurken Vmax degeri ise 55,55 EU/mL olarak tespit edildi.

Tablo 12. POD Enzimi i¢in Km Ve Vimax Degerlerinin Bulunmasia Y énelik o-Dianisidin
Derisimi Cizelgesi

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)
= - = -
S c S c
7 =8 2 =8
s £ S S S%E O o
. © 8 Y] N . 10 o ®© o > @)
oo L I o 0O L I n o
1,0 1,0 1,0 0,1 0,99 1,0 0,90 0,010
1,0 1,0 1,0 0,3 0,99 1,0 0,70 0,010
1,0 1,0 1,0 0,5 0,99 1,0 0550 0,010
1,0 1,0 1,0 0,7 0,99 1,0 0,30 0,010
1,0 1,0 1,0 0,9 0,99 1,0 0,10 0,010
0,014 y = 0,0031x + 0,0018
0,012 R?=0,9877 .

1w

0
-1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35

0,002 o
1/[o-Dianisidin] mM-!

Sekil 28. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enziminin o-Dianisidin substrati i¢in Km ve
Vmax degerlerinin belirlendigi grafik.
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Pirokatekol substrati icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik yapilan
calisma sonuclari

Pirokatekol substrati i¢in pazi bitkisinden saflastirilan POD enziminin Km Ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi calismalart yapildi. POD enzimi i¢in en az 5 farkli pirokatekol
konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite oOlgiildi. 1/[Pirokatekol]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Elde edilen
sonuglar Tablo 13 ve Sekil 29’da goriilmektedir. Sonu¢ olarak pirokatekol i¢in Km degeri
1,295 mM bulunurken Vmax degeri ise 58,82 EU/mL olarak tespit edildi.

Tablo 13. POD Enzimi i¢in Km Ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik Pirokatekol
Derisimi Cizelgesi

Kor Tiipii (mL) Numune Tiipii (mL)

° Ie)

x = x =)

= S £ 5

S 82 N 52  «

s %E 9 £ gE g S

T L T & &CF =T A o

10 10 1,0 0,1 0,99 1,0 0,90 0,010

10 10 1,0 03 0,99 1,0 0,70 0,010

10 10 1,0 05 0,99 1,0 0,50 0,010

10 10 1,0 0,7 0,99 1,0 0,30 0,010

10 10 1,0 09 0,99 1,0 0,10 0,010
0,014

y =0,0022x + 0,0017
0,012 R2=0,9935

v

-1 0 1 2 3 4 5
1/[Pirokatekol] mM-1

Sekil 29. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enziminin Pirokatekol substrati igin Km ve
Vmax degerlerinin belirlendigi grafik.
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TARTISMA ve SONUC

Peroksidaz enzimi hem grubu igeren, bakteri, mantar, bitki ve hayvanlarda bulunan bir
glikoproteindir (Rompel et al. 2007). Peroksidazlar H20O>’yi inaktif hale getirmek i¢in gesitli
aromatik bilesikleri substrat olarak kullanirlar (Robert et al. 1993). Bitki peroksidazlarinin
hormonal etkinlik (Wakamatsu and Takahama 1993), savunma sistemleri (Bartonek-Roxa et
al. 1991) ve lignin polimeri iiretimi (Duarte et al. 2000) gibi 6nemli gorevlere sahip oldugu
bilinmektedir. Peroksidaz enzimi yiiksek duyarliliga sahip oldugundan klinik tani1 ve
mikroanalitik analizler agisindan 6nemli bir ayirag olarak kullanilmakta ve ayn1 zamanda ilag,

kimya ve gida sanayisinde siklikla tercih edilmektedir (Kwak et al. 1996).

