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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAYIR TURPU (Armoracia rusticana) PEROKSIDAZ ENZIMININ 3-AMINO
BENZOHIDRAZID TUREVLERI KULLANILARAK AFINITE
KROMATOGRAFISI ILE SAFLASTIRILMASI

Nurgiil ABUL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Horseradish peroksidaz (HRP, E.C 1.11.1.7) sanayide, tipta ve klinik tanilamada
kullanilan 6nemli bir enzimdir. Bu tez kapsaminda amino benzohidrazid molekiilleri
kullanilarak afinite kromatografisi teknigi ile bayir turpu (Armoracia rusticana)
bitkisinden POD enziminin tek basamakta saflastirilmas: i¢in etkili ve yeni afinite
ligantlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla 3-amino benzohidrazid tiirevi olan,
3-amino 5-kloro benzohidrazid, 3-amino 5-bromo benzohidrazid, 3-amino 4-metil
benzohidrazid, 3-amino 4-nitro benzohidrazid molekillerinin metilbenzoat formlarindan
hidrazin sentezleri yapildi. Sentezlenen molekiillerin karekterizasyonu 'H-NMR ile
dogrulandi. HRP enzimi iizerine inhibisyon etkileri incelendi. 1Cso ve Ki degerleri
belirlendi. Doniigtimlii inhibisyon gosteren molekiiller Sepharose-4B-L-Tirozin jel
materyaline baglandi ve HRP enzimi %6,72 verimle ve 284,5 kat saflastirildi.
Saflagtirma sonucunda elde edilen enzimler i¢cin SDS-PAGE yapildi ve 47 kDa’da tek
bant gézlendi. Kullanilma potansiyeli en yiiksek olan Sepharose-4B-L-Tirozin-3-amino
4-nitro benzohidrazid afinite kolonu i¢in pH:6, 20°C, 0,4 M’da optimum baglanma
gbzlendi.

2019, 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz, Afinite kromatografisi, Bayir turpu, Enzim
saflastirma, 3-Amino benzohidrazid tiirevleri



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION OF HORSERADISH (Armoracia rusticana) PEROXIDASE
ENZYME BY AFINE CHROMATOGRAPHY USING 3-AMINO
BENZOHIDRAZIDE DERIVATIVES

Nurgiil ABUL

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

Advisor: Prof. Dr. Hasan OZDEMIR

Horseradish peroxidase (HRP, E.C. 1.11.1.7) is an important enzyme used in industry,
medicine and clinical diagnosis. In this thesis, it was aimed to determine the effective
and novel affinity ligands for purifying the POD enzyme from the Horseradish
(Armoracia rusticana) plant in a single step by affinity chromatography using amino
benzohydrazide molecules. For this purpose, 3-amino 5-kloro benzohidrazide, 3-amino
5-bromo benzohidrazide, 3-amino 4-methyl benzohidrazide, 3-amino 4-nitro
benzohidrazide, which are 3-amino benzohidrazide derivatives were synthesized from
the mthylbenzoate forms. The characterization of the synthesized molecules was
confirmed by H-NMR. The inhibition effects of these molecules on the HRP enzyme
were investigated. 1Cso and K; values were determined. Molecules with reversible
inhibition were bound to Sepharose-4B-L-Tyrosine material and the HRP enzyme was
purified in %6,72 yield and 284,5 fold. SDS-PAGE was performed for enzymes
obtained from purification step and single band was observed at 47 kDa. For the
Sepharose-4B-L-Tyrosine-3-amino 4-nitro benzohydrazide affinity column, which had
the highest potential, optimum binding at pH: 6, 20°C, 0.4 M was observed.

2019, 71 sayfa

Keywords: Peroxidase, affinity chromatography, horseradish, enzyme purification, 3-
Amino benzohydrazide derivatives
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1. GIRIS

Canli hiicrelerde meydana gelen yapim ve yikim tepkimelerinin tiimiine metabolizma
denir. Kimyasal tepkimelerin baslayabilmesi ve devam edebilmesi igin tepkimeye
girecek molekiillerin aktivasyon enerjisi engelini agsmasi gerekir. Aktivasyon enerjisi,
belli bir sicaklikta 1 molreaktanin aktiflesmis durum kazanmalar1 i¢in gerekli enerji

miktaridir (Keha ve Kiifrevioglu 2010).

Aktivasyon enerjisi engelinin asilmasi, katalizor kullanilmasiyla saglanir. Hiicrede
enerji engelinin asilarak Kkimyasal tepkimelerin gergeklesebilmesi igin biyolojik

katalizor kullanilir.

Enzimler, canli organizmalardaki reaksiyonlari hi¢bir yan iiriin olusturmadan %100°liik
bir iirlin verimi saglayarak katalizleyen, katalitik RNA molekiillerinin kiiciik bir grubu
disinda protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu). Enzimler
protein yapisinda olduklarindan primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilarini
korumalari, aktiflikleri agisindan olduk¢a 6nemlidir. Enzimlerin en onemli 6zellikleri

katalitik giicleri ve spesifiklikleridir (Lehninger 1982; Keha ve Kiivrevioglu 2009).

Enzimler protein yapisindadir ve DNA seviyesinde diizenlenip kontrol edilir. Hiicre
icinde meydana gelen bir reaksiyon enzimsiz hemen hemen hi¢ gergeklesmez,
reaksiyonlar kendiliginden meydana gelmez. Bu yiizden enzimleri sadece katalizor
ozelligi ile nitelemek eksik bir tanimlama olacaktir. Gergekten bu molekiiller, bir
hiicreyi digerlerinden farkli kilan 6zelliklerine ait bilgilerin DNA’dan aktarilmasinin en

onemli araclaridir (Keha ve Kiifrevioglu).

Aktif merkeze baglanan ve enzim tarafindan doniislime ugratilan molekiile substrat
denir. Her substrat veya substrat grubunun spesifik bir enzimi vardir. Enzimler
substratlarina kiyasla daha biliylik molekiillerdir. Reaksiyonun gergeklestigi yerise
kiiciik bir bolgedir (Tiiziin 2005). Aktif merkez, polipeptit zincirinin belirli kisimlarinin



0zel katlanmalar1 sonucunda meydana gelir ve katalitik aktiviteden sorumludur (Karlson
and Telefoncu 1998).

Enzimatik reaksiyon hizlarimi etkileyen faktorler (Daniel et al. 2010);

- Sicaklik

- pH

- Enzim konsantrasyonu
- Zaman

- Substratkonsantrasyonu

- Inhibitér

Sicakhik

Sicaklik enzimatik reaksiyonlari hizlandirir. Ancak sicaklik artisi belirli bir yere kadar
aktiviteyi artirir, daha sonra aktivite diismeye baslar. Bir¢ok enzim 50-60°C civarindaki
sicakliklarda denatiire olmaktadir. Enzimler optimum sicaklikta maksimum aktivite

gosterirler (Daniel et al. 2010).

pH

Enzimlerin ortamin hidrojen iyonu konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteleri degisir ve
enzimler optimum pH’da en yiiksek aktivite gosterirler. Enzimatik c¢alismalarda
optimum pH’da ¢alisabilmek igin tamponlar kullanilir. Optimum pH’dan daha diisiik
veya daha yiiksek pH’lar, enzimin aktivitesinde kayba neden olur. Bunun nedenleri pH
degisimine bagl olarak meydana gelen enzim veya substratta bulunan yiiklii gruplarin

yapisinin degismesi ve enzimin denatiire olmasidir (Altunkaya ve Gokmen 2011).



Enzim konsantrasyonu

Enzimin substrata doygun oldugu sartlarda enzim miktar1 arttikca reaksiyon hizi da

dogrusal olarak artar (Al-Senaidy and Ismael 2011).

Zaman

Bir enzimatik reaksiyon devam ederken reaksiyonun hizi giderek azalir. Bu durum
reaksiyon sirasinda olusan iriinlerin aralarinda birleserek ters yonde bir reaksiyon
olusturmalar1, reaksiyonu engelleyen maddelerin olusumu, enzimin zamanla inaktive
olmasi ve substratin titkenmesi gibi faktorlerden kaynaklanir. Bu faktorlerin etkilerinin
ortadan kaldirilmast i¢in enzim c¢alismalart ¢ogunlukla substratin yaklasik %10’unun
kullanildig1 reaksiyonun baslangi¢ asamasinda gerceklestirilir (Keha ve Kiivrevioglu
2009).

Substrat konsantrasyonu

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonunun hizi substrat konsantrasyonu ile
dogru orantili olarak belirli bir noktaya kadar artar. Daha sonra enzim substrat
doygunluguna ulastigi anda reaksiyon hizi degismeden devam eder. Bu durumda enzim,

maksimum hizda ¢alistyor demektir. Maksimum hiz Vmax ile gosterilir.

Eger enzimler olmaz ise birgok biyokimyasal olay ya hi¢c gerceklesmez ya da
gerceklesmesi son derece yavas olur. Enzimler canli dokularin bilesiminde az miktarda
bulunduklar1 gibi hiicre disinda da calisabilir. Birgok sanayi alaninda enzimlerden
yararlanilir. Tipta, kimya endiistrisinde, gida prosesinde, ekmek, bira, peynir iiretiminde

ve ziraatte pek ¢ok kullanim alani vardir.

Enzim kinetigi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarn hizlarmi inceler. Enzimler

canlilarda ¢ok az miktarlarda bulundugundan enzimlerin miktarlar1 degil aktiviteleri



olgiliir. Enzim kinetiginde reaksiyon hizi 6lgiilerek reaksiyon sartlarini degistirmenin
reaksiyon iizerine etkisi incelenir. Bu sekilde enzimin katalitik mekanizmasi, inhibitor
veya aktivatorler tarafindan nasil kontrol edilebilecegi ve metabolizmadaki roli
belirlenebilir (Lehninger 2005). Arastirmacilar 1902 yilinda Enzim-Substrat ile Enzim-
Substrat kompleksi arasinda bir dengenin oldugunu ifade etmislerdir. Sonra bu fikri
Michalies-Menten genisleterek bugiin kendi adlariyla anilan sabite ve esitlige
ulagsmislardir (Colowick and Kaplan 1987). Enzim Kinetigi i¢in 1913 yilinda Lenor
Michaelis ve Maude Menten tarafindan gelistirilen Michaelis-Menten esitliginde yer
alan degerlerle enzimlerin kinetik Ozellikleri ifade edilir. Bu denklemdeki Vmax
enzimin katalitik aktivitesini ve Ku sabiti enzimin substrata ilgisini ifade eder. Enzim

kinetigi reaksiyonu asagida gosterildigi gibidir (Menten and Michaelis 1913);

Ky Ky K3
E+S —— ES — El — 5 E+P

Michaelis-Menten formiilii su sekilde gosterilir; (Menten and Michaelis 1913).

Vmax [S]

Ve Rnt 81

(uM/min)

V=

Ky [S] (mM)

Sekil 1.1. Michaelis—Menten grafigi



Vmax ve Km, bir enzimin aktivitesini belirleyen 6nemli enzim sabitleridir. Burada
Vmax, maksimum hiz olarak ifade edilir ve hiperbol asimtodunun y eksenini kestigi

noktadir.

Km (Michaelis-Menten sabiti), maksimum hizin yarisina (Vmax/2) karisilik gelen

substrat konsantrasyonunu ifade eder (Menten and Michaelis 1913).

Michaelis-Menten denklemi; hiperbolik bir egrinin denklemidir ve hiperbolik bir
egrinin karakteristik noktalarin1 belirlemek zordur. Bir enzime ait Vmax ve Ky
degerlerini deneysel olarak incelemeyi kolaylastirmak igin grafigi dogrusal olan baska
denklemler de Onerilmistir. Bunlardan sik kullanilanilan Lineweaver-Burk denklemidir
ve bu denklem Michaelis-Menten denkleminin tersine gevrilip ¢carpanlarina ayrilmasiyla
elde edilir (Lineweaver and Burk 1934).

Km
VMax
1
VMaX
i [S]
Km

Sekil 1.2. Lineweaver-burk grafigi



Enzim aktivitesi; substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, iyonik siddet,
inhibitor ve aktivatorlerin konsantrasyonlarindan etkilenir. Enzimler, optimum pH ve
doygunlugun iizerindeki substrat konsantrasyonlarinda calisirlar. Boylece sifirinci
dereceden bir reaksiyon olusur. Enzim kofaktor i¢eriyorsa, koenzim veya metal iyonlari
konsantrasyonlart doygunlugun c¢ok ftizerinde almir. Bu durumda sistemde hizi
siirlayan tek faktdr enzim konsantrasyonudur. Yani bu durumda hiz, enzim miktariyla
dogru orantilidir. Bu ylizden diisiik substrat konsantrasyonlarinda elde edilen degerler
daha az sagliklidir (Lehninger 1982). Enzim aktivitesi "Enzim Unitesi" ile ifade edilir.
25°C'de ve optimal sartlarda 1 umol subsrati bir dakikada iiriine doniistiiren enzim
miktarma “Enzim Unitesi” denir. “Michaelis-Menten” denklemi neredeyse tiim
enzimler i¢in enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde kullanilan temel bir ifadedir

(Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimlerin baz1 bilesikler tarafindan in vivo ve in vitro aktivitelerinin azaltilmasi hatta

yok edilmesi olayina “inhibisyon”, bu olaya sebep olan bilesiklere de inhibitor denilir.

Enzimatik aktivite inhibisyonu, biyolojik sistemlerde kontrol —mekanizmasi
olusturdugundan biyolojik sistemler agisindan 6nemlidir. Inhibitérler, metabolik
yollarin aydinlatilmasinda ve enzim etki mekanizmalarinda biyokimyacilar ig¢in

onemlidir (Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.1. Enzim Inhibisyonu

Enzimatik inhibisyon, doniisiimsiiz ya da doniisiimlii olmak iizere iki sekilde incelenir.

1.1.1. Doniisiimsiiz inhibisyon

Inhibitér enzime ya kovalent baglanir ya da zor ayrilabilen bir kompleks meydana
getirir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bu durumda enzimin tekrar aktivite gostermesi
beklenemez. Doniisiimsiiz inhibisyon da Vmax (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek

max. hiz) azalirken Kn (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degismez (Segel 1975;



Keha ve Kiifrevioglu 2009). Kimyasal maddeler, ilaglar ve zehirli bilesikler bu yolla
etki gosterir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

K1 ks
E+S —> ES — E+P
+ ko
|
El

Sekil 1.3. Doniisiimsiiz inhibisyonun sematik gosterimi

1.1.2. Doniisiimlii inhibisyon

Enzim ile inhibitor etkilesmesi bir denge reaksiyonudur. Inhibitdr enzimle veya enzim
substrat kompleksiyle kovalent olmayan sekilde baglanir (Lehninger et al. 2005). Bu tip
inhibisyonlarda enzim inhibitor iligkisi, inhibitdre oranla enzim konsantrasyonunun
veya substrat konsantrasyonunun arttirilmast ile tersine ¢evrilebilmektedir. Bu

inhibisyon tiirii ii¢ gruba ayrilir. Bunlar;

v Yarismali inhibisyon (kompetitif)
v Yarismasiz inhibisyon (nonkompetitif)

v" Yar1 yarigmali inhibisyon (unkompetitif)

i. Yarismah (kompetitif) inhibisyon: Inhibitoriin yapisi, yapi itibariyle substrata
benzer ve enzimin aktif boélgesine baglanma noktasinda inhibitdr, substratla yaris
halindedir. Ancak substrat konsantrasyonu artirildiginda inhibitérlerin inhibisyon etkisi
ortadan kaldirilabilir. Enzimin Vmax degeri degismez ancak Km degerinde artis
meydana gelir (Sekil 1.4) (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).



K1 ks
E+S ——~ ES —— E+P
+ ko

El

Sekil 1.4. Yarigmali (Kompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

ii. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon: Yarigmali inhibisyondaki gibi enzim aktif
bolgesine baglanma hususunda inhibitér ve substrat arasinda bir yaris yoktur. Clinkii
inhibitor ve substrat enzimin farkli bolgelerine baglanir ve enzimin iki farkli inaktif
kompleksi olan EIl, ESI meydana gelir. Enzimin Vmax degeri azalirken Km degeri
degismez (Sekil 1.5) (Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

k1 k3

E+S =—> ES —— E+P
ko

+ +

]

El + S <——= ESI

Sekil 1.5. Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonun sematik gosterimi

iii. Yarn1 yarismal (unkompetitif) inhibisyon: Bu inhibisyon tiirii, iki substrath
reaksiyonlarda yaygin olarak goriilmektedir. Yar1 yarigmali inhibisyonda inhibitor,
serbest enzime degil sadece enzim-substrat (ES) kompleksine baglanabilmektedir. ES
konsantrasyonu azalir ve bunun sonucunda Vmax ve Kwm degerleri azalir (Keha ve
Kiifrevioglu 2009).



k4 ks
E+S === ES —= E+P
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Sekil 1.6. Yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyonun sematik gdsterimi

1.2. Serbest Radikaller

Serbest radikal, bir veya birden fazla tek elektron igeren, yiiksek reaktiviteli molekiil
veya gruplardir. Ortaklanmamis tek elektron serbest radikallere karakteristik Kimyasal
ozellik kazandirir (Jhon 1988).

Diger molekiillerle kolayca elektron aligverisine girebilen bu molekiillere "reaktif

oksijen partikiilleri” de denilmektedir (Cavdar vd 1997).

Biyolojik sistemlerde, bir molekiil aktive olursa, enzimin aktif bolgesinde zincir
reaksiyonlar1 baglar. Oksido-rediiktazlarin aktif bolgeleri, prostetik gruplar ve
fonksiyonel amino asitlerdir. Serbest radikallerin olusumunu katalizleyen iki biiyiik
enzim grubu vardir. Birincisi, elektron transport sisteminde flavin igeren enzimler ve
ikincisi, hem grubu igeren peroksidazlar ve peroksidaz benzeri enzimlerdir (Akpoyraz
ve Durak 1995).

Reaktif oksijen tiirleri veya serbest radikaller; siiperoksit iyonu (O2’), hidroksil iyonu
(OH), nitrik oksit (NO"), ferriloksit (FeO?"), lipit oksitler (LOO") ve hidrojen peroksit
(H202)’tir (Lam 2000). Hiicre igerisinde iiretilen serbest radikaller hiicre zarinda yikima

ve fonksiyon kaybina sebep olur (Halliwel and Gutteridge 1984).
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1.3. Antioksidanlar

Organizma serbest radikallere ve bunlarin neden oldugu zararlara karst bir savunma
sistemine sahiptir. Serbest radikalleri ve bunlarin meydana getirdigi zararlar1 onleyen
maddeler antioksidan olarak adlandirilir (Akkus 1995; Diindar ve Aslan 1999).

Antioksidanlar radikallerle oldukg¢a hizlibir sekilde reaksiyona girer ve radikalik zincir
reaksiyonunun ilerlemesini onler (Diindar ve Aslan 1999). Ayrica serbest radikallerin
fazlasmi etkisizlestirmek, toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve hastaliklari

onlemede katki saglamak antioksidanlarin rolleri arasinda sayilabilir (Pham-Huy et al.

2008).

Antioksidanlar ii¢ gruba ayrilmistir. Bunlar radikal olusumunu 6nleyici, olusan radikali
tutucu ve olusan hasari onarici/hiicreyi yenileyici antioksidanlardir. Ilk olarak dnleyici
antioksidanlar radikal olusumunu engellerler. Engellenemeyen antioksidanlar, zincirin
baslamasi veya ilerlemesinin durdurulabilmesi i¢in radikal yakalayicilar tarafindan
tutulur. Durdurulamayan radikaller hiicreye zarar vermisse, hiicreleri onarmak veya
yenileyerek hastaliklarin olugsmasini engellemek igin onarici/yenileyici antioksidanlar

devreye girerler (Willcox et al. 2004).

Baslica enzimatik antioksidanlar stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz, glutatyon S-transferaz (GST), katalaz, mitokondriyal
sitokrom oksidazdir (Akkus vd 1995; Madi et al. 1999).

1.4. Peroksidazlar

Peroksidaz (POD; E.C. 1.11.1.7), oksidorediiktaz sinifinin bir iyesidir ve hidrojen
atomlarin1 verme egiliminde olan bilesikler ile bu atomlari alici durumunda olan H2O>
bilesigi arasindaki reaksiyonu katalizler (Adams 1978; Whitaker 1994). Hiicreyi,

oksijenli solunum olusturan canli organizmalarin hiicrelerinde bulunan H202’in
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oksidatif etkisinden korumak i¢in bu molekiilii, molekiiler oksijen ve suya gevirirler

(Sisecioglu et al. 2010).

Hidrojen peroksit miktar1 peroksizomlarda, H.Oz’den baska bir substrata ihtiyag
duymayan katalaz  enzimleri  tarafindan  diizenlenirken, hiicrenin  diger
kompartimanlarinda aktivitesini gostermeki¢in H202’den bagka substratlara da ihtiyac

duyan farkli peroksidaz enzimleri tarafindan diizenlenir (Scandalius et al. 1994).

Peroksidazlar tarafindan kataliz edilen reaksiyonun genel formiilii asagida verilmistir

(Van Huystee 1987).

POD

Bu reaksiyon, iki elektronlu bir yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonudur ve buradaki

hidrojen peroksit suya indirgenirken enzimde yiikseltgenmektedir (Battistuzzi et al.
2012).

Peroksidazlar; aktivitelerinin kolay Olgiilmesi ve yiiksek sicakliklarda stabil
kalabilmesinden dolay1 enzimatik ¢aligmalarda ve protein yapi tayinlerinde model bir

enzim olarak tercih edilmektedir (Hiraga et al. 2001).

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

iist familya i¢inde siniflandirilabilir. Bunlar;

- Mantar, bitki ve bakteri peroksidazlari,

- Hayvan peroksidazlaridir (Soda et al. 1991).
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Cizelge 1.1. Peroksidaz enzimlerinin siniflandirilmasi (Hiraga et al. 2001)

) Molekiil
Siiper Aile Enzim Kaynak
Agirhg (kDa)
Eosinophill Peroksidaz Hayvan 50-75
Laktoperoksidaz Hayvan 78-85
Hayvan Miyeloperoksidaz Hayvan 79-150
Peroksidazlari
TiroidPeroksidaz Hayvan 90-110
GlutatyonPeroksiaz Hayvan, Bitki | 6-22, 75-112
ProstaglantinendoperoksitSentaz | Hayvan 115-140
Hayvan, Bitki,
Katalaz Katalaz 140-530
Mantar, Maya
Bitki Sitokrom c¢ Peroksidaz Maya, Bakteri | 32-63
Peroksidazlari Bakteri,
KatalazPeroksidaz 150-240
(Smuf I) Mantar
Bitki )
AskorbatPeroksidaz o
Peroksidazlar Bitki 30-58
(Simf 1)
Bitki ManganazPeroksidaz Mantar 43-49
Peroksidazlari Ligninaz Mantar 40-43
(Smuf I Peroksidaz (POD) Bitki 28-60

bilesikleri yiikseltgeyebilir (Onsa et al. 2004).

Bitki peroksidazlari, peroksit karsisinda guaiakol, pirogalol ve katekol gibi fenolik
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OCH,
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+4 H,0,

Guaiakol
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OCH;4

7

OCH;

Peroksidaz

Tetra Guaiakol

OCH,

o
+H,0
o

OCH,

Sekil 1.7. Peroksidazlarin farkli fenolik substratlari kullanarak hidrojen peroksiti

giderme mekanizmasi

Peroksidaz varliginda yapilan

calismalarda

guaiakol

substratinin ~ oksidasyon

mekanizmasi aydinlatilmis ve guaiakoliin 3,3-dimetoksi-4,4 bifenokinona okside oldugu

bulunmustur (Doerge et al. 1997).

OH

©/O‘CH3 Peroksidaz

Guaiackol 1202 1,0

H,C-Q

X <

0-CHj

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

O

H,C-0,

O-CH;
3,3'-dimetoksi
4,4'-dihidroksibifenil

0
(N
©/0\CH3 - @/ CH,

0]

o

Sekil 1.8. Peroksidaz enziminin guaiakol substratin1 guaiakolun renkli oksidasyon

iirlinlerine ¢cevirme mekanizmasi
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Peroksidaz; protestik grup olarak b‘-tip heme tasiyan, H2O: ile ¢esitli elektron
donorlerinin  oksidasyonunu katalizleyen bir oksidorediiktazdir. Bu mekanizmada
enzim, peroksitin bir ekivalenti ile reaksiyon vererek bilesik biri olusturur. Bu bilesik Fe
igeren bir porfirin katyon radikalidir. Bu reaksiyon, iki elektronlu bir yiikseltgenme ve
indirgenme reaksiyonudur. Burada hidrojen peroksit suya indirgenirken enzimde
yiikseltgenmektedir. Bir oksitleme ekivalenti ortadaki oksiferrili vererek demir {izerine
yerlesir. Bilesik Il sonra organik substrati yiikseltgeyerek I substrat radikalini olusturur.
I, ikinci bir reaksiyona maruz kalir ve II {irlinlinii verir. Bilesik Il normal bir porfirin
ligand icin diizenlenmis oksiferril bir merkez igerir. Sonug¢ olarak bilesik II diger

substratla etkileserek indirgenir ve dogal haline geri doner (Battistuzzi et al. 2012).

H,0,

HO  OMe
H,0 K

I I

k.
v T v

" QC
©:OM8 OMe

Sekil 1.9. Guaiakol substrati varlifinda peroksidaz enziminin reaksiyon katalizleme
dongiisii

1.4.1. Bitki peroksidazlar:

Peroksidazlar, bitki ailesi i¢inde genis olarak yayilmis durumdadirlar (Miranda et al.
2003).
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Bitkilerde bulunan peroksidaz, i1spanak yapraklari, enginar yapraklari, lahana, marul,
brokoli, domates tohumlari, patates yumrular1 ve kiiltiirlii yerfistig1 hiicrelerinden

saflastirilmaktadir (Soda et al. 1991).

Birgok yiiksek bitki birkag peroksidaz (Prx) izozimlerine sahiptir. izoelektrik noktalar:
tizerinde temellendirilen peroksidazlar anyonik, notral ve katyonik olmak lizere ii¢ alt

grupta siniflandirilirlar (Soda et al. 1991).

Peroksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlar komplekstir ve asagida genel formiilii
verilen reaksiyonlar1 katalizlerler (Huystee 1987). Metabolizma esnasinda olusan

H20>’1 etkisiz hale getirirler (Kampis et al. 1984; Robinson et al. 1987).

HO  OH

pop A L
o e

\_ J

Sekil 1.10. Peroksidazlarin farkli fenolik msubstratlart kullanarak hidrojen peroksit
giderme mekanizmasi

1.4.2. Horseradish (bayir turpu) Peroksidaz (HRP, EC 1.11.1.7)

Bayir turpu (Armocia rusticana), esas olarak koklerinin besin degeri sebebi ile diinyanin
tliman bolgelerinde yetistirilen uzun émiirlii, dayanikli bir bitkidir. HRP enzimi bunun
koklerinden elde edilmektedir (Sekil 1.12) (Veitch 2004).
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Sekil 1.11. Bayir turpu (Armoracia rusticana) bitkisi (Veitch 2004)

Horseradish (bayir turbu) peroksidaz terimi genel olarak kullanildigi halde bitkinin
kokii bir kag tane farkli peroksidaz izoenzimi igermektedir. C izoenzimi (HRP C) en
yaygin olanidir (Veitch 2004).

Peroksidazlar H>O ile Bilesik I, IT ve III olmak {izere ii¢ farkli yap1 olusturmaktadir.
HRP’nin genel calisma mekanizmasi asagida verildigi gibidir. Bilesik I ve Bilesik

IIsirasiyla HRP-1 ve HRP-II’yi, AH ise indirgenen substrati ifade eder (Deshpande

1996; Leon et al. 2002; Carvalho et al. 2005).

H,0, H,O AH A’ AH A"+ H,0

HRP ;A» HRP-I;A; HRP-IIL-A HRP

Sekil 1.12. HRP enziminin ¢alisma mekanizmast

Yapisinda iki farkl tipte metal merkez ve %18-22 arasinda degisen karbohidrat artigi
bulunmaktadir. Metal merkezler, demir (I1l) protoporfirin 1X (hem grubu) ve iki
kalsiyum atomudur. Her iki merkez de enzimin yapisal ve fonksiyonel biitiinligi
acisindan gereklidir (Klibanov 1983; Desphande 1996; Veitch and Nigel 2004).
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Sekil 1.13. HRP enziminin ii¢ boyutlu molekiil yapisi

1.5. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi hedef biyomolekiilinbir destek materyali (matriks) tizerine
immobilize edilmesi ve hedef molekiilin tama mlayici baglanma bdlgelerinin
bulundugu ligandlar tarafindan spesifik ve geri doniisiimlii olarak adsorbe edilmesi
esasina dayali bir yontemdir (Wilchek and Chaiken 2000; Kumpalume and Ghose
2003).