Afinite kromatografisi, saflastirilmak istenen molekiiliin liganda &zgiil ve geri
dontistiirtilebilir olarak baglandigi bir tekniktir. Matrikse baglanan ligandin 6zgiil ve
dontistiiriilebilir olmasi gerekmektedir. Bu yontem bir ¢esit adsorbsiyon kromatogrofisidir ve
proteinlerin saflastirillmasi esasina dayanir. Kolon dolgu maddesi olarak c¢ogunlukla
Sepharose, Sephadex gibi jeller tercih edilmektedir. Istenmeyen etkilesimleri ortadan
kaldirmak amaciyla bazi durumlarda matriks ile ligand arasina uzanti kollar1 yerlestirilir.
Gilintimiizde bagka teknikler kullanilarak saflastirilmak istenen pek ¢ok biyolojik materyal, bu
teknik ile ¢ok daha kisa siirede ve tek bir basamakta saflastirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu
2009).

Bu calismada o6zellikle bitkilerin koklerinde bulunan peroksidaz enziminin afinite
kromatografisi yontemi ile saflastirilmasi gerceklestirilmistir (Ozdemir vd 2001). Cok
basamakli saflastirma tekniklerinde islem sirasinda enzim aktivitesinde 6nemli bir kayip
meydana gelmektedir. Enzimi yliksek verimlilikte saflastirmak i¢in afinite kromatografisi
Oonemli bir yere sahiptir. Bu nedenle pazidan (Beta vulgaris L. var. cicla) peroksidaz
enziminin izole edilmesi amaciyla ilk kez afinite jeli hazirlandi. 4-Amino 3-floro
benzohidrazid kolonundan enzim saflagtirildi. Daha sonra saflastirilan enzimin SDS-PAGE
teknigiyle molekiil agirligi tespit edildi ve karakterizasyon ¢aligmalart gerceklestirildi.

Sonuglari tartismadan evvel ¢aligma agsamalarinda kullandigimiz teknikleri kisaca hatirlatalim:

Oncelikle afinite teknigi kullanilarak pazi (Beta vulgaris L. var. cicla) eliiatlar elde
edildi. Daha sonra spektrofotometre cihazinda 280 nm’de absorbans degerleri okundu ve
boylece toplanan fraksiyonlara kalitatif protein tayini yapilmis oldu. Bu teknik aromatik halka

iceren amino asitlerin 280 nm’de absorbans gostermeleri temeline dayanmaktadir (Segel

1968).
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Bradford teknigine gore kantitatif protein tayini yapildi. Afinite kromatografisi teknigi
kullanilarak saflagtirilan pazi1 (Beta vulgaris L. var.cicla) POD enzim ¢ozeltisi ve
homojenattaki protein miktarlari belirlendi. Coomassie Brilliant Blue G-250 negatif yiike
sahip oldugundan pozitif yiikli proteine baglanir ve renkli kompleks olusturur.
Spektrofotometrede 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Bu yontem, diger metotlara
gore bozucu etkenlere karst daha az hassas ve yiiksek oranda tekrarlanabilirdir. Yontemin

duyarliligi 1-100 pg arasinda degismektedir (Bradford and Williams 1976).

Afinite kromatografisi kullanilarak izole edilen paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD
enziminin aktivitesi spektrofotometre cihazinda belirlendi. Bu uygulamaya gore, hidrojen
peroksit tarafindan guaiakol substrati yiikseltgenir ve bunun sonucunda olusan renkli bilesik
470 nm’de 1s1ma verir (Sisecioglu vd 2010). Literatiir taramasi sonucunda enzimin en iyi
substratinin guaiakol oldugu bilindiginden aktivite belirlemede siklikla tercih edilmektedir

(Kettle et al. 1997).

Peroksidaz enzimi mevcut yontemler kullanilarak pazi bitkisinden 43,55 Kkat
saflagtinllmistir (Kahraman 2003). Kullandigimiz yontem ile daha kisa siirede ve daha az
maliyetli bir saflastirma gergeklesmistir ve saflastirma orani diger yontemlere oranla daha

yiiksektir.