Afinite kromatografisi pratik olarak uygulandiginda saflagtirma isleminin {i¢ basamakta
tamamlandig1 goriiliir. Ilk asamada kolon dengelenir ve hedef molekiilii igeren
numunede bulunan kolona tutunamayan tiirler uygun tampon ile yikanir. Son olarak

enzim uygun bir ¢ozelti ile eliie edilir.

Matriks

Se¢ilen kolon matriksi, kolonda bilesiklerin ayrilmasinda 6nemli bir faktordiir. Afinite
kromatografisinde kullanilan kolon matriksinin, ayirma islemlerinde kullanilan
kimyasallara karsi stabil, hidrofobik, sert (rigid), biiyiikk gozenekli ve inert olmasi
gerekmektedir (Hage and Clarke 2004).
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Afinite kromatografisinde matriks olarak; Bio-gel, Sephadex ve Sepharose gibi farkli
polimerler kullanilmaktadir. Bunlar ig¢inde inci seklinde dizilmis bir agaroz jel olan
Sepharose, en ¢ok kullanilan matrikstir. Bu matriks, biyolojik aktif molekiillerin
immobilizasyonu isleminde gereken biitiin Ozelliklere sahiptir. Seker kalintilar
tizerindeki hidroksil gruplari, bir ligandin kovalent baglanmas1 i¢in kolayca
tirevlendirilebilir. Bunlardan Sepharose-4B en iyisidir ve en ¢ok kullanilanidir (Axen
and Ernback 1971).

Ligand

Kolon igerisinde ayrimin uygun bir sekilde gergeklesmesi icin afinite kromatografisi
matriksine baglanan ligandin afiniteye uygun bir sekilde secilmesi gerekir. Bu
ligandlarin ¢ogu biyolojik kdkenlidir ancak ayrim i¢in biyolojik kdkenli olmayan dogal
veya sentetik molekiiller de kullanilmaktadir (Hage 1999; Hage and Clarke 2004).

Cizelge 1.2. Afinite kromatografisinin en ¢ok uygulandigi biyolojik sistemler

Saflastirilacak

Ligand
Madde
Enzim Substrat, inhibitor, kofaktor
Antikor Antijen, viriis, hiicre
Lektin Polisakkarit, glikoprotein, hiicre, hiicre yiizey
reseptori
Niikleik asit Komlementer baz dizisi, histon, baglayici protein

Hormon, Vitamin | Reseptor tasiyici protein

Hiicre Hiicre yiizeyi spesifik proteini, lektin
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Uzanti kolu

Enzimlerde bulunan aktif bolge genellikle molekiiliin i¢ kisimlarina dogru yerlesmistir.
Bu nedenle kii¢iik ligandlarin (enzim kofaktorleri gibi) dogrudan matrikse baglanmasi
sonucu hazirlanan adsorbanlarda, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda
istenmeyen etkilesimler meydana gelebilir. Bu durumlar da ligand ile matriks arasina
uzanti kolu adi verilen molekiiller yerlestirilerek istenmeyen baglanmalar ortadan

kaldirilabilir.

Uzant1 kolunun islevini tam olarak yerine getirebilmesi i¢in uzunlugu ¢ok Snemlidir.
Eger uzant1 kolu ¢ok kisa olursa, kol etkisiz kalir ve ligand numunedeki saflastirilacak
maddeyi baglayamaz. Aksine uzanti kolu ¢ok uzun olursa, spesifik olmayan etkiler
fazlalasir ve boylece ayirmanin seciciligi azalir. O’Carra ve arkadaslar1 ¢ok uzun uzanti
kolu kullanarak yaptigi deneyde, uzanti kolunun numunedeki maddelere hidrofobik
etkilesmelerle baglandigini  gézlemlemistir.  Spesifik olmayan bu hidrofobik
etkilesmeler, afinite kromatografisi i¢in arzu edilen bir durum degildir (Ocarra et al.
1974).
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2. KAYNAK OZETLERI

Yapilan galismalarda POD enziminin, bitkilerde ¢imlenme (Morohashi 2002), sebze ve
meyvelerin yetisme donemleri siliresince indoleasetik asit miktarinin ayarlanmasi
(Agostini et al. 1997), hiicre duvar proteinlerinin baglanmasi1 (Fry 1986), hormonal
faaliyet (Wakamatsu and Takahama 1993), savunma mekanizmalari1 (Bartonek-Roxa et
al. 1991), lignin biyosentezi (Duarte et al. 2000) ve oksidatif stres (Hiraga et al. 2001)
gibi hayati fonksiyonlarda dnemli gorevlerinin oldugu goriilmektedir. POD’un organik
molekiillerin sterospesifik biyotransformasyonunda kullanilmas1 bir baska oOnemli

fonksiyonudur (Adam vd 1999).

Bitki hiicreleri H2O> salinmasiyla patojen saldirisina karsilik vermektedir. Bu savunma
reaksiyonunun memelilerde fagositik 16kositlerin NADPH oksidazina benzer bir
NAD(P)H oksidaz tarafindan m1 yoksa bir hiicre dis1 peroksidaz tarafindan mi
katalizlendigi tartisma konusudur. Bitki hiicreleri tarafindan tretilen H>O> memeli
NADPH oksidazinin gii¢lii bir inhibitorii olan, Diphenyleneiodonium (DPI) tarafindan
inhibe edilebilir. DPI, bir memeli tip enzimin bitki hiicreleri tarafindan H20:
tiretiminden sorumlu oldugu goriisii igin 6nemli avantajlar saglamaktadir. Bu ¢aligmada
HRP tarafindan NADH bagimli H2O; tiretimini inhibe ettigi gosterilmektedir. Bitkilerde
varsayllan NADPH oksidaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in daha 6nce kullanilanla aym
konsantrasyon araligindaki HRP kullanilmistir. Sonug¢ olarak, bu c¢alismada DPI’nin,
peroksidazin katalitik aktivitesinin H2O2 iretiminin etkili bir inhibitorii oldugu
gosterilmektedir. Oysaki guaiakoldiaminobenzidin gibi aromatik substratlarin H2O>
aracilt oksidasyon ile belirlenen klasik peroksidaz aktivitesi etkilenmemistir. Bu
durumda bu inhibitoriin, bitki hiicrelerinin oksidatif patlamasinin enzimatik
mekanizmasinda peroksidazin ve memeli tipi NAD(P)H oksidazin ayristirilmasi igin bir
arag olarak uygun olmadigi saptanmistir. Bu da DPI’min inhibitoér etkisinin

geciktirilmesinde aciklamaya olanak saglamistir (Frahry and Schopfer 1998).

HRP’nin 4-Amino antipirin oksidasyonunun merkaptoasetik asit ve merkaptoetanol

tarafindan inhibisyonu karsilastirilmistir. Merkaptoetanol ve merkaptoasetik asit i¢in
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ICs0 belirlenmistir ve bu kinetik ¢alismalar igin kullanilmistir. Enzim aktivitesi, substrat
olarak 4-Amino antipirin ile inhibitorlerin varliginda 6lgiilmistiir. Merkaptoetanoliin
peroksidaz aktivitesi lizerinde merkaptoasetik asitten daha gii¢lii bir inhibitorii oldugu
bulunmustur. Kinetik caligmalarda, her iki durumda da karisik tipte yarismasiz
inhibisyon gosterdigi goriilmiistiir. Bu tip inhibitdrlerin AIDS’in tedavisinde diger anti-
viral ilaglar ile kombinasyon halinde kullanilabilir oldugu tespit edilmistir (Sariri et al.

2006b).

1960’lardan beri peroksidaz enzimi ile ilgili farkli kaynaklardan farkli metotlarla
saflagtirma ¢alismalar1 yapilmaktadir. Afinite, iyon degisim, metal ve hidrofobik afinite
kromatografisi kullanilan saflagtirma metodlarindan birkag tanesidir (Singh and Singh
2002).

Bitkilerden saflastirilan peroksidaz enzimi ile ilgili yapilan ¢alismalarin hepsinde bir¢ok
izoenzim yapilar1 bildirilmistir. Cesitli bitki kaynaklarindan saflastirilan bu izoenzimler
icin genelde farkli molekiiler agirlik, stabil sicaklik, optimum pH, substrat spesifitesi ve
fizyolojik rol tespit edilmistir (Tipawan and Barrett 2005). Ornegin enzimin molekiil
kiitlesi brokoli (Tipawan and Barrett 2005) ve domateste (Jen et al. 1980; Signoret and
Crouzet 1982) 43 kDa, hurma yapraklar1 (Deepa and Arumughan 2002) 48 kDa olarak
tespit edilmistir. Kuskonmazda (Civello et al. 1995) 34 kDa ve ¢ilekte (Civello et al.
1995) 65 kDa olarak bildirilmistir. Son zamanlarda Giilgin ve Yildirim (2005)
tarafindan karalahanadan (Brassicaoleracea var. Acephala) saflastirilan peroksidazin
molekil kiitlesi SDS-PAGE metoduyla 95 kDa olarak bulunmustur. Yine optimum pH
degerleride 4,5-6,5 araliginda degisiklik gostermekte (Tipawan and Barrett 2005) ve

enzimin asidik sartlarda daha iyi fonksiyon gosterdigini ortaya koymaktadir.

Peroksidaz enzimi bir¢ok bitkide bulunmasina ragmen ticari olarak POD’un en 6nemli
kaynaginin bayir turpu kokleri oldugu bilinmektedir. Ayrica farkli POD enzim tiirlerinin
bulunmasi yeni analitik metotlarin ve potansiyel endiistriyel proseslerin ortaya

¢ikmasina onciiliik etmistir (Giilgin and Yildirim 2005).
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Literatirde HRP enzimi ile ilgili birgok c¢aligma mevcuttur. Sepharose bagh
Concanavalin-A (lektin) iizerine afinite kromatografisiyle HRP’nin saflastirmasi adli
arastirmada %73 verim ve 2.45 saflastirma katsayisina ulasilmistir. Saf HRP’nin
karakterizasyonu, 403 nm de hem absorbans hem de protein igerigi bakimindan artan bir

enzimatik aktivite gostermistir (Brattain et al. 1976).

Armoracia rusticana kokleri ve Glycine max (soya) tohum kabuklarindan afinite ve
sicakliga bagli mikrokiire ihtiva eden sulu iki fazli sistemlerle peroksidaz saflastirmasi
incelenmistir. Armoracia rusticana koklerinden peroksidaz i¢in iki asamali saflastirma
islemi uygulanmistir. Bir polietilen glikol/fosfat sulu iki fazli sisteme Concanavalin A
afinite mikrokiireleri eklenerek gelistirilmistir ve verim %60 olarak tespit edilmistir

(Miranda et al. 1998).

Armoracia rusticana kokii ekstrelerinden HRP ters akim kromatografisi saflastirmasi
(CCC), polimer fosfat sulu iki-fazli sistemler (ATPS) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu fraksiyonda yiiklenen toplam aktivitenin %45’i ve 6 gibi bir saflastirma faktori
hesabiyla HRP nin geri kazanimi saglanmistir (Magri et al. 2003).

Horseradish koklerinden Fenil Sepharose CL-4B iizerinde ultrasonikasyon amonyum
siilfat coktiirmesi ve hidrofobik etkilesim kromatografisiyle iic adimda peroksidaz
saflagtirmasi ¢alismasi yapilmis, bu ¢alisma sonucunda 772 EU/mg spesifik aktivite ile

%71,3 verim ve 291 saflastirma katsayisina ulagilmistir (Lavery et al. 2010).

Son yillarda rekombinant HRP tiretimi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir.

2013 yilinda yapilan bir calismada rekombinant HRP’nin yeniden katlanma siireci ile
ilgili arastirmalart mevcuttur (Asad et al. 2013). Doku miihendisligi uygulamalari igin
katalizli in situ olusturulan hidrojellerde HRP incelenmistir (Bae et al. 2015). Asidik
bayir turpu peroksidaz aktivitesinin yaygin kullanilan boyalarin genotoksisitesini
ortadan kaldirmasi ¢alisilmistir (Janovié et al. 2016). Immobilize HRP tarafindan

fenollerin uzaklastirilmasi incelenmistir (Alemzadeh et al. 2009). HRP’ye antikorlarin
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biyokonjugasyonu incelenmistir (Hnasko 2015). Urinin nanohidrofobik bir bileseni

tarafindan HRP’nin inhibisyonu arastirilmistir (Campbell et al. 2014).

Ayrica farkli konuk organizmalarda HRP’nin iiretimi ve saflastirilmasi caligmalari

yapilmustir.

Escherichiacoli’de tek bir adimda iyon degisim kromatografisiyle saflagtirilmistir. Ucuz
tiretimi ve yiiksek hiicre yogunlugunu artirmadaki kolaylik bu iiretimdeki avantajidir

(Smith et al. 1990).

Memeli hiicrelerinden HRP’nin saflastirilmasi, yine tek bir adimda afinite
kromatografisi (Greco et al. 2000) ile olmustur. Ancak bunun saflagtirillmasinda viriis
uzaklastirma adimi, iiretimin maliyetli olmas1 ve iiretim igleminin zorlugu (Connell-
Crowley et al. 2012), verimin diisitk olmas1 bu ¢aligmadaki dezavantajdir (Holland et al.
2010).

Mayada ise amonyum siilfat c¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi, jel
filtrasyon ve iyon degisim kromatografisi gibi asamalarla HRP’nin ekspresyonu

incelenmistir (Morawski et al. 2000).

2.1. Calismanin Amaci

Literatiirde yapilan calismalarda HRP enzimi iizerine pek ¢ok saflagtirma prosediirii
mevcuttur. Bu calismalar sonucunda saflastirma katsayisinin veya verimin diisiik
oldugu goriilmektedir. Bu tez kapsaminda ise enzimin aktivitesi tizerine ilk kez 3-amino
5-bromo benzohidrazid, 3-amino 4-metil benzohidrazid, 3-amino 4-nitro benzohidrazid,
3-amino 5-kloro benzohidrazid molekiillerinin inhibisyon kinetikleri ¢alisildi ve
inhibisyon etkisi gosteren benzohidrazid tlirevlerinden afinite jeli hazirlanarak
peroksidaz enzimi bayir turpundan (Horseradish) saflastirildi. Amino benzohidrazid
tabanli yeni ligandlarin tasarimi ve sentezi ile daha yiiksek verimle HRP enziminin

saflastirilmast yeni bir yontem olarak sunuldu. Bu caligmanin, diger bitki peroksidaz



24

enzimlerinin saflagtirillmasinda da etkili olabilecek kapasiteye sahip oldugu belirlendi.
HRP enziminin tek basamakta saflastirilmasi, bu saflastirmanin da uygun maliyette ve

daha az zamanda gerceklesmesi, ticari bir kullanim potansiyeli sunmus oldu.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanmilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici
Firma
CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, %64 Hidrazinmonohidrat,
Sodyum asetat, Tirozin, Sodyum Nitrit,
Trihidroksimetilaminometan(Tris), Sodyumtiyosiilfat, Glutaraldehit,
N,N,N,N’tetrametiletilendiamin(TEMED), Guaiakol, Hidrojen
peroksit, Formaldehit, Sodyum kloriir, N,N'-metilen bisakrilamid, Sigma
Standart serum albumin, Coomassie brillantblue G-250, Etanol, Chemical
Coomassiebrillantblue R-250, Sodyum dodesilsiilfat (SDS), Akrilamid, | Company
Sodyum karbonat, Sodyum bikarbonat, Brom timol mavisi, Gliserol,
Metanol, Diklorometan, Etil asetat, Diyaliz torbasi
L-Tirozin, Sodyum azotiir, Hidroklorik asit, Sodyum perklorat, Fosforik
asit, Giimiis nitrat, Sodyum siilfat, Siilfirik asit, izoproponal = Merk AG
Sodyum hidroksit, Triklor asetik asit (TCA), Potasyum fosfat Riedel de
Haen
-merkaptoetanol Fluka
Glisin ICN
Biomedical
s. inc.
3-amino 5-bromo metilbenzoat, 3-amino 4-metil metilbenzoat, 3-
Fluorochem

amino 5-kloro metilbenzoat, 3-amino4-nitro metilbenzoat




3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar
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Caligsma siiresince asagidaki alet ve cihazlar kullanildi.

Afinite kolonu
Buzdolaplari
Calkalayici
Elektroforez tanki
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar)
Derin dondurucu (-20°C’ye kadar)
Gli¢ kaynagi

Hassas terazi
Karistirict (Shaker)
Karistirict (Vorteks)
Kar makinesi
Magnetik karistirici
NMR

Otomatik pipet
Peristaltik pompa
pH metre

Rotary Evaparator
Saf su cihazi
Spektrofotometre
Sogutmali 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

- [smatec

: MettlerToledo Seven Compact
: Heidolph

: Barnstead Easy Pure UV/UF
: Shimadzu UV 1800

: Hermle Z 323 K(Germany)

: Niive

: Heidolph Silient Crusher M
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Kolon materyali sentezinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B’ye L-Tirozin kenetlendirme reaksiyonunda
kullanilan tampon: 0,1 M NaHCOs (pH 9): 0,84 g (0,01 mol) NaHCOs 80 mL suda
¢ozildi, 1 M NaOH ile pH 9 oluncaya kadar titre edildi ve toplam hacim suyla 100
mL’ye tamamlandi.

2.Sepharose-4B-L-Tirozin kolon materyaline 3-amino benzohidrazid ve tiirevi olan
molekiillerin kenetlendirilmesi isleminde kullanilan 0,2 M NaHCO3 (pH 8) tampon
¢ozelti: 0,84 g (0,005 mol) NaHCOz 80 mL suda ¢6ziildii, 1 M NaOH ile pH 9.5
oluncaya kadar titre edildi ve toplam hacim suyla 100 mL’ye tamamlandi.

3. Sepharose-4B-L-Tirozin-3-Amino benzohidrazid (tiirevleri) afinite jelinin yikanmasi
isleminde kullanilan 10 mM NaH2PO4 (pH 6.8) tampon: 6 g (0,025 mol) NaH2POa, 400
mL saf suda ¢oziildi. 1 M HCI ile pH 6.8'e kadar titre edildi, toplam hacim suyla 500

mL’ye tamamlandi.

Afinite kolonunda kullanilan c¢ozeltiler

1.CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B afinite kolonlarinin dengelenmesinde
kullanilan tampon ¢ozelti: 10 MM KH2P04 tampon ¢ozeltisi kullanildi. Bunun i¢in; 950
ml destile suda 1,3609 g KH2P04 ¢oziilerek pH 8 oluncaya kadar 1IN NaOH ile titre
edildi ve son olarak hacim suyla 1 L’ye tamamland.

2. Sepharose-4B afinite kolonuna homojenat tatbik edildikten sonra afinite kolonlarinin
yikanmasi isleminde kullanilmak {izere hazirlanan tampon: 25 mM KH2P04 kullanildi.
Bunun i¢in 1,3609 g KH2P04 350 ml suda ¢oziilerek pH 6.8 oluncaya kadar 1IN NaOH
ile titre edildi ve toplam hacim suyla 400 ml’ye tamamlandi.

3. Afinite kolonundan HRP enzimini eliie etmede kullanilan tampon: 1 M NaCl/25mM
iceren KH2P0s4 kullanildi. 11,7 g NaCl 150 ml suda ¢oziildii ve 06805 g KH2P0O4
¢ozeltiye ilave edilip ¢ozlinmesi saglandi. Daha sonra pH 6.8 olacak sekilde 1N NaOH

ile titre edildi ve toplam hacim suyla 200 ml’ye tamamlandi.
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Homojenat hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

Horseradish bitkisinin sivi azot ile pargalamasindan sonra bitki dokularmin igine
alindig1 0,3 M KH2PO4 (pH 7,0) tamponu kullanildi. Bunun i¢in; 16,33 g KH2POa, 350
mL saf suda ¢oziildii. 1 N NaOH ile pH 7.0 olacak sekilde ayarlandi ve son hacim saf

suyla 400 mL’ye tamamlanarak tampon ¢6zelti hazirlandi.

Bradford metodu ile protein tayini icin kullanilan ¢ozelti

Coomassie brillant blue G-250 reaktifi kullanilarak proteinlerin kantitatif tayini yapildi.
%95°1ik etanolden 100 mL alinarak icerisinde 200 mg Coomassie brillant blue G-250
¢oziildii, bu ¢ozeltiye %95°lik fosforik asitten 200 mL eklendi ve ¢ozeltinin toplam

hacmi 2 L’ye tamamlandi, karanlik ortamda muhafaza edildi.

Aktivite ol¢iimiinde kullanilan cozeltiler

1.HRP enziminin aktivitesinin Ol¢limiinde kullanilan tampon ¢o6zelti: 0,1 M’lik
KH2POs‘ten 2,72 g 150 mL suda ¢o6ziiliip pH 6.0 olacak sekilde 1N NaOH ile titre
edildi, daha sonra son hacim saf suyla 200 mL’ye tamamlandx.

2.Guaiakol substrat ¢ozeltisi (45 mM): 996 uL guaiakol alinip hacim 200 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

3.H202 substrat ¢ozeltisi (22,5 mM): %30’luk H2O0z’den (d:1/11 g/ml) 228 pL alinarak

suyla 100 mL’ye tamamlandi.

Elektroforezde kullanilan cozeltiler

1. Numune tamponu: 1,95 mL 1 M Tris-HCI (pH 6.8), 3 mL %100'lik gliserin, 3 mL
0,1'lik brom timol mavisi ve 9 mL %10'luk SDS karistirildi. Son hacim saf su ile 30
mL'ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce bu tampona, 1000 uL numune tamponunda 50 uL

olacak sekilde B-merkaptoetanol eklendi.
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2.1 M (pH 6.8) Tris-HCI tamponu: 36,34 g (0,2 mol) Tris, 240 mL suda ¢6ziildii. 1 M

HC1 ile pH 6.8'e ayarlanip, son hacim 300 mL'ye tamamlandi.

3.1 M (pH 8.8) Tris-HCI tamponu: 36,34 g (0,2 mol) Tris, 240 mL suda ¢6ziildi. 1 M
HCl ile pH 8.8'e ayarlanip, son hacim 300 mL'ye tamamland:.

4. SDS (%10): 9 ml saf suda 1 g SDS ¢oziildii.

5. Amonyum persiilfat ¢ozeltisi (%10): 1 g amonyum persiilfat alinarak saf su ile 10

ml’ye tamamlandi.

6. %30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid: 15 g akrilamid ile 0,4 g bisakrilamid tartilarak

34,6 ml saf suda ¢ozildii.

7. Yiiriitme tamponu: 4,5 g Tris ve 14,4 g glisin, 300 mL suda ¢oziildii. Uzerine %10'lik

SDS’den 15 mL ilave edilip toplam hacim saf suyla 1500 mL'ye tamamland.

Cizelge 3.1. Giimiis boyamada kullanilan ¢ozeltiler

Tespit ¢ozeltisi

120 mL su, %96°lik 60 mL etanol ve20 mL

asetik asitten hazirlandi.

2 | Rediiksiyon ¢ozeltisi

45 mL ectanol ve 80 mL saf su karistirildi.
Icerisinde 4,8 g sodyum asetat ¢oziindii. Asetik
asitle pH 6 olacak sekilde titre edildi. 3 mL
glutaraldehit ve 150 mg sodyum tiyosiilfat
eklendikten sonra son hacim saf su ile 150

mL’ye tamamlandi.

3 | Boyama ¢ozeltisi

100 mL saf suda 100 mg giimiis nitrat ¢ozildi

ve tlizerine 30 pl formaldehit eklendi.

4 | Yikama Cozeltisi 1

3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf suda

¢oziildii ve tizerine 120 pl formaldehit eklendi.

5 | Yikama ¢ozeltisi 2

2mL gliserin ve %5 lik asetik asitin 500 mL’si

karistirilarak hazirlandi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Protein tayini

3.2.1.a. Kalitatif protein tayini

Protein yapisinda bulunan aromatik halkaya sahip fenilalanin, tirozin ve triptofan amino
asitleri 280 nm’deki UV 1ginlarin1 absorblar. Bu esasa dayanarak kromatografi islemleri
sonunda esit hacimde toplanan biitiin fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi

(Segel 1968).

Kromatografik islemler sonucunda elde edilen eliiatlar kuvartz kiivetlere konuldu.
Proteinin i¢inde bulundugu tamponun kore karsi absorbanslari, spektrofotometrede

Olcldii.

3.2.1.b. Bradford protein tayin yontemi

Horseradish bitkisinden elde edilen homajenattaki ve afinite kromatografisi ile
saflagtirilan enzim ¢ozeltisindeki protein miktarlari, Bradford metodu kullanilarak
belirlendi. Bu yontemde fosforik asitli ortamda pozitif yiiklii proteinler, negatif ytiklii
Commassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturur. Boya olarak kullanilan
Coomassie Brillant Blue G-250, iki farkli Amax degerine sahiptir. Amax=465 nm
(kirmiz1) ve Amax=595 nm (mavi). Proteinin baglanmasi ile boyanin Amax degeri 465
nm’den 595 nm’ye kayar ve kirmizi, mavi forma doniisiir. Kompleks olusumu iki
dakikada tamamlanir. Tayin islemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 mL’sinde 1
mg protein bulunan standart Bovin Serum Albiimin (BSA) ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 puL konuldu. Biitiin tiiplerin hacmi saf su ile 0,1 mL’ye
tamamlandi1 ve 4,9 mLCoomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi eklenerek vorteks ile
karigtirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 3 mL’lik kiivetlerde icinde protein
numunesinin olmadigr kore karsi, 0,1 mL protein ¢ozeltisi ve 4,9 mL Coomassie

Brillant Blue G-250 ¢ozeltilerinden olusan karisimlarin bulundugu numunelerin 595
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nm’de absorbans degerleri Olciildii. Elde edilen sonuglardan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Daha sonra drneklerin
total protein miktarlar1 bu ¢alismada olusturulan standart egri grafigi kullanilarak
belirlendi. Saflastirmanin her asamasinda 3 ayr1 tiipe sirastyla 100, 250, 500 uL alinan
enzim numunelerinin lizerine sirasiyla 4,9, 4,75, 4,5’er mL renklendirme reaktifi
eklenerek vorteks ile karistirildi. 10 dakika inkiibasyona birakildi. Spektrofotometrede
595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu islemin 3 kez tekrarlanmasiyla elde edilen
sonuglarin aritmetik ortalamasi alind1 ve standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi

(Bradford and Williams 1976).

3.2.2. HRP aktivitesi tayini

Guaiakol kromojenik substratin H2O tarafindan yiikseltgenmesi ve olusan renkli
bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi esasina dayanarak

HRP enziminin aktivitesi belirlendi (Sekil 3.1) (Sisecioglu et al. 2010).

r A
OH H,CO
OCH;
Guaiakol 3,3'-dimetoksi-4,4'-bifenokinon
\ J

Sekil 3.1.Guaiakol substratinin yiikseltgenme denklemi

Enzim ¢ozeltisinin ilavesiyle reaksiyon baslatildi ve 3 dakika siiresince oda sicakliginda
spektrofotometrede 1 cm 151k yoluna sahip kiivet kullanilarak 470 nm’de absorbans

artis1 olgiildi.

HRP enziminin aktivitesini tayin etmek i¢in asagidaki formiil kullanildi.



32

A =gb.c c=A/ebV =c.Dt

A = Absorbans (3 dakika sonunda okunan absorbans)
& = Ekstinksiyon Kat say1s1 (5000 M* x cm™)

b = Isigin gegtigi mesafe (1 cm)

¢ = Konsantrasyon (umol/mL)

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

Dt = Seyreltme katsayisi

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

tanimlanmaistir.

3.3. Horseradish Bitkisinden Peroksidaz Enziminin Saflastirilmasi Calismalari

3.3.1. HRP saflastirmada kullanilan ligand molekiiller

Horseradish bitkisinden peroksidaz enzimini yiiksek verimle saflastirmak igin 3-amino
5-kloro metilbenzoat, 3-amino 5-bromo metilbenzoat, 3-amino 4-metil metilbenzoat, 3-
amino 4-nitro metilbenzoat maddeleri satin alindi ve tarafimizca bu doért molekiiliin
hidrazin formlar1 sentezlendi. Bu molekiillerin ligand olarak kullanilabilirligi incelendi.
Inhibisyon calismalar1 yapildi. Aromatik amin bulunduran sentezlenen bu molekiiller
diazonyum tuzu olusturabilirler. Dolayisiyla bu molekiiller HRP’nin afinite

kromatografisi ile saflastirilmasinda 6nem arz etmektedir.
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(0] 0]
B _NH
r\Q)A\N 2 CI\Q)‘\N,NHZ
H H
NH, NH,

3-Amino-4-metilbenzohydrazid

3-Amino-5-bromobenzohydrazid 3-Amino-5-klorobenzohydrazid

0O O
NNz H,N N-VHz
H H
Hac 02N
NH,

3-Amino-4-nitrobenzohidrazid

Sekil 3.2. HRP inhibitorii ve ligand olarak kullanilan molekiiller

3.3.2. 3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezlenmesi

3-Amino benzohidrazid tiirevlerinin sentezleri (Hiroshiet al. 2012) ydnteminde
belirtildigi lizere yapilmistir. Bu kapsamda 3-Amino metil benzoatlar (1, 2, 3, 4) (3
mmol) ve (9-12 mmol) %64°liik hidrazin hidrat ¢6zeltisi 30 mL metil alkol igerisinde
¢Oziildii ve c¢oziicliniin uzaklastirilmast i¢in reaksiyon tamamlanincaya kadar geri
sogutucu altinda 1sitildi (Reaksiyon TLC ile takip edildi). Etanolde c¢oziilerek
kristallenmeye birakildi ve olugan beyaz kristaller siizge¢ kagidi ile ayrildi. Bu iglem iki

kez tekrarlandi. BOylece 3-Amino benzohdirazid tiirevi olan 4 molekiil (5, 6, 7, 8)

sentezlenmis oldu (Sekil 3.3). HI-NMR ile karekterizasyonlar1 dogrulandi.