Kromatografik  metotlarin ~ kullanilarak ~ bitkisel =~ peroksidaz ~ enzimlerin
saflastirilmasinda jel filtrasyon kromatografisi, ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
iyon degisim kromatografisi gibi c¢ok sayida yontem oldugu gorilmistiir. Ancak bu
yontemlere bakildiginda saflastirma katsayilarinin diisiik oldugu goriilmektedir. Bunlar
arasindan afinite kromatografisinin tercih edilme nedeni, enzim aktivitesinde meydana gelen
kayiplar1 ortadan kaldirmak ve yiliksek verimle enzimi saflagtirmaktir. Bu yiizden, endiistride
sitk¢a kullanilan peroksidaz enziminin afinite teknigi ile tek basamakta pazi gibi dogal

kaynaklardan ytiksek oranda izole edilmesi ¢alismanin amacidir.

Bu tez kapsaminda amacimiz afinite kromatografisi yontemi kullanilarak pazi gibi
bitkisel kaynakli peroksidazlarin yiiksek verimlilikte elde edilmesi ve bunun daha az zaman
harcanarak gerceklestirilmesidir. Daha once yapilan galismalarda 4-Amino benzohidrazid
bilesiginin bitki POD enzimlerinin yarigmali bir inhibitorii oldugu ve bitki peroksidazlarinin
saflastirilmasinda kullanilabilecegi tespit edilmis ve literatiire kazandirilmisti (Ozdemir vd.
2019). Amino benzohidrazid molekiilii sentezlenerek bitki peroksidaz enziminin
saflastirilmasinda en etkin ligand tespit edildi ve metil benzoat satin alinarak hidrazin sentezi

gerceklestirildi.
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Saflastirilan pazi1 (Beta vulgaris L. var. cicla) peroksidazinin saflik kontrolii ve
molekiil agirligini belirlemek amaci ile SDS-PAGE yapildi. SDS-PAGE sonrasinda pazidan
izole edilen peroksidaz enziminin saf oldugu belirlendi (Sekil 22). Literatiirde yapilan
saflastirma ¢alismalar1 neticesinde POD enzimi igin ¢ok sayida izoenzim yapisi tespit
edilmistir. Degisik bitki kaynaklarindan elde edilen bu izoenzimlerin bazilarinin molekiil
agirliklart SDS-PAGE teknigiyle; hurma yapraklarinda (Deepa and Arumughan 2002) 48
kDa, kirmiz1 pancarda (Rudrappa et al. 2007) 45 kDa, zeytinde (Tzika et al. 2009) 44 kDa, at
turpunda (Lavery et al. 2010) 37 kDa olarak bulunmustur. Peroksidaz enzimlerinin molekiil
agirliklar, saflastirilan kaynaga gore 35-95 kDa arasinda degiskenlik gostermektedir.
Calismamizda ise pazidan elde edilen peroksidaz enziminin molekiil agirhigr yaklasik 37 kDa
olarak bulunmustur. Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enzimi i¢in buldugumuz molekiil

agirlig literatiirle uyum icindedir.

Saflastirma sonrasinda POD enzimi i¢in karakterizasyon calismalar1 yapildi. Sonug
olarak, Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) POD enzimi i¢in optimum pH, optimum sicaklik, Km

ve Vmax degerleri belirlendi.

Her peroksidazin optimum pH degeri izole edildigi kaynaga gore farklilik
gdstermektedir. Ornegin; mevcut yontemlerle at turpundan (Armoracia rusticana) saflagtirilan
peroksidazin optimum pH degeri fosfat tamponunda 7 (Lavery et al. 2010), ispanak
yapraklarindan (Spinacia olracea) saflastirilan peroksidazin optimum pH degeri fosfat
tamponunda 5,2 olarak bulunmustur (Koksal 2011). POD enzimi ile yapilan ¢alismalarda
genellikle optimum pH degeri 5,0-7,5 araliginda oldugu tespit edilmistir. Paz1 (Beta vulgaris
L. var. cicla) POD enziminin optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla pH 4,0-8,0
araliginda 0,1 M’k KH2POs tamponlarinda enzimlerin  gosterdigi  aktiviteler
spektrofotometre cihazinda 6lgiildii. 1zole edilen pazi POD enzimi igin optimum pH degeri
0,1 M’lik KH2PO4 tamponunda 5,5 oldugu tespit edildi. Bizim buldugumuz optimum pH
degeri literatiirde bulunan degerlerle uyum igindedir. Hem bizim buldugumuz hem de
literatiirde bulunan optimum pH degerleri gosteriyor ki peroksidaz enzimi asidik bir pH’a

sahiptir.