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

1) Ry:
2) Ry:
3) Ry:
4) Ry:

NH,
NH,
NH,
NH,

, Rz
, Rz
, R2
, Rz

NH,NH,.H,0

: H, R3: Br
: H, R3: CI
:CH3,R3: H
: NO,, Rzt H

5) R;:
6) R;:
7) R1:
8) R;:

NH,
NH,
NH,
NH,

, Rz
, Rz
, Rz
, Rz

: H, R3: Br
: H, R3: CI
H CH3, R3: H

H N02, R3: H _
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3.3.3. Inhibitor cahsmalari

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

incelenmesi

Literatiirde 6nceden sentezlenen Sepharose-4B-L-tirozin-4-Amino benzohidrazid afinite
jeli ile saflastirilan HRP enzimi iizerine ¢alisilmasi planlanan sentezledigimiz 3-amino
5-bromo benzohidrazid(5), 3-amino 5-kloro benzohidrazid(6), 3-amino 4-metil
benzohidrazid(7), 3-amino 4-nitro benzohidrazid(8) inhibitorlerinin 1Cso degerlerinin
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 ¢ozeltisi ilave edildi ve % Aktivite-Konsantrasyon grafikleri ¢izildi. (stok
inhibitor ¢ozeltisi hazirlanarak inhibisyon araligi belirleme calismalar1 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.

3.3.4. Afinite jelinin hazirlanmasi

Matriks olarak CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B kullanildi. L-Tirozin uzant1 kolu
bu kolon materyaline kovalent olarak takilarak Sepharose-4B-L-Tirozin jel materyaline
diazolananan ve enzimi spesifik olarak baglayan kismini olusturan 3-amino 5-bromo
benzohidrazid, 3-amino 5-kloro benzohidrazid, 3-amino 4-metil benzohidrazid, 3-amino
4-nitro benzohidrazid ligant molekiilleri kenetlendirildi. Afinite jeli asagidaki prosediire

gore hazirlandi:

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

200 mL soguk su ile yikanan CNBr ile aktiflestirilmis Sepharose-4B, bir miktar da 0,1
M NaHCOs3 tamponu (pH 10) ile yikand1 ve yine ayni tampon ¢ozelti ile bir behere

alindi. Kullandigimiz ayni tamponun 20 ml’sinde 80 mg tirozin ¢ézlinmiis soguk c¢ozelti
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behere ilave edilerek reaksiyon baslatildi. Manyetik karigtiricida, 4°C’de 2 saat siireyle
karistirldi. 4°C’de 16 saat bekletildi. Bu siirenin sonunda reaksiyona girmeyen tirozinin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in jel, yikama suyu 280 nm’deabsorbans vermeyinceye
kadar bol su ile yikandi. Yikama islemi 100 mL 0,2 M NaHCO3 (pH 8.8) tamponu ile
tekrarlandi. Tirozin takili jel, ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 (Arslan vd. 1996).

Reaksiyon mekanizmasi Sekil 3.4’te verilmistir.

O;~-OH
o ¢
OH BICN 0-C=N o OH ,C-NH-CH-CHZO—OH
C NIRRT O | &
C=NH
/ L - Tirozin
OR HBr OH o OH
Sepharose-4B imidokarbonat Sepharose 4B - L - Tirozin

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

3.3.4.b. 3-aminobenzohidrazid ve tiirevlerinin kenetlendirilmesi

0°C civarinda 10 mL, 1 M HCl igerisine 3-Amino benzohidrazidtiirevi olan 4 molekiiliin
(Sekil 3.2) her birinden 100’er pumol alinarak ¢oziildii ve hazirlanan bu inhibitor
¢ozeltisine, igerisinde 20mg NaNO2 bulunan 0°C’deki 5 mL ¢ozelti damla damla
eklendi. 10 dakikalik reaksiyondan sonra diazolanmis bulunan inhibitoérler 40 mL
Sepharose-4B-L-Tirozin siispansiyonuna ilave edildi. 1 M NaOH ile pH.5’a ¢ikarilarak
ve sabit tutularak 3 saat siireyle oda sicakliginda yavasca karistirildi. Daha sonra 1 L saf
su ve 100 mL, 10 mM KH2PO4 (pH 6.8) tamponuyla yikandi, sonra da iizerine bir
miktar daha ayn1 tampondan konularak saklandi (Whitney 1974).
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& \ NH,
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_ = C=NH
i / L-Tirozin

OH HBr OH (¢]

Sepharose-4B Imidokarbonat

N=N R,

H,N-N__O
Oy .OH 0Oy . OH
O\ (‘ 0\ (\'
‘C~NH-CH-CH, OH R, Ry \C—NH—CH—CHZQOH
d :{ R Ri d

6) Ry: N,*CI5, Ry: H, Ry: CI
7) Ry: N;*CI, Ry: CHy, Ryt H
8) R;: N;*CI, Ry: NO,, Ry: H

NH,

Sepharose 4B - L - Tirozin

]
OH HN 5) Ry: N,*CIL, Ry: H, Ry: Br OH
Sepharose 4B - L - Tirozin 3-aminobenzohidrazit

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

3.3.5. Afinite kolonlarmmin paketlenmesi

Hazirlanan jel, pH 6.8 olan KH2PO4 dengeleme tamponu igine alinarak siispanse edildi.
Su trombu kullanilarak sistemin havasi alindi. Siispanse edilen jel, (1x10) cm’lik kapali
sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Daha sonra kolonda ¢dken jel peristaltik
pompa yardimiyla dengeleme tamponu kullanilarak yikandi. Kolonun dengelenip
dengelenmedigi, 280 nm’de tampon ve eluatin absorbanslarinin esitlenmesinden

anlagildi.

3.3.5.a. Afinite kolonuna numune tatbiki ve eliisyonu

Horseradish bitkisinden elde edilen homojenatlar, dengelenmis olan kolonlara tatbik
edildi. Kolonlar 400 ml 25 mM fosfat (pH .8) yikama ¢ozeltisi ile yikanarak HRP
enziminin kolona tutunmasi ve diger safsizliklarin uzaklastirilmast saglandi. HRP
enzimini kolondan eliie etmek i¢in 1 M NaCl/25 mM Na;HPO4 (pH 6.8) tamponu tatbik
edildi. Eltatlar 2°ser mL halinde tiiplere alinarak 280 nm’deki absorbanslarina bakildi.
Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa vasitasiyla 20 mL/saat’e ayarlandi. Eliatlar 1,5’er

mL halinde tiiplere alinarak her bir eliiatin 280 nm’deki absorbans degeri kore karsi
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Olciildii. Toplanmis olan eliiatlardan absorbans gosteren tiiplerde 595 nm’de Bradford
protein tayini ve 470 nm’de HRP aktivite tayini yapildi. Aktivitesi yliksek olan
eliiatlarin SDS-PAGE ile safliklar1 kontrol edildi.

3.4. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Enzim Safliginin Belirlenmesi

Calisilan her bir afinite kolonundan saflastirilan HRP enzimi diyaliz edildi. Daha sonra
%3-8 kesikli, sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
standart olarak molekiil agirligi belirlenmis olan proteinler kullanilarak saflastirilan

enzimin saflik derecesi ve molekiil agirlig1 kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun igin elektroforez cam plakalari dnce saf su, daha sonra alkol ile iyice yikanir. Iki

cam plaka iist iiste konularak kiskaglarla tutturulur ve jel hazirlama cihazina konulur.

Ayirma jeli: 15 ml 1M Tris-HCI pH 8.8 (ayirma jeli tamponu); 13,2 ml %30 akrilamid
+ %0,8 metilenbisakrilamid; 0,4 ml %10 SDS; 0,4 ml %5 TEMED ve 9,4 ml saf su
karigtirilir, son olarak iizerine taze hazirlanmis 0,8 ml %1,5 amonyum persiilfat
(NH4)2S20¢ (PER) ilave edilir. Hazirlanan ¢ozelti plakalar arasina iist kisimda 0,5 cm
kalincaya kadar dokiildii. Hava kabarciklari olmamasina dikkat edilerek jel yilizeyinin
diizgiin olmasi i¢in %0,1'lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu. Katilagincaya kadar
(yaklasik yarim saat) beklendi. Ayirma jeli katilastiktan sonra tstiindeki %0,1 SDS

cozeltisi dokiildii.

Yigma jeli: 1,24 ml 1M Tris-HCI pH6.8 (y1gma jeli tamponu); 1 ml %30 akrilamid +
%0,8 metilenbisakrilamid; 0,1 ml %10 SDS; 0,1 ml %5 TEMED ve 7,36 ml saf su
karigtirilir, son olarak iizerine taze hazirlanmis 0,2 ml %1,5 amonyum persiilfat
(NH4)2S20s (PER) ilave edilir. Hazirlanan ¢ozelti st yiizeye kadar enjektorle dokiildii.
Tarak dikkatlice yerlestirildi. Jel kuruduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar

elektroforez tankina yelestirildi.



38

Elektroforez tankina yiiriitme tamponu konuldu, 20 pg numuneye toplam hacim 100 pL
olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu eklendi, 3 dakika kaynar su banyosunda
denatiire edildi. Daha sonra numune ¢ozeltileri sogutularak oyuklara dikkatli bir sekilde
ince bir enjektorle uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafi anod (+), iist tarafi
katod (-) olacak sekilde baglant1 kuruldu. Once 80 voltta yarim saat daha sonra 120
voltta 1,5 saat oda sicakliginda yiiriitildii. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel

dikkatlice ¢ikarildi.

Elektroforez sonunda cam plaklardan c¢ikarilan jel, tespit ¢ozeltisiyle 30 dakika
karistiricidda yikandi. Daha sonra rediiksiyon ¢ozeltisiyle 30 dakikada karistiricida
bekletildi. Daha sonra jel ii¢ defa saf su ile yikandi. Ardindan glimiis nitrat ¢ozeltisiyle
20 dakika karistiricr iistiinde boyandi. (Hazirlanan boya kullanilmadan kisa bir siire
once hazirlanarak karanlikta muhafaza edildi). Boyamadan sonra jel, 5’er dakika ti¢ kez
suyla yikandi ve siyahlagan sivi dokiildii. Bantlarin gozlenmesi i¢in karistiricinin
iistinde jel, 3,75 g sodyum karbonat, 270 mL saf su ve 120 puL formaldehitten olusan

¢ozelti ile iyice yikandi.

3.5. Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasi

5 farkli substrat konsantrasyonunda Guaiakol kullanilarak optimum sicaklik, optimum
pH degerinde ve spektrofometrede 470 nm'de Horseradish POD enzimi i¢in absorbans
degerleri olgiilerek aktivite degerleri belirlendi. Kim ve Vmax degerleri tespit edildi. 1/Vve
1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. Grafiklerin ¢izimlerinde
en kiiciik kareler regrasyon dogru denklemi kullanildi. Grafik ve dogru denklemleri
yardimiyla Km ve Vmax degerleri hesaplandi, sonuglar tablo ve grafik olarak gosterildi
(Linewear and Burk 1934).

3.6. Afinite Kolonunun HRP Enzimini Tutma Kapasitesinin Bulunmasi

HRP enzimi saflastirma sonuglarina gore kullanilma potansiyeli en yiiksek olan afinite

kolonunun enzimi baglama kapasitesi lizerine pH, sicaklik ve iyonik siddet etkileri
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incelendi. Kolonun kapasite tayin islemi i¢in: (1x10) cm’lik bir kolona, hazirlanan
jelden 1 mL alinarak konuldu ve dengeleme tamponuyla dengelendi. Daha 6nceden
saflagtirilan HRP enzimi ile doyuruldu. Enzimin fazlas1 yikama tamponu ile yikandiktan
sonra uygun eliisyon tamponuyla baglanmis olan HRP enzimi eliie edildi ve protein
miktar1 belirlendi. Kolondaki jel kurutularak tartildi ve (mg protein/gram-jel) cinsinden

HRP enzimi iizerine tutma kapasitesi belirlendi.

3.6.1. pH’nin kolon kapasitesine etKisi

Hazirlanan kolonlardan HRP enziminin saflastirilmasinda kolonun enzimi baglama
kapasitesi tlizerine pH’ nin etkisini incelemek amaciyla pH’s1 5-9,5 araliginda (5,5, 6,
6,8, 7, 7,5, 8, 8,5, 9) hazirlanan tamponlar kullanildi ve en uygun pH i¢in sonuglar (mg
protein /g jel) olarak grafik edildi.

3.6.2. iyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

HRP enzimi icin iyonik siddet 0,2 ile 0,5 arasinda degistirilerek optimum pH ve en

uygun baglanma sicakliginda sonuglar, (mg protein /g jel)olarak grafikle gosterildi.

3.6.3. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi

HRP enziminin saflastirilmasinda hazirlanan kolonlarda kolon kapasitesine iizerine
sicakligin etkisini tespit etmek amaci ile pH 6,8’de sicakligr 5, 10, 15, 20 ve 25°C’de
tutma kapasitesi belirlendi ve (mg protein /g jel) seklinde grafik edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. 3-Amino Benzohidrazid Tiirevlerinin Sentezlenmesi

3-amino 5-bromo benzohidrazid, 3-amino 5-kloro benzohidrazid, 3-amino 4-metil
benzohidrazid, 3-amino 4-nitro benzohidrazid molekiillerinin metil esterleri satin alindi

ve boliim 3.3.2°de anlatildig1 gibi hidrazin sentezleri yapildi.

Cizelge 4.1. 3-Amino benzohidrazid tiirevleri sentez sonuglari

.. %
Reaktant 1 Reaktant 2 | Ri/R2 mmol Uriin Siire .
Verim

3-amino 5-bromo Hidrazin 3-amino 5-bromo

] i 3/12 ] . 12 saat 76
metil benzoat (1) | monohidrat benzohidrazid (5)
3-amino 5-kloro Hidrazin 3-amino 5-kloro

) d 3/12 ) ) 12 saat 68
metil benzoat (2) | monohidrat benzohidrazid (6)
3-amino 4-metil Hidrazin 3-amino 4-metil

) ) 3/12 ) ) 18 saat 62
metil benzoat (3) | monohidrat benzohidrazid (7)
3-amino 4-nitro Hidrazin 3-amino 4-nitro

] ] 3/12 ] . 12 saat 73
metil benzoat (4) | monohidrat benzohidrazid (8)

Sentezlenen molekiillerin karakterizasyonu 'H-NMR (400 MHz)’la dogrulandi.
Sentezlenen her bir molekiil icin; 400 MHz 'H-NMR spektrumu Sekil 4.1, 4.2, 4.3,
4.4°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.1. 3-Amino 5-bromo benzohidrazid (5) molekiiliinin 400 MHz H-NMR
spektrumu

3-Amino 5-bromo benzohidrazid (5) molekiilii icin NMR sonuclari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 9.62 (bs, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.81 (s,
1H), 5.56 (bs, 2H), 4.41 (bs, 2H)

A

6.950 6.900 6.850 6.800 6.750 6.700 6.650 6.600
ppm (f1)
_NH
HN 2
cl
e}
NH,
\ \ 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. 3-Amino 5-kloro benzohidrazid (6) molekiiliiniin 400 MHz 'H-NMR
spektrumu
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3-Amino 5-kloro benzohidrazid (6) molekiilii icin NMR sonuglari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 9.63 (bs, 1H), 6.93 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 6.89 (d, J
= 1.4 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.58 (bs, 2H), 4.42 (bs, 2H)

ppm (f1)

Sekil 4.3. 3-Amino 4-metil benzohidrazid (7) molekiiliinin 400 MHz 'H-NMR
spektrumu

3-Amino 4-metil benzohidrazid (7) molekiilii icin NMR sonuglari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 9.43 (bs, 1H), 7.06 (d, J = 1.47 Hz, 1H), 6.92 (d,
J =776 Hz, 1H), 6.88 (dd, J = 7.70, 1.58 Hz, 1H), 4.95 (bs, 2H), 4.35 (bs, 2H), 2.04

(bs, 3H)
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Sekil 4.4. 3-Amino 4-nitro benzohidrazid (8) molekiiliiniin 400 MHz H-NMR
spektrumu

3-Amino 4-nitro benzohidrazid (8) molekiilii icin NMR sonuclari:

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 9.89 (bs, 1H), 7.96 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.51 (bs,
2H), 7.43 (s, 1H), 6.91 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.54 (bs, 2H)

4.2. Kantitatif Protein Tayini i¢cin Kullamlan Standart Grafik

Bradford yontemi kullanilarak bayir turpu bitkisinden hazirlanan homejenatlar ve afinite
kolonlarindan saflagtirllan HRP enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktari
belirlendi. Bu amagla Once standart grafik hazirlandi. Bayir turpu bitkisinin
homojenatlar1 ve afinite kromatografisi ile elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif
protein miktar1 bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg

proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.5°de gosterildi.
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1,4

1,2 -

y=0,0127x-0,0026
R?=0,9934
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0,8

0,6 -
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0,4 -

0,2 - .

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

Protein Miktari pg

Sekil 4.5. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart
grafik

*Protein miktar1 (BSA: Bovine Serum Albumini)

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

Belirlenmesi

Yapilan bu ¢alismda 3-amino benzohidrazid tiirevi 3-amino 5-bromo benzohidrazid, 3-
amino 5-kloro benzohidrazid, 3-amino 4-metil benzohidrazid, 3-amino 4-nitro
benzohidrazid molekiillerinin HRP enzimi iizerine inhibisyon etkisi incelendi.
Guaiakole bagli olarak reaksiyon hizi bulundu. Sabit substrat konsantrasyonunda (45
mM guaiakol) ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda her bir inhibit6r i¢in aktivite
degerleri hesaplandi. 3 farkli inhibitér konsantrasyonu ve 5 farkli substrat
konsantrasyonundan ise Kj degeri belirlendi. K ve ICso deney prosediirii gosterildi. %
Aktivite-Konsantrasyon grafigi ¢izilerek ICso degeri ve Lineawear-Burk grafiginden K

degeri ve inhibisyon tipi belirlendi.
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4.3.1. 3-Amino 5-bromo benzohidrazid inhibitorii icin HRP enzimi iizerine

guaiakol substratiyla yapilan kinetik ¢calismalar

Cizelge 4.2. 3-Amino 5-bromo benzohidrazid inhibitorii i¢in afinite kolonundan elde edilen
HRP enzimi {izerine guaiakol substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipi Numune Tiipii
~~
~—~ —l ~~~ ~~
S N—"
s |E|l2|2|E |2 |E|&8~|E|E |2 |2 |= |5
- = IS é = e - = ~ = S e [ =
e g © = o = o — c ~ o ~ = E
[ = X < = [a)
= < o > = S = |0 S ] <
= = = J =) 175} 3] n ] = o wn — N
— S | £ I < a @ T = a X
0|3 = =
LL

5

o
&)
Ly~
()
Lo
o
o
o
S
a1
o
Ul
L
o
P
o
o
o
S
a1
o
o
o
o
S
N
a1
o
o
N
00

0,495

gg 05|10 | 10 | 001 049 05 | 10 |10 001 | 002 | 0470 | 0,04 | 69,25
S8

55| 05|10 | 10 | 002 |0480| 05 | 10 | 10| 002 | 002 | 0460 | 008 | 555
§§ 05| 10| 10 | 005 0450 05 | 10 |10 005 | 0020430 | 02 | 35
“ los|120]| 120/ 01 |0400] 05| 10 |10 01 |002 0380 041 | 175

y= 100e-0,005x
100 R2=0,9463

80
[<5]
e
= 60
ra)
X
< 40
x

20

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
3-Amino 5-bromo benzohidrazid pM

Sekil 4.6. HRP enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-
bromobenzohidrazid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi




46

Cizelge 4.3. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-bromo
benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Numune Tiipti

Kor Tiipti

] — = = -
HEE £E |g7 |Z22|a2 |22 colea 235222 3E |03
S|5E|8F |¥E |ZE|7E |5E|£E|FE|ZE|PE|RE|5S | E

E| [ S > E
02 | 10 1,0 - 08 | 02 | 10 | 10| - |o078]002] 119 | 0330
03 | 10 1,0 - 07 | 03 | 10 | 10| - |o068]|002] 075 | 022
o] 04 | 10 1,0 - 06 | 04 | 10 | 10| - |o058|002]| 06 |0166
05 | 10 1,0 - 05 | o5 | 10 | 10| - |o048|002] 051 |0133
06 | 10 1,0 - 04 | o6 | 10 | 10| - |o038]002] 046 | 0095
02 | 10 10 002 | 078 | 02 | 10 | 10 | 002|076 |002] 175 | 0330
03 | 10 10 | 002 068 | 03 | 10 | 10 [ 002|066 | 002] 115 | 0,220
[(1:1] 04 | 10 10 | 002] 058 | 04 | 10 | 10 | 002 ] 056 | 002 | 0,892 | 0,166
05 | 10 10 | 002 048 | o5 | 10 | 10 [ 002|046 | 002] 075 | 0,133
06 | 10 10 | 002 038 | 06 | 10 | 10 | 002|036 | 002 ] 0689 | 0,095
02 | 10 10 |005| 075 | 02 | 10 | 10 | 005|073 | 002 | 2521 | 0,330
03 | 10 1,0 | 005 | 065 | 03 | 10 | 10 | 005|063 | 002 | 161 | 0,220
M| o4 | 10 1,0 | 005 | 055 | 04 | 10 | 10 | 005|053 | 002 | 1,639 | 0,166
05 | 10 1,0 | 005 | 045 | o5 | 10 | 10 | 005|043 | 002 | 1,01 | 0133
06 | 10 10 | 005| 035 | 06 | 10 | 10 | 005|033 | 002 ] 0877 | 0,095

0,2 1,0 1,0 008 | 0,72 0,2 1,0 10 | 008 | 0,70 | 0,02 ] 4999 | 0,330
0,3 1,0 1,0 0,08 | 0,62 0,3 1,0 10 | 008 | 060 | 0,02 ] 3,33 | 0,220
[11s] 0.4 1,0 1,0 0,08 | 0,52 0,4 1,0 10 | 008 | 0,50 | 0,02 | 2,702 | 0,166
0,5 1,0 1,0 0,08 | 0,42 0,5 1,0 10 {008 | 0,40 | 0,02 | 2,27 | 0,133
0,6 1,0 1,0 0,08 | 0,32 0,6 1,0 10 | 0,08 | 0,30 | 0,02 ] 1,785 | 0,095
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Sekil 4.7. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-bromo
benzohidrazid inhibitorii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.4. HRP enzimini iizerine 3-Amino 5-bromo benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

0 1Cs0 Ortalama K; | Inhibisyon
Br _NH ..
N 2 MM) | (uM) tipi
HRP
NH, 138,6 131,667+33,71 Yarismasiz

3-Amino 5-bromo benzohidrazid
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4.3.2. 3-Amino 5-kloro benzohidrazid inhibitorii icin HRP enzimi iizerine guaiakol

substratiyla yapilan Kkinetik calismalar

Cizelge 4.5. 3-Amino 5-kloro benzohidrazid inhibitérii igin afinite kolonundan elde edilen HRP
enzimi lizerine guaiakol substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipu Numune Tlipti
5| 2 5 z 3
= = | € E | B |S|E|E|Z E | = =
s 18| | || E 8|3l | 5|8 E| £
E =28 | |53z |s|%|2|2 |0 |z =] g
= S| e | T = 2 1a3le|T|= a | @ - |
o | 8 c 8 =
LL LL
05 | 1,0 10 |(001)049 | 05|10 100,01 (002 ]| 0,470 | 0,17 | 66,6
-_c% 05| 10 | 10 |0,025| 0475|105 | 10| 1,0 [0,025| 0,02 | 0,455 (0,424| 63,3
Lb —
e % 05| 1,0 10 | 005|045 |05(101| 10| 005 | 0,02 | 0,430 {0,530| 43,3
E o
i % 05 | 1,0 10 (0,750,425 0510 |10 |0,75| 0,02 [ 0,405 |0,636( 26,6
S
4 05 | 1,0 1,0 |0,100( 0,400 | 05| 1,0 | 1,0 |0,200| 0,02 | 0,380 (0,706| 14,1
y= 100e-0,004x
100 + R2=0,9713
80 -
[¢B]
= *
= 60 -
—d
X
< 40 - L
X
20 A
0 T T 1
0 200 400 600
3-Amino 5-kloro benzohidrazid pM

Sekil 4.8. HRP enzimi igin guaiakol substratina bagli olarak3-Amino 5-kloro
benzohidrazid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi
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Cizelge 4.6. HRP enzimi iizerine guaiakol substratina bagli olara 3-Amino 5-kloro
benzohidrazid inhibitorii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

umune Tiipii
Kor Tipu
- -
o E é — -
E 6 —~~ \Q/ N~ :S —~~ —~ B —~~ =3 N~ 8 —~~ —~ —~~ = ,E —
g % 3 E|Qd|s 3 s O & 3 £ ON_IE_IJ_IS_IZEEQE
S |SE £ T EZE|IVEISE £ TEZEVEREFZISTE
“é O E - [©) < = [S
£ iy
0,2 1,0 | 1,0 - 0,80 0,2 1,0 1,0 - 10,780]| 0,02 0,83 0,330
0,3 1,0 | 1,0 - 0,70 0,3 1,0 1,0 - 10,680( 0,02 0,83 0,220
[Mo] 04 | 10 | 1,0 - 0,60 0,4 1,0 1,0 - 10,580]| 0,02 0,65 |0,166
0,5 1,0 | 1,0 - 0,50 0,5 1,0 1,0 - 10,480( 0,02 0,6 0,133
06 | 1,0 | 1,0 - 0,40 0,6 1,0 1,0 - 10,380 0,02 0,55 0,095
0,2 1,0 | 1,0 | 0,02 | 0,60 0,2 1,0 1,0 | 0,02 (0,760 0,02 1,67 (0,330
03|10 | 1,0 | 0,02 | 0,50 0,3 1,0 1,0 | 0,02 |0,660| 0,02 1,21 {0,220
0,4 1,0 | 1,0 | 0,02 | 0,40 0,4 1,0 1,0 | 0,02 |0,560| 0,02 1,03 {0,166
(11 0,5 1,0 | 1,0 | 0,02 | 0,30 0,5 1,0 1,0 | 0,02 {0,460 0,02 0,93 0,133
0,6 1,0 | 1,0 | 0,02 | 0,20 0,6 1,0 1,0 | 0,02 {0,360 0,02 0,83 0,095
0,2 1,0 | 1,0 | 0,04 ]0,760] 0,2 1,0 1,0 | 0,04 |0,740| 0,02 2,3 0,330
0,3 1,0 | 1,0 | 0,04 |0,660| 0,3 1,0 1,0 | 0,04 {0,640 0,02 151 (0,220
[112] 04 1,0 | 1,0 | 0,04 10560 0,4 1,0 1,0 | 0,04 |0,540]| 0,02 1,33 {0,166
0,5 1,0 | 1,0 | 0,04 10,460| 0,5 1,0 1,0 | 0,04 (0,440 0,02 1,21 (0,133
0,6 1,0 | 1,0 | 0,04 10,360 0,6 1,0 1,0 | 0,04 |0,340| 0,02 1 0,095
0,2 1,0 | 10 | 0,07 ]0,730] 0,2 1,0 1,0 | 0,07 |0,710| 0,02 3,06 (0,330
0,3 1,0 | 1,0 | 0,07 ]10,630| 0,3 1,0 1,0 | 0,07 {0,610/ 0,02 2,38 |0,220
[11s] 04 1,0 | 1,0 | 0,07 10530} 0,4 1,0 1,0 | 0,07 |0,510]| 0,02 1,75 (0,166
0,5 1,0 | 1,0 | 0,07 10,430| 05 1,0 1,0 | 0,07 {0,410 0,02 1,36 (0,133
0,6 1,0 | 1,0 | 0,07 ]0,330] 0,6 1,0 1,0 | 0,07 |0,310| 0,02 1,29 {0,095
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Sekil 4.9. HRPenzimi iizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 5-kloro
benzohidrazid inhibitdrii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.7. HRP enzimi {izerine 3-Amino 5-kloro benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