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) bitkisinden saflastiritlan POD enziminin optimum sicakligini

belirlemede optimum pH’da 10’ar derece artigla 0-70 °C araliginda aktivite 6l¢timleri yapildi.

Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen bulgulara gore pazi (Beta vulgaris L. var. cicla) POD

enzimi i¢in optimum sicaklik 30 ‘C olarak bulundu. Vanilya ¢ekirdeginden saflastirilan POD

enziminin optimum sicakligi 16 °C (Marquez et al. 2008), hurma yapraklarindan (Phoenix

dactylifera L.) saflagtirtlan POD enziminin optimum sicakligi 55 °C (Al-senaidy and Ismael
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2011), karnabahardan (Brassica oleracea L.) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligi
30 °C (Koksal and Giilgin 2008), 1spanak (Spinacia olracea) yapraklaridan saflastirilan POD
enziminin optimum sicakligi 60 °C (Koksal 2011), karayip bitkisinden (Euphorbia
cotinifolia) saflastirilan POD enziminin optimum sicakligi 50 °C (Kumar et al. 2011) olarak
bulunmustur. Buldugumuz optimum sicaklik degeri literatiirde bulunan degerlerle uyum
icindedir.

Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) bitkisinden saflagtirllan POD enziminin guaiakol
substratina olan ilgisini belirlemek amaciyla 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. Karnabahardan (Brassica oleracea
L.) saflastirilan POD enziminin Km degeri 141,64 mM ve Vmax degerini 7,500 EU/mL.dk
(Koksal ve Giilgin 2008), vanilya ¢ekirdeginden saflastirilan POD enziminin Km degeri 3,8
mM (Marquez et al. 2008) ve 1spanak (Spinacia olracea) yapraklarindan saflastirilan POD
enziminin Km degeri 17,35 mM ve Vmax degerini 1,234 EU/mL.dk olarak bulmustur (Koksal
2011). Paz1 (Beta vulgaris L. var. cicla) peroksidazi igin ise Km degeri 15,15 mM ve Vmax
degeri 20,66 EU/mL.dk olarak tespit edildi. Pazi (Beta vulgaris L. var.cicla) POD
enzimlerinin Km degeri literatiirde bulunan degerlere yakin oldugu goriilmektedir. Ancak
Vmax degeri literatiirden olduk¢a faklidir. Km degeri enzim substrat kompleksinin
saglamliginin bir gostergesidir. Km degerinin yiiksek olmasi ES kompleksinin baglanmasinin
zaylf oldugunu yani enzimin substrata ilgisinin az oldugunu gosterir. Yapmis oldugumuz
caligmalarda bulunan Km degerlerine bakildiginda pazi (Beta vulgaris L. var. cicla) POD
enziminin guaiakol substratina olan ilgisinin yiiksek oldugu kanisina varilmistir. Peroksidaz
enziminin endiistriyel degerinin yiiksek olmasi ve kullanim alanlarinin fazla olmasi sebebiyle
enzimin yiiksek verimlilikle saflagtirilmasi amaciyla birgok yontem gelistirilmistir. Ancak
tilkemizde bol miktarda yetistirilen pazi bitkisinden peroksidaz enziminin izole edilmesi
amactyla hem daha az maliyetli oldugundan ve hem de daha az zaman gerektirdiginden diger

yontemlere oranla afinite kromatografisi daha ¢ok tercih edilmektedir.

Literatiirde afinite kromatografisi teknigi ile enzimlerin yeni ligand olan 4-Amino 3-
floro ile saflagtirilmasi i¢in detayli bir saflagtirma prosediirii bulunmamaktadir. Bu amag
dogrultusunda POD enziminin saflastirilmasinda kullandigimiz ~ siyanojen bromiirle
aktiflestirilmis Sepharose 4B matriksine ligandimizi baglayarak afinite jeli hazirland1 ve

literatiire ucuz maliyetli ve yliksek verimli yeni bir yontem olarak kazandirildi.
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