(0] 1Cxo Ortalama K;
o _NH,

Inhibisyon

M) | (uM) tipi

Ir=

NH,

HRP 173,25 | 98,667+4,163 Yarigmali
3-Amino 5-kloro benzohidrazid
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4.3.3. 3-Amino 4-metil benzohidrazid inhibitorii icin HRP enzimi iizerine guaiakol

substratiyla yapilan Kkinetik calismalar

Cizelge 4.8. 3-Amino 4-metil benzohidrazid inhibitérii i¢in afinite kolonundan elde edilen HRP
enzimi lizerine guaiakol substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipi Numune Tiipii
5|2 - 2l |2
= El|lz |2 |E | ~ 2 | 5|2 E o | = £
s |Z|E |E|Z |2 |E|E|E|Z |E|E |22
i) ) b = :Q = Q < 0 = = S =
= = [ o = 3 S ||l S| = a S = | £
E |s |8 | |2 |2 SIE|l®Iz |2 |2 |78
3 |3 E lg|T|E -
LL LL
05 | 1,0 10 | 003)| 0470 |05 (10(21,0]| 0,03 | 0,03| 0,440 0,26 73,37
T o 05 | 1,0 10 | 005| 0450 |05 (10(1,0]| 0,05 | 0,03| 0,420 {0,32| 61,68
[«5) p—
E N
< .g 0,5 1,0 10 (0070430 |05 |10(10]| 0,07 |0,03| 0,400 |0,40| 51,29
o =
£ o
g % 0,5 1,0 10 (0,100 0,400 | 0,5 |1,0(1,0]| 0,100 | 0,03 | 0,370 | 0,48 | 32,46
| o]
™
0,5 1,0 10 (0,230 0,370 | 0,5 |1,0(1,0] 0,130 | 0,03 | 0,340 | 0,64 | 24,02
y= 100e-0,002x
100 4 R?=0,9903
80 -
£
= 60 1 L
A7 ¢
<§ 40 -
>
20 -
-100 _100 300 500 700
3-Amino 4-metil benzohidrazid pM

Sekil 4.10. HRP enzimi i¢in guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 4-metil
benzohidrazid ile elde edilen %Aktivite-Konsantrasyon grafigi



52

Cizelge 4.9. HRP enzimi lizerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 4-metil
bezohidrazid inhibitérii i¢in 1/V, 1/[S] degerleri ve deney prosediirii

Kér Tiipii Numune Tiipii
o — =3 -
§ %sggé;sg: gl g Ejo:j_;fj -7 187|225 02
% géggxéf;é "’égé%éxééé "E|EE He_E,HE
— LC
02]10]10] - Jos[o2 1010 - TJo770] 003 | 133 | 0,330
03]10]10] - [o7 |03 [10[10] - |0670] 003 | 122 | 0,220
|04 1020 - |06 ] 04 [10[10| - |0570] 003 | 097 | 0166
05]10]10] - |[o5| 05 [10[10]| - |0470] 003 | 083 | 0,133
0610]10] - |oa|o06 [10|210] - |0370] 003 | 074 | 0,095
0210[120]005[075] 02 [10 |10 005 [0,720] 0,03 | 3,132 | 0,330
03]10]10]005]065[ 03 |10 10| 005 | 0620 | 0,03 | 2,028 | 0,220
[N:[ 041020005055 04 [ 1010 005 |0520 003 | 1,785 | 0,166
051010 005|045| 05 | 1,0 | 1,0 | 0,05 | 0420 | 0,03 | 1,547 | 0,133
06]10]10]005]035| 06 | 1,0 | 1,0 | 005 | 0320 | 0,03 | 1,34 | 0,095
0210120007 ]073] 02 |10 10| 007 | 0,700 | 0,03 | 4163 | 0,330
03| 10| 10007 [063| 03 |10 | 10| 007 | 0600 | 0,03 | 25 | 0,220
.| 04 [ 10| 10| 007 [053] 04 | 1,0 | 1,0 | 0,07 | 0,500 | 0,03 | 1,972 | 0,166
05| 10| 1,0 | 0,07 [043| 05 | 1,0 | 1,0 | 0,07 | 0,400 | 0,03 | 1,923 | 0,133
06| 10| 10007 [033| 06 |10 | 1,0 | 0,07 | 0,300 | 0,03 | 1,808 | 0,095
02]10]10]0100] 07 [ 02 [ 10 | 1,0 | 0,100 | 0,670 | 0,03 | 6,124 | 0,330
03| 10| 1,0 |0100] 0,6 | 0,3 | 1,0 | 1,0 | 0,100 | 0,570 | 0,03 | 3,663 | 0,220
[:| 04 [ 1,0 | 1,0 [0,100[ 05 | 0.4 | 1,0 | 1,0 | 0,100 | 0,470 | 0,03 | 3,194 | 0,166
05| 10| 1,0 0,200 0.4 [ 05 [ 1,0 | 1,0 | 0,100 | 0,370 | 0,03 | 2,832 | 0,133
06| 1,0 | 1,0 [0,200] 03 [ 06 | 1,0 | 1,0 | 0,100 | 0,270 | 0,03 | 2,207 | 0,095
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# [10]= Kontrol

W [I1]= 261 pM

1/V (umol/ml. min)!
D

A [12]= 365 uM
® [13]=522 pM

-0,25 -0,05 0,15 0,35
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Sekil 4.11. HRP enzimi {izerine guaiakol substratina bagli olarak 3-Amino 4-metil
benzohidrazid inhibitori i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.10. HRP enzimini lizerine 3-Amino 4-metil benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

ICso Ortalama Ki |  inhibisyon
0 -
N, (kM) (kM) tipi
H HRP
HsC
NH, 346,5 122 +16,623 Yarigmali

3-Amino 4-metil benzohidrazid
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4.3.4. 3-Amino 4-nitro benzohidrazid inhibitorii icin HRP enzimi iizerine guaiakol

substratiyla yapilan Kkinetik calismalar

Cizelge 4.11. 3-Amino 4-nitro benzohidrazid inhibitori i¢in afinite kolonundan elde edilen HRP
enzimi lizerine guaiakol substratiyla yapilan %Aktivite-Konsantrasyon deney prosediirii

Kor Tiipi Numune Tiipii
5| 2 - 2 5
s S| |2 |E |2 |E|E|elE |2 |2 |=|5
o o < ~ S S o < | B - S e =
— v N = ~— o o~ = D ~— 4
£ 2|2 |R2 12 |38 |8|%5|22 |0 |3 |22
— © © = [ = S
g3 |T |2 S|F|TIE |* =
LL L
0,5 1,0 1,0 |0,080( 0,420 | 0,5 (1,0(1,0( 0,080 | 0,02 | 0,400 |0,16 | 82,06
° 0,5 1,0 1,0 (0,120| 0,380 | 0,5 |1,0{1,0| 0,120 | 0,02 | 0,360 | 0,32 | 63,58
<t fg 0,5 1,0 1,0 10,260 0,340 | 0,5 (1,0|1,0( 0,160 | 0,02 | 0,320 | 0,40 | 52,71
g 5
<$T:: % 0,5 1,0 10 0,180 0,320 (| 05(10(1,0] 0,280 | 0,02 | 0,300 | 0,48 47,28
1 o]
o
0,5 1,0 1,0 |{0,200| 0,300 | 0,5 (1,0]1,0{ 0,200 | 0,02 | 0,280 | 0,64 39,52
y= 100e-0,001x
100 4 R?=0,9502
80 - .
3
'S 60 -
=
X
< 40 - *
S
20 -~
0 T T T 1
0 200 400 600 800

3-Amino 4-nitro benzohidrazid pM

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

Kor Tiipi Numune Tiipii
213 - . s | E 5 p
512285192022 32£25992 22 5337 87| 228 o3
£ gé 2 E Ié;gé ”LE,(‘D;LE, EYTE EE TE |55 ¢
= [ 2 — g
0,2 1,0 1,0 - 08 | 02 10| 10 - 10,780| 0,02 1,02 | 0,330
0,3 1,0 1,0 - 07 (03 (10| 10 - 10,680| 0,02 1,07 | 0,220
[lo| 04 1,0 1,0 - 06 | 04 |10 10 - 10,580| 0,02 0,81 | 0,166
0,5 1,0 1,0 - 05 | 05 (10| 10 - 10/480| 0,02 0,61 | 0,133
0,6 1,0 1,0 : 04 | 06 [10| 10 - 10,380| 0,02 05 |0,095
0,2 1,0 10| 012 | 068 | 02 |10| 1,0 | 0,12 |0,660| 0,02 2,64 | 0,330
0,3 1,0 10| 012 | 058 | 03 |10]| 1,0 | 0,12 |0,560| 0,02 1,64 | 0,220
L. 0,4 1,0 10| 012 | 048 | 04 |10]| 1,0 | 0,12 |0,460| 0,02 1,26 | 0,166
0,5 1,0 10| 012 | 038 | 05 |10]| 1,0 | 0,12 |0,360| 0,02 1,2 0,133
0,6 1,0 10| 012 | 028 | 06 |10]| 1,0 | 0,12 |0,260| 0,02 1,17 | 0,095
0,2 1,0 10 | 0,160 |0,740| 0,2 | 10| 1,0 |0,160|0,620| 0,02 | 3,388 | 0,330
0,3 1,0 1,0 | 0,160 |0,640| 0,3 |1,0| 1,0 |0,160|0,520| 0,02 | 2,181 | 0,220
11| 04 1,0 1,0 | 0,160 |0,540| 0,4 | 10| 1,0 |0,160|0,420| 0,02 1,72 | 0,166
0,5 1,0 1,0 | 0,160 |0,440| 05 | 10| 1,0 |0,160|0,320| 0,02 1,67 | 0,133
0,6 1,0 1,0 | 0,160 |0,340| 0,6 |1,0| 1,0 |0,160|0,220| 0,02 1,23 | 0,095
0,2 1,0 10 | 0180 | 06 | 0,2 |10| 1,0 |0,180|0,600| 0,02 3,86 | 0,330
0,3 1,0 10 | 018 | 05 | 0,3 |10| 1,0 |0,180|0,500| 0,02 2,37 |0,220
[lls| 04 1,0 10 | 0180 | 04 | 04 |10]| 1,0 |0,180|0,400| 0,02 1,92 | 0,166
0,5 1,0 10 | 018 | 03 | 05 |10| 1,0 |0,180|0,300| 0,02 1,86 | 0,133
0,6 1,0 10 | 0180 | 02 | 06 |10| 1,0 |0,180|0,200| 0,02 1,38 | 0,095
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Sekil 4.13. HRPenzimi iizerine guaiakolsubstratina bagli olarak 3-Amino 4-nitro
benzohidrazid inhibitdrii i¢in edilen 1/V-1/[S] grafigi

Cizelge 4.13. HRP enzimini lizerine 3-Amino 4-nitro benzohidrazid inhibitoriiniin
inhibisyon etkisi

\H 1Cs0 Ortalama K Inhibisyon
_NH, .
N urp | (M) (kM) tipi
O,N

NH, 693 215,333+24,826 Yarigsmali

3-Amino 4-nitro benzohidrazid

Cizelge 4.14. HRP enzimi iizerine ligand molekiillerin toplu kinetik sonuglari

LIGAND ICso Ki .
.. Inhibisyon Tipi
MOLEKULLER (1M) (rM)
3-Amino 5-bromo 131 667+ 3371 v
, + , ariSmasiz
benzohidrazid 138,6 ;
3-Amino 5-kloro
) ] 173,25 58,667+4,163 Yarigsmali
benzohidrazid
3-Amino 4-metil
S 346,5 122 +16,623 Yarigmali
benzohidrazid
3-Amino 4-nitro
. ] 693 215,333 + 24,826 Yarismali
benzohidrazid
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4.4. HRP Enziminin 3-Amino benzohidrazid Tiirevleriyle Saflastirilmasi Sonuclari

HRP enzimleri iizerine 3-Amino 5-bromo benzohidrazid, 3-Amino 5-kloro
benzohidrazid, 3-Amino 4-metil benzohidrazid ve 3-Amino 4-nitro benzohidrazid
molekiillerinin inhibisyon etkileri incelendikten sonra boliim 3.3.4.b’de anlatildig lizere
bu molekiillerin ligand olarak kullanildigi Sepharose 4B-L-Tirozin-3-Amino 5-kloro
benzohidrazid, Sepharose 4B-L-Tirozin-3-Amino 5-bromo benzohidrazid, Sepharose
4B-L-Tirozin-3-Amino 4-metil benzohidrazid ve Sepharose 4B-L-Tirozin-3-Amino 4-
nitro benzohidrazid kolonlarmin sentezi yapildi. Hazirlanan kolonlardan Horseradish
bitkisinden peroksidaz enziminin saflastirilma kademelerinde 470 nm de aktivite tayini
yapildi. Tim kolonlardan saflastirilan HRP enziminin saflagtirma sonuglart Cizelge

4.15’de gosterildi.

Cizelge 4.15. Afinite kolonlarindan elde edilen HRP enzimi i¢in hazirlanan saflastirma
tablosu

Total
Horseradish Toplam o Protein Total . Spesifik
. . Aktivite o Protein o Yiizde S.
Peroksidaz Hacim Miktar1 | Aktivite Aktivite .
(EU/mL) Miktar: Verim | Katsayis1
(HRP) (mL) (mg/mL) (EV) (EU/mg)
(mg)
3-Amino Homojenat 6 202 1,27 1212 7,6 159,1 100 1
5-Kloro
benzohidrazid | Afinite jeli 3 465 | 00015 1395 | 00045 = 31000 | 11,5 | 1948
3-Amino Homojenat 6 161,3 1,27 967,8 7,6 127,01 100 1
5-bromo
benzohidrazid | Afinite jeli 15 46,8 0,0016 70,2 0,0024 29250 7,3 230,3
3-Amino Homojenat 6 250,9 1,27 1505,4 7,62 197,55 100 1
4-metil
benzohidrazid | Afinite jeli 1,5 93 0,0018 | 1395 | 0,0027 @ 516666 | 9,26 | 2615
3-Amino 4- Homojenat 6 226,6 1,27 1359,6 7,62 178,4 100 1
nitro

benzohidrazid | - Afinite jeli 15 60,92 | 0,012 | 91,38 @ 00018 | 507666 | 6,72 | 2845
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4.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuglari

Bayir turpu bitkisinden peroksidaz enzimi, 3-amino benzohidrazid tiirevlerinin (sekil
3.5) Sepharose-4B-L-Tirozin’e kenetlendirilmesiyle hazirlanan afinite kolonundan tek
basamakta saflastirildi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 470 nm’de o6lgildii.
Peroksidaz enziminin safligini kontrol etmek ve goreceli molekiil agirligini tespit etmek
amaciyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapildi ve 47 kDa’da tek bant gozlendi.
Bunun i¢in hazirlanan kesikli SDS-PAGE elektroforez kuyularina sirayla saflastirilan
HRP enzimi ve standart proteinler uyguland: ve yiiriitiildi. Daha sonra elde edilen

bantlarin fotografi gekildi.

Sekil 4.14. Bayir turpu (HRP) enziminin SDS-PAGE fotografi
(1) 3-Amino 4-nitro benzohidrazid, (2) 3-Amino 4-metil benzohidrazid, (3) 3-Amino 5-bromo
benzohidrazid afinite kolonlarindan saflastirilan yaban turpu enziminin SDS-PAGE fotografi
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4.6. Horseradish Bitkisinden 3-Amino 4-nitro Benzohidrazid Molekiilii ile

Hazirlanan Afinite Kolonunun HRP Enzimi Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

4.6.1. pH’nin kolon kapasitesine etkisi

Bu boliimdeki deneyler pH’s1 6,8 ile 9,5 arasinda degisen tamponlar kullanilarak yapildi
ve sonuglar (mg protein /g jel) basina belirlenerek Sekil 4.15°de verildi.

40 -
35 A
30 A
25 A

4
20 A
15 4
10 -

——HRP

Kapasite(pug protein/gjel)

0 T T T 1
5,5 6,5 7,5 8,5 9,5

pH

Sekil 4.15. Sepharose-4B-L-Tirozin-3Amino 4-nitro benzohidrazid jelinin pH-kapasite
grafigi

4.6.2. Tyonik siddetin kolon kapasitesine etkisi

HRP enzimi i¢in optimum pH ve en uygun baglanma sicakliginda deney yapildi bu
deneyde iyonik siddet 0,2 ile 0,5 M arasinda degistirilip, sonuglar (mg protein/g jel)
basina grafik Sekil 4.16’da verildi.
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25 -

20 - ——HRP

15 -

10 -

5 4

0 T T T 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Iyonik siddet

Kapasite(ug protein/gjel)

Sekil 4.16. Sepharose-4B-L-Tirozin-3-Amino 4-nitro benzohidrazid jelinin iyonik
siddet-kapasite grafigi

4.6.3. Sicakhigin kolon kapasitesine etkisi calisma sonuclari

pH 6.8’de HRP farkli sicakliklarda 5, 10, 15, 20 ve 25°C sicakliklarda tutma kapasitesi
belirlenerek (mg protein/g jel) sonuglar Sekil 4.17°de verildi.

12 4

10 ——HRP

0 T T T 1

5 10 15 20 25
Sicakhik

Kapasite (ug protein/gjel)
D

Sekil 4.17. Sepharose-4B-L-Tirozin-3Amino 4-nitro benzohidrazid jelinin sicaklik-
kapasite grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Peroksidazlar, oksidorediiktaz enzim sinifinin hidrojen peroksit veya organik
peroksitleri kullanan bir iyesidir. Bitkisel peroksidazlar (POD veya POX) ise

peroksidaz enzim ailesinin kii¢iik bir boliimiinii olusturur.

HRP enziminin ticari 6nemi ve uygulama alanlarinin yaygin olmasi nedeniyle saf olarak

elde edilmesinin amaglandig1 saflastirma ¢aligmalariin sayisi giin gectikce artmaktadir.

HRP enzimi tibbi tan1 kitlerinde kullanilmaktadir. Gida, tekstil, deri, boya, kozmetik ve
kagit sanayilerinde boyalar énemli kirleticilerdir. ¢evre ¢alismalar1 yoniinden 6nemli
olan boyalarin giderilmesinde biyolojik ve fiziksel yontemlerin uygulanmasina yonelik
arastirma  ¢alismalar1 yapilmaktadir (Onder et al. 2009). Organik bilesiklerin
biyotransformasyonu, organik sentezleri ve H>O; algilanmasi igin biyosensorlerin
olusumu i¢in de siklikla kullanilmaktadir. Giiglii bir oksitleyici olan H202, birikmesine
izin verilirse toksik olabilir. Peroksidazlar, normal ve stres kosullari altinda hiicrelerde

asir1 H2O2’1 uzaklastirmada 6nemli bir rol oynar (Sarika et al. 2015).

HRP enzimlerinin ticari dnemi sahip olmasi ve uygulama alanlarinin yaygin olmasindan
dolay1 enzimin saf olarak elde edilmesinin amaclandig: saflastirma ¢aligmalarinin sayisi
giin gectikge artmaktadir. Litratiirde bitkisel kaynakli peroksidaz enzimlerinin
saflagtirilmasimma yonelik farkli kromatografik metotlarin  kullanildig1 ¢alismalar
yapilmistir ve bu caligmalar halen devam etmektedir. Afinite kromatografisi teknigi ile
bu peroksidaz enzimlerinin tek basamakta ve yiiksek saflikta saflastirilmasi bir¢ok

arastirmacinin hedefidir.

Hidrazidler, peroksidaz inhibitorleri olarak bilinen bilesiklerdir. Cesitli hidrazin ve
hidrazin tlirevleri, iproniazid (sakinlestirici), mebanazine, izokarboksazid, fenelzin
(monoamin oksidaz inhibitorleri), hidralazin (tansiyon diisiiriicii) ve PHZ (fenilhidrazin;

polisitemi kontrolii), izoniazid [INH (izonikotinik hidrazit) tiiberkiiloz antibiyotik]
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terapotik olarak kullanilmistir. Hidrazinler ve hidrazid inhibitorleri metabolik olarak
aktive edilir. Enzimatik aktivasyon sonrasinda, metabolik olarak aktive edilen
inhibitorler farkli bir biyomolekiile ya da ayni enzime ya yeniden baglanabilir ya da
aktif bolgesinden serbest birakilir, dolayisiyla inaktivasyona yol acar. Ozgiillik hem
baglanma afinitesi hem de aktif inhibitoriin reaktivitesine gore degisir. HRP C, PHZ
tarafindan etkili bir sekilde inaktive edilir fakat PHZ siiperoksit iiretimi i¢in pH 7,0'da
oto-oksidasyona maruz kaldigindan, terapotik bir madde olarak uygun degildir. Bunun
aksine, INH’m oto-oksidasyonu pH 7,0'da daha diisiik bir hizda gergeklesir.
Mycobacterium tuberculosis / katalaz (katG) peroksidaz ile aktivasyondan sonra aktive
INH bir inhibitoriiniin olusturulmasi i¢in, enoil rediiktazin kofaktorii ile reaksiyona
girer. Hidrazinlerin enzimler iizerine yapilan ¢alismalarda miyoloperoksidazi
doniistimsiiz inhibe ettikleri bulunmustur (Kumar and Bhatla 1995). Peroksidazlara
inhibitér olma potansiyelleri lizerine birgok ¢alisma yapilmistir. (Kalin et al. 2014). Bu
calismalardan goriilecegi gibi doniisiimlii inhibitér olma potansiyelleri iizerine POD

enzimlerinin saflastirilmasinda kullanilma potansiyelleri ortaya ¢ikmustir.

Peroksidaz enzimleri literatiirde bayir turpundan POD enzimi iki kromatografik adimda
772,25 (EU/mg) ve 291 kat %71,3 verimle (Lavery et al. 2010), karaldhanadan POD
enzimini ii¢ kromatografik adimda 43805 (EU/mg) 33,5 kat %33 verimle (Giil¢in and
Yildirim 2005), vanilya ¢ekirdeginden POD enzimi iki kromatografik adimda 1563,5
(EU/mg) 21 kat %19 verimle saflastirilmistir (Marquez et al. 2008).

Literatiirde HRP enzimi ile ilgili birgok ¢alisma mevcut olup, son yillarda rekombinant

HRP iiretimi ile ilgili caligmalar yapilmaktadir.

Bayir turpu peroksidazi koklerinden hizli ve yiiksek verimli saflastirma icin yiiksek
yogunluklu Concanavalin A hazirlanmas1 ve kullanimi arastirilmistir. ki asamali bu
saflagtirma caligmasinda amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi
kullanilarak %73 verimle 14 kat saflagtirma gergeklesmistir (Fragus et al. 2004). Fenil
Sepharose CL-4B iizerinde ultrasonikasyon amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik

etkilesim kromatografisi iic adimda peroksidaz saflastirma calismasi yapilmis ve sonug
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olarak 772 EU/mg spesifik aktivite ile %71,3 verim ve 291 saflastirma katsayisina
ulagilmigtir (Lavery et al. 2010). Yine Rekombinant HRP iiretimi ve uygulamalar
incelenmistir (Grigorenko et al. 2015). Hedeflenmis kanser tedavisi i¢in rekombinant

HRP varyantlar1 ¢calisilmistir (Bonifert et al. 2016).

Kromatografik metotlarin kullanilarak bitkisel peroksidaz enzimlerin saflastirilmasinda
¢ok sayida ¢alisma vardir. Kullanilan yontemler arasinda jel filtrasyon kromatografisi,
metal ve hidrofobik afinite, ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim

kromatografisi gibi kromatografik yontemler bulunmaktadir.

Afinite kromatografisi, ¢ok basamakli saflastirma islemleri esnasinda enzim
aktivitesinde meydana gelen 6nemli kayiplar1 ortadan kaldirmak ve enzimi yiiksek bir
verimle izole etmek i¢in saflagtirma islemlerinde ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Bu
peroksidaz enzimlerinin afinite kromatografisi teknigi ile tek basamakta saflastiriimasi
birgok aragtirmacinin hedefidir. Yukarida verilen yontemlere bakildiginda dar kapsamli
olup, saflastirma katsayilar1 ve verimlerinin diisiik oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle, endiistrial kullanilabilen POD’lerin afinite kromatografisi ile tek basamakta
dogal kaynaklardan yiiksek oranda saflastirilmas1 giincel aragtirma sahalarindan biridir

ve ¢alismanin amacidir.

Bu tez kapsaminda afinite kromatografisi teknigi ile bitkisel kaynakli peroksidazlarin
yiiksek saflikta elde edilmesi icin daha kapsamli ve daha ekonomik bir yontemin
gelistirilmesi amaglanmistir. Daha 6nce yapilan g¢aligmalarda 4-aminobenzohidrazid
bilesiginin bitki POD enzimlerinin yarigmali bir inhibitorii oldugu ve bitki
peroksidazlarinin saflastirilmasinda kullanilabilecegi tespit edilmis ve literatiire
kazandirilmistt  (Ozdemir H. et al. 2019). Bu c¢alisma esas alinarak 3-
aminobenzohidrazid molekiiliiniin aromatik halkasinin  orto, meta ve para
pozisyonlaria siibstitlientler takarak, farkli elektronik ve sterik Ozellik tasiyan
aminobenzohidrazid  tiirevleri  sentezlenerek  bitki  peroksidaz  enziminin
saflastirilmasinda en etkin ligand saptandi. HRP enziminin afinite kromatografisi ile

yiiksek saflikta ve verimde elde edilmesi amaciyla kullanilan Sekil 3.2°de verilen 3-
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Amino benzohidrazid tiirevi ligant molekiilleri (5, 6, 7, 8), ticari olarak temin
edilemediginden, molekiillerin metil benzoat tiirevleri (1, 2, 3, 4) satin alinarak hidrazin
sentezleri Sekil 3.°te verildigi seklilde tarafimizca yapildi ve sentez sonuglar1 Cizelge
4.1’de gosterildi. Hazirlanan amino-benzohidrazid tiirevlerininin once inhibisyon
kinetikleri incelendi ve doniisiimlii inhibisyon gosteren molekiiller belirlendi. Bu
calismalarda kiivetteki inhibitor konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2, 4.5, 4.8, 4.11 ve 4.14’te
gosterildi. Guaiakol substratina bagli olarak inhibisyon etkisini incelemek amaciyla,
doygun olmayan guaiakol reaksiyon ortamina farkli konsantrasyonlarda inhibitor ilave
edilerek aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen bu degerlerle %Aktivite-
Konsantrasyon grafikleri ¢izilerek ICsp degerleri bulundu. Horseradish POD enzimi igin
bu grafikler Sekil 4.6, 4.8, 4.10, 4.12°de gosterildi. HRP enzimi igin 5 farkli guaiakol
substrat konsantrasyonunda ve 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda aktivite
Olctimil yapild1 inhibitor konsantrasyonlart Cizelge 4.3, 4.6, 4.9 ve 4.12°de gosterildi. 3-
Amino 5-bromo benzohidrazid (5), 3-Amino 5-kloro benzohidrazid (6), 3-Amino 4-
metil benzohidrazid (7) ve 3-Amino 4-nitro (8) igin Lineweaver-Burk grafikleri
cizilerek inhibisyon c¢esitleri ve Ki degerleri bulundu (Lineweaver et al.1934).
Horseradish (Armoracia rusticana) bitkisinden POD enziminin saflastirilmasi igin
doniistimlii inhibisyon gosteren sentezlenen molekiiller belirlendi ve toplu sonuglar
Cizelge 4.14’te verildi. Bu molekiillerin ilgili diazonyum tuzu Sekil 3.5‘te verildigi

tizere Sepharose-4B’ye kenetlenerek afinite kromatografisi dolgu maddesi hazirlandi.

Sonug olarak ligand olarak hazirlanan Sekil 3.2°de verilen 3-aminobenzohidrazid tiirevi
molekiillerin (5, 6, 7, 8) bagli oldugu afinite kolonundan HRP enzimini tek basamakta,
yiiksek saflikta elde etmek amaclandi ve saflagtirma sonuclar1 Cizelge 4.15’te gosterildi.
Saflastirilan enzimlerin kinetik 6zellikleri, protein tayini, ve kullanilan ligandin kinetik
ozellikleri belirlendi. SDS-PAGE metoduyla enzimin molekiil kiitlesi 47 kDa olarak
belirlendi (Sekil 4.14). Calisilan dort molekiiliin HRP enziminin yeni, dontisiml, etkili
inhibitdrii oldugu ve afinite kolonunda ligand olarak kullanilma potansiyelleri ortaya

konuldu.
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Kullanilan molekiiller i¢erisinde kullanilma potansiyeli en yiiksek olan 3-Amino 4-nitro
ligant molekiilii i¢in pH, iyonik siddet ve sicaklik parametreleri ¢alisilarak grafik edildi
(Sekil 4.15, 4.16, 4.17) ve (mg protein/gram-jel) cinsinden HRP enzimini tutma
kapasitesi belirlendi. Saflastirmada elde edilen verimlerin ve saflastirma katsayilarinin,
literatiirde olan ¢aligmalardan ¢ok daha yiiksek oldugu belirlendi ve tek kademede

yapilmasindan dolayi etkin bir yontem sunuldu.

Bu calisma ligand olarak kullandigimiz 3-Amino 4-nitro benzohidrazid molekiiliiniin
ucuz maliyette ve yiiksek verimde HRP enzimini saflagtirdigi ve diger bitki
peroksidazlarin1 da saflastirmada kullanilma potansiyelinin oldugu literatiire

kazandirildi.
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